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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MELANOMA ANTIJEN-1"IN HASSAS ve EKONOMIK TAYINI ICIN
ELEKTROKIMYASAL BiR BIYOSENSOR

Ash GUNDOGDU
Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danisman : Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Bu tez c¢alismasinda, kanserde erken teshis i¢in hedeflenen tek kullanimlik anti-
MAGE-1 bazli, MAGE-1 kanser antijeninin konsantrasyonunu belirleyen yeni bir biyosensor
gelistirildi. Bunun icin, tek kullanimlik Indiyum Tin Oksit (ITO) Pet elektrot yiizeyine
karboksietilsilanetriol ile kendiliginden olusan mono tabaka (SAM) olusturuldu ve ardindan
EDC-NHS muamele edilerek karboksietilsilanetriol tabakasindaki karboksil ug¢lar1 aktif hale
getirildi. Boylece anti-MAGE-1"in elektrot yiizeyine kovalent olarak baglanmasi saglandi.
Dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile immobilizasyon adimlari
ve MAGE-I"in elektrot ylizeyine baglanmasi incelendi. Biyosensoriin basarili sonuglar

vermesi i¢in tiim adimlar optimize edildi.

Anahtar Kelimeler: Anti-MAGE-1, MAGE-1, kanser biyomarkerlari, biyosensor, tek

kullanimlik biyosensor sistemleri, ITO-Pet elektrot

2015, 55 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

MELANOMA ANTIGEN-1 DETERMINATION OF PRECISION and ECONOMIC FOR
ELECTROCHEMICAL BIOSENSOR
Asl GUNDOGDU
Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

In this study, we described a novel biosensor to detect MAGE-1 biomarker
constructed on modified Indium Tin Oxide (ITO) disposable electrodes. Anti-MAGE1 was
immobilized through covalent with carboxyethlysilane etriol which formed a self-assembled
monolayers (SAMs) on modified ITO electrodes. The activation of COOH group was carried
out using 1-ethyl-3-(3-dimehylaminopropyl) carbodiimide (EDC)/N-hydroxysuccinimide
(NHS) couple. Cyclic voltammetry (CV),) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
techniques were employed to characterize the immobilization process and to detect MAGE-
1.To achieve reproducible and repeatable biosensor system, all parameters were optimized.

Keywords: anti-MAGE-1, MAGE-1, cancer biomarkers, biosensor, disposable biosensor
systems, ITO-Pet electrod
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1. GIRIS
Kanser cagimizin 6nemli hastaliklarinin basinda gelmektedir. Gittikge ¢ogalan kanser

hastasi sayisi, bilim insanlarinin bu hastaliga yonelik ¢alismalarini arttirmistir.

Kanser; hiicre yapilarinin mutasyona ugramasi ve anormal sekilde kontrolsiiz olarak
cogalmasidir. Kanser hastaliklarinin bliyiik bir kismi gevresel faktorlerinden meydana
gelmekte ve ayn1 zamanda kalitim yoluyla da meydana gelebilmektedir. Kanser belli bir bolge

hastalig1 olmayip viicudumuzun her tarafinda gelisebilen bir habis hastalik tiirtidiir.

Diinyada her y1l 11 milyondan fazla insan kanser hastaligina yakalanmaktadir. 2020
yilinda diinyadaki kanser hastasi sayisinin 16 milyona yiikselecegi tahmin edilmektedir.
Ulkemizde ise her y1l yaklasik 175 bin hastaya kanser teshisi konulmaktadir. Diinya ¢apinda
2015 yilinda kanser sebepli 6liimlerin sayist 9 milyon olarak tahmin edilirken 2030 yilinda bu

saymin yaklagik 12 milyona yiikselmesi beklenmektedir (Cho 2007).

Kanserde erken teshis de iyilesme orani oldukga yiiksek olmasindan dolayi, bilim
insanlar1 kanserde erken teshis lizerine calismalarini arttirmistir. Bu ¢alismalar arasinda
onemli yer edinen kanser biyomarkerlarina hastalik teshisinde kliniksel olarak ihtiya¢ ¢ok
fazladir. Bu nedenle bu yondeki ¢alismalar hizlandirilmis ve kanser biyomarkerlarina spesifik

biyosensorler gelistirilmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda; meme kanseri, akciger kanseri, mesane kanseri, gastrit
kanseri, mide kanseri, bas-boyun kanseri gibi bircok kanser hastaliginda rastlanan
melanoma-1 (MAGE-1) kanser antijeninin anormal konstrasyonunun belirlenmesi amaglh tek

kullanimlik elektrokimyasal biyosensor gelistirilmesi amaglanmustir.

Bu c¢alismada, ¢alisma elektrodu ve transduser olarak indiyum tin oksit (ITO-pet)
elektrodu kullanmilmistir. Elektrot ylizeyi ilk olarak temizleme asamalarindan gegmistir ve
daha sonra daha iletken bir yiizey i¢cin OH tabakasi1 olusturulmustur. Kendiliginden olusan
tabaka(SAM) karboksietilsilanetriol sodyum tuzu(CTES) ile gece boyu inkiibe edilen ITO-
Pet elektrot daha sonra EDC-NHS ile muamele edilerek SAM’ deki karboksil uglart peptit
bag1 yapabilecek aktiflige getirilmistir. Immobilizasyonu son adimi olarak anti-MAGE-1
ITO-pet yiizeyine peptit bagi ile kovalent olarak baglanmistir. Boylece MAGE-1 kanser

antijenine 6zel tek kullanimlik elektrokimyasal biyosensor hazirlanmistir.



Yapilan calismalarda oldukea iyi sonuclar elde edilmistir ve bu ¢aligma literatiirde
MAGE-1 i¢in gelistirilen ilk biyosensér ornegi olmustur. Bu calisma gelecek zaman i¢in
olduk¢a 6nem tasimaktadir. Eger bu calisma icin gelecekteki hedefler gergeklestirilebilirse
insanlar artik kolaylikla ve kendi kendilerine kanser testi uygulayabilecekler, kanser

tedavisine ge¢ kalinmayacak ve iyilesme oranlari artiracagina inanilmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Hiicre, viicudumuzun canlilik 6zelligi tagiyan en onemli yap1 tasidir. Tiim organ ve
dokular hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler zaman iginde binlerce kez bdliiniip ¢cogalirlar ve
yaslandiklarinda arkalarinda ¢ok sayida yeni hiicre birakarak oliirler. Viicudumuzdaki
hiicreler biz farkinda olmadan ¢ok hizli bir sekilde bu islemleri sorunsuz bir sekilde
gerceklestirirler. Hiicrelerin anormal gelismesi ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi kanser
hastaligina sebep olur.

Hiicreler DNA’lar1 geregi nerde, nasil ve ka¢ kez boliinecekleri bilgisine sahiptirler.
Hiicrelerin DNA’larinda olusan mutasyonlar, hiicrelerin bu bilgilerini kaybetmesine ve
kontrolstiz sekilde biiyiiylip ¢ogalmasina neden olmaktadir. Boyle hiicreler kanser hiicresi
olarak adlandirilmaktadir.

Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelerden daha hizli boliinlip cogalma o6zelliklerine
sahiptirler. Cok hizl1 boliinerek tlimor ad1 verilen yapilari olusturarak viicuttaki dokulara zarar
vermeye baglarlar. Kanser hiicreleri viicudun herhangi bir bolgesinde olabilir. Viicudun
herhangi bir bolgesinde olusan kanser hastaligi viicudun farkli bolgelerine de yayilabilir.
Kanser hiicrelerinin bu sekilde viicudun diger bélgelerine yayilmasi islemine metastaz
(vayilma) ad1 verilir.

Aslinda kanser hiicrelerinde her insanda bulunmaktadir fakat viicudumuzdaki tamir
sistemleri ve antikorlar sayesinde kanserli hiicrelerin tiimor olusumu engellenir. Kanserli
hiicreler genellikle degisime ugramis genler sebebiyle normal olmayan proteinler olusturur.
Olusan proteinler viicudun bagisiklik sistemini uyarir ve uyarilan bagisiklik sistemi viicutta
antikor tireterek veya kanserli hiicreye karsi duyarlilik kazanmis lenfositler olusturarak
kanserli hiicrenin yok edilmesini saglar.

Kanserli tiimorler, bulunduklart dokulara, viicut kisimlarina ve mikroskobik
goriiniimlerine gore isimlendirilirler. Olustuklar1 bolgeye adlandirilmis ¢ok sayida kanser
¢esidi bulunmaktadir, bunlar; kan kanseri, akciger kanseri, deri kanseri, mide kanseri, bas-
boyun kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri, rahim agz1 kanseri gibi...

Kanser cesitleri arasinda en ¢ok rastlanan tiirler; meme kanseri, prostat kanseri,
akciger kanseri, kan kanseri, kalin bagirsak kanseri, rahim kanseri, mesane kanseri, deri
kanseridir (Ozgiir 2007).

En son resmi verilere gore lilkemizde her yil yaklasik 97 bin erkek, 62 bin kadin ve

toplamda 159 bin kisi kansere yakalanmaktadir. Ayni verilere dayanarak; tilkemizdeki



erkekler de en ¢ok goriilen kanser tiirii akciger kanseri iken iilkemizdeki kadinlarda en sik
rastlanan kanser tiirii meme kanseridir.

Kanser hastaliginin en sik goriildiigii tlkeler, gelismis ve sanayilesmenin oldugu
tilkelerdir (Cho 2007). Uluslararast kanser ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan 2012
verilerine gore; Avrupa iilkelerindeki her 100 bin kisiden yaklasik olarak 550°si kanser hastasi
iken Amerika da bu say1 650 ye yiikselmektedir. Ayn1 veriler gore iilkemizdeki her 100 bin
kisiden 450°si kanser hastasidir.

2.1.1 Kanser Tedavisi ve Kanserde Erken Teshisin Onemi

Kanser hastaliginda en yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapidir. Daha az siklikla hormon tedavileri, biyolojik tedavi yontemleri ve hedefe
yonelik tedaviler kullanilir. Bu tedavi yontemleri tek basina veya birlikte uygulanmaktadir.
Genelde kanser hastalarina radyoterapi ve kemoterapi ayni anda uygulanmaktadir. Uygulanan
tedavi yontemlerinin hastaligin evresine bagli olup, erken teshislerde oldukca iyi sonuglar
gostermektedir.

Kanser hastaliginin teshisinde; manyetik rezonans goriintiileme (MRG), ultrason, doku
orneklemesi, tomografi gibi yontemler giiniimiizde kullanilmaktadir. Fakat kanser tiirii
degistikce teshis yontemleri de degismektedir. Ornegin; meme kanseri teshisinde
mammogram testi uygulanirken, bas-boyun kanserinin net teshisi MRG sonuglarina bakilarak
soylenmektedir. Bu farkliliklar nedeni ile maalesef erken teshiste ge¢ kalinma olasilig1 artiyor.
En yaygin bir sekilde kullanilan teshis yontemlerinin ¢ogu yiiksek risk altindaki kisilerde sik
goriilen kanser bigimlerini bulacak sekilde tasarlanmigtir. Kanser tarama testleri pratik
olmalidir. Yapilan test, kanseri, tamamen iyilesme sansinin hala yiiksek olacag: sekilde erken
belirlemelidir. Olgiimlerin ¢ok pahali olas1 ve devlet hastanelerinin hasta yogunlu gibi
nedenlerden dolay: insanlar hastaliklarini erken evrelerde anlayamamaktadirlar. Modern tip
diinyas1 bu durumu ortadan kaldirmak icin g¢alismaktadir. Calisilan yontemlerde basarili
olunursa basit bir kan serumu testi ile birgok kanser hastaligi anlasilacaktir.

Erken teshis bir¢ok hastalikta oldugu gibi kanserde de hayat kurtarmaktadir. Erken
teshisle kanser hastaliginin %80 yenmek miimkiindiir. Bilim insanlarmin kanser hastaligi
tizerinde ¢alismalar1 sadece tedaviye yonelik degil ayni zaman da erken teshise yonelik
calismalar vardir. Tip diinyasindaki gelismeler ¢ok hizli ilerlese de bu hastalik i¢in heniiz,

basit, ucuz, tehlikesiz (sagliga zarar vermeyen) teshis yontemleri yoktur.



2.2 Kanser Biyomarkerlari

Kanser biyolojisi ve son on yilda meydana gelen molekiiler teknolojideki hizli
degisimler olmasiyla kanser hakkinda bilgi muazzam artig goriliir, kanser biyomarker
caligmalar1 neredeyse giinliik olarak yaymlanmaktadir. Cilinkii hastaligin fazla olmasi bilim
insanlarinin bu konulardaki arastirmalarini arttirmis ve hastalarin rutin kontrollerinde bu
biyomarkerlar kullanilarak erken teshis hedeflenmistir (Henry ve ark. 2012).

Peki, biyomarker nedir? Ulusal Kanser Enstitiisii gore, bir biyomarker " normal veya
anormal isleminin isareti ya da bir durum ya da hastaligin belirteci olarak kanda veya diger
viicut sivilar1 ya da dokularda bulunan biyolojik bir molekiildiir”’. Biyomarkerlar hastalikli bir
kisi ile saglam kisi arasindaki degisikligi belirleyebilmektedir (Henry ve ark. 2012).
Biyomarkerlar biiylik c¢esitlilik icerir; cogu protein yapilidir (6rnegin; enzim, reseptor), diger
bir kategoride ise antikorlar ve peptitler bulunmaktadir. Biyomarkerlar; dolasimda ( tam kan,
serum, plazma vb.) kolayca tespit edilebilir, ayrica salgilarda ( idrar, balgam, diski, meme ucu
stvist gibi) non invaziv olarak tespit edilebilir ve ya dokularda ise Ozel goriintiileme
yontemleri ile de tespit edilebilmektedirler (Henry ve ark. 2012).

Kanser biyomarkerlari: kanser teshisi konulmus hastalarin iyilesme oranini tespitte,
kanser riskini anlamakta ve birincil kanser teshisin de kullanilan 6nemli kliniksel yontemdir.
Yiiksek risk barindiran hastalarda kullanilan faydali yontemlerden biridir. Biyomarkerlar
bireyin kansere yakalanma riskini tespitte de kullanilir. Ornegin, Easton ve ark., 1995
yaptiklari caligmada, yumurtalik kanseriyle ilgili giiglii bir aile 6ykiisii olan bir kadinin meme
veya yumurtalik kanserine yakalanma riskini BRCAL biyomarkerini1 kullanarak, bir tastyici
olup olmadigini belirlemek amagl genetik test uygulamislardir.

Antikor bazli kanser biyomarkerlar1 (kanser proteomlar1); kanser hiicreleriyle, kanser
dokusu mikrogevresiyle, kanser hiicresi konak iliskileriyle dogrudan etkilesim halindedir ve
belkide kanser hastaliginin her siireci hakkinda bilgiler icermektedir. Kanserin tani ve
kanserin Onceden habercisi olarak hizmet veren bazi O6nemli kanser antijenleri tabloda

Ozetlenmistir.



Kanser Antijeni Numune Tiirii/
Bazh Tiimor Uygulama Tespit Yontemi

Biyomarkerlar

Tan1 ve Prognostik

Prostat Spesifik | Prostat Kanseri (6nceden hastaligin [ Serum /
Antijen (PSA) iyilesme oranini | Immiinoanaliz
6lcme)
Alfa-foetoprotein Hepatoselliiler Tan1 ve Prognostik Serum /
(AFP) Karsinom Immiinoanaliz
BRCA-1, BRCA-2 Meme Kanseri Tan1 Tiimér Doku Ornegi
Karsinoembriyonik Kolonektal Kanseri Tan1 ve Prognostik | Serum/ Elisa

Antijen (CEA)

Ureme Hiicreli
Insan Koryonik | ... . _
Gonadotropin Tiimorler (yumurtalik Tam Serum / Elisa
(hCG) Ve testis)

Cizelge 2.1 Baz1 antikor bazli kanser biyomarkerlarina ve kullanilma amaglarina ornekler
(Henry ve ark. 2012)

2.3 Melanoma Kanser Antijeni- 1 (MAGE-1)

2.3.1 MAGE gen ailesi ve MAGE-1 geni

Proteinler, DNA {izerine bulunan sifreler esas alinarak viicutta iiretilirler. DNA; tim
canlilarin yasam sirlarimi ig¢inde barindiran, yasamin devami igin gerekli genetik bilgileri
nesilden nesile aktarimini gorev olarak {istlenmis, niikleik asitlerden olusmus bir sarmaldir.
Her canli bir DNA’ya sahiptir. DNA {izerinde bulunan genlerin birgogunun anlami ¢oziilmiis
olmasina ragmen hala ¢éziimlenememis genler de vardir. Bu genler veya gen aileleri bir¢cok
proteinin olusum sifrelerini tasimaktadir. mRNA’ya kopyalanan genetik sifre protein
sentezinde, proteinleri olusturan aminoasitlerin dizilis seklini belirlemektedirler. Dolayisiyla

her protein kendine 6zgii aminoasit dizilimine ve genetik sifreye sahiptir.




Proteinler, hiicre organellerini, hiicreleri, dokulari, organlari olustururlar, kisaca
canlilarin biitiiniinii ortaya ¢ikarirlar. Her hiicre ne tiir protein olusturacagi hiicre DNA’sindan
dolay1 bilmektedir. Dolayistyla her protein farkli amagta kullanilmaktadir.

MAGE de DNA iizerindeki gen ailelerinden birisidir (Smet ve ark. 1996). ilk olarak
1991 yilinda Van der Bruggen tarafindan kesfedilmistir (Barker ve ark. 2002) ve ilerleyen
yillarda MAGE’nin 60 genden olusan bir gen ailesi oldugu saptanmistir (Sanga ve ark.
2011). Bu gen ailesi 12 alt aileye ayrilir: MAGE-A... MAGE-L (Smet ve ark. 1996).

MAGE geni X kromozomunda bulunan bir gen ailesidir (Ladelfa ve ark. 2012).
MAGE genleri 309-369 aminoasitten olusan 12’den fazla homolog proteinler olusturabilirler
(Weber ve ark. 1994).

MAGE-1(melanoma antijeni kodlayan gen-1) geni, MAGE-A gen alt ailesinin 12
tiyesinden bir tanesidir (Wischnewski ve ark. 2006). MAGE-1 geni 1991 yilinda Thierry
Boon ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir. {lk olarak MAGE-1 olarak adlandirilmus, fakat
daha sonra MAGE-A ailesine ait oldugu bulununca MAGE-A1 olarak adlandirilmistir (Sanga
ve ark. 2011).

MAGE-A gen ailesi X kromozomunda yer alir, MAGE-1 geni ise Xq28 de yer alir
(Simpson ve ark. 2005). MAGE-1 transkripsiyonel ifadesi esas olarak epigenetik (irsi gen
ifadesi degisimi) olay olarak diizenlenir (Wischnewski ve ark. 2006).
2.2.1.2 MAGE Proteinleri ve MAGE-1 Proteini

MAGE genlerinin kodladig: proteinler tiimdr habercisi olmasina ragmen, testis ve bazi
plasenta normal dokularinda da bulundugu tespit edilmistir. Melanoma antijeni: meme
kanseri, akciger kanseri, mesane kanseri, gastrit kanseri gibi ¢esitli tiimorlerde antijen gorevi
almaktadir (Wischnewski ve ark. 2006). MAGE proteini, hastada kendiliginden sitotoksik T
lenfosit(kanser hiicrelerini yok eden akyuvar hiicresi) tepkisi olusmasint saglar (Sanga ve
ark. 2011).

MAGE-1 proteini 250-267 aminoasit, 257-273 aminoasitten olusabilir. Molekiil
kiitlesi 45 kilodaltondur (Rimoldi ve ark. 2000).

MAGE-1 proteini, 45 tiimor cesidinde arastirilmis ve 18 tiimdrden pozitif sonug
alimmistir: bag-boyun kanseri, mide kanseri gibi ¢esitli kanser tiimor dokular1 buna 6rnektir
(Ogata ve ark. 2011).

MAGE-1, histon ve DNA metilasyon durumuna olduk¢a son derece duyarlidir; bu
nedenle, DNA metilasyonunu baskilayarak kanser hiicrelerinin arttimini1 engeller (Ladelfa ve
ark. 2012).



MAGE-1 proteini, Ets ve Spl transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma yerleri igerir ve bu
ozelligiyle DNA metilasyonunu baskilar (Wischnewski ve ark. 2006).

MAGE-A antijenleri immunoterapide en ¢ok kullanilan proteinlerdir. Bunun yani sira
bu antijenler tipta tiimor markeri olarak kullanilmaktadir (Wischnewski ve ark. 2006).
Giliniimiizde MAGE-1 antijeni, onkoloji alaninda tiimor spesifik model sentezlemede son
derece cazip bir antijendir. Belirlenemeyen tiimor kitlesinin tanimlanmasinda MAGE-1
proteini kullanilmaktadir. MAGE-1 proteini prognoz (tipta, hastanin iyilesme oranini 6l¢gme)
markeri olarak kullanilmaktadir (Ladelfa ve ark. 2012).

MAGE-1 transkripsiyonel ifadesi esas olarak epigenetik (irsi gen ifadesi degisimi)
olay olarak diizenlenir (Wischnewski ve ark. 2006). MAGE-1 proteininin her timdrdeki
islevi aydinlatilamadigindan yeterli bilgiye sahip olunamamis ve bu da calismalara olumsuz
bir engel olmustur (Smet ve ark. 2004).

MAGE-1 proteini ilgili olarak, Juhong Jiang ve arkadaslari tarafindan 2013 yilinda
yapilan ¢alismada MAGE-1 ve HSp 70 proteini kullanilarak kanser hastaligina karsi asi
gelismesi hedef alinmistir (Jiang ve ark. 2013). Diger bir ¢alima ise 2014 yilinda Sayeema
Daudi ve arkadaslar1 MAGE proteininin, bagisik sistemindeki Onemini ve yumurtalik
kanserindeki prognostik énemini ortaya ¢ikarmak hedeflenmistir (Karbach ve ark. 2014).
Literatiirde, MAGE-1 ve MAGE proteinleri ile ilgili birgok ¢alisma olmasina ragmen MAGE-
1 antijenine 6zel bir biyosensor ¢aligmasi bulunmamaktadir.

Bu tez caligmasi ile beraber laboratuarimizda MAGE-1 proteinine 6zel biyosensor
gelistirilmesi i¢in calisilan toplam {i¢ calisma bulunmaktadir. Eger calismalarda istenilen
hedefler tutturulabilirse literatiire, MAGE-1 proteine spesifik ilk biyosensor olarak girmeye

hak kazanacaklardir.

2.4 Biyosensorler

Biyosensorler; biyolojik analizlerde kullanilan 6zel sensorlerdir ve "International
Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC) tarafindan, "kimyasal bir bilesige karsi
verilen biyolojik yanit1 optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar" olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda mikroelektronik alanindaki gelismeler, biyolojik molekiillerin
miitkemmel duyarliliktaki yanit verme olasiliklarinin kesfedilmesi, biyosensor teknolojilerinin
hizli gelismesini saglamistir. Bu gelismelerin sonucunda; tip, eczacilik, gida giivenligi, ¢evre
kirliligi gibi bir¢ok alanda kullanilan farkli gesitlerde biyosensorler gelistirilmistir (Rasooly
2005).



Biyosensorler tarihte ilk olarak 1950’li yillarin ortasinda L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’'nde (Ohio, ABD ) ameliyat sirasinda kanin oksijen miktarmi bir elektrot ile
izlemesiyle baslamistir. 1962 yilinda Clark ve Lyons, Glukozoksidaz (GOD) enzimini O2
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basarmislardir. Boylece yeni bir
analitik sistem olusturarak biyosensor biliminin temeli atmiglardir. kurduklari sistem bir
yaniyla biyolojik yapmin yiiksek spesifikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel yapinin
(elektrot) tayin duyarliligini bir araya getirmis ve genis bir uygulama olanagi olusturmustur (
Bulut 2011).

Saglik alaninda biyosensorler, kandaki seker, iire gibi molekiillerin ya da ilag
diizeylerinin  saptanmasinda  kullanilmaktadir. Son  yillarda  gelistirilen, viicuda
yerlestirilebilecek kadar kiigiik olan kan sekeri biyosensdrleri sayesinde kan sekerini siirekli
ve hassas bir sekilde 6l¢mek miimkiin olmustur (Senel 2013).

Biyosensorler hava ve sudaki zehirli maddelerin tayinlerinde de oldukca sik
kullanilmaktadir. Sagliga zararli molekiiler yapilar ¢ok diisiik yogunlukta olsalar bile g¢esitli
biyosensorler sayesinde algilanabilmektedir. Biyolojik silah olarak kullanilan zehirli gazlarin,
bakteri ya da viriislerin saptanmasinda ¢esitli biyosensorler etkilidir. Biyosensorler gidalarin
igeriginde yer alan molekiillerin tanimlanmasinda da kullaniliyor (Senel 2013).

Biyosensorlerin son yillardaki en 6nemli kullanim alan1 ise kanser de erken teshistir.
Kanser hastaliginda, tlimoriin bulundugu dokuda veya viicut sivilarinda kanser biyomarkerlar
gibi biyolojik molekiillerin konsantrasyonu degisiklik gostermektedir. Eger bu biyolojik
molekiile 6zel gelistirilen biyosensor varsa viicut sivilarindan kolaylikla konsantrasyon

degisikligi belirlenebilmektedir.

2.4.1 Biyosensor Yapisi
Cogu biyosensor ii¢ kistmdan olusmaktadir: hedef biyomolekiiliin yakalandigi
biyolojik baglanma bdlgesi biyoreseptor, baglama sonucu olusan etkilesimleri anlamli

sinyallere dontistiiren transduser (doniistiirticii)dir (Chambers ve ark. 2008).



BIYOSENSOR

Biyoreseptor Donusturicu -
enzimler elektrokimyasal s%
antikorlar termal \
aptamerler

optik
o ([ > s

pizoelektrik

mikroorganizmalar

Sekil 2. 1 Basit bir biyosensoriin ¢alisma mekanizmasi (Otlu 2011)

2.4.1.1 Transduser
Transduser yani doniistiiriicliler, biyoreseptoriin analiti tanidiktan sonra ortamda
olusan fiziksel veya kimyasal degisimi algilayip bu degisikligi 6l¢iilebilir anlamli sinyallere

dontistiirerek detektore aktaran yapilardir.

Transduserlar, algiladiklar1 degisimleri algiladiklar1 sinyallere gore farkli tiirlere

ayrilmaktadirlar. Transduser ¢esitleri sekil 1.2°de gosterilmistir (Bohunicky ve ark. 2011).
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/ potansivemetrik

Elektrokimyasal .| Ampermetri
/ liminesans
Optik Floresan
TRANDUSER
Kolorimetr

| —— ™ Piezoelektrik

Kiitle degigim

Akustik Dalga

Kalorimetrik

\
T [ Temal

Sekil 2. 2 Tranduserlarin, algiladiklar1 degisimlere gore siniflandirmasi

Geleneksel dontstiiriiciiler 2 gesittir: H202 veya O2 o6l¢limlerine odaklanan
ampermetre, pH veya iyon 6l¢iimleri yapan potansiyometridir. Biyotanima reaksiyonlar1 genel
olarak kimyasal triinler iiretir ve bu flriinler elektrokimyasal metotlar ile kolayca tespit

edilebilmektedirler.

Piezoelektrik materyalleri ve ylizey akustik dalga cihazlan kiitle de8isimine karsi
oldukca hassastirlar. Bu tarz doniistiiciiler, biyoreseptorlerde tanima reaksiyonu ardindan

kiitle degisimi oluyorsa, kullanimi oldukca uygundur (Abasiyanik ve ark. 2009).

Biyoreseptorde gerceklesen bazi biyomolekiiler degisimler sicaklik artisina neden
olabilmektedir. Bu tarz degisimlerin oldugu biyosensor yapilarinda termal doniistiiriiciilerin

kullanilmas1 uygun goriilmektedir.

2.4.1.2 Biyoreseptorler
Biyoreseptor molekiillii olarak, biyolojik molekiiller (antikor, enzim, protein, niikleik
asitler v.b) veya canli biyolojik yapilar (hiicre, doku ve mikroorganizmalar v.b)

kullanilmaktadir. Biyoreseptdr molekiillerin en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi tespit
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edilmesi hedeflenen biyomolekiile kars1 yiiksek afinite ve 6zgiilliik gostermesidir (Rasooly
2005). Biyoreseptor kaynagi olarak en ¢ok kullanilan biyolojik sistemler; enzimler,

antikorlar, aptamerler ve mikroorganizmalardir.

Enzimlerin biyoreseptor olarak kullanilan yaygin bir biyomolekiil olmasinin nedeni,
enzimlerin kimyasal reaksiyona girmesiyle birden fazla 6l¢tilebilir reaksiyon {iriinii (proton,
elektron, 151k ve 1s1 gibi) olusturmalaridir (Chambers ve ark. 2008). Ferrer-Miralles ve
arkadaslar1 2001 yilinda, kan serumunda HIV antikorlarini tespit etmek amagli, zarf
glikoproteinlerine ait epitoplari, E. Coli beta-galaktozidaz enzimin aktif bolgesinin yanina
ilavesiyle hibrid enzim tasarlamislardir ve beta-galaktozidaz enzimi substratlar1 renkli
tiriinlere doniistiirebilen enzim oldugundan bu enzim molekiiliinii biyoreseptoér olarak

kullanmisglardir.

Antikorlar 1950’11 yillardan bu yana bir¢ok alanda kullanilmaya baslanmis ve yliksek
duyarliligi, ozgilliigli ile sik¢a kullanilan biyoreseptorlerden biri olmayr basarmistir.
Antikorlar, biitiiniiyle mikroorganizmay1 taniyip algilayabildikleri gibi mikroorganizmaya ait
toksinleri, enzimleri, peptid pargalarmi algilayabilmektedirler (Proske ve ark. 2008).
Kullanim amacina bagli olarak, antikorlarin c¢esitli sekillerde modifiye edilebilmeleri en
onemli avantajlaridir. E. Gosselin ve arkadaslar1 (2012), ¢ok diisiik seviyelerde bile olsa
kapali evlerde kiif olusumunda bulunan, insanlarin sagligini bozan toksik trikotesen
mikotoksin olan Verrucarin A2 (VERA) virlistine kars1 duyarli antikor esasli spektroskopik

bir biyosensor gelistirmislerdir.

Aptamerler; peptidler, vitaminler, ilaglar, mikroorganizmalar, bakteri sporlar1 gibi ¢ok
cesitli molekiillere yiiksek affinite ve 6zgiilliikte baglanabilen oligoniikleotidlerdir (Shiping
ve ark. 2008). Aptamerler, 1990'li yilinda SELEX (systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) yontemi olan, in vitro seleksiyon ve amplifikasyon teknigi ile
kesfedilmiglerdir, Bu yontem bir dizi tekrarlanan islemden olusmaktadir. Aptamerlerin,
biyomolekiiler tanida kullanilmas1 yoOntemler arasindaki yeri ve Onemi giderek
yiikselmektedir. Aptamer temelli biyosensorler, antikor ve enzim temelli olanlarla
karsilagtirildiklarinda; oda sicakligina daha uzun siire dayanabilme, kolayca sentezlenebilme,
yiiksek kararlilik gibi bir ¢cok avantaja sahiptirler. Pawan Jolly ve arkadaslart 2014 yilinda,
DNA aptamer bazli, prostat kanseri antijenine (PSA) spesifik elektrokimyasal bir biyosensor

gelistirmistir.
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Mikroorganizmalar bir¢cok alanda biyoreseptor olarak kullanilabilirler ve ¢ogunlukla
inorganik veya organik toksik kimyasal maddelerin tespitinde kullanilmaktadirlar. Diger
biyoreseptor molekiillerine gore daha fazla ¢esitlilikte ve kimyasal yap1 saptayabildiklerinden
oldukca avantajlilardir. Genetik modifikasyonlara uyumlu olmalari, farkli pH ve sicakliklarda
islem  gorebilmeleri, mikroorganizmalar1  biyosensorlerde  kullanilabilecek  ideal
biyoreseptorler haline getirmistir (D'Souza 2001). Priti Mulchandani ve arkadaslari 2005
yilinda, Moraxella sp. modifiye karbon pasta elektrot kullanarak p-nitrofenole karsi hassa

ampermetrik mikrobiyal biyosensor gelistirmislerdir.

2.4.2 impedans spektroskopisinin biyosensor sistemlerinde kullanimm

Devredeki toplam tiim dirence impedans adi denir. Impedans temel olarak yiiksek
frekanslar maruz kalindiginda kapasitans ve indiiktif farkliliklardan etkilenen direncin
Olglimiinii esas almaktadir. Sistemlerin impedans: genellikle kii¢iik bir potansiyel sarsimi

uygulanmasi ve akim cevabinin belirlenmesi ile tespit edilmektedir.

Elektriksel direng, devrede bulunan bir elemaninin elektrik akima karsi gosterdigi
direnctir. Impedans ile diren¢ arasindaki en 6nemli benzerlik; impedansin da direng gibi
elektriksel akima karsi devrenin direng goOstermesiyle Olg¢iilmiis bir deger olmasidir.
Impedansin direngten en 6nemli farki ise; ideal direncin sahip oldugu basit ozellikler ile
smirlandirilamamasidir. Impedans spektroskopisi, yapilarin kompleks elektriksel direnglerini,
yiizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmekde sik¢a kullanilan bir

yontemdir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinin genele kullanim alanlart sdyledir:
korozyon c¢alismalari, metal kaplama calismalari, yar1 iletken elektrotlarin 6zelliklerinin
incelenmesi, biyosensdr, iletken polimer 6zelliklerinin incelenmesi, biyolojik sistemler, ince

organik film Ozelliklerinin tespiti, bataryalar, yari iletken polimerlerin 6zelliklerinin

incelenmesi (Tekin 2008).

Biyosensorde ise impedans spektroskopisi, transduser yiizeyindeki baglanma
olaylarinin gozlenmesinde avantajli bir yontemdir. Biyomolekiillerin tanimlama olaylarini
gozlemlemede  kullanilmasinin ~ yam1  sira, transduser iizerine  biyomolekiillerin
immobilizasyonu olaylarinin her basamagini, meydana gelen olaylari, yiizey modifikasyonun

karakterizasyonunun incelenmesinde kullanilan 6nemli yontemlerden biridir.
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2.4.3 Dongiisel voltametrinin biyosensor sistemlerinde kullanimi

Iletken bir maddeyi bulunduran bir ¢ozeltide, calisma elektrotuna zamanla dogrusal bir
sekilde artan bir potansiyel uygulandiginda akim-potansiyel egrisinin bir pik sekli olustugu
goriilmektedir. Bu yontemde potansiyel taramasi ileri yonde belli potansiyel degerine ulaginca
tekrardan dogrusal bir sekilde azalarak ters gevrilirse, bu teknik doniisiimlii voltametri (CV)
olarak adlandirilir. Doniistimlii voltametride ileri ve geri yone dogru potansiyel tarama hizlar
ayni tutulabilir ve istenilirse farkli tarama hizlar1 da kullanilabilmektedir. Ayrica ileri ve geri

yone dogru olan taramalar bir kez yapilabilir ya da istenilirse bir¢ok kez uygulanabilir.

CV yontemi birgok alanda kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari: kantitatif analizler,
yizey modifikasyonu, elektrot reaksiyonlarinin kinetiklerinin incelenmesi, ¢esitli
fizikokimyasal sabitlerin bulunmasi (D, n, i,K, E,a...), adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi,
elektrot reaksiyonlarimin mekanizmalarinin incelenmesi, kompleks yapilarin belirlenmesi,
biyosensorlerde immobilizasyon basamaklarinin incelenmesi gibi kullanim alanlarina sahiptir

(Tekin 2008).

Doéniistimlii  voltametrinin  biyosensdr alanindaki kullanimlari, immobilizasyon
basamaklarinin incelenmesi ve biyoanalitin baglamadigini gozlemleme amaclidir. Doniistimli
voltametri yontemi ile yapilan Olglimlerde olusan anodik ve katodik pikler, biyosensor
tizerinde yapilan her islem sonucu farklilik gostermektedir. Pik farklarinin artmasi veya
azalmasi, elektrot ylizeyinde yapilan islemin dogrulu ya da yanlis gidisati hakkinda net

bilgiler sunmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Deneyler esnasinda kullanilan tiim kimyasallar ve MAGE-1 antijeni ile anti-MAGE-1
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’ den alinmistir. MAGE-1 ve antiMAGE-1’in tiim
seyreltme islemleri 0,01M pH=7,4 fosfat tamponu ile ger¢eklestirilmistir ve belli
konsantrasyonda seyreltme isleminden sonra -20°C” de saklanmigtir. Calisma elektrodu olarak
30 cm en, 30 cm boy boyutlarindaki film tabaka halinde bulunan ITO-Pet elektrotlardan, 1
cm? (eni 0,5 cm, boyu 2 cm) yiizey alanina sahip elektrotlar kesilerek, kullanilmistir. Referans
elektrot olarak, KCI ile doygunlasmis Ag/AgCl elektrot kullanilmistir. Yardimci elektrot
olarak 5 cm uzunlugunda platin tel kullanilmistir. Referans ve yardimci elektrotlar iBAS,
Warwickshire, UK firmasindan getirtilmistir. ITO-Pet ¢alisma elektrodu Sigma—Aldrich’ den
getirtilmistir. Olgiimler i¢in, akim voltametresi ve elektrokimyasal impedans spektroskopi
yazilimi olan Echem Analyst igeren (Gamry Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayara
bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 (Gamry Instruments, Warminster,
USA) cihazi kullanilmistir.

3.1.1 OH tabakasi i¢in karisim hazirlanmasi

Her bir ITO-Pet elektrot 1cm? yiizey alanina sahip olacak sekilde kesildikten sonra
temizlenmistir ve yiizeyde aktif ~OH uglar1 elde etme amagli 90 dakika oda sicakliginda OH
karisimi ile inkiibe edilmistir. Her elektrot i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan OH karisimi i¢in % 94°liik

NHsOH (amonyum hidroksit), %99’luk H20z2 (hidrojen peroksit) ve ultra saf su kullanilmistir.

Her bir elektrot i¢in ayr1 hazirlanan OH karisimi formiilii: 80pL NH4OH, 80uL H20z,
400 pL ultra saf su olmak iizere toplam 560uL’lik bir karisim elde edilir.

OH tabakasi i¢in kullanilan tiim kimyasallar Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA)’

den alinmistir.

3.1.2 Kendiliginden olusan monotabaka (SAM) i¢in Kkarboksietilsilanetriol sodyum
tuzu(CTES) cozeltisinin hazirlanmasi

Her bir ITO-Pet elektrot OH tabakasi olusturduktan sonra, kendiliginden olusan
monotabaka (SAM) olusturmak karboksietilsilanetriol ¢ozeltisi ile elektrotlar gece boyu, oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. SAM ¢06zeltisi hazirlamak igin, %25°lik karboksietilsilanetriol

sodyum tuzu(CTES) ve ¢oziicii olarak ultra saf su kullanilmistir.
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Hazirlanan % 0,5’lik 2,87 mM SAM ¢ozeltisi i¢in, 100 pL % 25’1k
karboksietilsilanetriol sodyum tuzu ve 4900 pL ultra saf su kullanilmistir. Her bir elektrot i¢in
500 uL SAM ¢ozeltisi kullanilmistir.

% 25’lik karboksietilsilanetriol sodyum tuzu sudaki ¢ozeltisi, abcr GmbH & Co.KG

(Almanya)’den temin edilmistir.

3.1.3 EDC-NHS c¢ozeltisinin hazirlanmasi
Elektrot yiizeyine SAM tabaka olustuktan sonra, CTES’in karboksil uclar1 aktif hale
getirebilmek adina EDC-NHS ¢ozeltisi kullanilmistir. Elektrotlar EDC-NHS ¢ozeltisi ile oda

sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.

0.04 mM EDC, 0.01 mM NHS ¢ozeltisi hazirlamak i¢in: 10mg kat1 EDC tartilip ImL
0,01 M pH=7 fosfat tamponunda ¢6ziilmiistiir. 2mg kat1 NHS tartilip 1mL 0,01 M pH=7
fosfat tamponunda ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 6 pL. EDC ¢ozeltisinden alinarak {izerine, 3 pL
NHS ¢ozeltisinden ve 4991 uL 0,01 M pH=7 fosfat tamponu eklenmistir. Her bir elektrot i¢in
500 uL. EDC-NHS ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.1.4 Elektrokimyasal 6l¢iimler

Elektrotlar temizlendikten sonra OH tabakasi olusturulmustur ve OH tabakasi
olusumundan sonra biitiin immobilizasyon islemleri ve optimizasyon adimlarinin takibi i¢in
dongiisel voltametri (CV) ve impedans spektroskopisinden (EIS) yararlanilmistir. Ayrica,
sadece bir ¢alismada kare dalga voltametrisi (SWV) kullanilmistir. Olgiimler 0,1 M KCI
iceren ve Ol¢lim i¢in redoks probu sunan SmM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (1:1) cozeltisi
icinde gerceklestirilmistir. CV’ de potansiyel araligi 0 ila 500 mV arasinda (adim biiytikltigii:
10 mV, tarama hizi: 100 mV/s) secilmistir. Elektrokimyasal impedans ol¢iimleri 5 mV
alternatife akimda gergeklestirilmistir. Impedans spektrumlar1 50.000 ila 0.05 Hz
araligindadir. Kare dalga voltametrisinde (SWV), potansiyel aralig1 0 ila 1,2 V arasinda (puls
biyiikliigii: 25 mV, frekans: 25 Hz) se¢ilmistir.

3.1.5 Ol¢iim prosediirleri

Anti-MAGE-1" in elektrot yiizeyine baglanmasi gergeklestirildikten sonraki adim,
elektrot ylizeyinde anti-MAGE-1" in baglanmadigi kisimlara BSA ( bovine serum albiimin)
ajaniin baglanmasiyla biyosensor sistemi tamamlanmistir. Son islem olarak MAGE-1’in
elektrot ylizeyine baglanma islemi gergeklestirilmistir. Baglanma islemi 45 dakika, oda
sicakliginda ve karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Her elektrot, farkli 100 pL’lik MAGE-1
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konsantrasyonuna daldirilarak inkiibasyon gerceklestirilmistir. Her elektrotun, fiziksel olarak
absorblanmis MAGE-1" i uzaklastirmak amagli ultra saf su ile yikanarak, Fe(CN)s 4—/3—

redoks probu i¢eren ¢ozeltinin bulundugu hiicre i¢erisinde CV ve EIS dl¢iimleri alinmustir.
3.2 Yontem

3.2.1 immobilizasyon basamaklari

Elektrotlar tizerindeki ilk islem elektrotlarin temizlenmesi islemidir. Elektrotlar:
temizlemek i¢in her elektrot ayr1 ayr islem ultrasonik banyoda 10’ar dakika islem goriir.
Sirayla: % 90’lik 1,5 mL aseton, 1,5 mL sabun ¢ozeltisi, 1,5 mL ultra saf su icerisinde islem
gormiistiir. Temizleme igsleminden sonra her bir elektrot immobilizasyon iglemleri i¢in hazir

hale gelmistir.

Immobilizasyon basamaklar1 ayrintilariyla birlikte ¢izelge 3.1°de gosterilmistir. Elde

edilen immobilizasyon kosullar1 bir dizi optimizasyon ¢alismalarindan sonra belirlenmistir.

Her islem basamagimin sonrasinda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak argon gazi ile
kurutulmustur. immobilizasyon basamaklarinin her bir asamasi1 EIS ve CV 6l¢iimleri alinarak

kontrol edilmistir.

Yapilan tiim ¢aligmalarda 8 farkli ITO-Pet elektrotla calisilmig, her bir elektrot ayni

kosullar altinda immobilizasyon islemlerine tabii tutulmustur.
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Islem
Sirasi

Yapilan Islem ve Kosullar

OH tabakas1 olusturma. Elektrot yiizeyinde aktif - OH uglar1 olusturmak amaciyla,
hazirlanan OH ¢ozeltisi ile her elektrot 90 dakika oda sicakliginda inkiibasyon islemine

tabii tutulmustur.

SAM tabakas1 olusturma. Elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan monotabaka
olusturmak igin, hazirlanan %0,5’lik CTES ile her elektrot gece boyu (yaklasik 16-17

saat) oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir.

EDC-NHS ile muamele. Elektrot yiizeyine kaplanan CTES tabakasindaki karboksil
uclarii daha aktif bir rol oynamasini saglamak ve heterobifonksiyonel ¢apraz baglayici
olarak hazirlanan EDC-NHS ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu ¢6zelti ile her elektrot 1 saat,

oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir.

Anti-MAGE-1" in baglanmasi. Elektrot yiizeyine anti-MAGE-1’in peptit bagi
yapabilecegi kosullar saglandiktan sonra, elektrot, pH=7,4 0,01M Fosfat tamponu ile
seyreltilmis 5,5 ng/mL konsantrasyonuna sahip anti-MAGE-1 ile oda sicakliginda ve

karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

BSA ajanmin baglanmasi. A¢ik uglart bloklama ajani olarak, pH=7 0,01M fosfat
tamponuyla hazirlanmis %0,5’lik BSA proteini kullanilir. 1 saat, oda sicakliginda ve

karanlik ortamda inkiibasyonu ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 3. 1 Immobilizasyon basamaklari
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3.2.2 Optimizasyon basamaklari

3.2.2.1 CTES miktar optimizasyonu

CTES miktar optimizasyonu i¢in 3 farkli miktar ile biyosensor olusumu denenmistir. 3
farkli ¢alismada diger sartlar aymi tutularak sadece CTES miktar1 degistirilmistir. Her
calismada 8 farkli elektrot ile ¢alisilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilan CTES miktarlari;
%0,25°lik, %0,5’lik, %0,75’lik CTES’dir. CTES miktari, EIS 06l¢iim Rct sonuglarinda
farklilik olusturdugu gozlenmistir. Cikan sonuglari grafigi cizilerek en uygun CTES miktari

calismanin devami igin secilmistir.

3.2.2.2 AntiMAGE-1 miktar optimizasyonu

AntiMAGE-1 konsantrasyon optimizasyonu ig¢in 3 farkli miktar ile biyosensor
olusumu denenmistir. Aymi sartlar altinda sadece antiMAGE-1’in konsantrasyonu
degistirilmistir. Bu optimizasyon ¢alismasi i¢in 3 farkli ¢alisma gerceklestirilmistir ve her
calismada 8 elektrot immobilizasyon basamaklarina tabii tutulmustur. Optimizasyon ig¢in
kullanilan konsantrasyonlar; 5,5 ng/mL, 11 ng/mL, 33 ng/mL’dir. AntiMAGE-1
konsantrasyonlari, EIS 6l¢tim Rct sonuglarinda farklilik olusturup olusturmadigi gézlenmistir
ve ¢ikan sonuglar1 grafigi ¢izilerek en uygun antiMAGE-1 konsantrasyonu ¢aligmanin devami

icin secilmistir.

3.2.2.3 AntiMAGE-1 siire optimizasyonu

AntiMAGE-1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu igin 3 farkli zaman dilimi ile
biyosensor sistemleri gelistirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda kullanilan elektrotlarin tiim
immobilizasyon sartlar ayn1 tutularak sadece antiMAGE-1’in inkiibasyon siiresi
degistirilmistir. Optimizasyon icin kullanilan inkiibasyon siireleri; 30 dakika, 45 dakika, 1
saattir. AntiMAGE-1 inkiibasyon siirelerinin degistirilmesiyle elde edilen MAGE-1 EIS
sonuclar1 ile BSA EIS 6l¢iim Rct sonuglar karsilagtirilarak grafigi cizilmis ve en uygun

antiMAGE-1 siiresi ¢alismanin devami i¢in se¢ilmistir.

3.2.2.4 MAGE-1 siire optimizasyonu

MAGE-1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu i¢in 4 farkli zaman dilimi ile biyosensor
sistemleri gelistirilmistir. Her bir ¢alismada 8 elektrot kullanilmistir ve tiim immobilizasyon
basamaklar1 aynidir. Optimizasyon i¢in degistirilen MAGE-1’in inkiibasyon siireleri; 30
dakika, 45 dakika, 1 saat ve 75 dakikadir. MAGE-1 inkiibasyon siirelerinin degistirilmesiyle,
EIS 6lgtim sonuglari, BSA EIS 6l¢tim Rct sonuglar1 karsilastirilarak sinyallerdeki farkliliklar
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gozlenmistir. Cikan sonuclar1 grafigi cizilerek en uygun MAGE-1 siiresi ¢alismanin devami

icin se¢ilmisgtir.

3.2.3 Gelistirilen biyosensor icin ideal tayin araligi belirlenmesi

Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonucu gelistirilen biyosensor igin ideal sartlar
belirlenmistir. Son asama olarak, biyosensoriin belirlenen sartlar altinda hangi tayin araliginda
MAGE-1"i baglayabildigi gozlenmistir. Bu ¢alisama i¢in {i¢ farkli tayin araligi denenmis, yani
3 farkli tayin araligina sahip ¢alisma gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢aligmalarin sonunda en
uygun tayin araligi EIS, CV ve SWV olgiimleri ile teyit edilmistir. Bu ¢alismada 8 elektrot ile
calisiimus.

3.2.4 ideal tayin arah@min SWYV élciimleri

En uygun tayin araligt CV, EIS 6l¢iimleri alinarak sonug¢ elde edilmesine ragmen
SWYV o6lgtimleri ile tayin araliginin idealligi teyit edilmistir. Diger dl¢limlerle farkli olarak,
sadece BSA ve MAGE-1 inkiibasyonundan sonra SWV 6l¢timii alinmistir. Sonuglar MAGE-

1 ile BSA, SWV o6lglimleri sonuglarinin farki alinarak hesaplanmistir.

Karedalga voltametrisi (SWV) ile sadece 1 ¢alisma yapilmistir ve bu ¢alismada 8

biyosensor sisteminin BSA ve MAGE-1 ile inkiibasyonu sonucu 6l¢giim alinmustir.

3.2.5 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda, tiim biyosensor sistemlerine ayni konsantrasyondaki
MAGE-1 ile ¢alisilmigtir. Bu ¢alismada tayin araliginda ¢izilen grafik esas alinmistir. Elde
edilen sonuglar tayin araligin grafigindeki denklem esas alinarak karsilastirilma yapilmistir.
Kullanilan MAGE-1 konsantrasyonlar1 arasindan 0,08 pg/mL segilerek, 20 elektrotla ¢alisma
gergeklestirilmistir. Yani 20 adet ayni biyosensor sistemi gelistirilmis ve EIS olgiimleri
sonucunda gerekli hesaplamalar yapilarak calismanin dogrulugu teyit edilmis, standart

sapmast hesaplanmustir.

3.2.6 Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar {iretilebilirlik ¢alismalarinda ayn1 biyosensor sisteminin, ayni tayin araligini
belirleyebilme kararliligi Olcililmiistiir. Bir tekrar iiretilebilirlik calismast i¢in; belirlenen
optimum kosullarda 8 elektrottan olusan biyosensor sistemleri gelistirilmis ve en son
belirlenen tayin araligindaki konsantrasyonlara sahip MAGE-1 ile muamele edilerek, EIS ve
CV olgtimleri alinmistir. Bu ¢alismada tayin araliginda c¢izilen grafik esas alinmistir,

calismanin dogrulugu icin bu grafige en yakin degerlerin bulunmasi hedeflenmistir. Tekrar
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iretilebilirlik sonuglar1 i¢in 10 farkli ¢aligma gergeklestirilmis ve gerekli hesaplamalar

yapilmustir.

3.2.7 Gelistirilen biyosensoriin depo 6mrii

Yapilan bu c¢alismanin ideal bir ¢alisma olabilmesi ve gelecege yonelik vaatlerinin
olabilmesi i¢in, biyosensoriin depo Omriiniin 1iyi bir zaman dilimine denk gelmesi
istenmektedir. ITO-pet iizerinde yapilan immobilizasyon islemlerinin, 10 hafta, +4°C saklama
kosullart altindaki Omrii  incelenmistir. 11 elektrot {izerine optimum kosullarda
immobilizasyon islemi gerceklestirilmis ve her asamada EIS, CV O6l¢timleri kaydedilmistir.
Ik elektrot 0,08 pg/mL konsantrasyona sahip MAGE-1 ile muamele edilerek dlgiim sonucu
kaydedilmistir. Her hafta ayn1 konsantrasyon ile farkli bir elektrodun EIS ve CV dlgiimleri
almmistir. Bu islem 10 haftada gerceklestirilmis ve antiMAGE-1 modifiyeli 1TO-Pet
elektrotlarin depo Omrii, ¢ikan EIS Rct sonuglar1 esas alinarak hesaplanmistir. Depo

hesaplamalarinda, tayin araliginda ¢izilen grafigin denklem degerleri esas alinmuistir.

3.2.8 Rejenerasyon

Rejenerasyon islemi, lizerinde immobilizasyon basamaklari tamamlanmis tek bir
biyosensor iizerinde gerceklestirilmistir. Biyosensor ilk olarak 45 dakika 0,08 pg/mL MAGE-
1 ile inkiibe edilmis ve EIS ol¢timleri alinmistir. Daha sonra 10 mM HCL igerisinde 5 dakika
bekletildikten sonra EIS 6l¢iimii alinmig ve sonrasinda 45 dakika 0,08 pg/mL MAGE-1 ile

inkiibe edilmistir. Bu islem 5 defa tekrarlanmistir.

Rejenerasyon igleminin amaci, biyosensoriin bagladigt MAGE-1 proteinini ylizeyden

kopararak, tekrar tekrar MAGE-1 proteinini baglayabildigini gézlemlemektir.

3.2.9 Sabit frekansta MAGE-1’in baglams1

Sabit frekansli ¢aligmanin amaci, MAGE-1’in biyosensor yilizeyine zamanla baglanig
sinyallerini anlik goriintiileyebilmektir. Sabit frekans 6l¢iimii i¢in 45Hz frekansi seg¢ilmis ve
Olcim pH=7,4 0,01 M fosfat tamponu igerisinde gerceklestirilmistir ve tamponun iizerine
MAGE-1 ¢ozeltisi eklenerek 0,16 pg/mL MAGE-1 elde edilmistir. 30 dakika 6l¢iim alinarak

MAGE-1"in biyosensdr iizerine baglanisi takip edilmistir.
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3.2.10 Gergek serum orneklerinden MAGE-1 tayini

Bu calismada, MAGE-1 biyomarkerinin kantitatif tayinine yonelik elektrokimyasal
biyosensor gelistirilmistir. Biyosensoriin MAGE-1’1 tayin edebilmesi i¢in tiim sartlar optimize
edilmistir ve kan serumunda spesifik bir sekilde MAGE-1’in tayinini gergeklestirdigi test

edilmistir.

Gelistirilen biyosensor ile kan serumunda MAGE-1 tayini i¢in 10 saglikli bireyin kan
orneklerinden elde edilen serumlar kullanilmigtir. MAGE-1 biyomarkerinin saglikli bireylerin
kan serumlarinda 0-50 pg/mL konsantrasyonda oldugunu belirten literatiir bilgileri mevcuttur
(Oya ve ark. 2015). Serumlar pH=7,4 fosfat tamponu ile 300 kat seyreltilmis ve anti MAGE-
1 temelli MAGE-1 biyosensoriiyle 45 dakika, oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 immobilizasyon Basamaklariin Bulgulari
Immobilizasyon basamaklari, bir dizi optimizasyon asamalarindan gecerek belirlenmis

ve ideal bir elektrokimyasal biyosensor sistemi gelistirilmistir.

Elektrot yiizeyinde gergeklesen tiim immobilizasyon basamaklart ve MAGE-1 kanser

antijeninin biyosensore baglanisi temsili olarak sekil 4.1’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 1 Sematik olarak ITO-Pet elektrot yiizeyinde gerceklestirilen islemler

Her immobilizasyon basamagindan sonra EIS ve CV olglimleri alinmis ve islemin
gidisatinin dogrulugu kontrol edilmistir. Bir elektrot i¢in immobilizasyon basamaklarinin CV
ve EIS 6l¢iim sonuglart sekil 4.2°de gosterilmektedir. Her bir immobilizasyon basamagindan
sonra EIS 6l¢lim sinyallerinde artis gozlenmistir. Bu da, OH tabakasi olusturarak iletken hale
getirdigimiz ITO-Pet elektrodun yiizeyine diger tabakalarin en uygun sekilde baglanarak daha
yalitkan yilizey olustugunu gostermektedir. CV Olgiimlerin anodik ve katodik piklerin

kiiclilmesi, ylizeye molekiillerin baglandigini bize gostermektedir.
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Sekil 4. 2 Immobilizasyon adimlarima ait EIS (A) ve CV (B) egrileri, (-A-A-) sart: ITO/OH,
(-#-¢-) yesil: ITO/OH/CSET, (-e-e-) mavi: ITO/OH/CTES/EDC-NHS, (-A-A-)
kirmizi: ITO/OH/CSET/EDC-NHS/anti-MAGE, (-m-m-) mor:
ITO/OH/CSET/EDC-NHS/anti-MAGE/BSA.

Yapilan optimizasyonlar sonucu belirlenen bu ideal immobilizasyon basamaklar1 geri

kalan caligmalarda kullanilmis ve her biri ayni1 kosullar altinda hazirlanmis farkli

biyosensorler gelistirilmistir.
4.2 Optimizasyon Basamaklarinin Bulgulari

4.2.1 CTES miktar optimizasyon bulgular:

Denenmis olan 3 farklt CTES miktari ile elde edilen sonuglar dogrultusunda % 0,5’lik
CTES miktarinin ideal SAM tabakasi olusturmak icin en uygun miktar oldugu gézlenmistir.
Optimizasyon sirasinda yapilan her ¢alismada 8 elektrot sistemi gelistirilmis ve farkli MAGE-
1 konsantrasyonu (0,04-0,96 pg/mL) ile inkiibe edilerek sonuglar elde edilmistir. Her
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calismada cizilen grafikteki Rct(ohm) degerleri her bir elektrodun BSA ve MAGE-1 ile

inkiibasyonu sonucunda alinan EIS impedans egrilerinin ¢ap farklarinin degerleridir.

% 0,5’lik CTES miktar ile hazirlanan 8§ elektroda farkli konsantrasyonlarda MAGE-1
baglanmasindan sonra alman EIS ve CV 6l¢lim sonuglart sekil 4.3’de gosterilmistir. Her bir
elektrot kendi BSA 6l¢iimii ile kiyaslanarak sonuglar elde edilmis ve grafige yansitilmistir.

Sekil 4.4°de gosterilen EIS ve CV dlglimleri temsili olarak gosterilmistir.

Farkli CTES miktar1 ile yapilan ¢alismalardan ¢ikan sonuclara gore ¢izilen grafikler
sekil 4.3’de, grafik denklemi ve R? degerleri cizelge 4.1’de gosterilmistir. Cizilen tiim

grafikler EIS ol¢limlerinin Ret sonuglarina gore ¢izilmistir.

Grafigin bize gosterdigi, % 0,5 CTES miktar1 kullanildiginda elde edilen sinyallere, %
0,25’1ik CTES’in yaklasamadigi ve % 0,75’lik CTES miktarinin bu sinyallerde bozulma
yaparak degerlerin diigmesine sebep oldugudur. Bu nedenlerden dolayr ideal CTES miktari

olarak %0,5 secilmistir.

CTES miktar1 optimizasyonu

4000
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0,75%
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Sekil 4.3 Farkli CTES miktarlari ile hazirlanan biyosensdr sistemlerinin standart egrileri
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CTES Miktari

Grafik Denklemi

Egim Cizgisi R?
Degeri

% 0,25°1ik CTES y =3384x - 46,173 R?*=0,9875
% 0,5’lik CTES y =177,7x + 124,68 R>=0,9846
% 0,75°1ik CTES y =931,7x + 361,96 R?*=0,9647

Cizelge 4.1 Farkli CTES miktar1 ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin standart egrilerinin
sonugclari

Grafik R? degerlerine gore, iyi bir dogrusalliga sahip grafikler elde edilmesine ragmen,
sinyallerdeki farklilik % 0,5’1lik miktart diger sonuglardan ayirmis ve ¢alismanin geri kalani

icin dogru miktar1 géstermistir.
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Sekil 4.4 %0,5’lik CTES ile hazirlanan ITO-Pet elektrot biyosensor sistemlerinin farkli
MAGE-1 konsantrasyonlardaki EIS (A) ve CV (B) olgiimleri: (-#-#-) sart:
BSA 6l¢iimii, (-e-e-) kirmizi: 0,04 pg/mL-0,96pg/mL MAGE-1 6lgiimleri.
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Yukaridaki sekilde tiim EIS sonuglart kendi BSA, EIS sonuglar ile karsilastirilmig
olsa da, artan MAGE-1 konsantrasyonu ile yalitkanligin arttigint bize temsili olarak
gostermistir. CV Olgiimlerinde kapanan anodik ve katodik pikler, temsili olarak biyosensoriin

daha fazla MAGE-1’i yiizeyine bagladigin1 géstermektedir.

4.2.2 AntiMAGE miktar optimizasyon bulgulari

Denenmis olan 3 farkli antiMAGE miktari ile elde edilen sonuglarin gdstergesinde 5,5
ng/mL antiMAGE miktarinin immobilizasyon basamagi i¢in en uygun konsantrasyon oldugu
gbzlenmistir. Optimizasyon sirasinda yapilan her ¢alismada 8 elektrot sistemi gelistirilmis ve
0,04-0,96 pg/mL MAGE-1 konsantrasyona sahip MAGE-1 ile inkiibe edilerek sonuglar elde
edilmistir. Her ¢alismada ¢izilen grafikteki Rct(ohm) degerleri her bir elektrodun BSA ve

MAGE-1 ile inkiibasyonu sonucunda alinan EIS impedans egrilerinden elde edilmistir.

Farkli calismanin sonuglarina gore cizilen grafikler sekil 4.5°de, grafik denklemi ve R?

degerleri ¢izelge 4.2°de gosterilmistir.

antiMAGE-1 konsantrasyonu optimizasyonu
4000 ¢

@ 33ng/mL

B 1lng/mL

ARct (ohm)
S
8

5,5ng/mL

0 - d | 1 1 1 1 1 ]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
MAGE-1 Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.5 Farkli antiMAGE-1 konsantrasyonlar1 ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrileri

Grafiklerde goriildiigl gibi, 5,5 ng/mL antiMAGE miktar1 kullanildiginda elde edilen
sinyaller, 11 ng/mL antiMAGE ve 33 ng/mL antiMAGE miktarlarinin kullanildiginda elde

edilen Rct sinyallerin yakin oldugu gozlenilmistir. Kimyasal kullanimindan tasarruf edilme
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amagli ve bir siire sonra yiiksek konsantrasyonda olsa elektrot yiizeyindeki SAM tabakasinin
gerektiginden fazla antiMAGE baglanmadigl yorumlanilmistir. Bu nedenlerden dolay: ideal

antiMAGE miktari olarak 5,5 ng/mL se¢ilmistir.

AntiMAGE-1 Konst. Grafik Denklemi Egim Cizgisi R?
Degeri
5,5 ng/mL antiMAGE-1 y = 2639,8x + 26,436 R?=0,995
11 ng/mL antiMAGE-1 y = 3384x - 46,173 R2=10,9875
33 ng/mL antiMAGE-1 y =3392,4x + 21,54 R?=0,9922

Cizelge 4.2 Farkli antiMAGE-1 konsantrasyonlar: ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrilerinin sonuglari

Calisilan tiim miktarlardan elde edilen sonuglarin grafikleri ve R? degerleri
incelendiginde hepsinin ideal dogrusallikta ve bir birine ¢ok yakin degerlerde oldugu
goriilmektedir. 5,5 ng/mL konsantrasyonlu ¢alismada sinyaller az da olsa azalmistir. Fakat bu
calismanin gidisatini sarsacak bir azalma olmadigindan goz ardi edilmis ve antiMAGE miktar

tasarrufu diistiniilerek, ¢alisanin geri kalani i¢in calisilacak miktar olarak secilmistir.

Optimizasyon sirasinda yapilan calismalar arasindan 5,5 ng/mL konsantrasyonuna
sahip antiMAGE-1 ile hazirlanan 8 biyosensor sistemlerine farkli konsantrasyonlarda MAGE-

1 baglanmasindan sonra alinan EIS ve CV 6l¢iim sonuglart sekil 4.6’da gosterilmistir.

Her bir elektrot kendi BSA’sinin EIS 6l¢iimii Ret degerleri ile kiyaslanarak sonuglar
elde edilmis ve grafige yansitilmistir. Sekil 3.6’da gosterilen EIS ve CV o6lclimleri temsili

olarak gosterilmistir.

Asagidaki sekilde tiim EIS 6lc¢timleri kendi BSA, EIS sonuglari ile karsilagtirilmis olsa
da, artan MAGE-1 konsantrasyonu ile yalitkanlik artmig ve sinyaller yiikselmistir. CV
Ol¢iimlerinde kapanmis anodik ve katodik pikler, temsili olarak yiizeye daha fazla MAGE-

I’in bagladigin1 gozlemlememizi saglamistir.
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Sekil 4.6 5,5ng/mL antiMAGE-1 ile hazirlanan ITO-Pet elektrot biyosensor sistemlerinin
farklit MAGE-1 konsantrasyonlardaki EIS (A) ve CV (B) dl¢timleri: (-e-e-) mavi:
BSA o6lgtimii, (-A-A-) mor: 0,04 pg/mL-0,96 pg/mL MAGE-1 6l¢timleri.

4.2.3 AntiMAGE siire optimizasyon bulgular:

Siire optimizasyonu igin 3 farkli ¢alismada elektrotlar, 30 dakika, 45 dakika ve 60
dakika antiMAGE ile inkiibe edilmis ve sonuclar kaydedilmistir. Calismalar sirasinda 8
elektrot sistemi gelistirilmis ve 0,04-0,96 pg/mL konsantrasyon araligindaki MAGE-1 ile
inkiibe edilerek sonuglar kaydedilmistir. Her ¢aligsmada cizilen grafikteki Rct(ohm) degerleri

her bir elektrodun BSA ve MAGE-1 ile inkiibasyonu sonucunda alinan EIS impedans

egrilerinden elde edilmistir.

Cikan sonucglara gore ¢izilen grafikler sekil 4.7°de, grafik denklemi ve R? degerleri

cizelge 4.3’de gosterilmistir. Cizilen tiim grafikler EIS 6l¢iimlerinin sonucuna gore ¢izilmistir.
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antiMAGE-1 Siire Optimizasyonu
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Sekil 4.7 Farkli antiMAGE-1 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrileri

. AntiMAGE-1 Grafik Denklemi Egim Cizgisi R?
Inkiibasyon Siiresi Degeri
30 Dakika y = 2622,9x + 128,5 R2=0,9777
45 Dakika y = 2859,9x + 69,079 R2=0,9877
60 Dakika y = 2639,8x + 26,436 R2=0,995

Cizelge 4.3 Farkli antiMAGE-1 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrilerinin sonuglari

Yukaridaki sekilde goriildiigli gibi yapilan 3 ¢alismanin sonucunda ¢izilen standart
grafiklerin egimlerinin ve sinyallerinin bir birine ¢ok yakin degerde olmasi, antiMAGE’ nin
30 dakika gibi kisa bir siirede de, 60 dakika gibi bir siirede de ayn1 oranlarda elektrot yiizeyine
immobilize oldugunu yorumlamamizi saglamamistir. Her bilimsel ¢alisma gibi bu ¢alismanin
da olabilecek minimum siireye sahip olmasi adina 30 dakikalik ¢alisma en uygun zaman

dilimi olarak segilmistir.
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Optimizasyon sirasinda yapilan caligmalar arasindan 30 dakika inkiibasyon siiresine
sahip antiMAGE-1 ile hazirlanan 6 adet biyosensor sistemlerine farkli konsantrasyonlarda

MAGE-1 baglanmasindan sonra alinan EIS ve CV 6l¢lim sonuglar1 sekil 4.8’de gosterilmistir.

Sekil 4.8’de EIS odl¢iimlerinde goriilen 6 elektrodun, BSA o6l¢iimii farkli oldugundan
dolay1 goriilen konsantrasyona gore artan sinyaller diizenli gériilememektedir. Her bir elektrot
kendi BSA 6l¢iimii ile kiyaslanarak sonuglar gozlenmis ve grafige yansitilmistir. Sekil 4.8°de

gosterilen EIS ve CV oOlglimleri temsili olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.8 30 dakika antiMAGE-1 ile hazirlanan farkli ITO-Pet elektrot biyosensor
sistemlerinin farkli MAGE-1 konsantrasyonlardaki EIS (A) ve CV (B) dl¢timleri:
(-e-e-) mavi: BSA 0Olgiimii, (-A-A-) mor: 0,04 pg/mL-0,96 pg/mL MAGE-1
Olctimleri.

Yukaridaki sekilde goriilen 6 elektrodun MAGE-1 EIS sonuglar1 kendi BSA, EIS

sonuclart ile karsilastirilmis olsa da, artan MAGE-1 konsantrasyonu ile yalitkanlik ve
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sinyaller yiikselmistir. CV oOlgiimlerinde kapanan anodik ve katodik pikler, temsili olarak

yiizeye daha fazla MAGE-1’in bagladigin1 gormemizi saglamistir.

4.3.4 MAGE-1 inkiibasyon siire optimizasyon bulgulari

MAGE-1 siire optimizasyonu i¢in 4 farkli ¢alismada elektrotlar, 30 dakika, 45 dakika,
60 dakika ve 75 dakika MAGE-1 ile inkiibe edilmis. Calismalarda 8 elektrot sistemi
gelistirilmis ve 0,04-0,96 pg/mL konsantrasyon araligina sahip MAGE-1 antijenleri ile inkiibe
edilerek sonuglar kaydedilmistir. Her ¢alismada cizilen grafikteki Rct(ohm) degerleri her bir
elektrodun BSA ve MAGE-1 ile inkiibasyonu sonucunda alinan EIS impedans egrilerinin gap

farklarinin degerleridir.

Cikan sonuglara gore ¢izilen grafikler sekil 4.9°de, grafik denklemi ve R? degerleri

cizelge 4.4°de gosterilmistir. Cizilen tiim grafikler EIS 6l¢iimlerinin sonucuna gore ¢izilmistir.

MAGE-1 inkiibasyon Siire Optimizasyonu
3000
2500 @ 45 dk
MAGE
2000 #30dk
s MAGE
S 1500
= A 60 dk
& MAGE
< 1000
75 dk
500 MAGE
0 b 1 1 1 1 1 ]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
MAGE-1 Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.9 Farkli MAGE-1 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensdr sistemlerinin standart
egrileri
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MAGE-1 ile Grafik Denklemi Egim Cizgisi R?
Inkiibasyon Degeri
Siiresi
30 Dakika y = 1282x + 265,59 R2=0,875
45 Dakika y =2682,7x + 30,418 R?=0,9891
60 Dakika y =1512,7x + 414,28 2=0,5135
75 Dakika y =2057,3x + 123,22 R2=10,767

Cizelge 4.4 Farkli MAGE-1 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrileri sonuglari

Sekil 4.9°da goriilen standart egrilere bakilarak ideal MAGE-1 inkiibasyon siiresi 45
dakika olarak belirlenmistir. 30 dakikalik ¢alismada, MAGE-1’in baglanmasi i¢in yetersiz bir
stire kullanildigindan sinyallerde ve standart grafigin egiminde ciddi bir diisiis olmustur. 75 ve
60 dakikalik caligmalarda fazla siirenin bozulmalara neden olmasiyla en yiikksek MAGE-1
konsantrasyona sahip sensorlerde bozulmalar olmus ve sinyal diigmistiir. Fakat 45 dakika
inkiibasyonda, sinyallerin yiiksek ve dogrusal olmasi bu siirenin optimum olarak

degerlendirilmesini saglamistir.

Optimizasyon sirasinda yapilan c¢alismalar arasindan 45 dakika inkiibasyon siiresine
sahip MAGE-1 ile hazirlanan 7 biyosensor sistemlerine farkli konsantrasyonlarda MAGE-1

baglanmasindan sonra alinan EIS ve CV 6l¢iim sonuglari sekil 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.10 45 dakika MAGE-1 ile hazirlanan farkli ITO-Pet elektrot biyosensor sistemlerinin
farklit MAGE-1 konsantrasyonlardaki EIS &lgtimleri (A) ve CV 6l¢timleri (B): (-
A-A-) sari: BSA olgiimi, (-m-m-) yesil: 0,04pg/mL-0,96 pg/mL MAGE-1
Olctimleri.

Sekil 4.10°da EIS o6l¢iimlerinde goriilen 7 elektrodun, BSA 6l¢iimii farkli oldugundan
dolay1 goriilen konsantrasyona gore artan sinyaller diizenli goriilememektedir. Her bir elektrot
kendi BSA Rct degeri ile kiyaslanarak sonuglar gézlenmis ve grafige yansitilmistir. Sekil

4.10°da gosterilen EIS ve CV o6l¢iimleri temsili olarak gosterilmistir.

Yukaridaki sekil 4.10°da goriilen 7 elektrodun MAGE-1 EIS sonuglari kendi BSA,
EIS sonuglart ile karsilastirilmis olsa da, artan MAGE-1 konsantrasyonu ile yalitkanlik ve
sinyaller ylikselmistir. CV Olgiimlerinde anodik ve katodik piklerin kapanisi temsili olarak

yiizeye daha fazla MAGE-1’in bagladigin1 gormemizi saglamistir.
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3. 2 Tayin Arah@ Bulgular:
Optimum immobilizasyon kosullarin1 belirledikten sonra en uygun tayin araliini
belirlemek i¢in 3 farkli aralikta calisma gergeklestirilmis fakat sadece bir tane aralikta olumlu

sonuclar elde edilmis ve ¢calismanin kalan kisimlari i¢in bu aralik kullanilmistir.

Yapilan bu bilimsel ¢alismanin amaci kan serumundaki MAGE-1 tayini olmasindan
dolayi, tayin araligi oldukca genis tutulmak istenilmis fakat ¢alismalarinda en saglikli sonug

veren tayin aralig1 secilmistir.

0,004 pg/mL-0,96 pg/mL MAGE-1 konsantrasyonu araliginda sekiz sensér denenmis,

fakat olumlu bir yanit alinamamustir.

0,004 pg/mL-0,32 pg/mL MAGE-1 konsantrasyonu araliginda sekiz sensér denenmis,

fakat saglikli sonuglar alinamamastir.

Son olarak 0,004 pg/mL- 0,2 pg/mL MAGE-1 konsantrasyonu araliginda sekiz sensor
denenmis ve en iyi yanitlar alinmustir. Bu tayin araligi igin tayin limiti (LOD) degeri 9,86.10”

ve Ol¢lim limiti (LOQ) degeri 3,29. 10°® olarak hesaplanmistir.

EIS sonuglarina gore ¢izilmis standart grafik sekil 4.11°de gdsterilmistir. Cikarilan
tim sonuglar, MAGE-1 ile BSA, EIS o6l¢iimlerinden elde edilen Rct degerlerinin farki
alinarak hesaplanmistir. 0,004-0,2 pg/mL konsantrasyon araligina sahip MAGE-1 ¢d6zeltileri
ile inkiibe edilmis biyosensorlerin EIS oOlctiimleri sekil 4.12 ‘de temsili olarak

gosterilmektedir.

35



Tayin Araligi

3500 -

3000 -
g 2500 -
S 2000 - y = 13587x + 81,32
= R2 = 0,9814
3] 1500 -
&
< 1000 -

500 -

0 T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
MAGE-1 Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.11 Optimum kosullar altinda belirlenen tayin aralig1 standart grafigi

Belirlenen tayin araligi, caligmanin kalan tiim kisminda kullanilmistir. Tekrar
iretilebilirlik, tekrarlanabilirlik, karedalga voltametrisi, gercek serum ornekleri, rejenerasyon

calismalari bu tayin aralifina gore ¢alisilmistir.
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Sekil 4.12 Belirlenen tayin araliginin EIS ile 6l¢iimleri: (-e-e-) BSA, (-m-m-) mavi: 0,004-0,2
pg/mL MAGE-1
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4.3 Karedalga Voltametrisi ile Ol¢iim Bulgular

Her calismada sadece EIS ve CV dl¢iimleri alinmis olsa da gelistirilen sensoriin diger
Olctimlerde de olumlu sonug verebildigini gérmek i¢in karedalga voltametrisi ile bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. BSA ve MAGE-1 ile inkiibasyonundan sonra sirsiyla 8 elektrodun SWV
Ol¢timii alinmistir. Her bir elektrot i¢in hesaplama yapilirken kendi BSA pikleri ile MAGE-1
pikleri arasindaki fark ele alinmis ve sekil 4.13’deki grafik elde edilmistir. Belirlenen tayin
araliginin SWV ol¢iimiine verdigi yanitlardan olusan olumlu sonuglar ayni biyosensor

sisteminin sadece EIS degil diger dl¢iimlerde de kullanish oldugunu kanitlamistir.

0 . Kare Dalga voltametrisi

18 +

16 | L 4

14 +
<12 | y = 70,276x + 4,6406
~ 2 —
S 10 R2=0,9208
¥ I
< 8

6 -

4 -

-

O 1 1 1 1 J

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
MAGE-1 konst. (pg/mL)

Sekil 4.13 SWV sonuglarindan elde edilen standart grafik

Sekil 4.14°de optimal kosullarda 0,004-0,2 pg/mL tayin araligindaki MAGE o6l¢timiine
ait kare dalga voltamogramlarinin kalibrasyon grafigini gostermektedir. SWV ol¢iimlerinde
elektrotlarin verdigi yanitlarda en kii¢iik konsantrasyona sahip MAGE-1 gozlenen pik en
biiylik degere sahiptir ve artan MAGE-1 konsantrasyonu ile pik degerlerin de kiigiilmeler
oldugu tespit edilmistir ve dolayisiyla BSA ile MAGE-1 voltagramlarinin arasindaki fark
artmistir. Bu durum da dogrusal olarak artan akim farkin ile birlikte daha fazla MAGE-1

proteinin yiizeye baglandigini géstermistir.
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Kare Dalga Voltametrisi
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Sekil 4.14 Belirlenen tayin araliginin SWV ile 6l¢iimleri: (-e-e-) mavi: BSA 6l¢iimii, (-m-m-)
kirmizi: 0,004-0,2 pg/mL MAGE-1 olgtimleri.

4.4 Tayin Arah@inin CV Sonuglari ile Hesaplanmasi
Calismanin her basamaginda EIS 6l¢timleri ile birlikte CV 6l¢timleri de alinmaktadir.
Standart grafikler EIS Slgiimleri temel alinarak c¢izilmis olsa da SWV calismasinda oldugu

gibi, gelistirdigimiz biyosensoriin dogrulugu CV 6lctimleri ile de kanitlanmistir.

Sekil 4.15de goriilen, CV dlglimleri baz alinarak, anodik ve katodik piklerin
farkliliklarina gore standart grafik c¢izilmistir. Her biyosensore ait degerler, kendi BSA ve
MAGE-1, CV odl¢timlerindeki pik farklari ele alinarak hesaplanmis ve grafige gecirilmistir.
0,004-0,2 pg/mL konsantrasyon araligina sahip MAGE-1 c¢ozeltileri ile inkiibe edilmis

biyosensorlerin CV olgtimleri sekil 4.16 “de temsili olarak gosterilmektedir.

Sekilde ayn1 zamanda anodik ve katodik pik deger farklari ile ¢izilen standart egrilerin
grafik degerleri bulunmaktadir. Bu verilerde de goriildiigii gibi iyi birer dogrusalliga sahip
standart egriler elde edilmis ve gelistirilen biyosensoriin tayin araligit bir baska

elektrokimyasal 6l¢iim teknigiyle dogrulugu ispatlanmistir.
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CV OLCUM GRAFIGI
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Sekil 4.15 CV olciimlerine dayali anodik ve katodik degerlerin standart grafikleri
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Sekil 4.16 Belirlenen ideal tayin araliginin CV ile olglimleri: (-e-e-) mor: BSA o6lgiimi,
(-m-m-) mavi: 0,004-0,2 pg/mL MAGE-1 6l¢timleri

4.5 Tekrarlanabilirlik Bulgular
Tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda optimum kosullar altinda, 20 elektroda aym
immobilizasyon islemleri gergeklestirilmis ve her bir sensor 0,08 pg/mL MAGE-1
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konsantrasyonu ile inkiibe edilmistir. Her bir elektrodun BSA- EIS 6l¢iimii ve MAGE-EIS
Olctimiinden elde edilen Rct degerleri karsilagtirilmig ve birbirine oldukc¢a yakin sinyaller elde
edilmek amaglanmistir. Hedeflenen deger biiyiik 6lgiide tutturulmus olsa da her elektrot kendi
sinyalini ortaya koymus ve sonug olarak %5,54°lik bir yiizde sapma gozlenmistir. Bu durum
gelistirilen sensor i¢in oldukc¢a olumlu bir sonugtur. Her defasinda farkli bir sensor ile ayni

konsantrasyonu 6lgebildigimizi bizlere kanitlamistir.

Analitik hesaplamalar neticesinde ortalama deger 0,0806 pg/mL , standart sapma ise
0,004467 pg/mL’dir. Varyasyon katsayist % 5,54’°tlir. Bu durum, biyosensoriin ayni standart
MAGE-1 ¢o6zeltisi konsantrasyonu ig¢in tekrarlanabilir sonuglar verdigini net bir sekilde

gostermektedir.

4.6 Tekrar Uretilebilirlik Bulgular

Tekrar {retilebilirlik c¢alismasi, tayin araliginda 8 elektrot ile yapilan sensor
sistemlerinin aynisin1 defalarca gelistirebildigimizi gostermek amacgli gergeklestirilmistir. 10
ayr1 calisma yapilarak sistemler gelistirilmis ve oldukga giizel sonuglara varilmistir. Her bir
calismanin sonunda cizilen standart grafikler sekil 4.17°de gosterilmektedir. Sekilde de
goriildiigl gibi sinyaller ve standart grafigin egimleri birbirlerine ¢ok ¢ok yakindir. Her bir
grafik i¢ ice gecmis oldugundan hangi egri hangi calismaya ait oldugunu se¢mek oldukca
zordur. Bu durum yaptigimiz ¢alismanin dogrulugunu ve defalarca ve her istedigimizde ayni

sistemi gelistirebildigimizi gostermektedir.

Cizelge 4.5°de her bir calismanin standart grafigi verileri bulunmaktadir. Bu verilerde
de goriildiigli gibi egimler (m degerleri) ilk belirlenen tayin arligindaki 13587 egim degerine
ve kendi aralarinda birbirlerine oldukca yakin degerlerdir. Bu da bir kez daha ¢aligmanin

basarisin1 kanitlamistir.
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TEKRAR URETILEBILIRLIK

0 ™ 1 1 1 1 )
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
MAGE-1 konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.17 Tekrar iiretilebilirlik ¢alismalarinin standart egrileri
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STANDART EGRIi
TURU

GRAFIiK DENKLEMIi

GRAFIGIN
R? DEGERI

TAYn\g
ARALIGI

Tekrar Uretilebilirlik 1

y =13227x + 143,91

0,9844

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 2

y =13547x + 108,32

0,9933

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 3

y = 13956x + 105,68

0,9821

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 4

y = 12988x + 152,41

0,9901

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 5

y = 13110x + 111,55

0,9853

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 6

y = 13748x + 154,96

0,9781

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 7

y = 13562x + 94,668

0,9827

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 8

y = 12846x + 84,028

0,9901

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 9

y =13751x + 50,318

0,9893

0,004-0,2 pg/mL

Tekrar Uretilebilirlik 10

y = 11641x + 282,88

0,9791

0,004-0,2 pg/mL

Cizelge 4.5 Tekrar iiretilebilirlik caligmalarinin standart egri degerleri

3.7 Gelistirilen Biyosensoriin Depo Omrii Bulgular

Her bilimsel ¢alismada oldugu gibi, yaptigimiz bu ¢alismanin da daha verimli bir
calisma olmasi i¢in raf dmriiniin uzunlugu oldukca 6nemlidir. Depo calismasi1 10 haftalik bir
calismadir ve 11 farkli sensér ile gergeklestirilmistir. Immobilizasyon islemleri tamamlanan
10 elektrot +4°C kapali ve karalik ortamda saklanmis ve depo giiniin basladigi tarihten
itibaren her hafta bit tane sensor 0,08 pg/mL MAGE-1 inkiibe edilerek oldukga iyi sonuglar
elde edilmistir. 0. Haftadan itibaren (baslangictan itibaren) Olgiilen EIS o6lc¢limlerinin
y=13587x +81,32 denklemine gore sonuglart hesaplanmistir. Gerekli hesaplamalarin
sonucunda, 10 haftalilk depo Omriinii tamamlamis sensdrlerde ilk haftaki MAGE-1

olgiimlerindeki sonuglardan kaybmin %3.58 oldugu sonucuna ulagilmstir. Ideal bir
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biyosensor karakteri olan uzun raf émrii 6zelligini tasiyan sensorler gelistirdigimiz bu ¢aligma

ile kanitlanmistir. Hesaplamalara gore ¢izilen depo omrii grafigi sekil 4.18’de gosterilmistir.

Depo Omrii Olgiim Sonuglar

100

80
60
40
20

0 -

O0.hafta 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta 6.hafta 7.hafta 9.hfta 10.hata

Yiizde Aktivite

Zaman

Sekil 4.18 Haftalik depo dmrii sonuglari

4.8 Rejenerasyon Bulgular:

Yapilan ¢aligmada gelistirilen biyosensor tek kullanimlik olsa da rejenerasyon iglemi
gerceklestirilerek biyosensoriin 4 defa MAGE-1 6l¢iimiinde kullanilabildigi ispatlanmistir. 10
mM HCI asit ¢ozeltisinin igerisinde 5 dakika bekletilerek rejenere edilen sensorler 4 defa
rejenere olarak 5 defa MAGE-1 baglamis, 4. baglanmada da % 93’liik bir kazang ile MAGE-
1’1 baglayabildigi gozlenmis ve 5. Baglanmada bozulmalar meydana gelmistir. Sonuglarin

grafige dokiilmiis hali sekil 4.19°da goriilmektedir.

Gelistirdigimiz bu biyosensoriin gergek tibbi uygulamalarda daha kullanislt ve
ekonomik olmasi i¢in depo dmriiniin yaninda birden fazla kullanim 6zelligine de sahip olmast
cok oOnemlidir. Yapilan rejenerasyon isleminde elektrotlarin 4 kez yiiksek verimle ayni
biyosensoriin kullanilabildigi gozlenmis ve tibb1 uygulamalarda kullanilacagi diisiiniiliirse

oldukca ekonomik 6zellige sahip olacagi kanitlanmistir.
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Rejenerasyon Bulgulari

111

1. ink. 2. ink. 3. ink.
MAGE-1'in baglanma sirasi

100 -

B D (o)
o o o
I I I

Yiizde aktivite
S

o

4. inkiibasyon

Sekil 4.19 Rejenerasyon ¢alismasinin sonuglarinin grafikteki goriiniimii

4.9 Sabit Frekans ile Ol¢iim Bulgular

Gelistirilen biyosensoriin MAGE-1’1 baglayisim1 anlik olarak izleyebilmek adina
gerceklestirilen sabit frekans ¢alismasinda frekans olarak 45 Hz secilmis ve 0,16 pg/mL
konsantrasyona sahip MAGE-1 ¢ozeltisinde 6l¢iim alinmistir. Olgiim yaklagik 30 dakika
stirmiistlir ve faz acisinin ve sabit frekanstaki Zmod (ohm) degerleri sekil 4.20°de goriildiigii

gibidir.

EIS Monitor

2,500 kohm 0,000 °

2,450 kohm -20,00 °
g N
62,400 kohm -40,00° N
- o]
o -
N
IS <

2,350 kohm / -60,00 °

2,300 kohm -80,00 °

0,000 s 500,0 s 1,000 ks 1,500 ks 2,000 ks
Time (s)

Sekil 4.20 Sabit frekansta biyosensor yiizeyine MAGE-1 baglaniginin dlglimleri: mavi; sabit
frekans Ol¢limii, kirmizi; faz agisi 6lgiimii.
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Sekilde de goriildiigl tizere ilk 500 saniyede elektrot yiizeyine MAGE-1 baglanisi

hizl1 daha sonraki siire zarfinda ise daha yavas bir artisla 6l¢tim ilerlemistir.

4.10 Iimmobilizasyon Basamaklari ve Baglanmis MAGE-1’in SEM Goriintiileri

SEM teknigi biyosensoriin optimum kosullarda hazirlanirken her bir asamasinda yiizeyde
meydana gelen degisiklikleri morfolojik olarak incelemek i¢in kullanilan bir tekniktir. SEM
cihaz1 ile biyosensoriin ylizeyindeki CTES, antiMAGE-1, BSA ve MAGE-1 goriintiileri sekil
4.21°de gorilmektedir.
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Sekil 4. 21 SEM cihazi ile biyosensdriin yiizeyinin goriintiileri: 1: ITO-Pet, 2: ITO/OH, 3:
ITO/OH/CTES, 4: ITO/OH/CTES/EDC-NHS/antiMAGE-1, 5: ITO/OH/CTES/EDC-
NHS/antiMAGE-1/BSA, 6: ITO/OH/CTES/EDC-NHS/antiMAGE-1/BSA/MAGE-1

4.11 MAGE-1 Temelli Biyosensoriin Kramers-Kronig Sonuclari

Kramers Kronig transformu, gelistirilen biyosensér sisteminin  impedans
spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini

belirlemek igin  kullanilir. Kramers Kronig yontemi, elektrokimyasal impedans
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spektroskopisinin yorumlanmasi ve analizi i¢in olduk¢a dnemlidir. Calismanin her agamasi

i¢in analiz edilmis her bir Kramers Kronig transformu sekil 4.22°de gosterilmektedir.

1,000 kohm

-Zimag (ohm)

500,0 ohm

0,000 ohm SN
0,000 ohm 1,000 kohm 2,000 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.22 Tasarlanan biyosensoriin Kramers-Kronig sonuglari: mavi (-e-e-): ITO/OH.
kirmizi(- ¥ -V¥-): ITO/OH/CTES, yesil(-m-m-):ITO/OH/CTES/EDC-NHS, mor(- A-
A-): ITO/OH/CTES/EDC-NHS/ANti-MAGE-1, turkuaz (-e-¢-):
ITO/OH/CTE/EDC-NHS/ANti-MAGE-1/BSA, siyah (-e-e-): ITO/OH/CTES/EDC-
NHS/antiMAGE-1/BSA/MAGE-1

Sekil 4.22°deki impedans spektrumlarindan elde edilen Kramers Kronig transformunun fit

degerleri Tablo 4.6 da verilmistir.

Biyosensor Yiizeyi Fit degerleri (e°)
ITO/ OH 11,22

ITO/ OH/CTES 2,605

ITO/ OH/CTES/EDC-NHS 2,798

ITO/ OH/CTES/EDC-NHS/Anti-MAGE-1 1,324

ITO/ OH/CTES/EDC-NHS/Anti-MAGE-1/BSA 3,821

ITO/ OH/CTES/Anti-MAGE-1/BSA/MAGE-1 0,62

Cizelge 4.6 AntiMAGE 1 temelli biyosensoriin farkli asamalarinda Kramers-Kronig
transformu

4.12 Gercek Serum Ornekleri ile Calismalarin Bulgular
Analitik calismalarin son basamaginda; hazirlanan biyosensorler gergek serum
orneklerinde MAGE-1 tayini i¢in kullanilmigtir. 10 tane bireyden alinan serum ornekleri

MAGEI1 tayini i¢in hazirlanmistir. Saghkli bireylerin kaninda bulunan MAGE-1
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konsantrasyon degeri 0-50 pg/mL araligindadir. Bu asamada her bir bireyden alinan serum

ornekleri 300 kat seyreltilerek elektrotlara uygulandi.

Lineer denklem kullanilarak

hesaplamalar yapildi. Hesaplamalar sonucu elde edilen her bir bireyin kan serumundaki

MAGE-1 degerleri cizelge 4.7° de gosterilmektedir.

_Kan Serumu MAGE-1 Konsantrasyonu S&%ﬂﬁ;ﬁf};ﬁ;ﬁ:ﬁ
Omek Numaras: (pg/mL) MAGE-1 konsantrasyonu

1 40,16 0-50 pg/mL

2 27,59 0-50 pg/mL

3 9,91 0-50 pg/mL

4 3,11 0-50 pg/mL

5 12,80 0-50 pg/mL

6 16,00 0-50 pg/mL

7 8,05 0-50 pg/mL

8 11,28 0-50 pg/mL

9 22,48 0-50 pg/mL

10 10,39 0-50 pg/mL

Tablo 4.7 Gelistirilen biyosensor ile, 10 saglikli bireyin kan serumunda, MAGE-1 miktar

tayininden elde edilen, MAGE-1 konsantrasyon (pg/mL) sonuglari

Sonuglarda da goriildiigii gibi hazirladigimiz biyosensor spesifik olarak MAGE-1

antijenini baglamis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Her bir saglikli bireyin kan

serumundaki MAGE-1 degeri, literatiir bilgisine uygun olarak 0-50 pg/mL araligindaki

konsantrasyon degerlerine sahiptir.
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5. SONUC

Giiniimiizde artan kanser hastaligi ve kanser yapict etmenlerin giderek artmast,
hayatimizda kanser hastaliinin daha ko&tii bir konuma getirmektedir. Erken teshis ile
hastaliktan kurtulma sans1 fazla olsa bile maalesef gliniimiizde hala kanser hastalig1 sebebi ile
oliimler oldukga yiiksek yiizdelere sahiptir. Ulkemizde ve diinyadaki 6liim sebeplerinin

arasinda ikinci siray1 alan kanser hastalig1 her nesli tehdit eden bir hastalik haline gelmistir.

Bilim diinyas1 kanser hastalig1 tedavileri ve ilaglar1 {izerine yiiklenmis olsa da
hastaligin erken teshisi icin olduk¢a fazla sayida ¢alisma bulunmaktadir. Kanser
biyomarkerlarinin kesfi bu ¢alismalar1 hizlandirmis ve bilim diinyasin yeni bir yontem kapisi
acilmistir. Kanser biyomarkerlar1 gilinlimiizde prognoztatik yontemlerde aktif olarak
kullanilmaktadir. Biyomarkerlarin aktif olarak kullanimlarinin artmasi ile kanserde erken

teshis yiizdelerinin artmasi beklenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda antiMAGE-1 temelli biyosensor ile kantitatif tayini hedef alinmis
MAGE-1 kanser biyomarkeri, bir c¢ok kanser tiimoriinde etki eden bir antijendir.
Kendiliginden olusan akyuvar hiicrelerinin olusumunu destekler ve kanser hiicrelerinin

¢ogalmasini baskilamaktadir.

Literatirde MAGE protein ailesi ile bir ¢ok calisma bulunsa da MAGE proteinin
kantitatif analizinin yapildig1 ¢alisma sayisi olduk¢a simirlidir. MAGE-1 antijeni gercek
serumdaki degerini Olgmeye dayali tasarladigimiz biyosensor sistemi literatiirde bir ilk

olmaya adaydir.

Tasarlanan bu biyosensoriin temeli olarak ITO-Pet elektrot kullanilmasi tercih
edilmistir. Indiyum kalay oksit ile kapli yiizeyi bulunun polietilen tereftalat oldukga kullanish
bir malzemedir. Uygun fiyati ve kullan at 6zelligi ile tasarlanan biyosensore dnemli avantajlar
katmistir. Immobilizasyon islemleri indiyum kalay oksit yiizeyine gergeklestirilmistir ve ITO-

Pet elektrotlarin basarili bir sekilde biyosensor olarak kullanilabilecegi gozlenmistir.

Yani yapilan bu tez calismasinda MAGE-1 kanser antijeninin tayinine 06zel
antiMAGE-1 temelli biyosensor sistemi gelistirilmistir. ITO-Pet elektrot ylizeyindeki her bir
immobilizasyon basamagi optimize edilmistir. Gerekli tiim kosullar saglandiktan sonra,
biyosensor MAGE-1 kanser antijenini spesifik olarak baglanabildigi gozlenmistir. Bu
calismanin sonucunda MAGE-1 antijenini; kantitatif analizini gerceklestiren, yliksek

hassasiyete, uzun depo dmriine sahip, tekrar edilebilirligi ve tekrar tretilebilirligi yiksek, tek
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kullanimlik, uygun ekonomik degerlere sahip ve literatiirde benzeri bulunmayan bir

biyosensor tasarlanmistir.

Yapilan tim sonuglarin olumlu cevabi, gercek serum orneklerinde, biyosensoriin
MAGE-1 antijenini baglayabilmesi ile alinmistir. Bu ¢alismanin tip diinyasinda ve giindelik
hayatta kullanimi, kanserde erken teshis de farkli bir olanak saglayabilecegi diistiniilmektedir.
Ekonomik ve kolay bir uygulama ile hayata gecirilebilirse insanlar doktor sirasinda

beklemeden hastalik teshisini evlerinde gergeklestirebilecekleri 6n goriilmektedir.
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