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OZET

Doktora Tezi

BAZI NORODEJENERATIF HASTALIKLARIN ERKEN TANISINA YONELIK NORO-
BIYOSENSOR SISTEMLERININ GELISTIRILMESI VE KLINIK UYGULAMALARININ
ARASTIRILMASI

Miinteha Nur SONUC KARABOGA

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Alzheimer ve Parkinson hastaliklari sinir hiicrelerinin 6liimiine yol agan demans ile
karakterize noérodejeneratif hastaliklardandir. Bu hastaliklarin = klinik tanisinin, ancak
semptomlar ¢iktiktan sonra yapilmasi tedavi siirecini geciktirmektedir. Bununla birlikte, bu
hastaliklar, devletlerin saglik ekonomisi iizerinde artan bir yiik olusturmaktadir. Bu sebeple bu
hastaliklarin erken teshisi onemli bir hedef haline gelmistir. Bu doktora tezinin kapsaminda,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklari i¢in 6nem arz eden 4 biyo belirteg¢ (CRP, SYN alfa, Tau-
441 ve PARK-7) icin elektrokimyasal temelli tek kullanimlik bes farkli ndro-biyosensor
sistemi gelistirilmistir. NOro-biyosensorlerin tasarimlari, optimizasyon parametreleri ve
analitik performanslar1 elektrokimyasal impedans spektroskopisi, dongiisel voltametri ve kare
dalga voltametrisi ile takip edilmistir. Yiizeydeki morfolojik ve kimyasal degisiklikler
taramali elektron mikroskobu, fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi ve atomik gii¢
mikroskobu ile degerlendirilmistir. Tasarlanan noro-biyosensorlerin klinik uygulamalardaki
potansiyeli, hedef analitlerin beyin omurilik sivisi, serum sivist ve tiikiiriik sivisinda
analizlenmesiyle belirlenmistir. Gelistirilen ndro-biyosensor sistemlerinin, femtogram ve
pikoogram diizeyinde hassasiyete, genis tayin araliklarina, yiiksek tekrar {iretilebilirlik
potansiyeline, uzun depolanma stabilitesi ve rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica ndro-biyosensor sistemlerinin fizyolojik sivilarda hedef analitin
tespitinde yiiksek duyarliliga sahip oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Noro-biyosensor, Alzheimer, Parkinson, elektrokimyasal impedans

spektroskopisi

2018, 266 sayfa



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DEVELOPMENT OF NEURO-BIOSENSOR SYSTEMS FOR EARLY DIAGNOSIS OF
SOME NEURORODEGENERATIVE DISEASES AND INVESTIGATION OF CLINICAL
PRACTICES

Miinteha Nur SONUC KARABOGA

Namik Kemal University
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Alzheimer's ve Parkinson's are neurodegenerative diseases that causes the death of
nerve cells ve characterized by dementia. The late diagnosis of these diseases causes the delay
of the treatment period. Moreover, these diseases are an increasing burden on the state's health
economy. Therefore, early diagnosis of neurodegenerative diseases has become very
important in many respects. In this phD thesis, five electrochemically-based disposable neuro-
biosensor systems have been developed for four biomarkers (CRP, SYN alpha, Tau-441 ve
PARK-7) which are potentialy important for Alzheimer's ve Parkinson's disease. The design
of neurobiosensors, optimization parameters ve analytical performances were followed by
electrochemical impedance spectroscopy, cyclic voltammetry ve square wave voltammetry.
The morphological and chemical changes on the surface were evaluated by scanning electron
microscopy, fourier transform infrared spectroscopy and atomic force microscopy. The
validation of the designed neurobiosensors in clinical practice was determined by analyzing
target analytes in cerebrospinal fluid, serum fluid and saliva fluid. It has been determined that
the developed neurobiosensor systems have sensitivity at femtogram ve picogram level, wide
determination range, high reproducibility features, long storage stability and, regeneration
capacity. It has also been observed that neuro-biosensor systems have high sensitivity in
detecting target analytes in physiological fluids.

Keywords: Neuro-biosensor, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, elektrochemical

impedance spectroscopy, biosensor

2018, 266 pages
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1. GIRIS

Yaglanma insanoglunun tarih boyunca siiregelen tipik bir sorunudur ve gelisen
teknolojiyle birlikte bu sorun insanoglunun lehine donerken beraberinde bagka sorunlar1 da
getirmistir. Ortalama yasam siiresi gelismis ve gelismekte olan iilkelerde artmakta, fakat bu
artis yasam kalitesine dogru orantili bir sekilde yansiyamamaktadir (Kara 2008). Bu durumun
basinda, yaslilik (60-80 yas) ve ileri yaslilik (80-90 yas) doneminin ciddi bir saglik sorunu

olan norodejeneratif hastaliklar gelmektedir.

Alzheimer Hastalig1, Parkinson hastaligi ve Huntington hastaligi gibi hastaliklar i¢in
kapsayict bir terim olarak kullanilan “ndrodejeneratif hastaliklar”in ortak 6zelligi bazi
proteinlerin yanlis katlanmasi neticesinde ndronal yolaklarda bozulmalar meydana gelmesidir
(Chaudhuri ve Paul 2006). Bununla birlikte “norodejeneratif hastaliklar”in baslamasini

tetikleyen olaylar birbirinden farklidir.

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ongoériileri, 2040 yilina kadar norodejeneratif
hastaliklarin kanseri asarak (Dua 2004), 2030 yilina kadar da tahmini olarak 2 trilyon ABD
dolar1 ekonomik etkiye sahip olarak, diinya {lizerindeki dliimlerin baslica ikinci sebebi haline

gelecegini belirtmektedir (Prince ve ark. 2015).

Diinya genelindeki saglik sistemleri, norodejeneratif hastaliklara bagli demans
tanisinin karsilan(a)mamais ihtiyaclariyla basa ¢ikmada benzeri goriillmemis bir zorlukla karsi
karstyadir. Demans, klinik bir kavramdir ve buna bagli hastaliklarin tanis1 néropatolojik son

cok iyi bilinmekle birlikte, temelde klinik semptomlara dayanmaktadir (Isaac ve ark. 2017).

Bu nedenle, bu 'protein katlanma bozukluklarinin' etkili ve hassas bir sekilde tespit
edilmesini saglayan teknolojilerin gelistirilmesi zorunludur. Boylelikle, hastaliklarin
tedavisinde ciddi 6nem arz eden patolojik mekanizmalarin erken tespit edilmesi ve daha 1yi

anlasilmasi saglanabilecektir.

Bir biyosensor, bir molekiiler tanilama birimiyle bir fizikokimyasal transdiiseri
birlestiren biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanir. Son yillarda egilim, molekiiler diizeye
yaklagmak adina minyatiirize edilmis yiiksek verimlilikte cihazlar gelistirmek iizerinedir. Bu

egilim, yiiksek kapasiteli cihazlar, basit destekleyici sistemler, tiretimde diisiik maliyet ve
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hizli cevap siiresi gibi ¢ok degerli avantajlara sahiptir. Klinik testlerde kullanilacak bir
biyosensor i¢in cihazin spesifitesini karsilayan spesifik belirteclerin  tanimlanmasi
gerekmektedir (Taitt ve ark. 2005). Biyosensorlerin, kolay kullanimlari, ucuz olmalari, hizl,

saglam ve hatta multi-analiz imkan1 sunmasi gibi avantajlar1 vardir (Mittal ve ark. 2017).

Norodejeneratif hastaliklarda, kesin bir tedavi yolu heniiz yoksa da, gelistirilmekte
olan ilaglarin erken déonemde uygulanmasi hastaligin yavaslatilmasinda 6nem arz etmektedir.
Erken teshis ayrica hastaligin ilerleyisini yavagslatmak igin, bireylerin yasam tarzinda

degisiklik yapmasina da imkan verebilmektedir.

Geleneksel olarak norodejeneratif hastaliklarin teshisi, hastada spesifik semptomlarla
iligkili klinik bir muayene, hastanin daha onceki tibbi ge¢cmisinin dikkate alinmasi ve klinik
laboratuvar testleri ile iliskilendirilmesini kapsar. Insan genomunun kodlarmin ¢dziilmesi,
spesifik norolojik bozukluklarla iligkili proteomik ve genetik biyolojik belirteclerin
tanimlanmasin1 miimkiin kilmistir. Kimyasal yapisinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi de
dahil olmak {izere birden fazla biyo belirtecin tanimlanmasi, hastaliga ait “molekiiler
imza”nin takip edilmesi anlamina gelmektedir. Bu molekiiler imzanin kliniksel parametrelerle
birlestirilmesi etkili bir tedavinin belirlenmesi siirecinde klinisyenlere olduk¢a yardimci

olmaktadir (Bell ve Kornguth 2007).

Bu noktadan yola c¢ikilarak gelistirilen bu doktora tezinin amaci, Alzheimer ve
Parkinson gibi demansin kritik sekilde tezahiir ettigi ndrodejeneratif hastaliklarin erken
tanisina yonelik, yenilik¢i materyaller kullanilarak tasarlanmis noéro-biyosensor sistemleri
gelistirmektir. Tasarlanan ndro-biyosensdrlerin algilama ve tayin hedefinin kapsaminda; AH
icin 6nemli bir inflamasyon biyobelirteci olan C-reaktif protein, norofibriler plaklar igerisinde
yer alan Tau proteini, PH patogenezinde kritik bir role sahip olan Synuclein alfa ve PARK-7
adli proteinler bulunmaktadir. Laboratuvar ortaminda elektrokimyasal temelli gelistirilen bu
ndro-biyosensor sistemlerinin klinik uygulanabilirligi, goniillii bireylerden alinan serum sivisi,
beyin omurilik sivist ve tilikiiriik Orneklerinde gerceklestirilen oOlgiimlerle belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Norodejeneratif Hastaliklara Genel Bir Bakis

Norodejeneratif hastaliklar, sinir sisteminin belli bolgelerindeki hiicrelerin ilerleyici
bir sekilde fonksiyonlarini kaybetmeleri ve akabinde hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi seklinde
tamimlanabilir (Jellinger 2009). Yetiskin sinir sisteminin smirli yenilenme kapasitesi goz
oniline alindiginda, ndronal hiicre 6liimiiniin nérodejeneratif siirecin geri dondiiriilemez ve

yikict bir evresi olduguna isaret etmek miimkiindiir (Dickson ve Weller 2011).

Norodejeneratif hastaliklara 6rnek olarak Alzheimer hastalii, Parkinson hastaligi,
Huntington hastaligi, amiyotropik lateral skleroz, frontotemporal demans ve spinoserebellar
ataksi verilebilir. Bu hastaliklar patofizyolojilerinde cesitlilik gosterir; bazilar1 hafiza ve
biligsel bozukluklara neden olurken digerleri kisinin hareket, konusma ve nefes alma

yetenegini etkiler (Gitler ve ark. 2017).

Norodejenerasyon lizerine yapilan arastirmalarin odagmin biiyiilk kismi ndronlara
yonelmis olsa da, glia hiicrelerinin nérodejeneratif bozukluklardaki rolii de giderek daha fazla
taninmaktadir (Dickson ve Weller 2011). Glia hiicrelerinden olan astrositlerde meydana
gelen reaktif degisiklikler neredeyse her norodejeneratif bozuklugun bir parcasi olarak
gosterilir. Hemen hemen tiim norodejeneratif bozukluklarda rol oynayan bir diger glial hiicre
mikroglialardir (Miller ve ark. 2004). Mikroglialar, neredeyse tiim hiicresel hasarlara cevap
veren mononiikleer fagositik sistem hiicreleridir. Bu hiicreler ayrica noroinflamasyonla da
baglantili hiicrelerdir ki, bu noktada ndroinflamasyonu aktiflestirilmis mikroglia ile
karakterize, beynin dogustan gelen bagisiklik yanitlarini belirtmek i¢in kullanilan bir terim
olarak tanimlamak gerekir. Noroinflamasyonla 06zellikle Alzheimer ve Parkinson

hastaliklarinda siklikla karsilasilir (Eikelenboom ve ark. 2010).

Klinik ve patolojik ¢esitliligine ragmen noérodejeneratif bozukluklarin birgogu,
oksidatif stres ve programlanmis hiicre 6liimii gibi bazi1 temel hastalik siireclerinin yani sira
protein agregasyonunu, protein degragasyonunu veya her ikisini de igcerebilmektedir (Dickson
ve Weller 2011). Noronal kayip, proteinopatiler olarak dzetlenen ve bircok norodejeneratif

bozukluklukta kendini gosteren, yanlis katlanmis proteinlerin hiicre dis1 ve hiicre igi



birikmesine neden olan protein dizilerinin konformasyonel degisiklikleriyle iligkilidir

(Jellinger 2009).

Norodejeneratif hastaliklar1 baslatan temel etkenler farkli olmakla birlikte bunlari
genetik, cevresel ve endojen faktorler olarak toparlamak miimkiindiir. Ancak bu durumlarin
yaglanma iizerindeki patojenik rolii ve temel molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak
anlagilamamistir (Formani ve ark. 2004; Orosz ve ark. 2009). Altta yatan patogenez siklikla
farkli olsa da, daha once de belirtildigi gibi protein agregasyonu, farkli nérodejeneratif
hastaliklarin en c¢arpici ortak 6zelligidir. Bu nedenle norodejeneratif hastaliklar, ilgili
agregatlarin kimyasal yapisina gore siniflverrilabilir. En bilinen 6rnekler, Alzheimer ve prion
hastaliklari, tauopatiler ve a-sininiikleopatilerdir (Cizelge 2.1). Tauopatilerde, mikrotiibiile
bagl protein tau (t) 'nin anormal fosforilasyonu, hiicre i¢i agregasyonu kolaylastirir, o-
sininiikleinin intrandronal agregatlari, Parkinson hastaligina, Lewy cisimcigi demansina ve
coklu sistem atrofisine neden olur. Huntington hastaliginda, poliglutamin agregatlari etkilenen
ndronlarin ¢ekirdeginde bulunabilir. Tiim bu hastaliklarin ortak 6zelligi, farkli proteinlerin
kendi dogal yapilarim1 kaybetmeleri ve B-tabaka bakimindan zengin ve ¢ok benzer yapiya

sahip fibriller olusturarak hiicre i¢inde veya diginda birikmeleridir (Dickson ve Weller 2011).

Cizelge 2. 1. Norodejeneratif hastaliklarda biriken proteinler, formlar1 ve lokalizasyonlari

Hastalik Protein agregati Form Lokalizasyon
Alzheimer hastaligt AP Senil plak Ekstraseliiler
Tau Norofibriller yumak Sitoplazmik
Parkinson hastalig1 a-Synuclein Lewy cisimcikleri Sitoplazmik
Lewy cisimcikli a-Synuclein Lewy cisimcikleri Sitoplazmik
demans
Huntington hastaligt  Poliglutamin Inkliizyon Niikleer
Prion hastaliklar Prp® Amiloid plaklar Ekstraniikleer

Agregasyon siireci iki ayr1 yoldan birini izleyebilir: diizensiz yol; amorf kiimelerin
rastgele olusumuna ve diizenli yol ise simetri derecesi yiiksek yapilarin olusumuna yol acar.
Ikinci siire¢ morfolojik olarak amiloid fibriller olarak tanmnan eksensel olarak simetrik "tek

boyutlu kristaller" in olusumuyla sonuglanir. Tam bu noktada amiloid ifadesini, B-tabakaca-
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zengin fibriller istiflerden olusan bir protein agregati olarak tanimlayabiliriz (Sawaya ve ark.
2007; Nilsson ve ark. 2010).

Proteinlerin amino asit dizilimi, olusan ara dirlinlerin niteligi, proteinin gevresi,
proteinin katlanma ve acilma orani, yukarida bahsedilen agregasyon yollarin1 belirleyen

faktorlerdir (Goldschmidt ve ark. 2010).

1960" 1 ve 1970’ 1i yillarda Glenner, Alzheimer veya Down sendromuyla 6len
insanlarin beyinlerinde bulunan ¢esitli amiloid proteinleri saflastirmaya ve karakterize etmeye
calistt. Uzun yillar ugrastiktan sonra nihayet 1984°te basarili oldu ve amiloid proteininin
saflastirilmasint rapor etti  (Glenner ve Wong 1984). Norodejenerasyonla ilgili bugiin
gelinen noktada yanlis katlanmig proteinlerin sadece hastaliklarin noéropatolojik teshisinde
degil, norodejenerasyonun molekiiler mekanizmasinda da primer rol oynadigir artik

bilinmektedir (Young 2009).

2.2. Alzheimer Hastahgi

Kasim 1901°de Alman noéropsikiyatrist Alois Alzheimer, Auguste D adindaki 51
yasindaki akil hastasin1 izleme aldi. Hastanin oliimiine kadar gecen 5 yillik siirecgte
gozlemledigi ileri hafiza ve dil bozuklugu, yonelim bozuklugu, davranigsal (haliisinasyon,
sanrilar, sinirlilik bozukluklari, paranoya) durumlar ve bununla birlikte saptadigi makroskobik
ve mikroskobik bulgularla bu durumu “serebral korteksin kendine has bir hastalig1” olarak
tanimladi. Dr. Alzheimer' in yiizyilh agkin bir siire once tanimladigr klinik gézlemlerin ve
patolojik bulgularin bir¢ogu, giiniimiizde AH konusundaki anlayisimizin merkezindeki yerini

korumaya devam etmektedir (Emilien ve ark. 2012; Korolev 2014).

Demansin en yaygin nedeni olan Alzheimer hastaligi (AH), biligsel belirtiler,
davranigsal ve psikolojik belirtiler gosteren ve bununla birlikte kisinin giinliik yasam
aktivitelerinin gerceklestirilmesinde giiclilk ¢ekmesine sebep olan kronik bir hastaliktir

(Nahar ve ark. 2017).

Alzheimer hastaligi, serebral korteks ve hipokampusun genis alanlarimi etkileyen ve
araliks1z ilerleyen norodejeneratif bir hastaliktir. Noropatolojik anormallikler, genellikle 6nce

frontal ve temporal loblar1 iceren beyin dokusunda daha sonra da bireyler arasinda degisen
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oranlarda olmak suretiyle neokorteksin diger alanlarina yavas yavas ilerler. Alzheimer
hastalig1 iki farkli protein birikimi ile karakterizedir: senil (noritik plaklar) ve norofibriller
yumaklar. Ekstraselliiler bosluklarda, ve kan damarlarinin duvarlarinda ¢ézlinmeyen amiloid
B formlarmin (AB) birikimi ndritik plaklar1 olustururken, noérofibriler yumak; mikrotiibiil
protein tau'nun noronlarda agrege olmasi ile iliskilidir. AB; presenilin 1 (PS1, PSENI1
tarafindan kodlanmis) ve PS2 (PSEN2 tarafindan kodlanmis) igeren kompleks bir enzim ailesi
(ysekretazlar ve Psekretazlar) tarafindan amiloid Oncii proteininin (APP) proteolitik

boliinmesiyle olusturulur (Sekil 2.1).

Otofaji Peptitler
R
T

;

Fagozom ve lizozom
Proteazom

Intrastoplazmik inkliizyon
Genetik ve gevresel Ubikitinasyon >

faktorler

& = J#— <

Normal saperonlar  gaflanmarms Oligometler Fibriller Ekstraseliiler agregat
protein protein (senil plak)

Sekil 2. 1. Alzheimer hastaliginin 6nerilen mekanizmasi (Shaw ve ark. 2007)

Alzheimer hastaliginin klinik siirecleri incelendiginde c¢esitli alanlarda monoton
gerileme gozlemlenir. Etkilenen bu klinik siirecler; bellek, oryantasyon, konsantrasyon,
hesaplama kabiliyeti, dil kabiliyeti, resim kabiliyetinde degisiklikler ve gesitli islevsel
kapasitelerde kayip olarak sayilabilir. Hastalik ilerledik¢e bu tabloya uzak hafiza bozuklugu,
zaman/mekan algisinin bozulmasi ve lisan bozukluklar1 gibi bilissel eksiklikler de eklenir

(Emilien ve ark. 2012).
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Sekil 2. 2. Alzheimer hastaliginin patolojik gelisimi (Colin ve ark. 2015)

Son yillarda artan kanitlar, Alzheimer hastalifinin patogenezinin néronal boliimle
smirli  kalmadigini, beyindeki immiinolojik mekanizmalarin da dahil edilebilecegini
diisiindiirmektedir. Yanlis katlanmis ve agrege olmus proteinler mikroglia ve astroglia
iizerindeki ilgili reseptorlere baglanarak hastalik progresyonuna ve siddetine katki saglar
(Sekil 2.2). Bu baglanma ile inflamatuar mediyatorlerin salinmasi noroinflamasyonu tetikler
(Heneka ve ark. 2015). AH’nin néroinflamasyonla olan iligkisine katki saglayan bilesenler
arasinda pentraxin akut faz proteinleri, noronal tip nikotinik asetilkolin reseptorleri,
peroksitomal proliferatorlerin aktive ettigi reseptorler, sitokinler ve kemokinler de mevcuttur.
Hem mikroglia hem de astrositlerin AH’nin patolojik mekanizmasinda temel rol oynayan
amiloid P proteinini irettigi gosterilmistir. AB ‘nin kendisinin inflamatuar bilesenlerin
birgogunun aktivasyonuna neden olan bir pro-inflamatuar ajan olarak hareket ettigi

gosterilmistir (Tuppo ve Arias 2005; Zhang ve Jiang 2015).

2016 Diinya Alzheimer raporuna gore diinya iizerinde yaklasik 46,8 milyon insan
Alzheimer tipi demans ile yasamaktadir. 2050 yilina gelindiginde bu sayinin 131,5 milyon
insana ulagsmasi tahmin edilmektedir (Prince ve ark. 2016). Yapilan epidemiyolojik
caligmalara gore 65 yas iistii insanlarda AH’nin prevelanst %10-30 iken, insidansi %]1-3
arasindadir (Colin ve ark. 2015). Amerika Alzheimer Derneginin 2017 raporuna gore,
Amerika Birlesik Devletlerinde 5,5 milyon insan Alzheimer tipi demans hastasidir ve ytlizyilin
ortalarina gelindiginde bu saymin 13,8 milyona yiikselmesi Ongoriilmektedir. Bugiin

Amerika’da her 66 saniyede yeni bir Alzheimer tanis1 alinmaktadir; 2050 yilina gelindiginde,



her 33 saniyede bir yeni Alzheimer demans vakasmin gelismesi beklenmekte ve bu da yilda
yaklagik 1 milyon yeni vakaya tekabiil etmektedir. Yine Birlesik Devletlerde 65 yas tistii
Alzheimer’l1 hastalar i¢in sunulan uzun siireli bakim ve hastaneye yatma hizmetlerinin
2017'deki toplam ckonomik bedelinin 259 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir
(Association 2017).

Tiirkiye Alzheimer Derneginin agiklamalarina gore ise, Tiirkiyede yaklasik 40bin kisi
65 yas Oncesi baglayan gen¢ Alzheimer hastasidir. 65 yas istiinde ise 600 bin insanin
Alzheimer tipi demans tanisit aldigr vurgulanmakta ve bu saymin 20 yil i¢cinde 2 katina

¢ikmasi ongoriilmektedir (Anonim 2018).

2.3. Parkinson Hastalhig:

Parkinson hastaligi (PH) en yaygin goriilen hareket bozuklugu ve merkezi sinir
sisteminin en sik goriilen ikinci ndrodejeneratif hastaligini temsil eder. Hastalik James
Parkinson tarafindan 1817 yilinda ilk olarak "Titrek fel¢" olarak tanimlanmistir (Parkinson
2002).

Parkinson hastaligi (PH) bazal ganglionlarda ve esas olarak da substansiya nigrada
bulunan lezyonlarin sebep oldugu motor veya motor olmayan davranislarda degisken

Olgeklerde bozukluklara yol agan ilerleyici seyreden kronik bir ndrodejeneratif hastaliktir.

Parkinson hastalig1 genellikle 40-70 yaslar1 arasinda, en sik olarak da 50 ile 60 yaslar1
arasinda baglar. 20 yasindan 6nce baglarsa juvenil parkinsonizm adini alir ki bu noktada farkl

bir dejenerasyon oOriintiisii vardir (Waters 2008).

PH’nin patolojik bulgulari, substantia nigranin 6zellikle pars kompaktanin ventral
komponentini iceren bodlgede ileri derecede noéron kaybi oldugu ve ndronlarda Lewy
cisimciklerinin biriktigi yoniindedir. Oliim zamaninda beynin bu bdlgesinin %50-70 oraninda
noronlarini yitirdigi tespit edilmistir (Davie 2008). Substantia nigradaki néronal kaybin sebep
oldugu dopamin eksikligi ve a-synuclein agregatlarini igeren hiicre i¢i inkliizyonlar hastaligin

noropatolojik 6zelliklerini olusturur (Poewe ve ark. 2017).



Biiyiik 6l¢iide a-synucleinden olusan intrandronal protein agregatlari Parkinson
hastalarinin tamaminda bulunur. Parkinson hastaliginin kalitsal bigimlerine neden olan a-
synuclein kodlayan gen olan SNCA'nin nokta mutasyonlarinin varligi, a-Synuclein'in
Parkinson hastaliginda kilit rol oynadigi fikrini kuvvetle desteklemektedir. Yaslanan beyinle
birlikte proteolitik savunma mekanizmalarinda goriilen diisiis a-synuclein birikiminde onemli

bir rol oynayabilmektedir (Vekrellis ve ark. 2011; Nalls ve ark. 2014).

Calismalar, a-synuclein monomerlerinin once oligomerlerin olustugu daha sonra
kiigiik protofibriller ve sonunda da biiyiik ve ¢6ziinmeyen a-synuclein fibrillerinin (Lewy
patolojisini olusturan agregatlar bunlardir) olustugu patojenik bir siireci izleyerek norotoksik
ozellik kazanabildiginin {izerinde durmaktadir (Xilouri ve ark. 2013; Kaushik ve Cuervo
2015; Poewe ve ark. 2017).

a-synuclein'in hiicre i¢i homeostazi, ubiquitin-proteazom sistemi ve lizozomal otofaji
sistemi tarafindan siirdiiriiliir. Bu yollarin genetik ya da gevresel sebeplerden otiirli hasara
ugramasinin yanlis katlanmis proteinlerin yikilamamasina ve Lewy cisimlerinin gittikge

artmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (Poewe ve ark. 2017).

Dopamin iireten hiicrelerin yukarida belirtilen bazi sebeplerden 6tiirii kayba ugramasi
Parkinson hastaliginin motor ve motor olmayan (hareketle ilgili olanlar ve hareketle ilgili
olmayanlar) belirtilerini ortaya ¢ikarir. Motor semptomlar dinlenme halinde uzuvlarda
gorililen titreme (istirahat tremoru), hareketin yavaslamasi (bradikinezi) , kaslarda kasilma
(rijidite), hareket edememe (akinezi), postiir bozuklugu, tutarsiz yiirliylis ve kamburlugu
kapsar. Motor olmayan semptomlar arasinda ise uyku bozukluklari, kabizlik, koku duyusunun
kaybi, depresyon, cinsel islev bozuklugu ve anksiyetite sayilabilir (Jankovic 2003; Jankovic
2008).

Diinya c¢apindaki verilerin meta analizinin yapildig1 bir calismada, yasla birlikte
PH'nin yayginlagtigin1 gosterilmistir (her 100.000 kisi i¢in): 40-49 yas arasinda 41; 50- 59 yas
aras1 107; 55-64 yas arasinda 173; 60-69 yaslarinda 428; 65-74 yil arasinda 425; 707 ila 79
yil arasinda 1087; ve 80 yastan biiyiik 1903'tiir. Cografik veriler analizlendiginde ise 70-79
yas arasindaki PH’li bireylerin Asyaya nispeten; Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralyada
daha yiiksek orvea bulundugu goriilmektedir (Pringsheim, Jette ve ark. 2014). Pek ¢ok
popiilasyonda PH, kadinlara nispeten erkek bireylerde 2 kat daha fazladir. Disi bireylerin
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cinsiyete bagli hormonlari, cinsiyete bagli genetik mekanizmalar ve ¢evresel risk faktorlerine
maruz kalmada cinsiyete 6zgii farkliliklar, kadin bireylerdeki farkliliklari agiklayabilir (Lix ve
ark. 2010; Pringsheim ve ark. 2014; Pinter ve ark. 2015; Poewe ve ark. 2017).

2.4. Norodejeneratif Hastahklarda Erken Tanmmmin Onemi ve Tamda Kullamlan
Biyolojik Belirtecler

Birgok c¢alismada gosterildigi gibi Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligi ve
frontotemporal (FTD) demans gibi norodejeneratif hastaliklarin gelisimi, klinik bulgularin
goriilmesinden yaklasik 10-20 yil 6nce baslamaktadir. Cesitli ndrodejeneratif hastaliklarin
arkasindaki molekiiler mekanizmalar birbirinden farkli olmasina ragmen, bir¢ok siireg,
ornegin ndrit retraksiyonu, sinapslarin fonksiyonunu kaybetmesi, yikilmasi ve nihayetinde
noronal oOliim, genel olarak norodejenerasyonun karakteristigidir (Bredesen 2009;

Sheinerman ve Umansky 2013).

Norodejeneratif hastaliklarda kognitif bozuklugun degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan tani araci, belirlenmis klinik kriterlere dayanmaktadir. Bununla birlikte, 6zellikle
erken evrelerde veya atipik tiirevlerde, hastaliklar arasindaki ayirici tani gii¢ olabilir (Gomez-

Rio ve ark. 2016).

Alzheimer hastaligt norodejeneratif hastaliklar igerisinde en yaygin goriileni
olmasindan otiirti, aktif olarak en sik calisilan ve hakkinda tani araglar1 ve terapotik

tedavilerin en ¢ok gelistirilenidir.

AH’nin tani siireci hastanin egitim durumu, sosyoekonomik diizeyi gibi bilgilerin yer
aldig1 Oykiisiiniin dinlenmesi ve fiziki muayene ile baslar. Daha sonra uygulanan cesitli
noropsikiyatrik testlerle hafiza, dikkat, hesaplama yetenegi, hatirlama, dil gibi kabiliyetleri
olgtimlenir (Ayg¢icek 2017). Genetik baslangicli AH’de 6zellikle APP, PSEN1 ve PSEN2’nin
Olciildiigii Laboratuvar testleri 6nemlidir. Beyin omurilik sivisinda, amiloid, artmis tau
proteini seviyeleri tanida destekleyici olabilmektedir. Norogoriintilleme teknikleri arasinda
MR ve kontrastsiz bilgisayarli tomografi fayda saglayabilmektedir. FDG-PET, beyinde
hipometabolizmanin, fonksiyonel MR (fMR) ve SPECT ise hipoperflizyonun tanilanmasinda
kullanilabilecek tekniklerdendir. frontotemporal demans ve AH ayirict tanisinda PET

goriintilleme olduk¢a fayda saglamaktadir. Amiloid plaklarimin PET ile goriintiilemesi, 3
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amiloid yukiini 6lgmek i¢in kullanilabilir. Bu teknik geng¢ hastalarda ayirici tamida dikkat
cekici olmakla birlikte, yash bireylerde kognitif bozulmadan bagimsiz olarak amiloid
plaklarin birikebilme ihtimali géz Online alindiginda tetkikin ileri yasta spesifitesi
azalmaktadir. AH’nin kesin tanis1 ancak hispopatolojik olarak konulabilir ki bunun da elbette
pratikte uygulanmasi miimkiin degildir (Knopman ve ark. 2001; Foster ve ark. 2007;
Goldman ve ark. 2011).

Parkinson hastalig1 klinik olarak bradikineziye ek olarak esas teskil eden bir motor
ozelligi (rijidite veya istirahat titremesi) ile karakterize edilir. Motor 6zelliklerin bozulmasinin
yani sira PH’da uyku dongiisii, haliisinasyon, duygudurum bozukluklar1 gibi motor olmayan

semptomlar da gozlenir.

Parkinson hastaliginda ‘®F etiketli I-DOPA ve PET kullamilarak striatal dopamin
tiikenmesinin gorsellestirilmesi, 1980'lerin basinda molekiiler beyinsel goriintiilemede bir
atilim oldu. O zamandan beri gesitli nérogériintiileme teknikleri gelistirilmistir. Ornegin, *%I-
ioflupane tek foton emisyonu CT (SPECT) (DaTscan olarak da bilinir), klinik rutinde
kullanim i¢in onaylanmis bir tekniktir. Yapisal manyetik rezonans goriintiileme (MRG),
semptomatik parkinsonu tanimlamada olduk¢a yardimcidir ve gesitli MRG teknikleri atipik
parkinsonizmdeki bazal gangliyonlarda ve infratentorial yapilarda gozlenen spesifik

degisiklikleri ortaya ¢ikarabilir (Garnett ve ark. 1983; Mahlknecht ve ark. 2010; Politis
2014; Stoessl ve ark. 2014).

Bahsedilen tim bu yontemler — o6zellikle norogoriintileme- AH ve PH’nin tani
almasinda ¢ok kiymetli bilgiler sunmakla birlikte klinik belirtileri ortaya c¢iktiktan sonra
tantya yardimci olan araglardir. Ayrica bu araclarin bazilarimin spesifitelerinin diisiik olmasi,
bazilarinda kullanilan etiketli elementlerin yar1 Omriiniin kisa olmasi ve nispeten pahali

teknikler olmalar1 kullanilabilirliklerine sinirlamalar getirmektedir (Henriksen ve ark. 2014).

Yaslt bireylerin otopsi bulgularinda ortaya c¢ikan plaklar, yumaklar ve Lewy
cisimcikleri, AH ve PH’nin klinik 6ncesi fazinin ¢ok uzun siirdiigiinii gdstermektedir ki bu
durum klinik Oncesi fazin karakterizasyonunun hayati bir hedef olmasina yol agmuistir.
Aslinda, AH demansini ortaya ¢ikmasindan sonra iyilestirmek yerine, baglamasini onlemeye
caligmak fikri, on yillar 6nce kok salmisti; bir¢ok arastirici, miyokardiyal ve serebral

enfarktiis gibi AH'min uygun terapi ile Onlenebilecegini 6ne siiriiyordu. Ornegin kan
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basincinin ve kan lipid profilinin 6l¢lilmesinin kalp krizi ve felcin 6nlenmesinde esas oldugu
ve benzer sekilde etkili biyomarkerlarla (biyolojik belirteclerle) risk altindaki kisilerin AH
‘nin klinik belirtileri 6ncesinde tedavi edilebilecegi 6ne siiriilmektedir (Braak ve Braak
1997; Beach 2017).

Tam bu noktada, “biyomarker” (biyobelirte¢) tanimindan ve gelisim siirecinden
bahsetmek gerekir. Pubmed verileri “biyomarker” baslikli ilk yaymm 1980 yilina ait
oldugunu ve meme kanserine ait bir serum biyomarkerindan bahsettigini gostermektedir.
Daha sonra bu alvea g¢alismalarin hiz kazanmasindan 6tiirti 2001 yilinda Amerika Ulusal
Saglik Enstitiisii (NIH) bir biyomarker1 (biyobelirteg) objektif olarak Olciilebilen, terapotik
miidahale i¢in normal biyolojik siireclerin, patojenik siireclerin veya farmakolojik tepkilerin
bir gostergesi olarak degerlendirilebilen bir karakteristik olarak tanimlamistir (Colburn ve
ark. 2001). Diinya Saghk Orgiiti (WHO), biyomarkerlar (biyolojik belirtegler) igin
biyolojik sistemle potansiyel bir tehlike arasindaki etkilesimi yansitan kimyasal, fiziksel veya
biyolojik olabilecek hemen hemen her 6lgiimii igeren ifadesini kullanarak daha genis bir
tamimlama yapmustir. Olgiilen bu yamt, hiicresel diizeyde islevsel, fizyolojik veya

biyokimyasal olabilir (Blennow ve ark. 2015; Beach 2017).

Alzheimer demansinin klinik ayrintilara ve ge¢mise dayanan kesin tanist zor ve
zorlayicidir. Bununla birlikte, tan1 biyomarkerlarin destegiyle kesinlik diizeyine yiikseltilebilir
(Nahar ve ark. 2017). Alzheimer hastaligi demansinin teshisi i¢in Yaslanma-Alzheimer
Birligi Ulusal Enstitiisti biyobelirtegler ifadesini arastirma amagl olarak ve "mevcut oldugu
yerde ve klinisyen tarafindan uygun goriildiiglinde kullanilabilen opsiyonel klinik araglar"
olarak Onermistir. Biyobelirte¢ testi, AH'nin teshisini siirecin kanitina katki saglayarak daha

kesin bir diizeye getirir (McKhann ve ark. 2011; Sheikh-Bahaei ve ark. 2017).

Biyobelirtecler klinik manada farkli amaclarla kullanilabilir: (1) Tanilar arasinda
farkliligr saglamak icin; 6rnegin PH ile diger norodejeneratif bozukluklar arasindaki farki
degerlendirilmesinde. Farkliliklar bulunsa bile, bunlar hasta gruplar1 arasinda bulunur ve
higbiri bireysel hastalarin teshisinde yardimci olmak igin yeterince duyarli degildir. Dahasi,
karsilastirmalar tipik olarak giivenilir tan1 almis hasta gruplar1 arasinda yapilmaktadir ki erken
ya da sorunlu vakalarda taniya yardimei olacak biyobelirteglere ihtiya¢ vardir. (2) Hastaligin
klinik Oncesi agamada tanimlanmasi norodejeneratif hastaliklar i¢in 6zellikle 6nemlidir ve

cogu biyolojik degisiklikler tanidan yillarca O6nce ortaya ¢ikar. (3) Biyobelirtecler, ozellikle
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ila¢ c¢alismalarinda hastalar1 takip ederken de kullanilabilir. Ornegin multipl sklerozda
manyetik rezonans goriintileme (MRI) verilerinin ilag calismalarinda birincil sonlanim
noktast olarak kullanilmas1 gibi biyobelirtegler de kullanilabilir.(4) Biyolojik belirteglerin ¢ok
onemli bir 6zelligi, degisime neden olan temel siireglerin anlagilmasina yardimci olmak ve

boylece siirece miidahale edebilmektir (Le ve ark. 2017).

Ne yazik ki, klinisyenler ve bilim adamlar1 erken teshisin 6nemi ve gerekliliginin
farkinda olmalarina ragmen bugiine dek, prodromal veya preklinik fazda nérodejenerasyonun
baslangicinin kesin olarak tahmin edilmesi i¢in klinik olarak onaylanmis higbir biyolojik
gosterge kullanilamamistir. Bu nedenle, ndrodejeneratif hastaliklarin erken teshisi igin
spesifik biyolojik belirteglerin kesfedilmesi ve tanimlanmasi iizerinde daha fazla ¢aba

harcamaya ivedilikle ihtiya¢ vardir.

Alzheimer Birligi Ronald ve Nancy Reagan Enstitiisii ve Yaslanma Ulusal Enstitiisii
ideal bir biyolojik belirte¢ ve ilgili ¢aligmalarin kriterleri i¢in 1998 yilinda bir kilavuz
yayinladi. Ideal bir biyolojik belirtecin, hastalifin baslangicinda AH’yi yakalayabilecegini,
hastaligin noropatolojisinin en az bir temel 6zelligini tespit edebilecegini, AH'yi diger
demanslardan ayirt edebilecegini ve teyit edilmis AH vakalarinda dogrulama saglayabilmesi

gerektigini bildirdiler.

Biyobelirte¢ adayinin 6ne ¢ikan 6zelliklerinden bazilari su sekilde listelenmistir:

. Fizyolojik yaslanma siireclerini yansitir.

. Merkezi sinir sisteminin temel patofizyolojik siireclerini yansitir.
. Farmakolojik miidahaleye tepki gosterir.

. Yiiksek hassasiyet gosterir.

. Yiiksek ozgiillik gosterir.

. Zaman i¢inde tekrarlanabilir ve glivenilir 6l¢limlere sahiptir.

. Diinya ¢apindaki laboratuvarlarda tekrarlanabilirlige sahiptir.

. Invaziv olmayan, kolay uygulanan testlerde &lgiilebilir olmalidur.
. Uygulanan kisilere zarar vermemelidir.

. Testler diistik maliyetli, basit ve hizli1 olmalidir.

. Tasinma sirasinda stabilitesini koruyabilmelidir.

. Sadece hastane ortaminda degil baska alanlarda toplanan sivilarda da

uygulanabilmelidir.
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] Giivenilir arastiricilarla yapilmis ¢alismalar en az iki bagimsiz calismayla
dogrulanmal1 ve sonuglar1 hakemli dergilerde yaymlanmalidir.

. Alzheimer Hastaligi’n1 saptamadaki tanisal duyarliligr >%85, diger demanslardan
ayirt etmedeki 6zgilliigii >%75’in lizerinde olmalidir (Growdon ve ark. 1998; Kerman ve
Tamiya 2006; Humpel 2011; Hanagasi 2012).

Bu amagla arastirmacilar serum, tikiiriik, beyin omurilik sivist (BOS) ve
biyopsilerdeki olasi potansiyel biyolojik belirtegleri degerlendirmislerdir (Delenclos ve ark.
2016). Serumun yani sira klinik muayene i¢in umut verici alternatif bir yaklasim, beyin
omurilik sivisinda (BOS) bulunan biyokimyasal belirteclerin kullanilmasidir. BOS, beyin ve
omurilikten gelen intersitisiyel sivinin bir devamidir. Beyindeki néropatolojik degisiklikler
veya kritik islevsel yollar1 etkileyen biyokimyasal siirecler BOS’un kompozisyonuna
dogrudan yansir. Alzheimer hastalifi patolojilerine ait BOS belirtegleri dl¢limlenerek
Alzheimer hastaliginin patolojisinin mevcut olup olmadigi belirlenebilir. AH i¢in temel BOS
biyobelirtegleri, amiloid B1-42 (AP1-42), total-tau (t-tau) ve fosfo-taul81 (p-tau) olup
strastyla senil plaklarda AP depolanmasina, néronal 6liime ve tau'nun norofibriller yumrular
icindeki hiperfosforilasyonuna karsilik gelir. AH'li hastalar normal kontroller ile
kiyaslandiginda daha diisiik AB1-42 seviyesi ile daha yiiksek t-tau ve p-tau seviyeleri ve
ozellikle t-tau / AB1-42 veya p-tau / AB1-42 oraninin yiiksekligine % 85-90'a varan hassasiyet
ve ozgilliikle sahiptirler (Galimberti ve Scarpini 2008; Sheikh-Bahaei ve ark. 2017). Tau
ve AP, beyin omurilik sivisindan ELISA ile kolaylikla 6l¢iiliir. AH'li binlerce hastanin yani
sira saglikli ve hastalarda yaygin olarak incelenen AH biyolojik belirtegleridir (Clark ve ark.
2006; Thal ve ark. 2006; Shaw ve ark. 2007).

Alt1 ¢izilmesi gereken nokta, bahsedilen BOS biyobelirteglerinin hepsinin birer
potansiyel oldugu ve tanida hala aday statiisiinde oldugudur. Bununla birlikte bu alanda

yapilan ¢alismalar gittikce hiz kazanmaktadir.

Beyin omurilik sivist ve goriintiileme belirtegleri en ¢ok ilerleme kaydedilen ve
kullanima en yakin olan belirteglerdir. Bununla birlikte, kan temelli biyolojik belirteglerin
uygulanabilir olduguna ve basar1 saglanabilirse, 6zellikle klinik caligmalar baglaminda belirli
bir yere sahip olabilecegine dair umut verici bulgular vardir (Henriksen ve ark. 2014;
Huynh ve Mohan 2017). Kan temelli biyolojik belirteclerin potansiyel avantaji agiktir - kan

alma, diger viicut sivilarina gore daha kolay ve acisizdir ve kan temelli testler, yiiksek
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verimlilik ve ucuz Ol¢limlere sahiptir. Kan temelli belirtegler, zayif yashi insanlarin bile

tekrarlanan Ol¢limler yapmalarina imkan verebilmektedir. Toplumda birinci basamak bakim

hizmetleri veren saglik kuruluslart veya hastanin evinde rutin olarak tetkik edilebilen kan

temelli bir belirteg¢ elde edilebilir. Ayrica kan biyobelirteglerinin bir kismi, BOS ve genetik

biyolojik belirteglere gore diagnostik agidan daha dogru goriinmektedir, ancak daha fazla

dogrulama gereklidir. Bununla birlikte, kan temelli biyolojik belirteglerin merkezi sinir

sistemi hastaliklar1 acisindan zorluklar1 da esit derecede aciktir; periferik kan beyinle

dogrudan baglantili degildir. (Thambisetty ve Lovestone 2010).

Alzheimer hastaligina ait potansiyel - aday biyobelirtegler bulunduklar: viicut sivisina

gore Cizelge 2.2.'de gosterilmistir. Proteomiks alanindaki hizli gelismeler bu tablonun stirekli

yenilenmesini ve validasyonuna katki saglamaktadir.

Cizelge 2. 2. Alzheimer hastaliginin potansiyel biyobelirtegleri

Analit
Tau (tTau ve

pTau)

AP ve antikorlar

a-
Antikimotiropsin
Amiloid onciil

proteini (APP)

Viicut S1visi

Serum, BOS

Serum, BOS

Kan, BOS

BOS

Referans
(Clark ve ark. 2006; Thal ve ark. 2006; Shaw ve ark.
2007; Anoop ve ark. 2010; Genius ve ark. 2012;
Zetterberg ve ark. 2013; Blennow 2017; ElI Kadmiri
ve ark. 2017; Huynh ve Mohan 2017; Henriques ve
ark. 2018)
(Clark ve ark. 2006; Thal ve ark. 2006; Shaw ve ark.
2007; Anoop ve ark. 2010; Humpel 2011; Genius, ve
ark. 2012; Blennow 2017; EI Kadmiri ve ark. 2017;
Huynh ve Mohan 2017; Henriques ve ark. 2018)
(Abraham ve ark. 1988; DeKosky ve ark. 2003; Shaw
ve ark. 2007; Tyagi ve ark. 2013)
(Sennvik ve ark. 2000; Shaw ve ark. 2007; Blennow
ve ark. 2010; Lewczuk ve ark. 2010; Blennow ve ark.
2015; Alexopoulos ve ark. 2017; Huynh ve Mohan
2017; Miiller ve ark. 2017)
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Devam Cizelge 2.2. Alzheimer hastaliginin potansiyel biyobelirtegleri

APP izoformlar

[-Sekretaz (BACE)

CD59

C-reaktif protein

Clg

8-hidroksi-
deoksiguanin

Glutamin sentetaz

Interlokin-6-reseptor
kompleks
Kallikrein

Melanotransferrin

Norofilament

proteins

Nitrotirosin

Oksisterols

S100B

a-2-macroglobulin

Plateletler

Plateletler

Serum,
plazma, BOS
Serum,

plazma, BOS

Serum,

plazma, BOS

BOS, plazma,

idrar
Serum, BOS

Serum, BOS

BOS, plazma
Serum, BOS

BOS

BOS

Plazma, BOS

Kan, BOS
Kan, BOS

(Baskin ve ark. 2000; Padovani, Borroni ve ark.
2002; Shaw ve ark. 2007)

(Chintamaneni ve Bhaskar 2012; Huynh ve
Mohan 2017)

(Shaw ve ark. 2007; Donev ve ark. 2009)

(Shaw ve ark. 2007; Kravitz ve ark. 2009;
Mancinella ve ark. 2009; Thambisetty ve
Lovestone 2010; Humpel 2011; Strang ve ark.
2012; Yarchoan ve ark. 2013; Slevin ve ark. 2015;
Sharma ve Singh 2016)

(Simonsen ve ark. 2007; Zhou ve ark. 2008; Fagan
ve Holtzman 2010)

(Shaw ve ark. 2007; Pantel ve Hampel 2010)

(Tumani ve ark. 1999; Sultana ve Butterfield
2010; Timmer ve ark. 2015)

(Shaw ve ark. 2007; Chalaris ve ark. 2011;
Chintamaneni ve Bhaskar 2012)

(Diamveis ve ark. 2000; Ashb ve ark. 2010)
(Rachakonda ve ark. 2004; Bailey 2007; Aftab ve
Waraich 2012)

(Tortelli ve ark. 2012; Scherling ve ark. 2014;
Wurtman 2015)

(Sunderlve ve ark. 2006; Shaw ve ark. 2007;
Galasko ve Montine 2010; Butterfield ve ark.
2011)

(Thambisetty ve Lovestone 2010; Leoni ve Caccia
2011; Lehmann ve ark. 2013)

(Chintamaneni ve Bhaskar 2012)

(Song ve ark. 2009; Anoop ve ark. 2010; Dursun
ve ark. 2015; Huynh ve Mohan 2017)
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Devam Cizelge 2.2. Alzheimer hastaliginin potansiyel biyobelirtegleri

Apolipoprotein E BOS (Huynh ve Mohan 2017)
(APOE)
Neurogranin (ngrn) BOS (Kester ve ark. 2015; Blennow 2017; Huynh ve
Mohan 2017; Henriques ve ark. 2018)
YKL-40 BOS (EI Kadmiri ve ark. 2017; Huynh ve Mohan 2017)
Visinin-like-protemn- BOS (El Kadmiri ve ark. 2017; Huynh ve Mohan 2017)
1 (VILIP-1)
Isoprostatanlar (Mufson ve Leurgans 2010; Henriques ve ark.
2018)
Tiimdr Nekrozis (Sharma ve Singh 2016)
faktor a
NFL neurofilament Kan (Zetterberg ve ark. 2016; Blennow 2017)
light
Transforming (Chintamaneni ve Bhaskar 2012)

growth factor

Parkinson hastaligi genellikle klinik 0ykii ve motor semptomlara dayanarak teshis
edilir. Motor semptomlar ortaya ciktiginda, substantia nigra (SN) pars compacta'daki
dopaminerjik ndronlarin % 60' inin ¢oktan kaybedildigi ve hastaligin biyolojisinin orta veya
ge¢ evrede oldugu disiiniilmektedir (Le ve ark. 2017). Bununla birlikte hastaliga ait
norodejenerasyon yillar dnce baglamaktadir (Parnetti ve ark. 2013). Ayrica, sinirlt klinik ve
beyin goriintiileme degerlendirmesi disinda, tipik olarak pahali olan Parkinson hastaliginin
progresyonunu izlemek veya deneysel tedavilerin etkinligini degerlendirmek icin belirlenmis

bir objektif ve / veya etkin yontem bulunmamaktadir (Hong ve ark. 2010).

PH i¢in erken tani, hastaligi tedavisinin gelistirilmesine yonelik giincel ¢abalar goz
online alindiginda oOncelik tasimaktadir. Ayrica, PH tanisinin dogrulugunun arttirilmasi,
hastaligin ¢oklu sistem atrofisi (MSA), ilerleyici supraniikleer palsi (PSP) ve kortikobazal
dejenerasyon (CBD) gibi diger parkinsonizm bigimlerinden ayrilmasia yardimci olacaktir.
Gelistirilecek biyobelirtegler PH’nin tanimlanmis olan alt tiplerinin birbirinden ayirt

edilmesini de saglayabilecektir (Wu ve ark. 2011; Marras ve Lang 2012).
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PH i¢in gilivenilir biyolojik belirteclerin  bulunmasi i¢in yogun arastirmalar
stirmektedir. Beyin omurilik s1visi (BOS), yasayan hastalarda PH’nin biyolojik belirte¢lerinin
potansiyel bir kaynagidir, ¢ilinkii hastalikli beyin ile dogrudan temas halindedir. BOS havuzu
proteinlerini, hem kan temelli proteinler hem de beyin dokusu temelli proteinler
olusturmaktadir (Van Dijk ve ark. 2010).

Diger norodejeneratif hastaliklarda da oldugu gibi PH’de de biyolojik belirtecleri
genetik temelli, goriintiilleme temelli ve BOS-kan temelli biyobelirtecler olarak ayirmak

miimkiindiir (Poewe ve ark. 2017).

PH’nin erken tanisi i¢in pek c¢ok biyobelirteg Onerilmistir, bunlar arasinda en g¢ok
calisilanlar1 ve en etkin olanlar1 a-siniiklein, DJ-1 (Parkinson hastaligi protein-7), ve bazi
lizozomal enzimlerdir (Parnetti ve ark. 2013). PH’ye ait baz1 potansiyel biyobelirtegler

Cizelge 2.3.”de verilmistir.

Cizelge 2. 3. PH i¢in potansiyel biyobelirtegler

Analit Viicut Sivisi Referans

Siniiklein alfa BOS (Hong ve ark. 2010; Stefanis 2012; Parnetti ve
ark. 2013; Gao ve ark. 2015; Atik ve ark. 2016;
Bergstrom ve Ingelsson 2016; Shalash ve ark.
2017)

DJ-1 (PARK-7) BOS, tiikiirik | (Hong ve ark. 2010; Devic ve ark. 2011,
Parnetti ve ark. 2013; Masters ve ark. 2015;
Ariga ve lguchi-Ariga 2017; Poewe ve ark.

2017)

Apolipoprotein A1 | Plazma (Qiang ve ark. 2013; Chahine ve ark. 2014;
Swanson ve ark. 2015)

Urat Serum (de Lau ve ark. 2005; Chahine ve ark. 2014; Le

ve ark. 2017)

2.5. C-reaktif Protein

C reaktif protein (CRP) 1930'da Rockefeller Universitesinden William S. Tillet ve
Thomas Francis tarafindan kesfedildi. Bu arastirmacilar, akut pndmokok pndmonili hastalarin
kanlarindaki bir maddenin bakterilerin hiicre duvarinda bulunan C-polisakkarit ile reaksiyona

girdigini tespit ettiler. C reaktif madde adin1 verdikleri bu madde enfeksiyonlarin seyrinden
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¢ok Once ortaya c¢ikmaktaydi ve kanda yiiksek konsantrasyonlarda bulunuyordu. Hasta
enfeksiyondan kurtuldugundaysa, kanda bu maddeye rastlanamiyordu. CRP' nin C-
polisakkarit ile etkilesimi, tamponda kalsiyumun varligmma bagliydi. Maddenin bir protein
oldugu tespit edildiginde, C reaktif protein veya CRP adini1 ald1 (Tillett ve Francis 1930; Du
Clos ve Mold 2004).

CRP, insanlarda yalnizca yaklasik 75 yil once kesfedilmesine ragmen, antik bir
molekiildiir; at nali yengeci ya da Limulus polyphemus gibi uzak tiirlerde dahi mevcut bir
proteindir (Sekil 2.3.). At nali yengeci antik bir tiirdiir ve mevcudiyeti diinyadaki dinozorlarin
ortaya ¢ikmasindan 70 milyon yil Oncesine dayanmaktadir. Bu organizmalar enfeksiyona
karst savunma mekanizmalarint CRP’nin yani sira lektinler, limulin ve serum amiloid P

bileseni (SAP) gibi molekiillere bor¢ludurlar (Du Clos ve Mold 2004).

CRP, disk benzeri merkezi bir gbzenek etrafinda simetrik olarak diizenlenmis, her biri
23 kDa olan, non kovalent bagli bes 6zdes alt birimden olusan “pentraxin” ailesinden bir akut
faz proteinidir. Diskin bir yiizii ligand baglama yiiziidiir ve B olarak belirlenmistir. B yiizi,
protomdr basina bagl iki kalsiyum iyonunun varligr ile karakterizedir. Kalsiyum iyonlari
molekiiliin kararlilig1 ve ligandlarin baglanmasi i¢in 6nemlidir. Karsit A yiiziiniin ise Clq ve
Fc reseptorleri ile etkilesime girdigi diisiiniilmektedir. A yliziinde bir yarik, protomdriin
merkezinden pentamerin merkezi gézenegine kadar uzanir ve bu yarik sinirlart boyunca Asp-
112 ve Tyr-175 de dahil olmak iizere CRP'nin Clg'e baglanmasi i¢in kritik olan kalintilari
icerir. Protomorler kovalent olmayan baglarla bir arada tutulur ve eger yliksek pH ile ayrisirsa
yeniden birlestirilemezler. CRP'nin yiiksek konsantrasyonlarda, kendi kendine toplanma
egilimi vardir. Pentamer, 1sitmaya ve proteaz saldirisina kargt dayaniklidir (Agrawal ve ark.

2001; Black ve ark. 2004; Du Clos ve Mold 2004).
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Sekil 2. 3.CRP'nin 3 boyutlu yapisi (Steven Black ve ark. 2004)

CRP, tanimlanan ilk akut faz proteinidir ve iltihaplanma ve doku hasarinin hassas bir
sistemik belirtecidir. Akut faz tepkisi; doku hasari, enfeksiyon, inflamasyon ve malign
tiimorler igin non-spesifik fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri igerir. Insanlarda, CRP'nin
plazma seviyesi, akut bir inflamatuar uyaran sonrasinda, hepatositlerin sentezini artirarak,
1000 kat veya daha fazla olarak belirgin bir sekilde yiikselebilir (Black ve ark. 2004).
Konsantrasyonunun akut faz yanitindaki ani yiikselmesi ve sonrasindaki hizli disiisiin yani
sira, dilirnal varyasyon gostermemesi ve cinsiyet ile yas gibi ozelliklerde farklanmamasi

dikkat gekici biyolojik ozelliklerindendir (Sisman ve ark. 2007).
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Sekil 2. 4. CRP proteininin amino asit bilesenlerinin molekiiler gosterimi, (B) fosfokolin, (C)
o-fosforiletanolamin, (D) floreseinamin (Algarra ve ark. 2013)

Inflamasyon belirteci olmasinin yaninda, bu kadim protein pek ¢ok biyolojik isleve de
sahiptir. Biyolojik zarlarin yapisinda bulunan fosfokoline kalsiyum aracili olarak baglanir. Bu
baglanmayla aktive olan bu yolak, fosfokolin igeren mikroorganizmalarin, 6lii ya da hasarli
hiicrelerinin fagositozunu saglar. CRP’nin bu mekanizmasi, dogal savunma sisteminin ilk
adimidir. Ayrica CRP’nin VLDL ve LDL’nin yapisina girdigi de ileri stiriilmektedir. Nekrotik
ve apoptotik doku hiicrelerinin temizlenmesine katki saglayarak hasarli dokunun iyilesmesine
yardimci olur. Ancak bagisikligin diger elemanlar1 gibi, metabolizmaya sagladig: faydalarinin
yani sira zararlart da mevcuttur (Sisman ve ark. 2007). Sekil 2.4. CRP’nin yapisinda bulunan

aminoasitleri gostermektedir.

Saglikli gen¢ eriskinlerde CRP’nin ortalama konsantrasyonu 3,0 mg/L iken bir
inflamasyonla karsilagildiginda 10 bin kat artarak 500 mg/L’ye varabilir. Plazma CRP, sadece
sitokin IL-6'nin transkripsiyonel kontrolii altindaki hepatositler tarafindan tiretilmektedir.
CRP'nin plazma yarilanma omrii yaklagik 19 saattir ve saglikta da hastalik kosullarinda da

sabittir, boylece dolagimdaki CRP konsantrasyonunun tek belirleyicisi sentez hizidir,
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dolayisiyla bu durum CRP iiretimini uyaran patolojik siirecin niteligini dogrudan yansitir

(Pepys ve Hirschfield 2003).

CRP’nin kardiyometabolik hastaliklarin patogenezinde ve bilhassa aterosklerozda
onemli bir inflamasyon belirteci olduguna dair dikkat ¢ekici ¢alismalar vardir (Sisman ve
ark. 2007; Packard ve Libby 2008; Uno ve Nicholls 2010). Bununla beraber, CRP obezite
(Fernandez-Bergés ve ark. 2014; Motie ve ark. 2014; Babaei ve ark. 2015) ve diyabette
(Wang ve ark. 2013; Dezayee ve Al-Nimer 2016) onemli bir diagnostik parametredir.
Ayrica, c¢esitli kanser tlrlerinde CRP’nin hem diagnostik hem de prognostik belirteg
olabilecegini belirten ¢alismalar mevcuttur (Pierce ve ark. 2009; Allin ve Nordestgaard
2011; Hong ve ark. 2012; Martino ve ark. 2013).

CRP ve amiloid P’nin i¢inde bulundugu pentraxinler, viicudun bir¢ok patolojik
durumunda bulunan bir akut faz proteini ailesidir. Doku hasarindan veya inflamasyondan
sonra seviyeleri Onemli Ol¢lide yiikselme egilimi gosterir (Tuppo ve Arias 2005).
Noroinflamasyon, merkezi sinir sisteminin bagisiklik yanitlarinin genis bir yelpazesini
tanimlamak i¢in kullanilan, periferik inflamasyondan farkli olarak mikroglia ve astrositler gibi
hiicrelerle ilgili bir terimdir. Endotelyumun son derece 6zellesmis bir formu olan kan beyin
bariyeri, periferik inflamasyondan tiiretilen pro-inflamatuar mediatorler icin gegirgenlik
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda bu mediatorleri serbest birakmak, iletmek ve lokositin
beyne gecisine izin vermek icin uyarilabilir. Bu noroinflamatuar yanit; sinaptik bozukluk,
noronal 6liim ve beynin igindeki c¢esitli hastalik patolojilerinin alevlenmesi ile sonuglanir
(Lyman ve ark. 2014). Noroinflamasyonun pek cok potansiyel belirteci vardir; bunlar
icerisinde yer alan CRP; IL-6 ve IL-1 aktivasyonunun aracilik ettigi inflamasyonunun genel
bir tan1 belirteci olarak kullanilir. Esas olarak hepatositler tarafindan iiretilen CRP’nin, senil

plaklar ve norofibriler yumrular ile iliskili oldugu bulunmustur (Osera ve ark. 2012).

Yapilan ¢aligmalar CRP’nin Alzheimer’l1 bireylerde potansiyel bir belirte¢ oldugunu
(Cizelge 2.2), konsantrasyonunun arttigii (O'Bryant ve ark. 2013; Yarchoan ve ark.
2013; Gong ve ark. 2016) ve yine AH’li hastalardan alinan beyin kesitlerinde senil plaklar ile
birlikte lokalize oldugunu gostermistir (Strang ve ark. 2012). Hastaligin ilerleyen yasla
birlikte ilerlemesi CRP’nin konsantrasyonunu daha da arttrmistir ki bu durum
norodejenerasyonun inflamasyon elemanlariyla indirekt bir iletisim halinde oldugununun

gostergesi olarak sayilmistir (Kravitz ve ark. 2009).

22



2.6. Tau proteini

1975 yilinda, tau proteini, domuz beyininden mikrotiibiile bagli bir faktor olarak izole
edildi. Bir o6nceki yil, Alzheimer hastalig1 olan bireylerin beyinlerinde norofibriler yumrularda
eslestirilmis bir heliks filament (PHF) proteini tespit edildi, ancak 1986 yilina kadar PHF
proteini ile tau’nun ayn1 oldugu kesfedilemedi (Igbal ve ark. 2016).

Memeli MSS gelisim silireci noronlarin olusumu, gogii ve farklilagmasina ihtiyag
duymaktadir. Bu hiicresel olaylarin her biri son derece dinamik bir mikrotiibiil hiicre
iskeletine ihtiya¢ duyar. Ayrica, mitozda kromatidlerin ayrilmasi, go¢ sirasinda c¢ekirdek
translokasyonu ve ndritlerin biliylimesi i¢in de gereklidir. Mikrotiibiiller, genlerin ve
proteinlerin en biiyiik ailelerinden birinin iki iiyesi olan a- ve B-tubulin'in kiiresel bir

altbirimlerinden olusan polimerlerdir (Avila ve ark. 2016).

Tau esas olarak aksonlarda bulunan ve mikrotiibiillere baglanarak onlari stabilize eden
normalde katlanmamis halde bulunan bir proteindir. Mikrotiibiiller hiicre iskeletini olusturur
ve hiicrenin yapisal biitiinliigiinii korumak ve besin maddelerini hiicre gévdesinden sinaptik
terminallere tasimak agisindan kritik 6neme sahiptir (Spillantini ve Goedert 2013; Dani ve
ark. 2016).

Insan tau proteini, 17 nolu kromozom iizerinde bulunan MAPT geni tarafindan
kodlanir. MAPT geni 16 ekson icermektedir; ekson 0 ve 14 transkribe edilmekte ancak
translasyona ugramamaktadir. insan merkezi sinir sisteminde, tau proteini, ekzon 2, 3 ve
10'un alternatif birlesmeleri neticesinde, alt1 tau protein izoformunu (37-46 kDa'lik) iireten 6
kb'lik bir mRNA transkriptinden déniistiiriiliir (Guo ve ark. 2017). Izoformlar, mikrotiibiil
baglanma tekrarlarinin sayisinda farklilik gosterir ve tau, 3- tekrar (3R) veya 4-tekrar (4R)
formlarinda mevcut olabilir (Dani ve ark. 2016). Tau ifadesi, yetigskin insan beyninde, tau'
nun alti izoformunun tiimiiniin merkezi sinir sisteminde eksprese edildigi, fetal beyinde
yalnizca en kisa tau izoformunun eksprese edildigi sekilde diizenlenir. Saglikli yetiskinlerin
serebral korteksinde yaklagik olarak esit miktarda 3R ve 4R tau izoformlar1 mevcuttur (Guo
ve ark. 2017). Farkli tau izoformlar1 farkli mikrotiibiil dinamiklerini diizenler (Avila ve ark.
2016).
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Tau'nun mikrotiibiillere baglanma kabiliyeti ayn1 zamanda, proteinin fosforilasyon,
glikosilasyon, glikasyon, ubikuitinasyon, sumoilasyon ve nitrasyon yoluyla modifikasyonu ile
de diizenlenir (Stoothoff ve Johnson 2005; Dani ve ark. 2016). Tau; 45 serin, 35 treonin ve
5 tirozin kalintis1 bulunan 85 varsayimsal fosforilasyon alani ihtiva eder. Saglikli beyindeki
tau, tiibiilin ile etkilesimi ve mikrotiibiil birlesiminin ger¢ceklesmesi i¢in optimal olarak protein
molil basina 2-3 mol fosfat igerir. Tau iizerindeki potansiyel fosforilasyon alanlarinin sayisi
g6z Oniine alindiginda, fosforilasyonun tau’nun fizyolojik fonksiyonu iizerinde derin bir etkisi

oldugu sasirtict degildir.

Normal bir olgunlukta tau'nun on kat fazlasinin iizerinde noron tiibiilin bulunur.
Tau'nun nodronal konsantrasyonu ~ 2 uM'dir ve ~ 100 nM'lik bir Kd'de mikrotiibiillere
baglanir. Bu nedenle pratik olarak tiim tau’nun, hiicrede mikrotiibiillere bagli oldugu

diistintliir (Igbal ve ark. 2010).

Patolojik kosullar altinda tau’nun fosforilasyonu artar, bu da mikrotiibiillere olan
afinitesini diistirerek hiicre iskeletinde -0zellikle néronlarda- dengesizlesmeye neden olur.
Dort mikrotiibiil baglama tekrarlarinin her birine denk konumlarda bulunan Ser262, Ser293,
Ser324 ve Ser356 kalintilarinin fosforilasyonu, Tau’nun mikrotiibiile baglanmasini azaltir. In
vitro ¢aligmalar Thr214, Thr231 ve Ser235'deki fosforilasyonun tau'nun mikrotiibiillerden
ayrilmasina sebep oldugunu gostermistir. Bu bulgular, mikrotiibiil baglanma alan1 disinda

kalan tau bolgelerinin de tau'nun hiicre iskeletiyle olan iliskisini etkiledigini gostermektedir
(Guo ve ark. 2017).
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Sekil 2. 5. Tau proteinin mikrotiibiil yapisinda yeri ve norofibriller yumaklarin olusumu ile
mikrotiibiillerin par¢alanmasi (Fitzpatrick, Falcon ve ark. 2017)

Tau’nun anormal fosforilasyonu ile protein agregasyonu arasinda kokli bir baglanti
vardir. Tau fosforilasyonu tau'nun mikrotiibiillere baglanmasin1 azaltarak mikrotiibiiliin
stabilitesinin azalmasina sebep olur (Sekil 2.5.). Yapidan ayrilmis olan tau kendi kendine
agrege olarak, once oligomerlerini sonra da yiiksek dereceli tau agregatlarini olusturur. Bu
agregatlar norotoksik etkileriyle Alzheimer hastaliginda noronal disfonksiyona ve akabinde
noronal oOlime yol acar. Bu durum iki teoriyle agiklanabilir. Birincisi yiiksek tau
fosforilasyonu, tau'yu mikrotiibiillerden ayirir ve akson mikrotiibiil biitlinliigiinii tehlikeye
atarak sinaptik disfonksiyonu indiikleyen aksonlardan somatodendritik bélmeye tau hatalarini
uyarir. Ikincisi ise, taunun fosforilasyonu, hiicre i¢i degragasyon yolunu alt iist edebilir.
Ornegin, Ser262 veya Ser356 iizerinde fosforile olmus tau, 1s1 sok proteini 70-90
kompleksinin C terminiisii  tarafindan tanmmmaz ve bu nedenle proteazomun

degradasyonundan korunmus olur (Guo ve ark. 2017).
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Yapilan caligmalar, AH'deki norofibriler yumaklarin hakim bilesenlerinin ¢ift sarmal
ve diiz filament oldugunu ortaya koymustur; her iki filament tipi de ¢ogunlukla anormal
derecede fosforile olmus tau proteininden kaynaklanir. Merkezi sinir sistemine ait 6 tau
izoformunun ger¢ek molekiil agirlig1 araligr 37-46 kDa'dir. Bununla birlikte, AH’li beyinden
ekstrakte edilen norofibriler yumaklardaki Tau’nun SDS-PAGE iizerinde, goriinen molekiiler
agirliklar1 68, 64 ve 60 kDa lik 3 banttir. insanin beyninden ¢ikarilan tau'nun gercek ve
goriiniir molekiil agirliklart arasindaki bu uyugsmazligin nedeni, translasyon sonrasi
modifikasyonun ve degisken SDS baglanmasinin kombinasyonundan kaynaklanmaktadir
(Guo ve ark. 2017). Ayrica ortaya ¢ikan bazi kanmitlar, Ap ve tau agregatlar1 arasindaki
karmasik bir patolojik iligkiyi de desteklemekte ve bu, mikroglial aktivasyonun da dahil

oldugu noéroinflamasyon siirecini i¢erebilmektedir (Dani ve ark. 2016).

Alzheimer patolojisi ile ilgili geldigimiz noktada, Tau ve hiperfosforillenmis tau’nun
AH’nin ana patolojik degisikliklerini yansitan beyin omurilik sivis1 biyo belirteglerinden
oldugunu sdyleyebiliriz. AH hastalarinin BOS'undaki yiiksek tau diizeyi beyindeki noronal
hasar ve dejenerasyon yogunlugu hakkinda fikir verebilmektedir (Rosén ve ark. 2013). T-tau
ve P-tau i¢in en sik kullanilan 6l¢lim yodntemi, tau'nun tiim izoformlarin1 fosforilasyon
durumundan bagimsiz olarak tespit eden monoklonal antikorlara dayali ELISA'dir. Kandaki
Tau diizeylerini analiz etmek icin kullanilan immiinoassayler de gelistirilmistir (Hampel,
Blennow ve ark. 2010; Lu, Zhu ve ark. 2015). Fakat AH veya norodejenerasyonun
belirlenmesi i¢cin BOS tau'ya gore kan tau’nun potansiyeli daha diisiiktiir (Gozes ve ark.
2017).

2.7. Synuclein alfa (SYN alfa)

1985 yilinda “Torpido californica” adli bir baligin kolinerjik sinaptik vezikiillerinden
saflastirilmis bir antikora karsi 143 amino asitlik (AA) noron spesifik bir protein tespit edildi.
Dahas tespit edilen bu proteinle yiiksek homolojiye sahip bir sican beyninden de 140-AA'lik
bir protein tespit edildi. Arastiricilar bu proteine, noronlarin hem sitoplazmasinda hem de
¢ekirdeginde bulunmasindan 6tiirii “synuclein” adini verdiler, lakin daha sonraki ¢alismalar
siniikleinin ¢ekirdekteki lokalizasyonunu dogrulayamamistir. Torpido baligindaki sintikleinler
molekiil agirliklarma gore 17.5 kDa, 18.5 kDa ve 20 kDa olmak lizere li¢ ana alt smifta
smiflandirilmistir. 17.5 kDa olan iglerinde agirlikli olarak en fazla eksprese olandir
(Emamzadeh 2016).
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Synucleinler, alfa-, beta- ve gama-siniikleini igeren kii¢iik ¢Oziiniir proteinlerin bir
ailesidir. Goreceli olarak kii¢iik bir protein olan 140 AA’lik a-Syn, beyinde biiyiik orvea
presinaptik terminallerde eksprese edilir ve bu nedenle néronal membranin stabilitesini
modiile etmekte, presinaptik sinyali etkilemekte ve vezikiiler transfer trafiginde rol
oynamaktadir. Ayrica, a-syn, sitozolik beyin fraksiyonlarindaki ¢oziinebilir toplam proteinin
% 1'ini olusturur, bu da noronal fonksiyonda ©nemli bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. a-syn, esasen bir hiicre i¢i protein olmasina ragmen, BOS, kan ve plazma
gibi biyolojik sivilarda da bulunur (Atik ve ark. 2016). a-synuclein ekspresyonu, sinirsel
gelisim sirasinda, sinirsel fenotipin belirlenmesini takiben ve sinaptik baglantilarin
kurulmasmin ardindan indiiklenir. Bu veriler a-synuclein'in sinaptik iletim modilatori

olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir (Stefanis 2012).

a-Syn, N-terminalinde lipit baglayan a-sarmal; amiloid baglayici merkezi alan (NAC)
ve C-terminalinde asidik kuyrugu olmak {izere ii¢ alana sahip kii¢lik bir asidik proteindir. -
Syn, a-sarmal yapisin1 fosfolipidlere baglanarak ya da sitozoldaki katlanmamis
konformasyonunu sergileyerek gosterebilir; bu da, dinamik yapisina dayanan farkli hiicresel
konumlarda belirli roller oynadigini diisiindiirmektedir. o -syn'nin N-terminal bolgesi (1-87
no’lu kalintilar), yedi seri 11-AA tekrar igeren pozitif yiiklii bir bolgedir. a-syn'nin lipid ¢ift
tabakalarin1 bozma kabiliyeti, bu tekrar dizileri sayesindedir. Bu tekrarlar; a-syn sarmal
yapiy1 indiikleme ve ardindan a-syn'nin B-yapilari olusturma egilimini azaltmasi sayesinde a-
syn-lipid etkilesiminde 6nemlidir. a-syn'nin ¢ekirdek bdlgesi (61-95 no’lu kalintilar) - ayni
zamanda NAC olarak da bilinir- fibril olusumu ve agregasyon siirecine katilir. a-Syn'nin C-
terminal bolgesi (96-140 no’lu kalintilar), 10 Glu ve 5 Asp kalintisi iceren 43-AA
kalintilarinin asidik bir kuyrugudur. Yapisal olarak a-syn'nin C-terminal bolgesi, diisiik
hidrofobik 6zellige yiliksek net negatif yilike sahiptir. In vitro ¢aligmalar, a-Syn
agregasyonunun, bu negatif yiikleri notralize eden pH diisiisii ile indiiklenebilecegini ortaya
koymustur. a-syn'in C-terminal bolgesi ile NAC bolgesi arasindaki bir etkilesimin a-Syn

+ .
& in

agregasyonunun inhibisyonundan sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Dahasi, A
varliginda, a-syn'nin C-terminal bdlgesi bu metal iyonuna baglanir ve bu nedenle C-terminal
bolgesinin NAC ile birlikte sagladigi a-syn agregasyonunun inhibe edilmesi zarara ugrar.
Serin 129'un fosforilasyonu C-terminal bolgesinin inhibe edici 6zelliginden 6tiirii onemlidir,
¢linkii serin 129' un defosforilasyonu a-syn agregasyonuna neden olur (Sode ve ark. 2007;

Emamzadeh 2016). a- siniiklein’nin metabolizmadaki fonksiyonu tam olarak anlasilmamakla
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birlikte, asagida bahsedilen fonksiyonlarla bu proteinin iliskili olduguna dair caligsmalar

vardir.

e Protein kinaz C aktivitesini azaltarak dopaminerjik noronlarda apoptozun
bastirilmasi (Jin ve ark. 2011)

e Glukoz seviyelerinin diizenlenmesi (Geng ve ark. 2011)

e Kalmodulin aktivitesinin modiilasyonu (Martinez ve ark. 2003)

e Molekiiler saperon olarak davranmak (Park ve ark. 2002)

e Coklu doymamis yag asitlerinin seviyelerinin korunmasi (Ruipérez ve ark.
2010)

e Antioksidan gibi hareket ederek vezikiillerdeki doymamis lipidlerin
oksidasyonunu 6nlemek (Zhu ve ark. 2006)

e Noronal farklilasma (Ostrerova ve ark. 1999)

e Dopamin biyosentezinin diizenlenmesi (Peng ve ark. 2005)

e Vezikiil trafigini modiile etme (Scott ve Roy 2012)

Lewy cisimcikleri ve Lewy noritleri, PH'deki néronlar igerisinde biriken anormal
inkliizyonlardir. Lewy cismi ve Lewy norit patolojisi, Lewy cisimcigi demansi (LBD) ve
coklu sistem atrofisi (MSA) dahil olmak iizere cesitli diger norodejeneratif hastaliklarda
tanimlanmistir, ancak bu protein agregalarinin 6dnemi heniiz belirlenememistir. Bu Lewy
cisimcikleri ve Lewy noritlerinin en dnemli bileseni ¢ozlinmez halde bulunan a-siniiklein
fibrilleridir ve bu duruma en sik olarak PH’li hastalarin amigdalalarinda ve striyatumlarinda

karsilasilmistir (Rocha ve ark. 2018).

PH patogenezinde a-synuclein'in 6nemi goz Oniine alindiginda, pek ¢ok ¢alisma bu
proteinin potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasi iizerine yogunlasmistir (Stefanis
2012). a-synuclein'in ¢oéziinmeyen fibril formundan ziyade ¢oziiniir oligomerik formunun
yliksek seviyelerinin PH'de patojen bir tiir olabilecegi varsayilmaktadir. Coziiniir a-synuclein
oligomerlerinin hem in vitro hem de hayvan modellerinde membranlari bozdugu ve akabinde
hiicre oliimiine neden oldugu gosterilmistir (Rocha ve ark. 2018). Yapilan pek ¢ok
calismada, PH’li hastalarinin BOStaki toplam synuclein alfa konsantrasyonlar1 saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda azalmis goriilmektedir (Stefanis 2012; Gao ve ark. 2015).

Bununla birlikte oligomerik siniiklein miktar1 ise saglikli kontrollere nispeten azalmistir
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(Tokuda ve ark. 2010). Bu ¢alismalarda kullanilan teknikler ELISA (Mollenhauer ve ark.
2011; Kang ve ark. 2013; Parnetti ve ark. 2014), Luminex assays (Hong ve ark. 2010;
Hall ve ark. 2012; Wang ve ark. 2012) veya kiitle spektrometresidir (Hall ve ark. 2012;
Wang ve ark. 2012).

a-synuclein sadece beyinde degil ayn1 zamanda deri, enterik mukoza ve submveibular
tiikiiriik bezleri gibi periferik dokularda da bulundugu g6z 6niine alindiginda, doku biyopsisi
son birkag yil icinde potansiyel biyolojik belirte¢ olarak degerlendirilmeye baglanilmistir. PH
hastalarinin gastrointestinal sisteminde bir a-synuclein birikiminin, motor semptomlarin

baslamasindan 7 ila 8 yil 6nce bile tespit edilebilecegi one siiriilmiistiir (Le ve ark. 2017).

Katlanmamig Lewy noritleri

proteinler Oligomerler Lewy \
cisimeikleri

Oksidatif stres
Aksonal transport bozulmas

Protein yikimi
Mitokondriyal disfonksiyon

Sinaptik disfonksiyon
Ubikitin/proteazom
sisteminin bozulmast

— Fibriller

Sekil 2. 6. Parkinson hastaligina sebep olan metabolik durumlar (Lee ve Trojanowski 2006)

2.8. PARK-7 (DJ-1)

DJ-1, Parkinson hastaliginin (PD) genetik formunun sorumlu genidir ve hiicreleri
oksidatif stresden korumak igin antioksidan savunmada énemli bir rol oynamaktadir. Insvea
DJ-1 geni genomik seviyede 24 kb'dir ve sekiz ekson igermektedir. DJ-1 189 amino asitten
olusan homodimerik bir proteindir (Lev ve ark. 2006; Saito 2014). DJ-1 proteini esas olarak
kortekste glial hiicrelerde ve substantia nigra ve striatumun noronlarinda eksprese edilir (An
ve ark. 2018). Bu hiicreler i¢inde DJ-1, bir onkogen (Nagakubo ve ark. 1997), bir saperon
(Zhou ve ark. 2006) ve bir proteaz (Abou- Sleiman ve ark. 2003) gorevi goriir. Ek olarak,
DJ-1 transkripsiyonel regiilasyonda ve oksidatif stresin azaltilmasinda rol oynar (Taira ve
ark. 2004).
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DJ-1 monomer flavodoksin benzeri bir Rossmann kivrimina sahiptir ve bu kivrimda
yedi kordonlu bir B-tabakasi ¢ekirdek olarak bulunur. Bu B-tabaka a-heliks tarafindan svevig
benzeri sarilmistir; Bu nedenle, DJ-1 monomerinin ii¢ tabakali bir yapist vardir. DJ-1'in
ticlinciil yapisi, Pfpl siiper ailesinin iiyesi olan bakteri sistein proteaz PH1704'tinkine benzer

ve DJ-1 bu siiper aileye aittir (Sekil 2.7.).

Sekil 2. 7. DJ-1 monomerinin molekiiler modeli (Saito 2014)

Yapilan ¢aligmalar, DJ-1 proteinin fonksiyonunu kaybetmesinin Parkinson hastaligina
yol agan sebeplerden biri oldugunu, bununla birlikte fonksiyonunu kazanmasinin ise kanserin
tedavisinde kullanildigini géstermistir. Bu durum ortak bir paydada DJ-1’in oksidatif streste
oynadigi rol ile agiklanabilmektedir (Saito 2014).

Pek cok ¢alisma DJ-1'deki mutasyonlarin, otozomal resesif erken baslangicli PH ile
iliskili oldugunu gostermistir (An ve ark. 2018). DJ-1'in nasil PH'ye neden oldugu tam olarak
bilinmemekle birlikte oksidatif stresin ortadan kaldirilmasinda gorevli olan 6nemli bir protein
oldugundan mitokondriyal disfonksiyonla iligskisi kurulmustur. DJ-1 ayn1 zamanda
Parkinson’nun sporadik formuyla da ilintilidir. Choi ve arkadaslari, sporadik PH hastalarmnin
beyindeki DJ-1 proteininin oksidatif hasar gordiigiinii bulmuslardir (Choi ve ark. 2006). Ayni

sekilde Waragai ve arkadaslarinin yaptig1 calismanin sonuglari, sporadik PH hastalarinin
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BOS'undaki DJ-1 seviyelerinin PH kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu
ve erken evre PH hastalarinin BOS' undaki DJ-1 seviyelerinin, daha ge¢ evrelerdeki PH
hastalarina gore yiiksek oldugunu gostermistir (Waragai ve ark. 2006). Bahsedilen
caligmalar birlikte ele alindiginda, DJ-1 proteininin PH ile yakindan iliskili oldugu
sOylenebilir. Bununla birlikte yakin zamanda yapilan calismalar sadece BOS’ ta degil
tiikiirtikte bulunan ve konsantrasyonu PH durumunda artan DJ-1’in de bir potansiyel belirteg
olabilecegini gostermektedir (Devic ve ark. 2011; Kang ve ark. 2014; Masters ve ark.
2015).

2.9. Erken Tamida Etkin Bir Arac: Norobiyosensorler

Biyosensorler, biyolojik kokenli yiiksek afiniteli bir tanima probu ve kimyasal
sinyalleri elektriksel veya optik ¢iktilara doniistiiren bir doniistiiriicliden olusan analitik
cihazlardir. Genel olarak, tim sensorler siralanan hedeflerden bir veya daha fazlasim
gerceklestirebilmek lizere tasarlanmistir: Algilama sinirlarini diigiirme, ¢oklu analitlerin veya

sinyallerin paralel algilanmasi (¢ogullama) ve sinyal amplifikasyonu (Bhalla ve ark. 2016).

Norodejeneratif hastaliklara ait analit algilamasi i¢in kullanilan ¢esitli platformlar da
dahil olmak tizere mevcut hastalik noro-biyosensorleri, tiikiiriik, idrar, kan, BOS veya ilgili
doku i¢in genetik hedefleri veya biyokimyasal analitleri baglayabilir (Bell ve Kornguth
2007; Evtugyn ve ark. 2017).

Hastaliga ait biyolojik belirteclerin imzalarini olusturma kavrami, spesifik hastaliklar
icin yiiksek korelasyona sahip olanlar ile sadece merkezi sinir sistemindeki bir bozuklugu

tespit edip spesifik bir hastalig1 isaret etmeyenleri de igermektedir (Bell ve Kornguth 2007).

Geleneksel olarak AH ve PH benzeri hastaliklarda hali hazirda kullanilan teknikler;
kiitle  spektrometresi, manyetik rezonans goriintiileme, ELISA, western —blot
immiinohistokimya, Pozitron emisyon tomografi (PET), LCMS/MS gibi teknikler iken son
zamanlarda noro-biyosensorlere duyulan ilginin temelinde bu teknigin yiiksek hassasiyet,
kolay kullanim, hizli yanit verme, minyatiirizasyon ile uyum gibi vaatler sunmasi vardir (Shui
ve ark. 2018). Cizelge 2.3 Alzheimer hastaliginin diagnosunda kullanilan teknikleri ve bu

tekniklerin kisitlamalarini gostermektedir.

31



Cizelge 2. 4. AH' nin teshisinde kullanilan bazi teknikler ve kisitlamalari

Teknik Kisitlamalar

MS Pahali
Diisiik basing gereksinimi

Yiiksek enerjiye, kolison gazina, basinca ve diger faktorlere baglhidir

MRI Pahali
Tarama hiz1 diigiik
Hareket kaynakli artefakt

Kireclenmelere karsi duyarsiz

ELISA Uzun siirede sonuglanma
Diisiik seviyedeki belirteglere duyarsiz

Yanlis pozitif sonug

Western-blot Stabilitesi diisiik

Prosediiriin herhangi bir asamasindaki bir dengesizlik sonucu
degistirebilir

Immiinohistokimya Capraz reaksiyon gdzlenebilir

Sonuglar subjektif yorumlanabilir

xMAP Pahali
Goriintli ¢oziintirligii disiik

Heterozigot belirsizlikler vardir

PET Pahali
Zay1f ¢oziiniirlik

Hareket kaynakli artefakt

NH i¢in ndro-biyosensdrlerin islevi ¢ift yonliidiir; biyolojik belirteglerin kesfi ve tan
araclar1 olarak kullanilmasi. Daha oOnce de belirtildigi gibi bir noro-biyosensor
biyoreseptdrden ve bir doniistiiriiciden olusur. Biyoreseptorlerin temel noktasi, diger

biyolojik varliklarin bulundugu bir matriks igerisinde analitine karsi yiiksek segicilik
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gostermesidir. Farkli biyoreseptor tipleri arasinda, AH ve PH sensorlerinin gelistirilmesinde
en sik kullanilanlar aptamerler ve antikorlardir. Aptamerlerin antikorlara karsi ucuz olmalari,
daha kiiciik boyutta olmalari, afinitelerinin yiiksek olmasi gibi avantajlar1 olmakla birlikte;
antikorlar sadece yiliksek immunojenite gosterdikleri hedeflerle afinite saglamaktadir (Qu ve

ark. 2017; Shui ve ark. 2018).

Glinlimiizde, antikorlarin bilimsel olarak uygulanmasi, temel aragtirmalardan
uygulamal1 aragtirmalara kadar uzanmaktadir. mAb, 1970'lerin ortalarinda Kohler ve Milstein
tarafindan gelistirildi ve gliniimiizde mAblar ¢oklu arastirmalarda kullanilmaktadir (Koéhler
ve Milstein 1975). Antikorlarin spesifitesi, hassasiyeti ve homojenligi arastirmacilarin ilgisini
¢ekmigstir. John Hardy ve ark. transgenik AH’li farelere anti-Ab antikorunu enjekte
ettiklerinde ve Abmin Onemli Ol¢iide azaldigimi ve amiloid plaklarinin giderildigini
bulmuslardi (Hardy ve Selkoe 2002). Antikorlarin kullanimda iki 6nemli sinirlama vardir:
termal veya fiziksel instabilitesi ve in vitro ve in vivo iretim modellerinde yasanabilen

karmasadir (Shui ve ark. 2018).

Bir biyosensdr, analitin dedektdr elemani ile olan etkilesimini, kolayca dl¢iilebilen ve
nicelenebilen bir sinyale doniistiiriir. Transdiiser veya biyolojik element, fiziko-Kimyasal,
optik, piezoelektrik veya elektrokimyasal gibi tekniklerle calisan biyosensor elemanidir.
Norodejeneratif hastaliklarin 6zellikle AH ve PH’nin erken tanisi i¢in gelistirilen ndro-
biyosensorlerde kullanilan teknikler ¢ogunlukla optik ve elektrokimyasal tekniklerdir. Bu

kisimda kisaca bu iki temel biyoddniistiiriiciiniin tizerinde durulacaktir.

Optik biyodoniistiriiciiler sinyal iletimi i¢in optik biyosensorlere uygulanir ve
fotonlar1 kullanarak analit hakkinda bilgi toplar. Nanopargaciklar, biyouyumlu ortamlarda
fotostabil sentezli ve giiriiltiiden bagimsiz bir floresan sinyali saglar. Yiizey Plasmon
rezonansi (SPR) biyo-transdiiserleri, hizli, hassas ve etiketsiz (label-free) olmalarindan Gtiirti
biyomolekiiler etkilesimin gercek zamanl tespitinde kullanilmaktadir (Shui, Tao ve ark.
2018). Ornegin SPR, serumdaki AP42 seviyelerini algilamak ve dlgmek igin kullanilmustir.
Bu sensor, altin kaplamali cam ¢ipler iizerine Alzheimer hastaligi peptonlarmi (ADP3)
kullanarak tiretilmistir (Zhao ve ark. 2015). Min Kyung Kang ve ark. lokalize yiizey plazmon
rezonansina (LSPR) dayanan ve tek bir altin nanopartikiil kullanilarak fizyolojik kosullarda
APOE4 aracili Ab agregasyonunu saptamak i¢in etkili bir teknoloji gelistirmistir (Kang ve
ark. 2015).
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Ma ve ark. tarafindan quantum dots tabanli PH ile iligkili mitokondrial kompleks |
anormalliklerinin saptanmasi i¢in yeni bir biyosensor gelistirilmistir. Yazarlar, bu
biyosensoriin Parkinson hastaliginin intraseliiler olarak tespiti i¢in heyecan verici bir olasilik
sundugunu belirtmislerdir (Ma ve ark. 2013). Son zamanlardaki arastirmalar ayrica, PH’nin
tespitinin glivenirligini artirmak i¢in goklu biyobelirte¢lerin ayn1 anda tespitine odaklanmustir.
Ornegin, bir elektrokemiliiminesans (ECL) tabanli ¢oklu test Kruse ve meslektaslarr (Kruse
ve ark. 2012) tarafindan gelistirilmis olup, PH hastalarinin BOS' larindan a-synuclein de
dahil olmak iizere coklu biyolojik belirteglerin ayn1 vea miktar tayini yapabilmektedir. Ayrica,
BOS’da a-synuclein ve diger biyobelirteclerin birlikte belirlenmesinin PH’nin spesifik
kaliplarii sergiledigini ortaya ¢ikaran yeni g¢alismalar, ¢coklu PH biyolojik belirteglerini
hedefleyen ¢ok katli test stratejileri gelistirmenin dneminin iizerinde durmaktadir (Ganesh ve

ark. 2016).

Elektrokimyasal biyosensorler uzun zamandir kullanilan tekniklerdendir. Yiiksek
duyarhilik, 6zgiilliik, kullanim kolaylig1 ve dl¢timlenecek analit i¢in hizli yanitlar vermesi gibi
sebeplerden otiiri AH ve PH’nin erken tanisinda kullanimi mevcuttur. Elektrokimyasal
biyosensorler, potansiyometrik, amperometrik ve impedimetrik transdiiserler kullanarak
kimyasal sinyalleri olgiilebilir amperometrik bir sinyal haline dontstiiriirler. AH ve PH
biyobelirteglerinin tayininde en yaygin kullanilan elektrokimyasal teknikler dongiisel
voltametri (CV), diferansiyel puls voltametri (DPV) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) ‘dir. EIS, elektron transfer direnci (Rct) iizerindeki etkisi sayesinde
molekiiler arasi etkilesimleri anlama imkan1 sunan etkili bir tekniktir ve yiizey - ara yiizey
karakterizasyonu ile biyosensor yiizeyinde meydana gelen ¢ok ufak degisikliklerin bile tespiti
i¢in kullanilan gii¢lii bir aragtir (He ve Zha 2017; Shui ve ark. 2018).

BOS ve kanda AB40 / AB42, tau, ApoE, miRNA gibi AH biyo belirteglerini saptamak
i¢in elektrokimyasal teknikler iizerine kurulu gesitli biyosensérler gelistirilmistir. Ornegin, Yu
ve ark. AB40 ve AP42 monomerlerine yiiksek ozgiilliikle baglandig: tespit edilen bir salgi
proteini olan gelsolin kullanarak, AP seviyelerini saptamak i¢in yeni bir elektrokimyasal
biyosensor bildirmistir (Yu, Zhang ve ark. 2014). Esteves-Villanueva ve meslektaslari,
tau'yu tespit etmek icin protein tabanli bir elektrokimyasal sensor gelistirmisleridir. Tau
proteini altin ylizeye immobilize edilmis ve tau baglanmasi (tau-tau etkilesimleri)
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) kullanilarak izlenmistir (Esteves-Villanueva
ve ark. 2014).
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Yue ve c¢alisma ekibi, PH i¢in bir elektrokimyasal biyolojik belirte¢ algilama
sisteminin gelistirildigini bildirdiler. Grup, 3D grafen kopiik iizerinde dikey olarak hizalanan
ZnO nanotellerini tiretmek suretiyle diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanarak bir PH
biyolojik belirteci olan dopamini basarili bir sekilde tespit ederek 1 nM'lik bir tayin limiti elde

ettigini gosterdiler.

Elektrokimyasal temelli nérosensorler, ayirma ve yikama adimlart igermemelerinden
oOtiirii zaman tasarrufu saglar. Bir¢ok norobiyosensor, asit i¢ine (6rnegin HCI, H,SO,), baza
(or. Tetraetilamin), denatiire edici maddelere (6rnegin iireye) veya yiiksek tuzdan sonra
rejenere edilebilmektedir. Bu 6zellik ciddi bir maliyet tasarrufu saglamaktadir (Bhalla ve ark.
2016).

Biyolojik belirteclerin geleneksel yontemlerle belirlenememesinin dniindeki en biiyiik
engel, biyolojik sivilardaki konsantrasyonlarinin diisiik olmasidir. Norodejeneratif hastaliklara
ait erken tani1 biyobelirteglerinin tanilanmasina yonelik gelistirilen biyosensorlerin ¢ogu
oldukga hassas, segici ve etkileyici algilama seviyelerine sahiptir (nano-femtomolar). Bu da,
hastaligin ¢ok erken evrede yakalanip teshis edilmesine ¢ok biliylik katki saglamaktadir.
Gelistirilebilecek yeni ve etkili amplifikasyon stratejileri ile sensoriin algilama seviyesini daha
alt sinirlara ve hassasiyeti daha yiiksek degerlere ¢ikarmak miimkiin olabilecektir (Bell ve

Kornguth 2007).

Sensor teknolojisi ile ilgili endiselerden biri, numunenin alinmasi ile veri ¢ikisi
arasindaki zaman kaybidir. Burada bahsedilen platformlarin ¢cogu, numuneden sensor cihazina
yaklasik 1 saat i¢inde veri ¢ikist saglayabilir. Genel olarak, en ¢ok zaman harcanan adim,
cihaz i¢in numune hazirlama, gen dizilerinin gogaltilmasi veya numuneden tespit edilecek
ligandin serbest birakilmasidir. Yine gelistirilen teknolojilerle bu siireyi asagi ¢ekmek

miimkiin olacaktir (Bell ve Kornguth 2007).

Norobiyosensorler ve tek kullanimlik sensorler, (i) klinik durumun hizli gostergesi, (ii)
hastaligin  ilerlemesinin  belirlenmesi, (iii) hastanin zayifigimin / hastaliga karst
dayanikliliginin saptanmasi ve (iv) bir hasta tarafindan kendi kendine degerlendirme
yapilmasi gibi iistlinliiklere sahiptir. Ayrica, ndrodejeneratif hastalik sensdrleri, diyet, egzersiz
ve ilag etkilerini izleyerek hastalik yonetiminin tamamlayici bir unsuru olabilir. Ideal olarak,

sensor testleri sadece mikrolitre kan veya kiiciik idrar Ornegini gerektirir, bu manadaki
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rahatsizliga sinirlama getirir. Norodejeneratif hastaliklarin analitlerinin saptanmasi i¢in bir
BOS 6rneginin gerekli oldugu durumlarda dahi, siire¢ geleneksel testlerden daha hizli ve daha

hassas olabilmektedir (Bell ve Kornguth 2007; Ganesh ve ark. 2016; Shui ve ark. 2018).

2. 10. Norobiyosensor Sistemleri Gelistirilirken Kullanilan Yenilik¢ci Materyaller

Transdiiserler ylizeyinde biyoreseptorlerin se¢imi ve dogru immobilizasyonu,
gelistirilen biyosensor hassasiyetinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, sinyal
amplifikasyon stratejileri de analizlerde diisiik algilama limitleri elde etmek i¢in biiyiikk 6nem
tasir. Biyosensor verimliligini arttirmak icin ¢esitli sinyal amplifikasyon stratejileri kullanilir:
nanomalzemeler (NM), redoks mediatorler ve enzimler yaygin olarak sinyal amplifikasyonu

icin kullanilir (Luo ve ark. 2006).

Cesitli yari iletken elektrotlar arasinda, indiyum-tin oksit elektrotlar (ITO) biyolojik
sistemlerin karakterizasyonu i¢in umut vericidir. ITO yiizeyler, polarize edilebilir
ozelliklerinden dolay1 fizyolojik kosullar altinda stabilitelerini korurlar. Ayrica, ITO
substratlar, yliksek elektrik iletkenligi, diistik kapasitif akim, genis bir potansiyel aralig1 i¢cinde
elektrokimyasal etkinlik ve istikrarli fiziksel ve elektrokimyasal ozellikler sunar
(Grochowska ve ark. 2015). ITO transparan yapisindan otiirli optik ve elektrik teknikler
kullanilarak ¢oklu parametre dl¢timlerini miimkiin kilmaktadir. Bu 6zelliklerden dolayi, ITO
filmler elektrokromizm, fotovoltaikler, sensdrler, plasmonik cihazlar ve 151k yayan diyotlar
gibi bir¢ok cihazda basariyla uygulanmaktadir. Bu tekniklerin hepsinin ortak 6zelligi ITO
yiizeyinin modifiye edilebilir olmasidir. Bu amacla, literatiirde, kendi kendine olusan tek
tabakalar, spin kaplama, elektrokimyasal polimerizasyon ve diazonyum tiirevlerinin
indirgenmesi yoluyla elektrokimyasal greftleme gibi teknikler de dahil olmak fiizere ¢ok
sayida strateji bildirilmistir. Bu modifikasyon yontemleri, kolayca ayarlanabilecek ¢esitli
ozelliklere sahip yeni bir arayiiz olusturarak ITO’nun ¢esitli cihazlara entegrasyonunu saglar.
Yukarida bahsedilen uygulamalarin ¢ogu, ara ylizeydeki elektron transfer isleminin
yorumlanmasina dayanmaktadir (Bouden ve ark. 2016). Cam ya da PET kapli olsun, ITO
elektrotlarin biyosensor uygulamalarindaki en goze carpan Ozelligi, tek kullanimlik olup

diisiik maliyet sergilemesidir.

Biyomalzemeler ve katilar arasinda biyouyumlu ve islevsel ara katmanlar yapmak i¢in,

kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM'ler) kullanmak; ileri modifikasyonlar icin yiizeyi
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hidrofobik hale getirmek ve kacak akimlari, spesifik olmayan adsorpsiyonu ve sulu
elektrolitlerde ylizeyin bozulmasini 6nlemek i¢in c¢ok ince bir yalitkan tabaka sunmasi

acisindan olduk¢a uygundur (Ulman 2013).

Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) genellikle kat1 yiizeyin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini kontrol etmek icin kullanilir. Elektrokimyay1 goz oniine aldigimizda, SAM
elektroanalitik uygulamalar icin segici elektrot tasarimi konusunda ¢ok yaygindir. Metal
yiizeylerdeki organik ve biyolojik molekiillerin SAM', sensorlerden nano-yapilandirilmis
cihazlara kadar bir¢ok alvanda 6nem arz eder. SAM tabanl teknikler, islevsel ozellikleri
sayesinde ara ylizeylerdeki spesifik etkilesimlerin anlagilmasini saglayarak elektrot
yiizeyindeki molekiiler tanima sistemleri i¢in Ozellikle 6nem arz eder (Khan 2016).
SAM'larin heterojen elektron transferi ve iyon penetrasyonuna karsi bloke edici etkinliklerinin
arastirilmasi, yiizey kaplamasiin nicel olarak belirlenmesine olanak tanir (Janek ve ark.

1998; Hillebrvet ve Tanaka 2001).

Biyomolekiillerin immobilizasyonunda, ITO yiizeyi genellikle bir silan reaktifi ile
modifiye edilmektedir. Kimyasal olarak modifiye edilmis ITO elektrot, biyomolekiillerin
tespiti i¢in ¢alisma elektrodu olarak kullanilmaktadir. 3-Aminopropiltrietoksisilan (APTES),
ITO yiizeyi lizerinde amin ile islevsellestirilmis SAM hazirlamak ic¢in yaygin olarak
kullanilan alkil silanlardan biridir. Silan molekiiliiniin u¢ kismi biyo-molekiillerin veya
ligandlarinin immobilizasyonu igin bir kimyasal baglanma reaksiyonu ile etkinlestirilmelidir

(Khan 2016).

Gegtigimiz 50 y1l boyunca, organik ve silikon kimyalar1 arasindaki sinerjizm bugiin
gerekli olan birgok organo-fonksiyonel silani gelistirmek {izere incelenmistir. Organo-
fonksiyonel silanlar, silikon atomu {izerinde iki farkli reaktif gruptan olusurlar, boylece hem
reaksiyona girebilir hem ¢ok farkli malzemelerle ¢ift olusturabilirler. Organo-fonksiyonel
silanlar yiizey modifikasyonu igin siklikla kullanilir (Plueddemann 1978; Marsden ve
Ziemianski 1979; Witucki 1993). Hem organik hem inorganik 6zelliklere sahip olan bu
hibrit kimyasallar, polimer ve mineral bilesenlerle reaksiyona girerek, arayiizde kalici

kovalent baglar olustururlar (Witucki 1993).

Siyanopropilsiloksanlar, hem diisiik sicakliklarda hem de yiiksek sicakliklarda

polarlasabilir 6zelliklere sahip olduklari i¢in en kullanigh organosilanlardandir. Nitril azot
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iizerinde paylasilmamis elektron ¢iftine sahip olan siyano grubunun 6zelligi, fenoller, alkoller,
ketonlar, esterler ve m-elektronlari tasiyan analitler gibi uygun hidrojen verici numune
molekiilleri ile molekiiller aras1 hidrojen-baglari1 olusturup afinitenin artmasinin saglamaktir.
Ustelik, organo-fonksiyonel silanlar, diisiik yiizey gerilimlerine sahiptir bu durum farkl
yiizeylere kars1 gosterdikleri reaktiviteden otiiri farklit malzemeler arasinda yiiksek adezyon
saglar. Olusan tek tabaka ile subtrat arasinda gerekli etkilesimleri ve gec¢is fazim

olusturabilirler (Woo ve ark. 1993; Comyn ve ark. 2002; Miskam ve ark. 2013).

Cizelge 2. 5. Biyomolekiillerin immobilizayonu i¢in ITO elektrot yiizey
fonksiyonellestirilmesinde kullanilan fonksiyonel gruplar

Fonksiyonel grup Yiizey ozelligi Biyomolekiiller arasi interaksiyon veya
reaksiyon
) yiik o yiik-yiik etkilesimi
+) yu Biyomolekiillerin karboksil grubu
CHy)n=NH;* o * By g
R=( 2) 3 arasinda EDC aracili baglanma
e biyomolekiillerin amin grubu
arasinda gluteraldehit aracili
kimyasal baglanma
R-( C HZ) h=COO" ) o yiik-yiik etkilesimi
() yik e biyomolekiillerin amin gruplari
arasinda EDC aracili kimyasal
baglanma
R=(C Hz)n-<\_,>
Hidrofobik e Hidrofobik etkilesim
R=(CH,)n=CH
R=(CH,)n=CHO
Oy .
Aldehit e Biyomolekiillerin amin gruplart
R=(CH;,)n=0=N NHS arasinda kimyasal baglanma
o’?
Oy o
Maleimid e Biyomolekiillerin siilfidril gruplar
R=(CH;)n=0~=N arasinda kimyasal baglanma
O/
e Biyomolekiillerin hidroksil, amin
R=(CHy)n=0- CH2-CH-CH2 Epoksi ve siilfidril gruplari arasinda
1myasal baglanma
\0/ kimyasal bagl

38



Devam Cizelge 2. 6. Biyomolekiillerin immobilizayonu i¢in ITO elektrot yiizey
fonksiyonellestirilmesinde kullanilan fonksiyonel gruplar

H 0 e Auvidin ve streptavidine spesifik
~ Biotin baglanma
R-(C Hz)nqt},NH
S
o) Etilen glikol e Biyomolekiiller arasi non-spesifik
R=(CH3)n ‘{' \/1:OH baglanmalar1 6nleme

Alkilsiloksan mono tabakalari, genellikle, kat1 substrat iizerine trikloro-, trimetoksi-
veya trietoksisilanlar gibi SAM olusturmak tizere kovalent bir islem ile hazirlanir. Bu sekilde
hazirlanan SAM molekiilleri genellikle ii¢ bolimden olusur: bas grubu, alkil zinciri ve ug
grubu. Bas grubu, yani, trikloro-, trimetoksi- veya trictoksisilan, molekiillerin alt tabaka
tizerine demirlenmesinden sorumludur (Sekil 2.8.). Alkil zincir, van der Waals
etkilesimlerinden otiirii tek tabakanin stabilitesini saglar ve SAM'n diizenlenmesi iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir; son u¢ grup ise, tek tabaka sistemine kimyasal islevsellik getirir ve

yiizeylerin genel 6zellikleri i¢in 6nemlidir (Haensch ve ark. 2010).

Terminal grup
(fonksiyonel kisim)

Yiizey
reaktif

basgrup

Yiizey

Sekil 2. 8. Kendiliginden olusan tek tabaka yapisinin ideal gosterimi (Gooding ve Ciampi
2011)

Nanopartikiiller, kiiciik boyutlarindan dolayr (genellikle 1- 100 nm araliginda),
kiitlesel ~ malzemelerden  farkli  benzersiz  Ozelliklere  sahip  materyallerdendir.

Nanomalzemelerin biyosensor alanindaki kullanimi; kimyasal veya biyolojik belirteclerin

39




saptanmas1 amaciyla sinyal ileten elemanlar olarak, akim akisina aracilik etmek i¢in ya da
analitin algilanmasini belirtmek i¢in tanima elemanlarindaki etiketlere entegre edildiginde
biiyiik vaatler sunmaktadir (Zhang ve ark. 2017). Nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan ¢ok
saylda aktif bolge ve cesitli fonksiyonel gruplar adsorpsiyon ve kataliz i¢in yiiksek aktivite
saglarlar. Bu nedenle nanomalzemeler yeni ve gelismis algilama cihazlari, o6zellikle
elektrokimyasal sensorler ve biyosensorler gelistirmek i¢in kullanilabilir. Nanomalzemeler
organik veya inorganik olmak {izere kimyasal bilesimlerine gore siniflverrilabilir. En ¢ok
kullanilan NM'lerin bazilar1 altin nanopartikiiller (AuNP'ler), ¢ok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNT'ler) ve grafendir (Marin ve Merkogi 2012).

Nanoyapili elektrotlarin, - 6zellikle karbon nanotiip ve grafene dayali malzemeler
kullanildiginda- iletkenligi son derece yliksek oldugu i¢in daha hizli elektron transfer kinetigi
gosterirler. Nanoyapili materyaller, benzersiz elektronik veya plasmonik yapilarindan dolay1
son derece segici ve ayarlanabilir katalizorler olarak islev gorebilirler. Bu durum, o6zellikle
elektrokataliz kullanan algilama sistemleri igin yararlidir. Nanoyapili sistemlerin yiizey
kimyasi, analit tiirline 6zgii olarak ayarlanabilir (Sanghavi ve ark. 2013; Sanghavi ve ark.
2015).

AuNP’ler, kuantum elektroniklerinden biyotip alanlarina kadar degisen potansiyel
uygulamalarla birlikte, essiz fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahiptir. AuNP'ler inerttir,
biyolojik olarak uyumludur ve hedef analit i¢in kolayca modifiye edilebilirler. Tiyoller veya
aminler gibi gesitli fonksiyonel gruplari igeren molekiiller ile reaksiyona girebilirler ve bu
fonksiyonel gruplarin biyolojik hedefleri spesifik olarak taniyabilmeleri igin farkli ligandlarla
(peptidler, proteinler ve aptamerler) biyolojik islevsellestirilmelerine izin verirler (Varna ve
ark. 2018).

Karbon nanotiipler (CNT'ler), 1.000.000'dan daha biiyiik bir ¢ap / uzunluk oranina
sahip olabilen bir nanoyapili karbon allotroplaridir. sp2 karbon-karbon baglarinin giicii,
karbon nanotiiplere inanilmaz mekanik 6zellikler verir. Onlara atfedilen bu iistiin mekanik,
termal ve elektronik 6zelliklerin kombinasyonunu gosteren hi¢bir materyal bulunmamaktadir.
Karbon nanotiipler simdiye kadar insanligin kesfettigi en gii¢lii malzemelerdendir. Bir karbon
nanotiip i¢in Olciilen en yiiksek gerilme mukavemeti veya kirilma gerginligi 63 GPa'ya kadar
cikmistir ve bu da celikten yaklasik 50 kat daha yiiksek bir degerdir (Saifuddin ve ark.
2012). Duvar sayisina bagli olarak, CNT'ler tek duvarli (SWNT) veya ¢ok duvarli (MWNT)
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olarak adlandirilir. Bu tiiplerin yan duvarlari, grafenin atomik diizlemlerine benzer sekilde
karbon atomlarinin altigen kafesinden olusur ve genellikle her iki ucunda fullerene benzeri bir
molekiiliin yarist ile kaplidir. MWCNT'ler 100 nm'ye kadar olan g¢aplara ulasabilir ve iki
duvar arasindaki mesafe, grafitteki iki grafen tabakasi arasindaki mesafeye ¢ok yakindir.
Karbon nanotiipleri, enzim immobilizasyonu igin alternatif matrisler olarak biiyiik bir ilgi
gormektedir (Tilmaciu ve Morris 2015). Elektrokimyasal biyosensorlere entegrasyon igin
onlar1 uygun hale getiren, elektrik ve elektrokimyasal Ozellikleri sayesinde, elektron
transferini arttiran CNT'ler umut verici malzemeler olarak kabul edilmistir. Kiiciik boyutlari,
genis ylzey alanlan, yiiksek iletkenlik, yliksek kimyasal kararlilik ve hassasiyet, yiliksek
elektrokatalitik etki ve hizli elektron transfer hizi, karbon nanotiipleri enzimatik reaksiyonlara
ve / veya elektro-aktif tiirler iireten biyolojik algilama uygulamalar1 ig¢in son derece uygun
hale getirmektedir. Iyonlari, metabolitleri ve protein biyolojik belirtegleri tespit etmek igin
cok gesitli elektrokimyasal CNT-biyosensorler gelistirilmistir (Tilmaciu ve Morris 2015;
Wang ve Dai 2015).

Sekil 2. 9. Enzim immobilizasyonunun kovalent (A) ve nonkovalent (B) etkilesimi (Taurino,
De Micheli ve ark. 2012)

Dendrimerler, iyi tanimlanmis, tek dagilimli, {i¢ boyutlu uzaysal konformasyonlari
olan ve genis spektrumlu kimyasal ve fiziksel oOzelliklere sahip, asir1 dalli globiiler
makromolekiillerdir. Bu o6zellikler, klasik polimerik molekiillerden dendrimerleri
ayirmaktadir. Yapisal olarak, bu makromolekiiller {i¢ bolgeye ayrilirlar: merkezi ¢ekirdek

tekrarlayan radyal dallanma birimleri ve terminal fonksiyonel gruplar (Tomalia ve ark.
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1985). Yiiksek hassasiyet ve yapisal diizen elde etmek igin, dendrimerler kademeli olarak
sentezlenir. Sentez sirasinda kullanilan tekrar dallanma molekiillerinin sayisi, ayn1 zamanda
dendrimerlerin seklini ve boyutuna isaret etmektedir. Genellikle, dendrimerlerin sentezi i¢in
kullanilan  yontemler farkli "jenerasyonlar" halinde smiflandirilmistir.  Dendrimer
merkezinden c¢evreye dogru molekiiliin asir1 paralellestirilmesi, odak noktalar1 arasinda
homojen yapili tabakalar1 (dallanma noktalar1) olusmasi ile sonuglanir. Cekirdegin dis yiizeye
dogru odak noktalarinin sayisi jenerasyon numarasidir. Bdylece jenerasyon, sentez sirasinda
gerceklestirilen tekrarlanan dallanma ¢evrimlerinin sayisina karsilik gelir. Etilen diamin, 1,4-
diaminobutan, 1,12-diaminododekan, sisteamin, 1,6 diaminoheksan ve amonyak
dendrimerlerdeki en yaygin ¢ekirdek molekiillerdir. Farkli ¢ekirdek ve dallanma monomerleri
ic kimyasal ortamini, {i¢ boyutlu yapilari ve dendrimerdeki i¢ bosluklarin boyutunu etkiler

(Nigam ve ark. 2015).

PAMAM dendrimerler sentezlenip, karakterize edilen ve akabinde ticari hale getirilen
ilk dendrimer ailesidir. Dendrimerlerin gézlemlenen nano Olg¢ekli olaganiistii yapisal
ozelliklerine ilaveten, gbze carpan baska bir karakteri ise, globiiler proteinlerin bir nevi taklidi
olmasidir. Sistematik, boyutsal uzunluk oOlgekleme, elektroforetik ve diger biyomimetik
ozelliklerine dayanarak, PAMAM dedndrimerler genellikle 'yapay proteinler' olarak
adlandirilir (Esfve ve Tomalia 2001). PAMAM dendrimer ailesinin pek c¢ok iiyesi birgok
onemli proteinin ve biyolojik yapinin boyut ve konturlari ile yakindan eslesir. Ornegin,
insiilin (=30A), sitokrom C (=40A) ve hemoglobin (=55A) sirasiyla amonyum cekirdekli
PAMAM dendrimerlerin 3, 4 ve 5 no’lu jenerasyonlariyla ayni boyut ve sekildedir. Bu temel
ozellikler, PAMAM dendrimerlerin immunodiagnostik amacli kullanilmasina yol agmistir
(Hecht ve Fréchet 2001). PAMAM dendrimerlerde bulunan iglevsel gruplar bioalgilama
molekiillerini immobilizasyonu amaciyla da kullanilmaktadir. Biyo-konjuge reaktifler gibi
davranan PAMAM molekiilleri; kimyasal ve biyokimyasal biyosensor alanlarinda gesitli
uygulamalara sahiptirler. PAMAM dendrimerler, yiiksek stabilite, iyi tekrarlanabilirlik ve
tekrariiretilebilirlik ve algilama limitinin diisiik oldugu biyosensdrlerin {iretiminde
kullanilmaktadir. Ayrica ekstrem kosullarda c¢alisan biyosensorlerin gelistirilmesine de

yardimc1 olmaktadirlar (Hasanzadeh ve ark. 2014).
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2.11. Kaynak Arastirmasi

Bryan ve ark.’lar1 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada kan serumunda CRP tespitine
yonelik bir impidemetrik biyosensor sistemi gelistirmeyi amaglamislardir. Calismanin temeli
antikorun polikristalin altin elektroda immobilizasyonuna dayanmaktadir. Arastiricilar
gelistirilen biyosensor sisteminin 0,5-50 nM araliginda ve 176pM tayin sinirinda hassas,

tekrar kullanilabilir, ucuz ve taginabilir oldugunu ileri siirmiislerdir (Bryan ve ark. 2013).

Gupta ve ark.’lar1 2014 yilinda yaptiklar1 calismada karbon nanofiber temelli bir
biyosensor platformu kullanarak CRP tayini yaptiklarini rapor etmislerdir. CRP dl¢iimleri CV
ve EIS ile gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen sistemin tayin smirt 90 pMdir ve
spesifikliginin yiiksekligi miyoglobinle yapilan kontrol testleriyle gosterilmistir (Gupta ve
ark. 2014).

Choi ve ark.’lart 2015 yilinda yaptiklari ¢aligmada parilen-n-film kullanarak SPR
temelli bir biyosensor sistemi gelistirmeyi ve bu sistemle CRP tayininin hasas bir sekilde
yapabilmeyi hedeflemislerdir. Gelistirdikleri sistemle CRP’yi 1 ng/mL-1 pg/mL araliinda
tayin etmeyi basarmiglardir. Yaptiklari optimizasyon ¢aligmalartyla SPR biyosensoriiniin
duyarliligmmin parylene-N filmi Kkullanarak etkili bir sekilde gelistirilebilecegini 06ne
stirmiislerdir (Choi ve ark. 2015).

Yagati ve ark.’lar1 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ITO temelli mikroelektrotlar
iizerine fonksiyonel rGO nanopartikiil hibriti gelistirip, bu sistemle CRP tayini yapmayi
hedeflemislerdir. rGO-NP ile modifiye edilmis ITO mikroelektrodlarinin 6zelliklerini
incelemek ve antikor immobilizasyonu i¢in modifiye nanoyapilarin degerlendirilmesi i¢in
analitik dl¢iimler gelistirilmistir. Impedans sonuglarmin 1-1000 ng/mL tayin araliginda hassas

oldugu ve insan serumunda da 6lglim alinabildigi vurgulanmistir (Yagati ve ark. 2016).

Lee ve ark.’lar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢caligmada, insan tiikiirtigiinde bulunan CRP’yi
Ol¢timlemek tizere fototermal tabanli bir biyosensdr sistemi olugturduklarini rapor etmislerdir.
Arastiricilar, gelistirilen fototermal temelli sensoriin hizli, basit ve minimal invazivdir
oldugunu ve insan tlikriigiindeki CRP konsantrasyonunun o6l¢iilmesinde kullanilabilecegini
iddia etmektedir. CRP (0.1-100 ng / mL) sensor iizerindeki sandvi¢ immiinoassay ile

yakalanir ve antikorlar ile konjuge edilmis altin nanopartikiiller (GNP'ler) bir lazer ile
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1sinlandiginda (90 s, dalga boyu = 532 nm) fototermal bir etkiye neden olur. Bu etkinin neden
oldugu sicaklik degisiklikleri CRP konsantrasyonlart ile bir korelasyon goéstermektedir.
Calismanin tayin limiti 0,1 ng/mL CRP’dir (Lee ve ark. 2017).

Kerman ve ark.’lar1 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ¢ok noktali lokalize yiizey
plazmon rezonanst (LSPR) tabanli immiinogip kullanarak oda sicakliginda tau proteininin
tespitine yonelik bir yontem sunmuslardir. Algilama yontemi, altin kaplamal1 bir nanopartikiil
LSPR ¢ipinin iiretilmesi, kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) olusturulmasi ve
islevsellestirilmesi, uygun bir baglayicinin immobilizasyonu, spesifik olmayan adsorpsiyonun
etkili bir sekilde bloke edilmesi, monoklonal anti-tau antikorunun immobilizasyonu ( tau-
mADb) ve nihayet, tau-mAb ile antijen arasindaki etkilesimin tespiti i¢in optimizasyon
sartlarinin belirlenmesi seklinde ilerlemistir. Yontemin yiiksek performansa sahip oldugu ve

CSF’de 10 pg / mL'deki tau'yu tespit edebildiklerini iddia etmislerdir (Kerman ve ark. 2008).

Esteves-Villanueva ve ark’lar, tau'yu tespit etmek i¢in protein tabanli bir
elektrokimyasal sensor gelistirmistir. Tau proteini altin bir yiizeye immobilize edilmis ve tau
baglanmasi (tau tau etkilesimleri) elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) kullanilarak
izlenmistir. Rct ve tau konsantrasyonu arasinda 0.2 ila 1.0 uM arasinda dogrusal bir iligki

gozlenmistir (Esteves-Villanueva ve ark. 2014).

Scarlet ve ark’lari, tau-441'i saptamak i¢in ¢ok hassas bir elektrokimyasal biyosensor
gelistirdiler ve tau-441 icin tayin smirim1 0.03 pM olarak belirlediler. Biyosensor,
kendiliginden olusan tek tabakalar ve protein G'den olusan bir tabaka ile kaplanmis altin
mikrobve elektrotlar {izerinde kararli antikor-antijen komplekslerinin  olusumuna
dayanmaktadir. Antikorlar, altin elektrot ylizeyinde protein G etkilesimi ile optimal bir

oryantasyonda immobilize edilmistir (Wang ve ark. 2017).

An ve ark.’lart o-synucleini saptamak icin Au katkili TiO2 nanotiip esash
fotoelektrotokimyasal bir immiinosensor gelistirmislerdir. Bu calismada Au katkili TiO2
nanotiipleri bir Ti folyosunun her iki yaninda biriktirilmistir. Algilayict sensor, hastalik
tespitinde fotoelektrokimyasal acidan ilging bir uygulama olmanin yam sira, 50 pg / mL ila
100 ng / mL arasinda dogrusal bir algilama ve 34 pg / mL algilama limiti ile a-siniiklein i¢in

yiiksek 6zgiilliik gostermistir (An ve ark. 2010).
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An ve ark’lar1 yaptiklar1 c¢alismayla o-synuclein i¢in hassas bir biyosensor
gelistirdiklerini rapor etmiglerdir. G4-poliamidoamin dendrimer ile kapsiillenmis Au
nanopartikiilleri (PAMAM-Au nanokompozitleri), ylizeyde artmis miktarda karboksil gruplari
gerceklestirmek icin elektrot yilizeyinde baslangigta elektropolimerize edilmis poli-o0-
aminobenzoik asitte (poli-0-ABA) kovalent olarak baglanmistir. Olusturulan immiinosensor
platformu; PAMAM-Au'nin, antijenin yiliksek derecede yogun immobilizasyonuna izin
vermek ve elektrokimyasal tepkilerin gelistirilmesini kolaylagtirmak i¢in ¢ok sayida amino

grubu i¢erdigi O6ne stiriilmistiir (An ve ark. 2012).

Khatril ve ark.’lar1 Parkinson hastalig: ile iliskili alfa-Synuclein proteinini, kompakt,
etiketsiz, lokalize yiizey plasmon rezonans (LSPR) tabanli optik sensdr kullanarak tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Altin nanopartikiiller ile hareketsiz hale getirilmis ve daha sonra
Kitosan bir film kullanilarak iglevsellestirilen U-sekilli fiber optik prob, algilama platformu
olarak kullanilmistir. Kitosan film alfa-Synuclein'in tespiti i¢in hassas ve segici bir polisakarit
biyoreseptor gorevi goriir. Sensoriin, bagimsiz olarak 70 nM'ye kadar monomer ve amiloid

fibrillerinin varligini algilayabildigi ve onlar1 karisimlardan ayirt edebildigi one siiriilmiistiir

(Khatri ve ark. 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Noro-biyosensorlerin Dizayninda Kullanilan Materyaller

CRP tayinine yonelik noéro biyosensor gelistirilirken kullanilan kimyasal ve

materyaller agagida siralanmistir.

. ITO kapli PET (polietilenteraftalat) kullan-at filmler (iletkenlik ve yiizey direnci,
sirastyla 550 nm (>% 79) ve 60 Q) . Calisma elektrodu olgiileri: 2x0,5 cm. (Tedarik edilen
Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o KClI ile doygunlagsmis 3 M Ag/AgCl referans elektrot (Tedarik edilen Firma: iBAS,
Warwickshire, UK)

o 10 cm uzunlugunda platin yardimci elektrot (Tedarik edilen Firma: iBAS,
Warwickshire, UK)

J 3-siyanopropiltrimetoksisilan (Tedarik edilen firma: Flourochem Ltd Graphite Way,
Hadfield, Englve.

J 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (Tedarik edilen Firma: abcr GmbH&Co. Karlsruhe,
Germany)

J Amino yiizeyli PAMAM (Jenerasyon:1), (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

o Gold (1) chloride trihydate (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

J 11-merkaptoundekanoik asit (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

o N-(3- dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC) (Tedarik edilen Firma:
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o N-hydroxysuccinimide (NHS) (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

o Glutamik asit (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Indirgenmis grafen oksit (Graphene Laboratories Inc, USA)

o Insan plazmasindan elde edilmis C-reaktif protein (Tedarik edilen Firma: Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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° Fareden iiretilen Monoklonal Anti-C-Reaktif Protein antikoru. (Tedarik edilen Firma:
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Insan plazmasindan elde edilmis Synuclein alfa (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

o Fareden iiretilen Monoklonal Anti-Synuclein alfa antikoru. (Tedarik edilen Firma:
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Insan plazmasindan elde edilmis Tau-441 (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

o Tavsandan iretilen Monoklonal Anti-Tau antikoru. (Tedarik edilen Firma: Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Tavsandan tretilen Monoklonal Anti-PARK-7 antikoru. (Tedarik edilen Firma:

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Insan plazmasindan elde edilmis PARK-7 (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

o Bovine serum albiimin (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Potasyum mono bazik/dibazik (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

o Cesitli ¢oziiciiler: toluen, etanol (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

o DMF (Dimetilformamid) (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o SDS (sodyumdodesilsiilfat) (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

o Amonyum hidroksit, hidrojen peroksit (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

o potasyum ferrisiyanat, potasyum ferrosiyanat (Tedarik edilen Firma: Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

. Kullanilan tiim sarf malzemeler Interlab Lab. Uriin. San ve Tic. A.s’den tedarik
edilmistir. Immobilizasyon ve &l¢iim esnasinda kullanilan tiim ¢dzeltiler, deneyler esnasinda
taze olarak hazirlanmistir. Biyobelirtegler ve antikorlar belirlenen konsantrasyonlarda

porsiyonlara ayrilarak calisilana dek -20°Cde muhafaza edilmistir.
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3.2. Noro-biyosensorlerin Dizayninda Kullanilan Cihazlar

Noro - biyosensor gelistirilirken kullanilan cihazlar agagida siralanmistir.

o Déngiisel voltametri (CV), Elektrokimyasal Impedans spektroskopisi (EIS) ve Kare
Dalga Voltametrisi (SWV) yazilimlar1 ve analiz programi (Echem Analyst) iceren Gamry
Potentiostate/Galvanostate, Interface 1000 (Tedarik edilen Firma: Gamry Instruments,
Warminster, USA)

o Ultrasonik banyo (JEIOTECH)

o Ultra saf su (18.2 MQ/cm) cihazi (Elga LC134, Veolia Water Technologies, USA)

. Isiticili manyetik karistiric

o pH metre (HANNA INSTRUMENT)

J Hassas Terazi (RADWAG)

J Mikropipetler (ISOLAB)

3.3. CRP (1) Noro-biyosensoriiniin Dizayni ve Fabrikasyonu

3.3.1. Elektrotlarin hazirlanmasi ve CPTMS ile SAMs olusumu

Biyosensoriin hazirlanmasinin ilk adimi1 ITO-PET elektrot yiizeyinin temizlenmesidir.
Bu amagla ITO elektrotlar sirasiyla aseton/sabun ¢ozeltisi ve ultra saf su igerisinde 10 dakika
sonike edilip ardindan ultra saf argon gaziyla kurutuldu. Temizlenmis ITO elektrotlarin
yiizeyinde 3-siyanopropiltrimetoksisilan (CPTMS) tabakasinin olusturulabilmesi ig¢in
oncelikle ylizeyde aktif —hidroksil gruplari biriktirmek gerekir. Bu noktada elektrotlar
hidrojen peroksit, amonyum hidroksit ve ultra saf su (1: 1: 5) igeren bir ¢ozelti igerisinde oda
sicakliginda, 90 dakika inkiibe edilerek aktif —OH gruplarinin olusmasi saglandi
(Demirbakan ve Sezgintiirk 2017). Daha sonra elektrotlar, ultra saf su ile nazikge yikanip,
ultra saf argon gaziyla kurutuldu. Yiizeyde aktif —OH gruplar1 igeren -elektrotlar,
Toluen/etanol karisimi igerisinde hazirlanmis CPTMS c¢ozeltisinde SAMs olusturmak
amactyla gece boyu karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
elektrotlar fiziksel sekilde baglanmis olabilecek CPTMS molekiillerini uzaklastirmak igin

once Toluen/etanol karisimi ile daha sonra da ultra saf suyla nazikg¢e yikanip kurutuldu.
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3.3.2. CRP (1) noro-biyosensoriiniin dizayn stratejisi

CPTMS ile olusturulan SAMs tabakasi, anti-CRP’nin kovalent immobilizasyonunu

saglayacak fonksiyonel —siyano gruplarina sahiptir.

3-CPTMS ile modifiye edilmis ITO substratlar miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
100 pL anti-CRP ¢ozeltisine daldirildi ve immobilizasyonun gergeklesebilmesi i¢in karanlik
ortamda oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Anti-CRP antikoru ile inkiibasyondan
sonra elektrotlar baglanmamis antikor molekiillerini uzaklastirmak ultra saf su ile yikandi ve
akabinde argon gazi ile kurutuldu. Son olarak anti-CRP ile modifiye edilmis elektrotlar,
reaktif olmayan CPTMS uglarin1 bloklamak ve non-spesifik etkilesimleri dnlemek amaciyla
%0,5 BSA ¢ozeltisinde 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu son adimla, hazirlanan biyosensor,
CRP olgiimleri gergeklestirilene dek + 4 © C'de muhafaza edilir. Temiz ve modifiye edilmis
ITO yiizeyler: ITO, ITO-OH, ITO-OH-CPTMS, ITO/CPTMS/antiCRP, ITO/CPTMS/anti-
CRP/BSA seklinde ifadelendirilmistir. Biyosensoriin dizayn stratejisi Sekil 3.1° de sematize

edilmisgtir.
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Sekil 3. 1. Noro-biyosensor tasarim agamalarinin sematik gésterimi
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3.3.3. Elektrokimyasal Olciimler

Gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon adimlari, optimizasyon testleri ve analitik
ozellikleri elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), dongiisel voltametri (CV) ve kare
dalga voltametri (SWV) ile gerceklestirildi. Tiim elektrokimyasal deneyler, redoks probu
olarak 5 mM Kj[Fe(CN)e] / K4Fe(CN)s] (1:1) igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirildi.

Redoks prob ¢ozeltisi, prob soliisyonunun direncini azaltmak i¢in 0,1 M KCI i¢cermektedir.

CV ig¢in potansiyel -500 mV - 1 V araliginda uygulanmig olup adim biiyiikliigii: 10
mV, tarama hizi: 100 mV/s’dir. CV dlgiimlerinde yukarida belirtilen redoks probu

kullanilmustir.

Elektrokimyasal impedans Ol¢iimleri, ¢alisma elektroduna 5 mV'luk alternatif bir
potansiyel uygulayarak gerceklestirimistir. Impedans c¢alismalarinda uygulanan formal
potansiyel 0 V’dir. Impedans deneylerinde diger énemli parametre, 50.000 ve 0.05 Hz

araliginda olan frekans degeridir.

Kare dalga voltametrisi (SWV) 0-1,2 V potansiyel tarama araliginda ve puls boyutu 25

mV’da gerceklestirildi.

3.3.4. C-reaktif proteinin dl¢iim prensibi

Biyosensor, yukarida bahsedildigi sekilde hazirlandiktan sonra, EIS ve CV 6l¢iimleri
gergeklestirildi ve elde edilen degerler EChem Analyst yazilim programi vasitasiyla
kaydedildi. Daha sonra, CPTMS ile modifiye edilmis ITO elektrotlarin her biri degisen
konsantrasyonlardaki 100 uL standart CRP ¢ozeltilerine ( 50 Mm pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmis ) daldirilarak karanlik ortamda 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siirecinden sonra, biyosensér, fiziksel olarak adsorbe edilmis CRP molekiillerini
uzaklastirmak amaciyla nazikge ultra saf suya yikanmistir. Son olarak, ITO ¢aligma elektrodu
tekrar Fe (CN) ¢ / % redoks prob c¢ozeltisi iceren hiicrenin igine yerlestirildi ve her bir
elektrodun elektrokimyasal Ol¢iimleri daha Once tarif edildigi gibi alinarak ayr1 ayr
kaydedildi.
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3.3.5. CRP (1) Noro-biyosensoriiniin optimizasyon ¢alismalari

3.3.5.1. CPTMS konsantrasyon optimizasyonu

3-siyanopropiltrimetoksisilan ilk defa kullanilan c¢ok yeni bir silanizasyon ajani
oldugundan ve kullanilacak olan konsantrasyonu bioalgilama elementinin baglanmasini kiritik
derecede etkileyeceginden dolayr CPTMS ile kapli SAMs yiizeyine elektrotlarin cevabi EIS
ve CV ile dikkatlice izlenmistir. Bu amagla, ylizeyinde —OH gruplar1 olusturulmus ITO
elektrotlar farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis CPTMS c¢ozeltileri ile (% 0.5,% 1,% 1.5,%
2,% 2.5) gece boyu karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Daha sonra elektrotlar once
etanol/toluen karisimi1 daha sonra da ultra saf suyla yikanip kurutulmustur. Konsantrasyonun
yizey istiflenmesine impedimetrik ve voltametrik etkisi EIS ve CV Olclimleriyle

belirlenmistir.

3.3.5.2. Anti-CRP’nin konsantrasyon optimizasyonu

CRP tayinine yonelik gelistirilen CPTMS temelli biyosensoriin farkli anti-CRP
(biyoalgilama elementi) konsantrasyonlarina verdigi yanit EIS ve CV teknikleriyle takip
edilerek belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar sirasiyla, 3,17, 15,85 ng mL'l, 0,317, 1,585, 3,17,
6,34, 12,56, 25,34 ng mL*! ‘dir. Elde edilen EIS ve CV verileri 1s1ginda, optimum anti-CRP

konsantrasyonu belirlenmis ve ileriki ¢alismalara bu konsantrasyon ile devam edilmistir.

3.3.5.3 Anti-CRP’nin inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Hassas bir immiinosensoér igin bir bagka 6nemli parametre, antijen-antikor biyo-afinite
komplekslerinin olusumu igin gerekli olan inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Bu amagla,
CPTMS ile modifiye edilmis ITO elektrotlari, 30, 45 ve 60 dakika olmak iizere 3 farkli siirede
anti-CRP c¢ozeltileri ig¢inde inkiibe edilmistir. Siire sonunda elektrotlar yikanip dikkatlice
kurutulmustur. Farkli periyotlar sonunda elde edilen EIS ve CV verileri 1s18inda, optimum

anti-CRP inkiibasyon siiresi belirlenmis ve ileri ki ¢aligmalara bu siire ile devam edilmistir.
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3.3.6. CRP (1) Noro-biyosensoriiniin Analitik Performansi

CRP tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimum ¢alisma sartlar1 belirlendikten
sonra, ndro-biyosensore ait bazi analitik karakteristikler aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu

ozellikler asagida bagliklar halinde siralanmastir.

3.3.6.1. CRP (1) Noro-biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Tasarlanan biyosensoriin analitik Ozellikleri, optimum kosullar altinda farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan standart CRP ¢ozeltilerinin  EIS Ol¢timleri yardimiyla
belirlenmistir. Biyobelirte¢ konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligki

“esdeger devre modeli” ile belirlenmistir. (Sekil 3.2)
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Sekil 3. 2. Noro-biyosensor sisteminde kullanilan esdeger devre modeli

Impedimetrik immiinosensdr ¢alismalarinda siklikla kullanilan bu esdeger devre
modeli, Warburg elementinin yani sira diren¢ ve kapasitif elemanlardan olusmaktadir. Ret
yiik transfer direncidir, Rst sistemin ¢alisma ¢o6zeltisinin direncini gosterir, CPE biyoaktif
tabakanin sabit faz elemanini gosterir ve Zw Warburg elementidir. Bu unsurlar arasindaki en
dikkat cekici degisim, yiik transfer direncine (Rct) aittir. Bu devre, elektron transferinin
elektrolitten elektroda dogru olan akigini tanimlamak i¢in uygulanmistir (Macdonald ve
Barsoukov 2005).

Bu bilgiye dayanarak, CRP noro-biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi asagidaki

denklem kullanilarak ¢izilmistir.

AR = Rg(CRP)- Re(BSA) (3.1)
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burada Rct (CRP), anti-CRP ve CRP arasinda antikor-antijen baglanmasindan sonra elektron
transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin bloklama

asamasinin yarim daire ¢apinin degeridir.

Lineerlik (Dogrusallik) 6lgiilen yanitin dogrulugunu (farkli analit konsantrasyonlari ile
bir dizi 6l¢iim i¢in) diiz bir ¢izgi lizerinde gosteren matematiksel olarak, y = mc olarak temsil
edilen gostergedir. Burada c¢ analitin konsantrasyonu, y ¢ikis sinyalidir ve m, biyosensoriin
duyarliligidir (Bhalla, Jolly ve ark. 2016). Analitin (CRP) ‘nin degisen konsantrasyonlarina

bagli olarak optimize biyosensoriin verdigi yanit kalibrasyon grafigi tizerinde gosterilmistir.

3.3.6.2. CRP (1) noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik calismalar:

Bir biyosensor sistemi igin dlglimlerin tekrarlanabilirligi, ayni kosullar altinda belli bir
konsantrasyon iizerinde yapilan tekrar Olclimlerindeki varyasyon anlamia gelir. Bu,
Ol¢iimlerin ayni enstriiman veya yontemle yapildigi, insan girisinin gerekli oldugu durumlarda
ayn1 gbzlemcinin yer aldig1 ve dl¢timlerin, temel degerin sabit olarak kabul edilebilecegi kisa

bir siire boyunca yapildigi anlamina gelir (Bartlett ve Frost 2008).

Tekrarlanabilirlik calismalari, optimum sartlar altinda hazirlanmis 20 bagimsiz ITO
elektrodun ayni konsantrasyondaki CRP c¢ozeltileri (52 fg/mL) ile muamele edilmesi ve
akabinde EIS ve CV ol¢limlerinin alinip istatiksel degerlendirilmelerinin yapilmasiyla

belirlenmistir.

3.3.6.3. CRP (1) Noro-biyosensoriiniin tekrariiretilebilirlik ¢calismalari

Tekrar iiretilebilirlik, degisen kosullar altinda bir konuda yapilan o6l¢timlerdeki
degisimi ifade eder. Degisen kosullar, kullanilan farkli 6l¢iim metotlar1 ya da enstriimanlar,
farkli gozlemciler ya da degerlendiriciler tarafindan yapilan dlglimler tekrar iretilebilirlik

calismasinin igerisinde degerlendirebilir (Bartlett ve Frost 2008).
ITO esasli CRP biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi, ayn1 prosediirle fakat farkl

zamanlarda ve farkli aragtiricilar tarafindan hazirlanan 10 biyosensor sisteminin belirli CRP

tayin araligindaki cevaplarinin izlenmesi ile degerlendirilmistir.
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3.3.6.4. CRP (1) noro-biyosensoriiniin rejenerasyon calismalari (tekrar kullamlabilirlik)

Bir biyosensor icin analitik agidan bir diger 6nemli parametre sistemin rejenerasyona
verdigi yanit bir diger degisle tekrar-kullanilabilirliginin derecesidir. Tekrar-kullanilabilirlik
biyosensoriin maliyetine ciddi katkilar saglayan analitik parametrelerden biridir. Rejenerasyon
icin farkli teknikler ve reaktifler kullanilabilmektedir. Her durumda, biyoreseptor ve analit
arasindaki g¢ekici kuvvetlerin iistesinden gelinmek suretiyle rejenerasyon saglanir (Goode ve

ark. 2014).

Gelistirilen noro-biyosensoriin - rejenerasyonu, CRP  antikor-antijen immiino-
kompleksini ayrigtirmak icin, CPTMS ile modifiye edilmis ITO elektrotlarin 5 dakika
boyunca 10 mM HCI i¢ine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir. Elektrotlar daha sonrasinda
ultra saf suyla iyice yikanip, argon gazi altinda nazik¢e kurutulmustur. Immunokompleksin
ayrismasi EIS ile takip edilmistir. Yiizeyden antijeni iyonik kuvvet yoluyla kopartilmis olan
elektrotlar CRP’nin ayni konsantrasyonuyla (52 fg/mL) tekrar muamele edilmis ve akabinde
EIS o6l¢iimii alinmistir. Tekrar eden bu proses siiresince yiizeyin tamamen denatiire oldugu ve
biyosensoriin ¢alisma aktivitesini kritik anlamda kaybettigi nokta belirlene dek, biyosensoriin

rejenerasyon ¢ozeltisiyle muamele edilmesine devam edilmistir.

3.3.6.5. Sabit Frekansta impedans (SFI) analizi

Antikor / antijen baglanmasimin kinetik davramiginin izlenmesi i¢in etkili

elektrokimyasal yontemlerden biri sabit frekansli impedans analizidir.

Bu amagla, potansiyostat, Bode egrilerinin yardimiyla tanimlanan sabit bir frekansa
(45 Hz) ayarlanmustir. Uglii elektrot sistemi non-faradaik prosediirle; CRP igeren 50 mM pH
7,0 fosfat tamponu igerisine daldirilmig ve belirlenen frekansta impedimetrik Glgiim
almmistir. Zamana bagli olarak impedimetrik degerde ve faz agisinda meydana gelen degisim,

antikor-antijen baglanmasinin kinetiksel degerlendirilmesinde kullanilmistr.

54



3.3.6.6. Kare dalga voltametrisi

Gelistirilen noro-biyosensoriin karakterizasyon asamalar1 sadece EIS ve CV teknikleri
ile degil, ayn1 zamvea EIS gibi bir frekansa bagli olarak bagka bir elektrokimyasal teknik olan

SWYV tarafindan da izlenmistir.

SWV, katodik PULS ve ayni genlikte anodik puls arasindaki bir dizi potansiyel
sinyalin birlesiminden olusmaktadir.

Bu amagla, optimal kosullarda hazirlanan CPTMS temelli biyosensor, lineer aralikta
hazirlanan farkli CRP konsantrasyonlariyla muamele edilmistir. Inkiibasyon neticesinde
elektrotlar yikanip kurutulmus akabinde ferri-ferro redoks probu igerisinde kare dalga

voltametrisiyle dl¢limlenmistir.

3.3.6.7. CRP (1) noro-biyosensoriiniin se¢icilik ¢calismalari

Secicilik, bir biyo-reseptoriin, diger katki maddelerini ve kirletici maddeleri igeren bir
ornekte spesifik bir analit tespit etme kabiliyetidir. Segiciligin en iyi 0rnegi, bir antijenin

antikorla etkilesimi ile tasvir edilir.

CRP tayinine yonelik gelistirilen biyosensor sisteminin segiciligi, non spesifik
etkilesimlere ARct degerlerindeki degisimlerin takip edilmesiyle belirlenmistir. Ayni
konsantrasyon araliginda hazirlanan; HER-3, haptoglobin, HSP-70 proteinleriyle CPTMS
modifiyeli ITO elektrotlar muamele edilmis ve biyoreseptoriin bu proteinlere olan afinitesi

degerlendirilmistir.

3.3.6.8. CRP (1) noro-biyosensoriiniin depo omrii

Gelistirilen CPTMS modifiyeli- ITO tabanh tek kullanimlik biyosensoriin depo dmrii
belirli zamanlarin sonunda immiinosensoriin  impedimetrik tepkisinin izlenmesi ile
belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan néro-biyosensorler +4°C'de muhafaza
edilmis ve 7 gilinliik periyotta sabit konsantrasyonda (52 fg/mL) CRP ol¢timi EIS ile
yapilmustir. ilk giin edilen de@er temel alinarak, biyosensdriin aktivitesindeki zaman

icerisindeki kayip grafiksel olarak gdsterilmistir.
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3.3.69. CRP (1) noro-biyosensoriiniin klinik orneklerde uygulanabilirliginin
arastirilmasi

Gelistirilen biyosensor, farkli konsantrasyonlarda CRP igeren sekiz insan serum
orneginde CRP'nin saptanmasi i¢in kullanilmistir. Serum drnekleri Namik Kemal Universitesi
Tip Fakiiltesi'nden 2013/86/07/05 arastirma etik kurul onayi ile rastgele secilerek alinmistir.
Biyosensorden elde edilen sonuglar, referans bir teknikle hastanede belirlenen serum CRP
seviyeleri ile karsilastirilmistir. Namik Kemal Universitesi Arastirma hastanesinde CRP
Olctimleri, immiinoturbidimetrik yontem kullanilarak Roche Diagnostics model no: cobas ¢
501 otoanalizorii ile gerceklestirilmektedir. Serum numunelerinin CRP Olgiimleri belirtilen
referans yoOntemle hastanede gerceklestirildikten sonra serumlar, zaman kaybetmeden
aragtirma laboratuarimiza getirilmistir. Serumlar Olgiimler gerceklestirilene dek belirli
porsiyonlar halinde -20° C’de muhafaza edilmistir. Saglikli kisilerden alinan serum CRP
icerigi, gelistirilen biyosensoriin tayin aralifindan daha yiliksek konsantrasyona sahip

oldugundan &tiirii, serum numuneleri 107 kez seyreltilmistir.

3.3.6.10. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Namik Kemal Universitesi (NABILTEM) Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Merkezi'nde biyosensor iiretim prosesinin her bir adimina, alan emisyon taramali elektron
mikroskobu (FEI-Quanta FEG 250) islemi uygulanarak farkli yiizeylerin morfolojik olarak
incelenmesi saglanmistir. SEM goriintiilerini elde etmek i¢in 5 kV bir hizlanma gerilimi

kullanilmustir.

3.3.6.11. Fourier-doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

Biyosensor gelistirilirken yiizeyde olusan baglarin dogasini arastirmak amaciyla
Namik Kemal Universitesi (NABILTEM) Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde
4000-400 cm™ araliginda isletilen Fourier-doniisimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

spektrumlar1 kaydedilmistir.
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3.4. CRP (2) Noro-biyosensoriiniin Dizayni ve Fabrikasyonu

3.4.1. Elektrotlarim hazirlanmasi ve CUTMS ile SAMs olusumu
Biyosensoriin hazirlanmasimnin ilk adimi ITO-PET elektrot yiizeyinin temizlenmesidir.

Bu amagla ITO elektrotlar baslik 3.3.1.’de anlatildig: sekilde temizlenmistir.

Temizlenmis ITO elektrotlarin yiizeyinde 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (CUTMS)
tabakasinin olusturulabilmesi i¢in Oncelikle yiizeyde aktif —hidroksil gruplari biriktirmek
gerekir. Aktif —OH gruplant baglik 3.3.1.°de anlatilan ¢dzelti ile inkiibasyon neticesinde

olusturulmustur.

Temizleme prosediirii ve ylizeyde hidroksil grubu olusumu tamamlandiktan sonra,
ITO elektrotlar saf toluen-etanol karisiminda hazirlanan % 0,5 11-CUTMS ¢ozeltisine
daldirilmis ve gece boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra, fiziksel olarak
adsorbe olmus 11-CUTMS molekiillerini uzaklastirmak icin, elektrotlar sirasiyla ultra saf su

ile yikanmis ve ultra saf argon gazi ile yavasca kurutulmustur.

3.4.2. CRP (2) noro-biyosensoriiniin dizayn stratejisi

11-CUTMS ile modifiye edilmis ITO elektrotlar vakit kaybetmeden metanol iginde
belirli bir konsantrasyonda hazirlanan PAMAM c¢o6zeltisine daldirilmis ve oda sicakliginda 60

dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda elektrotlar énce ultra saf suyla yikanip ardindan ultra saf argon

gaz1 ile nazik¢e kurutulmustur.

Daha sonra PAMAM ile modifiye edilmis elektrotlar, amino gruplarinin
aktivasyonunda yaygin olarak capraz baglayici ajan olarak kullanilan % 1 glutaraldehit (pH
7,0 fosfat tamponu icerisinde hazirlanmis) ¢ozeltisine daldirilmis ve oda sicakliginda 15

dakika inkiibe edilmistir.

11-CUTMS ve PAMAM ile modifiye edilen ITO substratlar, ultra saf suyla yikanip
argon gazi ile nazikg¢e kurutulduktan sonra zaman kaybetmeden 100 uL anti-CRP ¢ozeltisine

daldirilmistir. 60 dakikalik inkiibasyon sonrasinda elektrotlar, baglanmamis anti-CRP
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molekiillerini uzaklastirmak i¢in yikanip ultra saf argon gaziyla kurutulmustur. Son olarak,
anti-CRP antikoru immobilize edilmis ITO elektrotlar1 aktif uglarin bloke edilmesi i¢in 60
dakika siireyle BSA (% 0.5) ile muamele edildi. Bu islemin sonunda, elektrotlar ultra saf su
ile yikanip ultra saf argon gazi ile yavasca kurutulmustur. Bu son adimla birlikte hazir hale
gelen biyosensér CRP oOlglimleri yapilana kadar + 4 °C'de muhafaza edilmistir. Temiz ve
modifiye edilmis ITO yiizeyler: ITO, ITO-OH, ITO-OH-CUTMS, ITO/CUTMS/PAMAM,
ITO/ICUTMS/PAMAM  /anti-CRP, ITO/CUTMS/PAMAM/anti-CRP/BSA  seklinde

ifadelendirilmistir. Biyosensoriin dizayn stratejisi Sekil 3.3' te sematize edilmistir.

H BN N — " L"’U
H N % 1 (VIv) W ’
5 =N metanolde "" =
%1 () W A 1 saat — {—y-
H,0,/NH;OH/H;0 etanolde W "
o - gece boyu

1:1:5 viv)

(8 % 1 (vIv)
é gluteraldehit
NH s
=04

L) AT s%osBsa
8~ "qu S — ””_U—r'—ﬁ

. 11-siyanoudesiltrimetoksisilan () PAMAM dendrimer (G:1) ﬁ anti-CRP

Sekil 3. 3. Noro-biyosensdr tasariminin sematik gosterimi

3.4.3. Elektrokimyasal 6l¢iimler

CRP tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensoriin immobilizasyon adimlari,
optimizasyon testleri ve analitik 6zellikleri baslik 3.3.3.de anlatildig1 sekliyle EIS, CV ve
SWV teknikleriyle analizlenmistir.
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3.4.4. C-reaktif proteinin 6l¢iim prensibi

11-CUTMS ve PAMAM ile dekore edilmis ITO bazli biyosensdrlerin her biri, farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan standart CRP ¢ozeltileri ile oda sicakliginda ve karanlikta 60
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra, biyosensér, fiziksel olarak
adsorbe edilmis CRP molekiillerini uzaklastirmak i¢in yavasca ultra saf suya daldirilmastir.
Her bir CRP konsantrasyonunun elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve dongiisel
voltametri Ol¢timleri, calisma elektrotlari1  redoks probunda oOlglimlemek suretiyle

gerceklestirilmistir. EIS ve CV dl¢timleri EChem Analyst yazilim programi ile kaydedilmistir.

3.4.5. CRP (2) noro-biyosensoriiniin optimizasyon calismalari

3.4.5.1. PAMAM dendrimerinin konsantrasyonun optimizasyonu

PAMAM dendrimerler, algilama yiizeyi iizerinde daha fazla anti-CRP'nin immobilize
olmasint  destekleyen bircok birincil amino gruptan olugmaktadir. PAMAM
konsantrasyonunun optimize edilmesi daha iyi anti-CRP immobilizasyonu ve CRP'nin en
uygun sekilde taninmasini saglayacaktir. Bu amagla, 11-CUTMS ile modifiye edilmis ITO
elektrotlar farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PAMAM (etanol i¢inde % 0,5, %1, % %]1,5
%?2) elektrotlart ile 60 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda elektrotlar, 6nce etanol ile daha sonra da ultra saf suyla yikanip ultra argon gaziyla
nazikce kurutulmustur. Farkli PAMAM konsantrasyonlarinin sergiledigi impedimetrik ve

voltametrik davranislar EIS ve CV ile takip edilmistir.

3.4.5.2. Anti-CRP’nin konsantrasyon optimizasyonu

Optimizasyon c¢aligmalarinin son asamasinda, farkli anti-CRP konsantrasyonlarinin
biyosensor sistemi cevab1 {izerindeki etkisi arastirilmistir. Bu amagla, farkli
konsantrasyonlarda anti-CRP (63,4 ng / mL, 634 ng / mL ve 6,34 ug / mL) ¢ozeltileri ile
biyosensorler hazirlanmustir. inkiibasyon sonrasinda elektrotlar ultra saf suyla yikanip argon
gaziyla kurutulmustur. Farkli anti-CRP konsantrasyonlarindan elde edilen EIS ve CV verileri
1s18inda, optimum anti-CRP konsantrasyonu belirlenmis ve ileriki ¢alismalara bu

konsantrasyon ile devam edilmistir.
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3.4.6. CRP (2) noro-biyosensoriiniin analitik performansi

CRP tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimum ¢alisma sartlart belirlendikten
sonra, ndro-biyosensore ait bazi analitik karakteristikler aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu

ozellikler asagida basliklar halinde siralanmistir.

3.4.6.1. CRP (2) noro-biyosensdoriiniin kalibrasyon grafigi

Tasarlanan biyosensoOriin  analitik  6zellikleri, optimum kosullar altinda farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standart CRP ¢ozeltilerinin  EIS Ol¢iimleri  yardimiyla
belirlenmistir. Biyobelirte¢ konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligki

“esdeger devre modeli” ile belirlenmistir. (Sekil 3.4)

5 N

—t__—a—

Ret

Sekil 3. 4. Noro-biyosensor sisteminde kullanilan esdeger devre modeli

Impedimetrik immiinosensdr calismalarinda siklikla kullanilan bu esdeger devre
modeli, Warburg elementinin yani sira diren¢ ve kapasitif elemanlardan olugmaktadir. Rct
yiik transfer direncidir, Rst sistemin calisma ¢6zeltisinin direncini gosterir, CPE biyoaktif
tabakanin sabit faz elemanin1 gosterir ve Zw Warburg elementidir. Bu unsurlar arasindaki en
dikkat ¢ekici degisim, yiik transfer direncine (Rct) aittir. Bu devre, elektron transferinin
elektrolitten elektroda dogru olan akisini tanimlamak i¢in uygulanmistir (Macdonald ve
Barsoukov 2005).

Bu bilgiye dayanarak, CRP noéro-biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi asagidaki

denklem kullanilarak ¢izilmistir.

60



burada Rct (CRP), anti-CRP ve CRP arasinda antikor-antijen baglanmasindan sonra elektron
transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin bloklama

asamasinin yarim daire ¢apinin degeridir.

Lineerlik (Dogrusallik) 6lgiilen yanitin dogrulugunu (farkli analit konsantrasyonlart ile
bir dizi 6l¢iim i¢in) diiz bir ¢izgi lizerinde gosteren matematiksel olarak, y = mc olarak temsil
edilen gostergedir. Burada ¢ analitin konsantrasyonu, y ¢ikis sinyalidir ve m, biyosensoriin
duyarlihigidir (Bhalla, Jolly ve ark. 2016). Analitin (CRP) ‘nin degisen konsantrasyonlarina

bagli olarak optimize biyosensoriin verdigi yanit kalibrasyon grafigi tizerinde gosterilmistir.

3.4.6.2. CRP (2) noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik calismalar:

CRP tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirlik performansi optimum
sartlar altinda hazirlanan 18 bagimsiz ITO elektrodun ayn1 CRP konsantrasyonu (1,7 pg/mL)
ile muamele edilmesiyle ve akabinde EIS ve CV verilerinin istatiksel agidan

degerlendirilmesiyle belirlenmistir.

3.4.6.3 CRP (2) noro-biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirlik calismalar:

ITO esasli CRP biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi, ayn1 prosediirle fakat farkl
zamanlarda hazirlanan 10 biyosensor sisteminin belirli CRP tayin araligindaki cevaplarinin

izlenmesi ile degerlendirilmistir.

3.4.6.4. CRP noro-biyosensoriiniin rejenerasyon calismalar: (Tekrar kullanilabilirlik)

Gelistirilen ndro-biyosensoriin - rejenerasyonu, CRP antikor-antijen immiino-
kompleksini ayristirmak i¢in, CUTMS ile modifiye edilmis ITO elektrotlarin 5 dakika
boyunca 10 mM HCI i¢ine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir. Elektrotlar daha sonrasinda
ultra saf suyla iyice yikanip, argon gazi altinda nazik¢e kurutulmustur. Immunokompleksin
ayrismasi EIS ile takip edilmistir. Yiizeyden antijeni iyonik kuvvet yoluyla kopartilmis olan
elektrotlar CRP ayn1 konsantrasyonuyla (1,7 pg/mL) tekrar muamele edilmis ve akabinde EIS

Olctimii alinmistir. Tekrar eden bu proses siiresince yiizeyin tamamen denatiire oldugu ve

61



biyosensoriin ¢alisma aktivitesini kritik anlamda kaybettigi nokta belirlene dek, biyosensdriin

rejenerasyon ¢ozeltisiyle muamele edilmesine devam edilmistir.

3.4.6.5. Sabit frekansta impedans (SFI) analizi

Antikor / antijen baglanmasimin kinetik davraniginin izlenmesi icin etkili

elektrokimyasal yontemlerden biri sabit frekansli impedans analizidir.

Bu amagla, potansiyostat, Bode egrilerinin yardimiyla tanimlanan sabit bir frekansa
(10 Hz) ayarlanmustir. Uglii elektrot sistemi non-faradaik prosediirle; CRP igeren 50 mM pH
7.0 fosfat tamponu igerisine daldirilmis ve belirlenen frekansta impedimetrik olgiim
alimmistir. Zamana bagli olarak impedimetrik degerde ve faz agisinda meydana gelen degisim,

antikor-antijen baglanmasinin kinetiksel degerlendirilmesinde kullanilmstir.

3.4.6.6. Kare dalga voltametrisi

Gelistirilen noro-biyosensoriin karakterizasyon agamalar1 sadece EIS ve CV teknikleri
ile degil, ayn1 zamanda EIS gibi bir frekansa bagli olarak bagka bir elektrokimyasal teknik
olan SWYV tarafindan da izlenmistir. 11-CUTMS ve PAMAM ile dekore edilmis elektrotlarin
belirli tayin araligindaki CRP ol¢timleri baslik 3.3.6.6 anlatildig1 prensible gerceklestirilmistir.

3.4.6.7. CRP (2) noro-biyosensoriiniin secicilik calismalari

CRP tayinine yonelik gelistirilen 11-CUTMS/PAMAM modifiyeli néro-biyosensoriin
baska proteinlere karsi olusabilecek afinitesi baslik 3.3.6.7. ‘de anlatilan teknikle

arastirllmistir. Secicilik arastirmasi yapilirken kullanilan proteinler; HSP70, haptoglobin,
HER-3’diir.

3.4.6.8. CRP (2) noro-biyosensoriiniin depo 6mrii

Gelistirilen 11-CUTMS/PAMAM  modifiyeli- ITO tabanli tek kullanimlik
biyosensoriin depo 6mrii belirli zamanlarin sonunda immiinosensoriin impedimetrik tepkisinin
izlenmesi ile belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan néro-biyosensorler +4°C'de

muhafaza edilmis ve 7 giinliik periyotta sabit konsantrasyonda CRP’nin (1,7 pg/mL) EIS ile
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dl¢iimlenmesiyle gerceklestirilmistir. Ilk giin edilen deger temel alinarak, biyosensdriin

aktivitesindeki zaman igerisindeki kayip grafiksel olarak gosterilmistir.

3.4.6.9. CRP (2) noro-biyosensoriiniin klinik 6rneklerde uygulanabilirliginin
arastirilmasi

Gelistirilen 11-CUTMS/PAMAM modiyeli biyosensor sisteminin gergek orneklerde
uygulanabilirligi baslik 3.3.6.9’da anlatildig1 sekliyle gergeklestirilmistir. Serumlar Slgiimler
gerceklestirilene dek belirli porsiyonlar halinde -20° C’de muhafaza edilmistir. Saglikli bir
kisiden almman serum CRP igerigi, gelistirilen biyosensoriin tayin araligindan daha yiiksek

konsantrasyona sahip oldugundan &tiirii, serum numuneleri 10° kat seyreltilmistir.

3.4.6.10. Taramah Elektron mikroskobu (SEM)
Biyosensor gelistirilirken yiizey morfolojisinde meydana gelen degisiklikler baslik
3.3.6.10°da anlatildig1 gibi SEM ile takip edilmistir.

3.4.6.11. Fourier-doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

Biyosensor gelistirilirken olusan baglar FTIR ile bashik 3.3.6.11°de anlatildig1 gibi

degerlendirilmistir.

3.5. Synuclein alfa néro-biyosensoriiniin Dizaym ve Fabrikasyonu

3.5.1. Elektrotlarin hazirlanmasi ve altin nanopartikiiliin biriktirilmesi

Noro-biyosensoriin -~ hazirlanmasinin  ilk  adimi  ITO-PET elektrot yiizeyinin
temizlenmesidir. Bu amagla ITO elektrotlar sirasiyla aseton,sabun ¢ozeltisi ve ultra saf su
icerisinde 10 dakika sonike edilip ardindan ultra saf argon gaziyla kurutulmustur. Temizlenen
elektrotlar yiizeylerinde aktif -OH gruplari baslik 3.3.1°de anlatildig: sekilde olusturulmustur.
Daha sonra ultra saf suyla yikanip, argon gazi ile kurutulan elektrotlar, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu icerisinde hazirlanan HAuCly.3H,0 (1 mM) ¢ozeltisi igeren elektrokimyasal hiicreye
daldirilmstir. ITO yiizeyinde altin nanopartikiillerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi -0,2
V- () 1,3 V potansiyel arasinda 50 mV/s tarama hizinda ard arda 10 dongii ile
gerceklestirilmistir (Ma, Di ve ark. 2009). Ardindan elektrotlar ultra saf suyla yikanip, argon

gaziyla kurutulup karanlik bir ortamda muhataza edilmistir.
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3.5.2. Synuclein alfa (SYN-alfa) noro-biyosensoriiniin dizayn stratejisi

Yiizeyde altin nanopartikiiller biriktirilmis ITO elektrotlar, glutamik asit monomerinin
elektropolimerizasyonu ile modifiye edilmistir. Bu amagla elektrotlar 50 mM Ph 7,0 fosfat
tamponu igerisinde hazirlanmis glutamik asit c¢ozeltisine daldirilmis ve -0,8 V- +2,0 V
potansiyel araliginda ( 100 mV/s , 10 dongii) elektropolimerizasyon gerceklestirilmistir
(Santos, Zanoni ve ark. 2008). Daha sonra elektrotlar, ultra saf suyla yikanip, argon gaziyla
nazik¢e kurutulmustur. Ardindan elektrotlar, Poli-glutamik asitte (PGA) bulunan karboksilik
asit terminal gruplarinin aktivasyonu ve bu gruplarin anti-SYN alfa antikorundaki amino
gruplariyla kovalent etkilesimi i¢in 0,4 mM EDC ve 0,1 mM NHS iceren sulu ¢ozeltiye
daldirilarak oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edilmistir. Ultra saf suyla yikanip ultra argon
gaziyla kurutulan elektrotlar akabinde 100 pL anti-SYN alfa igeren ¢ozeltilere daldirilmis ve
karanlik ortamda oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Anti-SYN alfa
antikoru ile inkiibasyondan sonra elektrotlar baglanmamis antikor molekiillerini
uzaklagtirmak i¢in ultra saf su ile yitkanmis ve ardindan argon gazi ile kurutulmustur. Son
olarak anti-SYN alfa’nin immobilize edildigi altin nanopartikiil katkili poli-glutamik asit
modifiyeli elektrotlar, reaktif olmayan uglar1 bloklamak ve non-spesifik etkilesimleri 6nlemek
amactyla %0,5 BSA ¢ozeltisinde 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu son adimla birlikte,
hazirlanan noro -biyosensor, SYN-alfa Ol¢timleri gerceklestirilene dek + 4 °© C'de muhafaza
edilmistir. Temiz ve modifiye edilmis ITO yiizeyler: ITO, ITO-OH, ITO-OH-AuUNP,
ITO/AUNP/PGA, ITO/AuNP/PGA/anti-SYN alfa ve ITO/AuNP/PGA/anti-SYN alfa/BSA

seklinde ifadelendirilmistir. Biyosensoriin dizayn stratejisi Sekil 3.5' te sematize edilmistir.

3.5.3. Elektrokimyasal Ol¢iimler

SYN alfa tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensoriin immobilizasyon adimlari,
optimizasyon testleri ve analitik 6zellikleri baslik 3.3.3.’te anlatildig1 sekliyle EIS, CV ve
SWYV teknikleriyle analizlenmistir.
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Altin nanopartikil  Glutamik asit EDC-NHS Anti-SYN alfa BSA SYN-alfa

ITO
tabakast

Sekil 3. 5. Noro-biyosensdr tasariminin sematik gosterimi

3.5.4. SYN-alfanin 6l¢iim prensibi

Altin nanopartikiil katkili, glutamik asit modifiyeli ITO bazli elektrotlarin her biri,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart SYN-alfa c¢ozeltileri ile oda sicakliginda ve
karanlikta 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra, ndro-
biyosensor, fiziksel olarak adsorbe olmus SYN alfa molekiillerini uzaklastirmak i¢in yavasga
ultra saf suya yikanmistir. Her bir SYN alfa konsantrasyonunun elektrokimyasal impedans
spektroskopisi ve dongiisel voltametri Ol¢limleri, calisma elektrotlarim1 redoks probunda
Olciimlemek suretiyle gergeklestirilmistir. EIS ve CV o6l¢imleri EChem Analyst yazilim
programi ile kaydedilmistir.
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3.5.5. SYN alfa Noro-biyosensoriiniin Optimizasyon Calismalari

3.5.5.1. Monomer Konsantrasyonun Etkisi

Glutamik asit konsantrasyonu, anti-SYN alfa immobilizasyonunu etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Dolayisiyla bu adimin optimize edilmesi amaciyla glutamik asidin altin
nanopartikiil katkili ITO substratlarin yiizeyinde elektropolimerizasyonu farkli monomer
konsantrasyonlarinda test edilmistir. Bu amagla 10, 20 ve 50 mM glutamik asit monomerleri
baslik 3.5.2°de anlatildig1 gibi elektropolimerize edilmis ve akabinde elektrotlarin sergiledigi

impedimetrik ve voltametrik davranislar kaydedilmistir.

3.5.5.2. Elektropolimerizasyon Dongii sayisinin etkisi

Elektro-polimerizasyon dongiisti, anti-SYN alfa immobilizasyonunu etkileyecek
sekilde PGA'nin morfolojisini ve performansini etkileyen bir baska 6nemli faktordiir. Bu
adimin optimizasyonu icin, glutamik asit monomerinin polimerizasyonu 6, 10 ve 15 dongii
sayilarinda gerceklestirilmis ve sonuglar EIS ve CV ile takip edilmistir. Elde edilen EIS ve
CV verileri 15181nda, optimum dongii sayisi belirlenmis ve ileriki ¢aligmalara bu parametre ile

devam edilmistir.

3.5.5.3. Anti-SYN alfa konsantrasyon optimizasyonu

Anti-SYN konsantrasyonunun tasarlanmis noro-biyosensor sistemi yaniti iizerindeki
etkisi farkli konsantrasyonlarda anti SYN ile hazirlanmis biyosensor sistemlerinin farkli
konsantrasyonlardaki SYN alfa  ¢ozeltilerinin 6lgiimlerinin degerlendirilmesiyle tespit
edilmistir. Bu amagcla hazirlanan 11, 50, ve 110 ng/mL anti-SYN alfa ¢ozeltileri oda sicakliga
60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra baslik 3.5.4’de anlatildig1 tizere SYN alfa olgtimleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen EIS ve CV wverileri 1s1@indan optimum anti-SYN alfa

konsantrasyonuna karar verilmis ve ileri ki ¢aligmalara bu konsantrasyonla devam edilmistir.

3.5.6. SYN-alfa néro-biyosensdoriiniin analitik performansi
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SYN alfa tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimum ¢alisma sartlar
belirlendikten sonra, noro-biyosensore ait bazi analitik karakteristikler aydinlatilmaya

calisilmistir. Bu 6zellikler agsagida basliklar halinde siralanmugtir.

3.5.6.1. SYN-alfa noro-biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Tasarlanan biyosensoriin analitik Ozellikleri, optimum kosullar altinda farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan standart SYN-alfa ¢ozeltilerinin EIS o6l¢iimleri yardimiyla
belirlenmistir. Biyobelirte¢ konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligski baslik

3.4.6.1°de anlatilan ve agiklamasi yapilan “esdeger devre modeli” ile belirlenmistir.

Baslik 3.3.6.1.’de bahsedilen bilgiler 15183inda Bu bilgiye dayanarak, SYN-alfa noro-

biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi asagidaki denklem kullanilarak ¢izilmistir.

burada Rct (SYNa), anti- SYNa ve SYNa arasinda antikor-antijen baglanmasindan sonra
elektron transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin

bloklama agamasinin yarim daire ¢apinin degeridir.

Analitin (SYNa) ‘nin degisen konsantrasyonlarina bagli olarak optimize biyosensoriin

verdigi yanit kalibrasyon grafigi izerinde gosterilmistir.

3.5.6.2. SYN alfa noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik calismalar:

SYN alfa tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirlik performansi
optimum sartlar altinda hazirlanan 20 bagimsiz ITO elektrodun ayn1 SYN alfa konsantrasyonu
(100 pg/mL) ile muamele edilmesiyle ve akabinde EIS ve CV verilerinin istatiksel agidan

degerlendirilmesiyle belirlenmistir.

3.5.6.3. SYN alfa noro-biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirlik ¢alismalari
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ITO esaslt SYN alfa biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi, ayni1 prosediirle fakat farkli
zamanlarda hazirlanan 8 noro- biyosensor sisteminin belirli konsantrasyonlardaki SYN-alfa

tayin araligindaki cevaplarin izlenmesi ile degerlendirilmistir.

3.5.64. SYN alfa noro-biyosensoriiniin rejenerasyon c¢ahsmalarn (Tekrar
kullamilabilirlik)

Gelistirilen noro-biyosensoriin rejenerasyonu, SYN alfa antikor-antijen immiino-
kompleksini ayristirmak i¢in, AUNP katkili PGA modifiyeli ITO elektrotlarin 8 dakika
boyunca 0,2 M pH 2,8 glisin-HCI tamponu igine daldirilmasiyla gerceklestirilmistir.
Elektrotlar daha sonrasinda ultra saf suyla iyice yikanip, argon gazi altinda nazikge
kurutulmustur. Immunokompleksin ayrigmasi EIS ile takip edilmistir. Yiizeyden antijeni
iyonik kuvvet yoluyla kopartilmis olan elektrotlar SYN alfa’nin ayni konsantrasyonuyla (100
pg/mL) tekrar muamele edilmis ve akabinde EIS 6l¢iimii alinmigtir. Tekrar eden bu proses
sliresince yiizeyin tamamen denatiire oldugu ve biyosensoriin ¢alisma aktivitesini Kritik
anlamda kaybettigi nokta belirlene dek, biyosensoriin rejenerasyon ¢ozeltisiyle muamele

edilmesine devam edilmistir (Sha, Guo ve ark. 2015).

3.5.6.5. Sabit frekansta impedans (SFI) analizi

Antikor / antijen baglanmasimnin kinetik davranisinin izlenmesi icin etkili

elektrokimyasal yontemlerden biri sabit frekansli impedans analizidir.

Bu amagla, potansiyostat, Bode egrilerinin yardimiyla tanimlanan sabit bir frekansa (7
Hz) ayarlanmistir. Uclii elektrot sistemi non-faradaik prosediirle; SYN alfa iceren 50 mM pH
7,0 fosfat tamponu igerisine daldirilmis ve belirlenen frekansta impedimetrik 6l¢iim
alinmistir. Zamana bagl olarak impedimetrik degerde ve faz agisinda meydana gelen degisim,

antikor-antijen baglanmasinin kinetiksel degerlendirilmesinde kullanilmustir.

3.5.6.6. Kare dalga voltametrisi

Gelistirilen noro-biyosensoriin karakterizasyon agamalar1 sadece EIS ve CV teknikleri
ile degil, ayn1 zamanda EIS gibi frekansa bagimli baska bir elektrokimyasal teknik olan SWV

tarafindan da izlenmistir. Altin nanopartikiil katkili poli glutamik asit ile dekore edilmis
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elektrotlarin belirli tayin aralifindaki SYN alfa dl¢iimleri baslik 3.3.6.6 anlatildig1 prensible
gerceklestirilmistir.

3.5.6.7. SYN alfa noro-biyosensoriiniin secicilik ¢alismalari

SYN alfa tayinine yonelik gelistirilen AUNP/PGA modifiyeli ndro-biyosensoriin baska
proteinlere karsi olusabilecek afinitesi baglik 3.3.6.7. ‘de anlatilan teknikle arastirilmustir.

Secicilik arastirmasi yapilirken kullanilan proteinler; RACK-1, Tau-441, ve HSP-70’dir.

3.5.6.8. SYN alfa noro-biyosensoriiniin depo 6mrii

Gelistirilen AUNP/PGA modifiyeli- ITO tabanli tek kullanimlik biyosensoriin depo
omrii belirli zamanlarin sonunda immiinosensoriin impedimetrik tepkisinin izlenmesi ile
belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan ndro-biyosensorler +4°C'de muhafaza
edilmis ve 7 giinlik periyotta sabit konsantrasyonda SYN alfa’nin (100 pg/mL) EIS ile
ol¢iimlenmesiyle gerceklestirilmistir. Ik giin edilen deger temel alinarak, biyosensdriin

aktivitesindeki zaman igerisindeki kayip grafiksel olarak gosterilmistir.

3.5.6.9. SYN-alfa noro-biyosensoriiniin klinik o6rneklerde uygulanabilirliginin
arastirilmasi

Uretilen néro-biyosensériin fizibilite ve analitik giivenilirligini degerlendirmek igin
insan serebrospinal (beyin omurilik-BOS) sivisindaki SYN alfa miktar1 standart ekleme
yontemi kullanilarak analiz edilmistir. ~ Standart ekleme igin kullanilan SYN alfa
konsantrasyonlar1 25 pg / mL ve 500 pg / mL’dir. BOS &rnekleri Namik Kemal Universitesi
Tip Fakiiltesi'nden 2013/86/07/05 arastirma etik kurul onayr ile rastgele segilerek
toplanmistir. BOS &rnekleri dlgiimler gergeklestirilene dek belirli porsiyonlar halinde -20°

C’de muhafaza edilmistir.

3.5.6.10. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Biyosensor gelistirilirken yiizey morfolojisinde meydana gelen degisiklikler baglik
3.3.6.10°da anlatildig1 gibi SEM ile takip edilmistir.
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3.5.6.11. Fourier-doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

Biyosensor gelistirilirken olusan baglar FTIR ile baglik 3.3.6.11°de anlatildig1 gibi

degerlendirilmistir.

3.6. Tau-441 noro-biyosensoriiniin dizaym ve fabrikasyonu
3.6.1. Elektrotlarin hazirlanmasi ve rGO ile modifikasyon

Noro-biyosensoriin  hazirlanmasinin  ilk  adimi  ITO-PET elektrot ylizeyinin
temizlenmesidir. Bu amagcla ITO elektrotlar sirasiyla aseton,sabun ¢ozeltisi ve ultra saf su
icerisinde 10 dakika sonike edilip ardindan ultra saf argon gaziyla iyice kurutulmustur. DMF
icerisinde disperse edilmis Indirgenmis grafen oksit (rGO) ¢dzeltisi ultrasonikasyonda 60
dakika sonike edilerek hazirlanmistir. Hazirlanan rGO dispersiyon ¢ozeltisinden 15 pL, temiz

ITO-PET elektrotlarin {izerine damlatilmis ve elektrotlar gece boyu kurumaya birakilmstir.

3.6.2. Tau-441 noro-biyosensoriiniin dizayn stratejisi

rGO ile modifiye edilen ITO elektrotlar, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde
hazirlanan HAuCl4.3H,0 (1 mM) c¢ozeltisi igeren elektrokimyasal hiicreye daldirilarak ITO
yiizeyinde altin nanopartikiillerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi -0,2 V- (-)1,3 V
potansiyel arasinda 50 mV/s tarama hizinda ard arda 10 dongii ile gergeklestirilmistir. Olusan
rGO-GNP nanokompozit, 6nce ultra saf suyla yikanip, ardindan ultra saf argon gaziyla
kurutulmustur. Yiizeyinde Rgo-GNP nanokompozit olusturulan elektrotlar etanol icerisinde
hazirlanan 11-merkaptoundekanoik asit ¢ozeltisi icerisine daldirilarak gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda elektrotlar &nce etanol daha sonra ultra saf suyla
yikanarak kurutulmustur. Nanokompozit katkili, 11-MUA ile SAMs olusturulmus elektrotlar
11-MUA’da bulunan karboksilik asit terminal gruplarinin aktivasyonu ve bu gruplarin anti-
Tau antikorundaki amino gruplariyla kovalent etkilesimi i¢in 0,4 mM EDC ve 0,1 mM NHS

igceren sulu ¢ozeltiye daldirilarak oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edilmistir.

Ultra saf suyla yikanip ultra argon gaziyla kurutulan elektrotlar akabinde 100 pL anti-
Tau igeren ¢ozeltilere daldirilmig ve karanlik ortamda oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Anti-Tau antikoru ile inkiibasyondan sonra elektrotlar baglanmamis antikor

molekiillerini uzaklastirmak i¢in ultra saf su ile yikanmis ve ardindan argon gazi ile
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kurutulmustur. Son olarak anti-Tau’nun immobilize edildigi Rgo-GNP nanokompozit katkili,
11-mua modifiyeli elektrotlar, reaktif olmayan uglar1 bloklamak ve non-spesifik etkilesimleri
onlemek amaciyla %0,5 BSA ¢o6zeltisinde 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu son adimla birlikte,
hazirlanan noro -biyosensor, Tau-441 Ol¢iimleri gergeklestirilene dek + 4 © C'de muhafaza
edilmistir. Temiz ve modifiye edilmis ITO yiizeyler: ITO, ITO-rGO, ITO/rfGO/AuUNP,
ITO/rGO/AuNP/11-MUA ve ITO/Rgo/GNP, ITO/rGO/AuUNP/11-MUA/anti-Tau,
ITO/rGO/AuNP/11-MUA/anti-Tau/BSA, ITO/rGO/AuNP/11-MUA/anti-Tau/BSA/Tau

seklinde ifadelendirilmistir. Biyosensoriin dizayn stratejisi Sekil 3.6 sematize edilmistir.

Sekil 3. 6. Noro-biyosensdr tasariminin sematik gosterimi
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3.6.3. Elektrokimyasal ol¢iimler

Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensoriin immobilizasyon adimlari,
optimizasyon testleri ve analitik 6zellikleri baslik 3.3.3.’de anlatildig1 sekliyle EIS, CV ve
SWYV teknikleriyle analizlenmistir.

3.6.4. Tau-441’in ol¢iim prensibi

Nanokompozit katkili (rGO-AuUNP), 11-MUA modifiyeli ITO bazli elektrotlarin her
biri, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart Tau-441 gozeltileri ile oda sicakliginda ve
karanlikta 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra, néoro-
biyosensor, fiziksel olarak adsorbe olmus Tau-441 molekiillerini uzaklastirmak i¢in yavasga
ultra saf suya yikanmistir. Her bir Tau-441 konsantrasyonunun elektrokimyasal impedans
spektroskopisi ve dongiisel voltametri Olgiimleri, ¢alisma elektrotlarin1 redoks probunda
Olciimlemek suretiyle gerceklestirilmistir. EIS ve CV o6l¢iimleri EChem Analyst yazilim

programi ile kaydedilmistir.

3.6.5. Tau-441 Noro-biyosensoriiniin Optimizasyon Calismalar:

3.6.5.1. Optimum rGO konsantrasyonunun belirlenmesi

Indirgenmis grafen oksitin (rGO) anti-Tau immobilizasyonuna etkisini arastirmak ve
optimal konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, dizayn edilen ndro-biyosensor sistemi farkli
konsantrasyonlarda rGO dispersiyon ¢ozeltileri ile hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlar; 0,5
mg/mL, 1,5 mg/mL ve 2,5 mg/mL’dir (DMF igerisinde). Daha sonra elektrotlar ultra saf su ile
yikanip ardindan ultra saf argon gazi ile kurutularak baslik 3.6.2°de anlatilan stratejiyle dizayn

edilmistir. Farkli konsantrasyonlardan elde edilen EIS ve CV degerleri kaydedilmistir.

3.6.5.2. 11-MUA konsantrasyon optimizasyonu

rGO ve GNP ile ITO elektrot yiizeyinde olusturulan nanokompozit film {izerine 11-
MUA ile SAMs olusturulmast asamasmna 11-MUA konsantrasyonunun etkisi, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan 11-MUA (5, 20, 50, 100 mM) ¢ozeltileri ile noéro-biyosensdriin

gelistirilmesi  ve akabinde Tau-441’in  Olglimlenmesi ile  belirlenmistir.  Farkli
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konsantrasyonlardaki 11-MUA c¢ozeltileri ile gece boyu inkiibe edilen elektrotlarin, baslik
3.6.2.°de bahsedildigi stratejiyle dizayn edilmesi neticesinde elde edilen EIS ve CV degerleri
kaydedilmistir.

3.6.5.3. Anti-Tau konsantrasyon optimizasyonu

Anti-Tau konsantrasyonunun tasarlanmis noro-biyosensor sistemi yaniti tizerindeki
etkisi farkli konsantrasyonlarda anti-Tau ile hazirlanmig biyosensor sistemlerinin farkll
konsantrasyonlardaki Tau-441 ¢ozeltilerinin = dlglimlerinin ~ degerlendirilmesiyle tespit
edilmistir. Bu amacla hazirlanan 10, 50, ve 100 ng/mL anti-Tau ¢6zeltileri oda sicakliginda 60
dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra baslik 3.6.4’de anlatildig1 iizere Tau-441 Olclimleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen EIS ve CV wverileri 1s1ginda optimum anti-Tau

konsantrasyonuna karar verilmis ve ileri ki ¢aligmalara bu konsantrasyonla devam edilmistir.

3.6.6. Tau-441 noro-biyosensoriiniin analitik performansi

Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin  optimum c¢alisma sartlar
belirlendikten sonra, noro-biyosensore ait bazi analitik karakteristikler aydinlatilmaya

calisilmistir. Bu 6zellikler agagida basliklar halinde siralanmistir.

3.6.6.1. Tau-441 noro-biyosensdoriiniin kalibrasyon grafigi

Tasarlanan biyosensoriin  analitik  6zellikleri, optimum kosullar altinda farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standart Tau-441 c¢ozeltilerinin EIS 6lgiimleri yardimiyla
belirlenmistir. Biyobelirte¢ konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iliski baslik

3.3.6.1°de anlatilan ve aciklamasi yapilan “esdeger devre modeli” ile belirlenmistir.

Baslik 3.3.6.1.°de bahsedilen bilgiler 1s181nda, Tau-441 noro-

biyosensoriiniinkalibrasyon grafigi asagidaki denklem kullanilarak ¢izilmistir.

AR = Re(Tau-441)- Ry(BSA) (3.4)

burada Rct (Tau-441), anti- Tau ve Tau-441 arasinda antikor-antijen baglanmasindan sonra
elektron transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin

bloklama agamasinin yarim daire ¢apinin degeridir.
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Analitin (Tau-441) ‘nin degisen konsantrasyonlarina bagli olarak optimize néro-

biyosensoriin verdigi yanit kalibrasyon grafigi tizerinde gosterilmistir.

3.6.6.2. Tau-441 noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢calismalar:

Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirlik performansi
optimum sartlar altinda hazirlanan 20 bagimsiz ITO elektrodun ayn1 Tau-441 konsantrasyonu
(100 pg/mL) ile muamele edilmesiyle ve akabinde EIS ve CV verilerinin istatiksel agidan

degerlendirilmesiyle belirlenmistir.

3.6.6.3. Tau-441 noro-biyosensoriiniin tekrariiretilebilirlik calismalar:

ITO esasli Tau-441 biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi, ayn1 prosediirle fakat farkl
zamanlarda hazirlanan 6 noro- biyosensor sisteminin belirli konsantrasyon araligindaki Tau-

441 cevaplarmin izlenmesi ile degerlendirilmistir.

3.6.6.4. Tau-441 noro-biyosensoriiniin rejenerasyon calismalari (tekrar-kullanilabilirlik)

Gelistirilen noéro-biyosensoriin rejenerasyonu, Tau-441 antikor-antijen immiino-
kompleksini ayristirmak i¢in, Nanokompozit katkili 11-MUA modifiyeli ITO elektrotlarin 5
dakika boyunca 0,05 M pH 3,5 glisin-HCI tamponu i¢ine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir.
Elektrotlar daha sonrasinda ultra saf suyla iyice yikanip, argon gazi altinda nazikge
kurutulmustur. Immunokompleksin ayrigmasi EIS ile takip edilmistir. Yiizeyden antijeni
iyonik kuvvet yoluyla kopartilmis olan elektrotlar Tau-441’in ayn1 konsantrasyonuyla (100
pg/mL) tekrar muamele edilmis ve akabinde EIS 6l¢timii alinmistir. Tekrar eden bu proses
siiresince ylizeyin tamamen denatiire oldugu ve biyosensoriin ¢alisma aktivitesini kritik
anlamda kaybettigi nokta belirlene dek, biyosensoriin rejenerasyon ¢ozeltisiyle muamele

edilmesine devam edilmistir.

3.6.6.5. Sabit frekansta impedans analizi

Antikor / antijen baglanmasinin kinetik davraniginin izlenmesi i¢in etkili

elektrokimyasal yontemlerden biri sabit frekansli impedans analizidir.
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Bu amagla, potansiyostat, Bode egrilerinin yardimiyla tanimlanan sabit bir frekansa
(10 Hz) ayarlanmustir. Uglii elektrot sistemi non-faradaik prosediirle; Tau-441 igeren 50 mM
pH 7.0 fosfat tamponu icerisine daldirilmis ve belirlenen frekansta impedimetrik 6lglim
alimmistir. Zamana bagl olarak impedimetrik degerde ve faz agisinda meydana gelen degisim,

antikor-antijen baglanmasinin kinetiksel degerlendirilmesinde kullanilmustir.

3.6.6.6. Tau-441 norobiyosensoriiniin secicilik calismalari

Tau-441 tayinine yoOnelik gelistirilen ndro-biyosensoriin baska proteinlere karsi
olusabilecek afinitesi baslik 3.3.6.7. ‘de anlatilan teknikle arastirilmistir. Secicilik arastirmasi
yapilirken kullanilan proteinler; ayn1 konsnatrasyon araliginda RACK-HSP-70 ve synuclein
alfadir.

3.6.6.7. Tau-441 noro-biyosensoriiniin depo 6mrii

Gelistirilen Nanokompozit/11-MUA modifiyeli- ITO tabanli tek kullanimlik
biyosensoriin depo dmrii belirli zamanlarin sonunda immiinosensdriin impedimetrik tepkisinin
izlenmesi ile belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan noro-biyosensorler +4°C'de
muhafaza edilmis ve 7 giinliik periyotta sabit konsantrasyonda Tau-441’in (100 pg/mL) EIS
ile dlciimlenmesiyle gerceklestirilmistir. Ilk giin edilen deger temel aliarak, biyosensoriin

aktivitesindeki zaman igerisindeki kayip grafiksel olarak gosterilmistir.

3.6.6.8. Tau-441 ndro-biyosensoriiniin klinik orneklerde uygulanabilirliginin
arastirilmasi

Uretilen néro-biyosensériin fizibilite ve analitik giivenilirligini degerlendirmek igin
insan serebrospinal (beyin omurilik-BOS) sivisindaki ve insan serumundaki Tau-441 miktari
standart ekleme yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Standart ekleme i¢in kullanilan Tau-
441 konsantrasyonlar1 100 pg / mL ve 400 pg / mL’dir. Her bir BOS ve serum o6rnegi i¢in
dlciimler 3 kere tekrarlanmistir. BOS ve serum ornekleri Namik Kemal Universitesi Tip
Fakiiltesi'nden 2013/86/07/05 aragtirma etik kurul onay1 ile rastgele segilerek toplanmistir.
BOS ve serum 6rnekleri dlgiimler gerceklestirilene dek belirli porsiyonlar halinde -20° C’de

muhafaza edilmistir.
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3.6.6.9. Taramal elektron mikroskobu

Biyosensor gelistirilirken yiizey morfolojisinde meydana gelen degisiklikler baslik
3.3.6.10°da anlatildig1 gibi SEM ile takip edilmistir.

3.6.6.10. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Biyosensor gelistirilirken olusan baglar FTIR ile baslik 3.3.6.11°de anlatildigi gibi

degerlendirilmistir.

3.6.6.11. Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM)

AFM yilizey topografisini angtrom seviyesinden 100 microna kadar Olcebilen bir
metoddur. Cok duyarli cantilever ylizeyi taramasiyla Atomik seviyedeki kuvvetleri
(nN)dlcebilir. Gelistirilen ndro-biyosensoriin yiizey topografisindeki degisimler AFM ile de
degerlendirilmistir. AFM analizi, AFM PLUS +, NanoMagnetic Instruments kullanilarak
NKU Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde (NABILTEM) yapilmistir Gériintiiler
AFM' nin tapping modu kullanilarak elde edilmistir.

3.7. PARK-7 (DJ-1) Noro-Biyosensoriiniin Dizaym ve Fabrikasyonu

3.7.1. Elektrotlarin hazirlanmasi ve altin nanopartikiillerin amino tiyol ile
fonksiyonellestirilmesi

Noro-biyosensoriin - hazirlanmasinin  ilk  adimi  ITO-PET elektrot yiizeyinin
temizlenmesidir. Bu amacla ITO elektrotlar sirasiyla aseton,sabun ¢ozeltisi ve ultra saf su
icerisinde 10 dakika sonike edilip ardindan ultra saf argon gaziyla kurutulmustur. Temizlenen
elektrotlar ylizeylerinde aktif —OH gruplari baslik 3.3.1°de anlatildig: sekilde olusturulmustur.
Daha sonra ultra saf suyla yikanip, argon gazi ile kurutulan elektrotlar, 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu igerisinde hazirlanan HAuCl,.3H,0 (1 mM) ¢ozeltisi igeren elektrokimyasal hiicreye
daldirilmistir.  ITO ylizeyinde altin nanopartikiillerin (GNP) elektrokimyasal olarak
biriktirilmesi -0,2 V- (-)1,3 V potansiyel arasinda 50 mV/s tarama hizinda ard arda 10 dongii

ile gergeklestirilmistir.
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Altin nanopartikiil katkili ITO elektrotlar, yiizeyde SAMs olusturmak ic¢in etanol
¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 11-amino-1-undekanetiol (11-AUT; amino tiyol) c¢ozeltisine
daldirilmis ve gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, baglanmamis

tiyolleri uzaklastirmak igin elektrotlar etanol ile yikanmuistir.

3.7.2. PARK-7 (DJ-1) noro-biyosensoriiniin dizayn stratejisi

Noro-biyosensoriin dizayn stratejisi igerisinde, altin nanopartikiil katkili, 11-AUT
modifiyeli ITO temelli elektrotlar yiizeyinde ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNT)
kovalent baglanmasi1 amaglanmistir. Bu amagla, Karbon nanotiip immobilizasyonundan dnce,
MWCNT-COOH materyali 0,1 mol / L SDS ¢ozeltisi i¢inde disperse edilmistir (30 dakika
sonikasyon ile) (Zhao, Ren ve ark. 2015). Daha sonra ¢ok Duvarli Karbon Nanotiipler
(MWCNT-COOH), yapilarinda bulunan terminal karboksilik gruplar aktif bir NHS esterine
dontstiirmek icin fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis 1 mM NHS ve 4 mM EDC ¢ozeltisi
ile 45 dakika aktive edilmis ve akabinde amino-tiyol ile fonksiyonel hale getirilmis altin
nanopartikiil katkili ITO elektrotlar ile 2 saat inkiibasyona birakilmistir (Bourigua, Hnaien
ve ark. 2010).

EDC/NHS ile aktive edilen elektrotlar, ultra saf suyla yikanip ultra saf argon gaziyla
kurutulmus ve akabinde 100 pL anti-PARK-7 igeren ¢ozeltilere daldirilip karanlik ortamda
oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Anti-PARK-7 antikoru ile
inkiibasyondan sonra elektrotlar baglanmamis antikor molekiillerini uzaklastirmak i¢in ultra
saf su ile yikanmis ve ardindan argon gazi ile kurutulmustur. Son olarak anti-PARK-7’nin
immobilize edildigi MWCNT-GNP katkili, 11-AUT modifiyeli elektrotlar, reaktif olmayan
uclar1 bloklamak ve non-spesifik etkilesimleri 6nlemek amaciyla %0,5 BSA ¢ozeltisinde 60
dakika inkiibe edilmistir. Bu son adimla birlikte, hazirlanan néro -biyosensér, PARK-7
Olciimleri gerceklestirilene dek + 4 ° C'de muhafaza edilmistir. Temiz ve modifiye edilmis
ITO yiizeyler: ITO, ITO-OH, ITO-OH/AUNP ITO/OH/ AuNP /11-AUT, ITO/OH/ AuNP /11-
AUT/MWCNT, ITO/OH/AUNP/11-AUT/MWCNT/anti-PARK-7, ITO/OH/AUNP/11-
AUT/MWCNT/anti-PARK-7/BSA, ITO/OH/AUNP/11-AUT/MWCNT/anti-PARK-
7IBSA/PARK-7 seklinde ifadelendirilmistir. Biyosensoriin dizayn stratejisi Sekil 3.7 sematize

edilmistir.
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Sekil 3. 7. Noro-biyosensdr tasariminin sematik gosterimi

3.7.3. Elektrokimyasal ol¢iimler

PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensoriin immobilizasyon adimlari,

optimizasyon testleri ve analitik 6zellikleri bashik 3.3.3.’de anlatildig1 sekliyle EIS, CV ve

SWYV teknikleriyle analizlenmistir.
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3.7.4. PARK-7’nin 6l¢iim prensibi

MWCNT-AuUNP katkili, 11-AUT modifiyeli ITO bazli elektrotlarin her biri, farklh
konsantrasyonlarda hazirlanan standart PARK-7 ¢ozeltileri ile oda sicakliginda ve karanlikta
60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra, ndro-biyosensér, fiziksel
olarak adsorbe olmus PARK-7 molekiillerini uzaklastirmak i¢in yavasca ultra saf suyla
yikanmistir. Her bir PARK-7 konsantrasyonunun elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve
dongiisel voltametri 6lgiimleri, caligma elektrotlarini redoks probunda Slgiimlemek suretiyle

gergeklestirilmistir. EIS ve CV 6l¢iimleri EChem Analyst yazilim programi ile kaydedilmistir.

3.7.5. PARK-7 Noro-biyosensoriiniin Optimizasyon Calismalari
3.7.5.1. 11-AUT konsantrasyon optimizasyonu

11-aminoundekanetiol ile hazirlanan SAM tabakasinin ndro-biyosensoriin yanitina
etkisi, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 11-AUT ile belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar:
1, 5, 10, 50 mM’dir (saf etanol igerisinde). Daha sonra elektrotlar ultra saf su ile yikanip
ardindan ultra saf argon gazi ile kurutularak baslik 3.7.2°de anlatilan stratejiyle dizayn

edilmistir. Farkli konsantrasyonlardan elde edilen EIS ve CV degerleri kaydedilmistir.

3.7.5.2. Optimum MWCNT konsantrasyonunun belirlenmesi

Cok duvarli karbon nanotiipiin, anti-PARK-7 immobilizasyonuna etkisini arastirmak
ve optimal konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, dizayn edilen ndro-biyosensor sistemi
farkli konsantrasyonlarda MWCNT dispersiyon ¢ozeltileri ile hazirlanmistir. Bu
konsantrasyonlar; 0,085; 0,17 ve 0,255 mg/mL’dir (SDS ¢6zeltisi igerisinde). Daha sonra
elektrotlar ultra saf su ile yikanip ardindan ultra saf argon gazi ile kurutularak bashk 3.7.2°de
anlatilan stratejiyle dizayn edilmistir. Farkli konsantrasyonlardan elde edilen EIS ve CV

degerleri kaydedilmistir.

3.7.5.3. anti-PARK-7 (DJ-1) konsantrasyon optimizasyonu

Anti-PARK-7  konsantrasyonunun tasarlanmis noro-biyosensor sistemi yaniti
tizerindeki etkisi farkli konsantrasyonlarda anti-PARK-7 ile hazirlanmig biyosensor

sistemlerinin ~ farkli  konsantrasyonlardaki ~ PARK-7  c¢ozeltilerinin  6l¢limlerinin
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degerlendirilmesiyle tespit edilmistir. Bu amagla hazirlanan 1, 5, 20, ve 100 ng/mL anti-
PARK-7 ¢ozeltileri oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra baslik 3.7.4’de
anlatildig1 lizere PARK-7 ol¢timleri gerceklestirilmistir. Elde edilen EIS ve CV verileri
1s18inda optimum anti-PARK-7 konsantrasyonuna karar verilmis ve ileri ki ¢aligsmalara bu

konsantrasyonla devam edilmistir.

3.7.6. PARK-7 noro-biyosensdriiniin analitik performansi

PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin optimum ¢alisma sartlari
belirlendikten sonra, noro-biyosensdre ait bazi analitik karakteristikler aydinlatilmaya

calisilmistir. Bu 6zellikler agagida basliklar halinde siralanmistir.

3.7.6.1. PARK-7 noro-biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Tasarlanan biyosensoriin analitik Ozellikleri, optimum kosullar altinda farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan standart PARK-7 ¢ozeltilerinin EIS oOlgiimleri yardimiyla
belirlenmistir. Biyobelirte¢ konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligki baglik

3.3.6.1°de anlatilan ve agiklamasi yapilan “esdeger devre modeli” ile belirlenmistir.

Baslik 3.3.6.1.°de bahsedilen bilgiler 1s1831Inda, PARK-7 noro-biyosensoriiniin
kalibrasyon grafigi agagidaki denklem kullanilarak ¢izilmistir.

AR = Ry(PARK-7)- Ry(BSA) (3.5)

burada Rct (PARK-7), anti- PARK-7 ve PARK-7 arasinda antikor-antijen baglanmasindan
sonra elektron transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin

bloklama agamasinin yarim daire ¢apinin degeridir.

Analitin (PARK-7) ‘nin degisen konsantrasyonlarina bagli olarak optimize ndoro-

biyosensoriin verdigi yanit kalibrasyon grafigi tizerinde gosterilmistir.
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3.7.6.2. PARK-7 noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik calismalari

PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirlik performansi
optimum sartlar altinda hazirlanan 15 bagimsiz ITO elektrodun ayn1 PARK-7 konsantrasyonu
(470 fg/mL) ile muamele edilmesiyle ve akabinde EIS ve CV verilerinin istatiksel agidan

degerlendirilmesiyle belirlenmistir.

3.7.6.3. PARK-7 noro-biyosensoriiniin tekrariiretilebilirlik calismalari

ITO esasli PARK-7 biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi, ayn1 prosediirle fakat farkli
zamanlarda hazirlanan 6 ndro- biyosensOr sisteminin belirli konsantrasyon —araligindaki

PARK-7 cevaplarinin izlenmesi ile degerlendirilmistir.

3.7.6.4. PARK-7 ndro-biyosensdoriiniin rejenerasyon ¢calismalari (tekrar-kullanilabilirlik)

Gelistirilen noro-biyosensoriin rejenerasyonu, PARK-7 antikor-antijen immiino-
kompleksini ayrigtirmak i¢in, AUNP-MWCNT Kkatkili, 11-AUT modifiyeli ITO elektrotlarin 3
dakika boyunca 5 mM HCIl igine daldirilmasiyla gerceklestirilmistir. Elektrotlar daha
sonrasinda ultra saf suyla iyice yikanip, argon gazi altinda nazik¢e kurutulmustur.
Immunokompleksin ayrismasi EIS ile takip edilmistir. Yiizeyden antijeni iyonik kuvvet
yoluyla kopartilmis olan elektrotlar PARK-7nin ayni konsantrasyonuyla (470 fg/mL) tekrar
muamele edilmis ve akabinde EIS 6l¢iimii alinmistir. Tekrar eden bu proses siiresince yiizeyin
tamamen denatiire oldugu ve biyosensoriin c¢alisma aktivitesini kritik anlamda kaybettigi
nokta belirlene dek, biyosensoriin rejenerasyon c¢ozeltisiyle muamele edilmesine devam

edilmistir.

3.7.6.5. Sabit frekansta impedans analizi

Antikor / antijen baglanmasinin kinetik davranisinin izlenmesi i¢in etkili

elektrokimyasal yontemlerden biri sabit frekansli impedans analizidir.

Bu amagla, potansiyostat, Bode egrilerinin yardimiyla tanimlanan sabit bir frekansa (5
Hz) ayarlanmustir. Uglii elektrot sistemi non-faradaik prosediirle; PARK-7 iceren 50 mM pH

7,0 fosfat tamponu igerisine daldirilmis ve belirlenen frekansta impedimetrik Olglim
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almmistir. Zamana bagli olarak impedimetrik degerde ve faz agisinda meydana gelen degisim,
antikor-antijen baglanmasinin kinetiksel degerlendirilmesinde kullanilmistir.

3.7.6.6. PARK-7 ndrobiyosensoriiniin secicilik ¢alismalari

PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensoriin baska proteinlere karsi
olusabilecek afinitesi baslik 3.3.6.7. ‘de anlatilan teknikle arastirilmistir. Secicilik arastirmasi
yapilirken kullanilan proteinler; ayni konsnatrasyon araliginda Tau-441, synuclein alfa ve
HSP-70°dir.

3.7.6.7. PARK-7 noro-biyosensdoriiniin depo é6mrii

Gelistirilen AUNP-MWCNT katkili 11-AUT modifiyeli ITO tabanl tek kullanimlik
biyosensoriin depo Omrii belirli zamanlarin sonunda noéro-biyosensoriin impedimetrik
tepkisinin izlenmesi ile belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan néro-biyosensorler
+4°C'de muhafaza edilmis ve 7 gilinliik periyotta sabit konsantrasyonda PARK-7’nin (470
fg/mL) EIS ile 6l¢iimlenmesiyle gerceklestirilmistir. ilk giin edilen deger temel alinarak,

biyosensoriin aktivitesindeki zaman igerisindeki kayip grafiksel olarak gosterilmistir.

3.7.6.8. PARK-7 noro-biyosensoriiniin  klinik 6rneklerde uygulanabilirliginin
arastirilmasi

Uretilen néro-biyosensériin fizibilite ve analitik giivenilirligini degerlendirmek igin
insan serebrospinal (beyin omurilik-BOS) sivisi ve tiikiiriikk sivisindaki PARK-7 miktari
standart ekleme yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Standart ekleme i¢in kullanilan
PARK-7 konsantrasyonlar1 235 fg / mL ve 3500 fg / mL’dir. Her bir BOS ve tiikiiriik 6rnegi
icin Olciimler 3 kere tekrarlanmistir. BOS Ornekleri Namik Kemal Universitesi Tip
Fakiiltesi'nden 2013/86/07/05 arastirma etik kurul onay: ile rastgele segilerek toplanmustir.
BOS &rnekleri dlgiimler gerceklestirilene dek belirli porsiyonlar halinde -20° C’de; tiikiiriik

ornekleri +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.6.9. Taramah elektron mikroskobu

Biyosensor gelistirilirken yiizey morfolojisinde meydana gelen degisiklikler bashik

3.3.6.10°da anlatildig1 gibi SEM ile takip edilmistir.
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3.7.6.10. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Biyosensor gelistirilirken olusan baglar FTIR ile baglik 3.3.6.11°de anlatildig1 gibi

degerlendirilmistir.

3.7.6.11. Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM)

AFM yilizey topografisini angtrom seviyesinden 100 microna kadar 6lgebilen bir
metoddur. Cok duyarli cantilever ylizeyi taramasiyla Atomik seviyedeki kuvvetleri
(nN)dlgebilir. Gelistirilen néro-biyosensoriin yiizey topografisindeki degisimler AFM ile de
degerlendirilmistir. AFM analizi, AFM PLUS +, NanoMagnetic Instruments kullanilarak
NKU Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde (NABILTEM) yapilmistir Gériintiiler
AFM'nin tapping modu kullanilarak elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. CRP (1) Tayinine Yonelik Gelistirilen Noro-Biyosensor

4.1.1. Norobiyosensoriin iiretim adimlarinin EIS ve CV ile ispati

CRP tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensoriin ilk adimi, ITO kapli PET
elektrotlarin temizlenmesidir. Elektrotlarin temizligi (yalin elektrot) EIS ve CV adimlan ile
takip edilmistir. Elektrotlarin yiizeylerinde 3-siyanopropiltrimetoksisilan (3-CPTMS)
modifiyeli kendiliginden olusan tek tabakalarin (SAM) olusturulabilmesi i¢in substrat
yiizeylerinde fonksiyonel —OH gruplarinin olmasi1 gerekir. Baslik 3.3.1°de anlatildig1 {izere

yiizeylerinde —OH gruplar olusturulan elektrotlar, CPTMS ile inkiibe edilmistir.

CPTMS bir fonksiyonel terminal gruba (-CN) 3 tane de hidrolizlebilir siibstitiientlere
(-metoksi) sahiptir. SAM olusmasi sirasinda, yapidaki metoksi gruplar silanol igeren tiirler
olusturmak tizere hidrolize olur. Silanli bilesigin SAM olusturma reaksiyonlar1 4 adimi igerir:
Baslangi¢ adiminda {i¢ degisken grubun hidrolizlenmesi gergeklesir, akabinde —Si-O-Si
baglarinin oligomeriyle neticelenen kondensasyon tepkimesi meydana gelir. Daha sonra
oligomerler, yiizeydeki OH gruplar1 ile hidrojen bagi yapar. Son olarak ise yapidan su
ayrilmasina es zamanli olarak yiizeyle kovalent etkilesim gerceklesir. Her ne kadar sirayla
anlatilmis olsa da bu reaksiyonlar, hidroliz adimindan sonra es zamanl gergeklesmektedir

(Plueddemann 1978).

Yiizey modifikasyonu, silanlar substrat ylizeyi ile reaksiyona girdiginde ve uygun
yiizey enerjileri ile erigilebilen maksimum alanlarin sayisina ulagildiginda en iist diizeye ¢ikar.
Ara faz bolgesinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri de yiizey modifikasyonunda 6nem arz eden
bir diger husustur. Ara faz, su / hidroksil igerigi gibi kimyasal 6zelliklere bagl olarak sistemin
toplam Ozelliklerine katkida bulunabilir veya bunlar1 azaltabilir. Nemli havada ve taze
hazirlanmamis hidroksiller, onemli Ol¢iide adsorbe edilmis su igerirler ve bu durum da
yiizeyde silan baglantisina sekte vurabilir. Birbirine komsu silanol gruplari, silanin yilizeye
baglanmas1 konusunda daha kolay reaksiyon verirken, izole ya da serbest hidroksiller
isteksizce reaksiyon verebilmektedir (Wang, Liechti ve ark. 2005). Bu durumu Stevens ve

ark’lan1 yaptiklar1 calismayla soyle agiklamislardir; yilizey iyi bir sekilde hidroksillendiginde,
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her bir -OH grubu Si atomlariyla reaksiyona girebilmekte ve ¢apraz baglanmalara mahal
vermeyen yogun bir tek tabaka olusabilmektedir. Fakat tersi bir durumda, silan tiirleri
arasinda, Si-O-Si baglar ile ¢apraz baglanmalarin olusmasi ile silanlarin hidrokarbon
zincirleri arasindaki sterik itmeler yogun olarak paketlenmis bir tek tabakanin olusumunu
engelleyecektir (Stevens 1999). Bu degerlendirmeler goz 6niine alindiginda, yiizeyde silanlar
arasinda bir ¢apraz baglanmasinin olusmasini dnlemenin en etkili yolu, hidroksil gruplarmin
maksimum sayida olusturulmasidir. Dolayisiyla biyosensoriin insaasinda oldukga kritik olan
bu adim, -hidroksil gruplarinin her g¢alismada taze hazirlanmasiyla asilmistir. Yiizeyde
olusturulan ve nemden uzak tutulan hidroksil gruplari temelinde ilerleyen CPTMS SAM

tabakasi, anti-CRP’nin etkili immobilizasyonunda vazgecilmez bir adim olmustur.

Siyanopropil siloksanlar hem polar hem de polarize edilebilir 6zelliklere sahip
olmalarindan 6tiirli en kullanigl organosilanlardverr. Nitril nitrojen tizerindeki paylasilmamis
elektron ciftine sahip olan siyano grubu, biyo algilama birimi gibi p-elektronlar1 tagiyan
uygun hidrojen dondrii molekiillerle molekiiller arasi hidrojen baglari olusturabilmekte ve bu
yapilara karsi yiiksek afinite gosterebilmektedir (Marsden ve ark. 1979). Bu ¢alismada, anti-
CRP antikoru, siyano grubundaki paylasilmamis elektron ¢iftiyle olusturdugu bag ile, yiizeye
herhangi bir c¢apraz baglayiciya ihtiyag duyulmadan immobilize edilmistir. CPTMSdeki
terminal grup —CN- yapiya oldukga yiiksek fonksiyonellik katmigtir. Buna ek olarak, CPTMS
deki alkil zinciri Van der Waals etkilesimler nedeniyle tek tabakanin stabilitesini ve akabinde
anti-CRP’nin immobilizasyonu ile birlikte SAM’in regiile edilmesinde 6nemli bir role
sahiptir. Stabil bir yap1 elde edebilmek igin elektrotlar CPTMS ile gece boyu inkiibe edilmis
ve ertesi glin vakit kaybetmeden anti-CRP’nin immobilizasyonu gergeklestirilmistir. CPTMS
ile tek tabaka olusturulan yilizeye anti-CRP’nin immobilizasyonunun ardindan, reaktif tiirleri
engellemek ve non-spesifik etkilesimleri Onlemek admna elektrotlar BSA ile muamele
edilmistir. Insa edilen biyosensdriin adim adim olusumu, EIS ve CV teknikleri ile izlenmistir.
K3 [Fe (CN) 6] / K4 [Fe (CN) 6], biyolojik element ve modifiye elektrot ylizeyi arasinda bir

elektrokimyasal araci rolii goren, redoks reaksiyonunu gerceklestiren bir redoks ¢iftidir.

Bir cok biyosensor cihaz, tek katmanli veya ince bir filmdeki biyoalgima materyali ile
analit arasinda bir tanima kompleksinin gelistirilmesi icin kullanilmaktadir. iletken veya yari
iletken ylizey lizerindeki biyosensér malzemenin adim adim biiylimesi, ylizey elektrolit
arayiizlinde kapasitans ve direng 6zelliklerinin degigsmesine neden olur. Tiim bu degisiklikler

elektrokimyasal impedans spektroskopisi sonuglarina etkili bir sekilde yansimaktadir. Bu
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nedenle, EIS yiizeysel degisiklikleri anlamak ve yiizeydeki biyoalgima elemanina ait olaylar

hakkinda ayrintili bilgi almak amaciyla kullanilabilen gii¢lii bir yontemdir.

Noro-biyosensoriin ingaasina ait adimlarin EIS’dan alinan impedans spektralar1 ve

CV’den voltamogramlar1 Sekil 4.1' de gosterilmistir.

CRP tayinine yonelik bu noro-biyosensor ¢alismasinda sensoriin her bir agsamasinin
impedans Ol¢limleri, 0,05 -50.000 Hz frekans araliginda, pH 7,0 fosfat tamponuyla
hazirlanmis 5 mM KyFe (CN) ¢ / KsFe (CN) ¢ (1: 1 oraninda) igerisinde gergeklestirilmistir.
Bu spektrumlar, bir esdeger devreye (farkli frekanslarda direng ve kapasitif siiregleri
aciklayan EIS verilerini yorumlamada kullanighi bir arag: bknz bashik 3.3.6.1.) monte

edildiginde teorik, yar1 dairesel formun tipik 6zellikleri goriilebilmeketedir.

Noro-biyosensdrden oOlgiilen EIS verilerinin Nyquist grafikleri, Sekil 4.1.A'da
gosterilmektedir. Verilerin esdeger devre modeli ile fitlenmesi, ara tabaka yiik transfer
direncinin (Rct) her tabaka (Yalin elektrot, OH, CPTMS ile SAM, anti-CRP ve BSA)
olustuktan sonra degistigini Sekil 4.1.B' de gdstermistir.

Bir Impedans spektrumundaki yarim daire capi, elektron transfer direncini (Rct)
gosterir;. Elektrot-¢ozelti ara yiiziindeki redoks probunun elektron transfer kinetigi elektron
transfer direnci ile kontrol edilir. Sekil 4.1.B' de goriildiigii gibi temizlenmis yalin elektrotun
yiik transfer direnci oldukga yiiksektir (43130 Q). Impedans spektrumlarindan goriildiigii gibi,
ITO yiizeyindeki —OH gruplarinin olusumu, yiik aktarma transferinde bir azalma ile kendini
gostererEk elektroda daha iletken bir davranis kazandirmistir. CPTMS ile SAM
olusturulmasindan sonra, pH 7,0'da negatif yiiklii siyaniir gruplari, negatif redoks probunu
iterek ylizeye kolayca diflise olmasina izin vermemistir, bu durum impedans spektrumlarina

yar1 dairesel ¢capta 6nemli bir artis olarak yansimistir.

Bir sonraki asamada, anti-CRP, siyano grubu ve anti-CRP amino grubu arasindaki
reaksiyon ile kimyasal kovalent baglanma yoluyla modifiye edilmis ylizey iizerinde
immobilize edilmistir, olusan organik yap1 muhtemel bir ikincil ketimindir ve immobilizasyon
adimi yuk transfer direncinde belirgin bir artis olarak EIS spektrumuna yansimistir. (Sekil

4.1.A-B). Bu belirgin artis, tabakanin anti-CRP ile basarili bir sekilde modifiye edildigi ve
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ITO yiizeyinde bir yalitkan protein tabakasinin olusmasina bagli olarak redoks probunun
diflizyonuna kismen izin verdiginin bir gostergesidir. Buna ek olarak, elde edilen EIS
verisinden CPTMS ile olusturulmus mono katmanin yiizeyde iyi tanimlanan paketlenmis ve
yogunluga sahip bir tabakanin olusmasini sagladigi ve anti-CRP ile molekiiler 6l¢ekte
etkilesim kurdugu goriilmiistiir. Son adimda ise, aktif uclarin ve non spesifik baglantilarin
oniline gecilmesine adina yapilan BSA bloklamasi yiizeyde ekstra bir bariyerin olusmasina
sebep olmustur. Yiizeye baglanan analitin yiizeyin kapasitans ve direncini artirarak, artan bir

impedans sergilemesi, néro-biyosensdriin basarili bir sekilde iiretildiginin gostergesidir.
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Sekil 4. 1. CRP néro-biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarinin gosterimi (A) EIS
spektrumu, (B) her adima ait RCT degerleri (C) dongiisel voltamogramlar
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Anti-CRP temelli noéro-biyosensoriin elektrokimyasal davranigini arastirmak igin
dongiisel voltametriden de yararlanilmistir. Donglisel — voltametri  ¢aligmalarinda,
elektrokimyasal hiicre sisteminin elektrot akim yogunluguna karsi potansiyel
gozlemlenmektedir. Analit, elektrot yiizeyinde kaplanmis veya immobilize olmus biyolojik
bilesen ile reaksiyona girdiginde, potansiyel dizisine karsi elektrik akiminda bir degisim
meydana gelir. Bu giincel degisiklik bize, biyosensor elektrodunun analit ve biyolojik bileseni
arasindaki reaksiyonu sirasinda elektrokimyasal hiicrede bir elektron transferi oldugunu

sOyler.

Sekil 4.1.A ve 4.1.C incelendiginde CRP tayinine yonelik gelitirilen noro-
biyosensoriin fabrikasyon adimlarinin impedans spektrumlari ve dongiisel voltamogram
sonuglar1 birbiriyle uyumludur. CPTMS’deki negatif yiiklii siyaniir gruplari ile negatif yiiklii
redoks prob arasindaki elektrostatik itme kuvveti, ITO ylizeyinde CPTMS mono katmaninin
olusturulmasindan sonra katodik ve anodik pik akimlarinda meydana gelen azalmanin
sebebidir. Sekil 4.1.C' de goriildigi gibi, anti-CRP'nin CPTMS modifiye edilmis ITO
yiizeyine kovalent immobilizasyonu sonrasinda, immobilize yiizeyin redoks probu ve elektrot
yiizeyi arasindaki bariyer etkisi nedeniyle hem anodik hem katodik piklerde bir azalma

olmustur.

4.1.2. CRP (1) noéro-biyosensoriiniin optimizasyon parametreleri

4.1.2.1. CPTMS’nin optimum konsantrasyonu

Antijenler ve antikorlar ¢ogunlukla yiiklii protein yapilari oldugundan, birbirlerine
olan afiniteleri, elektrot ylizeyindeki formasyon ve yiikten etkilenir. Bu nedenle, en uygun
kosullar1 belirleyerek biyo-afinite kompleks olusumunun kapasitans varyasyonlarini anlamak

mumkindiir.

Yiizeyde kendiliginden olusan tek tabakali ajanlarin konsantrasyonu, biyoalgilama
elemaninin  baglanmasint  6nemli  Olglide  etkileyebileceginden,  noro-biyosensor
optimizasyonunda ilk adim, SAM konsantrasyonunu aydinlatmaktir. Ayrica, 3-
siyanopropiltrimetoksisilan ilk kez kullanilan ¢ok yeni bir silanizasyon ajani oldugundan, tek

tabakali elektrotlarin cevabi EIS ve CV ile dikkatle izlenmistir.
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Bu amagla, hidroksilenmis ITO elektrotlar oda sicakliginda gece boyunca farkli
konsantrasyonlarda CPTMS (% 0,5, % 1, % 1,5 % 2, % 2,5) ile inkiibe edilmistir. Yiizeydeki
tabakanin istiflenmesi  konsantrasyondan fazlaca etkilendiginden, farkli CPTMS
konsantrasyonlar1 ~ farkli  impedimetrik  davraniglar  sergilemistir.  Farkli  CPTMS
konsantrasyonlarina ait yiik transfer direnci degerleri Sekil 4.2' de gosterilmistir. CPTMS
konsantrasyonlar1 farklilandirilip diger parametreler sabit tutulan ndro-biyosensor ile, belirli
araliktaki CRP konsantrasyonlarina degisimine bagl olarak yiik transfer direncindeki degisim
EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir. Sekil 4.3"' de goriildigi
gib1,% 1,5'lik CPTMS ile hazirlanan néro-biyosensor sistemi nispeten yiiksek bir yiik transfer
direncine ve regresyon egrisi iizerinde diisiik bir belirleme katsayisia (R?: 0,9685) sahipken,
% 2,5 CPTMS ile hazirlanan biyosensor diisiik yiik transfer direnci ve nispeten yiiksek bir
belirleme katsayisina (R%: 0,9803) sahiptir. Bununla birlikte, % 1 (R2: 0,9903) ve % 0,5'lik
(R2: 0,9898) CPTMS sonuglari, yiiksek yiik transfer direncine ve yiiksek belirleme katsayisi
sahiptir ve sonuglar birbirine yakindir.
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Sekil 4. 2. Farkli CPTMS konsantrasyonlarina ait ytik transfer direnci
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Sekil 4. 3. Farkli CPTMS konsantrasyonlariyla hazirlanan néro-biyosensor sisteminin
kalibrasyon grafikleri

Bu sonuglar degerlendirildiginde, CPTMS konsantrasyonu arttik¢a, anti-CRP'nin
immobilizasyonunda diizensizlik meydana geldigi sdylenebilir. Tasarlanan néro-biyosensdriin
optimal immiinolojik taninma i¢in ihtiya¢ duydugu CPTMS-SAM formasyon konsantrasyonu
% 0,5 CPTMS olarak belirlenmistir.

4.1.2.2. Anti-CRP’nin optimum konsantrasyonu

Noro-biyosensoriin ~ biyo-algilama  birimi  olan  anti-CRP’nin  optimum
konsantrasyonunun belirlenmesi siiphesiz basarili bir immobilizasyon adim1 ve akabinde CRP

olgtimii igin elzemdir.

Antikor konsantrasyonu genis bir aralikta (3,17; 15,85 ng mL'l, 0,317; 1,585; 3,17,
6,34, 12,56, 25,34 ug mL™) ndro-biyosensér cevabini optimize etmek i¢in analiz edilmistir.
Anti-CRP konsantrasyonlar1 farklilandirilip diger parametreler sabit tutulan néro-biyosensor
ile, belirli araliktaki CRP konsantrasyonlarinin degisimine bagli olarak yiik transfer
direncindeki degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir

(Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. Farkli anti-CRP konsantrasyonlariyla hazirlanan Noro-biyosensdr sisteminin
kalibrasyon grafikleri

Sekil incelendiginde yiiksek antikor konsantrasyonlarmda (25,34 pg mL™ anti-CRP
y = 359,24 R? = 0,978 igin), muhtemelen yiksek sterik bariyere ve protein-protein
etkilesimlerinin inhibe edici etkisine bagli olarak noro-biyosensoriin CRP'nin taninmasi
yoniindeki duyarliliginda bir azalma gozlenmistir.  Anti-CRP ¢d6zeltisi 3,17 ng.mL'1
kullanildiginda ise yine sensoOriin duyarliliktaki bir azalma fark edilmistir ki bu durumu
kullanilan konsantrasyonunun CRP'nin anti-CRP immobilize yiizey iizerine etkili bir sekilde
baglanmasi icin yeterli olmadigi yoniinde agiklamak miimkiindiir. Tiim bu degerlendirmeler

15181nda, 15,85 ng mL™ anti-CRP cozeltisi, ileri deneyler i¢in optimize edilmistir.

4.1.2.3. Anti-CRP’nin optimum immobilizasyon siiresi

Hassas bir noro-biyosensor icin bir baska onemli parametre, antijen-antikor biyo-

afinite komplekslerinin olusumu i¢in gerekli olan inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir.
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CPTMS ile modifiye edilmis ITO temelli elektrotlar 30, 45 ve 60 dakikalik farkli
periyotlar i¢in anti-CRP ¢ozeltileri i¢inde inkiibe edilmistir. Anti-CRP inkiibasyon siireleri
farklilveirilip diger parametreler sabit tutulan ndro-biyosensor ile, belirli araliktaki CRP
konsantrasyonlarinin degisimine bagli olarak yilik transfer direncindeki degisim EIS

verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir (Sekil 4.5.).

8,0 r
¢ 30dakika W60 dakika

~6,0 45 dakika
Q4,0
<
52,0
=
<

O’O = 1 J

0,0 4,0 8,0 12,0

CRP (ng/mL)

Sekil 4. 5. Farkli anti-CRP inkiibasyon siireleriyle hazirlanan Noro-biyosensor sisteminin
kalibrasyon grafigi

Noro-biyosensoriin cevabi, 30 ila 60 dakika arasinda artan inkiibasyon stiresi ile
hafifce artmistir. Bu sonug, immiino kompleksinin olusumu i¢in 60 dakikalik anti-CRP
inkiibasyon siiresinin gerekli olmadigini gosterirken, 30 dakika inkiibasyon siiresi, hassas
immiinosensOr yanit1 elde etmek i¢in yeterlidir. Literatlirdeki pek ¢cok ¢alismanin da belirttigi
antijen-antikor baglanmas1 15-60 dakika iginde etkili bir sekilde tamamlanmaktadir
(Goldblatt 2001; Reverberi ve Reverberi 2007). Bu adimda elde ettigimiz sonug, bu bilgiyle
de ortiismektedir.
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4.1.3. CRP (1) noro-biyosensoriiniin analitik karakteristikleri

4.1.3.1. CRP’nin gelistirilen noéro-biyosensor sistemi ile belirlenmesi

Optimum kosullar1 belirlenen noro-biyosensor sistemiyle farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan standart CRP c¢ozeltileri EIS ve CV teknikleriyle Olgtimlenmistir. CRP
konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligki, Sekil 4.1.A 'ya eklenen esdeger

devre modeli ile belirlenmistir.

CRP noro-biyosensoriiniin  kalibrasyon grafigi asagidaki denklem kullanilarak

cizilmistir.

AR¢ = Ry(CRP)- Ry(BSA) (4.1)

burada Rct (CRP), anti-CRP ve CRP arasinda antikor-antijen baglanmasindan sonra elektron
transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin bloklama

asamasinin yarim daire ¢capinin degeridir.

Gelistirilen tek kullanimlik ndro-biyosensoriiniin artan konsantrasyonlarindaki CRP ile
inkiibe edilmesinden elde edilen Nyquist grafikleri ve dongiisel voltammogramlari, Sekil
4.5.A-B 'de sunulmaktadir. Noro-biyosensor uygulamasi sadece analit tespitini degil ayni
zamvea genis bir c¢aligma aralifi boyunca analit konsantrasyonlarinin Ol¢limiinii
gerektirdiginden iyi bir ayirma duyarliligi gereklidir. Lineerlik ile iligkili bir bagka terim,
biyosensor cevabinin konsantrasyon ile dogrusal olarak degistigi analit konsantrasyonlarinin

aralig1 olarak tanimlanan dogrusal araliktir (Bhalla ve ark. 2016).

CRP konsantrasyonu arttikga, Nyquist grafikleri ilizerinde yarim daire g¢apindaki
dogrusal bir artis gozlenmistir. Rct'deki artig, elektrot yiizeyinin iletkenlik 6zelliklerinde
azalmaya neden olan bir immiino-kompleks iiretimine bagli olabilir. Benzer sekilde, Sekil
4.5.B, CV tepe akimlarinin artan CRP konsantrasyonlar1 ile azaldigini1 gostermistir. Bunun
nedeni, ylizeydeki CRP konsantrasyonunun artmasiyla immiino-kompleksin biiyiimesinin,
elektron transfer bariyerini 6nemli 6l¢iide arttirmasidir. Kalibrasyon egrisi (Sekil 4.5.C) 3.25-
208 fg mL-1 araliginda lineer bir korelasyon gostermistir. LOD (algilama simir1) ve LOQ
(kantitatif 6lgme sinir1) degerleri IUPAC onerilerine gore (McNaught 1997) sirasiyla 0,455
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fg mL-1 ve 1,517 fg mL-1 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, gelistirilen biyosensoriin CRP

analizinde yiiksek duyarlilik gosterdigini vurgulamaktadir.
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Sekil 4. 6. Optimum kosullarda hazirlanan NoOro-biyosensdr —sisteminin  farkli
konsantrasyonlarda CRP' ye verdigi yanmit (A) EIS, (B) CV, (C) EIS
verilerinden elde edilen kalibrasyon grafigi

95



Kramers Kronig doniisiimleri (K.K.T.), gelistirilen biyosensoriin dogrusal, kararli ve
nedensel devre spektrumunu hesaplamakta kullanilir. K.K.T.  biyosensoriin tasarim
adimlarma ait verilerin gergek ve hayali kisimlari i¢in goreceli hatalarin (AZ / Z) bir grafigini
gostermektedir. Hesaplamalar Boukamp yontemini (Boukamp 1995) takip edilerek
yapilmistir. Deneysel verilerin gergcek kismi, Dogrusal, Kararli ve Nedensel devrenin hayali
kismin1 hesaplamak i¢in kullanilir. Benzer sekilde, deneysel verilerin hayali kismi, Dogrusal,
Kararli ve Nedensel devrenin gergek kismini hesaplamak i¢in kullanilir. K.K.T, Bode ve
Nyquist grafiklerinde gosterilebilmektedir ve K.K.T. ile deneysel veriler uyusmazsa, o zaman
ornek dogrusal olmayan, istikrarsiz ya da bilinmeyen degiskenlerin etkisi altindadir yorumu
yapilmaktadir (Agarwal ve ark. 1992). Cizelge 4.1’ de CRP tayinine yonelik gelistirilen

biyosensoriin tasarim adimlarina ait K.K.T degerlerini gostermektedir.

Cizelge 4. 1. Noro-biyosensoriin gelisim adimlarina ait Kramers Kronig dontisiim degerleri

Noro-biyosensor adimi Kramers Kronig Transform degeri (n)
Yalin ITO 179,8
ITO/OH 50,02
ITO/OH/CPTMS 0,9981
ITO/OH/CPTMS/anti-CRP 9,304
ITO/OH/CPTMS/anti-CRP/BSA 11,22

K-K doniigiimiiniin en biilyiik handikapi, sifirdan sonsuza kadar bir frekans araliginda
entegrasyon gerektirmesidir. Bu araliktaki spektral verileri hi¢ kimse 6l¢emediginden, K-K
iligkilerini entegrasyon yoluyla degerlendirmek, her zaman Olgiilmekte olan frekansin

disindaki bir spektrumun davranisi hakkinda varsayimlari icermektedir.

4.3.1.2. Noro-biyosensoriin tekrarlanabilirligi

Gelistirilen noro-biyosensoriin belirlenen optimum sartlar altinda, belirli bir CRP
konsantrasyonunu  ayni  dogrulukta  Olgme  kabiliyeti  tekrarlanabilirlik  olarak
tanimlanabilmektedir. Bu c¢alismada optimum sartlar altinda hazirlanan 20 tane ITO tek
kullanimlik elektrotlarin her biri, 52 fg/mL CRP standart ¢ozeltisiyle muamele edilmistir.
Tekrarlanabilirlik deneyleri igin korelasyon katsayisi, ortalama deger ve relatif standart sapma
sirastyla % 6, 64, 58,23 fg/mL ve %3,88 olarak hesaplanmuistir.
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4.3.1.3. Noro-biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi

Tekrar-iiretilebilirlik biyosensoriin ¢ogaltilmis deney diizenegi i¢in ayni yanitlart
iretilme kabiliyetidir. Tekrar {iretilebilirlik, gelistirilen noro-biyosensordeki transdiiserin ve
elektroniklerin hassasiyeti ve dogrulugunu karakterize etmek i¢in kullanilan onemli bir

parametredir.

Kesinlik, sensoriin bir 6rnegin her Ol¢iilmesinde benzer sonuglar verebilmesi iken
dogruluk, bir numunenin bir kereden fazla 6l¢iilmesi durumunda sensoriin gergek degere

yakin bir ortalama deger saglama kapasitesini gosterir (Bhalla ve ark. 2016).

ITO temelli CRP néro-biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi, ayn1 prosediirle farkli
zamanlarda hazirlanan 10 biyosensor sisteminin 3,25-208 fg / mL tayin araligindaki
cevaplarinin izlenmesi ile degerlendirilmistir. Tekrariiretilebilirlik ¢alismalar1 sonucunda 10
noro-biyosensoriin yanitlarnin CRP igin 3,25-208 fg mL-1 arasindaki benzer dogrusallig
gosterdigi bulunmustur. Cizelge 4.2' de tekrar iretilebilirlige ait egimlerin ve interseptlerin
relatif standart sapmalar1 sirasiyla %3,39 ve %2,21 olarak bulunmustur. Tekrarliiretilebilir
sinyaller, ndro-biyosensoriin yanit1 lizerine yapilan c¢ikarimda yiiksek giivenilirlik ve

saglamlik degerlendirilmesinin yapilmasini saglamaktadir.

4.1.3.4. CRP noro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi (tekrar-kullanilabilirlik)

CRP tayinine yonelik tasarlanan noro-biyosensdr —sisteminin  rejenerasyon
karakteristigini belirlemek adina yapilan denemelerde, noro-biyosensoriin, 11 rejenerasyon

dongiisiinden sonra orijinal yanitinin % 91,4" iinii korudugu goriilmiistiir. (Sekil 4.7).

Yapilan bir¢cok calismada, sisteme yiiksek veya diisiik pH’larin uygulanmasiyla
rejenerasyon sagladigi goriilmektedir. pH'taki degisiklik, -10 mM HCL ile muamele- analit
(CRP) ve biyoreseptor (anti-CRP) arasindaki nispi yiikleri degistirerek sistemin entalpik
durumunu etkiler. Yan gruplar iyonlastik¢a, biyoreseptdriin tersiyer yapisini koruyan yiik
dagilimlar1 da degisir. Bu denatiirasyon, analitin biyoreseptdrden ayrilmasina yardimci olur.
Gelistirilen biyosensor sisteminin 11 rejenerasyon dongiisii sonundaki aktivitedeki azalisinin
sebebi rejenerasyon ¢ozeltisi ile ard arda muamele edilen antikorun geri doniisiimsiiz

denatiirasyonu veya CPTMS tek tabakasinin tahrip edilmesinden kaynaklanmais olabilir.
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Cizelge 4. 2. Noro-biyosensoriin tekrar tliretilebilirligine ait dogru denklemleri

Biyosensor numarast y R Lineer aralik (fg/mL)

Biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi
1 20602x + 451,06 0,9741 3,25 -208
2 20898x + 349,05 0,9872 3,25 - 208
3 23211x + 298,64 0,9839 3,25 -208
4 20769x + 346,81 0,9864 3,25 - 208
5 20489x + 334,51 0,9851 3,25 - 208
6 20646x + 333,44 0,9794 3,25 - 208
7 22992x + 264,45 0,9858 3,25 - 208
8 23262x + 335,44 0,9873 3,25 - 208
9 19711x + 521,77 0,9902 3,25 - 208
10 22927x + 261,52 0,9892 3,25 - 208

1,8
&> ¢ s
_ & R > PR P o
E12 t & %
e & &
e O OO OP
206 |
OIIIIIIIIIIII 11 11
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Rejenerasyon dongiisii

Sekil 4. 7. Noro-biyosensor sisteminin rejenerasyon kapasitesi

4.1.3.5. Sabit Frekansta impedans (SFI) analizi
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Antikor / antijen baglanmasinin kinetik davraniginin izlenmesi i¢in etkili
elektrokimyasal yontemlerden biri sabit frekansli impedanstir. Bu yontem, elektriksel
yiizeydeki degisikleri anlamak adina oldukg¢a kullanishidir. Bu amagla, potentiostat, Bode plot
yardimiyla tanimlanan sabit bir (45 Hz) frekansa ayarlanmistir. Sekil 4.8 noérobiyosensoriin

BSA adimina ait bir Bode grafigini gostermektedir.
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Sekil 4. 8. Noro-biyosensoriin Bode grafigi

Bode egrisinin Nyquist egrisine goére bazi belirgin avantajlar1 vardir. Frekans,
eksenlerden biri olarak goriindiiglinden, impedansin frekansa nasil bagli oldugunu anlamak
kolaydir. Bode c¢iziminde aynmi eksen eksenindeki genis empedans araliklarmi kolaylikla
anlayabilmemiz icin bir log ekseni iizerindeki (| Z |) biyikligi de gosterilir. Bu, bir
kapasitorde oldugu gibi, impedansin frekansa biiyiik 6lgiide bagli oldugu durumda avantaj
olabilir. Bode ¢izim formati ayn1 zamanda faz agisim1 da gosterir. Ara frekanslarda,
impedansin hayali bileseni (Zimag) arttikca q artar. Bode grafigi, elektrokimyasal sistemin
frekansa bagli davranisinin, frekans degerleri agik olmaktan ziyade ortiikk olan Nyquist
grafigine gore daha belirgin bir tanimimi sunmaktadir. Bode egrisinin bu istiinliikleri SFI
analizlerini degerlendirmemize olanak saglamistir. Sekil 4.9 45 Hz’de sabit frekansta CRP-

anti-CRP etkilesiminin impedanstaki ve faz agisindaki degisimini gostermektedir.
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Sekil 4. 9. CRP Noro-biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Sekil incelendiginde zamana bagli olarak mavi isaret; impedanstaki degisimi
gosterirken pembe isaret faz agisindaki degisimi gostermektedir. Faz acgis1 basitge 'gergek
direng' iizerinden 'hayali direncin' teget degeridir. Ornegin eger faz acis1 bir ise, tan = = Z |
imag / | Z | gergek’tir. CRP, hedefi anti-CRP ile etkilesime girdiginde, tasarlanan yiizey
iizerinde ekstra bir engelleme etkisi olusur ve bu durum, faz agisinda bir azalma ve devrenin
impedans degerinde bir artis olarak yansir. Impedanstaki zamana bagl artis, spesifik
etkilesimin bir isareti olarak kabul edilebilir. Yaklasik 1500 ks (25 dakika) civarinda,

CRP’nin anti-CRP ile etkilesiminin bir doygunluk noktasina eristigi gozlemlenmektedir.

4.1.3.6. Kare dalga voltametrisi

Gelistirilen néro-biyosensoriin karakterizasyon asamalar1 sadece EIS ve CV teknikleri
ile degil, ayn1 zamanda EIS gibi frekansa bagli olan bagka bir elektrokimyasal teknik olan
SWV tarafindan da izlenmistir (Sekil 4.10.A). SWV, katodik puls ve ayni genlikte anodik
puls arasindaki bir dizi potansiyel sinyalin birlesiminden olusur. Katodik puls uygulveiginda,
analit ylizeye dagilir ve hizla azalir. Anodik puls sirasinda, indirgenmis analit hemen yeniden
oksitlenir. Bu nedenle CRP konsantrasyonu arttik¢a pik akimindaki azalma arasinda dogrusal

bir iligki vardir.
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Aldif= AIdif(bsa)-AIdif(CRP)
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Sekil 4. 10. (A) Noro-biyosensor sisteminin farkli CRP konsantrasyonlarina kare dalga
voltametrisi ile verdigi yanit, (B) kare dalga voltametrisinden elde edilen
kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde goriildiigii gibi (Sekil 4.10.B)  3,25-208 fg/mL CRP
konsantrasyon araliginda, SWV sonuclar1 EIS ile benzer hassasiyetlere sahiptir. SWV'nin
ElIS'ye olan avantaji, potansiyel taramanin birka¢ saniye iginde tamamlanmis olmasidir, oysa
EIS i¢in daha uzun bir siireye ihtiya¢ vardir. Tayin araliginin sadece EIS ile degil SWV ile de

gosterilmesi gelistirilen ndro-biyosensor stratejisinin ustiinliiklerindendir.
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4.1.3.7. CRP noro-biyosensoriiniin seciciligi

Tasarlanmig biyosensoriin  hedef CRP'ye karsit seciciligi, nonspesifik protein
antijenleri, insan HER-3, haptoglobin, HSP-70 ile olan nonspesifik etkilesimlerinin ayni

konsantrasyon araliginda (3,25-208 fg/mL) incelenmesi ile belirlenmistir.

Sekil 4.11' de HER-3, haptoglobin ve HSP-70' in néro-biyosensodre spesifik olmayan
cok kiiciik bir katkisi oldugunu gostermektedir. Nonspesifik etkilesimlerin toplam Rct
yanitina olan bu ihmal edilebilir katkisi, biyosensoriin spesifik hedef CRP'ye karsi iyi bir

secicilige isaret etmektedir.
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® HSP-70
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N
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Sekil 4. 11. Noro-biyosensor sisteinin farkli antijenlere karsi segiciligi

o
o

Cizelge 4. 3.Secicilik caligmalarina ait yiik transfer direnci degerleri

CRP Standart
(fg/mL) ARct (ohm) sapma (SD)  ARct (ohm)  ARct (ohm)  ARct (ohm)
n=4 (HER-3)  (Haptoglobin)  (HSP-70)
3,25 137 +0,0065 22 41 48
6,5 312 +0,013 32 36 66,5
13 518 +0,032 45 45,7 72,5
26 985 +0,052 55 52.5 88
52 1585 +0,104 62 77 77
104 2631 +0,211 72 82,7 78
156 3714 +0,312 80 94,5 90
208 5813 +0,335 102 122 132,5

102



4.1.3.8. Noro-biyosensoriin depo omrii

ITO-temelli tek kullanimlik n&ro-biyosensoriin - depolanma  stabilitesi, belirli
periyotlarin sonunda ndro-biyosensoriin impedimetrik tepkisinin izlenmesi ile belirlenmistir.
Optimal kosullar altinda hazirlanan biyosensorler 4 © C'de saklanip ve her 7 giinde bir CRP
analizi yapilmustir. ilk sekiz hafta boyunca noro-biyosensorler baslangictaki aktivitelerini
neredeyse tamamen korurken (% 99,6), dokuzuncu haftanin sonunda néro-biyosensoriin CRP
analizine yonelik cevabi, bazi yikici etkilere ve spesifik olmayan baglanmalara bagli olarak

onemli Olglide azalmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12. CRP Noro-biyosensor sisteminin depolanma stabilitesi

4.1.3.9. Gelistirilen noro-biyosensoriin klinik uygulamalari

Namik Kemal Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma hastanesine basvuran
saglikli bireyler arasindan rveom toplanan serum Orneklerinde CRP analizi gelistirilen
CPTMS temelli noro-biyosensor sistemi ile gerceklestirilmis ve sonuglar hastaneden elde

edilen referans teknik sonuclariyla tablo kiyaslanmigstir.
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Cizelge 4. 4. CRP Noro-biyosensor sisteminin serum drneklerinde uygulanabilirlik sonuglar

Ornekler ~ Hastaneden alinan Noro-biyosensor ile Relatif Geri
sonuglar (mg/L) elde edilen sonuclar Fark kazanim(%)
(mg/L)

1 4,1 3,99 2,68 97,3
2 11 1,42 29,27 129,27
3 2,4 2,57 7,08 107,08
4 2,1 2,41 14,57 114,57
5 4.7 5,45 15,95 115,95
6 2,3 2,12 7,83 92,17
7 14 15 7,14 107,14
8 3,3 2,8 15,15 84,85

Cizelge 4.4' de goriildiigii lizere, hastanenin uyguladigi referans yontemi ile onerilen

ndro-biyosensor sisteminden alinan sonuglar arasinda iyi bir uyum ve dogruluk gozlenmistir.

4.1.3.10. SEM goriintiileri

Gelistirilen noro-biyosensor ylizeydeki kimyasal ve fiziksel degisiklikler, taramali
elektron mikroskobu ile adim adim izlenmistir. Bu morfolojik degisikliklerin izlenmesi,
biyosensoriin devinimi hakkinda tistiin bilgi saglar. Dizayn edilen biyosensor icin SEM
goriintiileri Sekil 4.13' te verilmistir. Sekil 4.13.A tipik olarak bir ITO elektrodunun piiriizsiiz
yiizeyini goOstermektedir. Akabinde olusturulan hidroksillenmis yiizey Sekil 4.13.B' de
gosterilmistir. Elektrodun CPTMS ile modifikasyondan sonra yiizeydeki morfolojik degisim
Sekil 4.13.C' de gosterilmistir. Anti-CRP elektrot yiizeyine immobilize edildiginde, proteinin
pentraxin yapisindan dolay:r daha kiiresel bir form elde edilmistir (Sekil 4.13.D). BSA ile
bloke etme adiminda, Sekil 4.13.E' den goriildiigii gibi daha yogun bir yiizey olusmustur.
CRP ve anti-CRP arasindaki etkilesimden sonra ise fasulye benzeri bir yiizey gozlenmistir
(4.13.F).
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Sekil 4. 13. CRP Norobiyosensoriiniin tasarim adimlarina ait SEM goriintiileri (A) yalin ITO,
(B) ITO/OH, (C) ITO/OH/CPMTS (D) ITO/OH/CPMTS/anti-CRP, (E)
ITO/OH/CPMTS/anti-CRP/BSA (F) ITO/OH/CPMTS/anti-CRP/BSA/CRP




4.1.3.11. FTIR sonuglar

CPTMS modifiyeli ve akabinde anti-CRP'nin immobilizasyonu ile elde edilen ITO
yiizeyinin Fourier-doniisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) spektrumu ve Sekil 4.14 'te
gosterilmektedir. Sekil 4.14.A CPTMS modifiye ITO elektrot yiizeyini gostermektedir. 2250
cm'deki orta yogunluktaki bandin gozlemlenmesi, CPTMS'de C=N gruplarinin varligin
acikca gostermektedir. Sekil 4.14.B, CPTMS modifiye edilmis ITO ylizeyi iizerinde anti-
CRP'nin immobilizasyonu sonrasi ayni yiizeyin FTIR spektrumunu gdstermektedir. Yaklasik
1650 cm-* deki yogun ve gii¢lii bant, CPTMS ve anti-CRP arasindaki kovalent etkilesim
neticesinde olugan imin grubunun varligii gostermektedir. Ayrica 3350 cm™ arasindaki genis

bant sekonder amin gruplarina karsilik gelmektedir.
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Sekil 4. 14. CRP Noro-biyosensoriiniin tasarim adimlarinin FTIR spektrumlari (A) CPMTS,
(B) anti-CRP
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4.2. C-reaktif protein (2) tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensor

4.2.1. Norobiyosensoriin iiretim adimlarinin EIS ve CV ile ispati

Silan kimyasi, ITO temelli biyosensorlerin tasariminda siklikla kullanilmaktadir. 11-
Siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) mono tabaka olusturmak igin bir yandan
kondensasyon reaksiyonu verirken, 6te yandan yiizeydeki -OH gruplar1 araciligiyla ITO
substratlar1 ile etkilesir. Bir organo fonksiyonel silan olan 11-CUTMS diisiik yiizey gerilimi
nedeniyle ITO-OH yiizeyine kars1 yiiksek reaktiviteye sahip olabilirler. SAMs ile substrat
arasindaki yeterli etkilesimleri sayesinde gec¢is fazinin olusumuna onciiliik edebilmektedir.
CRP tayinine yonelik gelistirilen ikinci noro-biyosensor sisteminde ylizeydeki SAMs 11-
CUTMS ile olusturulmustur. Nitril azotu tizerinde eslesmemis elektron ¢iftine sahip olan
siyano grubunun, uygun hidrojen dondrii bulunan molekiiller ile molekiiller arasi baglar
olusturabilmesi biyoalgilama elementinin immobilizasyonunda belirgin {istiinliikler
saglamistir. Ek olarak, diger silan ajanlarina gore daha uzun bir karbon zinciri igeren 11-
CUTMS, yiizeyde daha kompakt bir SAMs yigininin olusturulmasina olanak saglar. Yiizeyde
stabil bir tek tabaka olusturmak i¢in, yiizeyinde aktif OH gruplart bulunan ITO elektrotlar 11-
CUTMS ile gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. 11-CUTMS ile SAMs olusturulduktan
sonra, elektrotlar PAMAM c¢ozeltisine daldirilmistir. Bu noktada PAMAM dendrimer
¢ozeltisinin kullanim amaci, aktif amino terminallerini arttirarak anti-CRP immobilizasyon
performansin1 amplifiye etmektir. Elektrotlar PAMAM ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra
anti-CRP immobilizasyonu, c¢apraz baglayici olarak kullanilan glutaraldehit ¢ozeltisi
ortaminda gerceklestirilmistir. Immobilizasyondan sonra fonksiyonel terminaller ve non
spesifik baglanmalar1 onlemek amaciyla BSA bloklama ajani olarak kullanilmistir (Marsden
ve Ziemianski 1979).

Impedans "spektroskopisi" adi, impedansi tek bir frekanstan ziyade farkl1 frekanslart
tayin edebilme gerceginden tiiremistir. Bu sayede bir impedans spektrumundan yiizeylerin,
tabakalarin veya membranlarin degisim ve difiizyon prosesleri ve karakterizasyonu hakkinda
bilgi saglanir. Bu bilgilere ulagmak i¢in, impedans spektrumu genellikle esdeger devre
kullanilarak analiz edilir. Genellikle diren¢ ve kapasitanstan olusan bu devre incelenen

sistemin farkli fizikokimyasal Ozelliklerini agiklar. Ayrica sistem; elektrokinetik, diflizyon,
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partisyon gibi temel yasalardan tiireyen transfer fonksiyonlari temelinde de tanimlanabilir

(Daniels ve Pourmve 2007).

Nyquist plot elektrolitik ¢ozelti direnci, elektrot polarizasyon direnci ve ¢ift tabaka
kapasitans1 vb gibi elektrokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
impedansin en kritik ve popiiler formatlarindan biridir. Nyquist grafigi, kompleks bir
diizlemde Z ' (o) ve Z " (o) ile temsil edilir. Bu grafigin pek ¢ok avantajlar1 arasinda en
onemlileri ekstrapolasyon yaparak c¢ozelti direncini hesaplayabilmek;cozelti direncinin
belirgin etkilerini gézlemleyebilmek; seri devreye vurgu yapabilmek iki ya da daha fazla

deneyin sonuglarinin kiyaslanabilmesi sayilabilir (Agarwal ve ark. 1992).

Noro-biyosensoriin gelisim adimlarma ait EIS verilerinin Nyquist grafikleri, Sekil
4.15.A' da gosterilmektedir. Verilerin esdeger devre modeli ile fitlenmesi, ara tabaka yiik
transfer direncinin (Rct) her tabaka (Yalin elektrot, OH, CUTMS ile SAM, PAMAM, anti-
CRP ve BSA) olustuktan sonra degistigini (Sekil 4.15.B) gdstermistir.

Elektrot-¢ozelti ara yiiziindeki redoks probunun elektron transfer kinetigi elektron
transfer direnci (Rct) ile kontrol edilir. Temizlenmis yalin ITO elektrodun yiik transfer direnci
(Sekil 4.15.B) yaklasik 45000 ohm’dur. Impedans spektrumlarindan géoriildiigii gibi, ITO
yiizeyinde —OH gruplarinin olusumu, elektroda iletken davranis kazandirarak yiik transfer
direncinde bir azalma saglar. Akabinde, ylizeyde 11-CUTMS ile SAMs olusturulmasindan
sonra, yapmin uzun alifatik zincir kismi yiizeyde sikica istiflenerek etkili hidrofobik
etkilesimlere yol agmistir. Buna ek olarak, 11-CUTMS'deki negatif yiiklii -CN gruplar1 redoks
probunu itmekte ve yiizeye diflize olmasini zorlastirmaktadir. Bu etkiler, EIS sonuglarina yiik
transfer direncinde bariz bir artis olarak yansimistir. Bir sonraki asamada, amino terminalli
PAMAM dendrimerin primer amino gruplar1 11-CUTMS’ un aktif —siyano gruplar1 arasinda
gergeklesen reaksiyon, ikincil ketimin organik yapisinin olugmasiyla neticelenmektedir. Bu
kovalent etkilesim sayesinde PAMAM; 11-CUTMS modifiyeli ITO yiizeye baglanmis olur.
Beklendigi gibi, PAMAM iizerindeki pozitif amino gruplari ile negatif yiiklii redoks probu
arasindaki elektrostatik ¢ekim, Impedans spektrumlarmna Rct degerinde bir azalma olarak
yansir. Immobilizasyon materyalleri olarak dendrimerler, ¢ok dalli, ii¢ boyutlu iiniform
yapilara sahip nanomalzemelerdir. Merkez cekirdek, dallar ve yiizey gruplari, dendritik
mimarilerinin ana bilesenleridir. Bu ndro-biyosensoriin tasariminda kullanilan PAMAM

dendrimeri yiizeyinde 8 tane amino grubu bulundurur. Glutaraldehit, anti-CRP'nin ITO
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ylizeyine immobilizasyon asamasinda antikor ve PAMAM'n birincil amino gruplari arasinda

bir ¢apraz baglayici ajan olarak kullanilmistir.
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Sekil 4. 15. CRP Noro-biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarinin gosterimi (A) EIS
verileri, (B) her adima ait Rct degerleri (C) dongiisel voltametri verileri
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Anti-CRP'nin elektrot yiizeyi lizerindeki kovalent immobilizasyonu, modifiye elektrot
yiizeyindeki yalitim 6zelligini agikga arttirmis ve Sekil 4.15.A 'da goriildiigii gibi yiik transfer
direncinde belirgin bir artisa neden olmustur. PAMAM dendrimer sahip oldugu pozitif yiikler
sayesinde, noro-biyosensdriin yiizeyini daha az negatif yapar ve boylece redoks c¢iftinin sensor
yiizeyine yaklagmasina izin verir ve sonugta yiik aktarimi daha etkili olur. Bu sonug, 11-
CUTMS ve PAMAM dendrimerlerinden olusan platformun anti-CRP'nin etkili bir sekilde
immobilizasyonunu sagladig1 goriilmektedir. Son adimda, aktif amino uclarini bloke etmek
icin kullanilan BSA, ayn1 zamanda yiizey iizerindeki elektron direncinin artmasina da sebep

olmustur.

Anti-CRP temelli biyoalgilama sisteminin elektrokimyasal davranislarini arastirmak
icin dongiisel voltametriden de yararlamlmstir. Impedans spektrumlar1 ve dongiisel
voltamogram sonuglart birbiriyle uyumludur. Sekil 4.15.C goriildiigi tizere 11-CUTMS ile
SAMs olusturulduktan sonra, negatif yliklii siyano gruplari ve negatif yiiklii redoks probu
birbirini itip, pik akim sinyalinin azalmasina sebep olmustur. Sekil 4.15.C' de goriildiigii gibi,
CUTMS ile modifiye edilmis elektrotlar PAMAM ile muamele edildiginde, PAMAM
yapisinin primer amino gruplart ile redoks probu arasindaki elektrostatik ¢ekim, pik
akimlarmin artmasma neden olmustur. Anti-CRP'nin CUTMS ile modifiye edilmis ITO
yiizeyine kovalent immobilizasyonu sonrasinda, redoks probu ve elektrot yiizeyi arasindaki
immobilize tabakalarin Onleyici etkileri nedeniyle hem anodik hem de katodik piklerde bir

azalma gozlemlenmistir.

4.2.2. CRP (2) noro-biyosensoriiniin optimizasyon parametreleri
4.2.2.1. PAMAM dendrimerinin optimum konsantrasyonu

Dendrimerin  serbest amin gruplarmin sayisi, anti-CRP’nin  immobilizayonu
adimindaki etkili capraz baglar i¢cin Onemlidir. Cekirdekden yiizeye giderken dallanma
noktalarinin sayist (basamakli noktalar) dendrimer jenerasyonu olarak adlandirilir. Bu
calismada kullanilan PAMAM dendrimer, algilama yiizeyi lizerinde miimkiin oldugunca fazla
sayida anti-CRP'nin immobilizasyonunu destekleyen cok sayida primer amino gruptan
olusmustur. PAMAM konsantrasyonunun optimize edilmesi, anti-CRP immobilizasyonu ve
akabinde CRPmin en uygun sekilde taninmasina olanak saglar. Bu amacla, % 1 (v/v) 11-

CUTMS ile modifiye edilmis ITO elektrotlar; farkli konsantrasyonlarda PAMAM (etanol
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icinde % 0,5, 1, 1,5 ve 2,0) c¢ozeltileri ile oda sicakliginda 60 dakika boyunca inkiibe

edilmistir.

PAMAM konsantrasyonlar1 farklilandirilip diger parametreler sabit tutulan noro-
biyosensor ile, belirli araliktaki CRP konsantrasyonlarina degisimine bagli olarak yiik transfer
direncindeki degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir.
Sekil 4.16 incelendiginde, PAMAM konsantrasyonu arttik¢a, yiik transfer direnci diismektedir
ki bu beklenen bir neticedir. Fakat kalibrasyon egrileri incelendiginde (Sekil 4.17), % 2,0
PAMAM nispeten diisiik yiik transfer direncine ve ¢ok diisiik bir belirleme katsayisina (Rz:
0,7633) sahipken, % 0,5 PAMAM yiiksek yiik transfer direncine ve nispeten diisiikk bir
belirleme katsayisi (R% 0,8212) sahiptir. Bununla birlikte,% 1,0 PAMAM ¢bzeltisine ait
sonu¢ yliksek yiik transfer direnci ve yliksek belirleme katsayisi gostermistir (R% 0,9412).
PAMAM konsantrasyonu arttik¢a 11-CUTMS modifiyeli ITO yiizeyine baglanan PAMAM,
redoks probun yiizeye difiizyonunu kolaylastirmakta fakat anti-CRP’nin immobilizasyonuna
ve akabinde CRP’nin 6l¢iimlenmesine ayni oranda etkileyememektedir. Bu veriler 1s18inda,

ndro-biyosensoriin dizaynina %1,0 PAMAM c¢ozeltisi ile devam edilmistir.

Rct (kohm)

0,5 1,0 1,5 2,0
PAMAM (%V/v)

Sekil 4. 16. Farkli PAMAM konsantrasyonlarinin yiik transfer direncine etkisi
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Sekil 4. 17. Farkli PAMAM konsantrasyonlariyla hazirlanan ndro-biyosensor sisteminin
kalibrasyon grafikleri

4.2.2.2. Optimum anti-CRP konsantrasyonu

Optimizasyon ¢alismalarinin  son asamasinda, anti-CRP  konsantrasyonunun
biyoalgilama sistemi cevabi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu amagla, oda sicakliginda 60
dakika boyunca farkli konsantrasyonlarda anti-CRP (63,4 ng / mL, 634 ng / mL ve 6,34 ug /
mL) ile biyosensorler hazirlandi. Anti-CRP konsantrasyonlart farklilveirilip  diger
parametreler sabit tutulan noro-biyosensor ile, belirli araliktaki CRP konsantrasyonlarina
degisimine bagh olarak yiik transfer direncindeki degisim EIS verilerinden elde edilen
kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir. Daha yiiksek antikor konsantrasyonlarinda, noro-
biyosensoriin duyarlilifinda bir azalma gozlenmistir (sirastyla 6,34 ug / mL ve 634 ng / mL
anti-CRP R? = 0,9112 ve 0,9267). Bunun nedeni, CRP'nin meydana gelen yiiksek sterik
engellenmeden dolay1 yiizeye kolayca difiize olamamasi ve olasi protein-protein
etkilesimlerinin CRP'nin tespitini azaltmasi olabilir. EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon
egrileri analiz edildiginde (Sekil 4.18), CRP'nin optimal olarak taninmasi igin 63,4 ng mL™

anti-CRP ¢ozeltisi ileri ki asamalar i¢in optimize edildi.
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Sekil 4. 18. Farkl1 anti-CRP konsantrasyonlariyla hazirlanan Noro-biyosensor sisteminin
kalibrasyon grafikleri

4.2.3. CRP (2) noro-biyosensoriiniin analitik karakteristikleri

4.2.3.1. CRP’nin gelistirilen noro-biyosensor sistemi ile belirlenmesi

Optimum kosullar1 belirlenen noro-biyosensor sistemiyle farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan standart CRP ¢ozeltileri EIS ve CV teknikleriyle oOl¢timlenmistir. CRP
konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligki, Sekil 4.15.A" ya eklenen esdeger

devre modeli ile belirlenmistir.

CRP noro-biyosensoriiniin - kalibrasyon grafigi asagidaki denklem kullanilarak

cizilmistir.

burada Rct (CRP), anti-CRP ve CRP arasinda antikor-antijen baglanmasindan sonra elektron
transfer direncinin degeridir. Rct (BSA), BSA ile olusturulmus biyosensoriin bloklama

asamasinin yarim daire ¢apinin degeridir. ac potansiyel sarsimi {iglii elektrot diizenegini
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iceren elektrokimyasal hiicreye uygulanmasiyla birlikte, akim tiim sistem elemanlarmi —ITO
caligma elektrodu, biyoalgilama elementi, ¢ozelti ve karsit elektrot- dolasmaya baslayacaktir.
Olgiilen impedans, bu elemanlarin bireysel katkilarmin bir &zetidir olmaktadir. Sistemin
kapasitans degisikligi, dielektrik sabiti veya transduser yiizeyindeki tabakanin degismesiyle

induklenmektedir.

Gelistirilen tek kullanimlik néro-biyosensoriiniin artan konsantrasyonlarindaki CRP ile
inkiibe edilmesi neticesinde elde edilen Nyquist grafikleri ve dongiisel voltammogramlari,

Sekil 4.19.A ve 4.19.B' de sunulmaktadir.

Bir algilama sistemi ile dlgiilebilen maksimum ve minimum degerler, dinamik aralik
veya aciklik olarak da adlandirilan 6l¢iim araligi olarak tanimlanir. Bu aralik, algilama sistemi
icin anlamli ve dogru bir ¢ikt1 saglamaktadir. Tiim algilama sistemleri belirli bir aralikta
Ol¢tim alabilecek sekilde tasarlanmistir. Kalibrasyon egrisinin belirtilen diiz bir c¢izgiye
yakinlig1 sensoriin dogrusalligini gosterir. Elektrokimyasal biyosensorler her zaman dogrusal
konsantrasyon araliginin {ist sinirina sahiptir. Bu sinir, biyokimyasal veya biyolojik

reseptoriin biyokatalitik veya biyo-komplekslestirici 6zellikleriyle dogrudan iliskilidir.

CRP konsantrasyonu arttikca, Nyquist grafikleri lizerinde yarim daire capindaki
dogrusal bir artis gozlenmistir. Rct'deki artig, elektrot ylizeyinin iletkenlik o6zelliklerinde
azalmaya neden olan bir immiino-kompleksin olustuguna isaret etmektedir. Benzer sekilde,
Sekil 4.19.B, CV tepe akimlarinin artan CRP konsantrasyonlar: ile azaldigini gostermistir.
Bunun nedeni, yiizeydeki CRP konsantrasyonunun artmasiyla immiino-kompleksin
biiylimesinin, elektron transfer bariyerini énemli Ol¢iide arttirmasidir. Kalibrasyon egrisi
(Sekil 4.19.C) 21-6148 fg mL™ arahiginda lineer bir korelasyon gostermistir. LOD (algilama
sinir) ve LOQ (kantitatif 6lgme smir1) degerleri sirasiyla 0.34 fg mL™ ve 1.13 fg mL™ olarak
bulunmustur. Bu veriler 151g¢inda CRP tayinine yonelik gelistirilen sensor sisteminin

hassasiyetinin yiiksek oldugu vurgulanabilir.
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Sekil 4. 19. Optimum kosullarda hazirlanan No6ro-biyosensor —sisteminin  farkli
konsantrasyonlarda CRP' ye verdigi yanit (A) EIS, (B) CV, (C) EIS verilerinden
elde edilen kalibrasyon grafigi
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Tasarlanan noro-biyosensdriin sahip oldugu bu hassas ve genis tayin araligi (21-6148
fg/mL), PAMAM dendrimerinin sagladigi dallanmanin bir neticesidir. Dendrimerde bulunan
dallanarak biiyiiyen fonksiyonel —amino gruplar yiizeye miimkiin olduk¢a ¢ok anti-CRP’nin
immobilizasyonuna olanak saglamistir. Ayrica, 11-CUTMS ile PAMAM kombinasyonundan
olusan algilama platformu CRP’nin hassas ve femtogram diizeyinde tayini i¢in yeni ve umut
vaat eden bir tasarimdir. Organosilan ITO yiizeyi ile baglantiyr saglayan bir koprii gorevi
goriirken, PAMAM dendrimer ile gerceklestirdigi kovalent etkilesim sayesinde hassas ve
genis bir tayin araliginin onciisli olmustur. Literatiirde, 11-CUTMS ile tasarlanmis herhangi

bir biyosensor sistemi mevcut degildir; bu bakimdan ¢alisma oldukea yenilikgidir.

Impedimetrik biyosensérlerin baslica problemlerinden biri, antijenlerin antikor
fonksiyonellestirilmis elektrotlara dogrudan baglanmasi iizerine impedans spektrumlarinin
nispeten kiiclik bir degisime ugramasidir. Olusturulan sinyaller (yani, elektron transfer
direncindeki, Rct ve ¢ift yiiklii tabaka kapasitansindaki, Cdl'deki farklar), antijen
konsantrasyonu diisiik oldugunda ve antijen-antikor kompleksinin yiizey kaplamasi
doygunluktan uzak oldugunda ozellikle 6nemsizdir. Bu 6nemli sorun, amplifiye edilmis
impedimetrik immiinosensorlerin gelistirilmesine yonelik son caligmalarda ele alinmistir.
Gelistirilen bu noro-biyosensor sisteminde kullanilan PAMAM dendrimer de bu sorunu

iistesinden gelinilmesi hedeflenmis ve yiiksek sinyaller elde edilebilmistir.

Gelistirilin ndro-biyosensdriin iliretim adimlarma ait K.K.T degerleri Cizelge 4.5 te

verilmistir. K.K. doniistimleri EChem Analyst programi yardimiyla hesaplanmistir.

Cizelge 4. 5. Noro-biyosensoriin gelisim adimlarina ait Kramers Kronig doniisiim degerleri

Noro-biyosensor adimi Kramers Kronig Transform degeri (n)
Yalin ITO 179,8
ITO/OH 50,02
ITO/OH/11-CUTMS 1,749
ITO/OH/CUTMS/PAMAM 12,8
ITO/OH/CUTMS/PAMAM/anti-CRP 1,821
ITO/OH/CUTMS/PAMAM/anti-
CRP/BSA 009469
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Segilen model ile sonuglarin uyumu zayifsa verilerin K-K doniistiiriilemez oldugunu
ve bu nedenle kalitesiz oldugunu varsayabiliriz. Bu, esdeger devre modeline K-K uyumlu
olmayan veriler uydurmak i¢in ¢ok az nokta vardir anlamina gelir. Dogrusal, nedensel ve
kararl1 olan EIS verileri i¢in K-K iliskileri her zaman dogru olacaktir. Olgiilen gercek ve sanal
spektral veriler K-K iliskilerine uymuyorsa, verilerin bu kosullardan birini ihlal ettigi

noktasina ulasilabilir.

4.2.3.2. CRP (2) noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Optimum sartlar altinda hazirlanan 18 tane ITO tek kullanimlik elektrodun, gelistirilen
noro-biyosensor sistemiyle belirli bir CRP konsantrasyonunu (1,7 pg/mL) ayni dogrulukta
Olcme kabiliyeti tekrarlanabilirlik bashg altinda incelenmistir. Tekrarlanabilirlik deneyleri
icin korelasyon katsayisi, ortalama deger ve standart sapma sirasiyla % 6, 45, 1,86 ve 0,12

pg/mL olarak hesaplanmistir.

4.2.3.3. CRP (2) noro-biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Tekrar dretilebilirligin tanimi, baska herhangi bir analitik cihazda oldugu gibi
elektrokimyasal biyosensorler icin de aymidir: bir dizi gozlemde veya bir siire boyunca
gerceklestirilen sonuglarda sagilma veya kaymanin bir 6l¢iisiidiir. Genellikle lineer aralik
icindeki analit konsantrasyonlari i¢in belirlenir. ITO temelli, PAMAM ve 11-CUTMS ile
dekore edilmis CRP noro-biyosensoriintin tekrar-iiretilebilirlik kabiliyeti, ayn1 prosediirle
farkl1 zamanlarda hazirlanan 10 biyosensor sisteminin 21-6148 fg / mL tayin araligindaki
cevaplarinin izlenmesi ile degerlendirilmistir. Tekrariiretilebilirlik ¢aligsmalar1 sonucunda 6
noro-biyosensoriin yanitlarinin CRP igin 21-6148 fg mL-1 arasindaki benzer dogrusalligi

gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.6).

Tekrar {iretilebilirlige ait sonuglarin lineer esitliklerine ait egimlerin ve interseptlerin
relatif standart sapmalar sirasiyla %3,39 ve %2,21 olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik ve
tekrartiretilebilirlik sonuglari, PAMAM ve 11-CUTMS'den olusan yiizey platformunun,
CRP'nin 21-6148 fg / mL konsantrasyon araliginda yiiksek duyarlilikla taninmasina izin

verdigini gostermektedir.
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Cizelge 4. 6. CRP Noro-biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirligine ait dogru denklemleri

Biyosensor numarast y R Lineer aralik (fg/mL)

Biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi

1 1104,2x + 958,06 0,9819 21-6148
2 1222,5x + 979,24 0,9838 21-6148
3 1369,8x + 864,3 0,9894 21-6148
4 1118,4x + 916,5 0,9832 21-6148
5 1202,5x + 949,3 0,9851 21-6148
6 1056x + 1080,5 0,9894 21-6148

4.2.3.4. CRP noro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi (tekrar-kullanilabilirlik)

Gelistirilen noro-biyosensoriin rejenere edilebilme kapasitesi 10 mM HCI rejenerasyon
cozeltisi ile muamele edilerek test edilmistir. Biyosensor sistemlerinde yer alan etkilesimler
g6z Oniline alindiginda, potansiyel enerji farkliliklar1 genellikle biyoreseptor ( anti-CRP) /
analit (CRP) baglanmasinda énemli bir giigtiir. Etkilesimler, genellikle yiik-yiik etkilesimleri
tarafindan aracilik edilir. Belirli bir ¢ozelti pH'sinda, , amino asit kalintisinin izoelektrik
noktasima (pl) bagli olarak, yap1 pozitif veya negatif olarak yiiklenebilir. Yiikiin ¢oziicii
ortamina bagli olmasi nedeniyle, ¢oziicii i¢indeki iyonik kuvvet, pH ve rakip iyonlarin varlig
gibi faktorler, biyosensor rejenerasyonunda basrol oynayan biyoreseptor ve analit arasindaki
entalpik etkilesimleri etkilemektedir. Kulllanilan rejenerasyon ¢ozeltisi ile (HCI), gelistirilen
PAMAM-CUTMS platformundan olusan ndro- biyosensor sistemi 4 kere rejenere edilebilmis,
daha sonra sinyal kritik anlamda kaybedilmistir (Sekil 4.20). Biyoalgilama platformunun

bozulmus olmasi, CRP’nin algilanmasina mani olmustur.
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Sekil 4. 20. CRP Noro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi

Sensor gelistirmede yiiksek maliyet esas olarak enstriimantasyon ve materyallerin
yiiksek maliyetine bagli olmaktadir. Tekrar kullanilabilir (rejenere edilebilir) sensdrlerin
varligi maliyetleri azaltmak i¢in Oonemli bir yoldur. Ekonomik nedenlerden ayri olarak,
cihazdan cihaza varyansin biiylik bir hata kaynadi olabilecegi uygulamalarda sensorlerin

tekrar kullanilabilirligi (rejenere edilebilirligi) kaginilmazdir.

4.2.3.5. Sabit frekansta impedans analizi

Anti-CRP antikor - CRP baglanmasinin kinetiksel davranigi sabit frekansl impedans
teknikligi ile degerlendirilmistir. Bu yontem, elektriksel yiizeydeki degisikleri anlamak adina
oldukca kullanishdir. Bu amagla, potentiostat, Bode plot yardimiyla tanimlanan sabit bir (10
Hz) frekansa ayarlanmistir. Sekil 4.21 PAMAM-CUTMS modifiyeli norobiyosensoriin BSA

adimina ait bir Bode egrisini gostermektedir.
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Sekil 4. 21. CRP Noro-biyosensoriiniin bode grafigi
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Sekil 4. 22. CRP ndro-biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Bode grafiginin degerlendirilmesi neticesinde parametreleri belirlenen SFI analizi non

faradiyik prosesle ilerlemistir (Sekil 4.22). CRP’nin anti-CRP’ye olan afinitesi 3200 ks
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civarinda bir doygunluk noktasina erismektedir. Antikor/antijen iliskisi non faradiyik siiregte

impedanstaki ve faz agisindaki degisimle takip edilmistir.

Faradayik EIS'de bir redoks tiiri doniisiimlii olarak oksitlenip-indirgenir. Bu nedenle,

faradaik EIS ortamina redoks-aktif tiirlerin ve DC kosullarinin, tiiketilmeyecek sekilde
eklenmesini gerektirir. Aksine, nonfaradaik impedans spektroskopisi i¢in ek reaktif
gerekmemektedir, bu da non-faradayik ¢aligmalaru point of care uygulamalarina daha uygun
hale getirmektedir. Sabit frekansta non -faradaik bir semaya dayanan bir biyosensor

uygulamalar1 kapasitif sensorlere dahildir. Bu noktadan degerlendirildiginde, SFI ile

Orneklerin analizi umut vaat edicidir.
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4.2.3.6. Kare dalga voltametrisi

Gelistirilen noéro-biyosensor sisteminin  CRP’ye verdigi yamit baska bir
elektrokimyasal teknik olan SWYV ile de takip edilmistir. SWVden elde edilen voltamogram
(Sekil 4.23.A) incelendiginde CRP konsantrasyonu arttik¢a tepe akimindaki azalma arasinda
dogrusal bir iligki oldugu goriilmektedir. Kare dalga voltametrisinden elde edilen kalibrasyon
grafigi ile EIS sonuglarindan elde edilen grafik benzer hassasiyet gostermektedir (Sekil
4.23.B).

A
20,00 uA
Aldif= Idif(BSA)-Idif(CRP)
15,00 uA
< 10,00 uA
St
= 18
=~ 5,000 uA &
0,000 A —
0 2.0
B
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Sekil 4. 23. (A) Noro-biyosensor sisteminin farkli CRP konsantrasyonlarmna kare dalga
voltametrisi ile verdigi yanit, (B) kare dalga voltametrisinden elde edilen
kalibrasyon grafigi

Son yillarda, kare dalga voltametrisinin (SWV) kullanimi, hassas elektrokimyasal

sensorler ve biyosensorlerin iiretilmesinde temel olmustur. Bir sensoriin etkinligi, analitiyle
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ilgili olarak ne kadar hassas ve secici oldugu ile dogru orantilidir. CRP i¢in gelistirilen noro
biyosensor sisteminde de goriildiigli tizere, bu etkinlik, SWV gibi daha hassas bir
elektrokimyasal teknik uygulanarak artirilabilir. SWV gibi puls tekniklerinin arkasindaki
temel ilke, yiik ve faradaik akimlarin ayrisma oranlarindaki farktir. Yiik akimi, bir iistel
fonksiyon olarak ayrisarak faradaik akimdan ¢ok daha hizli bozulurken, faradayik akimin
ayrigsmasi zamanin karekokii ile ters orantilidir. Bu nedenle, her puls’un sonucu olarak,
kapasitif akim faradaik akiminkine kiyasla ihmal edilebilir. Faradayik akimin faradayik
olmayan akima oraninin artmasi, daha yiiksek bir saptama sinirinin yani sira daha diisiik bir
saptama limitine olanak tanir ve bu nedenle SWV nin analitik amaglar i¢in kullanim1 oldukga
idealdir. SWV bu calismada da oldugu gibi yiiksek frekansta calistirilabilme 6zelliginden
dolay1 da oldukga tercih edilen bir tekniktir. Bu sayede kare dalga kullanilan deneyler hizl bir
sekilde gerceklestirilebilmekte ve diger tekniklere kiyasla elektroaktif tiirler
korunabilmektedir. Elektroaktif tiirlerin kullanimini nispeten azaldigi i¢in de ITO elektrot
yiizeyi elektroaktif olmayan liriinlerle daha az engellenmis olur. SWV'nin bir baska avantaji,
arka plan akimina dahil edilen oksijenin indirgenmesinden &tiirli, oksijenin analit
¢ozeltisinden ¢ikarilmasinin gerekli olmamasidir (Gupta ve ark. 2011; Lee ve ark. 2012;
Chen ve Shah 2013).

4.2.3.7. CRP noro-biyosensoriiniin seciciligi

11-CUTMS ve PAMAM ile dekore edilerek tasarlanmis ndro-biyosensoriin hedef
CRP'ye kars1 segiciligi, nonspesifik insan protein antijenleri, HER-3, haptoglobin, HSP-70 ile
olan nonspesifik etkilesimlerinin ayn1 konsantrasyon araliginda (21-6148 fg/mL) incelenmesi

ile belirlenmistir.

Sekil 4.24, HER-3, haptoglobin ve HSP-70 iin néro-biyosensdre spesifik olmayan ¢ok
kiiciik bir katkist oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4. 24. Noro-biyosensor sisteinin farkli antijenlere karsi segiciligi

Bununla birlikte sensor sistemi aralarinda en yiiksek afiniteyi HSP70’e gostermistir.
Bu durum, HSP70’in CRP’ye olan amino asit kalintis1 benzerliginden kaynaklanmis olabilir.
Nonspesifik etkilesimlerin toplam Rct yanitina olan bu ihmal edilebilir katkisi, biyosensdriin

spesifik hedef CRP'ye kars1 iyi bir seciciligi olduguna igaret etmektedir.

4.2.3.8. CRP noro-biyosensoriiniin depo 6mrii

11-CUTMS ve PAMAM platformundan olusan ITO-temelli tek kullanimlik
biyosensoriin  depolama  stabilitesi, belirli periyotlarin  sonunda noro-biyosensdriin
impedimetrik tepkisinin izlenmesi ile belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan
biyosensorler + 4 ° C'de muhafaza edilerek her 7 giinde bir CRP 6l¢iimi (1,7 pg/mL)
gerceklestirildi. ilk alt1 hafta boyunca, ndro-biyosensdrler baslangictaki aktivitelerini

neredeyse tamamen korumustur (% 95.5).

Bir biyosensoér cevabinin operasyonel stabilitesi, sensér geometrisine, hazirlama
yontemine ve uygulanan reseptor ve transdiisere bagli olarak biiylik 6l¢iide degismektedir.
Ayrica, biyosensoriin verecegi cevap substrata (CRP) olan dis veya i¢ difiizyona veya

biyolojik tanima reaksiyonuna biiylik o6l¢iide bagimlidir. Depolama kararliligina etki eden
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onemli parametreler depolama sekli (kuru veya 1slak) atmosfer bilesimi, pH, tampon bilesimi
ve katki maddelerinin mevcudiyetidir (Bhalla ve ark. 2016). Her ne kadar gelistirilen noro-
biyosensor laboratuar ortaminda iyi bir depolama stabilitesi gosterse de, endiistriyel dlgekteki

depolama stabilitesini arastirmak da elzemdir.

4.2.3.9. Gelistirilen noro-biyosensoriin klinik uygulamalari

Gelistirilen noro-biyosensédriin  klinik validasyonu, Namik Kemal Universitesi
hastanesinden rveom yontemle toplanan serumlarda CRP analizinin yapilmasiyla
gerceklestirilmigtir. CRP’nin saglikli bireylerdeki referans deger araligi gelistirilen sistemin
tayin araligma gore cok yiiksek oldugu i¢in, serumlar oncelikle 10° kat seyreltilmistir.
CUTMS-PAMAM biyoalgilama platformu temelli sistemle gerceklestirilen Olglimlerin
sonuclari, hastaneden alinan ve refernas teknikle 6l¢giilen sonuglarla kiyaslanmistir. (Cizelge

4.7)

Cizelge 4. 7. CRP Noro-biyosensor sisteminin serum orneklerinde uygulanabilirlik sonuglari

Ornekler NKU’den alinan sonuglar ~ Biyosensér tarafindan Bagil Fark Geri Kazanmim
(mg/L) bulunan (mg/L) (%)

1 0,9 0,83 7,77 92,23

2 0,5 0,61 22 122

3 2,5 2,92 16,8 116,8

4 0,9 1,22 35,5 135,5

5 1,3 1,11 14,61 85,39

6 2,7 2,56 5,18 94,82

7 1,2 1,05 12,5 87,5

8 0,7 0,82 17,14 117,14

Sonuglar incelendiginde, gelistirilen bu yeni noro-biyosensdr sisteminin klinik
uygulamalar acisindan umut vaat ettigi goriilmektedir. Ayrica kullanilan teknigin kolay
hazirlaniyor olmasi ve maliyetinin oldukg¢a diisiik olmasi klinikte kullanilan pek ¢ok teknigin
iistiinde yer almasini saglamaktadir. Namik Kemal Universitesi Hastanesinde CRP tayininde
kullanilan teknik tirbidimetriktir ve bu teknigin yliksek hassasiyetteki cihazlari pahalidir.
Ayrica, gelistirilen sistemde kullanilan elektrotlarin tek kullanimlik olmasi; hastane

haricindeki (ev, is, saglik ocaklar1 vs.) CRP analizlerine de olanak saglayacaktir.
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4.2.3.10. SEM goriintiileri

Biyosensor yiizeyindeki kimyasal ve fiziksel degisiklikler, taramali elektron
mikroskobu ile adim adim izlenebilir. Bu degisikliklerin izlenmesi, biyosensoriin hareketi
hakkinda iistiin bilgi saglar. Insa edilen biyosensor i¢in SEM goriintiileri Sekil 4.25 'de
gosterilmistir. 11-CUTMS'in SAM ile modifikasyondan sonra yiizeydeki morfolojik degisim
Sekil 4.25.A" da gosterilmistir. Sekil 4.25.B, PAMAM modifikasyonundan sonraki goriintiiyii
gostermektedir. PAMAM molekiilleri, mikron alt1 boyutlariyla kiireler halinde goriiniir. Sekil
4.25.C, PAMAM molekiillerine kovalent olarak baglanan anti-CRP molekiillerinin kiiresel
yapisin1 gostermektedir. Yiizeydeki aktif gruplari BSA ile bloke ettikten sonra, yilizeyin
morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.25.D'de gosterilmektedir. CRP ile etkilestikten sonra
biyosensor yiizeyinin morfolojisi bir kez daha degismistir. Sekil 4.25.E'de gosterilen fasulye
benzeri yapilar, PAMAM modifiye edilmis elektrot yiizeyi tizerinde anti-CRP ve CRP'nin

etkilesimine baglanabilir.
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Sekil 4. 25. CRP Noro-biyosensdrlerinin tasarim adimlarina ait SEM goriintiileri (A) ITO/11-
CUTMS, (B) ITO/11-CUTMS/PAMAM, (C) ITO/11-CUTMS/PAMAM/anti-
CRP, (D) ITO/11-CUTMS/PAMAM/anti-CRP/BSA, (E) ITO/11-
CUTMS/PAMAM/anti-CRP/BSA/CRP
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4.2.3.11. FTIR sonuglar

Noro-biyosensor sistemi gelistirilirken yiizeyde olusan ya da kaybolan baglar FTIR ile
takip edilmistir. Sekil a 11-CUTMS’ye ait FTIR spektrumunu, b; PAMAM dekorasyonunu ¢

ise anti-CRP immobilizsyonu sonrasi pik degisimlerini géstermektedir
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Sekil 4. 26. CRP Noro-biyosensoriine ait FTIR spekturumlari (A) 11-CUTMS, (B) PAMAM,
(C) Anti-CRP
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Sekil 4.26.A” daki 2830 cm-1deki pik, O-CH3’e ait spesifik piktir. 2245 cm-1deki
zay1f pik CN grubunun bagina ait piktir. 1100 cm-1deki pik Si-O-Si bagin1 gésterme ihtimali
cok yiiksektir. 810 cm-1deki pik sadece spektrumda a’da vardir ve Si-CH3 bagina ait piktir.
Tiim bu analizler birlikte degerlendirildiginde spektrumun a’nin 11-CUTMS yapisn1 destekler

nitelikte oldugunu s6ylemek miimkiindir.

Sekil 4.26.B° de 3250 cm-1deki yayvan pik birincil aminlerin N-H gerilme titresimine
ait piktir, bununla birlikte 1560 cm-1deki pik ise N-H bagina ait egilim pikidir. 2800 cm-
Ideki kiigiik pik C-H bagimin gerilme titresimine aittit. 1635 cm-1de goriilen spesifik pik,
PAMAM’m 11-CUTMS ile etilesitigini gosteren imin karakteristik pikidir.

Sekil 4.26.C° de en net degisim 1560 cm-1deki pikin kaybolup yerine 1675 cm-1deki

keskin pikin gelmesidir ki bu anti-CRP’nin yiizeye immobilizasyonunu destekler dl¢tidedir.

4.2.3.12. Tasarlanan CRP Noro-biyosensorlerinin literatiirdeki yeri

Bu tez ¢aligmasinda, CRP tayinine yonelik 2 farkli biyosensor sistemi gelistirilmistir.
Cizelge 4.8 son 5 yil i¢inde yapilan elektrokimyasal temelli CRP biyosensorlerinin tasarim
stratejilerini ve analitik karakteristiklerini gostermektedir. CPTMS ile gelistirilen CRP
biyosensoriiniin etkileyici LOD degerine diger calismalar ulagsamamaktadir. Ayrica literatiirde
su ana dek CPTMS ile yapilmis ¢alismaya rastlamak miimkiin degildir. Bu bakimdan CRP
tayinine yonelik gelistirilen CPTMS temelli sistem oldukg¢a pratik, kolay hazirlanabilen,
maliyeti diisiik, hassasiyeti yiiksek ve yenilik¢idir. 11-CUTMS de oldukga yeni ve daha once
biyosensor stratejilerinde bagvurulmamais bir materyaldir. Bu kullanigl organosilan, PAMAM
ile miikemmel bir uyum sergilerek tayin araligini olduk¢a genis bir araliga ¢ekmistir.
Cizelgedeki diger caligmalara nispeten LOD degeri dolayisiyla hassasiyeti oldukca ytiksektir.
Tim bunlarin 6tesinde CRP tayini icin gelistirilen her iki biyosensor sistemi de klinik
orneklerde miikemmel sonucglar gostererek pratik uygulama icin aday oldugunun altim

¢izmistir.
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4.3. SYN alfa tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensor sistemi

4.3.1. Noro-biyosensoriin iiretim adimlarinin EIS ve CV ile ispati

Parkinson hastalig1 biyobelirteci olan synuclein alfa (SYN alfa) tayinine yonelik
gelistirilen noro-biyosensor sisteminde altin nanopartikiil ve poli glutamik asit polimerinden
faydalanilmistir. ITO-PET elektrotlar belirtilen teknikle temizlikten sonra, temiz elektrot
yizeyinde yine belirtilen teknikle aktif —OH gruplart olusturulmustur. Akabinde,
Hidroksillenen ITO elektrotlar ylizeyinde elektrokimyasal teknikle altin nanopartikiil
biriktirilmistir. Elektrokimyasal yaklagim, dogrudan dogruya bir substrat iizerindeki
AuNP'lerin tek adimli ve faydali bir sekilde {iretilmesi i¢in iyi bir alternatiftir. Bu yontemle,
biriktirme potansiyelini, konsantrasyonunu, tampon ¢ozeltisini ve biriktirme siiresini
degistirerek, AUNP' lerin parcacik morfolojisi ve dagilimimi kontrol etmek nispeten kolaydir.
Ayrica elektrokimyasal olarak nanopartikiil biriktirme diger tekniklere kiyasla ucuz, hizli ve

kolay uygulanabilirdir (Wang ve ark. 2008).

Bununla birlikte altin nanopartikiiliin ITO yiizeyinde dogrudan biriktirilmesiyle ilgili

literatiirde sinirlt sayida ¢calisma mevcuttur.

ITO elektrotlara AuNP’nin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi i¢in dongiisel
voltametriden (CV) yararlanildi. Bu yontemi segmenin nedenlerini soyle siralayabiliriz: Bu
yontem, reaktant veya iirlinden herhangi birindeki adsorpsiyon olayimnin ortaya ¢ikmasi ve Au
(ITI) indirgenme mekanizmasinda ara maddelerin mevcudiyeti hakkinda bilgi verir. Kiitle
transfer olgusunun heterojen elektron transferine karsi nispi dnemini ayirt etmemizi saglar.
Ayrica, dongiisel voltammogramlarin sekli biiylime siireclerinin karakteristigidir. Son olarak,
CV, AuNP elekrodepozisyonu (biriktirilmesi) i¢in en uygun kosullarin belirlenmesini saglar

(Wang ve ark. 2009).

Nano tanecikli pargaciklarin bir substrat {izerine biriktirilmesinin iki temel islemi
icerdigi 1yi bilinmektedir: c¢ekirdeklenme ve parcaciklarin biiylimesi. Biriktirme islemi,
nanoparcacik biiylikliiglinlin biiylimesinin siki kontroliinii saglamak i¢in ¢ok hizli gergeklesir
dolayisiyla nanoparcacik boyutunun elektrodepozisyonu onlarca nanometre ile yiizlerce

nanometre arasinda degisebilir.
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Sekil 4.27, elektrokimyasal biriktirme igslemi ile Au nanopartikiillerin elektrokimyasal

sentezi sirasinda kaydedilen dongiisel voltammogramlari agikca gostermektedir.

Ileri ve geri dongiilerinin akimlarinin gegit yapmasi (Sekil 4.27.A) yiizey kosullarinin
onemini vurgulamaktadir. Elektrot ylizeyi iyi temizlenmediginde, sistematik olarak bu akim
gecisi gozlenmemistir. Tam tersine tatmin edici bir elektrot temizliginde bu akim gegitinin
goriildiigii literatiirce de rapor edilmistir (Hezard ve ark. 2012). Baslangigta, Au'nun
indirgenmesi, Ag / AgCl referans elektroduna kars1 yaklasik -940 mV'de meydana gelmistir,
ancak tekrarlayan tarama dongiileri ile birlikte indirgenme potansiyeli, birikim iizerideki
cekirdeklenmeye bagl olarak, -1,010 V'a (Sekil 4.27.B) kaymistir. Bu kayma yiizeyde altin

nanopartikiiliin biriktiginin gostergesidir.

100,0 uA | = 4= .
w1 - o
0,000 A B I
_ -100,0 uA .
s, 00004 |
= -200,0 uA .
e £ -100,0uA T P
'300,0 llA :.. :-\uO in(iireenmesi
4000 o —————
1,5 -1,0 05 0,0
VI (V vs. AgCl.)

Sekil 4. 27. ITO elektrot ylizeyine altin nanopartikiill kaplanmasma ait dongiisel
voltamogramlar (A) 1. dongii (B) ilerleyen dongii sayist ile birlikte kayan
indirgenme potansiyeli

Dikkat ¢ekilmesi gereken bir diger nokta AuCl,s katodik pik akiminin azaldigidir. Bu

varyasyon esas olarak difiizyon tabakasindaki AuCl,™ tiiketimine baglidir.
Literatiir incelendiginde ITO yiizeyinde altin nanopartikiiliin biriktirme potansiyelinin

onemine vurgu yapildigr goriilmektedir . -0,2 - (-0,4 V) dan daha pozitif potansiyellerin

uygulanmasi basarili bir altin nanopartikiil olusumuna mani olmaktadir. Bu durum, uygulanan
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potansiyelin c¢ekirdeklesme i¢in yeterli olmadigi fakat partikiil biiylimesi ig¢in yeterli
olabilecegi yoniinde agiklanabilir (Wang ve ark. 2009).

Sekil 4.28 altin nanopartikiil i¢in kullanilan altin ¢ozeltisinin (pH 7,0 fosfat tamponu
icinde) kaplama Oncesi ve sonrasi durumunu gostermektedir. Ayrica sekil 4.28B temiz ITO

elektrodun altin nanopartikiil biriktirilmeden 6nceki durumunu ve sonrasini gostermektedir.

Sekil 4. 28. (A) altin kaplamada kullanilan ¢6zeltinin biriktirme 6ncesi ve sonrast durumu (B)
yalin ITO ve altin nanopartikiil kaplanmig ITO

Altin nanopartikiil kaplanmis ITO elektrotlar, yikanip kurutulduktan sonra EIS ve CV
Olgtimleri alinmistir. Daha sonra elektrotlar, elektropolimerizasyon islemi i¢in glutamik asit
monomer ¢ozeltisi (Ph 7,50 fosfat tamponu i¢inde hazirlanmis) i¢ine daldirilarak, CV ile -0,8

V-(2,0 V) tarama araliginda polimerizasyon islemi gerceklestirilmistir.

Glutamik asit, poli-glutamik asit (PGA) olusturmak i¢in elektrot yiizeyinde kolayca
elektro-polimerize edilebilen bir aminoasittir. PGA, tekrarlayan glutamat birimleri ve a-amino
ve o-karboksilik asit fonksiyonel gruplarini baglayarak elektrokimyasal uygulamada {istiin
ozellik gosteren protonlanmis karboksilik gruplari (pKa = 4,45) igerir (Liu ve ark. 2011).
Ayrica, sentetik poliaminoasit film modifiye edilmis elektrotlar redoks reaksiyonlarmin

kinetigini incelemek i¢in 6zellikle avantajlidir.
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Sekil 4.29' daki dongiisel voltamogramlar, poli glutamik asite ait elektrokimyasal
olarak aktif bir kaplamanin biiylimesini gostermektedir. -0,8 ila 2,0V potansiyel araligindaki
birinci dongiide, glutamik asit, olusan serbest radikalle baglantili olarak 1,20 V civarinda
keskin bir tepe noktas1 vermistir. kinci dongiide, keskin zirve kaybolup yerini 1,050 V
civarinda yeni bir noktaya birakmistir. Bu yeni zirve, dongii sayisi ile arttirilmis polimerin
tepe noktasina aittir. Elektro-polimerizasyon, serbest radikalin oksidasyon potansiyelinden
daha pozitif olan 1,5 V degerinin lizerine ¢ikildiginda gozlemlenmistir. Yani bu durum serbest
radikal olusumu ile baglatilan polimerizasyon islemidir. Anodik potansiyel arttirildiginda,
elektropolimerlesmenin hizlanmakla birlikte arka plan akiminin da arttigr goriilmiistiir.
Benzer sekilde, katodik potansiyelin azaltilmasi da -0,8V'ye ulagincaya kadar reaksiyonu
artirabilir. Boylece elektrokimyasal potansiyel araligir -0.8'den 2.0 V'a kadar uygulanmustir.
Dokuzuncu dongiiden sonra, tepe akiminin artisi neredeyse sabit ve daha kararli hale
gelmistir; bu durum polimerizasyonun biiylimesinin doyma seviyesine ulastigin

distindiirmektedir.

Poliglutamik asit, glutamik asit iizerindeki bir karboksilat grubu ve amino grubu
arasindaki etkilesimlere bagli olarak kondense olur. Bu yapi, karboksilat kalintilarint AUNP-

ITO film yiizeyi iizerinde serbest birakir.

300,0 uA

200,0 uA

100,0 uA

Im (A)

0,000 A

10000 —mm———— —
1,0 0,0 1,0 2,0 3,0

VI (V vs. AgCl.)

Sekil 4. 29. Altin nanopartikiil katkili ITO elektrot yiizeyinde glutamik asidin
elektropolimerizasyonuna ait dongiisel voltamogramlar
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Poliglutamik asit modifiyeli, altin nanopartikiil katkili ITO tek kullanimlik elektrotlar
yikanip, kurutulduktan sonra EDC-NHS ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. EDC-NHS kimyasi
fonksiyonel karboksil terminali ile —amin gruplar1 arasinda etkilesimi saglayan vazgegilmez
bir capraz baglayicidir. PGA’daki serbest karboksilat gruplari, negatif yiikli elektrot ve
pozitif yiiklii SYN alfa molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimi gliclendirir, PGA-AUNP
modifiyeli ITO elektrotlarin SYN alfaya kars1 gelismis hassasiyet ve seciciligine yol agar.
EDC-NHS muamelesinden sonra elektrotlar vakit kaybetmeden anti-SYN alfa ¢ozeltisine
daldirilarak oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Immobilizasyondan sonra fonksiyonel
terminaller ve non spesifik baglanmalar1 6nlemek amaciyla BSA bloklama ajani olarak

kullanilmistir.
SYN alfa tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensoriin ingaasina ait adimlarin

EIS’dan alinan impedans spektralari, her adima ait yiik transfer degisimleri ve CV’den alinan

voltamogramlar1 Sekil 4.30' da gosterilmistir.
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Sekil 4. 30. SYN-alfa Noro-biyosensdriine ait immobilizasyon adimlarinin gosterimi (A) EIS
verileri, (B) her adima ait Rct degerleri (C) dongiisel voltametri verileri
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Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde yiik transfer direnci (Rct) iki etkinin bir
tezahiirtidiir: (1) elektrotta oksidasyon veya indirgenme olay: ile iligkili enerji potansiyeli
(yani asirt kapasiteyle) (2) elektrota ulasan redoks tiirlerinin enerji bariyeri ile birlikte
elektrostatik itme veya sterik bir engel nedeniyledir (Daniels ve Pourmve 2007). EIS’da bir
diger onemli element Warburg impedanstir. Sadece faradaik EIS'deki fiziksel énemi olan
Warburg impedans: (Zw), elektroaktif tiirlerin elektroda difiizyonundan kaynaklanan
gecikmeyi temsil eder. Warburg impedansinin karakteristiginin, diisiik frekanslarda 45° egime
sahip diiz bir ¢izgi oldugu anlasilmaktadir. Bu, diisiik frekansli difiizyon kontroliine isaret
etmektedir ¢iinkii reaktiflerin elektrot yiizeyine difiizyonu, sadece diisiik frekanslarda olabilen
yavas ilerlemeli bir islemdir. Bununla birlikte, daha yiiksek frekanslarda, reaktiflerin
dagilmasi i¢in yeterli zamani yoktur. Sekil 4.30.A impedans spektrasindan goriilecegi iizere
altin nanopartikiil ve akabinde poliglutamik asit olusumunda Warburg impedansin 45

derecelik egimini gérmek miimkiindiir, ki bu adimin diflizyon kontrollii oldugunu gdsterir.

Yiik transfer degisimleri incelendiginde (Sekil 4.30.B) altin nanopartikiiliin yalin ITO
elektrotlara bariz bir iletkenlik kazandirdig1 goriilmektedir, altin nanopartikiil katkili yiizeyde
glutamik asit polimeri olusturuldugunda elektrodun iletken davranisinin devam ettigi
goriilmektedir. Glutamik asit polimerinin karboksilat gruplariyla kovalent etkilesen anti-SYN
alfa’nin amino gruplar yiizeyde bariyer olusturarak impedansin artmasina sebeb olmustur.

BSA’nin bloklama etkisi beklenilidgi lizere impedimetrik sinyalin artmasi ile karakterizedir.

En yaygin olarak kullanilan voltametrik teknikler, elektrottan ¢ozeltiye uygulanan
potansiyelin stirekli olarak degistirilmesine dayanir ve sonucta ortaya ¢ikan akimin 6l¢timii ile
birlesir. Dongiisel voltametri bir ¢ozeltide yer alan redoks reaksiyonlarinin yapisini belirlemek
icin kullanilir. Bu strateji, puls teknikleri kadar hassas olmamasina ragmen, bir analitin izinin
belirlenmesinin Gtesinde bir ¢ok kullanim alanina sahiptir. CV ¢ogunlukla, oksidasyon /
indirgenme mekanizmalari, bi¢imsel potansiyellerin belirlenmesi, elektron transferi ve
elektron transfer kinetigi gibi kritik verilerin elde edilmesi ic¢in bir arag olarak
kullanilmaktadir (Cannes ve ark. 2003). Dolayisiyla elektron transfer kinetigine dayanan
gelistirilen ndro-biyosensor sisteminin adim adim olusturulmas: CV ile de takip edilmistir.
Noro biyosensoriin  dizayn adimlarina ait Dongiisel voltamogramlar (Sekil 4.30.C)
gosterilmistir. Ferri/ferro probunun dongiisel voltametride kullanilmasi, elektrot ylizeyindeki

filmlerin elektrokimyasal Ozelliklerini test etmek adina oldukc¢a kiymetlidir. Boylece,
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olusturulan AuNPler ve substrat arasindaki elektronik iletisim hakkinda bilgi saglanabilmistir.

Anodik ve katodik dalgalar arasindaki pik potansiyel ayrimi su esitlige gore hesaplanmistir:

AEp= (Epc - Epa) (4.3)

Bu esitlige gore, 100 mV/s tarama hizinda OH-lanmis yalin ITO elektrodun AE, degeri 0,45
V iken altin naopartikiil biriktirildikten sonra AE, degeri 0,36 V’a diismiistiir. Elektron
aktarom hizi ile ters orantili olan pik potansiyeli ayrimi, elektrotun iletkenliginin
elektrokimyasal degerlendirmesi i¢in kullanilir (Harris ve Bruening 2000). Bu diisiis ITO
yiizeyinde elektro kimyasal olarak biriktirilmis olan AuNP'lerin elektrotun iletkenligini biiyiik
olgiide arttirdigini gostermektedir. Altin nanopartikiil ile modifiye edilen ITO elektrotlar
Poliglutamik asit polimeriyle kaplandiktan sonra pik akim ayrimmin 0,31 V’a distigi
gortilmiistiir. AEp degerleri AuNP ve PGA’nin Fe (CN) 6 3— / 4— elektron transferini
arttirmak ve tiim yiikseltgenme-indirgenme siirecini hizlandirmak igin iletken kdopriiler

sagladigini gostermektedir.

4.3.2. SYN alfa norobiyosensoriiniin optimizasyon parametreleri
4.3.2.1. Optimum glutamik asit (monomer) konsantrasyonu

Elektropolimerizasyon = asamasinin  etkinligi  glutamik  asit ~ monomerinin
konsantrasyonun optimize edilmesiyle arttirilmigtir.  Bunun igin farkli  monomer
konsantrasyonlarinda  gergeklestirilen  elektropolimerizasyon islemi haricinde diger
parametreler sabit tutularak belirli araliktaki SYN konsantrasyonlarina degisimine bagl
olarak yiik transfer direncindeki degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri

(Sekil 4.31) ile takip edilmistir.
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Sekil 4. 31. Farkli monomer konsatrasyonlarinin Noro-biyosensor sisteminin yanitina etkisi

Glutamik asit konsantrasyonu, biyoalgilama tabakasi tarafindan SYN alfanin
taninmasini etkileyen onemli bir faktordiir. Sekil 4.31' de goriildigi gibi, 50 mM’ye
ulasincaya dek yiik transfer direnci kademeli olarak artar. Bununla birlikte, glutamik asit
konsantrasyonu 50 mM ulastiginda yiik transfer kinetigi ciddi bir sekilde diigsmiistiir bu
durumu redoks probunun yiizeyle iletisimini engelleyen PGA kalin filmine atfetmek
miimkiindiir. Bununla birlikte 10 mM glutamik asit konsantrasyonu ile hazirlanan polimer 4
pg/mL SYN alfa konsantrasyonu ile doygunluga erismis ve ileri konsantrasyonlari
algilanmasinda zayif kalmistir. 20 mM glutamik asit konsantrasyonu sahip oldugu yiiksek yiik
transferi ve nispeten yiiksek belirleme katsayisi ile (R?%: 0,9555) ileri asamalar igin optimize

edilmistir.

4.3.2.2. Optimum elektropolimerizasyon dongii sayisi

Altin nanopartikiil katkili ITO elektrotlar ylizeyinde poliglutamik asit polimerinin
yogunlugu kullanilan monomer konsantrasyonunun yani sira dongii sayisindan da etkilenir.
Bu etki, yiizeyin morfolojini degistirerek SYN alfanin algilanmasinda ve tayin sinirinin
belirlenmesinde kritik rol oynar. Farkli dongli sayilarinda elektropolimerizasyon islemi

yapilip diger parametreler sabit tutulan noro-biyosensor ile, belirli araliktaki SYN alfa
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konsantrasyonlarina degisimine bagli olarak yiik transfer direncindeki degisim EIS

verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4. 32. Farkl1 dongii sayilartyla gerceklestirilen elektropolimerizasyon islemlerinin ndro-
biyosensor sistemi yanitina etkisi

Kalibrasyon egrileri incelendiginde dongii sayist arttikca yiizeyde daha fazla PGA
filmi olusturulmasindan 6tiirli elektron transfer direncinin arttig1 bununla birlikte dongii sayisi
20’ye ulastiginda ise fazlaca kalinlasan PGA filmin elektron transfer prosesine mani oldugu
diistiniilmektedir. 20 dongii sayisi ile gerceklestirilen elektropolimerize yiizey ileri SYN alfa
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde zayif kalmakta, 10 dongili sayis1 nispeten yiiksek
belirleme katsayisina (R% 0,9557) sahip olmaktadir. Bu bilgiler 1s15inda, ileri calismalara

glutamik asitin 10 dongii sayisi ile polimerlestirilmesiyle devam edilmistir.

4.3.2.3. Optimum anti-SYN alfa konsantrasyonu

Optimizasyon g¢alismalarinin son agamasinda, anti-SYN alfa konsantrasyonunun altin
nanopartikiil katkili- poli glutamik asit modifiyeli biyoalgilama sistemi cevabi ilizerindeki
etkisi aragtinlmigtir. Bu amacgla, oda sicaklifinda 60 dakika boyunca farkh
konsantrasyonlarda anti-SYN alfa (11 ng / mL, 110 ng / mL ve 500 ng / mL) ile ndro-
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biyosensorler hazirlandi. Anti-SYN alfa konsantrasyonlar1 farklilandirilip diger parametreleri
sabit tutulan noro-biyosensor ile, belirli araliktaki SYN alfa konsantrasyonlarina degisimine
bagl olarak yiik transfer direncindeki degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon

egrileri ile takip edilmistir (Sekil 4.33-34).
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Sekil 4. 33. Farkli anti-SY N-alfa konsantrasyonlariyla hazirlanan Noro-biyosensor sisteminin
kalibrasyon grafikleri
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Sekil 4. 34. 500 ng/mL anti-SYN-alfa ile hazirlanan Noro-biyosensoriin doygunluk egrisi
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Diisiik anti-SYN alfa konsantrasyonunda (11 ng/mL) nispeten disiik yiik transfer
direncine ve belirleme katsayisma ( R%: 0,9555) sahip olan sistemin bu durumu, anti-SYN
alfanin nispeten kiigiik bir protein (12 kDa) olmasi ile agiklanabilir. Bu durum goz Oniine
aliarak noro-biyosensorler yiiksek anti-SYN alfa antikorlar1 ile hazirlanmistir. 500 ng/mL
anti-SYN alfa’nin olusturdugu yiiksek sterik engelden otiirii diisiik konsantrasyonlardaki SYN
alfa ile hizlica doydugu goriilmektedir. Bununla birlikte 110 ng/mL anti-SYN alfa ¢ozeltisi ile

hazirlanan nro-biyosensor sistemi yiiksek belirleme katsayisina sahiptir (R2:0,9866).

4.3.3. SYN alfa noro-biyosensoriiniin analitik karakteristikleri
4.3.3.1. SYN alfa’nin gelistirilen noéro-biyosensor sistemi ile belirlenmesi

Optimum kosullar1 belirlenen altin nanopartikiil katkili-PGA modifiyeli ITO noro-
biyosensor sistemiyle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart SYN alfa ¢ozeltileri EIS
ve CV teknikleriyle 6l¢imlenmistir (Sekil 4.35.A-C). SYN alfa konsantrasyonu ile elektron
transfer direnci arasindaki iliski, Sekil 4.30A 'ya eklenen esdeger devre modeli ile

belirlenmistir.

Esdeger devre modelinde yer alan elemanlardan Rs ve ZW, ¢ozelti i¢indeki redoks
probunun difiizyon 6zelliklerini ve elektrolit ¢ozeltisinin kiitle 6zelliklerini temsil eder. Bu
nedenle, bu parametreler, elektrot yilizeyinde meydana gelen kimyasal doniisiimlerden
etkilenmez. Devredeki diger iki bilesen olan Cdl ve Rct, elektrot / elektrolit arayiiziindeki

dielektrik ve yalitim 6zelliklerine baglidir.

SYN noro-biyosensoriiniin  kalibrasyon grafigi asagidaki denklem kullanilarak
cizilmistir.

ARt = Ra(SYN)- Re(BSA) (4.4)
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Sekil 4. 35. Optimum kosullarda hazirlanan Noro-biyosensor —sisteminin farkli
konsantrasyonlarda SYN-alfaya' ye verdigi yanit (A) EIS, (B) CV, (C) EIS
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142



Faradayik  impedans  spektroskopisinin  genellikle, antikorla  (anti-SYN)
fonksiyonellestirilmis elektrot yiizeylerine antijenlerin (SYN alfa) baglanmasi sonucu elektrot
yiizeyinde olusan yalitima daha duyarli oldugu diisliniilmektedir. Arabirimdeki tam elektriksel
impedans1 6lgmek i¢in - gercek kismi Zre de dahil olmak tizere- redoks probu elektrolit
cozeltisine eklenir. Redoks probu, elektrotta uygun potansiyel uygulandiginda elektrot
yiizeyinde bir faradayik akim saglar. Elektrot yilizeyindeki biyo-afinite kompleksi olusumu
iizerinde gozlemlenen impedans spektrumunun gercek bilesenindeki degisiklikler ilgili
kapasitans degisikliklerinden daha yiiksektir. SYN alfa artan standart konsantrasyonlarina
bagli olarak olusan faradayik akim, vyiizeyde bir immunokompleksin olustugunu

gostermektedir.

Olusan biyo-afinite kompleksinde SYN alfanin konsantrasyonu arttik¢a yiik transfer
direnci de belirli bir noktaya kadar lineer artis sergilemektedir. EIS spektrumundan elde
edilen verilerle ¢izilen kalibrasyon egrisi (Sekil 4.35.B) gelistirilen ndro-biyosensor
sisteminin  4-2000 pg/mL araliginda lineer bir korelasyon verdigini, bununla birlikte 2000
pg/mL iizerindeki SYN alfa konsnatrasyonlarinda sistemin yiik transfer direncinin bir platoya
eristigini, biyosensor arayiizeyinin doygunluga ulastigin1 gostermektedir. Altin nanopartikiil
katkili, poliglutamik asit modifiyeli ndro-biyosensor sisteminin SYN alfa icin LOD (algilama
smirt) ve LOQ (kantitatif 6lgme sinir1) degerleri sirasiyla 0,135 pg/mL ve 0,45 pg/mL olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, gelistirilen biyosensoriin SYN alfa analizinde yiiksek duyarlilik

gosterdigini vurgulamaktadir.

Impedans spektroskopisi, arayiizeylerin biyoalgilama olaylarindan kaynakli kapasitans
degisikliklerinin saptanmasina da olanak saglar. Bu kapasitans degisiklikleri, kompleks
impedans spektrumlarinin hayali kismi olan Zim'den tiiretilebilir. Antijenler (SYN-alfa) ve
antikorlar (anti-SYN-alfa) genellikle yiiklii protein molekiilleri oldugundan, bunlar arasinda
biyo-afinite komplekslerinin olusumu, elektrot yiizeyine uygulanan yiikten etkilenebilir. Bu
nedenle, biyo-afinite komplekslerinin olusumu iizerine gézlemlenen kapasitans degisiklikleri

potansiyel bagimlidir ve optimum sartlar belirlenmelidir.
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Cizelge 4. 9. Artan SYN alfa konsantrasyonuna bagli olarak yiik transfer direnci, Ru ve

kapasitanstaki degisikler

Elektrot Rct (ohm) Ru (ohm) Car (uF)

Noro-biyosensor 395,8+ 5,6 399,7+ 2,90 3,71£ 0,14
SYN alfa 4 pg/mL 677,3+£7,7 407,9+ 2,91 3,27+ 0,09
SYN alfa 25 pg/mL 756,8+8,0 392,2+2.86 2,58+ 0,06
SYN alfa 100 pg/mL 1152+10,9 367,1+ 2,67 2,49+ 0,04
SYN alfa 500 pg/mL 1376+ 12,7 369,4+ 2,65 2,39+ 0,04
SYN alfa 1000 pg/mL 1918+ 18,9 6772+ 4,67 2,36+ 0,05
SYN alfa 1500 pg/mL 2877+ 26,7 747,2+ 5,13 2,05+ 0,04
SYN alfa 2000 pg/mL 3724+ 253 548,3+ 3,73 2,03+ 0,03

Anti-SYN alfa ve SYN alfa ile AUNP-PGA ile islevsellestirilmis elektrot arasindaki
biyo-afinite etkilesimi, ¢ift yiiklii tabaka kalinhigimi arttirir ve redoks probunun ara yiizey
elektrokimyasal siirecini inhibe eder. Elektrot kapasitansi, Cq diiserken elektron transfer
direnci, Rct, sirasiyla artmaktadir (Cizelge 4.9). Bu durum gelistirilen noéro-biyosensor

sisteminin 4-2000 pg/mL SYN alfa araliginda verdigi impedimetrik davranigin neticesidir.

Gelistirlen ndro-biyosensor sisteminin iiretim adimlarma ait Kramers Kronig

doniisiimleri Cizelge 4.10° da verilmistir.

Cizelge 4. 10. Noro-biyosensoriin gelisim adimlarina ait Kramers Kronig dontigiim degerleri

Noro-biyosensor adimi Kramers Kronig Transform degeri (n)

Yalin ITO 179,8

ITO/OH 50,02
ITO/OH/AUNP 6,48
ITO/OH/AUNP/PGA 10,1
ITO/OH/AUNP/PGA/anti-SYN 5,68
ITO/OH/AUNP/PGA/anti-SYN/BSA 1,645

Kramers Kronig doniisiimlerinin saglanamamasi iki kategoriye ayrilabilen cesitli
faktorlerden kaynaklanabilir, (i) veriler sistematik hatalar igeriyor olabilir; Bunlar, 6l¢iim
kurulum ve ekipmani, Orneklerin tazeligi, numune sicakligindaki yavas degisim vb.
nedenlerden dolay1 olabilir ve (ii) segilen es deger devre modelleme fonksiyonu uygun

degildir; Bu, dagitict elemanlarin yanlis secilmesinden ve / veya diizenlenmesinden
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kaynaklanabilir veya verilerin, gegersiz bir transfer fonksiyonuna (yani, bir dizi basit
dispersiyon elemani veya transfer fonksiyonu tarafindan olusturulamayan) ihtiya¢ duymasi
olabilir (Boukamp 1995). Bu degerlendirmeler gbz Oniine alindiginda AunP-PGA temelli
synuclein alfa biyosensoriiniin K.K. doniisiimleri sistematik hatanin minimum oldugu ve

kullanilan modelin ger¢ek ve hayali impedans datalariyla eslestigini gostermektedir.

4.3.3.2. SYN alfa noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

ITO temelli altinnanopartikiil ve PGA katkili néro- biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi,
benzer kosullar altinda hazirlanan 20 kullan at elektrot ile hazirlanan ayni konsantrasyonda
SYN alfa (100 pg / mL) analiz edilerek belirlenmistir. Noro - biyosensoriin analizin
varyasyon katsayis1 % 4,43 ortalama deger ve standart sapmasi 128,55 ve 5,69 pg / mL olarak
hesaplanarak oldukga iyi bir tekrarlanabilirlik kapasitesine sahip oldugu vurgulanabilir.

4.3.3.3. SYN alfa noro-biyosensoriiniin tekrariiretilebilirligi

Altin nanopartikiil katkili, PGA modifiyeli ITO temelli SYN alfa néro-biyosensdriiniin
tekrar-tiretilebilirligi, ayn1 prosediirle farkli zamanlarda hazirlanan 6 biyosensor sisteminin 4-
2000 pg / mL tayin araligindaki cevaplarinin izlenmesi ile degerlendirilmistir.
Tekrariiretilebilirlik ¢alismalar1 sonucunda 6 néro-biyosensoriin yanitlarinin SYN alfa i¢in 4-
2000 pg / mL arasindaki benzer dogrusallig1 gosterdigi bulunmustur. Sekil 4.36' da gosterilen
tekrar iiretilebilirlige ait egimlerin ve interseptlerin relatif standart sapmalari sirasiyla % 4, 54
ve % 4, 04 olarak bulunmustur. Tekrariiretilebilir sinyaller, néro-biyosensoriin yaniti {izerine
yapilan c¢ikarimda yiiksek gilivenilirlik ve saglamlik degerlendirilmesinin yapilmasini

saglamaktadir.
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Sekil 4. 36. Noro-biyosensor sisteminin tekrar iretilebilirligi (n=6)

Tekrartiretilebilirlik ¢alismalarinda temel gereksinim, biyomolekiillerin biyolojik
aktivitelerini koruyarak sensor ylizeyine immobilize hale getirilmesi ve bu sayede tekrarlanan
Olglimler alinabilmesidir. Anti-SYN alfa’nin glutamik asit ve altin nanopartikiil
platformundan olusan ITO yiizeyine immobilizasyonu, kuvvetli kovalent etkilesimlerle
saglanmistir. Bu durum noro-biyosensoriin yiiksek tekrartiretilebilirlik karakteristigine sahip

olmasinda temel etkendir.

4.3.3.4. SYN alfa noro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi (tekrar-kullanilabilirlik)

Gelistirilen noro-biyosensoriin rejenere edilebilme kapasitesi pH 2,8 glisin-HCI
tampon rejenerasyon c¢ozeltisi ile muamele edilerek test edilmistir. Sisteme yiiksek veya
diisiik pH tamponlarinin uygulanmasiyla rejenerasyon saglveigina dair pek ¢ok ¢alisma rapor
edilmistir. Genel olarak, pH 2,0'den daha diisiik pH tamponu, biyoreseptoriin geri doniisii
olmayan hasarina sebep olabilmekte, yiiksek pH tamponu ise ayni nedenden dolay: yaklasik
11 pH ile smirlandirmak gerekmektedir. Yikiin ¢oziicii ortamima bagli olmasi nedeniyle,
coziicli i¢inde iyonik mukavemet, pH ve rakip iyonlarin varligi gibi faktorler, biyosensor
rejenerasyonunda yardimer olan bioreseptor ve analit arasindaki entalpik etkilesimleri etkin

tarayarak yiik etkilesimlerinin gérece kuvvetini degistirebilir (Goode ve ark. 2014).
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SYN alfanin da yapisinda bulunan triptofan, valin, 16sin, metionin, fenilalanin, sistein
ve izolosin gibi bazi aminoasitler hidrofobik 6zellikleri ile bilinmektedir. Baz1 sistemlerde,
hidrofobik etkilesimler antikorun antijen etkilesiminin anahtaridir ve apolar yiizeylerin
genellikle baglayici ara ylizeye gomiildiigii ve bu durumun bir biyosensoriin baglanma ve

akabinde rejenerasyonunu analiz etmek i¢in kritik olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4. 37. SYN-alfa néro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi

Altin nanopartikiil-poliglutamik asit ile dekore edilmis ITO-PET elektrotlar belirtilen
tampon sistemiyle 6 defa rejenere edilebilmislerdir. 7.dongiiden itibaren gelistirilen noro-
biyosensér SYN alfa 6l¢iim sinyalini kritik derecede kaybetmistir (Sekil 4.37). Bu durum

AUNP-PGA biyoalgilama platformunun tamamen bozulmaya baslamasiyla agiklanabilir.
Rejenerasyon, sensor sistemlerinin tekrar kullanilabilirligine ve dolayisiyla maliyet

yikiine fazlaca etki eden bir parametredir. Uzun rejenere olma kapasitesine sahip

biyosensorlerin ticari kullanim potansiyeli yiiksektir.
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4.3.3.5. Sabit frekansta impedans analizi

Sabit frekansta impedans, antikor-antijen etkilesimlerinin zamana karsi
elektrokimyasal impedans degisimlerini takip etmek i¢in kullanilir. Standart EIS'den farkli
olarak SFI’da, bir spektrum bulunmamaktadir. Olgiim, hiicreye uygulanan sabit bir DC

potansiyeli ile yapilir.

Sisteme uygulanacak olan sabit frekans Bode grafigi yardimi ile tespit edilmistir (Sekil

4.38).
10,00 T 0,000 °
+—Q—+++++ ++
T + + :
~ o .Fazacm I L _10,00°
E Ooooooooooo+ & [ ™~
§ 1,00 OQO ® 1
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100 e 230,00 °
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Sekil 4. 38. SYN-alfa ndro-biyosensoriiniin bode grafigi

Bode grafigi, frekans alani igerisinde mutlak Z (w) ve faz acis1 0 (o) gosterir. Frekans,
eksenlerden birinde goriindiigiinden, spektrumun impedans ve faz kaymasina etkisi agiktir.
Faz kaymasinin 6 (®) maksimum / minimum oldugu noktalarda Rs, Rp, Cdl ve frekans
degerleri belirlenebilir. Randles hiicresinin davranisinin direngli oldugu yiiksek ve diisiik
frekans sinirlarinda, faz acis1 neredeyse sifirdir. Ara frekanslarda, impedansin hayali bileseni

arttikca faz agisi artar.
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Sekil 4. 39. SYN- alfa nérobiyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Sabit frekansta (7 Hz) néro-biyosensor sisteminin non-faradayik ortamda SYN alfa
tayinine yonelik verdigi impedimetrik davranis (Sekil 4.39) goriilmektedir. 550 saniye
civarinda SYN alfa’nin biyoalgilama yiizeyinde doygunluga eristigi gozlemlenmektedir.
Impedansta faz acis1 kapasitif karakterin mukavemetini gostermektedir. Sistemin

kapasitansinin diismesi faz acisinin azalmasi olarak tezahiir eder.

4.3.3.6. Kare dalga voltametrisi

Gelistirilen ndro-biyosensor sisteminin hassasiyeti onemli bir voltametrik teknik olan
SWYV ile de takip edilmistir. Tayin araliginda (4-2000 pg/mL) hazirlanan SYN alfa standart
cozeltileri altin nanopartikiil-poliglutamik asit dekoreli ndro-biyosensér sistemi ile

Ol¢timlenmis ve elde edilen voltamogramdan kalibrasyon grafigi elde edilmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4. 40. Noro-biyosensor sisteminin farklt SYN-alfa konsantrasyonlarina kare dalga
voltametrisi ile verdigi yanit ve kare dalga voltametrisinden elde edilen
kalibrasyon grafigi

Elde edilen sonug, EIS’den elde edilen sonuglarla benzer hassasiyet gostermektedir,
iki yontemi karsilagtirmak gerekirse, EIS ile kalibrasyon ¢iziminin olusturulmasi bir frekans
aralig1 iizerinde impedimetrik deneylerin yapilmasini gerektirir ki bu da ciddi analiz siiresi ve
cabasi demektir. Buna ek olarak, bir Nyquist ¢iziminde kotii tanimlanmis yarim daire elde
edildiginde yiiksek bir belirsizlik derecesi Zet ile iligkilendirilir, bu durumda bilgisayar
simiilasyonlarim1 gergeklestirmek i¢in daha fazla analiz siiresi gerekecektir. Aksine, SWV
daha hizli bir saptama teknigidir, ¢iinkii voltametrik tarama saniyeler i¢inde tamamlanir.
Sekilde goriildiigii lizere tepe sekilli bir akim tepkisi iiretilir ve bu, dogrudan kalibrasyon
olusturmak igin kullanilabilir. Elektrokimyasal olarak tersinir bir reaksiyona sahip bir prob,
etiketsiz bir elektrokimyasal immiinosensor ile birlikte kullanildiginda, SWV, hizli, verimli,

etkili ve diisiik maliyetli bir saptama teknigi olarak tercih edilebilir.

4.3.3.7. SYN alfa noro-biyosensoriiniin seciciligi

Tasarlanmig biyosensoriin hedef SYN alfa antijenine kars1 segiciligi, baz1 nonspesifik
protein antijenleri, insan HSP-70, Tau-441 ve RACK-1 ile olan nonspesifik etkilesimlerinin

ayn1 konsantrasyon araliginda (4-2000 pg/mL) incelenmesi ile belirlenmistir.
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Secicilik sensoriin benzer analitlere degil, sadece hedef analitine yanit verdigi

anlamina gelir.

Sekil 4.41, HSP-70, Tau-441 ve RACK-1 {in noro-biyosensore spesifik olmayan c¢ok
kiiciik bir katkist oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte anti-SYN alfa immobilize
edilmis altin nanopartikiil-PGA katkil1 yilizeye en ¢ok afinitesi olan protein Tau-441 olmustur.
Tau-441 ile SYN alfa’nin bazi aminoasit kalintilarinin benzerligi bu afiniteye sebep olmus
olabilir. Nonspesifik etkilesimlerin toplam Rct yanitina olan bu ihmal edilebilir katkisi,

biyosensoriin spesifik hedef SYN alfa'ya karsi iyi bir secicilige isaret etmektedir.
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Sekil 4. 41. SYN-alfa ndrobiyosensoriiniin farkli antijenlere kars1 gosterdigi segicilik

Secicilik, hedef analit konsantrasyonunun hedef dist  biyomolekiillerin
konsantrasyonuundan ¢ok daha az oldugu gergek 6rneklerde 6zellikle dnemlidir. Ornegin, kan
serumu tipik olarak yaklasik toplam 70 mg / mL igerir, bu konsantrasyon igerisinde bile
tasarlanan biyosensor sisteminin gerekli konsantrasyonda hedef analiti olglimleyebilmesi

beklenir.

Non-spesifik baglanma kavrami, hedef disi biyomolekiillerin prob tabakasina

yapisarak hedef baglanmay1 engellemesi veya yanlis pozitif bir sinyale neden olmasidir. Bu
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problemi hafifletmek i¢in, sensor ylizeyi, spesifik olmayan baglanmay1 azaltmak i¢in (prob
baglanma yerlerini iggal etmeyecek sekilde) sigir serum albiimini (BSA) gibi bir engelleme

maddesini ile muamele edilmistir. (Daniels ve Pourmve 2007).

4.3.3.8. SYN alfa noro-biyosensoriiniin depo omrii

Depolanma stabilitesi, ndro-biyosensor sisteminin {iretildikten sonra belirtilen kosullar
altinda saklandiginda aktivitesini korumasi ve hedef analitini algilayabilmesidir. Bu

parametre, biyosensor sisteminin ticarilestirilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir.

Yiiksek afinitelere sahip olan biyoreseptorler, analitin elektrostatik baglanmasini veya
kovalent baglanmasmi koruyarak biyosensériin stabilitesini giiglendirir. Dolayisiyla Olgiimiin

stabilitesini etkileyen diger bir faktor de zaman gectikge biyoreseptoriin bozunmasidir.
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Sekil 4. 42. SYN-alfa noro-biyosensoriiniin depolanma stabilitesi

Sekil 4.42 AuNP katkili PGA modifiyeli ITO tek kullanimlik biyosensor sisteminin
+4°C’de kuru olarak depolandiginda analitine karsi gosterdigi yanit goriilmektedir. Sistemin 6
hafta boyunca aktivitesini tamamen korudugu 7. Haftadan itibaren aktivitesinin %20°sini
kaybettigi goriilmiistiir. 10. Haftanin sonunda ise ndro-biyosensér sinyali %60 oraninda

diismiistiir.
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4.3.3.9. Gelistirilen noro-biyosensor sisteminin klinik uygulamalar

Gelistirilen noro-biyosensoriin klinik validasyonu, Namik Kemal Universitesi Néroloji
poliklinigine basvuran hastalar arasinda rveom yontemle toplanan beyin omurilik sivisi (BOS)

orneklerinde SYN alfa analizinin yapilmasiyla gergeklestirilmistir.

BOS, 100 yildan uzun bir siiredir klinisyenler ve beyin cerrahlar1 tarafindan tani
amacl kullanilmaktadir. Yetigskinlerde toplam BOS hacmi, 140 ila 270 ml arasindadir.
Ventrikiillerin hacmi yaklasik 25 ml' dir. BOS, dakikada 0,2 — 0,7 ml veya giinde 600-700 ml
oraninda tretilmektedir. Lomber bolgeden aliman BOS’un toplam protein miktar1 saglikli
yetiskinler icin genellikle 150 ile 500 mg / L arasindadir. Bununla birlikte, proteinlerin
konsantrasyonu yas, saglik durumuna bagli olarak dalgalanma gosterebilir. (¢ocuklarda daha
diisiik). Bir ¢ok norolojik hastaliga -genellikle kan / BOS bariyer disfonksiyonu olarak
literatlirde tanimlanan- beyin omurilik sivisinda artmis toplam protein konsantrasyonu eslik

eder (Hiihmer ve ark. 2006).

Beyinde hastalikla ilgili degisikliklerin saptanmasi, BOS protein analizinin temel
hedefidir. BOS total proteininin artan konsantrasyonu, lumbar patlamasinin baslamasindan
kisa bir siire sonra norolojik hastaligin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Hithmer ve ark.
2006). Literatiirde bilgileri saglikli bireylerde SYN alfa konsatrasyonun pg/mL diizeyinde
oldugunu belirtir (Kapaki ve ark. 2013; Shalash ve ark. 2017).

Uretilen ndro-biyosensériin fizibilite ve analitik giivenilirligini degerlendirmek igin
gercek Ornekler, insan serebrospinal sivisinda standart ekleme yontemi kullanilarak analiz
edilmigtir. Farkli SYN alfa farkli konsantrasyonlarinin (25 pg / mL ve 500 pg / mL) BOS
orneklerinin eklenmesi ve EIS tespitinin ardindan bagil standart sapma ve geri elde analitiksel

degerleri kalibrasyon grafigi yardimi ile hesaplanmustir.

SYN alfa daha oOnceki bolimlerde de bahsedildigi {izere Parkinson hastalig
biyobelirtegleri icerisinde en kuvvetli adaydir. Bu biyobelirtecin konsantrasyonunun
belirlenmesi, hastalifin erken tanisi, prognozu ve hatta mekanizmasi hakkinda aydinlatici
olacaktir. Literatiirde sinirli sayida SYN alfa tayini yapan biyosensor sistemi bulunmakla
birlikte, bunlarin igerisnde BOS numunelerinde SYN alfa analizi yapan c¢alismaya

rastlanilmamistir. Cizelge 4.11 degerlendirildiginde; altin nanopartikiil katkli poliglutamik
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asit ile modifiye edilmis ITO tek kullanimlik néro-biyosensor sisteminin insan beyin omurilik
stvisinda bulunan SYN alfa konsantrasyonunu belirlemede yiiksek hassasiyet gosterdigi
degerlendirmesini yapabiliriz. SYN alfa serumda da bulunmakla birlikte BOS’taki miktar1
hastaliginda tespitinde 6zellikle 6nemlidir. Gelistirilen ndéro-biyosensor sisteminin PH tan1 ve
prognozunda anahtar bir protein olan SYN alfa’y1 belirleme kapasitesi, uygulanabilirlik

acisindan umut vaat edicidir.

Cizelge 4. 11. Gelistirilen noro-biyosensor sistemi ile BOS 6rneklerinde bulunan SYN-alfa
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

SYN alfa Standart

BOS oérnek olciilen eklenen Olgiilen miktar (pg.mL-1, RSD (%, Geri
numarasi miktari miktar n=3) n=3) Kazanim (%)
(pg.mL-1) (pg.mL-1)
25 999,17/ 990,70/ 943,22 3,08 101,1
1 942
500 1457,7 1 1425/ 1415,9 1,53 99,4
25 515,5/533,1/500,5
2 497,9 3,16 98,7
500 1000,3 /992 /1021 1.49 100,6
25 4155 /422,31 417,7
3 4035 0,82 104
500 915/918,1/909,4 0,51 102
4 102 25 137,2/145/148,2 3,97 116
500 590/585,5 /584 0,57 99,6

4.3.3.10. SEM goriintiileri

Noro-biyosensor gelistirilirken yiizeyde meydana gelen morfolojik degisiklikler

taramal1 elektron mikroskobu ile adim adim takip edilmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4. 43. SYN-alfa noro-biyosensorlerinin tasarim adimlarma ait SEM goriintiileri (A)
ITO, (B) ITO/AUNP, (C) ITO/AUNP/PGA, (D) ITO/AuNP/PGA/anti-SYN-alfa,
(E) ITO/AuNP/PGA/anti-SYN-alfa/BSA, (F) ITO/AuNP/PGA/anti-SYN-
alfa/BSA/SYN-alfa

Sekil 4.43.A yalin ITO elektroda ait SEM goriintiisiidiir. Elektrotlar altin nanopartikiil
ile kaplandiktan sonra yiizey morfolojisi sekil 4.43.B’ deki gibi olmustur. AuNP’lerin
ortalama boyutunun 80-100 nm civarinda oldugu bu gorselden goriilmektedir. Nanometre

biiyiikliigiindeki altin pargaciklarin biiyiik yiizey-hacim oranlar1 ve yiizeydeki aktif alanlarin
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varlig1 nedeniyle miikemmel katalitik aktivite sergiledikleri bilinmektedir. Bu nedenle, ortaya
cikan AuNPs dizisinin elektrotun yiiksek katalitik aktivite gostermesinde en biiyiik etkendir.

Altin nanopartikiil katkili yiizey iizerinde poliglutamik asit polimerize edilmesi yiizeyin
morfolojisini tekrar degistirmistir (Sekil 4.43.C). Anti-SYN alfanin AuNP-PGA modifiyeli
ylizeye immobilizasyonu sekil 4.43.D° de kazandigi globiiler form ile net bir sekilde
goriilmektedir. BSA ile bloklama adim1 morfolojide degisiklige sebep olurken (Sekil 4.43.E)
SYN-alfanin antikoru ile immunokompleks olusturdugu son adimda (Sekil 4.43.F) proteinin

globiiler formu net bir sekilde soriilmektedir.

Sn
In
(o}
Au
I Au
3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 keVv

EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wt % At % K-Ratio Z A F
O K 35.18 86.98 .1374 1.3992 0.2791 1.0000
AuM 64.82 13.02 0.4927 0.7012 1.0840 1.0000
Total 100.00 100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
O K 34.4¢6 2.79 1.65 12:35
AuM 20.14 9.28 2.8 2.17

Sekil 4. 44.1TO elektrot ylizeyinde altin nanopartikiil biriktirilmesine ait EDX spektrumu

ITO yiizeyinde altin nanopartikiil biriktirme adimina ait Enerji Dagilimli X-151m1
Spektroskopisi (EDX) spektrumu Sekil 4.44' de goriilmektedir.  Spektrum ile SEM
gorilintiiler1 birlikte degerlendirildiginde AuNP’nin elektrot yilizeyinde basarili bir sekilde
biriktirildigi yorumu yapilabilir.

4.3.3.11. FTIR sonuclari

Noro-biyosensoriin - poliglutamik asit (a) ve ardindan anti-SYN alfa’nin (b)
immobilizasyuna ait adimlarin FTIR spektrumlar sekil 4.45" de goriilmektedir. Sekil 4.45.a’
da goriilen yaklasik 1720 cm-1'deki kuvvetli pik C=0 ve 1250 cm-1’deki titresim piki C-O
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bagina aittir ve bu da PGA’daki karboksilat grubunun varligina isarettir. PGA yiizeyine anti-
SYN alfa immobilize edildikten sonra 1640 cm-1de goriilen pik amit baginin speisifik pikidir
ve anti-SYN alfa ile PGA arasindaki kovalent etkilesim sonucu olusan kovalent bagin

gostergesidir.

1720 cm-1 J(

1250 cm-1

%’WVW/"“'”'WW |

1

1640 cm-1

I T T T 1 1 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Sekil 4. 45. SYN-alfa noro-biyosensoriiniin FTIR spektrumlari (a) PGA, (b) anti-SYN-alfa
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4.3.3.12. SYN-alfa noro-biyosensoriiniin literatiirdeki yeri

Tasarlanan SY N-alfa néro-biyosensoriiniin literatiirle kasilastirilmasi Cizelge 4.12° de

verilmistir.
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SYN alfa Parkinson tipi demansta onemi goz ardi edilemeyecek bir proteindir. Bu
proteinin hassas tekniklerle Ol¢timlenebilmesi klinik tanida ve prognozda klinsyenlere
yardimci olacaktir. Bununla birlikte literatiirde SYN alfa tayinine yonelik simirli sayida
calisma oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalarin ortak 6zelligi tayin aralifin1 genisletmek ve
algilama smirmi  diisiirmek adina amplifikasyon materyalleri kullanilmasidir. Bu tez
caligmasinda kullanilan AuNP-PGA katkili yilizey platformu, SYN alfanin hassasiyetini
artirmigtir.  Bu bakimdan gelistirilen noro-biyosensdr sistemi diger c¢alismalardan
ayrilmaktadir. Ayrica yontemin pratikligi ve diisiik maliyetli olmas1 da ¢alismanin 6ne ¢ikan
noktasidir. Serumda da bulunmak birlikte, SYN alfa’nin tanisinda kritik olan viicut sivisi
BOS’tur. Tasarlanan ndro-biyosensor sistemi BOS o6rneklerinde SYN alfa’nin analizini

yiiksek hassasiyette gergeklestirerek, literatiirde sunulan ¢alismalardan ayrilmaktadir.
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4.4. Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensor sistemi
4.4.1. Noro-biyosensoriin iiretim adimlarinin EIS ve CV ile ispat1

Alzheimer hastaliginin 6nemli bir biyobelirteci olan Tau-441 tayinine yonelik
gelistirilen noéro-biyosensor sisteminin ilk adimi elektrotlarin daha o©nceki basliklarda
belirtilen sekillerde temizlenmesidir. Temizlenen ve iyice kurutulan elektrotlar yiizeyine
DMF’de disperse edilmis indirgenmis grafen oksit (rGO) damlatilip gece boyu kurumaya
birakilmigtir. Rgo genis ylizey alanina, mitkemmel elektrik iletkenligine ve saglam mekanik
Ozelliklere sahip olmasindan 6tiirii biyosensor alaninda siklikla kullanilmaktadir. Genis yiizey
alani, antikor immobilizasyonunda yiiksek etkinlik saglar (Benvidi ve ark. 2014).
Indirgenmis grafen oksit (rGO), cams1 karbon (Benvidi ve ark. 2015), indiyum kalay oksit
(Yagati ve ark. 2014) veya altin ve polimerler (Layek ve Nvei 2013) gibi ¢esitli elektrotlar
iizerinde genis bir analit yelpazesinin tayininde yliksek hassasiyet saglamasi nedeniyle
birikmistir. Ayrica, rGO'nun iki boyutlu diizlem yapisi, ¢esitli nanopartikiillerin yiiklenmesi
icin genis bir platform sunmakta ve katalitik, manyetik ve optoelektronik materyaller
gelistirmek icin yeni bir yol olmaktadir (Muszynski ve ark. 2008). Elektrokimyasal
performanst arttirmak ig¢in, GO ve AuNP'ler arasindaki sinerjik isbirligine dayali hibridize
biyosensorlerin gelistirilmesi son derece caziptir. Dolayisiyla Tau-441 proteinin tayinine
yonelik bu sistemde, rGo ile kaplanmig elektrot yiizeyinde altin nanopartikiil biriktirilmistir.
Rgo-AuNP ile olusturulan nanokompozit gece boyu 11-MUA c¢ozeltisinde birakilarak altin
yilizeyin SH ile kuvvetli kovalent etkilesime girerek ylizeyde SAMs olusturmasi beklenmistir.
Kendiliginden olusan tek tabakalar yiizeyi tamamen kaplamakla birlikte, rastgele yonelimlerin
sayisini azaltir, diizgiin, tekrarlanabilir ve kararli yapilar {iretir. Biyobelirteg, SAM ydntemi
gibi giicli kimyasal baglar kullanilarak elektrot yiizeyinde immobilize edildiginde,
impedimetrik biyosensorlerin tekrarlanabilirlik 6zelliklerinin ivme kazandigi bildirilmistir

(Katz ve Willner 2003).

Sekil 4.46, rGO ile modifiye edilmis ITO yiizeye elektrokimyasal biriktirme islemi ile
Au  nanopartikiillerin  elektrokimyasal  sentezi  sirasinda  kaydedilen  dongiisel

voltammogramlari agik¢a gostermektedir.
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Sekil 4. 46. ITO elektrot yiizeyine altin nanopartikiil kaplanmasina ait dongiisel
voltamogramlar

rGO 1ile modifiye edilmis ITO elektrotlar iizerine altin nanopartikiillerin
elektrokimyasal biriktirilmesine ait voltamogramlarin yalin ITO elektrotlar iizerine altin
nanopartikiil biriktirilmesine ait voltamogramlardan farkli oldugu goriilmektdir. Sekil 4.46' da
pik daha yayvandir ve bu durum yiizeyin farkliligina bir isarettir. Ayrica 1. dongiide Au'nun
indirgenmesi, Ag / AgCl referans elektroduna kars1 yaklasik -960 mV'de meydana gelmistir,
ancak tekrarlayan tarama dongiileri ile birlikte indirgenme potansiyeli, birikim tizerideki
cekirdeklenmeye bagl olarak, -1,020 V'a (iceri eklenmis sekil) kaymistir. Bu kayma yiizeyde
altin nanopartikiiliin biriktiginin gdstergesidir ve bu degerler yalin elektrot iizerine biriken
altin nanopartikiilden kismen farklidir. Ayrica, dikkat g¢ekilmesi gereken bir diger nokta
AuClsy katodik pik akiminin azaldigidir. Bu degisim, difiizyon tabakasindaki AuCly

tiikketimine baghdir.

rGO-AuNP nanokompozit olusturulmus ITO elektrotlar 11-MUA c¢ozeltisi ile gece
boyu karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Olusam SAMs tabakasinda Au yiizeyle ile
SH arasinda kovalent etkilesim meydana gelirken, fonksiyonel —COO terminaller anti-
Tau’nun immobilizasyonunda etkinlik gostermek iizere EDC-NHS ile muamele edilmistir.
EDC-NHS’nin anti-Tau ile 11-MUA’nimn karboksilik asit gruplar1 arasinda sagladig1 ¢apraz

baglanma anti-Tau’nun yiizeye immobilize olmasi ile neticelenmistir.
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Impedimetrik biyosensorler siklikla analite eslik eden biyomolekiillerin (8rn.
Proteinler) spesifik olmayan adsorpsiyonundan muzdariptirler. Spesifik olmayan adsorpsiyon
fenomenini ve impedans Ol¢limleri iizerindeki etkisini en aza indirgemek igin ¢esitli
girisimlerde bulunulmaktadir. Iglerinde en siklikla basvurulani, sigir serum albiimininin
(BSA), proteinlerin spesifik olmayan baglanmalarini azaltmak i¢in immiinosensing
tabakasinda ko-immobilize edilmesidir. Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen noro-
biyosensoriin ingaasina ait adimlarin EIS’dan alinan impedans spektralari, her adima ait yiik

transfer degisimleri ve CV’den voltamogramlari Sekil 4.47' de gosterilmistir.
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Elektrokimyasal Impedans spektroskopisi, modifiye elektrotlarin yiizey 6zelliklerinin
degisimi hakkinda ayrintili bilgi saglar. Yiiksek frekanslardaki yarim daire capi, elektron
transfer direncine (Rct) karsilik gelirken diisiik frekanslardaki lineer kisim, difiizyon prosesine
karsilik gelmektedir. Sekil 4.47.A ve Sekil 4.47.B birlikte incelendiginde yalin ITO
elektrodun yalitkan ozelliginden otiirii ¢cok yiiksek yiik transfer direncine sahip oldugu
(vaklasik 40 kohm) goériilmektedir. Bununla birlikte, RGO-AUNP nanokompoziti ITO
iizerinde biriktirildikten sonra daha kiiciik bir Rct gozlemlenmistir. RGO — AUNPSs
kompozitleri miikemmel elektrik iletken malzeme oldugundan, elektron transferini
hizlandirarak Rct'in diismesine neden olmuslardir. 11-merkaptoundekanoik asitin SH gruplari
ile altin ylizey arasindaki etkilesim sonrasinda yiizeyde meydana gelen SAMs, fonksiyonel —
COO' terminallerinin redoks probunu itmesi ve difiizyonu zorlastirmasindan Otiirii, yiik
transfer direncinin artmasma sebep olmustur. Anti-Tau proteinin yiizeye kovalent
immobilizasyonu neticesinde, protein tabakasinin neden oldugu yalitkan tabaka, ara ylizeyde
elektron transferine mani olmakta bu da yiik transfer direncine net bir artis olarak

yansimaktadir (yaklagik 10 kohm).

Redoks probunun heterojen elektron transfer hizi sabit degeri (k °), nanokompozit
filmde meydana gelen elektronik tasima islemini dogrulamak i¢in kullanilan 6nemli bir
faktordiir. Yiik transfer kinetiklerine gore, k ° asagidaki gibi (Puri, Niazi ve ark. 2014) ifade
edilir:

K°=RT/n,’F?ARC (4.5)

R gaz sabiti, T; sicaklik, n; elektrot reaksiyonuna katilan elektronlarin sayisi, F;

Faraday sabiti, A elektrot alanidir (0.25 cm?) ve C, redoks probunun konsantrasyonudur.

Noro-biyosensor sistemine ait adimlarin K° degerleri ile birlikte ¢ozelti direnci ve

kapasitanstaki degisiklik Cizelge 4.13' te verilmistir.
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Cizelge 4. 13 .Noro-biyosensoriin tasarim adimlarina ait impedimetrik parametreler

Noro-biyosensor adimi Ru (ohm) Cai (uF) k° (m.s? )
ITO/rGO 350,5+1,86 1025,5+ 41,07 2,3x10°®
ITO/rGO/AUNP 308+2,238 16,42+ 0,50 1,8x10°
ITO/rGO/AuUNP/11-MUA 466,7+3,226 2,31+0,02 2,69x107
ITO/rGO/AuUNP/11-MUA/anti-TAU 529,743,633 2,36+0,02 2,12x107

ITO elektrot yiizeyinde rGO ve akabinde altin nanopartikiil biriktirilmesi oldukg¢a
yiiksek bir K° degeri gostermistir ki bu durum artmis elektron tasiniminin bir neticesidir.
Akabinde anti-Tau’nun immobilizasyonu , k° degerinde (2,12x107 m s belirgin bir diisiis
gosterir bu; protein molekiillerinin yalitim 6zelliginden kaynaklanan yavas elektron taginimini

ve biyoelektrotun olusumunu dogrular niteliktedir.

rGO ve AuNP nanokompozitten olusan ndro-biyosensor sisteminde ilerleyen adimlar
ve nihayetinde anti-Tau’nun algilama yiizeyine immobilizasyonu, ¢ift yiiklii tabaka kalinligini
arttirtr ve redoks probunun ara yiizey elektrokimyasal siirecini inhibe eder. Elektrot
kapasitansi, Cgq diiserken elektron transfer direnci, Rct sirasiyla artmaktadir. Bu durum

gelistirilen noro-biyosensor sisteminin verdigi impedimetrik davranisin neticisidir.

Noro- biyosensor sisteminin adim adim gelisimi dongiisel voltametri ile de takip

edilmistir (Sekil 4.47.C).

Tau-441 tayinine yonelik noro-biyosensor sistemi gelistirilirken anodik ve katodik

dalgalar arasinda meydana gelen pik potansiyel ayrimi su esitlige gore hesaplanmustir:

AEy= (Epc - Epa) (4.6)

Bu esitlige gore, 100 mV/s tarama hizinda OH-lanmis Rgo ile modifiye edilmis ITO
elektrodun AE, degeri 0,32 V iken altin nanopartikiil biriktirildikten sonra AE, degeri biraz
artmis ve 0,46 V’a yiikselmistir. Rgo-AuNP nanokompozit yiizeyinde 11-MUA ile SAMs
olusturulduktan sonra AE, degeri hizl1 bir sekilde 1,02 V’a yiikselmistir ki elektron aktarim
hiz1 ile ters orantili olan pik potansiyeli ayrimi, elektrotun iletkenliginin elektrokimyasal

degerlendirmesi i¢in kullanilir. Bu hizli yiikselis 11-MUA SAMs tabakasmin sahip oldugu
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alifatik gruplara ek olarak, karboksilik terminallerden dolay1 iletkenligi biiyiikk oranda

diistirdiigiiniin kanitidir.

Alkanetiollerin SAM'leri, elektrolit ¢ozeltisinde ¢o6zinmis elektrot ve elektroaktif
redoks tiirleri arasindaki elektron transferini bloke edebilir: (i) uzun zincirli alkil mono
tabakalar, heterojen elektron transferine ve iyon penetrasyonuna dogru etkili bir bariyer
saglayabilir; (ii) tek tabakada elektron tiinelleme mevcut olmakla birlikte, ylizeydeki defektler
maskeleme etkisi yapabilir (iii) terminal gruplar elektron transferini etkiler (Molinero ve
Calvo 1998).

Genel olarak, tek tabakada 2 tiir defekt meydana gelebilir; pinhol ve ¢okiik alan.
Pinhol, redoks iyonlarindan veya molekiillerinden daha biiyiik bir ¢apa sahip oldugunda,
elektrot yiizeyine ulasabilir ve sonugta elektron transferinin kinetiginde degisiklik olmadan
voltamogram akiminda bir azalma meydana gelir. Ote yandan defekt alanlarinda redoks
tirleri elektrot ylizeyine tam kalinliktaki bir tek tabakaya gore daha kisa bir mesafede

yaklagmaktadir (Garcia-Raya ve ark. 2008).

SAM yiizeyindeki defektlerin/pinhollerin  karakterizasyonu, EIS kullanilarak
karakterize edilebilmektedir. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi 6zellikle pinhol
karakterizasyonu i¢in degerli bir aractir, ¢linkii ¢6zelti direncinin etkileri, ¢ift katman yiikii ve
difiizyona bagli akimlar ile SAM'da meydana gelen diger siirecler birbirinden ayrilabilir
(Janek ve ark. 1998).

Pinhol ve defektlere sahip elektrotlarin elektron transferi ii¢ sekilde gergeklesebilir: (1)
elektronun tek katman halinde tlinellenmesiyle; (2) redoks tiirlerinin elektrotta tek tabakaya
niifuz ederek elektron transferini etkilemesiyle; (3) elektroaktif bilesigin pinhol veya defekt
bolgelerine difiizyonu ile (Cannes ve ark. 2003; Chevallier ve ark. 2006).

Elektrot yiizeylerinin direngli bir tek tabaka ile modifikasyonu, pasivasyon ile
sonuglanir ve dolayistyla, bu durum ac yanitlarini degistirir. Esdeger devre agisindan, iki
bilesen bu durumdan etkilenecektir: elektrot reaksiyonunun tamamen kinetik kontrollii oldugu
yiiksek frekanslarda, elektron transfer oraninin engellenmesi nedeniyle heterojen yiik transfer
direncinin artmasi beklenir; Diisiik frekanslarda ise Warburg empedansinin o — 1 / 2'ye

dogrusal bagimliliktan sapmasi beklenir. Bu sapma, tek tabaka igindeki defektlerin veya
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pinhollerin, diflizyon tabakasi kalinligina kiyasla birbirinden uzak oldugu durumlarda
meydana gelir. Bununla birlikte, pinholler ile difiizyon katmanlan {ist {iste geldiginde, diisiik
frekanslardaki ac tepkisi ciplak elektrotlarin davranigsina benzemektedir (Garcia-Raya ve
ark. 2008).

rGO-AuNP modifiyeli elektrotlarin 11-MUA ile SAM olusturmasi sonucunda ylizey
kaplama degeri asagidaki esitlikten belirlenebilir:

RCtAUNP)

Opis= 1- (W (4.7)

Rct AuNP, altin nanopartikiil kaplanmis adima ait yiik transfer direnci, Rct SAMS ise
altin kapl elektrot yiizeyinde tek tabaka olusumuna ait yiik transfer direncidir. Bu veriler
is1ginda feis degeri 0,975 bulunmustur. Bununla birlikte Amatore ve ark.’lart (Amatore,
Savéant ve ark. 1983) 6@ degerinin 6> 0,9’a yaklastiginda esitlik 4.7’den bulunmasinin
yeterli olmayacagin1 6ne siirmektedir. Bu durumda, yiizey kaplama degeri, pinhol boyutuna
dayali bir model kullanilarak tahmin edilebilmektedir (Garcia-Raya, Madueiio ve ark.
2008).

feis=1- ( =¥ ) (4.8)

m-ow

ow Warburg katsayisidir ve AuNP kapli elektrodun, es deger devre modelinden elde
edilen “Yo0” degerinden su esitlik yardimiyla hesaplanir (Bard, Faulkner ve ark. 1980):

—1
o= /Yo.\/f (4.9

m degeri ise 11-MUA ile modifiye edilmis elektrottan elde edilen Z ' ve © ~ 2
grafiginin yiiksek frekans bolgesinde gozlenen dogrusal araligin egimidir. Esitlik 4.8 gore feis
degeri 0,9925 bulunmustur.

Tek katmandaki defektlerin yaricapt ve bunlarin arasindaki mesafe, Amatore ve
arkadaslar1 tarafindan Onerilen mikrodizi modeli kullanilarak tahmin edilmistir (Amatore,
Savéant ve ark. 1983). Bu modele gore, pinhollerin tek bi¢imli yarigaph disk seklinde aktif
bolgeler oldugu ve tek tabakada esit olarak dagildigi varsayilmaktadir (Diao, Guo ve ark.
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2001) Pinhol alaninin kesiti (1-feis), pinhollerin biiyiikliigii ve bitisik pinholler arasindaki

mesafe denklemi ile iliskili olabilir:
. I'."J.2
(1-Geis)= - (4.10)

Burada ra pinholiin yarigcap1; rb ise elektrodu gevreleyen aktif olmayan alanin
yarigapidir. Pinhol yarigapi, Z - © ~ ¥ grafiginde yiiksek ve diisiik frekans alani arasindaki
donme noktasina karsilik gelen frekans degerinden yaklasik olarak belirlenebilir ve bu frekans
degeri, Z" - ® Y2 grafiginin maksimundan kolayca hesaplanir. Tokuda ve ark.’lar1 (Tokuda,

Gueshi ve ark. 1979) bu maksimum frekans: denklem ile ifadelendirmislerdir:

o= (4.11)

q gecis radyal frekansidir. Sekil 4.48° de 11-MUA ile modifiye edilmis elektroda ait
Z"- o ”grafigidir ve grafikten maksimum frekans 7,97 Hz olarak goriilmektedir. Bu

durumda ra ve rb su esitlikten hesaplanabilir:

. D
q 0,36 ra2

(4.12)

D redoks ¢iftinin difiizyon katsayidir ve 7.6 x 10 ° cm?s * “dir (Gooding, Praig ve
ark. 1998).

1-Geis= (-22-) = (4.13)

m-ow rb?

Bu denklemlere goére, 11-MUA SAM'in pinhol yarigapt (ra) 1,1 pm olarak
hesaplanirken, iki bitigik pinholiin merkezleri (rb) 12,7 um'lik bir mesafededir. SAM kapli
pek cok elektrot icin bu degerlerin sirasiyla 0.1-10 um ve 1-100 um araliginda olmasi
beklenir bu bakimdan elde edilen sonuglar literatiir ile uyumludur (Finklea 1996;
Campuzano ve ark. 2006; Garcia-Raya ve ark. 2008).
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4.4.2. Tau-441 norobiyosensoriiniin optimizasyon parametreleri
4.4.2.1. Optimum rGO konsantrasyonu

Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensér sisteminin biyoalgilama
biriminin ilk adim1 elektrotlarin  rGO ile modifikasyonudur. Devaminda altin
nanopartikiillerin yiizeyde biriktirilmesi ve anti-Tau’nun basarili bir sekilde immobilizasyonu
icin rGO’nun konsnatrasyonun optimize edilmesi odluk¢a 6nemlidir. 0,5 mg/mL, 1,5 mg/mL
ve 2,5 mg/mL konsantrasyonlarda DMF igerisinde hazirlanan rGO dispersiyon ¢ozeltileri
temiz ITO elektrotlarin tlizerine damlatilmis ve kurutulmaya birakilmistir. Yiksek
konsantrasyona sahip rGO’lar yiiksek kirilganliga sahip olduklari goriilmiistiir. Ileri adimlara
gecilemeden rGO’nun yiizeyden dokiildiigii tespit edilmistir. Bununla birlikte, 0,5 mg/mL
Rgo DMF igerisinde disperse olabilmekte fakat iletkenlik kapasitesi bakimindan 1,5 mg/mL
rGO’ya gore diisiik kalmaktadir. 0,5 mg/mL rGO ile hazirlanan ITO elektrotlar yaklasik 300
ohm civarinda yiikk transfer direncine sahipken; 1,5 mg/mL ile hazirlanan elektrotlarin
elektron transfer hizi daha fazladir. Dolayisiyla ileri adimlara 1,5 mg/mL rGO konsantrasyonu

ile devam edilmistir.

rGO’nun anti-Tau nun immobilizasyonuna yaptig1 katkiyr test etmek ig¢in, ndro-

biyosensor sistemi Rgo olmadan hazirlanmistir. Yalin ITO elektrotlar {izerine altin
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nanopartikiil biriktirildikten sonra elektrotlar 11-MUA ile muamele edilmis ve akabinde anti-
Tau immobilizasyonu gergeklestirilmistir. rGO’suz  yapilan c¢alisamada anti-Tau
immobilizasyonuna ait yiik transfer direncinin ¢ok diisiik oldugu (977 ohm) ve Tau 6lglimii
yapilirken olusan immunokompleksin hizlica doygunluga eristigi gézlemlenmistir. Bu durum,
rGO’nun yiizey alanim1 genisleterek sisteme yaptigi katkinin  ndro-biyosensorin

gelistirilmesinde goz ardi edilemeyecek kadar 6nemli oldugunun kanitidir.

4.4.2.2. Optimum 11-MUA konsantrasyonu

rGO-AuNP nanokompozit modifiyeli ITO elektrotlarin yiizeyinde SAMs 11-MUA ile
olusturulmustur. 11-MUA’nin optimal konsantrasyonun belirlenmesi anti-Tau proteinin
yiizeye immobilizasyonunda en onemli etkendir. 11-MUA’da bulunan —COO terminaller,
antikordaki amin gruplariyla kovalent etkileserek immobilizasyonu saglar. Bu amagla, Rgo-
AunP ITO elektrotlar oda sicakliginda gece boyunca farkli konsantrasyonlarda 11-MUA (5,
20, 50, 100 mM) ile inkiibe edilmistir. Yiizeydeki tabakanin istiflenmesi konsantrasyondan
fazlaca etkilendiginden, farkli MUA konsantrasyonlar1 farkli impedimetrik davranislar
sergilemistir. 11-MUA konsantrasyonlar1 farklilveirilip diger parametreler sabit tutulan noro-
biyosensor ile, belirli araliktaki Tau-441 konsantrasyonlarina degisimine bagli olarak yiik
transfer direncindeki degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip
edilmistir (Sekil 4.49). Goriildiigi gibi, 5 mM 11-MUA ile hazirlanan néro-biyosensor sistemi
nispeten yiiksek bir yiik transfer direncine ve regresyon egrisi iizerinde diisiik bir belirleme
katsayisina (R?: 0,873) sahipken, 50 mM 11-MUA ile hazirlanan biyosensor diisiik yiik
transfer direnci ve nispeten diisiik bir belirleme katsayisma (R?: 0,6459) sahiptir. Kalibrasyon
grafiginden de goriildiigl tizere, artan 11-MUA konsantrasyonu ile birlikte fazlaca artan
alifatik zincirin sebep oldugu hidrofobik etkilesimler anti-Tau’nun immobilizasyonuna engel
olmaktadir. Bununla birlikte 20 mM 11-MUA yiiksek yiik transfer direncine ve yiiksek
belirleme katsayisi sahiptir (R% 0,9513) ve ileri ki adimlara bu deger optimize edilerek

devam edilmistir.
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Sekil 4. 49. Farkl1 11-MUA konsantrasyonlarinda hazirlanan ndro-biyosensor sisteminin Tau-
441" e verdigi yanit

4.4.2.3. Optimum anti-Tau konsantrasyonu

Optimizasyon ¢alismalarinin son asamasinda, anti-Tau konsantrasyonunun rGO-AuNP
nanokompozit katkili, 11-MUA modifiyeli biyoalgilama sistemi cevabi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Bu amagla, oda sicakliginda 60 dakika boyunca farkli konsantrasyonlarda anti-
Tau (10 ng / mL, 50 ng / mL ve 100 ng / mL) ile néro-biyosensorler hazirlver. Anti-Tau
konsantrasyonlar1 farklilveirilip diger parametreleri sabit tutulan néro-biyosensor ile, belirli
araliktaki Tau-441 konsantrasyonlarina degisimine bagli olarak yiik transfer direncindeki

degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir (Sekil 4.50).

Noro-biyosensor sisteminin dizayninda diisiik anti-Tau konsantrasyonu (10 ng/mL)
kullannminin immobilizasyon i¢in yeterli olmadigi sistemin sergiledigi diisiik yiik transfer
davranisindan anlagilmaktadir. Bununla birlikte Anti-Tau konsantrasyonu arttikga (100
ng/mL) protein tabakasinin sebep oldugu yalitkan bariyer, yiik transfer direncini net bir
sekilde arttirmakta ve gosterdigi belirleme katsayisi ile ( R%:0,9442 ) Tau-441 tayininde
yiiksek hassasiyet sergiledigi goriilmektedir. Dolayisiyla ileri caligmalara 100 ng/mL anti-Tau

konsantrasyonu ile devam edilmistir.
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Sekil 4. 50. Farkl1 anti-Tau ile hazirlanan néro-biyosensor sisteminin Tau-441' e verdigi yanit

4.4.3. Tau-441 noro-biyosensdoriiniin analitik karakteristikleri

4.4.3.1. Tau-441’in gelistirilen néro-biyosensor sistemi ile belirlenmesi

Optimum  kosullar1  belirlenen indirgenmis grafen oksit-altin nanopartikiil
nanokompozit katkili, 11-MUA modifiyeli ITO noéro-biyosensoér sistemiyle farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standart Tau-441 ¢ozeltileri EIS ve CV teknikleriyle
Ol¢iimlenmistir. Tau-441 konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki iligki, Sekil

4.47.A" ya eklenen esdeger devre modeli ile belirlenmistir.
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konsantrasyonlarda Tau-441'e verdigi yanit (A) EIS, (B) CV, (C) EIS
verilerinden elde edilen kalibrasyon grafigi
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Biyosensor ylizeyinde, ¢ok hizli elektron transfer islemleri oldugu durumunda,
impedans spektrumunun yar1 ¢ap kismiyla birlikte dogrusal kismi da Nyquist grafiginde yer
alir fakat Sekil 4.51.A' da goriildiigi gibi ¢cok yavas bir elektron transfer adimi, dogrusal

kismin olmadig1 biiyiik bir yarim daire bélgesinde sonuglanmaktadir.

Tau-441 noro-biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi asagidaki denklem kullanilarak

cizilmistir.

ARy = Ry(Tau-441)- Ry(BSA) (4.14)

Elektron transfer direnci, Rct, elektrot arayiiziindeki redoks probunun elektron transfer
kinetigini kontrol eder. Boylece, elektrot {izerindeki yalitict modifiyerin, ara yiizey elektron
transfer kinetiklerini geciktirmesi ve elektron transfer direncini arttirmasi beklenir (Katz ve

Willner 2003).

Ret’deki konsantrasyona bagli artis, immiinoreaksiyon iizerinde bir antijen-antikor
kompleksi olusumuna isarettir; ve bu durum biyoelektrot yilizeyinde ara yiizey elektron
tasinmasini bozan kinetik bir bariyer olusturur. EIS spektrumundan elde edilen verilerle
cizilen kalibrasyon egrisi (Sekil 4.51C) gelistirilen noro-biyosensor sisteminin 1-500 pg/mL
araliginda lineer bir korelasyon verdigini, bununla birlikte 500 pg/mL iizerindeki Tau-441
konsantrasyonlarinda lineerligin bozuldugu sistemin yiik transfer direncinin bir platoya
eristigi goriilmiistiir (Sekil 4.51.C). Altin nanopartikiil katkili, poliglutamik asit modifiyeli
noro-biyosensor sisteminin Tau-441 i¢in LOD (algilama sinir1) ve LOQ (kantitatif 6lgme
siirt) degerleri sirasiyla 0,091 pg/mL ve 0,3 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,
AUNP-rGO hibrit yapisinin Tau-441 antikor-antijen baglanmasi i¢in milkkemmel bir yakalama

kabiliyeti oldugunu vurgulamaktadir.

Cift katman kapasitanst Cdl, ara yiizdeki c¢ift katmaninda depolanan yiikten
kaynaklanir. Yiik transfer direnci Rct, arayiizdeki redoks reaksiyonlari tarafindan iiretilen
akim akisin1 ifade eder ve Warburg impedansi, toplu c¢ozeltiden ara ylize difiizyondan
kaynaklanan akimim impedansinin neticesidir. Rs, iyon konsantrasyonu ve hiicre geometrisi

tarafindan saglanan ¢ozelti direncidir.
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Elektrokimyasal ¢ift katmanin (Cdl) kapasitansi, agirlikli olarak ¢oziicii molekiilleri,
immobilize edilmis biyomolekiiller ve immobilizasyon ve saptama islemlerini destekleyen
filmlere; ara yiizeyde mevcut olan tiim bilesiklere baglidir. Dielektrik sabiti veya transdiiser

PR

yiizeyindeki ¢ift katmanin kalinlig1 degistiginde bir kapasitans degisikligi indiiklenir.

Kapasitif bir biyosensor olusturulurken, elektrot yiizeyi genellikle faradayik akimlari
azaltmak i¢in ilave bir yaliim tabakasi ile kaplanir (yani, kapasitansa paralel olarak yiik
transfer direncini arttirmak igin). Biyolojik belirleme elemani bu tabakanin iistiinde
immobilize olmus durumdadir (Lisdat ve Schifer 2008). Artan Tau-441 konsantrasyonu ile
kapasitans azalirken, yiik transfer direnci artmaktadir (Cizelge 4.14), bu durum gelistirilen
biyoalgilama platformuyla Tau-441’in artan konsantrasyonlarinin (1-500 pg/mL)

Ol¢ciimlenebildiginin impedimetrik kanitidir.

Cizelge 4. 14. Artan Tau-441 konsantrasyonlarina bagli olarak degisen impedimetrik veriler

Elektrot Rct (ohm) Rs (ohm) Cai (uF)
Noro-biyosensor 4460+ 47,58 386,7+ 2,738 2,86+ 0,032
1 pg/mLTau-441 5754+ 52,66 999,7+ 7,21 2,78+ 0,012

20 pg/mL Tau-441 7145+ 66,45 654,44+ 4,388 2,64+ 0,031
60 pg/mL Tau-441 8432+ 68,21 677,9+ 4,538 2,63+ 0,030
100 pg/mL Tau-441 11080+ 104,4 316,6+ 2,236 2,62+ 0,026
200 pg/mL Tau-441 12420+ 1334 374,77+ 2,614 2,6+ 0,027
300 pg/mL Tau-441 15920+ 161,4 315,9+ 2,268 2,31+ 0,020
400 pg/mL Tau-441 17600+ 175,4 496,1+ 3,508 1,82+ 0,017
500 pg/mL Tau-441 21640+ 195 493,6+ 4,031 0,44+ 0,004

Tau-441 biyobelirtecinin  1-500 pg/mL konsantrasyon araliginda, dongiisel
voltamogramlarindan alinan sonuglar sekil 4.51.B' de gosterilmistir. Artan Tau-441
konsantrasyonuna bagli olarak anodik ve katodik pik akimlari azalmistir. Bu durum, artan
protein konsantrasyonuyla birlikte ylizeyde meydana gelen bariyerin yiizeye difiize olmakta
giicliik ceken elektronlara gdsterdigi direncin tezahiirlidiir. Bu noktada, CV ve EIS sonuglari

birbiri ile uyum i¢indedir.

Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensor sisteminin Kramers Kronig

doniisiimlerine ait degerler Cizelge 4.15’ te verilmistir.
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Cizelge 4. 15. Norobiyosensoriin gelisim adimlarina ait Kramers Kronig doniisiim degerleri

Kramers Kronig

Noro-biyosensor adimi o
Transform degeri (n)

Yalin ITO 179,8

ITO/Rgo 20,72

ITO/Rgo/AuNP 3,123
ITO/Rgo/AuNP/11-MUA 9,3

ITO/Rgo/AuNP/11-MUA/anti-TAU 8,193

ITO/Rgo/AuNP/11-MUA/anti-TAU/BSA 0,4957

Prensip olarak, Kramers-Kronig iliskileri, sistemin impedans spektrumunun, érnegin,
enstriimantallerden veya zamana bagli fenomenlerin neden oldugu yanliliktan etkilenip

etkilenmedigini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Agarwal ve ark. 1992).

Kramers - Kronig doniisiimleri, verilerin yanlis olup olmadigini veya esdeger devre
modelinin yetersiz oldugunu gostermek i¢in kullanilabilmektedir. Nedensellik ilkesine
dayanan Kramers-Kronig iliskileri, asagidaki kosullarin yerine getirilmesi kosuluyla, herhangi
bir adimin islevinin gercek ve hayali boliimiintin birbirine baglh oldugunu belirtir: (i)
nedensellik: sistemin yanit1 sadece sinyal uyarimiyla ilgili olmalidir; (ii) dogrusallik: yanit
sinyaline yalnizca birinci dereceden durumlar belli dogrultuda etkilemelidir, (iii) stabilite:

sistemin yaniti zamanla degismemelidir (Esteban ve Orazem 1991; Boukamp 1995).

rGO-AuNP temelli noro-biyosensoriin K.K doniisiim degerleri, gelistirilen sistemden
elde edilen impedans verileri ile esdeger devre modelinin sundugu verilerin uyum iginde
oldugunu vurgulamaktadir. Sensoriin gelisim adimlari ilerledik¢e daha lineer ve stabil bir K.K

dontistimiine ulasildig: goriilmektedir.

4.4.3.2. Tau-441 noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

ITO temelli rGO-AuNP nanokompozit ve 11-MUA katkili noro- biyosensoriiniin
tekrarlanabilirligi, benzer kosullar altinda hazirlanan 20 kullan at elektrot ile hazirlanan ayni
konsantrasyonda Tau-441 (100 pg / mL) analiz edilerek belirlenmistir. Noro - biyosensoriin
analizin varyasyon katsayis1 % 6,38 ortalama deger ve standart sapmast 105,95 ve 6,70 pg /
mL olarak hesaplanarak oldukca iyi bir tekrarlanabilirlik kapasitesine sahip oldugu

vurgulanabilir.
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4.4.3.3. Tau-441 noro-biyosensoriiniin tekrar-iiretilebilirligi

Indirgenis grafen oksit - altin nanopartikiil kompozit katkili, 11-MUA modifiyeli ITO
temelli Tau-441 noro-biyosensoriiniin tekrar-tiretilebilirligi, ayni prosediirle farkli zamanlarda
hazirlanan 6 biyosensor sisteminin 1-500 pg / mL tayin araligindaki Tau-441 cevaplarinin
izlenmesi ile degerlendirilmistir. Tekrariiretilebilirlik ¢alismalar1 sonucunda 6 noro-
biyosensoriin yanitlarinin Tau-441 i¢in 1-500 pg / mL arasindaki benzer dogrusalligi
gosterdigi bulunmustur. Sekil 4.52' de gosterilen tekrar iiretilebilirlige ait egimlerin ve
interseptlerin relatif standart sapmalari sirasiyla % 3,02 ve % 3,41 olarak bulunmustur.
Tekrartiretilebilir sinyaller, ndro-biyosensOriin yanitt lizerine yapilan c¢ikarimda yiiksek

giivenilirlik ve saglamlik degerlendirilmesinin yapilmasini saglamaktadir.

ARct (kohm)

0,0 200,0 400,0 600,0
Tau-441 (pg/mL)

Sekil 4. 52. Tau-441 ndro-biyosensoriiniin tekrar tliretilebilirlik sonuglart

Tekrariretilebilirlik ¢aligmalarinda temel nokta biyoalgilama elemaninin biyolojik
aktivitelerini koruyarak sensor yiizeyine immobilize hale getirilmesi ve bu sayede tekrarlanan
Olg¢timler alinabilmesidir. Anti-Tau’nun rGO-AuNP nanokompozitinden olusan platform ve
11-MUA’dan olusan SAMs tabakasi ITO yiizeyine immobilizasyonu, kuvvetli kovalent
etkilesimlerle saglanmistir. Bu durum ndro-biyosensoriin yiiksek tekrartiretilebilirlik

karakteristigine sahip olmasinda temel etkendir.
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4.4.3.4. Tau-441 noro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi

Gelistirilen noro-biyosensoriin rejenerasyonu, Tau-441 antikor-antijen immiino-
kompleksini ayristirmak i¢in, nanokompozit katkili 11-MUA modifiyeli ITO elektrotlarin 5
dakika boyunca 0,05 M pH 3,5 glisin-HCI tamponu i¢ine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir.
Elektrotlar 4 dongli boyunca Tau-441’in 100 pg/mL konsantrasyonuna yaklagik ayni
impedimetrik yanit1 verirken, 4. Dongiiden sonra elektrot yiizeyinden rGO materyali
dokiilmeye baslamistir. Rgo yilizeyden dokiilmesi immobilizasyon materyalinin kaybiyla
sonuglveigindan 6tiirli impedimetrik sinyal kuvvetle diismiistiir. Bu durum, rGO’nun ITO-

PET yiizeye adsorbsiyonla tutunmastyla agiklanabilir.

4.4.3.5. Sabit frekansta impedans analizi

Anti-Tau ile Tau-441 arasinda olusan immunokompleksin kinetiksel davranisi, sabit
frekansta non faradayik ortamda impedanstaki ve faz agisindaki degisikliklerin zamana bagh

olarak takip edilmesiyle degerlendirilmistir.

Sisteme uygulanacak frekansin (10 Hz) secimi ve analizi Bode egrisi yardimiyla

belirlenmistir. Sekil 4.53' te noro-biyosensore ait Bode egrisini gostermektedir.
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Sekil 4. 53.Tau-441 néro-biyosensoriiniin bode grafigi

Bode grafikleri, uygulanan ¢esitli frekanslarda, elektrot / ¢ozelti arayiiziinde meydana
gelen kinetik hakkinda bilgi saglar. rGO-ile modifiye edilmis elektrot, 10 ila 3.000 Hz frekans

araliginda, <10 Hz frekansinda kapasitif Ozellikler gostermistir. Daha sonra anti-Tau ve
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akabinde BSA’nin immobilizasyonuyla sekil 4.53’de goriilen frekans araligina kaymistir, bu

kayma immobilizasyonun bir gostergesidir.
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Sekil 4. 54. Tau-441 noro-biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Anti-Tau ile Tau-441 arasindaki immunokompleksin olusumuna dair 10 Hz’deki
impedimetrik takip sekil 4.54' te goriildiigii gibidir. Yaklasik 2000 s saniye civarinda (35
dakika) immunokompleksin olusumu tamamlanmaktadir. Bu siire sonunda, impedanstaki

degisim yaklasik 250 ohm iken faz acisindaki degisim 4°’dir.

SFI verileri Tau-441’in biyoalgilama platformuyla basarili bir sekilde etkilesime

girdiginin kanitlar niteliktedir.

Sabit frekansli impedans analizi, tek bir frekansin, sinyal edinimi ve islenmesindeki
karmagikligi azaltmak i¢in kullanilan bir EIS teknigidir, bu da onu uygun, basit ve ucuz bir
analiz teknigi haline getirmektedir. Boylece, hem klinik hem de saha deneyleri i¢in hizli yanat,

diisiik maliyet ve yiiksek analiz giicii gibi imkanlar sunmaktadir (Hiihmer ve ark. 2006).

4.4.3.6. Tau-441 norobiyosensoriiniin seciciligi

Secicilik, sensoriin veya biyosensoriin, analitik ortam veya numune matrisi olarak
adlandirilan bir molekiil grubundan hedef molekiilii tercih ederek algilayabilme yetenegidir

(Njagi ve Kagwanja 2011).
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Sekil 4. 55. Tau-441 noro-biyosensoriiniin farkli antijenlere kars1 gosterdigi segicilik

Sekil 4.55, HSP-70, SYN alfa ve RACK-1 iin ndro-biyosensore spesifik olmayan ¢ok
kiigiik bir katkis1 oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte anti-Tau immobilize edilmis altin
nanopartikiil-rGO nanokompozit katkili yiizeye en ¢ok afinitesi olan protein SYN alfa
olmustur. Tau-441 ile SYN alfa’nin bazi aminoasit kalintilarinin benzerligi bu afiniteye sebep
olmus olabilir. Nonspesifik etkilesimlerin toplam Rct yanitina olan bu ihmal edilebilir katkisi,

biyosensoriin spesifik hedef Tau-441’e karsi iyi bir segicilige isaret etmektedir.

Bir biyosensoriin, bir hedef analiti karmagsik bir matriste diger tiirlerden ayirt etme
yetenegi, gercek zamanli izlemede basarili uygulamasmin anahtaridir. immunokompleks
olusumu secici olabilmesine ragmen, sinyal iletme siireci genellikle diger istenmeyen
maddelerin (miidahaleler) varlig1 ve bunlarin elektron transfer yolu iizerindeki etkileri ile
engellenir. Bu bakimdan, rGO-AuNP nanokompozit katkili 11-MUA ile modifiyeli edilmis

algilama yiizeyinin sistemin seciciligine ciddi katki sagladig: diistiniilmektedir.

4.4.3.8. Tau-441 alfa noro-biyosensoriiniin depo émrii

Kararlilik - bir biyosensoriin, zamanla ayni analit konsantrasyonu ile tekrar tekrar
islendiginde aynm biiyiikliikteki sinyali iiretme kabiliyetidir (operasyonel kararlilik). Ayrica
belirli bir depolama siiresi boyunca (depolama veya uzun siireli stabilite) sensor hassasiyetini

aralikli olarak izleyerek de degerlendirilebilir.

180



rGO-AuNP ile nanokompozit olusturulup 11-MUA ile modifiye edilerek gelistirilen
ndro-biyosensor sisteminin Tau-441’in ayn1 konsantrasyonu (100 pg/mL) 6l¢me kabiliyeti 10

hafta boyunca takip edilmistir (Sekil 4.56).
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Sekil 4. 56. Noro-biyosensoriin depolanma stabilitesi

Sistemin kararliligimi 8 hafta boyunca korudugu, 9. Haftadan itibaren impedans
sinyalinde minimal azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Bu durum, gelistirilen noro-
biyosensor sisteminin iyi bir depolama kapasitesi oldugunu géstermektedir. Bununla birlikte
sinyalde meydana gelen azalmalar, yilizeyde adsorbe halde bulunan rGO’nun zaman igin
adsorbsiyon kuvvetini kaybetmesi ve dolaysuyla algilama biriminin bozulmasiyla ilgili

olabilmektedir.

4.4.3.9. Gelistirilen noro-biyosensor sisteminin klinik uygulamalari

Gelistirilen ndro-biyosensdriin klinik validasyonu, Namik Kemal Universitesi Noroloji
poliklinigene bagvuran hastalar arasinda random yontemle toplanan beyin omurilik sivisi
(BOS- 4 adet) ve serum orneklerinde (6 adet) Tau-441 analizinin yapilmasiyla

gerceklestirilmistir.

Uretilen noro-biyosensériin fizibilite ve analitik giivenilirligini degerlendirmek igin
gercek Ornekler, insan serebrospinal sivisinda ve serum sivisinda standart ekleme yontemi

kullanilarak analiz edilmistir. Farkli Tau-441 konsantrasyonlarinin (100 pg / mL ve 400 pg /
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mL) BOS ve serum orneklerine eklenmesi ve EIS tespitinin ardindan bagil standart sapma ve

geri elde analitiksel degerleri kalibrasyon grafigi yardimi ile hesaplanmaistir.

Cizelge 4. 16. Gelistirilen noro-biyosensor sisteminde BOS ve srum 6rneklerinde Tau-441" in
tayin sonuglari

Tau- oo ndart
BOS .. 4?.11 eklenen ... . .
ornek  olsulen oy Olelilenmiktar (pgml-l, - pony op ho3)  Geri elde (%)
numaras: TKtar (pg.mL- n=3)
(pg.mL- 1)
1)
1 242 100 355,5/341,5/333,8 3,20 101,6
400 695,5/633/648,8 4,93 102,6
’ 188 100 302 /2955 /1277,7 4,31 101,29
400 566 /555,4 /572,6 1,53 96,1
3 3035 100 4145 /422,31 407,7 1,76 97,2
400 705,5/717,71726,6 1,47 102
4 395 7 100 501,1/492,5/523,3 3,14 101,99
’ 400 848 /805,5/846,2 2,88 104,77
Tau-441 Standart
serum olcillen eklenen P . .
ornek mfktarl miktar Olgiilen mlkzar (pg-mL-1, RSD (%, n=3) Gerol elde
numarast (pg.mL- (pg.mL- n=3) (%)
1) 1)
1 115 100 120/115,5/119,6 2,10 106,15
400 695,5/633/648,8 2,69 100,2
” 997 100 125,5/133,3/136 4,14 107,25
’ 400 425 /433,5 /420,6 1,52 100,9
3 10 100 115/122,2 1 107,7 6,30 104,5
400 417,71 407,9/ 415 1,22 101
4 15.9 100 122 /132,5/123,3 454 108,65
’ 400 42214155/ 426,2 1,27 101,3
5 95 5 100 132,5/132,5/143,3 4,58 108,4
’ 400 425,5/435,5/436,9 1,43 101,7

Tau'nun saglikli erkek ve kadinlarin BOS’taki ortalama degerinin 250 pg/mL
(Sjogrenve ark. 2001) serumdaki ortalama degerinin 15 pg/mL (Chiu ve ark. 2017)
olduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar baz alindiginda, 6rneklerde herhangi bir
seyreltme islemi yapilmamistir. Standart ekleme yontemi ile alinan sonuglar gizelge 4.16' da

gosterilidgi gibidir.
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Cizelge incelendiginde gelistirilen ndro-biyosensor sisteminin BOS ortaminda daha
hassas yanitlar verdigi goriilmektedir. Bununla birlikte serum ortaminda diisiik Tau-441 (100
pg/mL) eklenmesi standart sapmaya pozitif yonde etkilemekte, eklenen konsantrasyon
arttikca (400 pg/mL) sensoriin Ol¢iim hassasiyeti artmaktadir. Tim bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde rGO-AuNP nanokompozit-11-MUA modifiyeli noro-biyosensor
sisteminin Alzheimer biyobelirteci olan Tau-441’in klinik alanda kullanimi hususunda umut

vaat ettigi belirtilebilir.

4.4.3.10. SEM goriintiileri

Noro-biyosensor sisteminin adim adim gelistirilmesi esnasinda yilizeyde meydana
gelen morfolojik degisiklikler taramal1 elektron mikroskopu ile goriintiilenmistir (Sekil 4.57).
Sekil A, yalin ITO yiizeyinde rGO’nun adsorbsiyonunu gostermektedir. Bu goriintii
literatiirdeki rGO c¢aligsmalar1 ile benzerlik gostermektedir (Liu ve ark. 2012; Liu ve ark.
2014). rGO adsorbe edilmis yiizeyde altin nanopartikiil biriktirildikten sonra olusan ¢illi
goriintii, nanopartikiillere isaret etmektedir (B). rGO-AuNP kompozit yapisi 11-MUA ile
muamele edilince yiizeyin formasyonu tekrar degismis sekil C deki halini almistir. Anti-
Tau’nun ylizeye immobilizasyonu neticesinde yapinin kazandigi globiiler form D’de agikca
goriilmektedir. BSA’nin non-spesifik adsorbsiyonlar1 dnlemek amaciyla yiizeye immobilize
edildigi adimda, yiizeyin morfolojisi Sekil E’ye doniismiistiir. Tau-441’in yiizeyle olan
immuno etkilesimi yiizeyin morfolojisini Sekil F’de goriildiigi iizere dalli budakli goriintiiye

kavusturmustur.

183



Sekil 4. 57. Noro-biyosensor tasarim adimlarina ait SEM goriintiileri (A) ITO/rGO, (B)
ITO/FGO/AUNP, (C) ITO/fGO/AuUNP/11-MUA, (D) ITO/rGO/AuNP/11-
MUA/Anti-Tau, (E) ITO/rGO/AuNP/11-MUA/AnNti-Tau/BSA, (F)
ITO/rGO/AUNP/11-MUA/Anti-Tau/BSA/Tau-441
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9 In
M
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 keV
EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table Default
Element Wt % At % K-Ratio Z A F
CK 36.40 47.45 0.1563 1.0313 0.4160 1.0003
0K 51.54 50.43 0.0920 1.0141 0.1761 1.0000
S K 1.36 0.66 0.0082 0.9559 0.6289 1.0033
InL 10.69 1.46 0.1669 0.7620 2.0481 1.0000 A
Total 100.00 100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
CiK 64.92 2.85 2.40 22.81
0 K 103.92 5.32 1.91 19.55
S K 37.04 23.42 4.58 1.58
InL 167.64 21.40 1.60 7.83
In
i 4
c} Au
3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 keV
EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table Default
Element Wt % At % K-Ratio Z A F
5.10 10.26 0.0211 1.1072 0.3733 1.0003 B
53..73 81.19 0.0887 1.0883 0.1517 1.0000
39.77 8.37 0.4679 0.8227 1.4302 1.0000
1.41 0.17 0.0118 0.6955 1.2108 1.0000
100.00 100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
CK 15.00 4.94 3.04
O K 171.60 .15 18.75
InL 805. 36 26.38 30.53
AuL 6.73 7.00 0.96
In
o
C Au
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 keV
EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table Default
At % K-Ratio Z A F C
9.60 0.0176 1.1091 0.3378 1.0003
80.83 0.0865 1.0902 0.1507 1.0000
0.92 0.0047 1.0446 0.3685 1.0085
8.33 0.4279 0.8243 1.3328 1.0000
0.31 0.0212 0.6974 1.2082 1.0000
100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
C K 12.14 4.88 372 2.49
0 K 162.19 9.33 0.80 17.38
S K 35.02 34.66 2.82 1.01
InL 713.84 24.44 0::37 29.20
AuL 11.66 6.26 4.07 1.86

Sekil 4. 58. rGO, AuNP ve 11-MUA adimlarina ait EDX spektrumlari
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EDX spektrumlari, tek kullanimlik ITO-PET elektrotlar yiizeyinde sirastyla rGO,
AUNP ve 11-MUA’nin olustugunu desteklemektedir.

4.4.3.11. FTIR sonuclar

Tau-441 tayinine yonelik ndro-biyosensor gelistirilirken, olusan baglar FTIR ile takip
edilmistir. Sonuglar Sekil 4.59° da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 59. Tau-441 noro-biyosensoriiniin FTIR spekturumu

Sekil a rGO adimina ait, b AuNP adimina ait ve ¢ ise 11-MUA adimma ait FTIR
spektrumlaridir. a’daki 3400 cm-1 deki bant —OH’a ait gerilme bveidir. 1725 cm-1deki bant
C=0 ‘ya ait oldugu diistiniilmektedir. 1100 cm-1deki pik C-O bagina ait piktir. Tiim bunlar,
yapinin rGO’ya ait oldugunu destekler niteliktedir.

Sekil ¢, yiizeyde 11-MUA ile SAM olusturulduktan sonra elde edilen FTIR
spektrumudur. 2900 cm™ deki pik C-H bagma ait gerilme pikidir, 2800 cm’™ 'de pik ise CH,-
S’e ait piktir ve bunlarin birlikte analizlenmesi yapmin bir alkoksitiyol oldugunun
gostergesidir. 1700 cm™deki pik ise —COO gruplarnin spesifik pikidir. Tiim bu analizler,
yapinin 11-MUA igerdigini destekler niteliktedir.
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4.4.3.12. AFM sonuclan

Tau-441 tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensor sisteminin yilizey morfolojisi,

AFM ile de degerlendirilmistir (Sekil 4.60).

Sekil 4. 60. Tau-441 noro-biyosensoriiniin tasarim adimlarina ait AFM goriintiileri (A)
ITOIFGO, (B) ITO/fGO/AUNP, (C) ITO/fGO/AuNP/11-MUA, (D)
ITO/rGO/AuNP/11-MUA/anti-Tau441l, (E) ITO/rGO/AuNP/11-MUA/anti-
Taud441/BSA, (F) ITO/rGO/AuNP/11-MUA/anti-Tau441/BSA/Tau-441
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Tau-441 noro-biyosensorii  gelistirilirken yiizey piiriizliliigiinde meydana gelen
degisiklikler yiizey piirtizliiliigiiniin karekok ortalamasi (rsm) ile degerlendirilmistir. rGO ile
yiizeyin iletkenlik kazandig1 adima ait rsm degeri 0,54 um iken, yilizeyde altin nanopartikiil
biriktirildikten sonra 0,48 um olmustur. Anti-Tau’nun immobilizasyonu ile yiizeyde yalitkan
bir tabakanin olusmasi rsm degerine 0,32 um olarak yansimistir. En son adimda Tau-441’in
biyoalgilama birimi ile etkilegsmesi neticesinde rsm degeri 0,29 pum gerilemistir. Tim bu

veriler ve AFM goriintiileri yiizeyde ndro-biyosensor olusumunu destekler niteliktedir.

4.4.3.13. Tau-441 Noro-biyosensoriiniin literatiirdeki yeri

Tasarlanan Tau-441 Noro-biyosensoriiniin literatiirle kiyaslamasi Cizelge 4.17° de

verilmistir.

Alzheimer hastaliginda Tau proteinin agregasyonu ve yumaklar olusturmasi,
hastaligin kilit noktalarindveir. Bu proteinin viicut sivilarindaki miktarinin hastaligin erken
tanisinda 6nemli olabilecegini rapor eden pek ¢ok calisma mevcuttur. Fakat, literatiirde Tau
tayinine yonelik elektrokimyasal temelli biyosensor sistemi oldukca azdir. Bu doktora tezi
kapsaminda gelistirilen Tau-441 tayinine yonelik noro-biyosensdr sisteminin bu bakimdan
literatiire katkist agiktir. Ayrica biyosensdriin dizayninda kullanilan algilama platformu Tau-
441’in tayin smurmi 0,091 pg/mL olarak elde edilmesini saglamistir ki bu noktada
literatiirdeki ¢aligmalardan 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica gelistirilen néro-biyosensor sistemi hem
serum ortaminda hem de BOS ortaminda bulunan Tau-441 miktarlarin1 analizleyerek, klinik
uygulanabilirlik potansiyelini ispatlamistir. Bu bakimdan oldukg¢a kiymetli olan bu calisma,

umut vaat edicidir.
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4.5. PARK-7 (DJ-1) tayinine yonelik gelistirilen noro-biyosensor sistemi

4.5.1. Noro-biyosensoriin iiretim adimlarinin EIS ve CV ile ispati

Parkinson hastaliginin 6nemli bir biyobelirteci olan PARK-7 (DJ-1) tayinine yonelik
gelistirilen noro-biyosensor sisteminin  ilk adimi elektrotlarin daha onceki basliklarda
belirtilen sekillerde temizlenmesidir. Temizlenen ve iyice kurutulan elektrotlar yiizeyinde
aktif- OH gruplar1 ve akabinde altin nanopartikiil birikimi daha onceki basliklarda
bahsedildigi sekilde gerceklestirilmistir. Altin nanopartikiil katkili ITO elektrotlar yilizeyinde
11-AUT ile SAMs tabakasi gece boyunca inkiibasyon neticesinde olusturulmustur. Daha
sonra amino-tiyol fonksiyonelli elektrotlar sulu SDS ¢ozeltisinde sonikasyonla disperse edilen
¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) (EDC-NHS ie aktiflestirilmis) ile muamele edilmistir.
Altin nanopartikiiller, elektronlar1 elektroaktif biyolojik tiir ile elektrot arasinda transfer etme
yetenegine sahiptir. Altin nanopartikiilleri bir nevi elektron servislerine benzetmek
miimkiindiir; biyoaktif tlirlin redoks merkezine redoks reaksiyonuna katilan elektronlari
elektrota transfer ederek yaklasabilir. Cok duvarli karbon nanotiip ise biyoalgilama biriminin
aktif bolgesine yaklagsmak ve onu elektrota baglamak igin, gelismis kapasitelere sahiptir.
Dahasi, kolayca fonksiyonellestirilebilmesi, biyomolekiiller igin spesifik yerlesim yerleri veya
biyoelektrokimyasal reaksiyonlarin redoks aracilasmasi gibi nanoyapili elektrotlara yeni
ozellikler getirmektedir (Holzinger ve ark. 2014). MWCNT’nin redoks merkezine
yaklagabilmesi hizl1 ve etkili elektron transferinin 6niinli agmaktadir. MWCNT ile modifiye

edilmis elektrotta anti- PARK-7’nin immobilizasyonunda itici gii¢ hidrofobik etkilesimlerdir.

PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen bu noro-biyosensor sisteminde SAMs
tabakasinin (11-AUT ile) molekiiler diizende sergiledigi kusursuz paketlenme 6zelliginden;
altin nanopartikiiliin iletken 6zelligi sayesinde redoks aracilig1 roliinden ve MWCNT ’nin ise
sahip oldugu yiiksek yiizey-hacim orani, diigiikk konsantrasyonlarda dahi PARK-7nin ¢ok
hizli bir sekilde tespit edilmesini miimkiin kilmas1 6zelliginden faydanilmasi amaciyla bir

araya getirilmistir.
Sekil 4.61 ITO yiizeye elektrokimyasal biriktirme islemi ile Au nanopartikiillerin

elektrokimyasal sentezi sirasinda kaydedilen dongiisel voltammogramlari agikca

gostermektedir.
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Sekil 4. 61. ITO elektrot yiizeyine altin nanopartikiil kaplanmasina ait dongiisel
voltamogramlar ve ilerleyen dongli sayisi ile birlikte kayan indirgenme
potansiyeli

Baslangicta (1.dongiide), Au'nun indirgenmesi, Ag / AgCl referans elektroduna karsi
yaklagik -935 mV'de meydana gelmistir, ancak tekrarlayan tarama dongiileri ile birlikte
indirgenme potansiyeli, birikim tizerideki ¢ekirdeklenmeye bagli olarak, son dongiide -1,005

V'a (Sekil 4.61) kaymistir. Bu kayma ylizeyde altin nanopartikiiliin biriktiginin gostergesidir.

ITO-PET yiizeyinde altin nanopartikiiller elektrokimyasal olarak biriktirildikten sonra,
yiizeyde SAM tabakasi 11-aminoundekanetiol ile olusturulmustur. Au ile- SH fonksiyonel
grubu arasinda kovalent etkilesim gece boyu inkiibasyonla saglanmistir. Daha sonra
elektrotlar EDC-NHS ile aktiflestirilmis -MWCNT ile muamele edilip, yiizeyde fonksiyonel
—COO gruplarmin olugmasi saglanmistir. Anti-PARK7, MWCNT modifiyeli ylizeye
immobilize edildikten sonra, aktif terminal wuglari nihayetledirme ve non-spesifik
baglanmalarin 6niine gegmek i¢in BSA kullanilmistir. PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen
noro-biyosensoriin insaasina ait adimlarin EIS’dan alinan impedans spektralari, her adima ait

yiik transfer degisimleri ve CV alinan voltamogramlart Sekil 4.62° de gosterilmistir.
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Sekil 4. 62. PARK-7 ndro-biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarinin gosterimi (A)

elektrokimyasal impedans spektrumu, (B) her adima ait Rct degerleri (C)
dongiisel voltamogramlar
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ITO-PET elektrotlarin  yiiksek yalitkan Ozellikleri elektron transferine izin
vermemektedir bu durum yiik transfer direncinin yiiksek olmasina sebep olur (yaklasik 40
kOhm, Sekil 4.62B). Elektrotlarin yiizeyinde elektrokimyasal olarak altin nanopartikiil
biriktirilmesi, elektrotlara iletkenlik kazandirarak, yiik transfer direncinin azalmasini
saglamistir (yaklasik 100 ohm). Altin nanopartikiillerin iletkenlik 6zellikleri proteinlerin ve
elektrotlarin aktif merkezleri arasindaki elektron transferini giiglendirir ve boylece elektron
transferinde “elektron telleri” olarak islev goriir. Diiz altin yiizeylerle karsilastirildiginda, altin
nanopartikiiller daha yiiksek bir ylizey alanina sahiptir; daha biiyiik miktarda proteinin
yiiklenmesine izin verir ve potansiyel olarak daha hassastir (Li ve ark. 2010). Diiz ve
yapilandirilmis altin yiizeylere ek olarak, tiyol modifiyeli nanopartikiiller, hem bimolekiiler
antikorlarin son derece secici tanima oOzelliklerini hem de nanopartikiillerin benzersiz
elektronik ve fotonik Ozelliklerini tasiyan bir hibrid nanomateryal gelistirerek molekiiler
tanima sistemleri olusturarak platformlar olarak kullanilabilmektedir (Spampinato ve ark.
2016). 11-aminoundekanethiol ile muameleden sonra altin nanopartikiil kapli ITO elektotlarin
yiik transfer direnci ¢ok az artmistir (Sekil 4.62A-B). Siilfiir ve altin arasindaki etkilesimin,
tiyol (-SH) grubunun metalik altin yiizeye oksidatif olarak eklenmesi ve ardindan hidrojenin
indirgenmesi ile devam ettigi diisiiniilmektedir (Santiago-Rodriguez, ve ark. 2010). Tiyol
molekiilleri Au lizerinde gii¢lii bir tiyolat - Au bagi (40-50 kcal) ile kemisorbiye edilir.
Hidrokarbon zincir omurgasindaki CH, birimlerinin (n) sayisindaki artis, SAM olusumunu
onemli Ol¢iide artirir (Pensa ve ark. 2012). Au-S etkilesiminde baska bir olasilik ise,
hidrojenin suya oksidatif doniisiimiidiir. Tek tabakanin ara pargasi bileseni, adsorbe edilen
molekiiliin iskeletidir ve diger komsu molekiiller ile van der Waals etkilesimi ve bazi
durumlarda hidrojen veya p-p etkilesimleri ile etkilesir. Ara pargalar arasindaki bu
etkilesimler, tek tabakanin organizasyonuna katkida bulunur. Kuyruk grubu, tek tabaka
formasyonun ardindan ylizeye maruz birakilan molekiiliin terminal grubunu ifade eder. Bu
kisim miiteakip reaksiyonlarda yer alir ve ayn1 zamanda yiizey 6zelliklerinin degistirilmesine
de katkida bulunur. Bu noéro-biyosensorde kullanilan 11-AUT ajaninda terminal grup; amin
gruplaridir. Pozitif amino gruplari negatif redoks probunu cekerek, elektronlarin yiizeye
diflizyonunu oldukca olanakli kilmis, bu durum yiik transfer direncinin altin nanopartikiil

adimina gore neredeyse hi¢ degismemesi olarak neticelenmistir (Sekil 4.62A).

11-AUT ile modifiye edilen elektrotlar EDC-NHS ile karboksilat gruplari
aktiflestirilmis MWCNT ile muamele edilmistir. 11-AUT ta bulunan amino terminal gruplar

ile MWCNT bulunan aktif —COO gruplarinin bir kismi amit bagi olustururken, bag
193



olusturmayan aktif —COO gruplart redoks probunun ylizeye difiizyonunu kismen
zorlagtirmigtir, bu durum yiik transfer direncinde artisa sebep olmustur (Sekil 4.62B). Altin
elektrot yilizeyinde 11-AUT ile SAM olusturulmasi akabinde MWCNT ile elektron
transferinin su sekilde gergeklesme ihtimali s6z konusudur: (1) altindan MWCNT lere
elektron tiinelleri, (2) MWCNT'ler iginde elektron transferi ve (3) MWCNT'lerin yan
duvarlarindan ve uglarindan elektroaktif tiirlere elektron transferi. MWCNT 'lerdeki biiyiik p-
konjuge sistemi, yapinin elektron alicilari ve dondrleri olarak hareket etmelerini
saglamaktadir (Diao ve ark. 2002).

ITO elektrotlar yukarida belirtildigi sekilde modifiye edildikten sonra, anti-PARK-
7’nin immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Aktif —COO gruplar1 ile -NH; arasindaki amit
bagi, ylizeyde iyi bir paketlenmeye eslik ederek elektronlarin transferini giiclestirmistir.
Impedans spektrumunda da goriilecegi iizere, alinan bu sonug anti-PARK-7nin hibrit yiizeye
basarili bir sekilde immobilizasyonunu destekler niteliktedir. Fonksiyonel terminaller ve non
spesifik baglanmalarinin 6niine BSA ile muamele ile ge¢ilmesi hedeflenmistir ve bu durum

olusan protein bariyerinden Otiirli yiik transfer direncinin bir kez daha artirmistir. (Sekil

4.62A)

Redoks probunun heterojen elektron transfer hizi sabiti degeri (k°), nanokompozit
filmde meydana gelen elektronik tasima islemini dogrulamak i¢in kullanilan 6nemli bir
faktordiir. NOro-biyosensoriin iiretim adimlaria ait K° degeri esitlik 4.5.e gore

hesaplanmustir.

Cizelge 4. 18. Noro-biyosensoriin tasarim adimlarina ait impedimetrik parametreler

Noro-biyosensor adimi Ru (ohm) Cai (nF) kK°(ms?t)
ITO/AuNP 308,7+£2,162 12,12+ 0,8191 2,11x10°®
ITO/AUNP/11-AUT 293,6+ 2,276 4,05+ 0,264 1,34x107
ITO/AUNP/11-AUT/MWCNT 416,942,861 3,42+0,0513 9,1x10°
ITO/AUNP/11-AUT/MWCNT/ 9
anti-PARK-7 374,242,559 3,05+0,047 6,0x10

ITO/AuUNP/11-AUT/MWCNT/

-9
anti-PARK-7/BSA 358+2,409 2,58+0,061 5,0x10
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Cizelge 4.18° de goriilecegi tizere, ITO elektrot ylizeyinde altin nanopartikiil
biriktirilmesi ve akabinde 11-AUT ile SAM olusumu yiiksek bir k® degeri gostermistir ki bu
durum artmig elektron tasmiminin  bir neticesidir. Akabinde anti-PARK-7’nin
immobilizasyonu, k® degerinde (6,0x10° m.s® ) belirgin bir diisiis gosterir bu; protein
molekiillerinin yalitim 6zelliginden kaynaklanan yavas elektron tasinimini ve biyoalgilama

biriminin olusumunu dogrular niteliktedir.

AUNP, 11-AUT, MWCNT’den olusan ndro-biyosensor sisteminde ilerleyen adimlar
ve nihayetinde anti-PARK-7’nin algilama yiizeyine immobilizasyonu, ¢ift yiiklii tabaka
kalinligin1 arttirir ve redoks probunun ara yiizey elektrokimyasal siirecini inhibe eder. Elektrot
kapasitansi, Cgq diiserken elektron transfer direnci, Rct sirasiyla artmaktadir. Bu durum

gelistirilen néro-biyosensor sisteminin verdigi impedimetrik davranisin neticisidir.

Noro- biyosensor sisteminin adim adim gelisimi dongiisel voltametri ile de takip

edilmistir (Sekil 4.62C).

PARK-7 tayinine yonelik noro-biyosensor sistemi gelistirilirken anodik ve katodik
dalgalar arasinda meydana gelen pik potansiyel ayrimi esitlik 4.6’ya gore hesaplanmustir:
Bu esitlige gore, 100 mV/s tarama hizinda altin nanopartikiil kaplanmasi ardindan 11-AUT ile
modifiye edilen elektrodun AE, degeri 0,43 V iken, MWCNT ile modiye edildikten sonra
AE, degeri artmis ve 0,78 V’a yilikselmistir ki elektron aktarim hizi ile ters orantili olan pik
potansiyeli ayrimi, elektrotun iletkenliginin elektrokimyasal degerlendirmesi i¢in kullanilir.
Bu yiikselis MWCNT tabakasimin sahip oldugu aktif karboksilik terminallerden dolay1
iletkenligi biyiik orvea digiirdiigiinin kanitidir. Anti-PARK-7’nin immobilizasyonundan
sonra ise AEpdegeri 0,88 V’a yikselerek, immobilizasyonun basarili bir sekilde

gergeklestigini dongilisel voltametri teknigi acisindan destekler nitelige kavusmustur.

Sekil 4.62A igine yerlestirilen impedans spektrumundan goriilecegi tlizere, altin
nanopartikiil biriktirilen elektrodun, yiiksek frekans bolgesinde kiiciik bir yarim daire seklinde
diisiik frekansli bir diiz ¢izgi gostermesi, elektron transfer isleminin esas olarak difiizyon
kontrollii oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte ayni yilizeyde 11-AUT ile SAM

olusturulduktan sonra redoks tiirline kars1 kismi bir bloklama etkisi oldugu goriilmektedir.
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Impedans verileri, tek tabakali elektrotlarin yiizey kaplamasmin ve diger kinetik
parametrelerinin  belirlenmesinde faydali araclardir.  Yiizeyinde altin nanopartikiil
elektrokimyasal olarak biriktirilen ITO elektrotlarin 11-AUT ile SAM olusturmast
asamasindan sonra yiizey kaplama degeri ve pinhol sonuglar1 EIS verilerinden faydalanilarak
baslik 4.4.1 altinda verilen esitlikler yardimiyla hesaplanmistir. Buna gore 11-AUT ile SAM
olusturulduktan sonra feis degeri 0,9946 olarak bulunmustur. Pinhollerle ilgili veriler Z "- @
2 grafigi yardimi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.63). Pinholiin yar1 ¢ap1 1,63 um bulunurken
iki pinhol aras1 mesafe 22,18 um olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu degerlerle 11-AUT ile
yiizeyin ¢ok iyi kapladigi ve minimum oranda defekt i¢erdigi sonucuna varilabilir. Yiizeyin
diizenli ve minimum defektle paketlenmesi, Au-S arasindaki bagin kuvvetine ve 11-AUT ta
bulunan fazla —CH, gruplarinin yapiy1 stabilize etmesi ile agiklanabilir. SAM tabaksi
olusturulucak alkaetiyollerde karbon sayis1 azaldikca defekt ve pinhollerin arttigi, yiizey
kaplama oranin azaldigi rapor edilmistir (Campuzano, Pedrero ve ark. 2006; Ganesh,
Pveey ve ark. 2008).
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Sekil 4. 63. 11-AUT ile modifikasyon adimmna ait Z" - o — % grafigi
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4.5.2. PARK-7 norobiyosensoriiniin optimizasyon parametreleri
4.5.2.1. Optimum 11-AUT konsantrasyonu

11- AUT molekiiliiniin substrat i¢in sahip oldugu kimyasal afinite, bir SAM olusumu
icin ana itici giictiir. SAM'lar sunduklar1 bir¢ok avantajdan dolayr kapsamli bir sekilde
calisilmaktadir; kolay bir sekilde iiretilmesi, yogun bir sekilde paketlenmesi, iyi
yonlendirilmis ve yliksek orvea iiretilen tek tabakalar olmasi gibi 6zellikler sayilabilir. Ayrica,
SAM'lerin kalinlig1 kolaylikla kontrol edilebilir ve SAM'lerin 6zellikleri sentetik yontemlerle
degistirilebilir. Ek olarak, gii¢lii zincirler arasi etkilesimler (van der-Wall etkilesimleri),
kimyasal algilama da dahil olmak iizere ¢esitli uygulamalara yol agan siki paketleme ve
stabilite saglayan tekli katmanlarin elde edilmesini saglamaktadir (Chaki ve Vijayamohanan
2002).

Ideal algilama matrisi, kinetik ve sterik kisitlamalar1 en aza indirgemek icin onlari
yonlendiren ve onlari konumlveiran inert bir matriste desteklenen reseptdr molekiillerinden
olusmaktadir. Sistem iyi bir sekilde organize olmadiginda, reseptdr molekiiliiniin uygun
olmayan reaktif bolgeleri agiga ¢ikabilir ve bu nedenle daha spesifik olmayan adsorpsiyonlar
kagmilmaz olur. Bu durumun o6niine gegmek adma ilk adim, 11-AUT konsnatrasyonunun
optimize edilmesidir. Bu amacla, AuNP kapli ITO elektrotlar oda sicakliginda gece boyunca
farkli konsantrasyonlarda 11-AUT (1, 5, 10, 50 mM) ile inkiibe edilmistir. Yiizeydeki
tabakanin  istiflenmesi  konsantrasyondan  fazlaca  etkilendiginden, farklh ~AUT
konsantrasyonlar1 farkli impedimetrik davraniglar sergilemistir. 11-AUT konsantrasyonlari
farklilandirilip diger parametreler sabit tutulan ndro-biyosensor ile, belirli araliktaki PARK-7
konsantrasyonlarina degisimine bagli olarak yiik transfer direncindeki degisim EIS
verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir. Sekil 4.64 de goriildiigi gibi,
50 mM 11-AUT ile hazirlanan ndro-biyosensor sistemi nispeten yiiksek bir yiik transfer
direncine ve regresyon egrisi lizerinde oldukga diisiik bir belirleme katsayisina sahipken, 1
mM 11-AUT ile hazirlanan biyosensor diigiik yiik transfer direnci ve nispeten yiiksek bir
belirleme katsayisina (R 0,6788) sahiptir. Kalibrasyon grafiginden de goriildiigii iizere, artan
11-AUT konsantrasyonu ile birlikte fazlaca artan alifatik zincirin sebep oldugu hidrofobik
etkilesimler anti-PARK-7’nin basarili bir sekilde immobilizasyonuna engel olmakta ve non

spesifik baglanmalara sebep olarak yiik transferini artirmaktadir. Bununla birlikte 5 mM 11-
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AUT nispeten yiiksek yiik transfer direncine ve yiiksek belirleme katsayisi sahiptir (Rz:

0,9709) ve ileriki adimlara bu deger optimize edilerek devam edilmistir.
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Sekil 4. 64. Farkli1 11-AUT konsantrasyonlarinda hazirlanan néro-biyosensor sisteminin
PARK-7 konsantrasyonlarina verdigi yanit

4.5.2.2. Optimum MWCNT konsantrasyonu

MWCNT, ultra yiiksek 6zgiil yiizey alan1 ve olaganiistii elektriksel, mekanik ve
elektrokimyasal 6zellikleri sayesinde 6ne ¢ikan materyaller haline gelmislerdir. MWCNT ler
malzeme Ozelliklerinin (6rn. Elektriksel veya optik), biyomolekiillere maruz kaldiginda ¢ok
duyarli olmasindan 6tiirii biyosensorler i¢in algilama elemanlart olarak kullanilmayi cazip
hale getirmistir. MWCNT'nin yliksek yiizey-hacim orani, diisiik konsantrasyonlarda biyolojik
tiirlerin ¢ok hizli bir sekilde tespit edilmesini miimkiin kilmaktadir. MWCNT, ikiden fazla
kivircik grafit tabakadan olusur ve ¢apt 2-30 nm araligindadir ve her tabaka arasindaki
mesafe yaklagik 0,42 nm'dir. Geleneksel kati1 karbon biyosensorleri ile karsilastirildiginda,
islevsellestirilmis MWCNT'lerden yapilan biyosensorler daha yiiksek hassasiyet, daha hizli
tepki ve daha genis algilama araligina sahiptir (Yang ve ark. 2015). Yiizey mikro-ortaminin
farki, MWCNT'lerin yiizey enerjisinin farkli dagilimi ile sonuglanir ve bu, islevsellestirilmis
MWCNT'lerin biyomolekiiller i¢in iyi katalitik aktiviteye sahip olmasini saglamak i¢in ¢ok
sayida aktif bolge saglayabilir (Pavlidis ve ark. 2012). Yiiksek yiizey aktivitesi, protein
(anti-PARK7) ve MWCNT arasindaki elektron transferine avantaj saglamaktadir bu da
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MWCNT'nin dogrudan bir elektronik iletime ulagsmasin1 saglamaktadir. Ote yandan,
MWCNT'lerin  benzersiz nanoyapilarindan dolayi, elektronlar1  biyolojik algilama
materyallerinin redoks merkezine aktarmak i¢in “molekiiler teller” olarak hareket edebilirler

(Wooten ve ark. 2013).

MWCNTs yapisi, biiyiik intertube ¢ekim enerjileri nedeniyle ¢ok stabildir, bdylece
cogu solventte ¢ozlinmez. Bu nedenle, biyosensorler icin MWCNT'lerin hazirlanmast igin
biiyiikk bir sorun, MWCNT'lerin ¢oziiniirliigiidiir (Yogeswaran ve Chen 2008). Bu néro-
biyosensor hazirlanirken MWCNT’ nin ¢oziinme sorunu sulu SDS ¢ozeltisinde hazirlanan

dispersiyon ile agilmistir.

EDC/NHS ile aktiflestirilen MWCNT ler ile 11-AUT arasinda amit bagi olusarak yapi
fonksiyonellik kazanmigtir. Kovalent modifikasyon, MWCNT'lerin 6zelliklerini belirli bir
dereceye kadar iyilestirebilmekle birlikte, MWCNT'lerin sp2 yapisi tahrip oldugundan otiirii
stabilite kismen etkilenir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MWCNT ler (0,085; 0,17;
0,255 mg/mL) ile néro-biyosensoriin verdigi impedimetrik yanit takip edilmistir. 0,085
mg/mL MWCNT ile hazirlanan fonksiyonel yapinin anti-PARK immobilizasyonundan sonra
PARK-7’nin oOl¢iimlendigi adimda hizlica doygunluk noktasina eristigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte 0,17 mg/mL ve 0,255 mg/mL MWCNT ile hazirlanan néro-biyosensdrlerden
benzer yanitlar elde edilmistir (Sekil 4.65-66). Dolayisiyla ileriki adimlara 0,17 mg/mL

konsantrasyonunda hazirlanan MWCNT ile devam edilmistir.
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Sekil 4. 65. Farkli MWCNT konsantrasyonlarinda hazirlanan néro-biyosensor sisteminin
PARK-7 konsantrasyonlarina verdigi yanit

199



15
5 1,0
(=]
< 0,085 mg/mL
]
& 05 f
<
0’0 1 1 ]
0 100 200 300

PARK-7 (pg/mL)

Sekil 4. 66. 0,085/mL MWCNT ile hazirlanan néro-biyosensoriin doygunluk egrisi

4.5.2.3. Optimum anti-PARK-7 optimizasyonu

Bir kendiliginden olusan tek tabaka iizerinde biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in
gerekli miktar genellikle ¢cok azdir ve istenen analitler ¢esitli transdiiksiyon modlar1 ile
kolayca tespit edilebilir. Uygun bir SAM'n kullanilmasi, biyomolekiillerin yonlendirilmis ve
kontrollii immobilizasyonuna yardimci olur. (Arya ve ark. 2009). Bu ¢alismada 11-AUT ile
olusturulan SAM tabakasinin optimum konsantrasyonunun belirlenmesi ve akabinde
MWCNT ile modifikasyon, anti-PARK-7’nin basarili bir sekilde immobilize edilmesinde kilit
rol oynamaktadir. 11-AUT i¢in uygun konsantrasyonun belirlenmis olmasi biyomolekiiliin
(anti-PARK-7) elektrot iizerinde denatiirasyonunu onlemek ve stabilitesini arttirmak igin de

Onem arz etmektedir.

Optimizasyon caligmalarinin son adimi biyoalgilama biriminin konsantrasyonunun
belirlenmesidir. Bu amagla, oda sicakliginda 60 dakika boyunca farkli konsantrasyonlarda
anti-PARK-7 (1, 5, 20 ve 100 ng / mL) ile néro-biyosensorler hazirlanmistir. Anti-PARK-7
konsantrasyonlar1 farklilveirilip diger parametreleri sabit tutulan néro-biyosensor ile, belirli
araliktaki PARK-7 konsantrasyonlarina degisimine bagli olarak yiik transfer direncindeki

degisim EIS verilerinden elde edilen kalibrasyon egrileri ile takip edilmistir (Sekil 4.67).
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Sekil 4. 67. Farkli anti-PARK-7 konsantrasyonlarinda hazirlanan néro-biyosensor sisteminin
PARK-7 konsantrasyonlarina verdigi yanit

1 ng/mL anti-PARK konsantrasyonu kullanilarak dizayn edilen n&ro-biyosensoriin
yiiksek konsantrasyonlarda PARK-7 Olclimlerinden yetersiz kaldigi, bununla birlikte 100
ng/mL anti-PARK-7 konsantrasyonu kullanildiginda ise sistemin lineer yanit veremedigi (R2:
0,4621) goriilmektedir. 5 ng/mL ve 20 ng/mL konsantrasyonlarda hazirlanan néro-biyosensor
sistemleri benzer regresyon Kkatsayisna sahipken (sirasiyla R% 0,9651 ve 0,9876)
konsantrasyonun 20 ng/mL’e ¢ikarilmasi olusan protein bariyerinin etkinliginden otiirii yiik
transfer direncini arttirmistir. Dolayisiyla ideal bir noro-biyosensor sistemi anti-PARK-7

konsantrasyonu 20 ng/mL olarak optimize edilmistir.

4.5.3. PARK-7 noro-biyosensoriiniin analitik karakteristikleri

4.5.3.1. PARK-7’nin gelistirilen néro-biyosensor sistemi ile belirlenmesi

Optimum kosullart belirlenen AUNP/ 11-AUT / MWCNT temelli ITO néro-biyosensor
sistemiyle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart PARK-7 ¢ozeltileri EIS ve CV
teknikleriyle dl¢ctimlenmistir. PARK-7 konsantrasyonu ile elektron transfer direnci arasindaki

iligki, Sekil 4.62A ' ya eklenen esdeger devre modeli ile belirlenmistir.
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Impedans egrilerinden elde edilen bir yarim daire capinin, yiik transfer direncinin
(Ret) bir dlgiisii oldugu bilinmektedir, ki farkli konsantrasyonlarda antijen ilave edildikten
sonra elde edilen impedans spektrumlari, Sekil 4.68'de Nyquist grafikleri olarak
gosterilmistir, burada Zr, ger¢ek parcadir ve Zim, karmasik impedansin hayali kismudir.
Diistik frekanslarda, impedans modiili PARK-7 konsantrasyonunun artmasiyla agikga artar,
bu da PARK-7'nin daha biiyiikk miktarda biyo-fonksiyonel yiizey ile etkilestigini ve bu
etkilesim neticesinde olusan kompleksin elektron transferinin inhibisyonundan sorumlu

oldugunu gostermektedir.

Artan PARK-7 konsantrasyonu yiik transfer direnci arasindaki iligkinin 4,7 fg/mL-
4700 fg/mL PARK-7 konsantrasyonu araliginda dogrusal bir regresyona ulastigi
gozlemlenmistir. (sekil 4.68C). AuUNP/11-AUT/MWCNT modifiyeli noro-biyosensor
sisteminin PARK-7 i¢in LOD (algilama sinir1) ve LOQ (kantitatif 6lgme sinir1) degerleri
sirastyla 0,5 fg/mL ve 1,65 fg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, gelistirilen hibrit yapinin
PARK-7 antikor-antijen baglanmasi i¢in miikemmel bir yakalama kabiliyeti oldugunu

vurgulamaktadir.

EIS, modifiye elektrotun elektriksel 6zelliklerini, yani elektrota immobilize bir antikor
ilgili antijeni ile reaksiyona girdiginde analiz etmek i¢in olduk¢a uygun bir tekniktir. Bu
etkilesim, elektrot yilizeyindeki kapasitans ve direng gibi elektriksel 6zelliklerin degismesine
ve dolayisiyla biyoalgilamaya izin verir. Cizelge 4.19 artan PARK-7 konsantrasyonuna bagl

cozelti direncindeki ve kapasitanstaki degisikleri gostermektedir.

Cizelge 4. 19. Artan PARK-7 konsantrasyonlarina bagli olarak degisen impedimetrik veriler

Elektrot Rct (ohm) Rs (ohm) Car (uF)
Noro-biyosensor 2283+22,59 486 + 3,102 7,87+0,1242
4,7 fg/mL PARK-7 3194+41,45 426,9+2,722 8,52+0,14
47 fg/mL PARK-7 3438+ 41,45 573,8+ 4,033 7,15+0,15
235 fg/mL PARK-7 4418+37,86 339,9+2,259 5,58+0,063
470 fg/mL PARK-7 5296+ 48,08 388,6+2,576 5,06£0,0568
1500 fg/mL PARK-7 6180+60,91 588,1+3,7 4,96+0,0847
2350 fg/mL PARK-7 6583+63,32 558,5+£3,671 4,79+0,0582
3500 fg/mL PARK-7 7287+84,56 589,843,748 4,63+0,08
4700 fg/mL PARK-7 9970+£92,63 465,9+3,077 4,52+0,062
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Sistemin toplam kapasitansin azalmasi, analitin spesifik reseptoriine baglanmasinin
neticesidir. Genis bir dinamik aralikta hassas bir sensor tasarlamak icin, yalitim tabakasi
yeterince ince ve / veya yiiksek bir dielektrik sabiti bulunmalidir. Aksi takdirde, analitin
reseptore baglanmasindan kaynaklanan kapasitans degisiklikleri, toplam kapasiteye hakim
olmayabilir. Ek olarak, yaliim tabakasi, zamanla kararli olmali ve reseptoriin
immobilizasyonu i¢in fonksiyonel gruplar saglamalidir. Kapasitif immiinosensorlerde sinyal
degisiklikleri, ayn1 zamvea, dielektrik 6zelliklerdeki degisiklikler, yiik dagilimi veya hatta
immobilize edilmis biyomolekiil tabakasinin analit ile etkilesimi {izerine konformasyonel
degisiklikleriyle de indiiklenebilir (Prodromidis 2010). PARK-7 konsantrasyonunun artigiyla
Rct ve kapasitanstaki degisiklikler yiizeyde antijen-antikor kompleksinin konsantrasyona

bagimli olusumunun impedimetrik verilerle destekleyicisidir.

PARK-7 biyobelirtecinin 4,7- 4700 fg/mL konsantrasyon araliginda, dongiisel
voltamogramlarindan alinan sonuglar Sekil 4.68.B° de gosterilmistir. Artan PARK-7
konsantrasyonuna bagli olarak anodik ve katodik pik akimlari azalmistir. Bu durum, artan
protein konsantrasyonuyla birlikte yilizeyde elektron transferinin giiglestigini destekler

niteliktedir. Bu agidan EIS ve CV sonuclar1 uyum i¢indedir.

PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensor sisteminin Kramers Kronig

doniisiimlerine ait degerler Cizelge 4.20° de verilmistir.

Cizelge 4. 20. Noro-biyosensoriin gelisim adimlarina ait Kramers Kronig doniisiim degerleri

Kramers Kronig

Noro-biyosensor adim Transform degeri (i)

Yalin ITO 179,8
ITO/AuNP 6,73
ITO/AuUNP/11-AUT 1,15
ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT 4,006
ITO/AuNP/;l-AUT/MWCNT/ 983
anti-PARK-7 '

ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT/

anti-PARK-7/BSA 50,64
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Kramers — Kronig doniistimleri karmasik bir transfer fonksiyonunun gercek ve hayali
bilesenlerini iligkilendirir ve EIS verilerini dogrulamak i¢in gili¢lii bir aragtir. Transfer
fonksiyonunun kararli, nedensel ve lineer sistem olup olmadigin1 kontrol etmek i¢in
kullanilabilir. Bununla birlikte, bunlar sadece yeterli kosullar saglveiginda K.K.T ag¢isindan
degerlendirilebilmektedir. Pek ¢ok c¢alisma K.K.T'nin nedensellik ve stabilite ihlallerine

genellikle duyarli oldugu vurgulamistir (Fasmin ve Srinivasan 2015).

4.5.3.2. PARK-7 noro-biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

ITO temelli AuUNP/11-AUT/MWCNT katkili ndro- biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi,
benzer kosullar altinda hazirlanan 15 kullan-at elektrot ile hazirlanan ayni konsantrasyonda
PARK-7 (470 fg / mL) analiz edilerek belirlenmistir. Noro - biyosensoriin analizin varyasyon
katsayis1 % 1,88 ortalama deger ve standart sapmasi 476,75 ve 9,01 fg / mL olarak

hesaplanarak oldukga iyi bir tekrarlanabilirlik kapasitesine sahip oldugu vurgulanmistir.

4.5.3.3. PARK-7 noro-biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

AuUNP/11-AUT/MWCNT modifiyeli ITO temelli PARK-7 noro-biyosensoriiniin
tekrar-iiretilebilirligi, ayn1 prosediirle farkli zamanlarda hazirlanan 6 biyosensor sisteminin
4,7-4700 fg / mL tayin araligindaki PARK-7 cevaplarinin izlenmesi ile degerlendirilmistir.
Tekrariiretilebilirlik ¢calismalar1 sonucunda 6 ndro-biyosensoriin yanitlarinin PARK-7 i¢in 4,7-
4700 fg / mL arasinda benzer dogrusalligi gosterdigi bulunmustur. Sekil 4.69° da gosterilen
tekrar tretilebilirlige ait egimlerin ve interseptlerin relatif standart sapmalari sirasiyla % 1,73
ve % 2,16 olarak bulunmustur. Tekrariiretilebilir sinyaller, gelistirilen ndro-biyosensoriin

PARK-7 yanit1 iizerine kosullar degistiginde dahi yiiksek giivenilirlik ve saglamlik gosterdigi

degerlendirilmesinin yapilmasini saglamistir.
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Sekil 4. 69. PARK-7 néro-biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik sonuglar

4.5.3.4. PARK-7 noro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi

Biyosensorlerin rejenerasyonu, tekrar kullanilabilirlige ve sensdrlerin ticari canliliini
artirmaya yardimci olmaktadir. Biyosensdrlerin rejenerasyonu igin, ¢oziicii ortaminin, analit /

reseptor baglanmasi zayiflayacak sekilde degistirilmesi gerektigi gozlenmistir.

Gelistirilen noro-biyosensoriin rejenerasyonu, PARK-7 antikor-antijen immiino-
kompleksini ayrigtirmak i¢in, AUNP/11-AUT/MWCNT modifiyeli ITO elektrotlarin 3 dakika
5 mM HCI igine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir. Her rejenereasyon sonrasinda elektrotlar

tyice yikanip tekrar PARK-7 ile muamele edilmistir
Elektrotlar 7 dongii boyunca PARK-7’nin 470 fg/mL konsantrasyonuna yaklasik ayni

impedimetrik yanit1 verirken, 7. Dongiiden sonraki ilk PARK-7 muamelesiyle sinyal artiginin

diisiise gectigi gézlemlenmistir (Sekil 4.70).
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Sekil 4. 70. PARK-7 néro-biyosensoriiniin rejenerasyon kapasitesi

Gelistirilen noro-biyosensor sisteminin asidik ortamda sergiledigi bu yiiksek
rejenerasyon kapasitesi, ¢ok duvarli karbon nanotiipiin sahip oldugu uzun dayaniklilik
kabiliyetine atfedilebilir. Bununla birlikte hibrit yap: igerisinde gosterdigi uyum noro-

biyosensor sistemiyle PARK-7 proteinin 7 dongii rejenere edilebilmesini saglamistir.

4.5.3.5. Sabit frekansta impedans analizi

Anti-PARK-7 ile PARK-7 arasinda olusan immunokompleksin kinetiksel davranisi,
sabit frekansta non faradayik ortamda impedanstaki ve faz agisindaki degisikliklerin zamana

bagli olarak takip edilmesiyle degerlendirilmistir.

Sisteme uygulanacak frekansin (5 Hz) secimi ve analizi Bode egrisi yardimiyla

yapilmistir. Sekil 4.71° de ndro-biyosensore ait Bode grafigi gostermektedir.
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Sekil 4. 71. PARK-7 noro-biyosensoriiniin Bode grafigi

Bode grafigi, mutlak impedansin (] Z |) hem logaritmas1 hem de faz kaymasi (o),

uyarim frekansinin logaritmasina kars1 ¢izilmistir.
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Sekil 4. 72. PARK-7 norobiyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Anti-PARK-7 ile PARK-7 immunokompleks olusum siirecinin kinetiksel takibi
frekanstan bagimsiz, zamana bagimli olarak SFI ile takip edilmistir. Sekil 4.72” de gortldugi
tizere 20 dakika civarinda immunokompleks olusumun tamamlandig: belirlenmistir. Bu siire
sonunda impedanstaki degisim yaklagik 150 ohm iken faz agsundaki azalma 4,5°’dir. Bu
impedimetrik degisimler ylizeyde anti-PARK7-PARK-7 biyokompleksinin basaril bir sekilde
gerceklestigini destekler niteliktedir.
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4.5.3.6. PARK-7 noro-biyosensoriiniin seciciligi

AuNP/11-AUT/MWCNT modifiyeli ITO temelli kullan-at PARK-7 nérobiyosensoriin
baska proteinlere karsi gosterebilecegi afinite, Alzheimer tipi demansin O6nemli bir
biyobelirteci olan Tau-441, Parkinson tipi demansin bir diger 6nemli belirteci SYN-alfa ve
HSP-70 adli proteinler varliginda izlenmistir. Biyoalgilama kompleksinin bu proteinlere kars1
olan ilgisi PARK-7 i¢in belirlenen lineer tayin araliginda (4,7 fg/mL-4700 fg/mL) takip
edilmistir. Gelistirilen kompleksin yiik transfer direncine katkis1 géz ardi edilebilir miktarda
olmakla birlikte, sistemin en yiiksek ilgiyi SYN-alfa proteinine kars1 gosterdigi (sekil 4.73)
goriilmektedir. Tasarlanan ndrobiyosensor sisteminin bu yiiksek secicilik 6zelligi yapida
kullanilan MWCNT’nin biyoelektrokatalitik aktiviteye sagladigi artistan kaynaklanmasi
muhtemeldir. AuNP/11-AUT/MWCNT kombine platformunun sergiledigi uyum yiiksek

secicilik ile sonu¢lanmustir.
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Sekil 4. 73. PARK-7 norobiyosensoriiniin farkli antijenlere kars1 gosterdigi secicilik
4.5.3.7. PARK-7 néro-biyosensoriin depo 6mrii
PARK-7 tayinine yonelik gelistirilen ndro-biyosensor 5 hafta boyunca kuru olarak
muhafaza edilmis ve depolanma stabilitesi ayn1 konsantrasyonda PARK-7’yi ol¢iimlemek
suretiyle degerlendirilmistir. Sensdr sisteminin 5 hafta boyunca (35 giin) tamamen stabil

kaldig1 goriilmiistir (Sekil 4.74).
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Sekil 4. 74. PARK-7 néro-biyosensoriiniin depolanma stabilitesi

Biyomolekiiliin (anti-PARK-7) AuNP modifiyeli ITO yiizeyine immobilizasyonu,
biyo-uyumluluk ve AuNP’nin yiiksek yiizey serbest enerjisi nedeniyle biyoaktivitelerini ve
stabilitelerini koruyabilmesinde baslica rolii oynamistir. Bununla birlikte kendiliginden olusan
tek tabakalar ve karbon nanotiipler stabilitesi yiiksek malzemelerdir; bu ndro-biyosensor
sisteminde bu tistlinliiklerin bir araya getirilmesi PARK-7 yanitinda zamana bagli bir degisim

olmamastyla neticelenmistir.

4.5.3.8. Gelistirilen noro-biyosensor sisteminin klinik uygulamalari

Gelistirilen noro-biyosensoriin klinik validasyonu, Namik Kemal Universitesi Néroloji
poliklinigene bagvuran hastalar arasinda random yontemle toplanan beyin omurilik sivisi
(BOS- 5 adet) ve goniilliilerden alinan tiikiiriik 6rneklerinde PARK-7 analizinin yapilmasiyla

gerceklestirilmistir.

Uretilen ndro-biyosensériin fizibilite ve analitik giivenilirligini degerlendirmek igin
gercek Ornekler, insan serebrospinal sivisinda ve tiikiiriik sivisinda standart ekleme yontemi
kullanilarak analiz edilmistir. Farkli PARK-7 konsantrasyonlarinin (235 fg / mL ve 3500 fg /
mL) BOS ve tiikiiriik érneklerine eklenmesi ve EIS tespitinin ardindan bagil standart sapma

ve geri elde analitiksel degerleri kalibrasyon grafigi yardimi ile hesaplanmustir.
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PARK-7’nin Parkinson tanis1 almamis erkek ve kadin bireylerde tiikiiriikteki ortalama
degerinin 4 ng/mL (Kang ve ark. 2014) BOS’taki ortalama degerinin 38 ng/mL (Hong ve
ark. 2010) olduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Bu calismalar baz alindiginda, 6rneklerde 10°
kat seyreltme islemi yapilmistir. Standart ekleme yontemi ile alinan sonuglar Cizelge 4.21° de

gosterilidgi gibidir.

Cizelge 4. 21. Gelistirilen noéro-biyosensor sistemi ile BOS ve tiikiiriik 6rneklerinde
bulunanPARK-7 konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Tg:(:ZlL]k 6lgﬁ|i§1Rrr}§i(7tarl St_a ndart eklenen 6l¢iilen miktar (fg.mL-1, n=3)* RS? (%, Geri elde
numarasi (fg.mL-1)* miktar (fg.ml-1) n=3) (%)
1 1609 235 1850/ 1915,5/ 1905,5 2,10 102,16
3500 5110/5212,2 /5111 1,13 100,68
5 59 235 238,8 /242 /255,5 3,74 102,08
’ 3500 3550/3542 /3512,5 0,55 100,82
3 4.9 235 2425 /266,6 / 301,5 10,97 112,63
3500 34925/ 3495,5 / 3406,6 1,45 99
4 57 235 242,71 255,9/222,2 7,06 99,82
’ 3500 3601/ 3550 / 3505 1,35 101,4
5 6.2 235 255,3/212,5/223,4 9,65 95,66
’ 3500 3612,2/3412,9/ 3511 2,83 100,17
5 2235 235 466,5/459,5/424 5,06 98,15
’ 3500 3750/ 3705,5/3710,6 0,65 100,04

* 10° kat seyreltme sonucu elde edilen sonuglardir.

PARK-7 Standart
. e . . ) o
Ot it oenen Owtlenmiar (mid RSDOA Gerieide (30
(fg.mL-1)* (fg.mL-1)
1 185 235 250,5/262,7/ 260,1 2,49 101,38
3500 3520/ 3555 / 3456,6 1,42 99,76
5 36.5 235 281,5/256,6 /252,4 5,96 97,06
’ 3500 3540 /3555,5 /3548,8 0,21 100,34
3 155 235 250,5/ 262,41 278,8 5,38 105,56
3500 3514,4 /3502 / 3571 1,04 104
4 44 235 269,9/277,11/264,9 2,26 104,32
’ 3500 3520/ 3555/ 3456,6 0,25 102,26
5 127 235 245,5/240,5/238,8 1,44 97,49
’ 3500 3550/ 3621/ 3615,5 1,09 102,36

* 10° kat seyreltme sonucu elde edilen sonuglardir.
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Klinik o6rneklerden alinan sonuglar gostermektedir ki, ITO temelli AuNP/11-
AUT/MWCNT modifiyeli kullan at tip noro-biyosensdr sistemi komplike fizyolojik
ortamlarda dahi hedef proteini olan PARK-7"nin degerlendirilmesine kars1 yiiksek hassasiyet
gostermistir. Hi¢ sliphe yok ki; bu hassasiyetin elde edilmesinde nanomalzemelerden
faydanilmasinin (AuNP-MWCNT) rolii yadsinilamaz. Bu sonuglar 1s18inda, kullanimi1 kolay,
hazirlanma maliyeti diisiik, yanit hiz1 yiiksek, depolanma stabilitesi kayda deger olan bu tek
kullanimlik noro-biyosensor sisteminin klinik alvea potansiyel uygulamalara acik olmasi
umut vaat edicidir. Ayrica alt1 ¢izilmesi gereken nokta, Parkinson tipi demansin énemli bir
belirteci olan PARK-7 proteininin belirlenmesine yonelik literatiirde heniiz bir teknik rapor
edilmemistir. Bu bakimdan da ¢alismamiz literatiirdeki bir boslugu doldurarak, bilimsel

literatiire katk1 saglamaktadir.

4.5.3.9. SEM goriintiileri

Noro-biyosensor sisteminin adim adim gelistirilmesi esnasinda yiizeyde meydana
gelen morfolojik degisiklikler taramali elektron mikroskopu ile goriintiilenmistir (Sekil 4.75).
Sekil A, ITO ylizeyinin altin nanopartikiil biriktirildikten sonraki durumudur. Altin
nanopartikiil biriktirildikten sonra, amino tiyol ile olusan tek tabaka filmi sekil B’de
goriildiigii gibidir. Monotabakada yer yer ¢ubuksal birikimler olusmustur. 11-AUT {izerine
MWCNT’nin kovalent etkilesimi neticesinde elektrot yiizeyindeki karbon nanotiipiin
morfolojik degisimi sekil C’de gorildigi gibi olmustur. Anti-PARK-7’nin ylizeye
immobilizasyonu neticesinde yapinin kazandigi globiiler form D’de agik¢a goriilmektedir.
BSA’nin non-spesifik adsorbsiyonlari 6nlemek amaciyla ylizeye immobilize edildigi adimda,
ylizeyin morfolojisi sekil E’ye doniismiistiir. PARK-7’nin yiizeyle olan immuno etkilesimi

ylizeyin morfolojisini sekil F’de goriildiigii lizere ags1 bir goriintiiye kavusturmustur.
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Sekil 4. 75. PARK-7 noro-biyosensorlerinin tasarim adimlarina ait SEM goriintiileri (A)
ITO/AuNP (B) ITO/AuNP/11-AUT (C) ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT (D)
ITO/AUNP/11-AUT/MWCNT/ anti-PARK-7 E) ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT/
anti-PARK-7/BSA, (F) ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT/ anti-PARK-7/BSA
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4.5.3.10. FTIR sonuclari

PARK-7 tayinine yonelik ndro-biyosensor gelistirilirken, olugsan baglar FTIR ile takip

edilmistir. Sonuglar Sekil 4.76’ da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 76. PARK-7 noro-biyosensoriiniin FTIR spektrumlari (a) 11-AUT, (b) anti-PARK-7

Sekil A, altin nanopartikiil biriktirilmis ylizeyde 11-AUT ile SAM tabakasi

olusturulduktan sonra olusan baglara ait spektrumdur. 3270 cm™deki yayvan pik serbest N-H

grubuna ait titresim pikidir. 2950 cm ™V deki kiiciik titresim bandi C-H alifatik baginin ait

olmasi muhtemeldir. 2800 cm™ civarindaki zayif pik ise serbest halde bulunan S-H gruplarina

ait olabilir. Tiim bunlar birlikte degerlendirildiginde, yap1 11-AUT u isaret etmektedir. Anti-

PARK-7’nin immobilizasyonundan sonra alinan FTIR sonuglar1 sekil B’deki gibidir. 3250

cm™ deki titresim bandi, protein yapisinda bulunmasi muhtemel N-H gruplarma aittir.

immobilizasyonun oldugu dair en net FTIR bilgisi 1645 cm™deki pike aittir. Bu pik; NH ile

COO gruplar1 arasinda gerceklesen amit bagina isaret etmekte ve immobilizasyonu destekler

niteliktedir.
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4.5.3.11. AFM sonuclan

Noro-biyosensoriin tasarim adimlar1 gerceklesirken yiizey morfolojisinde meydana

gelen degisikler AFM ile de takip edilmistir (Sekil 4.77).
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Sekil 4. 77. PARK-7 néro-biyosensoriiniin tasarim adimlarina ait AFM goriintiileri (A) ITO,
(B) ITO/AuUNP, (C) ITO/AUuNP/11-AUT, (D) ITO/AuUNP/11-AUT/MWCNT, (E)
ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT/anti-PARK-7, (F) ITO/AuNP/11-
AUT/MWCNT/anti-PARK/BSA (G) ITO/AuNP/11-AUT/MWCNT/anti-
PARK/BSA/PARK-7
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PARK-7 noro-biyosensor ylizeyinin fonksiyonellestirilmesi ylizey morfolojisinde
degisikliklere sebep olmustur. Yalin ITO elektrodun neredeyse piiriizsiiz yiizeyinin ilerleyen
modifikasyonlarla birlikte gec¢irdigi degisiklikler AFM’den elde edilen sonuglar ile
desteklenmektedir. Yiizey piriizliligine ait karekok ortalamasi degerleri (rsm)
incelendiginde, yalin ITO elektrot 2,18 nm piiriizliliige sahipken, AuNP, 11-AUT ve
MWCNT ile modifikasyonlar neticesinde sirasiyla 136,78 nm, 56,84 nm, 83,52 nm
degerlerine ulagmustir. Yiizeydeki tiim bu degisiklikler, noro-biyosensoriin algilama
platformunun olustugunu destekler niteliktedir. Anti-PARK-7 immobilizasyonu ile rsm
degerinin 17,53 nm diismesi yiizeyde anti-PARK’nin bariyer etkisi olusturduguna ve daha
sonrasinda PARK-7’nin immobilizasyonuyla da 13,80 nm’e diigmesi bariyer etkisinin giderek

arttigina isaret etmektedir.
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5. SONUC

Norodejeneratif hastaliklar gatis1 altinda degerlendirilen iki 6nemli demans tipi
Alzheimer ve Parkinson hastaliginin ardindaki bilimsel sebepler olduk¢a karmasik ve
zorlayicidir. Bu iki hastaligin sebep oldugu duygusal travma ve diinya genelinde bu
hastaliklardaki artis ile bunun saglik hizmetleri iizerinde olusturdugu muazzam yiik,
Alzheimer ve Parkinson hastaliginin erken tani ve tedavisine yonelik ¢alisan bilim insanlar1
iizerinde bir an once yeni yontemler gelistirilmesi agisindan etki olusturmaktadir. Sonugcta
Alzheimer ve Parkinson “21. Yiizyilin vebas1” sayilmaktadir. Bu ihtiyagtan yola ¢ikan
doktora tezi, Alzheimer ve Parkinson ig¢in Onemli ve potansiyelligi yiiksek olan
biyobelirtegleri belirleyerek bunlarin erken tanisinin tespitine yonelik yenilik¢i sistemler
gelistirmeyi hedeflemistir. Muhakkak ki erken tani, hastaligin seyrine yon veren birincil
faktordiir. Yine bilimsel literatiir gostermektedir ki, Alzheimer ve Parkinson hastaliklari klinik
belirtiler ortaya ¢ikmadan ¢ok Once, merkezi sinir sisteminde yerini almaya baslamaktadir.
Dolayisiyla, hastaligin erken tanisinin yapilabilmesi, tedavinin seyrini, hastanin bireysel
anlamda yasam seklini degistirmesi gibi noktalara 6nemli derecede katki saglayacaktir. Erken
tan1 materyalleri gelistirilirken, su gerceve ¢izilmistir: maliyeti miimkiin oldukca diisiik, tek
kullanimlik, hassasiyeti ve tekrar iretilebilirligi yliksek, depolanma stabilitesi olan ve en
onemlisi fizyolojik sivilarda hedef proteinine karsi yiliksek hassasiyet sergilemesi. Biitiin
sistemler gelistirilirken ITO kaplhh tek kullanimli PET elektrotlardan faydanilmistir.
Literatiirde calisma grubumuz haricinde bu elektrot tipi ile calisilmis biyosensor sistemi
karsilasilmamustir. ITO-PET elektrotlar hazirlanisi kolay ve maliyeti maudillerine gore diisiik
elektrotlardir. Gelistirilen 5 ayr1 ndro-biyosensor sistemlerinin hepsi elektrokimyasal
temellidir ve sonuglar EIS, CV, SWV gibi tekniklerle takip edilmistir. Bunun yani sira
antikorlar ve antijenler arasindaki kinetiksel davranis, “sabit frekansta impedans” teknigi ile
gercek zamanli olarak degerlendirilmistir. SFI tekniginin bu amagla kullannomina dair

literatiirde -¢alisma grubumuz harig- herhangi bir ¢alisma mevcut degildir.

Alzheimer hastaliginda inflamasyonun rolii agiktir dolayisiyla inflamasyon siirecinin
basindaki belirteg olan C-reaktif protein igin iki ayri1 biyosensor sistemi gelistirilmistir.
Gelistirilen sistemler gosterdikleri femtogram diizeyindeki hassasiyetle, literatiirde rapor
edilen c¢aligmalara kiyasla One c¢ikmaktadir. Ayrica CRP tayinine yonelik tasarlanan

sistemlerde yenilik¢i materyaller kullanilmis ve bilimsel literatiire katki saglanilmistir.
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Klinikte hali hazirda CRP’ye inflamasyon siirecinin bir belirteci olmasindan otiirii siklikla
basvurulmaktadir. Gelistirilen sistem analitik performans bakimindan hali hazirda kullanilan
tekniklerin pek ¢ogundan iistiindiir ve bu anlamda umut vaat edicidir. ITO-PET hazirlanan
biyosensor sisteminin maliyeti de ELISA gibi pahali tekniklerin yaninda olduk¢a uygundur.
Omegin CRP tayinine yonelik gelistirilen CPTMS temelli bir biyosensdr sistemi maliyeti
yaklagik 0,0032 euro’dur.

Alzheimer hastalig1 siirecinde, merkezi sinir sisteminde Tau adli proteinin birikmesi
ve hastaligin sorumlularinin baginda gelmesi uzun siiredir bilinen bir durumdur. Bununla
birlikte literatiirde Tau proteinin tayinine yonelik noéro-biyosensor sistemleri oldukca
kisithidir. Bu doktora tezi kapsaminda, Tau-441 proteinine yonelik yenilik¢i materyallerle
dizayn edilmis genis tayin araligina sahip, tekrarlanabilir sonuglar1 6ne ¢ikan, depo dmrii ve
rejenerasyon kapasitesi olan ve hedef proteini Tau-441’i hem beyin omurilik sivisinda hem de
serum siwvisinda yliksek hassasiyetle Ol¢iimleyebilen bir ndro-biyosensor —sistemi
gelistirilmistir. Klinik 6érneklerde alinan bu umut vaat edici sonuglar gelistirilen sistemin ileri

uygulamalarinda aragtirilmasini olanakli kilmaktadir.

Parkinson hastaliginda synuclein alfa adli proteinin plaklar halinde biriktigi ve
hastaliktan sorumlu olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur. SYN alfa ve PARK-7 (DJ-1) adli
proteinlerin konsantrasyonlarinin hastaligin erken evrelerinde arttig1 bildirilmistir. Tiim bunlar
g6zoniinde bulundurularak synuclein alfa ve PARK-7 i¢in iki ayr1 ndro-biyosensor sistemi
gelistirilmigtir. Gelistirilen sistemler femto ve pikogram diizeyinde gosterdikleri genis tayin
araliklar1 ile proteinin konsantrasyonundaki en ufak bir degisimi dahi yakalayabilecek
biyoalgilama probuna sahip oldugunu kanitlar niteliktedir. Ayrica, uzun depolanma
stabiliteleri, farkli proteinlere kars1 gosterdigi zayif afinite, tekrarlabilir sonuglar ve
nihayetinde beyin omurilik sivisi, serum sivist ve tikiirlik sivisinda ilgili analiti
Olgtimledikleri yiiksek duyarliliklart ile One ¢ikmaktadir. Literatirde SYN alfa tayinine
yonelik sinirli sayida ¢alisma mevcuttur, bu bakimdan literatlire 6nemli bir katki saglanmistir
ote yvean PARK-7 (DJ-1) tayinine yonelik heniiz higbir biyosensor sistemi mevcut degildir
ELISA kitleri ise oldukca pahalidir. Diisiik maliyetli, hizl1 yanit siireli ve tek kullanimlik bu

sistemler sunduklar1 avantajlarla ileri kullanimlar agisindan umut vaat etmektedir.

Daha once de belirtildigi lizere ITO-PET elektrotlar sagladiklar1 elektrokimyasal

ozelliklerinden otiirli modifikasyonlara agik malzemelerdir. Elektrot yiizeyinde yapilan

218



modifikasyonlar bir biyosensoriin sahip olmasi gereken pek ¢ok 6nemli niteligi karsilamasi
gerekir. Bu doktora tezi kapsaminda ITO elektrotlarin modifikasyonu i¢in ¢ok yeni silanlama
ajanlart  (CPTMS, CUTMS) bunlarla kombine edilmis dendrimerler (PAMAM),
nanomalzemeler (altin nanopartikiil, Rgo, MWOCNT) ve bunlardan olusan yenilik¢i
platformlar, SAMs ajanlar1 (11-MUA, 11-AUT) polimerler (poliglutamik asit) faydanilmis ve
bu malzemelerin her biri tek kullanimlik ITO-PET elektrotlarla miikemmel bir uyum
saglamistir, Bu agidan ITO-PET elektrotlarin kullanilmas: ¢ok avantajlidir. Ote yvean,
elektrotlarin 6l¢iilerinin belirlenmesi ve elektrokimyasal hiicreye entegrasyonu tamamen
calisma standartlarinda olup endiistriyel standartta degildir haliyle bu durum gelistirilen bazi
noro-biyosensorlerin  tekrar iiretilebilirligine  smirlverrma  getirebilmektedir.  ileriki
caligmalarda bu hveikapin asilmasi ¢aligmanin ileri boyutlara taginmasina yardimei olacaktir.
Bununla birlikte her bir ndrobiyosensor sistemi ile analitler BOS, serum ve tiikiiriik sivis1 gibi
gercek Orneklerle de (rastgele toplanan) analizlenmis fakat hasta ve saglikli grup ayrimi
yapilmamistir. Hasta ve saglikli gruplardan ayri ayr1 alinan fizyolojik orneklerle olgiimler
yapilip c¢apraz istatistiki degerlendirilmelerin yapilmasi ¢alismanin klinik anlamda

kullanilabilirligini daha netlestirebilir.

21. yiizyilin vebasi olarak nitelendirilen iki hastalik —Alzheimer ve Parkinson- un
erken tanisinda 6nem arz eden biyobelirteglerine (CRP- SYN ALFA, Tau-441, PARK-7)

yonelik gelistirilen 5 ayr1 ndro-biyosensor sistemi sergiledikleri analitik performanslar ve

kliniksel uygulamalarla ¢alismanin hedefine ulastigini agikca gostermistir.
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