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Yiiksek Lisans Tezi
Kanser Teshisine Yénelik Elektrokimyasal Impedans Temelli Biyosensor Gelistirilmesi
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Kanser biyobelirtegleri, onkolojik rahatsizliklarda bulunduklari dokuda yiiksek
miktarda iretilirler ve kana yiiksek miktarlarda karigirlar. Biyobelirteglerin kandaki
miktarlarinin tespiti kanserin erken teshisi ve tedavisinin izlenmesinde 6nemli rol oynar.
Trombospondin-1 (THBS1 veya TSP1) hiicre-hiicre ve matriks-hiicre etkilesimlerini
yonlendiren bir glikoproteindir. Literatiirde pek ¢ok kanser tiiriiyle iliskilendirilse de,
Uluslararas1 Kanser Enstitiisi (NCI)’nlin Erken Tani Arastirma Agi’nda (EDRN)
belirtildigi iizere prostat kanserinin erken tanisinda daha belirgin 6zellikler
gostermektedir. THBS1’in kanser biyobelirteci olarak kabulii ile ilgili devam eden
calismalarda faz-2 klinik deneme asamasina gelinmistir. Bu tez kapsaminda,
elektrokimyasal impedans spekroskopisine (EIS) dayali Trombospondin biyosensorii
gelistirildi. Trombospondin-1’e spesifik antikor (Anti-THBS1), altin elektrot yiizeyine
6-merkaptohekzanol, epiklorohidrin, etanolamin kullanilarak kovalent olarak
immobilize edildi. Hazirlanan biyosensor 50-300 ng/mL tayin araliginda ve 1 saat tayin

stiresinde THBS1 tayininde bagariyla kullanildi.
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Anahtar Kelimeler : Trombospondin-1, SAM, Biyobelirteg, Biyosensor,
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Biosensor Development based on Electrochemical Impedance for Cancer Diagnosis
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ABSTRACT

Cancer biomarkers are mixed with blood by being produced in large amounts in
the tissue during the oncological diseases. The determination of their amounts in the
blood plays important role in early diagnosis and treatment monitoring of cancer.
Thrombospondin-1 (THBS1 or TSP1) is a glycoprotein that leads cell-cell and matrix-
cell interactions. Even though it is associated with a lot of type cancer in literature, it
indicates more typical characteristics in early diagnosis of prostate cancer, as mentioned
in Early Detection Research Network (EDRN) of National Cancer Institute (NCI). The
on-going studies interested in the consideration of THBS1 biosensor based on
electrochemical impedance spectroscopy was developed. Anti-THBS1, which is specific
antibody to THBS1, was covalently immobilized onto gold electrode surface by using
6-mercapto-1-hexanol, epichlorohydrin and ethanolamine. The constructed biosensor
was successfully used in the detection range between 0-300 ng/mL and detection time
of 1 hour for THBSL1 analysis.
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

THBS1(TSP1) : Trombospondin-1

Anti-THBS1 : Anti-Trombospondin-1

EPI : Epiklorohidrin

EA : Etanolamin

GA - Glutaraldehit

6-MHL : 6-Merkaptohekzanol

SAM : Kendiliginden olusan tek tabakalar
Rct - Yiik Transfer Direnci

CcVv : Dongiisel Voltammetri

EIS : Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi
SPR > Yiizey Plazmon Rezonansi

CPE > Yiik Transfer Direnci

AFM : Atomik Kuvvet Mikroskobu

SCE : Doygun Kalomel Elektrot
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BOLUM 1

GIRIS

Kanser, hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki kusurlarin neden oldugu,
hiicrelerin kontrolsiiz bigimde boliinerek cogalmaya basladig1 ve sonunda olugan tiimdriin
viicudun diger bolgelerine yayilarak, normal doku ve organlarin iglevini etkiledigi
hastaliktir. Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin stirekli

kontrolsiiz ¢cogalmasidir.

Kanserin, 200 farkli ¢esidi bulunmaktadir ve bat1 diinyasinda dliimlerin yaklasik
% 50’sini olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2014’te yayinladigi rapora
gore, diinyada her y1l 14 milyon kisiye kanser teshisi konulmaktadir. Dahas1 bu rakamin
2025°te 19 milyon kisi, 2035°te ise 24 milyon kisi olmasi beklenilmektedir. 2002 yilinda
iilkemizde kanserden oOliimler tiim Oliimlerin % 12’sini olusturmaktayken bu oran
2009°’da % 21’e ¢ikmistir [1]. Glinlimiizde kanserin erken teshisi i¢in radyolojik ve
patolojik incelemeler biiyiik 6nem arz etmektedir ve bu tetkikler; zahmetli, zaman alan

ve pahali ekipman ile kimyasallara gerek duymaktadir.

Kanser biyobelirteci seviyelerinin serum, idrar ve beyin omurilik sivis1 gibi viicut
stvilarinda dlgiilmesi ve siirekli kontrolii bu yontemlere yardimci olabilecek potansiyele
sahiptir. Risk gruplarinin biyobelirteg seviyelerinin belirli periyotlarla 6l¢iilmesi, kanser
olusumunun baslangigta teshis edilmesine olanak saglar [2]. Bu baglamda yeni
biyobelirteglerin bulunmasi ve bu biyobelirteglere 6zgii hizli, dogru, duyarli ve tutarh

tayin sistemlerinin gelistirilmesi biiyliik 6nem arz etmektedir.



Bu tezde kanser biyobelirteci olarak segilen THBS1 proteininin tayininde
kullanilmak iizere elektrokimyasal esasli bir THBS1 biyosensorii gelistirilmis ve bu

biyosensoriin uygulamalarina yer verilmistir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyosensorlerin Tanimlanmasi ve Biyosensorlere Genel Bakis

Biyosensorler, analiz edilecek numune ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren
biyoaktif bir bilesenin, bu numune ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikardigi sinyalin, bir
dedektor yardimi ile elektrokimyasal, optik veya termal cevaplar halinde tayin edilmesine

olanak saglayan yapilardir. Bu analizler kalitatif veya kantitatif olarak 6l¢iilebilir [3,4].

Biyosensorlerin tarihi, 1950’1 yillarin ortalarinda, L.C. Clark’in Cincinati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) kanin Oz miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baglar. 1962
yilinda Clark ve Lyons, glukozoksidaz enzimini Oz elektroduna immobilize ederek kanin
glukoz diizeyini Olgmeyi basarmiglardir. Boylece yeni bir analitik sistem
olusturmusglardir. Bu sistem, biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini (enzim) ve fiziksel
sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirerek genis spektrumlu bir analiz sistemi

olusturmustur [4].

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyokomponentle etkilesime girmesi sonucu sinyal iletici sistem yiizeyinde analit
miktartyla orantil1 bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢liim cihazina iletilmesi ilkesine

dayanir.

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptdrler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz edilecek

molekiile uygun olarak bir biyokomponent ve analitin donilisiimii sonucunda olusan



elektrokimyasal, termal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale ¢eviren uygun

bir transduser se¢ilmelidir. Transduser ve biyokomponent birbirine uygun fiziksel ya da

kimyasal yontemle baglanabilir(Sekil 2.1.) [5].

Enzimler N «Amperometrik
Doku kesitleri \ -Transistdrler
I Organeller \. C::E::ik o
NUMUNE  Immuno ajaniar || «Fotometri
l—| “| Niiklerik asitler /| «Florimetri
Mikroorganizmalar / -Luminesans
Reseptér molekiilleri / | Kutle Degisimi
/ *Piazoelektrik

-~ BIYOKOMPOMNENT .|

» BIiYOSENSOR -

Elektrokimyasal
«Potansiyometrik

Isi1 Degisimi
sTermistdrler

—+ TRANSDUSER +—

Sekil 2.1. Biyosen

sOr bilesen sistemi [5]

2.2. Biyosensorlerin Simiflandirilmalar:

| Elektronik

VERI TOPLAMA
{Degerlendirme)

Glinlimiizde biyosensorler; biyokomponent ve transduser olarak pek ¢ok farkli

maddeyi ve sistemi icermektedir. Bunlar Tablo 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Biyosensor sistemini olusturan bilesenler [6]

Analiz Edilecek Biyolojik Tamima Sinyal iletici Sistem
Madde Tiirii Bolgesi (Transduser)
Metabolitler Enzimler Elektrokimyasal Esasli
Kanser biyobelirtecleri  Antikorlar o Amperometri
Metaller Hiicre-doku kesitleri o Potansiyometri
Hormonlar Mikrorganizmalar o Yart iletken esaslh
Koenzimler Niikleik asitler Optik esasli
Aktivatdr-Inhibitor Aptamerler o Fotometri esasli
Allerjenler Lipidler o Fluorometri esash
Antijen Hiicre organelleri o Biyoliiminesans
Niikleik asit Reseptorler Piezoelektrik
Mikrorganizmalar o Mikrokantileverlar
Viriisler o Kuartz kristal mikrobalans

2.2.1. Analizlenecek madde-biyoaktif bilesen iliskisine gore biyosensorlerin
siniflandirilmasi

Biyosensorler farkl bir bakis agisiyla analizlenecek madde-biyoaktif bilesen

iliskisine gore asagidaki sekilde siniflandirilabilirler [6];

a) Biyokatalitik esasli biyosensorler (mikroorganizma ve enzimlerin
kullan1ldig1 biyosensorler)
b) Biyoafinite esasli biyosensorler (antikor-antijen ve reseptor-ligand gibi

etkilesimlerin kullanildig1 biyosensorler)

2.2.2. Biyoaktif tabaka-iletim ve 6l¢iim sistemi icerigine gore biyosensorlerin
siniflandirilmasi

Biyosensorler olgiim prensiplerine ve transduser tiirline gore asagidaki gibi

simiflandirilirabilirler [6];



a) Elektrokimyasal esasli biyosensorler (Amperometrik, Potansiyometrik, Impedimetrik)
b) Optik esasli biyosensorler (Fotometri, Flourometri, Biyoliiminesans)
) Piezoelektrik esasli biyosensorler (Kuartz kristal mikrobalans, Mikrokantileverlar)

d) Kalorimetri esasli biyosensorler
2.2.3. Biyoaktif tabakada kullanilan biyokomponent tiiriine gore biyosensorlerin
siiflandirilmasi

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gérev alan biyokomponentin tiiriine gore;

a) Enzim temelli biyosensorler
b) Hiicre temelli biyosensorler
c) DNA temelli biyosensorler

d) Antikor/Antijen temelli biyosensérler(Immiinosensérler)
2.3. Biyosensorlerin Bilesenleri
2.3.1. Biyokomponentler (Biyoreseptor)

Biyosensorlerin ana hattin1 olusturan biyokomponentler yaygin olarak reseptor
molekiil diye de adlandirilirlar. En ¢ok kullanilanlar1 enzimler ve antikorlardir. Enzim-
substrat ve antikor-antijen arasindaki iligkinin ilk adimi analitlerin tayin edilecek
proteinlere baglanmasidir. Bunlar gibi bir baglanma ya da doniisiim reaksiyonu yaratip
bir sinyal olusturabilecek birgok biyolojik aktif materyal ‘biyokomponent’ olarak
kullanilabilir. Enzimler, mikroorganizmalar, organaller, doku kesitleri, antikorlar ve
niikleik asitler ve biyolojik membranlar ic¢ine yerlesmis kimyasal reseptdrler bazi

biyokomponentlere 6rnektirler [6].
2.3.2. Transdiiserler (Sinyal Doniistiiriiciiler)

Transdiiserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu 6l¢iilebilir fiziksel bir sinyale
doniistiiriirler. Transdiiserlar biyokimyasal reaksiyona gore secilirler. Elektrodlar,
amperometrik ve potensiyometrik 6l¢iimlerde kullanilirlar. Optik sensorlerde hedef 151k,
pieozoelektrik sensorlerde ise hedef kristalin salinim rezonansinin kiitle yiikleniminin
degismesidir. Bunlarin disinda transistorler ve termistorler de sinyal doniistiiriicii olarak

kullanilir [7].



2.3.3. Biyokomponent immobilizasyonu

Biyokomponentlerin, sinyal donistiiriiciiler izerinde immobilizasyonu fiziksel
veya kimyasal baglanma yontemleri ile gerceklestirilir (Sekil 2.2). Fiziksel
immobilizasyonlara Ornek olarak adsorpsiyon, polimer matrikste tutuklanma vb.
yontemler verilebilir. Kimyasal immobilizasyon yontemlerine ise kovalent baglanma,

capraz baglama vb. yontemler 6rnek verilebilir. [6]

Adsopsiyon Jelde Tutuklama Kovalent Baglama Capraz Baglama

Sekil 2.2. immobilizasyon Yontemleri [6]

2.3.3.1. Adsorpsiyon

Biyokomponentin, sinyal doniistiiriicii ylizeyine hidrojen baglari, tuz kopriileri,
Van der Walls kuvvetleri gibi non-kovalent etkilesimler ile immobilizasyon prensibine
dayanir. Kullanilan baslica adsorbanlar; seliiloz, silikajel, polimerik aromatik regineler,

kollajen, cam hipoksiapatit gibi kimyasallardir.

2.3.3.2. Tutuklama

Biyokomponentler, dogal veya sentetik jel matrikslerde, yar1 gegirgen
membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerede tutuklanarak immobilize edilebilirler.
Jel matriks tutuklamada kullanilan baslica kimyasallar; akrilamid polimerleri, nisasta,

jelatin bazli tabakalar, kalsiyum alijanat jelleri, polivinil kloriir gibi materyallerdir.



2.3.3.3. Capraz Baglama

Capraz baglama islemi, iki veya daha fazla molekiiliin kovalent olarak
baglanmasidir. Bu islemde genellikle iki veya daha fazla reaktif fonksiyonel gruba sahip
kimyasallar kullanilir (aminler, siilfidriller vb.). En ¢ok kullanilan ¢apraz baglayicilar
glutaraldehit, epiklorohidrin, hekzametilen diizosiyanat ve 1,5 dinitro-2,4 diflorobenzen
gibi Dbifonsiyonel bilesiklerdir. Bu baglanma sonucu biyotanima materyalinin

sabitlenmesi saglanir ve reaksiyon tabakasindan sizmasi engellenir.

Epiklorohidrin ile Capraz Baglama:

Epiklorohidrin (CsHsCIO) ya da 3-kloropropilen, oksit kloroform benzeri bir
kokuya sahip, tahris edici renksiz bir sividir. Hava ile temas1 sonucu patlayici 6zellik
gosterebilir ve yanmasi sonucunda zehirli gazlar agiga cikarir. Epiklorohidrin, yapisi
itibariyle hem epoksit halkasindan hem de kolay ayrilan grup olarak kullanilabilen kloriir
tizerinden reaksiyon verebilir. Bu sebeple birden fazla —OH grubu iceren bilesiklerle
birlikte ¢apraz baglayici olarak kullanilabilir. Sekil 2.3’te desktran ile verdigi reaksiyon
gosterilmektedir [8].
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Sekil 2.3. Epiklorhidrinin dekstran molekiiliilerini ¢apraz baglama mekanizmasi [8]
Glutaraldehit ile Capraz Baglama:

Her iki ucunda birer aldehit grubu barindiran bes karbonlu bir reaktif olan
glutaraldehit, aminler ile reaksiyona girerek bir Schiff bazi olusturur. Bir ucundan elektrot
yiizeyindeki amin gruplari ile bir ucundan ise proteinlerdeki N terminale baglanarak bu

iki yapiy1 birbirine baglayabilir [9].

2.3.3.4. Kovalent Baglama

Kovalent bagin olusmasi i¢in, baglanacak olan biyokomponentin veya baglanma
yiizeyinin {lizerinde reaktif gruplarin (-COOH, -SH, -OH, -NH2, -C=0 vb.) bulunmasi
gereklidir.

Biyokomponentler aktiflestirilmis iletici ylizeyine baglanabilecegi gibi daha

onceden hazirlanmis immobilize bir film sistemi ile de ileticiye baglanabilir.

Biyokomponentin kovalent baglanmasi ile pH, sicaklik, iyon siddeti gibi
degiskenlere kars1 direng kazanilir ve biyosensoér daha saglam bir yapi kazanarak

dayanikli hale getirilebilir [10].



Enzimlerin kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) yontemiyle immobilizasyonu

SAM olusumu metal yiizey ve segilen organik molekiiliin bas grubu arasinda
meydana gelen giiclii kemisorbsiyon ile olugsmaktadir [10]. Alkil zincirleri arasindaki
hidrofobik ve van der Waals etkilesimleri sonucunda ¢ok iyi organize olmus ve elektrot
yilizeyine ¢ok siki paketlenmis bir tek tabaka elde edilir. Elektrot yiizeyindeki SAM,
cozelti igindeki elektroaktif tiirler ve elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferi icin
kinetik bir bariyer olarak tanimlanir. SAM yOnteminin diger metotlara gére avantajlarinin
basinda uygun molekiillerin segilerek tabaka kalinhigmmin kolaylikla kontrol
edilebilmesidir [11]. SAM ve bu tabakalarin bazi 6zellikleri Sekil 2.4’de sematik olarak
gosterilmistir. Tek tabakanin olusumunu ve paketlenme yogunlugunu; substratin dogasi,
puriizsiizligii, ¢dzgen, adsorbatin (tutunan) dogasi, absorbatin tutunma stiresi, sicaklik ve
adsorbat konsantrasyonu gibi pek ¢ok parametre etkiler [12].

SAM olusumunda nispeten piiriizsiiz metal yiizeylerinde (altin, giimiis, bakir, platin
ve nikel) tiyolat veya siilfiir molekiilleri; metal oksit yiizeylerinde (Al/Al203, SiO», PtO,
TiO2 ve ZrOy) alkan silan molekiilleri kullanilir. Sekil 2.5’da farkli yiizeylerdeki tek

tabaka olusumlari gosterilmistir [13].

Organik arayiizey
* Fonksiyonel gruplar sayesinde yiizey dzelliklerini
helirler
Fonksiyonel [ \
U Grup Organik Interfaz (1-3um)
*iyi tanumlanmug incelik saglar
*fiziksel hir hariyer olugturur
Alkan
Zincin
Ligand veya
Bag Grup Metal Siilfir Arayiizeyi
*yiizey atomlarm stahilize eder
Metal
Suhstrat

Sekil 2.4. SAM’in sematik gdsterimi [12]
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Sekil 2.5. Degisik yiizeylerdeki SAM yapilar1 (A) Altin ylizeye alkan tiyollerin

olusturdugu ve (B) hidroksillenmis ylizeyde alkil siloksan ile elde edilen SAM yapisinin

modellemesi [13]

Elektrot yiizeyine SAM yapilarin immobilizasyonu genelde elektrotun
adsorblanacak maddenin seyreltik (10-100 mM) ¢6zeltisi igerisinde 12 saat ve tizerinde
daldirilmastyla gergeklestirilir. Bu daldirilma siireci boyunca, elektrot yiizeyine SAM
yapilarinin adsorpsiyon kinetigi genellikle iki adimla tarif edilir. ilk bir saat igerisinde,
film tabakasi sonunda % 80-90 olacak sekilde hizli bir sekilde kalinlasir. Bunun
devaminda ise daha yavas bir siire¢ baslar ve 10 ila 20 saat arasinda hem kalinlik hem de
yiizeyin kurumasi denge degerine ulasir [12, 13].

SAM kullaniminin ¢ok 6nemli avantajlar1 vardir:
Elektrot ylizeyine biyomolekiillerin baglanmas: i¢in ya direkt kimyasal baglar
kullanilir ya da polimerik destekler kullanilarak enkapsiilasyon yapilir.
1. Diizenli yapinin, igne deligi bosluklarin ve stabil tek tabakanin olusmasi kolaydir.
2. SAM yiizey ile saglanan mikro ¢evre benzeri membran biyomolekiil immobilizasyonu
icin uygundur.
3. Cesitli fonksiyonel gruplar ile SAM’da ki bas gruplarin dizayninin esnekligi istege
gore hidrofobik ve hidrofilik yiizeylerin elde edilmesini saglar.
4. SAM f{izerinde immobilizasyon i¢in ¢ok az miktarda biyomolekiil (tek tabaka

olusturmak icin gerekli) gereklidir.
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5. Cok olaganiistii durumlarda molekiiler diizeyde bilgi edinmek ornegin protein
adsorpsiyonu, DNA hibridizasyonu, antijen-antikor iliskisi vs. icin AFM gibi yiizey
duyarl teknikler kullanilir.

6. +0.8 V ile -1.4 V arasinda SCE’ye kars1 uygulanan potansiyelde stabil oldugunu
gostermektedir ki bu durum onu pek ¢ok elektrokimyasal enzim elektrotu uygulamasi

icin uyumlu hale getirir [12].

Bu avantajlarinin yani sira SAM olusturulmasini siirlandiran 6nemli etmenler de
vardir. Bunlar:
1. Baz1 SAM tabakalarin kimyasal stabiliteleri ¢ok iyi olmadigindan tabakanin deneme
esnasinda izlenen yoldan etkilenerek kimyasal oksitlenmeye ugramasi,
2. Tek tabakanin elektriksel alaninin etkisi ve termal desorpsiyonu,
3. Hidrofobik SAM yiizeyi yliksek yiizey enerjisiyle ¢cok sayida kontaminanti yiizeyde

biriktirdiginden istenmeyen safsizliklarin adsorplanmasidir [11].

2.4. Biyosensorlerin Elektrokimyasal Temelleri
2.4.1. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks
elektriksel direnclerini, ylizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz
etmek i¢in kullanilan etkili ve kullanigh bir metottur. Metal korozyon mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda, membranlar boyunca ylik aktarrmi ve membran/gozelti ara
yiizeylerinin karakterizasyonunda ve optimizasyonunda sik¢a kullanilmaktadir.
Biyosensorlerin hazirlanma asamalarimin ve biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin
izlenmesi ve kantitatif tayini i¢in ¢ok uygundur. Impedans teknikleri ile biyoreseptor ve
onun analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesi yani sira, transduserde biyomolekiillerin
immobilizasyonu boyunca meydana gelen ylizey modifikasyonlar1 da takip edilebildigi
icin oldukg¢a avantajli bir yontemdir [14].

Bir sistemin impedans1 genellikle kii¢iik genlikli potansiyel uygulanmasi ve
akim cevabmin belirlenmesiyle tayin edilir. Impedans icin; potansiyel-zaman
fonksyonunun V(t) akim-zaman I(t) fonksiyonuna bolimiidiir. Vo ve lo maksimum deger
ulastiklarinda, f; frekans, t; zaman, ¢ potansiyel-zaman ve akim-zaman arasindaki faz

kaymasidir. Y ise kompleks iletkenlik veya admittans’tir [14].
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Sekil 2.6 impedans Denklemi [14]

Impedans kompleks bir degerdir; ciinkii akim sadece genlik acisindan farklilik
gostermekle kalmaz, potansiyel-zaman fonksiyonuyla kiyaslandiginda faz kaymas: da
gosterir. Bu yiizden deger ya |Z| ve faz kaymasi ¢ ya da reel Zr ve imgesel Z, olarak
tanimlanabilir. Bu durum Sekil 2.7°de gosterilmistir. Dolayisiyla impedans 6l¢timlerinin
sonuglari iki sekilde gosterilebilir. Bode grafigi (logf’nin fonksiyonu olarak logZ ve ¢)
veya Zr ve Z/’nin oldugu Nyquist grafigi seklinde belirtilebilir.

Z,
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Sekil 2.7. Impedans Egrisinin Grafiksel Ifadesi [14]

Impedansin tek bir frekans disinda farkli frekanslarinin tayin edilebilmesi sebebi
ile “impedans spektroskopisi” adini alir. Bu farkli frekanslar sayesinde; yiizeylerin,
tabakalarin veya membranlarin {izerinde gerceklesen degisimler hakkinda bilgi alinabilir.
Bu bilgilere ulagim i¢in cogunlukla esdeger devre sistemleri kullanilarak analizler yapilir.
Genellikle direng ve kapasitans olusturan bu devre ile sistemin farkli fizikokimyasal
Ozellikleri de goriliir. Ayrica sistem; elektrokinetik, difiizyon, partisyon gibi temel
yasalardan tlireyen transfer fonksiyonlar1 temelinde de tanimlanabilir. Bu durumda direng
veya kapasitanstaki degisimler ¢ozeltinin bir fonksiyonu olarak tanimlanabilir. Boylece

impedansla konsantrasyondaki degisim arasinda iliski kurulabilir [15,16].
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EIS’de, elektrolit ¢ozelti sistemin tek bileseni olarak incelendiginde; impedansi
aciklamak i¢in 4 unsur kullanilir. Bunlar, ohmik direng, kapasitans, sabit faz 6gesi ve

Warburg Impedans’tir. Bu unsurlar Sekil 2.8°de verilmistir.

impedans Tammlama Faz Frekans
elemani acis1  bagimhhg
R Z=R 0c Hayu
C Zc = o 90°  Evet
CPE Zeve = oo 0-90°  Evet
W (infinite) 24w == (1 —J) 45°  Evet

|

i
{T ._ L —— '+' __]_
2 Fy2 Do v Drop

Sekil 2.8. Impedans Elemanlarinin Matematiksel Tanimlar1 [15]

Esdeger devreler, deneysel impedans verilerini seri veya paralel diizenlenmis ideal
impedans unsurlarla yaklasik olarak belirlemek i¢in kullanilir. Cogu elektrokimyasal
sistem bu prosediire gore analiz edilir. Bir elektrolitle bir elektrodun temasta oldugu bir
sistem -Randles devresi- ¢ozelti direnci, Rs, yiik transfer direnci, Re, ¢ift tabaka
kapasitans Cdl ve Warburg impedans Sekil 2.9’da gosterilen Nyquist grafiginde Rs ve Rt
degerleri kolaylikla belirlenebilir. Cift tabaka kapasitansi ise yarim dairenin maksimum

yaptig1 noktadaki frekanstan hesaplanabilir [17].
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Sekil 2.9. impedans Devresinin Grafiksel Ifadesi [15]

Biyolojik bir materyali karakterize etmek igin elektrotlar sisteme uygulanmali
bdylece elektrokimyasal hiicre elde edilmelidir. AC potansiyel uygulanmas ile birlikte,
akim tiim sistem elemanlarin1 dolagsmaya baslayacaktir. Olgiilen impedans, bu

elemanlarin bireysel katkilarinin bir 6zetidir.

a) Biyolojik bir materyalin impedansi ya belirli bir analitin konsantrasyonunun
fonksiyonu ya da zamanin bir fonksiyonudur. Her iki durumda da her iki elektrodun
impedansi, Ol¢iilecek impedansa kiyasla kiiclik olmalidir. Bu da genis ylizey alanlar
kullanarak saglanabilir. Ayrica, ¢ozeltiden kaynaklanabilecek biyolojik materyalin
nonspesifik baglanmalarindan kaginilmalidir, ¢linkii bu durum ara yiizey impedansi
arttirir.

b) Calisma elektroduna biyolojik bilesen immobilize edilir ve analitle iliskisi tayin edilir.
Bu tipik bir biyosensor uygulamasidir. Burada duyar elektrodun impedansi aslinda tiim
impedansi kontrol eder. Bu yiizden, karsit elektrodun impedansi belirgin sekilde kiiciik
olmalidir. Bu da duyar elektroda gore en az 10 kat daha biiyiik (alan) elektrot
kullanilarak saglanabilir [15, 18].

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli biyosensorler dort ana sinifta
incelenebilirler;
v Enzim temelli impidimetrik biyosensorler
v' Immiinokimya temelli impidimetrik biyosensérler

v" Niikleik asit temelli impidimetrik biyosensorler

15



v' Hiicre ve mikroorganizma temelli impidimetrik biyosensorler

Bu c¢aligmada immiinokimya temelli impidimetrik biyosensorler ile ¢alisilmistir.

2.4.2. Dongiisel Voltammetri

Dongiisel voltammetride (Cyclic Coltammetry, CV), karistirilmayan bir ¢ozeltide
kiiciik durgun bir elektrodun akim cevabi tiggen dalga sekilli bir potansiyel (Sekil 2.10)
ile uyarilir [19].

Potansiyel

Sekil 2.10. ikizkenar iiggen dalgas1 seklinde uygulanan potansiyel [19]

Dongiisel voltammetride belli bir potansiyel araliginda dogrusal olarak tarama
yapilir sonra tarama yonii ters ¢evrilir ve potansiyel orijinal degerine getirilir. Her iki
yondeki tarama hizi aynidir. Bu uyarma g¢evrimi birka¢ kez tekrarlanir. Ters yondeki
potansiyellere dondiirme potansiyelleri denir. Dondiirme potansiyellerin araligi, bir veya
daha fazla analitin difiizyon kontrollii bir ylikseltgenme veya indirgenmenin meydana
geldigi potansiyeldir. Baslangic taramasinin yonii negatif veya pozitif olabilir. Bu da
numunenin bilesimine baglidir. Daha negatif potansiyeller yoniinde bir tarama ileri
tarama, z1t yondeki tarama da ters tarama olarak adlandirilir. Uggen dalga uygulandiginda

Sekil 2.11°deki gibi bir voltammogram elde edilir.
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Sekil 2.11. Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltammogram [19]

Bu egri s0yle yorumlanir; gittikce artan bir katodik gerilim uygulandiginda egrinin
ABDF dali elde edilir. indirgenme sebebiyle bir katodik akim gdzlenir (B noktas1 ). B’den
D’ye kadar olan bolgede indirgenebilen maddenin yiizey derisimi gittikge kiigiiliirken,
akimda hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri, analitin yiizey
derisimini Nernst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek i¢in gerekli kapasitif
akim artisidr. Ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk akim, difiizyon
tabakasi elektrot yiizeyinden uzaklastik¢a hizla azalir (D noktasindan F noktasina). F’de
uygulanan katodik gerilim azalmaya baglar. FH bdlgesinde indirgenebilen maddenin
indirgenmesi devam eder. Ancak indirgenmis madde konsantrasyonu azalmig
oldugundan akim da azdir. Potansiyel yeteri kadar pozitif oldugunda indirgenme daha
fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da anodik olur. Anodik akim, ileri yondeki
tarama sirasinda yiizey yakinlarinda biriken indirgenmis maddenin yeniden
yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik yapar ve sonra biriken indirgenmis

maddenin anodik reaksiyon yoluyla kullanilmasiyla azalir [19].
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2.5. Kanser Biyobelirtegleri (Biyomarker)

Biyobelirtegler,  karsinojenez  siireci  sirasindaki  kilometre  taslaridir.
Biyobelirtegler, dikkatle tanimlandiklart ve akillica secildikleri takdirde, risk
degerlendirmesi ve kanser tanisi i¢in bir firsat penceresi acarak, kisisellestirilmis 6nleme
ve tedaviye dogru gidisi hizlandirabilirler. Dogru biyobelirteclerin bulunmasindaki
anahtar, klinik a¢idan yorumlanmis iyi karakterize edilmis numunelerin, klinik sorulara
yanit verecek dogru calisma tasarimlarinin ve iligkin tayinlerle veri analizlerinin

se¢iminde yatar [20].

Uluslararas1 Kanser Enstitiisiine gore “Kan ve diger viicut sivilari normal veya
anormal siireclerde ya da bir hastalik durumunda dokularda bulunan biyolojik bir molekiil
olarak tanimlanir. Bir biyobelirte¢ viicudun bir hastalik veya durumunda, tedaviye nasil
yanit verdigini takip etmek i¢in kullanilir. Ayrica biyobelirteclere, molekiiler isaretleyici

ve imza molekiil de denir. [21]

Bununla birlikte, bu tanmimlar genistir ve halk tarafindan anlasilmasi kolay
olmayabilir. Biyobelirtegler, viicut sivilarinda kanser gibi patolojik bir durumun sinyalini
veren anormal bir seviyede bulunan; DNA, RNA, proteinler ve metabolitler dahil miktari
oOl¢iilebilir molekiillerdir. Bir biyobelirteg, kotii huylu tiimdr tarafindan salgilanan bir
molekiil olabilir ya da viicudun kanserin varligina kars1 6zgiin bir yanit1 olabilir. Gen
diziliminde ya da ifadesindeki ve protein yapisinda ve islevindeki degisiklikler, her tiir
kanserle ve bunlarin ¢esitli gelisim asamalarinda ilerleyisiyle iliskilendirilmistir. Gen
ifadesindeki ve protein ifadesi ya da modifikasyonundaki degisimler kanseri saptamak,

prognozu belirlemek ve hastaligin ilerlemesiyle terapétik yaniti izlemek i¢in kullanilir
[20, 22].

Insan viicudu bir denge hali olan homeostazi korumak igin cesitli metabolizmal
yollarin1 ¢aligtirir. Karsinojenez durumlarinda bu denge bozulur ve viicudumuzdaki
diizenleyici sistemlerden bazilari calismaz. Iste bu gibi durumlarda dokulardaki asagida

verilen biyolojik molekiiller birer biyobelirte¢ adayi olabilir.

a) DNA
b) RNA

¢) Proteinler
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d) Enzimler

e) Metabolitler
f) Hormonlar

g) Reseptorler

h) Karbonhidratlar

Bu biyolojik molekiillerin yapilarindaki degisiklikler, artmalari, azalmalari,
aldiklar1 cevaplara bagli olarak biyobelirteg olarak kullanimlari s6z konusudur. Asagidaki
Tablo 2.2°de kanser biyobelirteci olarak kullanilan bazi molekiillerin listesi verilmistir
[20].

Tablo 2. 2. Gliniimiizde kullanilan biyobelirtecler [23]

Giiniimiizde kullanilan protein ve gen bazh baz1 biyobelirtecler
Biyobelirte¢ Adi Kanser Tipi

AFP Karaciger kanseri

BCR-ABL Kronik ilik 16semisi
BRCA1/BRCA2 Gogiis, Yumurtalik Kanseri

BRAF V600E Cilt, Kolon Kanseri

CA-125 Yumurtalik Kanseri

CA 19.9 Pankreas Kanseri

CEA Kolon Kanseri

EGFR Kiiciik olmayan hiicreli akciger kanseri
HER-2 Meme kanseri

KIT Sindirim sistemi stromal kanseri
PSA Prostat Kanseri

S100 Cilt kanseri

VEGF Meme Kanseri
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Bu molekiillerin tayininde kullanilan analitik teknikler, Sekil 2.13’de goriildigii
gibi antikor ve antijenin bir immiin cevap olusturmasi tizere spesifik bir sekilde birbirini

tanimasi esasina dayanir [23].

antijen \(
/; "

antikor 7’ 1

YL‘(«()—'
A)\I*(Z

Yy ¥
e Y
Nl ~

. \( antijegin antikorla 3
smesi

Sekil 2.12. Antikor-antijen iliskisi [17]

2.5.1. Biyobelirteglerin Ozellikleri

Ideal bir biyobelirte¢ su 6zelliklere sahip olmalidir:

a) Hassasiyeti yiiksek olmali.

b) Tiim hastalik boyunca kesinligi sabit olmali.

c) Yiiksek spesifitede olmali, (+) (-) hata payr minimalize olmali.

d) Hastaligin erken teshisinde kesin cevap vermeli.

e) Komplike medikal prosediirlere gerek kalmadan belirleyici olmali.

f) Tarama i¢in kullanilacak yontem de uygun maliyete sahip olmali.
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Bu ozelliklere sahip olan ideal bir biyobelirte¢ tipta ve in vitro deneylerde
kullanilabilir [23].

2.5.2. Biyobelirteclerin Kullanim Alanlari

2.5.2.1. Teshis

Kanser biyobelirtecleri, ayrica spesifik teshislerde de kullamshdir. Ozellikle,
tiimorlerin primer veya metastatik kaynakli olup olmadigini belirleme gibi durumlarda
onemlidirler. Bu ayrimin yapilmasi ile arastirmacilar, ikincil bolgede bulunanlara karsi,
birincil timor bolgelerinde bulunan hiicrelerdeki kromozomal degisiklikleri
goriintlileyebilirler. Degisiklikler eslesirse, ikincil tiimor metastatik olarak tespit
edilebilir; buna karsin degisiklikler farkli ise ikincil tiimor, farkli bir primer timor olarak

tespit edilebilir [24].
2.5.2.2. Risk Degerlendirmesi

Genetik mutasyonlar ya da epigenetik degisiklikler ile ilgili olan kanser
biyobelirtegleri, genellikle bireylerin kanser tiirlerini, ne kadar zamandir var olduklarin
kantitatif bir bigcimde sunmay1 amaglar. Potansiyel akilli kanser biyobelirteclerinin kayda
deger ornekleri; kolorektal, yemek borusu, karaciger ve pankreas kanserine sebep olan
gen mutasyonlart icerenler icin KRAS, p53, EGFR, erbB2; meme ve yumurtalik
kanserine sebep olan genler icin BRCA1 ve BRCA2; Baskilayici tiimorlerinin olusumuna
sebep olan genlerin anormal metilasyonu ile olusan mutasyonlar (beyin kanseri) igin p16,
CDKN2B ve p14ARF; hipermetilasyonun sebep oldugu girtlak kanseri i¢in MYODI,
CDH1 ve CDH13; ve hipermetilasyonun sebep oldugu agiz kanseri i¢in pl6, pl4 ve
RB1’dir [25].

2.5.2.3. Siire¢ ve Tedavi Tahmini

Kanser alaninda biyobelirteclerin baska bir kullanimi1 da, kanser tiirii teshis
edildikten sonra gergeklesecek hastaligin prognozu igindir. Biyobelirtegler burada,
belirlenmis bir kanserin hem saldirganligina hem de sec¢ilmis bir tedaviye nasil yanit
vereceginin belirlenmesinde yararli olabilirler. Bunun nedeni kismen, 6zel biyobelirtecler
sergileyen tiimorlerin, bu tiimorlerin tanimina veya durumuna baglh tedavilere duyarl

olabilmesidir [25].
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2.5.2.4. Farmakodinamik ve Farmakokinetik

Kanser biyobelirtecleri ayrica, bir kisinin kanseri i¢in en etkili tedavi rejimini
belirlemek i¢in kullanilir. Ciinkii kisilerin genetik yapisindaki farkliliklar, insanlarin
metabolizmas1 ve ilaglarin kimyasal yapisina verdikleri cevaplar etkiler. Bazi
durumlarda, bazi ilaglarin metabolizmasinin azalmasi, ilaglarin yiiksek diizeylerde
viicutta birikmesi ile viicutta tehlikeli durumlar yaratabilir. Bu nedenle, kanser
tedavisinde, oOzellikle de ilag dozajlama kararlarinda biyobelirteclerle taramadan
yararlanilmalidir. Bir 6rnek, enzim tiyopiirin-metil transferaz (TPMPT) kodlayan bir
gendir [26].

2.5.2.5. Tedaviye Verilen Yamtin izlenmesi

Kanser biyobelirtecleri ayrica, bir tedavinin zamanla ne kadar iyi c¢aligtiginin
izlenmesinde yararlidir. Gilinlimiizde bir¢ok arastirmada, hastalarin tedavi siirecinin
incelenmesinde BT ve MRI gibi pahali tekniklerin yerine, daha ucuz maliyete sahip

biyobelirtegler kullanilmaktadir.

Dikkat c¢eken bir biyobelirteg Ornegi, kot huylu melonoma tedavisinin
izlenmesinde kullanilan S100-beta proteini olarak verilebilir. Boyle melanomalar, deride
pigment hiicrelerini olusturan melanositler olarak bulunurlar ve kanser hiicrelerinin
sayisina bagli olarak yiiksek konsantrasyonda S100 beta proteini iiretirler. Tedaviye

cevap, bireylerin kani i¢erisindeki S100-betanin diisiik konsantrasyonu ile iligkilidir [27].

Benzer sekilde, ek laboratuvar ¢aligmalari, apoptoza ugrayan tiimor hiicrelerinde
de sitokrom c, niikleozomlar, sitokeratin-18 ve E-kaderin gibi komponentlerin salindigin
gosterdi. Caligmalar, makromolekiiller ve digerlerinin kanser tedavisi sirasinda
dolasimda bulunmasinin, tedavinin izlenmesinde Onemli bir kaynak oldugunu

gostermektedir.
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2.5.2.6. Niiksetme

Kanser biyobelirtecleri ayrica, kanser niiksiinde tahmin ve izlemede kullanilabilir.
Oncotype DX gogiis kanseri tahlili, gogiis kanseri niiksetme olasiligini 6ngoérmek ig¢in
kullanilan HER-2 biyobelirtecine bagimli bir testtir. Bu test, hormon tedavisi ile tedavi
edilecek erken evre olan kadinlar i¢in (Evre 1 ve 2) tasarlanmistir. Oncotype DX, timor
biyopsisi sirasinda alinan hiicrelerde, 21 gene bir panelde bakar. Testin sonuglari, 10 yilda

tekrarlama olasiligin1 gésteren bir niiks puani seklinde alinir [28].

2.5.2.7. Gelistirilen flaclarin izlenmesi

Kanser teshisinde kullanimlarina ilave olarak, biyobelirteglerin genellikle kanser
ilag kesfinde de kullanimlar1 mevcuttur. Ornegin, 1960 yilinda, arastirmacilar kronik
miyeloid 16semisine sahip hastalarin ¢ogunda, Philadelphia kromozomu olarak
adlandirilan kromozom 9 ve 22°de belirli bir genetik anormallik kesfetti. Bu iki
kromozom bir araya geldiginde, BCR-ABL olarak bilinen kansere neden olan bir gen
olusturur. Boyle hastalarda, bu gen l6semi fizyolojik belirtileri tiim prensibi baslangi¢
noktasi olarak iglev goriir. Uzun yillar boyunca, BCR-ABL loseminin belirli bir alt tipini
derecelendirmek i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, ilag
gelistiricileri sonunda bu proteini inhibe eden giiglii bir ilag olan ve belirgin olarak
Philadelphia kromozomu iceren hiicrelerde azalmasimi saglayan Imatinib ilacini

gelistirdiler [28].
2.5.3. Biyobelirte¢ Arayisi

40’dan fazla laboratuvar ve 300’den fazla arastirmacidan olusan bir konsorsiyum
olan ABD Ulusal Kanser Enstitiisii Erken Yakalama Arastirma Agi biyobelirteglerin
gelistirilmesi, degerlendirilmesi ve onaylanmasi i¢in bes asamali yaklasim olarak bilinen
rehber ilkeler belirlemistir. Bu rehber ilkeler biyobelirteglerin Klinik uygulamalara
gecisini  kolaylagtirmak i¢in kullanilmaktadir. Buradaki bes asama kanserde risk
degerlendirmesi ve erken yakalamada klinik kullanimi amaglanan biyobelirteglerin

onaylanmasi i¢in ilkeler ve inceleme tasarimi temelleri saglamaktadir [29].

Bunlardan “kesif adimi” olarak da gecen ilki, potansiyel olarak uygun
biyobelirteglerin belirlenmesi asamasidir. Bu asamada normal hiicre ile timorlii

hiicrelerin protein ekspresyonlar1 karsilastirilarak baskilanmis ya da yok edilmis olduklari
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tespit edilir. Ikinci asama “dogrulama” asamasidir. Bu asamada ilk basamakta elde edilen
¢iplak protein alinarak diger bir 6rnekten elde edilmeye calisilir. Ugiincii asamada
dokulardan elde edilen biyobelirteglerin kanser teshis etme kapasiteleri 6l¢iiliir. Dordiincii
asamaya gelindiginde biyobelirtecin kanseri erken teshis edip edemedigi Olgiiliir. Bu
Olctimlerin spesifikligi ve tekrar edilebilirligi olduk¢a 6nemlidir. Ve son asama olarak

biyobelirtecin insanlar iizerinde ise yarayip yaramadigi test edilir [29, 30].

Kanser Dbiyobelirteci testleri baglaminda, bir biyobelirtecin duyarliligi,
biyobelirte¢ i¢in pozitif ¢ikan vaka Oznelerinin (hastaligi teyit edilmis olan bireyler)
oranina atifta bulunmaktadir. Secicilik (6zgiilliikk) biyobelirteg i¢in negatif ¢ikan kontrol
oznelerinin (hasta olmayan bireyler) oranina atifta bulunmaktadir [29]. Ideal bir
biyobelirteg testinin duyarliligi ve seciciligi %100 olacaktir; yani, kanserli olan her
bireyin testi pozitif, kanser olmayan her bireyin testi negatif olacaktir. Duyarlilik ne kadar
diistikse, kanserli bireylerin saptanamama siklig1 o kadar fazla olur. Secicilik ne kadar
diisiikse, kanser olmayan bireylerin testinin pozitif ¢ikmasi siklig1 o kadar fazla olur. Su
andaki mevcut biyobelirteglerin hig¢ biri % 100 segicilige ve duyarliliga erisememistir.
Ornegin, su anda prostat kanserinin tanimlanmasinda en iyi serum biyobelirteci olan
prostata 6zgii antijenin (PSA) duyarliligi yiiksek (% 90’dan fazla) fakat segiciligi
diistiktiir (yaklasik % 25); bu da saptanabilir bir prostat kanseri olmayan erkeklere biyopsi
yapilmasi sonucunu vermektedir [31]. Meme kanserine yonelik serum tiiméor biyobelirteci
CA15.3’1in duyarlilig1 sadece % 23 ve seciciligi % 69’dur ve sadece ileri meme kanseri
ya da tekrarlamasina yonelik terapilerin izlenmesinde yararlidir [32]. Sik kullanilan diger
terimler, testi pozitif olan bir kiginin kanser olma olasilig1 olan pozitif tahmin degeri ve
testi negatif olan bir kiginin kanser olmama olasilig1 olan negatif tahmin degeridir. Pozitif
tahmin degeri ve daha diisiik bir derecede, negatif tahmin degeri taranan popiilasyonda
hastaligin prevalansindan etkilenir. Verimli bir duyarlilik ve segicilik i¢in, prevalans ne
kadar ytiksekse, pozitif tahmin degeri o kadar yiiksek olacaktir. Erken Yakalama
Aragtirma Ag1, yukarida tartisilan tanisal performans kriterleri ve mevcut bakim
uygulamasma kiyasla artan yararlar, maliyet ve hastalarla bakicilar tarafindan
benimsenme gibi bagka unsurlar temelinde belirli bir kanser tiirii i¢in biyobelirte¢ hatt1
olusturur [33]. Aday biyobelirtegler bir kez tanimlandiktan sonra, erken yakalama, tani
ya da prognoz gibi, hedeflenen klinik amaca ulasabilecegini dogrulamak i¢in, Erken

Yakalama Arastirma Agi tarafindan toplanan numune referans kiimelerine tabi tutulur.
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Hedeflenen amag i¢in dnceden belirlenen kriterler karsilaniyorsa, belirtegler bir sonraki

asamaya gegerler [29].
2.5.4. Gelecekteki Yonelimler

Tek bir biyobelirtecin erken yakalamada yararli olabilecek kadar duyarliligi ve
seciciligi olmayabilecegi i¢in, muhtemelen tek bir tanisal belirtegten daha iyi sonug
verecek sekilde markerlerin ¢ogullanmasia ilgi duyulmaktadir (yani es zamanl
kullanilmak {izere bir belirtegler paneli olusturulmasi). Diyagnostik sirketleri bazi
biyobelirteglerin tek bir platformda analizine olanak saglayan esnek teknoloji platformlari
gelistirmektedir [33]. Bu ¢ogul platformlar bir protein ya da niikleik asit biyobelirtegleri
panelini eszamanli olarak analiz etmek {izere tasarlanmaktadir. Bu ¢ogullama yaklagimi
numunelerin zaman alan elle islenmesi sorununu ortadan kaldirmakta, analizlerin daha
hizli, daha verimli ve daha kolay yapilmasini saglamakta ve ger¢ek zamanli veri eldesine

ve etkili numune karsilagtirmasina olanak saglamaktadir.

Biyogip teknolojisindeki bir bagka énemli yenilik, serum proteinlerinin ifadesinin
ticari enzim baglantili immiinosorbent tayinleriyle kiyaslanabilir, bir biyobelirtecin
diizeyini saptamak icin antikorlarin kullanildigi mikro akiskanl ¢ip bazli immiin tayindir.
Bununla birlikte, tayin kosullarinin optimize edilmesinde g¢ogullama zorlu bir is
olabilmektedir ve halen bdylesi ¢ok boyutlu ve yiiksek hacimli verilerin incelenmesinde
etkili araglarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Siirekli bir dikkat ve destek, acik ¢apraz
disiplinli, ¢ok kuruluslu isbirligi ile kanseri erken yakalamada dogru ve yararli olacak
biyobelirteglerin bulunmast ve gelistirilmesinin Oniindeki sorunlar ve kanser riski
azalacak ve uzun zamandir beklenen, yeni daha az invaziv olan araglar klinik kullanima

sokulacaktir.

2.6. Trombospondin-1 (THBS1 veya TSP1)

Trombospondin-1,’in prekursorii 1170 amino asit igeren 129 412 Dalton’luk bir
proteindir. Katlanmis protein yapisi, disiilfit baglar1 igeren bir homotrimerdir. Bu
proteinin islevsel hali, 12 Asparajin’e bagli mono, bi-, tri- veya tetramer kompleks
oligosakkarid igeren; molekiiler agirligi 150-180 kDa arasi1 degisen bir glikoproteindir
[30].
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Sekil 2.13. Trombospondin-1 Proteini [30]

THBS1, embriyolojik gelisme sirasinda birgok dokuda eksprese edilir fakat
saglikli bir yetiskinde belirli bir miktarda eksprese edilir. THBSI1, alfa platelet
graniillerinde en ¢ok bulunan proteindir fakat normal plasma seviyeleri oldukca diisiiktiir.
Saglikli bir insanin kan plazmasinda genellikle 100-200 ng/mL seviyesinde bulunurlar.
Diger hiicre tiirlerlerinde; yaralanma, doku yenilenmesi, aterosklerotik zedelenmeler ve

timor olusumu gibi durumlarda ekspresyonu artar [30].

THBS1, ekstraselliiler matrikse anlik olarak salgilanir fakat buradan hizli bir
sekilde fibroblast ve endotelyal hiicrelere  gonderilir.  Trombospondin-1,
megakaryositlerde ve plateletlerde bol miktarda bulunur ancak esas olarak kan

damarlarinin subendotelyal matriksinde siirekli olarak eksprese edilir [31].

THBS1, fibrinojen, fibronektin, laminin, tip 5 Kkollajen ve alfa-V/betal
integrinlere  baglanarak  viicut mekanizmalarinda yer almaktadir.  Platelet

agregasyonunda, anjiyojenezde ve tiimorjenezde rol oynamaktadir [32].

Uluslararas1 Kanser Enstitiisli, Erken Yakalama Agi’nda belirtildigi {izere,
THBS1 prostat kanseri hastalig1 olan hastalarda yiiksektir. THBS1, kanser pre-diagnostik
calismalar klinik faz 2’tedir ve hala devam etmektedir. Kandaki THBS1 diizeylerinin
Olcimii ile gereksiz biyopsilerin sayisinin  azalmast ve teshisin konulmasi

amaglanmaktadir [33] .
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan biyobelirteg Trombospondin-1 (THBS-1) human ve bu
biyobelirtece 6zgii sentezlenen Anti-Trombospondin-1 (Anti-THBS-1), Glutaraldehit (%
25), 6-merkaptohekzanol, epiklorohidrin, etanolamin, potasyum ferrisiyanat ve potasyum
ferrosiyanat kimyasallar1 Sigma-Aldrich Co. LLC (Amerika Birlesik Devletleri)’den
temin edilmistir. Potasyumkloriir, Di-potasyum hidrojen fosfat, Sodyum hidrojen fosfat,
Etanol (Absolute % 99) Merck KGaA (Darmstadt, Almanya)’dan temin edilmistir.

Tiim sarf malzemeler Interlab Lab. Uriin Sanayi ve Tic. A.S.’den temin edilmistir.
Kullanilan ¢ozeltiler deneyler esnasinda taze olarak hazirlanmistir. Biyobelirtecler ve
antikorlar istenilen konsantrasyonlarda hazirlanarak -20 °C’de derin dondurucuda

saklanmugtir.
3.1.2. Calismada Kullanilan Cihaz Ekipmani

Calisma elektrodu olarak 2.01 mm? yiizey alanina sahip altin elektrot, referans
elektrot olarak KCl ile doygunlasmis 3 M Ag/AgCl elektrot ve yardimer elektrot olarak
ise 10 mm uzunlugunda platin tel kullanilmistir. Tiim elektrotlar BASI, Warwickshire,
UK firmasindan temin edilmistir. Ol¢iimler ise déngiisel voltammetri ve elektrokimyasal

impedans spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst iceren (Gamry Instruments,
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Warminster, USA) bir bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference
600 (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazinda yapilmustir.

Deneylerde Biyokimya arastirma laboratuvarinda bulunan ultrasonik su banyosu
(WiseClean DAIHAN), hassas terazi (Precisa XB 220A), mikropipetler (Eppendorff
mikropipet), manyetik karistirict (Biosan MSH 300), pH-metre (Jenco pH metre 6173)
kullanildi.

3.1.3. Calismada Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanisi

50 mM Fosfat Tamponu (pH=7.0): 3.549 g NaHPOj tartilir, destile su ile 500 mL’ye
tamamlanir. 3.4015 g KH2POg tartilir, destile su ile 500 mL’ye tamamlanir. Bu iki ¢ozelti
pH 7.0 olacak sekilde karistirilir.

5 mM Kis[Fe(CN)e]: 0.4116 g tartilir, fosfat tamponu ile 250 mL’ye tamamlanr.
5 mM Ka[Fe(CN)g]: 0.5280 g tartilir, fosfat tamponu ile 250 mL’ye tamamlanr.

0.1 M KCI: 3.7275 g tartilir, 500 mL’ye K4[Fe(CN)e], K3[Fe(CN)e] (1:1) ¢ozeltisi ile

tamamlanir.
0.4 M NaOH: 1.6 gr tartilarak, saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

% 2.5’luk Glutaraldehit: % 25°lik ¢ozeltisinden 5 pL alinarak, fosfat tamponu ile 100

uL’ye tamamlanir.

0.5 M Etanolamin: 23.68 M’lik ¢6zeltisinden 21.11 pL alinarak, fosfat tamponu ile 1

mL’ye tamamlanir.

% 20’lik Epiklorohidrin: Ana stoktan 200 pL alinarak, 0.4 M NaOH ¢ozeltisi ile 1

mL’ye tamamlanir.

20 mM 6-Merkaptohekzanol: 500 mM’lik ana stoktan 600 pL alinarak, etanol ile (%
99’luk) 15 mL’ye tamamlanr.

3.2. Yontem
3.2.1. Elektrot Temizligi

Au calisma elektrodu her kullanimdan 6nce fiziksel olarak ve gerekli durumlarda

kimyasal olarak temizlenir. Temizlik agsamalar1 asagidaki gibidir.

29



Al203 ile Giinliik Elektrot Temizligi

Elektrotlar her ¢alisma Oncesinde ve sonrasinda bu islem ile temizlenir. Yarim
spatiil aliimina (<50 nm) kadife yiizey lizerine alinir ve {lizerine 2 damla ultra saf su
eklenir. Au elektrot ilk 20 saniye daireler ¢izilerek ve geri kalan 100 saniye ‘8’ hareketi
cizilerek yilizeye uygulanir. Saf su ile yikanan elektrot, 5 dakika boyunca ultra saf su
icerisinde sonikatorde inkiibe edilir. Tekrar saf su ile yikanan Au elektrot etanol ile
yikanir. Daha sonrasinda etanol igerisinde sonikatdrde 6 dakika boyunca inkiibe edilir.
Sonrasinda elektrot bol saf su ile yikanir ve argon gazi ile kurutulur. Elektrodun “yalin”

olarak EIS 6l¢timii yapilarak temizlik kontrol edilir.

Elektrokimyasal Temizlik

Elektrotlar, 50 mM 10 mL’lik HCI ¢ozeltisi ile Dongiisel Voltammetri yontemi
kullanilarak temizlenir. Yontem parametreleri su sekildedir; Scan Limit 1 -500 mV, Scan
Limit 2 1500 mV, Scan Rate 100 mV/s, Cycles :10

Bu temizlik sonrasi elektrotlar bol saf su ile yikanir ve ultra saf su igerisinde

sonikatorde 5 dk inkiibe edilir.

3.2.2. Biyosensoriin Calisma Prensibi ve Ol¢iim Sistemi

Gelistirilen biyosensor sisteminde uygulanan biitiin immobilizasyon islemlerinin
karakterizasyonunu yapmak icin dongiisel voltammetriden (CV) ve elektrokimysal
impedans spektrokopisinden (EIS) yararlanilmistir. CV igin potansiyel araligi -0.5 & 1.0
V olarak se¢ilmis olup (adim biiytikliigii: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) dl¢timler 0.1 M
KCl igeren ve 6l¢iim igin redoks probu sunan 5.0 mM Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e] (1:1)
cozeltisi icinde gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal impedans Olgiimleri ise 10 mV
alternatif akimda gergeklestirilmistir. Olciimde kullanilan redoks cifti, dongiisel

voltametredeki ile aynidir. Impedans spektrumlar1 10 000-0.05 Hz araligindadir.

Antikorun elektrot yiizeyine baglanmasi1 gerceklestirildikten sonraki asama
biyobelirteclerin elektrot yiizeyine baglanmasini saglamaktir. immobilizasyon sonrasi
standart THBS-1 konsantrasyonu (50 ng/mL) elektrot yiizeyine mikropipet ile her
defasinda 5 pL olacak sekilde ilave yapilmistir. Her inkiibasyon periyodundan sonra
elektrot yiizeyinde baglanmamis biyobelirtecleri uzaklastirmak i¢in elektrot ultra saf su

ile yikanarak ve Fe(CN)s**~ redoks probu iceren ¢dzeltinin bulundugu hiicrede CV ve
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EIS oOlgtimleri alimmistir. Her 6lglim Oncesinde ve sonrasinda elektrotlar ultrasaf su ile

temizlenip, argon gazi ile kurutulmustur.
3.2.3. Hesaplamalar

Immobilizasyon basamaklarinin kontrolii ve THBS-1 tayininin gerceklestirilmesi
icin impedans (alternatif akima kars1 direng) yontemini kullanildigindan elde edilen
Nyquist egrilerinin bir es-deger devre vasitasi ile anlamli sayisal degerlere

dontistiiriilmesi gerekmektedir.

3.2.3.1. Esdeger Devre Modeli Cizimi

Hesaplanacak sayisal degerlerden tayin i¢in en 6nemli olan1 ayn1 zamanda yaklasik
olarak Nyquist egrisinin de ¢ap degerine tekabiil eden elektrot ylizeyine olan “yiik transfer
direnci (Rct)” ifadesidir. Yapilan ¢alismalar ve literatiirlerde yer alan makaleler yiik
transfer direnci ile yiizeydeki madde miktar1 arasinda dogru oranti bulundugunu

gostermektedir [34].

Bu c¢alismada Gamry Analyst® yazilimi kullanilarak elektrot ylizeyine uygun
esdeger devre modeli ¢izilmis ve yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen Nyquist
egrilerinin sayisal degerlere doniistiiriilmesi saglanmistir. Gamry Analyst® yazilimi
kullanilarak elde edilen es-deger devre Sekil 3.1°de gosterilmistir. Sekil 3.1 tizerinde
bulunan Rs Cozelti Direncini, Zw Warburg impedansim, CPE-alpha sabit faz elemani

kapasitansi, Rct ise yiik transfer direncini gostermektedir.

RW- alpha B

Sekil 3. 1. Gamry Analyst® yazilim1 kullanilarak elde edilen es-deger devre modeli
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3.2.3.2. Yiik transfer direncinin (Rct) hesaplanmasi

Degeri hesaplanmas: istenilen Nyquist diyagrami Gambry Analyst® yaziliminda

acilir. Sonra bu yazilimin iist meniisiindeki impedans sekmesinden bir “Fit A Model

(Simplex Method)” secilir. Burada agilan daha 6nceden hesaplama yontemi belirlenmis

devre sistemlerinden bu ¢alismaya uygun olan “CPE with Diffusion” devresi se¢ilir (Sekil

3.2).

e
7 File Tools Window Help | Impedance CommonTools Quick Help
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i Rotated DiskMDL 1 GamryImpedanc
@4 5L WMDL 01 Gamiy Impedanc ¥
0,000 ohm ¥ < ?
0,000 ohm 10,00 kohm 20,00 kohm
Dosya ad: | CPE with Dffusion MDL | Model Flestme) v

- ZCURVE (T-5NHLEPHEA-GA-ANTTHES 1 -S0ngTHES 1-6i5.DTA) & ZCURVE (T-6MHLEPHEA-GA-AI i

@ ZCURVE (T3-5MHLEPHEA-GA-ANTTHES1-200ngTHES 1-2i5.DTA) 0 ZCURVE (T3-GMHLEPHEA-CA-Al vrsrmr s e ey — — —

8- ZCURVE (T2-5MHL-EPHEA-GA-ANTTHES 125 0TA)

Sekil 3. 2. Gambry Analyst® yazilimindaki hesaplama yapilabilen devre modelleri

Uygun devre sistemi segildikten sonra agilan hesaplama ekranindaki degerlerin

sifirlanmast i¢in “reset to default values™ diigmesine basilir (Sekil 3.3). Son olarak da

hesaplama yapilmasi i¢in ayn1 ekran iizerinde bulunan “calculate” diigmesine basilir.

Ortaya ¢ikan hesaplama egrisi, deneysel ¢aligmalar sonucu elde edilen Nyquist egrisine

uyana kadar “calculate” diigmesine basilmaya devam edilir.
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Sekil 3.3. Gambry Analyst® yazilimindaki hesaplama ekrani

Son olarak hesaplama ekraninda bulunan ve yiik transfer direncine karsilik gelen

Rp degerleri her bir Nyquist egrisi i¢in kaydedilir.

Yiik transfer direnci degerleri (Rp veya Ret) ile ylizeye baglanan madde miktari
arasinda dogru oranti oldugu yapilan onceki caligmalar ile kanitlandigindan dolay:
hesaplanan bu Rp degerleri bu asamadan sonraki tiim kantitatif tayinlerde kullanilmistir

[34, 35].
3.2.4. Trombospondin-1 Tayinine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanmasi

Oncelikle temiz Altin (Au) elektrot, kendiliginden olusan tek tabakalarin (SAM)
meydana gelmesi i¢in etanolde ¢6ziinmiis 20.0 mM 6-Merkaptohekzanol (6-MHL)
icerisine daldirilarak 16 saat inkiibe edildi. Sonrasinda baglanmamis 6-MHL birimlerini
uzaklastirmak igin elektrot etanol ve bidistile su ile yikandi. 6-merkaptoheksanol’iin
elektroda baglanmayan fonksiyonel ucundaki hidroksil gruplarini aktiflestirmek amaciyla
0.4 M NaOH igerisinde hazirlanmis % 20’lik Epiklorohidrin ¢ozeltisi elektrot ylizeyine 5
pL damlatilarak 45 dk bekletildi. Epiklorohidrinin 6-merkaptohekzanole baglanmamis
klor ucunu daha islevsel hale getirmek igin 100 mM pH=7.0 fosfat tamponunda
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hazirlanmis 0.5 M Etanolamin ¢ozeltisinin 5 pL’si elektrot yiizeyine damlatildi ve 1 saat
bekletildi. Etanolamin baglanmay1 hidroksil ucundan gerceklestirdiginden dolayr amin
ucu acikta kalir. Bu amin grubunu antikor ile ¢apraz baglamak i¢in 100 mM pH= 7.0
fosfat tamponunda hazirlanmig % 1.25°lik glutaraldehit ¢ozeltisinin 5 pL’si elektrot
yiizeyine damlatildi ve 15 dk bekletildi. Sonrasinda 50 ng/mL konsantrasyonundaki
Trombospondin-1’e spesifik antikor ¢ozeltisinin 5 pL’si elektrot yiizeyine damlatildi ve
60 dk inkiibe edildi. Son olarak Trombospondin-1’in 50.0 ng/mL konsantrasyonundaki
¢Ozeltisinin 5 uL’si porsiyonlar halinde eklendi ve her bir ekleme i¢in bir saat bekletildi.
Bu basamaklarin her birinde hem inkiibasyon sonrast hem de damlatmalar 6ncesinde
elektrot once bidistile su ile sonrasinda da ultra saf su ile yikandi. Her bir adimda dongiisel
voltammetri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi dl¢limleri alind1 ve es deger

devre modeline gore Ret degerleri hesaplandi.

Immobilizasyon asamalar1 ve elektrot yiizeyi sematik olarak Sekil 3.3’te
gosterilmistir.  Bu  immobilizasyon yOnteminin  baslangicinda  bulunan  6-
merkaptohekzanole ait hidroksil grubunun epiklorohidrin ile aktivasyonu ve sonrasindaki
eter olusumu Barldrich ve ark. tarafindan merkaptoetanol kullanilarak gergeklestirilmistir
[36]. Ayrica aymi g¢alismada epiklorohidrin basamagini takip eden basamakta yer
degistirme tepkimesi i¢in kitosan kullanilmistir [36]. Bu calismada ise daha 6nceden Asav
E. tarafindan gerceklestirilen reaksiyon tekrarlanmistir [42,43]. Burada epiklorohidrin
tizerinde bulunan klor, etanolaminin hidroksil grubu ile yer degistirme tepkimesi verir ve
asagida gosterildigi gibi bir eter olusur. Sonrasinda ise etanolaminin amin grubu
glutaraldehit lizerinde bulunan aldehit gruplarindan biri ile etkileserek Schiff bazi
olusturur. Glutaraldehitin diger aldehit grubu antikor iizerinde bulunan aminoasitlerle
etkileserek Schiff bazi olusturur. Boylelikle kovalent baglanmalar gerceklesmis ve

antikor elektrot ylizeyine tutturulmus olur.
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Sekil 3.4. THBS-1 biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin sematik gosterimi
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3.2.5. Trombospondin-1  Biyosensoriiniin  immobilizasyon ~ Adimlarmn
Optimizasyonu
3.2.5.1. 6-Merkaptohekzanol (6-MHL) Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Elektrot yiizeyinde kararli ve dayamikli SAM (Self Assembly Monolayer)
olusturmak i¢in 6-MHL’{in ¢esitli konsantrasyonlart ile ¢alisilmistir. 6-MHL’iin 2 mM,
5 mM, 10 mM ve 20 mM’lik konsantrasyonlar1 hazirlanarak biyosensor sisteminde
denenmistir. Bulunan Nyquist egrileri kullanilarak hesaplanan R¢t degerleri ve THBS-1
konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor igin bir kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu
calismada, konsantrasyonlarin biyosensore etkisinin gdzlenebilmesi i¢in % 20’lik
Epiklorohidrin, 0.5 M Etanolamin, % 1.25°lik Glutaraldehit, 50 ng/5uL Anti-THBS-1 ve
50 ng/mL THBS-1 sabit olarak kullanilmistir.

3.2.5.2. Epiklorohidrin (EPI) Konsantrasyonunun Optimizasyonu

6-MHL’iin uglarma baglanarak onlar1 aktif hale getirmesi amaglanan
epiklorohidrinin optimum konsantrasyonun belirlenme ¢aligsmasi yapilmistir. EPI’nin, %
5, % 10, % 15 ve % 20’lik konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir. Bulunan Nyquist egrileri
kullanilarak hesaplanan Ret degerleri ve THBS-1 konsantrasyonu kullanilarak her bir
biyosensor i¢in bir kalibrasyon grafigi cizilmistir. Bu ¢alismada, konsantrasyonlarin
biyosensore etkisinin gozlenebilmesi igin 10 mM 6-MHL, 0.5 M Etanolamin, % 1.25°1ik
Glutaraldehit, 50 ng/SpL Anti-THBS-1 ve 50 ng/mL THBS-1 sabit olarak kullanilmustir.

3.2.5.3. Etanolamin (EA) Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Epiklorohidrinin uglarina baglanacak optimum etanolamin konsantrasyonun
belirlenmesi icin c¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan etanolamin ¢ozeltileri
kullanilmistir. Etanolaminin, 0.5 M, 1 M ve 2 M’lik konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir.
Bulunan Nyquist egrileri kullanilarak hesaplanan Rt degerleri ve THBS-1
konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor i¢in bir kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu
calismada, konsantrasyonlarin biyosensore etkisinin gézlenebilmesi igin 10 mM 6-MHL,
% 15 Epiklorohidrin, % 1.25’1ik Glutaraldehit, 50 ng/5pL Anti-THBS-1 ve 50 ng/mL
THBS-1 sabit olarak kullanilmistir.
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3.2.5.4. Glutaraldehit (GA) Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Amin gruplarmin aktiflestirilmesi i¢in kullanilan glutaraldehit miktarinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyon ¢aligsmasi yapildi ve % 1.0, % 1.25 ve %
1.5’luk Glutaraldehit konsantrasyonlari denendi. Bulunan Nyquist egrileri kullanilarak
hesaplanan Rct degerleri ve THBS-1 konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor i¢in
bir kalibrasyon grafigi c¢izilmistir. Bu c¢alismada, konsantrasyonlarin biyosensore
etkisinin gozlenebilmesi i¢in 10 mM 6-MHL, % 15 Epiklorohidrin, 1 M Etanolamin, 50
ng/5uL Anti-THBS-1 ve 50 ng/mL THBS-1 sabit olarak kullanilmistir.

3.2.5.5. Anti-Trombospondin-1 Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Biyosensor sistemine baglanacak uygun antikor miktarinin belirlenmesi amaci ile
Anti-THBS-1’in ¢esitli konsantrasyonlari ile optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Anti-
THBS-1"1n, 25 ng/5pnL, 50 ng/5pL ve 100 ng/SpL’lik konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri
kullanilarak biyosensorler hazirlanmistir. Bulunan Nyquist egrileri  kullanilarak
hesaplanan Rct degerleri ve THBS-1 konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor i¢in
bir kalibrasyon grafigi c¢izilmistir. Bu c¢alismada, konsantrasyonlarin biyosensore
etkisinin gozlenebilmesi i¢in 10 mM 6-MHL, % 15 Epiklorohidrin, 1 M Etanolamin, %
1.25°1ik Glutaraldehit ve 50 ng/mL THBS-1 sabit olarak kullanilmistir.

3.2.5.6. Trombospondin-1 Siiresinin Optimizasyonu

Trombospondin-1’in biyosensor sistemine baglanmasinin siireye bagl degisimleri
karsilastirilmistir. Trombospondin-1, 30 dk, 45 dk, 60 dk ve 90 dk’lhk inkiibasyon
stirelerindeki baglanma etkileri olglilmiistiir. Bulunan Nyquist egrileri kullanilarak
hesaplanan Rct degerleri ve THBS-1 konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor i¢in
bir kalibrasyon grafigi c¢izilmistir. Bu c¢alismada, konsantrasyonlarin biyosensore
etkisinin gozlenebilmesi i¢in 10 mM 6-MHL, % 15 Epiklorohidrin, 1 M Etanolamin, %
1.25°1ik Glutaraldehit ve 50 ng/5pL Anti-THBS-1 sabit olarak kullanilmistir.
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3.2.6. Trombospondin-1 Tayinine Yonelik Biyosensoriin Karakterizasyon
Cahsmalan
3.2.6.1. Dogrusal Tayin Arahg

Optimize edilen her bir immobilizasyon basamagi kullanilarak hazirlanan
biyosensor icin belirlenen tayin araligi 50-300 ng/mL’dir. Bu ¢alismada biyosensor, 10
mM 6-MHL (16 saat), % 15°1ik EPI (45 dk), 1 M EA (1 sa), % 1.25 GA (15 dk) ve 50
ng/5uLl Anti-THBS-1 kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.6.2. Tekrar Uretilebilirlik

Optimize edilen her bir immobilizasyon basamagi kullanilarak dokuz farkli
biyosensor hazirlanmistir ve 50-300 ng/mL THBS-1 tayin araliginda l¢timler alinmugtir.
Bu ¢alismada biyosensor, 10 mM 6-MHL (16 saat), % 15°lik EPI (45 dk), 1 M EA (1 sa),
% 1.25 GA (15 dk) ve 50ng/5uLL Anti-THBS-1 kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.6.3. Yapay Serumda Uygulama

Yapay serum Ornegi ile antijen-antikor etkilesimlerinin serum icerisindeki
tuzlardan ve diger biyomolekiillerden etkilenip etkilenmeyecegi incelenmistir. THBS-1
ve Anti-THBS-1 igin biitiin seyreltmeler Sigma-Aldrich Firmasi’ndan satin alinan yapay
serum ile yapilmistir. Bu sekilde optimize sartlarda olan biyosensor igin CV ve EIS

Ol¢iimleri alinarak yapay serumun etkisine bakilmstir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Trombospondin-1 (THBS-1) Biyosensérii ile Tlgili Elde Edilen Veriler
4.1.1. THBS-1 Biyosensoriiniin Hazirlamis Basamaklarina Iliskin Veriler

Trombospondin-1 biyosensorii igin yapilan immobilizasyon basamaklarina ait EIS
spektrumlar1 ve dongiisel voltammogramlari Sekil 4.1°de ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
Ayrica her bir immobilizasyon basamaginin yiik transfer diren¢ degisimleri Tablo 4.1°de

gosterilmistir. Burada:

Yalin Au elektrot yiizeyi Au-Bare elektrot,

6-MHL ile modifiye edilmis Au elektrot ylizeyi Au-6-MHL

EPI ile aktiflestirilmis modifiye elektrot yiizeyi Au-6-MHL-EPI

Etanolamin baglanmis aktif yiizey Au-6-MHL-EPI-EA

Glutaraldehit ile ¢capraz baglanmis elektrot ylizeyi Au-6-MHL-EPI-EA-GA
Antikor bagl elektrot yiizeyi Au-6-MHL-EPI-EA-GA-ANti-THBS-1 seklinde

I A T o

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. THBS-1 biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin impedans
spektrumlari

Immobilizasyon Adimlar

20,00 uA
@ 0,000 A&
E
-20,00 uA
0,000V 500,0 mV
ViV vs. Ref.)
CURVE3 (EAu4-SMHXN_cv.DTA) - CURVE3 (EAu4-EMHXN-EP_cv.DTA) - CURVE3 (EAU4-EMHXN-EPLEA_cv.DTA)

-# CURVE3 (EAu4-EMHXN-EPIEA-GA-ANtiCAL_cv.DTA) - CURVE3 (EAud-Bare Elektrot_cv.DTA)

Sekil 4.2. THBS-1 biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin dongiisel
voltammogramlari
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Tablo 4.1. Biitiin immobilizasyon basamaklari i¢in hesaplanan yiik transfer direnci
degerleri

Elektrot Yiizeyi Rect (kohm)
Au-Yalin elektrot 0.3850
Au-6MHL 1.789
Au-6MHL-EPI 6.979
Au-6MHL-EPI-EA 3.839
Au-6MHL-EPI-EA-GA-ANTI_THBS1 7.739

Nyquist diyagramlari ve hesaplanan Rt degerleri goz dnilinde bulunduruldugunda,
SAM olusumu sonucu elektrot yiizeyinin direncinin arttig1 goriilmektedir. Bunun nedeni;
elektrot ylizeyindeki 6-MHL molekiillerinin redoks probunun elektrot ylizeyine

diftizyonunu engellemesidir [42].

6-MHL’lin hidroksil uglari ile epiklorohidrin baglandiginda, Cl” ucu agikta kalir.
Epiklorohidrin, 0.4 M NaOH igerisinde hazirlandigi i¢in CI” atomu negatif olarak yiiklenir
ve negatif yiiklii ferrisiyanati iterek elektrot yilizeyine difiize olmasini engeller. Bu da
direnci arttirarak Rct degerini arttirir. Dongiisel voltammetri ile baglanma bariz sekilde

belirtilmistir.

Etanolaminin, epiklorohidrine baglanmasi agik klor ucundan gergeklesir ve amin
ucu bosta kalir. Etanolamin, pH= 7.0 tamponunda ¢6ziildiiglinde pozitif yiiklenir. Bu
yiiklenme sonucu negatif ytiklii ferrisiyanat ylizeye ¢ekilir ve daha ¢ok difiize olur. Bunun
sonucu olarak iletkenlik artar. Bu nedenle R¢t degeri diiser. Dongiisel voltammetrideki

egrilerde ise artis gdzlemlenir.

Yiizeye Anti-THBS-1 baglanmasi sonucu elektron gegirgenligi azalir ve iletkenlik
diiser. Bunun nedeni; bu proteinin olduk¢a hacimli olmasi ve ¢cogu protein gibi iletken
olmayisi olabilir. Yiizey diflizyonunu diisiiriir ve Ret degerini arttirir. Bu durum dongiisel

voltammetride de bariz olarak goriilmektedir.

THBS-1 proteini ylizeye her baglandiginda ise direng daha fazla artar. Bunun
nedeni proteinin oldukg¢a biiyiik olmas1 ve iletken olmayisidir. Her ilavede Rct degerinin

arttig1 goriilmektedir.
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4.2. Trombospondin-1 Biyosensorii Optimizasyonuna iliskin Sonuclar
4.2.1. 6-MHL Konsantrasyonunun Optimizasyonu

6-MHL’iin konsantrasyon calismasinda 2 mM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM’lik
¢ozeltileri ile ¢alisilmistir. Bu biyosensorlerde elde edilen bulgular kullanilarak ¢izilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.3’de ve hesaplanan Rt degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

12 + ®2mM X5mM

10mM A 20mM y = 0,0347x - 0,5555
R>=0,9922
10 1
g 1 = 0,0252x - 0,3825
R>£0,9581

y = 0,0153x - 0,0915
X R2=0,9452

Rct(kohm)
(o))

4 4
y =0,013x + 0,3709
2 1 R2=0,9977
0 f } } } } } i
0 50 100 150 200 250 300 350

THBS-1 (ng/mL)

Sekil 4.3. 6-MHL konsantrasyonlarina bagl olarak ¢izilen kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.2. 6-MHL konsantrasyonlarina bagli olarak hesaplanan R¢t degerleri

6-MHL Kons. (mM) | Dogrusalik Katsayisi (R?) Dogru Denklemi
2mM 0.9977 y =0.013x + 0.3709
5mM 0.9581 y = 0.0252x — 0.3825
10 mM 0.9922 y = 0.0347x — 0.5555
20 mM 0.9452 y =0.0153x - 0.0915

20 mM’lik 6MHL kullanildiginda, ¢alisilan diger konsantrasyonlara gore daha
diisiik dogrusallik katsayis1 (R?= 0.9452) belirlenmistir. Yiiksek MHL kullamdiginda
SAM’in yiizeye yogun olarak baglanmasi ve iizerine yapilan immobilizasyon
basamaklarinin daha ¢ok Antikor baglamasina sebebiyet vermesi beklenir. Ancak
THBS1’in molekiil agirhgmin yiiksek olmast (129, 412 kDa) nedeniyle sterik engel
olusturmus olabilir ve bu nedenle 20 mM’lik 6MHL kullanildiginda diizensiz
baglanmalar olmus olabilir. 2 mM, 5SmM ve 10 mM’lik 6MHL c¢dzeltileriyle yapilan
biyosensorlerin dogru denklemleri ise sirali olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar
arasinda en yiiksek Rt degerine ve dogrusallik katsayisina sahip olan 10 mM’hik 6 MHL

ile calismalara devam edilmistir.

4.2.2. EPI Konsantrasyonunun Optimizasyonu

EPI’nin konsantrasyon ¢alismasinda % 5, % 10, % 15 ve % 20’lik EPI ¢ozeltileri
ile calisilmistir. Bu biyosensorlerde elde edilen bulgular kullanilarak ¢izilen kalibrasyon

grafigi Sekil 4.4’de ve hesaplanan Rt degerleri Tablo 4.3°de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. EPI konsantrasyonlarina bagli olarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Tablo 4.3. EPI konsantrasyonlarina bagli olarak hesaplanan Rct degerleri

EPI Konsantrasyonu (%) | Dogrusalik Katsayisi (R?) Dogru Denklemi
5 0.9818 y =0.0933x — 1.2186
10 0.9526 y = 0.0458x — 0.7885
15 0.9861 y =0.0412x + 0.8675
20 0.9922 y = 0.0347x — 0.5555

6-MHL konsantrasyonu ile olusacak optimum SAM elde edildikten sonra, EPI

konsantrasyonun artist ile diger immobilizasyon basamaklarinin ve antikor
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baglanmasinin artmasi beklenir. Diisiik konsantrasyonlardaki ¢alisgamalarda diizenli ve
uygun bir yap1 elde edilememistir ve dogrusallik katsayilar1 digerlerine gore daha
diisiiktiir. %15 ve %20 gibi yiiksek konsantrasyonlarda ise daha diizenli bir yap1 elde
edilmistir ve yiikk transfer direncleri daha diizenli olarak artmistir. %?20’lik EPI
calismasinda konsantrasyon arttikga yapida bozulmalar artmistir ve daha diigiik yiik
transfer direncleri vermistir. Dogrusallik katsayilari1 ve Ret degerlerine bakildiginda %

15’lik EPI konsantrasyonu optimum deger olarak segilmistir.

4.2.3. EA Konsantrasyonunun Optimizasyonu

EA’nin konsantrasyon calismasinda 0.5 M, 1 M ve 2 M’lik EA ¢ozeltileri ile
calisilmigtir. Bu biyosensorlerde elde edilen bulgular kullanilarak ¢izilen kalibrasyon

grafigi Sekil 4.5°de ve hesaplanan Ret degerleri Tablo 4.4°de gosterilmistir.

30 T
X0.5 M y = 0,087x - 0,522
R>= 0,987
sl LM
A2M
A
20 1 y = 0,0706x + 3,4313
R>=0,9331

Rct(kohm)
o

y =0,0412x + 0,8675
R*>=0,9861

[HEN
o
1
T

0 } } } } } } i
0 50 100 150 200 250 300 350
THBS-1 (ng/mL)

Sekil 4.5. EA konsantrasyonlarina bagli olarak cizilen kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.4. EA konsantrasyonlarina bagli olarak hesaplanan Ret degerleri

EA Konsantrasyonu (M) | Dogrusallik Katsayis1 (R?) Dogru Denklemi
0.5 0.9861 y =0.0412x + 0.8675

1 0.987 y =0.087x — 0.522
2 0.9331 y =0.0706x + 3.4313

Yapilan iki optimizasyondan sonra, EPI bagli aktif u¢lar EA ile muamele edildi.
EA miktariin artmasi daha fazla antikor baglanmasini saglayacaktir. Rct degerlerinden
goriildigi gibi 0.5 M’lik EA’e gore 1 M ve 2 M’lik EA kullanim1 Rt degerlerini
arttirmigtir.  Fakat dogru denklemlerinde egimler incelendiginde; 1 M’lik EA
konsantrasyonu daha diizgiin bir ylizey olusturmasi sebebi ile ¢alismalarda kullanilmak

tizere 1 M’lik EA konsantrasyonu segilmistir.

4.2.4. GA Konsantrasyonunun Optimizasyonu

GA’nin konsantrasyon ¢alismasinda % 1, % 1.25 ve % 1.5’lik GA ¢ozeltileri ile
calisilmigtir. Bu biyosensorlerde elde edilen bulgular kullanilarak ¢izilen kalibrasyon

grafigi Sekil 4.6’da ve hesaplanan R degerleri Tablo 4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. GA konsantrasyonlarina bagli olarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Tablo 4.5. GA konsantrasyonlarina bagli olarak hesaplanan Ret degerleri

GA Konsantrasyonu (%o)

Dogrusallik Katsayisi (R?)

Dogru Denklemi

1 0.8571 y =0.107x + 3.078
1.25 0.9849 y =0.1347x — 4.2095
1.5 0.8112 y =0.0497x + 2.2107

Glutaraldehit ile ¢apraz baglama isleminde; glutaraldehit’in iyi baglanmasina

bagli olarak antikorun antijene baglanmasi da artacaktir. Eger az miktarda glutaraldehit

kullanilirsa da antikorun

antijen baglama kapasitesi

de diiser. Glutaraldehit

konsantrasyonu arttikca elektrot ylizeyine daha fazla antikor baglanabilir. Fakat

konsantrasyon ¢ok arttiginda biyosensoére baglanan protein sayisi artacagindan SAM’in

zarar gormesi kagimilmazdir. Sonuglar incelendiginde; dogru denklemlerinin egimlerine

ve dogrusallik katsayilarina bakilarak % 1.25’lik GA konsantrasyonunun en iyi oldugu

belirlenmis ve bundan sonraki ¢aligmalara bu konsantrasyonla devam edilmistir.

47




4.2.5. Anti-THBS-1 Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Anti-THBS-1’in konsantrasyon ¢alismasinda 25 ng/5uL, 50 ng/5uL ve 100
ng/Sul’lik Anti-THBS-1 ¢ozeltileri ile calisilmistir. Bu biyosensorlerde elde edilen
bulgular kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.7°de ve hesaplanan Rt degerleri
Tablo 4.6’da gosterilmistir.

0T y = 0,1571x - 3,539
45 + ®25ng R2=0,9951

40 + % 50ng

35 + A 100ng

A
y =0,1238x + 0,3653
R?=0,9269

Rct(kohm)
N N w
o1 O

o
!
T

y =0,0771x - 1,3073

151 R>=0,9384

10 +

5 .

0 } } } } } } |
0 50 100 150 200 250 300 350

THBS-1 (ng/mL)

Sekil 4.7. Anti-THBS-1 konsantrasyonlarina bagl olarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Tablo 4.6. Anti-THBS-1 konsantrasyonlarina bagli olarak hesaplanan Rct degerleri

Anti-THBS1 Dogrusallik Katsayilar: (R?) Dogru Denklemleri
Konsantrasyonlari

25 ng/5uL 0.9384 y =0.0771x —1.3073

50 ng/5uL 0.9951 y =0.1571x — 3.539

100 ng/5uL 0.9269 y =0.1238x + 0.3653

Elektrot iizerinde dayanikli bir SAM ve immobilizasyon hatt1 olusturuldugunda

daha fazla antikor ve antijen baglanmasi beklenir ve ylizeyde bozulma goriilmemesi
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gerekir. Antikor konsantrasyonun artigina bagli olarak daha fazla antijen baglanir fakat
THBS1 gibi biiylik bir proteini daha ¢ok bagladik¢a hacminden ve sterik engellerden
dolay1 yilizeyde bozulmalar goriilebilir. Bu sebeple 100 ng/5ul Anti-THBS1’in artan
konsantrasyonlarinda yilizeyde bozulmalar olusmus olabilir. Daha az Anti-THBS1
baglanmasina sebep veren 25 ng/5ul’lik konsantrasyonda ise daha az ve diizensiz
baglanmalar olmus olabilir. Optimizasyonlarda kullandigimiz 50 ng/5uLl’lik Anti-
THBS1 konsantrasyonunda elde ediien hem dogru denklemlerinin egimleri hem de
dogrusallik katsayilarindan dolay1 daha sonraki ¢alismalara 50 ng/5uL. Anti-THBS1 ile

devam edilmistir.
4.2.6. THBS-1 Siiresinin Optimizasyonu

THBS-1’in silire optimizasyonu c¢alismasinda 50 ng/mL’lik THBS-1’in
inkiibasyon stireleri 30 dk, 45 dk, 60 dk ve 90 dk olarak ¢alisilmistir. Bu biyosensorlerde
elde edilen bulgular kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.8’de ve hesaplanan
Rct degerleri Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. THBS-1 inkiibasyon siirelerine bagli olarak ¢izilen kalibrasyon grafigi

Tablo 4.7. THBS-1 inkiibasyon siirelerine bagli olarak hesaplanan Ret degerleri

THBSI1 inkiibasyon Dogrusallik Katsayilar: Dogru Denklemleri
Siireleri (R?)

30 dk 0.9406 y =0.0611x + 3,935

45 dk 0.8687 y =0.0839x - 2,4717

60 dk 0.9853 y =0.0837x + 0,3303

90 dk 0.8668 y = 0.0606x - 2,7019
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Antijenin elektrot yiizeyinde kalma siiresi arttikga antikor tarafindan
baglanmasinin artmasi beklenir. 30 ve 45 dk gibi diisiik siirelerde daha az ve diizensiz
antijen baglanmasi beklenir. Ancak ¢ok uzun siirelerde de sterik engellerin artmasindan
ve daha c¢ok protein baglanmasi ile SAM’in ¢okmesinden dolay1 yiizeyde istenmeyen
bozulmalar goriilebilir. Dogrusallik katsayilarina ve Rt degerlerine bakildiginda en iyi
kalibrasyon egrisini veren ’60 dk’ lik siire THBSI1 inkiibasyon siiresi olarak

belirlenmistir.

4.3. Trombospondin-1 Tayinine Yonelik Biyosensoriin Karakterizasyon
Cahsmalan

4.3.1. Dogrusal Tayin Arahg:

Trombospondin-1’in tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimizasyonu
sonrast, optimum kosullarda hazirlanan biyosensor i¢in dogrusal tayin araligi calismasi
yapilmustir. Gelistirilen biyosensor ile ilgili elde edilen dongiisel voltammogramlar Sekil
4.9°da ve impedans spektrumlar1 Sekil 4.9’da ve bu spektrumlar goéz Oniinde
bulundurularak yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen Rt degerleri ile ¢izilen

kalibrasyon egrisi Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Bu ¢alismalar 50-300 ng/mL tayin araliginda gergeklestirilmistir.
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Cyclic Voltammetry
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% CURVE4 (T3-6MHL-EPI-EA-GA-ANTITHBS1-150ngTHBS 1-cv.DTA) -# CURVE4 (T3-6MHL-EPI-EA-GA-ANTITHBS1-200ngTHBS 1-cv.DTA)

CURVE4 (T3-6MHL-EPI-EA-GA-ANTITHBS1-250ngTHBS 1-cv.DTA) -# CURVE4 (T3-6MHL-EPI-EA-GA-ANTITHBS1-300ngTHBS 1-cv.DTA)
-# CURVE4 (T3-6MHL-EPI-EA-GA-ANTITHBS1-cv.DTA)

Sekil 4.9. THBS-1 biyosensoriiniin dongiisel voltammogramlari
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-0~ ZCURVE (T3-6MHL-EPHEA-GA-ANTTHBS 1-8is.DTA)

Sekil 4.10. THBS-1 biyosensoriiniin elektrokimyasal impedans spektrumlari
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Sekil 4.11. Optimize THBS-1 biyosensoriine ait dogrusal tayin araligi grafigi

Insan kaninda genellikle 100-200 ng/ml arasinda THBS1 bulunmaktadir. Bu
degerler kisiye gore degisiklik gdstermektedir. Literatiirlerdeki bilgilere gore onkolojik
rahatsizlig1 bulunan insanlarda bu degerin kanda 200 ng/ml’nin {iizerine ¢iktig1
belirtilmistir [35]. THBS1’in, onkolojik rahatsizliklar {izerindeki etkisi bu konuda ¢alisan
laboratuvarlarda arastirilmaya devam edilmektedir. Pre-diagnosis i¢in kullanilmasi
diisiiniilen protein su anda faz 2 asamasinda bulunmaktadir. THBSI ig¢in ticari olarak
ELISA testleri satilmaktadir ancak 1 saat gibi kisa bir siirede ve olduk¢a duyarli olarak

THBSI1 tayini yapilmas1 bu biyosensoriin avantajlaridir.
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4.3.2. Tekrar Uretilebilirlik

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak hazirlanan

dokuz farkli biyosensor ile 50-300 ng/mL THBS-1 araligi igin 6lgiimler alinmistir. Bu

olciimler sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerine iliskin dogrusallik katsayis1 (R?),

dogru denklemi ve tayin aralig1 degerleri Tablo 4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. THBS-1 biyosensorii igin tekrar iiretilebilirlik sonuglari

Biyosensor Dogrusallik Dogru Denklemleri Tayin Araliklar

Numarasi Katsayilar1 (R?) (ng/ml)
1 0.9942 y = 0.0543x — 0.887 50-300
2 0.9893 y =0.0539x — 1.051 50-300
3 0.9903 y = 0.646x — 2.1004 50-300
4 0.9856 y =0.0579x — 1.7103 50-300
5 0.9813 y =0.0627x — 0.5314 50-300
6 0.9978 y =0.0802x — 2.5169 50-300
7 0.9882 y =0.0709x — 1.773 50-300
8 0.998 y =0.0983x — 3.0347 50-300
9 0.9858 y = 0.056x + 0.4477 50-300

Optimize edilmis degerler ile iiretilmis dokuz farkli biyosensoriin dogrusallik

katsayilari, dogru denklemleri ve tayin araliklar1 yukaridaki Tablo 4.8°de verilmistir.

Dogru denklemleri arasindaki uyum ve dogrusallik katsayilarinin yakinligi arasindaki

uyum bu tez kapsaminda tiretilen THBS1 biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik basarisinin

oldukea i1yi oldugunu gostermektedir.
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4.3.3. Yapay Serumda Uygulama

Optimize kosullarda hazirlanmis biyosensore ait impedans diyagramlart Sekil
4.12°de ve bu diyagramlar kullanilarak hesaplanan Ret degerleri ile yapay serumda
hazirlanmis THBS-1 konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.13’de

gosterilmistir.

10,00 kohm

8,000 kohm

6,000 kom

-Zimag (ohm})

4000 kohm

2000 kot

0,000 ohm
0,000 ohm 10,00 kohm 20,00 kehm 30,00 kehm

Zrel (ohm)

& ZCURVE (T1-BHHL-EPHEA-GA-ANTITHBS1-50ngTHBS 1-2is DTA) 8- ZCURVE (T1-BMHL-EPHEA-GA-ANTITHBS1-100ngTHBS -¢is DTA) <0~ ZCURVE (T1-BMHL-EPHEA-GA-ANTITHBS1-150ngTHBS €5 DTA)
- ZCURVE (T1-BMHL-EP-EA-GA-ANTITHBS 1-200ngTHES €18 DTA) & ZCURVE (T1-BMHL-EPHEA-GA-ANTITHBS 1-250ngTHES €18 DTA) - ZCURVE (T1-BMHL-EPHEA-GA-ANTITHBS 1-300ngTHES €15 DTA)
- ZCURVE (T1-BMHL-EPHEA-GA-ANTITHBS 1-¢is OTA)

Sekil 4.12. THBS-1 biyosensoriiniin yapay serum analizi
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Sekil 4.13. THBS-1 biyosensoriiniin yapay serum analizi sonucu ¢izilen kalibrasyon
grafigi

Yapay serumda hazirlanmis THBS1 porsiyonlarinin, elektrokimyasal impedans
grafiginde de goriildiigii iizere, serumda bulunan diger proteinler ve molekiillerin
biyosensoriin Ol¢limiine ¢ok az bir girisim yaparak dogrusallik degerini bir miktar
azalttig1 gorilmistiir. Bunun sebebi yapay serum igerisinde bulunan diger proteinlerin ve
diger materyallerin girisimi olabilir. Bu sonug, gelistirilen biyosensoriin ger¢ek serum

orneklerinde kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir.

4.3.4. Son Degerlendirme

Karakterize edilen THBS1 biyosensor sistemi i¢in secilen optimum

immobilizasyon basamaklar1 Tablo 4.9’da gosterilmistir.
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Tablo 4.9. THBS-1 biyosensoriiniin optimum immobilizasyon degerleri

Immobilizasyon Adimlar: Optimum Deger
6-MHL konsantrasyonu 10.0 mM

EPI konsantrasyonu % 15

Etanolamin konsantrasyonu 1.0M
Glutaraldehit konsantrasyonu % 1.25
Anti-THBS-1 konsantrasyonu 50 ng/5uL

Gelistirilen THBS-1 biyosensorii i¢in tayin araligi 50-300 ng/mL olarak
bulunmustur. Sonug olarak bu ¢alismada THBS-1 biyobelirtecinin tayinine yonelik hizl,
ucuz, kolay uygulanabilen, duyarli ve tutarli sonuglar veren impidimetrik esasli bir
biyosensor sistemi gelistirilmistir. Bu biyosensor sistemi hasta bireylerin plazma
biyobelirte¢ diizeylerini kapsayan bir tayin araligina sahiptir. Bu biyosensor ile prostat
kanseri basta olmak iizere farkli kanser vakalarinda gereksiz biyopsilerden kurtulup erken

teshis ve tedavisinin izlenmesi soz konusu olabilecektir.
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