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OZET

KANSER HUCRESI BELIRLENMESINE YONELIK ELEKTROKIMYASAL
YONTEMLERIN VE ELEKTROKIMYASAL PLATFORMLARIN
GELISTIRILMESI

Yudum TEPELI
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ulkii ANIK
Ocak 2015, 67 sayfa

Bu yiiksek lisans tezinde, rahim agzi kanser (HeLa) hiicresi belirlenmesi amaci ile ilk
kez camimsi karbon pasta elektrot (GCPE) ve PAMAM temelli elektrokimyasal
sitosensOr ve sentri-sitosensor gelistirilmistir. Calisma iki boliimden olusmaktadir.
Ik asamada GCPE hazirlanarak, kanser hiicresine spesifik hale getirilmek igin
modifiye edilmistir. Modifikasyon asamalarmin ilkinde, GCPE elektrokimyasal
olarak altin nanopartikiille kaplanmistir. Daha sonra elektrot yiizetine sirasi ile
sisteamin ve ¢apraz baglayici olarak da gluteraldehit immobilize edilmistir. Bir tiir
dendrimer olan PAMAM’m da ylizeye tutturulmasindan sonra son modifikasyon
basamagi olarak, hazirlanan yiizeye folik asit immobilize edilmistir. Elektrot
immobilizasyonunun her asamasi, ferrisiyaniir medyatoriine karsi voltammogramlar
aliarak gozlenmistir. Hiicrelerin ylizeye tutunmas: folik asit ile iligkili oldugundan,
folik asit ve inkiibasyon siiresi optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Kanser
hiicresinin elektrot yiizeyine baglanmasi sonucu olusan akim diisiisli, kanser hiicre
miktariyla iliskilendirilerek tayin gerceklestirilmistir. Calismanin ikinci bdliimiinde
ise; GCPE, biyosentri-voltammetrik c¢alisma hiicresine monte edilmis ve yukarda
anlatildig1 sekilde modifikasyonu tamamlanmustir. ilk prosediire ek olarak; bu
calisma santrifiij basamagini1 da igerdiginden, santriflij parametreleri olan santrifiij
hiz1 ve santrifiij siiresi de optimize edilmistir. Biyosentri-voltammetri yontemi 6n-
deristirme adimini igerdiginden, bu yontemle daha duyar sonuglar alinmstir.

Anahtar Kelimeler: Biyosentri-voltammetri, sitosentri-voltammetri, HeLa kanser
hiicresi, sitosensor



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL METHODS AND
ELECTROCHEMICAL PLATFORMS FOR FOLLOWING
DETERMINATION OF CANCER CELLS

Yudum TEPELI
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Ulkii ANIK
January 2015, 67 pages

In this master thesis, glassy carbon paste electrode (GCPE) and PAMAM based
electrochemical cytosensor and centri-cytosensor were developed to detect cervical
cancer (HeLa) cells for the first time. Present work consists of two chapters. In the
first chapter, GCPE was modified to make specific cytosensor for the detection of
cancer cells. For this purpose, as a first step GCPE was covered with gold nano
particles via electrochemical deposition. Then, cysteamine and as a cross-linking
agent glutaraldehyde were immobilized onto electrode surface respectively. After
that the immobilization of PAMAM was conducted. As a final step of modification
folic acid was attacted onto the modified electrode surface. Every step of electrode
modification was monitored by following the voltammograms of ferricyanide. Since
the attachment of HelLa cancer cells on to electrode surface is due to the folic acid
presents, optimization of folic acid amount and incubation time parameters were
examined. The amount of cancer cells is indirectly proportional with the current
decrease via caused by HelLa cancel cells that are immobilized onto electrode
surface. In the second chapter of the thesis, GCPE was mounted onto biocentri-
voltammetric working cell and modification steps were repeated as above. Since
biocentri-voltammetry involves centrifugation, centrifuge parameters like centrifuge
time and centrifuge speed were also optimized. More sensitive results were obtained
with biocentri-voltammetry since the method involves preconcentration step prior to
voltammetric detection.

Keywords: Biocentri-voltammetry, cytocentri- voltammetry, HelLa cancer cell,
cytosensor
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1.GIRiS

Kentsellesmenin artmasi, c¢evresel kosullarda ve hayat kosullarinda Onemli
degisikliklere yol agmistir. Bu nedenle, kanser tiim diinyada hizla biiyliyen bir saglik
problemi haline gelmistir. Yiiksek metastaz evrelerinin ¢ogunlukla Olim ile
sonuclandig1 gbéz onilinde bulundurulursa, erken asamada kanser tanist ve dogru bir
tedavi agamasi son derece onemlidir (Guo vd., 2014). Kanser hiicrelerini yiiksek
duyarhilikta belirlemek i¢in hizli ve basit tekniklerin gelistirilmesi preklinik

calismalarda biiyiikk 6nem tasimaktadir.

Preklinik ve kanser hiicre biyolojisini kapsayan sitolojik testlerde, su an hala
kullanilan geleneksel metotlar, floresans ve radyoaktif belirlemelerdir. Bu teknikler,
genellikle genis kapsamli deneysel siire¢ ve karmasik enstriimentasyon gerektirir
ayrica ¢ok masraflidirlar. Bu sebeplerden dolayi, analitik kimyacilar, kanser hiicresi
belirlenmesinde yeterince duyar yontemler gelistirmeye yonlenmislerdir (Wang vd.,
2012).

Kanser hiicre yapisindaki antijenlerden birisi folik asitin alfa izoformudur. Bu yap:
kanser spesifiktir ve normal hiicrelere gore, kanser hiicre zarindaki miktar1 ¢ok
fazladir. Bu sebepten dolay1 da kanser belirteci olarak kullanilir. Folat reseptorii ile
folik asit arasindaki yiiksek afinite kanser hiicresi belirlenmesi ve tedavisine olanak
saglamaktadir (Wang vd., 2012).

Bu dogrultularda, Yan-Jie Guo ve arkadaslar1 altin nanogubuklarin yiizeylerini folik
asit reseptorline spesifik olacak sekilde modifiye etmisler ve altin nanogubuklarin
absorpsiyon ve floresans oOzellikleri sayesinde Hela kanser hiicrelerini yiiksel
duarlilikta belirlemislerdir. (Guo vd., 2014). Yine benzer bir ¢alismada Ruimin
Wang ve arkadaslar1 altin elektrodu altin nanopartikiiller ile modifiye edip
elektrokatalitik etkisini arttirmis ve folat spesifik bir biyosensor olusturmuslardir.

Elde edilen biyosensor Hel.a kanser hiicresine kars1 spesifiklik 6zellik gostermistir



ve yapilan Olgiimler sonucunda belirtme alt sinir1 6 hiicre/ml olarak saptanmistir

(Wang vd., 2012).

Kanser hiicresine 6zgli ve hiicre zar1 iizerinde bulunan spesifik yapilar kanser
belirlenmesinde ¢ok oOnemlidir. Ornegin; MCF-7 kanser hiicresinin hiicre zari
yiizeyinde bulunan c-erbB-2 reseptorleri bu kanser hiicresinin se¢imli olarak
belirlenmesinde kullanilmistir. Anti-c-erB-2 spesifik antikor i¢eren modifiye elektrot
kullanilarak antikor-antijen etlkilesimine dayali olarak MCF-7 kanser hiicresi 100-
10000 hiicre/ml belirtme simirlar1 arasinda yiiksek duyarlilik ve se¢imlilikle tayin

edilmistir. (Timur vd., 2013).



2. KAYNAK VE OZETLER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler, bir biyolojik taniyict ve bir fiziksel iletici igeren analitik cihazlardir.
Bu cihazlar analit konsantrasyonu ile orantili olgiilebilir bir sinyal olustrurlar.

(Sharma vd., 2003). Bir biyosensoriin sematik gosterimi Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Bir biyosensoriin sematik gosterimi

Sensor sistemlerinde biyolojik malzemeler kullanildiginda segimlilik artmakta ve
biyolojik  afiniteye sahip oldugu molekiili  dogrudan tanmima olay1
gerceklestirmektedir (Demirkol ve Timur., 2013). Bir biyosensdriin yapisinda
bulunan biyolojik kisim (biyokomponent); enzim, antikor, mikroorganizma, organel
veya yasayan bir hiicre olabilir. Fiziksel iletici kisim ise elektrokimyasal
(potansiyometrik, impedimetrik, amperometrik, kondiiktometrik, voltammetrik)

akustik, optik veya kolorimetrik sistemler olabilir (Holford vd., 2012).



Ideal bir biyosensoriin ; se¢imli, dayanikli, tekrarlanabilir, duyarli , kararli, genis
tayin araligina ve kisa yanit siiresine sahip olmasi beklenir. Bunlarin disinda
kolaylikla rejenere ve minyatiirize edilebilir, pratik ve ekonomik bir sistem olmasi

beklenir.

2.1.1. Bir biyosensoriin isleyis mekanizmasi

Biyosensoriin algilayici tabakasi ile hedef analit arasinda, sensor ylizeyine spesifik
bir baglanma reaksiyonu yada etkilesme sonucunda kimyasal bir reaksiyon
gerceklesir. Bu reaksiyon sonucunda olusan {iriin yada ortamda bulunan substratin
tikenmesi mikro-gevrede bir elektrokimyasal degisime neden olur. Cihazdaki
cevirici birim bu degisimi algilar ve elektriksel sinyale g¢evirir. Bu veriler de

elektronik boliim tarafindan okunur ve verilere donistiiriiliir (Demirkol ve Timur.,

2013).

2.1.2. Biyokomponent tiiriine gore biyosensorler

Biyosensorler; yapilarindaki biyolojik algilayici yiizeyin farklanmasi ile 5 gruba

ayrilir. Bu gruplar ve kapsadigi analiz alanlari asagida belirtilmistir (Can, 2010).

e Enzim biyosensorleri: Yapilarinda biyokomponent eleman1 olarak
enzimlerin yer aldig1 biyosensorlerdir (Timur vd., 2014). Enzim sensorlerinin
metabolitler, ilaglar, gida maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler gibi
kiiglik  organik  molekiiller ve anorganik maddeleri belirlemede

kullanilabilirligi mevcuttur.

e Mikrobiyal biyosensorler: Yapilarinda biyokomponent elemani olarak
mikroorganizmalarin yer aldig1 biyosensorlerdir (Tkac vd., 2005). Mikrobiyal
biyosensorlerin kiigiik organik, anorganik molekiillerin tayininde, biyolojik
oksijen istemi (BOD), toksisite, mutajenite analizlerinde kullanilabilirligi

mevcuttur.



e DNA biyosensorleri (Genosensorler): Yapilarinda biyokomponent elemani
olarak DNA dizilerinin yer aldig1 biyosensorlerdir (Sultan ve Anik., 2014).

Virtiisler, patojen mikroorganizmalar genosensorler kullanilarak belirlenebilir.

e immunosensérler: Antikor/antijen immiinokompleks olusum reaksiyonu ile
hedef analitlerin belirlenmesini harmanlayan tekniklerdir ( Luppa vd., 2001).
Virtisler, patojen mikroorganizmalar ve ksenobiyotikler imminosensorlerle

belirlenebilir.

e Sitosensorler (Cytosensor): Hiicre belirlemek i¢in tasarlanmis olan
biyosensorlere sitosensor (hiicre sensorii) adi verilmektedir. Sitosensorler
cogunlukla kanser hiicresi  belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Bir
biyosensoriin aktif yiizeyi herhangi bir kanser hiicresine spesifik olarak
modifiye edilirse o kanser hiicresini segimli belirlemeye dayali bir sitosensor

tiretilebilir (Liu vd., 2013).

Sitosensor alaninda yapilmig elektrokimyasal ve elektrokimyasal olmayan g¢alismalar
mevcuttur. Lee ve arkadaslari, ¢coklu SERS nano etiketleri ile kanser hiicrelerini
etiketleyerek, yiizeylerindeki fenolik yapilar sayesinde gdgiis kanseri hiicresinin
RAMAN spektroskopisiyle belirlenmesini gerceklestirmistir (Lee vd., 2014). Baska
bir calismada ylizey plazmon rezonans (SPR) kullanilarak MCF-7 gogiis
kanserlerinin belirlenmesi gerceklestirilmistir. Bu calismada belirtme alt sinir1 500
hiicre/ml olarak saptanmigtir (Chen vd., 2014). Wang ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada, HeLa kanser hiicreleri CV ve DPV kullanilarak elektrokimyasal olarak
belirlenmis ve belirtme alt sinir1 300 hiicre/ml olarak saptanmistir (Wang vd., 2014).
Li ve arkadaslari ise, MCF-7 hiicrelerinin CV ve EIS ile belirlenmesini
gerceklestirmis ve belirtme alt sinirin1 100 hiicre/ml olarak saptamislardir (Li vd.,
2011). Diger bir ¢alismada Su ve arkadaglari, kagit temelli elektrokimyasal sito-
aygiti gelistirmiglerdir. Bu amagla, altin temelli kagit elektrot Losemi kanserine
secimli olacak sekilde modifiye edilmis ardindan EIS ve CV ile kanser hiicresi tayini
gerceklestirilmistir. Bu calismada LOD degeri 350 hiicre/ml olarak saptanmistir (Su
vd., 2014). Dikkat ¢eken bir diger calisma, Xu ve arkadaglarinin altin elektrot temelli

HeLa spesifik bir elektrokimyasal sitosensor gelistirmesidir. Diger caligmalarda



oldugu gibi bu c¢alismada da HeLa hiicrelerinin belirlenmesi CV ve DPV ile
gerceklestirilmistir ve LOD degeri 10 hiicre/ml olarak belirlenmistir (Xu vd., 2013).

Son olarak; Cheng ve arkadaslari meme kanserini belirlemek amaciyla bir
elektrokimyasal sitosensor gelistirmistir. Camimsi carbon elektrot temelli gelistirilen
bu sitosensorde nanomalzeme olarak tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT) tercih
edilmistir ve kanser hiicreleri CV ve DPV ile belirlenmistir. LOD degeri 620
hiicre/ml olarak belirtilmistir (Cheng vd., 2008).

Biyosensorler, aninda ve yerinde analiz yapmaya uygun oldugundan endiistride;
proses gorlintiileme ve kontrol alaninda yaygin kullanima sahiptir. Bunlarin yan1 sira
biyosensorler, farmasotik endiistrisi, medikal diyagnostik ve g¢evresel analizler gibi

birgok alanda uygulama olanagi bulmaktadir (Karube and Nakanishi, 1994).

2.2. Nanoteknoloji Kavram

Nanoteknoloji, 1-100 nanometre arasinda boyutlara sahip maddelerin anlagilmasi ve
kontrolii olarak tanimlanabilir (Mamalis, 2006). Bir nanometre (nm), metrenin
milyarda biridir. Atomlar 1 nm’den kii¢iik iken, bazi proteinler dahil olmak tlizere

pek ¢ok molekiil 1 nm ve daha biiyiik boyutlardadir (Whitesides et al, 2003).

Nanomalzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikiiller, nanotiipler,
nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler olarak siniflandirilabilirler.

(Merkogi, 2007; Yavuz, 2011).

2.2.1. Nanomalzemelerin biyosensorlerde kullanim olanaklari

Nanomalzemeler;  asagida  belirtilen  Ozelliklerinden  dolayr  biyosensor

uygulamalarinda tercih edilen yapilardir.
e Kiiciik boyutlu ve buna bagli olarak yiizey/ hacim oraninin biiyiik olmast

e Fiziksel ozelliklerinin kimyasal olarak modifiye edilebilmesi (boyut,

kompozisyon ve sekil)



e Hedef molekiilleri baglama 6zelliklerinin farkli olmasi
e Yapisal saglamlilik

Nanomalzemelerin elektroanalizlerde kullanilmalarimin sagladigi bazi avantajlar

sunlardir:

Nanomalzemelerin elektrot yiizeyine immobilize edilmeleri, biiyiik yiizey alan1 ve
diizgiin iletkenlik saglar. Bdylece molekiiler ve biyomolekiiler analitlerin

elektrokimyasal belirlenmesinde duyarlilik artar.

Analitlerin  elektrokimyasal tayininde nanopartikiiller sinyali artiran etkili

isaretleyicilerdir.

Metal nanopartikiiller; iletkenlik 6zellikleri, kontrollii elektrokimyasal fonksiyonlari

ile biyomalzeme yapilarinin tasarlanmasina olanak saglar (Odaci, 2010).

Nanoteknoloji ¢aginda, daha duyar ve spesifik biyosensdrlerin gelistirilmesinde

metal nanopartikiiller 5nemli rol oynamaktadir.

2.2.2. Altin nanopartikiiller (Aunp)

Kolloidal altin olarak da bilinen Aunp’ler, 3nm ile 200 nm aralifinda degisik
boyutlarda, ve farkli sekillerde olusturulabilirler. Yiizey enerjisinden dolay1
cogunlukla kiiresel yapiyr tercih eden Aunp’ler Sekil 2.2°de goriildiigi gibi yari
kiiresel olarak kolaylikla sentezlenebilirler (Doria vd., 2012).

Sekil 2.2. Aunp'nin SEM gériintiisii



Altin nanopartikiiller karakteristik optik 6zelliklere sahiptir ve sulu ¢ozeltilerde farkl
biyoisaretleyicilerle kolaylikla tiirevlendirilirler. Ayrica biyomolekiiller i¢in dogal
ortamlarina  benzer bir ortam sunduklar1 i¢in, biyo-yapilarin  yiizeye
immobilizasyonunda Aunp’ler ¢okca tercih edilirler (Bharathi ve Nogami, 2001;
Xiao vd., 1999). Yapilan bir ¢ok c¢alismada, pek c¢ok enzimin Aunp ile
immobilizasyonu  sonrasinda  enzimatik ve elektrokimyasal aktivitelerini
stirdiirdiikleri gézlenmistir (Wang ve Wang, 2004; Zhao vd., 1992; Yildirim, 2009).
Aunp sadece organotiyol gruplarinin baglanabilecekleri alan1 arttirmaz ayn1 zamanda
kendiliginden olusan tek katmanin (SAM) dayanikliligini ve yapisini da
etkiler ( Liu vd., 2007). Bu avantajlarindan dolay1 nanopartikiil temelli biyosensor
uygulamalarinda Aunp’lerin kullanimi {izerine yogunlasilmistir (Baptista vd., 2008,
Sperling vd., 2008, Boisselier vd., 2009).

2.3. Dendrimerler

Dendrimerler; tekrarlayan, dallanmis, kiire seklindeki genis molekiillerdir
(Cloninger, 2002).

Dendrimerler;
e Bir ¢ekirdek
e (ekirdek etrafinda dallanma birimleri ve

e Dallanmis fonksiyonel grup olarak da adlandirilan ylizey gruplarindan olusur.



Sekil 2.3. Dendrimerlerin yapisi

Cok fazla dallanmaya sahip bu yapilar istenilen sekilde hazirlanabilmelerinden
dolay1 avantajlidirlar. Dallanma birimleri dendrimerlerin tekrarli bir sekilde
biliylimesini saglamaktadir. Dendrimerlerin polimerizasyon derecesi, gergeklestirilen
tekrarlama dongili sayisim1 ifade eden jenerasyon sayist (G) kavramuyla belirtilir.
Jenerasyon sayisi ¢ekirdekten dis ylizeye dogru ilerleyen dallanma noktalar1 sayisinin

hesaplanmasi ile kolayca tespit edilebilir (Bulut ve Akar, 2012).
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Sekil 2.4. Dendrimerlerde jenerasyon sayis1 gosterimi

Dendrimerler g¢esitliligini u¢ fonksiyonel gruplarla saglamaktadirlar. Yiizeylere
karbonhidratlarin eklenmesi sonucu glikodendrimerler, aminoasitlerin eklenmesi
sonucu peptit dendrimerler ve metallerin eklenmesi sonucu ise metalodendrimerler

olusturulur (Demirkol ve Timur, 2013).

Dendritik bir yapi; raksak ve yakinsak olmak tizere iki farkli sekilde sentezlenebilir.
Iraksak sentezde, c¢ekirdekten baslanarak tek tek her bir jenerasyon sentezlenirken;

yakinsak sentez yiizeyden baslar ve dendrimer pargalarinin ¢ekirdek ile birlesmesiyle



sentez tamamlanir. Her iki yontemde de parcacigin ¢ap1 ve dolayisiyla yilizeydeki
reaktif noktalarin sayis1 artar ve bu durum dendrimerlerin yiizey tasiyicisi olarak

kullanilmasinda biiyiik avantaj saglamaktadir (Wells ve Bradly, 1998).
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Sekil 2.5. Dendrimerlerin yakinsak ve wraksak sentezi gosterimi

Dendrimerler; toksik ve immiinojenik olmadiklarindan; bagirsak, kan doku, hiicre
membrani gibi biyobariyer olarak kullanilabildiklerinden ve spesifik yapilarin

hedeflenebilmesi gibi avantajlarindan dolay1 6zellikle ilag tasiyici molekiil olarak

siklikla tercih edilmektedirler.



2.3.1. Dendrimerlerin saghk alaninda kullaniminin 6nemi

Dendrimerler; biiyilik oranda kontrol edilebilir kimyasal yapilari, es 6zellikteki yiizey
gruplari1 ve milkkemmel kapsiilleme oOzelliklerinden dolay1r tipta ilag tasima
uygulamalarinda oldukca fazla tercih edilmektedir. Ila¢ dendrimer {izerine
baglanarak hedef yapiya gonderilebildigi gibi, yap1 igerisine kapsiilleme yapilarak da

ilag taginimi gergeklestirilebilir. Bunun yani sira,
e Genetik tedavilerde DNA molekiillerinin hedef hiicreye taginiminda,

e HIV ve benzeri gibi cinsel yolla bulasan hastaliklara karsi iligski sirasinda

aktif korumada,

e Dendrimer kullanilarak anti kanser ilaglar1 yapimin da da aktif olarak

kullanilirlar (Bulut ve Akar, 2012).

2.3.2. Poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri

PAMAM dendrimerlerinin g¢ekirdek yapisi amonyaktan olugmaktadir. PAMAM
dendrimerleri; nanoboyutlu ve diizgiin olusumlu kiiresel yapiya sahip, asirt dallanmis
sentetik polimerlerdir. Klasik polimerlerden farki, molekiiler yapisinin homojen,
molekiil agirhiginin diisiik ve yiiksek fonksiyonlu ug¢ yapilara sahip olmasidir

(Buczkowski vd., 2011).
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Sekil 2.6. Pamam denrimerin Go yapisi
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Fonksiyonal yiizey gruplar sayesinde hidrofilik (suda iyi ¢oziiniir) hale gelebilirler.
Sekil 2.7°de gosterildigi gibi; PAMAM dendrimerleri, proton derisiminin ¢ok yiiksek
oldugu ortamlarda etkinligini gésteremezken, ortam pH’si arttik¢a dallanmis yapi

goriinlimii ve yapisal etkinligi artar (Lee vd., 2002).

....
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Sekil 2.7. PAMAM'in farkh ph'lardaki davramsi

PAMAM dendrimerlerin toksik ve immunojenik 6zellik tasimamalari, biyobozunur
ve ¢ok fonksiyonlu olmalari; ila¢ tasima, gen transfeksiyonu, timor terapisi ve
tanisal uygulamalarda ¢ok onemli bir role sahip olmalarini saglamistir (Azar vd.,
2013). Sekil 2.8°de PAMAM’in DNA ile bir araya gelmesi ve sonrasinda hiicre

membraninda gegerek gen transferi gergeklestirilmesi gosterilmistir.

PAMAM dendrimeri-DNA
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Sekil 2.8. PAMAM'n bir DNA ile etkilesimi ve gen transferi
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PAMAM dendrimerlerinin ¢ekirdekleri etilendiamin, 1,4-diaminobiitan, 1,6-
diaminohekzan, 1,12-diaminododekan ve sistamin gibi farkli kimyasal gruplardan
olusabilmektedir. Bu tez kapsaminda sistamin ¢ekirdege sahip PAMAM

dendrimerleri kullanilmistir.

2.4. Kanser Hiicresine Spesifik Biyomolekiil: Folik asit

Folik asit, B vitamini ailesinin bir iiyesidir. Nikleik asit ve aminoasitlerin
biyosentezine katilarak hiicrenin yasami igin temel bir rol oynar. Bu madde suda
mizrak seklinde kristallenen portakal sarisi renginde bir katidir ve 1sitilmakla erimez,
fakat 250 °C'de esmerleserek bozunur. Serbest asit halinde az, fakat sodyum tuzu
halinde suda ¢ok ¢oziiniir. Bazik ve notr ¢ozeltilerinde 1s1ya pek dayanikli degildir

(Leamon vd., 2004).
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Sekil 2.9. Folik asidin kimyasal yapis1
Folik asit; meme, yumurtalik, karaciger, akciger, boyun, beyin ve miyeloid gibi
birgok insan karsinoma hiicrelerinde fazlaca bulunan edilen folik asit reseptoriiniin

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Folat, folat reseptorii ile arasindaki

yiiksek afiniteden dolay1 tedavi ve teshiste kargo olarak islev goriir (Liu, vd., 2007).
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Sekil 2.10. Folik asit ile folik asit reseptorii arasindaki afinitenin sematik gosterimi

2.5. Elektroanalitik Yontemler

Maddelerin elektrokimyasal oOzelliklerini analiz amaciyla kullanilan yontemlere
Elektroanalitik Yontemler denir. Elektroanalitik yontemler, diger analitik yontemlere

gore, bir¢ok iistiinliige sahiptir. Bunlar;

e Degisik yiikseltgenme basamagina sahip tiirlerin es zamanli olarak kolayca

saptanabilmesi,

e Yontemlerin uygulanmasini saglayan ekipmanlarin ve yazilimlarin diger

yontemlere gore ¢ok daha ucuz ve kullanigh olmalari,

e Birgok elektroanalitik yontemin ayni cihazda uygulanabilirliginin olmasidir

(Tural vd., 2010).

Asagida elektroanalitik yontemler ve Olgililen biiylikliik cinsinden bir karsilastirma

yapilmistir.
Potansiyometri..........cceceevueennnne. Analit derisimine kars1 potansiyel
Kronopotansiyometri.................. Zamana kars1 potansiyel
Elektrogravimetri.............cc........ Toplanan fazin agirligi
Kondiiktometri.............ccooevrunnnnne, Tetkenlik
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Polarografi, voltammetri............. Akim-potansiyel
Amperometri..........ceeeeveeennennne. Analit derisimine kars1 akim siddeti

Kulometri......cccceeeveeeeveeeeneenee, Akim miktari(Coulomb)

2.5.1. Voltammetri yontemi

Polarize bir ¢alisma elektrodunun, degisen potansiyele karsi gosterdigi farkli akim
degerleri ile analit derisimi arasindaki iliskinin incelendigi elektroanalitik yontemlere
voltammetri denir. VVoltammetri, akim-gerilim ve derisim iliskilerinin incelendigi bir
analiz yontemidir. Akim-gerilim egrileri, calisma ve referans elektrot olmak iizere
ikilli ya da g¢alisma, referans ve yardimcu elektrot olmak iizere ii¢ elektrotlu

sistemlerle elde edilir.

Sekil 2.11. Voltammetrik dlgiimlerde kullanilan bir hiicrenin ve 3'lii elektrot sisteminin semasi

WE: ¢aliyma elektrodu; RE: referans elektrodu, CE: yardimei elektrot
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Voltammetrik yontemler kullanilan akim tiirlerine ve calisma elektroduna baglh
olarak isimlendirilir. Bunlar, dogru akim voltammetrisi, dogru akim polarografisi,
alternatif akim voltammetrisi, alternatif akim polarografisi, kare dalga akim
voltammetrisi, puls voltammetrisi, differansiyel puls voltammetrisi, dongiisel

voltammetridir.

Voltammetrik yontemlerde ¢alisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda akim olusur. indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik
akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Bu yontemle
herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranisinin incelemesi, elektrota
uygulanabilecek gerilim araligimin sinirlarina, kullanilan ¢alisma elektroduna,
kullanilan ¢oziicii ve destek elektrolitin tiiriine baghdir (Ozcan, 2008; Cubukcu,

2008; Cevik, 2009; Can, 2010; Yavuz, 2011).

Voltammetrik  6l¢lim  sonucunda elde edilen akim-potansiyel grafiklerine
voltammogram denir. Artik akim, limit (sinir) akim ve yari dalga potansiyeli

voltammogrami niteleyen 3 6nemli unsurdur.

Sekil 2.12. Bir voltammogram ve bilesenleri
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Artik akim, Ia ile gosterilir. Sigasal akim ve faradayik akim bir araya gelerek artik
akimi olusturur. Sigasal akim elektrot ile ¢ozelti arasinda olusan cift katmandan
kaynaklanir. Faradayik akim ise, analit disinda destek elektrolitte bulunan

elektroetkin safsizliklardan kaynaklanir.

Limit(sinir) akim, il ile gosterilir ve voltammogramda goriinen maksimum akim
degerinden artik akimin ¢ikarilmas: ile elde edilen degerdir. Bu akim elektrot
yiizeyinde elektroetkin tiirlin derisiminin sifira gittigi andaki akim degeridir ve

potansiyelden hemen hemen bagimsizdir.

Yan dalga potansiyeli ise, limit akimin yarisina karsilik gelen degerdir ve E1 ile

gosterilir.

Ik gelistirilen voltammetrik-polarografik ydntem dogru akim polarografisidir. Bu
yontemden sonra duyarlilig1 arttirmak veya elektrokimyasal mekanizmay1 agiklamak
icin alternatif akim voltammetrisi, kare dalga voltammetrisi, normal puls
voltammetrisi/polarografisi,  differansiyel puls voltammetrisi ve siyirma

voltammetrisi gibi yontemler gelistirilmistir (Tural vd,2010).

Bu tez kapsaminda sadece dongiisel voltammetri kullanildig: i¢in bu yontemle ilgili

daha ayrintili bilgi verilecektir.

2.5.1.1. Dongiisel voltammetri (CV)

CV Kkiiciik bir elektroda zamanla dogrusal olarak degisen bir potansiyel uygulamasin
icerir. Baslangi¢ potansiyeli olarak genellikle redoks tepkimesinin olmadigi bir
potansiyel degeri secilir ve potansiyel redoks tepkimesinin gerceklestigi yonde E1 ve
E>x(ya da Esz) sinirlart arasinda belli bir hizda (v) Sekil 2.13’de gosterildigi gibi

taranir. Tercihen birka¢ dongii halinde de 6l¢iim alinabilir.
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Sekil 2.13. Dongiisel Voltammetri potansiyel-zaman grafikleri

Maddelerin; elektroetkinliklerinin ve elektrot yilizeyinin incelenmesi, ince yapilarin

aydinlatilmasi, modifiye elektrot yiizeyi hazirlanmasi, polimer ve metalik film

olusumu, nano ve mikro Olcekte elektrot yiizeyi hazirlanmasi ve tepkime

mekanizmasinin aydinlatilmasinda dongiisel voltammetri 6nemli bir yere sahiptir.
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Sekil 2.14. CV voltammogrami ve tarama hizinin etKisi

Dongiisel voltammogramlarda akim-potansiyel degisimi pik seklindedir.

Pik

yiiksekliginin tarama hizinina bagimliliginda gidilerek, adsorpsiyon, difiizyon ve

eslesmis homojen kimyasal tepkimelerin rolii agiklanabilir (Tural vd., 2010)
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2.5.2. Voltammetride kullanilan elektrotlar

2.5.2.1. Referans elektrotlar

Bu amagla polarlanmayan ikinci siniftan metal-metal iyonu elektrotlar1 kullanilir.
Referans elektrotlar ancak kiiciik akim siddetlerinde polarlanmazlar. Akim siddeti
arttikga ideal konumdan saparlar. Ag/AgCI ve Hg/Hg2Claoyguny (kalomel) en ¢ok
kullanilan referans elektrotlaridir (Tural vd., 2010).

2.5.2.2. Yardimci elektrotlar

Iki elektrotlu sistemlerde, polarlanmayan referans elektrot iizerinden akim gectigi
icin yiiksek akimlarda referans elektrot ideallikten sapar ve polarlanma meydana
gelir. Diger yandan ¢ozelti direncinin biiyiik oldugu durumlarda, bu direnci yenmek

icin yiilksek potansiyel uygulamak gerekir. Bu iki sebepten dolayi, ¢alisma

elektrodunun polarizasyon potansiyeli yanilgili algilanir. Bu sorun sistemde tiglincii
bir elektrot kullanilarak ¢oziimlenir. Akim, ¢alisma elektrodu ile yardimer elektrot
ikilisinden gegirilir ve ¢alisma elektrodunun potansiyeli karsilastirma elektroduna
karst sifir akim altinda saptanir. Akim yardimer elektrot iizerinden gegtigi i¢in bu

elektrotlarin soy metal olmalar1 gerekir (Tural vd., 2010).

2.5.2.3. Calisma elektrotlart

Voltammetride kullanilan elektrotlarin hem kimyasal hem de elektrokimyasal
ozellikleri 6nemlidir. Potansiyeli degisen elektrot, indikator elektrot veya c¢alisma
elektrodu adin1 alir. Genel olarak, kullanilan ¢alisma elektrotlarinda polarizasyonu
arttirmak igin yiizey alanlar1 1cm? den kiiciik tutulur . Voltammetride smirli sayida
polarlanabilen elektrot kullanilir. Voltammetride kullanilan c¢alisma elektrotlari
Sekil 2.15°de belirtilmistir.
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. Voltammetrik ¢calisma elektrotlari

.(.Ziva' ’ Kati ’ Modifiye ’ Doénen
kokenli | elektrotlar | elektrotlar | elektrotlar
‘- elektrotlar
Damlayan Civa ’ Asili ’ Platin ’ Kompozit ’ Kimyasal ’ Disk ’ Halka
’ cva film civa - - _ modifiye disk
' ' Polimer 1l N
Yercekimi . Altin ’ membran Yiizey Kczvalent
’ etkili ||| Mekenik - - 'kaplama L adsorpsiyonu [ baglanma
Bizmut
Karbon
. Camimsi ’ Karbon Camimsi
’_ Grafit ’_ karbon _ pasta | karbon pasta

Sekil 2.15. Voltammetrik ¢alisma elektrotlarimin genel simflandirilmasi

Karbon temelli elektrotlar

Karbon bazli elektrotlar hizli yanit veren, ekonomik, farkli konfigiirasyonlarda ve
caplarda kolaylikla olusturulabilen elektrotlardir (Amik Kirgéz vd., 2001). Karbon;
genis bir anodik potansiyel araligina, diisiik elektriksel dirence, diisiik artik akima ve
tekrarlanabilir yiizey yapisina sahiptir ve bu yiizden ideal bir elektrot malzemesidir
(Tural vd., 2010).

Camimsi karbon elektrot (GCE) ve karbon pasta elektrot (CPE) en yaygin kullanilan
karbon elektrotlardir. CPE ¢ok diisik zemin akimina, yenilenme ve modifikasyon
kolaylig1 igeren kompozit dogasi gibi avantajlara sahipken, GCE o&nemli
elektrokimyasal reaktiviteye, 1yl mekaniksel katiliga ve ihmal edilebilir gézeneklilige

sahiptir (Anik Kirgoz vd., 2001).
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Karbon pasta elektrot kompozit bir karbon elektrottur. Karbon pasta elektrot gibi bir
diger kompozit elektrot da camimst karbon pasta elektrot (GCPE)’tur. Kompozit
karbon elektrotlar, toz grafitin veya camimsi1 karbon mikro partikiillerin mineral yag

gibi organik bir siv1 ile karistirilmasiyla hazirlanmaktadir.

Modifiye edici kimyasal dogrudan iletken elektrot malzemesine katilip, karistirilarak
elektrot hazirlanabilir. Bu elektrotlara kompozit elektrot denir. Pasta hazirlandiktan
sonra bir tlip (6rnegin teflon tiip) i¢ine sikistirilarak doldurulur ve elektriksel baglanti
i¢cin platin veya bakir bir tel kullanilir. Olduk¢a genis bir potansiyel araligina sahip
olan karbon pasta elektrotlarin yapim ve yenilenmeleri kisa ve kolay olup, yeterli

derecede diisiik zemin akimina sahiptir (Tural vd., 2010).

2.5.3. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

EIS voltammetriden sonra kullanilan etkin bir elektrokimyasal analiz yontemidir.
Impedans spektroskopisi, elde edilen materyallerin birden fazla elektriksel
Ozelliklerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan siniisoidal ve kii¢iik genlikli sinyaller
saglayan bir tekniktir (Sun vd., 2010). Elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS), impedans spektroskopisinin, en 6nemli alt kategorilerinden bir tanesidir ve
elektrokimyanin birden fazla alaninda (elektrot kinetikleri, ¢ift tabaka calismalari,
piller, korozyon, kat1 hal elektrokimya ve biyoelektrokimya) ¢ok fazla kullanilir.
EIS, iletken ya da yar iletken yiizeylerin kapasitans ya da direng¢ gibi ara yiizeyler
hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in yapilan arastirmalarda kullanilan ¢ok etkili bir
tekniktir.
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Sekil 2.16. Farklh maddelerin EIS 6l¢iimii sonucu elde edilen Nyquist egrileri

EIS herhangi bir uyarilmanin sahip oldugu frekansin bir fonksiyonu olarak sistemin
impedansin1 (Z) olger. Elektrokimyasal sistemler ile calisildigi zaman elde edilen
yanit uygulanan gerilim, faz ve genlikte meydana gelen farklardan olusur. Uygulanan
gerilimin 6l¢iilen akima orani bir impedans sistemidir (Z = E / 1) ve genis frekans
araligit boyunca kolaylikla Olgiilebilir. Elde edilen spektrum farkli frekans
bolgelerinde baskin olan sistemde meydana gelen farkli kinetik ¢alismalar1 hakkinda

bilgi verir (Fernandez-Sanchez vd., 2005).
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Sekil 2.17. Nyquist egrisinde olusan yarim dairelerin bilesenleri
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EIS calismalarinda yiiksek frekanslarda Nyquist egrisinde olusan yarim daire
elektron transferine kars1 gosterilen direnci ifade eder ve yarim dairenin ¢ap1 elektron

transfer direncine esittir (Chen vd., 2008; Bonanni vd., 2012).

Randles hiicresi, difiizyon varliginda tek adimli faradayik islemler igeren bir

elektrokimyasal hiicreyi tanimlayan basit esdeger hiicredir.

Cift tabaka kapasitansi

I

/NN /\ /\

\ / \\/’ \,_/

Elektrolitin direnci  ¢mmm R,

/ R z,
Faradaik impedans l l
Cift tabaka direnci Warburg direnci

Sekil 2.18. Randles esdeger hiicresi

Randles hiicresi temel olarak baslica referans ve calisma elektrodu arasindaki
elektrolit direnci (Re), ¢ift tabaka kapasitans1 (Cdl) ve ¢alisma elektrodu-elektrolit
ara ylizeyinde yiik transferinden dolay1 faradayik impedansi (Zf) birlestirir. Zf de yiik
transfer direnci (Rct) ve elektrokimyasal hiicrenin sahip oldugu toplam impedansda
elektroaktif tiirlerin kiitle taginiminin etkisini sinirlayan Warburg direnci (Zw) olmak
tizere 2’ye ayrilir. Bundan dolay1 difiizyonu sinirlandirilmis ¢alismalarda Zw baskin
olur. Fakat yiik transfer kontrollii calismalarda Zf sadece Rct olur. Biitiin bu
bilesenler genis frekans araliginda bir elektrokimyasal hiicre boyunca impedansda

degisen calismalar ile tanimlanabilir (Fernandez-Sanchez vd., 2005).

EIS’de de voltammetride kullanilan elektrotlar kullanilmaktadir.
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2.5.4. Sentri-voltammetri

Sentri-voltammetri; santrifiij ve voltammetri yontemlerinin birlesiminden olusan bir
yontemdir. Bu yontemde analit; santrifiij giicii ile elektrot yiizeyine toplanmaktadir.
Daha sonra santrifiij islemi durdurulur ve herhangi bir filtrasyon, dekantasyon veya
ayirma islemi gerekmeden voltammetrik tarama baglatilir. Sentri - voltammetride
analitin biiyiik bir kismu elektrot yiizeyinde 6n deristirildiginden, diger yontemlere
gore daha diisik LOD degerleri elde edilebilmektedir (Anik vd., 2004). Sentri -
voltammetrik Ol¢limler, Sekil 2.19°da goriilen 06zel tasarlanmis hiicrelerde

gercgeklestirilir.

Yardimai

elektrot € — Referans
elektrot
—b Agtel

Pt elektrot

Sekil 2.19. Sentri - voltammetrik hiicrenin A) kapali, B) acik hali, C) sematik gosterim

Sentri- voltammetrik yontemle bir ¢ok agir metal ve biyolojik molekiil belirleme
caligmasi basari ile gergeklestirilmistir. Sentri-voltammetride hedeflenen analitlerin
belirlenmesi igin farkli tasiyicilar kullanilmistir. Bu tasiyicilar sayesinde istenilen
analitlerin sentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda kare seklinde bulunan Pt
elektrot tizerine Onderistirilmesi saglanmigtir. Bu tasiyicilardan biri AI(OH)3’diir.

Santrifiij giicii ile elektrot yiizeyine ince bir tabaka halinde adsorbe olan Al(OH)s,
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agir metalleri de kendisi ile birlikte elektrot yiizeyine siiriikleyerek agir metalin
elektrot yiizeyine Onderistirilmesi saglamistir. Bu calismadaki asil amag analit olarak
secilen kursun iyonlarim1 birlikte ¢oktiirmeyle Al(OH)z ile elektrot arasinda
tuzaklamaktir (Kirgéz vd., 2004). Ayni ¢alisma, tasiyict materyal olarak Amberlite
XAD-7 recinesi kullanilarak da yapmmistir (Kirgéz vd., 2005). Bu alanda yapilan
diger calismalar civa iyonlar1 ve molibden iyonlar1 belirlenmesidir (Urkmez vd.,

2009; Kogak ve Ertas, 2013).

uygun tampon
gozeltisi icinde

ANALIT Santrifij
— -
Olgtim Hiicresi Direkt voltammetrik
tarama
Yardimac elektrot Referans elektrot

E ]

=

< | —  Agtel

Potansiyel /

Calisma elektrodu

Sekil 2.20. Sentri - voltammetri ¢alismalarinda izlenen yol

2.5.5. Biyosentri-voltammetri

Biyosentri-voltammetri,  biyosensor  ile  sentri-voltammetri  sistemlerinin
birlestirilmesi ile elde edilen kombine bir dl¢iim teknigidir (Anik ve Cevik, 2011).

Biyosentri-voltammetrik hiicrenin alt kisminda bulunan g¢alisma elektrodu, uygun
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biyolojik materyal ile modifiye edilerek elektrokimyasal biyosensor sistemi
olusturulur. Sentri-voltammetride oldugu gibi tayin edilmek istenen analit, santrifiij
kuvveti yardimu ile elektrot yiizeyinde Onderistirildikten sonra, herhangi bir ayirma
ve filtrasyon islemi uygulanmadan voltammetrik olarak tayin edilir (Cevik vd., 2012;

Cevik vd., 2012; Cubukeu vd., 2013; Anik , 2013).

Bu yontem kullanilarak ksantin belirlenmesi, asetilkolin esteraz enzimi aktivite
denemesi, asetilkolin ve kolin tayini, glutatiyon ve dopamin (Sekil 2.21) belirlenmesi
yapilmustir. Biyosentrivoltammetrik (sentri-biyovoltammetrik) yontem ile biyolojik

oneme sahip molekiillerin daha duyarli belirlenmesi saglanir (Anik, 2013).

Yardimci Referans elektrot
elektrot(Pttel) (Ag/AgcCl)

\ (¥

Calisma
elektrodu 3=
(GCPE)
- — — — J
Direkt 0.0,
voltammetrik ..

tarama

Sekil 2.21. Biyosentri - voltammetrik yontemle dopamin (Dp) belirlenmesi

Ornegin, elektrot iizerine XOD enziminin immobilizasyonundan sonra, ksantin
analitini i¢eren tampon ¢ozeltisi sentri-voltammetri hiicresine aktarilmis ve santrifiij
islemi ile analit elektrot {izerine 6n deristirmistir. Ardindan voltammetrik Slgiimler
dogrudan yapilarak sarapta ksantin belirleme islemi biyosentri-voltammetrik

yontemle gergeklestirilmistir (Anik vd., 2011).

Elektrot yiizeyine asetil kolin esteraz enzimi immobilizasyonu ile elde edilen
biyosensorle asetil kolin, elektrot yiizeyine kolin oksidaz enzimi immobilizasyonu ile
elde edilen biyosensor ile kolin belirlenmesi de biyosentri-voltammetri yontemi ile

gerceklestirilen ¢alismalara birer 6rnektir (Cevik vd.,2012).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Voltammetrik 6l¢iimler AUTOLAB PGSTAT 12, impedimetrik ol¢iimler ise FRA 2

u-AUTOLAB Type III elektrokimyasal olglim sistemi ile gerceklestirilmistir (Sekil
3.1). Bilgisayar kontrollii olan AUTOLAB PGSTAT 12 ve FRA 2 p- AUTOLAB

Type III cihazinin sinyalleri Nova 1.10 yazilim ile degerlendirilmistir.

Sekil 3.1. p - AUTOLAB TYPE III cihazx

Deneysel siiresince kullanilan diger cihazlar ve kullanim amaglar1 asagida

belirtilmistir;

% Kimyasal ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kati kimyasallarin tartimi amact ile

PRECISA XR 205SM-DR (Sekil 3.2.A) model hassas terazi kullanilmistir.

% 25 °C’de pH 7 ve pH 7,5’da standart elektrot ¢ozeltileriyle kalibre edilmis
ORION STAR SERIES (Sekil 3.2.B) model pH metre, pH ayarlamasi

yapmak amaci ile kullanilmistir.
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Sekil 3.2. A. PRESICA XR 205SM-DR model hassa terazi ve B. ORION STAR SERIES marka
pH metre
% Santrifiij islemleri icin SIGMA 3-16 PK model (seri no: 121 321,maksimum
hiz (rpm): 15 300, maksimum kapasite (mL): 1000: maksimum yer ¢ekimsel
alan (x g): 23 031, maksimum Kinetik enerji (Nm): 9970, Rotor 19 776-
H;1400 min-1, maksimum yiikleme 6x80 g) santririij cihazlar1 kullanilmistir.

Sekil 3.3. SIGMA 3-16 PK model santrifiij cihaz:

28



3.2. Kullamilan Elektrotlar

Deneyler, oda sicakliginda Sekil 3.4’de goriildiigii gibi 1 ml’ lik 6zel tasarlanmis
hiicrelerde Metrohm iiclii elektrot sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma
elektrodu olarak GCPE, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve yardimci elektrot olarak
Pt elektrot kullanilmistir.

\ referans
' ' elektrot

calisma yardimci
elektrodu elektrot

Sekil 3.4. Deneysel calismalarin yapildig: iiclii elektrot sistemine ait diizenek

Biyosentri-voltammetrik ¢alismalar i¢in santrifiij ve voltammetrik ¢alismalara uygun
olarak o0zel tasarlanmig hiicre (Sekil 3.5) kullanilmigtir. Polietilen biyosentri-
voltammetrik hiicre 3 cm i¢ ¢apa sahiptir. Uzunlugu 11,5 cm’dir. Bu hiicrenin alt

tarafinda 6 mm? yiizey alanina sahip olan GCPE ¢alisma elektrodu bulunmaktadir.

Son alarak, floresans mikroskobu ile karakterizasyon asamasinda ITO yiizeyler ve

yiizey baskili karbon elektrotlar (cCSPE; dropsens) kullanilmistir.
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P yardima elektrot

referans
elektrot

calisma elektrodu

Sekil 3.5. Biyosentri - voltammetrik hiicrede iiglii elektrot sistemi

3.3. Kullanmilan Reaktifler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin timii analitik safliktadir ve tim
cozeltiler saf su ile hazirlanmistir. Model hiicre olarak kullanilan HeLa (rahim agzi
kanser hiicresi) ve AS549 (Akciger karsinom hiicresi) kontrol hiicreleri Ege
Universitesi Biyokimya Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir. Elektrot
modifikasyonu asamasinda yapilan biitiin 6l¢iimlerde pH: 7.4 50 mM potasyum
ferrisiyanit (Fe(CN)s®* , %99.99 saflikta, Sigma-Aldrich) iceren PBS (KH2POsq,
%99.995 saflikta, Merck) kullanilmistir. Fosfat tamponu 0.1 M potasyum kloriir
(KCI Sigma-Aldrich) i¢ermektedir. Cozeltilerin pH ayarlanmasinda 1 M sodyum
hidroksit (NaOH, %97 saflikta, Merck) ¢ozeltisinden yararlanilmistir. Camimsi
karbon pasta elektrot, camimsi karbon mikropartikiil (GC, %99.95 saflikta, 2-12
mikron, Sigma-Aldrich) ve mineral yag (Sigma-Aldrich) ile hazirlanmistir. Elektrot
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modifikasyonu amaci ile kloroaurik asit (HAuUCls, 99% saflikta, Sigma-Aldrich),
sisteamin (Cys, Fluka), gluteraldehit (Glu, Sigma-Aldrich), poliamidoamin
(PAMAM, 25% saflikta, Sigma-Aldrich) ve folik asit (FA, 97% saflikta, Sigma-
Aldrich) kimyasallar1 kullanilmistir. Altin nanopartikiil ¢6zeltisi hazirlamak igin
stilfirik asit (H2SOas, 95-97% saflikta, Fluka), sodyum nitrat (NaNO3s Sigma-Aldrich)
ve sodyum siilfat (Na2SO4, 99% saflikta, Sigma-Aldrich) kimyasallar1 kullanilirken;
folik asit ¢Ozeltisi hazirlamak i¢in EDC(Sigma-Aldrich) ve NHS (Sigma-Aldrich)
iceren MES monohidrat (Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi kullanilmistir. Hedef hiicrelerini
ve kontrol hiicrelerini besiyeri ortamindan fosfat tamponu ortamina alirken; tuzlu
ortam saglamak i¢in sodyum kloriir (NaCl, Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Son
olarak, floresans mikroskobunda hiicre ¢ekirdeklerini goriinteleyebilmek amaci ile

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich) kullanilmstir.

3.3.1 Kullamlan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

3.3.1.1. Destek elektrolit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Destek elektrolit olarak 50 mM PBS tamponu, KH2PO4’den gerekli miktarda tartim
aliip ¢ozelti hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilerek hazirlanmistir.
Destek elektrolite yeteri kadar NaOH ilave edilerek pH ayarlamasi yapilmistir.
Elektrot modifikasyonu asamasinda destek elektrot i¢ine son derisimi 50 mM olacak
sekilde Fe(CN)g®* eklenmistir.

3.3.1.2. MES tamponunun hazirlanmasi

Folik asit ¢ozeltisi hazirlanirken 25 mM pH: 6 MES tamponu kullanilmistir. MES
tamponu, MES monohidrat katisindan uygun miktarda tartim alinip ¢6zelti hacmi 50
ml olacak sekilde distile su eklenmesi ile hazirlanmistir. Cozelti pH’s1 NaOH ilavesi

ile ayarlanmistir.
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3.3.1.3. Altin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Elektrot modifikasyonunda kullanilmak tizere altin ¢ozeltisi hazirlanirken; 5 ml’de
son derisimleri 1 mM HAUCI4, 0.01 M Na2SOs ve 0.1 M NaNOs olacak sekilde kati
kimyasallardan gerekli miktarda tartim alinmistir. Yine son derisimi 0.01 M olacak
sekilde siilfirik asitten uygun hacimde alinip ¢ozelti 5 mL’ye distile su ile
tamamlanmistir. Cozelti her defasinda taze olarak hazirlanmis, 151k ve havayla

etkilesimi 6nlenmistir.

3.3.1.4. Sisteamin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Elektrot modifikayonu i¢in 100 mM 1 mL sisteamin ¢dzeltisi kullanilmistir. Bu
cozelti, gerekli miktarda sisteamin katisindan tartilip {izerine ¢dzelti hacmi 1 mL
olacak sekilde distile su eklenmesi ile hazirlanmistir. Cozelti her defasinda taze

olarak hazirlanip kullanilmistir.

3.3.1.5. Gluteraldehit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Elektrot modifikasyonu i¢in % 5’lik 500 uL gluteraldehit ¢6zeltisi kullanilmistir. Bu
cozelti, gerekli hacimde gluteraldehit sivisi tizerine ¢6zelti hacmi 500 pL olacak
sekilde 50mM PBS eklenmesi ile hazirlanmistir. Cozelti her defasinda taze olarak

hazirlanip kullanilmistir.

3.3.1.6. PAMAM c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Elektrot modifikasyonu igin % 1’lik 500 unL. PAMAM ¢dzeltisi kullanilmistir. Bu
¢ozelti, son derisimi % 1 lik olacak sekilde uygun hacimde PAMAM sivisindan
alinip {izerine ¢ozelti hacmi 500 pL olacak sekilde 50 mM PBS eklenmesi ile

hazirlanmistir. Cozelti her defasinda taze olarak hazirlanip kullanilmistir.
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3.3.1.7. Folik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Elektrot modifikasyonu i¢in 1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mm, 25 mM ve 50 mM folik
asit ¢ozeltileri kullanilmistir. Istenilen derisme uygun sekilde folik asit katisindan ve
son derisimi 50 mM olacak sekilde EDC ve NHS katilarindan tartilarak tlizeri ¢6zelti

hacmi 1 mL olacak sekilde MES tamponu ile tamamlanir.

3.3.1.8. Analit ¢ozeltisinin hazilanmast

Besiyeri ortaminda bulunan HelLa kanser hiicreleri ve kontrol hiicreleri, santrifiij
islemi ile besiyerinden ayrilmis ve pH: 7.4, 100 mM tuz igeren 50 mM PBS ortamina
istenilen derisimde eklenmistir. Tuzlu PBS ¢ozeltisini hazirlamak i¢in, KH2PO4’den
ve NaCl’den gerekli miktarda tartim alinip ¢ozelti hacmi 50 mL olacak sekilde distile
su ilave edilerek hazirlanmistir. Cozeltiye NaOH ilave edilerek pH ayarlamasi

yapilmistir.

3.3.2. Sitosensoriin fabrikasyonu

3.3.2.1. Yalin GCPE un hazirlanmasi

Sekil 3.6’da belirtildigi gibi, %80 grafit tozu ve %20 mineral yag saat cami iizerinde
bir spatiil yardimi ile karigtirilarak teflon elektrot igerisindeki 2 mm yarigapl bosluga
yerlestirilmistir ve yalin GCPE elde edilmistir. Elektrodun elektriksel baglantisini

saglamak i¢in bakir tel kullanilmistir.
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Sekil 3.6. Yalin GCPE'nin hazirlanmasi

3.3.2.2. Yalin GCPE 'nun modifiye edilmesi ve sitosensoriin olusturulmasi

Sekil 3.7°de sematik olarak gosterildigi gibi yalin GCPE ¢esitli kimyasallar

kullanilarak modifiye edilmistir ve son olarak spesifik yiizeyin olusturulmasi ile

se¢imli olarak HeLa belirlemesi yapabilen bir Sitosensor olusturulmustur.
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Sekil 3.7. Sitosensor modifikasyonunun sematik gosterimi
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Modifikasyon asamalar1 asagida ayrintili olarak belirtilmistir.

X/
L X4

llk olarak Sekil 4.3‘de gosterildigi gibi yalin GCPE’nin yiizeyi
elektrokimyasal olarak Aunp ile kaplanmistir. Kaplama islemi +1.2V’dan -

0.3V’a, 0.05 v/s tarama hizinda, 5 dongii olarak gergeklestirilmistir.

Altin kaplanan elektrot 100 mM sisteamin ¢ozeltisine daldirilarak 1 saat
beklenmis ve sisteaminin —SH uglarindan altin yiizeye baglanmasi saglanmis

ardindan bidistile ile yikama yapilmustir.

Sisteamin ile muamele edilmis altin kapli GCPE, %5’lik gluteraldehit reaktif
cozeltisine daldirilarak 30 dk bekletilmistir ve PBS ile yikama yapilmustir.

Sonraki asamada elektrot, elektrik iletkenligi iyi bir polimer olan PAMAM ile
muamele edilmistir. Elektrot yiizeyine, % 1 lik PAMAM ¢ozeltisinden 35 pL

damlatilarak 1 saat beklenmistir ve PBS ile yikama yapilmustir.

HeLa kanser hiicresine spesifik bir sitosensor elde etmek amaci ile elektrot
modifikasyonunun son agamasinda, elektrot yiizeyine folik asit immobilize
edilmistir. Elektrot iizerine, 25 mM folik asit (50 mM EDC ve 50 mM NHS
iceren) cozeltisinden 35 pl damlatilarak 30 dk beklenmistir. Bdylece
sitosensoriin aktif yiizeyine folik asit tutturulmustur asir1 reaktif PBS ile

ortamdan uzaklagtirilmistir.
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4. SONUC

4.1. Elektrokimyasal Sitosensoriin Fabrikasyon Asamalarimin Floresans

Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

Gelistirilen sitosensoriin modifikasyon agamalarini karakterize etmek ve se¢imliligini
kanitlamak amaciyla floresans mikroskobu kullanilarak goriintiiler alinmistir.
Saglikli goriintiiler elde edebilmek icin sert ve diiz bir yiizeye ihtiya¢ oldugundan bu
asamada ITO yiizey ve cSPE’lar kullanilmigtir. HeLa spesifik sitosensor olusturmak
icin GCPE iizerine yapilan tiim modifikasyonlar asamalar1 aynmi sekilde cSPE ve ITO
yiizeylere de uygulanmistir. Modifiye edilen elektrotlar ayni derisimdeki (5x104
hiicre/ml) HeLa ve A549 kontrol hiicreleri ile prosediirde belirtildigi gibi inkiibe
edilmistir. Hicrelerle inkiibasyon asamasindan sonra yiizeydeki fazlaliklar PBS
tamponu ile yikanarak giderilmis ve ardindan elektrot yiizeyi DAPI ile boyanarak
hiicrelerin ¢ekirdekleri floresans mikroskobunda goriiniir hale getirilmistir. Son
alarak gorlntilleme islemi yapilarak Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°deki goriintiiler elde

edilmistir.
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Sekil 4.1. Floresans mikroskop ile A. ITO bos yiizey, B. Folik A/PAMAM/Glu/Cys/Aunp/ITO,
C. A549 /Folik A/PAMAM/GIlu/Cys/Aunp/ITO ve D. HeLa/ Folik
A /PAMAM/GIu/Cys/Aunp/ITO goriintiisii

Sekil 4.2. Floresans mikroskop ile A. Karbon yiizey baskil elektrot (cSPE) bos yiizey, B. Folik
A./JPAMAM/GIlu/Cys/ Aunp/ cSPE, C. A549 /Folik A./PAMAM/GIlu/Cys/ Aunp/ cSPE ve D.
HeLa/ Folik A/PAMAM/GIu/Cys/ Aunp/ cSPE goriintiisii

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de goriildiigli gibi A’da heniliz hi¢cbir modifikasyon
olmadigindan herhangi bir floresans yoktur ve goriintii elde edilemememistir. B” de
ise ITO ylizey ve cSPE {izerine sirast ile Aunp/Cys/Glu/PAMAM ve FA modifiye



edildiginden, Aunp’lerin kuvvetli floresans 6zellikleri sayesinde lizerinde bir ¢ok
tabaka bulunmasma ragmen goriintii elde edilebilmistir. C’de A549 hiicrelerinin
DAPI ile boyanmis ¢ekirdekleri belirgin bir sekilde floresans vermis ve ¢ok az sayida
hiicrenin sitosensor yiizeyine tutundugu gozlenmistir. D’de ise HeLa hiicrelerinin
DAPI ile boyanmis g¢ekirdeklerinin floresansi ile elde edilen goriintiiden sitosensor
yiizeyinin nerdeyse tamaminin HeLa ile kapli oldugu anlasilmaktadir. Sonug olarak,
gelistirilen sitosensoriin HeLa rahim agzi1 kanser hiicreleri i¢in yiiksek oranda se¢imli

oldugunu séylemek miimkiindiir.

4.2. Elektrokimyasal Sitosensoriin Fabrikasyon Asamalarinin Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

4.2.1. CV ile elektrokimyasal sitosensoriin karakterizasyonu

Yalin GCPE ve modifikasyon basamaklarmm CV &lgiimleri 50 mM Fe(CN)s]> 74
iceren 50 mM PBS pH: 7 icerisinde 0.6 V’dan -0.4 V’a, 50 mV s tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Sekil 4.3’de ilk asama olan GCPE yiizeyine elektrokimyasal
olarak Aunp kaplanmasi gosterilmektedir. Bu islem 1.2 V’dan -0.3 V’a, 0.05 v/s
tarama hizinda ve 5 dongiide gergeklestirilmistir. Sekil 4.4’den de agikca
goriilebilecegi gibi GCPE {izerine Aunp kaplandik¢a akim degeri artmaktadir. Akim
degerindeki bu artis Aunp’lerin iletken olmalarindan kaynaklanmaktadir (Sekil
4.4.1).
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Sekil 4.3. GCPE iizerine elektrokimyasal yontemle Aunp kaplanmasini gosteren
voltammogram.

Ikinci basamakta sisteamin altin nanotaneciklere —~SH uglarindan baglanmis ve akim
degerini daha da arttirmistir (Sekil 4.4.c). Gluteraldehit; ¢apraz baglayicisinin yiizeye
baglanmasi ile elektrot yiizeyinde yalitkan bir tabaka olusmustur ve akim degerinde
disme meydana gelmistir (Sekil 4.4.d). PAMAM iletken polimerinin yiizeye
immobilizasyonu ile, elektron akisi bir nebze kolaylagsmis ve akim degeri tekrar
yikselis gostemistir (Sekil 4.4.€). Son basamakta PAMAM’larin {izeri folik asit ile
kaplandigindan akim degeri tekrar azalmistir (Sekil 4.4.f).
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Sekil 4.4. CV ile modifiye elektrodun her tabakasimin karakterizasyonu. a; GCPE, b;
Aunp/GCPE, c; Cys/Aunp/GCPE, d; Glu/Cys/Aunp/GCPE, ¢; PAMAM/GIlu/Aunp/GCPE, f;
Folik A./PAMAM/GIu/Cys/Aunp/GCPE. Karakterizasyon asamasindaki tiim 6l¢iimler 50 mM
[Fe(CN)s]3/4 50mM pH:7 PBS’de gerceklestirilmistir.

4.2.2. EIS ile elektrokimyasal sitosensoriin karakterizasyonu

EIS, yiizey modifikasyonundan sonra elektrot tizerindeki elektrokimyasal iletim
prosesini aydinlatmak ag¢isindan etkili bir yontemdir (Anik ve Cubukcu, 2008). Bu
calismada, impedans ol¢iimleri 102 ile 10° Hz frekans araliginda 0.179 V
potansiyelde, 5 mV alternatif gerilim uygulanarak gergeklestirilmistir. Sekil 4.5°de
de gosterildigi gibi, daha yiiksek potansiyellere gidildik¢e impedans spektrumu bir
yarigember kismi olusturmaktadir. Yarigember zorlasan elektron transferini ifade
etmektedir. Yarigember yarigapi iSe ara yiizey elektron transfer direncini gosterir
(Ret). Sekil 4.5’den yalin GCPE’nin en biiyiik yarigembere sahip oldugu dolayisi ile
direncinin en biiyiikk oldugu anlagilmaktadir (Sekil 4.5.a). GCPE’nin iizerine Aunp

kaplandiginda, Aunp’nin iletkenligi arttirmasi ile yar1 ¢ember aniden kiigiilmiistiir.
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Bu durum Aunp’lerin elektron transferi lizerinde etkili oldugunun kanitidir (Sekil
4.5.b). Sisteaminin elektrot ylizeyine immobilizasyonu ile CV voltammograminda da
goriildiigli gibi akim degeri artmistir. Bu akim artis1 EIS 6l¢iimiinde yar1 ¢emberin
kiiglilmesi seklinde goriilmektedir (Sekil 4.5.c). Gluteraldehit ile kimyasal baglar
giiclendirilirken, elektrot yiizeyine bir katman daha olusturuldugundan elektron akisi
zorlasmis ve direng artarak yar1 cember biiyiimiistiir (Sekil 4.5.d). letken yapiya
sahip PAMAM da Aunp ile ayni etkiyi gostererek elektron akisini kolaylastirmis ve
yar1 ¢ember kii¢tilmiistiir (Sekil 4.5.e). Son modifikasyon basamagi olan folik asit
immobilizasyonu ile PAMAM’1n yiizey kaplandigindan direng artmis ve yari gember
biytimistiir (Sekil 4.5.1).
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Sekil 4.5. EIS teknigi kullanilarak 0.179 V ¢ahsma potansiyelinde, 10-2Hz ile 10°Hz frekans
arahginda ve 5 mV alternatif gerilim uygulanarak modifiye elektrodun karakterizasyonu. a;
GCPE, b; Aunp/GCPE, c;, Cys/Aunp/GCPE d; Glu/Cys/Aunp/GCPE, e; PAMAM/GIlu/Cys/, f;
Folik A.,PAMAM/GIu/Cys/. Karakterizasyon agamasindaki tiim él¢iimler 50 mM Fe(CN)e]**
iceren 50 mM pH:7 PBS’de gerceklestirilmistir.
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4.3. Calisma Kosullarimin Optimizasyonu

4.3.1. Folik asit derisimi optimizasyonu

Sitosensor fabrikasyonunda kullanilmasi gereken optimum folik asit miktarini
saptamak i¢in; 1 mM, 3mM, 5 mM, 10 mM, 25 mM ve 50 mM derisimde folik asit
iceren sitosensdrler hazirlanip, 5x10* hiicre/mL iceren ¢ozelti ile oda sicakliginda 1
saat inkiibasyon siiresinde HeLa belirlenmesindeki performanslarina bakilmistir.
Sonug olarak, Sekil 4.6°da gosterildigi gibi akim farklanmalari sirast ile 0.23 pA,
0.32 pA, 0.45 pA, 0.70 pA, 0.93 pA ve 0.28 pA olarak gozlenmistir ve elde edilen
akim farklanmalar1 kullanilarak ¢izilen optimizasyon grafiginden en iyi akim
farklanmasinin 25 mM folik asit igeren Sitosensorden elde edildigi belirlenmistir

(Sekil 4.6.E; Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. A: 1 mM, B: 3 mM, C: 5 mM, D: 10 mM, E: 25 mM ve F: 50 mM derisimde folik asit
iceren sitosensorler ile 5x10* hiicre/ml iceren HeLa cozeltisi kullanlarak 1 saat inkiibasyon
siiresinde bu sitosensorlerin performanslarim gosteren voltammogramlar. Hiicre belirlenmesi
sirasinda tiim 6lciimler pH:7,50 mM PBS’de yapilmistir. Calisma potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a,

tarama hizi 0.05 v/s dir.
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Sekil 4.7. Folik asidin optimizasyon grafigi

4.3.2. Inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Sitosensor ile HeLa kanser hiicrelerinin optimum etkilesim siiresini saptamak igin,
5x10* hiicre/mL derisimdeki hiicre ¢dzeltisi ile 25 mM folik asit iceren Sitosensorler
30, 60, 90 ve 120 dk oda sicakliginda etkilesime maruz birakilmis ve her bir siire i¢in
akimdaki farklanmalar1 kaydedilmistir. Sonu¢ olarak, Sekil 4.8’de goriildiigii gibi
sirast ile 0.3 pA, 1.0 pA, 0.5 pA ve 0.4 pA akim farklanmalari elde edilmis ve bu
akim farklanmalar1 kullanilarak olusturulan optimizasyon grafiginden optimum

inkiibasyon siiresinin 60 dk oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8.B; Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. 25 mM folik asit iceren cytosensérler ile 5x10* hiicre/ml iceren HeLa cozeltisinin A: 30,
B: 60, C: 90 ve D: 120 dk inkiibe edildikten sonra bu sitosensorlerin performanslarim gosteren
voltammogramlar. Hiicre belirlenmesi sirasinda tiim dl¢iimler pH:7,50 mM PBS’de yapilmistir.

Calisma potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, tarama hiz1 0.05 v/s dir.
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Sekil 4.9. Inkiibasyon siiresi optimizsyon grafigi
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4.4. Analitiksel Karakteristik

4.4.1. Dogrudan voltammetrik yontemle kanser hiicrelerinin tayini

Elektrokimyasal  sitosensoriin  fabrikasyon asamalarinin ~ mikroskobik  ve
elektrokimyasal karakterizasyonundan sonra g¢alisma kosullar1 optimize edilmistir.
Daha sonra optimum ¢alisma kosullarinda gelistirilen sitosensoriin analitiksel
karakteristikleri belirlenmistir. Bu amagla Sekil 4.10°da goriildiigii gibi 108, 10°, 104,
103 ve 102 hiicre/mL derisimindeki HeLa hiicreleri ile CV dl¢iimleri gergeklestirilmis
ve Hela kanser hiicresi sayis1 azaldik¢a akim farklanmasinda dogrusal bir azalig
meydana gelmistir. Akim farklanmalar1 sirast ile 1.4 pA, 1.1 pA, 0.7 pA, 0.4 pA, ve
0.2 pA olarak kaydedilmistir. Hiicre sayisi ile akim farklanmasi arasindaki dogrusal
iliskiden yararlanarak Sekil 4.11°deki kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Sonug
olarak; sitosensoriin HeLa kanser hiicresini belirleyebildigi dogrusal aralik 107 - 10°
hiicre/mL  olarak saptanmistir. LOD degeri 100 hiicre/mL ve RSD degeri 5x10*
HeLa hiicreleri (n=3) i¢in 1.55 % olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. Hiicre sayisi ile akim farklanmasi arasindaki iliskiyi gosteren CV voltammogramlari.

Hiicre miktarlar, (A) 10°, (B) 105, (C) 10% (D) 103 (E ) 10? hiicre/mL seklindedir. Hiicre

belirlenmesi sirasinda tiim él¢iimler pH:7,50 mM PBS’de yapilmistir. Calisma potansiyeli
0.4V’°dan -0.1 V’a, tarama hiz1 0.05 v/s dir.

log I(uA)
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0,1
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y =0.206x - 1.028
R?=0.9616

Sekil 4.11. 10%-10° hiicre/mL aralhiginda yapilan dl¢iim verileri ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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4.4.2. Sentri voltammetrik yontemle kanser hiicrelerinin tayini: sitosentri-

voltammetri

Yukaridaki boliimlerde daha 6nce bahsedildigi gibi, sentri-voltammetri bugiine dek
agir metal tayini ve biyolijik molekiil tayinine uygulanmistir. Ardindan gelistirilen
biyosentri-voltammetri, enzim temelli biyosensor sistemlerinin sentri-voltammetriye
uyarlanmasini icermektedir. Bu tez kapsaminda ilk kez, kanser hiicreleri sentri-
voltammetri ile belirlenmis, bunun sonunda sitosentri-voltammetri ydntemi
gelistirilmistir.  Sentri-voltammetri  santrifuj islemi igerdiginden, sitosentri-
voltammetrik tayinde santrifiij parametreleri olan santrifiij hiz1 ve santrifuj stiresi

oncelikle optimize edilmistir.

4.4.2.1. Santrifiij hizi optimizasyonu

Biyosentri-voltammetrik uygulamalarda santrifiij —parametreleri, analitin On
deristirilmesini etkilediginden 6nemli bir yere sahiptir ve biyosentri-voltammetrik
yontemin duyarliligini etkiler (Anik, 2013). Bu nedenle oncelikle santrifiij hizinin
akim yanitlarina etkisi incelenmistir. Kanser hiicresi belirlenmesi 0, 300, 500, 1000
ve 2000 rpm santrifiij hizlarinda 5x10* hiicre/mL HeLa hiicresi iceren ¢ozelti igin 1
dk santrifiij siiresinde gergeklestirilmis ve Sekil 4.12°de goriildigi gibi akim
farklanmalar1 sirasiyla 4 pA, 6.2 pA, 85 pA, 7.8 pA ve 7.2 pA olarak
kaydedilmistir. Akim farklanmas1 degerlerinden yararlanirlarak optimizasyon grafigi

cizilmistir (Sekil 4.13)

Santrifiij hiz1 arttik¢ca akim degerlerinde artisin olmasi konveksiyondaki artis ile daha
fazla analitin elektrot ylizeyinde toplanmasina baglanabilir. Yiksek santrifiij
hizlarinda daha iyi akim degerleri elde edilebilirdi ancak ytliksek santrifiij hizlarinda
biyosentri-voltammetrik hiicrede bozulmalar meydana gelebileceginden 500 rpm
optimum deger olarak se¢ilmistir ve calismalarda bu deger kullanilmistir (Sekil

4.12.B).
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Sekil 4.12. Santrifiij hizininin HeLa belirlenmesine etkisini gosteren voltammogramlar.
Olgiimler A)0 rpm, B)300rpm, C)500rpm ve D)1000rpm de 1 dk santrifiij siiresinde
gerceklestirilmistir. Hiicre belirlenmesi sirasinda tiim o6l¢iimler pH:7,50 mM PBS’de

yapilmustir. Calisma potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, tarama hiz1 0.05 v/s dir.

I/uA
O R N W b T OO N 0 O
V.

0 1000 2000 3000
santriftj hizifrpm

Sekil 4.13. Santrifiij hizinin akim degerlerine etkisi
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4.4.2.2. Santrifiij siiresi optimizasyonu

0, 0.5, 1, 3 ve 7 dk’lik santrifiij siirelerinin akim yanitlarina etkisi 5x10* hiicre/mL
HeLa hiicresi iceren ¢ozelti 500 rpm santrifiij hizinda incelenmis ve akim
farklanmalar1 siras1 ile 4 pA, 5.3 pA, 151 pA, 39 pA ve 3.5 pA olarak
kaydedilmistir. Bu akim farklanmalarindan yararlanilarak Sekil 4.15’deki
optimizasyon grafigi elde edilmistir. Sekilde 4.15’de de gorildiigii gibi 1 dk ya kadar
akim degerinde yiiksek bir artis, 1 dakika santrifiij sliresinden sonra akim degerinde
diisiis gozlenmistir. Uzun santrifiij siireleri elektrot yiizeyinde santrifiij giicii ile
biriktirilen analitin dagilip ¢ozeltiye karigsmasina neden olabilir. Bu sebeple akim
degerlerinde diislis gozlenmistir. En yliksek akim degeri 1 dakikada elde edildigi i¢in
sonraki ¢alismalarda bu siire kullanilmistir (Sekil 4.14.C).

Sekil 4.14. Santrifiij siiresinin HeLa belirlenmesine etkisini gésteren voltammogramlar.
Olciimler A)0 dk, B) 0.5 dk, C) 1 dk, D) 3dk ve E) 7 dk santrifiij siirelerinde ve 500 rpm de
gerceklestirilmistir. Hiicre belirlenmesi sirasinda tiim dl¢iimler pH:7 , 50 mM PBS’de

yapilmistir. Calisma potansiyeli 0.4V’dan -0.1 V’a, tarama hizi 0.05 v/s dir.
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Sekil 4.15. Santrifiij siiresinin akim degerine etkisi

4.4.2.3. Sitosentri-voltammetri ile HeLa kanser hiicrelerinin belirlenmesi

Hazirlanan sitosensoriin biyosentri-voltammetrik yontem ile HeLa kanser hiicresini
belirleme performansini 6lgmek i¢in, optimum sartlarda ¢alisilmistir. Sekil 4.16°da
da goriildiigii gibi 5x10°, 7.5x10° 7.5x10% 7.5x10% 7.5x10' ve 8 hiicre/mL
derisimdeki HeLa hiicreleri ile yapilan CV o6l¢limlerinde sirast ile 12.5 pA, 11.2 pA,
7.5 nA, 6.38 nA, 5.6 pA ve 4.7 pA akim farklanmalari elde edilmistir. Artan hiicre
say1st ile olusan akim farklanmasi arasinda dogrusal iliski gozlenmistir. Bu dogrusal
iliskiden yararlanilarak Sekil 4.17.’deki kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Sonug olarak;
elektrokimyasal sitosensoriin HeLa kanser hiicresini belirleyebildigi dogrusal aralik
8 - 5x10° hiicre/mL saptanmistir. LOD degeri 8 hiicre/ml, RSD degeri ise 5x10*

HeLa hiicreleri (n=3) i¢in 4.7 % olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.16. HeLa derisimi ile akim farklanmasinin dogrusal orantili oldugunu gosteren

biyosentri-voltammetrik voltammetrik dl¢iimler. Hiicre miktarlar1 A) 5x10%, B) 7.5x10°, C)

7.5x10%, D) 7.5x10? ve E) 8 hiicre/mL seklindedir. Hiicre belirlenmesi sirasinda tiim él¢iimler

pH:7, 50 mM PBS’de yapilmustir. Caliyma potansiyeli 0.4V’dan -0.1 V’a, tarama hiz1 0.05 v/s

dir.

log(1)/ A
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y =0,0735x + 0,5962
R%=0,9947
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Sekil 4.17. HeLa hiicrelerinin biyosentri-voltammetrik yontemle belirlenebildigi dogrusal aralik
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4.4.3. Biyosentri-voltammetrik hiicrede santrifiijsiiz kanser hiicresinin tayini

Biyosentri-voltametrik hiicre kullanilarak santrifiij islemi yapilmaksizin kanser

hiicresi tayini gergeklestirilmistir. Bunun i¢in Sekil 4.18°de goriildiigii iizere 105,

7.5x10°, 7.5x103,

7.5x10%2 ve 7.5x10' hiicre/mL derisimindeki HeLa hiicreleri

kullanilmis ve akim farklanmalari sirast ile 6.1 pA, 4 pA, 3.54 pA, 2.58 pA ve 2.00

1A olarak kaydedilmis ve hiicre sayisindaki azalis ile akim farklanmasindaki azalig

dogru orantili oldugu anlasilmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak Hela hiicresinin bu

sistem ile belirlenebildigi dogrusal aralik 7.5x10" - 10° hiicre/mL olarak saptanmustir
( Sekil 4.19). LOD degeri 75 hiicre/ml, RSD degeri ise 5x10* HeLa hiicreleri (n:3)

icin 3.5 % olarak hesaplanmustir.

WE(1).Current (A)

WECT) Curment (&)

[ oz
Potential apalied (v}

Sekil 4.18. HeLa derisimi ile akim farklanmasinin dogrusal orantih oldugunu gosteren Sentri-

voltammetri hiicresinde santrifiij islem basamag olmadan yapilan voltammetrik él¢iimler.
Hiicre miktarlar (A) 10%, B)7.5x10%, C) 7.5x103, D) 7.5x10? ve E)7.5x10 hiicre/mL seklindedir.

Hiicre belirlenmesi sirasinda tiim dl¢iimler pH:7,50 mM PBS’de yapilmistir. Calisma
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potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, tarama hizi1 0.05 v/s dir.
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Sekil 4.19. Biyosentri-voltammetri hiicresi kullanilarak santrifiijsiiz yapilan él¢iimler

sonucunda elde edilen HeLa belirlenmesi dogrusal araligin gosterimi

4.5. Elektrokimsal Sitosensoriin A549 Hiicreleri ile Kontrol Edilmesi

HeLa kanser hiicrelerini belirlemek amaciyla tasarlanan elektrokimyasal sitosensoriin
spesifikligi A549 (Akciger karsinom hiicreleri) hiicreleri ile test edilmistir. Yapilan
elektrokimyasal ol¢timler sonucunda Sekil 4.20.’de goriildiigii gibi derisimleri ayn
ve 5x10% hiicre/mL olan AS549 hiicrelerinin HeLa hiicrelerine kiyasla akim degerini

daha az diislirdligii saptanmustir.
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Sekil 4.20. Elektrokimyasal sitosensoriin spesifikliginin 5x10* hiicre/ml A549 hiicreleri ile test
edilmesi
Dongilisel voltammetri ile gerceklestirilen 6l¢iimler sonucunda, A549 hiicrelerinin
derigimi ile akim farklanmasi arasinda dogrusal bir iliski gézlenmemistir. Sekil 4.21°
den de goriildiigii gibi 108, 10° 10% 10% ve 10? hiicre/mL dersimindeki A549
hiicreleri ile yapilan denemelerde sirasi ile 2.95, pA 2.7 puA, 4.2 pA, 4.8 pA ve 2.46
A akim farklanma degerleri elde edilmistir. Voltammetrik 6lglimler sonugu elde
edilen akim farklanmalarindan yararlanarak Sekil 4.22°deki kalibrasyon egrisi elde
edilmistir ve gelistirilen sitosensoriin A549 hiicreleri ile etkilesimlerinin, akim

farklanmasini dogrusal olarak degistirmedigi gozlenmistir.
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Sekil 4.21. Gelistirilen sitosensoriin A549 hiicreleri ile denemelerinin CV voltammogramlari. A.
108, B. 105, C. 104, D. 10° ve E. 10? hiicre/mL derisimdeki A549 hiicreleri ile kontrol denemeleri
pH:7 , 50 mM PBS’de yapilmistir. Calisma potansiyeli 0.4V’ dan -0.1 V’a, tarama hiz1 0.05 v/s
dir.
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Sekil 4.22. Elektrokimyasal sitosensor ile A549 hiicrelerinin etkilesiminden elde edilen
kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.1. Farkh kanser hiicreleri belirlenmesi ¢alismalarinin karsilagtirilmasi

Analit Nanomalzeme | Elektrokimyasal | Belirtme | Dogrusal | Referanslar
metot alt limiti aralik
Losemi Aunp EIS ve 350 5.0x10%- | Suetal. 2014
- . 7
kanseri DPV hiicrel 7.5x10
hiicresi mL™? hiicre
(HL-60) mL?
HelLa - EIS ve 300 hiicre | 3.0x10%- | Wang et al.
. . -1 7
hiicreleri DPV mL 1.0x10 2014
hiicre
mL?
HelLa MWNT CV ve 90 hiicre | 2.4x10%- | Wangetal.
. . -1 5
hiicreleri EIS mL 2.4x10 2013
hiicre
mL?
HelLa Aunp CV ve DPV 10 hiicre 10-10° Xu et al.
hiicreleri mL? hiicre 2013
mL?
Losemi - CV ve 500 hiicre | 5.0x10%- Yang et al.
i -1 6
kanseri EIS mL 5.0x10 2013
hiicresi hiicre
(HL-60) mL?
Gogiis - CV ve EIS) ve 67 hiicre | 1.0x10% Zhao et al.
kanseri Chronocoulometry mL™? 1.0x10° 2013
hiicresi (CC) hiicre
MCF-7 mL™!
Hela Polyaniline CV ve 2000 1.0x10% Hui et al.
hiicreler nanofibers EIS hiicre 6.4x106 2012
(PANI-NF), mL hiicre
Aunp mL?
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Tablo 4.1@vam_ Farkh kanser hiicreleri belirlenmesi cahsmalarinin karsilastiriimasi

Analit Nanomalzeme | Elektrokimyasal | Belirtme | Dogrusal | Referanslar
metot alt limiti aralik
MCF-7 - CV ve) 100 hiicre | 1.0x10% | Lietal. 2011
-1 6
EIS mL 1.0x10
hiicre
mL?
MCF-7 Cds SWV(kare dalga | 3.2x10? 104-107 | Lietal. 2010
voltammetrisi) ve hiicre hiicre
EIS mL? mL?
Mide SWNT CV ve DPV 620 hiicre | 1.0x10%- | Chengetal.
kanseri mL? 1.0x107 2008
hiicreleri hiicre
(BGC-823) mL?
4.6. Yorum

Tez kapsaminda, elektrokimyasal sitosensér yapiminda iki yeni prosedir
gelistirilmistir.  Gelistirilen yontemler, model olarak Hela kanser hiicrelerine

uygulanmigtir.

[k yontemde, PAMAM ve GCPE temelli elektrokimyasal sitosensor ilk kez Hela
hiicrelerinin tayini i¢in kullanilmis ve olduke¢a iyi sonuclar alinmistir. Bu yontem
kullanilarak HeLa kanser hiicresi belirlenmesinde dogrusal aralik 102-10° hiicre/ml
olarak saptanmustir. LOD; 100 hiicre/ml ve RSD degeri ise 5x10* HeLa hiicreleri
(n:3) i¢in 1.55 % olarak hesaplanmustir.
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Ikinci yontemde, danisman hocam tarafindan gelistirilen sentri-voltammetri,
sitosensore uygulanarak sentri-sitosensor yontemi gelistirilmistir. Bu yontemle de
oldukca etkin ve duyar sonuglar alinmistir. Bu yontemde santrifuj yapmaksizin, 6zel
biyosentri-voltammetri hiicresi kullanilarak yapilan galismalarda; HeLa hiicreleri
belirlemesinde dogrusal aralik 7.5x10%- 10° hiicre/ml olarak saptanmustir. LOD, 75
hiicreler/ml olarak bulunurken, RSD degeri 5x10* HeLa hiicreleri (n:3) igin 3.5 %
olarak hesaplanmistir. Diger yandan, biyosentri-voltammetri hiicresi ile santrifiij de
yapilarak yapilan ¢alismamizda, HeLa hiicreleri belirlenmesinde dogrusal aralik 8 —
5x10° hiicre/ml olarak saptanmustir. Bu ¢alismada LOD degeri 8 hiicre/ml ve RSD
degeri 5x10* HeLa hiicreleri (n:3) icin 4.7 % olarak hesaplanmustir.

AS549 hiicreleri ile yapilan kontrol denemelerin de ise, akim farklanmasi ile A549
hiicreleri derisimi arasinda dogrusal bir iliski olmadig1 ve gelistirilen elektrokimyasal

sitosensoriin HeLa kanser hiicresine se¢imli oldugu kanitlanmustir.
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