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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HSP70’IN HASSAS VE EKONOMIK ANALIZI ICIN FULLEREN Cgo TEMELLI BiR
BIYOSENSOR

Burcak DEMIRBAKAN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Fizikokimyasal ozelliklerinden dolay1, “fullerene Cgp” karbon materyali yiiksek
hassasiyetli biyosensorlerin iiretiminde ilgi odagi olmustur. Bunun yanisira, fulleren Cg
dayaniklilik, kiiresel yap1 ve elektrik iletkenligi gibi 6zelliklere sahiptir. HSP’ler bir¢ok kanser
tirlerinde gereginden fazla dretilirler. Bu protein ailesi arasinda, HSP70 neredeyse tiim
hiicrelerde bulunan stresle-uyarilabilir ana proteindir. Bu g¢alismada heat shock protein
(HSP70)’in tayini i¢in bir biyosensor gelistirilmesi amaclandi. Bu amagla, ilk olarak camsi
karbon elektrot yiizeyi fulleren Cgo ile kaplandi. Fulleren Cgo ile kaplanmis yiizey iizerine
EDC/NHS kullanilarak antiHSP70 kovalent olarak immobilize edildi. HSP70 tayini ve anti-
HSP70’in immobilizasyonunu karakterize etmek i¢in dongiisel voltametri (CV) ve
elektrokimyasal impedans spektroskopi (EIS) teknikleri kullanildi.Gelistirilen biyosensor iyi
tekrarlanabilirlik  ve  tekrariiretilebilirlik  gosterdi.  Pratik  analizlerde  biyosensoriin

uygulanabilirligini dogrulamak i¢in, ger¢cek serum numulerine uygulandi.

Anahtar kelimeler: Fulleren Cg, 1s1 sok protein (HSP70), dongiisel voltametri (CV).

2015, 65 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

A BIOSENSOR BASED ON FULLERENE Cgg FOR SENSITIVE AND ECONOMIC
ANALYSIS OF HSP70

Burcak DEMIRBAKAN

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Due to special physicochemical characteristics, the novel carbon material “fullerene Cgo”
adds a new dimension to the construction of highly sensitive biosensors. Moreover, fullerene Cg
has properties such as durability, spherical structure and electric conductivity. Among this
protein family, HSP70 is the major stress-inducible protein that is abundantly and ubiquitously
expressed in all cells. In this study, antiHSP70 was covalently immobilized onto fullerene Cgg
layer by using EDC/NHS. Cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) techniques were applied to characterize the immobilization of antiHSP70
process and to detect HSP70. The biosensor has exhibited good repeatability and reproducibility.
To verify the feasibility of the biosensor in practical analysis, the human blood serum samples

were experienced.

Keywords: Fullerene Cg, heat shock protein (HSP70), cyclic voltametry (CV).
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1. GIRIS

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile segimli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bir
bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikardigi sinyalin, ileten bir iletici sistemle
birlestirilmesi ve bu etkilesim iiriinlerinin bir dl¢clim sistemi ile 6lgiilmesi olarak tanimlanabilir.
Daha genel bir ifade ile, bir biyosensor; biyolojik bir ajanla birlestirilmis olan fiziko-kimyasal

detektordiir ve bu yapi istenilen {irlintin analizi amaciyla kullanilmaktadir (Turner 1994).

Dogada bulunan tiim canlilar, yasamlarmi devam ettirebilmek igin, ¢evresel degisimleri
hizla algilayip, bu degisimlere adapte olmaya calisirlar. Canlilardaki ¢evreyi “hizla algilama ve
adapte olma mekanizmalar1” biyosensorlerin in vitro olarak gelistirilmesi ve kullanimi igin
model olusturmustur. Canlilar cevrelerine karsi insanlarin hayal edemeyecegi bir duyarlik
gosterirler. Ornegin; kopeklerin koku almalar1 insanlardan 100.000 kat daha duyarlidir. Yilan
baliklar1 tonlarca su igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal algilarlar.
Kelebekler partnerlerinin yaydigi birkag molekiilii bile hissederler. Algler ise zehirli maddelere
kars1 ¢ok duyarlidirlar. Canlilar bu uyarilari algilamayr miimkiin kilan biyolojik maddelerin

analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorlerin temel kurgusunu olusturmustur (Otlu 2010).

Ik biyosensoriin kesfi, 1950’lerin ortasinda, Cincinnati’deki Cocuk Hastanesi Arastirma
Vakfi’dan Leland C. Clark’in, ameliyat sirasinda hasta kanindaki ¢6zlinmiis oksijeni 6lgmek
tizere bir elektrot dizayn etmesiyle gerceklesti. Clark, standart platin elektrot ve referans
elektrodu gaz gegirgen bir polimerik membranla kapladi. Platin elektrodun voltaj degeri sabit
tutuldu ve boylelikle devreden gegen akim hizi1 dis ortamdaki oksijen konsantrasyonuyla

dogrudan orantili olan membrandan difiizlenen oksijen hizina bagli oldu (Schultz 1992).

Biyosensorlerin  laboratuvardan  genel kullanima  gecisindeki temel etken ise
biyomolekiillerin aktivitelerini uzun siire koruyabilmeleri olup, bu amagla cesitli yiizeylere

tutturulmalarini iceren yontemler gelistirmesidir.

Kusursuz bir isleyise sahip olan biyolojik sistem ile teknolojinin birlikteliginin iirlinii olan
biyosensorler giiniimiizde bile goz alic1 bir diizeydedir. Hi¢ siiphesiz, gerek biyolojide her giin
yeni bir bilginin ortaya konmasi, gerekse teknolojide gelismelerin hiz kesmeden devam etmesi,

yeni biyosensdrlerin yakin zamanda gelistirileceginin habercisi olarak degerlendirilmelidir.



Bu yiiksek lisans tez c¢aligmasinda kanser biyomarker analizi i¢cin GCE kullanilarak
biyoalgilama diagnostiklerine yonelik yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Gelistirilen
bu biyosensoriin amaci, diisiik maliyetli, pratik uygulamaya olanak saglayan, giivenilir sonuglar
veren ve hassas amperometrik esasli biyosensorlerin olusturulmasi ve hazirlanan amperometrik

temelli biyosensorlerin karakterizasyonu, optimizasyonu ve uygulanabilirliginin incelenmesidir.



2.KURAMSAL TEMELLER
2.1 Fulleren

2.1.1 Fullerenler : Karbonun molekiiler Allotroplar:

Yeni bir maddenin olusumu ve sekillenmesiyle ilgilenen sentezci kimyagerler igin,
karbon elementi ilk baglarda kiiciik bir role sahipti. Bu durum, klasik grafit ve elmas yapilarinin
yerini fullerenler tarafindan zenginlestirilen karbon allotrop ailesi aldiginda Snemli o6lgiide
degisti. Grafit ve elmasin aksine fullerenler kiiresel yapili molekiillerdir ve kimyasal
manipiilasyonlar i¢in 6nemli bir 6zellik olan gesitli organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilme 6zelligine
sahiptirler. Fullerenler besgen ve altigenlerin  birlesiminden olusmustur. Besgenler, grafit
yoklugunda biikiilme saglarlar. Fullerenlerin en ¢ok bilinen ve en az karbona sahip olan yapist
fulleren lp-simetrik Buckminsterfullerene Cgo “dir (Sekil 2.1). Buckminsterfullerene bir futbol
topu sekline sahiptir. Bir sonraki kararli yapis1 Cyg  dir (Sekil 2.2). Sonraki yapilart Cr4, C76, Crs,
Cso, Cs2, Cgs gibidaha yiiksek karbon sayisina sahip fullerenler takip eder. Fullerenlerin olusum
prensibi , n=1 ayrik sayisiyla, n tane altigenin her bir kiiresel aginin kapatilmasi i¢in 12 besgene
ithtiya¢ duyuldugunu 6ne siiren Euler teoreminin bir sonucudur.

Bu ii¢ boyutlu sistemlerin yapisi, kiiciik iki boyutlu molekiillerle kiyaslandiginda daha
estetik bir goriiniime sahiptir. Bir ¢ok bilim adaminin da dikkatini ¢eken nokta o zamana kadar
goriilmemis bu estetige sahip molekiiler kafeslerin kiiresel mimarisidir. Nitekim bu sebeple
Buckminsterfullerene Cgo ¢ok kisa bir zamanda en yogun olarak arastirilan molekiillerden birisi
haline geldi. Buckminsterfullerenenin genel kullanim igin ¢ok uzun ve karmasik olan ITUPAC
adlandirilmasi agagida verilmistir:
Hentriacontacyclo[29.29.0.0.2,14.03,12.04,59.05,10.06,58.07,55.08,53.09,21.011,20.013,18.015,
30.016,28.017,25.019,24.022,52.023,50.026,49.027,47.029,45.032,44.033,60.034,57.035,43.036
,56.037,41.038,54.039,51.040,48.042,46]hexaconta-1,3,5(10),6,8,11,13(18),14,16,19,21,23,25,
27,29(45),30,32,(44),33,35(43),36,38(54),39(51),40(48),41,46,49,52,55,57,59-triacontaene
(Kroto ve ark. 1991).

Bunun yanisira, ¢ok sayida olasi regioizomerler gibi ¢ok biiyiikk olan olduk¢a fazla
tirevleri vardir. Kimyasal modifikasyonlar i¢in basit bir adlandirma gereklidir. Bunun igin
izohedral Buckminster fullerene Cgy (Cso-1h) [5,6] fulleren olarak ,daha biiyiik olan kararli yapisi
Cro ise (Cy0-Dsp) [5,6] fulleren [2,3] olarak adlandirilir. Koseli parantez igerisindeki sayilar

fullerenlerdeki halka boyutlarini, parantez igerisindeki sayilar ise C-atomlarinin sayisini ve nokta



grup semboliinii ifade eder. Fullerenlerin besgenler ve altigenlerden bagka diger halkalarida
iceren yapilart mevcuttur ( fulleren [4] gibi ). Numaralandirma sistemi, ekzohedral katilma
reaksiyonlartyla olusan bir ¢ok regioizomerik tiirevlerin tam olarak tanimlanabilmesi icin

onemlidir.Fullerenlerdeki atom numaralandirilmasi i¢in bir takim kurallar dizisi kabul edilmistir.

Sekil 2.1°de bu kurallar dogrultusunda adlandirilmis Cgp yapilar: gosterilmektedir.

Sekil 2.1.Cqp ‘in sematik gosterimi.(A) top ve ¢ubuk modeli, (B) uzay boslugu modeli, (C)
VB(degerlik bagi) formiili, (D) Scglegel diyagrami ile C-atomlarinin
numaralandirilmasi ([4] e gore) (Godly ve ark. 1997).



Cok sayida C-atomlu fullerenlere ¢ok sayida izomer ve nokta grup simetrisi eslik eder. Bu durum

ozellikle daha biiyiik fullerenler i¢in énemlidir. Cok sayida C-atomlu fullerenlere 6rnek olarak

Cyo [70-D5h]fullerene Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2. 2.C7 ‘in sematik gosterimi .(A) top ve ¢ubuk modeli, (B) uzay boslugu modeli, (C)
VB(degerlik bagi) formiilii, (D) Scglegel diyagrami1 ile C-atomlarinin
numaralandirilmasi ([4] e gore) (Godly ve ark.,1997).



Birbirine paralel olan Sekil 2.1 ve Sekil 2.2 ‘den anlasilacagi tizere fulleren Cyg ile
fulleren Cgp’1n kimyasi bir ¢ok benzerlige sahiptir (Godly ve ark. 1997). Degerlik bag formiilleri
veya Schlegel diagramlar1 fullerenler ve tiirevlerinin basit sematik gosterimi ig¢in kullanilir.
Degerlik bag formiilleri fulleren ailesi ya da kafes yapili kii¢iik bir modifikasyon ile tiirevleri
icin ¢ok sik kullanilir. Bir Schlegel diyagramai ise iki boyutta birlesmis olan fullerenin her bir C-

atomunu gosterir.

Kimyasal fulleren tiirevleri katilma reaksiyonlar1 verirler. Bir ¢ok uygun reaksiyon
bolgesine bakilmaksizin ,uygun bir bolgesel-segicilikte katilma reaksiyonu gosterir. Bu da

molekiiler kiirelerle ¢alisan sentezci kimyagerlerin fullerene kars1 ilgisini arttiran bir 6zelliktir.

2.1.2 Fulleren Cgy (Buckminsterfulleren)’in Kesfi

1966’da D.E.H Jones olarakta bilinen Deadalus, giiniimiizde fulleren olarak adlandirilan
biiyiik delikli karbon kafeslerinin yapilmasinin miimkiin olabilecegini ileri siirdii. Ancak bu fikir
bilim komitesinden ¢ok fazla ilgi gormedi. 4 yil sonra, 1970 ‘de, kase seklindeki
‘corannulene’nin senteziyle ileri siirtilen fikrin benzedigi goriildii. Osawa ilk defa Cgp molekiilii
icin kiiresel In-simetrik futbol topu yapisimi 6nerdi (Barth ve ark. 1966). Yeni ii¢ boyutlu
stiperaromatik IT-sistemlerini bulmaya c¢alistig1 siire zarfinda, ‘corannulene’ni futbol topunun
yapisinin bir boliimii olarak tanimladi. Ardindan, Cgp lizerinde Hiickel hesaplamalari olarakta
bilinen, diger gruplarin bazi teoriksel makalelerde varoldugu rapor edildi (Bochvar ve ark.
1971).

Sekil 2. 3.Corannullene (1), Fullerene C60 (2)

1984°de goriildii ki, grafitin lazer lizerinde buharlagsmasi, biiyiik tek karbonlu kiimeler Cn
ile n=30-190 firetilebilir. Bu kiimelerin kiitle dagilimlari ugus zamanli kiitle spektrometresi
tarafindan belirlendi. Genis karbon kiimelerinin spektrumunda yalnizca iyonlar ve ¢ok sayida

karbon atom ¢iftleri gozlemlenebildi. Bu kiimeler arasinda Cgy Ve C7o bulunmasima ragmen



kimlikleri tanimlanamadi. Fullerenlerin deneysel kesfindeki bulus 1985 ‘de Kroto Houstan’daki
Rice Universitesini ziyaret ettiginde geldi (Kroto ve ark. 1985). Burada, Smalley ve arkadaslar:
kiitle spektrometresiyle 1siya dayanikli kiimelerle ¢alismak igin, bir kat1 (grafit gibi) {lizerinde
lazer 1s181na odaklanarak bir plazmada meydana gelen bir teknik gelistirdiler (Dietz ve ark.
1981). Aslinda, kiime 151n ¢aligmalart HC7N ve HCgN gibi uzayda bulunan siyanopolin tiirlerinin
laboratuvar c¢alismalariyla benzer olabilecegini gosterdi (Heath ve ark. 1987). Bu ¢alismalarda,
Cro deki zayif sinyal pikinin aksine ,720’de siddetli bir kiitle spektrumu pikiyle fulleren Cgg
gozlemlendi.Kroto ve Smalley bu deneysel buluslarin sonucunu hemen kaydettiler. Bu sonuglar
1s1¢inda Buckminsterfulleren olarak bilinen Cgp kesfedildi. Iy simetrisiyle bir yirmiyiizli olan
kiiresel yapisindan dolayr Cgp ¢ok kararlidir (Kroto ve ark. 1985). Bu molekiil benzer

prensiplerle olusan jeodezik kubbeyle taninan mimar Buckminster Fuller’den sonra adin1 aldx.

2.1.3 Fulleren Cg “in Ozellikleri

2.1.3.1 Fulleren Cg “mn Yapisi

Futbol topu seklindeki Cgo izomeri [60-Ih]fulleren en kiigiik kararli fullerendir. [60-
Ih]fullerenin yapis1 teoriksel ve deneysel olarak belirlenmistir (Schulman ve ark. 1987).
Yapilan aragtirmalar [60-Ih]fullerenin izohedral yapisini dogrular. Bu Cg, yapisinin iki dnemli

ozelligi vardir:

1) 12 besgenin tiimii altigenler tarafindan izole edilir
2) ki altigenin ([6,6]baglar1) baglanma noktalarindaki baglar, tek bir altigen ve tek bir
besgenin ([5,6]baglar1) baglanmasindaki baglardan daha kisadir. (Sekil 2.4)

1.45 A [5,6] 1.38 A [5,6]

Sekil 2. 4.En diisiik enerjili Kekule yapisinin Schlegel diyagrami ve molekiildeki iki farkli bagin
uzunlugu ile [60Th]fullerenin sematik gosterimi



Fullerenlerdeki besgenler bir egri olusturmaya ihtiyag duyarlar, ¢iinkii altigenlerden
olusan bir ag sadece diizlemseldir. [60-Ih]fulleren, tek Cgy izomeri ve aymi zamanda ’izole
edilmis besgen kuralina’’(IPR) uyan en kii¢iik fullerendir (Seitz ve ark. 1986). IPR, komsu
besgen yapilarmma karsi kararli olan altigenlerden izole edilmis tiim besgenlerle fulleren
yapilarina dair bilgi verir.En disiik enerjili Kekule yapisina sahip olan [60-Ih]fullerende
gorlinen birbirini izleyen uzun baglarda, besgen halkalarda cift bag bulunmazken altigenlerin
([6,6] ¢ift baglar1) baglanma yerlerinde ¢ift baglar yer alir. [60-1h]fullerendeki her bir altigen
siklohekzatrien karakter ve her bir besgende radialene karakter sergiler. [60-Ih]fullerenin capi ise
NMR o6lgtimleriyle belirlenir (Wudl 2004).

2.1.3.2 Fulleren Cgo’in Fiziksel ve Spektroskopik Ozellikleri

Kati haldekinin yanisira ¢ozeltideki fiziksel Ozelliklerin arastirmalart g¢ogunlukla Ceg
tizerinden yapilir. Fullerenin Cgp seklinin 1sis1 kalorimetri araciligiyla teoriksel ve deneysel
olarak C-atomu basima diisen 1s1 10.16 kcal.mol™ olarak belirlenmistir (Murry ve ark. 1994).
Ceo’mn C-atomu basina diisen baglanma enerjisi ise grafittten daha kiiclik olan bir baglanma

enerjisi yaklasik 0.4-0.7 eV olarak hesaplanmistir (Dresselhaus ve ark. 1996).

Fullerenleri kimyasal olarak modifiye etmek igin g¢ogu zaman ¢ozelti olmalar
gerekmektedir. Kromotografik ayirma yontemleri veya ekstraksiyonlar i¢in ¢oziiniirliik 6nemli
bir role sahiptir. Cesitli organik ¢oziiclilerde Cgp’1n ¢oziiniirliigli sistematik olarak aragtirilmistir (

Tablo 2.1) (Sivaraman ve ark. 1992).

Aseton, tetrahidrofuran veya metanol gibi polar ve H-bagli ¢oziiciilerde Cgo ¢ozliinmezken
atom sayis1 artan c¢oziiciilerde ve alkanlarda az ¢oziinlir. Aromatik ¢o6ziilerde ve karbon
disiilfitlerinde ise oldukca ¢ok ¢oziindiigii gozlemlenmistir. Cozliniirliigiin belirli diizeyde artist
benzenden naftaline geciste onemli bir rol oynar. Cgo’in ¢ozelti davranist egilimler olmasina
ragmen, n kirilma indisine benzer belli bir ¢oziicii parametresiyle ¢oziiniirliige direk bagl
degildir. Coziintirliik mol fraksiyon birimlerinde belirtildiginde Tablo 2.1 ‘de listelenen en iy1
¢oziiciilerde bile Cgo’1n ¢Oziinmesi ¢ok iyi degildir. Fullerenler, 6zellikle Cgo, reaksiyon merkez
modeller ve fotosentetik antenlerin yapisi i¢in ¢ok ¢ekim giicli olan yapilar1 engeller (Guldi ve
ark. 2000). Cg ‘mn kat1 hali oda sicakliginda yiizey-merkezli-kiibik (FCC) bir yapidadir
(Dresselhaus ve ark. 1996).



Tablo 2. 1 Cesitli ¢oziiciilerde Cgp’1n ¢oziintirliigii (Ruoff ve ark. 1993).

Coziicii Ceo(mg/mL) Mol fraksiyonu (10%) | N

n- Pentan 0,005 0,008 1,36
n- Hekzan 0,043 0,073 1,38
Siklohekzan 0,036 0,059 1,43
n- Dekan 0,071 0,19 1,41
Dekalinler 4,6 9,8 1,48
Diklorometan 0,26 0,27 1,42
Karbon disiilfit 7,9 0,22 1,63
Diklorometan 0,26 0,40 1,42
Kloroform 0,16 0,000 1,45
Tetraklorometan 0,32 2,1 1,46
Tetrahidrofuran 0,000 4,0 1,41
Benzen 1,7 2,1 1,50
Toluen 2,8 4,0 1,50
Tetralin 16 31 1,54
Benzonitril 0,41 0,71 1,53
Anisol 5,6 8,4 1,52
Klorobenzen 7,0 9,9 1,52
1,2- Diklorobenzen 27 53 1,55
1-Metilnaftalin 33 68 1,62
1-Kloronaftalin 51 97 1,63
Aseton 0,001 0,001 1,36
Metanol 0,000 0,000 1,33

Kat1 haldeki yogunlugu 1,72 g.cm™ 'dir (Stephens ve ark.,1991). Yiizey merkezleri ve

orjinde, kose uzunlugu a=14,17 A olan bir birim kiip 4 ekivalent molekiilii i¢erir. Bu plastik




kristaldeki kiiresel molekiiller, molekiilleraras1 zayif etkilesimleri sebebiyle oda sicakliginda

nerdeyse serbest halde bulunurlar.

2.1.4 Fulleren Cg “1n indirgenmesi

Ceo ile yapilan ilk kimyasal dontisiimler indirgenme reaksiyonlariydi. Sonrasinda
fullerenlerin , elektrokimyasal ve fotokimyasal indirgenmelerinin yanisira giiglii organik donor
molekiiller, organometalik bilesikler,elektropozitif metallerle eletron transfer 6zelligini ifade
eden elektrofilik 6zelligi tanimlandi. Fonksiyonlanmis fullerid anyonlar1 ve tuzlar1 ¢ogu zaman
hidrofullerenlerden proton kopararak ya da karbanyonlarla reaksiyona girerek olusurlar. Bu
sistemlerden bazilari, ya Cgy dan ya da Cgp tiirevlerinden , molekiiler ferromanyetizm veya
stiperiletkenlik gibi bilinen kat1 hal 6zellikleri sergiler. Fulleridler fotoliiminesans materyalleri
artirmak ve dogrusal olmayan optik materyaller i¢in gelecek vadeden yapilardir. Bu durum Cgg
molekiiliiniin i¢ yapisal 6zellikleriyle iliskilidir. Organik molekiiller arasinda, kimyasal olarak
modifiye edilmis sekilleriyle Cgp 0zel bir yere sahiptir. Fullerenlerin indirgenme doniistimleri
fullerid tuzlarin1 hazirlamak i¢in kullanilmaz. Fullerid iyonlar1 kendi baslarina reaktif tiirlerdir ve
kolayca bir sonraki reaksiyona gegebilirler. Bu yiizden , fullerid anyonlar: fulleren kimyas1 i¢in

essiz bir sentez giicti saglar (Wudl 2004).

2.1.5 Fulleren Cgp “in Yiikseltgenmesi

Fullerenlerin indirgenmesi yiikseltgenmelerinden ¢ok daha kolay olmasina ragmen , yine
de elektrofilik katilmalarin yanisira uygulamalarinin  genis bir boliimiinde oksidatif
fonksiyonlanma yer alir. Cg kolay bir sekilde indirgenebilirken daha yiiksek anodik
potansiyellerde ancak yiikseltgenme meydana gelebilir (Echegoyen ve ark. 1998). Teorik
arastirmalar, fulleren Cgo ile naftalin karsilastirildiginda Cgo’1in 1lk ylikseltgenme potansiyelini
ongormiislerdir (Haddon ve ark. 1986). Fullerenlerin anodik elektrokimyasi ¢ozeltidekilerin
yanisira Cgo filmleriyle uygulanmaktadir (Bard ve ark. 1991). Kontrollii oksijenlenme ve
asimilasyon, bilinen katilma tepkimlerine sebep olur. Oksijenlenmis Cgy ‘in iridyum
kompleksleri ve asimile edilmis fullerenlerin tekli ve ¢coklu katilma tepkimelerinin her ikiside X-
ray kristalografi ve NMR spektroskopiyle tamamen karakterize edilebilmektedir. Ceo™ ™ nin tiim
karbon katyonlarinin arastirmasi ilerleme katetmektedir. Son giinlerde, oldukga kararli Cgo” tuzu
izole edildi, fulleren Cgo™ ve Cgo™ katyonlarinin redoks potansiyelleri dlgiilebildi. Cgo" tuzunun

sentezi ,6lgiilen katyon 6zelliginin bir ayrigsma iriinii mi yoksa bir katyon mu olup olmadiginin

10



belirsizligine aciklik getirdi.Lewis asitleriyle fullerenlerin etkilesimi, Cgp’a halojenlemis
hidrokarbonlarin veya aromatik fullerenlere katilmasi uygulanmasiin yanisira C7o ‘den Cgp © 1

ayirmak i¢inde kullanilir (Wudl 2004).

2.1.6 Fulleren Kimyasinin Gelecegi

Daha yeni bir alan olmasina ragmen fulleren kimyasi kendisine g¢oktan disiplinli bir ¢aligma
platformu elde etmistir. Fullerenler, kimyacilarin sentezlerinde rutin olarak kullandiklar1 benzeri
goriilmemis Ozellikleriyle organik yapilar1 bloke eder. 10 yil 6nce ¢oOzlilmeyen 4 tane sentez
problemi gelecekte fulleren kimyasinin en 6nemli 4 konu basligr olarak belirlenmistir ( Hirsch

1994) :

a) Belirlenen ii¢ boyutlu bir yapiyla ¢oklu katilma reaksiyonu verilmesi
b) Heterofullerenler
c) Endohedrallerin sentezinde ;halka agilmasi ve ayrilma reaksiyonlari

d) Dabha biiyiik fulleren yapilariyla kimya

Tiim bu alanlardaki beklenen ilerleme siireci basarilmistir.Homofullerenler (fulleroidler) gibi
modifiye edilmis fulleren kiimelerinin katilma kimyasi, katilma reaksiyonlarinin farkl tiirlerinin
kombinasyonu, yeni katilma 6rneklerinin gelismesi gibi yeni arastirmalar i¢in ¢ok yer olmasina
ragmen oldukca ayritili bir sekilde diisiiniilebilir. Daha biiyiik fullerenlerin kimyas1 tonla
Olciilecek fullerenler iiretildiginde daha genis Ol¢iide yarar saglayacaktir. Bu durum,
heterofullerenler ve modifiye edilmis kiimelere giris saglayan Cgp i¢in gelistirilen prosediirlerin
uygulamasina da izin verecektir. Bunun yanisira, heterofullerenler ve modifiye edilmis fulleren
kiimeleri anlasilmas1 giic potansiyeli gibi goze carpan fiziksel ve kimyasal ozellikleriyle

muazzam yapilardir.

Essiz elektronik ve kimyasal 6zellikleri sayesinde fullerenler ; molekiiler miithendislik, yeni
molekiiler materyaller ve supramolekiiler kimya i¢in devasa bir potansiyel giice sahiptir
(Diederic 1999). Medikal uygulamalarda veya nanoteknolojide kullanilan fulleren tiirevlerinin

bir ¢cok 6rnegi umut vadedici gelismelerle uzun siiredir sentezlenmeye devam etmektedir.
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2.2. Kanser Biyomarkerlari

Biyomarker, teshis edilmis ya da goriintiilenmis normal, anormal ya da biyolojik siirecin
hiicresel, biyokimyasal, molekiiler ve genetik degisiklikleridir. DNA, RNA ya da protein
molekiilleri olan biyomarkerlar doku, hiicre ya da kan, iire ve serebrospinal sivi gibi viicut
stvilardan Olgiilebilmektedir. Biyomarkerlarin asir1 konsantrasyonlart viicut igerisinde kanser
indikatorleri olarak kullanilir. Biyomarkerlar ayni zamanda metabolizmanin kanser varligina

verdigi spesifik bir karsilik olan molekiil de olabilir.

Bir biyomarker, salgilanan malign bir molekiil oldugu gibi kanser varliginda viicudun
verdigi spesifik bir cevap da olabilmektedir (Wagner ve ark. 2004). Bir biyomarker i¢in en
onemli iki 6zellik seciciligi ve hassasligidir. Hassaslik, kanser hastalarinin tiimiinii igeren bir
parametredir. Secicilik parametresi ise kanserli hastay1 saglikli hastadan ayiran ve tiim insanlari
iceren bir parametredir. Ideal bir biyomarker, %100 hassasliga ve segicilige sahip olandir .
Kanser biyomarker teknolojisi, oldukga iiretken, yenilige agik, kullanim alanlar1 yenilige agik
teknolojiler igeren bir alandadir. Buna karsin biyomarkerlerin kesfinden kullanilabilirligine kadar
gecen siire oldukca yavas ve dolayisiyla bir biyomarkerin kanser teshisinde kullanilabilirligine
kadar gecen siire olduk¢a uzundur. Bunun yani sira sinirlt sayida biyomarker kanser tayininde

kullanilabilmektedir ( Simsek 2012).

Bir ¢ok kanser tiiriine ait spesifik biyomarker vardir. AFP (karaciger kanseri), BCR-ABL
(kronik miyoleid 16semi), BRCAI/BRCA2 (meme/yumurtalik kanseri), HER2 (meme
kanseri),PSA (prostat kanseri), PTH (paratiroit kanseri), HSP70 bunlardan sadece bir kagidir
(Molinora ve ark. 2011).

Tezin c¢alismasinda kullanilan HSP70 biyomarkerida HSP (1s1 sok protein) ailesinden
olup stres varliginda viicutta artig gosteren bir proteindir. Diger alt basliklarda detayli olarak

anlatilmistir.

2.2.1 HSP (Is1 Sok Protein ) Ailesi
HSP’ler ilk kez tiirlerinin genis bir aralifinda kimyasal ve fiziksel streslerle 1s1 sokuyla
giiclii bir sekilde uyarilmis olan proteinlerin bir takimi olarak kesfedildi(Linquist 1988). Daha

sonra bu HSP’ler diger proteinlerin etkilesimlerini ve yapilarint modifiye edebilen proteinler,

molekiiler saperonlar olarak adlandirildi (Beckmann ve ark. 1990). Proteinlerin gerekli yiiksek
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hiicre i¢i konsantrasyonlari, substratlari ile stokiyometrik bir bigimde sik¢a etkilesen HSP’lerle
molekiiler saperon fonksiyonunu etkiler (Lindquist ve ark. 1988). HSP’ler 6zellikle ,proteinler
oksidatif stres , 1s1 sokuyla ya da proteine zarar veren baska olaylara maruz kaldiginda ortaya
cikarlar (Hightower 1991). Bu sebeple HSP28, 40, 70, ve 110 genleri, Segici mRNA
transkripsiyonu , etkili mesajct RNA (mRNA) kararliligi, gii¢lii transkripsiyon aktivasyonu ile
stres esnasinda kiitle sentezi igin yiiksek etkili bir mekanizmaya sahiptirler (Voellmy 1994).
Kanser hiicrelerinin hayatta kalmak i¢in gerekli 1s1 sok proteinin birikmesi kanser gibi
hastaliklarin yanisira fiziksel, kimyasal veya biyolojik merkezli stres etkenlerinin tetikleyebilir
(Sekil2.6) (Seigneuric 2011).

Stresorler
Fiziksel
Kimyvasal

Bivolojik
hastahk kanser hiicresi

N

HSP 60 HSP 27 HSP 70 HSP 90
uvariabilir HSP'ler

Sekil 2. 5. HSP27, HSP70, HSP90 ve HSP60’1n mitokondrideki yerlesim bolgesi (Seigneuric ve
ark.,2011).

Stres sonrasinda belirtilen HSP27, 70, 90 ve 110 proteinlerinde belirgin bir artis olur
(Hickey ve ark. 1982). HSP gen transkripsiyonu, stresde ve iyilesme sonrasinda hizli bir sekilde
transkripsiyon aktivasyonunu korumaya alan 1s1 sok faktorii ailesine ait transkripsiyon faktorleri
tarafindan diizenlenir (Sorger 1988). Ayrica 1siyla uyarilmis HSP’lerin ¢ok genis bir kismin
hiicrelerde de igerir (Tang ve ark. 2005). Son ¢alismalar temel HSP’lerin, multiprotein

komplekslerinde HSP ve kofaktorlerin her ikisinide igeren bir g¢esidinde bulundugunu
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gostermislerdir (Buchner 1999). Hiicreyle birlikte anahtar diizenleyici proteinlerle iliskili
spesifik olarak protein katlanmasinda ara rol oynayan HSP10 ve HSP60 komplekslerini ve genel
protein katlanmasi yolunda yer alan HSP70 ve HSP90 komplekslerini igerir (Netzer ve ark.
1998).

) BLE&
s

HSP 90

Sistemi

¥
_--7/(
B N

p &

- “: - ‘ 3
¥ Kiiciik HSP'ler &

Sekil 2. 6.HSP70 ve HSP90 komplekslerinin sematik gosterimi

HSP90, hiicre diizenlenmesinde, ¢ok genis sayida hiicresel kinazlar, transkripsiyon
faktorleri ve diger molekiilerlerle kompleks olusumunda ¢ok dnemli bir rol oynar. HSP ailesine

ait bazi proteinlerin islevi ve bulunduklari yerler Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2. 2 Baz1 HSP’ler, yerlesim yerleri ve islevleri

HSP LOKALIZASYON |iSLEV

HSP 27 | Sitoplazma Protein agregasyonunun engellenmesi, hiicre biiyiimesi

HSP 40 | Sitoplazma HSP 70’in kosaperonu

HSP 60 | Sitoplazma, mitokondri| Protein agregasyonunun engellenmesi, protein katlanmasi

HSP 70 | Sitoplazma Protein agregasyonunun engellenmesi, protein katlanmasi
HSP 75 | Mitokondri Bilinmiyor

HSP 90 | Sitoplazma Protein agregasyonunun engellenmesi, protein stabilizasyonu
HSP 104 | Sitoplazma Proteinlerin agregatlardan serbestlestirilmesi

2.2.1.1 HSP70 (Is1 Sok Protein )

HSP70, protein homeostazisinde kritik bir rolii olan yaklasik 70 kDa agirligindaki
molekiiler saperonlardan meydana gelen 1s1 sok protein ailesindendir. Bunlar, katlanmamuis,
diizgiin katlanmis ,adenozin trifosfatazlar1 katlanmamais, hatali katlanmis ya da denatiire edilmis
proteinleri saklayabilirler. Ayrica HSP70ler protein homeostazlarinin korunmasinda genel bakim
roliinii Ustlenir, prototoksik protein agregatlarini indirger, proteinlerin organellere ya da
hiicrelere taginmasina yardimci olur ve taginan proteinleri de korur. HSP70 tiim okaryotik
canlilar icerisinde evrendeki en ¢ok korunan protein ailesidir. Bu ailenin bazi iiyeleri spesifik
organellere veya spesifik doku fonksiyonlarina hizmet eder. Bunun yanisira bir ¢ok durumda bu
tiyeler fazladan gorev yapar. HSP70, ribozoma baglanan saperonlardan biridir. Sitoplazmada yer
alir ve islevi protein katlanmasi protein agregasyonunun engellenmesidir. HSP70, stres
durumlarinda sentezlenerek sitozele salinir. Katlanma sirasinda ATPaz ve kofaktor kullanir.
HSP70’in fazla miktarda iiretilmesi hiicrede timér olusumuna sebep olurken HSP70’in azalist
ise bazi tiimor hiicrelerini apoptoza siiriikler. Normal hiicrelerse  HSP70’in azalisiyla yasama
yeteneklerini yitirmezler. Kanser ilerlemesinde HSP70’ler kofaktorlerle beraber calisabilirler.
Tiim HSP70 ailesinin i¢ten disa uyarilmasini hiicresel sistemler i¢in dengeleyen potansiyel bir
giic olarak diisiinebiliriz. Bu aile , hiicredeki 6nemli bir fonksiyon olan hayatta kalma gorevine

hizmet eder (Murphy 2013).
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Miyako Abe ve arkadaslart (2004), HSP70’in prostat kanserinde potansiyel bir
biyomarker olarak kullanilip kullanilmayacagini arastirmislardir. Caligma sonuglart HSP70
seviyesinin prostat kanserli hastalarda artmis oldugunu gostermistir. Ancak yine de hastalik
riskinde marker olarak PSA (prostat spesifik antijen )’ya iistiin degildir. Bununla ilgili daha fazla

caligsmalara gereksinim duyulmaktadir.

2.2 Elektrokimya

Elektrotkimya; elektrikle kimyasal degisimler arasindaki iligkiyi inceleyen bilim dalidir.
Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesini, bunun sonucunda olusan kimyasal doniistimleri ve
kimyasal enerjinin elektrik enerjisine, elektrik enerjisinin de kimyasal enerjiye doniisiimiinii
inceler. Elektrokimya redoks olayiyla ilgilenir, yani bu tip tepkimeler yiikseltgenme ve

indirgenmenin gergeklestigi tepkimelerdir. Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi;

1. Analiz edilecek maddeyi igeren bir ¢ozeltiyi,
2. Maddenin kimyasal doniisiime ugradig genellikle ii¢lii olan bir elektrot sistemini,

3. Elektrotlar1 birbirine baglayan bir ¢evrim sistemini gerektirir.

Analiz islemlerinde, maddenin elektrokimyasal ozelliklerinin kullanildigi yontemlere
elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik yontemlerle analiz edilecek maddenin ¢ok diisiik
tayin sinirlarina ulasilmasi miimkiindiir. Bu yontemler diger analiz yontemlerine gore bazi
ustiinliiklere de sahiptirler. Elektrokimyasal 6l¢iimler bir elemente, molekiile ya da olusan iiriine
ait O0zel bir yiikseltgenme basamagi igin spesifiktirler (Brett 1992). Ayica, bu yontemlerde
kullanilan cihazlar digerlerine gore ¢ok daha ucuzdur. Elektroanalitik yontemler, kimyasal

tiirlerin derigsimlerinden ziyade aktiflikleri hakinda bilgi verirler (Brett 1992).

Cesitli elektroanalitik yontemleri kullanilarak, dogru akim (DC), diferansiyel puls (DPV),
dontisiimlii voltametri (CV) vb. uygulamalarla belirli potansiyel aralifinda tarama yapilir ve
meydana gelen akim siddeti dlgiiliir. Diflizyona bagli olarak meydana gelen bir akim s6z konusu
oldugundan , burada dSlgiilen akim difiizyon akimidir ve diflizyon hiz1 ile dogru orantilidir.
Diflizyon, elektrot yiizeyinin yakininda yer alan difiizeyon tabakasinda olusur (Brett 1992).
Olgiim sirasinda elektrot yiizeyi ile analiz edilecek maddeyi iceren ¢dzelti arasinda heterojen
tabakalar meydana gelir. Meydana gelen bu tabakalar; tiirbiilent akis tabakasi, laminer akis

bolgesi ve nernst diflizyon tabakasi olarak adlandirilir.
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2.2.1 Voltametri

Calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu oalrak akimin Olgiildiigii ve buna baglh olarak analit hakkinda bilgi edinildigi
elektrokimyasal yonteme voltametri, uygulanan gerilimin dlgiilen akim degerlerine kars1 ¢izilen
grafifine de voltomogram denir. Voltametride c¢alisilacak potansiyel araliginin siirlari,

kullanilacak ¢aligma elektroduna, kullanilan ¢oziiciiye ve elektrolit tiirlerine baghidir.

Voltametri, Cek kimyac1 Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920’lerin basinda ve
voltametrinin polarografi teknigine dayanarak gelistirlmistir. Bu teknigin digerlerinden en biiytlik
farki caligma elektrodu olarak damlayan civa elektrodun (DCE) kullanilmasidir. Voltametri,
cesitli ortamlarda olusan redoks tepkimelerinin incelenmesi, yiizeydeki adsorpsiyon islemlerinin
arastirilmast ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot ylizeylerinde gerceklesen elektron
akatar1 mekanizmalarinin  aydinlatilmasi1 gibi analitik olmayan amaglarla da sikca
kullanilmkatadir. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri elektrokimyasal hiicreye
degistirilebilen potansiyelde uygulanmaktadir. Bunun sonucunda, uyarma sinyallerinin tiiriine
gore farkli akim cevaplar elde edilmektedir. Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri;

dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve liggen dalga sinyalleridir.

200 F' : IEpc i 2
/ﬂ‘\ :
75 F / ipc\\ E-
Bl (PO 7 il :
E 50 | L ¥ .4
Z / 3
= (/
\\ Ipa |/
175 F 2y " } T
X | 7 :
\J/
o/
+
300 | , Epa, . i
800.0 600.0 400.0 2000 00
Potansiyel (mV)

Sekil 2.7.Pik potansiyellerini ve akimlarin1 gosteren klasik bir doniisiimlii voltomogram
(Compton ve ark. 1987).
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2.2.2 Voltametrik Cihazlar

Bir voltametrik analizde kullanilacak cihazlar ; elektro kimyasal hiicre, analit ve destek
elektrolit adi1 verilen elektrolitin asirisini igeren bir ¢ozeltiye daldirilmus {i¢ elektrottan meydana
gelir. Bu elektrotlar;

a. Calisma elektrodu (ylizeyinde analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi elektrot)

b.Referans elektrot (deney siiresince potansiyeli sabit kalan elektrot, ¢alismalarda

genellikle Ag/AgCl referans elektrot kullanilir.)

c.Yardime elektrot (elektrigin ¢ozelti icinden ¢alisma elektroduna aktarilmasini saglayan
karsit elektrot. Bu elektrot, ¢alisma elektrodu ile bir ¢ift olusturmakta ancak 6lgiilen potansiyelin

biiyiikliigiiniin tayininde rol oynamamaktadir.)

2.2.3 Voltametrik Yontemler

2.2.3.1 Doniisiimlii Voltametri (CV)

Déniistimlii voltametri teknigi potansiyel farkin bir fonksiyonuna karsi akim 6lcer. Bu
teknikte ilk olarak baslangic ve bitis potansiyellerini iceren bir aralik belirlenir. Daha sonra
baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline dogru sabit bir hizda potansiyel farki uygulanir. Bu
potansiyel fark ylikseltgenme ve indirgenme yoniinde olabilir. Uygulanan bu uyarma sinyali
ticgen sekilli dalga hareketiyle bir maksimuma dogru dogrusal olarak artar ve ayni egilimle
orijinal degerine dogrusal olarak azalir. Baglangi¢ taramasinin yonii, analiz edilecek Ornege
bagl olarak negatif veya pozitif olabilir. Negatif potanasiyel yoniindeki taramalar ileri tarama,
zit yondeki taramalarise ters tarama olarak adlandirilir. Uygulanan potansiyel fark sabit hizda
bitis potansiyelinden baslangi¢c potansiyeline dogru tekrarlanir. Siirekli degisen potansiyel
degerlerine akrs1 belirli aralikta, akimda meydana gelen degisim grafige gecirilerek *’dontigiimlii
voltamogram”’ elde edilir. Doniisiimlii voltametriyle durgun sistemde, ti¢lii elektrot sistemiyle
calisilir ve buradaki hiz diflizyon tarafindan tayin edilir. Analite ait yiikseltgenme ve indirgenme
elde edilen voltamogramdan gdzlenebilmektedir. Bu teknik g¢ogunlukla elektrokimyasal bir
analizde kullanilacak olan maddelerin elektriksel davranislarini saptamak igin tercih edilir. Bu
sayede elektroaktif tiirlerin redoks tepkimelerine ait mekanizmalar kolaylikla aydinlatilabilir.
Miktar tayinine dayali analizlerde doniisiimlii voltametri teknigi tercih edilmemektedir (Geng ve

ark. 1993).
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2.2.3.2 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi farkli arastirma alanlarinda oldukca genis bir
alanda kullanilan 6nemli bir tekniktir. Kullanilan bu metot potansiyel ya da akimin kii¢lik bir
sarsiminin uygulanmasinin igerir. Bu sarsim tekli bir siniis dalgas1 veya iist iiste eklenmis farkli
frekanslardaki ¢ok sayida siniis dalgasidir. Uygulanan sarsimdan ve Oolgiilen yanitindan,
impedansin biiylikliigli ve faz kaymasi belirlenir.Spektroskopi olarak adlandirilan bu teknikle

parametreler uygulanan sarsimin frekansinin bir fonksiyonu olarak 6l¢iiliir (Autolab 2005).

Elektriksel rezistans; bir devre elemaninin, eclektriksel akim deveranina karsi direnebilme
giiciidiir. Rezistans, potansiyel (E) ve akim (I) arasindaki orantiya dayanarak Ohm kurallar

tarafindan belirlenir. Buradan yola ¢ikarak oldukga iyi bilinen su bagint1 yazilabilir (2.1).
R(Ohm)=E (Volt) / I (Amper) (2.1)

Ancak bu bagintinin kullanimi ideal rezistér oalrak adlandirilan sadece bir devre elemani ile
sinirlandirilir. Ideal bir rezsitdér birtakim sadelestirici dzellikler (Ohm Kanunlar1) tarafindan

siirlandirilmigtir. Bunlar;

-Tim akim ve potansiyel diizeylerinde Ohm kurallarina bagl kalir. Rezistansi, frekanstan

bagimsizdir.

-Bir rezistore bagli AC akim ve voltaj sinyalleri birbirleriyle es evrelidir. Gergek hayatta devre
elemanlart ¢ok daha kompleks davraniglar sergilerler. Bu elemanlar bizi rezistansin basit

konseptini terk etmek durumunda birakirlar.

Iste bu noktada rezistans yerine daha genel bir devre parametresi olan impedans
kullanilmaktadir. Impedansta rezistans gibi bir devre elemanmin, elektriksel ekim devaranina
kars1 direng gdsterme yeteneginin Ol¢limiidiir. Rezistanstan farkli olarak birtakim sadelestirici
ozellikler  tarafindan  simirlandirilmamaktadir.  Elektrokimyasal — impedans  genellikle
elektrokimyasal hiicreye bir AC potansiyelin uygulanmasiyla o6l¢iilir. Bu iglemde hiicre
icerisindeki akim Sl¢iilmektedir. Bir sinilisodiyal potansiyel sarsimi1 uygulanir ve bu potansiyele
kars1 alinan yanit sarsim frekansiyla bunun oranlarini igeren bir AC akim sinyalidir. Bu akim
sinyali, sinlisoyidal fonksiyonlarin bir toplami olarak analiz edilebilir. Elektrokimyasal impedans
normalde kii¢lik bir uyarama sinyali olarak kullanilarak 6l¢iiliir. Bunun nedeni linear bir hiicre

yanit1 elde etmektir ve sistemden elde edilen hiicre yanit1 psodo-lineardir. Linear bir sistemde bir
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siniisoyidal potansiyele karsilik olan akim yaniti, ayn1 frekansta bir sintisoid olacaktir ancak bir

faz kaymasi meydana gelecektir (Autolab 2005).

2.4 Biyosensorler

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir duyargaci bulunan ve bir
fizikokimyasal ¢evirici ile birlestirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir
biyosensor, analitiksel olarak anlamli bir sinyal ile spesifik bir analit konsantrasyonuyla iliskili
kimyasal bilgiyi doniistiiren cihazdir.Biyosensorler ornek matriksindeki analitin 6l¢iimii igin
kullanilir (Gerard ve ark. 2002). Biyosensorler iki kisma ayrilir: biyokomponent/biyoreseptor
ve transduser. Bu cihazin galisma prensibi , analitin kimyasal konsantrasyonuyla dogrudan
iligkili olan bir elektronik sinyal iiretimine baglidir (Adeloju ve ark. 1996). Bir biyosensoriin
asil gorevi,biyolojik bir olayin elektriksel sinyale doniistiriilmesidir (Thevenot ve ark.
2002).Genellikle bir biyosensor, uygun biyolojik tanimlayici element kullanarak analit hakkinda
analitiksel bilgi, tekrarlanabilir, hassasiyet, secicilik saglayan birlesmis reseptor-transduser cihazi
olarak diistintilebilir (Turner ve ark. 1987).

Biyosensorlerin ilk boliimii “’biyoreseptor ’ boliimiidiir. Biyoreseptorler analizlenecek
maddeyi doniisiime ugratirlar .Biyoreseptor olarak kullanilan biyolojik materyaller 6nemlidir.
Bu materyaller ezimler, dokular, bakteri, maya, antikorlar, antijenler,lipozomlar ve organeller
olabilir (Foulds ve ark. 1986).

Biyosensorlerin ikinci kismi ise “’transduser’” boliimiidiir. Transduser reseptorlerin biyoloik
reaksiyonunu Olgiilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiriir. Sekil 2.8’de transduser varliginda
biyolojik olaylarin gergeklestigi bir biyosensoriin sematik gosterimi verilmistir. Elektrokimyasal,

spektroskopik, termal, piezoelektrik en yaygin transduserlerdir (Xiu-Ling ve ark. 2008).
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Sekil 2. 8.Biyosensoriin sematik gosterimi. (Svorc ve ark. 1997).

Enzimler, hiicreler gibi biyolojik molekiillerin ¢ogu ¢ozelti durumundayken g¢ok kisa
Oomiirlidiirler, bu ylizden uygun bir matrikste bulunmak zorundadirlar (Gerard ve ark. 2002).
Immobilizasyon, hassas ve kararl1 biyosensorlerin gelistirilmesinde biyosensorlerin biyoalgilama
kismimin dizaynindaki ¢ok 6nemli bir adimdir. Bir reaksiyonu katalizlemek i¢in immobilize
edilmis biyomateryal tabaka seg¢ilir (Bartlett ve ark. 1993). Biyosensoriin basarisi,immobilize
edilmis molekiillerin aktivitesi 6zellikle immobilizasyon methodunda ve reaksiyon durumunda,
immobilize edilmis matriksin hidrofilik karakteri, gozeneklilik ve yiizey alanina baghdir
(Gerard ve ark. 2002). Biyosensoriin kararliligi saglanirken hassas yiizeyle biyolojik materyal
arasinda ¢ok yakin bir iligki olusur (Tuncagiil ve ark. 2010).

Biyosensor olusturmak igin elektrot yiizeyindeki biyolojik materyaller ¢ok iyi immobilize
edilebilmelidirler (Wang ve ark. 2009). Elektrot yiizeyindeki bazi fiziksel ve kimyasal

immobilizasyon methotlar1 Tablo 2.3” de gosterilmistir.
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Tablo 2. 3 immobilizasyon metotlar

e,
. ooE i Ff
Methot Avantajlar Dezavantajlar = e
. T . - .. . E __:?“‘*‘++"""+
Adsorpsiyon Biyokatalizdr modifikasyonu Baglanma kuvvetleri,iyonik
yoktur Matriks rejenere kuvvet, sicaklik ve pH'daki £
edilebilir. Ucuzdur. degisimlerden kolay etkilenir. . ~ E
. dr
Entrapment Sadece biyokatalizdr transduserin Yiiksek difiizyon bariyerinden .E ‘.
ﬁaksel immobilizasyonunu dolay1 substratin enzime
icerir.Ucuzdur ulasilabilirlig diisiiktiir.
Capraz Baglama  Biyokatalizriin kayb1 Yiiksek ic aktiviteye sahip c
minimumdur.Diigiik difizyonal olan immobilize edilmis
direncine sahiptir.Olumsuz sartlar enzim cok azdir. ) £
altinda kararhdir Uygun fiyatlidir. ’
Enkapsiilasyon Biyodegredasyon ve Sadece kiiclik substrat £
safsizlifa kars: korunmusg molekiiller bozulmamisg 5
daha biiyiik bir katalizér membranla kullanilabilir.
saglar. £

2.4.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Biyosensoriin transduseri elektrokimyasalsa biyosensor elektrokimyasal biyosensor
olarak adlandirilir. iletken, yariiletken, iyonik iletken materyal bir biyolojik filmle kaplandig1
igin transduser genellikle kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot olarak diistiniiliir (Durst ve
ark. 2002). Elektrokimyasal sensorler, bir elektrodun transdiiksiyon element olarak kullanildig
yerde kimyasal sensorlerin bir alt siifidir. Elektrokimyasal biyosensdrlerde biyolojik tanima
kisminin segiciligi, spesifikligi ve elektrokimyasal tekniklerin analitik giicii bir araya gelir.
Boylece elektrokimyasal biyosensorler, hizli, basit ve biyolojik olaylar i¢in diisiik {icretle tayin
saglarlar (Cosnier ve ark. 1999). Transduser tipine bagl olarak, elektrokimyasal sensorler;
amperometrik, potansiyometrik ve impedimetrik olarak siniflandirilabilirler. Amperometrik
elektrokimyasal biyosensor , eletkrokimyasal biyosensorlerin basarili olarak ticarilestirilmis en
yaygin tliriidiir. Amperometrik tayin , iyi secicilik, hassasiyet, hizli cevap, cok kiiciik ve
tekrarlanabilir sonuglar verebilmesi sayesinde kantitatif tayinler i¢in ¢ok kullanishidir (Wang ve
ark.1999).  Amperometri, elektroaktif tiirlerin  elektrokimyasal  yiikseltgenme ve
indirgenmesindeki akim degerlerinin dl¢limiine dayalidir. Amperometrik biyosensorler, iiretimi

kolay, ¢alismas1 basit, sinyal verilerinde hizl1 ve kendi analitlerine spesifiktirler. Ug sekilde
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incelenebilirler. ilk biyosensor tipinde, biyokatalizér bir membranda tutulmus ya da baglanmistir
ve bunun bir sonucu olarak biyokatalizér transduserin yilizeyinde sabitlenir. Substratlarin
elektroaktifligi ve {iretimleri bu amperometrik biyosensor tiirlerinde ¢ok Onemlidir. Bu
biyosensor tiirii elektroaktif nonspesifik partikiilleri yiikseltgeyebilen veya indirgeyebilen yiiksek
potansiyelden dolay1 arayiizeyde probleme sebep olur. Ikinci tip biyosensorler genellikle
elektron tasiyicilart olarak medyatorleri kullanirlar. Medyatorler yardimiyla uygulanan
potansiyel azaltilabilir. Ugiincii tip biyosensorlerde ise biyokatalizor dogrudan transdusere
baglanir. Biyolojik materyaller ile elektrot arasinda dogrudan elektron transferi kullanilir. Bu

yiizden, genellikle arayiizey problemi meydana gelmez (Toht ve ark. 2002).

Biyolojik tanima bolgesine bagli elektrokimyasal biyosensorlerin 2 genel sinifi
mevcuttur: biyokatalizor tanima elementi ve biyoafinite (antikor-antijen etkilesimi) tanima
elementi. Biyokatalizor-bazli biyosensorler , biyosensorler arasinda en iyi bilinenlerdir.

Biyokatalizorlerin 3 tipi yaygin olarak kullanilir;

v Enzimler (en yaygin ve gelismis olani)

v' Tim hiicreler (mikroorganizmalar,bakteri gibi) ya da hiicre organelleri
(mitokondri gibi)

v" Dokular

2.5 HSP70 ile Tlgili Yapilan Calismalar

Imamoto ve arkadaslar1 , stresli kosullar altinda stozolik saperon HSP70 ‘in niikleer

fonksiyonlarini1 ve mekanizmasini arastirdilar (Imamoto ve ark. 2014).

Farkli zaman araliklarinda boyun ve basi pullu hiicre kanserli hastalardan biyopsiler ve kan
ornekleri toplandi. HSP70 membrani varliginda , akis sitometrisiyle referans dokular ve tlimor
biyopsilerinin tek hiicreli siispansiyonlarinda ,astanin periferal kan lenfositlerinde HSP70’lerin
varhigiyla iligkili olan NK hiicre markerlar1 ve ELISA ile saglikli donorlar ve hastalarin

serumlarindaki HSP70 proteinleri ve antikor seviyeleri belirlendi (Gehrmann ve ark. 2014).

Prostat kanseri durumu ile HSP70’in plazma seviyeleri arasindaki iliski arastirildi. Bu

iliskiye yonelik prostat kanserli hastalarin serum 6rneklerinde ¢alisildi (Abe ve ark. 2004).
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Mesanedeki kanser iiroteliyalinin ilerlemesi ve klinik davranistyla HSP70 in yardimi

arastirildi (Garg ve ark. 2009).

HSP70’in tayininde saglikli hayvanin lizatlar1 kullanildi. lizatlar1 kullanilan hayvanin
gelismesinin HSP70’e bagli oldugu gozlemlendi (Arrigo ve ark. 1991).
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3. MATERYAL ve METODLAR
3.1 Materyal

Deneyde kullanilan tiim reaktifler, Fulleren Cg anti-HSP70 ve HSP70 Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA)’ den alinmistir. Tiim seyreltme islemleri pH 7’ de 50 mM olarak hazirlanan
fosfat tamponu ile yapildi. HSP70 belli konsantrasyonlarda porsiyonlama yapilarak -20°C’ de
muhafaza edilmistir. Calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot (GCE), referans elektrot
olarak KCI ile doygunlagsmis 3 M Ag/AgCl elektrot ve yardimci elektrot olarak ise 10 mm
uzunlugunda platin tel kullanilmistir. Tiim elektrotlar iBAS, Warwickshire, UK firmasindan
getirtilmistir. Olciimler ise dongiisel voltametri, kronoamperometri ve elektrokimyasal impedans
spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst iceren (Gamry Instruments, Warminster, USA) bir
bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 (Gamry Instruments,

Warminster, USA) cihazinda alinmstir.

3.2 Elektrokimyasal Ol¢iimler

GCE elektrota uygulanan biitlin immobilizasyon islemlerinin karakterizasyonunu 6lgmek
icin dongiisel voltametriden (CV), kronoamperometriden, elektrokimyasal impedans
spektroskopisinden (EIS) yararlanilmistir. CV i¢in potansiyel araligi -0,5 — 1 V arasinda secilmis
olup (adim biiyiikliigii: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) dlgimler 0.1 M KCl igeren ve 6l¢iim igin
redoks probu sunan 5 mM K;[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] (1:1) gozeltisi i¢inde gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal impedans dl¢iimleri ise 10 mV alternatif akimda gerceklestirilmistir. Ol¢iimde
kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aymdir. impedans spektrumlari 10.000 — 0.05
Hz araligindadir. Kronoamperometri o6lgiimlerinde potansiyeli 0,01 V (3600 saniye), frekansi
1200Hz se¢ilmis olup ol¢iimler pH 7° de 50 mM olarak hazirlanan fosfat tamponu igerisinde

gergeklestirilmistir.

3.3 Ol¢iim Prosediirleri

Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin hazirlanmasi igin kullanilan ¢aligma elektrodu

cams1 karbon elektrottur. Sabit potansiyelde sistemden gecen akim miktarindaki degisimler

kullanilan HSP70 biyomarker1 konsantrasyonuyla dogru orantili oldugu i¢cin cams1 karbon ¢aligma

elektrodu ile akim degisimlerini belirlemek miimkiindiir.Bu sebeple her bir islem asamasinda camsi

karbon ¢alisma elektrotlarinin EIS ve CV o6l¢timleri alinmistir.Alinan ilk 6lgiim camsi karbon

calisma elektrodunun temiz 6lgiimiidiir. Temizlik asamasinda ¢alisma elektrodu olan camsi karbon
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elektrot 0.05 um alumina ile temizlendi ve ultra saf su ile yikanip 1 ml %65 lik HNO3; ve 1 ml saf
aseton karigiminda 180 sn ultrasonik banyoda bekletildi. Tekrar ultra saf su ile yikandiktan sonra
elektrotlarin CV ve EIS Ol¢limleri alindi. Bu islemden sonraki dl¢iim sirasi; elektrot ylizeyinde
fulleren Cgo ile olusturulan SAMs Ol¢limlerinin alinmasi, H,SO, ¢6zeltisinde inkiibasyona
birakildiktan sonra Sl¢lim alinmasi, EDC/NHS Ol¢limlerinin alinmasi, anti-HSP70 6&lgiimiiniin

alinmasi, BSA Ol¢iimiiniin alinmasi ve son olarakta HSP70 6l¢limiiniin alinmasi seklindedir. Bu

calismanin gerceklesmesini saglayan 6l¢iim diizenegi Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3. 1.0lciim diizenegi

Anti-HSP70 temelli biyosensoriin hazirlanmasinda izlenen yol HSP70 biyosensorii i¢in
Tablo 3.1’de ayrintili olarak verilmistir. Tablolarda belirtilen degerler; olduk¢a hassas olarak
calisilan optimizasyon c¢aligmalarinin sonucudur .Hazirlanan biyosensorler her asamada mutlaka
once ultra saf su ile yikanmis, ¢ok dikkatli bir sekilde saf argon gaziyla kesinlikle elektrot yiizeyine
zarar vermeyecek sekilde kurutulmus ve inkiibasyon sirasinda karanlik ve nemli bir ortamda

bekletilmistir.
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Tablo 3. 1 Anti-HSP70 temelli biyosensdriin hazirlanma prosediirii

ISLEM ISLEM
SIRASI
1 Temizlenen elektrot yiizeyinde iletken yapmak i¢in 200 pl toluen igerisinde
¢Oziinmiis 0.4 mg fulleren hazirlandi. Hazirlanan bu fulleren ¢ozeltisinden 10 pl
elektrot ylizeyine damlatildi ve 15 dakika bekletildi. Bekleme isleminden sonra
ultra saf su ile yikanan elektrodun CV ve EIS 6l¢iimleri alindi.
2 Inkiibasyona birakilmak iizere cams1 karbon ¢alisma elektrotlarinin her biri

fullerenle kaplanmis yiizeydeki -COOH uglarini ag¢iga ¢ikarmak i¢in 0,018 M ik 500
H.SO, ile hazirlanmis ¢6zeltiye daldirildi ve gece boyu (18 saat) bekletildi.
Inkiibasyon sonras1 tekrar EIS ve CV 6l¢iimleri alindi.

Olciimden sonra biyosensor, 0,4 mM lik EDC ve 0,1 mM lik NHS igeren 2 ml’lik
¢ozeltiye daldirilarak karanlik ve nemli ortamda 1 saat bekletildi.Bu siirenin
sonunda ultra saf sudan gegirilerek tekrar EIS ve CV olgtimleri alindi.

Bu islemlerden sonra elektrotlarin yiizeyine 5 pl anti-HSP70 (40 ng/ml)
damlatilarak nemli ve karanlik ortamda 45 dk boyunca bekletildi. Bekletilme
sonrasinda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak fiziksel olarak ylizeye
absorbe olmus anti-HSP70 uzaklastirildi.

Elektrotlar saf argon gazi ile kurutularak EIS ve CV 6l¢iimleri alindi.

Bir sonraki islemde ise aktif u¢lart bloke etmek i¢in her bir elektrot yiizeyine
%1 lik 10pnL BSA ¢ozeltisi damlatilarak yine karanlik ve nemli ortamda 30
dakika bekletildi. Bekleme sonrasi elektrotlar ultra saf su ile yikanip argon

gaz1 ile kurutuldu. EIS ve CV 6l¢iimleri alindi

Anti-HSP70’ in elektrot ylizeyine baglanmasi gergeklestirildikten sonraki
asama HSP70’ in elektrot ylizeyine baglanmasini saglamaktir.

Lineer aralig1 genisletebilmek adina elektrota uygulanacak olan
HSP70 derisimleri her bir eklemede farkli olacak sekilde belirlendi. Toplamda
7 farkl1 derisim eklendi. ilk eklenen konsantrasyon 0,8 pg/ml son eklenen
konsantrasyon ise 12,8 pg/ml dir. Toplam HSP70 konsantrasyonu 16 pg/ml dir.

Her bir elektrot yiizeyine eklenen HSP70 hacmi 5 pl dir .1 saat boyunca nemli ve
karanlik ortamda bekletilir. Her inkiibasyon periyodundan sonra elektrotlar,
ylizeyinde fiziksel olarak absorblanmis HSP70’ 1 uzaklastirmak i¢in
ultra saf su ile yikandi.Daha sonra argon gazi ile kurutuldu.

EIS - CV &lgiimleri alind. Biitiin bu islemler Fe(CN)g* "~
redoks probu igeren ¢6zeltinin bulundugu hiicrede yapildi.
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3.4 Biyosensoriin Immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik olarak gelistirilen biyosensoriin, en iist
diizeyde performansla ¢alismasini saglamak amaciyla 6ncelikle biyoaktif tabakasini olusturan
bilesenlerin optimizasyonlar1 gerceklestirildi. Bu amagla fulleren Cgo konsantrasyonunun, anti-
HSP70 konsantrasyonunun, anti-HSP70 inkiibasyon siiresinin, HSP70 konsantrasyonunun,
HSP70 inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkileri aragtirilmigtir. Her bir immobilizasyon
parametresinin optimum miktarinin tayin edilmesi igin, digerleri sabit tutularak optimizasyonu
yapilacak parametre degistirilip biyosensorler hazirlandi ve Ol¢iimler alindi.Yapilan bu

calismalar asagidaki alt basliklarda anlatilmistir.

3.4.1 Fulleren Cgy miktarmin belirlenmesi

Fulleren Cgp miktarmin Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensorii tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla diger tiim bilesenler sabit tutulup, fulleren Cgo miktar1 degistirilerek
biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerdeki fulleren Cgo konsantrasyonlari sirasiyla;
05,2,4,6 ve 8 mg/mL “dir. Bu belirtilen miktarlarda biyosensorler hazirlanarak HSP70
biyosensoriine iligskin standart grafikler olusturuldu. Olusturulan standart grafikler karsilagtirilip,
yorumlanarak elde edilen verilerden en uygun fulleren Cgp miktar1 belirlendi.(Calisma kosullari;
5mM Kjs[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)s] ¢ozeltisi igerisinde , T=25 °C)

3.4.2 H,SO,4 konsantrasyonunun biyosensor iizerindeki etkisi

Anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik biyosensor sistemi i¢in, elektrot yiizeyindeki
cok kararli ve diizenli bir yapiya sahip fulleren Cgy H,SO, ile rahatsiz edilerek fulleren Cgo
yapisindaki karboksil gruplar1 elektrot ylizeyinde ag¢iga ¢ikarildi. HSOs  ‘in gelistirilen
biyosensor iizerindeki etkisini incelemek amaciyla 3 farkli konsantrasyonda biyosensor
hazirlandi. Seyreltik H»SO, konsantrasyonu karboksil gruplarimi agiga cikarmada yetersiz
kalirken derisik H,SO4 konsantrasyonununsa yiizeyi bozdugu goriildii. Hazirlanan
biyosensorlerdeki HySO4 konsantrasyonlari sirastyla; 100 nL 0,018 M, 500 nL 0,018 M, 1000
uL 0,018 M “dir. Bu konsantrasyonlarda alinan sinyal 6l¢iimleri yorumlanarak en uygun H,SO,
konsantrasyonu belirlendi.(Calisma kosullari; SmM Kj[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)g], T=25 °C)
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3.4.3 EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor iizerindeki etkisi

Anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik biyosensor sisteminde elektrot ylizeyindeki
karboksil gruplarini aktiflestirmek igin kullanilan EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid) ve NHS(N-hidroksisiiksinimid ) ¢iftinin gelistirilen biyosensor
iizerindeki etkisi incelendi. Iki farkli konsantrasyonda hazirlanarak biyosensor iizerindeki etkisi

incelenen EDC/NHS ‘nin hazirlanis1 agagidaki gibidir.

e 0,04 mM EDC / 0,01 mM NHS ( 2,4 pL EDC+ 1,2 pL. NHS + 1996,4 uL fosfat
tamponu)

e 0,4mM EDC/ 0,1 mM NHS (24 uL EDC+ 12 puLL. NHS + 1964 nL fosfat tamponu )

Hazirlanan biyosensdrlerde kullanilan her iki konsantrasyonunda alinan impedans ol¢iim
sinyallerine bakilarak en uygun EDC/NHS konsantrasyonu belirlendi. (Calisma kosullari; SmM
Ks[Fe(CN)gs]/Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde , T=25 °C)

3.4.5 En uygun anti-HSP70 konsantrasyonunun belirlenmesi

Anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik gelistirilen biyosensor sistemi i¢in, en uygun
anti-HSP70 konsantrasyonunun belirlenebilmesine yonelik olarak, optimum hazirlanma
kosullarinda hazirlanmis biyosensorle, farkli konsantrasyonlarda anti-HSP70 iceren impedans
Olgtimleri gerceklestirildi. Bu konsantrasyonlar sirasiyla; 10, 20 ,40 ve 80 pg/mL ‘dir. Belirtilen
konsantrasyonlarda hazirlanan biyosensorlerden standart grafikler olusturularak dogrusal tayin
araliklar1 ve R? degerleri belirlendi. Bu veriler birbirleriyle karsilastirilarak en uygun anti-HSP70
konsantrasyonuna karar verildi. (Calisma kosullar;; 5SmM  Kj3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] ¢ozeltisi
igerisinde , T=25 °C)

3.4.6 Anti-HSP70’in inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

En uygun anti-HSP70 konsantrasyonu belirlendikten sonra, gelistirilen biyosensore
yonelik antikorun elektrot ylizeyine en verimli olarak baglandig siireyi optimize etmek i¢in, en
uygun anti-HSP70 inkiibasyon siiresi belirlendi. Bu amagla 30, 45, 60 ve 90 dakika olmak tizere
4 farkli anti-HSP70 siiresi ile biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerin standart

grafikleri ¢izildi ve R? degerleri belirlendi.Bu veriler birbirleriyle karsilastirilarak anti-HSP70
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temelli HSP70 biyosensorii igin en uygun inkiibasyon siiresine karar verildi. (Calisma kosullari;
5mM Kj;[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde , T=25 °C)

3.4.7 HSP70’in inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriindeki en son optimizasyon asamasi €n uygun
HSP70 ‘in inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Buna bagli olarak 30, 45, 60 ve 90 dakika
olmak iizere 4 farkli inkiibasyon siiresi ile biyosensorler hazirlanarak impedans dl¢timleri alindu.
Bu ol¢limlerden elde edilen standart grafikler ¢izildi ve c¢izilen standart grafikler birbirleriyle

kiyaslandi. Elde edilen veriler 1s1831nda HSP70 i¢in en uygun inkiibasyon siiresine karar verildi.

(Calisma kosullart; 5SmM Kj3[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] ¢o6zeltisi igerisinde , T=25 °C)

3.5. Biyosensoriin Analitik Calismalarina iliskin Bulgular

HSP70 biyosensoriine yonelik olarak gergeklestirilen olduk¢a detayli optimizasyon
calismalarindan sonra Onemli bazi parametrelerin de aydinlatilmasi i¢in karakterizasyon

denemeleri yapildi. Bu denemeler asagidaki alt basliklarda anlatilmistir.

3.5.1 Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Caligmalarin  bu asamasina gelinene kadar gergeklestirilen optimum hazirlanma
kosullarinda biyosensor hazirlandi. Bu biyosensodrle, saptanan en uygun calisma kosullarinda
Olctimler alinarak anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik biyosensoriin kalibrasyon grafigi
olusturuldu. Olusturulan bu grafikten elde edilen veriler dogrultusunda HSP70 biyosensoriiniin

dogrusal tayin aralig1 belirlendi.

3.5.2 Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi
Tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 kapsaminda 4,8 pg/mL HSP70 kullanilarak ardarda 8 6l¢tim
gergeklestirildi. Bu 6l¢liim sonuglar1 vasitasiyla ortalama deger, standart sapma ve varyasyon

katsayilar1 hesaplandi. Bu veriler 1s18inda biyosensoriin tekrarlanabilirligi hakkinda bilgi

saglandi.
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3.5.3 Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin tekrar iretilebilirliginin  incelenmesi
amaciyla denemeler gerceklestirildi. Bu amag¢ dogrultusunda ayni kosullarda ve bilesimlerde 11
adet biyosensor hazirlandi. Hazirlanan bu biyosensorlere ait standart grafikler olusturuldu. Bu
standart grafiklerin tayin araliklart ve R? degerleri karsilastirilarak gelistirilen biyosensoriin

tekrar tiretilebilirligi degerlendirildi.

3.5.4 Anti-HSP70 Temelli HSP70 Biyosensoriiniin Gelistirilmesinde Fulleren Cgy’1n Etkisi

Gelistirilen anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriinde elektrot yiizeyini kaplayarak
iletken hale getiren fulleren Cgp ‘in etkisi incelendi. Tiim optimizasyon islemleri tamamlanmig
olan biyosensér hem fulleren Cgo varliginda hem de fulleren Cgg olmadan hazirlandi. Belirtilen
sekilde hazirlanan her iki biyosensoriinde impedans Ol¢limleri alinarak standart grafikleri
olusturuldu ve bu grafiklerden elde edilen R? degerleri hesaplandi. Elde edilen bu veriler 15181nda

fulleren Cgo’1n HSP70 biyosensorii izerindeki etkisi degerlendirildi.

3.5.5 Single frequency -sabit frekansta impedans ol¢iimleri-

Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensor yiizeyinde meydana gelen zamana bagh
degisiklikleri agikliga kavusturabilmek icin single frequency teknigi kullanildi. Zamana kars1
sabit bir frekansin Ol¢iimiine dayanan bu yontem sayesinde zaman dilimlerinde ve toplam
zamanda meydana gelen impedans degisimleri degerlendirildi. Ayrica anti-HSP70 —HSP70
kinetik baglanmasiyla ilgili olarak elde edilen kronoamperometrik Olgiim sayesinde

degerlendirme yapildi.

3.5.6 Fulleren Cgy Temelli anti-HSP70 Biyosensoriin SEM Gériintiileri

Fullerene Cgo temelli anti-HSP70 biyosensoriiniin  tiim  optimizasyon islemleri
tamamlandiktan sonra taramali elektron mikroskobuyla (SEM) SEM goriintiileri alindi. Bu
sayede elektrot yiizeyine yaptigimiz her bir immobilizasyon asamasi ve elektrot yilizeyinde

baglanma gergeklestikten sonra nasil bir goriintli olustuguda oldukca net bir sekilde gozlendi.
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3.5.7 Biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirliginin incelenmesi

Tez projesinin son kisminda anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik olarak
gelistirilen biyosensor sistemleri gergek serum oOrneklerinde denendi. Bu caligmaya iligkin

sonuglar degerlendirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Fulleren Cqo Temelli Biyosensériin immobilizasyon Basamaklari

Calismanin bu kisminda HSP70 tayinine yonelik fulleren Cgp temelli biyosensoriin
immobilizasyon adimlar1 incelenmistir. ilk adim temiz 6l¢iimii alinmis camsi1 karbon elektrot
yiizeyinin fulleren Cgp ile kaplanmasidir. Daha sonraki asama ise yiizeyi fulleren Cgo ile
kaplanmis elektrodun HSO, ile inkiibasyona birakilmasidir. Bundan sonraki tiim asamalar
sirastyla; EDC/NHS , Anti-HSP70 ve BSA ‘nin elektrot ylizeyine kovalent olarak immobilize
edilmesidir. Hazirlanan biyosensor igin gelistirilen esdeger devre modeli ve tiim immobilizasyon
islemlerinin  K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)s] ¢ de aliman EIS-CV spektrumlart Sekil 4.1° de
gosterilmistir. Sekil 4.1 A’da impedans egrisi incelendiginde GCE yiizeyinin fulleren Cgq ile
kaplanmasi neticesinde COO" fonksiyonel uglar1 K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] redoks probunun
yiizeye kolaylikla difiize olmasin1 engellemekte ve elektron transferini giiglestirmektedir. Ayrica
fulleren Cgp 1n kompleks yapisi yiizeyin yalitkan olmasina art1 katki saglamaktadir. Fulleren Cg
yiizeyindeki kapali karboksil gruplarmi fazlaca aciga ¢ikartmak ve neticede basarili bir
immobilizasyon adimi elde edebilmek i¢in elektrot yiizeyi gece boyu H,SO, ile inkiibasyona
birakildi. Bu durum EIS egrilerine net bir sekilde yansimaktadir. Daha sonra karboksil gruplarinm
aktiflestirmek i¢in 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid(EDC) ve N-hidroksisiiksinimid
(NHS) ¢ifti kullanildi. Fulleren Cgp ile kaplanan camsi karbon elektrot yiizeyinin ideal sartlara
getirilmesinden sonra anti-HSP70 ¢ozeltisi ylizeye damlatilarak immobilizasyon iglemi
gergeklestirilmistir. Anti-HSP70’in immobilizasyonunun basariyla gergeklestigini Sekil 4.1(A)’
daki impedans spektrumundan su sekilde yorumlamak miimkiin: antikor tabakasi yiizeydeki
fulleren Cgp tabakasi ile kovalent bag yaptiktan sonra yilizeyde bir nevi bariyer etkisi
olusturmakta ve bu da yalitkanlikla sonuglanmaktadir. Immobilizasyon isleminin son asamasinda
ise antikor ile efektif bir sekilde kapatilamayan ve sinyalde bozukluklara yol acabilme ihtimali
olan bu durumun 6niine gecebilmek icin elektrot yiizeyi BSA ya daldirilarak karboksil uclarini
kapatilir ve yiikk transfer direncinin daha ¢ok arttigi gozlenir. Sekil4.1l (B) incelendiginde
dongiisel voltametri sonuglarinin  impedans spektrumlariyla uyum igerisinde oldugu
goriilmektedir. Fulleren Cgp ile camsi karbon elektrot yiizeyinde olusturulan iletken tabakanin
CV voltomogramiyla takip edilmesi pik akimlarinin yorumlanmasiyla miimkiindiir. Fulleren Ceg
hem yiizeyindeki karboksil gruplarindan hem de hacimli bir molekiiler yapiya sahip olmasindan

otiirti ferri/ferro redoks ¢iftinin yiizeye yaklagmasi engellenmekte ve dolayisiyla anodik katodik
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pik akimlari net bir sekilde diismektedir. Aktif karboksil uglarinin kantitatif olarak arttirilmasini
saglamak amaciyla kullanilan HSO4 in elektrot yiizeyine eklenmesinden sonra pik akimlarinin

yukarida belirtilen sebepten dolay1 diistiigli goriilmektedir.

A

10,00 kohm

5,000 kohm

-Zimag (ohm)

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

Zreal (ohm)

Cyclic Voltammetry

20,00 uA B

0,000 A
<
E
-20,00 uA
-40,00 uA
0,000 V 190,0 mV 390,0 mV
VI (V vs. Ref.)
C _.l._m -—
=
R.E. Rs N.F
Fet Wy

Sekil 4. 1.immobilizasyon adimlarina ait CV (B) ve EIS (A) egrileri.Pembe ( -4-¢-): GCE/FULLEREN
Ceo,mor(-A-A-):GCE/FULLEREN Ceo/H2SOy, turkuaz (-e-o-):GCE/FULLEREN
Ceo/H.SOL/EDC-NHS, kirmizi(-V¥-V¥-):GCE/FULLEREN Cgy/H,SO, /EDC-NHS/ANti-HSP70,
lacivert (-m-m-):GCE/FULLEREN Cg/H,SO, /EDC- NHS/Anti-HSP70/BSA (C) Hazirlanan
biyosensor icin gelistirilen esdeger devre modeli
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Bir 6nceki adimda kantitatif olarak arttirtlan COO™ uglarinin EDC/NHS ¢iftiyle aktive
edilmesiyle CV voltamogramindaki pik akim farklarinda daha da azalma gozlenmistir. Anti-
HSP70 in basaril1 bir sekilde immobilizasyonunun ispat1 anodik katodik pik akimlar1 farkinin bir
onceki adima gore daha da diismesiyle ve impedans spektrumuyla Ortiismesiyle aciklanabilir.
Immobilizasyonun son adimmi olan elektrot yiizeyine BSA eklenmesiyle yiizey c¢ok daha

yalitkanlagmis ve tasarlanan biyosensér HSP70 in tayini i¢in hazir hale gelmistir.

COOH cooH HOOC COOH cooH
| |

H,50, EDC/NHS
GCE GCE/Fulleren Ca0 GCE/Fulleren C60/H2504 GCE/Fulleren C60/H2504
EDC-NHS

Anti-HSP70
GCE/Fulleren C60/H2504/ GCEFulleren C60/H2S04/ GCE/Fulleren C60/H2504/
EDC-NHS/Anti-HSPT0 EDC-NHS/Anti-HSPTI/BSA EDC-NHS/Anti-HSPTO/BESAHSPTO

Sekil 4. 2.Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin  immobilizasyon adimlarinin sematik
goruntusu

4.2 Biyosensorlerin Hazirlanma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular
4.2.1 Fulleren Cgo konsantrasyonunun belirlenmesi

Bu c¢alismada HSP70 tayinine yonelik olarak gelistirilen fulleren Cgp temelli
immiinosensoriiniin, biyoaktif tabakasindaki fulleren Cgp konsantrasyonunun optimizasyonu

gergeklestirilmistir. Bu calismanin amaci, fulleren Cgp miktarinin hazirlanan immiinosensoriin
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aktivitesinin tayinini hangi diizeyde etkiledigini saptamaktir. Bu ama¢ dogrultusunda farkl
konsantrasyonlarda (mg/mL) fulleren Cgy kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle HSP70’e ait
standart grafikler olusturulmus ve birbirleriyle karsilastirilmistir. Buna iliskin fulleren Cgp
konsantrasyonlar1 ile biyosensdrlerin cevaplar1 arasindaki iliskiye ait standart grafikler Sekil

4.3’de gosterilmistir.

Yapilan bu g¢aligmalarda 5 farkli fulleren Cgg konsantrasyonu denenmistir. Denenen
konsantrasyonlar sirastyla; 0,5, 2 , 4, 6 ve 8 mg /mL “dir. Ilk olarak 0,5 mg fulleren Cg ile bir
biyosensor olusturulmus ve olusturulan bu biyosensérde diizensiz sinyaller elde edilmistir.Bunun
sebebi 0,5 mg/mL fulleren Cgy konsantrasyonunun elektrot yilizeyini iletken yapmada yetersiz
kalmasi olarak aciklanabilir. Hassas bir biyosensor tasarlanirken ¢alismanin diizensiz
sinyallerden arindirilmasi istenir. 2 mg/mL fulleren Cg ile biyosensor hazirlandiginda
matematiksel bir parametre olan R? degeri yiiksek ¢ikmasina ragmen sinyallerin azaldig
goriilmiistiir. Bunun yanisira elde edilen sinyallerin 4 mg/mL fulleren Cgg ile hazirlanan
biyosensore kiyasla azaldigi saptanmistir. 6 mg/mL fulleren Cgg ile biyosensor hazirlandiginda
ise goriilmiistiir ki elde edilen sinyaller 2 mg/mL konsantrasyonundaki fulleren Cg ile birbirine
¢ok yakindir. Dolayisiyla 6 mg/mL konsantrasyonundaki fulleren Cgy  kullanildiginda
gerceklesecek madde sarfiyatida goz Oniinde bulunduruldugunda uygun bir miktar olarak
secilmemistir. 8§ mg/mL konsantrasyonundaki fulleren Cgg ile hazirlanan biyosensorde sinyallerin
diger 4 optimizasyona kiyasla en ¢ok arttigin1 sdylemek miimkiindiir. Ancak 4 mg/mL
konsantrasyonundaki fulleren Cg ile kiyaslandiginda elde edilen sinyallerde ¢ok fazla bir fark
olmadig1 ve yine harcanacak fulleren Cg diisiiniildiigiinde ciddi bir madde sarfiyati olacagi i¢in
secilen konsantrasyon olmamistir. 4 mg/mL konsantrasyonundaki fulleren Cgp biyosensoriiniin
sinyallerine baktigimizda ise diizglin artislar sonucu ortaya ¢ikmis bir standart grafik
goriilmektedir. Bunun yanisira 0,5 ,2 ve 6 mg/mL konsantrasyonundaki fulleren Cgp ile
kiyaslandiginda daha yiiksek sinyallere sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Optimizasyonu yapilan
fulleren Cgp konsantrasyonlarinin standart grafiklerinden elde edilen R? degerleri ve denklemleri
Tablo 4.1°de gosterilmistir. Sonug¢ olarak dogrusal tayin aralifi, biyosensoriin hazirlanma
kolaylig1 ve alinan sinyallerin biiyiikliigiinden dolay1 en uygun fulleren Cgo konsantrayonunun 4
mg/mL olmasina karar verilmistir. Secilen fulleren Cgy konsantrasyonuna ait EIS ve CV

spektrumlar1 Sekil 4.4’te gosterilmistir.

36



30000 r

25000 *

20000 *

15000 ~

ARct (ohm)

10000 +

5000 -

O 1 1 1 1 1 J
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

HSP70 konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4. 3.Fulleren Cgp konsantrasyonunun biyosensor cevabi iizerine etkisi.mavi ( -¢-¢-):
0,5mg/mL, mor (-m-m-) : 2mg/mL, yesil (-A-A-) : 4mg/mL, kirmizi (-e-e-):
émg/mL, siyah (-m-m-): 8mg/mL

Tablo 4. 1 Fulleren Cgo konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R leri ve denklemleri

Fulleren Cgo konsantrasyonu ( mg/mL) R? Denklem
0,5 0,8194 y = 27535x - 2681
2 0,9639 y = 9215x + 3677
4 0,9027 y = 12700 + 8100
6 0,9944 y = 11090x + 2426
8 0,9965 y =22250x + 4630
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Sekil 4.4.Segilen fulleren Cgp konsantrasyonuna (4 mg/mL) ait EIS (A-B)ve CV(C-D)
spektrumlari. kirmizi(-V¥-V¥-): GCE, pembe ( -¢-¢-): GCE/FULLEREN Cgy,mor(-
A-A-).GCE/FULLEREN Ceo/H2S0y, turkuaz (-e-e-):GCE/FULLEREN
Ceo/H2SO4/EDC-NHS,  kirmizi(-V¥-V¥-):GCE/FULLEREN  Cgo/H,SO, /EDC-
NHS/Anti-HSP70, lacivert (-m-m-):GCE/FULLEREN Cgo/H,SO4 /EDC- NHS/Anti-
HSP70/BSA , yesil(-e-¢):GCE/FULLEREN/H,SO, /EDC-NHS/Anti-
HSP70/BSA/HSP70
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4.2.2. Anti-HSP70 konsantrasyonunun belirlenmesi

Hassas bir biyosensor sistemi dizayn edebilmek igin optimize edilmesi gereken Onemli
parametrelerden bir taneside antikor konsantrasyonudur. Bu optimizasyon, biyosensoriin yiiksek
tekrarlanabilirlik ve tekrar (iiretilibilirlik Olgiitlere sahip olmasi yoniinden de oldukga
o6nemlidir.En uygun anti-HSP70 konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda 4 farkli anti-HSP70 konsantrasyonu denenmistir. Bu konsantrasyonlar sirasiyla 10,
20, 40 ve 80 pg/mL’ dir. Her bir konsantrasyon hazirlanan anti-HSP70 ¢6zeltilerinden elektrot
yiizeyine eklenerek 1 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda elektrotlarin EIS ve CV
Ol¢iimleri alinmistir. Buna iligkin anti-HSP70 konsantrasyonlar1 ile biyosensorlerin cevaplari

arasindaki iliskiye ait standart grafikler Sekil 4.4’de gosterilmistir.

[k olarak denenen 10 pg/mL’lik anti-HSP70 konsantrasyonunda yiiksek sinyaller elde
edilmesine karsin tutarli bir sinyal artis1 goézlemlenmemistir. Bunun bir sonucu olarak
optimizasyonun standart grafigini ¢izdigimizde 0,7626 gibi diisiik bir R?> degeri hesaplanmustir.
Optimizasyonlarin R? degerleri ve denklemleri Tablo 4.2°de verilmistir. Denenen bir sonraki
konsantrasyon 20 pg/mL’ lik anti-HSP70 konsantrasyonudur. Bu optimizasyon ¢alismasinda da
10 pg/mL’lik anti-HSP70 optimizasyonundaki gibi yiikksek ama tutarsiz bir sinyal artist
gbzlemlenmistir. Biyosensoriin en dogru 6l¢iimleri yapabilmesi agisindan olduk¢a énemli olan
antikor optimizasyonunda sinyallerin birbirleriyle tutarli olmasit beklenmektedir. Bu sebeple
denenen ilk 2 konsantrasyon en uygun anti-HSP70 konsantrasyonu olarak segilmemistir.
Denenen diger iki konsantrasyon sirastyla 40 ve 80 pg/mL’ dir. Antikor ekleme noktasinda ¢ok
yiiksek konsantrayonlar istenmemektedir ¢linkii baglanma yapilabilecek ug¢ sayist sinirlidir.Buna
karsin ¢cok az konsantrasyonda antikor ile ¢alisildiginda da istenen sinyaller alinmamaktadir.
Sekil 4.5’teki anti-HSP70 ‘in 40 ve 80’pg/mL°‘lik konsantrasyonlar1 sonucu ¢izilen standart
grafikleri verilmistir. Burada da gortiliiyor ki 2 konsantrasyon arasinda ¢ok fazla bir sinyal fark:
olmamistir. Bunun yanisira 40 pg/mL‘lik konsantrasyonun 80’ug/mL‘lik konsantrasyona kiyasla
daha yiiksek bir R? degerine sahip olmasi ve antikor sarfiyati agisindan da daha avantajli olmasi
sebebiyle en uygun anti-HSP70 konsantrasyonu 40 ug/mL olarak se¢ilmistir. Segilen anti-HSP70

konsantrasyonuna ait EIS ve CV spektrumlari Sekil 4.6’da gdsterilmistir.
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Sekil.4.5.En uygun Anti-HSP70 konsantrasyonunun biyosensor cevabi {izerine etkisi.mavi( - -
¢-): 10 pg/mL,pembe (-m-m-) : 20 ug/mL mor (-A-A-): 40 pg/mL, yesil (-eo-e-
):80 png/mL

Tablo 4. 2 Anti-HSP70 konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri

Anti-HSP70 konsantrasyonu ( png/mL) R® Denklem
10 0,7626 y = 29680x + 2826
20 0,8279 y = 24810x + 62
40 0,9944 y =5800x + 1160
80 0,9141 y = 7880x + 366
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Sekil 4. 6.Segilen Anti HSP70 konsantrasyonuna (40 ug/mL) ait EIS (A-B) ve CV (C-D)
spektrumlart. mavi(-V¥-V¥-): GCE, pembe ( -#-¢-): GCE/FULLEREN Cgo,mor(-A-
A -):GCE/FULLEREN Ce0/H2SOy4, turkuaz (-e-e-):GCE/FULLEREN
Ceo/H2SO4/EDC-NHS,  kirmizi(-V¥-V¥-):GCE/FULLEREN  Cgo/H,SO, /EDC-
NHS/Anti-HSP70, lacivert (-m-m-):GCE/FULLEREN Cgy/H,SO4 /EDC- NHS/Anti-
HSP70/BSA , yesil(-e-e):GCE/FULLEREN/H,SO,4 /EDC-NHS/Anti-
HSP70/BSA/HSP70
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4.2.3.Anti-HSP70’in inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Anti-HSP70 konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan, antikorun hem yiiksek
verimde hem de en elverisli zaman aralifinda yiizeye immobilizasyonunu belirleyebilmek ic¢in
inkiibasyon siire optimizasyonu yapilmistir. 4 farkli inkiibasyon siiresi denenmistir. Bunlar
sirastyla; 30,45,60 ve 90 dakikadir. Belirtilen bu siirelerde yiizeye immobilize edilen anti-
HSP70, ultra saf su da yikanip saf argon altinda dikkatlice kurutulduktan sonra EIS ve CV
Olctimleri alinmistir. Bu Ol¢limler sonucunda elde edilen standart grafikler Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Standart grafikler incelendiginde 30 dakikalik inkiibasyon siiresinde sinyallerin
olduk¢a azaldigi gozlemlenmistir. Bunun sebebi diisiik zaman dilimlerinde antikorun yiizeye
yeterince immobilize olamadigi ve dolayisiyla biyomarkerin Ol¢limlerinde net sonuglar
veremedigi olarak agiklanabilir. 45 dakikada sinyallerin 30 dakikaya gére daha ¢ok artmasida bu
aciklamay1 destekler. Diisiik zaman dilimlerinde antikorun ylizeye yeterince baglanmamasinin
yanisira ¢ok yiiksek siirelerde de protein-protein etkilesimlerinden kaynakli bozulmalar meydana
gelmeside sinyal artisini olumsuz yonde etkiler. 90 dakikalik inkiibasyon siiresindeki sinyallerin
60 dakikadakilerine gore daha diisiik olmasini bu sekilde yorumlayabiliriz. 45 dakika ve 60
dakikalik inkiibasyon siireleri kiyaslandiginda ise sinyal artiglarinda ¢ok fazla bir fark olmamasi
ve calismaninda zaman tasarrufu acisindan pozitif bir yone sahip olmasi acgisindan en uygun
inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak secilmistir.Secilen inkiibasyon siiresine ait EIS ve CV

spektrumlart Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 7.Anti-HSP70’in inkiibasyon siiresi optimizasyonu.pembe (-m-m-) : 30 dakika, gri (-e-e-
):45 dakika , yesil (-A-A-): 60 dakika, mavi (-¢-¢-): 90 dakika

Tablo4.3.Anti-HSP70’in inkiibasyon siire optimizasyonunun grafiklerinin R*leri ve denklemleri

Anti-HSP70 Siire Optimizasyonlan (dk) | R’ Denklem
30 0,6289 y = 1880x + 10306
45 0,8541 y = 7300x + 13420
60 0,9728 y = 8835x + 15715
90 0,9822 y = 7435x + 15341
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Sekil 4. 8.Segilen Anti-HSP70 siire optimizasyonuna (45dk) ait EIS (A-B) ve CV (C-D)
spektrumlart. mavi(-V¥-V¥-): GCE, pembe ( -¢-¢-): GCE/FULLEREN Cgo,mor(-A-
A-).GCE/FULLEREN Ce0/H2SOy4, turkuaz (-e-e-):GCE/FULLEREN
Ceo/H2SO4/EDC-NHS,  kirmizi(-V¥-V¥-):GCE/FULLEREN  Cgo/H,SO, /EDC-
NHS/Anti-HSP70, lacivert (-m-m-):GCE/FULLEREN Cgy/H,SO4 /EDC- NHS/Anti-

HSP70/BSA , yesil(-e-¢):GCE/FULLEREN/H,SO, /EDC-NHS/Anti-
HSP70/BSA/HSP70

44




4.2.4. HSP70’in inkiibasyon siiresi optimizasyonu

HSP70 icin en uygun konsantrasyon belirlendikten sonra HSP70 biyomarkerinin
tayinininde optimal siireyi bulmak adina inkiibasyon siiresi optimizasyonu yapilmistir. Bu
calisma dogrultusunda 4 farkli inkiibasyon siiresi denenmistir. Bu inkiibasyon siireleri sirasiyla
30, 45, 60 ve 90 dakikadir. Denenen bu siirelere ait standart grafikler Sekil 4.9.’da gosterilmistir.
Ik olarak 30 dakikalik inkiibasyon siiresi optimizasyonu yapilmistir. Yapilan optimizasyon
sonucunda da standart grafiktede gorildigi gibi olduk¢a yiiksek ve diizenli sinyaller
gozlemlenmistir. Bunun aksine bundan sonra denenen diger 3 siirede de (45,60 ve 90 dakika)
sinyallerin azaldizi  ve buna bagli olarak daha diisik R? degerlerinin elde edildigi

gbzlemlenmistir. Optimizasyonlarin R? degerleri ve denklemleri Tablo 4.4’de verilmistir.

45 ve 60 dakikalik denemelerde sinyallerin 30 ve 90 dakikaya goére ¢ok daha diisiik
olmasi sebebiyle en uygun HSP70 inkiibasyon siiresi olarak se¢ilmemistir. 30 ve 90 dakikalik
inkiibasyon siirelerini kiyasladigimizda ise sinyallerin birbirlerine ¢ok yakin olduklar
goriilmektedir. Buna bagl olarak impedans sinyalleri arasinda ¢ok fazla bir fark olmamasi ve
caligma sirasindaki zaman tasarrufuda goz oniinde bulunduruldugunda HSP70 i¢in en uygun
inkiibasyon stiresi 30 dakika olarak belirlenmistir. Sec¢ilen HSP70’in inkiibasyon siire

optimizasyonuna ait EIS ve CV spektrumlar1 Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4. 9. HSP70’in inkiibasyon siiresi optimizasyonu. mor (-e-e-):30 dakika, pembe (-m-m-) :

45 dakika, yesil (-A-A-): 60 dakika, mavi (-e-e-): 90 dakika

Tablo 4. 4 HSP70’in inkiibasyon siiresi optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri

HSP70 Siire Optimizasyonlar (dk) R Denklem
30 0,9657 y = 180,3x + 1466,1
45 0,821 y = 84,639x + 1056,9
60 0,8492 y =209,33x + 154,49
90 0,9369 y =161,53x + 1757,4

46




A

2,000 kohm

£
£
e
o
m
£
N

1,000 kohm o B}

H
T80 ot
L]

0,000
m‘ﬂnhm 1000kehm 2000 kehm 3000 kohm £

i

0,000 ohm
0,000 ohm 2,000 kohm 4,000 kohm 6,000 kohm 8,000 kok

Zreal (0hm)

Cyclic Voltammetry
40,00 uA

20,00 uA

0,000 A

sonout )

0000A
i

5000 uA v

Im (A)

-20,00 uA

o HﬁUOV 2000mv 4000mv

Vi Ret|

0,000V 100,0 mV 200,0 mvV 300,0 mV 400,0 mvV 900,0 my
VE (V vs. Ref))

Sekil 4. 10.Secilen HSP70’in inkiibasyon siire optimizasyonuna (30dakika) ait EIS (A-B) ve CV
(C-D) spektrumlari. mavi(-¥-V¥-): GCE, pembe ( -e-¢-): GCE/FULLEREN
Ceo,mor(-A-A-):GCE/FULLEREN Cg/H2SO4, turkuaz (-e-e-):GCE/FULLEREN
Ceo/H2SO4/EDC-NHS,  kirmizi(-¥-V¥-):GCE/FULLEREN  Cgo/H,SO, /EDC-
NHS/Anti-HSP70, lacivert (-m-m-):GCE/FULLEREN Cg/H,SO4 /EDC- NHS/Anti-
HSP70/BSA , yesil(-e-¢):GCE/FULLEREN/H,SO,4 /EDC-NHS/Anti-
HSP70/BSA/HSP70
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4.3. Biyosensoriin Analitik Calismalar:

4.3.1.Biyosensoriin kalibrasyon grafigi

Optimizasyon ¢alismalar1 tamamlanan biyosensoriin kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Buna
gore tasarlanan bu biyosensoriin HSP70 biyomarker1 i¢in lineer tayin araligr 0,8 pg — 12,8
pg/mL , LOD (Tayin Limiti) 0,000273 pg/mL, LOQ (Olgiim Limiti) ise 0,0000912 pg/mL olarak
belirlenmigtir. Sekil 4.11° de ise optimize edilmis ve tayin aralig1 0,8 pg — 12,8 pg/mL olan,
Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi goriilmektedir .Sekil 4.12°de ise

optimal sartlardaki biyosensdr sisteminin EIS spektrumu ve CV voltamogrami gosterilmistir.
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Sekil 4. 11.Optimal sartlardaki Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
grafigi
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Sekil 4.12.Tasarlanan biyosensoriin artan HSP-70 konsantrasyonuyla elde edilen EIS (A)
spektrumu ve CV (B) voltamogrami.mavi(-m-m-):GCE/FULLERENC,/H,SO4/EDC-
NHS/Anti-HSP70/BSA,yesil(-e-¢):GCE/FULLEREN  Cgo/H,SO4/EDC-NHS/AnNti-
HSP70/BSA/HSP70
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4.3.2. Biyosensoriin Tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik ideal bir biyosensor i¢in son derece onemli karakterize edici bir
parametredir. Karakteristik ozellikleri ¢ok ayrintili bir sekilde bilinen bir biyomarkrer
kullanilmasi durumunda bile sensor hazirlama asamalari, ¢laisma ortam ve kosullar1 agisindan
beklenen niteliklerde oldukga biiyiik farklanmalar gozlenebilir. Bu nedenle her ne sekilde olursa
olsun hazirlanan biyosensore iligkin tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti ayni1 bir 6rnekte
ardarda 6l¢lim yapilmasi ve elde edilen degerlerden standart sapma ve korelasyon katsayisinin
hesaplanmasidir. 4,8 pg/mL’lik HSP70 standart ¢ozeltisine iliskin elde edilen istatiksel veriler;
ortalama deger, 4,92 pg/mL, standart sapma +0,22 pg/mL ve varyasyon katsayisi ise % 4,47

olarak hesaplanmustir.

4.3.3. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi

Yeni bir biyosensor gelistirildikten sonra incelenmesi gerecken en 6nemli karakteristik
ozelliklerinden bir tanesi de o biyosensoriin tekrar {iretilebilirliginin ne diizeyde standart
olabildigidir. Uretilen biyosensoriin, dogru, giivenilir ve ayni standartta tekrar tekrar
retilebilmesi  beklenir. Bu dogrultuda gerceklestirilen Anti-HSP70 temelli HSP70
biyosensdriiniin Tablo 4.5°de ise elde edilen R? degerleri ve denklemleri gdsterilmistir. Bu
sonuglara gore asagidaki tabloda verilen dogru denklemleri kullanilarak, egim ve intercept
verilerine iligkin bagil standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalara gore
elde edilen dogru denklemlerinin intercept ve egilimlerine iliskin RSD degerleri sirasiyla; % 1.34

ve % 1.46’drr.
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Tablo 4. 5 Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi grafiklerinin R*” leri ve denklemleri

Tekrar iiretilebilirlik | R’ Denklem Aralik (pg/mL)
1 0,9876 y = 140,17x + 891,99 0,8 —12,8
2 0,9728 y = 328,89x + 2392,9 0,8 —12,8
3 0,967 y =420,49x + 2518,1 0,8 —-12,8
4 0,9651 y = 366,05x + 2583,9 0,8 —-12,8
5 0,9636 y = 153,18x + 744,27 0,8 —12,8
6 0,9402 y =190,72x + 1484,7 0,8 —12,8
7 0,9365 y = 385,39x + 2961,10 0,8 —-12,8
8 0,8966 y = 269,33x + 3052,1 0,8 —-12,8
9 0,8771 y = 365,38x + 3339,6 0,8 -12,8
10 0,8767 y = 265,36x + 3427,7 0,8 -12,8
11 0,8196 y = 258,48x + 2504,1 0,8 —-12,8

4.3.4. Anti-HSP70 Temelli HSP70 Biyosensoriiniin Gelistirilmesinde Fulleren Cgy’in Rolii

Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin dizayninda SAMs olarak kullanilan fulleren
Ceo ‘mn hassas bir biyosensor sistemi gelistirilebilmesindeki roliinii anlamak icin yapilan biitiin
islemler fulleren Cgg olmadanda yapildi. Boylelikle tiim optimizasyon basamaklar1 tamamlanmis
olan HSP70 biyosensoriindeki fulleren Cgp ‘in camsi karbon elektrot yiizeyinde gerceklestirdigi
karakterizasyonu incelendi. Bu islem sonucunda fulleren Cgp kullanilarak yapilan c¢alismadan
elde edilen standart grafikle ile fulleren Cgy kullanilmadan yapilan ¢alismadan elde edilen
standart grafik kiyaslandi. Sekil 4.13’de de goriildiigii gibi fulleren Cgp varliginda biyosensor
impedans Olclimlerinde yiiksek sinyal artis1 gézlemlenmistir. Fulleren Cgo kullanilmadiginda ise
oldukca diisiik sinyaller elde edilmistir. Buna bagli olarak SAMs olarak kullanilan fulleren Cgp’1n
elektrot yiizeyine iletken bir yap1 kazandirarak daha ¢ok anti-HSP70 ve HSP70 baglanmasini
sagladigim sGyleyebiliriz. Bu ¢alismaya ait elde edilen R? degerleri ve denklemleri Tablo 4.6’da

verilmistir.
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Tablo 4. 6 Fulleren Cg karakterizasyonuna ait standart grafiklerinin R*” leri ve denklemleri

Fulleren Cg R’ Denklem
Var 0,0824 y = 197,80x + 24719
Yok 0,9036 y =115,71x + 1219,2
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N

o

o

o
T

3000 -

ARct(ohm)

2000 +

1000 -4

O | | | ]
0 5 10 15 20

HSP70 konsantrasyonu(pg/mL)

Sekil 4. 13.Fulleren Cg varliginda ve yoklugunda gelistirilen HSP70 biyosensoriine ait standart
grafik.mor (-m-m-) : fulleren Cgo varliginda standart grafik ,kirmizi ( - ¢--): fulleren
Ceo 0lmadan elde edilen standart grafik

4.3.5. Sabit frekansta impedans 6l¢iimleri

Anti-HSP70 temelli HSP70 biyosensoriiniin degerlendirilmesi ve karakterizasyonu igin
single frequence teknigi kullanildi. Bu teknik biyosensor yilizeyinde meydana gelen zamana bagh

degisiklikleri agikliga kavusturabilen bir tekniktir. Zamana kars1 sabit bir frekansin 6l¢iimiine
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dayanan bu yontem sayesinde zaman dilimlerinde ve toplam zamanda meydana gelen impedans
degisimleri kontrol edilebilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda 1200 Hz sabit frekans ile impedans
Ol¢timii zamanin ve faz agisinin fonksiyonlar1 olarak olgiildi. Sekil 4.15 sabit frekanstaki EIS
spektrumunu gostermektedir. 48 ng/mL ‘lik HSP70 konsantrasyonuyla , 1 saat ve 1200 Hz sabit
frekansla pH ‘1 7 olan fosfat tamponunda impedans Sl¢iimii alindi. Sekil 4.14°de de goriildiigii
gibi bu c¢aligma bize ayn1 zamanda antikor — antijen etkilesiminin kinetik baglanmasiyla ilgili
cok onemli bilgiler vermektedir. Baglangigta artan, zamanin bir fonksiyonu olarak impedanstaki
degisimi ifade eden mavi egri yaklasik 30 dakikadan sonra Sabitlesmistir. Sabitlesen bu egri
doygunluga ulasan HSP70’¢ aittir. Bu sonug¢ en uygun HSP70 inkiibasyon siiresinin 30 dakika

olarak secilmesinide destekleyen bir sonugtur.

EIS Monitor
440,0 ohm 0,000°
-10,00 °
435,0 ohm
£ -2000° <
: 1
) N
T e
: 30,000 X
N 430,0 ohm 3
f
I -40,00 °
425,0 ohm -50,00 °
0,000 s 1,000 ks z,gill)l%l((ss) 3,000 ks 4,000 ks

Sekil 4. 14.Anti-HSP70 temelli biyosensére HSP70 baglanmasinin gergek zamanli ve tek
frekansta yapilan single frequency 6l¢iimii

4.3.6. Fulleren Cgo Temelli Anti-HSP70 Biyosensoriin SEM Goriintiileri

Gelistirilen biyosensoriin tiim optimizasyon islemleri tamamlandiktan sonra SEM
goriintlileri alindi. Alman bu biyosensor yiizeyine ait SEM goriintileri Sekil 4.15°de
gosterilmektedir. A’da camsit karbon elektrodun higbir islem yapilmamis temiz ylizeyi
goriilmektedir. B’de ise ylizeydeki fulleren Cgp ile olusturulan SAMS tabakasi goriilmektedir.
C’de anti-HSP70 molekiilleri net bir sekilde goriilmektedir. D’de ylizeyde anti-HSP70
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molekiillerinin yan1 sira farkli olarak ylizeydeki aktif u¢larin kapanmasi i¢in kullanilan BSA
molekiillerinin ylizeye baglanmasi goriilmektedir. Son olarak E’de ise camsi karbon elektrot
yiizeyinde anti-HSP70 molekiilleri ile etkilesime giren HSP70 molekiilleri oldukc¢a net bir
sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4. 15.GCE yiizeyindeki SEM goriintiileri: A (5000 kat biiyiitiilmiis), temiz GCE; B (1000 kat
biiyiitiilmiis ), GCE/FULLEREN Cg; C (5000 kat biiyiitiilmiis), GCE/FULLEREN Cgg
/anti-HSP70; D (10,000 kat biiytitiilmiis), GCE/FULLEREN Cg, /anti-HSP70/BSA; E (5000
kat biiyiitimiis), GCE/FULLEREN Cg /anti-HSP70/BSA/HSP70
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4.3.7. Anti-HSP70 Temelli Biyosensoriin Kramers-Kronig Sonuclari

Kramers-Kronig transformu, gelistirilen biyosensor sisteminin impedans spektrumunun
dis etkenlerden dolayr meydana gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek ig¢in
kullanilir. Bu yontem elektrokimyasal impedans spektrokopisinin yorumlanmasi ve analizi i¢in
olduk¢a oOnemlidir (Orazem ve ark. 2008). Kramers-Kronig iliskileri elektrokimyasal
sistemlere, denklemlerin dogrudan entegrasyonu, kararlilik ve lineerligin deneysel
gozlemlenmesi, spesifik elektrik devre modellerinin regresyonu ve olusan 6l¢iim modellerinin
regresyonuyla uygulanmaktadir (Huang ve ark. 2007). Kramers-Kronig iliskilerinin dogrudan
entegrasyonu, impedansin bir bileseninden digerinin hesaplanmasini icerir. Olgiilen impedansin
sanal bileseninden gercek bilesenin hesaplanmasi bunun bir 6rnegidir. Sonrasinda sonuclar elde
edilen deneysel verilerle kiyaslanir (Orazem ve ark. 2008). Bu tez ¢aligmasinda da anti-HSP70

temelli biyosensoriin Kramers-Kronig transformu Sekil 4.16° da gosterilmistir.

15,00 kohm 1,000 kohm
Edl]().ﬂohm ”
200,0 ohm
0.000 4Ty ohm 1,000 kohm

100khm 00 e ww R N\ e

E V] 9\

s

E | e 2

-

© i | Q

E < M &y

N5,000 kohm s & \

/%1 9
0,000 ohm
0,000 ohm 10,00 kohm 20,00 kohm 30,00 kohm 40,00 kohm
Zreal (ohm)

Sekil 4.16.Tasarlanan biyosensoriin Kramers-Kronig sonuglari. mavi(-V¥-V¥-): GCE, pembe ( -
¢-¢-). GCE/FULLEREN Cgo,mor(-A-A-):GCE/FULLEREN Cg/H,SOy4, turkuaz (-
e-¢-):GCE/FULLEREN Cgy/H,SO4/EDC-NHS, kirmizi(-V¥-V¥-):GCE/FULLEREN
Ce0/H2SO4 /EDC-NHS/ANti-HSP70, lacivert (-m-m-):GCE/FULLEREN Cgo/H,SO,4
/JEDC- NHS/Anti-HSP70/BSA , yesil(-e-e):GCE/FULLEREN/H,SO, /EDC-
NHS/Anti-HSP70/BSA/HSP70
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Sekil 4.16’daki impedans spekturmlarindan elde edilen Kramers-Kronig transformunun fit

degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4. 7 Anti-HSP70 temellli biyosensoriin farkli asamalarinda Kramers-Kronig transformu

Biyosensor Yiizeyi Fit degerleri
GCE 15,53
GCE/ Fulleren Cgg 41,83
GCE/ Fulleren Cgo/H,SO,4 4,563
GCE/ Fulleren Ce/EDC-NHS 544,4
GCE/ Fulleren Cg/Anti-HSP70 2,787
GCE/ Fulleren Cgo/ Anti-HSP70/BSA 42,75
GCE/ Fulleren Cgo/Anti-HSP70/BSA/HSP70 13,95

4.3.8. Biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirliginin incelenmesi

Yiiksek lisans tez ¢aligmasinin son boliimiinde gelistirilen anti-HSP70 temelli HSP70

biyosensorii hem yapay serum Orneklerine hem de gercek serum Orneklerinde denenmistir. Bu

calismalara iliskin elde edilen bulgular Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4. 8 Serum 6rneklerinde HSP70 analizi ( pg/mL HSP70)

Yapay serum orneklerinde HSP70 analizi ( pg/mL HSP70)

Ilave edilen Bulunan %Geri kazanim %Hata

8 7.66 95.75 4.25

Gercek insan serum orneklerinin HSP70 analizi ( pg/mL HSP70)

Ornek Biyosensorle Have edilen Total %Hata % Bagil
bulunan HSP70 bulunan Hata

1 4.34 3.2 7.84 104 4
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5. SONUC

Arastirmalar, son yillarda diinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasinin
bulundugunu gosteriyor. Tiirii ne olursa olsun, kisinin ve yakin ¢evresinin tiim hayatina etki eden,
bu ¢ok zorlu ve yipratict hastalikta “erken teshis” bazi durumlarda 6liimle yasam arasindaki
mutlak sonucu degistirebilmektedir.Kanserde erken teshis, uygulanacak tedavinin basaris1 ve
yasama sansinin artmasi bakimidan hayati 6nem tasimaktadir. Bu sebeple hassas ve spesifik
teshis yontemleri gelistirilmesi gerekmektedir. Biyomarkerlerin kan, idrar , tiikiiriik gibi viicut

stvilarinda analizi ile gelistirilen yontemler, kanser teshisi icin ¢esitli yontemler sunmaktadirlar.

Bu tez calismasinda kullanilmak iizere secilen biyomarker HSP70 (1s1 sok protein) dir. Bu Is1 sok
proteinler hiicresel stres cevaplarinin molekiiler isaretleyecileridirler ve protein katlanmasi,
agregasyon, taginma ve stabilizasyon da onemli gorevleri mevcuttur. Literatiir bilgileri strese
bagl olarak viicutta artis géren bu biyomarkerin 6zellikle idrar kesesi kanseri, prostat kanseri,
pankreas kanseri, meme kanseri, endometriyal kanser ve karaciger kanseri gibi pek ¢ok kanser
tiriiyle iligkili oldugunu gdstermektedir. Bu potansiyel biyomarkerin, pratik yontemler erken
teshisi glinlimiiziin en biiyiik tehdidi olan kanser tedavisinin erken tanisinda kolaylik ve iistiinliik

saglamada umut vadedicidir.

Yapilan bu ¢alisma giiniimiiziin en biiyiik problemi olan kanser hastaliginin erken tanisinda rol
oynayacak kanser biyomarkerlarinin tayinine yonelik bir biyosensor gelistirilmesini
hedeflemistir. Bu hedef  biyosensér teknolojilerine pek c¢ok kanser tiirliniin baska
biyomarkerlarla ve tekniklerle koordineli bir sgekilde teshisinde kolaylik ve istiinliik
saglayacaktir. Yapilan tez ¢calismasin anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik bir biyosensor
gelistirilmistir. Hassas bir HSP70 biyosensorii dizayn edebilmek i¢in biyosensdriin
immobilizasyon asamasindaki her bir adim igin optimizasyon yapilmistir.Yapilan bu

optimizasyonlar sonucu belirlenen degerler Tablo 5.1 ‘de verilmistir.
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Tablo 5. 1 Anti-HSP70 temelli biyosensdriin secilen en uygun optimizasyon degerleri

Optimizasyonlar Secilen degerler
Fulleren Cgo konsantrasyonu 4 mg/mL
Anti-HSP70 konsantrasyonu 40 pg/mL
Anti-HSP70 inkiibasyon siiresi 45 dakika

HSP70 inkiibasyon siiresi 30 dakika

Tayin araligi 0,8 pg — 12,8 pg/mL

Gelistirlen biyosensoriin elektrokimyasal impedans spektroskopisi karakterizasyonu da
yapildi ve galisma neticesinde {iretttigimiz biyosensor sistemi gergek orneklere uygulandi. Elde
edilen sonuglar, kullanilan biyosensor sisteminin tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirliginin
mevcut oldugunu ve ileriki ¢aligmalarda da bu 6zelliginin kullanilabilecegini gostermektedir.Bu
tez caligmasinda Anti-HSP70 temelli HSP70 tayinine yonelik gelistirilen biyosensoér baska
yontemlerle belirlenen HSP70 in tayin araliklariyla kiyaslanmistir ve sonuglar Tablo 5.2 de

verilmistir.

Tablo 5.2 HSP70 ‘in bagka yontemlerle belirlenen tayin araliklari

Metot Olciim prensibi Belirlenen arahik Referanslar

ELIZA Ticari kit 0.20-12.5 ng/mL (Cui et al. 2015)

ELIZA Ticari kit 780 — 50000 pg/mL (Njemini et al. 2005)

LSPR SPR 0.92 — 4000 ng/mL (Denomme 2012)

SPR SPR temelli manyetik | 0.3 —30 pg/mL (Sun et al. 2007)
mikroboncuklar

Piezoelektrik sensor | Biyomimetik peptitler | 60 — 200 nM (Mascini et al. 2006)
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HSP70 biyosensoriiniin tekrar iretilibilirlik saglamis olmasi da olduk¢a Snemli bir
avantajdir.Bu avantaj biyosensoriin iiretilebilir olmasi agisindan da biiylik 6nem tagimaktadir.
Hazirlamiginin kolay olusu, genis bir tayin aralifmma sahip olmasi ve pikogram (107?) gibi
oldukca diisiik konsantrasyonlarda Ol¢lim alabilmesi gibi 6zellikleriden dolay1 tercih edilir

kilmaktadir.
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