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Doktora Tezi
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Danigman: Dog. Dr. Birsen Can Demirdogen
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Prostat Kanseri (PK), erkeklerde genellikle periferal bazal hiicrelerde gelisen bir
kanser tipidir. Hastaligin klinikteki tanisinda, serum Prostat Spesifik Antijeni (PSA)
testi, parmakla rektal muayene (PRM) ve Trans-rektal Ultrasonografi (TRUS) gibi
testler kullanilmakta, normal disit PRM/TRUS ve/veya PSA degerinin 4 ng/mL’ nin
uzerinde olmasi gibi anomalilerden herhangi ikisi birlikte oldugunda igne biyopsisi
yapilmaktadir. Hastaligin asamasiin belirlenmesinde, yukarida bahsi gegen test
sonuclart baz alinarak Gleason Skorlamasi kullanilmaktadir. Erkeklerde akciger
kanserinden sonra ikinci sirada kansere bagli mortaliteye ve morbiditeye sebep olan
bu hastaligin erken donemde ve dogru tanisinin yapilmasi oldukg¢a 6nemlidir. Ancak
serum biyobelirteci PSA'nin prostat kanserine 6zgii degil sadece prostata spesifik bir
biyobelirte¢ olmasi hastaligin dogru tanisim1 engellemektedir. Bu nedenle prostat
kanserinin dogru ve erken tanisinda kullanilabilecek, prostat kanserine 0zgii
biyobelirteglere dayali, yiiksek performansl tan1 yontemleri/testlerinin gelistirilerek
klinik uygulamalara kazandirilmas: 6nem teskil etmektedir. Bu dogrultuda, doktora
tez calismasi kapsaminda, prostat kanserine spesifik bir biyobelirte¢ oldugu
literatiirdeki ¢alismalarda siklikla ifade edilen Prostat Spesifik Membran Antijeni
(PSMA) 6lcumunt hedef alan, kuvars ayar ¢atali (QTF) tabanli kiitle hassas ve ekran
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baskili elektrot (SPE) tabanli elektrokimyasal PSMA immiinosensdrlerinin
gelistirilmesi amaglanmustir.

Calismanin ilk basamaginda, QTF doniistiiriicli yiizeyleri sirasiyla amino gruplarinca
zengin amiloid benzeri protein nanofiberler ve plazma polimerize ince filmler ile
modifiye edilmistir. Yiizey aktivasyonundan sonra, PSMA antijene 6zgii antikorun (a-
PSMA) QTF yiizeylerine immobilizasyonu yapilmis ve gelistirilen immiinosensdriin
hedef analiti PSMA ile etkilesimi rezonans frekansindaki degisimler ol¢iilerek takip
edilmistir.

Ikinci asamada, elektrokimyasal tabanli immiinosensoriin gelistirilmesi hedeflenmis
ve bu hedef dogrultusunda altin ¢alisma elektrotlu SPE’ lerin yuzeyleri sisteamin
fonksiyonellestirilen altin nanoparcaciklar (Cys-AuNp) ile modifiye edilmistir. YUzey
fonksiyonellestirilmesi sonrasinda, N,N-karbonildiimidazol (CDI) aracilig: ile antikor
immobilizasyonu gerceklestirilmis ve gelistirilen immiinosensoriin hedef analiti -
PSMA- ile etkilesimi sirasiyla voltametrik analiz ve empedans spektroskopisi ile test
edilmistir. Cys-AuNp modifikasyonu, elektrokimyasal immunosensorlerin analitik
Ol¢lim performansini arttirarak pikogram seviyesindeki analitin dahi fizyolojik tampon
¢ozeltisi (pH:7,4) ve serum ortamlarinda tayin edilmesine olanak saglamistir.

Ozetle, bu doktora tez calismasi kapsaminda, prostat kanserine spesifik PSMA
antijeninin ve PSMA ekspresyonu gosteren hicrelerin 6lcimuni temel alan, prostat
kanserinin teshisinde dogrudan/destekleyici olarak kullanilabilecek, QTF-tabanli kiitle
hassas ve  SPE-tabanli  elektrokimyasal immiinosensorlerin  tasarimlar
gerceklestirilmis ve gelistirilen immiinosensorlerin performanslar degerlendirilmistir.
Sonug olarak, bu doktora tezinde sunulan elektrokimyasal tabanli immiinosensorin
prostat kanseri veya diger kanser tiplerinde gelistirilmesi planlanan gelecekteki tani

sistemleri i¢in bir altyap1 sunacagina inanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, Immiinosensor, Prostat spesifik membran

antijeni, Kuvars ayar ¢atali, Ekran-baskili elektrot, Altin nanoparcacik



ABSTRACT

Doctor of Philosophy
DEVELOPMENT OF PROSTATE SPECIFIC MEMBRAN ANTIGEN BASED
IMMUNOSENSOR FOR EARLY DETECTION OF THE PROSTATE CANCER
Gozde Kabay

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Biomedical Engineering Programme
Supervisor: Assoc. Prof. Birsen Can Demirdégen
Date: October 2019
Prostate Cancer (PK) is a type of cancer that usually develops in peripheral basal cells
in men. In clinical diagnosis, serum Prostate Specific Antigen (PSA) test, digital rectal
examination (DRE), and Trans-rectal Ultrasonography (TRUS) are commonly used.
Needle biopsy is performed when either PRM, TRUS or PSA is over the limit of 4 ng
/mL. As aresult, Gleason Score is given to determine the stage of the disease based on
the test results mentioned above. It is very important to make an early and accurate
diagnosis of the disease, which causes high cancer mortality and morbidity in the
second place after lung cancer in men. However, the fact that serum biomarker PSA
being only a prostate specific biomarker not a prostate cancer specific one, that
prevents accurate diagnosis of the disease. Therefore, it is important to develop high
performance diagnostic methods/tools based on prostate cancer specific biomarkers
that can be used in the accurate and early diagnosis of prostate cancer. Accordingly,
the scope of this thesis is to develop mass sensitive quartz tunning fork (QTF) and
screen-printed electrode (SPE) based electrochemical PSMA immunosensors targeting
measurement of Prostate Specific Membrane Antigen (PSMA), which has been

mentioned prostate cancer specific biomarker in the literature.
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In the first stage of the study, the QTF transducer surfaces have been modified with
amino-rich amiloid-like protein nanofibers and plasma polymerized thin films, in turn.
After surface activation, immobilization of PSMA antigen-specific antibody (a-
PSMA) onto QTF surfaces was performed and the interaction of the developed
immunosensor with the target analyte PSMA was monitored by measuring changes in
resonance frequency.

In the second step, the production of electrochemical immunosensor was aimed and to
achieve this goal, SPE having gold working electrode was modified by cysteamine
(Cys) functionalized gold nanoparticles (Cys-AuNp). After surface functionalization,
1'-Carbonyldiimidazole (CDI) was used for binding amino groups in Cys-AuNPs to
carboxyl groups in a-PSMA that resulted in antibody immobilization and the
interaction of the developed immunosensor with the target analyte -PSMA- was tested
by voltammetric analysis and impedance spectroscopy, respectively. Cys-AuNp
modification has improved the analytical signal performance of the immunosensor,
allowing even picogram-level analyte detection both in physiological buffer solution
(PBS, pH:7.4) also in serum.

In summary, within the scope of the PhD thesis, the design of PSMA immunosensors,
which may be used as supportive tool in prostate cancer diagnosis was achieved. The
eligibility of produced biosensors for biodetection was investigated via measuring
prostate cancer specific biomarker, PSMA, expressing protein/cells and the
performance parameters of the developed immunosensors were evaluated. In
conclusion, it is believed that, the presented electrochemical-based immunosensor in
this PhD thesis will present an infrastructure for future diagnostic tools that are planned

to be developed either for prostate cancer or other type of cancers.

Keywords: Prostate cancer, Immunosensor, Prostate specific membrane antigen,

Quartz tunning fork, Screen-printed electrode, Gold nanoparticle.
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PK) erkeklerde en sik goriilen neoplazidir ve akciger kanserinden
sonra ikinci siklikta kansere bagli morbidite ve mortalite sebebidir. Diinya Kanser
Arastirma Fonu (WCRF) tarafindan 2012 yilinda yayimnlanan raporda, prostat
kanserinin yillik frekansinin her y1l diizenli olarak arttig1, diinya ¢apinda yaklasik 1,1
milyon erkege prostat kanseri teshisi koyuldugu ve teshis koyulan hastalarin bir
kisminin hastaligin ilk 5 yilinda hayatin1 kaybettigi ifade edilmektedir [1]. Oldukca
yavag biiyiiyen ve ge¢ bulgu veren bir tiimor olan ve buna ek olarak heterojen bir
yapiya sahip oldugu i¢in seyri degiskenlik gosteren prostat kanseri tanisinin erken
dénemde yapilmasi oldukc¢a 6nem tasimaktadir.

Klinige bagvuran hastalarda prostat kanseri taramasi yapilirken, FDA onayli serum
biyobelirteci olan Prostat Spesifik Antijeni (PSA) ol¢iilmekte ve hastaligin tanisinda
PSA testine ek olarak, Parmakla Rektal Muayene (PRM), Trans-rektal Ultrasonografi
(TRUS) ve hasta yas1 bilgileri kullanilmaktadir. Normal olmayan PRM/TRUS
sonuglari, PSA seviyesinin 4 ng/mL cut-off degerinden yiiksek olmasi veya ileri yas
gibi durumlardan en az ikisi birlikte oldugunda hastaya igne biyopsisi yapilmasi
Onerilmektedir [2].

Gecgmis c¢alismalar, PSA’nin prostat dokusu ve diger normal dokularda da (bdbrek,
karaciger, Ozefagus, mide, ince barsak, kolon, beyin, akciger) bulundugunu
bildirmistir [3,4]. Ayrica artan yasla, prostat biiylimesi ve/veya iltihaplanmasi
sonucunda da serum PSA seviyesi yiikselmekte ve PSA yiikselmesi nedeniyle yapilan
biyopsilerde, yiiksek oranda yanlis negatif/yanlis pozitif biyopsi sonuglart elde
edilmesi, hasta konforunun bozulmasina ayrica saglik sektorii agisindan da yiiksek
zaman ve maliyet sorunlarina yol agmaktadir [5,6]. Sonug olarak, PSA’nin prostat
spesifik bir biyobelirte¢ olmasina ragmen prostat kanserine spesifik olmamasi,
PSA’nin prostat kanserinin dogru tanisinda kullanilamayacagin1 gostermistir [6,7]. Bu
baglamda, hedefe yonelik tedavi igin prostat kanserine 6zgii belirteglerin bulunmasi,
bu spesifik biyobelirteclere dayanan PSA taramasimi destekleyici ya da PSA
taramasina alternatif olabilecek yeni tani sistemlerinin gelistirilmesi 6nem

kazanmaktadir.



Bu baglamda prostat kanserinin dogru ve spesifik tanisinda kullanilabilecek
biyobelirtegler arastirilmakta ve bu kapsamda Prostat Spesifik Membran Antijeni
(PSMA), Prostat Kanser Geni 3 (PCa3), kalikrein 2 (KLK 2), pro-PSA vb.
biyobelirte¢ler 6n plana ¢ikmaktadir [6,8,9]. Bahsi gecen biyobelirtecler arasinda
PSMA, prostat kanserini prostatla iliskili diger anomalilerden ayirt etmeye olanak
tanimasiyla oldukca dikkat ¢ekmektedir. Xiao ve dig. (2001) tarafindan gelistirilen
calismada, serum PSMA seviyelerinin, saglikli kontrol gruplarinda ortalama 272,9
ng/mL (yas<50) ve 359,4 ng/mL (yas>50) olarak 6l¢iildiigii, PK durumunda ortalama
623,1 ng/mL degerine yiikseldigi, BPH durumunda ortalama 117,1 ng/mL seviyesine
distiigii rapor edilmistir [10]. Elde edilen bu verilere dayanarak, PSMA’nin prostat
kanserinin ayiric1 tanisinda kullanimina uygun bir biyobelirte¢ olduguna ve doktora
tezi kapsaminda gelistirilecek prostat kanseri imminosensorlerinin PSMA antijeninin
Olciminl hedef alacak sekilde tasarlanmasina karar verilmistir.

Biyosensorler, bulunduklart ortamda gergeklesen biyolojik veya kimyasal bir
reaksiyonu algilayarak reaksiyondaki analitin derisimiyle orantili olacak sekilde sinyal
iireten sistemlerdir. Biyosensorler, ila¢ ve Kkirleticilerin, hastaliga neden olan
biyobelirteclerin ve bedensel sivilarda (kan, idrar, tikirik, ter) bir hastaligin
gostergesi olan mikroorganizmalarin tespiti gibi uygulamalarda kullanilir. Cevirici
tirtine gore biyosensorler: elektrokimyasal, optik ve kiitle hassas biyosensorler olarak
siniflandirilmaktadir [11]. Bu biyosensor gesitleri arasindan elektrokimyasal tabanlt
biyosensorler, yiksek hassasiyetleri, secicilikleri, hizli cevap vermeleri, etiketsiz
caligabilmeleri ve diisilk maliyetlerinden dolay1 sensoér uygulamalarinda siklikla
kullanilmaktadirlar [12]. Ekran-baskili elektrotlar (Screen Printed Electrode, SPE),
diisiik maliyetleri ve yiiksek hassasiyetleri nedeniyle elektrokimyasal tabanli
biyosensorlerde en ¢ok tercih edilen elektrot tipidir [13,14]. Kiitle hassas tabanl
sensorlerde ise yiksek kalite faktord, keskin frekans tepkisi ve hassasiyetiyle kuvars
ayar catali (Quartz Tuning Fork, QTF) geviriler kuvars kristal mikroteraziye (Quartz
Crystal Microbalance, QCM) gore sahip olduklar1 istlinliikler nedeniyle dikkat
cekmektedirler [15,16].

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda doktora tez c¢alismasinda, QTF ylzeyleri
amino grup iceren amiloid protein nanofiber ve plazma polimerize filmler; SPE’ ler
ise sisteamin fonksiyonellestirilmis altin nanopargaciklar (AuNp) kullanilarak
modifiye edilmistir. Amino gruplarinca zengin elektrot yizeyleri aktiflestirilerek,
antikor (a-PSMA) immobilizasyonu gergeklestirilmis ve PSMA ekspresyonu

2



goOsteren/gostermeyen protein/hiicre Ornekleri gelistirilen immiinosensorlerle tayin

edilerek sensorlerin analitik 6lcim performanslar test edilmistir.

1.1 Prostat Embriyolojisi ve Anatomisi

Prostatin  embriyolojik  gelisimi, embriyonun 8-12. haftalarinda koryonik
gonadotropinin uyarimi sonucu salgilanan testosteron tarafindan saglanir. Prostat bezi,
embriyonun 12. haftasindan itibaren ise, endodermden kdken alan iirogenital siniisten
gelisir. Verumontanumun her iki yaninda, tirogenital siniisiin posteriorunda olusan
kiigtik epitelyal tomurcuklar mezenkime penetre olarak prostati meydana getirir. Cevre
mezensim prostat stroma ve kas kismini olustururken, prostat epiteli tretral
tomurcugun endodermal epitelinden meydana gelir. Prostat gelisimi, fotal testislerden
salgilanan androjen hormonlarin kontroliinde gergeklesir. Prostatik epitel ve stroma
endodermden gelisirken, sperm kanalinin (vas deferens) intraprostatik kismi ve
ejakiilatiiar kanal Wolf kanalindan gelisir. Prostat bezi dogum aninda kiigiik olup
puberteye kadar adeta bir dinlenme safhasindadir. Ergenlik doneminde, glandiiler
dokudaki testosteron etkisinde hiperplazi gergeklesir ve gland boyutlar1 6 ayda
baslangi¢ biiytlikliiglinlin 2 katina ¢ikar. Bu sekilde zamanla biiyiiyiip gelisen prostat
18-20 gram agirliga ve ortalama 4 X 3 X 3 cm?® (transvers x antero-posterior x sagittal)
boyutlarina ulasir [17,18]. Prostat ve prostati ¢evreleyen organlara ait goriintii Sekil

1.1°de verilmektedir [17,19].

Ureter

Lymph node

Sekil 1.1 : Prostat bezi ve prostat bezini gevreleyen organlar [20].



Prostat anatomik olarak, erkek treme sistemindeki en biylk aksesuar ekzokrin bezi
olma 6zelligini tagiyan ve prostatik {iretranin etrafini saran koni seklinde bir organdir.
Lowsley siniflandirmasina gore prostat: anterior, posterior, median, sag lateral ve sol
lateral olmak tizere toplam 5 lob icermektedir. Prostat kanseri genellikle orta veya dis
yan loplardaki periiiretral bezlerden kaynaklanmaktadir [21]. Prostatik {iretrayi
cevreleyen prostat, fibromiiskiiler kapsiil ve tibtloalveolar 6zellik gosteren glandiiler
dokudan olusmustur. Uretra kanalinin baslangi¢ kisminda, rektum ve idrar kesesinin
arasinda yer alan prostat bezi, 4 posterior iiretray1 igermektedir. Temelde sperm
hiicrelerini barindiran ve taginmasini saglayan semen sivisinin %15-20’lik kisminin
tiretiminden sorumludur. Boyutu yasla birlikte degisiklik gostermesinin yani sira
biiylimesi, androjen gibi erkeklik hormonlar tarafindan tetiklenmektedir. Prostat ve
androjen iligkisi prostat benign prostat hiperplazisi (BPH), prostat kanseri ve prostatit

gibi 6nemli hastaliklara neden olmaktadir.

1.2 Prostatla Iliskili Hastahklarim Simflandiriimasi

1.2.1 Bening prostat hiperplazisi (BPH)

BPH, prostat bezinin yaslanmaya bagli olarak genislemesi olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 1.2). Iyi huylu olan bu hipertrofide, prostatin genislemesiyle birlikte iiretraya
baski artar. Mesane duvar1 zamanla kalinlasarak zayiflar ve esnekligini yitirir. Sonug
olarak fiiretra daralir ve hasta idrar kesesini tam olarak bosaltamaz. Ek olarak, idrar
akim giiciinde azalma, sik sik idrara ¢ikma, zorlanma, sikisma ve gece idrara kalkma
gibi durumlarla karsilagilmaktadir. Normal bir yetiskinde prostat bezi ortalama 18-20
gramdir. Hipertrofi gésteren hastalarda ortalama prostat agirligi 33-gram iken prostata
bagli semptomlar nedeniyle midehale edilen hastalarda bu agirlik ortalama 52 grama
yiikselmektedir. 40 yas civarindaki hastalarin yaklasik %8’inde teshis edilen BPH’ ye,
60 yas civarinda %50 ve 90 yas civarinda ise yaklasik %90 oraninda rastlanmaktadir.
BPH’nin ilk donemlerinde olan ve prostatizm sikayeti olan 50-60 yas grubundaki
hastalarda ise, BPH frekansi %50’lere ulagmaktadir [18,22]. BPH’nin yaslanma
sonucunda olustugu ve testislerden kaynaklandigi ileri siirtilmektedir. Ciinkii, testisleri
ergenlik donemi Oncesinde alinan erkeklerde BPH gelisiminin olmadig1 yapilan
arastirmalar sonucunda kaydedilmistir. Erkekler yagamlar1 boyunca erkeklik hormonu
olan testosteron ve az miktarda Ostrojen salgilamaktadir. Artan yasla birlikte

testosteron seviyesinin azalmasi, Ostrojenin artmasina neden olmakta ve bu hormonal

4



dengesizlik durumunun da BPH ile neticelenebilecegi ifade edilmektedir. Baska bir
teoriye gore, prostat gelisim ve biiyiimesinde gorev alan dihidrotestosteronun (DHT),
testosteronun azalmasindan etkilenmedigi aksine DHT’nin prostattaki birikiminin
BPH’ye sebep olabilecegi ifade edilmektedir [23].

Normal prostate Enlarged prostate/BPH

Bladder

Urethra

Sekil 1.2 : Benign prostat biyumesi olan prostat dokusunun gosterimi [20].
1.2.2 Prostatit

Kronik prostatit veya kronik pelvik agr1 sendromu olarak bilinen prostatit, genellikle
Kisilerin yasam kalitesini ve sosyal yasamlarini ciddi olarak etkileyen ve mekanizmasi
tam olarak bilinmeyen bir klinik tabloyu ifade etmek i¢in kullanilmaktadir [24].
Prostatitlerin genel patolojik tanimi prostat bezinin inflamasyonu olsa da en sik
goriilen formlart akut ve kronik bakteriyel prostatit, bakteriyel olmayan prostatit ve
prostatodinidir. Cogunlukla Pseudomonas ve Enterococcus faecalis gibi koliform
bakterilerden kaynakli olan bakteriyel prostatitin tedavisi uygun bir antimikrobiyal ilag
ile uzun surede (4-16 hafta) yapilmaktadir. Prostatitli erkeklerin yaklasik %90’ mda
bakteriyel olmayan prostatit veya prostatodini vardir. Bakteriyel olmayan prostatit,
bilinmeyen bir nedenle prostatin iltihabi sonucunda olusmaktadir. Prostatodini
durumunda ise hasta tipik olarak steril kiilttirlere ve normal prostat salgilarina sahiptir
fakat ejakiilasyon fonksiyon bozuklugu gostermektedir. Bakteriyel olmayan prostatit
tiplerinin  bilinen mikrobik bir nedeni olmadigindan antimikrobiyal ajanlar
kullanilarak yapilan tedaviler etkisizdir [25-27].

Hastaligin gelisiminde 6zellikle genetik etmenler, baz1 gram pozitif bakteriler, prostat

taslari, otoimmiin faktorler, vazektomi, intraprostatik refli, kolonoskopi gibi
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faktorlerin rol oynayabilecegi belirtilmistir [26]. Diinya’daki erkeklerin yaklasik %
50’si, hayatlarinin bir doneminde bu hastalikla karsilasabilmektedirler [28].
Semptomlarin 3 aydan uzun siirmesi, hastaligin kronik fazda oldugunu gostermektedir.
Kronik prostatit ¢cogunlukla geng¢ hastalig1 olarak bilinse de Nickel ve dig. (2001)
tarafindan 20-74 yas arasindaki Kanadali deney grubununu kapsayan bir ¢aligmada,
prostatitin tim yas gruplarinda %8,0-14,0 oraninda gorildigi, 50 yas altindaki
erkeklerde prevalansin %11,5; 50 yas lizerindeki grupta ise % 8,5 oldugu rapor
edilmistir [29]. Viicutta meydana gelen inflamasyon sonucunda inflamasyonun oldugu
dokuda histopatolojik degisikliklerin ortaya c¢iktigi bilinmektedir. Prostat kanseri
nedeni ile ameliyat edilen hastalarin patoloji orneklerinde de akut ve kronik
enflamasyon alanlar1 gozlenmekte ve bu nedenle enflamasyon kaynakli prostat

hastaliklari ile prostat kanseri iliskisi arastirilmaktadir [30].

1.2.3 Prostat kanseri

ABD Ulusal Kanser Enstitiisti’niin (NCI) tanimina gore kanser; kontrolsiiz olarak
cogalan malign hiicrelerin organizmada normal islev géren diger hiicrelerin yapisini
ve islevini tahribiyle olusup ¢ogalmasi sonucunda yigin meydana getirmesidir [31].

Prostat, semenin yaklasik %30 ila %35’ini olusturan siviyi lireten glandiiler dokudan
olusur. Prostat bezinin gorevi, kalsiyum, sitrat, fosfor iyonlari, pihtilasma enzimi ve
fibrinolizin igeren akigkan, siit benzeri salgiin yani semenin dretimidir. Ejaktlasyon
sirasinda prostat bezinin kapsiilii, sperm kanaliyla es zamanli olarak kasilir, bazik
prostat sekresyonunu semen hacmine ekler ve fertilizasyon igin gereken pH
seviyesinin korunmasii saglar [32]. Kanser olusumu, saglikli prostat glandiiler
hicrelerinin, genellikle periferik bazal hicrelerde olusan mutasyonu ile baglar [33].
Prostat kanser hiicreleri biiyliyilip ¢ogalarak ¢evre dokulara sigrar ve bu bolgelerde
timor olustururlar. Bu tarz bir timor prostatin disinda gelisebilecegi gibi, prostat
icerisinde de yillarca lokalize halde kalabilir. Prostat kanserindeki hiicrelerin tireme
hizlar1 birbirlerinden farklidir. Ornek olarak, malign hiicreler normal prostat
hiicrelerine yakin yapida olduklarinda diisiik ireme hizina sahiptirler. Farklilasma
diizeyi arttik¢a biiylime hiz1 da buna paralel olarak artmaktadir. Kanserli tiimdriin
boyutu biiyiidiikge ve/veya tiimor saldirgan hiicrelerden meydana gelmisse bu
hiicrelerin bazilar1 damarlar ve/veya lenf yoluyla lenf diiglimlerine ve basta vertebral
kemikler olmak Uzere; kostalar, pelvis, femur ve omuz gibi aksiyel iskelet sistemine

yayilim gosterir. Bu nedenle siklikla sirt ve kalga agrilari ortaya ¢ikar [34—36].
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Lokalize PK’nin standart tedavisi; cerrahi, radyoterapi ve yakin takiptir. Ilerlemis ve
metastatik kanserlerin mevcut tedavileri ise hormon terapisi ve kemoterapidir. Prostat
bezinin fonksiyonunu gerceklestirmesi androjen hormonunun saglkli salimina
baghdir. Fakat, prostat kanserinde androjen baskilama tedavisi sonrasinda
androjenden bagimsiz olusan karsinom hiicreleri tamamiyla yok edilememektedir.
Androjenden bagimsiz PK’nin progresyonu ve metastazi ise kanser 6liimlerinin gergek

sebebidir [37,38].

1.2.3.1 Prostat kanseri risk faktorleri

Prostat kanseri (PK), 6zellikle 50 yas iistii erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden
biri ve kanser kaynakli 6liimlerin ikinci siradaki sebebi olan bir tir adenosarkinomdur.
Amerikan Kanser Dernegi (ACS) tarafindan yayinlanan istatistiksel verilere gore,
2019 yilinda olas1 prostat kanseri vaka sayisinin 2018 yilina kiyasla %7 oranda
artacagl, dolayisiyla yaklasik 174.650 adet vaka olacagi tahmin edilmektedir [39].
Yaglanma nedeniyle prostat bezinin epitel hiicrelerinde degisikliklerin gelismesi
kagiilmazdir. Bu degisikliklerin olusum siirecini etkileyen ve ne zaman
baslayacaklarini belirleyen birgok faktor vardir. Prostat kanseri genel olarak saglikli
prostat glandiilar hiicrelerinin bazal hiicrelerden baslayarak mutasyona ugramasi
sonucunda olugsmaktadir. Periferal bazal hiicre kaynakli gelisen prostat kanserinin
olduke¢a yaygin olmasi nedeniyle, serum PSA seviyesi yiiksek hastalara teshis koyma
asamasinda PSA testine ek olarak TRUS ve PRM yapilmaktadir. Prostat kanseri risk
faktorleri: yas, kalitsal faktorler, etnik koken, gevresel faktorler ve beslenme olarak
gruplandirilmaktadir [18].

- Yas: PK gelisiminde en 6nemli risk faktorii yastir. Prostat kanseri hastalarinin %95°1
45-89 yas arasindadir. Kanser tanisi yapilan hastalarin %75’inden fazlasi 65 yasin
iistiindedir. 85 yasindaki erkeklerde PK riski tiim diinyada %0,5-20,0 arasindadir.
Otopsi calismalarinda, 30 yasindaki erkeklerin %30°u, 50 yasindaki erkeklerin %50’si
ve 85 yas Ustiindeki erkeklerin biiylik cogunlugunun histolojik (latent) PK’ya sahip
olduklar1 ifade edilmektedir. 50 yasindan kiigiik erkeklerde PK siklig1 %1’den az
olmasina ragmen, PK genglerde oldukg¢a hizli ilerleme gdstermektedir. Prostat kanseri
insidansi diger kanser tiirlerinin aksine yas artisi ile orantili sekilde artis gostermekte
ve bu nedenle 6zellikle 50 yas ve sonrasindaki erkeklerde yillik tarama testi yapilmast

Onerilmektedir [2].



- Kalitsal etmenler: Kalitsal faktorler g6z 6niinde bulunduruldugunda, aile dykiistinde
prostat kanseri bulunan kisilerin bu kanser tiiriine yakalanma ihtimallerinin %10 daha
yiiksek oldugu belirtilmektedir [20]. PK gelisim riski PK olan akrabalarin sayisi1 ve
onlarin tan1 anindaki yasi ile iligkilidir. Kisinin kansere yakalanma riski PK birinci
derece akrabalarindan birinde mevcutsa 2 kat, akrabalarinin iki ya da iigiinde mevcutsa
5-11 kat artmaktadir. Prostat kanseri tanisi yapilan aile bireylerinde hastaligin
baslangi¢ yas1 70 ise 4 kat, 60 ise 5 kat ve 50 ise risk 7 kat artmaktadir [40,41].

- Irk: 1993 yilindan itibaren prostat kanserine bagl 6liim oranindaki diisiis Afrikali-

Amerikal1 etnik kdkenine sahip kisilerde gézlemlenmemistir.

1.2.3.2 Prostat iliskili hastaliklarda biyobelirtecler

Ulusal Saglik Enstitiisii’ne gore biyobelirteg, normal biyolojik streclerin, terap6tik bir
midahaleye fizyolojik ve patojenik sireclerin veya farmakolojik tepkilerin bir
gostergesi olarak nesnel olarak Slciilebilen ve degerlendirilebilen bir biyolojik ajan
olarak tamimlanmaktadir. Kanser biyobelirtecleri, timore cevap olarak tumor
tarafindan veya viicut tarafindan tretilir [43,44]. Biyobelirtegler kullanim amaglarina
gore 6 alt grupta siniflandirilmaktadirlar [45].

- Tespit/tarama: PK risk faktorlerini tasiyan veya hastaligin semptomlarina
sahip olan hastalar1 degerlendirmek i¢in kullanilir.

- Teshis: Bu amagla kullanilan biyobelirtecler, kanserin varligim veya
yoklugunu degerlendirmede klasik histopatolojik 6zelliklere yardimci olabilir.

- Prognostik: Hastaligin tekrarlamasi veya ilerlemesi gibi olasiliklarin
tahmininde kullanilir.

- Ongoriict (Predictive): Tedavinin etkili olup olmayacagini tahmin etmek
ve/veya tedavinin etkinligini izlemek i¢in kullanilir ve en iyi tedavi yontemini
belirlemeye yardimei olur.

- Terapotik hedef: Bu biyobelirtegler kullanilarak, belirli bir tedavi yonteminden
fayda gorecek hastalar belirlenmektedir.

- Sonlanim u¢ nokta (Surrogate endpoint): Klinikte vekil sonlanim u¢ noktasi
yerine gecmek ve/veya klinik yarar veya zarar eksikligini 6lgmek icin kullanilir.
Vekiller, hastaliga bagli 6liim, hastaligin tekrarlamasi veya niiksetmesi gibi geleneksel
sonlanim noktalarinin yerini alabilir. Bu tarz biyobelirtecler, klinik sonlanim
noktalarini degistirerek Faz I ve Faz II klinik deneyleri i¢in gereken zaman ve maliyeti

azaltabilir.
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Sekil 1.3 : Prostat kanserinin hasta yasina bagl insidansi ve iilkelere gore dagilimi [42]



Prostat bezi ilk olarak, Yunan anatomist Herophilus tarafindan kadavralar iizerinde
yapilan ¢alismada fark edilmistir [46]. 1530 yilinda Ferri, prostat tiimorlerinin idrar
kanalini nasil kapadigindan bahsetmistir [47]. 1538 yilinda Vesalius prostat bezine ait
ilk ¢izimi yapmustir [48] (Sekil 1.4). 1649 yilinda Fransiz Doktor Jean Riolan
hastaligin semptomlarini tanimlayarak prostat biiyiimesinin idrar akigini engelledigini
aciklamistir.1935 yilinda Kutscher ve Wolbergs, saglikli prostat dokusunun yiiksek
oranda fosfataz igerdigini gézlemlemis ve bu gézlem Gutman tarafindan desteklenerek
saglikl1 prostat dokusunun yani sira karsinomlu prostat dokularinda da “asit” fosfataz
oldugu seklinde genisletilmistir. 1938'de, primer ve metastatik prostatik kanserine
sahip bircok erkekte, serum prostatik asit fosfataz (PAP) konsantrasyonlarinin arttigi

gorilmustiir [49].

Sekil 1.4 : Prostat bezine ait ilk ¢izim [48].

PAP, prostat bezinde Uretilen ve saglikli erkeklerin semeninde bulunan 100 kDa’luk
bir enzimdir (Sekil 1.5). PAP, metabolizmanin diizenlenmesi ve prostat bezi epitel
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hiicrelerinin  biiylimesinden sorumludur. Gutman’in gozlemini takiben birkag
aragtirmaci PAP aktivitesini inceleyerek PAP enzimatik aktivitesi ile prostat kanseri
arasinda bir baglanti kurmuslardir. Bu gozlem ayrica ilk kez enzimatik aktivite
Olctimiine dayal1 kolorimetrik PAP analizinin gelistirilmesine yol agmistir. Bu tiir
analizlerin dezavantajlart: diistik 6zgiilliik, duyarlilik, reaksiyon siiresi, pH ve sicakliga

biiyiik 6l¢iide bagli olan serum enzimatik aktivitesinin diisiik stabilitesidir [49].

Sekil 1.5 : Prostatik asit fosfataz (PAP) enziminin kristal yapisi [50].

PAP analizinin duyarliligi, 1975’te PAP i¢in bir radyoimmiinolojik test sistemi
gelistirilerek iyilestirilse de hastaligin erken evredeki tespiti i¢in duyarliligin yetersiz
olmasi ve diger dezavantajlar1 nedeniyle, hastaligin erken teshisinde kullanilabilecek
daha hassas ve daha kesin yanit verecek bir test sisteminin gelistirilmesine biiyiik
ithtiyag duyuldugunu gostermistir. Bu dogrultuda, 1960-1970 yillarinda prostat kanseri
tanisina yonelik yapilan calismalar hiz kazanmistir. 1960 yilinda Flocks, prostat
spesifik antijeninin (PSA) 6zelliklerini tanimlamistir [51]. On yil sonra, Mitsuwo Hara
ve dig. [52], insan serumunda y-seminoprotein adli bir protein kesfederek, tecaviiz
vakalarinda adli tanisal bir biyobelirte¢ olarak kullanimini énermistir. 1973 yilinda,
erkek dogurganlig: iizerine arastirmalar yaparken Li ve Beling, E1 ve E2 adl iki
proteini insan serumundan saflastirdiklarini bildirmis ve ardindan E1 antijeninin PSA
ile benzer oldugu gostermislerdir. 1979’da Wang, prostat kanseri hiicrelerine kars1 bir

antikor (p8) ile calisirken, prostat bezinden bir antijen izole etmis ve boylelikle
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giiniimiizde PSA (Sekil 1.6) olarak bilinen prostat antijenini (PA) kesfetmistir. Bu
caligma ile saglikli, malign yapiliq prostat dokularindaki prostat antijeninin varligini,
prostat antijeni ile serum PAP arasindaki kimyasal ve immiinolojik farkliliklari

gostermislerdir [53].

Sekil 1.6 : PSA kristal yap1 gosterimi.

1984 yilinda FDA tarafindan onaylanan glikoprotein PSA, prostat kanserinin
teshisinde kullanilan en temel biyobelirteg olma 6zelligini kazanmistir. Serum PSA,
baslangigta uygulanan tedavinin etkinliginin belirlenmesinde kullanilirken, daha sonra
teshis amaciyla kullanilmistir. Fakat yapilan ¢calismalarda serum PSA’nin, prostatit ve
BPH gibi durumlarda da artig gostermesi nedeniyle bu biyobelirtecin kanser degil
prostat spesifik oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica PSA testinin genellikle klinik
olarak test edilemeyen, uzun siiregte biiyiliyen tiimorlerin varliginda da artis gostermesi
veya her PSA artisinin kanserle ilintili olmamasi PSA’nin prostat kanserinin tanisinda
tek bagina giivenilir bir biyobelirteg olmadigini gostermistir [54].

PSA’nin yam1 sira PSA’nin izoformlar1 da klinik ve akademik c¢alismalarda
kullanilarak prostat kanserinin ayrici tanisindaki basarilari test edilmistir. 1990’1
yillarin basinda Lilja ve Stenman, serumdaki serbest-PSA (f-PSA) ve kompleks-PSA
(c-PSA) formlarinin da prostat kanserinin biyobelirtegleri oldugunu kesfetmistir [55].
C-PSA serum serin proteaz inhibitorlerine kovalent olarak baglanirken, baglanmadan
kalan PSA’ya serbest PSA (f-PSA) denir. Benign PSA ve aktif olmayan PSA (i-PSA)
diger PSA izoformlarini da igerir (proPSA) [56].
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Papsidero ve dig. (1980), PSA testi yapmis [57] ve bu ¢alismanin ardindan Stamey ve
dig. (1987), saglikli grup ve kanserli grup dahil toplamda 2.200 serum Ornegini
degerlendirerek, PSA’ nin prostat kanserinin biyobelirteci olarak kullanilabilecegini
gosteren devrim niteliginde bir c¢alisma gergeklestirmislerdir [22]. 1986 yilinda
Hybritech firmasi, 4 ng/mL serum PSA konsantrasyonunun prostat kanserinin cut-off
degeri oldugunu ifade etmistir. Klinik ¢calismalarda ise, kanser teshisi i¢in serum PSA
konsantrasyon araliginin 2,8 ila 4,0 ng/mL olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir.
1986°da yapilan ek klinik ¢alismalarin ardindan, FDA, PSA 6l¢iimiinii prostat kanseri
oldugu teshis edilen kisilerde hastaligin ilerlemesini takip etmek igin bir izleme
stratejisi olarak kullaniminit onaylamistir. FDA onay1 kapsaminda, 50-74 yas
grubundaki 6.630 erkegi kapsayan bir tarama ¢alismasindan elde edilen klinik verilere
dayanarak, 50-54 yas grubundaki “cut-off” seviyesi 4,0 ng/mL olarak belirlenmistir
[58]. FDA, 50 yasin iizerindeki erkeklerde PRM ile birlikte kullanilmasi sartiyla
Hybritech tarafindan iiretilen Tandem PSA testinin prostat kanserinin tanisinda
kullanimin1 onaylamistir. Fakat nihai taninin biyopsi sonuclarina bagli olmasini
onermislerdir. Mevcut klinik uygulamada ise, f-PSA’nin toplam PSA’ya (%f-PSA)
orant %25 ve iizerindeki hastalara biyopsi yapilmaktadir. FDA tarafindan onaylanan
diger bir biyobelirteg ise prostat spesifik kodlayici olmayan (non-coding) mRNA olan
prostat kanser antijeni 3 (PCA-3)’tiir. PCA-3, PSA ve PSA izoformlarina kiyasla daha
giivenilir bir biyobelirte¢ olsa da yalnizca prostat biyopsilerinin incelenmesinde ve
klinikte diisiik Gneme sahip tiimorlerin teshisinde kullanilan bir biyobelirtegtir. Bahsi
gecen biyobelirteclere ek olarak prostat kanserinin dogrudan ve ayirici tanisinda
kullanim amactyla gelistirilen ve patentlenen birgok biyobelirte¢ bulunmaktadir. Bahsi
gecen bu biyobelirtecler Sharma ve dig. (2017) tarafindan yapilan calismada
Ozetlenmektedir [42].

1.2.3.3 Prostat spesifik membran antijeni (PSMA)

PSMA (Sekil 1.7), baska bir deyisle folat hidrolaz I (FH 1) veya Glutamat
Karboksipeptidaz 11 (GCP I1), tip Il membran sinifindan, 19 amino asitten olusan ig
kisim, 24 amino asitten olusan transmembran kisim ve 707 aminoasitten olusan dis
kisma sahip, ¢inko-metaloenzim 6zellikli bir transmembran glikoproteindir. N-asetil-
L-aspartat-L-glutamat (NAAG) ve N-Asetilaspartata (NAA) hidrolizini katalizler ve
prostat kanseri hiicrelerinde oldukca fazla eksprese edilir. PSMA’nin PSA’dan daha

spesifik bir prostat kanseri biyobelirteci oldugu literatlirdeki akademik ve klinik
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calismalarda ispatlanmig ve giiniimiizde PK teshisi amaciyla, PET goriintiileme,
immiinolojik testler ve immiinohistokimyasal analizlerin yani sira biyosensor
uygulamalarinda da hedef analit olarak kullanilmaktadir [9,59,60]. PSMA, hasta ve
saglikli erigkinlerin prostat dokularinda, hiicrelerinde ve serumlarinda tespit edilmistir.
Fakat serum PSMA diizeyleri, primer ve metastatik PK’ya sahip hastalarda saglikli
hastalara kiyasla belirgin oranda farklilik gostermektedir. Ayrica, serum PSMA
seviyelerindeki artisinin yasla da orantili oldugu, ozellikle 50 yasin ustlndeki
erkeklerde genclere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. PSMA serum diizeyleri

ve hastaligin saldirganlik egilimi arasindaki iliskiyi agiklayan sinirl sayida ¢aligma

Q0

bulunmaktadir.

Ekstraselliler Bolge +

Hicre Membrani

Sitoplazmik Kuyruk { O

Sekil 1.7 : PSMA glikoproteinin membran yapisi.

Ornegin, Xiao ve dig. (2001) tarafindan yapilan calismada, ilerlemis PK vakalaridaki
serum PSMA seviyelerinde saglikli hastalardaki PSMA seviyesine kiyasla ylikselme
oldugu gozlenmistir. Prostat kanseri tanisinda serum biyobelirteci olarak PSMA
kullaniminin eksikliklerinden biri, meme kanseri hastalarinin serumunda da PSMA
seviyelerinde yiikselmenin gozlemlenmesidir. Fakat meme kanseri erkeklerde yaygin
olmadigindan bu durumun PK teshisinde PSMA ’nin kullanimini olumsuz etkileyecegi
diisiiniilmemektedir. PSMA’nin prostat kanseri teshisinde kullaniminda karsilasilacak
diger bir dezavantaji ise, serum PSMA seviyelerinin yasla birlikte dogal olarak artma

egiliminde olmasidir [4,60-63]. Fakat, pikogram seviyesindeki analit degisimlerini
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algilayabilecek yiliksek hassasiyetli analitik Ol¢lim cihazlarmin gelistirilmesi
sonucunda bu dezavantajin ortadan kaldirilarak gelistirilen PSMA tabanli tani
sisteminin prostat kanserinin prostata bagli diger hastaliklardan ayirt edici tanisinda

kullanilmasi bu doktora tez ¢alismasinin temel hedefini olusturmaktadir.

1.3 Prostat Kanserinin Klinik Tanis1 ve Hastaligin Evrelendirilmesi

Prostat tumorlerinin biylk bir ¢ogunlugu o6zellikle erken donemde yavas biiylime
gostermekte ve belirgin semptom gostermemelerinden dolay1 erken donemde tami
koyulmasi olduk¢a zor olmaktadir. Klinikte prostat biyopsisi, prostat kanserini
dogrulayan tek altin standarttir. Prostat biyopsisine ek olarak onerilen diger yontemler:
PRM ve TRUS’tur. Fakat, bahsi gegen bu teknikler, asir1 derecede invaziv olmalari
nedeniyle hastalar i¢in rahatsizliga neden olmaktadirlar. PRM, prostat kanseri, alt
rektum ve pelvisteki anomalilerin tespitinde kullanilan en populer yontemdir. Prostat
kanser vakalarinin %80’1, prostat glandinin posterior bolgesindeki periferal zonda
gelistiginden, tan1 asamasinda rektal muayene yapilmasi bu duruma oldukga uygun bir
yaklagimdir. Serum PSA seviyesi 2 ng/mL’nin Uzerinde olan ve PRM sirasinda
anomali tespit edilen hastalar PRM pozitif olarak kabul edilmektedir. Buna karsin
PRM test sonucu siipheli olan hastalarin Gleason skoruna bakilarak hastaligin evresi
skorlandirilmaktadir [64].

Gleason skoru, Donald F. Gleason tarafindan 1960 ve 1975 yillar1 arasinda 4.000’den
fazla PK hastasinin biyopsi ve rezeksiyon orneklerinin histopatolojik incelemesi
sonucunda, PK agresifligini derecelendirmek amaciyla gelistirilen histopatolojik bir
metottur. Prostat adenokarsinomunda, Gleason derecelendirme sisteminin prognozla
yakin iligkisi ve tedaviyi belirlemede 6nemli rolii bulunmaktadir. Bu metotta biyopsi
ile alinan doku Ornekleri mikroskobik olarak incelerek, baskin ve ikincil siklikta
gorilen tumor paternleri: 1 (agresif olmayan) ve 5 (¢ok agresif) seviyeleri arasinda
puanlandirak (Sekil 1.8) evrelendirme yapilmaktadir. Genellikle D’ Amico 6lgegine
gore yapilan evrelendirme ile kanserli hiicrelerin dagilimi ve olas1 metastaz incelenir,
PSA testi ve Gleason skoru aracilifiyla risk gruplari saptanir. Bu sekilde hastaya en
uygun tedavi secenekleri belirlenir [65].

Klinikte viicut sivilarindaki prostat kanseri biyobelirteglerinin kantitatif ve kalitatif
analizlerinde, Enzime Bagli Immiinosorbent Testi (ELISA), Kemiliiminesans

Immiinolojik Testi (CIA), Floresans Immiinolojik Testi (FIA) gibi geleneksel 6lgtim
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metotlart kullanilmaktadir [66,67]. Bahsi gecen immiinolojik testlerin, pahali ve
zaman alic1 olmalari, karmagik kuruluma sahip olmalart ve en 6nemlisi yeterli
hassasiyete (~ng / mL) sahip olmamalar gibi eksiklikler bu testlerin klinikteki kanser
teshisinde kullanimlarim1 kisitlamakta ve bu yoOntemlere alternatif yontemler

arastirilmaktadir.
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Sekil 1.8 : Farklilasan prostat doku motifleri ve Gleason skorlamasi. 1-agresif
olmayan, 5-en agresif olan motifi temsil etmektedir [68].

1.4 Biyosensorler

Biyosensor temel tanima gore, taniyici spesifik biyolojik bilesen ve sinyal yiikseltici
doniistiiriiciiden olusan bir aygittir. Biyosensor tarihi, 1956 yilinda oksijen probunu
onererek, 1962 yilinda enzim elektrodunu gelistiren Leland C. Clark ile baglamis,
fizik, kimya, malzeme ve elektrik-elektronik gibi disiplinlerin katkisiyla gelismis ve
bu dogrultuda tiptan tarima biyoteknolojiden savunmaya kadar bir¢ok alanda
yayginlastirilmigtir [69,70]. Biyosensor tamiminda da belirtildigi tizere, biyosensor
cithaz1 biyolojik taniyici tabaka ve sensOr elementi olarak iki boliimden olusur.
Biyolojik tantyici tabaka hedef olan analitin taninmasinit spesifik olarak saglarken,
sensOr elementi ise analit-reseptor etkilesimi sonucunda gergeklesen fiziksel ya da

kimyasal degisimin algilanmasini ve bu etkilesimin elektriksel sinyale doniistiiriilerek
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yiikseltilmesini saglamaktadir. Biyosensorlerde hedef analitin  konsantrasyonu,
biyoreseptoriin analite 6zgilinliigii gibi degiskenlere bagli olarak, biyobelirtecin
ortamdaki konsantrasyonu ile orantili degisen sinyal araciligiyla belirlenir [71]. Sekil

1.9°da biyosensor bilesenlerine ait sema gosterilmektedir.

Analit Biyoalgilayici Cevirici Olgilebilir
~ Sinyal
Elektroaktif sl Elektrotiar ;
: Bilesenler
Antibadi -
i Yari-iletken ‘
5 : pH Degisimi - pH Elektrodu
Mikroorganizma . )
Elektrik
Ml Organeller Sicaklik sl Termistorier ?S;!nyall

Nukleik Asitler Isik sl Foton Sayicilar

@ Reseptor Katle Degisimi » Piezoelektrik y
Moleklleri Cihazlar

Molekdler Sinyal Ceviriciler
Taniyici Materyaller

Sekil 1.9 : Biyosensor temel ¢alisma mekanizmasi ve bilesenleri [72].

Bir biyosensOrin kullanima uygun olabilmesi ig¢in bazi Ozellikleri tagimasi
gerekmektedir. Bu 6zellikler [71,73]:

- Hedef analite 6zgunlik,

- Ucuzluk, kullanim kolaylig1 ve pratiklik,

- Dogruluk, glvenilirlik, yiuksek hassasiyet ve kararlilik,

- Hizli yanit siiresi ve kendini yenileme (recovery) 6zelligine sahip,

- Yuksek tekrarlanabilirlik,

- Tasmabilirlik,

- Farkli ¢cevresel kosullarda kararlilik (sicaklik, basing, pH, vb.) olarak siralanabilir.

1.4.1 Biyosensorlerin simiflandirilmasi

Biyolojik tanima elementine gore biyosensorler, etiketli (labeled) ve etiketsiz (label-
free) biyosensorler olarak ikiye ayrilir [6,74]. Etiketli biyosensorlerde radyoaktif,
floresan isaretleme gibi etiketleme yontemleri tercih edilirken, etiketsiz yontemlerde
herhangi bir isaretleyici ajan baglanmamis hedef molekiiller dogrudan algilanarak

konsantrasyon degisimi zamana bagli olarak takip edilebilmektedir.
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Biyolojik taniyici kisim (biyoreseptor), biyosensoriin segiciligini  dolayisiyla
performansin1  belirleyen en Onemli kisimdir. Biyoreseptoriin tiirline gore
biyosensorler: enzim, antikor, mikro-organizma ve gen tabanli (DNA ve aptamer)
biyosensorler olarak siniflandirilmaktadir [71].

Ayrica doniistiiriicii elementin tlrtne gore biyosensorler: (i) elektrokimyasal
biyosensorler, (ii) iletkenlik/kapasitans/empedans biyosensorleri, (iii) kutle hassas
biyosensodrler, (iv) termal biyosensorler ve (v) optik biyosensorler olarak
gruplandirilmaktadir [71]. Ilerleyen boliimlerde genel siniflandirma déniistiiriicii
tirline gore yapilacak ve tez kapsaminda iiretilen biyosensorler bu dogrultuda

isimlendirilecektir.

1.4.1.1 Doniistiiriicii tiiriine gore biyosensorler

- Elektrokimyasal doniistiiriiciiler: Potansiyometri, membran veya elektrot
potansiyeli uygulanan caligma elektrodunun analit konsantrasyonu veya analitin
termodinamik aktivitesi hakkinda bilgi verdigi bir metottur. Potansiyometrik
ceviriciler kullanilarak iiretilen biyosensorlerde, biyolojik tantyici ajanla hedef analitin
arasindaki etkilesim sonucunda ¢alisma ve referans elektrodu arasinda potansiyel fark
olusur. Bu sistemlerin en biiyiik dezavantaji, biyolojik reaksiyon sonucunda olusan
potansiyel degisiminin ¢ok diisiik olmasidir. Bu nedenle biyolojik ajanin bulundugu
matristeki interferanslara oldukca dikkat edilmesi biyosensoriun guvenilir ve hassas
olmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. pH metre, potansiyometrik 6lcimi temel alan
yaygin kullanima sahip bir cihazdir [71]. Sistemin pH degeri, hidrojen iyonlarinin
konsantrasyonuyla iliskilendirilerek asagidaki ifadeye gore belirlenir (1).
pH=—log1o [H*] 1)
Potansiyometrik ¢eviricilerin 6zellikleri asagidaki sekilde 6zetlenmistir [71].
- Kolay kuruluma sahiptir; temel olarak referans elektrodu, c¢alisma elektrodu ve
yuksek empedansli voltmetreden olusur.
- Iyon segici elektrotlar spesifik iyonlarin potansiyel sinyalin lgtiminde kullanilir.
- Denge durumunda analit miktar1 degismez ve sensorden akim gegmez.
- Segcici elementi iyon segici membran elektrot ya da metal oksit kaplama elektrottur.
- Sensor cevabi logaritmiktir, her 10 birimlik konsantrasyon degisiminde ¢ikis
sinyalinde genellikle 59 mV degisim olur. Bu durum genis lineer araliga neden
olsa da giiriiltiilii ve diisiik hassasiyetli sensor liretimine yol agmaktadir.

Tipik pH elektrot ve pH sensorlerine ait sematik gosterim Sekil 1.10°da verilmektedir.
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Amperometrik ve voltametrik ¢eviriciler, potansiyometrik geviricilerden farkli olarak
denge durumunda olmayan potansiyel uygulanarak olusan akima veya akim-voltaj
iliskisine dayali nicelik (amperometri) Olglimii yapmay1 saglayan sistemlerdir. Bu
teknolojinin temelinde, metal elektrodun Fermi seviyesinden ve hedef analitin
molekiiler orbitalleri arasinda gergeklesen elektron transferi vardir. Voltametrik
ceviricilerde, elektroda uygulanan sabit veya degisken potansiyele karsilik sistemin
verdigi cevap akim cinsinden 6l¢iliir. Potansiyel basamakli olarak degistirilebilir ya
da sabit sekilde uygulanarak sistemde olusan akim, hiicre potansiyeli cinsinden ifade
edilir. Zamana bagli olarak elde edilen bu grafige voltamogram denir. Amperometrik
ceviricilerde, sabit potansiyelde sistemdeki akim Olgllerek hedef analitin
konsantrasyonu hesaplanir. Amperometrik 6lgliimiin en basit formu tekli-potansiyel
amperometri ve DC amperometridir.

Glikoz sensorleri, amperometrik 6lcimi temel alan sensorlerdendir. Voltametrik
analizlerde genellikle Ug-elektrotlu sistem kullanilir (Sekil 1.11). Bu elektrotlar
referans elektrot, calisma elektrodu ve karsit elektrot olarak isimlendirilir. Modern
voltamogramlarda calisma elektrodu karsit elektroda goére polarize edilirken, calisma
elektrodunun voltaj degeri referans elektroda gore oOlcullr. Bu sekilde, 3-elektrotlu
hiicrede referans elektrottan yiiksek akim gegmesi engellenmis olur. Voltametrik
Olclim yapabilmek i¢in bu elektrotlardan en az iki tanesinin olmasi gerekmektedir.
Pratikte ise, akim gecen bir elektrotta potansiyeli iki elektrot kullanarak sabit tutmak
oldukca zordur. 2-elektrotlu sistemlerde, referans elektroduna diisilk miktarda akim
uygulanir ve bu elektrot potansiyel dlgiimiinde ve sabitlenmesinde referans olarak
kabul edilir [76].

3-elektrotlu sistemin kullanimi ise, potansiyel ve akim dl¢timlerinde yiiksek dogruluk
saglar. Bu sistemlerde uygulanan potansiyel, analitin elektron transfer reaksiyonu igin
gereken siiriicii kuvveti saglar. Olgiilen akim, elektrokimyasal reaksiyondaki elektron
transfer katsayisi ile orantilidir. Elektrokimyasal hiicrede, potansiyometrideki gibi,
inorganik tuzlar (KCI, Na;SO4), mineral asitler (HCIl, H>SO4) vb. destekleyici
elektrolitler kullanilarak iyonik ortam olusturulur ve polarizasyon sonucunda
gerceklesen iyon transferinin kararlihigr saglanir [71].

Ekran baskili elektrotlar (SPE), bahsi gecen 3-elektrotlu sistemlerin minyatirize
edildigi elektrotlardir. SPE’lerin kiigiik boyutta sagladiklar: kullanim kolayligi, diisiik
maliyetleri ve endustriyel Olgekte Uretilebilirlikleri gibi avantajlarindan dolay1 bu

elektrotlar sensor ve biyosensor arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, bu
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elektrotlarin taginabilir analitik sistemlere kolaylikla entegre edilebilmesi, cevre,
endiistriyel ve klinik uygulamalarda tercih edilmelerini saglamaktadir [77]. Ekran-
baskilama teknolojisi ile gelistirilen 2 ve 3-elektrotlu SPE’ ler Sekil 1.12 de
gosterilmektedir.

(@) « Ag/ AgCl elektrot

HCI

Cam membran

(b)

+————— Pt kablo

ql Ag/AgCl elektrot

<+ KCI (doygun)

/Kalomel elektrot

+—e. KCl (ka1 faz)

HCI
Cam membran

Sekil 1.10 : pH metrenin bilesenleri (a) pH elektrodu ve (b) pH sensori hiicresi [75].
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Sekil 1.11 : 3-elektrotlu voltametri hiicresi
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Sekil 1.12 : (a) 2-elektrot ve (b) 3-elektrot baskili SPE [13,77].

- Empedans/iletkenlik/kapasitans ceviriciler: Sivilarin iletkenligi, mineral tuzlari,

asit veya bazlarm sivi ortamda iyonlarina ayrismasindan kaynaklanir. Iyon halde

elektrolit i¢eren hiicreye sabit bir potansiyel uygulanmasi sonucunda sistemde elektrik

alan olusur ve iyonlarin zit yiiklii elektrotlara dogru hareketi sonucunda hiicrede akim

meydana gelir. Bu akim, ¢ozeltinin direncine (R), elektrotlarin yiizey alanlari ve

aralarindaki mesafeye gore degismektedir. Kapasitans ve iletkenlik ¢eviriciler yapisal

olarak birbirine benzemekle birlikte bu ceviriciler empedans ceviricilerin
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basitlestirilmis versiyonlaridir. Empedans, direng, kapasitans ve indiiktans arasindaki
iliski Esitlik 2°de verildigi sekilde ifade edilmektedir [78].

Z=R+jX=R=jlx,—xc) 2
Kapasitans ceviriciler, dielektrik katman tzerine immobilize edilen reseptor ile analit
etkilesimi sonucu elektrolit/elektrot araylziinde olusan dielektriksel degisimleri 6lger.
Kapasitans (C), Esitlik 3’e gore hesaplanir.

goXE

C=2%2%Q ©)

Bu denklemde ¢; elektrotlar arasindaki ortamin dielektrik sabitini, €o; serbest uzayin
gecirgenlik katsayisini (8,85 x 107'2 F/m), A; elektrotlarin yiizey alanini (m?), d ise
yalitkan tabakanin kalinligin1 (m) ifade eder. Bu denkleme gore, elektrotlar arasi
mesafe arttikca kapasitans diiser. Bagka bir deyisle, hedef molekiiliin reseptoriine
baglanmas1 sonucunda yer degistiren karsit iyonlar kapasitans degerinde azalmaya
neden olur. Reseptorle modifiye edilen yiizeye baglanan analitin miktar1 arttikga,
kapasitans degerindeki diisiis de artar.

Elektrokimyasal yontemlerin farkli bir tiirii de Alan Etkili Transistorlerdir (Field
Effect Transistors, FETs). Yari iletken iki elektrot arasindaki iletkenlik degerinin
(source ve drain) t¢lincu bir elektrot (gain) tarafindan kontrol edildigi bu sistemlerdeki
giriilti oran1 oldukga diisiiktiir. MOSFET (metal-oxide—semiconductor field-effect
transistor), ISFET (ion-sensitive field-effect transistor), JFET (Junction gate field-
effect transistor) gibi tiirleri de bulunmaktadir [56].

- Optik Ceuviriciler: Optik ceviriciler, gorinir bélge (10-390 nm), mor 0tesi (390—
700 nm) ve kizil 6tesi (700 nm—1 mm) bdlgelerdeki sinyalin doniistiiriilmesini saglar.
Biyosensordeki  biyolojik  tanima  isleminin  validasyonu:  absorbsiyon,
floresans/fosforesans, kemiluminesans ve kiricilik indisleri incelenerek yapilir [79].
Optik ceviriciler, biyosensor ceviriciler arasinda en eski ve en guvenilir tekniklerden
biridir. Ylksek hassasiyet, kiiglik boyut, etkin maliyet gibi 6zelliklerinden dolay1 diger
geleneksel analiz yontemlerine alternatif olarak  gosterilmektedir.  Optik
biyosensorlerin avantajlari;; hizli olmalari, sinyalin elektriksel ya da manyetik
parazitlere karsi dayanikli olmalari, uzaktan algilamaya ve tek bir cihazda ¢oklu
algilama yapilmasina olanak saglamasi olarak siralanabilir. Bu nedenle 6zellikle gida,
giivenlik, yasam bilimleri, g¢evre analizleri ve medikal alanlardaki biyosensor
caligmalarinda optik ceviriciler kullanilarak gelistirilen sensorlerin kullaniminda

belirgin bir artis gdzlenmektedir [80].

22



Optik biyosensorler temelde, 151k kaynagi, 151k demeti olusturmak ve olusan 15181
yonlendirmek i¢in gerekli optik bilesenler, yiizeyi fonksiyonellestirilmis algilayici
kristal ve 151k detektoriinden olugmaktadir. Optik biyosensorler ile dogrudan veya
dolayh olarak iki farkli sekilde 6lgiim yapilabilmektedir. Dogrudan 6l¢iimde, hedef
molekiiller etiketlenmeden ya da degistirilmeden dogrudan analit tayini yapilir ve
analit dalga kilavuzunun optik 6zelliklerinden dogrudan etkilenir. Bu tip analit tayini
kolay ve ucuz olmasinin yani sira molekiiler etkilesimin kantitatif ve kinetik 6l¢timiine
izin vermektedir. Dolayli Ol¢iimde ise hedef analit ve biyolojik taniyici ajanlar
genellikle floresan etiketlemeyle etiketlenirler. Bu analitlerin tespitinde ylzeye
tutunma, 1s1ma, fosforesans, polarizasyon, rotasyon veya harmonik tliretim temelli
dogrusal olmayan optik olgulardan faydalanilmaktadir. Ilk optik kimyasal sensér,
absorbsiyon spekturumundaki degisiklikleri 6lgme temeline dayali olup, CO2 ve O>
derisimlerinin 6l¢lilmesi amaciyla gelistirilmistir [81,82].

Optik biyosensorlerin giiniimiizde en yaygin kullanilan tiirti, (SPR) biyosensorleridir.
1902 yilinda fiziksel agidan tanimlanan plazmon rezonansi, yiizey plazmonlarinin
anlagilmas1 sonucunda gelistirilmis ve ilk ticari SPR biyosensorll Biacore firmasi
tarafindan 1993 yilinda tretilmistir. SPR sensdrlerinde temel olarak, polarize 1sik,
ylzeyi altin kapli bir prizmaya gonderildiginde 1s181n bir kism1 absorblanmakta, bir
kism1 da yansitilmaktadir. Gelme acis1 degistirilip yansiyan 1s18in siddeti takip
edildiginde yansiyan 151k siddetinde azalma goriiliir. Rezonans durumunda yansiyan
15131 siddetinde maksimum kayip olur ve bu acrya SPR agis1 adi verilir. Iki optik
ortamin ara ylizeyine yerlestirilen ince iletken filme belirli agida gelen 15181n etkisinde
ylizey plazmonlar1 osilasyon yaparak rezonans gergeklestirmektedir. Rezonans
durumunda yuzey elektronlari tarafindan gelen 15181n enerjisi absorblanarak yansiyan
151810 yogunlugunda bir azalma meydana gelmekte ve bu iki 151k yogunlugu arasindaki
fark 6lciilerek hedef analitin miktar1 tayin edilmektedir.

Gelen 1518311 metal-su ara yizindeki penetrasyon derinligi, gelen 1s181n dalga boyuna
ve metalin tiiriine baglidir. Ornegin, altin i¢in penetrasyon derinligi yaklasik 25-30
nm’dir. Yiizey plazmon dalgasinin rezonansi ise ortamin kirilma indisine (n) baghdir.
Sulu tampon sisteminin kiricilik indisi (n) yaklasik 1,0 iken proteinlerinki 1,33 tiir.
Proteinlerin yar iletken yiizeye adsorpsiyonu sonucunda rezonans ag¢isinda kayma
olusarak ortamin kirilma indisini arttiracaktir. SPR cihazlarinda fotodedektorler
kullanilarak, metal ara ylizeyinde plazmon rezonansi etkisinde gerceklesen frekans

degisimleri Ol¢iiliir. Giinlimiizde gelistirilen SPR biyosensorleri, pg seviyedeki analit
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degisimlerini dahi 6l¢ebilecek hassasiyete sahiptir [71,76,81,83]. Sekil 1.13’te SPR

biyosensoriine ait temel bilesenler gosterilmektedir.

Flow Cell e ° o ©
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Sekil 1.13 : Kretschmann konfiglrasyonuyla tasarlanan SPR cihazinin sematik
gosterimi [84].

- Kitle Hassas Ceviriciler: Fiziksel geviriciler kapsaminda, piezoelektrik (PZT)
ozellik gosteren malzemeler yaygin olarak kullanilmaktadir. Piezoelektrik 6zellik:
kuvars kristal, galyum fosfat, kuvars, kursun magnezyum niyobat — kursun titanat gibi
malzemelere ait bir 6zelliktir. Kristal igerisindeki atomlarin deformasyon sonucunda
mevcut olduklari konumdan belirli bir zamanda yer degistirmeleri ve sonrasinda tekrar
baslangigctaki konuma donmelerine osilasyon denilmektedir. Kristalin rezonans
frekans1 bu osilasyon dongiisiiniin birim zamandaki tekrarlanma sayma baghdir.
Piezoelektrik malzemelerde frekans degisimi, ya elektrik alan uygulama yoluyla
kristalde mekanik deformasyon elde ederek ya da tam tersi sekilde mekanik stres
etkisinde elektriksel polarizasyon olusturma yoluyla elde edilebilir. Bu sekilde
kristalde bulunan negatif ve pozitif yiiklii iyonlar, osilasyon sebebiyle yiik dagilimina
sebep olmakta ve polarizasyon olugmaktadir. Sonug olarak, kristalin yeni salinim
frekansi ile rezonans frekansi arasinda olugsan kaymadan kaynaklanan enerji farki
elektriksel yiik dolayisiyla elektriksel alan olusturmakta ve olusan bu elektrik alan da
kristalde mekanik salinima sebep olmaktadir. Kuvars kristallerin kristal kesimleri
birbirinden farklilik gostermekte ve kesimlerdeki bu farklilik kristalin 6zelliklerini
etkilemektedir. Sensor uygulamalarinda genellikle AT-/BT-kesim kuvars osilatorler
kullanilmaktadir [76,85].

PZT elektrotlarin ylizey filmleri ve elektronik baglantilari, elektriksel kaplama ve
puskirtme (sputtering) ile yapilir. Temel ¢alisma mekanizmasinda osilator elektrotlar

arasindaki kristalin merkez bdlgesi maksimum genlikli vibrasyonun olusmasini
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sagladigindan dolayi kiitle hassasiyeti kristalin merkezinde maksimumdur. Merkezden
uzaklastik¢a rezonans frekansi uzaklikla ters orantili olarak azalmakta ve belli
frekanslar  soniimlenmekte(damping), kristalin  kenarlarinda ise  osilasyon
gerceklesmemektedir. Kapasitans etkisini azaltmak i¢in elektrotlar birbirinden farkl
boyutlarda Gretilmektedir. Kiglk olan elektrot, elektriksel piezoaktif alana karar verir
[16,86].

Biyosensor sistemlerde kullanilan PZT ozellikteki kristallerin ¢alisma prensiplerini
Ozetlersek, elektrot ylizeyine yapilan modifikasyonlar ve/veya biyolojik etkilesimler
neticesinde PZT kristal yiizeyine etki eden basing, kristal 6rgiisiiniin oryantasyonunun
degismesine yol agmaktadir. Bu degisim, piezoelektrik cevirici yardimiyla farkli
formlardaki dalgalara dontstiiriiliir. Kristalin temel rezonans frekansindaki kayma
PZT ceviricinin  dondstirdiigli  dalganin  frekansiyla kiyaslanarak elektrot
modifikasyonu veya biyolojik etkilesim hakkinda bilgi edinilir. Piezoelektrik
ceviricilerin biyosensor alaninda kullanimina yonelik yapilan aragtirmalar, bu
sistemlerin biyokimyasal reaksiyonlar1 dogrudan, diisiik maliyetli olarak tespit
edilebildigini gostermektedir. QCM, QTF ve yiuzey akustik dalga (SAW) sensorlerinin
temelini PZT ceviriciler olusturur [80,85,87].

Kuvars kristal mikroterazi veya baska bir deyisle kuvars kristal mikrobalans (QCM),
biyosensorlerde siklikla kullanilan bir c¢evirici tiirlidiir. Temel olarak tersinir
haberlesen osilator devre ve piezoelektrik kristalden olusur. Rezonatdriin
frekansindaki degisimi Olcerek elektrot yiizeyinde birim alandaki kutlesel degisim
miktarinin hesaplanmasi amaciyla kullanilir. Kristal modifiye edilmis ve edilmemis
hallerde belirli bir kalite faktorine (Q) sahiptir. Akustik rezonatérin ylzeyinde
gerceklesen kiiciik kiitlesel degisimler Kalite faktoriinu etkileyerek kristal atomlarinin
rezonans frekansinda kaymalara neden olur. Bu sekilde ara ylizeydeki viskoelastik
degisimler ve ylizeydeki kiitlesel degisimler hassas olarak algilanabilmektedir.
Kalinlik-kesme modlu ve yiizey akustik dalga (SAW) kiitle hassas detektorl olan
QCM (Sekil 1.14), elektrodun aktif yiizeyine tutunan bilesenlerin rezonans frekansina
etkisini ve elektrot-sivi ara yiizeyindeki tiim degisimleri 6l¢meyi saglamaktadir. QCM,
vakum altinda, gaz fazinda ve sivi ortamlarda kullanilabilir. Vakum ortaminda
kullanilan ince film biriktirme sistemlerinde film kalinliginin takibinde faydalidirlar.
Sivi ortamlarda ise, taniyict biyolojik ajanlarla fonksiyonellestirilmis yilizeylerin
analitlerine karsi afinitelerini belirlemede oldukca etkilidirler ve bu nedenle

biyomolekuler etkilesimleri incelemek igin kullanilmaktadirlar [88]. Sensor ve
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biyosensor alaninda, 10—15 mm ¢apinda ve 0,1-0,2 mm kalinligina sahip AT-kesim
kuvars diskler kullanilmaktadir. Bu diskler genellikle giimiis ya da altin ince filmle

kaplidir ve modifiye edilmemis halde 6-20 MHz rezonans frekansina sahiptirler.

O
.~

Sekil 1.14 : Kuvars kristal mikroterazi (QCM) (a) Ust yuzeyi (b) alt yizeyi [16].

QCM’de frekans kaymasi (f) ve kiitle degisimi (Am) arasindaki iliski Newtoniyen
akigkanlar i¢in Sauerbrey denklemi (4) ile hesaplanir [89].
Denklemde fo; temel rezonans frekansini, A; kristal yiizeyinin alanini, p; kuvars

yogunlugunu, H; kesme katsayini gostermektedir.

Af = —Asz_pAm @)

Sekil 1.15 : Kuvars ayar catali [16].

QTF (Sekil 1.15), yliksek kararlilik, yiiksek kalite faktorii, geliskin hassasiyet ve diisiik
guc tiketimi gibi Ozellikleri sebebiyle frekans degisimlerinin Olglimlerinde yaygin
olarak kullanilan bir rezonator haline gelmistir. QTF rezonatorler hem piezoelektrik

hem de ters piezoelektrik etkileri birlikte gosterirler. QTF’in iki yiiziinde toplamda 8
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adet metal kaplamaya sahip yiizey ve bu metal yiizeylere bagl iki adet elektrot
bulunmaktadir [90]. Bu elektrotlar kullanilarak, QTF’in simetrik ve surekli
vibrasyonlar sonucunda olusturduklari polarizasyon voltaj1 dlgiilmektedir. Ote yandan
bu elektrotlar, ters piezoelektrik etkiyi kullanarak QTF ucglarma uygulanan
polarizasyon voltaji etkisinde olusan titresim hakkinda da bilgi vermektedirler. Sekil

1.16’da QTF’e ait SEM goriintiisii verilmistir.

HV |spot/mag @B det| WD | tilt|
10.00kV| 20| 15x |ETD|{13.9mm|0°

Sekil 1.16 : Kuvars ayar ¢atali SEM goruntust [16].

Ozetle, vakum altinda 32.758 Hertz biiyiikliigiindeki frekansla titresen QTF catallar
dekapsiilasyon sonrasinda farkli bir ortamla etkilestirildiklerinde, etkilestirildikleri
ortamin 6zelliklerine bagl olarak catal {izerinde net bir kuvvet olusmakta ve olusan bu
kuvvet QTF’in dogal rezonans frekansinda kaymaya sebep olmaktadir. Bu frekans

kaymas1 ayni1 zamanda kalite faktoriiniin de degisimine sebep olmaktadir (Qvakum <

100.000 Ve Qnava< 10.000) [15,87].
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Ayrica, QTF catallart numune yiizeyine yaklastikca piezoelektrik etki nedeniyle QTF
ug-6rnek arasindaki atomik kuvvette degisim olusmakta ve bu kuvvet degisiminin
yuklerin vibrasyonunu etkilemesi sonucunda da elektriksel sinyal agiga ¢ikmaktadir.
Bu geri doniisiimlii mekanizma, QTF’lerin kuvvet sensorii olarak ¢alisma prensibini
aciklamaktadir. Gegtigimiz yillarda QTF’ler, sahip olduklar1 yiiksek mekanik kalite
faktorleri, pN seviyesindeki kuvvet degisimlerini Olgebilmeleri ve Angstrom
seviyesinde ¢oziiniirliikk saglamalar1 gibi geliskin 6zelliklerinden dolayr AFM, SPM
uygulamalarinda sensor elementi olarak kullanilmaktadirlar [15,91].

QTF’lerin 6zellikle gaz sensorii olarak kullanildig: ¢calismalara literatiirde rastlansa da
biyosensor alaninda kullanimlari yaygin degildir [92—95]. QTF tabanli biyosensorlere
ait ilk calismalar grubumuzca yapilmas, iiretilen immiinosensoriin dogrusallik sinir1 1-
200 uM/mL ve hassasiyeti 0,3891 Hz/uM bulunmasi sonucunda QTF’ in fenilketondiri
hastaliginin erken tanisinda biyosensor olarak kullanilabilecegi deneysel olarak
gosterilmistir [16].

Sensoriin sinyal performansi, gevirici ylizeyinin modifikasyonu sonucunda gelistirilen
biyolojik taniyici tabaka ile dogrudan iliskilidir. Piezoelektrik etki prensibini temel
alan doniistiiriiciilerde, elektrot yiizeyine yapilan modifikasyonlar ozellikle kalite
faktoriinii dogrudan etkileyerek, sinyal kalitesini ve sistemin performansini
belirlemektedir. Bu kapsamda gegtigimiz yillarda, sensor yiizeyleri: iletken polimerler,
nanofiberler, nanoparcaciklar, karbon nanotiipler, grafen oksit vb. malzemeler ile
modifiye edilerek sensor performansiin arttirtlmasi amaglanmistir [88,96-98]. Bu
kapsamda, doktora tez ¢alismasinin ilk boliminde, QTF ylzeylerinde biyolojik
taniyici tabaka olusturulmas: amaciyla cgevirici yizeylere, amiloid forma indirgenmis
BSA nanofiberler modifikasyonu yapilmustir. ikinci bolimde ise SPGE calisma
elektrodu yiizeyleri sisteamin fonksiyonel altin nanoparcaciklarla modifiye edilmistir.
Bu modifikasyonlar sonucunda, doniistlrict yizeylerinin yiizey alani/hacim
oranmlarinin arttirilmast ve bdylece biyolojik ajan immobilizasyon kapasitesinin
gelistirilerek diisiik 6l¢iim limitinde yiiksek Olglim hassasiyetine sahip sensorlerin
gelistirilmesi amaglanmustir.

- Termal ceviriciler: Termal ceviriciler, termometre, termopil veya termistor gibi
fiziksel ¢eviricilerden olugsmakta ve ekzotermik tepkimelerde olusan 1s1 degisimlerini
6lgme prensibi ile calismaktadirlar. Analitik ¢zelti kalorimetrisinde enstriimanlar; 1s1
iletimi, izoperibol kalorimetre ve izotermal kalorimetre seklinde siniflandiriimaktadir

[99]. Sistemin biyokimyasal tepkimelere verdigi cevap, iirlinlerdeki molar entalpi
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degisimine, termokimyasal katsayisina ve sistemde olusan sicaklik degisimine
baghidir.

Katalitik dogasindan dolay1, enzimatik tepkimelerin molar entalpisi diger tepkimelere
kiyasla daha yiiksektir. Bu nedenle termistor c¢eviriciler, kalorimetrik tabanli
biyosensorler kapsaminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Cevre ile 1s1 yalitiminin iyi
yapilmasi durumunda gosterdikleri yiiksek hassasiyet ve kiigiik boyutlar1 tercih

edilmelerinin diger sebepleri arasinda sayilabilir [71].

1.4.2 Biyosensor karakteristik 6zellikleri ve performans parametreleri

Farkl1 tiir biyosensorler farkli karakteristik 6zelliklere, avantaj ve dezavantajlara sahip
olabilmektedir. Ideal bir biyosensdrden beklenen karakteristik 6zellikler asagida
stralanmustir [100,101].

- Analit Ozgiinliigii (specificity) ve secicilik (selectivity): Ozgiilliigii yiiksek bir
analizde, hedef analit ile hedef olmayan benzer yapidaki biyolojik ajanlar arasinda
yiiksek ayiricilik olmalidir ve pozitif hata orani azdir. Biyosensor cihazi, hedef
analit i¢in yiiksek segicilige sahip olmali ve benzer kimyasal yapiya sahip biyoojik
ajanlara higbir sekilde ¢apraz reaktivite gostermemeli ya da minimum diizeyde
gostermelidir.

- Cevap suresi: Biyosensoriin etkin bir sekilde ¢alisabilmesi igin hedef analitin
gercek zamanl izlenmesi tercih edilir. Buna ek olarak, analiz stiresinin mimkiin
oldugunca kisa olmasi ve biyosensoriin yeniden kullanilabilirligi i¢in iyilesme
(recovery) siiresinin kisa olmasi gerekmektedir.

- Duyarlilik (sensitivity): Duyarlilig1 yiiksek bir analiz, hedef analitin daha diisiik
derisimlerde tespit edilebilmesine imkan vermekte, negatif hatay1 azaltmaktadir.
Ayrica, reaksiyonun, karistirma, pH ve sicaklik gibi kontrol edilebilir fiziksel
parametrelerden bagimsiz olmasi gerekmektedir. Biyosensor cihaziyla olgim
yapilirken 6rneklerin 6n temizligi gibi modifikasyon iglemlerinin olabildigince az
olmasi1 gerekmektedir. Eger reaksiyon koenzim ya da kofaktorler iceriyorsa,
bunlarin tercihen enzimle birlikte ko-immobilize halde bulunmasi gerekmektedir.

- Tekrarlanabilirlik (repeatibility) ve yeniden uretilebilirlik (reproducibility):
Tekrarlanabilir 6l¢tim yapilabilmesi igin; ayni konsantrasyonlara sahip 6rneklerin,
birden fazla kez test edildiklerinde her seferinde ayni sonucu vermeleridir.
Biyosensoriin kolay kalibre edilebilmesi, giivenilir analiz yapabilmesi icin tekrar

tiretilebilir olmasi1 gerekmektedir.
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- Dogruluk (accuracy): Bir biyosensor pozitif ve negatif hatalart minimum olacak
sekilde dogru Ol¢lim yapmalidir. Yanitlarin; kesin, hassas, tekrarlanabilir ve
dogrusal olmasi gerekmektedir. Ayrica, elde edilen sinyalin elektriksel giiriiltiiden
arindirilmis olmasi gibi 6zellikler de oldukca 6nemlidir.

- Dayanmiklilik (robustness) ve kararlilik (stability): Bir biyosensor: sicaklik, nem,
pH, elektronik girisimler gibi cevresel faktorlerden etkilenmemelidir. Ozellikle
depolama kosullar1 altinda stabil olmali ve fazla sayidaki analizlerde yliksek
dayaniklilik ve kararlilik gostermelidir. Biyolojik bilesenlerin ¢ogu, degisen
biyokimyasal ve gevresel sartlarda kararlilik gostermemektedirler. Bu nedenle,
biyolojik elementlerin aktivitelerinin uzun siire korunmasi, biyosensorlerin
pratikte kullanilabilir hale getirilerek pazarlanabilmeleri agisindan 6nemlidir.

- Yenilenebilirlik (Recovery) ve maliyet: Diisiik maliyetli sensorlerin tek kullanimlik
olmalari yeterli olsa da ayn1 sensoriin yenilenebilir olmasi sonucunda ¢oklu 6l¢iime
olanak tanimasi tercih edilmektedir. Ek olarak, tretim maliyetlerinin diisiik olmast,
biyosensorlerin daha genis ¢apli uygulama alani bularak yayginlagmalari agisindan
onemlidir.

- Kullamm kolaylig1 ve tasinabilirlik: 1deal olarak tam otomatik, ucuz, kiiciik ve
tasinabilir olan sistemler tercih edilmektedir. Ayrica sistem arayiiziiniin kalifiye
olmayan operatorler tarafindan kullanilabilecek diizeyde olmasi gerekmektedir.

- Boyut ve agirlik: Biyosensorlerin tasmabilir olmasit genellikle saha
uygulamalarinda kullanimlarini kolaylastirmak agisindan tercih edilmektedir. Ek
olarak kiiguk boyutlarda tasarlanan minyatirize edilmis biyosensor cihazlar, baska
cihazlarla entegre edilerek kullanim kolayligi saglamaktadir.

Yukarida bahsi gegen karakteristik Ozelliklerin yani sira, kalibrasyonu yapilan

biyosensore ait ozellikler de biyosensorlerin performanslarini tanimlamak agisindan

oldukca 6nemlidir. Kalibrasyon karakteristikleri: hassasiyet, tespit limiti (limit of
detection, LOD), tayin limiti (limit of quantification, LOQ) ¢alisma ve dogrusal 6l¢iim
araligi (LDL) gibi alt parametreler baglaminda incelenir.

Sensor kalibrasyonu, biyosensorin dnceden belirlenmis konsantrasyonlarda hedef

analit iceren standart bir ¢ozelti ile etkilestirilmesi sonucu yapilan Ol¢limlerle

gerceklestirilmektedir. Degisen analit konsantrasyonuna karsi sensorln yaniti test
edilerek grafik haline getirilir ve kalibrasyon egrisi elde edilmektedir. Kalibrasyon
egrisinin dogrusal kisminin egimi hassasiyeti vermektedir. Hassasiyet, birim analit

derisimindeki degisime karst elde edilen cevabin biiyiikliigli cinsinden ifade
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edilmektedir. Farkli biyoalgilama materyalleri ve ¢evirici cihazlarin tipine bagl olarak
bir biyosensoriin hassasiyetini etkileyen birgok parametre bulunmaktadir [96,97].

Biyosensore ait LDL, alt ve iist 6l¢iim seviyelerinin dogrusallia sahip boliimii olarak
tanimlanmaktadir. LOD ise, ortamda analitin varliginda olusan giiriiltiiden istatistiksel
olarak belirgin sekilde farkli olan sinyal olarak tanimlanmaktadir ve biyosensoriin
kalitesini gosteren onemli bir faktordir. Kalibrasyon egrisinden elde edilen standart
sapmanin, kalibrasyon egrisinin lineer regresyon degerine gore 3,3 (R?°0,98 ise) veya
2 kat1 (R?~0,95 ise) almarak hesaplanir. Biyosensoriin LOQ degeri ise genellikle
LOD’den 5 kat daha yiiksektir. Tespit limiti ayrica tanimlanmis sinyal/gliriiltii (S/N)
orani baz alarak da belirlenmektedir. Tespit limitinde giiriiltii de degerlendirildiginden

hassasiyet ile karistiritlmamalidir [102].

1.4.3 Prostat kanseri teshisinde PSMA tabanh biyosensorler

Prostat kanseri (PK), akciger kanserinden sonra en sik gozlemlenen orta yas stii
erkeklerde oldukca yaygin ve tehlikeli olan kanser tiirlerinden biridir. Bu nedenle bu
hastaligin dogru teshisi iirologlar ve hastalar acisindan biiyiilk 6nem tagimaktadir.
Klinik testlerde, bu hastaligin FDA tarafindan belirlenen biyobelirte¢ olan PSA testi
yapilmakta, PRM, TRUS ve biyopsi sonrasinda hastaligin evresi Gleason Skoru ile
belirlenmektedir. Fakat, PSA 6l¢limiinii temel alan tan1 yonteminin yetersizligi, prostat
spesifik olmasina ragmen prostat kanserine spesifik olmamasidir [2,17]. Ozellikle
artan yagsla, prostat bilylimesi ve/veya iltihaplanmasi gibi durumlarda da kandaki PSA
seviyesinin yukselmesi, yiksek oranda yanlis-negatif biyopsi sonuglar1 ile
karsilasilmasina dolayisiyla da hasta konforunun bozulmasina sebep olmaktadir. Aksi
durumda gozlemlenen diisiik PSA seviyesi ise her zaman kanser olmadig1 anlamina
gelmemektedir. Geleneksel klinik uygulamalarda kullanilan ELISA, FIA, CIA gibi
kantitatif yontemlerde PK teshisinde yeterince hassas sonu¢ vermediginden,
karsilagilan yanlis-pozitif /negatif sonuglar1 engellemek icin geleneksel tani
yontemlerine alternatif olabilecek ya da tani destekleyici olarak kullanilabilecek yeni
stratejiler arastirilmaktadir [106]. Kanser vakalarinin ve geg tan1 kaynakli 6lumlerin
artmas1 nedeniyle diisiik maliyetleri, analit ozgiilliigi, Ol¢iim dogrulugu ve
hassasiyetleri ile biyosensorler kanser tanisinda gegtigimiz yillarda 6n plana ¢ikmistir
[104-106]. Gunumiize kadar prostat kanserinin erken ve/veya ayirici tanisinda
kullanilmak iizere birgok biyosensor cihaz gelistirilmistir. Gelistirilen bu cihazlarin

cogunun PSA dl¢limiine yonelik olmalari ve PSA’nin prostat kanserine degil prostatla
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iligkili her tiirlii anomalide artis gostermesi nedeniyle PSA 0&lglimine yonelik
gelistirilen immiinolojik testler ve biyosensorler, prostat kanserinin dogru/ayirici
tanisinda kullanima uygun degildir [107]. Bu nedenle PK teshisinde, hiicre
orneklerinde ve vicut sivilarinda bulunan sadece prostat kanserine spesifik olan RNA,
DNA veya protein yapisindaki biyobelirteglerin dl¢iimiinii hedef alan biyosensorler
gelistirilmektedir. Ornegin, Xiao ve dig. (2001) tarafindan yapilan ELISA testi ile,
serum PSMA seviyesinin, saglikli kontrol gruplarinda ortalama 272,9 ng/mL (yas<50)
ve 359,4 ng/mL (yas>50) 6lctildiigii, prostat kanseri durumunda ortalama 623,1 ng/mL
degerine yiikseldigi, BPH durumunda ise ortalama 117,1 ng/mL seviyesine diistiigii
rapor edilmistir [10]. Elde edilen bu verilere dayanarak, PSMA’nin prostat kanserinin
ayirict tanisinda kullanimina uygun bir biyobelirteg olduguna ve bu doktora tezi
kapsaminda gelistirilecek prostat kanseri imminosensorinin PSMA protein/ PSMA
ekspresyonu gosteren hiicrelerin 6l¢iimiine yonelik olacak sekilde tasarlanmasina
karar verilmistir.

Literatiirdeki PSMA tabanli biyosensor ¢alismalart olduk¢a sinirli olmakla birlikte,
yayinlanan caligmalarin biiyiik bir kismini elektrokimyasal tabanli biyosensorler
olusturmaktadir. Ornegin, Chikkaveeraiah ve dig. (2009), tek-yiizii modifiye edilmis
elektrokimyasal tabanli immunohatlar1 (immunoarray) karbon nanotiip (CNT) ile
modifiye ettikten sonra insan serum dérneklerinde PSA, PSMA, platelet faktor-4 (PF-
4) ve interlokin-6 (IL-6) taramasi yapmislardir. PSA, PSMA, PF-4 ve IL-6 icin lineer
olgiim limitleri sirasiyla:1-40 ng.mL™!, 10-250 ng.mL"!, 1-40 ng.mL"!' ve 50-500
pg.mL ! olarak hesaplamislardir [108].

Min ve dig. (2010), A10 RNA aptamer ve DUP-1 peptit aptamer konjugasyonu
sonucunda RNA/peptit aptamer proplu altin elektrot (Sekil 1.17) gelistirerek prostat
kanseri ekspresyonu goésteren/gostermeyen hiicre hatlarinda PSMA (+) ve PSMA (-)
Ol¢timii gergeklestirmistir. Bu kapsamda, biotin-tiol, streptavidin (SA), A10+DUP-1
aptamerleri, BSA ve prostat kanser ekspresyonu gosteren hiicre ortamlarinda test
edilmistir. RN A/peptit aptamer probu ile modifiye edilen altin elektrodun yuk transfer
direncindeki degisimler, EIS analizleri ile elde edilen Nyquist egrileri ile takip edilmis
ve prostat kanser hiicrelerinin varliginda yiik transfer direncinde maksimum azalma

gozlemlenmistir [109].
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Sekil 1.17 : Min ve dig. (2010) tarafindan gelistirilen RNA/peptit aptamer modifiye
altin elektrot [109].

Akter ve Arrigan (2016), PSMA saptanmasi i¢in gelistirdikleri mikroakiskan kanalll
elektrodun araytizeyinde, PSMA nin proteolizi sonucu agiga ¢ikan ve enzimatik olarak
katalizlenen proteolitik {iriinii kullanmis ve proton destekli iyon transferi
fenomeninden yola c¢ikarak pM konsantrasyonlardaki PSMA miktarini tayin
etmislerdir. Voltametrik analizler sonucunda, PSMA i¢in lineer 6l¢tim araligi: 0,117—

1,17 nM ve LOD: 69 pM olarak hesaplanmistir [61].
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Sekil 1.18 : Akis sistemine bagli Fe30s-ERGO modifiye 8-hatli SPE tabanli

mikroakiskan kanalli biyosensoriin gosterimi [62].

Sharafeldin ve dig. (2017), elektrokimyasal olarak indirgenmis grafen oksit (ERGO)
tabakalarin lizerine dekore ettikleri Poli (dimetil dialil amonyum kloriir) (PDDA) kapl
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manyetit (FesO4) nanopargaciklarini kullanarak gelistirdikleri mikroakigskan tabanli
biyosensor araciligiyla serum ortaminda PSA ve PSMA 6l¢limii yapmislardir (Sekil
1.18). Bahsi gecen biyosensoriin LOD degeri PSA ve PSMA i¢in sirasiyla 15 fg/mL
ve 4,8 fg/mL olarak rapor edilmistir.

Chaloupkovéa ve dig. (2018), Fe3O4 ve giimiis (Ag) nanoparcaciklariyla dekore ettikleri
nanokompoziti diisiikk molekiiler kiitleli ve sentetik antikor PSMA (a-GCPIl/a-PSMA)
ile fonksiyonellestirmislerdir. Manyetik alan destekli-yilizey gii¢lendirilmis Raman
Spektroskopi (MA-SERS) yoéntemi ile kan o6rneklerinde PSMA  d&lglimi
gerceklestirmislerdir. Olgiimleme limiti 6 pmol/L olarak belirlenen biyosensoriin LOD
degerinin ise 0,48 ng/mL oldugu ve sensoriin sinyal stabilitesini 21 giin boyunca

korudugu rapor edilmistir (Sekil 1.19) [60].
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Sekil 1.19 : Chaloupkova ve dig. (2018) tarafindan gelistirilen FesO4 ve Ag modifiye
biyosensdriin liretim basamaklari [60].

Seenivasan ve dig. (2017), indiyum oksit (ITO) substratlar1 polidimetilsiloksan
(PDMS) ile desenleyerek ardindan altin nanopargacikla modifiye etmislerdir. PSMA
Olcimine yonelik tasarlanan bu mikro-akigskan kanalli biyosensore, 40 puL hacimli
PSMA protein/hiicreleri igeren fizyolojik sivilar yiiklenerek sinyal degisimi
elektrokimyasal olarak test edilmistir. Ol¢iim sonucunda hesaplanan LOD ve LDL
degerleri PSMA proteinleri i¢in 12,5 ng/mL ve 19-6,25 ng/mL, PSMA ekspresyonu
gosteren hucreler icin ise 150 hucre/mL ve 375-10.000 hicre/mL olarak
hesaplanmistir [6]. Seenivasan ve dig. (2017) tarafindan gelistirilen mikro-akiskan
kanalli biyosensoriin iiretim basamaklar1 ve PSMA proteini ile prostat kanseri
ekspresyonu gosteren hiicre drneklerinin testinde kullanilan elektrokimyasal 6l¢iim

basamaklar1 Sekil 1.20°de 6zetlenmistir [6].
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Sekil 1.20 : Seenivasan ve dig. (2017) tarafindan gelistirilen mikro-akigkan tabanli PSMA biyosensoriiniin (a) tretimi, (b), (c) ve (d) protein ve

hicrelerin elektrokimyasal analizleri [6].
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1.5 Yuzey Analiz Teknikleri

1.5.1 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Gegirimli Elektron Mikroskobisi (TEM), goriintiileme ve kirmim tekniklerini birlikte
kullanarak malzemelerin mikro ve kristal yapilarmin belirlenmesini saglayan bir
malzeme karakterizasyon cihazidir. Temel olarak, hedef malzemenin hizlandirilan
paralel elektron demeti ile etkilesimi sonucunda, d6rnekten dogrudan gecen kirmmima
ugramamis 1sinlart ve numunenin belirli diizlemlerinden Bragg yasasina uygun
acilarda kirmima ugramis 1sinlart numunenin altinda toplayarak goriintii olusturma
esasina dayanir. Olusan 2-boyutlu goriintii odaklanip biiyiitiiliir ve ekrana yansitilarak
son goriintii olusturulur. Ekran, floresan ekran, fotografik film veya yiik-eslenmis
sensor (CCD) olabilir. Aydinlik alan goriintiilerinde sadece gegen 151n demeti
kullanilarak, karanlik alan goriintiilerinde ise kirmima ugramis isinlardan biri
kullanilarak numunelerdeki mikron alt1 boyutlardaki olusumlar incelenebilir ve fazlar
ayirt edilebilir [110].

Bu yontem 151k mikroskobu ile benzer olmasina ragmen, elektronlarin de-Broglie
dalga boylarinin kii¢iik olmasindan dolayi 151k mikroskobuna kiyasla oldukea yiiksek
¢oziiniirliige sahiptir. Ornegin, nano boyutta ve ince alanlardan, milyon kati
bluyutmelerde malzemenin kristalografik ve morfolojik bilgilerine ayni anda
ulagilabilir. Yiiksek biiyiitmelerde kompleks dalga etkilesimleri goriintiiniin
intensitesini etkilerken, biiylitme oran1 az oldugunda goriintiideki kontrast ornek
kompozisyonu ve kalinligina bagli olarak 6rnegin elektronlari absorblamasiyla olusur.
TEM cihazi farkli modlarda kullanilarak kristal oryantasyonlarindaki modiilasyonlar,
elektronik yapi, kimyasal Ozellikler ve elektron faz kaymalari hakkinda bilgi
edinilmektedir. TEM cihazi, fizik ve biyoloji uygulamalarinda arastirma ve gelistirme
amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Ayrica bu teknik, kanser arastirmalar1 ve malzeme
konularinda da uygulama alanlarina sahiptir [110]. Geleneksel bir TEM cihazi temel
olarak ticlii lens gifti icerir. Bu lens ciftlerinden birincisi elektron tabancasindan gelen
ve elektronlar1 odaklamaya yarayan yogunlastirict (condenser 1 ve 2:C1 ve C2) lensler
olarak isimlendirilir. Ikinci lens ¢ifti olan objektif lensler ise, drnege ait ilk goriintiiyii
olusturarak ardindan gelen lenslere aktarir. Uciincii lens sistemi ise, 4 ayr1 lensten
olusur ve projektor lens adini alir. Tiim bu lenslerden gecen elektronlar ekran iizerine

yansitilarak son goriintiiniin olusumu saglanir. TEM cihazinda goriintii 6rnekten gecen
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elektronlar tarafindan olusturulurken, SEM cihazinda yansiyan elektronlar tarafindan

olusturulur [110].

1.5.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), elektron demeti yoOnlendirilen numune
yuzeyinden yiksek cozlnurlikte 3-boyutlu géruntu almay:r saglayan sistemlerdir.
1930 yilinda Manfred Ardenne bu ydntemin bulunusuna onciilik etmis, Charles
Oatley ise SEM cihazini ilk olarak ticari hale getirmistir. SEM cihazi TEM cihazina
benzer sekilde elektron optik kolonu, vakum sistemi, elektronik kisim ve yazilimdan
olusur (Sekil 1.21). Kolon TEM’e kiyasla daha kiiciiktiir ¢linkii 6rnek iistiindeki
lensler, elektronu ince bir noktadan gecirerek ornege odaklamak igin gereklidir.
Ornegin koyuldugu hazne ise TEM cihazina gére daha biiyiiktiir, ¢iinkii SEM’de TEM
gibi 6rnek boyutunda kat1 bir sinirlama s6z konusu degildir [111]. SEM cihaz1 temel
olarak elektron tabancasi ve kontrol konsolundan olusur. Elektron kolonu, elektron
tabancasi ve lenslerle 0rnek yiizeyine hareket eden elektronlarin olusumundan,
hizlandirilmasindan ve 6rnek iizerine hizlandirilmis elektronlarin odaklanmasindan
sorumludur. Kontrol kolonu ise elektron demetinin kontroliinii saglamaya yarar.
Kolonun tistiindeki elektron tabancasi, numune yiizeyinde 1 nm ¢apinda kiigiik bir
noktaya odaklanmis ve 0,1-30 keV enerji araliginda hizlandirilan elektron demetini
iiretir ve diisiik basingta (10* Pa) calisir. Iki cift elektromanyetik saptirict bobin
(scanning coil) kullanilarak elektron demetinin drnek {izerini siipiirmesi saglanir. lk
bobin cifti elektron demetini mikroskobun optik ekseninden disar1 iterken ikinci bobin
cifti bu demeti eksene dogru biiker. Bu elektron demeti, numune {izerinde dikdortgen
bir 1zgarada taranir ve elektron demeti ile etkilesen numune tarafindan olusturulan
sinyallerin yogunlugu odlgtilerek bilgisayar belleginde saklanir. Kaydedilen degerler
daha sonra goriintii ekranindaki parlaklik degisimleri olarak eslestirilir. Ikincil elektron
(Secondary electron, SE) sinyali en sik kullanilan sinyaldir. Goriintiilenen goriintiiniin
boyutun, numunede taranan alanin boyutuna orani, biiylitme oranini verir. Bu
yontemin sagladigi en biiyiik avantaj; 151k mikroskopuna kiyasla oldukg¢a biiylik
Olceklerde, ayrintili goriintii saglamasidir. Goriintiiniin siyah beyaz olmasinin sebebi
ise kaynak olarak elektron demetinin kullanilmasidir. SEM’de morfolojik analiz
yapilacak 6rnegin iletken olmas1 gerekmektedir. Analizi yapilacak yiizey yalitkan ise,

ol¢lim Oncesi gesitli yontemlerle ylizey kaplanarak iletkenlestirilmesi saglanir [111].
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Sekil 1.21 : SEM cihazini olusturan bilesenler [110].
1.5.3 Fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FTIR) spektroskopi

FTIR cihazinin temel ¢alisma prensibi incelendiginde, cihaz, parlayan siyah govdeli
bir kaynaktan yayilan bir IR 151 iretir (Sekil 1.23). Daha sonra bu 151n, spektral
kodlamanin yapildig1 interferometreye geger. Interferometrede farkli  yol
uzunluklarinda kiriglerin rekombinasyonu, interferogram adi verilen yapict ve yikici
girisim olusturur. Isin numune bdlmesine girer ve drnek interferogramdan numunenin
karakteristigi olan spesifik dalga boyundaki enerjiyi absorblar. Ardindan, detektor tim
frekanslar icin eszamanli olarak topladigi 6zel interferogram sinyallerini zamana
karsilik gelen enerji seklinde Olcer. Bu arada, referans (arka plan) 6rnegi taranir ve son
olarak, arzu edilen spektrum, numune spektrumundan arka plan spektrumu otomatik
olarak ¢ikarildiktan sonra FTIR yazilim1 sayesinde bilgisayar ekraninda gorsel olarak
ifade edilir [112].

FTIR spektrometresi genis spektrum araliklarinda yiiksek ¢oziiniirlikli veri
toplayabilir. Elektromanyetik 151k dizisinin kizil &tesi bolgesi 14.000 cm™ ile 10 cm™
arasindadir. Yakin dalga boylu kizil tesi (NIR; 4000~14.000 cm™), orta dalga boylu
kizil 6tesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm™)
olmak {iizere li¢ bolgeden olugmaktadir [114]. FTIR cihaz1 ile kizil 6tesi bolgedeki
absorbsiyon bandi incelenerek, molekiil igerisinde spesifik fonksiyonel gruplar

belirlenebilir.
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Sekil 1.22 : (a) Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektrometresinin tipik kurulumu
(b) Fourier doniistimii (FFT) hesaplamasindan sonra elde edilen spektrum [113].

Tipik olarak, FTIR spektrumundan analiz edilebilecek dort bag tiirii bolgesi vardir.
Tekli baglar (O—H, C-H ve N-H) yiiksek dalga boylarinda (25004000 cm™) tespit
edilebilirken, ¢ift ve {li¢lii bag iceren fonksiyonel gruplar ise, sirastyla 15002000 cm®
! ve 2000-2500 cm™ dalga numaras1 bolgelerinde tespit edilir. Ek olarak ¢ogu molekiil
karakteristigine bagli olarak 650-1500 cm™ diisiik dalga sayim bolgesinde olan bir
titresim, molekiiliin tanimlamasi1 amaciyla kullanilmaktadir [112]. Sekil 1.23, basit bir
FTIR cihazinin ana bilesenlerini (Sekil 1.23a) ve iliskili spektrumu (Sekil 1.23b)

sematik olarak gosterilmektedir.

1.5.4 Ultraviyole-géruntr bolge (UV-Vis) molektler absorpsiyon spektroskopisi

Absorbans spektroskopisi veya spektrofotometrinin temel amaci, belirli bir malzeme
tarafindan emilen veya iletilen 151k miktarinin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
nicel olarak ifade edilmesidir. Bu sayede analizi yapilan malzemede atomik seviyede
gerceklesen elektronik gegisler hakkinda bilgi edinilebilir. Izole edilmis atomlar
durumunda sadece elektronik gegisler meydana gelirken, molekiiller s6z konusu

oldugunda donme ve titresim hareketleri de ger¢eklesmektedir [115].
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Isik malzemeye ulastiginda, malzemeyle etkilesimi absorbsiyon (A), sagilma (S),
yansima (R) veya kirilma gibi yollarla olmaktadir. Beer-Lambert yasasi tiim bu
etkilesimler sonucu iletilen 151k yogunlugunun (I) gelen 151k yogunluguna (lo) oranini
yani transmitanst (T) ifade etmek igin kullanilir. Absorbsiyon (A) transmitans
degerinin dogal logaritmasinin tersi alinarak hesaplanir. Esitlik 5 ve 6 kullanilarak,
analiz edilen malzemenin konsantrasyonu hesaplanmaktadir [116]. Denklemde;

ki:gelen 15181n dalga boyu ve malzemenin tiiriine bagli bir sabit olan ateniiasyon
katsayisini, e:molar absorbsiyon katsayisini, l:optik yolu, C ise absorbsiyon islemini

gerceklestiren ¢ozeltinin konsantrasyonunu ifade eder.

Z=ekal=T ()
Q
—In (ﬁ) = A=kl = eCl (6)

UV-Vis spektroskopisi, malzemelerin 1sikla etkilesim 6zelliklerinin incelenmesinde
kullanilan bir tekniktir. Morotesi bolge 200 ile 400 nm, goriiniir 151k bolgesi ise 400
nm ile 800 nm dalga boylar1 arasindadir. UV-Vis spektroskopi, bir Tungsten ya da
déteryum 151k kaynagi kullanilarak {iretilen 151n demetinin bir malzemeyle etkilesimi
sonrasindaki degisiminin incelenmesini saglamaktadir. Ayrica yari iletkenlerin enerji
bant degerlerinin, metallerinse oksidasyon basamaklarinin belirlenmesinde siklikla

kullanilmaktadir [115,117].

1.5.5 Zeta potansiyeli analizi

Bir sividaki kiguk pargaciklarin yilizey yukinin ve sispansiyondaki dagilma
mekanizmalarinin ~ belirlenmesinde  dinamik 11tk sagilimi  (DLS)  yontemi
kullanilmaktadir. Yizey yukd, bir partikilin elektrik potansiyelinin partikl
yuzeyinden belirli bir uzaklikta belirlenmesiyle bulunur. Partikiller, i¢cinde bulundugu
cozicudeki karsit yukli iyonlari kendine gekerek yiizeyinden disari dogru yayilan
gucli bir bag yuzeyi olusturur ve bu yilizeye "kayma yizeyi" adi verilmektedir. YUkl
tane ve onun etrafinda bulunan iyonlarin kayma ytizey sinirina kadar olan kismi bir
biatun olarak hareket eder. Pargacik yizeyinden belli bir uzaklikta olan kayma
duzlemiyle yiklerin gecisinin serbest oldugu diflizyon katmani arasindaki bolgede
zeta potansiyelinin  6lcimi  yapilir. Zeta potansiyel degerinin  biytkligi,
stispansiyonun stabilitesi ve partikil ylizey morfolojisi ile yakindan ilgilidir. Bu
nedenle partikillerin sivi ortamdaki stabilitelerinin ve yizey tutulum 6zelliklerinin

arastirmasinda yaygin olarak kullanilir [118].
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Zeta potansiyel 6l¢cimi cihazi, partikul boyutu veya molekiler agirliktan farkli olarak,
partikiilin bulundugu ortam hakkinda da bilgi verir. Olgiim hassasiyetini ytkseltmek,
ornegin bulundugu ortamda 1s1k sagiliminin kolaylikla ger¢eklesebilmesine baglhdir.
Bu nedenle potansiyel oOlcimi gergeklestirilecek ¢Ozeltinin derisik olmamasi
gerektirmektedir. Fakat c¢Ozeltileri seyreltme yoluyla elde edilen sonuglar da
partikillerin kendi ortamlarindaki potansiyel degerlerinden farklilik gostererek

kullaniciy1 yaniltabilir [118].
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2. PROSTAT KANSERI TANISINA YONELIK ANTi-PSMA TABANLI
KUTLE-HASSAS IMMUNOSENSOR GELISTIRILMESI

2.1 Materyal ve Metot

2.1.1 Materyal

Elektro-egirme ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal ajanlar: trifloroetanol
(TFE) ve beta-merkaptoetanol (B-ME) Sigma’dan (ABD) temin edilmistir. Kaveolin-
1, interlokin, PSA ve folat hidrolaz PSMA ve monoklonal PSMA antikoru (mAb)
Abcam’den (ABD) alinmistir. Tampon ¢dzeltisi hazirlamak i¢in kullanilan tim
kimyasallar (NaCl, NazHPO4. NaH2PO4) ve sigir serum albiimin (SSA) (Ma = 66 kDa)
Acros Organics’den (ABD) temin edilmistir.

Elektro-egirme islemi, DC gii¢ kaynagi, akis pompasi ve igne ucu (Inovenso, Tiirkiye)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Toplayici levha olarak (kolektdr) aliminyum folyo
kullanilmistir. Kuvars ayar ¢atallar1 (QTF) Shoulder Crystal (Cin) firmasindan temin
edilmistir. Kuvars ayar catallarinin modifikasyon sonrasindaki frekans degisimlerinin

belirlenmesinde ise sensor dontistliriicii (Asensis, Tiirkiye) cihazi kullanilmagtir.
2.1.2 Metot

2.1.2.1 Protein c¢ozeltisinin hazirlanmasi ve amiloid forma doniisiimiiniin

gerceklestirilmesi

S1g1r serum albiimin (SSA), 66.5 kDa molekiil agirliginda, 17 adet disiilfid (S—S) bagi
igeren, sistein zengini kiiresel yapida bir proteindir. Sudaki ¢ozliniirliigiiniin yiiksek
olmast (>100 mg/mL), maliyetinin diisiik olmasi, biyoaktif ajanlari koruyarak, bu
yapilarin ~ stabilitesini  arttirmalar1  gibi  6zellikleri  sayesinde biyoteknoloji
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Proteinlerin denatiirasyonu, protein
molekiiliindeki yan baglarin yikilmasi ile polipeptit zincirinin katlarinin agilmasi ve
ardindan farkli bir bigimde proteinin yeniden katlanmasi olayidir. Proteinin yapisal
bozulmast, birincil yapiya indirgenmesi durumunda tersinmezdir ve ¢ogu kez hidrojen
baglarini yikan etkilerle olur. Denatiirasyona: ultrason, 1s1, X- ve UV-iginlari, organik

coziciiler sebep olabilmektedir. Denatlirasyon sonucunda S-S baglari kirilip ardindan
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farkli sekilde katlanan proteinin yapisinin tersinir hale gelmemesi, baska bir deyisle
bu alt birimlerin stabilize edilmesi, amiloid hale doniisiimiin saglanmasi ile
mimkiindiir. Bu sekilde, mekanik 6zellikleri gilglendirilmis, dogal yapili ve suda
¢oziinmeyen kararli bir biyokompozit malzemenin Uretilebilecegi grubumuz ve diger
gruplarca yapilan ¢alismalarda ifade edilmistir [96,119,120].

Elektro-egirme yontemi, s1vi fazdaki polimer ¢ozeltilerini kullanarak yiiksek elektrik alan
etkisinde jet olusturarak kati fazda lif iiretimi yapmay1 saglayan ve yukaridan-asagiya
uretim  yaklasimm  temel alan bir yontemdir. Elektro-egirme islemini
gerceklestirebilmek igin, ¢ozelti, islem ve ortam parametrelerinin optimizasyonu
olduk¢a 6nemlidir. Cozelti parametreleri incelendiginde, konsantrasyon, viskozite,
cozuct Ozellikleri gibi parametreler cozeltinin elektro-egrilebilirligini dogrudan
etkilemektedir. Protein ¢ozeltileri, yapisindaki disiilfit baglari (S—S) nedeni ile elektro-
egirme yoluyla nanofiber tretimine uygun degildir. Bu kapsamda, elektro-egrilebilir
olmayan SSA’nin amiloid formda baskin olan ikincil ve birincil yap1 formlarina
indirgenmesi ve indirgenen bu yapinin stabilize edilerek elektro-egrilir hale
getirilebilmesi amaglanmastir.

Protein ¢ozeltisi hazirlama asamasinda sirasiyla, dogal halde kiiresel olan SSA, kiitlece
%12 oraninda olacak sekilde PBS (pH: 7,4) tampon ¢6zeltisinde ¢oziilmiis ve ardindan
¢Ozeltiye proteinin tersiyer formunu olusturan distilfit baglarini1 kirmak amaciyla SSA’
daki disiilfit bag sayisiin 10 esdeger katina karsilik gelecek sekilde beta-
merkaptoethanol (B-ME) ilavesi yapilmistir. Ardindan, indirgenen alt protein yapi
formunu stabilize etmek amaciyla SSA protein ¢ozeltisine 1,5:1,0 (v:v) TFE:PBS
hacim oraninda olacak sekilde TFE ilavesi yapilmistir. Hazirlanan protein ¢ozeltisi,
manyetik karigtirictda 600 rpm hizda 2 saat slresince oda sicakliginda (23+2 °C)
karistirtlmistir. Hazirlanan ¢ozelti 5 mL hacimli siringaya yiiklenerek akis pompasina

yerlestirilmis ve elektro-egirme islemi gergeklestirilmistir.

2.1.2.2 Elektro-egirme islem parametrelerinin optimizasyonu

QTF cevirici yiizeylerinin ylizey alani/hacim oranini arttirmak amaciyla yapilacak
nanofiber modifikasyonunu basamaginda elektro-egirme diizenegi kullanilmistir. Bu
kapsamda Oncelikle elektro-egirme islem parametrelerinin  optimizasyonu
gerceklestirilmistir.  Elektro-egirme isleminin gergeklestirilmesinde kullanilacak

sistem parametrelerinden igne ucu-toplayici arasi uzaklik 10 cm olacak sekilde sabit
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tutularak, voltaj: 9-12 kV ve ¢ozelti akis hizi: 0,1-0,5 mL/s parametre araliklarinda
optimizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Elektro-egirme islem parametrelerinin optimizasyonu, gegmis calismalarimizda kiitle
hassas QCM yiizeylerini modifiye ettigimiz islem parametreleri goz Oniinde
bulundurularak yapilmistir [96]. Hazirlanan amiloid SSA ¢ozeltisi, 0,8 mm ig yarigapli
igneye sahip 5 mL hacimli siringaya yiiklenerek, siringa pompasina yerlestirilmistir
(Sekil 2.1). Ardindan siringa pompasi diisey sekilde konumlandirilarak, giic
kaynaginin pozitif kutbu igne ucuna, negatif kutbu ise kolektore baglanmis ve elektro-
egirme islemi gerceklestirilmistir. Sekil 2.1°de elektro-egirme diizenegi ve kolektor
olarak kullanilan aliminyum levha kaplanan strafora yerlestirilmis QTF 6rnegine ait
goruntu verilmektedir.

Elektro-egirme isleminin ilk asamasinda, kuvars ayar ¢atali tizerinde 30 s siiresince
nanofiber toplanmis ve modifiye ayar ¢atali optik mikroskop (Nikon Eclipse, LV100)
ile incelenmistir. Ardindan, nanofiber modifiye edilen cevirici ylizeylerin sivi
ortamdaki ylzey stabiliteleri 1-24 saat araliklarinda frekans Ol¢iimii alinarak test
edilmis ve nanofiber modifikasyonunun sivi ortamdaki stabilitesi frekans degisimleri
g6z onilinde bulundurularak yorumlanmistir (n=10).

Optimizasyon isleminden sonra, fiber birikim siiresinin frekans degisimine etkisini
incelemek amaciyla, 5-120 s siire araliklarinda biriktirilen fiberlerin frekanslari
Ol¢iilmiis, frekans sapmasinin en kararli oldugu gézlemlenen modifikasyona ait fiber

birikim stiresi diger basamaklarda kullanilacak sekilde sabitlenmistir.

2.1.2.3 Kuvars ayar catalinin yiizey modifikasyon islemine hazirlanmasi

Kuvars ayar ¢atali, kuvars kismin zarar gérmemesi amaciyla vakumlanmis kapsiil
formunda temin edilmektedir. Modifikasyon oncesinde kapsiiliinden hassasca ayrilan
catallar, sirastyla hacimce %70’lik etanol ve saf su ile temizlenerek QTF’lerin
tizerindeki safsizliklar giderilmistir. Ardindan QTF’ler oda sicakliginda kurutularak
sensOr denetci cihaz ile modifikasyon oncesi frekans degerleri l¢iilmiistiir. QTF lerin

vakumlu ve dekapstle edilmis haldeki goriintiileri Sekil 2.2°de verilmektedir.

2.1.2.4 Plazma asindirma yontemiyle QTF yiizey modifikasyonunun yapilmasi

Plazma asindirma ydntemi, malzeme Ozelliklerinin uygulamaya yonelik manipiile
edilmesinde kullanilabilecek doga dostu yontemlerin basinda gelmektedir [121].

Plazma yontemi ile yiizey asindirmasit yapilarak, malzemenin ylizey enerjisi
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degistirilebilmekte ve bu sayede malzeme ile etkilesen ajanlarin yiizeye tutunma

ozellikleri kontrol edilebilmektedir.

Sekil 2.1 : Diisey konumlandirilmis elektro-egirme diizenegi ve kolektor lizerinde
konumlandirilmis kuvars ayar catali.
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Sekil 2.2 : QTF’lerin vakumlu (solda) ve dekapsiile (sagda) haldeki goriintiileri

Kuvars ayar ¢atallari, Sekil 2.3’te de gosterilen diisiik basing/radyo frekans (LP/RF)
plazma sistemi (Pico, Diener Electronic GmbH, Almanya) kullanilarak oksijen gazi
etkisinde 75W-10 dakika islem parametrelerinde asindirilmis ve modifikasyon islemi
oncesine gore frekans kayma miktarlar1 hesaplanmistir. Ardindan plazma asindirilan
yuzeylere 30 s birikim suiresinde nanofiber modifikasyonu yapilarak frekans 6lgumleri

yapilmistir.

Sekil 1.23 : Plazma reaktoriine yerlestirilmis QTF 6rnekler.
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2.1.2.5 Elektro-egirme islemiyle QTF yuzeylerinin modifikasyonu

Elektro-egirme sistemiyle nanofiber iiretiminde kullanilacak parametreler asagida
belirtildigi sekilde belirlenmis ve QTF yiizeylerinin nanofiber modifikasyonunda
kullanilmak tizere sabitlenmistir [122].
- Islem parametreleri: Voltaj: 12 kV; igne ucu-toplayici aras1 uzaklik: 10 cm;
akis hizi: 0,35 mL/s, birikim siresi: 5-120 s.
- CoOzelti parametreleri: %12 (w:w) SSA+1,0:1,0 (v:v) TFE:PBS (pH:7,4)+10
esdeger bag beta-merkaptoetanol(f-ME).

2.1.2.6 Ylzey aktivasyonu ve antikor immobilizasyonu

Optimizasyonu yapilan elektro-egirme islem parametreleri kullanilarak iretilen
nanofiberler, hacimce % 2,5 (v:v)’ luk GA c¢ozeltisi ile 1-24 saat araliklarinda
etkilestirilerek amin gruplarinca fonksiyonel SSA- nanofiber modifiye QTF
ylizeylerinin aktiflestirilmesi gerceklestirilmis ve aktiflestirilen yiizeyler antikor
immobilizasyonuna uygun hale getirilmistir.

Aktivasyon iglemi sonrasinda QTF’ler saf su ile yikanarak nanofiberler yuzeylerine
tutunmayan gluteraldehit molekulleri ortamdan uzaklastirilmis ve oda sicakliginda
kurutma islemi sonrasinda orneklerin GA ile aktiflestirilmesi sonucunda degisen
frekans degerleri sensor denet¢i cihaz yardimiyla Olgiilerek frekans kayma degerleri
hesaplanmuistir.

Antikor immobilizasyonu asamasinda, GA aktivasyonu yapilan nanofiber modifiye
kuvars ayar catallarinin uglari, 1:10 (v:v) PBS (pH:7,4)’te hazirlanan 5 pL anti-PSMA
antikor ¢ozeltisine daldirilarak 18 saat siiresince 4 °C’de muhafaza edilmistir. Son
olarak, 30 dakika siresince %1’ lik SSA ile etkilestirilen QTF’lerin aktif olmayan
antikor uglar1 bloklanmistir. Antikor baglanmasi gergeklestirilen QTF’lerin frekans
Olgtimleri yapilmistir. Ayrica FTIR analizli kullanilarak antikor baglanmasi kimyasal

olarak incelenmistir.

2.1.2.7 Hedef analitin tayini

Antikor (a-PSMA) ve antijen (PSMA) etkilesimini incelemek amaciyla, modifiye
olmamis ve modifiye QTF’ler, derisimleri 1-1.000 ng/mL araliginda degisen antijen
cozeltileriyle 30 dakika stiresince (1, 10, 100, 500, 1.000 ng/mL) etkilestirilmis,
ardindan QTF’ler soguk PBS (pH:7,4) ile yikanarak kurutulmus ve frekans 6l¢iimleri
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yapilmistir. Antijen baglanmasinin etkinligi frekans kaymasi cinsinden incelenmistir

(n=10).

2.1.2.8 Secicilik testi

Antikor immobilizasyonu ve SSA blokaji yapilan QTF’ler 30 dakika boyunca
interlokin, PSA ve kaveolin-1 antijenlerinin ¢ozeltilerine ayr1 ayri ve tek seferde
daldirilmig, yikanip kurutulduktan sonra frekanslari Olglilmiistiir. Bu sekilde

hazirlanan immiinosensoriin, antijeni PSMA” ya karsi seciciligi arastirilmistir.
2.2 Bulgular ve Tartismalar
2.2.1 Elektro-egirme islem parametrelerinin optimizasyonuna ait sonuclar

Polimer ¢ozeltilerden yiiksek elektrik alan altinda kat1 fazda nanofiberlerin iiretiminde
elektro-egirme yontemi siklikla kullanilmaktadir [96,122]. Elektro-egirme isleminin
gerceklestirilmesindeki en dnemli husus, ¢ozelti, sistem ve ortam parametrelerinin
optimize edilmesidir. Bu amagla, tez kapsaminda kullanilmasi diisiiniilen dogal amin
yapisina sahip SSA, ge¢mis ¢alismalarimiz kapsaminda elektro-egrilebilir hale
getirilmis ve bu tez calismasinda gecmis calismamizda kullanilan parametreler baz
aliarak yalnizca islem parametrelerinden akis hizi 0,35 mL/s’ten 0,20 mL/s’ye
azaltilmistir [96]. Akis hizinin azaltilmasimin temel nedeni, QTF’in modifikasyon
islemi sirasinda uygulanan yiiksek elektrik alan altinda sivri ug etkisi gostermesi ve
QTF {izerindeki birim yiizeye diisen elektriksel alanin artmasi nedeniyle 0,35 mL/s’lik
akis hizinin 10 kV’luk voltajda yiiksek olmasi olarak agiklanabilir. Bu nedenle, QTF
yuzeylerini modifiye etmek icin kullanilacak sistem parametreleri: 12 kV voltaj, 0,20
mL/s akis hiz1 ve 10 cm igne ucu-kolektor arasi mesafe olarak belirlenmistir.

Kuvars ayar ¢atalinin vakumlu haldeki temel rezonans frekansi 32.768,0+0,0 Hz’dir.
Dekapsilasyon ve temizleme isleminden sonra kurutulan tim QTF orneklerinin
frekanslar1 ortalama olarak 32.759,1+£0,7 Hz olarak hesaplanmistir (n=20). QTF
catallarin fiber modifikasyonu sonrasinda degisen frekans degerleri, sensor denet¢i ile
Ol¢iilmeye calisilsa da ayar catalinin uglar1 arasinda yapilan nano-kopri formundaki
nanofiber modifikasyonunun ayar c¢atalinin salinimina engel olmasi nedeniyle
rezonans piki gozlemlenememistir [123]. Nano-kopri formunda nanofiber modifiye
QTF gatalina ait optik mikroskop goriintiileri Sekil 2.4’de gosterilmektedir.

Bu nedenle doktora tezi kapsaminda ¢atal uglari arasina yapilmasi planlanan nano-

kopru modifikasyonunun yerine sadece catal yuzeylerine nanofiber modifikasyonu
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yapilmasina ve bu sayede biyolojik ajan immobilize edilecek elektrot yiizey alaninin
arttirllmasina  karar  verilmistir.  Bu  dogrultuda, frekans  Ol¢iimiiniin
gerceklestirilebilmesi i¢in, frekans 6lcimi Oncesinde ¢atallarin arasindaki fiber
baglantilar1 kesilmistir.

On deneme olarak, bahsi gegen ¢ozelti ve islem parametreleri ile ve 30 s birikim
stresinde QTF cevirici ylzeylere nanofiber modifikasyonu gergeklestirilmis,
modifikasyon Oncesi/sonrasi ve sivi ortamda 1-24 saat bekletilen ayar catallarinin
frekans kayma degerleri, modifiye edilmemis QTF oOrnekleri referans alinarak
hesaplanmistir (Cizelge 2.1). Cizelge 2.1°de verilen frekans sonuclari, 2 saat sivi
ortamla etkilesen AL-SSA nanofiber modifiye ayar catallarinin yiizeylerindeki AL-
SSA fiberlerinin ¢evirici yiizeylerinden ayrildiklarini gostermektedir. Bu nedenle AL-
SSA yapili nanofiberlerin c¢evirici ylizeyine tutulumlarini arttirmak amaciyla,
modifikasyon 6ncesi QTF’lerin yiizey 6zelliklerinin yiizey tutunumunu arttiracak

sekilde degistirilmesi ve bu amagla oksijen plazma yapilmasi planlanmstir [86].

(a)

(b)

Sekil 2.3 : 5 s uygulama siiresince nanofiber ile modifiye edilen kuvars ayar catalina
ait (a) 5X, (b) 50X buyutmeli optik mikroskop goruntuleri.
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Cizelge 2.1 : Saf su ortamla 1-24 saat araliklarinda etkilesen 30 s AL-SSA modifiye
QTF’lerin ortalama frekans degisimleri. Frekans degerleri ortalama+standart sapma
(£SD) olarak verilmistir (n=10).

Nanofiber

Modifikasyon modifikasyonu
oncesi sonrasi 1. saat 2. saat 4. saat 8.saat  24.saat
ortalama ortalama (A (Af) (Af) (AD) (A
frekans (fort) frekans Hz Hz Hz Hz Hz

Hz kaymasi (Af)

Hz

32.759,1+0,7 -30,1+4,2 -30,1+3,4 -28,2£1,1 -14,2+36 -12,6£8,1 -12,1+272

& ¥ 1 F row KiaR ALART $
Jurr § 2 teemA TREAFoGNT |
PIEASE LEAVE @ LOMMENT |

in the LOFBOOK  wike '

Sekil 2.4 : Diisiik basing plazma sistemi
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2.2.2 Plazma modifikasyonu ile QTF yiizeylerinin asindirilmasina ait sonuglar

Kuvars ayar ¢atallari, diisiik basing/radyo frekans (LP/RF) plazma sisteminde (Pico,
Diener Electronic GmbH, Almanya) oksijen gazi kullanilarak 75 W plazma giicline ve
10 dakika islem siiresince asindirilmistir (Sekil 2.5). Plazma islemi sonucunda él¢ilen
frekans degerlerinin modifikasyon oncesine gore +4,8+0,7 Hz’lik artigi, oksijen
asindirma igleminin basarili oldugunu gostermektedir. Oksijen plazmasinin
nanofiberlerin kuvars ylizeyindeki stabilitelerine etkisini incelemek amaciyla
asidirilan ylzeylere 30 s birikim siuresinde nanofiber modifikasyonu yapilmis, AL-
SSA modifiye QTF 6rnekleri saf su ortaminda 1-24 saat araliginda bekletilerek belirli
zaman araliklarinda kurutulmus ve frekans degerleri kaydedilmistir. Frekans
sonuglari, oksijen plazmasi sonrasinda QTF yiizeylere modifiye edilen nanofiberlerin
QTF yiizeyinde tutunumlarimin 4 saate kadar koruduklarini géstermektedir. Plazma
islemi Oncesi ve sonrasinda ayrica sivi ortama maruz birakilan ayar g¢atallarina ait
frekans degerleri Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2 : Sivi ortama maruz birakilan 30 s nanofiber modifiye QTF’lere ait frekans

degisimleri. Frekans degerleri ortalama + standart sapma (+SD) olarak verilmistir
(n=10).

Plazma Nanofiber

islemi modifikasyon

sonrasi sonrasi 1. saat 2. saat 4, saat 8. saat 24. saat
ortalama ortalama (Af) (Af) (Af) (Af) (Af)
frekans frekans Hz Hz Hz Hz Hz
kaymasi kaymasi

(Af) (Af)

Hz Hz

+4,8+0,7 -30,1+4,2 -30,0+3,3 -29,6+3,0 -29,2+22 -248+51 -24,1+3,8

2.2.3 Nanofiber modifiye QTF ceviricilerinin tUretimi

Elektro-egirme isleminde kullanilacak ¢6zelti ve islem parametreleri 6n ¢alismalar
dogrultusunda belirlenmistir. 75 W giiclinde 10 dakika uygulama siiresinde oksijen
plazma ile agindirilan QTF yiizeyleri, 5-120 s zaman araliklarinda AL-SSA yapisinda
nanofiber ile modifiye edilmistir. Uretilen nanofiberlere ait frekans sapma degerleri
Cizelge 2.3’te gosterilmektedir. Bu kapsamda nanofiber modifikasyonu 6ncesinde,
cevirici ylizeyler diisikk basing/radyo frekans (LP/RF) oksijen plazmasi ile
asindirilmistir (Sekil 2.5).
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Cizelge 2.3 : Nanofiber modifikasyon siiresine bagli frekans degerleri. Frekans
degerleri ortalama * standart sapma (+SD) olarak verilmistir (n=10).

Nanofiber
modifikasyon
suresi (t)

s

5 10 20 30 60 120

Frekans
kaymam (Af) -20,7+8,1 -22,2+14,7 -25,2+18,1 -30,1+4,2 -41,1+£25,9 -42,1+25,6
Hz

Cizelge 2.3 incelendiginde, 5-120 s araliginda iiretilen nanofiber modifiye QTF’ lerin
frekans sapmalarinin kendi i¢inde tutarli olmadigi goézlemlenmistir. Bu durum,
elektro-egirme isleminde ayni islem ve ¢6zelti parametreleri kullanilmasina ragmen
esit sayida ve ayni 6zellikte fiber iiretilememesinden kaynaklanmaktadir. Bu tarz bir
biyosensor modifikasyonu, tekrarlanabilir sonuglar vermede yetersiz kalacaktir. Bu
duruma karsin, nanofiber modifikasyonunun frekans keskinligi ve kalite faktoriine
etkisi incelendiginde, 5 s boyunca iiretilen fiberlerin daha keskin ve standart sapma
degeri diistik frekans degerleri verdigi bu nedenle 6lglim hassasiyetini miimkiin
oldukca korumak amaciyla aktivasyon agsamasi 6ncesinde gergeklestirilecek nanofiber

modifikasyonunun 5 s birikim siiresi kullanilarak yapilmasina karar verilmistir.

2.2.4 Nanofiber modifiye QTF yiizeylerinin aktiflestirilmesi

Antikor immobilizasyonunu gergeklestirmek i¢in 5 s nanofiber modifiye QTF
ornekleri hacimce %?2,5 (v/v) GA ¢0zeltisine daldirilarak 2-24 saat zaman araliklarinda
bekletilmistir. Bu sekilde gluteraldehit ortamina maruz birakilan amiloid formdaki
SSA protein nanofiberlerin dogal yapisinda bulunan fonksiyonel amino gruplarimin tek
basamakta aktiflestirilmesi hedeflenmistir. Tim parametreler 10 adet QTF
kullanilarak test edilmis ve hesaplanan ortalama frekans degerleri ve standart sapmalar
Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4 : 5 s birikim suresinde nanofiber modifiye edilen QTF 6rneklerinin

gluteraldehit yiizey aktivasyonu sonucu olgiilen frekans degerleri. Frekans degerleri
ortalama+tstandart sapma (£SD) olarak verilmistir (n=10).

Gluteraldehit Uygulama Suresi
(s)

Frekans Kaymasi,
Af -9,1+#3,0 -2,7¥2,1 +4,2+32 +8,1+28
(H2)
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Frekans degisimleri incelendiginde, 2 saat GA uygulamasi ile ylizeyleri aktiflestirilen
orneklerin frekans degisimlerinin daha yiksek ve diger siirelerde aktiflestirilen
orneklere kiyasla (4, 12 ve 24 saat) baglanmanin daha kararli oldugunu gosterdigi i¢in
antikor immobilizasyonu isleminin 6ncesinde, AL-SSA modifiye QTF yuzeylerinin 2

saat sliresince gluteraldehit aktiflestirmesi yapilmasina karar verilmistir.

2.2.5 Biyolojik tamiyic1 yuzeyin hazirlanmasi

Onceki boliimlerde anlatildig1 sekilde 75 W-10 dk oksijen plazma ile asindirilan QTF
yuzeyleri, 5 s stresince AL-SSA nanofiberlerle modifiye edilmistir. Ardindan AL-
SSA nanofiberdeki amin gruplarinin gluteraldehit ile aktiflestirilmeleri saglanarak
tantyict ylizey antikor baglanmasina uygun hale getirilmistir. GA modifikasyonu
oncesi ve 2 saat gluteraldehit aktiflestirmesi sonrasinda AL-SSA nanofiberlerin SEM
goruntuleri, Sekil 2.6 da gosterilmektedir.

SEM goriintiilerinden de anlasilacagi tizere, 5 s siiresince iiretilen nanofiberler oldukga
homojen olmasina ragmen, 2 saat siireyle yapilan gluteraldehit aktivasyon islemi
sonrasinda fiberler fiber formdan jelsi yapiya dontismiistiir. Nanofiberlerin morfolojik
yapisi incelendiginde fiberlere ait homojen dagiliminin aldehit modifikasyonu
sonrasinda negatif yonde etkilendigi gdzlemlenmistir.

Fiberlerin ortalama yarigcaplarinin hesaplanmasinda ImageJ programi kullanilmis ve
bu kapsamda 20 nanofiberin cap degeri Olgiilerek bu degerlerin ortalamasi
hesaplanmistir. Gluteraldehit modifikasyonu oncesinde fiberlerin ortalama ¢ap degeri
260£33 nm olarak hesaplanmis, 2 saat gluteraldehit uygulanan 6rneklerde ise bu deger
411+114 nm’e yiikselmistir. Gluteraldehit uygulamasi sonrasinda ¢aptaki Standart
sapmanin bu seviyede artisi, homojenitenin bozuldugunun bagka bir gostergesi olsa da
frekans sonucglart da g6z oOniinde bulunduruldugunda 1 saat gluteraldehit
aktivasyonunun protein immobilizasyonu igin yeterli olmamasi nedeniyle, antikor
immobilizasyonu 6ncesinde nanofiber yizeylerinin 2 saat suresince GA
aktiflestirilmesinin yapilmasina karar verilmistir.

Biyolojik taniyici tabaka hazirligimin ikinci asamasinda ise, 5 s birikim siiresi
kullanilarak nanofiber modifiye edilen QTF’ler hacimce %10 oraninda PBS (pH:7,4)
ile seyreltilen a-PSMA ¢ozeltisine daldirilarak + 4 C°’de ve 18 saat siireyle antikor
immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Son olarak, 1% SSA ile 30 dakika etkilestirilen
ayar catallarinin aktif olmayan aldehit uglarinin bloklanmasi gerceklestirilerek spesifik

olmayan etkilesimlerin azaltilmasi saglanmigtir
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Sekil 2.5 : Gluteraldehitle aktivasyon islemi oncesi ve sonrasinda AL-SSA modifiye
QTF yiizeylerine ait taramali elektron mikroskobu (SEM) goéruntileri. Modifiye
olmadan 6nceki AL-SSA nanofiber yapili membran ait (a) X20.000 buydtme, (b)
X1.000 biiylitmeli SEM goriintiileri ve 2 saat GA modifiye 6rnege ait (c) X20.000
biyltme, (d) X1.000 buyutmeli SEM goriintaleri.

Modifikasyonlarin etkinligini kanitlamak i¢in ylizey hassas kimyasal analizler
kapsaminda FTIR-ATR analizi gerceklestirilmistir. FTIR-ATR analizi modifiye
edilmemis (QTF), nanofiber modifiye (AL-SSA) ve antikor modifiye AL-SSA (AL-
SSA/a-PSMA)  orneklerinin  yuzeylerindeki  fonksiyonel gruplarin tespitinde
kullanilmis ve ilgili spektrumlar Sekil 2.7° de verilmistir. Yansitma (transmitans)
verileri incelendiginde, QTF teki en belirgin piklerin 3600 cm™ deki serbest —OH ve
3500-2500 cm™ iizeri genis —OH band1 oldugu gdzlemlenmistir (Navarra vd. 2005).
Nanofiber modifikasyonu sonrasi AL-SSA 6rneginde, —OH piklerinin intensitesi
azalmis buna karsin 3300 cm™ ve 1529 cm™’deki —NH birincil aminin biikiilme
vibrasyon pikleri olusmustur. AL-SSA/a-PSMA 6rneginde ise, AL-SSA 6rnegindeki
birincil amino gruplarina karsilik gelen pik siddetlerinin azaldigi gézlemlenmistir. Bu
durum, amiloid forma denatiire edilen proteininin immobilize edilen proteine kiyasla
birincil formlar1 daha ¢ok igermesi ile aciklanabilir ayrica protein denatiirasyonunun

da antikor immobilizasyonunun da basarili oldugunu gostermektedir. AL-SSA
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orneginde diger drneklerden farkli olarak 1648 cm-1’de goézlemlenen giiglii pik, amid
veya amidin gruplariin —CN biikiilmesinden kaynaklanmaktadir. AL-SSA 6rnegine
antikor immobilizasyonu yapilmasi sonrasinda bu karakteristik pikin de intensitesinin

diistiigii gézlemlenmistir.

Ozetle, PSMA 6lciimiine yonelik gelistirilen QTF immiinosensoriiniin {iretim
basamaklar1 su sekilde siralanabilir. Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
veriler 15181nda QTF uglari, elektro-egirme islem parametreleri: 0,20 mL/s akis hizi,
10 cm igne ucu-kollektor aras1t mesafe ve 12 kV voltajda, 5 s siiresince nanofiberle
modifiye edilmistir [96]. Ardindan 2 saat gluteraldehitle aktiflestirilen AL-SSA
nanofiber modifiye uglara sirasiyla antikor immobilizasyonu ve %1 SSA bloklanmasi
islemleri gerceklestirilmis ve bu sekilde biyolojik taniyict tabaka hazirlanmistir.
PSMA antijeninin 6l¢limii asamasinda Oncelikle pg seviyedeki PSMA antijeninin
Ol¢timii yapilsa da sonuglar anlamli ¢tkmamustir. Ardindan 1 ng/mL ve 1000 ng/mL
arasi konsantrasyonlarda hazirlanan PSMA antijenleri ile etkilestirilen QTF uglarinda
gerceklesen frekans degisimleri incelendiginde, lineer regresyon degeri en yiiksek olan
5-100 ng/mL aralig1, immiinosensoriin lineer 6l¢tim araligi (LDL) olarak belirlenmistir
(R2=0,967). Sistemin en diisiik 6l¢tim limiti (LOD) Esitlik 7 kullanilarak 33,4 ng/mL
olarak hesaplanmistir. Sekil 2.8’ de immiinosensére hedef antijeni PSMA’nin
baglanmasi sonucunca meydana gelen frekans kayma degerleri gosterilmektedir.

Sekil 2.8 de gosterildigi tizere LOD degeri oldukca kiiclik olsa da ol¢timlerdeki
standart sapma degerleri oldukg¢a yiiksektir. 100 ng/mL PSMA konsantrasyonun
tizerindeki konsantrasyonlar i¢in antijen Ol¢limii yapilamamasi, sivi ortamda
nanofiberlerin ve dolayisiyla biyolojik taniyici tabakanin yeterince stabil olmamasi

dolayisiyla da QTF yiizeylerinden ayrilmalariyla iliskilendirilmistir.

2.2.6 Secicilik testi

Secicilik testi, biyosensoriin olduk¢a ¢ok sayida protein igeren viicut sivilarinda
kullanilabilirligini test etmek agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu dogrultuda, a-PSMA
modifiye edilmis QTF’ler 100 ng/mL konsantrasyonundaki kaveolin-1, interlokin ve
PSA antijen ¢ozeltileri ile 30 dakika siiresince ayr1 ayr etkilestirilmistir (Sekil 2.9).
Elde edilen sonuglar, a-PSMA tabanli immiinosensoriin hedef olmayan proteinlere
kars1 afinitesinin diisiik oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, antikor a-PSMA’nin

hedef analite 6zgii yani antijenine segici oldugu gosterilmistir.
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Sekil 2.6 : FTIR-ATR spektrumu (a) QTF, (b) AL-SSA/a-PSMA, (c) AL-SSA.
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Sekil 2.7 : a-PSMA tabanli prostat kanseri immiinosensoriiniin hedef analiti PSMA
proteinini baglamasi sonucu olusan frekans degisimleri ve kalibrasyon egrisi. Frekans
degerleri ortalama+standart sapma (£SD) olarak verilmistir (n=3).
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Sekil 2.8 : Iimmiinosensériin hedef olan PSMA ve hedef olmayan interldkin, PSA ve
kaveolin antijenleriyle etkilesimleri sonucu Olgiilen ortalama frekans degisimleri
(n=10). Frekans degerleri ortalamatstandart sapma (+SD) olarak verilmistir. (n=3).
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2.3 Sonuglar ve Oneriler

Tez onerisinde belirlenen hedeflerle elde edilen sonuglar karsilastirildiginda ulasilan

sonuglar ve ulagilamayan hedefler basamaklar halinde agiklanmistir.

- Literatiirde ilk defa, bir kanser biyobelirtecinin dlcimuni hedef alan QTF
tabanli immunosensori gelistirilmistir.

- QTF yuzeylerine ilk kez kendiliginden aktif amin gruplarina sahip amiloid
protein yapili nanofiber modifikasyonu yapilarak biyolojik taniyici tabaka
olusturulmus ve hazirlanan immiinosensér PSMA proteininin 6l¢timiinde
kullanilmustir.

- Nano-koprii modifikasyonu, catallarin rezonansini  engelledigi igin
kullanilamamig, catallar arasindaki nanofiber baglantist  kesilerek
kullanilmistir. Bu sekilde nanofiber kullaniminin amaci, sadece QTF yiizey
alani arttirma ve dahafazla miktardaki biyolojik ajan immobilizasyonunu ek
bir fonksiyonellestirmeye gerek duymadan dogrudan saglamak i¢indir.

- Pikogram seviyesinde 6lcum hassasiyeti olmasa da nanogram seviyesinde
Olciim yapabilen bir biyosensoriin iiretimi gerceklestirilmistir. Bu deger, Xiao
ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, saglikli kontrol gruplarinda
ortalama 272,9 ng/mL (yas<50) ve 359.4 ng/mL (yas>50) olcllen, prostat
kanseri durumunda ortalama 623,1 ng/mL degerine yiikselen, benign prostat
hiperplazisi durumunda ise ortalama 117,1 ng/mL seviyesine diisen serum
PSMA degerlerinin olgiimiinde yeterli olacagi diisiiniilmektedir (Xiao vd.,
2001).

- Yiizeye baglanan kiitlenin degisimi sonucu olusan frekans degisiminin 6lgim
prensibine dayali olarak ¢aligan PSMA immunosensoril beklenildigi seviyede
hassas/segici olmamustir.

Ek olarak, amiloid protein nanofiberlerdeki amin grup konsantrasyonunun protein
immobilizasyonuna yeterli gorilmemesi durumunda nanofiber modifikasyonuna
alternatif olarak yapilmasi diisliniilen plazma modifikasyonu da bu doktora tez
caligmasinin alt basamagi olarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda amin gruplarinca
zengin etilendiamin (EDA) ve amilamin (AMY) monomerleri kullanarak QTF
yuzeylerine plazma polimerize ince film (PPTF) modifikasyonu yapilmis ve yukarida
bahsedilen biyolojik taniyici tabakayi tiretmek i¢in kullanilan basamaklarin her biri
ayr1 ayr1 tekrar edilmistir. Fakat, EDA ve AMY PPTF’lerin 6zellikle sivi ortamda QTF
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ylizeylerinde stabil olmadiklar1 ve nanofiberlere kiyasla ¢ok daha kisa siirede QTF
ylizeylerinden ayrildig1 gézlemlenmistir. EK-1’de QTF yiizeylerine yapilan EDA ve
AMY PPTF’lerin hava ortamindaki stabilite test sonuglar1 ve her bir modifikasyon
islemi sonrasindaki frekans sonuclar1 bulunmaktadir.

Sonug olarak, 6nerilen kitle hassas PSMA immiinosensori gelistirilse de nanofiber
modifikasyonunun tekrar edilebilir olmamasi ve QTF ylizey modifikasyonunun daldir-
kurut yontemiyle etkin bir sekilde yapilamamasi gibi nedenlerden dolay1 6l¢iimlerde
yiiksek standart sapma meydana gelmistir. Uretilen immiinosensér, bu haliyle kanser
teshisinde kullanima uygun degildir. Bu nedenle, bahsi gecen sisteme alternatif olarak
sivi ortamda g¢alismaya uygun ekran baskili altin elektrotlar (SPGE) kullanilarak,
PSMA immiinosensdriiniin iiretiminin gerceklestirilmesi hedeflenmistir. SPGE tabanl
PSMA immiinosensoriiniin tiretimi ve PSMA 6l¢iimiinde kullanimina ait detaylar

Boliim 3’°te detayli olarak anlatilmaktadir.
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3. PROSTAT KANSERI TANISINA YONELIK ELEKTROKIMYASAL
TABANLI PSMA IMMUNOSENSORUNUN GELISTIRILMESI

3.1 Materyal ve Metot

3.1.1 Materyal

Immiinosensor gelistirilmesinde kullanilan 3,4 cm x 1,0 cm x 0,05 cm boyutlarindaki
ekran-baskil1 altin elektrotlar (SPGE, DRP C220AT) Metrohm (Isvicre) firmasindan
temin edilmistir. Tetrakloroaurik (IIT) asit (HAuCls.3H20), sodyum borhidrir
(NaBHa), 1,1-karbonildiimidazol (CDI), stlfirik asit (H2S04) ve sisteamin (Cys)
Acros Organics’ten (Morris Plains, NJ, ABD) satin alinmistir. Potasyum ferrisiyaniir
(Ka[Fe(CN)s]*3H20), potasyum ferrosiyanir (CsFeKsNs*3H,O) ve potasyum Klor(r
(KCI) Fisher Scientific’ten (New Hampshire, NH, ABD) temin edilmis ve
elektrokimyasal dl¢limler sirasinda redoks ajanlar1 ve destekleyici elektrolit olarak
kullanilmuistir.

Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) tabletleri (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
deiyonize suda (> 18 MQ.cm) ¢oziilerek (Milli-Q Plus, Millipore, Billerica, MA,
ABD) fizyolojik tampon ¢0Ozeltileri hazirlanmistir (pH: 7,4). Sigir serum albiimini
(SSA) Acros Organics (Morris Plains, NJ, ABD), monoklonal tavsan PSMA antikoru
(mADb, #12815) ise Cell Signaling (Danvers, MA, ABD) firmasindan temin edilmistir.
Deneyler aksi belirtilmedigi taktirde oda sicakliginda (23 * 2 °C) gerceklestirilmistir.

3.1.2 Metot

3.1.2.1 Ekran-baskil altin elektrotlarin (SPGE) modifikasyon islemine

hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen SPGE’ler, hacimce %70 etanol ve distile su ile yikanip
kurutulmustur (Sekil 3.1). Tim elektrotlar, modifikasyon 6ncesi ve modifikasyon
islemleri sonrasinda dongiisel voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) ile analiz edilmistir. Tim elektrokimyasal ol¢iimler, CHI
elektrokimyasal 6l¢im sistemi (CHI660D, CHI Instruments, Austin, TX, USA) ile
gergeklestirilmistir. Biyolojik taniyici tabaka modifikasyonu oncesinde, elektrotlarin
sinyal kararliliklarim1 saglamak amaciyla SPGE’lerin yiizey aktivasyonlari
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gerceklestirilmistir. Yiizey aktiflestirilmesi asamasinda SPGE’ler 0,5 M H2SO4
cozeltisine daldirilarak voltaj aralig1 -0,3 V ile 1,4 V ve tarama hiz1 50 mV/s olacak

sekilde 20 dongiisel tarama yapilmistir [131].

(b)

DRP-C220AT

Sekil 3.1 : (a) Modifikasyon islemi Oncesi ve (b) Cys-AuNp modifikasyonu
sonrasinda SPGE’lerin goriintiileri.

Siilfiirik asit ortaminda aktivasyonu yapilan ve damlat-kurut yontemiyle Cys-AuNp
modifikasyonu gergeklestirilen elektrotlar, Faraday kafesi icerisine yerlestirilen 0,1
M potasyum kloriir (KCI) ve 250 uM ferrisiyaniir/ferrosiyaniir [Fe(CN)e>#] iceren
PBS (pH:7,4) c¢ozeltisine daldirilarak elektrokimyasal 6l¢im cihazina baglanmis,
voltaj aralig: -0,2 ile 0,6 V ve tarama hiz1 50 mV/s olacak sekilde dongiisel voltametri
(CV) ile; agik devre potansiyeli (Voc): 0,12 V; frekans araligi: 0,1-100.000 Hz olacak
sekilde elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile test edilmistir. Bu sekilde
H2SO4 yiizey aktiflestirilmesinin etkinligi belirlenmistir [125]. Elektrokimyasal

Olctimleri yapmak amaciyla kullanilan diizenek Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

3.1.2.2 Sisteamin modifiye altin nanoparcaciklarin (Cys-AuNp) Uretimi

Bu c¢alismada, PSMA proteini/PSMA ekspresyonu g0Osteren hicrelerin
elektrokimyasal sinyal cinsinden Olgiilebilmesi amaciyla immiinosensoriin taniyici
tabakasinda kullanilacak a-PSMA antikorunun SPGE yizeyine immobilize edilmesi

hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, yiiksek yiizey kararhiligina sahip ve
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iletkenligi ve ylizey alan1 yiiksek biyolojik taniyici tabaka altyapisinin SPGE-a PSMA
ara yuzeyine modifiye edilmesi gerekmektedir.

b
[ ~@=P -

‘ RcaEd

RRRB

Sekil 3.2 : CHI elektrokimyasal 6l¢iim diizenegi ve Faraday kafesi.

Altin nanopargaciklar, kolay tretilebilirlikleri/fonksiyellestirilebilmeleri ve elektron
transferini kolaylastirmalar1 gibi nedenlerden dolay1r SPGE yiizey modifikasyonunda
siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle amin veya tiol gruplartyla
fonksiyonellestirildiklerinde, ¢apraz baglama ajanlar1 ile biyolojik ajanlarin
immobilizasyonuna olanak sagladiklar1 literatiirdeki ¢alismalarda  siklikla
gosterilmigtir.  Bu nedenle doktora tez ¢alismasinin ikinci  bolimiinde
gerceklestirilecek SPGE yuzeylerinin modifikasyonunda, sisteaminle modifiye edilen
altin nanopargaciklarinin (Cys-AuNp) kullanimina karar verilmistir. Cys-AuNp’larin
tiretimine ait detaylar asagidaki sekilde 6zetlenmistir [126].

Sisteamin modifiye altin nanopargaciklarin tiretiminde (Cys-AuNp), Niidome ve ark.
(2004) tarafindan gelistirilen iiretim yontemi kismen degistirilerek uygulanmis ve Cys-
AuNp’lar tek asamada sentezlenmistir (Niidome ve ark. 2004). Oncelikle, 40 mL 3
mM sulu tetrakloroaurik (I11) asit ¢Ozeltisine, 400 uL hacimde ve 500 mM derisimli
sisteamin ¢0zeltisi ilave edilmis ve 20 dakika boyunca 600 rpm hizla manyetik
karistirict ile karigtirilmistir. Daha sonra, 80 uL 10 mM sodyum borhidriir (NaBHa)
¢ozeltisi altin partikiillerinin indirgenmesi amaciyla karigima hizla eklenerek nihai
¢ozelti karanlik ortamda 20 dakika daha karistirilmistir. Elde edilen karisimin rengi,
onceki c¢aligmalarda belirtildigi gibi (Niidome ve ark. 2004) koloidal altin

nanoparcaciklarinin olusumunu gdsteren kahverengiden mora dontismiistiir (Sekil
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3.3). Uretilen kolloidal Cys-AuNp ¢cozeltisi, 3 ay siiresince 4 °C sicaklikta muhafaza

Sekil 3.3 : (a) Altin ¢Ozeltisi ve (b) kolloidal Cys-AuNp.

3.1.2.3 Ekran-baskih altin elektrot yiizeylerinin altin nanoparcacik ile
modifikasyonu

SPGE’ler 3 mm c¢apl altin ¢alisma elektrodu, altin karsit (counter) elektrot ve glimiis
(Ag) referans elektrodu igermektedir. Silfirik asit ile aktiflestirme islemi
gergeklestirilen SPGE’lerin ¢aligma elektrot yiizeyleri, 5-20 pL hacimlerinde Cys-
AuUNp cozeltisi kullanilarak 5 plL’lik katmanlar halinde modifiye edilmistir.
Modifikasyon isleminden 6nce SPGE, yiizeyi H2SOjs ile aktiflestirilen SPGE ve
nanoparcacik modifiye SPGE’ler PBS (pH:7,4) ortaminda hazirlanmis 0,1 M
potasyum klorir (KCI) ve 250 uM ferrisiyanir/ferrosiyaniir [Fe(CN)s#] iceren
redoks ¢ozeltisine daldirilarak elektrokimyasal analiz cihazina baglanmis, voltaj
araligi: -0,2 ile 0,6 V ve tarama hizi 50 mV/s olacak sekilde dongiisel voltametri ile
analiz edilerek en yiksek sinyali veren ve ylzey kararliligi yiiksek Cys-AuNp
modifikasyon miktar1 belirlenmistir. Belirlenen Cys-AuNp miktar1  antikor
immobilizasyonu 6ncesinde SPGE yuzeylerinin modifikasyonunda kullanilmistir.
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3.1.2.4 Sisteamin katkili altin nanoparcaciklarla modifiye edilen ekran-baskil

elektrot (Cys-AuNp /SPGE) yiizeylerinin aktiflestirilmesi

Karboksil gruplari, amin gruplariyla etkileserek amid baglar1 olusturma yoluyla ya da
hidroksil gruplariyla ester baglar1 kurarak ¢apraz baglama ajani olarak ¢alisir (Sekil
3.4). Bu kapsamda, Cys-AuNp modifiye yiizeyler 5 uL hacmindeki 0,3 M CDI sulu
cOzeltisi ile 3 saat siiresince 37 °C sicakliktaki su banyosunda muhafaza edilerek

aktiflestirilmistir.

3.1.2.5 Antikor immobilizasyonu

Kimyasal aktivasyon asamasimin ardindan modifikasyon parametreleri belirlenen
SPGE ylzeylerine 5 uL hacminde a-PSMA (10 pg/uL) ¢ozeltileri damlatilmistir. Bu
asamada karbonildiimidazol (CDI) ile aktiflestirilmis Cys-AuNp’larinin amino
gruplariyla (-NH>), a-PSMA antikorunun hidroksil (~OH) uglar1 arasinda ester bagi
yapilmasi amaglanmistir. Son agsamada ise antijen baglanmasinin etkinligini olumsuz
etkileyecek fonksiyonel gruplarin SSA ile inaktivasyonu gerceklestirilmistir. Bu
dogrultuda modifiye SPGE’ler, 30 dakika boyunca 5 pL hacmindeki %1’lik SSA

¢Ozeltisi ile etkilestirilmistir.
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Sekil 3.4 : CDI etkilesim mekanizmas1 [127].
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Antikor immobilizasyonu gerceklestirilen elektrotlar (Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE),
antijen 6l¢iimii yapilana kadar -20 °C sicaklikta muhafaza edilmis, 6l¢iim oncesinde

soguk PBS (pH:7,4) ile 3 defa yikanarak kurutulmustur.

3.1.2.6 Hiicre kiiltiirii ¢calismalar:

Insan PK epitel hiicre hatlar1 LNCaP, C4-2 ve MDA PCa-2b ve saglikli prostat
hicreleri (NrPEC) Amerikan Tip Kiltur Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin edilmistir.
Tum PK hiicreleri, %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) iceren RPMI 1640 (KN: 11875093)
besiyerinde standart hiicre kultlirli kosullarinda giin asir1 besiyeri degisimi saglanarak
cogaltilmigtir. Normal prostat epitel hiicreleri (NrPEC) ise ATCC talimatlarina gore,
L-Glutamin, Ekstrakt P, Epinefrin, rh TGF-a, hidrokortizonlu hemistiksinat, rh insilin
ve Apo-transferin ile takviye edilmis prostat epitel hiicresi bazal ortaminda muhafaza
edilmistir. Tim hicreler standart hiicre kiltirid kosullarinda gelistirilmis ve protein
izolasyonu yapilacak hucrelerin izolasyon isleminin 6ncesinde Bio-Rad otomatik

hicre sayic1 (Kaliforniya, ABD) ile sayimlari yapilmistir.

3.1.2.7 Protein izolasyonu ve immunoblot analizi

Immiinoblot analizi igin, hiicre lizatlar1 proteaz inhibitér kokteyli ve 1 mM PMSF
igeren 1 x RIPA tamponunda hazirlanmistir. Hiicre ekstraktlari, mikrosantrifiyj tipu
icine yerlestirilerek 10 dakika boyunca 14.000 g hizla santriftijlenmistir. Ardindan
sUpernatantlar toplanarak protein miktarlari, BCA Kiti (Thermo Scientific) ile
belirlenmistir. SDS-PAGE agamasinda, esit miktarda protein (30 pg) nitroselliloz
membrana aktarilarak %5 yagsiz kuru siitle bloke edilmis ve proteinler elektroforez
edilmigtir. PSMA antikoru ve ikincil HRP-konjugasyonu yapilan proteinler,
kemiliiminesans tespiti ile problanmistir. Western blotlarin goriintiileri Kodak Image
Station 4000MM (Carestream Health Inc, ABD) cihazi kullanilarak alinmis ve ImageJ
programi kullanilarak goriintiiler iizerinden protein bantlariin tiibiilin yiikleme

kontrol bantlarina oranlanmis ve gorece protein miktarlari hesaplanmistir.

3.1.2.8 Modifiye elektrot yiizeylerinin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlari

Amin gruplarinca fonksiyonellestirilmis altin nanoparcaciklarin karakterizasyonlari
dogrudan kolloidal pargaciklar kullanilarak, ekran-baskili altin elektrotlara ait fiziksel

ve kimyasal analizler ise ¢alisma elektrodu iizerinden gerceklestirilmistir.
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Sentezlenen Cys-AuNp’lerin fiziksel karakterizasyonlar1 agamasinda; pargacik boyutu
ve morfolojisinin analizi TEM ile, Cys-AuNp’larin yiizey yikii ve hidrodinamik
caplarinin 6l¢iimii ise Zeta potansiyeli analiz cihazi (Nano-ZS, Zetasizer, Malvern
Instruments) ile gergeklestirilmistir.

Kimyasal karakterizasyonlar kapsaminda ise, Cys-AuNp’larin 1sikla etkilesimleri
ultraviyole ve gorinir 151k (UV-Vis, Lamda-25, PerkinElmer) absorpsiyon
spektroskopisi ile 200-700 nm araligindaki dalga boylarinda incelenmistir. Yiizey
fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi agsamasinda ise Zayiflatilmis Toplam Yansitma-
Fourier Dontigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-FTIR, Spectrum 100, Perkin-
Elmer) cihazi kullanilmistir. Dalga numarasi 4000650 cm™ araliginda tarama

yapilmistir.

3.1.2.9 Ekran-baskil elektrotlarin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlari

SPGE vyiizeylerinin modifikasyon islemleri ©ncesi ve sonrasindaki fiziksel
karakterizasyonlari alan emisyonlu -taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) ile
gerceklestirilmistir. Kimyasal karakterizasyonlar kapsaminda ise yiizey fonksiyonel

gruplarinin belirlenmesi hedeflenmis ve bu kapsamda ATR-FTIR cihazi kullanilmustir.

3.1.2.10 Elektrokimyasal analizler ile antikor-antijen etkilesiminin etkinliginin

belirlenmesi

Elektrokimyasal analizler kapsaminda modifiye edilmemis (SPGE) elektrotlar CV ve
EIS analizleri, modifiye edilmis (Cys-AuNp/SPGE, Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE) tim
elektrotlar ise DPV, CV ve EIS analizlerine tabi tutulmustur. Bu kapsamda SPGE’lerin
CHI elektrokimyasal 6lglim diizenegine baglantis1 yapilmis ve elektrot Faraday
kafesinin igerisine yerlestirilerek, PBS (pH:7,4) ortaminda hazirlanan 0,1 M potasyum
klorir (KCI) ve 250 puM ferrisiyanr/ferrosiyanir [(Fe(CN)e>'*] iceren cozeltisiye
daldirilarak elektrokimyasal 6l¢iimler gergeklestirilmistir.

CV olglmleri, -0,20 ile 0,40 V araliginda tarama hizi 50 mV/s olacak sekilde
yapilmistir. EIS analizlerinde ise sistem parametreleri; 0,10 Hz ile 100 kHz frekans
araliginda, agik devre potansiyeli (Vocp) 0,12 V olacak sekilde belirlenmistir. EIS
analizlerinden elde edilen veriler CV analizinden elde edilen verilerle karsilastirilarak
modifikasyon sonrasindaki yiizey iletkenligi ve ylizey alan1 hakkinda bilgi edinilmesi
amaglanmistir. Ayrica Randles Hiicresi simiilasyonu kullanilarak kinetik ve yiik

transfer bilesenlerini iceren esdeger devre kurulmus ve Rt degerleri hesaplanmistir.
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DPV olc¢timlerinin ilk asamasinda, MDA PCa-2b hiicrelerinden izole edilen PSMA
proteinlerinin ve PSMA ekspresyonu gdsteren LNCaP hiicrelerinin imminosensorle
etkilesimleri PBS (pH:7.4) ortaminda test edilmistir. DPV parametreleri: tarama voltaj
araligi: -0,1 ile 0,4 V, basamak voltaji 10 mV olacak sekilde belirlenmistir. PSMA
protein/hiicre ekleme islemi sonrasinda hazirlanan ¢ozeltiler, manyetik karigtirict
yardimiyla 5 dakika siiresince karistiritlmis ve DPV analizleri ile elde edilen sinyaller
kaydedilmistir.

Immiinosensériin aktif yiizeyine hedef analitlerin baglanmas1 sonucunda engellenen
elektron transferi, katodik akimda azalmaya sebep olmaktadir. DPV analizi ile,
konsantrasyon artis1 ile ters orantili olarak degisim gosteren akim degerleri
kaydedilmis ve bu veriler kalibrasyon egrisinin hazirlanarak immiinosensoriin
performans parametrelerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Sensoriin segiciligi, PSMA ekspresyonu gosteren (C4-2 ve LNCaP) ve gdstermeyen
(PC3) insan PK epitel hiicre hatlari ile saglikli prostat hiicreleri (NrPEC) kullanilarak
test edilmistir. PSMA ekspresyonu gosteren ve gOstermeyen hiicrelerin
immiinosensorle etkilesimleri sonucunda olusan sinyaller DPV analizleri ile
incelenmis ve yorumlanmigtir. DPV parametreleri: tarama voltaj araligi: -0,1 ile 0,4 V,
basamak voltaji 10 mV olacak sekilde belirlenmis ve tiim elektrokimyasal l¢timler
0,1 M KClI ve 250 uM Fe(CN)¢*"* igeren PBS (pH:7,4) ortaminda gerceklestirilmis.
Tiim veriler, Origin 2019 programina aktarilmis ve her grafik i¢in lineer egri uydurma
(linear curve fitting) yapilarak, gelistirilen immiinosensoriin en diisiik 6l¢iim limiti
(LOD) ve ol¢iim smir1 (LOQ) degerleri hesaplanmistir (n=3). Bu hesaplamalar, en
diistik 6l¢iim limiti (LOD=3,3 x (y eksenini kestigi noktanin standart sapmasi/egim))
ve Ol¢tim smurt (LOQ=10 x (y eksenini kestigi noktanin standart sapmasi/egim))

denklemleri kullanilarak yapilmistir.

3.2 Bulgular ve Tartismalar

3.2.1 Altin nanoparc¢aciklarin karakterizasyonuna ait sonuclar

Elektrokimyasal indirgenme ydntemi nanoparcacik modifikasyonunun en etkin ve
kolay sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in literatiirde sik¢a kullanilmaktadir. Caligmanin
ilk asamasinda sisteaminle etkilestirilen altin partikiilleri elektrokimyasal indirgenme
yoluyla amino gruplariyla modifiye edilmis ve amino grubunca fonksiyonellestirilmis

altin nanoparcaciklarin tiretimi gergeklestirilmistir [128]. Sisteamin, bir ucunda amino
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grubu diger ucunda ise tiol grubu olan katyonik bir yapiya sahiptir. Altin
nanoparcaciklarin amino grubunca fonksiyonel olmasinin sebebi, sisteamin
molekiillerinin tiol ucunun altina baglanirken amin gruplarinin yiizeyde serbest
kalmasidir. Serbest kalan bu amin fonksiyonel ug, yapiya biyouyumluluk
kazandirilmasi ve biyolojik ajan baglanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Sisteamin
modifikasyonunun basarisini tespit etmek amaciyla iiretilen nanopargaciklarin UV-Vis
ve ATR-FTIR spektrum analizleri yapilmistir. UV-Vis ve ATR-FTIR analizlerine ait
sonuclar Sekil 3.5’de verilmektedir.

Altin nanopargaciklarinin formasyonu, UV-Vis spektrumunda (Sekil 3.5a) altin
nanopargacigin yiizey plazmon rezonansi olan 535 nm absorbans degerinde
goriilmektedir. Ayn1 zamanda sisteamin ile altin arasindaki etkilesim sonucunda 245
nm dalga boyunda olusan kayma, sisteaminin altin partikiilleri tarafindan
absorplandigint gostermektedir. Ayrica, modifikasyonunun etkinligi, modifiye
edilmemis halde turuncu/kirmizi renkte olmasi beklenen AuNp kolloidal ¢ozeltisinin
sisteaminle modifikasyonu sonucunda renginin mora kaymasi ile gozle de teshis
edilebilmektedir [6,129].

FTIR-ATR spektral analizine (Sekil 3.5b) bakildiginda ise, 3285 cm *’de karakteristik
—NH gerilme piki (-NH ve NH; titresim modlar1) ve 1649 cm ’de gdzlemlenen SNH,
NH2 deformasyon vibrasyon pikleri, sisteaminin AuNp’lar tarafindan hapsedildigini
kanitlamaktadir. Ek olarak sisteamine ait pikler degerlendirilecek olursa, 2920 ve 2850
cm! araligindaki zayif pikler -CH, gerilme; 1532 ve 1038 cm™! araligindaki pikler ise
—NH biikiilme modlarina aittir [6,129].

Kimyasal karakterizasyonlara ek olarak, Cys-AuNp’larin fiziksel yap1 analizleri de
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda pargaciklarin  hidrodinamik ve kuru caplari
Ol¢glilmiis, ayrica pargaciklarin kolloidal ¢6zeltideki dagilimlari incelenmistir. Negatif
yiikliit AuNp’lerin sisteaminle etkilesimi sonucunda degisen potansiyel degerleri Zeta
potansiyel analizi ile belirlenmis ve sisteamin modifikasyonunun etkinligi
gosterilmistir. Cys-AuNp’larin ortalama 1slak ¢ap1 ve Zeta potansiyel degerleri: 37,8+
6,3 nm ve +43,943,1 mV olarak hesaplanmistir (n=10). Pozitif potansiyel degerinden
de anlasilacag: sekilde, anyonik AuNp yiizeyine katyonik sisteaminin kemisorpsiyon
araciligiyla baglandigi ve bu sayede AuNp’larin yiizeyinde pozitif potansiyel yarattigi
sOylenebilir.  Parcaciklarin  morfolojik  ozelliklerinin = ve  kuru ¢aplarmin

belirlenmesinde TEM analizi kullanilmistir. TEM goriintiisii incelendiginde Cys-
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AuNp’lerin bir boliimiiniin kiimelenme egiliminde olduklar1 gézlenmektedir. ImageJ
programi kullanilarak hesaplanan kuru haldeki ortalama ¢ap degeri olan 30,2+7,1 nm
(n=50) beklenildigi iizere 37,8+6,3 nm olarak hesaplanan 1slak cap degerinden
yaklasik 8 nm daha kiigiiktiir. Cys-AuNp’ lara ait TEM goriintiisii ve ¢cap dagilimina
ait grafik Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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Sekil 3.5 : Cys-AuNp’lara ait (a) UV-Vis ve (b) ATR-FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.6 : Cys-AuNp’lara ait (a) TEM goriintiisii ve (b) ¢ap dagilimina ait grafik.
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3.2.2 Ekran-baskih elektrotlarin (SPGE) analizlerine ait sonuclar

3.2.2.1 SPGE yiizey analiz sonuglari

Modifiye olmamis SPGE ve Cys-AuNp ile modifiye edilen Cys-AuNp/SPGE
elektrotlarina ait yiizey analizleri icin FE-SEM cihazi1 kullanilmistir. Ornek hazirlama
asamasinda, toplamda 10 pL hacimli Cys-AuNp ¢ozeltisi SPGE c¢alisma elektrodu
yiizeyine damlatilip kurutulduktan sonra elektrotlar yikanarak SPGE ylizeyine
tutunmadan kalan nanopargaciklardan temizlenmis ve ikinci kurutma islemi
sonrasinda stablara yerlestirilen 6rneklerin analizi yapilmistir. Sekil 3.7° deki FE-SEM
goriintiileri incelendiginde, modifikasyon isleminden sonra nanoparcaciklarin yiizeye
tutundugu, yikama islemi sonrasinda dahi yiizeyden ayrilmadigi gézlemlenmektedir.
Ayrica, nanopargaciklar ¢alisma elektrodunun belli bolgelerde birikim gosterse de
genel olarak homojen bir dagilim gostermektedir. SEM  goriintiilerinden de
anlasilacagi lizere, yalnizca 10 dakika siirede modifiye edilen Cys-AuNp
modifikasyonu ile calisma elektrodunun etkin yiizey alanmi arttirilmis ve modifiye
olmayan elektroda kiyasla yiizeye daha fazla miktarda a-PSMA baglanmasina olanak
saglanmistir. Ek olarak Cys-AuNp’lar, elektron transferinin arttirilarak sinyal

hassasiyetinin de ylkseltilmesini saglamislardir.

3.2.2.2 PSMA immiinoblot testi sonuclari

Immiinoblot testi kapsaminda, saglikli prostat epitel hiicre hatt1 (NrPEC) ve genetik
komplekslige sahip ¢esitli prostat kanseri hticre hatlar1 (PC3, LNCaP, C4-2 ve MDA
PCa-2b) test edilerek PSMA cekspresyonlari incelenmistir. Bu kapsamda, ImageJ
programinda Western blot goruntusiniin kontrast ayarlari degistirilmis, protein
bantlariin ve ylkleme kontrollerinin bant genislikleri piksel seviyelerine bagli olarak
hesaplanmistir. Ardindan segilen protein bandinin 0 banda karsilik gelen piksel
degerini kontrol bandi piksel degerine oranlayarak yiiklenen protein miktarlarinin
gorece oranlari belirlenmistir. Sonuglar incelendiginde, MDA PCA-2b’ nin ~1,92
oraniyla en fazla PSMA ekspresyonu gosteren [PSMA(+)] hiicre hatti oldugu
gozlemlenmistir. C4-2 ve LNCaP’ in PSMA ekspresyonlar1 ise birbirlerine oldukca
yakindir (~1,31). Buna karsin prostat kanser hatti olan PC3 ve prostat epitel hiicre hatti
NrPEC’ nin sirasiyla ~0,28 ve ~0,26 olarak hesaplananan bant genislik oranlar1 prostat

kanseri olmasina ragmen PC3’ nin tipki saglikli hiicrelerdeki gibi PSMA ekspresyonu
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ifade etmektedir [PSMA(-)]. Bahsi gegen tim hucreler, PSMA tabanl

immunosensorun segicilik testi kapsaminda kullanilmistir (Sekil 3.8).

(@)

Sekil 3.7 : Cys-AuNp modifiye SPGE’lerin FE-SEM goruntuleri.
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B-tubulin

Sekil 3.8 : Immiinoblot testi
3.2.2.3 Elektrokimyasal analiz sonuglari

Elektron transfer rezistansi (Ret), redoks cozeltisi ile elektrodun ara yiizeyinde
gerceklesen elektron transfer hizini ifade eder. Ge¢gmis ¢aligmalar, yiik transfer direnci
ile elektrodun vyizeyindeki madde miktart arasinda dogru oranti oldugunu
gostermektedir. Rt degeri, EIS 6l¢iimiinde yiiksek frekanslarda elde edilen Nyquist
egrisinin yar1 ¢ember ¢ap degerine karsilik gelmektedir. Randles esdeger devresi,
empedans spektrumunun sayisallastirilmasinda en sik kullanilan esdeger devre
modelidir. Bu devre modelinde Cpy, sistemin ikili katman kapasitans degerini; Ret ve
Rse yuk transfer direnci ve elektrolitin direncini ve Zyi ise Warburg empedansini temsil
etmektedir [130]. Doktora tez caligmasi kapsaminda, EIS analizleri yapilmis ve elde
edilen veriler kullanilarak CHI elektrokimyasal 6l¢iim sisteminin program arayuzii
araciligiyla Sekil 3.9°da gosterilen esdeger devre modeli ¢izilerek EIS analizi sonucu

elde edilen Nyquist egrilerinin sayisal degerlere doniistiiriilmesi saglanmistir.

B o

Sekil 3.9 : Nyquist egrisi esdeger devre modeli gosterimi.
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Doktora tezi kapsaminda, SPGE’ler modifikasyon islemi Oncesinde ve her
modifikasyon basamagi sonrasinda EIS dl¢limiine tabi tutulmus ve Randles esdeger
devresine fit edilen empedans spektrumu kullanilarak yaklasik Rct degerleri
hesaplanmustir (Sekil 3.9). Cys-AuNp modifikasyonu 6ncesinde SPGE’ler 335,0 Q
degerinde bir ylik transfer rezistansina sahiptir. Cys-AuNp modifikasyonu sonrasinda
bu rezistans degeri 26,1 Q degerine diismiistiir. Rezistans degerindeki bu azalisin
nedeni, Cys-AuNp’larin eclektrot yiizey alanini arttirmasi ve sisteaminin katyonik
olmas1 nedeniyle anyonik redoks bilesenlerini elektrostatik olarak ¢ekerek elektron
transfer hizinin artmasina neden olmasidir. Cys-AuNp/SPGE ylzeylerine a-PSMA
immobilizasyonu sonrasinda Uretilen Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE 6rneginin Rcr degeri
118,5 Q seviyesine yiikselmistir. Rct degerindeki bu yiikselmenin nedeni, elektrot
yuzeyine immobilize edilen a-PSMA molekdllerinin redoks probunun elektrot
yuzeyine difiizyonunu engellemesidir. Elde edilen bu sonuclar, modifiye SPGE
yuzeylerine a-PSMA immobilizasyonunun gergeklestigini gostermektedir. Son olarak
500 pg PSMA antijeni olan reaktdrde EIS analizi yapildiginda, Rct degerinin 512,8 Q
seviyesine ulastig1 gozlenmistir. Bu durum proteinin iletken olmamasi ve elektrot
yuzeyine modifikasyonu sonucunda redoks probunun elektroda difiizyon hizindaki
azalmadan kaynaklanmaktadir. Dolayistyla artan bu Rct degerine bagl olarak, Cys-
AuNp/a-PSMA/SPGE elektroduna PSMA ’nin baglandigi sonucuna ulagilmaktadir. Bu
durum CV analizlerinde de bariz olarak gorilmektedir. Sekil 3.10°da gosterilen
Nyquist egrileri, modifikasyon islemi oOncesinde (a) SPGE, (b) Cys-AuNp
modifikasyonu sonrasi Cys-AuNp/SPGE, (c) antikor immobilizasyonu sonrasi Cys-
AuNp/a PSMA/SPGE ve (d) 500 ng antijen tutunumu sonrasindaki Cys-AuNp/a-
PSMA/PSMA/SPGE elektrotlarini gostermektedir.

Elektrokimyasal analizlerin ikinci agamasinda modifikasyon hakkinda daha detayli
bilgi edinebilmek amaciyla dongiisel voltametri (CV) analizleri gergeklestirilmistir.
Sekil 3.11.a” da modifikasyon islemi dncesinde SPGE, H2SOyg ile aktiflestirilen SPGE
ve Cys-AuNp modifiye SPGE’lerin 0,1 M KClI ve 250 uM [Fe(CN)e*"*] iceren PBS
(pH:7,4) ortamma daldirildiginda -0,2 V ile 0,6 V voltajlar1 arasinda ters katodik

tarama sonucunda elde edilen voltamogramlar verilmektedir.
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Sekil 3.10 : Elektrokimyasal empedans spektroskopisi kullanilarak elde edilen
Nyquist egrileri.

Sekil 3.11 (a) incelendiginde, yiizey aktiflestirmesinin SPGE’ nin aktiflestirme islemi
oncesinde olgiilen katodik pik degeri olan -54,01 pA’ den 65,77 PA seviyesine
yiikselttigini ve redoks pikleri arasindaki voltaj farkinin (AEp) 0,167 V’ tan 0,118 V
seviyesine diistirdiigiinii dolayisiyla elektrodun sinyal ayrim giictinii olumlu etkiledigi
sonucuna ulasiimaktadir. Ayrica, yiizeyleri aktiflestirilen SPGE’lerin 5, 10 ve 20 uL
hacimlerindeki Cys-AuNp ile modifikasyonu sonrasinda yapilan CV analizlerinde,
katodik pik degerlerinin sirastyla: -73,21; -94,48 ve -86,12 pA olarak okundugu ve
10 pL hacmindeki Cys-AuNp modifikasyonunun optimum sinyali verdigi
gozlemlenerek immiinosensor yiizeylerinin 10 pL’ lik hacmindeki Cys-AuNp ile
modifiye edilmesine karar verilmistir.

Sekil 3.11.b° de, a-PSMA immobilizasyonu sonrasinda katodik akim pik degerinin -
79,22 uA’ e diiserken, AE, degerinin 0,16 V’ a yiikseldigi gdozlemlenmistir. Son olarak
500 ng PSMA proteini immiinosensorle etkilestirildiginde elektron transfer hizinin
AEp=0,10 V’ e ve katodik pikin -71,22 pA’e diistiigii gézlemlenmistir. CV ve EIS
analizleri beraber incelendiginde immiinosensore yapilan yiizey modifikasyonlarinin

her basamakta gecerli oldugu ve modifikasyonlar sonucunda iiretilen immiinosensoriin

76



hedef proteini PSMA’y1 biyolojik taniyict yilizeyine basartyla bagladigini
gostermektedir.

3.2.2.4 PSMA ve a-PSMA spesifik baglanmasinin test edilmesi

Elektrokimyasal analizlerin son asamasinda, 0,1 M KCI ve 250 uM Fe (CN)g®*iceren
5 mL’lik PBS (pH:7,4) ¢ozeltisine PSMA proteini (0-200 ng/5 mL) ve PSMA
ekspresyonu gosteren LNCaP hucreleri (0-400 hiicre/5 mL) eklenerek Cys-AuNp/a-
PSMA/SPGE immiinosensorii ile etkilesimleri sonucunda iiretilen sinyaller test
edilmistir. Bu dogrultuda, DPV analiz yontemi kullanilmis, degisen PSMA
protein/PSMA ekspresyonu gosteren hiicre miktarlarina karsilik gelen katodik
akimlarin  pik degerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri hazirlanmig ve
immiinosensoriin  performans: belirlenmistir. Bu dogrultuda ilk olarak, PSMA
proteinlerinin immiinosensorle etkilesimlerinin olusturdugu sinyaller test edilmistir.
Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE immiinosensoruniin, PBS (pH=7,4) igerisindeki akim
cevabi protein ilavesi olmadan Once ortalama -71,83+0,2 A olarak olcilirken,
reaktore 200 ng PSMA proteini ilave edildikten sonra akim -62,79+0,45 pA seviyesine
diigmiistiir. Fizyolojik tampon ¢ozelti ortamindaki PSMA antijenlerinin 6lgiminde 3
ayr1 lineer bdlge oldugu gozlemlenmistir. Bu bolgeler: 0-1 ng/5 mL aras1 R?=0,964; 1
ng ile 20 ng/5 mL aras1 (R?>=0,998) ve 20 ng-200 ng/SmL aralig1 (R?=0,991) olarak
belirlenmistir.

1-20 ng/5 mL arasindaki lineer bdlgeyi ifade eden denklik kullanilarak,
immiinosensoriin PBS ortamindaki antijen dl¢iimii icin 1-20 ng/5 mL arasindaki lineer
bolgeyi ifade eden dogru denklemi kullanilarak, LOD degeri 0,206 ng/5 mL (0,041
ng/mL), LOQ degeri ise 0,625 ng/5 mL (0,125 ng/ mL) olarak hesaplanmistir (Sekil
3.12). Hassasiyet ise 0,03 pA/nM’ dur.

DPV o6l¢iimlerinin ikinci basamaginda, PBS (pH:7,4) ortamindaki PSMA ekspresyonu
gosteren LNCaP hiicrelerinin immiinosensorle olan elektrokimyasal etkilesimleri test
edilmistir. Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE elektrodu, 0,1 M KCI ve 250 uM Fe(CN)s*"
igeren PBS (pH:7,4) ortaminda iken dlgiilen akim pik degeri -71,85+1,20 pA iken, 400
LNCaP hiicresinin reaktore ilave edilmesi bu akim degerini -44,58+1,43 pA

seviyesine diisiirmiistiir (Sekil 3.13a).
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Sekil 3.11 : Dongusel voltametrik analizler sonucunda elde edilen voltamogramlar.
(a) aktiflestirme etkisi, (b) modifikasyon etkisi.
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Sekil 3.12 : PSMA immiinosensoriiniin  PBS  (pH:7,4) ortamindaki 0-200 ng
araligindaki PSMA antijenleriyle etkilesimi sonucunda elde edilen DPV sinyalleri
(n=3).

Lineer kalibrasyon egrisine gore (Sekil 3.13b), PSMA immiinosensoriiniin 0-400
LNCaP htcrelerinin 6l¢ciimiinde 2 lineer bolge gozlenmektedir. Bu lineer bélgelerden
birincisi 0-100 hiicre dlgiilen aralik (R?=0,997), ikincisi ise 100-400 hiicre dlgiilen

araliktir (R?=0,998). Lineer regresyonu yiiksek olan ikinci lineer bdlgeyi tanimlayan
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dogru denklemi denklemini kullanilarak LOD degeri: 12,28 hiicre/5 mL (2,46=3
hiicre/mL) ve LOQ degeri ise 37,00 hiicre/S mL (7,4=7 hiicre/mL) olarak
hesaplanmustir. Hassasiyet ise 0,086 pA(hiicre.mL)* dir.

Diger asamada ise, modifiye haldeki Cys-AuNP/SPGE’lerin serum ortamindaki
protein ve hiicrelerle etkilesimleri elektrokimyasal olarak test edilmistir. Bu kapsamda,
Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE elektrodu, 1:10 (v:v) serum:PBS (pH=7,4) ile yikanan
PSMA protein/hiicre drnekleri tampon ¢ozeltisine ilave edilmis ve voltametrik
analizleri yapilmistir. Bahsi gecen serum-PSMA proteini ve serum-LNCaP
hiicrelerinin immiinosensorle etkilesimlerini gosteren DPV  sinyalleri ve ilgili
kalibrasyon egrileri Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’te verilmektedir.
Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE elektrodunun protein ilavesi olmadan 6nce -59,38+1,32
LA olan katodik akim pik degeri, reaktoriin toplam hacminde 200 ng serum PSMA
antijeninin bulundugu durumunda -51,8940,21 pA seviyesine diigmiistiir. Elde edilen
lineer kalibrasyon egrisine gore (Sekil 3.14.b), PSMA immiinosensoriiniin hedef
PSMA proteiniyle etkilesimi sonucunda elde edilen sinyaller analiz edildiginde, 50 pg-
1000 pg (R?=0,957), 1-20 ng (R?=0,984) ve 20 ng-200 ng (R*=0,896) olacak sekilde
birbirinden farkli 3 lineer bolge oldugu gozlemlenmistir. Serum ortamindaki PSMA
antijeninin 6l¢imiinde, LOD ve LOQ belirlenirken lineer regresyonu en yiiksek olan
1-20 ng lineer araligmma karsilik gelen dogru, LOD ve LOQ degerlerinin
belirlenmesinde kullanilmis ve bu degerler sirasiyla 0,423 ng/5 mL (0,084 ng/mL) ve
1,282 ng/5mL (0,256 ng/mL) olarak hesaplanmistir. Hasssasiyet ise 0,008 pA/nM
olarak hesaplanmistir.

Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE elektrodu sisteme hiicre ilavesi yapilmadigi durumda akim
-70.27+£1,34 pA olcullrken, reaktore toplam 400 tane PSMA ekspresyonu gdsteren
LNCaP hiicresi eklendikten sonra akim -63,78+0.32 pA seviyesine diigmiistiir. Cizilen
lineer kalibrasyon egrisine gore (Sekil 3.15.b), PSMA immiinosensoriiniin hiicre ile
etkilesimi sonucunda elde edilen sinyaller analiz edildiginde, 0-75 hiicre araligindaki
R?=0,942; 75-400 hiicre araliginda ise R?=0,998 olarak hesaplanmistir. Regresyon
katsay1s1 yiiksek olan ikinci bolge kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda, LOD
degeri 14,00 hiicre/5 mL (2,80=3 hiicre/mL); LOQ degeri ise 42,86 hiicre/S mL
(8,57~9 hiicre/mL) olarak bulunmustur. Hassasiyet ise 0,001 pA.(hiicre/mL)* olarak
hesaplanmistir. Fizyolojik tampon ortaminda alinan sinyale kiyasla serum ortaminda
daha diisiik intensiteye sahip sinyal elde edilse de verilerden anlasilacag: tizere

immiinosensoriin farkli ortamlardaki hiicreleri 6l¢im performansinda kayda deger bir
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degisim gdzlenmemistir. Serum ortaminda Olgiilen sinyal intensitelerinin tampon

¢ozelti ortamindaki sinyal intensitelerine kiyasla diisiik olmasinin sebebinin, serum

ortaminda bulunan proteinlerin spesifik olmayan baglarla immiinosensor yiizeyine

baglanmasi ya da reaktor ortaminda artis gosteren protein ve hiicrelerin Fe(CN)g

3-14

iyonlarinin difiizyon yetenegini azaltmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Sekil 3.13 : PSMA immiinosensoriiniin PBS (pH:7,4) ortamina eklenen LNCaP
hiicreleriyle etkilesimi sonucunda elde edilen sinyaller. (a) DPV analizi sonuglari, (b)

kalibrasyon egrisi (n=3).
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Sekil 3.14 : PSMA immiinosensoruniin PBS (pH:7,4) ortamina eklenen serum PSMA
antijenleriyle etkilesimi sonucunda elde edilen sinyaller. (a) DPV analizi sonuglari, (b)
kalibrasyon egrisi (n=3).
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Sekil 3.15: PSMA immiinosensdriiniin serum LNCaP hiicreleriyle etkilesimi
sonucunda elde edilen sinyaller. (a) DPV analizi sonuglari, (b) kalibrasyon egrisi
(n=3).
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3.2.2.5 Inkiibasyon siiresinin etkisi

Biyosensore modifiye edilen taniyici biyolojik ajan ile hedef analit arasindaki
etkilesimin kararli bir sinyal olusturmasi bahsi gegen etkilesimin optimum siirede
olmasma dogrudan baglidir. Bu nedenle, doktora tezi kapsaminda iiretilen Cys-
AuNp/a-PSMA/SPGE imminosensorleri, 0-30 dakika zaman araliklarinda 500 pg
PSMA ve 50 LNCaP hiicresi igeren PBS (pH:7,4) ¢ozeltilerine ayr1 ayr1 daldirilmis ve
200 rpm hizindaki manyetik karistiricida kanistirillarak 5 dakika araliklarla DPV
Olctimleri yapilmistir. DPV sinyallerinden faydalanarak, zamana bagli degisen katodik
akim pik degerleri incelendiginde, biyolojik taniyici tabaka ile hedef analitlerin
etkilesimi igin gereken optimum inkibasyon siirelerinin PSMA antijeni igin 25 dakika,
PSMA ekspresyonu gosteren LNCaP hicreleri icinse 20 dakika olarak belirlenmistir
(Sekil 3.16).

3.2.2.6 Segicilik testi

Bu kapsamda, PK epitel hiicre hatlart C4-2, PC3, LNCaP ve saglikli prostat epitel
hicreleri (NrPEC) kullanarak PBS (pH:7,4) ¢Ozeltilerine ayr1 ayr1 eklenen (50 hicre/5
mL) hicrelerin immdnosensore karsi olusturdugu cevaplar DPV analizi ile test
edilmistir. Sekil 3.17’de gosterildigi gibi, PSMA immunosensoriinin ortalama akim
pik degeri: -70,87+0,49 pA olarak hesaplanmistir (n=3). 50 hiicre/5 mL olacak sekilde
NrPEC, C4-2, PC3 ve LNCaP hicrelerinin PBS (pH:7,4) ortamina ilave edilmeleri
sonrasinda Ol¢ilen ortalama akim degerleri sirasiyla: -69,39+1,06; -67,43+£1,87 YA,
-67,43+1,87 YA, -70,51+2,10 YA ve -65,37+2,14 pA’dir.

Sonuclarn istatistiksel olarak analizinde Cift Yonli-Coklu Varyans Analizi (Two
Way MANOVA) kullanilmis ve veriler ikili gruplar halinde analiz edilerek p<0,05
olan degerler anlamli kabul edilmistir. Elde edilen istatistiksel verilere gore sadece
LNCaP ve C4-2 ile kontrol grubu arasindaki sinyal farki anlamhidir (p=0,012). Ayrica,
LNCaP ile PC3 karsilastirildiginda elde edilen sinyaller istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,023). PSMA ekspresyonu gosteren prostat kanser hiicrelerinin secicilik testleri
sonucunda belirgin akim degisimleri gozlemlenirken, saglikli prostat epitel hiicreleri
(p=0,808) ve PC3 (p=0,889) hticrelerine karsi immunosensoriin cevabi istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05). Sensorin PC3 hicrelerine cevabinin anlamsiz
olmasinin nedeni PC3’ nin prostat kanseri hicre hatti olmasina ragmen PSMA

ekspresyonu gostermemesidir ki bu sonu¢ Western blot analizleriyle de
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dogrulanmistir. Ozetle gelistirilen immiinosensér, PSMA ekspresyonu gésteren hiicre

ve proteinlerin secici olarak 6lgimunde kullanima uygundur.
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Sekil 3.16 : Cys-AuNp/a-PSMA/SPGE immunosensorunin (a) 500 pg PSMA ve (b)
50 LNCaP hucresi ile 0-30 dakika zaman araliklarindaki etkilesimleri sonucunda elde
edilen DPV sinyalleri (n=3).
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Sekil 3.17 : Gelistirilen PSMA immiinosensoriiniin PSMA ekspresyonu gosteren
saglikli prostat epitel hiicreleri NrPEC , PSMA ekspresyonu gosteren (C4-2 ve
LNCaP) ve PSMA ekspresyonu gostermeyen (PC3) PK hicrelerine kars1 segiciligi
(n=3).

3.3 Sonug ve Oneriler

Doktora tez calismasinin ikinci bdéliminde, SPGE vyuzeyleri sisteamin
fonksiyonellestirilmis altin nanoparcaciklarla modifiye edilerek elektrokimyasal
tabanli PSMA imminosensoru gelistirilmistir. TEM analizi sonucunda Cys-
AuNp’lerin kuru haldeki ortalama c¢ap degeri 30,2+7,1 nm (n=50), DLS analizi
sonucunda parcaciklarin ortalama 1slak cap ve Zeta potansiyel degerleri: 37,8+6,3 nm
ve +43,9+3,1 mV olarak hesaplanmistir (n=10). Pozitif zeta potansiyel degeri, anyonik
AuNp yiizeyine katyonik sisteaminin kemisorpsiyon araciligiyla baglandigini
gostermektedir. SPGE modifikasyonu asamasinda kullanilacak optimum Cys-AuNp
hacmi 10 pL olarak belirlenmis ve yapilan bu modifikasyon sonucunda elektrodun
etkin yiizey alani arttirilarak modifiye olmayan elektroda kiyasla yiizeye daha fazla
miktarda a-PSMA baglanmasina olanak saglanmistir. Ayrica sisteaminin katyonik
olmasi nedeniyle anyonik redoks ¢ozeltisi bilesenleri elektrostatik olarak ¢ekilerek
elektron transfer hizinin artmasina neden olmus ve PSMA protein/hicrelerinin

6lcimundeki sinyal hassasiyetinin de yiikselmesini saglamistir.
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Immiinoblot testi kapsaminda, saglikli prostat epitel hiicre hatti (NrPEC) ve prostat
kanseri hiicre hatlar1 (PC3, LNCaP, C4-2 ve MDA PCa-2b) test edilerek PSMA
ekspresyonlari incelenmis ve bahsi gegen tiim hiicreler, PSMA tabanh
immiinosensoriin  segicilik testi kapsaminda kullanilmistir. Sonuglar, gelistirilen
immunosensorin, PSMA ekspresyonu gosteren hiicre ve proteinleri secici olarak
Ol¢timiinde kullanima uygun oldugunu gostermistir.

Biyosensore modifiye edilen taniyici biyolojik ajan ile hedef analit arasindaki
etkilesimin kararli bir sinyal olusturmasi bahsi gegen etkilesimin optimum siirede
olmasina dogrudan baglidir. Biyolojik taniyici tabaka ile hedef analitlerin etkilesimi
icin gereken optimum inkibasyon sureleri PSMA proteini i¢in 25 dakika, PSMA
ekspresyonu gosteren LNCaP hiicreleri iginse 20 dakika olarak belirlenmistir.
Gelistirilen immiinosensoériin PSMA proteinleri ve PSMA ekspresyonu godsteren

hlcreleri 6lcimindeki performans parametreleri Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Gelistirilen PSMA immiinosensoriintin performans parametreleri

Analit 2 tink'ubasyon
Ortam i LDL LOD LOQ R (dk)
0,2-4,0 0,125
e PSMA ng/mL 41 pg/mL ng/mL 0,998 25
(pH:7,4) 0-100 3 7
LNCaP hicre/mL  hiucre/mL  hiicre/mL 0,998 20
0,2-4,0 0,084 0,256
PSMA ng/mL ng/mL ng/mL 0,984 25
Serum
15-80 3 9
LnCaP hicre/mL  htucre/mL  hiicre/mL 0,998 20

Ozetle, bahsi gegen tez galismasi kapsaminda, PSMA protein/hiicre 6rneklerinin
serum ve fizyolojik tampon c¢ozeltisi ortamlarinda pg seviyesinde hassasiyetle
Olcebilen elektrokimyasal tabanli PSMA immunosensorii gelistirilmistir. Gelecek
caligmalar kapsaminda sensor sisteminin Ol¢iim performansini ve Ol¢limiin sinyal
stabilitesini arttirmak amaciyla nanopargacik modifikasyonunun elektrot yiizeyine
damlat-kurut yontemi ile modifikasyonunu yerine pargaciklarin elektrokimyasal
yontemle ylizeye depozit edilmesi planlanmaktadir.

Ayrica gelecek projeler kapsaminda alinacak etik izinler dogrultusunda bu ¢alismada
gelistirilen immiinosensdriin saglikli, BPH’ li ve prostat kanserli hastalarin serum
orneklerinde  PSMA ol¢iimiinde kullanilmas1 ve gelistirilen immiinosensorin

validasyonunun yapilmasi planlanmaktadir.
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5. EKLER

EK1-B Plan1 Kapsaminda Yapilan Calismalar
EK1.1 Plazma polimerizasyon yontemiyle QTF yizeylerinin modifikasyonu ve temas
acis1 6lglim sonuglari
EK1.1.1 EDA monomeri ile yapilan QTF plazma modifikasyonu, film aktivasyonu ve
protein immobilizasyonu
EK1.1.2 EDA monomeri ile yapilan QTF plazma modifikasyonu, film aktivasyonu ve

protein immobilizasyonu
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EK1.1 Plazma polimerizasyon yontemiyle QTF yuzeylerinin modifikasyonu ve
temas acisi ol¢iim sonuclari

Plazma polimerizasyonu yontemiyle modifikasyon islemi radyo frekans/diisiik basing
(RF/LP) plazma reaktériine etilendiamin (EDA) ve amilamin (AMY) monomerleri
beslenerek gerceklestirilmistir. Modifikasyon isleminde QTF ve lam malzemeler alttas
olarak se¢ilmistir. Modifikasyon islemi dncesinde QTF’lerin dekapsiilasyonu yapilmis
ve temizleme islemi sonrasindaki rezonans frekans degerleri ortalama 32759,1+0,7 Hz
olarak hesaplanmistir. Ardindan QTF yiizeylerine, 30-90 W plazma bosalim giiclinde
ve 1, 5 ve 10 dakika sresince plazma modifikasyonu yapilmistir. Plazma polimerize
filmlerin oldukg¢a ince olmasi nedeniyle, rezonans frekans kaymalar1 tiim plazma
parametrelerinde yaklasik -3,0 ile 2,0 Hz frekans araliginda degismistir. Kaplama
sonrast azalmasi ya da sabit kalmasi beklenen rezonans frekans degerlerinde
gozlemlenen artisin, cihaz kaynakli hata payindan ya da modifikasyon sonucunda
QTF’lerin yay sabitininin degiserek QTF rezonans frekansini etkilemesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (~3,1 Hz). P1zP(EDA) monomeri kullanilarak iiretilen
tim filmlerin frekans kayma degerleri, cihazin hata pay1 araliginda oldugu icin bu
asamada herhangi bir parametre elenememistir. PIzZP(EDA) kapli QTF’lere ait plazma
modifikasyonu islemi sonrasi hesaplanan frekans degerleri Cizelge Ek1’ de
verilmektedir.

Plazma polimerizasyonu iglemi sonrasinda olgiilen frekans sapmalar1 kullanilarak
ornekler arasinda bir ayrim yapmak s6z konusu olmadigindan, plazma islem
parametrelerinin optimizasyonu amaciyla filmlerin hava ortamindaki kararliliklarinin
incelenmesine  karar verilmis ve bu kapsamda temas acist Olgiimleri

gerceklestirilmistir.
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Cizelge EK1 : PIzP(EDA) film kaplamalari yapilan QTF &rneklerin kaplama sonrasi
Olculen frekans degisimleri. Frekans degerleri ortalama + standart sapma (£SD) olarak

verilmistir (n=10).

Uygulama suresi (dak)

1 5 10
o Frekans Farki
Bosalim giicii (W) (Af)
Hz
30W -1,7£0,0 +1,2+0,1 +2,7+0,1
60 W +0,0+0,1 -3,2+0,0 +2,0+£0,0
o0 W -3,2+0,0 +1,2+£0,0 -2,7£0,0

EK1.1.1. EDA monomeri ile yapilan QTF plazma modifikasyonu, film
aktivasyonu ve protein immobilizasyonu

Etilendiamin molekiilii, iki amino grubundan olusan organik bir bilesiktir. Kimyasal
formlli CoHa(NH2)2 olan bu bilesik, polietilen aminlerin ilk tyesidir. Etilendiamin,
havadaki nem ile kolayca reaksiyona girerek, kisa siireli maruziyetlerin bile sagliga
ciddi zararlar verebilecegi, asindirici, zehirli ve tahris edici toksik bir duman olusturur.
Molekiiler yapist ve molekiilii olusturan atomlarin bag enerjileri incelendiginde en
diisiik enerjili bagin C—N bagina ait oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla plazma
sistemine bu bag enerjisini kirmaya yetecek enerjinin (305 kJ/mol) aktarilmasi
durumunda bu bag kirilarak —NH> radikallerinin reaktér atmosferinde olusmasi ve
boylelikle dretilen ince filmin, polar gruplarmn varligindan dolay1 teorik olarak
hidrofilik 6zellik gdéstermesi beklenmektedir. Hidrofiliklik, su sevme ve suya ilgi
duyma ile ilgili bir malzeme oOzelligidir ve bu tiir malzemeler suyu kolayca
absorblarlar. Hidrofilik malzemeler, yuksek yiizey gerilimi degerlerine sahiptir. Bu
malzemelerin ylizey kimyasi, membran ylizeyinde bir su tabakasi ya da kaplamanin
olusmasin1 saglar. Hidrofilik malzemeler su ile ‘hidrojen baglart “olusturma

kabiliyetine sahip aktif gruplarin varligi ile karakterize edilir.

103



Plazma ile modifiye edilmis Orneklerin temas agilarmin 6l¢imii Oncesi, kaplama
isleminin gerceklestirildiginin dogrulanmasi ve kaplamanin yiizey davraniginin analiz
edilmesi i¢in referans olarak belirlenen modifiye edilmemis lam orneklerinin temas
acis1 Olciilmiis ve ortalama temas agis1 30,2°+4,1° (n =15) olarak hesaplanmistir. 30
W plazma bosalim giiciinde 1 dakika uygulama siiresinde dretilen filmlerin
kalinliklarinin az olmasi nedeniyle, hava ortaminda birakilmalarimin 15. ginunde
temas ag1 degerleri modifiye edilmemis lamin temas agis1 seviyesine diismiis, 30 W-5
dk/10 dk’ da Uretilen filmler ise 15 gun siresince hidrofiliklik 6zelliklerini korumustur.
60 W-1 dk plazma parametrelerinde Gretilen filmler, 30 W-1 dakikada uretilen filmlere
benzer sekilde 15. giinde stabilitesini kaybetmis, 30 W-5 dk/10 dk érnekleri ise amin
gruplarinin yeniden oryantasyonundan dolay1 hava ortaminda gegirdikleri 7. ginde 1.
giine kiyasla daha hidrofilik 6zellik gostermislerdir. Aksine, 90 W uygulama gliclinde
5 dakikada Gretilen drnekler 15. giinde en diisiik stabiliteye sahipken, 1 ve 10 dakikada
uretilen filmler 15 gun boyunca hidrofilitelerini koruyabilmislerdir. Sonu¢ olarak
P1zP(EDA) filmlerin hava ortamindaki stabiliteleri incelendiginde, 30 W-10 dk, 60 W-
5 dk/10 dk, 90 W-1dk/10 dk drneklerinin hava ortaminda stabil olduklari, 30 W/60 W-
1dk ve 90 W-5 dk’ lik filmlerin ise stabilitelerinin diisiik oldugu gozlemlenmistir
(Sekil EK1).

Biyosensdr modifikasyonu ve PSMA testi siirecinde yapilacak tiim iglemler sivi
ortamda gergeklestirileceginden, filmlerin sivi ortamindaki stabiliteleri de oldukca
onemlidir. Daha kapsamli acgiklamak gerekirse, ylizey aktiflestirme ve protein
immobilizasyon islemleri sirasinda PIzP yontemiyle ince film kaplanan QTF’ler siv1
ortama maruz kalacak ve bu durum, kararlilig1 diisiik filmlerin yiizeyden ayrilmasina
sebep olacaktir. Yiizeydeki filmin asmmmasi ve/veya ayrilmasi sensor denetci ile
rezonans frekansimin 6l¢cimu yoluyla belirlenmektedir.

Bu kapsamda oncelikle P1zP(EDA) kaplanan QTF ayar catallari, 2 saat siireyle
hacimce %2,5 (v:v)’lik gluteraldehit ¢ozeltisinde bekletilmis ardindan 6rnekler +4 C°
deki saf su ve PBS (pH=7,4) ile yikanarak kurutulmus ve frekans oOl¢iimleri
gerceklestirilmistir (Cizelge Ek2). Gluteraldehit yiizey aktiflestirmesi kullanilarak
modifikasyonu yapilan PIzP(EDA) filmlerinden -6,7+0,0 Hz ve -2,1+0,00 Hz frekans
kaymas1 gozlemlenen 60 W-10 dk ve 90 W-5 dk PIzP(EDA) orneklerinin, frekans
kaymalarinin negatif olmasi diger PIzZP(EDA) 6rneklerine kiyasla sivi ortamda daha

stabil olduklar1 gostermektedir.
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Sekil EK1 : PIzP(EDA) filmlerinin 1-30 guin suresince hava ortamindaki stabilite test
sonuglart. Temas agist degerleri ortalama + standart sapma (+SD) olarak verilmistir

(n=3).

Ayrica hava ortamindaki stabilitesini korumasi ve 1,0+0,0 Hz seviyesinde bir rezonans
frekans artiginin cihazdan kaynakli hata pay1 araliginda olmamast nedeniyle 30 W-10
dk plazma parametrelerinde Uretilen 6rnekte gdz 6nunde bulundurularak, protein
immobilizasyonunun gergeklestirilecegi parametreler 30 W/60 W-10 dakika ve 90 W-
5 dakika olacak sekilde belirlenmistir.

Cizelge Ek2 : PIzP(EDA) film kapli QTF orneklerinin gluteraldehitle aktivasyon

islemi sonrasinda 6lgiilen frekans degisimleri. Frekans degerleri ortalama + standart
sapma (£SD) olarak verilmistir (n=10).

Uygulama suresi (dak)

1 5 10
Frekans Farki
(AY)
Bosalim giicii (W) Hz
30W 3,1+0,0 2,1+0,0 1,0+0,0
60 W 3,320,0 4,2+0,1 -6,7+0,0
0w 2,1+0,0 -2,1+0,0 2,1+0,0
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30 W/60 W-10 dakika ve 90 W-5 dakika plazma parametrelerinde Uretilen PIzP(EDA)
filmleri ile modifiye edilen QTF’ ler, 2 saat GA yiizey aktiflestirme islemi sonrasinda,
10 pg/mL SSA ile etkilestirilerek protein immobilizasyonu yapilmistir. QTF yiizeylere
protein immobilizasyonu sonrasinda hesaplanan frekans kaymalarinin pozitif olmasi,
aktiflestirilen film yuzeylerinden EDA filmlerinin ayrildigina isaret etmektedir. Bu
durumun QTF ile PIzP(EDA) arasindaki baglarin zayif olmasindan ve EDA filmlerin
sivi ortamda diisiik stabilite gostermelerinden kaynakladigi diisiiniilmektedir. Sonug
olarak, QTF yuzeylerine modifiye edilen amin icerikli PIzP(EDA) filmlerinin tek
basina sivi ortamdaki stabilitelerinin diisiik olmasi sebebiyle, biyolojik sivilarda
kanser antijeni 6lciminde amaciyla gelistirilmesi planlanan QTF immunosensérinin
biyolojik taniyic1 ylizeyinin {iretiminde kullanimma uygun olmadigina karar
verilmistir.

Cizelge Ek3 : PIzP(EDA) kaplamalart yapilan QTF orneklerinin protein

immobilizasyonu sonrasi Olgiilen Olgiilen frekans degerleri. Frekans degerleri
ortalamatstandart sapma (£SD) olarak verilmistir (n=10).

Plazma parametreleri Frekans kaymasi
Bosalim giicii Uygulama siiresi (AD
Monomer Hz
(W) (dk)
30 10 5,2+0,0
EDA
60 10 6,0+0,0
90 5 8,7+0,0

EK1.1.2. AMY monomeri ile yapilan plazma modifikasyonu, film aktivasyonu ve
protein immobilizasyonu

PIzP(EDA) filmlerine ek olarak, benzer molekiler oryantasyona sahip amilamin
(AMY) monomeri kullanilarak plazma polimerize amilamin [PIzP(AMY)] filmleri
tiretilmistir. N-amilamin diger adiyla pentilamin, CH3(CH2).4NH. kimyasal formuli
ile ifade edilen organik kimyasal bir bilesiktir. Genellikle ¢Ozucu olarak, boyalar,
emulgatorler ve farmasotik rinlerin Gretiminde bir hammadde olarak veya tatlandirict
madde olarak kullanilir. Pentilamin diger basit alkil aminlerin tipik reaksiyonlari, yani
protonasyon, alkilasyon, asilasyon, karbonillerle yogunlasma sergiler. Diger basit
alifatik aminler gibi, pentilamin zayif bir bazdir (pKa:10.21). Etilendiamin

molekdlundeki ¢ift amino grubuna karsilik, 4 adet amino grubu iceren amilamin
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monomeri kullanilarak P1zP(AMY)) filmler {iretilmis ve plazma polimerizasyon islemi
sonucunda iiretilen ince filmlerin yarattig1 rezonans frekans kaymalar1 Cizelge E4’ te
verilmistir. Cizelge Ek4’ te ifade edildigi sekilde 30 W-1/10 dk ile 60 W-10 dk plazma
parametrelerinde Uretilen filmlerin yarattiklar1 frekans diismesi gézlemlenmis, fakat
60 W-5 dk’ Iik 6rnek disindaki tiim orneklerin frekans sapmalarinin cihazin 6lgiim
hatasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildiigiinden optimum parametreler filmlerin
hava ortamindaki stabilitelerinin belirlenmesinde kullanilan temas agis1 Olgiimleri ve
aktivasyon islemi sonucundaki frekans sapma verileri degerlendirilerek belirlenmistir.
30 W, 60 W ve 90 W bosalim giiciinde ve 10 dakika uygulama siiresinde iiretilen tiim
filmlerin 15 giin sonra QTF yiizeylerinden ayrildiklar1 belirlenmistir. Buna karsin, 30
W/90 W-1 dk’lik 6rnekler 15 giin boyunca stabilitelerini korumuslardir (Sekil EK2).

Cizelge Ek4 : PIzZP(AMY) film kaplamasi yapilan QTF 6rneklerin kaplama sonrasi

Olgiilen frekans degerleri. Frekans degerleri ortalamatstandart sapma (£SD) olarak
verilmistir (n=10).

Uygulama suresi (dak)

Frekans Farki

(AY)

Bosalim giicii (W) Hz
30 W 0,0+0,0 3,0+0,1 -1,5+0,1
60 W 2,2+0,0 4,2+0,1 -1,7+£0,0
O W 2,0+0,0 2,7+0,2 1,1+0,0

Etilendiamin film kapli QTF ayar ¢atallar1 kullanilarak gerceklestirilen aktivasyon
islemi benzer sekilde amilamin filmler i¢in de yapilmis ve ylizey aktiflestirilmesi
gerceklestirilen QTF’lerin frekans olgiimleri gergeklestirilmistir. Frekans sonuglari
incelendiginde, 60 W-10 dk parametrelerinde Uretilen PIzP(AMY) filmlerin ortalama
-1,3+0,0 Hz’ lik frekans kaymasina sebep olduklari ve sivi ortamdaki stabilitesini 15
giin siiresince korudugu gozlemlenmistir. 60 W-1 dk plazma parametrelerinde Uretilen
filmlere ek olarak, temas agis1 Ol¢limleri sonucunda en yiiksek stabiliteye sahip
olduklar1 belirlenen 30 W-1 dakika ve 90 W-1 dakika ve 90 W-10 dakika

107



parametrelerinde  Gretilen  PlzP(AMY) filmlerinin  de QTF ylzeylerinin
modifikasyonunda kullanilarak model protein SSA immobilizasyonu yapilmasina

karar verilmistir.
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Sekil Ek2 : PIzP(AMY) filmlerin hava ortaminda 1 ve 30 giin araligindaki stabilite
testi sonuglart. Temas agis1 degerleri ortalama+standart sapma (+=SD) olarak
verilmistir (n=3).

Cizelge EK5 : PIzP(AMY) film kaplamalart yapilan QTF 6rneklerinin gluteraldehit
aktivasyonu sonrasinda 6lculen frekans degerleri. Frekans degerleri ortalamazstandart
sapma (£SD) olarak verilmistir (n=10).

Uygulama siresi (dak)

1 5 10
Bosahm giicii (W) F”“jgif“““
Hz
30W 0,6+0,0 2,9+0,0 2,3+0,3
60 W 24100 4,4+0,1 -1,3+0,0
90 W 2,3x0,0 4,1+0,1 0,0+0,0
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Gluteraldehit ile yiizeyleri aktiflestirilen PlIzP(AMY) film modifiye QTF’lere yapilan
10 pg/mL SSA immobilizasyonu sonucunda hesaplanan frekans kayma degerleri
Cizelge Ek6’ da verilmektedir. Frekans kayma degerlerinden de anlasilacag: sekilde,
QTF ylzeylerine PIzP(EDA) ve PIzP(AMY) filmleri kullanilarak gelistirilen biyolojik
taniyici tabakalarin higbirinde model protein SSA proteininin yilizeye tutumunu
gerceklestirilememistir.

Cizelge Ek6: P1zP(AMY) kaplamalar1 yapilan QTF Orneklerinin PSMA protein
immobilizasyonu sonrasi Olglilen frekans degerleri (n=10). Frekans degerleri
ortalamazxstandart sapma (£SD) olarak verilmistir.

Plazma parametreleri Frekans kaymasi
Bosalim giicii Uygulama suiresi (af)
Monomer Hz
(W) (dk)
30 1 5,3+0,0
AMY 60 1 6,1+0,1
60 10 8,0+0,0
90 1 7,2£0,0
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