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Doktora Tezi

Bazi1 Kanser Biyomarkerlarinin Tayinine Y 6nelik Biyosensor Sistemleri Gelistirilmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Kanser biyomarkerlari, kanser hiicrelerinde yiiksek miktarlarda sentezlenip kana
karistigindan kanserin erken teshisinde goriintiilleme ve patolojik yontemlere yardimci
olur.

Siklooksigenaz-1l1 (COX-Il), pankreas, kolon, 6zafagus ve meme gibi pek ¢ok
dokudaki kati tiimér olusumunda hiicre i¢i ekspresyonu artan bir enzimdir.
Siklooksigenaz-1I'ye spesifik antikor, 12-merkaptododekanoik asit, PAMAM,
EDC/NHS ¢ifti gibi kimyasallar kullanilarak kovalent immobilizasyon yontemi ile
elektrot yiizeyine immobilize edildi. Gelistirilen biyosensor ile siklooksigenaz-11, 1 saat
gibi bir tayin siiresinde 50-250 pg/mL konsantrasyonu araliginda tayin edilebilmistir.

Kalretinin ise Ozellikle kotli huylu mezotelyoma gibi akciger tiimorlerinde,
ameloblastoma gibi neoplazma tiimorlerinde ve noroblastoma gibi beyin tiimorlerinde
sentezinin fazlalagsmasindan dolay1 serum ve beyin-omurilik sivisinda seviyeleri artan
kalsiyum baglayic1 bir proteindir. Kalretinine spesifik antikor; 6-merkaptohekzanol,
epiklorohidrin, etanolamin gibi kimyasallar kullanilarak kovalent immobilizasyon
yontemi ile elektrot yiizeyine immobilize edildi. Gelisitirilen biyosensor ile kalretinin, 1
saat gibi bir tayin siiresinde 1-5 ng/mL konsantrasyonu araliginda tayin edilebilmistir.

Yil : 2014
Sayfa Sayisi : 116

Anahtar kelimeler: Kalretinin, siklooksigenaz-1l, kanser biyomarkerlari, biyosensor,
SAM



Doctorate Thesis
Development of biosensor systems for determination of some cancer biomarkers
Trakya University Institue of Natural Sciences

Chemistry

ABSTRACT

Cancer biomarkers help radiological and patological monitoring in early diagnosis
of cancer, which are highly expressed in cancer cells and leak to blood stream.

Cyclooxygenase-11 is an enzyme those expression is increased in the cell at the
formation of solid tumors in many tissues such as pancreas, colon, eusophagus and
breast. A novel biosensor system was developed for detection of Cyclooxygenase-II by
immobilisation of antibody spesific to Cyclooxygenase-Il onto electrode surface via
covalent immobilisation techniques by using mercaptododecanoic acid, PAMAM, and
EDC/NHS couple. This biosensor system had detection time “one hour” and detection
range “50-250 pg/mL” cyclooxygenase concentration.

Calretinin is a calcium binding protein, whose levels in blood and cerebrospinal
fluid are increased, since its expression is increased lung tumors such as Malignant
mesothelioma, neoplasmic tumors such as ameloblastoma, brain tumors such as
nouroblastoma. A novel biosensor system was developed for detection of Calretinin by
immobilisation of antibody spesific to Calretinin onto electrode surface via covalent
immobilisation techniques by using mercaptohexanol, epichlorohydrin, and
ethanolamin. This biosensor system had detection time “one hour” and detection range

“1-5 ng/mL” calretinin concentration.

Year 12014
Number of pages : 116

Keywords . calretinin, cyclooxygenase-11, cancer biomarkers, biosensors,
SAM
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BOLUM 1

GIRIS

Kanser, hiicrelerde DNA’nin hasart sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal
bir sekilde biiylimesi ve c¢ogalmasidir. Genel kullanimda insan kanseri olarak
adlandirilmasina ragmen aslinda 200 farkli ¢esidi bulunmakta ve bati diinyasinda
Olumlerin yaklasik % 50’sini olusturmaktadir. Bunun yani1 sira diinya niifusunun 1/3’i
hayatinin bir boliimiinde kanser tedavisi gormektedir. Almanya gibi tipik bir bati
endiistri iilkesinde her yil 400.000’den fazla kisi kansere yakalanmakta, yaklasik
200.000 civari kisi de bu sebepten 6lmektedir. Giiniimiizde kanserin erken teshisi igin
radyolojik incelemeler ve patolojik incelemeler biiyiikk 6nem arzetmekle beraber
zahmetli, zaman alan ve pahali ekipmanlar ile kimyasallara gerek duyan yontemlerdir.

Kanser biyobelirteci seviyelerinin serum, idrar ve beyin omurilik sivis1 gibi viicut
stvilarinda dlgiilmesi ve stirekli kontrolii bu yontemlere yardimei olabilecek potansiyele
sahiptir. Risk gruplarmin belirli periyotlarda biyobelirte¢ seviyelerinin Olgiilmesi,
kanser olusumunun baslangigta teshis edilmesine olanak saglar. Bu baglamda yeni
biyobelirteglerin bulunmasi ve bu biyobelirteglere 6zgii hizl, dogru, duyarli ve tutarl
tayin sistemlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem arzetmektedir. Bu ¢alismada tayin etmeye
calistigimiz kalretinin (CAL) ve siklooksigenaz-11(COX-11), farkli timor hiicrelerinde
sentezleri arttig1 i¢in serumda seviyeleri artan biyobelirteglerdir. Tayinleri biiyiikk 6nem
arzetmesine karsin siklooksigenaz-II ve kalretinin tayini ile ilgili literatiirde bulunan
makale sayis1 fazla degildir. Bu ¢alismada literatiirdeki acig1r kapatmak i¢in bu iki

biyobelirteg (biyomarker) se¢ilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre

Bu calismada kalretinin ve siklooksigenaz-1l tayinine yonelik hizli, ucuz
kimyasallarla yapilan, kolay uygulanabilen, duyarli ve tutarli biyosensor sistemlerinin
gelistirilmesi  amaclanmistir.  Ayrica kalretinin  tayinine yonelik gelistirdigimiz
biyosensorde gerceklestirdigimiz immobilizasyon adimlari, kovalent immobilizasyona

yeni bir yaklagim getirmis olup ¢ogunlugu ilk kez bu ¢alismada yapilmistir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyosensorlere Genel Bakis

Biyosensorler fizikokimyasal analiz sistemleri ile biyolojik materyallerin
birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir. Biyosensorlerde biyolojik sistemin yiiksek
spesifikligi ile fiziksel analiz sisteminin tayin duyarliligi birlestirilmistir. Cok sayida
biyokimyasal molekiiliin ve bazi inorganik molekiillerin analizinde kullanmak amaci ile
pek c¢ok biyosensor gelistirilmistir. Giinliimiizde biyosensorler, 6zellikle saglik basta
olmak iizere; cevresel analizlerde, askeri sahada, gida, farmosdtik ve kimya
endiistrilerinde kullanilmaktadir [1].

[Ik biyosensdr sistemi L.C. Clark’in kandaki oksijen seviyesini O, duyar
amperometrik bir elektrotla, ameliyat sirasinda izlemesi ve ardindan 1962 yilinda ise O
duyar amperometrik elektrot ylizeyine glukoz oksidaz enzimini immobilize ederek
hazirladig1 glukoz biyosensoriidiir [2]. Bu gelismenin ardindan yillar i¢inde pek cok
biyosensor gelistirilmistir. Biyosensor teknolojisi o kadar hizli gelismektedir ki; [UPAC
tarafindan olusturulan Biyosensorleri Siniflandirma ve Adlandirma Komisyonu 1996
yilinda hazirlayip yayinladigi biyosensor tanimi biyomikrogiplerin gelisimi ile daha
simdiden gecerliligini yitirmistir [1].

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyokomponentle etkilesime girmesi sonucu Sinyal iletici sistem yilizeyinde analit
miktariyla orantili bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine
dayanir. Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel

ve hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz



edilecek molekiile uygun olarak bir biyokomponent ve analitin doniisimii sonucunda
olusan elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale ceviren
uygun bir transduser secilmelidir. Transduser ve biyokomponent birbirine uygun
fiziksel ya da kimyasal yontemle baglanabilir [1,3]. Sekil 2.1.’de bir biyosensor

sisteminin birimleri sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil:2.1. Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi [4]

Giliniimiizde biyosensorler; biyokomponent (ya da biyolojik tanima bdlgesi) ve

transduser olarak pek cok farkli maddeyi ve sistemi igermektedir. Bunlarin en 6nemli

olanlar1 Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Biyosensor bilesenlerinin igerigi

Analiz Edilecek Biyolojik Tanima Sinyal iletici Sistem
Madde Tiirii Bolgesi (Transduser)
Metabolitler Enzimler Elektrokimyasal Esasli
Kanser biyobelirtegleri  Antikorlar o Amperometri

Metaller

Hiicre-doku kesitleri

o Potansiyometri

Hormonlar Mikrorganizmalar o Yar iletken esasli
Koenzimler Niikleik asitler Optik esasli
Aktivator-Inhibitor Aptamerler o Fotometri esaslh
Allerjenler Lipidler o Fluorometri esash
Antijen Hiicre organelleri o Biyoliiminesans
Niikleik asit Reseptorler Piezoelektrik

Mikrorganizmalar
Viriisler

o Mikrokantileverlar
o Kuartz kristal mikrobalans




2.2. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

2.2.1. Analizlenecek madde-biyoaktif bilesen iliskisine gore biyosensorlerin

simiflandirilmasi

Biyosensorler farkli bir bakis agisiyla analizlenecek madde-biyoaktif bilesen
iliskisine gore asagidaki sekilde siniflandirilabilirler [5]:

a) Biyokatalitik esasli biyosensorler (mikroorganizma ve enzimlerin kullanildigi
biyosensorler)

b) Biyoafinite esasli biyosensorler (antikor-antijen ve reseptor-ligand gibi

etkilesimlerin kullanildig1 biyosensdrlerdir)

2.2.2. Biyoaktif tabaka-iletim ve o6l¢iim sistemi icerigine gore biyosensorlerin

siiflandirilmasi

Biyosensorler ol¢iim prensiplerine ve transduser tlirline gore asagidaki gibi
siniflandirilir [5]:

a) Elektrokimyasal esasli biyosensorler (Amperometrik, Potansiyometrik,
Impedimetrik)

b) Optik esasl1 biyosensorler (Fotometri, Fluorometri, Biyoliiminesans)

c) Piezoelektrik esasli  biyosensorler (Kuartz  kristal — mikrobalans,
Mikrokantileverlar)

d) Kalorimetri esasli biyosensorler (termistorler)

2.2.3. Biyoaktif tabakada kullamilan biyokomponent tiiriine gore

biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gorev alan biyokomponentin tiiriine gore
[5]:

1. Enzim temelli biyosensorler

2. Hiicre temelli biyosensdrler

3. DNA temelli biyosensorler

4. Antikor/Antijen temelli biyosensorler (immiinosensorler)



2.3.  Antikor/Antijen  Temelli  Biyosensorlerde  (Immiinosensérler)

Immobilizasyon Yéntemleri

Analizlenmesi hedeflenen 6rnege uygun biyokomponent ve transduser seg¢ildikten
sonra bu iki eleman birbirine baglanmali yani biyokomponent transduser yiizeyine
immobilize edilmelidir [4].

Immobilizasyon i¢in kullanilan temel yontemler sdyledir:

I. Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)

II. Kovalent Baglama

[11. Tutuklama

IV. Capraz Baglama

Bu immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 2.2.’de gésterilmistir.
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Sekil 2.2. immobilizasyon yontemlerinin sematik gdsterimi

Biyosensoriin - 0mrii immobilizasyon islemiyle biyokomponentin transduser
yiizeyinde aktivite kaybi olmaksizin ne kadar siire tutulabildigine bagl oldugundan,
biyokomponentin uzun siire yiizeyden ayrilmasini  engellemelidir.  Antikor
immobilizasyonunda antijen baglanma merkezi immobilizasyon esnasinda zarar

gérmemeli ya da antijen baglanmasinda sterik engel nedeniyle diisiis olmamasina dikkat

edilmelidir [6].



2.3.1. Adsorbsiyon

Immobilizasyon icin kullanilan en basit yontemlerden biridir. Biyokomponentin
transduser yiizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, ¢coklu tuz kopriileri,
elektron gec¢is kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile tutturulmasi prensibine
dayanir. Adsorbsiyonda kullanilan basica adsorbanlar; seliiloz, silikajel, cam,

hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik re¢inelerdir [6].

2.3.2. Tutuklama

Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde, yari
gecirgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak etkin bir sekilde
immobilize edilebilirler. Jel matriste tutuklamada kullanilan baslica malzemeler
akrilamit polimerleri, jelatin tabakalari, nisasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi,

polivinil kloriir, polivinil alkoldiir [6].

2.3.3. Capraz Baglama

Capraz baglama; kiigiik molekiillii bi- veya multi-fonksiyonel gruplar igeren
kimyasal reaktifler kullanarak biyokomponent ile adsorban arasinda ¢oziinmeyen
kompleksler olusturma prensibine dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama ajani
glutaraldehittir. Glutaraldehit disinda epiklorohidrin, hekzametilen diizosiyanat,2-
izosiyanato-4-izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen, bisdiazobenzidin-

2,2- distilfonikasit gibi kimyasallarda ¢apraz baglamada kullanilabilir [6].

2.3.3.1. Epiklorohidrin ile ¢capraz baglama
Epiklorohidrin (C3HsClO) diger bir adiyla 3-kloropropilen oksit kloroform

benzeri bir kokuya sahip, tahris edici renksiz bir sividir. Hava ile olusturdugu gaz
karisimi patlayici 6zellige sahiptir ve yanmasi sonucu fosgen (OCCly), HCI ve CO gibi
zehirli gazlar aciga cikar. Bilesik aliminyum, ¢inko gibi metal iyonlarina, anhidro metal
halojeniirlere, alkol igeren bilesiklere ve kuvvetli asit ve bazlara kars1 oldukga reaktiftir
[7]. Epiklorohidrin hem epoksit halkasindan hem de kloriir iizerinden reaksiyon
verebilir. Bu 6zelliginden dolayr 6zellikle birden fazla hidroksil grubu iceren bilesiklere

(dekstran, polietilenglikoller gibi) karsi ¢apraz baglayici bir ajan olarak kullanilabilir
[8].



Dekstranla olusturdugu ¢apraz baglama isleminde dncelikle epoksi halkasi agilir
ve elektrofil kisim dekstran molekiilleri {izerinde bulunan hidroksil grubuna saldirarak
buraya baglanir. Diger ucta bulunan klor ise baska bir dekstranin hidroksil grubunun H*
ile zayif etkilesim igine girer. Ortama baz ilave edilmesi ile HCl ortamdan ayrilir.
Boylelikle iki dekstran molekiilii birbirine baglanmis olur. Epoksit halkasinin agilmasi
sirasinda epoksit oksijeni ortamdan proton alarak hidroksil formuna doniisiir. Bu
hidroksil grubu bagka bir epiklorohidrin molekiiliiniin bir ucuyla bag yapar ve bu
epiklorohidrinin diger bir ucuna da baska bir dekstran molekiilii baglanir. Boylelikle i¢
dekstran molekiilii birbirine ¢apraz olarak baglanmis olur. Epikorohidrinin dekstran ile

yaptig1 capraz baglama reaksiyonunun mekanizmasi Sekil 2.3.’te gosterilmistir [9,10].
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Sekil 2.3. Epiklorhidrinin dekstran molekiiliilerini ¢apraz baglama mekanizmasi

Bu tepkime merkaptoalkoller ile de benzer bir mekanizma yoluyla ilerlemektedir.
Bu tepkimenin daha hizli gergeklesmesi icin baz olarak NaOH kullanilir. NaOH
kullanim1 ile merkaptoalkoller iizerindeki hidroksil gruplari sodyum alkoksi haline gelir
ve kloriiriin uzaklasip epiklorohidrinin baglanmasi i¢in uygun hale gecer. Sonrasinda da
etanolamin gibi hidroksil iceren baska bir bilesik eklenmesiyle kloriir ortamdan HCI
seklinde uzaklasir. Boylelikle merkaptoalkoller ile hidroksil iceren bagka bilesikler
capraz baglanmis olur [11].



2.3.3.1. Glutaraldehit ile capraz baglama

Capraz baglama reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan glutaraldehit yapi
olarak her iki ucunda da birer aldehit grubu iceren bes karbonlu bifonksiyonel bir
reaktiftir. Sahip oldugu aldehit gruplarindan dolayr amin gruplar ile etkileserek Schiff
bazi olusturabilir. Bir ucundan proteinler ile diger ucundan ise elektrot yiizeyindeki
amin grubu igeren baska bir molekiil ile Schiff bazi olusturarak bu iki yapiy1 birbirine

capraz baglar [12].
2.3.4. Kovalent baglama

Kovalent baglamanin gerceklesmesi i¢in baglanma yiizeyinde ve/veya
biyomolekiil {izerinde tiyol (-SH), hidroksil (-OH), amin (-NH;), karbonil (-C=0),
karboksil (-COOH) gibi reaktif gruplarin olmasi gerekmektedir. Bu reaktif gruplar
olmadig1 takdirde, kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) gibi  ¢esitli
manipiilasyonlarla yilizeyde reaktif gruplar olusturulabilir. Biyomolekiil aktive edilmis
transduser ylizeyine baglanabilecegi gibi Onceden uygun bir materyale kovalent
baglanip immobilize biyokomponenti igeren tabaka ile transduser yiizeyinde film
olusturulabilir.

Biyokomponentlerin kovalent baglama ile immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon
siddeti gibi degiskenlere karsi diren¢ saglar ve biyosensoriin Omriinli uzatir ancak

biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep olabilir [6].

2.3.4.1. Enzimlerin Kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) yoéntemiyle
immobilizasyonu

SAM olusumu metal yiizey ve sec¢ilen organik molekiiliin bas grubu arasinda
meydana gelen gliglii kemisorbsiyon ile olusmaktadir [13,14]. Alkil zincirleri arasindaki
hidrofobik ve Van der Walls etkilesimleri sonucunda ¢ok iyi organize olmus ve elektrot
yiizeyine ¢ok siki paketlenmis bir tek tabaka elde edilir. Elektrot yiizeyindeki SAM,
¢ozelti icindeki elektroaktif tiirler ve elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferi igin
kinetik bir bariyer olarak tanimlanir. SAM yoOnteminin diger metotlara gore
avantajlarinin basinda uygun molekiillerin segilerek tabaka kalinliginin kolaylikla
kontrol edilebilmesidir [15]. SAM ve bu tabakalarin bazi1 6zellikleri Sekil 2.4’te sematik

olarak gosterilmistir. Tek tabakanin olusumunu ve paketlenme yogunlugunu; substratin
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dogasi, piirlizsiizliigii, ¢ozgen, adsorbatin (tutunan) dogasi, absorbatin tutunma siiresi,
sicaklik ve adsorbat konsantrasyonu gibi pek ¢ok parametre etkiler [16].

SAM olusumunda nispeten piiriizsiiz metal yiizeylerinde (altin, glimiis, bakir,
platin ve nikel) tiyolat veya siilfiir molekiilleri; metal oksit yiizeylerinde (Al/Al;Os,
SiO,, PtO,TiO, ve ZrO, ) alkan silan molekiilleri kullanilir [17]. Sekil 2.5.°te farkli

yiizeylerdeki tek tabaka olusumlart gosterilmistir.

Organik arayiizey
* Fonksiyonel gruplar sayesinde yiizey dzelliklerini
helirler
Fonksiyonel ]
Ug Grup Organik Tterfaz (1-3mm)
*iy1 tanunlanmug incelik saglar
*fimksel hir hariyer olugturur
Alkan
Zinciri
Ligand veya
Bag Grup Metal Siilfiir Arayiizeyi
*yiizey atomlarm stahilize eder
Metal
Substrat

Sekil 2.4. SAM in sematik gosterimi [17]
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Sekil 2.5. Degisik yilizeylerdeki SAM yapilart (A) Altin yiizeye alkan tiyollerin

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

modellemesi [18].

Elektrot ylizeyine SAM yapilarin immobilizasyonu genelde -elektrotun
adsorblanacak maddenin seyreltik (10-100mM) ¢ozeltisi igerisinde 12 saat ve tizerinde
daldirilmasiyla gergeklestirilir. Bu daldirilma siireci boyunca, elektrot yiizeyine SAM
yapilarmin adsorpsiyon kinetigi genellikle iki adimla tarif edilir. Ilk bir saat igerisinde,
film tabakasi sonunda % 80-90 olacak sekilde hizli bir sekilde kalinlagir. Bunun
devaminda ise daha yavas bir siire¢ baslar ve 10 ila 20 saat arasinda hem kalinlik hem
de yiizeyin kurumasi denge degerine ulasir [16,17].

SAM kullaniminin ¢ok 6nemli avantajlar1 vardir:

1. Elektrot yiizeyine biyomolekiillerin baglanmasi i¢in ya direkt kimyasal
baglar kullanilir veya polimerik destekler kullanilarak enkapsiilasyon
yapilir.

2. Diizenli yapinin, igne deligi bosluklarin ve stabil tek tabakanin olugmasi
kolaydir.

3. SAM yiizey ile saglanan mikro ¢evre benzeri membran biyomolekiil
immobilizasyonu i¢in uygundur.

4. Cesitli fonksiyonel gruplar ile SAM’da ki bas gruplarin dizayninin
esnekligi istege gore hidrofobik ve hidrofilik yiizeylerin elde edilmesini

saglar.
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5. SAM iizerinde immobilizasyon i¢in ¢ok az miktarda biyomolekiil (tek
tabaka olusturmak i¢in gerekli) gereklidir.

6. Cok olaganiistii durumlarda molekiiler diizeyde bilgi edinmek Ornegin
protein adsorpsiyonu, DNA hibridizasyonu, antijen-antikor iligkisi vs. igin
AFM gibi yiizey duyarl teknikler kullanilir.

7. +0.8V ile -1.4V arasinda SCE’ye karsi uygulanan potansiyelde stabil
oldugunu gostermektedir ki bu durum onu pek ¢ok elektrokimyasal enzim

elektrotu uygulamasi i¢in uyumlu hale getirir [16].

Bu avantajlariin yani sira SAM olusturulmasini sinirlandiran 6nemli etmenler de
vardir. Bunlar:

1. Bazi SAM tabakalarin kimyasal stabiliteleri ¢cok iyi olmadigindan tabakanin
deneme esnasinda izlenen yoldan etkilenerek kimyasal oksitlenmeye ugramast,

2. Tek tabakanin elektriksel alaninin etkisi ve termal desorpsiyonu,

3. Hidrofobik SAM ylizeyi yiiksek yiizey enerjisiyle ¢cok sayida kontaminanti

yiizeyde biriktirdiginden istenmeyen safsizliklarin adsorplanmasidir [15].

2.4. Biyosensorlerin Elektrokimyasal Temelleri
2.4.1. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektokimyasal ~ impedans  spektroskopisi  (Elektrokimyasal  dielektrik
spektroskopi, EIS) sistemlerin kompleks elektriksel direnclerini, yiizey hassasiyetlerini
ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan ¢ok etkili ve kullanish bir
yontemdir. Metal korozyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda, membranlar boyunca
yik aktarimi ve membran/cozelti ara yiizeylerinin karakterizasyonunda ve
optimizasyonunda ¢ok siklikla kullanilmaktadir. Son yillarda ise biyosensdrlerin hem
hazirlanma asamalarinin, hem de biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi
ve kantitatif analizlerinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baslanmistir. EIS nin
kullanimi 1ile ilgili ilk 6rnekler 1980’lerin sonunda rapor edilmis olmasina ragmen
metodun uygulamalari, enstriimantasyondaki ilerlemelere bagli olarak son yillarda gok
fazla artig gostermistir. Ciinkili elektrokimyasal impedans spektroskopisinin kompleks
parametreleri enstriimanlarin her tiirli donanimindan ¢ok fazla etkilenebilmektedir.

Impedans teknikleri ile biyoreseptdr ve onun analiti arasindaki etkilesimin
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belirlenmesinin yani sira, transduserde biyomolekiillerin immobilizasyonu boyunca
meydana gelen olaylarda oldugu gibi, ylizey modifikasyonun karakterizasyonlar1 da
basartyla gergeklestirilebilir. Bu 6zellikleri ile impedans ayni zamanda, yiizey
morfolojisinin goriintiileme teknikleriyle aydinlatilmasinda yardimci ve ¢ok 6nemli bir
aractir [19].

Bir sistemin impedans1 genellikle kiiciik genlikli bir potansiyel uygulanmasi ve
akim cevabinin belirlenmesiyle tayin edilir. Bu tanimdan yola ¢ikarak impedans;
potansiyel-zaman fonksiyonun V(t) akim-zaman I(t) fonksiyonuna boliimiidiir. Vo ve g
maksimum degere ulastiklarinda, f; frekans, t; zaman, ¢ potansiyel-zaman ve akim-

zaman arasindaki faz kaymasidir. Y ise kompleks iletkenliktir.

_ V(1) o Vosin (2111't) B 1
T I(1)  Lsin(Ift+¢) Y (1.1)

Impedans kompleks bir degerdir; ciinkii akim sadece genlik acisindan farklilik
gostermekle kalmaz, potansiyel-zaman fonksiyonuyla kiyaslandiginda faz kaymasi da
gosterir. Bu yiizden deger ya |Z| ve faz kaymasi ¢ ya da reel Zg ve imgesel Z, olarak

tanimlanabilir.

A W

-
ZR

Sekil 2.6. Impedans’in potansiyel-zaman ve akim-zaman biiyiikliiklerine bagiml

matematiksel gosterimi
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Bu durum, Sekil 2.6.°da gosterilmistir. Dolayisiyla impedans olgiimlerinin
sonuglari iki sekilde gosterilebilir: Bode grafigi (logf’nin fonksiyonu olarak logZ ve ¢)
veya Zg Ve Z/’nin oldugu Nyquist grafigi seklindedir.

Impedans “spektroskopisi” adi, impedansin tek bir frekanstan ziyade farkli
frekanslar1 tayin edebilme ger¢eginden tiremistir. Bu sayede bir impedans
spektrumundan yiizeylerin, tabakalarin veya membranlarin degisimi, difiizyon
prosesleri ve bunlarin karakterizasyonu hakkinda bilgi saglanir. Bu bilgilere ulagsmak
icin, impedans spektrumu genellikle esdeger devre kullanilarak analiz edilir. Genellikle
diren¢ ve kapasitanstan olusan bu devre incelenen sistemin farkli fizikokimyasal
ozelliklerini agiklar. Ayrica sistem; elektrokinetik, difiizyon, partisyon gibi temel
yasalardan tiireyen transfer fonksiyonlar1 temelinde de tanimlanabilir. Bu durumda bir
impedans elementinin —direng veya kapasitans- degisimi ¢ozeltinin bilesiminin bir
fonksiyonu olarak degerlendirilir. Bazi durumlarda, tiim impedansla konsantrasyondaki
degisim arasinda iliski kurmak miimkiindiir [20, 21, 22].

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde, elektrolit ¢ozeltisi sistemin tek
bileseni olarak incelendiginde, impedans davranist agiklamak i¢in 4 unsur kullanilir:
ohmik direng, kapasitans, sabit faz O0gesi ve Warburg impedans. Bu unsurlar ve

tanimlamalarinin 6zeti Tablo 2.2” de verilmistir.

Tablo 2.2. Biyoelektrokimyasal sistemleri tanimlamakta ¢ok siklikla kullanilan

impedans elemanlarinin tanimlanmalari, frekans bagimliliklar1 ve faz kaymalari

impedans Tamimlama Faz  Frekans
elemani acis1  bagimhhg
R Z=R 0° Hayu

C Ze = ”'—:{ 90° Evet
CPE £CPE .-n_;ln:“ 0-90° Evet

W (infinite) Ly = —'T:{I —J) 45°  Evet
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Esdeger devreler, deneysel impedans verilerini seri ve/veya paralel diizenlenmis
ideal impedans unsurlarla yaklasik olarak belirlemek icin 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 (W)’dir. Sekil 2.7.” de
gosterilen Nyquist grafiginde Rs ve R degerleri kolaylikla belirlenebilir. Cift tabaka

kapasitansi ise yarim dairenin maksimum yaptig1 noktadaki frekanstan hesaplanabilir.

A Cy.
Z, —i—

— —__ 1
1 1@ Ra

Omax = Rer

lma" R-C

RS+RCT'20'CDL
Sekil 2.7. Bir elektrolitle kontakt halindeki elektroda iliskin Randles esdeger devre

modeli

Biyolojik bir materyali (antikor, enzim vb. gibi) karakterize etmek igin, elektrotlar
sisteme uygulanarak bir elektrokimyasal hiicre elde edilmelidir. AC potansiyel
uygulanmasi ile birlikte, calisma elektrodu, biyolojik materyal, ¢ozelti ve karsit elektrot
gibi akim tiim sistem elemanlarin1 dolasmaya baslayacaktir. Olgiilen impedans, esasen
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 kiiciik olmalidir. Bu da genis yiizey alanlar

kullanilarak saglanabilir. Ayrica, ¢ozeltiden kaynaklanabilecek biyolojik materyalin

15



nonspesifik baglanmalarindan kaginilmalidir, ¢linkii bu durum ara yiizey impedansi
artirir.

b) Calisma elektroduna biyolojik bilesen immobilize edilir ve analitle iligkisi tayin
edilir. Bu, tipik bir biyosensor uygulamasidir. Burada duyar elektrotun impedansi (yani
biyolojik materyalle modifiye edilmis calisma elektrodu) aslinda tiim impedansi kontrol
eder. Bu yiizden, karsit elektrodun impedans1 belirgin sekilde kiigiik olmalidir. Bu da
duyar elektroda gore en az 10 kat daha biiyiik (alan) elektrot kullanilarak saglanabilir
[23,24].

2.4.2. Dongiisel voltammetri

Dongiisel voltammetride (Cyclic Coltammetry, CV), karistirilmayan bir ¢ozeltide
kiiciik durgun bir elektrodun akim cevabi iiggen dalga sekilli bir potansiyel (Sekil 2.8.)
ile uyarilir [25].

Potansiyvel

Sekil 2.8. Ikizkenar iicgen dalgasi seklinde uygulanan potansiyel

Dongiisel voltammetride belli bir potansiyel araliginda dogrusal olarak tarama
yapilir sonra tarama yonii ters c¢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 yilikseltgenme veya indirgenmenin
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meydana geldigi potansiyeldir. Baglangi¢ taramasinin yonii negatif veya pozitif olabilir.
Bu da numunenin bilesimine baglidir. Daha negatif potansiyeller yoniinde bir tarama
ileri tarama, zit ydndeki tarama da ters tarama olarak adlandirilir. Uggen dalga

uygulandiginda Sekil 2.9.’daki gibi bir voltammogram elde edilir.

20
=
n=-
2
10
g a
=
=
=
-10
=
L
=
-20 I 1 P, 1 1
0.8 0.6 0.4 0.2 0 - 0.2

Potansiyel, W7, DKFE' a ksars:

Sekil 2.9. Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltammogram [25].

Bu egri soyle yorumlanir; gittikce artan bir katodik gerilim uygulandiginda
egrinin ABDF dali elde edilir. indirgenme sebebiyle bir katodik akim gozlenir (B
noktas1 ). B’den D’ye kadar ki bolgede indirgenebilen maddenin yiizey derisimi gittikge
kiictiliirken, akimda hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri,
analitin ylizey derisimini Nernst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek icin
gerekli kapasitif akim artisidir. Ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk
akim, difiizyon tabakasi elektrot ylizeyinden uzaklastik¢a hizla azalir (D noktasindan F
noktasina). F’de wuygulanan katodik gerilim azalmaya baslar. FH bolgesinde
indirgenebilen maddenin indirgenmesi devam eder. Ancak indirgenmis madde
konsantrasyonu azalmis oldugundan akim da azdir. Potansiyel yeteri kadar pozitif

oldugunda indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da anodik
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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 [25].

2.4.3. Kronoamperometri (CA)

Kronoamperometride ¢aligma elektrodunun potansiyeli aniden degistirilir ve
durgun ortamda akim—zaman iligkisi gozlenir. Kronoamperometride ¢ozeltiye daldirilan
calisma elektroduna uygulanan potansiyel-zaman grafigi Sekil 2.10.’da gosterildigi
gibidir. Once calisma elektroduna herhangi bir indirgenmenin olmadigi E1 potansiyeli
uygulanir. Sonra potansiyel ani olarak E2’ye degistirilir. E2 potansiyeli, indirgenme

difiizyon kontrollii olacak sekilde segilir.

-

E (V) E,

o t(s)

Sekil 2.10. Kronoamperometride elektroda uygulanan potansiyelin zamanla degisimi

[25].

2.5. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi Temelli Biyosensérler

Biitiin elektrokimyasal biyosensorlerde oldugu gibi, impedimetrik biyosensorler
de Dbiyomolekiillerin kondiiktif (veya yar1 kondiiktif) bir transduser yiizeyiyle
etkilesimini esas alan biyoelektronik cihazlardir. Olgiim prosesleri, reseptdr
biyomolekiil ile analit arasinda olusan algilama yiizeyinin, elektronik transduserin
elektriksel ozelliklerini direkt veya indirekt sekilde degistirmesine dayanir. Antijen-
antikor veya DNA-DNA etkilesimleri gibi sinirh katalitik aktiviteye sahip bilesiklerin
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analizi i¢in gelistirilen EIS temelli biyosensorlerin sayisi yabanci kaynaklarda her gecen
giin daha da artmaktadir. Prosesler i¢in farkli analitik ¢éziimler sunabilen EIS; son
yillarda ¢ok sayida kimyasal ve fiziksel prosesin ¢alisilmasinda kullanilan gok etkili bir
yontem haline gelmistir. Bunun yani sira membran 6zelliklerinin belirlenmesi,
biyosensor karakterizasyon ve fabrikasyonu gibi bilimsel arastirmalar i¢in de etkili bir
teknik olan EIS ile gerceklestirilebilmektedir. Enzim-substrat etkilesimlerinin etkileri ve
kataliz reaksiyonu fazla gozlenmemesine ragmen, antijen-antijen, reseptér-hormon,
DNA-DNA, protein-protein, protein-DNA, RNA-protein, RNA-RNA, DNA-ilag gibi
afinite etkilesimlerinden sonra elektrot ylizeyinde meydana gelen yiik transfer
degisimleri EIS ile ¢ok etkili bir sekilde izlenebilir. Cesitli spesifik ve hassas Ol¢timler ,
elektrot materyaline (metaller, metal oksitler, camsi karbonlar, yar1 iletkenler) elektrot
geometrisine (klasik elektrot diizenlenmesi veya ¢oklu elektrotlar), analite (proteinler,
antikorlar, niikleik asitler vs) veya kullanilan amplifikasyon protokoliine (label-free
tabakasiz, enzim isaretli protein tabakalar, iletken polimer filmler nanopartikiiller vs.)
gore siniflandirilabilir [26-30].

2.5.1. Enzim Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Impedans spektroskopisi, yiizeyi modifiye edilmis elektrotlarin elektriksel
ozelliklerinin 6l¢iilmesi i¢in etkin bir yontemdir. Ancak genis bir frekans araliginda
biitiin impedans spektrumunun taranmasi zaman alicidir. Bundan dolayr impedimetrik
teknikler, enzim temelli bir biyosensoriin karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir [30].

Enzim sensorleri igerisinde amperometrik elektrotlar en c¢ok ilgi c¢eken
transdiiserlerdir. Bununla birlikte, bir enzimin déniisiimiinden (turnover) dolay1 redoks-
aktif bilesiginde meydana gelen degisim, yiik aktarim direnciyle belirlenebilir. Bu
durum, glukoz oksidazin ve mediator olarak benzokinonun kullanildigi glukoz tayini
caligmalarinda gosterilmistir [31].

Ho ve ark. serumdaki iire ve kreatinin miktarinin belirlenmesi i¢in kullan-at bir
biyosensor sistemi gelistirmislerdir. Bu ¢alisma kullanilan pH degisimlerine duyarli poli
(metilvinil eter)/maleik anhidrit polimerinin yiizeyden ayrilmasi sonucunda yiik transfer
direncinin artmasi esasina dayanmaktadir. Kreatinin ve {irenin enzimatik doniisiimii ile
ortam pH’s1 degiseceginden Re’deki artis izlenirken bu molekiillerin tayini de

gerceklestirilebilir [32].
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Impedans spektroskopisiyle, substrat ve enzim inhibitérlerinin tayini yapilmakla
birlikte enzimin kendi aktivitesi de analiz edilebilmektedir. Bu duruma ilging bir
yaklasim, parcgalanabilir polimer filmlerin kullanilmasidir. Bu polimerler elektrot
tizerine kaplanirlar ve biyokatalitik reaksiyon vasitasiyla polimer par¢alanma ya polimer
zinciri lzerinde enzimin direkt etkisiyle ya da enzimatik doniisiim sonucu olusan
irtiniin indirekt etkisiyle olusur. Parcalanmaya baglayan filmin kalinligi impedans
Ol¢timleriyle kolaylikla takip edilir. Bu yontem; iire, glukoz, kimotripsin veya lipaz gibi
enzimlerin tayininde gosterilmistir. Impedansin kullanildign bir diger yol, elektrot
yiizeyindeki lipit tabakasina “sinyalizasyon” proteinin katilmasi ve spesifik analitle
etkilesimi sonucu konformasyonal degisiminin degerlendirilmesine dayanir [30, 33, 34].

Jelatin kaplanmus altin elektrot yilizeyindeki proteolitik aktivite degisiminin sebep
oldugu impedans farklanmalarinin 6lgiildiigii, kollegenaz tayini i¢in bir biyosensor
gelistirilmistir. Bu sistemde, tabaka kritik bir kalinliga ulastiginda, tabakanin enzim
tarafindan degredasyonu ile olusan impedans hizla artar. Protein yikimi ile impedansta
olusan farklanma, elektrot ylizeyinden jelatin tabakasinin ayrilma hizi ile orantilidir.
Potansiyostatin cevap siiresi ¢ozeltinin karistirilmasi ile disiiriilebilmistir ve bu
biyosensor sisteminin kollagenaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanish bir yontem
oldugu gozlenmektedir. Ancak sensor yiizeyine kaplanmis jelatinin biyosensor
tarafindan saptanma yetenegi elektrolitlerin varliginda ciddi bir sekilde azalmaktadir

[30, 35, 36].
2.5.2. immunokimya temelli impedimetrik biyosensorler

Impedimetrik immiinosensorlerin gelistirilmesinde itici giig, basit ekipmanlarin
kullanildig1 tan1 sistemlerine olan talep ve potansiyel molekiiler etiketleme yapilmadan
direkt olarak analit iizerinden yapilan analizlerdir. Immiinsensorler genellikle iki
immobilizasyon stratejisi ile hazirlanir; a) ilgili antijeni baglayan antikorlarin veya
reseptOrlerin  elektrot  ylizeyine immobilizasyonu b) antijenin  kendisinin
immobilizasyonu. Her iki durumda da, baglanma olay1 elektriksel yiizey 6zelliklerinin
degisimiyle  sonuclanacak  olmasmma  ragmen, ikinci  durumda  (antijen
immobilizasyonunda) antikorlarin yiiksek molekiil agirliklar1 ve disiik dielektrik
katsayilarindan 6tiirii daha biiyiik degisimler agiga ¢ikarabilir ki bu impedimetrik olarak

¢ok daha etkili bir sekilde izlenebilir [37,38,39].
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Spesifik etkilesimlere benzer yollarla kapasitanst etkileyen non-spesifik
baglanmalarin etkisinin O6niine gegmek icin, 6l¢limlere diferensiyal bir mod Onerilmistir.
Antikorlar baglanma 6zellikleri korunarak Langmuir-Blodgett filmlerine birlestirilebilir
ve olduk¢a diizenli algilama yapilar1 elde edilebilir. Interleukin-6 icin, epoksisilan
islevsellestirilmesi kullanilarak veya interferon-y i¢in SAM modifikasyonu ile antikor
immobilizasyonunda oldukga hassas kapasitif 6l¢timler gergeklestirilmistir [28,29,30].

Bunun yan1 sira, direng temelli sensérler de gelistirilmistir. Ornegin, insan meme
timori iliskili glikoprotein, spesifik antikorlarin altin yiizeye SAM ile immobilizasyonu
sonucunda belirlenmistir. Komplementer antijenin baglanmasi, yiik transfer direncinin
(Ret) degismesine sebep olur. Direng temelli Ol¢iim yontemleri, reseptor-ligand
etkilesimleri, patojen mikrooganizmalarin belirlenmesi ve tat-koku molekiillerinin tayin
edilmesinde de kullanilir. Immiin analizler igin bir diger sistem, ¢ok ince platin
tabakalarin kullanildigi ve impedans model analizlerinin temel alinip iletkenlik
degisimlerinin degerlendirildigi sistemlerdir. Polipirol gibi iletken polimerler
kullanilarak algilama biriminin immobilizasyonunda 6zel yaklasimlar sergilenmesi, s6z
konusu immiinosensodrlerin hassasiyetini iyilestirilebilir. Polimerik agmn iletkenligi,
baglanma olaylarinin olusturdugu konformasyonal degisikliklerden giiclii bir sekilde
etkilendigi i¢in alinan cevap yiikselir. Ayrica biyotinli polipirol filmler, biyotinli
antikorlarin avidin ile immobilizasyonunda kullanilmistir [40, 41, 42].

Direkt olarak 6l¢iime olanak tanidiklarindan, isaretleme yapilmadigindan, hizl
olduklarindan ve ¢oklu analiz sistemlerine olanak sagladigindan dolayi, affinite baglama
esasli immiinosensorler ile her gegen giin daha ¢ok calisilmaktadir. Son yillarda, bir¢cok
yeni immiin temelli impedimetrik biyosensor tasarimina iliskin ¢aligma yaymlanmistir.

Asagida EIS temelli baz1 immunosensor 6rnekleri agiklanmistir:

Ma ve ark. insan meme kanserine iligkin glikoproteinin tayinine yonelik bir
impedans immiinosensorii ¢alismasi yaymnlamiglardir. Bu caligmada antikor, altin
elektrot yilizeyine kendiliginden adsorbsiyon yontemi ile immobilize edilmistir.
Elektrokimyasal karakteristiklerdeki degisim, spesifik antijen baglandig1 siirece
gerceklesmistir. Nyquist egrisindeki yarim daireden hesaplanan yiik transfer direnci,
kararli bir antijen-antikor kompleksi olustugundan dolay: artmistir [40].

Iletken polimerler de biyomolekiillerin immobilizasyonu igin iyi birer matrikstir.

Sargent ve ark., iletken polipirol (PPy) film fizerindeki antikor-antijen (Ab-Ag)
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etkilesimlerinin mekanizmasint  arastirmiglardir  Heterojen polimerik arayiizey
igerisindeki yiik olusumunun ve taginiminin teorisi, antikor-antijen baglanmasi sirasinda
olusan yiik transferi agiklamak i¢in One striilmiistiir. Bu mekanizmaya gore, antikor
immobilize edilmis iletken polimer temelli elektrotlarda elde edilen yiik transferi, dort
adimda ortaya ¢ikar: (1) iyonlarin elektroda diflizyonu (2) porlu PPy/membran
arayiizeyinde yiik transferi, (3) polimer PPy membran boyunca go¢ (4) Antijenin PPy
arayiizeyinde adsorpsiyonu veya desorbsiyonu. Dordiincii adimdaki adsorpsiyon ve
dezorpsiyon siireci, hiz siirlayict adimdir. Bu adim uygun elektriksel potansiyel se¢imi
ile kontrol edilebilir. Bu da antikor-antijen etkilesiminin, uygulanan potansiyelden
biiyiik dlciide etkilendigini gostermektedir [43,44].

Elektrobiriktirme ile olusturulmus biyotinli polipirol filmler de, impedimetrik
immunosensorler i¢in bir immobilizasyon matriksi olarak tanimlanmistir. Ouerghi ve
ark. biyotinlenmis antikor (anti Human IgG) iletken polimer {lizerindeki serbest biyotin
gruplarma avidin vasitastyla baglanir. Sekil 2.11.°de gosterildigi gibi, Nyquist
egrilerindeki ikinci yarim daire ¢api, Ozellikle de konsantrasyon bagimli impedans
Olciimlerinde tercih edilen diisiik frekanslarda, artan antijen konsantrasyonu ile
artmisgtir. Bu immobilizasyon yontemi tekrarlanabilir ve kararli bir sisteme olanak
saglamaktadir. Biyosensoriin dogrusal araligi 10-80 ng/mL antjen ve dedeksiyon limiti
10 pg/mL’dir [45].
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Sekil 2.11. Bir antikor ile modifiye edilmis elektrodun, antijensiz ve antijen ilave

edildikten sonra elde edilen kompleks Nyquist diyagramlari [45]
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Bagka bir polipirol immobilizasyon matriksi kullanilan ¢alisma da, Geoffrey ve
ark. tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢alismada impedans temelli reaktifsiz biyoaffinite
biyosensorii gelistirmistir. Antikor yiiklenmis polipirol filmlerde, diisiikk frekanslarda
polaronik iletim ve yiiksek frekanslarda elektriksel iletim olmak iizere iki tane yiik
transfer prosesi gézlenmistir. Affinite reaksiyonu Bode egrisinde hi¢bir farklilasmaya
sebep olmamistir. Ancak, Redoks dongiisii (-0,1°’den -0,9’a ve -0,9’dan -0,1’¢)
oldugunda, pik polaronik faz agis1 olarak gdzlenen muhtemel bir baglanmaya bagh
cevap olusur. Bu sonug, baglanma sonrasinda protein etrafindaki polimer zincirin
tekrardan siralanmasina dayandirilmaktadir [46].

Sezgintiirk ve ark., redoks probu varliginda protein ¢oklu tabakalari redoks
impedans spektroskopisi ile aragtirllmiglardir (Sekil 2.12a.). Bu ¢alismada, 6zellikle
meme kanseri biyobelirte¢i olarak degerlendirilebilen, vaskular endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) tayini gerceklestirilmistir. Tabaka-iistii-tabaka olusturma yontemiyle
hazirlanan ¢oklu tabaka film, bir altin tabaka {izerinde biyotin isaretli antikor (bio-Ab)
ile avidinden olusmustur. Coklu tabakalarin adim adim olusumu sirasinda impedans
spektrumundaki belirgin bir farklanma gdzlenmistir. Sensor yiizeyine ilave edilen her
tabaka, kendi elektriksel oOzelliklerine bagli olarak elektron transfer rezistansini

degistirmektedir. Bu adimlarin sonunda biyo-reseptoriin ve onun ligandinin (VEGF)

VEGF
> VEGF-R1

baglanmasi R degerini artirdigr Sekil 2.12b.”de gosterilmistir [47].
—> Biyotin

vVee
. e

GCE

Sekil 2.12a. Coklu protein tabakalari immobilizasyon basamaklarinin sematik

gosterimi [47].
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Boyle bir sistemde artan VEGF derisimlerine karsi elde edilen Nyquist
diyagramlar1 Sekil 2.12b.’de gosterilmistir.

kohm
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r:\II i
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-_—
0.5 1.0 1.5
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Sekil 2.12b. Artan VEGF konsantrasyonlarina karsi elde edilen kompleks impedans
spektrumlari [47]

Impedans spektroskopisi, ISFET cihazlarmin gdzenekli yiizeyleri iizerindeki
biyomateryal tabakalarinin yapisini karakterize etmek ve oyuk ara ylizeyindeki antijen-
antikor etkilesimlerini agiklamak icin de kullanilir. ISFET cihazlarinin oyuk ara
yiizeyleri iizerindeki protein tabakalarinin kalinligimi karakterize edebilme yetenegi
impedans spektroskopisinin sadece yapisal karakterizasyonlara olanak saglamadigini,
ayn1 zamanda ISFET oyuklar iizerinde ger¢eklesen biyo algilama olaylarini dlgen ve
saptayan bir analitik yontem oldugunu gostermektedir [48].

Nano boyutlarda sensor gelistirmek, impedimetrik biyosensorlerin  cevap
performansini arttirabilir. Van Gerven ve ark. nano boyutta kenetlenmis (interdigitated)
elektrot dizileri (array) ile impedimetrik biyosensorler gelistirmislerdir (Sekil 2.13.). Bu
sistemde 500 nm’den 250 nm’ye kadar degisen elektrot genisligi ve bosluklar1 elde
edilmistir. Nano boyutlardaki elektrotlar, ylizeyden sadece 100 nm yukaridaki bir alani
tararlar. Bundan dolay1 diger elektrotlara kiyasla duyarliliklar1 daha fazladir. Bu etki
teorikte, kenetlenmis elektrotlar arasindaki elektriksel alanin hesaplanmasi ile

degerlendirilebilir. Ornegin genisligi ve araliklar1 250 nm olan elektrotlar i¢in akimin %
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80’1 ylizeyden 250 nm daha yiliksek olmayan bir tabakaya yayilir. Farkli KCl
cozeltilerindeki model ve karakterizasyon g¢aligmalari, impedansin tamaminin yiizeye
yakin bir bolge i¢in hesaplandigini ve ¢ozelti karakteristiklerinin = sinyalde
goziikkmedigini gostermistir. Biyomolekiiler yapilarin, affinite baglanmalarinin

impedans ile saptanmasi i¢in, glukoz oksidaz, silanlanmis bir yiizeye baglanmistir [49].

THH!
tHH

2L

99%

Wk

Sekil 2.13. IDE’nin SEM goériintiisii ve IDE’nin hesaplanan akim kapasitesi [49]

Canbaz ve Sezgintiirk, APTES [3-aminopropiltriethoksisilan] ile bir ince film
tabakas1 olusturarak HER-3 antijenine spesifik antikoru, ITO elektrot yiizeyine Sekil
2.14°te gosterildigi gibi immobilize etmislerdir. Gelistirdikleri biyosensor ile
impedimetrik yontemleri kullanarak HER-3 antijenini 50-200 fg/mL seviyelerinde tayin
edebilmislerdir. Ayrica bu c¢aligmada Sekil 2.15.°te gosterildigi gibi tek frekansta
kronoimpedimetrik 6l¢iimler alinmistir. Burada R¢ ve faz agisinin zamanla degisimi
takip edilerek, Anti-HER3/HER3 baglanmasi incelenmistir. Sekil 2.15.’te de goriildigii
gibi antikor antijen baglanmasi faz agisinda biiyilik bir degisime neden olmazken, R
degerininin zamanla artmasina sebep olmustur. Sonug¢ olarak tek frekansta impedans
Ol¢iimii, biyosensor ylizeyinde gerceklesen zaman-bagimli yavas degisimlerin

incelenmesinde kullanilan bir yontem olma potansiyeline sahiptir [50]
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Sekil 2.14. HER-3 biyosensoriiniin immobilizasyon semasi [50]
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Sekil 2.15. Tek frekansta alinan HER-3 6l¢iimii
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Biyolojik reseptorlerin biyosensorlerde kullaniminin, biyolojik maddelerin diisiik
kararliligi, kiiglik antijenleri igin antikor olusturulmasinin zorluklari ve diisiik kimyasal-
termal kararliliklar gibi iyi bilinen siirlayici faktorleri vardir. Bundan dolayr dogal
reseptorleri taklit edebilen, yapay reseptorlerin gelistirilmesine yonelik yeni egilimler
ortaya c¢ikmaya baslamistir. Molekiiler baskilanmis polimerler (MIPs) kararli ve
direngli, ekstrem basing, sicaklik, pH altinda veya organik ¢oziiciiler igerisinde
kolaylikla uygulanabilen materyallerdir. Kimyasal yapilarindan 6tiirii, farkli formatlarda
tekrar tdretilebilirler ve farkli ¢evresel kosullarda uzun zaman kararli kalabilirler.
Kromatografik ayirmalarda kullanilmalarinin yani sira, sensér uygulamalarina dair de
ilging calismalar mevcuttur. Ince yiizey filmleri &zellikle baglanma olaynin
impedimetrik transdiiksiyonuna ¢ok uygundur. Bu sayede, hiicre ve viriislerde oldugu
gibi organik molekiiller icin de kapasitif (sigasal) sensorler gelistirilmistir. Ayrica
ucuzdurlar ve kat1 (kuru) halde saklanabilirler. MIPs sadece pestisit, aminoasit, steroid
ve sekerler gibi organik molekiiller igin degil; hiicre ve proteinler i¢in de
sentezlenebilirler [51]. Panasyuk-Delanet ve ark., 2001 yilinda yaptiklar1 MIPs temelli
bir calismada herbisit olan “desimetrini” kalip olarak kullanmiglardir. UV 1s18a maruz
kalan benzofenonun 1s181 adsorblamis tabakasi, yiizeye yakin bdolgede radikal
polimerizasyonunu baglatir. Elektrotlarin, desimetrini spesifik bir sekilde taniyan ve
baglayan MIPs ile kaplanmasi, elektrodun kapasitansinda diismelere sebep olur.
Terbumeton veya atrazin eklendiginde kapasitansta kiiciik bir diigme varken, metribuzin
eklendiginde desimetrininkine benzer bir diisiis gozlenir. Kalip polimerizasyonu da
denilen molekiiler baskilama, imit vaadeden ve pahali olmayan bir alternatif yontemdir.
Ancak analitlerin ince MIPs igerisine yavas difiizyonu, yavas reaksiyon kinetiginin

olugsmasina sebep olur [52].

2.5.3. Niikleik asit temelli impedimetrik biyosensorler

Niikleik asit temelli impedimetrik biyosensorlerde, hedef molekiil bir DNA ise
onun eslenik baz dizisi; ilag, zehir, protein vs. gibi bagka bir molekiil ise ona 6zgii
sentezlenen aptamer elektrot ylizeyine c¢esitli immobilizasyon teknikleri ile baglanir
[53].

Deng ve ark. gelistirdikleri biyosensor sistemi ile Dang Hummasina sebep olan
vektori 107210 M araliginda impedimetrik yontemleri kullanarak tayin

edebilmislerdir. Bu ¢alismada aluminyum oksit membranin her iki tarafini da Pt elektrot
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ile kaplayip, vektor DNA’sinin eslenik baz dizisini bu yiizeye baglayarak biyosensor
sistemini olusturmuslardir [54].

Yiizeyde SAM tabakasi olusturarak eslenik DNA’nin yilizeye baglanmasiyla
gelistirilmis biyosensor Ornekleri de mevcuttur. Li ve ark. gelistirdikleri biyosensor
sisteminde, sisteamin ile Au elektrot yiizeyinde SAM olusturup, PAMAM ile yiizey
alanin1 genisletilerek eslenik DNA’y1 immobilize etmislerdir (Sekil 2.16.). Bu
biyosensdr sistemi ile impedimetrik yontemleri kullanarak, hedef DNA’y1 10™-10% M
araliginda tayin edebilmislerdir [55].
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Sekil 2.16. Li ve ark. yaptig1 immobilizasyonu sisteminin sematik gosterimi [55].



Elektrot yiizeyinde tek iplikli veya cift iplikli DNA’nin bulunmasi durumunda,
farkli molekiiler yapilar, farkli spektroskopik ve mikroskopik yontemlerle tayin
edilmistir. Bu durum, oligoniikleotit konsantrasyonunun ve baz ¢ifti uyumsuzluklarinin
impedimetrik yontemle belirlenmesinin temelini olusturmaktadir. Ozellikle DNA
tayininde, hibridizasyon boyunca meydana gelen yiik birikimi, redoks aktif bir
maddenin doniisiimiini gerceklestirmek i¢in kullanilmistir. Bu tiir biyosensorlerde
hassasiyeti arttirmak i¢in sinyal yiikseltici bir molekiil kullanilabilmektedir. Prob
DNA’nin yiizey konsantrasyonu, sensor performansinda onemli bir etkiye sahiptir.
Performans, dendrimerlerin kullanilmasiyla da kuvvetli bir sekilde arttirilabilir.
Polielektrolit ile modifiye edilen screen-printed elektrotlarin da bu ¢alismalar igin bir
alternatif oldugu ve taniyict molekiiller olarak ss-PCR {iriinleri ile birlikte kullanildig:
da gosterilmistir. Bu alanda, kapasitif dl¢limlerin, diren¢ temelli metotlara gore daha

diisiik hassasiyette oldugu bulunmustur [56, 57].

2.5.4. Hiicre ve mikroorganizma temelli impedimetrik biyosensorler

Maddelerin biyolojik etkilerini genis bir alanda gozlemlemek ve spesifik
analitlerin tayini i¢in hiicre temelli analizlerde son zamanlarda hizli bir artis vardir.
Herhangi bir hiicre ya da mikroorganizma durumunda, tiim biyolojik sistemin cevabini
rapor edebilecek parametrelere ihtiyag duyulur. Impedans bu parametrelerden biridir;
clinkli metabolik aktivite, yiizeydeki hiicre adezyonu, potansiyel ilaglardan alinan yanit
ve sitotoksitite testlerinin indirekt analizinde kullanilabilmektedir [58,59]. Hiicre
kiiltiiriinde veya tek bir hiicreye ait ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Ornegin, insan
kolon kanseri HT-29 hiicre seklinin apoptosis uyarimli degisiklikleri de bu sekilde
arastirtlmistir [60].

Impedans, sadece yiizeyde sabit hiicreler hakkinda bilgi edinmek i¢in degil ayni
zamanda ¢oOzeltideki hiicrelerin sayisin1 belirlemek i¢in de kullanilir. Bu yontemin
yogun bir sekilde, mikrobiyolojide bakterilerin tanimlanmasinda, sayiminda ve
belirlenmesinde kullanildigi rapor edilmistir. Impedans ayrica, spesifik bakteriyal
hiicreler, antikorlar ve bakteriyofajlar icin de kullanilabilmektedir. Impedimetrik analiz

16semi hiicrelerinin belirlenmesinde de kullanilmistir [61, 62, 63].

29



2.6. Kanserin Molekiiler Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin gézetiminden
ka¢gmalarma ve nihai olarak da uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar
olusturmalarina yol acan metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdikleri, ¢ok
basamakli bir siirectir. Bu degisiklikler hiicre ¢cogalmasini ve 6mriinii, komsu hiicrelerle
iligkileri ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol eden genetik programlardaki
modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya ¢ikar. Bu siireg, regiilasyonu bozulmus, normal
hiicre biiylimesini ve davranisini denetleyen kurallara uymadiklar i¢in “asi” olarak
nitelendirilebilecek hiicrelerden olusan bir Kitlenin olusumuna neden olur. Boylesi bir
kitle uzun bir siire belirti gostermeyebilir. Fakat kitlenin biiyiimesi ile birlikte dokunun
fizyolojik islevleri de bozulur. Bu bozunma, kitlenin yerine ve biiylikliigiine bagli olarak
cok sayida belirtiye ve kanser hiicrelerinin organizma i¢inde yayilmasina yol acacaktir.
Kanserin hedefledigi genetik programlar insan genomuna dagilmis genlerde yazilidir.
Insan DNA’smin 23.000 kadar gen icerdigi diisiiniilmektedir. Bu genlerin 3.000-5.000
kadar1 kanserde regiilasyonu bozulan genetik programlarda rol alan proteinleri
kodlamaktadir. Islevini kaybeden bir gen, kritik bir proteinin anormal diizeylerde,
anormal bir protein iiretimine ya da bir proteinin hi¢ sentezlenmemesine sebep olabilir
[64, 65, 66].

Cogu kanser sadece tek bir hiicreden ya da az sayida hiicreden dogar ve gelisir.
Bir hiicre kansere doniismek i¢in onkogenlerde ve tiimor baskilayict genlerde hiicrenin
normal sinirinin ¢ok dtesinde ¢cogalmasini saglayacak birkag degisiklik gecirmelidir. Bu
siire¢c “asi” hiicrelerden olusan bir klonun olusumuna yol acar. Eger organizma bu
farklilagsmay1 tolere ederse ve rahatsiz edilmeden kalirsa, ¢ogalmaya devam edebilir.
Boylesi bozulmus bir siirecte, sadece en uygun ve en saldirgan hiicreler hayatta kalacak
ve daha Orgiitsiiz olan hiicrelerin yerini alacaktir. Timorler bu sekilde zararli hale
gelirler. Bu ayni1 zamanda kanser tedavisinin bu denli zor olmasinin da nedenidir:
hastalara kanser hiicrelerini etkin olarak 6ldiiren bir ila¢ verildiginde, hayatta kalan az
sayidaki hiicre, kendilerini ilaca kars1 direngli kilan degisiklikler gecirmis olanlardir.
Geride kalan bu ufak hiicre grubu kanserin baslangictaki bi¢ciminden daha kd&tii bir
bi¢imde donmesi i¢in yeterli olabilir [66].

Tiimoriin yayilmasi, ¢ogu zaman kanser hiicrelerinin anjiyogenezi yani timor

biiyiimesine yonelik yeni, kiiglik kan damarlarinin sentezini artirmasi ile tiimore oksijen
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ve besin saglamasi sonucu kolaylagir. DNA diziliminde mutasyon meydana geldiginde
kanser baglayabilir. Bu mutasyonlar tek bir baz degisikligi ile olabilir ve bu durumda bir
kodonu tanimlayan ii¢ bazdan biri degismis olur ve bir proteine farkli bir aminoasitin
yerlestirilmesine yol acar. Baz1 durumlarda bu aminoasit degisimi s6z konusu proteinin
aktivitesini degistirmek icin yeterlidir. Cok sayida bazin etkilendigi diger tiir
mutasyonlarda ise genomdan birka¢ gen iceren bir DNA parcasi kopar ya da bir baz
dizisi genom igerisine eklenir. Her iki durumda da genom iizerinde yeni genler olusarak
yeni ve anormal proteinlerin sentezine yol agar. Biiyiikliikleri ne olursa olsun bdylesi
degisiklikler “genetik degisimler” ya da ‘“mutasyonlar” olarak adlandirilir. Bu
degisiklikler kanserli hiicrelerin DNA diziliminin saptanmasiyla belirlenebilir. Genom
izerinde diizeltmeye ve kopyalanmaya “kapali” olan DNA (intron) alanlar1 ve
kopyalanabilir, okunabilir ve RNA ile proteinleri tiretmek i¢in kullanilabilir “agik”
DNA (ekzon) alanlar1 vardir. Dolayisiyla hiicrelerin programini degistirmesinin DNA
mutasyonu disindaki bir yolu ise ya agik alanlardaki genleri kapatmak, ya da kapali
alanlardakileri agmak icin genel paketlemeyi degistirmektir. Bu gibi degisiklikler sadece
DNA diziliminin saptanmasi ile belirlenmez. DNA’nin okunabilirligini ve DNA’ya
erigilebilirligi diizenleyen kimyasal modifikasyonlarin da analizi gerekmektedir. Bunlar
epigenetik degisiklikler olarak adlandirilmaktadir.

Hiicreler, igsel farkliliklarina karsin, hiicre ¢cogalmasini ve 6liimiinii kontrol eden
temel stireclerin gerceklestirilmesinde ortak planlar dogrultusunda hareket ederler.
Bunun bir sonucu olarak, bir¢ok kanserde, organin yeri ya da hastaligin nedenine bagh
olmaksizin, bazi1 onkogenler ve timor baskilayicilarin degistigi siklikla goriiliir. Bu
genlerin {irtinleri, hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimini kontrol etmek

tizere birlikte ¢aligan 6geler aginin bir parcasidirlar. [64, 66, 67].

2.2. Kanser Biyomarkerlar: (Biyobelirtecleri)

Protein temelli kanser biyobelirtegleri biiyiikk cogunlugu hiicre ve dokular
icerisindeki dogal proseslerde olusan, biyokimyasal reaksiyonlarin saglikli bir sekilde
yiiriimesini saglayan ve metabolik diizenleyici olarak gorev yapan ¢ogu protein veya
glikoprotein yapidaki molekiillerdir. Bu baglamda ¢esitli hormonlar, biiyiime faktorleri,
iyon baglayici proteinler, hiicre i¢i enzimler, cesitli doku spesifik antijenler kanser

biyobelirte¢i olarak adlandirilabilir. Kanser biyobelirtecleri, kanser hiicrelerinde yiiksek
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miktarlarda sentezlenip kana karistigindan kanserin erken teshisinde goriintiileme ve
patolojik yontemlere yardimci olurlar [68].

Kanser biyobelirteci seviyelerinin serum, idrar ve beyin omurilik sivist gibi
viicut sivilarinda Olgiilmesi ve siirekli kontrolii bu yontemlere yardimci olabilecek
potansiyele sahiptir. Risk gruplarinin belirli periyotlarda biyobelirteg¢ seviyelerinin
Olciilmesi, kanser olusumunun baslangigta teshis edilmesine olanak saglar. Goriintiileme
maliyetini en aza indirebilmek ve faydayr en yiikksek diizeyde tutabilmek igin
biyobelirteglerin fizyolojik sivilarda dlgiimii biiyiilk 6nem arzetmektedir. Literatiirlerde
bulunan oOnemli kanser biyobelirtecleri, bulundugu kanser tiirleri ve bazi tayin

yontemleri Tablo 2.3.’te gosterilmistir [66,67,68].

Tablo 2.3. Literatiirlerde bulunan 6nemli kanser biyobelirtegleri, bulundugu kanser

tiirleri ve bazi tayin yontemleri [67,47,69,70]

Kanser Biyomarker1

Tiimo6r dokusu

Tayin Yontemi

Prostat spesifik antijen (PSA) Prostat Immunoassay

Alfa-fetoprotein (AFP) Karaciger immiinoassay

Kanser Antijeni-125 (CA125) Yumurtalik ve Follop tiipler immiinoassay

Kanser Antijeni-15-3 (CA15-3) Meme ELISA

Kanser Antijeni-19-9 (CA19-9)  Mesane ve pankreas ELISA

BRCA-1 ve BRCA-2 Meme RT-PCR

karsinoembronik antijen (CEA)  kolorektum ELISA

Insan Koriyonik gonadotropin Yumurtalik ve testis ELISA

(hCG)

Tiroglobulin (TQg) Tiroid bezi ELISA

Is1 sok Proteinleri (HSPs) Mide-barsak, rahim, ELISA
prostat, mesane, serviks

Vaskiiler endotelyal biiyiime Meme Biyosensor

fakort (VEGF)

Dondistiiriici  bliyime  faktorii - Endotelyal doku ELISA

(TGF)

Siklooksigenaz Pankreas, meme, 6zafagus  ELISA

Kalretinin Akciger zar1 ve beyin Immunoassay
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Kanser biyobelirteci teknolojisi, oldukca tiretken, kullanim alanlar1 yenilige agik
teknolojiler igeren bir alandir. Buna karsin biyomarkerlarin = kesfinden
kullanilabilirligine kadar gegen siire oldukca yavas ve dolayisiyla bir biyomarkerin
kanser teshisinde kullanilabilirligine kadar gegen siire olduk¢a uzundur. Bunun yani sira
simirli sayida biyomarker kanser teshisinde kullanilabilmektedir. Bir biyomarkerin
laboratuvarda belirlenip klinik ortamda kanser tayininde kullanilmasina kadar gecen
siire bes farkli adimdan olusmaktadir.

Bunlardan “kesif adimi1” olarak da gegen ilki, potansiyel olarak uygun
biyomarkerlarin belirlenmesi asamasidir. Bu asamada normal hiicre ile tiimorlii
hiicrelerin protein ekspresyonlar1 karsilastirilarak baskilanmig ya da yok edilmis
olduklari tespit edilir. Ikinci asama “dogrulama” asamasidir. Bu asamada ilk basamakta
elde edilen ciplak protein almarak diger bir drnekten elde edilmeye calisilir. Ugiincii
asamada dokulardan elde edilen biyomarkerlarin kanser teshis etme kapasiteleri lgtliir.
Dordiincli asamaya gelindiginde biyomarkerin kanseri erken teshis edip edemedigi
Olciiliir. Bu olgiimlerin spesifikligi ve tekrar edilebilirligi olduk¢a 6nemlidir. Ve son
asama olarak biyomarkerin insanlar tizerinde ise yarayip yaramadig test edilir [69, 70,
71].

Kanser biyobelirtegleri kanserin biyokimyasal belirleyicileridir. Enzimler, hiicre
yiizeyi antijenleri ve hormonlar gibi sitopldzma proteinleri kanser biyomarkerlari
olabilirler. Klinik uygulamalarda, belirte¢ terimi plazma, viicut sivilari, kat1 timorler,
timor hiicreleri, lenf nodlar1 ve kemik iliginde tayin edilebilen bir molekiilii
tanimlamaktadir. Baz1 kanser biyomarkerlari sadece bir kanser tipine spesifik iken
bazilar1 bir¢ok kanser tiirlinde ortaya ¢ikabilen molekiillerdir. Tiimor hiicreleri
tarafindan tiretilen antijenler de spesifik kanser biyomarkerlar1 arasinda bulunurlar ve bu
hiicreler, normal hiicrelerden antijenik olarak farklandirilabilirler. Tiimor hiicrelerinin
herhangi bir proteini potansiyel bir antijen olabilir. Bu antijenler spesifik olarak teshis,
taninin belirlenmesi, tedavinin sekillenmesi ve izlenmesi gibi ¢ok 6nemli noktalarda
kullanilabilirler [69,70].

Kanser izlenmesi, semptomlardan dolayr medikal bulgularin gdzlenmedigi
bireylere uygulanan sistematik testleri kapsamaktadir. Kanserden 6liim riski kanserin
yayilimi ve fazin derecesinin artmasina paralel olarak artmaktadir. Kanser izlenmesinin

amaci onu erken donemde yani belirtiler heniiz gézlenmemisken belirlemektir. Bu
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asamadaki problem, ¢ogu kanser izleme testi kismen yetersiz olmasi ve kanserin
varligimin belirlenmesinden dnce metastaz yapmis olabilmesidir. Kanser izleme testleri
arasindaki hassasiyet farklanabilmektedir. % 100 hassas bir test yontemi izlenen
populasyondaki tim kanserleri belirlemektedir. Hassasiyetin derecesinin hesaplanmasi
beklenen kanser tiirlerinin oranina baghdir. Bu hesab1 yaparken kanser tiirlinlin iyi

belirlenmis olmasi sarttir. [70].

Izlenmenin avantaj ve dezavantajlar1 ¢ok ciddi bir sekilde tartistimalidir ve bu
durum kanser tiirleri ve testlerine gore oldukca farklilik gostermektedir. Bu noktada
hemen tiim kanser izleme testleri i¢in 3 temel problem goéze ¢arpmaktadir; bunlar
gecikme zamani, periyot ve se¢im egilimidir. Bu faktorlerin tiimii, bir kanserin
Olimciilligiiniin azaltilmasinda kullanilan bir metodun izlenmesinin etkinligini

bozmaktadir.

Bir biyomarker i¢in en énemli iki 6zellik segiciligi ve hassasiyetidir. Hassasiyet,
kanser hastalarinin tiimiinii kapsayan bir parametredir. Segicilik parametresi ise kanserli
hastay1 saglikli hastadan ayiran ve tiim insanlar1 kapsayan bir parametredir. Ideal bir
biyomarker, yiiksek bir hassasiyete ve segicilige sahip olmalidir [71,72]. Bu ¢aligmada
siklooksigenaz-1l1 (COX-11) ve Kalretinin (CAL) biyobelirtegleri kullanilarak hassas ve

segici bir biyosensor sistemleri gelistirilmesi planlanmustir.

2.2.1. Kanser biyorkerlarimin tayinine yonelik biyosensor sistemleri

Kanser biyobelirteglerinin, kanserin erken teshisi ig¢in 6nemli ve imit vaadeden
biyomolekiiller oldugu ortaya c¢iktigindan bu yana; biyomarkerlara 6zgii hizli, dogru,
duyarli ve tutarl tayin sistemlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem arzetmektedir. Bu amag
dogrultusunda oncelikle ELISA, western-blotlama ve immiinoassay gibi geleneksel
protein tayin yontemleri ile denemeler yapilmaya baslanmistir. Bu yontemler hassas
tutarl1 ve nispeten duyarli olmalarina karsin pahali ekipman ile kimyasallara gerek
duyan ve zaman alan tekniklerdir. Transduser sistemlerinde yasanan énemli teknolojik
gelismeler ve affinite ile immobilizasyon tekniklerinin artmasi sonucunda biyosensdrler
kanser biyobelirteglerinin tayini i¢in 6nemli cihazlar haline geldi. Hala hazirda kanser
biyobelirteglerinin tayin edildigi pek ¢cok ¢aligmada kisa zaman araliklarinda duyarli ve
tekrarlanabilir Ol¢imler alinabilmistir. Bu c¢alismalarda genellikle elektrokimyasal

impedans spektroskopisi, yiizey plazmon rezonanst (SPR), kuartz kristal mikrobalans
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(QCM) ve voltammetrik teknikler gibi elektrot yilizeyinin karakteri hakkinda sinyaller
veren yontemler kullanilmistir. Literatiirlerde yer alan ve bazi kanser biyobelirteglerinin

tayinine yoOnelik gelistirilen biyosensor sistemleri Tablo 2.4.’te gosterilmistir [71, 73,
74].

Tablo 2.4. Baz1 kanser biyobelirteglerinin tayinine yonelik gelistirilen biyosensor

sistemleri ve galisma prensipleri [73,75]

Kanser Biyobelirtegi Biyosensor calisma prensibi ~ Tayin siir1

Prostat spesifik antijen (PSA) Impedans 0,25 ng/L
Optik 0,15 ng/L
mikrokantilever 0,2 ng/L

Alfa-fetoprotein (AFP) amperometri 5ng/L

Kanser Antijeni-125 (CA125) amperometri 1,29 U/mL

Kanser Antijeni-15-3 (CA15-3)  potansiyometri 5U/mL

Kanser Antijeni-19-9 (CA19-9)  amperometri -

Ferritin SPR 0,1 ng/L
QCM -

karsinoembronik antijen (CEA)  amperometri 0,4 ng/L
kemiliiminesans -

Insan Koriyonik gonadotropin fluoresans 5U/mL

(hCG) QCM -

kardiyak troponin SPR -

Siklooksigenaz-I1 spektroelektrokimya 95 ng/mL

(dongiisel voltammetri)

2.2.2. Siklooksigenaz-I1

1991 yilinda Simmons ve ark. tarafindan kesfedilen Siklooksigenaz-11 (COX-II,
Sekil 2.17.) diger bir adiyla prostoglandin endoperoksit sentaz-2, metabolizmada
aragidonik asidi prostoglandinlere donistiiriir [76]. Prostoglandinler enflamasyon
durumunda sentezlenen ve agrinin hissedilmesini saglayan maddelerdir. COX-I1I
enflamasyona ve agriya sebep olacak durumlarla kolaylikla indiiklenebilir (uyarilabilir)

ve hiicre igersindeki miktar1 (ekspresyonu) artabilir (Sekil 2.18.). Yapilan deneysel
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calismalar ve klinik bulgular prostat, pankreas, kolon, 6zafagus ve meme gibi pek ¢ok
dokudaki kati tiimér olugsumunda hiicre ici COX-Il enzimi ekspresyonunun arttigini

gostermektedir [77].

PDRe 6cox

Sekil 2.17. COX-II enziminin ii¢ boyutlu yapisi (PDB No: 6COX)
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Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber kataliz sirasinda olusan
stiperoksit ve peroksitlerin DNA hasarmma sebep oldugu ve COX-II’nin
ekspresyonundaki artigin tiimor sinyal agini1 ve transkripsiyonel mekanizmalar1 aktive
ettigi  diisiiniilmektedir. Ornegin bag dokusu hiicrelerinde COX-ll artis1 biiyiime
faktorlerinin, anjiogenik proteinlerin, kemokinlerin salinimini uyarir. Bu molekiiller
tiimdriin ayn1 dokuda yayilmasini saglar. Ayrica yapilan pek ¢ok calisma, COX-II’nin
artisinin  epitelyal-mezenkimal gecisi ve e-kaderin ekspresyonu yolu ile metastazi
arttirdigini - gostermektedir. COX-II’nin tiimor dokusunda meydana gelen hiicre
hasarindan dolay1 fizyolojik sivilarda miktarinin arttigi rapor edilmistir. [78,79].

Literatlirlerde COX-Il tayinine yonelik sadece iki biyosensor sistemi
bulunmaktadir. Noah ve ark. tarafindan gelistirilen SPR temelli biyosensor sisteminde,
Au SPR ¢ipi ylizeyinde SAM olusturularak, COX-II’ye spesifik antikor immobilize
edilmis ve COX-II biyomarkerint 3,64x10™-3,64x10? ng/mL konsantrasyon araliginda
tayin edebilmislerdir [80]. Omole ve ark. gelistirdigi biyosensor sisteminde ise Au
elektrot ylizeyinde merkaptopropiyonik asit ile SAM olusturularak Anti-COX-II
elektrot ylizeyine immobilize edilmis ve COX-II biyomarkermin 0,1-0,5 pg/mL

konsantrasyon araliginda tayin edebilmislerdir [75].

2.2.3. Kalretinin

Kalsiyum minerali; gen ifadesi, sinaptik gecisler, hiicre dongiisii ve programli
hiicre 6liimii gibi 6nemli hiicre islevlerini etkileyen bir hiicre i¢i habercidir. Kalbindin-
2 olarak da bilinen kalretinin, kalsiyum sinyal yolaginda gérev alan vitamin-D bagimli
kalsiyum baglayici 29 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. Kalretinin, insanlarda CALB2
geni tarafindan kodlanir. Kalretinin ilk kez John Rogers tarafindan 1987 yilinda fare
beyninden izole edilerek incelenmis ve gilinimiizde pek ¢ok immiinohistokimyasal
calismada kullanilmaktadir [81]. Insanda 271 aminoasit iceren Kalretinin proteininin ii¢
boyutlu motifleri ve kalsiyumu baglama mekanizmalar1 son yillarda yapilan ¢alismalar

13

ile aydinlatilmistir. Kalretininin “ele” benzeyen ii¢ boyutlu yapisi ve kalsiyumu

baglamasi sematik olarak Sekil 2.19.’de gosterilmistir [82, 83].
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Calretinin EF-Hand

(B)

E Helix loop

Ca Binding

F Helix loop

Sekil 2.19. Kalretininin “ele” benzeyen ti¢ boyutlu yapisi ve kalsiyumu baglamasi
[82]

Kalretinin genellikle retina, bazi isitme elemanlar1 ve omuriligin graniil hiicreleri
gibi noron kdkenli hiicrelerde, sa¢ graniil hiicrelerinde ve néronlarda bolca sentezlenen
bir proteindir. Saglikli bir insanda serum kalretinin diizeyleri 0,1-0,3 ng/mL; Epitelyal
mezotelyoma hastalarinda ise 0,8-2,5 ng/mL’dir. Epitelyal mezotelyoma gibi akciger
timorlerinde, ameloblastoma gibi odontogenic tiimorler ve néroblastoma gibi beyin
tiimorlerinde sentezinin fazlalasmasindan dolayr serum ve beyin-omurilik sivisindaki
seviyelerinin arttigi gozlenmistir. Bu 0Ozelliginden dolayr immiinohistokimyasal
calismalarda siklikla kullanilan ve taranilan belirteglerden biri olmustur [82,84,85].
Epitelyal mezotelyoma igeren bir dokuda yapilmis kalretinin boyamasi Sekil 2.20’de
gosterilmistir. Kanser tiirlerinin disinda, barsak hareketini saglayan gangliyonlardaki
bozukluk olarak tanimlanan Hirschsprung hastaligi ve noérodejenaratif genetik bir

bozukluk olan Huntington hastaliginda da serumda seviyeleri artar [86].
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b AR G PR IR Ly i
Sekil 2.20. Epitelyal mezotelyoma igeren bir dokuda yapilmis kalretinin boyamasi
[87]

Kalretinin 6nemli bir biyobelirte¢ olmasina ragmen literatiirde g¢ogunlukla
patolojik incelemelerde yer alan immiinohistokimyasal ¢aligmalar bulunmaktadir.
Literatiirde yer alan kalretinin kantitatif tayininin yapildigi nadir ¢aligmalardan birisi
Raiko ve ark. tarafindan gelistirilen ELISA yontemidir. Bu yontemle mezotelyoma
hastalarinin kan plazmalarinda kalretinin biyomarkerimi 0,12-8,97 ng/mL konsantrasyon
araliginda tayin edebilmislerdir [88]. Ayrica hala hazirda Uscn Life Science Inc. Sirketi

tarafindan piyasada sunulmus ticari bir kalretinin tayin kiti bulunmaktadir [89].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1 Calismada Kullanilan Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan biyomarkerlar Siklooksigenaz-1l [Cyclooxygenase 2
human >=70 % (SDS-PAGE)] ve kalretinin ile bu biyomarkerlara 6zgii sentezlenmis
Anti-Siklooksigenaz-11 (Monoklonal Anti-COX-Il antibody produced in Mouse) ve
Anti-kalretinin gibi antikorlar; poliamido amin (PAMAM dendrimeri, etilendiamine
cekirdekli, jenerasyon 2.0 ¢ozeltisi), 1-[3-(Dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimit
metiodit (EDC), N-Hidroksisiiksinimit (NHS, % 98), 12-Merkaptododekanoik asit (12-
MDDA, % 96), Glutaraldehit (% 25), 6-merkaptohekzanol, epiklorohidrin, potasyum
ferrisiyanat, potasyum ferrosiyanat, etanolamin gibi kimyasallar Sigma-Aldrich Co.
LLC (USA)’den temin edildi. KCI, K,HPO,, NaH,PO,4, Etanol (Absolute-% 99.9)
Merck KGaA (Darmstadt, Almanya)’dan temin edildi.

Kullanilan tiim sarf malzemeler Interlab Lab. Uriin. San ve Tic. A.S’den temin
edildi. Immobilizasyon asamasinda kullanilan tiim ¢dzeltiler, deneyler esnasinda taze
olarak hazirlanmis ve tiiketilmistir. Biyomarkerlar ve antikorlar istenilen

konsantrasyonlarda porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklanmustir.
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3.1.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calisma elektrodu olarak 2.01mm? yiizey alanina sahip altin elektrot, referans
elektrot olarak KCl ile doygunlasmis 3 M Ag/AgCI elektrot ve yardimci elektrot olarak
ise 10 mm uzunlugunda platin tel kullanilmigtir. Tiim elektrotlar BASI, Warwickshire,
UK firmasindan temin edilmistir. Ol¢iimler ise déngiisel voltametri ve elektrokimyasal
impedans spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst iceren (Gamry Instruments,
Warminster, USA) bir bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference
600 (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazinda alinmistir.

Elektrot yiizeylerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri, Namik
Kemal Universitesi Merkez Arastirma Laboratuarinda yaptirilmustir.

Deneylerde Biyokimya arastirma laboratuarinda bulunan ultrasonik su banyosu
(Wise Clean DAIHAN, WUC-AO3H, Kore), hassas terazi (Precisa XB 220A, Precisa
Gravimetrics AG/Switzerland), mikropipetler (20uL, 200 pL, 1000 pL eppendorff
mikropipet), manyetik karistirici (Biosan magnetc stirrer MSH 300), pH metre (Jenco
pH metre (6173 pH), made in China for USA) kullanild.

3.1.3. Calismada Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanisi

50 mM fosfat tamponu (pH:7,0): 7,800 g NaH,PO, tartilir destile su ile 1000
ml’ye tamamlanir. 2,177 g K;HPO, tartilir, destile su ile 250 ml’ye tamamlanir. Bu iki
cozeltiden NaH,PO,4’ten 803 ml, KoHPOy'ten 197 ml alinarak pH: 7,5 olacak sekilde
karistirtlarak tampon hazirlandi.

% 2,5’lik glutaraldehit: 5 pl % 25’lik glutaraldehit {izerine 45 pl 50 mM fosfat
tamponu (pH: 7.5) ilave edilir.

7,5 mM 12-MDDA: 3,1 mg tartilip, 10 mL Absolut etanolde ¢oziiliir.

0,1 M EDC: 5,94 mg EDC tartilip, 200 uL. 50 mM pH:7,0 fosfat tamponunda
¢Oziiliir.

0,05 M NHS: 2,88 mg EDC tartilip, 200 uLL 50 mM pH:7,0 fosfat tamponunda
¢Oziiliir.

% 2,0 PAMAM: Anastoktan (% 20°lik) 5 pL ¢ekilip 45 pL 50 mM pH:7,0 fosfat

tamponunda ¢oziliir.
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50 mM NaBH4: 2,1 mg NaBH, tartilip, 500 pL 50 mM pH:7,0 fosfat
tamponunda ¢oziliir.

5,0 mM K;3[Fe(CN)g]: 0,810 g K3[Fe(CN)e] tartilip 500 mL 50 mM pH:7,0 fosfat
tamponunda ¢oziiliir.

5,0 mM Ky[Fe(CN)g]: 0,8920 g Ks[Fe(CN)g] tartilip 500 mL 50 mM pH:7,0
fosfat tamponunda ¢oziiliir.

1,0 M KCI: 3,72 mg KCI tartilip, 500 mL 50 mM pH:7,0 fosfat tamponunda
¢Oziiliir.

5,0 mM 6-MHL: Anastoktan (7,11 M) 7 pL c¢ekilip, 10 mL Absolut etanolde
¢Ozilir.

% 10 EPI: Anastoktan 100 pL ¢ekilip, 900 pL 0,4 NaOH igerisinde ¢oziiliir.

1,0 M Etanolamin: Anastoktan (23,7M) 42 uL ¢ekilip, 958 puL 50 mM pH:7,0

fosfat tamponunda ¢ozil{ir.

3.2. Yontem
3.2.1. Elektrot Temizligi

Oncelikle Au elektrot fiziksel ve kimyasal olarak temizlenir. Temizlik asamalart
asagidaki gibidir:

I. Bir miktar Gamma allimina tozu (Aluminyum oksit) alinarak kadife yiizey
(elektrot yiizeyinin ¢izilmemesi i¢in) lizerine alinir. Aliimina iizerine birka¢ damla
bidistile su damlatilip, temiz bir spatiil ucuyla aliimina pelte kivamina gelene degin
karistirtlir. Daha sonra Au elektrot pelte kivamindaki aliimina {lizerine yavas bir sekilde
ve ayni yonde gezdirilir. Boylelikle yiizeydeki tabaka ve/veya bagka bir kirlilik mekanik
olarak giderilmis olur.

II. Au elektrot bidistile suyla durulandiktan sonra adsorblanmis partikiilleri
uzaklastirmak ic¢in on dakika etanol (% 99,9) igerisinde sonikatorde bekletilir.

Tekrardan ultra saf suyla durulanip saf argon gazi ile kurutulur.
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3.2.2. Biyosensoriin Calisma Prensibi ve Ol¢iim Sistemi

Gelistirilen her iki biyosensor sisteminde de uygulanan biitiin immobilizasyon
islemlerinin Kkarakterizasyonunu yapmak i¢in dongiisel voltammetriden (CV) ve
elektrokimysal impedans spektrokopisinden (EIS) yararlanilmistir. CV igin potansiyel
aralig1 -0,5 & 1,0 V olarak se¢ilmis olup (adim biiyiikliigii: 20 mV, tarama hizi: 50
mV/s) oOlgiimler 0.1 M KCI igeren ve Olgiim i¢in redoks probu sunan 5,0 mM
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)g] (1:1) ¢ozeltisi iginde gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal
impedans ol¢iimleri ise 10 mV alternatif akimda gergeklestirilmistir. Olciimde
kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aynidir. impedans spektrumlari
10.000-0.05 Hz araligindadir.

Antikorun elektrot yiizeyine baglanmasi gerceklestirildikten sonraki asama
biyobelirteclerin elektrot yiizeyine baglanmasmi saglamaktir. immobilizasyon sonrasi
standart COX-I11 konsantrasyonu (50 pg/mL) ve CAL konsantrasyonundan (1 ng/mL)
elektrot ylizeyine mikropipet ile her defasinda 5uL olacak sekilde ilave yapilmistir. Her
inkiibasyon periyodundan sonra elektrot yiizeyinde baglanmamis biyobelirtegleri
uzaklastirmak i¢in elektrot ultra saf su ile yikanarak ve Fe(CN)s' >~ redoks probu igeren
¢Ozeltinin bulundugu hiicrede CV ve EIS 6l¢limleri alinmistir. Her 6l¢lim Oncesinde ve

sonrasinda elektrotlar ultrasaf su ile temizlenip, argon gazi ile kurutulmustur.
3.2.3. Hesaplama Yontemi

Immobilizasyon basamaklarmin kontrolii ve COX-II tayininin gergeklestirilmesi
icin impedans (alternatif akima karsi direng) yontemini kullanildigindan elde edilen
Nyquist egrilerinin bir es-de§er devre vasitasi ile anlamli sayisal degerlere

dontistiiriilmesi gerekmektedir.
3.2.3.1. Es Deger Devre Modeli Cizimi

Hesaplanacak sayisal degerlerden tayin ig¢in en Onemli olani aym1 zamanda
yaklasik olarak Nyquist egrisinin de ¢ap degerine tekabiil eden elektrot ylizeyine olan
“yiik transfer direnci (R¢)” ifadesidir. Yapilan ¢alismalar ve literatiirlerde yer alan
makaleler yiik transfer direnci ile yiizeydeki madde miktar1 arasinda dogru oranti

bulundugunu gostermektedir [47].
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Bu calismada Gamry Analyst® yazilimi kullanilarak elektrot yiizeyine 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. iizerinde
bulunan Rs ¢ozelti direncini, Zw Warburg impedansini, CPE-alpha sabit faz elemani

kapasitansi, R ise yiik transfer direncini gostermektedir.

>R} | e .
R.E. N.F

Rsl

Sekil 3.1. Gamry Analyst® yazilimi kullanilarak elde edilen es-deger devre modeli

3.2.3.2. Yiik transfer direncinin (R.;) hesaplanmasi

Degeri hesaplanmasi istenilen Nyquist diyagrami Gambry Analyst® yaziliminda
acilir. Sonra bu yazilimin iist menisiindeki impedans sekmesinden bir “Fit A Model
(Simplex Method)” secilir. Burada acilan daha 6nceden hesaplama yontemi belirlenmis
devre sistemlerinden bu calismaya uygun olan “CPE with Diffusion” devresi segilir

(Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Gambry Analyst® yazilimindaki hesaplama yapilabilen devre modelleri

Uygun devre sistemi secildikten sonra acgilan hesaplama ekranindaki degerlerin

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

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

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

uyana kadar “calculate” diigmesine basilmaya devam edilir.
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Sekil 3.3. Gambry Analyst® yazilimindaki hesaplama ekran
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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 Rgy) ile yilizeye baglanan madde miktari
arasinda dogru orant1 oldugu yapilan onceki caligmalar ile kanitlandigindan dolay1

hesaplanan bu Rp degerleri bu asamadan sonraki tiim kantitatif tayinlerde kullanilmistir
[47,66].

3.2.4. Siklooksigenaz Tayinine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanisi

Temiz yalin altin elektrot 5,0 mM lik 12-MDDA ¢ozeltisi (% 99,9’luk etanolde
hazirlanmis) igine daldirilarak, SAM olusumunun gerceklesmesi i¢in 16 saat bekletildi.
12 MDDA bagli elektrot yiizeyine hazirlanan 0,1 M EDC ve 0,05 M NHS ¢ozeltilerinin
(0,1 M ve pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmig) karigimindan 10 pL damlatma
yoluyla eklendi ve 30 dakika karanlik ve nemli ortamda bekletildi. EDC-NHS ile
aktiflestirilmis elektrot yiizeyine % 2,0’lik PAMAM ¢ozeltisinden (0,1 M ve pH 7,0
fosfat tamponunda hazirlanmis) 5 pL eklendi ve 60 dakika karanlik ve nemli ortamda
bekletildi. Sonra PAMAM f{izerinde bulunan ¢ift baglarin indirgenmesi igin elektrot
yizeyine 5,0 mM NaBH; c¢ozeltisinden (0,1 M ve pH 7,0 fosfat tamponunda
hazirlanmis) 5 pL damlatma yoluyla eklendi ve 30 dakika karanlik ve nemli ortamda
bekletildi. Capraz baglama yapmak amaciyla % 1.25 lik gluteraldehit ¢ozeltisinden (0,1
M ve pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmig) 5 pL damlatma yoluyla eklendi ve 15
dakika karanlik ve nemli ortamda bekletildi. Son olarak 0,1 pg/mL Anti-COX-I1I
antikorunun 5 pL’lik porsiyonu elektrot yiizeyine damlatildi ve 60 dakika karanlik ve

nemli ortamda bekletildi.
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3.2.5. Siklooksigenaz Tayinine Yonelik Biyosensoriin Immobilizasyon

Basamaklarinin Optimizasyonu

3.2.5.1. 12-MDDA konsantrasyonunun optimizasyonu

Elektrot yiizeyinde tek tip, kararli ve dayanikli SAM (kendiliginden olusan tek
tabakalar) tabakasi olusturmak amaciyla 12-Merkaptododekanoik asitin optimum
konsantrasyonu belirlenmeye ¢aligildi. Bu baglamda 12-Merkaptododekanoik asitin 1,0
mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM ve 10 mM olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki
coOzeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu ¢alismalarda SAM tabakasinin
immobilizasyona etkisinin daha iyi gézlemlenebilmesi i¢in EDC-NHS (0,1 M-0,05 M),
PAMAM (% 2,0), NABH, (5,0 mM), Anti-COX-II (1,0 pg/mL) ve COX-1I (50 pg/mL)

konsantrasyonlari sabit tutulmustur.

3.2.5.2. EDC/NHS konsantrasyonlarmn optimizasyonu
EDC/NHS elektrot yiizeyinde olusturulan SAM tabakasinin karboksil uglarini

aktiflestirmede kullanilan bir kovalent baglama ¢iftidir. Konsantrasyonu optimize
edilmis 12-MDDA’nin karboksil uglarini aktiflestirecek yeterli miktardaki EDC/NHS
ciftinin belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyon c¢aligmasi yapildi. Bunun i¢in her
iki maddenin birbirine orani sabit tutularak 0,05 M-0,025 M; 0,075 M-0,0375 M; 0,1
M-0,05 M; 0,15 M-0,75 M ve 0,2 M-0,1 M konsantrasyonlarinda EDC/NHS ¢ozeltileri
kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu ¢aligmalarda EDC/NHS konsantrasyonlarinin
immobilizasyona etkisinin daha iyi gozlemlenebilmesi i¢in 12-MDDA (7,5 mM),
PAMAM (% 2,0), NABH, (5,0 mM), Anti-COX-II (1,0 ug/mL)ve COX-Il (50 pg/mL)

konsantrasyonlari sabit tutulmustur.

3.2.5.3. PAMAM dendrimerinin optimum konsantrasyonunun belirlenmesi

PAMAM dendrimeri (gen. 2,0) 16 tane fonksiyonel amin ucu bulunan ve daha
fazla protein immobilizasyonunun gerceklesmesi icin gerekli bir molekiildiir. Bu
calismada, Anti-COX-II’nin immobilizasyon verimini arttirmak ve dolayisiyla daha
duyarli tayinler yapabilmek amaciyla PAMAM dendrimerinin konsantrasyonunun
optimizasyon c¢alismasi yapildi. Bunun igin her iki maddenin birbirine orani sabit
tutularak % 0,5; % 1,0; % 2,0 ve % 4,0 konsantrasyonlarinda PAMAM dendrimeri
cozeltileri  kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu c¢alismalarda PAMAM
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konsantrasyonunun immobilizasyona etkisinin daha iyi gozlemlenebilmesi igin 12-
MDDA (7,5 mM), EDC/NHS (0,1 M-0,05 M), NABH4 (5,0 mM), Anti-COX-II (1,0
ug/mL) ve COX-II (50 pg/mL) konsantrasyonlari sabit tutulmustur.

3.2.5.4. Optimum Anti-COX-I1 konsantrasyonunun belirlenmesi

Anti-COX-Il tayin edecegimiz kanser biyomarker1 olan COX-II’ye spesifik olarak
sentezlenen monoklonal antikordur. Daha duyarli ve tekrarlanabilir tayin sonuglar1 elde
edebilmek icin optimize edilmis immobilizasyon basamaklarindan sonra
baglayabildigimiz optimum antikor miktarinin belirlenmesi gerekli oldugundan
optimum Anti-COX-II konsantrasyonu ¢aligmasi yapildi. Bu baglamda 0,1 ng/pL; 0,25
ng/pL; 1,0 pg/mL ve 2,0 pg/mL konsantrasyonlarinda Anti-COX-Il porsiyonlari
kullanilarak  farkli  biyosensorler hazirlandi. Bu c¢alismalarda  Anti-COX-1I
konsantrasyonunun immobilizasyona ve COX-Il tayinine etkisinin daha iyi
gozlemlenebilmesi i¢in 12-MDDA (7,5 mM), EDC/NHS (0,1 M- 0,05 M), NABH, (5,0
mM), PAMAM (% 2,0) ve COX-II (50 pg/mL) konsantrasyonlar1 sabit tutulmustur.

3.2.5.5. Optimum Anti-COX-1I inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Kovalent immobilizasyonda proteinin aktif tabaka ile etkilesme siiresi baglanma
miktarini, olusan bagin dayanikliligini ve proteinin yiizeydeki oryantasyonunu
(yerlesimini) etkiler. Gerekli olan tiim immobilizasyon asamalarindaki molekiillerin
miktarlar1 ve Anti-COX-Il antikorunun miktar1 optimize edildikten sonra daha duyarli
ve dogrusal sonuglar elde edebilmek igin antikor inkiibasyon siiresi de optimize edildi.
Bu amag¢ dogrultusunda optimum kosullarda hazirlanan [12-MDDA (7,5 mM),
EDC/NHS (0,1 M-0,05 M), NABH; (5,0 mM), PAMAM (% 2,0) ve COX-Il (50
pg/mL)] biyosensorler ayn1 Anti-COX-11 (1,0 ug/mL) konsantrasyonu ile 30 dk., 45 dk
ve 60 dk. olacak sekilde farkli zaman periyotlarinda inkiibe edildiler
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3.2.6. Siklooksigenaz Tayinine Yonelik Biyosensériin Immobilizasyon

Basamaklarimin Karakterizasyonu

3.2.6.1. Dogrusal Tayin Arahg

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak [12-MDDA
(7,5 mM), EDC/NHS (0,1 M-0,05 M), NABH,4 (5,0 mM), PAMAM (% 2,0) ve Anti-
COX-I11I (1,0 pg/mL) (60 dk)] hazirlanan biyosensor ile COX-11 (50 pg/mL) biyomarker1

icin dogrusal tayin aralig1 belirlenmistir.

3.2.6.2. Tekrar iiretilebilirlik

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklart degerleri kullanilarak [12-MDDA
(7,5 mM), EDC/NHS (0,1 M-0,05 M), NABH, (5,0 mM), PAMAM (% 2,0) ve Anti-
COX-Il (1,0 pg/mL) (60 dk)] hazirlanan bes farkli biyosensor ile dogrusal tayin

araliginda 6l¢iimler alindi ve biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi denendi.

3.2.6.3. Yapay serumda Uygulama

Yapay serum Ornegi ile antijen-antikor etkilesimlerinin serum igerisindeki
tuzlardan etkilenip etkilenmeyecegi incelenmistir. Yapay serum igin, 4,5 mM KCI, 5
mM CaCl,, 1,6 mM MgCl,, 4.7 mM (D+)-glukoz, 2,5 mM iire, % 0,1 BSA ve 145 mM
NaCl’nin bulundugu bir ¢6zelti hazirlanmigtir. Anti-COX-11 ve COX-II i¢in yapilan
biitlin seyreltmeler hazirlanan yapay serum ¢ozeltisi ile yapilmistir. Bu sekilde optimize
sartlarda olan biyosensor igin CV ve EIS o6l¢iimleri alinarak yapay serumun etkisine

bakilmaistir.
3.2.7. Kalretinin Tayinine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanisi

Oncelikle temiz Altin (Au) elektrot, kendiliginden olusan tek tabakalarin (SAM)
meydana gelmesi i¢in etanolde ¢6ziinmiis 5,0 mM Merkaptohekzanol (6-MHL)
icerisine daldirilarak 16 saat inkiibe edildi. Sonrasinda baglanmamis 6-MHL birimlerini
uzaklastirmak icin elektrot etanol ve bidistile su ile yikandi. Merkaptohekzanoliin
elektroda baglanmayan fonksiyonel ucundaki hidroksil gruplarini aktiflestirmek igin 0,4
M NaOH igerisinde hazirlanmis % 10’luk Epiklorohidrin ¢ozeltisi elektrot yiizeyine
SulL damlatilarak 60 dk. bekletildi. Epiklorohidrinin merkaptohekzanole baglanmamis
klor ucunu daha islevsel hale getirmek i¢in 100 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda
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hazirlanmisg 1,0 M Etanolamin ¢ozeltisinin 5 pL’si elektrot ylizeyine damlatildi ve 60
dk. bekletildi. Etanolamin baglanmay1 hidroksil ucundan gerceklestirdiginden dolayi
amin ucu agikta kalir. Bu amin grubunu antikor ile ¢apraz baglamak i¢in 100 mM pH:
7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis % 1,25°1lik glutaraldehit ¢ozeltisinin 5 pl’si elektrot
yiizeyine damlatildi ve 15 dk bekletildi. Sonrasinda 10 pg/mLkonsantrasyonundaki
Kalretinine spesifik antikor ¢ozeltisinin 5 puL’si elektrot yiizeyine damlatildi ve 60 dk.
inkiibe edildi. Son olarak kalretinin 5,0 ng/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltisinin SpL’si
porsiyonlar halinde eklendi ve her bir ekleme igin bir saat bekletildi. Bu basamaklarin
her birinde hem inkiibasyon sonrast hem de damlatmalar oncesinde elektrot Once
bidistile su ile sonrasinda da ultra saf su ile yikandi. Her bir adimda dongiisel
voltammetri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi Olglimleri alindi ve es deger
devre modeline gore R¢; degerleri hesaplandi.

Immobilizasyon asamalar1 ve elektrot yiizeyi sematik olarak Sekil 3.5.°te
gosterilmistir. Bu immobilizasyon yonteminin ~ baglangicinda ~ bulunan
merkaptohekzanole ait hidroksil grubunun epiklorohidrin ile aktivasyonu ve
sonrasindaki eter olusumu Barldrich ve ark. tarafindan merkaptoetanol kullanilarak
gerceklestirilmistir [11]. Ayrica ayni ¢aligmada epiklorohidrin basamagini takip eden
basamakta yer degistirme tepkimesi i¢in kitosan kullanilmistir [11]. Bu ¢alismada ise
epiklorohidrin sonrasinda kullanilan etanolamin baglamasi daha evvelden denenmemis
bir yontem olup, literatiirlerde yeralmamaktadir. 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
tizerinde bulunan aldehit gruplarindan biri ile etkileserek schiff bazi olusturur.
Glutaraldehitin diger aldehit grubu antikor iizerinde bulunan aminoasitlerle etkileserek
schiff bazi olusturur. Boylelikle kovalent baglanmalar gergeklesmis ve antikor elektrot

yiizeyine tutturulmus olur.
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3.2.8. Kalretinin Biyosensorii Immobilizasyon Adimlarimin Optimizasyonu

3.2.8.1. 6-Merkaptohekzanol Konsantrasyonunun optimizasyonu

Elektrot yiizeyinde tek tip, kararli ve dayanikli SAM tabakasi olusturmak
amaciyla 6-MHL’nin optimum konsantrasyonu belirlenmeye ¢alisildi. Bunun igin 6-
MHL’nin 1,0 mM, 2,5 mM, 50 mM, 7,5 mM ve 10 mM olacak sekilde farkl
konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Elde edilen
Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R degerleri ve COX-II konsantrasyonu
kullanilarak her bir biyosensor i¢in kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu ¢alismalarda 6-MHL
konsantrasyonunun immobilizasyona ve CAL tayinine etkisinin daha iyi
gozlemlenebilmesi i¢in EPI (% 10), etanolamin (1,0 M), glutaraldehit (% 1,25), Anti-
CAL (10 ug/mL) ve CAL (1 ng/mL) konsantrasyonlari glutaraldehit (15dk.),
epiklorohidrin (60 dk.) ile etanolamin inkiibasyon siiresi (60 dk.) sabit tutulmustur.

3.2.8.2. Epiklorohidrin (EPI) Konsantrasyonunun optimizasyonu

6-MHL’iin hidroksil uglarina baglanacak yeterli epiklorohidrin miktarinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyon c¢alismast yapildi Bunun ig¢in
epiklorohidrinin % 1,0; % 2,5; % 5,0 ve % 10’luk konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan R
degerleri ve CAL konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor i¢in kalibrasyon egrisi
c¢izildi. Bu ¢alismalarda epiklorohidrin konsantrasyonunun immobilizasyona ve CAL
tayinine etkisinin daha iyi gozlenebilmesi i¢in 6-MHL (5 mM), etanolamin (1,0 M),
glutaraldehit (% 1,25), Anti-CAL (10 pg/mL) ve CAL (1 ng/mL) konsantrasyonlar1 ve
glutaraldehit (15 dk.), epiklorohidrin (60 dk.) ile etanolamin inkiibasyon siiresi (60 dk.)

sabit tutulmustur.

3.2.8.3. Epiklorohidrin (EPI) inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Epiklorohidrin ile 6-MHL arasindaki reaksiyonun optimum siiresini belirlemek
amaciyla % 10’luk epiklorohidrin ¢ozeltisi i¢in 30 dk., 60 dk. ve 90 dk. inkiibasyon
stirelerinde biyosensorler hazirlandi. Elde edilen Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak
hesaplanan R¢ degerleri ve CAL konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor igin
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu c¢alismalarda epiklorohidrin inkiibasyon siiresinin

immobilizasyona ve CAL tayinine etkisinin daha iyi gozlenebilmesi i¢in EPI (%10),
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etanolamin (1,0 M), glutaraldehit (%1,25), Anti-CAL (10 pg/mL) ve CAL (1 ng/mL)
konsantrasyonlar1 ve etanolamin ile Glutaraldehit (15dk.) inkiibasyon siiresi (60 dk.)

sabit tutulmustur.

3.2.8.4. Etanolamin Konsantrasyonunun optimizasyonu

Epiklorohidrinin kloriir uglarina baglanacak yeterli etanolamin miktarinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyon c¢alismast yapildi. Bu baglamda
etanolaminin 0,5 M; 1,0 M ve 2,0 M konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullanilarak
biyosensorler hazirlandi. Elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan R¢t degerleri ve
CAL konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor i¢in kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu
caligmalarda etanolamin konsantrasyonunun immobilizasyona ve CAL tayinine
etkisinin daha iyi gozlenebilmesi i¢in 6-MHL (5 mM), epiklorohidrin (% 10),
glutaraldehit (% 1,25), Anti-CAL (10 pg/mL) ve CAL (1 ng/mL) konsantrasyonlar1 ve
glutaraldehit (15dk.), epiklorohidrin (60 dk.) ile etanolamin inkiibasyon siiresi (60 dk.)

sabit tutulmustur.

3.2.8.5. Etanolamin inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Epiklorohidrin ile etanolamin arasindaki reaksiyonunun gerg¢eklesmesi igin gerekli
olan inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla optimizasyon g¢alismasi yapildi. Bu
baglamda etanolaminin baglanma reaksiyonu 30 dk., 60 dk. ve 90 dk. inkiibasyon
stireleri i¢in biyosensorler hazirlandi. Elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan Rt
degerleri ve CAL konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensdr i¢in kalibrasyon egrisi
c¢izildi. Bu calismalarda Etanolamin inkiibasyon siliresinin immobilizasyona ve CAL
tayinine etkisinin daha iyi gézlenebilmesi i¢in 6-MHL (5 mM), epiklorohidrin (% 10),
etanolamin (1,0 M), glutaraldehit (% 1,25), Anti-CAL (10 pg/mL) ve CAL (1 ng/mL)
konsantrasyonlar1 ve epiklorohidrin ile Glutaraldehit (15dk.) inkiibasyon siiresi (60 dk.)

sabit tutulmustur.

3.2.8.6. Glutaraldehit konsantrasyonunun optimizasyonu

Amin gruplarmin aktiflestirilmesi i¢in kullanilan glutaraldehit miktarinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyon calismast yapildi. Bu baglamda
glutaraldehitin % 0,5; % 1,25 ve % 2,5’luk yiizdelerinde ¢ozeltileri kullanilarak

biyosensorler hazirlandi. Biyosensorlerin - Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak
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hesaplanan Ry degerleri ve CAL konsantrasyonu kullanilarak her bir biyosensor igin
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu c¢aligmalarda glutaraldehit konsantrasyonunun
immobilizasyona ve CAL tayinine etkisinin daha iyi gézlemlenebilmesi i¢in 6-MHL (5
mM), epiklorohidrin (% 10), etanolamin (1,0 M), Anti-CAL (10 ug/mL) ve CAL (1
ng/mL) konsantrasyonlari ve epiklorohidrin (60 dk.), glutaraldehit (15 dk.) ile

etanolamin (60 dk.) inkiibasyon siiresi sabit tutulmustur.

3.2.8.7. Anti-Kalretinin (Anti-CAL) konsantrasyonunun optimizasyonu

En iyi biyosensor cevabinin elde edilebilmesi amaciyla Anti-CAL miktarinin
belirlenmesi amaciyla optimum konsantrasyon g¢alismasi yapildi. Bu baglamda Anti-
Kalretinin antikorunun 0,1 pg/mL; 1,0 pug/mL ve 10 pg/mL olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki cozeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi.  Elde edilen
Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R degerleri ve CAL konsantrasyonu
kullanilarak her bir biyosensor icin kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu ¢aligmalarda Anti-
CAL konsantrasyonunun immobilizasyona ve CAL tayinine etkisinin daha iyi
gozlemlenebilmesi i¢in 6-MHL (5 mM), epiklorohidrin (% 10), etanolamin (1,0 M) ve
CAL (1 ng/mL), glutaraldehit (% 1,25) konsantrasyonlari1 ve epiklorohidrin (60 dk.),
glutaraldehit (15 dk.) ile etanolamin (60 dk.) inkiibasyon siiresi sabit tutulmustur.

3.2.8.8. Anti-Kalretinin (Anti-CAL) inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Optimizasyonun ¢aligsmalarinin son asamasinda, Anti-CAL immobilizasyonu i¢in
en uygun inkiibasyon siiresi belirlendi. Bu baglamda Anti-CAL baglanma reaksiyonu
icin 30, 60 ve 90 dk. inkiibasyon siireleri uygulanarak biyosensorler hazirlandi. Nyquist
egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan Rct degerleri ve CAL konsantrasyonu
kullanilarak her bir biyosensor igin kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu g¢alismalarda, Anti-
CAL inkiibasyon siiresinin immobilizasyona ve CAL tayinine etkisinin daha iyi
gozlemlenebilmesi i¢in 6-MHL (5 mM), epiklorohidrin (% 10), etanolamin (1,0 M),
Anti-CAL (10 pg/mL) ve CAL (1 ng/mL), glutaraldehit (% 1,25) konsantrasyonlari ve
epiklorohidrin (60dk.), glutaraldehit (15 dk.) ile etanolamin (60 dk.) inkiibasyon siiresi

sabit tutulmustur.
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3.2.9. Kalretinin Tayinine Yonelik Biyosensoriin Karakterizasyon

Calismalan

3.2.9.1. Dogrusal Tayin Arahg

Her bir immobilizasyon basamagi i¢in optimum kosullarda hazirlanan biyosensor
ile kalretinin marker1 igin tayin araligi 1-5 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu ¢alismalarda
6-MHL (5 mM), epiklorohidrin (% 10), etanolamin (1,0 M), Anti-CAL (10 pg/mL) ve
glutaraldehit (% 1,25) konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon siireleri epiklorohidrin

(60dk.), glutaraldehit (15 dk.), Anti-CAL (60 dk.) ile etanolamin (60 dk) olacak

sekilde biyosensor hazirlanmstir.

3.2.9.2. Tekrar iretilebilirlik

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak hazirlanan
yedi farkli biyosensor ile 1-5 ng/mL kalretinin araligi i¢in Olglimler alinmistir. Bu
caligmalarda 6-MHL (5mM), epiklorohidrin (% 10), etanolamin (1,0 M), Anti-CAL (10
pg/mL)ve CAL (1 ng/mL), glutaraldehit (% 1,25) konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon
stireleri epiklorohidrin (60dk.), glutaraldehit (15 dk.), Anti-CAL (60 dk.) ile etanolamin
(60 dk.) olacak sekilde biyosensor hazirlanmistir.

3.2.9.3. Yapay Serumda Uygulama

Yapay serum Ornegi ile antijen-antikor etkilesimlerinin serum igerisindeki
tuzlardan ve diger biyomolekiillerden etkilenip etkilenmeyecegi incelenmistir. Yapay
serum ig¢in, 4,5 mM KCI, 5 mM CaCl,, 1,6 mM MgCl,, 4,7 mM (D+)-glukoz, 2,5 mM
tire, % 0,1 BSA ve 145 mM NaCl’nin bulundugu bir ¢ozelti hazirlanmistir. Anti-CAL
ve CAL i¢in yapilan biitiin seyreltmeler hazirlanan yapay serum ¢ozeltisi ile yapilmistir.
Bu sekilde optimize sartlarda olan biyosensor i¢in CV ve EIS 6lgiimleri alinarak yapay

serumun etkisine bakilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. COX-I1 Biyosensérii ile Elde Edilen Bulgular
4.1.1. COX-I11 Biyosensoriiniin hazirlamis basamaklarina iliskin bulgular

COX-II biyosensoriiniin her bir immobilizasyon basamagi i¢in alinan taramali

elektron miktroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 4.1.’de gosterilmistir. Ayrica her bir

immobilizasyon basamagindan sonra olusan elektrot yiizeyleri i¢in elde edilen EIS

spektrumlart ve dongiisel voltammogramlar Sekil 4.2a. ve 4.2b.’de gosterilmistir.

Burada:

1. Yalin Au elektrot yiizeyi: Au-Bare-elektrot,

2. 12-MDDA ile modifiye edilmis elektrot yilizeyi: Au-12MDDA,

3. EDC-NHS ile aktive edilmis modifiye elektrot yiizeyi: Au-12MDDA-EDC-NHS,

4. PAMAM baglanmis aktif elektrot ylizeyi: Au-12MDDA-EDC-NHS-PAMAM,

5. NaBH, indrgeme sonrasi elektrot ylizeyi:
Au-12MDDA-EDC-NHS-PAMAM-NaBH,

6. Glutaraldehit ¢apraz baglamasi sonrasi elektrot yiizeyi:
Au-12MDDA-EDC-NHS-PAMAM-NaBH-GA

7. Antikor baglamasindan sonra elektrot yilizeyi:

Au-12MDDA-EDC-NHS-PAMAM-NaBH,-GA-Anti-COX-11 olarak ifade

edilmistir.
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Sekil 4.1. Bazi immobilizasyon basamaklarindan sonra elektrot yiizeyindeki

degisimi gosteren Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri

A: yalin Au elektrot, B:Au 12-MDDA, C: Au-12MDDA-EDC_NHS-PAMAM, D: Au-
12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA-Anti-COX-II, E: Au-12MDDA-
EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA-Anti-COX-11-COXII  (10.000 biiyiitme), F: Au-
12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA-Anti-COX-11-COXII (20.000 biiyiitme),
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Sekil 4.2a. COX-II biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin impedans

spektrumlari
Cyclic Voltammetry
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Sekil 4.2b. COX-II biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin dongiisel
voltammogramlari
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Her bir immobilizasyon basamag i¢in elde edilen EIS spektrumlari kullanilarak
hesaplanan yiik transfer direnci (Rc;) degerleri Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Her bir immobilizasyon basamagi i¢in hesaplanan yiik transfer direnci

degerleri

Elektrot Yiizeyi Rct (kohm)
Au-Bare 0.713
Au-12MDDA 327.11
Au-12MDDA-EDC/NHS 0.873
Au-12MDDA-EDC/NHS-PAMAM 0.337
Au-12MDDA-EDC/NHS-PAMAM-NaBH, 1.318
Au-12MDDA-EDC/NHS-PAMAM-NaBH -GA-AntiCOX2 6.875

Elde edilen degerler Au elektroda 12-MDDA baglanmasi ile elektrodun yiizey
direncinin arttig1 gézlenmektedir. Bu durumun oncelikli sebebi ylizeye baglanan 12
karbonlu merkaptododekanoik asidin yiizeye olan elektron transferini engelleyerek
yiizeyi daha yalitkan kilmasidir. Bununla birlikte 12-MDDA {izerinde bulunan karboksil
gruplari, Ol¢iim sisteminde bulunan negatif yiiklii elektrolit ferri siyanatin elektrot
yiizeyine ge¢mesini engellemesi de yiik transfer direncini bu kadar artmasina sebep
olmustur. Elde edilen dongiisel voltammogramlara bakildiginda Au elektrot ylizeyine
12-MDDA baglanmas1 ile voltammogramlardaki karakteristik piklerin kayboldugu
gozlenmektedir. Bunun sebebi olarak yiizeyin yalitkan hale gelmesi yiizeyde doniisen
elektrolit miktarmi azalttigindan olgiilen akim miktar1 da azalar. Bu akim azalmasi
redoks probunun hassasiyet smirlarindan asagida oldugunda piklerin olusmadigi
gozlenmektedir.

Tablodan da goriildigi tiizere 12-MDDA’da bulunan karboksil uglarini
aktiflestirmek i¢in kullanilan EDC-NHS cifti elektrot yilizeyinin yiik transfer direnci
degerini 1,0 kohm degerinden daha asagilara ¢ekebilmistir. Bunun sebebi karboksil
grubu aktiflestiginde olusan ara iriin pozitif yiiklidir ve redoks probunu elektrot
yiizeyine dogru ¢eker. Bunun sonucu olarak yiizeye daha fazla redoks probu ulasir ve

doniistime ugrar. Elektrot yiizeyine daha fazla yiik ulagmasi yiik transfer direncinin de
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distiiglinii gosterir ki bu sonug grafikten de gozlemlenebilir. Ayrica daha fazla
elektrolitin doniisiime ugramasi Olgiilen akimin artmasina sebep olacagindan dongiisel
voltammogramlarda redoks probuna ait karekteristik indirgenme ve yiikseltgenme
pikleri gézlenmeye baslar.

pH:7,0 degerinde PAMAM f{izerinde bulunan amin gruplari protonlanmis halde
(NH3") formunda bulunur. Yiizeyde daha fazla pozitif yiikiin bulunmasi ve PAMAM
tizerinde bulunan karbonil gruplar1 ferrisiyanatin ve elektronlarin yiizeye daha hizli
tasinmasini saglar. Bunun sonucu olarak da aktiflesmis 12-MDDA’ya PAMAM
baglandiginda R degerinde azalma gozlenir. Aymi sekilde yiik transfer direnci az
oldugunda olgiilen akim artacagindan dongiisel voltammogramlardaki piklerde artis
gozlenir. Donglisel voltammogramlardaki artis Sekil 4.1b.’de, Re: degerlerindeki diisiis
ise Sekil 4.1a. ve Tablo 4.1.”de agik¢a gozlenmektedir.

PAMAM iizerinde bulunan karbonil gruplarinin sonraki adim olan ¢apraz
baglama asamasinda girisim yapma ihtimalinden dolayr NaBH4 ve LiBH4 gibi bir
indirgen ile indirgenmesi gerekmektedir. Bu indirgeme islemi sonrasinda elektronlarin
yiizeye transferi zorlastigindan dolay1 R degeri artar. Ayni sekilde yiik transfer direnci
arttiginda Olgililen akim azalacagindan dongiisel voltammogramlardaki piklerde azalma
gozlenir. Dongiisel voltammogramlardaki azalma Sekil 4.1b.’de, R¢; degerlerindeki artis
ise Sekil 4.1a. ve Tablo 4.1.’de agik¢a gbézlenmektedir.

Yiizeye Anti-COX-Il gibi iletken olmayan bir protein baglandiginda yiizeyin
elektron gecirgenligi azalir. Ciinkii proteinler olusturdugumuz immobilizasyon hattina
nazaran daha biiyiik molekiillerdir ve elektrot yiizeyine ferrisiyanat transferini biiyiik
Ol¢iide bloke ederler. Sonug olarak EIS spektrumlari igin R¢; degerinde biiyiik bir artis,
dongiisel voltammogramlarda ise pik yiiksekligi degerinde belirgin bir azalma
gbzlenmistir.

Yiizeye COX-II antijeni baglandiginda ise elektronlarin yiizeye ulasmas: daha da
zorlasir. Her COX-II ilavesinde bu engelleme islemi artarak devam eder. Sonug olarak
her ilave sonrasi, alian impedans spektrumlarinda Rt degerlerinin arttif1 ve dongiisel

voltammogramlarda ise pik yiiksekliklerinin azaldig1 gozlenmistir.
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4.1.2. COX-II Biyosensoriin Immobilizasyon Basamaklarinin
Optimizasyonuna Iliskin Bulgular

4.1.2.1. 12-MDDA konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

12-Merkaptododekanoik asitin 1,0 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM ve 10 mM
olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan
biyosensorlere ait Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R¢; degerleri ile COX-
Il konsantrasyonu arasinda ¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.3.’te ve elde edilen

dogrularin dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

30 5 mM 12-MDDA

@ 7.5 mM 12-MDDA y =0,1082x - 2,3698
25 R2=0,9757

10.0 mM 12-MDDA

7 20,0889 + 4,8438
R? = 0,9887

20 | ©2.5mM 12-MDDA

E y=0,0832x + 1,1684
< R?=0,9952
15 ’
g
=)
2
b 10
y =0,0492x - 1,8038
5 R?=0,9612
0
0 50 100 150 200 250 300

COX-Il (pg/mL)

Sekil 4.3. 12-MDDA konsantrasyonunun biyosensor cevaplarina etkisi

Tablo 4.2. 12-MDDA konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

12-MDDA Dogrusallik Katsayisi (RZ) Dogru Denklemi
konsantrasyonu
2,5mM 0,9757 y=0,1082x-2,3698
5,0 mM 0,9612 y=0,0492x-1,8038
7,5mM 0,9952 y=0,0832x+1,1684
10 mM 0,9887 y=0,0889x+4,8438
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Elde edilen kalibrasyon egrilerine ve yiik transfer direnci degerlerine bakildiginda
diisiik konsantrasyonlarda 12-MDDA kullanildiginda ylizeyde daha az SAM tabakast
olusacagindan immobilize edilen antikor miktar1 da azalir. Bunun sonucu olarak antijen
baglama kapasitesi dilismesiyle beraber kalibrasyon grafiklerinde dogrusalliktan
sapmalar gozlenmistir. Sonug olarak kalibrasyon grafiklerinin egim, dogrusallik ve Ret
degerlerine bakildiginda “7,5 mM” optimum 12-MDDA konsantrasyonu olarak
belirlendi. 10 mM ve 5,0mM 12-MDDA konsantrasyonlarinda R¢; ve egim degerleri
yiikksek olsa da yeterince dogrusal sonuglar elde edilemedigi grafiklerden de

gozlenmektedir.

4.1.2.2. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

EDC/NHS ¢iftinin 0,05M-0,025M; 0,075M-0,0375M; 0,1M-0,05M; 0,15M-
0,75M ve 0,2M-0,1M olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan biyosensorlere ait Nyquist egrilerinden yola c¢ikilarak hesaplanan Rt
degerleri ile COX-Il konsantrasyonlar1 arasinda g¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil
4.4.’te ve elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilart ile dogru denklemleri Tablo

4.3.’te gosterilmistir.

50
a5 0.05 M EDC-0.025 M NHS y=0,174x + 3,178
R? = 0,9634
% 0.075 M EDC-0.0375 M NHS ,1674x + 1,348
40 X R2 = 0,992
- ©0.1 M EDC-0.05 M NHS
- 0.15 M EDC-0.075 M NHS y=0,1271x + 5,509
g 30 R?=0,982
-g ©0.2 M EDC-0.1 M NHS
Q 25
g L0 y = 0,0585x + 2,698
g R2 = 0,987
15
10 y =0,0594x - 0,3371
R?=0,9818
5
0
0 50 100 150 200 250 300
COX-Il (pg/mL)

Sekil 4.4. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Tablo 4.3. EDC/NHS konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

EDC/NHS Dogrusallik Katsayist (R°)  Dogru Denklemi
Konsantrasyonu

0,05M/0,025M 0,9818 y=0,0594x-0,3371
0,075M/0,0375 M 0,9634 y=0,174x+3,178
0,00M /0,06 M 0,9920 y=0,1674x+1,348
0,15M /0,075 M 0,9820 y=0,1271x+5,509
0,20M/0,15M 0,9870 y=0,0585x+2,698

Yiiksek konsantrasyonlarda EDC/NHS kullanilmasi daha fazla aktif karboksil ucu
elde edilmesini saglar dolayisiyla yiizeye daha fazla PAMAM baglanir. Bunun sonucu
olarak daha fazla antikor baglandigindan, AR farklanmalarinin yiiksek olmasi beklenir.
Fakat 0,15 M/0,075 M ve 0,20 M/0,15 M EDC/NHS konsantrasyonlarinda ylizeye daha
fazla antikor baglanmasi SAM tabakasinin bu yiikii tasiyamamasina ve akabinde
tabakalarin bozulmasina sebep olabilir. Ayrica yiiksek oranda aktivasyon biyoaktif
tabakanin daha kompleks bir yapida olusmasina sebep olabilir. Bunun sonucu olarak
yiiksek konsantrayonlarda dogrusalliktan sapmalar gozlenmistir. Diisik EDC/NHS
konsantrayonlarinda ise ylizeye yeterince antikor baglanmadigindan egim degerleri
diizgiin olsa da COX-II tayininde dogrusalliktan sapmalar gézlenmistir. Sonu¢ olarak
kalibrasyon egrilerinin egim, dogrusallik ve R¢t degerlerine bakildiginda “0,1 M & 0,05
M” optimum EDC/NHS konsantrasyonlar: olarak belirlendi.

4.1.2.3. PAMAM konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

% 0,5 % 1,0, % 2,0 ve % 4,0 konsantrasyonlarinda PAMAM dendrimeri
cozeltileri kullanilarak hazirlanan biyosensorlere ait Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak
hesaplanan R degerleri ile COX-Il konsantrasyonlari arasinda cizilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.5.te ve elde edilen dogrularin, dogrusallik katsayilari ile dogru
denklemleri Tablo 4.4.te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. PAMAM konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Tablo 4.4. PAMAM konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait dogru

denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

PAMAM Konsantrasyonu Dogrusallik Katsayisi (RZ) Dogru Denklemi

% 0,5 0,9818 y=0,0594x-0,3371
% 1,0 0,9771 y=0,0677x-1,5019
% 2,0 0,9952 y=0,0832x+1,1684
% 4,0 0,9461 y=0,0733x+4,14

PAMAM konsantrasyonu arttik¢a, aktiflestirilmis uclara daha fazla PAMAM
molekiilii baglanir ve antikorun immobilizasyonu i¢in daha fazla fonksiyonel ug elde
edilir. Boylelikle daha fazla antikor elektrot yiizeyine immobilize edilebilmistir. Fakat
% 4,0’lik PAMAM kullanildiginda yiizeyde meydana gelen muhtemel deformasyonlar
ve oryantasyon problemlerinden dolayr COX-II tayininde dogrusalliktan sapmalar
gbzlenmistir. Ayrica yilksek PAMAM konsantrasyonunda daha kompleks bir yap:
olusturdugundan; istenmeyen capraz baglar, spesifik olmayan etkilesimler ve difiizyon
problemleri de gozlenebilir. Bunlar dogrusallig1 ve sinyal diizeyini olumsuz bir sekilde

etkileyen durumlardir. % 1,0 ve % 0,5’lik PAMAM konsantrasyonlarinda ise
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muhtemelen daha az antikor immobilize edildigi i¢cin COX-Il konsantrasyonlarina
karsilik gelen AR farklanmalari diisiik ¢ikmistir. Sonug olarak kalibrasyon egrilerinin
egim, dogrusallik ve Rg degerlerine bakildiginda “% 2,0” optimum PAMAM

konsantrasyonu olarak belirlendi.

4.1.2.4. Anti-COX-I11 konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

0,1 ng/uL; 0,25 ng/uL; 1,0 pg/mLve 2,0 pg/mLkonsantrasyonlarinda Anti-COX-II
porsiyonlart kullanilarak hazirlanan biyosensorlere ait Nyquist egrilerinden yola
cikilarak hesaplanan R degerleri ile COX-1l konsantrasyonlari arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.6.’da ve elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilar ile

dogru denklemleri Tablo 4.5.’te gosterilmistir.

160
©0.1 pg/mL A 0.25 ug/mL
140
¢ 1.0 ug/mL 2.0 ug/mL
120 y =0,4892x + 14,37
° R? =0,9946
100
£
S 0
=3
o y=0,1785x + 2,726
c 60 R2=0,9917
40 y=0,1225x + 2,531
R?=0,9958
20
y =0,0704x + 1,431
R?=0,9857
0
0 50 100 150 200 250 300
COX-Il (pg/mL)

Sekil 4.6. Anti-COX-II konsantrasyonunun biyosensor cevabina etKisi
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Tablo 4.5. Anti-COX-Il konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi degerleri

Anti-COX-Il Konsantrasyonu Dogrusallik Katsayist (R°) Dogru Denklemi

0,1 ng/mL 0,9946 y=0,4892x + 14,37
0,25 pg/mL 0,9958 y=0,1225x + 2,531
1,0 pg/mL 0,9857 y=0,0704x + 1,431
2,0 ug/mL 0,9917 y=0,1785x + 2,726

Immobilize edilecek antikor miktar1 arttik¢a, yiizeye yiik transferi azaldigindan
antikora ait Nyquist egrisinin R degeri yiiksek olur. Ayrica antikor konsantrasyonu
arttikca daha fazla antijen baglama kapasitesi ortaya ¢ikar ki bundan dolay1 tiim
kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayisi degerleri mutlak degere yakin olur. Fakat
yiizeye daha fazla protein baglanmast SAM tabakasinin yiikiinlin artmasina ve bunu
sonucu olarak immobilizasyon tabakalarinda deformasyon ve ¢okmelere sebep olabilir.
Ayrica antikor miktar1 arttikga baglanmalar ¢ok sikisik olabileceginden antikorun
yerlesimi ve dogru bir sekilde oryantasyonu da zorlasir. Bu sebeplerden dolayr antikor
miktart artmasina karsin, yiizey tasima kapasitesi doldugundan yiiksek antikor
konsantrasyonlarinda kalibrasyon egrilerinin egimleri ve AR farklanmasi degerleri
diisiik ¢ikmistir. Sonug¢ olarak kalibrasyon egrilerinin egim, dogrusallik ve AR
degerlerine bakildiginda “0,1 pg/mL” optimum Anti-COX-Il konsantrasyonu olarak
belirlendi.

4.1.2.5. Anti-COX-11 inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etKisi

0,1 pg/mLkonsantrasyonundaki Anti-COX-II porsiyonunun 30, 60 ve 90 dk gibi
farkli siirelerde inkiibe edilmesiyle hazirlanan biyosensorlere ait Nyquist egrilerinden
yola ¢ikilarak hesaplanan R degerleri ile COX-II konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.7.’de ve elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile

dogru denklemleri Tablo 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Anti-COX-II inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkKisi

Tablo 4.6. Anti-COX-Il konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

Anti-COX-11 Dogrusallik Katsayisi (R°)  Dogru Denklemi
inkiibasyon siiresi (dk)
30 0,9712 y=0,2374x + 5,598
90 0,9917 y=0,1785x + 2,726
60 0,9946 y=0,4892x + 14,37

Antikorun glutaraldehit ile baglanmasi kimyasal bir siire¢ oldugundan reaksiyon
stiresi onemlidir. Antikor konsantrasyonu sabit tutulup reaksiyon siiresi arttik¢a yiizeye
baglanan antikor miktar1 artacagindan antijen kapasitesi de artar. Fakat immobilizasyon
daha kiiciik bir alanda gercekleseceginden antikorlarin yiizeye dogru bir sekilde
yerlesmeleri gergeklesemez. Ayrica inkiibasyon siiresinin uzamasit baglanma
reaksiyonunun gerceklesmesi icin gerekli olan ¢oziiclinlin daha fazla buharlagmasina da
sebep olur. Bu sebeplerden dolay1 90 dk inkiibasyon siiresi ile hazirlanan biyosensoriin
standart grafiginin dogrusalligi diizglin olmasina karsin COX-II konsantrasyonlarina
karsilik gelen AR farklanma degerleri ve dogrunun egimi diigik ¢ikmustir. 30 dk
inkiibasyon siiresi ile hazirlanan biyosensorde ise reaksiyon siiresi yeterince antikorun

ylizeye baglanmasi i¢in yeterli olmamistir. Bunun sonucu olarak antijen baglama
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kapasitesi azaldigidigndan AR farklanma degerleri ve dogrunun egimi diisiik ¢ikmaistir.
Sonug olarak kalibrasyon egrilerinin egim, dogrusallik ve AR degerlerine bakildiginda
“60 dk.” optimum Anti-COX-II inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. Bulunan bu

optimum deger literatiirlerde yer alan benzer tiirdeki ¢alismalarla da uyumludur [90,91].
4.1.2. COX-II Biyosensoriiniin Karakterizasyonuna iliskin Bulgular

4.1.3.1 Dogrusal Tayin Arahgi

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak [12-MDDA
(7,5 mM), EDC/NHS (0,1 M-0,05 M), NABH4 (5,0 mM), PAMAM (% 2,0) ve Anti-
COX-1l (1,0 pug/mL) (60 dk)] hazirlanan biyosensor ile dogrusal tayin araligini
belirlemeye yonelik calismalar yapilmistir. Bu biyosensor ile elde edilen Nyquist
egrileri (Sekil 4.8a.) ve bu egriler kullanilarak hesaplanan AR degerleri ile COX-II
konsantrasyonu arasindaki standart kalibrasyon egrisi Sekil 4.8b.’de gosterilmistir. Bu

caligmalarda 50-250 pg/mL COX-II aralig1 tayin araligi olarak belirlenmistir.

smen. | 90 Pg/mL — | 250 pg/mL

-Zimag {ohm 3

0,000 ohm
0,000 ohm 5,000 kahm 10,00 kohim 15,00 kehm

Zreal (ohm)

4+ JCURVE (EA3-12MDDA-EDC_NHS-PAMA-NaBH4-GA-AntiCOX_eis.DTA) < ICURVE (EAu3-12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA-AnfiCOX-COX(2)_eis DTA)
< ZCURVE (EAu312MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA AntiCOX-COX(3)_eisDTA) <+ ZCURVE (EAu3-12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA AnfiCOX-COX(4]_eis DTA)
4 ZCURVE (EAu312MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA AntiCOX-COX(3)_eisDTA) 4 ZCURVE (EAu3-12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA AntiCOX-COX(1)_eis DTA)

Sekil 4.8a. Dogrusal tayin aralig1 calismalarinda elde edilen Nyquist egrileri
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Sekil 4.8b. COX-II biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Literatiirlerde yer alan ve benzer bir yontemle olusturulmus diger iki COX-I1I
biyosensoriine bakildiginda, tayin araliklarinin Omole ve ark. gelistirdigi
spektroelektrokimyasal biyosensorde: 0,1-0,5 pg/mL [75]; Noah ve ark. gelistirdigi SPR
temelli immiinosensorde ise: 7,46 x10™-7,46 x 10% ng/mL [80] oldugu rapor edilmistir.
Gelistirdigimiz COX-II biyosensorii, Omole ve ark. tarafindan gelistirilen biyosensore
kiyasla daha duyarlidir ve daha dogrusal bir kalibrasyon egrisine sahiptir. Ayrica
gelistirdigimiz biyosensor, Noah ve ark. gelistirdigi biyosensore kiyasla daha daha ucuz

cihazlarla ve kimysallarla tayin olanagi saglamaktadir.

4.1.3.2 Tekrar iiretilebilirlik

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak [12-MDDA
(7,5 mM), EDC/NHS (0,1 M — 0,05 M), NABH, (5,0 mM), PAMAM (% 2,0) ve Anti-
COX-11 (0,1 pg/mL) (60 dk.)] hazirlanan bes farkli biyosensor ile 50-250 pg/mL araligi
icin Olglimler alinmistir. Bu dl¢iimler sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerine iliskin
dogrusallik katsayisi (R?), dogru denklemi ve tayin araligi degerleri Tablo 4.7.’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.7. COX-II biyosesoriiniin tekrar tiretilebilirligi

Biyosensor  Dogrusallik Dogru Denklemi Tayin Araligi
Numarasi Katsayisi (R?) (pg/mL)

1 0,9913 y=0,1441x + 3,118 50-250

2 0,992 y=0,1674x + 1,348 50-250

3 0,9987 y=0,0388x - 0,7632 50-250

4 0,9946 y=0,4892x + 14,37 50-250

5 0,9933 y=0,0129x - 0,2827  50-250

Literatiirde yer alan diger iki biyosensdrde de tekrar iiretilebilirlige iliskin veri

bulunmadigindan dolay1 kiyaslama yapilamamaktadir.

4.1.3.3 Yapay Serumda Uygulama

Optimize edilmis kosullarda hazirlanan biyosensorlere ait impedans diyagramlari

Sekil 4.9a°da ve bu diyagramlar kullanilarak hesaplanan Rt degerleri ile COX-I1 (yapay

serumda hazirlanmig) konsantrasyonlar1 arasinda cizilen kalibrasyon grafigi Sekil

4.9b.”’de gosterilmistir.

50 pg/mL

250 pg/mL

v

15,00 kohm

10,00 kohm

E
£
k!

5,000 kohm

0,000 chm

0,000 ohm 5,000 kohm 10,00 kohm 15,00 kohm 20,00 kohm 25,00 kohm 30,00 kohm 35,00 kohm 40,00 kohm
Zreal (ohm)

4 ZCURVE (EAud-12MDDA-EDC_NHS-PAMAN-NaBH4-GA-AtiCOX eis DTA) 0+ ZCURVE (EAud-12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA-AntiCOX-COX(1) eis DTA)
& ZCURVE (EAud-12MDDA-EDC_NHS-PAMAN-NaBH4-GA-AntiCOX-COX(2) eis.DTA) O ZCURVE (EAud-12MDDA-EDC_NHS-PAMAN-NaBH4-GA-AtiCOX-COX(3)2_eis DTA)
4 ZCURVE (EAud-12MDDA-EDC_NHS-PAMAN-NaBH4-GA-AntiCOX-COX(4) eis.DTA) & ZCURVE (EAud-12MDDA-EDC_NHS-PAMAM-NaBH4-GA-AntiCOX-COX(5) eis DTA)

Sekil 4.9a. Yapay Serumda uygulama calismalarinda elde edilen Nyquist egrileri
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Sekil 4.9b. Yapay Serumda uygulama ¢alismalarinda elde edilen kalibrasyon grafigi

Yapay serumda hazirlanmis COX-II porsiyonlarinin kalibrasyon grafigine ve
impedans grafigine bakildiginda, serumda bulunan tuzlarin ve diger onemli bazi
biyomolekiillerin Ol¢limlere girisim yapmadigr goriilmektedir. Bu sebepten Otiirii
gelistirilen biyosensor, gergek serum 6rneklerinde de COX-I1 tayinini hassas ve spesifik

bir sekilde yapabilme potansiyeline sahiptir.
4.2. Kalretinin (CAL) Biyosensorii ile Elde Edilen Bulgular

4.2.1. CAL Biyosensoriiniin hazirlamis basamaklarina iliskin bulgular
CAL biyosensorii i¢in her bir immobilizasyon basamagina ait elektrot yiizeyleri
icin elde edilen EIS spektrumlart ve dongiisel voltammogramlar Sekil 4.10a. ve
4.10b.’de gosterilmistir. Ayrica her bir immobilizasyon basamagi i¢in yiik transfer
direncindeki degisim Tablo 4.8.’de gosterilmistir. Burada:
1. Yalin Au elektrot yiizeyi: Au-Bare-elektrot,
2. 6-Merkaptohekzanol ile modifiye edilmis Au elektrot yiizeyi: Au-6-MHL,
3. Epiklorohidrin ile aktive edilmis modifiye elektrot yiizeyi: Au-6-MHL-EPI
4. Etanolamin baglanmis aktif elektrot ylizeyi: Au-6-MHL-EPI-EA
5. Glutaraldehit ile gapraz baglanmis elektrot yiizeyi: Au-6-MHL-EPI-EA-GA
6. Antikor baglamasindan sonra elektrot yiizeyi:

Au-6-MHL-EPI-EA-GA-AnNti-CAL
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1,000 ohm 1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohm 4,000 kohm 5,000 kohm £,000 kohm 7,000 kohm

Zreal (ohm)

-+ JCURVE (EAu-BMHL_eis.DTA) & ZCURVE (EAu4-6MHL-EP|_is.DTA) & JCURVE (EAu4-BMHL-EPHEA _eis.DTA)
4+ ZCURVE (EA4-SMHL-EPLEA-GA-ANiCAL eisDTA) - ZCURVE (EAud-Bare Elekuot_eis DTA)

Sekil 4.10a. CAL biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklar1 EIS spektrumlari

Immobilizazyon Admlar

20,00 uA
@ 0,000 A
E
-20,00 uA
0,000 v 500,0 mv
ViV vs. Ref)
CURVE3 (EAu4-SMHXN_cv.DTA) - CURVE3 (EAu4-SMHXN-EP_cv.DTA) - CURVE3 (EAU4-EMHXN-EPHEA_cv.DTA)

-# CURVE3 (EAu4-SMHXN-EPFEA-GA-ANtICAL_cv.DTA) @ CURVE3 (EAué-Bare Elektrot_cv.DTA)
Sekil 4.10b. CAL biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarina ait dongiisel

voltammogramlar
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Tablo 4.8. Her bir immobilizasyon basamagi i¢in hesaplanan yiik transfer direnci

degerleri
Elektrot Yiizeyi Rct (kohm)
Au-Yalin elektrot 0,141
Au-6-MHL 0,220
Au-6-MHL-EPI 2,124
Au-6-MHL-EPI-EA 1,132
Au-6-MHL-EPI-EA-GA-AnNti-CAL 3,486

Elde edilen Nyquist diyagramlarina ve hesaplanan R degerlerine bakildiginda
yizeyde 6-MHL ile SAM tabakasi olusturuldugu zaman elektrot yiizeyinin
iletkenliginin azaldig1 gozlenmektedir. Bu durum, yiizeye baglanan 6-MHL
molekiillerinin redoks probunun elektrot yiizeyine diflizyonunu engellemesinden
kaynaklanmaktadir. 6-MHL, 12-MDDA’dan daha az karbon sayisina sahip oldugundan
ve negatif yiiklii karboksil grubu yerine yiiksiiz hidroksil grubu igerdiginden dolay1
redoks probunun elektrot yiizeyine difiizyonunu daha az engeller. Dolayisiyla yiik
transfer direnci degeri 12-MDDA’daki kadar yiliksek degildir. 6-MHL’nin elektrot
yizeyinde olusturdugu yiizey direnci fazla olmadigindan dolayr dongiisel
voltammetrideki pik yiikseklikleri de belirgin bir sekilde azalmamustir.

6-MHL hidroksil uclarina epiklorohidrin baglandiginda Sekil 3.4’te de goriildiigi
gibi CI" ucu agikta kalir. Epiklorohidrin NaOH igerisinde hazirlandiginda C1" atomu
kismen negatif yiiklii hale gecer ve negatif yiiklii ferrisiyanatin elektrostatik itmesinden
dolayi elektrot yiizeyine ulagmasini engeller. Bu durum da yiik transfer direncini artiran
bir olgu olarak sonuclara yansir. Ayrica ylizeye daha az redoks probu diflize olmasi
Olgiilen akimin azalmasma, dolayisiyla da redoks probuna ait karakteristik pik
yiiksekliklerinin diismesine sebep olur.

Etanolamin, epiklorohidrinin klor ucuna baglandiginda reaksiyon hidroksil
ucundan gergeklesir ve amin ucu bosta kalir. Etanolamin, ekleme o6ncesi pH 7,0
tamponunda ¢oziildiiglinde amin ucu pozitif yiiklenir. Bu pozitif yiik negatif yiikli
ferrisiyanatin yiizeye ¢ekilmesini ve daha fazla molekiiliin akim olusturmasini saglar.
Bu durum EIS olclimlerinde hesaplanan R¢ degerinin azalmasimna ve dongiisel

voltammogramlarda ise pik yiiksekliklerinin artmasina sebep olur.
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Yizeye Anti-CAL gibi iletken olmayan bir protein baglandiginda yiizeyin
elektron gegirgenligi azalir. Ciinkii proteinler oldukg¢a biiylik ve nispeten yalitkan
molekiillerdir ve elektrot yiizeyine ferrisiyanat diflizyonunu biiyiik 6l¢iide bloke ederler.
Sonug¢ olarak EIS spektrumlar1 i¢in R degerinde biliyiikk bir artis, dongiisel
voltammogramlarda ise pik yiiksekligi degerinde belirgin bir azalma gozlenmistir.

Yiizeye CAL baglandiginda elektronlarin yiizeye ulagsmasi daha da zorlasir. Her
CAL ilavesinde bu engelleme islemi artarak devam eder. Sonug olarak her ilave sonrasi,
alman impedans spektrumlarinda R degerlerinin  arttigi  ve  dongiisel

voltammogramlarda ise pik yliksekliklerinin azaldig1 gozlenmistir.
4.2.2. CAL Biyosensorii Optimizasyonuna iliskin Bulgular

4.1.2.1. 6-MHL konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

6-MHL’in 1,0 mM, 25 mM, 50 mM ve 10 mM olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki  ¢ozeltileri ~ kullanilarak  biyosensorler  hazirlandi.  Bu
biyosensorlerle elde edilen ait Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R
degerleri ile CAL konsantrasyonu arasinda g¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.11.’de
verilmistir. Ayrica elde edilen kalibrasyon egrilerinin dogrusallik katsayilart ile dogru
denklemleri Tablo 4.9.’da gosterilmistir.

40
¢ 1,0 mM 6-MHL y=5,747x + 7,803
R%=0,9438
35 H 2,5 mM 6-MHL
30 5,0 mM 6-MHL
. X 10 mM 6-MHL
_E 25 y = 3,5666x + 0,6286
(o) R%=0,9867
= 20
=)
(8]
15
< y = 2,3939x - 0,8875
R2=0,9971
10
y=2,1434x - 1,2786
3 R? = 0,9824
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Kalretinin (ng/mL)

Sekil 4.11. 6-MHL konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Tablo 4.9. 6-MHL konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait dogru

denklemleri ve dogrusallik katsayisi degerleri

6-MHL Konsantrasyonu Dogrusallik Katsayisi (RZ) Dogru Denklemi

1,0 mM 0,9438 y=5,747x + 7,803
2,5mM 0,9867 y=3,567x + 0,6286
5,0 mM 0,9971 y=2,3939x — 0,8875
10 mM 0,9824 y=2,1434x — 1,2786

Elde edilen kalibrasyon egrilerine ve yiik transfer direnci degerlerine bakildiginda
diisiik konsantrasyonlarda 6-MHL kullanildiginda yiizeyde olusan SAM tabakasinin
yeterli diizeyde anti-CAL immobilizasyonuna imkan tanimadigi gozlenmektedir.
Bununla birlikte, antikor oryantasyonu ve yonelimleri kolaylagsa da yiizey
deformasyonlar1 ve tabakanin antikor tasiyabilme yetenegini azalir. Bundan dolayi
antijen baglama kapasitesi azalir ve kalibrasyon egrilerinde dogrusalliktan sapmalar
gozlenir. Sonug olarak Kkalibrasyon grafiklerinin egim, dogrusallik ve R¢ degerlerine

bakildiginda optimum 6-MHL konsantrasyonu “5,0 mM” olarak belirlendi.

4.2.2.2. Epiklorohidrin (EPI) konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

% 1,0; % 2,5; % 5,0 ve % 10’luk olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki EPI
c¢ozeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle elde edilen Nyquist
egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R degerleri ile CAL konsantrasyonu arasinda
cizilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.12.°de gosterilmistir. Ayrica elde edilen
kalibrasyon grafiklerine ait dogrusallik katsayilar ile dogru denklemleri Tablo 4.10.’da

gosterilmistir.
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20
y = 3,4938x - 0,0764

¢ %1,0 EPI R? = 0,9956
% 2,5EPI
15 0 [ |
%5,0 EPI =2,9014x - 0,4471
2
X %10 EPI R1=09283

y =2,8633x - 0,8295

Rct (kohm)
o

R*=0,9537
y=2,3704x - 0,6798
5 R?=0,9851
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Kalretinin (pg/ul)

Sekil 4.12. EPI konsantrasyonunun biyosensdr cevabina etkisi

Tablo 4.10. EPI konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait dogru

denklemleri ve dogrusallik katsayisi degerleri

EPI Konsantrasyonu Dogrusalhik Katsayisi (R)  Dogru Denklemi
% 1,0 0,9283 y==2,9014x - 0,4471
% 2,5 0,9537 y=2,8633x - 0,8295
% 5,0 0,9851 y=2,3704x - 0,6798
% 10 0,9956 y=3,4938x - 0,0764

Olusacak optimum SAM tabakasi elde edildikten sonra EPI konsantrasyonunun
artmasi, yiizeye baglanacak olan antikor miktarini arttiracagindan antijen baglama
kapasitesi de artacaktir. Daha diisiik EPI konsantrasyonlarinda antijen baglama
kapasitesinin azalmasi, dogrusalliktan sapmalara, daha diisiik R degerlerinin
gozlenmesine ve kalibrasyon grafiginin egiminin azalmasina sebep olmaktadir. Sonug
olarak Kalibrasyon grafiklerinin egim, dogrusallik ve R degerlerine bakildiginda
optimum EPI konsantrasyonu “% 10 olarak belirlendi. Bu deger literatiirde yer alan

Baldrich ve ark. tarafindan yapilan ¢aligma ile de tutarlidir [11].
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4.2.2.3 Epiklorohidrin (EPI) inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

% 10’luk EPI ¢ozeltisi igin 30, 60 ve 90 dk. inkiibasyon siiresi uygulanarak
biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle ede edilen Nyquist egrilerinden yola
cikilarak hesaplanan R degerleri ile CAL konsantrasyonu arasinda ¢izilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.13.’te gosterilmistir. Ayrica elde edilen kalibrasyon grafiklerinin

dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri Tablo 4.11.’de gosterilmistir.

25 ¢ 30dkEPI y = 4,2996x - 3,0974
R?2=0,9198
20 B 60dkEPI y = 3,4928x - 0,0754 *
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E 5 90dkEPI 30098y +0,6156
o R?=0,9897
=
t
g 10
<
5
E
v
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Kalretinin (ng/mL)

Sekil 4.13. EPI inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Tablo 4.11. EPI inkiibasyon siiresi optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait dogru

denklemleri ve dogrusallik katsayisi degerleri

EPI inkiibasyon siiresi (dk.) Dogrusallik Katsayisi (RZ) Dogru Denklemi

30 0,9198 y=4,2996x — 3,0974
60 0,9956 y=3,5222x — 0,1048
90 0,9851 y=3,0098x + 0,6156

EPI inkiibasyon siiresinin artmasi, baglanma reaksiyonu i¢in gerekli olan
¢Oziiciiniin buharlagsmasina sebep oldugundan reaksiyon verimi azalir ve daha az anti-
CAL baglanir. Diisiik EPI inkiibasyon siiresinde ise yeterince aktif u¢ olusmaz ve anti-
CAL baglanma orani azalir. Bunlarin sonucu olarak da biyosensoriin antijen baglama

kapasitesi azalir ve kalibrasyon grafiklerinde dogrusalliktan sapmalar gozlenir.
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Kalibrasyon grafiklerinin egim, dogrusallik ve R degerlerine bakildiginda optimum
EPI inkiibasyon siiresi “60 dk.” olarak belirlendi.

4.2.2.4. Etanolamin Konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

0,5 M, 1,0 M ve 2,0 M olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki etanolamin
cozeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle elde edilen Nyquist
egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R¢ degerleri ile CAL konsantrasyonlari arasinda
cizilen Kkalibrasyon grafikleri Sekil 4.14.’te gosterilmistir. Ayrica elde edilen
kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri Tablo 4.12.’de

gosterilmistir.

vy =2,744x + 1,3297
R?=0,9942

[EEN
(e)]

¢0,5MEA
H1,0MEA
2,0 MEA

[N
H
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R*=0,9967

ARct (kohm)
© o N

(o)}

y =2,3076x - 0,4692
R*=0,977

H

N

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Kalretinin (ng/mL)

Sekil 4.14. Etanolamin konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Tablo 4.12. Etanolamin konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

Etanolamin konsantrasyonu Dogrusallik Katsayisi (R?) Dogru Denklemi

05M 0,9967 y=2,337x - 0,274
1,0M 0,9942 y=2,744x + 1,3297
20M 0,9770 y=2,3076x — 0,4692
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Etanolamin miktarinin artmasi yilizeye baglanan antikor miktarin1 da arttirmasi
beklenir. Fakat yiizeyde birbirine yakin etanolamin birimlerinin bulunmasi, istenmeyen
karsilikli amin kopriilerinin kurulmasina sebep olabilir. Yani iki etanolamin molekiili
birbirine yakin bir halde bulunursa glutaraldehit ile baglanabilir. Bu durum daha az
Anti-CAL baglanmasina ve biyosensoriin duyarliliginin diismesine sebep olabilir. Bu
sebepten ylizey transfer direnci degerleri ve dogrusallik katsayisi da diiser. Diisiik
etanolamin konsantrasyonlarda ise glutaraldehitin baglanacagi yeterince amin ucu
olusmaz ve anti-CAL baglanma orani azalir. Sonug¢ olarak kalibrasyon grafiklerinin
egim, dogrusallik ve R¢; degerlerine bakildiginda optimum etanolamin konsantrasyonu
“1,0 M” olarak belirlendi.

4.2.2.5. Etanolamin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

1,0 M etanolamin ¢ozeltisi igin 30, 60 ve 90 dk olacak sekilde farkli inkiibasyon
sliresi uygulanan biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle elde edilen Nyquist
egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R¢ degerleri ile CAL konsantrasyonlari arasinda
cizilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.15.te gosterilmistir. Ayrica elde edilen
kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri Tablo 4.13.’te

gosterilmistir.
9
8 ¢30dk EA y=1,5318x+0,315 ¢
R?=0,9734
; m60dk EA
90 dk EA

—_— 6 3
= y =0,6642x +0,7522
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=
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y = 0,8011x + 0,4707

2 R?=0,9909

1

0

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Kalretinin (ng/mL)

Sekil 4.15. Etanolamin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi
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Tablo 4.13. Etanolamin inkiibasyon siiresi optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

Etanolamin inkiibasyon Dogrusalhik Katsayis1 Dogru Denklemi
siiresi (dKk) (R?
30 0,9734 y=1,5318x + 0,315
60 0,9909 y=0,8011x + 0,4707
90 0,9915 y=0,6642x + 0,7522

Burada inkiibasyon siiresinin artmasi, glutaraldehit ile amin koprii baglari olusma
ihtimalini yiikseltir. Bundan dolay1 etanolamin 90 dk. inkiibe edildiginde dogrusalliktan
sapmalar gdzlenir. Inkiibasyon siiresi azaltiginda ise amin koprii baglar1 daha az
olustugundan daha ¢ok anti-CAL immobilize edilebilir. Fakat inkiibasyon siiresinin
azalmasi ile daha az etanolamin baglanacagindan yiizey alani daralir. Yiizey alaninin
daralmasi anti-CAL oryantasyonunu ve yerlesimini zorlagtirir. Bu sebeplerden dolay1
dogrusalliktan daha biiylik sapmalar gozlenir. Kalibrasyon grafiklerinin  egim,
dogrusallik ve Ret degerlerine bakildiginda optimum etanolamin inkiibasyon siiresi “60

dk.” olarak belirlendi.

4.2.2.6. Glutaraldehit konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

% 0,5; % 1,25 ve % 2,5 olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki glutaraldehit
cozeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle elde edilen Nyquist
egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R degerleri ile CAL konsantrasyonlari arasinda
cizilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.16.°da gosterilmistir. Ayrica elde edilen
kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilar1 ile dogru denklemleri Tablo 4.14.’te

gosterilmistir.

81



14,00
¢ %0,5GA
12,00 y = 2,2089x +0,4021 ®
B %1,25 GA R2=0,9739
10,00
% 2,5 GA
€
£ 800 *
e y =0,7807x +0,5115
— 2 _
5 600 R? = 0,9941
<
4,00
2,00 y =0,8097x + 0,1419
R2 = 0,9852
0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Kalretinin (ng/mL)

Sekil 4.16. Glutaraldehit konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Tablo 4.14. Glutaraldehit konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayist degerleri

Glutaraldehit Dogrusalhik Katsayisi (R%) Dogru Denklemi
konsantrasyonu
% 0,5 0,9739 y=2,2089x + 0,4021
% 1,25 0,9941 y=0,7807x + 0,5115
% 2,5 0,9852 y=0,8097x + 0,1419

Antikor baglama adimindan bir 6nceki adim oldugundan capraz baglama adimi
immobilizasyonun en 6nemli adimlarindan biridir. Capraz baglama islemi ne kadar
diizglin yapilirsa o antikor-protein baglanmasi o kadar kolaylasir. Fakat glutaraldehit
miktart arttikga glutaraldehitin immobilizasyon hattina verdigi zarar da artar. Bunun
sonucu olarak daha dayaniksiz immobilizasyon hatt1 olusur ve R degerleri diiser.
Glutaraldehit miktar1 azaldiginda ise yiizeye baglanan antikor miktari azaldigindan
biyosensoriin antijen baglama kapasitesi diiser ve dogrusalliktan sapmalar goézlenir.
Sonug olarak kalibrasyon grafiklerinin egim, dogrusallik ve R¢; degerlerine bakildiginda

optimum glutaraldehit konsantrasyonu “% 1,25 olarak belirlendi.
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4.2.2.7. Anti-Kalretinin (Anti-CAL) konsantrasyonunun optimizasyonu

0,1 pg/mL, 1,0 pg/mL ve 10 pg/mL olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki
Anti-CAL porsiyonlar1 kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle elde
edilen Nyquist egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R degerleri ile CAL
konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.17.’de gosterilmistir.
Ayrica elde edilen kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilar1 ile dogru

denklemleri Tablo 4.15.’te gosterilmistir.

7
6 40,1 pg/mL y=1,1191x + 0,3305
R2=0,9961
M1,0 ug/mL
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< 4
@]
=3
5 3
<
2
y =0,1663x + 1,1047
R2=0,9507
1
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Kalretinin (ng/mL)

Sekil 4.17. Anti-CAL konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Tablo 4.15. Anti-CAL konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

Anti-CAL konsantrasyonu  Dogrusallik Katsayisi (R%) Dogru Denklemi

0,1 pg/mL 0,9507 y=0,1163x + 1,1047
1,0 pg/mL 0,9949 y= 0,9754x + 1,2269
10 pg/mL 0,9961 y=1,1191x + 0,3305
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Yiizeyde dayanikli bir SAM tabakasi ve immobilizasyon hatt1 olusturuldugunda
yiizeye daha fazla antikor ve antijen baglandig1 zaman bozulmalar gozlenmez. Bunun
sonucu olarak da dogrusalliktan sapmalar olusmaz. Daha fazla Anti-CAL baglandiginda
antijen baglama kapasitesi de artacagindan AR degerleri ve dogrusallik katsayilar1 da
yiiksek ¢ikar. Bundan dolayr diisiik konsantrasyonlardaki Anti-CAL igeren
biyosensorlerde dogrusallik ve egim degerleri diisiik c¢ikmistir. Sonug¢ olarak
kalibrasyon grafiklerinin egim, dogrusallik ve R degerlerine bakildiginda optimum

Anti-CAL konsantrasyonu “10 pg/mL” olarak belirlendi.

4.2.2.8. Anti-CAL inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

10 pg/mLANti-CAL porsiyonu i¢in “30 dk., 60 dk. ve 90 dk.” inkiibasyon siiresi
uygulanarak biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorler ile elde edilen Nyquist
egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan R¢; degerleri ile CAL konsantrasyonlari arasinda
cizilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.18°’de gosterilmistir. Ayrica elde edilen
kalivrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri Tablo 4.16’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Anti-CAL inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi
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Tablo 4.16. Anti-CAL inkiibasyon siiresi optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri

Anti-CAL inkiibasyon Dogrusallik Katsayisi (R%) Dogru Denklemi
suiresi
30 dk 0,9523 y=0,683x + 1,25
60 dk 0,9961 y=1,1191x + 0,3305
90 dk 0,9925 y=0,7033x + 0,1573

Antikorun baglanma siiresi arttiginda Anti-CAL baglanma miktar1 da artar; fakat
oryantasyon problemleri olusacagindan ya da yogun immobilizasyon oranindan dolayi
CAL baglanmasinda sterik engeller artacagindan yiizeyin CAL baglama kapasitesi
diiser. Bunun sonucu olarak da AR degerlerinde azalma ve kalibrasyon grafiinde
dogrusalliktan sapmalar goézlenir. Sonug olarak Anti-CAL Kalibrasyon grafiklerinin
egim, dogrusallik ve R¢; degerlerine bakildiginda optimum Anti-CAL inkiibasyon siiresi
“60 dk” olarak belirlendi.

4.2.3. Kalretinin Tayinine Yonelik Biyosensoriin Karakterizasyon

Calismalan

4.2.3.1. Dogrusal Tayin Arahgi

CAL tayinine yoOnelik gelistirilen biyosensoriin optimizasyon c¢alismalari
tamamlandiktan sonra optimumu kosullarda hazirlanan CAL i¢in dogrusal tayin araligi
calismalar1 gerceklestirilmistir. Gelistirilen biyosensér ile elde edilen dongiisel
voltammogramlar 4.19a.’da ve impedans spektrumlari Sekil 4.19b.°de ve bu
spektrumlardan yola ¢ikilarak hesaplanan yiik transfer direnci (R¢t) degerleri ile CAL
konsantrasyonlari arasinda ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 4.20.°de gosterilmistir.

Bu c¢alismalar sonucunda gelistirilen biyosensor ile 1-5 ng/mL araliginda CAL

tayini gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.19a. Dogrusal tayin araliginda elde edilen dongiisel voltammogramlar
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Sekil 4.19b. Dogrusal tayin araligi ¢alismalarinda elde edilen impedans spektrumlari
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Sekil 4.20. CAL biyosens0riiniin standart kalibrasyon grafigi

1-5 ng/mL tayin arali@i hastalikli insan plazmasinda bulunan CAL
konsantrasyonunu da kapsamaktadir. Literatiirlerde yer alan kalretinin biyosensorii
bulunmadigindan dolayr kiyaslama sadece Western-Blot ve ELISA yontemleri ile
yapilabilir. Tayin araliginin 0.12-8.97 ng/mL saptandigi Raiko ve arkadaslarinin ELISA
caligmasinda calretinin tayinini alt1 saatte gerceklesmektedir [88]. Ticari olarak satilan
kalretinin ELISA kiti (Uscn Life Science Inc.) ile ise 0.313-3,13 ng/mL araliginda tayin
yapilabilmekte ve analiz siiresi 4 saat 30 dakikayr bulmaktadir [89]. Gelistirdigimiz
kalretinin biyosensorii, geleneksel yontemlerle yarisacak bir tayin araligina ve 1 saat

gibi digerlerine kiyasla ¢ok diisiik bir tayin siiresine sahiptir.

4.2.3.2 Tekrar iiretilebilirlik

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak hazirlanan
yedi farkli biyosensor ile 1-5 ng/mL kalretinin araligi i¢in Slglimler alinmistir. Bu
Slgiimler sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerine iliskin dogrusallik katsayisi (R?),

dogru denklemi ve tayin aralig1 degerleri Tablo 4.17.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.17. Kalretinin biyosensorii i¢in tekrar tiretilebilirlik sonuglar

Biyosensor Dogrusalhik Dogru denklemi Tayin Arah@
Numaras1  Katsayisi (R?) (y=mx+n) (ng/mL)

1 0,9961 y=1,1191x+0,3305 1-5

2 0,9923 y=1,4028x +0,0918 1-5

g 0,9921 y=1,741x-0,6163 1-5

4 0,9961 y=2,1026x-0,7948 1-5

5 0,9971 y=2,3939x-0,8875 1-5

6 0,9950 y=2,0236x-0,7332 1-5

7 0,9910 y=1,2856x-0,4056 1-5

Tablo 4.17.°de de goriildiigii gibi hazirlanan yedi farkli CAL biyosensorii ile
benzer egim ve dogrusallik Kkatsayis1 degerleri elde edilebilmistir. Bu da

immobilizasyon yontemimizin dogrulugunu ve tekrar edilebilirligini gostermektedir.

4.2.3.3 Yapay Serumda Uygulama

Optimize edilmis kosullarda hazirlanan biyosensorlere ait impedans diyagramlari
Sekil 4.21a.°da ve bu diyagramlar kullanilarak hesaplanan R degerlerine ile CAL
(yapay serumda hazirlanmig) konsantrasyonlar1 arasinda cizilen kalibrasyon grafigi

Sekil 4.21b.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.21b. Yapay serum uygulamalarinin standart grafigi

Yapay serumda hazirlanmig CAL porsiyonlarinin kalibrasyon grafigine ve
impedans grafigine bakildiginda, serumda bulunan tuzlarin ve diger O6nemli bazi
biyomolekiillerin olglimlere girisim yapmadigr goriilmektedir. Bu sebepten Gtiirii
gelistirilen biyosensor, CAL tayinini gercek serum orneklerinde de hassas ve spesifik

olarak gergeklestirebilme potansiyeline sahiptir.
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Her iki biyosensor sisteminin immobilizasyon basamaklar1 i¢in elde edilen

optimum degerler Tablo 4.18a’da. ve Tablo 4.18b.’de gosterilmistir.

Tablo 4.18a. COX-II biyosensorii igin elde edilen optimum degerler

Immobilizasyon Adimlari Optimum Deger
12-MDDA konsantrasyonu 7,5 mM
EDC/NHS konsantrasyonu 0,1 M-0,05 M
PAMAM konsantrasyonu % 2,0
Anti-COX-I1 konsantrasyonu 0,1 pg/mL
Anti-COX-II inkiibasyon siiresi 60 dk.

Tablo 4.18b. CAL biyosensori i¢in elde edilen optimum degerler

Immobilizasyon Adimlar Optimum Deger
6-MHL konsantrasyonu 5,0 mM

EPI konsantrasyonu % 10

EPI inkiibasyon siiresi 60 dk.
Etanolamin konsantrasyonu 1,0M
Etanolamin inkiibasyon siiresi 60 dk
Glutaraldehit konsantrasyonu % 1,25
Anti-COX-II konsantrasyonu 10 pg/mL
Anti-COX-II inkiibasyon siiresi 60 dk.

Tayin araliklart ise gelistirilen CAL biyosensorii i¢in 1,0-5,0 ng/mL; COX-II
biyosensorii i¢in 50-250 pg/mL olarak bulunmustur. Bu tayin araliklari, gelistirilen

biyosensoriin literatiirlerde yer alan diger biyosensorlere kiyasla daha duyarli oldugunu

gostermektedir.
COX-Il tayinine yonelik biyosensdrde, Onceden literatirde yer alan
immobilizasyon stratejilerinden yola ¢ikilarak  Anti-COX-II  immobilizasyonu

gerceklestirilmigtir. Fakat CAL tayinine yonelik gelistiririlen biyosensorde
uyguladigimiz epiklorohidrin-etanolamin adimi, elektrot yilizeyinde olusturulan kovalent

immobilizasyona yeni bir yaklasim getirmis olup ilk kez bu ¢aligmada yapilmistir.
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Burada epiklorohidrinin hidroksil gruplarini ¢apraz baglama o&zelligini kullarak 6-
merkaptohekzanol ile etanolamin molekiilii capraz baglanmistir.

Sonug olarak bu c¢alismada CAL ve COX-II biyomarkerlariin tayinine yonelik
hizli, ucuz kimyasallarla yapilan, kolay uygulanabilen, duyarli ve tutarli biyosensor
sistemleri gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor sistemleri, literatiirlerde yer alan
geleneksel yontemlere ve diger biyosensorlere kiyasla daha duyarli, ucuz kimyasal ve
cihazlarla gerceklestrilmelerinin yani sira daha kisa bir tayin siiresine sahiptir. Bununla
birlikte her iki biyosensor sistemi de hasta bireylerin serum biyomarker diizeylerini

kapsayan bir tayin araligina sahiptir.
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