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OZET

Doktora Tezi

BAZI KARDIYOVASKULER HASTALIKLARIN BIYOSENSOR SISTEMLERI iLE
BELIRLENMESI VE GERCEK ORNEKLERDE KULLANIM POTANSIYELLERININ
ARASTIRILMASI

Burcak DEMIRBAKAN

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Kardiyovaskiiler hastaliklar tiim diinyada en 6nde gelen 6liim nedenlerinden birisidir.
Birgok farkli etkene bagl olarak ortaya ¢ikabilen ve zamanin son derece 6nem arz ettigi bu
hastalik tiirlerinde erken teshise yonelik gelistirilen sistemler kritik bir rol oynamaktadir. Bu
doktora tez calismasinda, kardiyovaskiiler hastaliklarin erken teshisine yonelik 3 Gnemli
biyobelirte¢ olan CK, ST2 ve TnT’ nin tayini i¢in kullan-at elektrotlarla ve c¢esitli
elektrokimyasal tekniklerle biyosensor sistemleri gelistirilmistir. Biyosensorler tasarlanirken
gerceklestirilen immobilizasyon, optimizasyon ve karakterizasyon caligmalar1 sirasinda,
elektrokimyasal impedans spektroskopisi, dongiisel voltametri, kare dalga voltametrisi ve
sabit frekansta impedans tekniklerinden yararlanilmistir. Immobilizasyon sonrasi yiizey
morfolojisinde meydana gelen degisiklikleri inceleyebilmek i¢in taramali elektron
mikroskobu kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. Standart ekleme yontemiyle gergek
serum Orneklerinde analiz yapilarak tasarlanan biyosensorlerin  klinikteki potansiyeli
arastirllmistir.  Kardiyovaskiiler hastaliklarin  tayinine yonelik gelistirilen biyosensor
sistemlerinin, ¢ok yiiksek hassasiyete, miikemmel tekrar dretilebilirlik ve tekrar
kullanilabilirlik kapasitesine, uzun raf dmriine ve serum 6rneklerinde analitin tayinini yliksek

duyarlikla yapabilecek hassasiyete sahip oldugu goézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Anti-ST2, EIS, CV, SFI, grafit kagit, kardiyovaskiiler hastaliklar
2018, 156 sayfa



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF SOME CARDIOVASCULAR DISEASES WITH BIOSENSOR
SYSTEMS AND INVESTIGATION OF THE POTENTIAL OF THEM IN REAL SAMPLES

Burcak DEMIRBAKAN

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Cardiovascular diseases are one of the causes of death in the world. The biosensor
systems developed for early detection of these diseases occured due to many different effects and
acts a critical role. In this phD thesis, the biosensor systems with disposable electrodes and
several electrochemical techniques have been designed to determine CK, ST2 and TnT which are
the important biomarkers for early detection of cardiovascular diseases. Electrochemical
impedance spectroscopy, cyclic voltammetry, square wave voltammetry and single frequency
technique were utilized for immobilization, optimization and characterization studies when
biosensors were designed. SEM was used to monitor the morphological changes of the surfaces
during the immobilization step. The clinical potential of the biosensors designed by analyzing
real serum samples with standard addition method were investigated. It has been observed that
the biosensor systems developed for detection of cardiovascular diseases have very high
sensitivity, excellent reproducibility and reusability capacity, long shelf life and high sensitivity

in the analysis of serum samples.
Keywords: Anti-ST2, EIS, CV, SFI, graphite paper, cardiovascular diseases
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1. GIRIS

Son yillarda gittik¢e artan ve insan sagligini biiyiik 6l¢tide tehdit eden kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH) iilkemizde ve diinyada kronik hastaliklar listesinde iist siralarda yer
almaktadir. Bir¢ok etkiye bagli olarak ortaya ¢ikan bu hastalik tiirlerinde, yas artisi, hareketsiz
yasam ve alkol, sigara gibi kétii alisgkanlarin tiiketilmesiyle birlikte daha ¢ok yayginlasma sz

konusu olmustur (Yesil 2012).

Diinya Saglik Orgiiti'niin (WHO) 2008 yili verilerine gére; kardiyovaskiiler
hastaliklarin kiiresel 6liim nedenleri igerisinde birinci sirada yer aldig1 ve 7.6 milyon kisinin
bu hastaliklar sebebiyle yasamimi yitirdigi bildirilmektedir. 2012 yilinda bu say1 tiim
Oliimlerin %31’ ine tekabiil eden 17.5 milyona yiikselmistir (Anonim 2016). Dahasi
kardiyovaskiiler hastaliklarin, Avrupa’ daki 4.3 milyondan fazla kisinin 6liimiine dogrudan ve
her sene gergeklesen toplam Olim sayisinin da neredeyse yarisina (% 48) sebep oldugu
belirtilmektedir (Petersen ve ark. 2008). Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore 2016 yilinda 6liim nedenleri igerisinde dolasim sistemi hastaliklar1 nedeniyle
oliim vakalar1 tiim oliimlerin %39,8” ini olusturarak ilk sirada yer almistir (Anonim 2016).
Kardiyovaskiiler hastaliklarin kiiresel 6lgekte uzun bir siire daha bir numarali 6lim sebebi

olmaya devam edecegi tahmin edilmektedir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikis1 ateroskleroza baghdir. Kiigiik yaslardan
itibaren damarlardaki yagl c¢izgilenmeyle baslayan koroner ateroskleroz, bazi degisik risk

faktorlerinden de etkilenerek artis gostermektedir (Woods 2005).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin ilerlemesinde yas, genetik faktorler, kotii aligkanliklar
(alkol, sigara vs.), hipertansiyon, hiperkolesterolemi, halk arasinda "kotii kolesterol™ olarak
bilinen diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) diizeyinin yiiksek ve yliksek dansiteli lipoprotein
(HDL) diizeyinin ise diisiik olmasi, diyabet gibi bir ¢ok faktoér rol oynamaktadir (Woods
2005).

Kiiresel dlgekte olim oranmi bu denli etkileyen, giinliikk hayattaki pek c¢ok kisinin
sahip oldugu ve cok ciddi hasar birakici etkilerine ragmen uzun siire viicut igerisinde varligini
belli etmeden ilerleyebilen kardiyovaskiiler hastaliklarin erken teshisi, hi¢ siiphesiz insan

sagligi icin ¢ok Odnemli bir ihtiyag haline gelmistir.



Viicuttaki biyolojik olarak aktif tiirleri tayin etmek igin tasarlanan biyosensor
sistemleri, herhangi bir hastalik tiirtine iliskin spesifik ya da duyarlilik gdsteren
biyobelirtegleri; serum, BOS, tiikiiriik gibi ¢ok az hacimlerdeki viicut sivilarindan alinan
orneklerde tayin edebilme Ozelligine sahiptir. Biyosensorler bu o6zelligiyle klinik
uygulamalarda kullanilmak i¢in ¢ok elverisli olmalarmin yam sira, yliksek hassasiyette ve

diisiik maliyetli olarak tasarlanabilmeleriyle de 6ne ¢ikmaktadirlar.

Insan sagligini ciddi oranda tehdit eden kardiyovaskiiler hastaliklarin erken teshisinin
yapilabilmesi durumunda hem tani konulma adiminin hizlanmasina hem de tedavi siirecinin

daha basit hale donligmesine biiyiik yararlar saglayacagi agiktir.

Bu amaglar dogrultusunda gelistirilen bu doktora tezinin amaci, kalp krizi, kalp
yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin erken teshisine yonelik, biyosensor sistemleri
tasarlamaktir. Bu tez ¢aligmasinda kardiyovaskiiler hastaliklara 6zgii olan CK, ST2 ve TnT
biyobelirteglerinin, insan kan oOrneklerinden alinan serum sivisinda tayinlerinin yapilarak

kullanim potansiyellerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.Kardiyovaskiiler Hastaliklara Genel Bir Bakis

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), gelisen diinyada artan niifusla birlikte 6lim ve
morbidite nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin
olusmasi genetik, yas, kronik rahatsizliklar, inaktif yasam, sagliksiz beslenme, sigara veya
alkol kullanimi, Tip 1 ve Tip 2 diyabet gibi bir cok etkene baglidir. Kisinin yasam
standartlarin1 kontrol etmesine bagli olarak bu hastaliklara yakalanma riski diisiiriilebilir.
Ancak, hipertansiyon, istemsiz kas hareketlerine bagl gelisen ataklar gibi kontrol edilemeyen
durumlarda hastaligin kiside geri doniisiimsiiz hasarlara yol agmamasi i¢in acil miidahaleyi
kolaylastiran tedavilere ihtiya¢ vardir. Bu noktada en 6nemli sey hastaligin “’erken teshisi’’
icin viicutta gelisen birtakim biyokimyasal olaylar1 iyi analiz edebilmektir. Boylece viicudun
vermeye calistigt mesaj anlasilip o dogrultuda bir tedavi yontemi izlenebilir. Zamanin ¢ok
kiymetli oldugu bu hastalik tiirlerinde erken yapilan miidahale kisinin yasami i¢in son derece
kritik bir 6nemdedir. Cok genis bir alana sahip olan kardiyovaskiiler hastaliklarin genel bir

siiflandirilmasi Cizelge 2.1° de verilmistir.

Bu hastalik tiirleri kisinin yasamini tehdit edecek derece de 6nemli olup akut koroner
sendromuyla (AKS) birlikte kendisini gosterir. Bu sendrom, kan akis1 sirasinda meydana
gelen bir aksakligin (miyokart iskemisi) ve tibbi miidahalesini gerektirecek akut koroner
durumlart tanimlama da kullanilmaktadir. Hastalardaki genel sikayet gogiis agrisidir.
Cogunlukla yirtilmis veya zarar gormiis aterosklerotik bir plak akut trombuzunu tetikleyerek
vazokonstriksiyonla birlikte veya tek basina durumu agirlastirarak, koroner kan akisinda hizli

bir azaliga sebep olur. Akut koroner sendromun, baslica klinik belirtileri;

- sessiz iskemi,

- kararli anjina pektoris

- kararsiz anjina pektoris

- akut miyokart enfarktiisii (AMI)
- kalp yetersizligi

- ani 6lim

olarak siralanabilir.



Akut koroner sendromlari, beliris sekillleri ve bulgular1 bakimindan farklilik
gosterebilirler. Bunun nedeni koroner anatominin farkli olmasidir. Ancak tiim AKS’ lere hizli
bir sekilde tan1 koyulup olusabilecek riskin 6n goriilmesi iizerine trombolitik tedavi veya

perkutan koroner girisimle reperfiizyon baglatilabilir.

Akut koroner sendromunda, miyokart iskemisiyle birlikte hiicrelere yeterli oksijenin
ulagmamasina bagl olarak bir dizi elektrofizyolojik ve biyokimyasal olay meydana gelir.
Meydana gelen bu biyokimyasal degisikliklerden erken teshis icin biiyiik Ol¢iide fayda
saglanir. Akut koroner sendromunda tani koyulmasi ve olusabilecek risk faktorlerinin

belirlenmesi sirasinda dikkate alinmasi gerek ii¢ durum s6z konusudur. Bu durumlar;

- anamnez sirasinda belirlenen hastanin anjina pektorisin veya bunun esdegeri
durumunda sayilan belirtilerinin var olmast,

- EKG (elektrokardiyagram) bulgularina gére STEMI (ST-yiikselmeli miyokart
enfarktiisii), NSTEMI (ST-yiikselmeli olmayan miyokart enfarktiisii) ve kararsiz
anjina pektoris durumlarinin, incelenmesi,

- Son durum ise kandaki kardiyak belirte¢ seviyelerinin artmasidir.

Son durumdaki kardiyak belirteglerinin AMI’ daki onemine dikkat ¢ekmek adina
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2000 yilinda tan1 koyma kriterlerini tekrar diizenleyerek, 20 dk
dan uzun siireli kalp agrilarinda; kardiyak belirteclerinden iki tanesinin seviyesinde yiikselis

s0z konusuysa biiylik ihtimalle, tiimiinde bir yiikselis varsa kesin AMI teshisi konulmaktadir

(Ademoglu 2015).



Cizelge.2.1. KVH’ mn genel siniflandirilmasi (Oztiirk, 1998).

Kalp yetmezligi hastaliklar1

>
>
>

Sol kalp yetmezligi (akut kalp yetmezligi)
Sag kalp yetmezligi (kronik kalp yetmezligi)
Korpulmonale

Kalp kapak hastaliklari

YVYVYYVYYV

Mitral stenozu (mitral darligr)
Mitral yetmezligi

Trikiispit stenozu (trikiispit darlig1)
Trikiispit yetmezligi

Aort yetmezligi

Koroner damar hastaliklar:

>
>
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Koroner skleroz
Anjina pektoris
Miyokart enfarktiisii

Konjenital kalp hastaliklar

Siyanozsuz konjenital kalp hastahklar:

YVVVVYVYVYYVY

Vetrikiiler septal defekt (VSD)
Patent ductus arteriozus (PDA)
Atrial septal defekt (ASD)
Pulmoner stenoz

Aort stenozu

Aort koarktasyonu

Mitral stenoz

Siyanozlu konjenital kalp hastalhiklar:

YVVVVYY

Fallot tetrolojisi

Biiytik arterlerin transpozisyonu
Tirkispit atrezisi

Pulmoner atrezi

Trucus arteriosus

Kompleks anomaliler

Kan basinci bozukluklari

VY V

Hipertansiyon
Hipotansiyon

Damar hastaliklar:

YVVVYVYYVYYVYYV

Arterioskleroz (Arteriosklerozis Obliterans-ASO)
Buerger hastaligi (TAO - Tromboanjitis Obliterans)
Buerger hastaligi (TAO - Tromboanyjitis Obliterans)
Raynaud hastalig

Varis

Tromboflebit

Flebotromboz




2.2.Akut Miyokart Enfarktiisii (AMI)

Amerikali bir hekim olan James Bryan, akut miyokart enfarktiisiiniin belirtilerini
tamimlayarak Kkalp krizi belirtilerinin ve anormalliklerinin koroner arterdeki tromboz
tarafindan yonlendirildigini aciklayan ilk isimlerden birisidir (James 2000; Herrick 1912).
Tromboz, kan damarindaki kan pihtilagsmasi nedeniyle dolasim sistemi boyunca kan akiginin
engellenmesidir. Patolojiye gore AMI, uzamis iskemi, kalbe kan akisinin azalmasi nedeniyle
miyokardiyal nekroz (hiicre 6liimii) olarak tanimlanir (Thygesen ve ark. 2007). AMI Diinya
genelinde 6liimlerin bas nedeni olarak kabul edilmektedir. 2008° de bu hastaliktan 6lenlerin
sayisi 17,3 milyon kisiyi bulmustur (WHO, 2014). Bu 6limlerin %80’ den fazlas1 diisiik ve
orta gelirli lilkelerde gergeklesmistir. Dahasi, 2030 itibariyle, kardiyovaskiiler hastaliktan
yilda 23,3 milyon insanin 6lmesi beklenmektedir. Elektrokardiyogramlar (EKG) kalbin
anormal ritmlerini 6lgmek ve teshis etmek i¢in gegerli bir yontemdir ve elektrik sinyallerini
tagiyan iletken dokunun hasarinin teshis edilmesine yardimci olur. Ancak EKG, akut
miyokartl hastalar1 kullanilmasina ragmen duyarliliktan yoksundur (Zhang ve ark. 2012).
EKG'nin birincil simirlamasi, tek bir anda sadece elektrokardiyografik aktivitenin temsil
edilmesidir; bu nedenle genellikle hastanin klinik durumundaki degisikliklere bagli olarak
birgok kez yapilmasi gerekir (Leisy ve ark. 2013). ikinci sinirlama ise EKG degerlendirmesinde
dalga modelini tanima ve beklenen normal bulgularla karsilastirma yapilmasina ragmen, son tahlilde
siibjektif bir yorumdur. Ugiincii olarakta, EKG, ST olmayan segment (EKG temsili kasilma
dalgalar1 segment) yiikselmesi miyokart enfarktiisii (NSTEMI) olan hastalar igin yararh
degildir ve normal bulunmustur (Mahajan ve ark. 2011). Son olarak, bir EKG, akut
miyokardiyal iskeminin varligni, miyokardiyal enfarktiis olusumunu veya bir iletim
bozuklugu ya da aritminin varligin1 tanimlamakta yararlidir, ancak erken koroner arter
tikanikliginin ortaya ¢ikmasi igin son derece giivenilirligi diisiik bir testtir. EKG ile bu
sinirlamalar1 ve sorunlart agmak icin alternatif strateji olarak, hassasiyetleri ile gegerli

olabilecek potansiyel kardiyak biyobelirteclerin kullanimidir.
2.3. Kardiyak Biyobelirtecler
Kardiyak biyobelirtecler, AMI' nin saptanmasinda agirlikli olarak kullanilan

indikatorlerdir. Biyobelirteglerle yapilan en eski AMI ¢aligmasi, 1954 te glutamat

oksaloasetik transaminaza odaklanilmayla baslamistir (Dewar ve ark. 1958). Miyosit,



kalpteki ana hiicredir ve kalbin amaci kan pompalamaktir. Bu amagcla bir kan 6rneginde
protein miktarinin kullanilmas1 mantiklidir (Rosalki ve ark. 2004).

Kalp hiicreleri oldiigiinde miyositler yeniden {iretilemeyecegi igin, kardiyak
fonksiyonun hasar gérme olasilig1 yiiksektir. Hiicre 6ldiigiinde, hiicre i¢indeki biyobelirteg (en
cok bilinenler; CK, CRP, miyoglobin, kardiyak troponin) proteinler salinir, sitoplazmada
bulunan proteinler hiicreyi zarlardan veya sabit hiicre elemanlarindan daha hizli birakir.

AMI ig¢in kardiyak troponin T (¢TnT) ve kardiyak troponin I (cTnl) diger kardiyak
biyobelirteglerden yani miyoglobin ve kreatin-kinaz MB'den daha duyarl1 ve spesifik olarak
kabul edilir (Jaffe ve ark. 2010). Her ikisi de AMI semptomlarinin baslangicindan sonra,
6liim hiicresinden sirasiyla 2-4 saat ve 3-4 saat i¢inde salinir (Bahadir ve ark. 2015). Bazi
sonuglar c¢Tnl i¢in elverislidir (De Antonio ve ark. 2013)., ancak duyarli ¢TnT ile yiiksek
duyarli ¢Tnl arasinda karsilastirma yapilmistir (Hetland ve ark. 1998). Prensip olarak, cTnT
ve cTnl kan akiginda yaklagik 10 giinden fazla kalir, yaklasik 1-2 giin miyokart hasartyla
birlikte zirveye ulasir (Thygesen ve ark. 2000). Kandaki uzun siireli salinimi nedeniyle, bu
biyobelirte¢ler akut miyokart enfarktiisiinii teshis etmede faydahidir (Jaffe ve ark. 2010).
Kardiyak troponin, kardiyak spesifik bir biyobelirte¢ oldugundan, iskelet kas1 ya da diger
organ hasarlarindan kardiyak izole edilmesine yardimci olmaktadir (McDonough ve ark.
2004). Normal hastalarda, ¢Tnl konsantrasyonu seviyesi 0.001 mg / L civarindadir, ancak MI
hastalarinda bu deger 100 mg / L'ye yiikselmektedir (Agewall ve ark. 2011). 0.01 mg/L
kadar diisik bir konsantrasyon bile kalp yetmezligi ile iligkili olabilmektedir. Kardiyak
troponin i¢in artan bir deger, bir referans kontrol grubunun %99 giivenilirligiyle bir 6l¢iim
olarak tanimlanmalidir (Thygesen ve ark. 2000). Her laboratuvarda referans degerler, uygun
kalite kontroliine sahip spesifik analizler kullanilarak yapilan ¢aligsmalarla belirlenmelidir. Her
bir analiz i¢in %99 kabul edilebilir hatali dl¢liim (varyasyon katsayis1),% 10'a esit veya daha
kii¢iik olarak tanimlanmalidir.

Sekil 1 miyokart enfarktiisii ile ilgili genel bilgileri gostermektedir. Kardiyak
troponinlerine ek olarak, troponin C (cTnC) denen baska bir biyobelirte¢ daha mevcuttur
(Takeda et al., 2003). Sekilde, aktin filaman iizerinde bulunan tropomiyosin ile birlikte 3
birim troponin kompleksi verilmistir (troponin I, T ve C). cTnC iskelet ve kardiyak kas
konsantrasyonunun kalsiyum aracili regiilasyonu i¢in gereklidir. Ancak, cTnC' nin kardiyak
yaralanma tanilarinda biyobelirte¢ olarak cTnl ve cTnT' den daha az kullaniminin sebebi, C'
nin kardiyak izoformunun yavas-twitch iskelet kaslarinda da bulunmasindan dolay1 kardiyak

bir 6zgiilliigii olmamasindandir.
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Sekil.2.1. Miyokart enfarktiisii (MI) teshisi. Troponin konsantrasyon diizeyi, semptomlari,
giincel MI saptama yontemleri ve kardiyak biyobelirteg algilama yontemleri



2.4. Kreatin Kinaz (CK)

Kreatin kinaz iki alt birimden (M ve B) olusan bir enzimdir. Bu alt birleserek ti¢ farkli
izoenzim olustururlar. Bu izoenzimler; CK-MM, CK-MB ve CK-BB’ dir. CK-BB beyin
izoenzimidir ve beyinde ve birg¢ok i¢ organda biiylik miktarda bulunur. CK-MB ise kalbe 6zgii
bir izoenzimdir ve bir¢ok laboratuvarda AMI tanisi igin altin standart yontem olmustur. Kalp
kasinda biiylik miktarda bulunmasina ragmen iskelet kaslar1 ve diger dokularda da bulundugu
icin kardiyak spesifik degildir. Kalp kasinin toplam CK aktivitesinin yaklagik % 15-401 CK-
MB'ye geri kalan kismi biiyiik 6lgiide CK-MM izoenzimine baglidir. CK-MM bir iskelet kasi
izoenzimi olup iskelet kaslarinda en yiiksek dagilima sahiptir. Bu {i¢ izoenzim, kolon, ileum,
mide ve idrar torbasinin diiz kaslarinda degisen konsantrasyonlarda bulunmaktadir
(Perryman ve ark. 1983). CK igin referans araligi erkekler igin yaklagik 80-200 IU / L ve
kadinlar ig¢in ise 60-140 IU/L' dir. Bu durum, CK enziminin iskelet kaslarindaki normal

dongiisiinlin sonucudur ve kas kiitlesi ve fiziksel ¢alisma gibi faktorlerden etkilenir.

Bu alandaki en eski biyobelirteglerden biri olan CK 1965 yilinda miyokardiyal hasar
i¢in biyokimyasal bir isaretleyici olarak tanitilmistir (Duma ve ark. 1965). CK, AMI tanisi
icin% 90'lik bir klinik duyarliliga sahiptir ancak yiiksek 6zgilligii disiiktiir. CK, AMI' nin
semptom baglangicindan sonra 12 saat iginde serbest birakilir, 24-36 saatte serumda en {ist
seviyeye yiikselir ve 48-72 saat i¢ginde normale doner. Bu salim kinetiginin bir sonucu olarak,
toplam CK' nin 6lgtimii AMI' nin erken teshisine (6 saat i¢inde) uygun degildir. Ayni1 sekilde
bir belirte¢ olarak CK, ST-ST yiikselmesi olmayan MI' I, PCI’ 11 veya cerrahi operasyon
geciren hastalarda ortaya ¢ikabilecek miyokardiyal hasarin saptanmasi i¢in de uygun degildir.
Daha once de belirtildigi gibi, AMI' nin erken teshisi icin uygun olan belirteg, yiiksek bir
sitoplazmik (hiicre) ila vaskiiler (plazma) orani, ¢ok diisiik veya saptanamayan normal plazma
konsantrasyonu ve toplam kardiyak o6zgiilliige sahip kalbe yapilan kiiciik yaralanmalarin
saptanmasinda etkili bir belirte¢ olmalidir. 200 IU/L' ye kadar yiiksek bir referans araligi ve
viicutta genis capta dagitilmis olan CK, orta dereceli bir sitoplazmik ila vaskiiler oranin
60.000: 1 olmasi nedeniyle bu kriterleri karsilamamaktadir. AMI tanisi i¢in CK' nin kardiyak
spesifitesini gelistirmeye yonelik hem total CK hem de CK-MB' nin (CK' nin kardiyak
spesifik izoenzimi) 6l¢iilmesi Onerilmistir. CK-MB ila CK oraninin miyokardiyal yaralanma
icin spesifik oldugu bildirilirken, <% 6' lik bir oran iskelet kasi hasar1 veya kalp dist
nedenlerle uyumlu olmaktadir. Bu nedenle bazi klinik ortamlarda, toplam CK aktivitesi
yiikselmedik¢e CK-MB testi istenmez. CK-MB &lgiimii vermeden once toplam CK' nin bir



tarama testi olarak kullanilmasi AMI 'li baz1 hastalarin gozden kagmasina sebep oldugu icin
dikkatle kullanilmalidir. Toplam CK konsantrasyonunun yiiksek olmadigt AMI vakalar
vardir, ancak bu hastalarda total CK-MB fraksiyonu ve CK-MB-CK oran1 AMI i¢in asil
tanidir. Bu durum ancak, diisiik kas kiitlesine sahip bir insanda kiiciik bir MI oldugunda ve
toplam CK' nin baslangi¢ degerinin diisiik oldugu kosullarda meydana gelebilir. CK' nin
normal referans araligi ¢ok genistir ve bu hastalar kiiciik miktarlarda enzim agiga ¢ikarabilir,
bu da referans aralifinin iistiindeki konsantrasyonu ylikseltmede yetersiz kalmaktadir. Bu
olasilik goz oniinde bulundurulmazsa, CK kullanildiginda tan1 gozden kagabilir. Yiiksek
oranda slipheli iskemi teshisi ile bagvuran bir hastada baglangi¢ total CK bilinmedigi siirece,
diisiik bir toplam CK teshisi dislamamali ve CK-MB i¢in isteklerin engellenmemesi
gerekmektedir (Van Blerk ve ark. 1992).

2.5. Suppression of Tumorigenicity 2 (ST2)

ST2, transmembran (ST2L) ve c¢oziiniir (sST2) izoformlar1 olan bir interlokin-1
reseptor ailesi liyesidir (Ilwahana ve ark. 1999). Human Gene Nomenclature Database' de
ST2 igin onaylanmis sembol ILIRL1'dir (interlokin-1 reseptorii benzeri-1). Insan IL1RLI
geninin kromozom 2 {izerinde bulundugu saptanmistir (Tominaga ve ark. 1996). ST2L ve
sST2, alternatif promoter zincirleme ve 3’ islem ile iretilir (Bergers ve ark. 1994).
ST2L, 3 hiicre dis1 IgG alani, tek bir transmembran bolge ve bir hiicre i¢i alami olan
membrana bagl bir izoformdur. sST2 ise transmembran ve hiicre i¢i alanlardan yoksundur
(lwahana ve ark. 1999). Su anda, interleukin-33 daha 6nce var olmasina ragmen, ST2L'nin
patofizyolojik rolii tam olarak anlagilamamistir.ST2L'min fonksiyonel bir ligandi olarak
tanimlanmaktadir (Schimitz ve ark. 2005). Interleukin-33 / ST2L sinyallemesinin birkag
dokuda 6nerilen fonksiyonlarina ek olarak, son zamanlarda mekaniksel asir1 yliklenme altinda
miyokardiyi koruyan 6nemli bir kardiyoprotektif mekanizmada islev gordiigii iddia edilmistir
(Sanada ve ark. 2007). Bu bulgunun muhtemelen, kronik kalp yetmezligi olan hastalarda ve
akut miyokart enfarktiislii hastalarda dolasimdaki sST2 artisinin daha ko&tii prognozu
ongordiigl gozlemlerle ilgili olmalidir (Weinberg ve ark. 2003; Shimpo ve ark. 2004).

Sepsis ve ardisik ¢oklu organ yetmezligi / disfonksiyon sendromu (MOF / MODS),
kotii sonuclarla iligkilidir ve septik sok, yogun bakim {initelerinde en yaygin 6liim nedenidir
(Stone 1994). Sepsis yanitin immiinolojik kaskadi artmig T-hiicresi apoptozu, lenfopeni ve
degistirilmis T-lenfosit alt popiilasyonlarma yol agar (Hotchkiss ve ark. 1999). Ozel tip

immiin yaniti, oncli T yardimei (ThO) hiicrelerinin Th1 veya Th2 hiicrelerine farklilasmasiyla
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belirlenir. Th1 hiicreleri interlokin (IL) -2, interferon (IFN) -g ve tiimor nekroz faktorii (TNF)
-a dahil olmak {izere proinflamatuar sitokinler tiretir. Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-13, IgG1 ve
IgE salgilarlar ve gesitli hastaliklarin inflamatuar yanitinda 6nemli bir rol oynarlar (Mosmann
ve ark. 1996). Thl ve Th2 alt tipleri farkli sitokin tiretim modelleri gosterdiginden, Thl'in
Th2 hiicrelerine orani sepsisin sonucu i¢in dnemli olmaktadir. Ayrica sitokinlerin dengesinin,
siddetli sepsiste iiretilen in vivo Th alt birimlerinin iistiinliigii {izerinde belirgin bir etkiye
sahip olabilecegi kuvvetli ihtimaller arasindadir. Dahasi, Th2 antikor aracili immiin yanitlar
sepsiste baskin goriinmektedirler (Fergusan ve ark. 1999; Roth ve ark. 2003). Astim ve
otoimmiin hastaliklar gibi diger nosolojik 6gelerde de, benzer bir Th2 hiicre tipi bagisiklik
yanitina sahip olduklar bildirilmistir (Mosmann ve ark. 1996). Ayrica T1, Fit-1 ve DER4
olarak adlandirilan ST2 proteini, yeni bir Th2 spesifik {irtiniidiir. ST2’ ye ait ¢oziiniir ST2
(ST2), transmembran reseptor formu (ST2L) ve varyant formu (ST2 V) olmak iizere ii¢ farkli
tirde gen {lrlni, klonlanmistir (Tominaga ve ark. 1989; Yanagisawa ve ark. 1993;
Tominaga ve ark. 1999). ST2 geni baslangigta fare fibroblast hiicre ¢izgileri ve HA-ras
onkojene duyarli genlerdeki birincil yanit genleri olarak tanimlanmaktaydi (Werenskiold ve
ark. 1989; Tominaga ve ark. 1999). ST2, Ig siiper familyasina ait nadir bir reseptorti kodlar
ve ST2 geni, insan kromozomu {izerinde IL-1 reseptor tip 1 ve tip II' yi kodlayan genlere
sikica baghidir (Tominaga ve ark. 1996; Bergers ve ark. 1994; Moritz ve ark. 1998). insan
Geni Nomenklatiir Veri Tabani' na gore, interlokin-1 reseptorii benzeri-1 (IL1R1), ¢6ziiniir
ST?2 igin belirlenmis sembol olup, ILIRLI1-a, ¢6ziiniir ST2 reseptoriidiir ve ILIR1-b, ST2L'dir
(Dale ve ark. 1999). ST2 genleri tercihen Thl hiicreleri yerine, aktive Th2 hiicreleri iizerinde
eksprese edilir ve IL-4, IL-5 ve IL-13 stokinlerinin yiikseltilmis ekspresyonlari tarafindan
karakterize edilen Th2 efektor fonksiyonlarinda (Lohning ve ark. 1998) 6nemli bir rol oynar
(Yanagisawa ve ark. 1997; Xu ve ark. 1998). ST2 proteini ayrica serum protein seviyeleri
astim ve alerjik solunum yollar1 inflamasyonu olan hastalarda, mast hiicrelerinin hiicre zarlar
tizerinde de gozlemlenir (Oshikawa ve ark. 2001; Oshikawa ve ark. 2002). Fibrozis ve
gesitli otoimmiin hastaliklarda da idiopatik pulmonerde yiikselmis serum ST2 protein

konsantrasyonlar1 bulunmaktadir (Tajima ve ark. 2002; Kuroiwa ve ark. 2001).

2.6. Troponin T (TnT)

Troponin kompleksi, her tiir ¢izgili kasin (hizli, yavas ve kardiyak) ince filamentinde
(aktin) bulunmaktadir. Bu kompleksin fonksiyonu ise kaslarin kalsiyum bagimli kasilmasini

diizenlemektir. Ug tip troponin vardir: TnT, Tnl ve TnC. Bunlar, troponin proteininin islevine
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atifta bulunan bir harfle belirtilir; TnC kalsiyumu baglar; Tnl, enzim astomosin adenosin
trifosfatazin etkisini inhibe eder; TnT ise tropomyosin' e baglanir (Greaser ve ark. 1973). Bu
yapilar troponinin izoformu olan yapilardir. Ornegin; ¢TnT, sTnT, fTnT, kalp kas1, yavas
segirme iskelet kas1 ve hizli segirme iskelet kas1 TnT' yi temsil eder. Kardiyak TnT daha fazla
doku dagilimma ve daha serbest sitoplazmik konsantrasyona sahiptir ve diger kardiyak
troponin T-1-C ile kompleks olarak salinmaktadir. Kardiyak Tnl ise ikili formda daha fazla
serbest birakilmaktadir (troponin I-C kompleksi) (Wu ve ark. 1999). Bu kaslardaki her
troponin proteini, farkli bir molekiiler agirligina, farklt amino asitlere ve bu kas tipine 6zgii
bir amino asit dizisine sahiptir. TnT ve Tnl' nin farkli izoformlari, amino asit sekansi

homolojisinin% 40-55'" ini olusturmaktadir.

Kardiyak TnT (34 KDa) ilk kez 1989 yilinda AMI teshisi i¢in bir biyobelirte¢ olarak
tanitilmistir (Katus ve ark. 1992). CTnT igin st sinir <0.1pg/L olarak bildirilmistir, ancak
0.03-0.1pg/L arasindaki konsantrasyonlar da olumsuz bir sonucun belirtecleri olarak anlaml
olabilmektedir (Muller ve ark. 1997). Kardiyak-TnT, AMI hastalarinda semptom
baslangicindan 12 saat sonra serumda goriilmektedir. cTnT, CK-MB ve cTnl' ye benzer salma
kinetiklerini gosterir ve bu nedenle, semptom baslangicindan sonraki ilk 6 saat icinde, AMI
icin CK-MB veya cTnl' dan daha erken bir tespit saglayamaz (Gerhardt ve ark. 1993).
Dolasimda bir kez, semptom baslangicindan sonra uzun bir siire (2-3 hafta) devam
etmektedir. Dolagimdaki cTnT' nin yart omrii 120 dakikadir ve bu uzun diyagnostik
pencerenin, nekroz sonrasi miyokardiyal hiicrelerden siirekli olarak saliverilmesinden ve
dolagimdan yavas bir sekilde temizlenmemesinden kaynaklandigi disiintilmektedir (Wu ve
ark.1994). AMT tanisi igin ¢TnT' nin klinik duyarliligi semptom baglangicindan yaklagik 12
saat sonra % 100" e yaklasir ve en az 4 giin boyunca% 100' de yiiksek kalir (Wu ve ark.1994).

2.7. Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Erken Teshisinde Biyosensorlerin Rolii

KVH’ m erken teshisine yonelik biyosensorlerin kullanimi son yillarda artis
gostermistir. Bu artis biyosensorlerin; Uygun maliyetli, biyoaktif tiirlerin hassas tayinini
miimkiin kilmasi, seciciligi yiiksek olarak tasarlanabilmesi gibi avantajlara sahip olmasiyla
yakindan ilgilidir. Biyosensorlerin temel prensibi, biyoaktif tiiriin bulundugu ortamdaki
degisikligi bir doniistiiriici yardimiyla analiz edebilmesine dayanmaktadir. Bu nedenle

alternatif bir c¢ok sekilde modifiye edilebilirler. Bu doktora tezinde de kardiyak
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biyobelirteglerin tayinine yonelik gelistirilen farklt biyosensér sistemlerinin ¢alisma

prensiplerine ve drneklerine yer verilmistir.

Bu durumda, biyosensdrler kardiyak biyobelirteg etkilesimi ile ilgili hedef molekiilleri
tespit etmek ve Ol¢mek icin kullanilabilir. Biyosensorler, biyolojik veya biyolojik olarak
tirevlendirilmis biyoaktif tiiri bir fizikokimyasal doniistiiriicii ile tayin edebilen cihazlardir
(Mascini ve ark. 2008).

Genel olarak, bir biyosensoriin doniistiiriicii yiizeyi, ya elektrokimyasal (Gomes-Filho ve
ark. 2013; Horak ve ark. 2015), optik (He ve ark. 2013; Leung ve ark. 2013, 2015; Lu ve
ark. 2014), kiitle degisimi (piezoelektrik/akustik dalga) (Lee ve ark. 2013) ya da dlgiilebilir
biyokimyasal sinyalin elektrik sinyaline (Qureshi ve ark. 2012) doénistiiriilmesini saglayan
bir biyolojik reseptor materyali (DNA, RNA veya antikor) ile immobilize edilir. Ayrica, EKG
gibi geleneksel tekniklerle kiyaslandiginda, biyosensorler yiiksek hassasiyet, yiiksek segicilik,
hizli analiz, giivenilir 6n islem ve basit enstriimantasyona sahiptirler (Bahadir ve ark. 2015).
Enzim bagli immiinosorbent assay (De Antonio ve ark. 2013), kemiliiminesans immiinoassay
(Cho ve ark. 2009), floro-immiinoassay (Hayes ve ark. 2009), elektriksel tayinler (Tuteja ve
ark. 2014), yiizey plazmon rezonans (SPR) temelli tayin (Liu ve ark. 2011), kalorimetrik
protein diizeni (Wu ve ark. 2010), POC assayler (Dittmer ve ark. 2010), ve Aptamer temelli

biosensor iceren Kardiyak troponin tayini ve 6lgiilmesi i¢in farkli yontemler gelistirilmistir.
-Enzim-bagh immiinosorbent yontemi (ELISA)

ELISA, belirli bir ornekte antijenin (proteinler, peptitler, hormonlar, vs.) veya
antikorun varligin1 tanimlamak igin antikorlar1 ve enzim aracili bir renk degisimini kullanan
bir biyokimyasal analizdir (Gan ve ark. 2013). Spesifik antikora baglanan bir antijen
bagisikliginin temel kavramlar1 kullanilarak ¢ok kii¢iik miktarlarda antijenlerin saptanmasina
izin verilir ve MI' y1 teshis etmek i¢in kardiyak troponinin saptanmasinda uygulanmuistir.
ELISA ile ilgili ilk makale 1971 yalinda Engvall ve Perlmann tarafindan, etiket olarak alkalin
fosfataz kullanilarak tavsan serumunda IgG’ nin kantitatif 6l¢iimii lizerine basilmistir. ELISA
yonteminde , antijenin kendine 6zgli bir antikora baglanmasi saglanir, daha sonra bir
kromojen ile reaksiyona giren ikincil, enzim ile baglanmis bir antikor tarafindan tespit edilir.
Antijenin varlii, enzim i¢in kromojenik bir substrattan goriiniir bir renk degisimi veya
floresan tretimi ile gosterilir. Bu renk degisimi antijeni tespit etmek i¢in niceliksel veya
niteliksel olarak Olgiilebilir. Sekil.2.2’ de ELISA yonteminin tayin prensibi sematik olarak

gosterimi yer almaktadir.
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Sekil.2.2. Antijen tayini i¢in ELISA yonteminin prensibi

-Kemiliiminesans imiinoassayler

Kemiliiminesans (CL), bir molekiil uyarilmig bir halde bir foton yaydig1 zaman (enerji
kimyasal reaksiyonla iiretilir) gerceklesen 1s1k yayilimini temsil etmek igin kullanilan bir
terimdir (Dodeigne ve ark. 2000). CL sistemleri immiinorekasiyonlarla birlesmesiyle,
kemiliiminesans immiinoassays (CLIA) olarak adlandirilan kimyasal reaksiyonun,
liminesansin yogunluguna gore numunelerin konsantrasyonlarini belirleme yontemi haline
gelmistir (Pei ve ark. 2013). Sistem, CL substratlarinin, yani luminol, isoluminol ve bunlarin
tirevlerinin, akridinyum esterinin, tiirevinin, peroksidazin ve alkalin fosfatazin (ALP), CL
etiketleri olarak gorev yapan bazi reaktiflere katilmasiyla CL' yi olusturmaktadir (Wang ve
ark. 2012). CLIA' daki proteinleri etiketlemek i¢in, en yaygin kullanilan etiketleme enzimleri,
yabanturpu peroksidaz (HRP) ve ALP' dir. CL' yi ilk kez 1976 yilinda CL, Schroeder ve
arkadaglar1 yarigmali protein baglanma reaksiyonlarini izlemek i¢in immiino-analizde bir

etiket olarak kullanilmislardir (Schroeder ve ark. 1976).
- Fliloresan immiinoassayler (FI)

Fliioresan immiinoassayleri (FI), homojen ve heterojen analizlerde karmasik
molekiillerin sinyal transdiiksiyonunu igeren optik biyosensorlerin siniflandirmasindan biridir
(Qureshi ve ark. 2012). Fl, zararsiz, yiiksek derecede hassas karakteristiklerine ve

biyomolekiillerin floresan etiketleriyle degistirilmesinde kolaylik sagladigi icin tercih
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edilmektedir. Floresin izotiyosiyanat, rodamin, kumarin ve siyanin gibi floresan etiketler,
etiket veya biyo-tantyict olarak kullanilirlar. Hedef molekiillerin varligi, floresan sinyalinin
degismesi ile gosterilmektedir. Tayin sinir1, tek bir molekiile kadar asir1 derecede hassastir
(Fan ve ark. 2008). FI i¢in, Song ve arkadaslar1 (2011), cTnl tespiti i¢in bir floro-mikrobead
temelli ¢ip (FMGC) temelli sandvig immiino-assay gelistirmislerdir. FMGC, dogrudan
immiinosensor olan bolgeye baglanan tane sayisin1 saymak i¢in bir floresan mikroskobu
kullanma yetenegine sahiptir. Antikorun floro-mikroplara konjugasyonu, tayin komponenti
olarak hazirlanmaktadir. Antijen-antikor baglama sinyalini arttirmak igin avidin-biyotin
afinite etkilesimi kullanilmigtir. Optik sinyal, 0.1-100 mg/L ¢Tnl igeren plazma 6rneklerinde

cTnl konsantrasyonlari ile dogrusal bir korelasyon gostermistir.

- Elektriksel tayinler

Tasinabilirlik olmayisi, ge¢ tayin siiresi ve liretim siirecinin yiiksek karmasiklig
(Kong ve ark. 2012). gibi immiino-analiz etiketli yontemin sinirlamalarinin iistesinden
gelmek icin, biyo-molekiiler etkilesim gelistirmesinin elektriksel tespiti olduk¢a faydalidir
¢linkii diisiik maliyetli tasinabilir sensor ve herkes tarafindan kullanilabilir (Estrela ve ark.
2009). Elektriksel tayin, molekiiler baglanma olaymi kullanilabilir bir elektrik sinyaline
dontistiirerek gerceklestirilir (Zhang ve ark. 2012). Boyutlar1 ¢ok kiiglik olan kimyasal ve
biyolojik tiirleri algilamak igin, arastirmacilar, nanoteller (NWs), nanokemerler, karbon
nanotiipler (CNTs), grafen ve biyoensitizasyon i¢in nanopartikiiller gibi nanoyapilarin
tizerinde yogunlasmiglardir. Elektriksel tayin yontemi, yakin zamandaki tartismali taniya

iliskin daha fazla sayida yayin ile kanitlanmis ve son yildaki ana ilgi odag1 olmustur.
-Yiizey plazmon rezonansi (SPR)

SPR, 6rnegin bir metal ve bir dielektrik gibi, karsit isaretlerin dielektrik sabitleri ile iki
ortamin ara yiiziinde mevcut olabilecek bir yiik yogunlugu salinimdir (Homola ve ark. 1999).
Ince bir metal filmin yiizeyi, gelen bir 151k demeti (belirli bir agida uygun bir dalga boyuna
sahip) ile uyarildiginda, bu olay, bir evanesan elektromanyetik alan olusturur ve zit yiiklii
dielektrik sabitlerin iki ortam arasindaki ara yiizeyde meydana gelen bir yiikk yogunlugu
salinimi olarak tarif edilir. Ara yilizde, toplam i¢ yansima kosullar1 altinda iiretilen evanesan
en giliclii olan alandir, fakat yiizeyden penetrasyon mesafesi arttikca bu alan azalmaktadir.
SPR, doniistiiriicii ylizeyinde meydana gelen, sadece yilizeyde sinirlt molekiiler etkilesimlerin

tayinini desteklemektedir (Dutra ve ark. 2007).
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-Kalorimetrik tayin

Kolorimetrik tespit, kromojenik boyalarin hedefi tanimak i¢in kullanilan baska bir
optik biyosensor smifidir (Qureshi ve ark. 2012). Hedef molekiillerin varligi, renk
degisimlerinin yogunlugu ile sunulmaktadir. Bu yontem igin tayin siniri, tek bir molekiil
tespitine kadar daraltilabildigi i¢in hassas bir teknik olarak kabul edilmektedir (Fan ve ark.
2008). Wu ve arkadaslar1 (2010), ¢Tnl igin giimiis ile zenginlestirilerek kolorimetrik tayin ile
birlestirilmis bir Poli (dimetilsiloksan) (PDMS) —gruplu nanopartikiiller (AuNP) kompozit
film bazli biyosensor gelistirmislerdir (Wu ve ark. 2010).

-Point-of-care assayler

Yukarida belirtildigi gibi ¢Tnl ve cTnT tespiti i¢in kullanilan bir¢ok ¢esit immiino-
diizenleme yontemi bulunmakla birlikte, bu yaklasimlar zaman alicidir ve genellikle etiketli
reaktifler ve biiylik enstriimantasyon gerektirmektedir (Bhalla ve ark. 2012). Bu amag igin,
MI tanisini desteklemek i¢in ELISA, floresan, kemiliiminesans ve diger teknolojilere dayanan
bir dizi POC analizi gelistirilmistir. Genel olarak c¢Tnl veya cTnT' nin kantitatif ¢l¢limiiniin
saglanmasi ve POC sistemlerinin duyarliliginin klinik laboratuvardaki otomatik platformlarin
sagladig1 sonuglardan daha kotii sonuglar olmamasi gerekmektedir (Bingisser ve ark. 2012).
Her ne kadar daha yiiksek hassasiyetli POC analizleri mevcut olsa da, dikkate alinmasi
gereken Onemli dezavantajlar vardir bunlar 6zellikle, laboratuvar hizmetleri, hizmet-licret
esasmna gore calistirildiginda kullanict ile ilgili pratik sorunlar (Or. egitim, bakim,

akreditasyon) olarak diisiiniilebilir (Bingisser ve ark. 2012).

-Aptamer

Hedefe yiiksek afinitesi olan niikleik asit ligandlar1, “ligandin iislii zenginlestirmeyle
sistematik evrimi” (SELEX) olarak adlandirilan in vitro tarama siirecinin kurulmasiyla Tuerk
ve Gold (1990) tarafindan tanimlanmistir. Arastirmacilar 6zellikle tan1 ve hastalik yonetimi
uygulamalar1 alaninda aptamerlere biiyiik ilgi duymuslardir. Aptamerler antikorlardan daha
genis cesitlilikte hedeflere baglanabildigi gibi, iiretilmesi ve depolanmasi da daha kolaydir
(MacKay ve ark. 2014). Antikorlar biyosensor gelismelerinde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, aptamerler antikorlardan daha kiiclik boyutlar1 sayesinde ayrica kararli ve yapisal
anahtarlama yapabildikleri igin 6zel algilama saglarlar (Lee ve ark. 2008; Gopinath ve ark.
2011).
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2.8. Biyosensorlerin Tasarlanmasinda Kullanilan Yenilik¢i Materyaller

Bir biyosensor tasarlanirken dikkat edilmesi gereken bazi hususlar vardir. Bunlar
Ozetle; biyolojik tayinin gergeklesecegi yilizeyde kullanilacak materyalin modifikasyona
elverisli olmasi, maliyetinin diisiik olmasi, ger¢eklesecek reaksiyonlarda olusabilecek
olumsuzluklar1 bertaraf ederek analizin hassasiyetini zedelememesi, uzun stireli kullanim ve
depolamaya uygun olmasi, tekrar kullanilabilirlik yetisinin yiiksek olmasi seklinde

siralanabilir.

Yukarida bahsedilen tiim bu 6zelliklerden yola ¢ikarak, doktora tezi gelistirilirken hem
kardiyak biyobelirtecler i¢in gercek manada hassas, se¢ici ve en Onemlisi ger¢ek serumda
spesifik oldugu tiire karsi yanit verebilmesi, hem de tiim bunlar1 yapabilecek sensoriin
dizayninda yenilik¢i materyallerin kullanilmas1 sayesinde literatiire katki saglamak gayesi

giidilmiistir.

Bu sebeple doktora tezi kapsaminda gergeklestirilen kardiyak biyobelirtecleri igin
tasarlanan biyosensorlerin immobilizasyonunda, kararli bir yiizey olusturmak i¢in miikemmel
bir yol olan SAM tabakalar ile elektrot ylizeyi modifiye edilmistir. SAMs’ in en Onemli
yeniligi; farkli materyallerin fonksiyonel uc¢ gruba kovalent baglanma gergeklestirmesi
sayesinde, kimyasal veya biyolojik reaktif yilizey tabakalarda modifiye edilebilmesidir. SAM’

lerin bu kullanimu, ¢esitli hassas uygulamalar i¢in gerekli spesifik etkilesimleri saglayabilir.

Bunun ig¢in her iki ucunda da fonksiyonel grup iceren 6- merkapto hekzanol (6-MH)
bilesigini kullanarak altinla tiyol bagi yaparken diger ucundaki hidroksil gruplari sayesinde

silanlama islemi gerceklestirilebilmistir.

Yiizey modifikasyon teknikleri arasinda en yaygin olarak kullanilan kendiliginden
olusum (Self-assembly-SA) teknigidir. SA teknigi, ozellikle SAM’ lar, son zamanlarda
yaygin bir sekilde calisilmaktadir. SA, ylizey modifikasyonu konusunda avantajlar saglayan
bir cesit “dipten yukar1” teknigidir. Bu teknik, termodinamik dengeye yakin ya da
termodinamik dengede yapilarin olusmasina ve yilizeyde yakin olarak paketlenmis, diizenli ve
kararli bir konfigiirasyonu olugsmasina onciiliikk etmektedir. SAM” lar hem molekiiler hem de
materyal diizeyinde, ihtiya¢ duyulan dizayn esnekligini saglar ve 2 ya da 3 boyutlu substratlar
tizerinde, spesifik ya da kompleks ara yiizeylerin fabrikasyonu i¢in bir ara¢ sunmaktadir.
SAM’ larim kullanimiyla, bu tabakalarin daha ileriki siire¢lerde, farkli materyallerin

fonksiyonel gruplara kovalet olarak baglanmasiyla, kimyasal ya da biyolojik olarak reaktif
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olan yiizeysel tabakalara modifikasyonu miimkiin olmaktadir. Cesitli fonksiyonlar1 tespit
etmek amaciyla SAM® larin kullanimi, ¢esitli duyarlilik uygulamalart i¢in spesifik olan
etkilesimler saglayabilir. Pratikte, elektrotlar {izerinde SAM* lar hazirlanirken, gogaltilabilir
ve istenen fonsiyonel karaktere sahip organik ara yiizeylerin elde edilmesinde bir¢ok deneysel
kosulun etkisi s6z konusudur. Elektrotlarin temizligi, ¢oziicii se¢imi ve sicaklik gibi bazi
parametrelerin, SAM* lerin yapilar1 ve 0Ozellikleri {izerinde etkilerinin biiyiikk oldugu
bilinmektedir. Tiyoller, altin, glimiis, platin ve bakir gibi metallerin yiizeyine ¢ok saglam bir
sekilde koordine olurlar. Kendiliginden olusan tek tabakanin yapisi, metalin morfolojisine ¢ok
bagimhidir.  Voltametrik  ¢aligmalar, tiyol  gruplarinin  adsorpsiyon  sonrasinda

deprotonlandigin1 gostermektedir (Wang 2000).

Bir diger yenilik¢i materyal olarak bir silanlama ajan1 3- glisidoksipropiltrietoksisilan
(GOPE) tercih edilmistir. Literatiirde de ¢ok kisitli bilgiye sahip olan bu yenilik¢i materyal
hidroksilli yiizeyin immobilizasyonu i¢in herhangi bir ¢capraz baglayiciya ihtiya¢ duymaksizin
yiizeye antikorun baglanmasini miimkiin kilmaktadir. Bu sayede sensor hazirlik
asamalarindaki uzun ve yorucu proseslere gerek birakmayan bu ajanla gelistirilen CK

sensoOriniin literatiirde de 6ne ¢ikmasi beklenmektedir.

Kardiyak sensorlerin tasariminda tercih edilen yenilik¢i materyallerden fulleren Cgp’ ta
olduk¢a kararli karbon yapisiyla one ¢ikmaktadir. Mitkemmel karbon dizilimiyle bilim
insanlarmin dikkatini cezbetmis fulleren Cgp yiizey immobilizasyonlarinda da kullanilarak

yiizeyin reaksiyona girme egilimini arttirmistir (Demirbakan ve Sezgintiirk 2016).

Biyosensorlerin gelistirilmesi sirasinda kullanilan materyallerin maliyeti de 6nemli bir
sorundur. SPE, GCE, kati Au elektrot gibi pahali elektrotlarla tasarlanan biyosensorler
analizin pratikte kullaniminin 6niine set koyan bir durumdur. Bu sorunun ¢oziimiine yonelik

daha uygun, tek kullanimlik ve yiizey modifikasyonuna elverisli elektrotlarla caligilmistir.

En yaygin olarak kullanilan seffaf iletken oksit ince filmlerden biri olan indiyum kalay
oksit (ITO), iki ana 6zelligi nedeniyle biyosensorler, diiz paneller ve fotovoltaikler gibi farkli
teknolojileri gelistirmek i¢in umut verici bir malzemedir. Bu o6zellikler iyi elektriksel

iletkenlik ve optik seffafliktir (Khan 2016).

ITO, iy1 optik saydamlik, genis calisma penceresi, yiiksek elektriksel iletkenlik,

substrat yapisma, diislik kapasitif akim ve kararli elektrokimyasal ve fiziksel 6zellikler gibi
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benzersiz 6zellikleri sayesinde biyosensor ¢alismalarinda yogun olarak kullanilan mitkemmel
bir materyaldir (Tang ve ark. 2006).

GP mikemmel esneklik ve pirizlilik yiizeyi sayesinde, redoks gibi
elektrokimyasal enerji doniistiirme ve depolama cihazlari akii (Yao ve ark. 2012), mikrobiyal
yakit hiicreleri (Kim ve ark. 2007) ve siiper kapasitor gibi daha genis ¢apta kullanilmasina
olanak sagladigi i¢in oldukga faydalidir.

2.9. Kaynak Arastirmasi

Sharma ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada kan serumunda CK-MM
tayinine yonelik elektrokimyasal temelli kalorimetrik bir biyosensor sistemi gelistirmeyi
amaclamiglardir. Sensoriin temeli, ATP varliginda altin nanopartikiil ile sisteaminin kimyasal
etkilesimiyle gerceklesen immobilizasyonuna dayanmaktadir. Calismanin  sonunda
arastirmacilar gelistirilen biyosensor sisteminin 0,5617-5617 ng/mL araliginda ve 0,569

ng/mL tayin sinirinda yiiksek hassasiyete sahip oldugunu ileri siirmiislerdir (Sharma ve ark.
2018).

Palladino ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada TnT’ nin tayini igin afinite
bazli bir biyosensor gelistirmislerdir. TnT proteininin varliginda dopamin ¢dzeltisi
kullanilarak altin kaplanmis temiz SPR (yiizey plazmon rezonansi) yiizey iizerinde dopaminin
polimerik filmleri olusturulmasiyla sensorde gelistirilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismayla ilk
kez miyositlerin hasar1 iizerine kan dolasimindaki kardiyak dokulardan salinan kardiyak
biyobelirteci TnT i¢in epitop baskili biyosensor gelistirdiklerini belirtmislerdir (Palladino ve
ark. 2018).

Lu ve arkadaglar1 2016 yilinda CK tayininde amorf indiyum ¢inko oksit (amorf-1GZ0O)
ince film transistor biyosensorlerin uygulamasina yonelik c¢alisma gerceklestirmislerdir.
Arastirmacilar titanyum depolanarak iretilen amorf-IGZO film transistorlerinin, CK’ nin

tayini i¢in bilyilik bir potansiyele sahip oldugunu ileri siirmiislerdir (Lu ve ark. 2016).

Kucherenko ve arkadaglar1 2015 yilinda glukoz oksidaz ve hekzokinaz temelli
amperometrik biyosensor kullanarak kan serumunda CK’ nin toplam aktivitesinin
belirlenmesine yonelik bir ¢calisma gergeklestirmislerdir. Calismada platin disk elektrotlardan
yararlanmiglardir. Arastirmacilar ¢alismanin sonunda elde ettikleri kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak kandaki CK oranma gore dakikada gergeklesen ATP sentezinin oraninin

hesaplanabilecegini ileri siirmiislerdir (Kucherenko ve ark. 2015).
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Brunner ve arkadaglar1 2004 yilinda sepsis ve travma durumundaki hastalarda ST2
proteini ve immiinglobulinin (IgGl) seviye artiglarini arastirmaya yonelik bir calisma
yapmiglardir. ELISA testiyle belirlenen sonuglara goére ST2 serum seviyesinin septik
hastalarda 8420+£2169 pg/mL, travma durumundaki hastalarda ise 2936+826 pg/mL oldugunu
rapor etmislerdir. Bu rapora gore, kritik kardiyovaskiiler hastaliklara sahip bireylerin kan
serumundaki ST2 seviyesinin belirgin oranda azalma yasadigi arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir (Brunner ve ark. 2004).

Liu ve arkadaglar1 2007 yilinda toplam CK’ nin tayini i¢in tek kullanimlik trienzim
elektrot temelli amperometrik bir biyosensor sistemi gelistirmislerdir. Arastirmacilar
gelistirilen biyosensoriin, ¢alisma elektrodunun Os (II/11T) i¢eren redoks polimeriyle modifiye
edilerek tasarlandigini belirtmisler ve biyosensor sisteminin 10,01-2748,05 U/L araliginda
tayin gerceklestirebildigini ileri stirmiislerdir (Liu ve ark. 2007).

Barrett ve arkadaglar1 2015 yilinda ultra hassas nanogoriintiillemeyle TnT’ nin tayinini
gerceklestirmeye yonelik bir ¢alisma yapmislardir. Calismada EIS teknigini kullanan
arastirmacilar biyosensor sisteminin 73-1800 ng/L araliginda ve 0,0088 ng/L tayin sinirinda

6l¢tim yapabildigini ispatlamiglardir (Barrett ve ark. 2015).

Gomes-Filho ve arkadaslart 2013 yilinda kardiyak TnT icin karbon nanotiip temelli
elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmislerdir. Caligsma, altin yiizeyin yiiksek katyonik bir
polimer olan polietileniminle kaplandiktan sonra ¢ift duvarli karbon nanotiiple yapilan amit
baglariyla immobilize edilmesine dayanmaktadir. Arastirmacilar, gelistirilen sensoriin tayin
araliginin 0,1-10 ng/mL , tayin simirinin ise 0,033 ng/mL oldugunu belirterek TnT’ nin akut
miyokart enfarktiisii tanisi ig¢in kullanilabilir oldugunu iddia etmislerdir (Gomes-Filho ve
ark. 2013).

Pawula ve arkadaglar1 2016 yilinda akut miyokart enfarktiisii i¢in TnT” nin SPR
analizine yonelik calisma yapmislaridir. Yapilan calismada elektrot yiizeyini AuNP ile
modifiye etmislerdir. Arastirmacilar biyosensoriin tayin araliginin 0,5-40 ng/mL, tayin
simnirinin da 0,05 ng/mL olarak belirlendigini ve gelistirilen immiinosensoriin iyi bir tekrar
tiretilebilirlige ve tekrar kullanilabilirlige sahip oldugunu one siirmiislerdir (Pawula ve ark.
2016).

Jiang ve arkadaslar1 2018 yilinda kardiyak TnT’ nin hassas tayini i¢in Ag@Sn0O2’ in

kendiliginden hizlanan elektrokemiliiminesans (ECL) emitorlerini  kullanmislardir.
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Arastirmacilar, elektrot yiizeyinde AgNP’ lerin modifikasyonuyla gelistirdikleri sensdriin
1fg/mL- 100 pg/mL tayin araliginda ve 0,11 fg/mL tayin sinirinda iyi kararlikta ve mitkemmel
secgicilikle TnT’ nin tayinini yapabildiklerini iddia etmislerdir (Jiang ve ark. 2018).

Barbara ve arkadaslar1 2013 yilinda kardiyak TnT’ nin etiketsiz tayini i¢in karbon
nanotiip SPE’ lerle bir ¢alisma yapmuslardir. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi
kullanilarak gelistirilen biyosensor sisteminin tayin araliginin 0,0025 — 0,5 ng/mL, tayin
siirmin ise 0,0035 ng/mL oldugunu ileri siiren aragtirmacilar tasarlanan biyosensoriin yiiksek

tekrar tiretilebilirlige de sahip oldugunu belirtmislerdir (Barbara ve ark. 2013).

Weinberg ve arkadaslari 2003 yilinda kalp yetmezligi olan hastalarda norohormonal
aktivasyon i¢in ST2’ nin yeni bir biyobelirte¢ oldugunu kabul etmislerdir. Serum igerisinde
ST2 seviyesindeki degisikligin takibinde mortalite veya transplantasyonun bagimsiz bir 6n

gordiiriiciisii oldugunu ileri siirmislerdir (Weinberg ve ark. 2003).

Cai ve arkadaslar1 2014 yilinda soyulmus GP elektrot temelli askorbik asit (AA),
dopamin (DA) ve iirik asidin (UA) elektrokimyasal tayinini gerceklestirmiglerdir. Calismada
EIS, CV, DPV ve SEM goriintiileme tekniklerinden yararlanildigini kaydetmislerdir. AA, DA
ve UA’ ya ait kalibrasyon grafiklerinin tayin araliklarinin sirasiyla 20400 M (LOD : 2,0 M),
0,5-35 M (LOD : 0,01 M), 0,5-35 M (LOD : 0,02 M) olarak belirlendigini rapor etmislerdir
(Cai ve arkadaslarn 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kardiyovaskiiler biyosensorlerin tasariminda kullanilan kimyasallar

CK, ST 2 ve TnT tayinine yonelik biyosensorler tasarlanirken kullanilan kimyasal ve
materyaller asagida belirtilmistir.
> GP (grafit kagit) kullan-at tabakanin oOzelliklerine ait veriler sirasiyla; kalinlik:
0,3+0,01 mm, boyut: 210 x 210 mm, yogunluk: 0,78 g/cmg, elektrik direnci: 3 mQ/ cm?
gozenek: % 75, hava direnci: < 12 mm H,0, biikiilme yarigapi: > 10 cm seklindedir. Calisma
elektrodu olgiileri: 2 x 0,5 cm. (Firma: Xiamen Tob New Energy Technology, Co. Ltd, Fujian,
China)
> KClI ile doygunlagmis 3 M Ag/AgCl referans elektrot (Firma: iBAS, Warwickshire,
UK)
> Karsit elektrot olarak kullanilan 10 c¢cm uzunlugunda platin tel (Firma: iBAS,
Warwickshire, UK)
> Gold (I11) chloride trihydate (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> 6- merkaptohekzanol (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> 3- glisidoksipropiltrietoksisilan (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> Fareden {iretilen Monoklonal Anti-Creatine Kinase BB antikoru (Firma: Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> Tavsan kasindan elde edilmis Creatine Kinase (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
> Bovine serum albiimin (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> Fullerene Cgo (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> % 95-98 ACS agent siilfiirik asit (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> N-(3- dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide (EDC) (Firma: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)
> N-hydroxysuccinimide (NHS) (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> Tavsandan tretilen Anti-Suppression of Tumorigenicity 2 antikoru (Firma: Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> PrEST Antigen IL1IRL1 (ST 2) (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> % 37 ACS agent hidroklorik asit (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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> Fareden {iretilen Monoklonal Anti-Troponin T antikoru (Firma: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

> Insan kalbinden elde edilmis Troponin T (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
> Potasyum mono bazik/dibazik (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

> Coziiciiler; etanol, toluen, aseton (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

> Potasyum ferrisiyanat, potasyum ferrosiyanat (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

> Kullanilan tiim sarf malzemeler Interlab Lab. Uriin. San ve Tic. A.s’den tedarik
edilmistir. immobilizasyon ve &lgiim esnasinda kullanilan tiim ¢dzeltiler, deneyler esnasinda
taze olarak hazirlanmistir. Tim antikor ve antijenler belirlenen konsantrasyonlarda

porsiyonlara ayrilarak calisilana dek -20°Cde muhafaza edilmistir.
3.1.2. Kardiyovaskiiler biyosensorlerin tasariminda kullanilan cihazlar

Kardiyovaskiiler hastaliklarin erken teshisine yonelik biyosensorler gelistirilirken
kullanilan tiim cihaz asagida verilmistir.
> Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS), Dongiisel Voltametri (CV) ve Kare
Dalga Voltametrisi (SWV) yazilimlar1 ve analiz programi (Echem Analyst) iceren Gamry
Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 ve Interface 1000 (Firma: Gamry Instruments,
Warminster, USA)
Ultra saf su (18,2 MQ/cm) cihaz1 (Elga LC134, Veolia Water Technologies, USA)
Ultrasonik banyo (JEIOTECH)
Isiticili manyetik karistiric
pH metre (HANNA INSTRUMENT), (INOLAB)
Hassas Terazi (RADWAG), (SHIMADZU ATX224)
Mikropipetler (ISOLAB)
Vorteks (VELP SCIENTIFICA ZX3)

vV V.V V V VYV V
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3.2. Yontem

3.2.1. Elektrokimyasal 6l¢iimler

Grafit kagit elektrota uygulanan biitiin immobilizasyon islemleri ve optimizasyon
adimlarinin  takibi i¢in dongiisel voltametriden (CV) ve elektrokimyasal impedans
spektrokopisinden (EIS) yararlanilmistir.

CV i¢in potansiyel aralik -0,5 - 1 V arasinda se¢ilmis olup (adim biiyiikligi: 10 mV,
tarama hizi: 100 mV/s) dlgtimler 0,1 M KCl igeren ve 6l¢iim igin redoks probu sunan 5 mM
Ks[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)g] (1:1) ¢6zeltisi i¢inde gergeklestirilmistir.

Elektrokimyasal impedans ol¢iimleri ise 10 mV alternatif akimda gerceklestirilmistir.
Olgiimde kullanilan redoks cifti, dongiisel voltametredeki ile aynidir. Impedans spektrumlari

10.000 — 0.05 Hz araligindadir.

Kare dalga voltametrisi igin belli potansiyel aralik se¢ilmis olup (frekans: 25 Hz,
genlik (pulse size): 25 mV, denge zamani: 2 saniye) Olglimler ayni prob igerisinde

gerceklestirilmistir.

Elektrot yiizeyinin altin (Au) kaplanmasinda CV i¢in potansiyel aralik -0,2 / -1,3 V
se¢ilmis olup (adim biytikligi: 10 mV, tarama hizi: 50 mV/s, dongii sayisi: 10 ) dlgiimler 15
mL fosfat tamponunda (pH: 7.0) gergeklestirilmistir.

Ayrica tim Olglimler 25 ©°C’de sabit sicaklikta, reaksiyon hiicresinde

gerceklestirilmistir.

3.3. Creatine Kinase Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemi

3.3.1 CK biyosensoriiniin fabrikasyonu ve immobilizasyon adimlari

CK biyosensoriiniin  hazirlik asamasindaki ilk adim, her bir elektrot yiizeyinin
temizlenmesidir. Bu islem i¢in yalin GP elektrotlar sirastyla etanol ve ultra saf su icerisinde 5
dakika ultrasonik banyoda sonike edilip hemen ardindan saf argon gazindan gegcirilerek
kurutulur. Temizlenen elektrot yiizeyinde tasarlanan immobilizasyonun gerceklesebilmesi igin
gerekli olan altin yiizeyi olusturmak iizere GP elektrotlar, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde hazirlanan HAuCls.3H,O (1 mM) ¢ozeltisi iceren elektrokimyasal hiicreye

daldirilmigtir. Yiizeyde altin nanopartikiillerin (AuNP) elektrokimyasal olarak biriktirilmesi
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olan bu islem; -0,2 V / -1,3 V potansiyel aralikta, 50 mV/s tarama hizinda ve dongii sayist 10
olarak gerceklestirilmistir (Ma, Di ve ark. 2009).

- CK biyosensoriiniin immobilizasyon adimlari

GP elektrot yiizeyleri altin nanopartikiille kaplandiktan sonra etanol igerisinde
hazirlanmis 6- merkapto hekzanol (MH) ¢ozeltisinde SAMs olusturmak i¢in gece boyu (16
saat) karanlik ortamda inkiibasyona birakilir. Bu inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra GP
elektrotlar ilk olarak kendi ¢oziiclisiinden daha sonra da ultra saf sudan gegirilerek yikanir ve
saf argon gaziyla kurutulur. Daha sonra GP elektrotlar, MH sayesinde yiizeyde olusan aktif
hidroksil gruplariyla (-OH) SAMs olusturmak ic¢in toluen icerisinde hazirlanan 3-
glisidoksipropiltrietoksisilan (GOPE) ¢6zeltisine daldirilarak gece boyu inkiibasyona birakilir.
Her inkiibasyon igleminden sonra oldugu gibi ultra saf su ile yikanarak saf argon gaziyla
kurutularak EIS-CV o6lgiimleri alindi. CK biyosensoriiniin tasariminda SAMs tabakalari
olusturulmus bu elektrotlar artik antikorlarin kovalent immobilizasyonuna hazirdir. Elektrotlar
Anti-CK ¢ozeltilerine daldirilir ve inkiibasyona (45 dakika) birakilir. A¢ik uglart bloklamak
icin tek kullanimlik GP elektrotlara % 0,5’lik BSA ¢ozeltisinde inkiibasyon islemi uygulanir
(1 saat ) ve yikanip kurutulan elektrotlarmn CV-EIS dl¢iimleri almir. Immobilizasyonun bu son
adimindan sonra, hazirlanan biyosensor, CK ol¢iimleri gerceklestirilene kadar + 4 ° C'de
muhafaza edilir. CK biyosensoriine ait immobilizasyon adimlari (GP, GP/MH,
GP/MH/GOPE, GP/MH/GOPE/anti-CK, GP/MH/GOPE/anti-CK/BSA ) Sekil 3.1’ de sematik

olarak sunulmustur.
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Sekil.3.1. CK biyosensdriiniin immobilizasyon adimlarinin sematik gosterimi

3.3.2. CK biyosensériiniin optimizasyon adimlari

3.3.2.1. 6-MH konsantrasyonunun optimizasyonu

AUNRP ile kaplanan elektrot yiizeyinde hidroksil gruplari olusturmak i¢in kullanilan 6-
MH i¢in 3 farkli konsantrasyonda (0,1 M, 0,5 M, 1 M) optimizasyon gerceklestirilmistir. Her
bir konsantrasyonda hazirlanan 6-MH ¢ozeltilerine GP elektrotlar daldirilarak gece boyu
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda ultra saf su ile yikanip saf argon ile nazikge
kurutulan  elektrotlarin  CV-EIS  6l¢iimleri  alindi.(Calisma  kosullar; 5 mM
Ks[Fe(CN)s]/[Fe(CN)¢] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.3.2.2. GOPE konsantrasyonunun optimizasyonu

Yiizeyde diizgiin bir SAMs tabakasinin olusabilmesi ve bu tabakanin her calismada
tekrarlanabilmesi, ileri asamalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu sebeple, yiizeydeki hidroksil
gruplariyla bag yapabilen silan gruplarina sahip GOPE i¢in 3 farkli konsantrasyonda (%1 %
1,5 % 5) denemeler yapildi. Her bir konsantrasyonda hazirlanan GOPE c¢d6zeltilerine GP
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elektrotlar daldirilarak gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda ultra saf su
ile yikanip saf argon ile nazik¢e kurutulan elektrotlarin CV-EIS 6l¢timleri alindi. (Caligsma

kosullari; 5 mM Ks[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.3.2.3. Anti-CK’ nin konsantrasyon optimizasyonu

Basarili bir biyosensor sistemi i¢in optimize edilmesi gereken bir diger 6nemli adim
antikor konsantrasyonudur. Bunun i¢in 3 farkli konsantrasyonda (10 ng/mL, 37 ng/mL, 50
ng/mL) denemeler yapildi. Belirtilen konsantrasyonlarda inkiibe edilen elektrotlar yikanip
kurutulduktan ~ sonra CV-EIS  ol¢iimleri alindi.  (Calisma  kosullari; 5 mM
Ks[Fe(CN)s]/[Fe(CN)¢] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.3.2.4. Anti-CK’ nin inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Antikor konsantrasyonunun sonrasinda anti-CK inkiibasyon siiresini optimize
edilmistir. Bunun i¢in 3 farkli zamanlarda (30 dk, 45 dk, 1 sa) hazirlanan elektrotlar anti-CK
¢ozeltisine daldirilmistir. Optimize edilen konsantrasyonda hazirlanan elektrotlar planlanan
stirelerde inkiibe edildikten elektrotlar yikanip kurutulduktan sonra CV-EIS 6l¢timleri alindi.
(Calisma kosullart; 5 mM K3[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.3.2.5. CK’ nin inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Anti-CK siire optimizasyonunun ardindan bir diger optimizasyon adimi antijenin (CK)
antikora baglanma siiresinin optimizasyonudur. Bunun i¢in 3 farkl stire (30 dk, 45 dk, 60 dk)
boyunca hazirlanmis elektrotlar inkiibe edilmistir. Elektrotlar planlanan siirelerde inkiibe
edildikten elektrotlar yikanip kurutulduktan sonra CV-EIS o6l¢limleri alindi. (Calisma
kosullari; 5 mM K3[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.3.3. CK biyosensoriiniin karakterizasyon ¢alismalari

CK biyosensoriiniin  tim immobilizasyon islemleri ve optimizasyon adimlari
tamamlandiktan sonra biyosensoriin tasarimindaki son c¢aligma adimi olan karakterizasyon

caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢calisma adimlari asagida sirastyla belirtilmistir.

3.3.3.1. CK biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
Tim optimizasyon adimlari tamamlanan CK biyosensoriiniin elde edilen veriler

dogrultusunda kalibrasyon grafigi ¢izilerek dogrusal tayin araligi belirlendi. Dizayn edilen
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biyosensore ait bu tayin aralifi; CK biyobelirteci ile bloklama ajani olarak kullanilan BSA
proteinin  EIS verilerinden elde edilen elektron transfer direncinin farkindan
hesaplanmaktadir. Elektrokimyasal impedans spektroskopi c¢alismalarinda en Onemli
noktalardan bir tanesi de gelistirilen sistemin bir elektriksel esdeger devre modeliyle uyumlu
halde modellendirilmesidir. Bu noktanin 6nemi 0Ozellikle elektron transfer rezistanslarinin
dogru hesaplanmasinda ortaya c¢ikmaktadir. Ciinkii elektron transfer rezistanslari yani
impedans bu devre modeli temel alinarak hesaplanmaktadir. Hesaplama isleminde kullanilan
denklem asagidaki gibidir.

ARet = Ret(CK)- Ret(BSA) (3.1)

Bu denklem impedans ¢alismalarinda tercih edilen “’esdeger devre modeli’’ ile iligkili

olarak kullanilmaktadir.

2 F
Al

Ret | w_ |

Sekil.3.2. EIS elektriksel esdeger devre modeli

Sekil 3.2° de verilen esdeger devre modelinde; Rs ¢6zelti direncini, C kapasitansi, W
difiizyona bagli olan Warburg egrisini ve Ret ise elektron transfer rezistansini ifade

etmektedir (Sezgintiirk ve ark. 2014).

Bu denklemdeki Ret degerlerinden yararlanilarak biyosensoriin kalibrasyon grafigi
olusturuldu. Ayrica bu kalibrasyon grafigine ait LOD (tayin limiti) ve LOQ (kantitatif 6l¢iim

limiti) degerleri de hesaplandi.

3.3.3.2. CK biyosensdriiniin tekrarlanabilirlik ¢calismalari

Biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢cin 20 farkli tek kullanimlik GP elektrot
hazirlanip ayn1 konsantrasyonda (20 pg/mL) EIS odlgiimleri alinmistir. Olgiimlerden elde
edilen veriler icin kalibrasyon grafigi denkleminden yararlanilarak; ortalama deger, standart
sapma degeri ve varyasyon Kkatsayis1 hesaplanmistir. (Calisma kosullar;; 5 mM
Ks[Fe(CN)s]/[Fe(CN)¢] gozeltisi igerisinde, T=25 °C)
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3.3.3.3. CK biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik calismalari

Ideal bir biyosensor gelistirme sirasindaki en onemli adimlardan biri olan tekrar
iretilebilirlik ¢alismasi i¢in ayni kosullarda ve bilesimlerde biyosensdrler hazirlandi ve
birbirinden bagimsiz zaman dilimlerinde EIS ve CV o6l¢limleri alindi. Boylelikle farkli
zamanlarda, biyosensdriin belirli bir tayin araliginda vermis oldugu cevaplar degerlendirildi.
Bu biyosensorlere ait standart grafiklerden elde edilen veriler dogrultusunda bagil standart
sapma (RSD) degeri ve intercept hesaplandi. (Calisma kosullar; 5 mM
Ks[Fe(CN)s]/[Fe(CN)g] ¢ozeltisi icerisinde, T=25 °C)

3.3.3.4. CK biyosensdriiniin rejenerasyon ¢calismalari

Rejenerasyon iglemi, {lizerinde immobilizasyon basamaklar1 tamamlanmis tek bir
biyosensor tizerinde gerceklestirilmistir. Biyosensor ilk olarak optimum CK konsantrasyonu
ile inkiibe edilmis ve EIS oOl¢limleri alinmistir. Daha sonra 10 mM HCI asit ¢dzeltisinin
igerisinde 2 dakika bekletildikten sonra EIS 6lgiimii alinmis ve sonrasinda tekrar CK ile
inkiibe edilmistir. Her islem sonrasinda elektrot yiizeyi bol ultra saf su ile yikanip saf argon
gaziyla nazik¢e kurutulmustur. Bu islem elektrot yiizeyindeki anti-CK ve CK etkilesiminin
aktifligini olduk¢a azalmasi ya da tamamen kaybetmesinin EIS spektrumlarina bariz bir
sekilde yansidig1 asamaya kadar tekrarlanmistir. Gelistirilen biyosensordeki bu rejenerasyon
islemi sayesinde, hem c¢alisma elektrodu olarak tercih edilen yilizeyin kararlili§i hem de
yiizeydeki antikor-antijen immiino-kompleksinin ayristirilmasindan sonra tekrar baglanabilme
kapasitesi incelenmistir. (Calisma kosullar;; 5 mM Kjs[Fe(CN)g]/[Fe(CN)s] ¢ozeltisi
igerisinde, T=25 °C)

3.3.3.5. CK biyosensérii icin Sabit Frekansta Iimpedans (SFI) analizi

Anti-CK temelli CK biyosensoriiniin yiizeyinde meydana gelen zamana bagl
degisiklikleri agikliga kavusturabilmek i¢in sabit frekansta impedans teknigi kullanildi. Bu
teknigin prensibi sabit bir frekansta zamana kars1 6l¢iilen impedans degisimine dayanmaktadir
(Sezgintiirk ve ark. 2014). Bu sabit frekans (198,6 Hz) potansiyostattaki Bode egrisinden
yararlanilarak belirlenir. Buna bagli olarak dl¢iim; CK igeren 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu
icerisinde gergeklestirilmistir. Sabit frekansta gerceklestirilen bu impedans analizinde;

impedans ve faz acgisinda meydana gelen degisim, anti-CK ile CK arasindaki etkilesimin
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kinetik olarak incelenmesine olanak saglamistir. (Calisma kosullari; pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde, T=25 °C)

3.3.3.6. CK biyosensoriine iliskin kare dalga voltametrisi (SWV) ¢calismalari

Biyosensoriin  dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi
Olgtimleriyle takip edilmesine ek olarak kare dalga voltametrisiyle de elektrokimyasal
Olgtimleri pekistirildi. Bu igslem CK biyosensoriiniin tayin araliginda, anodik ve katodik pik
akimlar arasindaki potansiyel sinyali ile gerceklestirilmistir.

CK biyosensoriiniin kare dalga olgiimleri belirlenen potansiyel aralikta ferri-ferro
redoks c¢ozeltisi icerisinde alindi. Calisma sonrasinda Ol¢lim sonuclarindan bir kalibrasyon
grafigi elde edildi. (Calisma kosullari; 5 mM Kjs[Fe(CN)g]/[Fe(CN)s] ¢Ozeltisi igerisinde,
T=25°C)

3.3.3.7. CK biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

Yapilan immobilizasyon islemlerinde elektrot yiizey alaninin ne kadar kaplandigini
hesaplayabilmek adina dontisiimlii voltametri teknigi kullanilarak, Laviron esitligi yardimiyla

elektrotun kaplanmis olan yiizey alani hesaplandi.

I n2F2AIv _ nFQu
p= =
4RT A4RT (3.2)

Bu denklemde; n egim, F Faraday sabiti, A elektrot yiizey alani, Q yiik ve I' ise kaplanan

yiizey alanini ifade etmektedir.

3.3.3.8. CK biyosensoriiniin raf 6mrii

Gelistirilen CK biyosensoriiniin raf omriinii belirlemek i¢in 10 haftalik bir zaman
diliminde, aym kosullarda hazirlanmis biyosensorler buzdolabinda +4 °C’ de saklandi ve
haftalik periyotlarla kalibrasyon grafigine ait bir konsantrasyonda CK (20 pg/mL) ile inkiibe
edildi. Alinan EIS 6l¢timlerinden yapilan hesaplamalardan yararlanilarak biyosensoriin depo

kararlilig1 hakkinda bilgi saglandi.

3.3.3.9. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Canakkale 18 Mart Universitesi (COBILTUM) Bilim ve Teknoloji Uygulama ve

Aragtirma Merkezi Merkez Laboratuvari’nda biyosensor iiretim prosesinin her bir adimina,
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alan emisyon taramali elektron mikroskobu (JEOL JSM-7100F) islemi uygulanarak farkli
yiizeylerin morfolojik olarak incelenmesi saglanmistir. SEM goriintiilerini elde etmek icin 5

kV bir hizlanma gerilimi kullanilmistir.

Calismanin bu asamasinda, gelistirilen biyosensoriin immobilizasyonu esnasinda

meydana gelen yiizey morfolojik degisimleri SEM analizleriyle aydinlatilmaya ¢aligildi.

3.3.3.10. CK biyosensoriiniin serum érneklerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi

Tasarlanan CK biyosensoriiniin son asamasinda, bes farkli insan serum 6rneginde CK
miktar1 standart ekleme yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Standart ekleme i¢in tercih
edilen CK konsantrasyonlar1 1 pg/mL ve 20 pg/mL’ dir. Her bir serum 6rnegi igin 6l¢iimler 3
defa tekrar edilmistir. Serum 6rnekleri kullanilincaya kadar porsiyonlar halinde -20 °C de

muhafaza edilmistir.

3.3.3.11. CK biyosensoriiniin Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu

CK biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana
gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek igin Kramers-Kronig transformu
kullanildi.

3.4. ST2 Tayini i¢in Gelistirilen Biyosensor Sistemi
3.4.1. ST2 biyosensoriiniin fabrikasyonu ve immobilizasyon adimlari
ST2 biyosensoriiniin immobilizasyon asamasindaki ilk adim elektrot yiizeylerinin

temizlenmesidir. Temizlik islemi daha o©nce baslik 3.3.1.° de anlatilan prosediirle

gergeklestirilmistir.

- ST2 biyosensoriiniin immobilizasyon adimlar:

Temizlik isleminden sonra GP elektrotlarin karboksil gruplarimi arttirarak daha zengin
bir karbon ylizey tabakasi elde etmek i¢in elektrot yiizeyine toluen igerisinde hazirlanmig
fulleren Cgo molekiilleri adsorbe edilmistir. Elektrotlar oda sicakliginda 1 saat boyunca
fulleren Cg ile inkiibe edildikten sonra sirasiyla toluen ve ultra saf sudan gegirilip EIS ve CV

Ol¢timleri alinmistir.
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Fulleren Cgy muamelesinden sonra immobilizasyonu daha gii¢lii kilmak i¢in GP
elektrotlar H,SO4 ¢ozeltisine daldirilip gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Boyle yapilarak
GP elektrot yiizeyinde fulleren Cgy muamelesiyle kantitatif olarak arttirildigi diisiiniilen

karboksil gruplarinin (-COOH) aktifliginin daha ¢ok artacagi diistiniilmdistiir.

H,SO, muamelesinden sonra elektrotlar ultra saf sudan gegirilip EIS ve CV dlgiimleri
almmistir. Daha sonra saf argon gaziyla dikkatlice kurutulup, karboksil gruplarini agiga
¢ikarmak i¢in kullanilan pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis EDC/NHS (0,4 mM: 0,1 mM)

¢oOzeltisinde 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmastir.

EDC/NHS ciftinin muamelesinden sonra elektrotlarin EIS ve CV dl¢limleri alinip,
yiizey saf argon gaziyla kurutulduktan sonra anti-ST2 (5 ng/mL) ¢6zeltisine daldirilarak 60
dakikalik bir inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi elektrotlar ultra saf su ile yikanip

EIS ve CV ol¢iimleri alinmistir.

Immobilizasyon isleminin son adiminda, yiizey iizerinde anti-ST2 baglamamis agik
uclart bloke etmek icin % 0,5 lik sigir serum albliimini (BSA) c¢ozeltisinde 1 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Bu islem sonunda da ultra saf su ile yikanip nazikce saf argon gazi
ile kurutulmustur. Immobilizasyonu tamamlanan ST2 biyosensdrii dlgiim islemi gerceklesene
kadar +4 °C ° de muhafaza edilmistir. ST2 biyosensoriine ait immobilizasyon adimlar1 (GP,
GP/Fulleren Cgo, GP/Fulleren Cgo/H,SO4, GP/Fulleren Cgo/H,SO4/EDC-NHS, GP/Fulleren
Ceo/H2SO4/EDC-NHS/anti-ST2, GP/Fulleren Cgo/H,SO4/EDC-NHS/anti-ST2/BSA) Sekil 3.2°

de sematik olarak sunulmustur.
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Fulleren Cso H>SOq

Sekil.3.3. ST2 biyosensdriiniin immobilizasyon adimlarinin sematik gosterimi

3.4.2. ST2 biyosensoriiniin optimizasyon adimlar:

3.4.2.1. Fullerene Cgo miktariin optimizasyonu

Gelistirilen immiinosensérde ST2’ nin hassas tayini i¢in immobilizasyon asamasinda
kullanilan fulleren Cgp miktarinin biyosensor iizerindeki etkisini incelemek amaciyla diger
tim bilesenler sabit tutulup, fulleren Cgp miktar1 degistirilerek biyosensorler hazirlandi.
Toluen ¢ozeltisi icerisinde hazirlanan fulleren Cgp konsantrasyonlar1 sirasiyla; 0,2, 0,4 ve 0,8
mg/mL ‘dir. Bu belirtilen miktarlarda biyosensorler hazirlanarak ST2 biyosensoriine iliskin
standart grafikler olusturuldu. Olusturulan standart grafikler karsilastirilip, yorumlanarak elde
edilen verilerden en uygun fulleren Cgy miktar1 belirlendi. (Calisma kosullari; SmM
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)g] ¢ozeltisi icerisinde, T=25 °C)

3.4.2.2. Fullerene Cgp ¢ mn inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Bir biyosensor gelistirilirken ylizey modifikasyonu sirasinda kullanilan ajanlarin

yiizeydeki inkiibasyon siireleri, dogrudan immobilizasyonu etkiledigi i¢in, bu ajanlarin
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optimum inkiibasyon siirelerini belirlemek gerekir. Bu ¢alismada fulleren Cgp icin 3 farkli
inkiibasyon siiresinde (30 dk, 60 dk ve 120 dk) biyosensorler hazirlanmis sonrasinda EIS ve
CV oOlglimleri alinmistir. Aliman Ol¢iimlerden standart grafikler elde edilerek sonuglar
degerlendirilmis ve fulleren Cgg i¢in optimum inkiibasyon siiresine karar verilmistir. (Calisma

kosullari; SmM Ks[Fe(CN)gs]/K4[Fe(CN)s] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.4.2.3. H,SO, asit konsantrasyonun biyosensor iizerindeki etkisi

GP clektrot yiizeylerinin fulleren Cgo ile modifikasyonundan sonra elektrotlar H,SO4
ile gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Fulleren Cgo ¢ok kararli ve diizenli bir yapiya sahip
oldugu i¢in, elektrot yiizeyindeki karboksil gruplarini agiga ¢ikarmak adina bu optimizasyon
adimi1 oldukca 6nemlidir. Bu amaca yonelik olarak, asit konsantrasyonun biyosensore etkisini
incelemek i¢in 4 farkli konsantrasyonda ( %5, %10, %25 ve %50) calisma gergeklestirilmistir.
Belirtilen her bir konsantrasyon icin biyosensorler hazirlanarak EIS ve CV Olclimleri
almmustir. Olgiim verilerinden yararlanilarak elde edilen, biyosensérlere ait standart grafikler
cizilerek ST2 immiinosensorii i¢in optimum H,SO,; konsantrasyonuna karar verilmistir.

(Calisma kosullart; 5SmM Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] ¢6zeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.4.2.4. Anti-ST2’ nin konsantrasyon optimizasyonu

ST2 biyosensoriiniin bir sonraki optimizasyon adimi, anti-ST2 konsantrasyonun
immiinosensor iizerine etkisinin arastirilmasidir. Bu optimizasyon adimi igin 3 farkli
konsantrasyondaki (2,5, 5 ve 10 ng/mL) anti-ST2 ¢ozeltisinde biyosensorler hazirlanmstir.
Hazirlanan biyosensorlerin EIS ve CV 6lgiimlerinden yararlanilarak standart grafikleri
cizilmistir. Standart grafiklerden elde edilen veriler sayesinde ST2 immiinosensorii igin en
uygun anti-ST2 konsantrasyonuna karar verilmistir. (Calisma kosullari; 5mM
Ks[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.4.2.5. Anti-ST?2’ nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

ST2 biyosensoriine ait optimum konsantrasyon degerlerinin belirlenmesinden sonra,
inkiibasyon siirelerinin immiinosensor iizerine etkisi arastirilmigtir. Bu amaca yonelik olarak,
anti-ST2’ nin optimum inkiibasyon siiresini belirlemek igin 3 farkli siirede (30, 45 ve 60
dakika) calisma yapilmistir. Biyosensoriin EIS ve CV 6dlglimleri alinarak standart grafikleri

cizilmistir. Bu grafiklerden elde edilen veriler 1s18inda anti-ST2 i¢in en uygun inkiibasyon
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stiresine karar verilmistir. (Calisma kosullar;; SmM Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisi
icerisinde, T=25 °C)

3.4.2.6. ST2’ nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Inkiibasyon siirelerinin immiinosensor iizerindeki etkisini incelemek igin yapilan bir
diger optimizasyon ¢alismasi ST2’ nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Bu ¢alisma i¢in
de 3 farkl siire de (30, 45 ve 60 dakika) c¢alisma yapilmistir. Her bir siire i¢in EIS ve CV
Olctimleri alinarak standart grafikleri cizilmistir. Grafiklerden elde edilen veriler sayesinde
ST2 antijeni i¢in optimum inkiibasyon siiresi belirlenmistir. (Calisma kosullari; SmM

Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.4.3. ST2 biyosensoriiniin karakterizasyon calismalari

ST2 biyosensoriiniin  tim immobilizasyon islemleri ve optimizasyon adimlari
tamamlandiktan sonra biyosensoriin tasarimindaki son c¢alisma adimi olan karakterizasyon

calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma adimlar1 asagida sirasiyla belirtilmistir.

3.4.3.1. ST2 biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

ST2 biyosensoriiniin tiim optimizasyon islemleri tamamlandiktan sonra 8 farkli
konsantrasyon degerinin EIS Ol¢limleri alinarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. ST2
biyobelirtecinin konsantrasyonlarindan elde edilen EIS verilerine iligkin hesaplama baslik
3.3.3.1” de agiklandig: gibidir.

Baslik 3.3.3.1° de bahsedilen °* es deger devre modelinden’ yararlanilarak ve

asagidaki bagint1 esas alinarak ST2 biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi hesaplanmistir.
ARet = Ret(ST2)- Ret(BSA) (3.3)

Bagint1 3.3’ de, Ret (ST2) gelistirilen immiinosensoriin yiizeyindeki antikor (anti-ST2)
ve antijen (ST2) etkilesiminden sonra elde edilen yiik transfer direncini ifade etmektedir. Ret
(BSA) ise, bloklama ajani olarak kullanilan sigir serum albiiminin yiizeye baglanmasiyla

olusturdugu yarim daire ¢apini ifade etmektedir.

ST2 sensdriiniin kalibrasyon grafigine ait LOD (tayin limiti) ve LOQ (kantitatif 6l¢iim

limiti) degerleri de hesaplanmastir.
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3.4.3.2. ST2 biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢alismalari

Calismanin bu asamasinda, biyosensOriin en Onemli 6zelliklerinden biri olan
tekrarlanabilirligini test edebilmek amaciyla aymi kosullar altinda 20 farkli GP elektrot
hazirlanmistir. Hazirlanan elektrotlarin her biri kalibrasyon grafigine ait bir konsantrasyon
degerinde (25 fg/mL) inkiibe edilerek EIS Ol¢iimleri alinmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda ortalama deger, standart sapma ve varyasyon katsayist hesaplanmistir.

(Calisma kosullart; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] ¢ozeltisi i¢erisinde, T=25 °C)

3.4.3.3. ST2 biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik ¢alismalari

Bir biyosensoriin klinik alanda kullanilabilirligi ve dogrulugu acisindan tekrar ayni
sartlarda ve Ozelliklerde hazirlanabiliyor olmasi 6nemli bir 6zelliktir. Bu amaca yonelik
olarak optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar ST2' nin farkli standart konsantrasyonlariyla
inkiibe edilerek, detayli kalibrasyon egrisi ¢caligmalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen her bir
biyosensoriin EIS ve CV olglimleri alinarak bu sekilde toplam 8 biyosensor hazirlanmistir. Bu
biyosensorlerde, EIS spektrumlarindan elde edilen Ret degerleri, ST2 konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirilmistir ve birbirleriyle kiyaslanmistir. (Calisma kosullar;; 5 mM
Ks[Fe(CN)g])/[Fe(CN)¢] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.4.3.4. ST2 biyosensoriiniin rejenerasyon calismalari

Bir biyosensoriin yiizeyinin tekrar kullanilabilmesi (rejenere edilebiliyor olmasi)
klinik uygulamalarda kullanim agisindan biiylik avantajdir. Bu calismada da biyosensoriin
tekrar tekrar kullanilabilirliginin tespit edilmesi amaciyla optimum kosullarda hazirlanan
biyosensor sistemi ilk ST2 inkiibasyonundan sonra 10mM HCI ile muamele edilmistir. Anti-
ST2 ile ST2 arasindaki etkilesimin sonlanip sonlanmadigi elde edilen EIS spektrumlariyla
tayin edilmeye calisilmistir ve bu islemin kac¢ kere tekrar edilebilirligi yine elde edilen
impedans spektrumlariyla belirlenmistir. (Calisma kosullari; 5 mM Ks[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g]
¢oOzeltisi i¢erisinde, T=25 °C)

3.4.3.5. ST2 biyosensoriiniin SFI analizi

Anti-ST2 temelli ST2 biyosensoriiniin degerlendirilmesi ve karakterizasyonu igin,
daha Once baslik 3.3.3.5° de anlatilmig olan sabit frekansta impedans teknigi (SFI)

kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda sabit bir frekans degeri (45 Hz) ile impedans 6lgiimii
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zamanin ve faz agisinin fonksiyonlari olarak Olgiilmiistir. Boylece ST2 ile anti-ST2
arasindaki etkilesimin karakterizasyonu belirlenmistir. (Calisma kosullari;; pH 7,0 fosfat

tamponu igerisinde, T=25 °C)

3.4.3.6. ST2 biyosensoriine iliskin SWYV calismalari

ST2 biyosensoriiniin karakterizasyon ¢alismalarina yonelik, uygun elektrokimyasal
parametreler belirlenerek kare dalga voltametrisi teknigiyle de Ol¢limler alinmustir.
Olgiimlerden elde edilen pik akimlarindan gerekli hesaplamalar yapilarak ST2
biyosensoriiniin bu ¢alismaya ait kalibrasyon grafigi olusturulmustur. (Calisma kosullari; 5

mM Ks[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.4.3.7. ST2 biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

ST2 biyosensorii gelistirilirken yapilan immobilizasyon islemlerinde elektrot yilizey
alaninin ne kadar kaplandigin1 saptayabilmek ic¢in bir takim hesaplamalar yapilmistir. Bu
calisma icin doniisiimlii voltametri teknigi kullanilmis ve hesaplamalar i¢in de daha once

baslik 3.3.3.7 de verilen Laviron esitliginden yararlanilmistir.

3.4.3.8. ST2 biyosensoriiniin raf 6mrii

Tasarlanan ST2 biyosensoriiniin depo kararliligini belirleyebilmek adina raf dmriine
bakilmistir. Bu ¢aligsma kapsaminda ST2 biyosensorleri BSA asamasina kadar hazirlanarak +4
°C’ de saklanmis ve her hafta immobilizasyon asamasi tamamlanmis olan bir sensor
kalibrasyon grafigine ait bir konsantrasyonda ST2 (25 fg/mL) ile inkiibe edilmistir.
Sonrasinda EIS ve CV oOl¢limleri alinmistir. 10. Haftanin sonunda biyosensoriin depo

kararliliginda gostermis oldugu performans hakkinda bilgi saglanmistir.

3.4.3.9. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Yiizey morfolojisini inceleyebilmek adina ST2 biyosensoriiniin immobilizasyon
asamalarinin SEM goriintiileri alinmistir. Goriintiiler baslik 3.3.3.9° da anlatildig1 sekilde

edinilmistir.

3.4.3.10. ST2 biyosensoriiniin serum 6rneklerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi
Gelistirilen ST2 biyosensoriiniin son asamasinda, bes farkli insan serum Orneginde

ST2 miktar1 standart ekleme yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Standart ekleme i¢in tercih
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edilen ST2 konsantrasyonlar1 5 fg/mL ve 50 fg/mL’ dir. Her bir serum 6rnegi igin dlgiimler 3
defa tekrar edilmistir. Serum 6rnekleri kullanilincaya kadar porsiyonlar halinde -20 °C de

muhafaza edilmistir.

3.4.3.11. ST2 biyosensoriiniin Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu

ST2 biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana
gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek igin Kramers-Kronig transformu
kullanildi.

3.5. TnT Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemi

3.5.1. TnT biyosensoriiniin fabrikasyonu ve immobilizasyon adimlari

TnT biyosensoriiniin immobilizasyon asamasindaki ilk adim elektrot ylizeylerinin
temizlenmesidir. Temizlik islemi daha Once bashik 3.3.1.° de anlatilan prosediirle

gerceklestirilmistir.

- TnT biyosensoriiniin immobilizasyon adimlari

Temizlik islemi tamamlandiktan sonra GP elektrot ylizeyi, var olan karbon gruplarini
aktiflestirmek suretiyle kovalent immobilizasyona daha elverisli bir ortam saglamak i¢in HCI
ile muamele edilmistir. Elektrotlar oda sicakliginda hazirlanan HCl ¢ozeltisi igerisine
daldirilarak gece boyu (20 saat) inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon isleminden sonra
her bir elektrot ultra saf sudan gecirilerek EIS ve CV o6lgiimleri alinmastir.

HCI ile muamelesinden sonra yiizeyde meydana gelen karboksil gruplarimi agiga
¢ikarmak i¢in EDC/NHS cifti kullanilmistir. GP elektrotlar, pH 7,0 fosfat tamponunda ve oda
sicakliginda hazirlan EDC/NHS (0,4 mM: 0,1 mM) ¢ozeltisine daldirilarak 1 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda elektrotlar ultra saf sudan gecirilerek EIS ve CV
Ol¢timleri alinmistir.

EDC/NHS ciftiyle karboksil gruplar agiga ¢ikan elektrot yilizeyinde bir sonraki asama
anti-TnT’ nin yilizeye immobilizasyonudur. EIS ve CV 6lglimii alindiktan sonra ultra saf
sudan gecirilip dikkatlice argon gaziyla kurutulan elektrotlar, pH: 7,0 tamponunda
hazirlanmis anti-TnT (13 ng/mL) c¢ozeltilerine daldirilarak 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Her immobilizasyon asamasindan sonra oldugu gibi bu igslem sonunda elektrotlarin

EIS ve CV ol¢iimleri alinmistir.
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TnT biyosensoriiniin son immobilizasyon asamasinda ise spesifik olmayan
baglanmalar1 6nlemek icin, bloklayici ajan olarak tercih edilen BSA (%0,5) proteini ile 1 saat
siireyle inkiibasyon islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra ultra saf sudan gegirilerek EIS ve
CV olglimleri alinmistir. Bu islemden sonra TnT biyosensoriiniin immobilizasyon islemleri
tamamlanmistir ve hazirlanan TnT biyosensorleri 6l¢iim islemi gerceklesene kadar +4 °C © de
muhafaza edilmistir. TnT biyosensoriine ait immobilizasyon adimlar1 (GP, GP/HCI, GP/HCI
/EDC-NHS, GP/HCI /EDC-NHS /anti-TnT, GP/HCI /EDC-NHS /anti-TnT /BSA) Sekil 3.3’

de sematik olarak sunulmustur.

HOOC
HOOC COOH COOH

EDC

Anti-TnT

Sekil.3.4. TnT biyosensoriiniin immobilizasyon adimlariin sematik gosterimi

3.5.2. TnT biyosensoriiniin optimizasyon adimlari

3.5.2.1. HCl asit konsantrasyonunun optimizasyonu

Tasarlanan TnT biyosensoriinde HCI asit konsantrasyonunun etkisini inceleyebilmek
adina 4 farklit HCI konsantrasyonunda (1 M, 1,5 M, 3 M ve 6,25 M) calisma yapilmistir. Her
bir konsantrasyon icin biyosensorler hazirlanmis ve EIS-CV odlgiimleri alinmistir. Alinan
Olctimlerden elde edilen verilerle standart grafikler cizilerek TnT biyosensorii i¢cin optimum
HCI konsantrasyonuna karar verilmistir. (Calisma kosullar; 5SmM Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g]
¢oOzeltisi i¢erisinde, T=25 °C)
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3.5.2.2. Anti-TnT konsantrasyonunun optimizasyonu

En oOnemli optimizasyon basamaklarindan biri olan antikor konsantrasyonunun
biyosensor lizerine etkisini inceleyebilmek i¢in 3 farkli konsantrasyonda (6,5 ng/mL, 13
ng/mL ve 26,6 ng/mL) ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarin EIS ve CV sonuglarindan
elde edilen verilerle standart grafikler olusturularak optimum anti-TnT konsantrasyonu
secilmistir. (Calisma kosullar1; 5SmM Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.5.2.3. Anti-TnT inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Optimum anti-TnT konsantrasyonu belirlendikten sonra antikor siiresinin de
biyosensor iizerine etkisini saptayabilmek adina siire optimizasyonu yapilmistir. Bu amag igin
3 farkli siire de (30, 45 ve 60 dakika) TnT biyosensorleri hazirlanarak ¢alismalar yapilmistir.
Her bir siire i¢in yapilan calismada EIS ve CV 6l¢timleri alinmig ve bu ¢aligmalara ait standart
grafikler olusturulmustur. Yapilan degerlendirmeler sonrasinda en uygun anti-TnT
inkiibasyon siiresi belirlenmistir. (Calisma kosullari; SmM K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)s] ¢ozeltisi
igerisinde, T=25 °C)

3.5.2.4. TnT inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Tasarlanan biyosensoriin  optimizasyon c¢aligmalarindaki son adim TnT’ nin
inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. TnT biyobelirtecinin gelistirilen sensor tlizerindeki
etkisini incelemek i¢in 3 farkli siire de (30, 45 ve 60 dakika) ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu
calismalarda biyosensorlerin EIS ve CV Olclimleri alinmis ve standart grafikler
olusturulmustur. Standart grafikler degerlendirilerek TnT i¢in optimum inkiibasyon siiresine
karar verilmistir. (Calisma kosullart; SmM Kj3[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] ¢ozeltisi igerisinde,
T=25 °C)

3.5.3. TnT biyosensoriiniin karakterizasyon ¢calismalari
Immobilizasyon ve optimizasyon islemlerinin ardindan biyosensériin karakterizasyon

calismalar1 yapilmistir. Gergeklestirilen tiim karakterizasyon calismalar1 asagidaki bagliklarda

strastyla anlatilmistir.
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3.5.3.1. TnT biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
Tiim immobilizasyon ve optimizasyon islemleri tamamlanan TnT biyosensorii igin
EIS verilerinden yararlanilarak 8 farkli konsantrasyon ile bir kalibrasyon grafigi ¢izildi. TnT
konsantrasyonlarinin EIS verilerine iliskin hesaplama baslik 3.3.3.1° de agiklandig1 gibidir.
Baglik 3.3.3.1° de bahsedilen * es deger devre modelinden’’ yararlanilarak ve

asagidaki baginti esas alinarak TnT biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi hesaplanmistir.
ARet = Ret(TnT)- Ret(BSA) (3.4)

Kalibrasyon grafigi olusturulan TnT biyosensoriinin LOD ve LOQ degerleri de

hesaplanmustir.

3.5.3.2. TnT biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik calismalari

Biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in birbirinden bagimsiz 20 farkli GP
elektrot hazirlanarak kalibrasyon grafigine ait bir konsantrasyon degerinde (50 fg/mL) EIS
dl¢iimleri alimmustir. Olgiimler sonrasinda biyosensore ait ortalama deger, standart sapma ve
varyasyon katsayisi hesaplanmistir. (Calisma kosullari; 5 mM  Kj[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g]
¢oOzeltisi i¢erisinde, T=25 °C)

3.5.3.3. TnT biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik calismalar:

Tekrarlanabilirlik  ¢alismasinin  ardindan  biyosensoriin  tekrar  {retilebilirligi
incelenmistir. Farkli zamanlarda gerceklestirilen bu c¢alisma igin birbirinden bagimsiz
elektrotlar hazirlanmis ve biyosensoriin tayin araliginda EIS ve CV dl¢limleri alinmistir. TnT
biyosensoriiniin tekrar tretilebilirlik ¢alismasi i¢in bu islem 10 defa yapilmistir. Her bir
calisma sonrasinda standart grafik elde edilmis ve elde edilen bu grafikler cakistirilarak
biyosensoriin  tekrar  {retilebilirligi  yorumlanmustir.  (Calisma  kosullari; 5 mM

Ks[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.5.3.4. TnT biyosensoriiniin rejenerasyon calismalari

Gelistirilen bir biyosensor i¢in elektrot yiizeyinin kararliligi ve tekrar kullanilabilir olmasi
onemli bir avantajdir. Bu sebeple TnT biyosensoriiniin karakterizasyon c¢aligmalarindan biri

olarak rejenerasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islem TnT ile inkiibasyonu tamamlanan

elektrot ylizeyine 10 mM HCI (5 dakika) muamelesiyle gergeklesir. Asit muamelesinden
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sonra yiizeye tekrar TnT inkiibe edilerek baglanmanin gerceklesmesi beklenmistir. Bu durum
EIS spektrumlari incelenerek, yiizey aktifliginin goriiniir derecede azaldigi ya da tamamen
kaybettigi ana kadar devam etmistir. (Calisma kosullari; 5 mM Kj3[Fe(CN)g]/[Fe(CN)g]
¢oOzeltisi icerisinde, T=25 °C)

3.5.3.5. TnT biyosensoriiniin SFI analizi

Tasarlanan biyosensoriin degerlendirilmesi ve karakterizasyonu icin, daha 6nce baslik
3.3.3.5” de anlatilmis olan sabit frekansta impedans teknigi (SFI) kullanilmistir. Bu amaca
yonelik sabit bir frekans degeri (45,07 Hz) ile impedans ol¢limii zamanin ve faz agisinin
fonksiyonlar1 olarak 6l¢iilmiistiir. Boylece biyobelirteg (TnT) ile antikor (anti-TnT) arasindaki
etkilesimin karakterizasyonu belirlenmistir. (Calisma kosullari; pH 7,0 fosfat tamponu

icerisinde, T=25 °C)

3.5.3.6. TnT biyosensoriine iliskin SWYV calismalari

Biyosensor gelistirilirken EIS ve CV tekniklerinin yani sira kare dalga voltametri
tekniginden de yararlanilmistir. Bu ¢alisma i¢in uygun parametreler belirlenerek olgtimler
alimmigtir. Belli bir potansiyel aralifinda alinan Sl¢limlerin pik akimlarimdan elde edilen
verilerle bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bu kalibrasyon grafigiyle birlikte sensoriin
diger tekniklerdeki Ol¢iim performanst degerlendirilmistir. (Calisma kosullari; 5 mM
Ks[Fe(CN)s]/[Fe(CN)¢] ¢ozeltisi igerisinde, T=25 °C)

3.5.3.7. TnT biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

TnT biyosensorii gelistirilirken yapilan immobilizasyon islemlerinde elektrot ylizey
alanmin ne kadar kaplandigin1 saptayabilmek icin bir takim hesaplamalar yapilmistir. Bu
calisma ic¢in doniisiimlii voltametri teknigi kullanilmis ve hesaplamalar i¢in de daha once

baslik 3.3.3.7 de verilen Laviron esitliginden yararlanilmistir.

3.5.3.8. TnT biyosensoriiniin raf 6mrii

Geligtirilen TnT biyosensdriiniin raf dmriinii belirleyebilmek icin 6 haftalik bir zaman
diliminde depo 6l¢iimleri alimmistir. Immobilizasyon islemleri tamamlanan elektrotlar +4 °C’
de saklanmis ve her hafta immobilizasyon asamasi tamamlanmis olan bir sensor Kalibrasyon

grafigine ait bir konsantrasyonda TnT (50 fg/mL) ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda EIS ve CV
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Ol¢iimleri alinmigtir. 6. Haftanin sonunda biyosensoriin depo kararliliginda gostermis oldugu

performans hakkinda bilgi saglanmistir.

3.5.3.9. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Yiizey morfolojisini inceleyebilmek adina TnT biyosensdriiniin  immobilizasyon
asamalarinin SEM goriintiileri alinmistir. Goriintiiler baslik 3.3.3.9° da anlatildigi sekilde

edinilmistir.
3.5.3.10. TnT biyosensdriiniin serum érneklerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi

Gelistirilen TnT biyosensoriiniin son asamasinda, bes farkli insan serum 6rneginde
TnT miktart standart ekleme yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Standart ekleme i¢in tercih
edilen TnT konsantrasyonlar1 10 fg/mL ve 100 fg/mL’ dir. Her bir serum 6rnegi igin 6lglimler
3 defa tekrar edilmistir. Serum 6rnekleri kullanilincaya kadar porsiyonlar halinde -20 °C de

muhafaza edilmistir.

3.5.3.11. TnT biyosensériiniin Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu

TnT biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana
gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek i¢in Kramers-Kronig transformu
kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. CK Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemi

4.1.1. CK biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin EIS ve CV ile yorumlanmasi

CK’ nin hassas tayini i¢in tasarlanan biyosensordeki ilk asama elektrot yiizeylerinin
temizlenmesidir. Boliim 3.3.1. ¢ de anlatilan temizlik prosediiriiyle gerceklestirilen bu islem
sonrasinda GP elektrot yiizeyleri elektrokimyasal teknik kullanilarak AuNP ile kaplanmuistir.
Bu teknik diger tekniklerle kiyaslandiginda daha diisiik maliyetli, daha hizl1 ve daha pratiktir
(Karaboga 2018). Ayrica biriktirme potansiyeli ve zamani, derisimi ve ¢ozeltisi
degistirilebildiginden, AuNP’ lerin morfolojisini ve hareketlerini kontrol etmek miimkiindiir
(Wang ve ark. 2009).

AuNP’ lerin GP elektrotlar tizerinde biriktirilme islemi i¢cin CV tekniginden
yararlanilmigtir. Belirlenen potansiyel aralikta (-0,2 V / -1,3 V; 50 mV/s hizinda) defalarca
tarama iglemi yapilarak gergeklestirilen bu biriktirilme isleminde, nanoparcaciklarin her
tarama sonrasinda daha da biiyiiyerek homojen bir yiizey olusumuna katki saglamasi
beklenmistir. Bu sayede olduk¢a gozenekli bir yilizeye sahip olan GP elektrot saglikli bir
immobilizasyon i¢in daha elverigli hale gelmistir. Ayrica AuNP’ lerin elektrot yiizeyinde
biriktirildiginin elektrokimyasal gostergesi olarak Sekil 4.1 incelenebilir. Ik dongiide,
referans elektroda (Ag/AgCl) kars1 altinin (Au) indirgenmesi -939,1 mV da gergeklesmistir.
Son tarama da ise AuNP parcaciklarinin elektrot yiizeyindeki birikmesi ve ¢ekirdeklenmesiyle
iliskili olarak bu indirgenme potansiyeli -1,019 V’ a kaymustir (Sekil 4.1B). Bu voltamograma
bakilarak GP elektrot yiizeyinde AuNP’ nin biriktigini sdyleyebiliriz.
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Sekil.4.1. (A) GP elektrot yiizeyinin altin nanopartikiille kaplanmasina ait dongiisel
voltamogramlar (B) dongii sayisinin ilerlemesiyle birlikte kayan pik akimi

Yiizeylerinde AuNP biriktirilmis GP elektrotlarin EIS ve CV dlglimleri alindiktan
hemen sonra elektrotlar ultra saf su ile yikanip argon gazindan gecirilmistir. Spesifik olmayan
baglanmalar1 6nleyebilmek adina her immobilizasyon basamagindan sonra elektrot yiizeyleri
iyice kurutulmus ve bir sonraki adima Oyle gegilmistir. Bir sonraki adim, altin yiizeyde
kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) olusturmak i¢in etanol igerisinde hazirlanmis 6-
merkapto hekzanol ¢6zeltisinde elektrotlarin gece boyu inkiibasyona birakilmasidir.

Altin yiizeyler iizerinde n-alkanetiyollerin ( X (CH2), SH, n>10 ) SAM olusturmasinin
temeli altin ve kiikiirt arasindaki giiglii etkilesime dayanir. Altin elektrot yiizeydeki SAM
tabakalari, alkanetiyol iceren (mM konsantrasyon seviyesinde) etanolik ¢ozeltilerde gece
boyu inkiibasyona birakilma islemiyle ger¢eklesir. Bu kendiliginden olusan organo-siilfiir
tabakalarin olusmasi, bir¢ok potansiyel bilim ve teknolojik uygulamalara katkisindan dolay1

oldukga dikkat ¢ekicidir (Zhong ve ark. 1995; Mandler ve ark. 1996).
Bu SAM tabakasinin olugmasi i¢in S-H baginin ayrilmasi gerekir;

RSH + Au <> RS-Au+e + H' (4.1)
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SAM tabakasindaki bag etkilesimini metilen gruplar arasindaki Van-der Waals
kuvvetleri yonlendirir (Wang 2000).

6-Merkaptohekzanoldeki (6-MH) tiyol gruplariyla giiglii bir SAM tabakasi elde
edildikten sonra yilizeyde hidroksil gruplar1 meydana gelmistir. Bu hidroksil gruplar1 bir
sonraki immobilizasyon adiminda elektrotlar, silan gruplarinca zengin bir ajanla (GOPE) Si-

O-Si kovalent bag1 yapmak iizere gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

Silan (SiX,) dort fonksiyonel grupla bir Si atomundan olusan bir molekiildiir. Bu dort
fonksiyonel gruptan en az bir tanesi organik fonksiyonel gruplarla yer degistirirse organosilan
(SiRyX4.n) olarak adlandirilir. Organosilan molekiilleri sabitlenecek bir oksit yiizeyde
hidroksil gruplariyla reaksiyon verebilir. Bir Si substratin yiizey oksidindeki hidroksil
gruplariyla (-OH) silanol bolgeleri (Si-OH) arasindaki dehidrasyon reaksiyonu, siloksan
baglar1 boyunca (Si-O-Si) oksit tizerindeki molekiilleri immobilize eder (Sugimura 2002).

Silan ajan1 3-glisidoksipropiltrietoksisilan (GOPE) ile inkiibasyonundan hemen sonra
EIS ve CV ol¢iimleri alinip ardindan yikanan ve kurutulan elektrotlar anti-CK ¢dzeltisine
daldirilmistir. Oda sicakliginda gerceklestirilen bu inkiibasyon isleminden sonra da EIS ve
CV &lgiimleri alinmis ve immobilizasyonun son adimia gecilmistir. Immobilizasyonun son
adiminda agikta kalan uclart bloke etmek icin bir bloklama ajan1 olan sigir serum albiimini
(BSA) kullanilmistir. iImmobilizasyonun bu asamasinda BSA, antikor baglamamis olan aktif
gruplar1 engelleyerek sadece anti-CK ve CK spesifik etkilesiminden olusan bir baglanmanin

tayinine olanak vermektedir.

CK biyosensoriiniin tiim bu immobilizasyon adimlart EIS spektrumlart ve CV
voltamogramlari ile takip edilmistir. Elde edilen CK sensoriiniin immobilizasyonuna ait EIS
verileri, her adima ait yik transfer degisimleri ve CV voltamogramlar1 Sekil 4.2 de

verilmistir.
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Sekil.4.2. CK biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarimin (A) EIS verileri, (B)
immobilizasyon basamaklarina ait Ret degerleri, (C) CV voltamogramlar1
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EIS spektrumlar incelenirken yapilan degerlendirmeler yiik transfer direnci (Ret) esas
aliarak yapilmalidir. Ret, elektrot lizerindeki tiirlerin olusturdugu elektrostatik bir itme veya
sterik engel sebebiyle meydana gelmektedir. Bu sebeple de, elektrot iizerinde gergeklesen
redoks tepkimesi dogrudan enerji potansiyeli ile iliskilidir. Sekil 4.2.A” da verilen impedans
spektrumundaki yarim daire ¢ap1 Ret’ yi ifade etmektedir. Aynm1 zamanda Ret, ferri-ferro
redoks probunun elektron transfer kinetigini de kontrol etmektedir. Yarim daire ¢ap1
hesaplanirken bir diger onemli yapt Warburg impedansidir (W). Difiizyona baglh olarak
meydana gelen bu impedans, diisiik frekanslarda anlasilabilmektedir. Ciinkii reaktiflerin

difiizyonu ancak diislik frekanslarda gerceklesmektedir.

Sekil.4.2.A’ daki impedans verileri incelendiginde, ilk olarak oldukga iletken bir
yiizeye sahip olan GP elektrotun temizlik asamasindan sonra alinan EIS 6l¢iimiinde oldukca
diisiik bir sinyal ile karsilagilmistir ve Ret degeri 16,11 ohm olarak hesaplanmustir. Iletken bir
yiizey i¢in bu beklenen bir degerdir. Temizlik sonras1 AuNP ile kaplandiktan sonra elektrot
yiizeyinin impedans 6l¢iimii alindiginda bu sefer Ret degeri 13,66 ohm olarak hesaplanmaistir.
Hesaplanan Ret degeri AuNP’ nin elektrot yiizeyinin iletkenligini daha da arttirmasina bagl
olarak azalmistir. Sonrasinda SAM olusturmak i¢in gece boyu inkiibasyona birakilan 6-MH’
nin hesaplanan Ret degeri ise 246,4 ohm dur. Buradan ¢ok net bir sekilde anlagilmaktadir ki
iletken ylizey lizerinde olusan aktif tiirler yiizeyi doldurmus ve iletkenligi azaltmistir. Gece
boyu inkiibasyona birakilan elektrot yiizeyinde altin ve kiikiirt arasinda gerceklesen tiyol
baglar1 SAM tabakas1 olustururken 6-MH’ nin diger ucundaki hidroksil gruplart da diizgiin bir
dizilimle sterik etkiyi arttirarak ferri-ferro redoks probunun yiizeye difiizyonunu engellemis
ve buna bagli olarakta Ret’ yi arttirmistir. Bu artis EIS spektrumlarinda da ¢ok net bir sekilde
belli olmaktadir. Bir sonraki adim ise hidroksil gruplariyla bag yapabilen silan gruplarina
sahip GOPE’ nin immobilizasyonudur. GP elektrot yiizeyinin GOPE ile modifikasyonu
yiizeyi daha da yalitkan bir hale getirerek Ret degerinin 412,8 ohm’ a yiikselmesine sebep
olmustur. Yiizeyin yalitkanliginin Ret degerini etkilemesinin yani sira, burada ozellikle
yiizeyin epoksi gruplariyla kaplanmis olmasinin yiizeyde degisik bir etki meydana getirdigi
diistiniilmektedir. Epoksi grubundaki oksijenin iizerindeki ortaklanmamis 2 ¢ift elektron ¢ok
etkili bir sekilde negatif yliklii redoks probunu elektrostatik olarak itmistir. Dolayisiyla bu etki
yiizeyin oldugundan daha fazla yalitkan karakter sergilemesine neden olmustur. Anti-CK’ nin
immobilizasyonu ise bu elektrostatik itmeyi ortadan kaldirdigi igin burada da impedansta

onemli bir diislis meydana gelmistir ve Ret degeri 59,13 ohm olarak hesaplanmistir. Son
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olarak ylizeye BSA uygulanmas1 bir miktar difiizyon problemi yaratacagindan yiik transfer

direncinde artis meydana gelmistir. Ret degeri 155,6 ohm olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2.B).

CK biyosensoriiniin CV voltamogramlari i¢in Sekil 4.2.C incelendiginde, yalin GP
elektrotta anodik ve katodik pik akimlarinin (Katodik pik akimi=1,109 mA, Anodik pik
akimi=1,105 mA) oldukga keskin oldugu gézlenmektedir. AuNP ile kaplandiktan sonra bu
pik akimlari (Katodik pik akimi=784,7 pA, Anodik pik akimi=829.4 pA) biraz daha
yaklagarak diisiis gostermistir. 6-MH’ nin altin nanopartikiilerle Au-S bagi vasitasiyla
baglanmasiyla birlikte, modifiye yiizeyde redoks probunun pikleri ideal bir sekilde ortaya
¢ikmaktadir (Katodik pik akimi=815 pA, Anodik pik akimi=737,2 pA). Bir sonraki asama
olan GOPE modifikasyonuyla birlikte hem yiizeyin yalitkanliginin artmasi hem de epoksi
gruplarindaki ortaklanmamig e ¢iftlerinden kaynakli pik akimlar1 (Katodik pik akimi=864,9
pA, Anodik pik akimi=711,6 pA) yalin GP pik akimlarina nazaran biraz daha azalmistir.
Hemen sonrasinda anti-CK immobilizasyonuyla beraber yiizeyin iletkenligi, protein
molekiiliinlin yalitkan 6zelliginden dolay:1 azaldig1 i¢in redoks probuna iliskin yiikseltgenme
ve indirgenme pik akimlarinda bariz diisiisler meydana gelmistir (Katodik pik akimi=590,9
pA, Anodik pik akimi=609,5 pA). Bu sonu¢ ayni zamanda anti-CK’ nin yiizeye immobilize
edildigini de gostermektedir. Immobilizasyonun son asamasi olan BSA adimiyla birlikte
anodik katodik pikleri iyice birbirine yaklasmiglardir. Yiizey yalitkanligi arttikga diisiis
gostermeye devam eden pik akimlarinda belirgin diisiis meydana gelmistir (Katodik pik
akimi=548,6 pA, Anodik pik akimi=495,6 pA).

Birbirleriyle ortiisen bu EIS ve CV sonugclarina bakilarak CK biyosensdriiniin basarili

bir immobilizasyona sahip oldugu agikca goriilmektedir.
4.1.2. CK biyosensdriiniin optimizasyon basamaklari

4.1.2.1. 6-MH’ nin konsantrasyon optimizasyonu

Immobilizasyon islemi tamamlanan CK biyosensdriiniin optimizasyon basamaklarina
iliskin ilk adim 6-MH’ nin optimum konsantrasyonunun saptanmasina yonelik olmustur.
Yiizeyde SAM olusturmaya yonelik kullanilan bu bilesigin konsantrasyonu dogrudan
immobilizasyonun diger adimlar1 i¢in rehber niteligindedir. Ciinkii yiizeyde istiflenerek altin
ve kiikiirt arasinda kovalent bag olusturan 6-MH’ nin degisen konsantrasyonuyla birlikte
farkli impedimetrik tavirlar sergiledigi gozlemlenmistir. Buna bagh olarak 3 farkli

konsantrasyon da (0.1 M, 0,5 M, 1 M) optimizasyon c¢alismasi gerceklestirilmistir.
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Gergeklestirilen ¢alismalarda tiim veriler sabit olup sadece 6-MH konsantrasyonu
degistirilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in yapilan ¢alisma adimi EIS ve CV verileriyle takip
edilmistir. Sonrasinda EIS verilerinden elde edilen Ret degerlerinden yararlanilarak standart
grafikler ve regresyon egrisi iizerinde belirleme katsayilari olusturulmustur. Tiim bu veriler

Sekil 4.3’ te ve Cizelge 4.1° de verilmistir.
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Sekil.4.3. 6-MH konsantrasyonunun CK biyosensor cevabi iizerine etkisi

Cizelge.4.1. MH konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R? leri ve denklemleri

6-MH Konsantrasyonu (M) R? Denklem
0,1 0,0948 y=0,7718x+11,978
0,5 0,9953 y=6,5553%x+5,277
1 0,9176 y=3,5843x+14,377

Bu optimizasyon adimi igin ilk olarak 0,1 M’ lik 6-MH konsantrasyonuyla
calisilmigtir. Ancak elde edilen impedans sinyalleri g¢alisma i¢in pek tatmin edici

bulunmamistir. Bu sinyal diistikliigiiniin, kullanilan konsantrasyonun diizgiin bir dizilim ve
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giiclii bir kovalent bag i¢in yetersiz kalmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu sebeple bir sonraki konsantrasyon degeri i¢in daha derisik olan 0,5 M’ lik 6-MH tercih
edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen kalibrasyon grafiginde de goriildiigii iizere bariz
bir sinyal artis1 gézlemlenmistir. Bu neticeden yola ¢ikarak bir sonraki konsantrasyon daha da
derisik bir 6-MH degeri olan 1M olarak belirlenmistir. Ancak ¢aligma sonrasinda goriilmiistiir
ki yilizeydeki fazla konsantrasyondan kaynakli olarak impedansta bozukluklar meydana
gelmistir. Impedans sinyalleri diismiis buna bagli olarak elde edilen kalibrasyon grafigindeki
regresyon egrisi lizerinde diisiik bir belirleme katsayisi (Rz: 0,9173) hesaplanmistir. Tiim bu
calismalar degerlendirilerek CK biyosensorii i¢in optimum 6-MH konsantrasyon degeri 0,5 M

olarak belirlenmistir.

4.1.2.2. GOPE’ nin konsantrasyon optimizasyonu

Yiizeyin immobilizasyonu i¢in 6-MH ile kooperatif ¢alisan GOPE’ nin gelistirilen
biyosensor iizerindeki etkisini aragtirmak icin degisik konsantrasyonlarda optimizasyon
caligmas1 yapilmistir. Bu calismanin yapilmasiyla ulagilmak istenen hedef, hidroksil gruplari
olusan ylizeyde siloksan bagi yaparak antikor baglanmasi i¢in ortam olusturan GOPE’ nin
konsantrasyonun etkisini belirleyebilmektir. Bu amaca yonelik 3 farkli degerde (%1 % 1,5 %
5) GOPE optimizasyonu gerceklestirilmistir. ilk calisma % 1,5 luk GOPE konsantrasyonuyla
yapilmistir. EIS ve CV dlgiimleri alinarak standart grafigi olusturulmustur. Daha derisik
konsantrasyonlardaki etkiyi inceleyebilmek adina bir sonraki g¢alisma %5’ lik GOPE
konsantrasyonuyla gerceklestirilmistir. Bu calismanin sonunda Sekil 4.4° te de goriildiigii
lizere sinyallerde bir azalis meydana gelmistir. Bunun sebebinin yine derisik konsantrasyon
kullanilmasindan kaynakli olarak elektrot yiizeyindeki baglanmanin diizensizligiyle alakali
olmasindandir. Ortamda gerekenden fazla madde miktari, kovalent baglanma ve zayif
etkilesimler sirasinda bir takim bozukluklar meydana getirmektedir. Bu da EIS sinyallerindeki
Ret degerlerinin azalmasinin cevabi olarak kabul edilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda ki
etkisi yorumlandiktan sonra, bir diger optimizasyon adimi olarak diisiik konsantrasyonlardaki
davranigini inceleyebilmek i¢in bu kez %1’ lik GOPE ile ¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda
da elde edilen standart grafik en iyi sonuca sahip olup, diger iki konsantrasyonda sonuglar
(%1,5 ve %5°lik GOPE) neredeyse cakisik ¢ikmistir. Bu sebeple baska bir optimizasyon daha
yapilmayip madde sarfiyatt da géz oniinde bulundurularak optimum GOPE konsantrasyonu
%1 olarak belirlenmistir. Bu optimizasyona ait standart grafikler Sekil 4.4’ te, regresyon

tizerindeki belirleme katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge 4.2 de verilmistir.
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Sekil.4.4. GOPE konsantrasyonunun CK biyosensdr cevabi lizerine etkisi

izelge.4.2. GOPE konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri
Cizelg y p y g

GOPE (%) R? Denklem
1 0,9845 y=6,5198x+5,9703
1.5 0.9971 y=4.4318x+6.4768
5 0.9957 y=4.4039x+9.8187

4.1.2.3. Anti-CK’ min konsantrasyon optimizasyonu

Hassas bir biyosensoriin gelistirilmesinde en 6nemli adimlardan birisi hi¢ sliphesiz
optimum antikor konsantrasyonunun belirlenmesidir. CK tayinin ger¢eklesmesinde zorunlu
bir basamak olan anti-CK immobilizasyonu igin belirlenecek olan konsantrasyon degeri
caligmanin bu asamasinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Bu amaca yonelik olarak 3 farkli
konsantrasyonda (10 ng/mL, 37 ng/mL, 50 ng/mL) optimizasyon gerceklestirilmistir. Ilk
olarak 37 ng/mL anti-CK konsantrasyonu denenmistir. Daha sonra biyosensoriin derigik
konsantrasyonlardaki cevabini 6grenebilmek i¢in 50 ng/mL konsantrasyonuyla ¢alisiimstir.

Derisik konsantrasyonda CK biyosensorii biiyiik olasilik bir takim sterik engellerle karsi
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karsiya kalarak biyobelirteci tayin edebilme yeteneginde diisiis gbzlemlenmistir. Buna baglh
olarakta EIS sinyallerinde diisiis meydana gelmistir. Bu sebeple bir sonraki ¢alisma diisiik
konsantrasyonda (10 ng/mL) gerceklestirilmistir. Diisiik konsantrasyonla yapilan ¢alisma
sonrasinda elde edilen veriler degerlendirildiginde, hem 10 ng ile 37 ng/mL
konsantrasyonlarinin sinyalleri arasinda ¢ok onemli bir fark gézlemlenmemesinden hem de
madde sarfiyatin1 onleyebilmek adina optimum anti-CK konsantrasyonu 10 ng/mL olarak
secilmistir. Anti-CK konsantrasyonunun optimizasyonuna ait standart grafikler Sekil 4.5’ te,

regresyon lizerindeki belirleme katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge 4.3’ de verilmistir.

400,0

0,0 20,0 40,0 60,0
CK (pg/mL)

Sekil.4.5. Anti-CK konsantrasyonunun biyosensor cevabi iizerine etkisi

Cizelge.4.3. Anti-CK konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri

Anti-CK (ng/mL) R? Denklem
10 0,995 ¥=5,2485x+19,121
37 0.9953 ¥=6,5553x+5.277
50 0.9892 v=4.6611x+18,268
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4.1.2.4. Anti-CK’ min inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

CK konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan, gelistirilen biyosensor i¢in en uygun
inkiibasyon siiresinin belirlenmesine yonelik optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Ug farkli
stire (30, 45, 60 dakika) ile gerceklestirilen bu c¢alismada her bir siire i¢in ayri ayri
biyosensorler hazirlanmig ve sonuglar EIS spektrumlart ile takip edilmistir. Bu
spektrumlardan elde edilen Ret degerleri dikkate alinarak ¢izilen standart egriler
incelendiginde 30 ve 60 dakikalik optimizasyon calismalarinin birbirine yakin sonuglar
verdigi gorilmektedir. En yiiksek sinyal ve regresyon lizerindeki belirleme katsayisina sahip
olan 45 dakika da galigilan biyosensoriin en iyi sonuca sahip olmasi ve zaman tasarrufu
acisindan da avantajli olmasi1 goz oniinde bulundurularak optimum anti-CK siiresi 45 dakika
olarak belirlenmistir. Yeterli baglanmay1 15-60 dakika siire araliginda gergeklestirebilen
antijen ve antikor etkilesimi i¢in bu sonug destekleyicidir (Goldblatt 2001; Reverberi ve
Reverberi 2007). Anti-CK’ nin inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait standart grafikler
Sekil 4.6’ da, regresyon lizerindeki belirleme katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge 4.4° te

verilmistir.
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Sekil.4.6. Anti-CK inkiibasyon siiresi optimizasyonunun biyosensor cevabi tizerine etkisi
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Cizelge.4.4. Anti-CK siire optimizasyonunun grafiklerinin R*” leri ve denklemleri

Anti-CK (dk) R? Denklem
30 0,9983 y=4,0307x+13,375
45 0,999 y=14,824x+16,254
60 0,995 y=5,2485x+19,121

4.1.2.5. CK’ nin inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Tasarlanan  biyosensoriin  optimizasyon ¢aligmalarindaki son asama CK
biyobelirtecinin inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Anti-CK siire optimizasyonunda
oldugu gibi burada da 3 farkl siire de (30, 45, 60 dakika) ¢alismalar yapilmigtir. Her bir adim
EIS ve CV ile takip edilerek calisilan siirelere ait standart grafikler olusturulmustur. Sekil 4.7
de bu standart grafikler incelendiginde sinyal artislarindaki diizen ve c¢alismayr zaman
tasarrufu yoniinden pratik kildigi icin en uygun inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak
belirlenmistir. CK’ nin inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait regresyon lizerindeki belirleme

katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge 4.5 te verilmistir.
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Sekil.4.7. CK inkiibasyon siiresi optimizasyonunun biyosensor cevabi iizerine etkisi
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Cizelge.4.5. CK siire optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri

CK (dk) R? Denklem
30 0,9901 y=10,03x+39,083
45 0.9953 y=3.7022x+12,421
60 0.9983 v=4.0307x+13.,375

4.1.3. CK biyosensoriiniin karakterizasyon ¢calismalari

4.1.3.1. CK biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Optimizasyon basamaklari tamamlanarak en uygun degerler belirlendikten sonra,
tasarlanan biyosensdriin artan konsantrasyonlarinda hazirlanan CK biyobelirteci EIS ve CV
teknikleriyle tayin edilmistir. 8 farkli konsantrasyon degeri belirlenerek yapilan bu ¢alisma da
gelistirilen biyosensoriin hassas CK tayinine yonelik bir lineer aralik belirlenmistir. GP
temelli CK biyosensoriiniin yapilan calismalar sonrasinda tayin araligi 0,1 — 50 pg mL™
olarak saptanmistir. Oldukca diisiik konsantrasyon seviyesinde, yiiksek duyarlilikta analiz
yapabilen CK biyosensoriiniin tayin araligimin oldukca genis oldugu gozlemlenmektedir.
Tasarlanan biyosensoriin kalibrasyon grafigine ait EIS spektrumu, CV voltamogrami ve Ret
degerlerinden elde edilen standart grafik Sekil 4.8 de verilmistir. Ayrica LOD ve LOQ
degerleri de sirasiyla 0,045 pg mL™ ve 0,151 pg mL™ olarak hesaplanmaistir.

EIS 6l¢iimii alinirken yiik transfer direnci olan Ret degerinin yan1 sira ¢ozelti direnci
(Ru) ve kapasitans (C) degerinin de degisiklige ugramasi s6z konusudur. Artan
konsantrasyonla birlikte impedans spektrumundaki yarim daire ¢apinin da artmasi yiizeyin
yalitkanlastiginin bir isaretidir ve tiim bunlar ger¢eklesirken impedimetrik verilerin de
degismesi CK’ nin artan konsantrasyonlar da tayin edilebildigini kanitlamis olmaktadir.

Biyosensore ait bu impedimetrik veriler Cizelge 4.6 da verilmistir.
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Sekil.4.8. Tasarlanan biyosensoriin artan CK konsantrasyonuyla elde edilen (A) Kalibrasyon
grafigi, (B) EIS verileri, (C) CV voltamogramlari
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Cizelge.4.6. Artan CK konsantrasyonlarina bagli olarak degisen impedimetrik veriler

Elektrot Eet(ohm) Eu (olhun) C (k)
CK biyosensorii (BSA) 185,7+1,903 61.65+0.,43 24,62+0.48
CK 0.1 pg/mL 201,9+2.027 63.4+0,44 22.4+0.42
CK 1 pg/mL 368,5+£3.159 60,29+0.43 15.29+0,22
CK 5 pg/mL 461+3,861 63.59+0.44 20,01+0.27
CK 10 pg/mL 608,3£5,193 86,270,613 11.04+0,15
CK 20 pg/mL 915,8+£7,788 80,16+0,567 11.82+0,14
CK 30 pg/mL 1052+8.888 75.4+0,54 11.12+0,13
CK 40 pg/mL 1401£11,16 96.,05+0.,67 10.47+0,12
CK 50 pg/mL 1924+15.6 117,3£0.8175 10.37+0.11

4.1.3.2. CK biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi hassas bir biyosensor tasarlayabilmek adina oldukga
onemli bir parametredir. Cok detayli olarak bilinen bir biyobelirteg tercih edilmesi durumunda
bile biyosensoriin temizlik prosesi, ¢alisilan ortam ve kosullari agisindan beklenen niteliklerde
olduk¢a biiyiik degismeler go6zlenebilir. Bu sebeple her kosulda biyosensore iliskin
tekrarlanabilirlik c¢alismasimnin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Hazirlanan biyosensoriin
tekrarlanabilirlik g¢alismasi bir 6rnekte art arda 6lgiim yapilmasi ve elde edilen degerlerden
ortalama deger, sStandart sapma ve varyasyon Kkatsayisinin hesaplanmasi temeline
dayanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda 20 farkli elektroda ayni immobilizasyon islemleri
uygulanarak her bir sensér 20 pg/mL CK konsantrasyonuyla inkiibe edilmistir. Bu islemler
sonrasinda alinan EIS 6l¢limlerine gore ortalama deger 20,188 pg/mL, standart sapma degeri

0,51 pg/mL ve varyasyon katsayisi % 2,52 olarak hesaplanmustir.

4.1.3.3. CK biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensorlerde sahip olmasi istenen 6zelliklerden en 6nemlisi tekrar ayni sartlarda ve
Ozelliklerde hazirlanabiliyor olmasidir. Biyosensorlerin rutin analizlerde kullanilabilmesi i¢in
giivenilir olmast ve tekrar tekrar iiretilmesi ¢ok onemli bir parametredir. Bu amaca yonelik
olarak, optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar CK' nin farkli standart konsantrasyonlariyla
inkiibe edilerek, detayli kalibrasyon egrisi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen her bir
biyosensoriin EIS ve CV o6l¢limleri alinarak bu sekilde toplam 7 biyosensor hazirlanmistir. Bu

biyosensorlerde, EIS spektrumlarindan elde edilen Ret degerleri, CK konsantrasyonlarina
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kars1 grafige gecirilmistir ve standart grafikler olusturularak birbirleriyle kiyaslanmistir.
Ayrica biyosensoriin tekrar tiretilebilirlik ¢caligmasi kapsaminda egim ve intersept degerlerinin
relatif standart sapmalar1 da sirastyla %1,83 ve %5,09 olarak bulunmustur. CK biyosensoriine
ait tekrar tretilebilirlik sonuglar1 Sekil 4.9’ da standart grafiklere ait regresyon tizerindeki

belirleme katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge 4.7° de verilmistir.
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Sekil.4.9. CK biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirlik calismalarina iligkin kalibrasyon grafikleri.
(n=7)

Cizelge.4.7. CK biyosensériiniin tekrar iiretilebilirlik grafiklerinin R* leri ve denklemleri

Tekrar iivetilebilirlile R’ Denklem Tayin Arahg (pg/mlL)
1 0,9991 v=3,4106x+11,165 0,1-50 pg/mL
2 0,999 y=3.,4857x+10,716 0,1-50 pg/mL
3 0,9988 v=3,452x+10,492 0,1-50 pg/mL
4 0,9987 v=3,4396x+10,524 0,1-50 pg/mL
5 0.9972 v = 3,4746x+10,751 0,1-50 pg/mL
6 0.9983 v=3,5118x+11,224 0,1-50 pg/mL
7 0,9975 y=3,5599x+10,692 0,1-50 pg/mL
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4.1.3.4. CK biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi ( rejenerasyon)

Gelistirilen biyosensoriin Karakterizasyon c¢alismalarindan bir tanesi de elektrot
yiizeyine inkiibe edilmis olan CK*‘ nin asitle muamele edilerek tekrar kullanilabilirligini
belirleyen rejenerasyon g¢alismasidir. Bu amag¢ dogrultusunda, her CK baglanmasindan sonra
10 mM HCI asit ¢ozeltisinin igerisinde 2 dakika bekletilerek rejenere edilen sensorler 20 defa
CK baglayabilmis, 20. baglanmada da % 20’lik verimi ile hala CK’ yi baglayabildigi
gozlemlenmistir. Sonuglarin grafige dokiilmiis hali Sekil 4.10° da verilmistir. Gelistirdigimiz
bu biyosensoriin gergek tibbi uygulamalarda daha kullanigh ve ekonomik olmasi igin depo
Omriiniin yaninda birden fazla kullanim 6zelligine de sahip olmasi ¢ok onemlidir. Yapilan
rejenerasyon isleminde elektrotlart birgok kez yiliksek verimle ayni biyosensoriin
kullanilabildigi gozlenmis ve tibbi uygulamalarda kullanilacagi diistiniiliirse oldukga

ekonomik 6zellige sahip olacagi kanitlanmistir.

100
90
80
70 |
60
50 |
40
30 |
20 |
10 |

CK Baglanma Yiizdesi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

CK Baglanma Sirasi

Sekil.4.10. CK biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirlik ¢aligmasinin grafikteki goriiniimii

4.1.3.5. CK biyosensdriiniin sabit frekansta impedans (SFI) analizi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi son yillarda biyomolekiiler etkilesimlerin

incelenmesinde de etkili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle biyosensor
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uygulamalarinda elektrot yiizeyindeki degisimlerin es zamanli analizi olduk¢a 6nemlidir. Bu
baglamda sabit frekansta impedans Ol¢iimii olduke¢a elverisli bir tekniktir (Sezgintiirk ve
Ozcan 2016). Bu amagla CK biyosensor sistemi icin tekli frekans ol¢iimii ile yiizey analizi
yapilmistir. Zamana kars1 sabit bir frekansin 6lgiimiine dayanan bu yontem sayesinde zaman
dilimlerinde ve toplam zamanda meydana gelen impedans degisimleri kontrol
edilebilmektedir (Sezgintiirk ve ark. 2014). Bu amag¢ dogrultusunda 198,6 Hz sabit frekans
degeri ile impedans dl¢iimii zamanin ve faz agisinin fonksiyonlar1 olarak Sl¢iilmiistiir. Olgiim
islemi gerceklestirilmeden Once kullanilacak olan frekans degerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu frekans degeri belirlenirken Sekil 4.11.A° da verilmis olan Bode
egrisinden faydalanilmistir. Bu egrinin, Ret hesaplarinin yapildigi Nyquist egrisinden en
onemli farki her bir noktanin frekans degerini gosterebilmesidir. Bu sayede anti-CK ve CK
etkilesiminin  kinetik baglanmasinin en net gdzlemlenebilecegi frekans degeri
secilebilmektedir. CK biyosensoriiniin sabit frekansta zamana bagli impedans degisimi Sekil

4.11.B’ de verilmistir.
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Sekil.4.11. CK biyosensoriiniin sabit frekansta impedans Ol¢limiine ait (A) Bode grafigi, (B)
SFI spektrumu (pembe; sabit frekansta EIS 6l¢liimii, yesil; faz agis1 6lgiimii)

Sekil 4.11.B incelendiginde pembe egri sabit frekansta alinan impedans oSl¢iisiind,
yesil egri ise faz acis1 Ol¢limiinii ifade etmektedir. pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde
gerceklesen bu islemde CK biyobelirtecinin zamana karst baglanmasi net bir sekilde

goriilmektedir. Yaklasik 1120 ks (20 dk) civarinda CK’ nin doygunluk noktasina erigerek
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Ol¢iim tamamlanmistir. Bu sonugta CK’ nin optimum inkiibasyon siiresinin 30 dk olarak

secilmesini destekleyen bir sonugtur.

4.1.3.6. CK biyosensoriiniin kare dalga voltametrisi (SWV) ile analizi

Biyosensoriin  dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi
Olctimleriyle takip edilmesine ek olarak kare dalga voltametrisiyle de elektrokimyasal
Olgtimleri pekistirilmistir. Bu voltametri teknigi olduk¢a hizli ve duyarli olmasiyla birlikte
kare dalganin frekansi (f) ve basamak yliksekligi (AEs) degistirilerek etkin tarama hizi,
belirlenir ve birkag saniye i¢inde voltamogramlar kaydedilebilir. Kare dalga voltametrisinin
bir diger avantaji da toplam akima kapasitif katkilarin en az seviye de olmasidir. Bu sayede
tarama hizi ¢ok etkili olarak arttirilabilmektedir. Voltametrik piklerin ¢ok kolay okunmasinin
sebebi ise SWV deki net akimin (AI) hem ileri hem de geri puls akimlarindan daha biiytlik
olmasindan kaynaklidir (Wang 2000).

Bu ¢alisma igin SWV frekansi 25 Hz olarak segilip, potansiyel araligi olarak -0,2/0,7
V olarak belirlenerek CK’ nin artan konsantrasyonlarinda 6l¢tim alinmistir. Alinan 6lgtimlerin

hesaplamalar1 yapilirken 4.2 bagitisindaki denklem kullanilmistir.
Aldif= Aldif (BSA) — Aldif (CK) 4.2)

Sekil 4.12, optimum kosullarda 0,1 pg — 50 pg mL™ tayin arahgindaki CK &lgiimiine

ait kare dalga voltamogramlarini ve kalibrasyon grafigini gostermektedir.

Sekil 4.12.A, CK biyosensoriine ait kare dalga voltamogramlarini gostermektedir. Bu
voltamogramlar incelendiginde, oldukca iletken bir yiizeye sahip olan GP elektrotlarin
karakteristik voltametri piklerini bu ¢alisma da sergiledigi gozlemlenmektedir. CK tayininin
baska bir teknikle gerceklestirilmesinin cevabi olarak elde edilen bu diizgiin voltamogramlar
Sekil 4.12.B’ deki standart grafigiyle de CK biyosensoriiniin SWV teknigiyle de gayet basarili

bir sekilde dlgiimlenebildigini gostermektedir.
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Sekil.4.12. CK biyosensoriine ait (A) kare dalga voltametrisi ve (B) kalibrasyon grafigi

4.1.3.7. CK biyosensoriiniin yiizey alanimin hesaplanmasi

Yapilan immobilizasyon islemlerinde elektrot yiizey alaninin ne kadar kaplandigim

hesaplayabilmek adina doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak, Laviron esitligi yardimiyla
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elektrodun kaplanmis olan ylizey alani hesaplanmistir. Bu g¢alisma i¢in 10 farkli tarama
hizinda (10 mV, 20 mV, 30 mV, 40 mV, 50 mV, 60 mV, 70 mV, 80 mV, 90 mV ve 100 mV)
doniisiimlii voltametri de dl¢timler alinmistir. Alinan 6l¢iimler sonrasinda elde edilen verilerle

yapilan hesaplamalar Laviron esitliginde yerine konarak sonuglar elde edilmistir.

I n?F?AI'v _ nFQu
P™ ""ART ~ ~ 4RT

(4.3)
n:egim
F : Faraday sabiti (96485 C mol™)
A : Elektrot yiizey alani (cm?)
Q : Yik (C)
I': Kaplanan yiizey alani (mol cm™)

Laviron esitliginden (Laviron 1967) yararlanilarak hesaplanan  sonuglar
degerlendirildiginde baslangicta 2,28x10™ mol cm olarak hesaplanan GP yiizeyi, anti-CK
baglandiktan sonra 4,2x10° mol cm-? olarak hesaplanmustir. Bu sonu¢ anti-CK’ nin

immobilize edildigini géstermektedir.

4.1.3.8. CK biyosensoriiniin raf 6mrii

Gelistirilen biyosensoriin  raf Omriinlin uzun olmast depo kararliligi, pratikte
kullanimlar i¢in iimit vadettiginden son derece dnemlidir. Bu amag i¢in gelistirilen sensoriin
10 haftalik raf dmriinii saptayabilmek adina ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligma, immobilizasyon
islemleri tamamlanan 10 elektrodun +4 °C de kapali ve karanlik ortamda saklanmasi ve her
hafta bir sensoriin 20 pg/mL CK ile inkiibe edilerek EIS o0l¢limleri alinmasiyla
gerceklestirilmistir. Ilk haftadan itibaren (baslangictan itibaren) alman EIS 6lgiimleri,
kalibrasyon grafiginden elde edilen denkleme gore hesaplanarak CK biyosensoriiniin raf
omriine ait grafik Sekil 4.13* de verilmistir. 10. Haftanin sonunda yapilan hesaplamalardan
elde edilen veriler degerlendirildiginde CK biyosensorii i¢in toplam aktivite kaybinin % 5
oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, gelistirilen biyosensoriin uzun raf

Omriine sahip ideal bir biyosensor oldugunu sdylemek miimkiindiir.

65



120

oo
o
T

CK Baglanma Yiizdesi
N
o

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (Hafta)

Sekil.4.13. CK biyosensoriiniin depo kararliligi denemelerine iligkin aktivite degerleri
4.1.3.9. CK biyosensoriiniin SEM goriintiileri

Geligstirilen biyosensoriin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu
kullanilarak incelenmistir. Boylece modifiye elektroda ait gorintiilerle yiizeyde olusan
degisimler gozlemlenebilmektedir. Yilizey morfolojisinin adim adim incelendigi CK
biyosensériiniin SEM goriintiileri Sekil 4.14° te verilmistir. ilk olarak Sekil 4.14.A’ da
goriilen temiz GP elektrodun homojen ylizeyi goriintiilenmistir. Sekil 4.14.B’ de ise elektrot
yiizeyi AuNP ile elektrokimyasal olarak kaplandiktan sonrasina ait SEM goriintiileridir. Yalin
GP elektrot morfolojisiyle arasindaki fark bariz sekilde goriilmektedir. AuNP’ {in yiizeyde
birikmesiyle neredeyse tiim elektrot ylizey homojen olarak kaplanmistir. Sekil 4.14.C” deki
SEM goriintiisii ise 6-MH’ ye aittir. Burada da AuNP ile tamamen kapli olan yiizeyde 6-MH’
nin immobilizasyonuyla birlikte birtakim catlakliklar meydana gelerek morfolojiyi
degistirmistir. Sekil 4.14.D’ de ise GOPE’ nin immobilizasyonu sonrast olusan Yiizeye ait
SEM goriintiisiidiir. Bu SEM gériintiistinde ise farkli olarak yiizey iizerinde daha oOnce
goriilmemis olan kiimelenmis halde yapilar bulunmaktadir. Bu yapilarin GOPE’ nin
modifikasyonuyla birlikte ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Sekil 4.14.E” de anti-CK antikor
immobilizasyonu sonrasi alinan SEM goriintiisii verilmistir. Goriintiide daha 6nce goriilmemis

sekillerin olugsmasimmin yani sira yiizeyin artan immobilizasyon adimlariyla birlikte
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yalitkanlagan tabaka daha net gézlenmektedir. Sekil 4.14.F* de ise bloklama ajan1 olan BSA’
nin immobilizasyonu sonrast alinan SEM goriintlisiidiir. Burada adeta bir c¢igek dalini
animsatan yapilarin yiizeyde bagli BSA proteini ile iliskili oldugu disiiniilmektedir. Sekil
4.14.G’ deki son SEM goriintiisii ise CK’ nin ylizeye baglanmasindan sonraki morfolojiye
aittir. SEM c¢alismalar1 elektrot yiizeyinde degisimleri gosterdiginden diger bir bakisla

elektrokimyasal impedans ve siklik voltametri 6l¢iimlerinin dogrulugunu kanitlamaktadir.
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Sekil.4.14. CK biyosensoriiniin SEM goriintiileri. (A) Yalin GP, (B) AuNP, (C) MH, (D)
GOPE, (E) Anti-CK, (F) BSA, (G) CK
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4.1.3.10. CK biyosensoriiniin serum érneklerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi

Tasarlanan biyosensoriin klinik uygulamalar i¢in kullanilabilirligini incelemek adina

farkli kisilerden alinan insan serum Orneklerinde, standart ekleme yontemi kullanilarak CK

tayini yapilmistir. CK’ nin farkli konsantrasyon degerlerinin ( 1 pg/mL ve 20 pg/mL) serum

ornegine eklenmesiyle gerceklestirilen ¢alisma sonrasinda EIS verileri elde edilmistir. Bu

veriler i¢in kalibrasyon grafiginin denkleminden yararlanilarak yapilan her bir serum

calismasi i¢in bagil standart sapma (RSD) ve geri kazanim yiizdeleri hesaplanmistir. Serum

ornekleriyle gerceklestirilen ¢alisma i¢in yapilan hesaplamalarin sonuglar1 Cizelge 4.8 de

verilmisgtir.

Cizelge.4.8. Gelistirilen biyosensor sistemi
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

ile serum Orneklerinde bulunan

CK

Serum CK algiilen Standart Olgiilen RSD (%)  Geri
Ornek konsantrasyon eklenen konsantrasyon (n=3) Kazanim
Numarasi degeri (pg mL1) degeri (pg mL!)  degeri (pg mL1) (%0)
1 2.25/5.46/5.35 1.96 102,94
l 4,2
20 24.98/2497/2486 0,26 103,04
1 7.21/7.5/7.6 2,72 106,23
2 6
20 26/26,79/26,33 1.5 101.43
1 5,12/5,6/5 6.05 104.8
3 4
20 24/24,22/24,53 1,02 101.4
1 5,29/5,04/5,04 2,82 100,45
4 4,1
20 24,34/24/24.67 1,38 100,98
1 5.56/5,2/5.46 3.44 108,13
5 4
20 24,32/24.67/24,54 0,72 102,12

Standart ekleme yontemi CK’ nin serumdaki tayin araligmma uygun olacak sekilde

gerekli seyreltme islemleri yapilarak gerceklestirilmistir (Anonim 2018).
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4.1.3.11. CK biyosensoriiniin Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu

Kramers-Kronig transformu, kompleks sistem verilerinin reel ve imgesel
komponentlerinin kullanilmasiyla, ilgili sistemin lineerligi, nedenselligi ve stabilitesi
hakkinda bilgi saglayan integral esitliklerdir (Demirbakan ve Sezgintiirk 2017; Ozcan ve
Sezgintiirk 2017). Prensip olarak, Kramers-Kronig esitlikleri, bir sistem i¢in elde edilen
impedans spektrumunun, enstriimantal hatalar gibi bias hatalarindan ne kadar etkilendigini
ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir (Orazem ve ark. 2008). Bu esitlikler vasitasiyla elde
edilen veriler, elektrokimyasal impedans spektroskopisi spektrumlarinin analizi ve
yorumlanmast i¢in oldukga kritik bir 6neme sahiptir. Kramers-Kronig esitliklerinin dogrudan
entegrasyonu, impedans verisinin bir komponentinin, diger komponenti kullanilarak
hesaplanmasmi igermektedir (Huang ve ark. 2007). Ornegin; impedansin reel kisminin,
oOl¢iilen imgesel kisim kullanilarak hesaplanir ve elde edilen hesapsal deger, deneysel verilerle
kiyaslanir. Bu ¢aligmada gergek deneysel veriler, imgesel komponentin hesaplanmasi igin
kullanilmigtir. Ayn1 zamanda deneysel imgesel komponent de reel komponentin hesaplanmasi
icin kullanilmistir. Bu hesaplamalar 1s18inda KK transform degerleri hesaplanmistir (Cizelge
4.9). Bunun yani sira yine bu veriler 1s1ginda reel ve imgesel komponentin deneysel
verileriyle ¢akistirilmis  ve relatif hatalarin  gosterildigi  (AZ/Z) bir spektrum da
olusturulmustur. Sekil 4.15” de Kramers-Kronig transformu ile ¢akistirilmis deneysel olarak
elde edilen EIS spektrumlar1 gosterilmistir. Hem fit degerleri hem de elde edilen spektrumlar
1s181inda, gelistirilen biyosensore iliskin deneysel ve Kramers-Kronig transformu ile
hesaplanan degerlerin ¢ok iy1 ortiistiigli gozlenmistir. Bu sonug, biyosensdriin her adimina
iliskin elde edilen elektrokimyasal impedans spektrumlarinin belirsiz etkenlerden dolay1
lineerliginin ve stabilitesinin etkilenmedigini aciklamaktadir. Dolayisiyla deneysel olarak elde
edilen reel komponentin verileriyle imgesel komponent c¢ok dogru bir sekilde
hesaplanabilmistir. Sekillerden de goriildiigii gibi deneysel ve hesaplanan degerler birebir

Ortiismiistir.
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Sekil.4.15. CK biyosensoriin Kramers-Kronig Transform fit spektrumlari

Cizelge.4.9. CK biyosensoriine ait Kramers-Kronig fit degerleri

CK biyosensér EKramers Kronig Transform degeri
Yalin GP 1,360 u
GP/AuNP 81,77 n
GP/AuNP/MH 1595u
GP/AuNP/MH/GOPE 6,782 u
GP/AuNP/MH/GOPE/Anti-CK 130,1n
GP/AuNP/MH/GOPE/Anti-CK/BSA 1,629 u
GP/AuNP/MH/GOPE/Anti-CK/BSA/CK 36,99 u
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4.1.3.12. CK biyosensoriiniin literatiirdeki yeri

Tasarlanan biyosensdriin literatiirde bildirilen ¢esitli CK sensoérleriyle analitik olarak

kiyaslandig1 ¢alismalar Cizelge 4.10° da verilmistir.

Akut miyokart enfarktiisiiniin belirlenmesinde olduk¢a 6nemli olan CK
biyobelirtecinin tayinine yonelik, literatiirde ¢ok sayida sensér bulunmaktadir. Ancak bu
sensorlerin cogu zaman daha bilinen ve daha Onceki ilgili calismalarda fazlaca kullanilmig

materyallerle tasarlandig1 goriilmektedir.

Bu tez kapsaminda gelistirilen CK sensorii ise GP gibi diisiik maliyetli ve
immobilizasyona elverisli bir yilizeye sahip ¢alisma elektrotuyla, GOPE gibi yenilik¢i bir silan
ajantyla ve SFI gibi sensoriin karakterizasyonunu incelemeye yardimci bir teknikle de 6l¢tim
alabilen bir sistemle tasarlanmistir. Bunun yani sira pikogram seviyelerinde, 0,1 — 50 pg/mL
gibi genis bir tayin araliginda CK’ nin tayinini miimkiin kilmaktadir. Tiim bu 6zellikleriyle

CK sensorii literatiirdeki diger ¢alismalardan 6ne ¢ikmaktadir.
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4.2. ST2 Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemi

4.2.1 ST2 biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin EIS ve CV ile yorumlanmasi

ST2 biyosensoriiniin immobilizasyon adimlart EIS ve CV verilerinden yararlanilarak
aydinlatilmaya ¢alisilmustir. ilk olarak, calisma elektrodu GP’ nin yiizeyi temizlendikten sonra
(Boliim 3.3.1) daha kararli bir karbon yiizey olusturmak i¢in fulleren Cgy materyali tercih
edilmistir. Karbon atomlarinin miikemmel bir dizimle olusturdugu bu materyal, yapisindaki
karbon atomlar1 sayesinde GP ylizeyine adsorbe olarak daha homojen bir yiizey olusturmaya
yardimci olur. Fullerene Cg yiizeye immobilize edebilmeden once toluen ¢ozeltisi (Ruoff ve
ark. 1993) igerisinde ¢oziilmistiir. Fullerenleri kimyasal olarak modifiye etmek igin g¢ogu
zaman ¢ozelti olmalar1 gerekmektedir (Sivaraman ve ark. 1992). Toluen ¢o6zeltisinde
hazirlanan fulleren Cgp yiizeye damlatilarak immobilize edildikten sonra yapisindaki karbon
atomlarinin yiizeye iyice adsorbe olabilmesi i¢in inkiibasyona birakilmigtir. Bu durum Sekil
4.16.A’ daki EIS verilerine, homojen yiizeyin meydana getirdigi yalitkanlikla birlikte sinyal
artist olarak yansimistir. Temizlenmis elektrot ylizeyinin Ret degeri 24,48 ohm iken fulleren
Ceo immobilizasyonundan sonra Ret degeri 170,4 ohm olarak hesaplanmistir. Daha sonra
yiizeyde kantitatif olarak artan karbonlar1 aktiflestirmek adina GP elektrotlar gece boyu
H,SO, igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Bu sayede ylizeyde bulunan kapali karboksil
gruplart agiga c¢ikarilmistir. Bu inkiibasyon sonrasinda EIS sinyalinin diislisii agikga
gozlemlenmektedir (H,SO,4 ig¢in Ret degeri 50,96 ohm). Bunun sebebi; fulleren Cgp ile
kaplanarak homojen bir tabaka halinde bulunan yiizeyin, asit muamelesiyle bozularak elektrot
yiizeyindeki gdzeneklerin biiylimesinden kaynakli difiizyonun artmasi olarak diisiiniilebilir.
Bu asamadan sonra karboksil gruplarini aktiflestirmek igin ¢apraz baglayict EDC/NHS cifti
kullanilmistir. Bu islemin ardindan iletkenligin artmasiyla birlikte EIS sinyalinin azaldigi
gorilmektedir. Buna baglh olarak Ret degeri de azalarak 31,01 ohm olarak hesaplanmistir.
Ayrica kullanilan EDC/NHS ¢ifti, H,SO4’ in karboksilik asit gruplari arasinda gergeklestirdigi
capraz baglama sayesinde anti-ST2’ nin yilizeye immobilizasyonunu saglamistir. Anti-ST2
muamelesiyle birlikte EIS sinyali artis gostermistir (anti-ST2 i¢in Ret degeri 105,5 ohm).
Immobilizasyonun son asamasinda ise spesifik olmayan etkilesimleri engellemek icin %0,5
lik BSA kullanilmistir. BSA’ nin inkiibasyonuyla birlikte elektrot yiizeyinin yalitkanligi
bariyer etkisiyle iyice arttig1 i¢in buna bagl olarak EIS sinyali de artmis ve Ret degeri 137,4
ohm olarak hesaplanmistir. EIS tekniginin yani sira sonuglarin dogrulugunu desteklemek

adina CV teknigi ile de olgtimler alinmistir. Sekil 4.16.C incelendiginde temizlik isleminden
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hemen sonra alinan yalin GP (Katodik pik akimi=846,5 pA, Anodik pik akimi=881,7 pA)
elektrodun oldukga diizgiin pik akimlarina sahip CV voltamogrami goriilmektedir. Fulleren
Ceo’ 1n immobilizasyonuyla birlikte redoks probunun yalitkan yiizeye diflize olamamasindan
kaynakli olarak bu pik akimlar1 belirgin sekilde azalmistir (Katodik pik akimi=358,4 pA,
Anodik pik akimi=336,5 pA). Hemen ardindan asitle muamele goren yiizeyin alinan CV
voltamogramindaki pik akimlarinin bir 6nceki fulleren Cgp’ a gore biraz daha artmis oldugu
goriilmektedir (Katodik pik akimi=479,4 pA, Anodik pik akimi=480,5 pA). EDC/NHS
muamelesiyle birlikte daha da artmistir (Katodik pik akimi=522 pA, Anodik pik akimi=597,7
pA). Antikor immobilizasyonu adima gegildiginde ise olusan yalitkanligin bir emaresi olarak
katodik pik akim1 519,3 pA, anodik pik akimi ise 554,2 pA olarak hesaplanmistir. Son agama
olan BSA’ nin immobilizasyonu birlikte pik akimlari en aza inmistir (Katodik pik akimi=453

HA, Anodik pik akimi=454,7 uA).

ST2 biyosensdriiniin immobilizasyonuna ait EIS spektrumlari, her adima ait olan Ret

degerleri ve CV voltamogramlar1 Sekil 4.16” da verilmistir.
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Sekil.4.16. ST2 biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarinin (A) EIS verileri, (B)
immobilizasyon basamaklarina ait Ret degerleri, (C) CV voltamogramlar1
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4.2.2. ST2 biyosensoriiniin optimizasyon basamaklari

4.2.2.1. Fulleren Cgp’ 1n konsantrasyon optimizasyonu

Gelistirilen immiinosensérde ST2’ nin hassas tayini i¢in immobilizasyon asamasinda
kullanilan fulleren Cgp miktarinin biyosensor iizerindeki etkisini incelemek amaciyla diger
tiim bilesenler sabit tutulup, fulleren Cgo miktar1 degistirilerek biyosensorler hazirlanmistir.
Toluen ¢ozeltisi icerisinde hazirlanan fulleren Cgp konsantrasyonlari sirasiyla; 0,2, 0,4 ve 0,8
mg mL™ “dir. [lk olarak 0,2 mg fulleren Cgg ile ¢alisilarak bir standart grafik elde edildi. Daha
sonra konsantrasyon arttirilarak 0,4 mg fulleren Cgp ile biyosensorler hazirlandi. Bu
konsantrasyon sonrasinda ¢izilen standart grafikle birlikte goriildii ki derisik konsantrasyon da
daha yiiksek sinyaller edilmistir. Buna bagli olarak fulleren Cgp konsantrasyonu daha da
arttirilarak 0,8 mg ile biyosensorler hazirlanarak calisma yapilmistir. Ancak daha derisik
konsantrasyonla birlikte fulleren Cgo’in elektrodun yiizeyinde olusturdugu homojen tabaka
zarar gorerek adsorpsiyonda sorun yasanmis ve EIS sinyalleri de diigmiistiir. Bu sebeple
fulleren Cegp igin optimum konsantrasyon degeri olarak 0,4 mg mL™ secilmistir. Fulleren Cgp ¢
i konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafikler Sekil 4.17° de ve bu standart

grafiklere ait denklemler Cizelge 4.11° de verilmistir.

1.500,0

— 1.000,0
=

ARet (oh

500,0

0,0 &
0,0 40,0 80,0 120,0
ST2 (fg/mL)

Sekil.4.17. Fulleren Cgp miktarinin ST2 biyosensoriiniin cevabi iizerine etkisi
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Cizelge.4.11. Fulleren Cg miktar optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri

Fulleren Csp Miktann (ing) R? Denklem
0.2 0.9957 y=28,5863x +11.423
0.4 14,9966 v=14,21x + 35,913
0.8 0,9974 y=5,1395x + 13,476

4.2.2.2. Fulleren Cgo’ 1n inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Optimum fulleren Cgp miktar1 belirlendikten sonra, inkiibasyon siiresinin gelistirilen
biyosensor iizerine etkisi arastirilmistir. Bir biyosensor gelistirilirken ylizey modifikasyonu
sirasinda kullanilan ajanlarin yiizeydeki inkiibasyon siireleri, dogrudan immobilizasyonu
etkiledigi i¢in, bu ajanlarin optimum inkiibasyon siirelerini belirlemek gerekir. Bu ¢alismada
fulleren Cg i¢in 3 farkli inkiibasyon siiresinde (30 dk, 60 dk ve 120 dk) biyosensorler
hazirlanmig sonrasinda EIS ve CV o6l¢iimleri ile takip edilmistir. Hazirlanan sensoérlerde 30
dk’ lik inkiibasyon siiresinin saglikli bir immobilizasyon i¢in yeterli olmadigi, 120 dk’ nin ise
yiizeyde ¢ok fazla kalarak birtakim bozulmalara sebep oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak fulleren Cgp ¢ 1n inkiibasyon siiresi olarak 60 dk secilmistir. Fulleren Cgp siire
optimizasyonuna ait standart grafikler Sekil 4.18” de ve bu standart grafiklere ait denklemler

ise Cizelge 4.12° de verilmistir.
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E —— 120 dk
=
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Sekil.4.18. Fulleren Cgg inkiibasyon siiresinin ST2 biyosensoriiniin cevabi iizerine etkisi

Cizelge.4.12. Fulleren Cg siire optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri
g P Yy g

Fulleren Csg Siire (dk) R? Denklem
30 0,9918 y=2,9963x + 19,393
60 0.9966 v=14,21x + 35,913
120 0,9934 v= 3.4489x + 15.874

4.2.2.3. H,SO, asit konsantrasyonunun belirlenmesi

GP elektrot yiizeylerinin fulleren Cgo ile modifikasyonundan sonra elektrotlar H,SO4
ile gece boyu inkiibasyona birakilmigtir. Fulleren Cgp ¢ok kararli ve diizenli bir yapiya sahip
oldugu i¢in, elektrot yiizeyindeki karboksil gruplarini agiga ¢ikarmak adina bu optimizasyon
adimi olduk¢a 6nemlidir. Bu amaca yonelik olarak, asit konsantrasyonun biyosensore etKisini
incelemek i¢in 4 farkli konsantrasyonda ( %5, %10, %25 ve %50) ¢alisma gergeklestirilmistir.
Belirtilen her bir konsantrasyon icin biyosensdrler hazirlanarak EIS ve CV Olclimleri
alinmistir. Bu optimizasyon g¢aligmasinda, asit konsantrasyonu arttik¢a elektrot yiizeyinin
hasar gorerek immobilizasyonu sagliksiz kildigi goriilmiistiir. Bu sebeple daha diisiik
konsantrasyonlarda calisilmistir. % 5’ lik H,SO4 yilizey immobilizasyonu igin yetersiz
kalmistir. Bu sebeple optimum H,SO, konsantrasyonu hem sinyal artigi hem de standart
grafigine bakilarak %10 olarak belirlenmistir. H,SO, konsantrasyon optimizasyonuna ait
standart grafikler Sekil 4.19 da ve bu standart grafiklere ait denklemler Cizelge 4.13" de

verilmistir.
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Cizelge.4.13. H,SO, konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R?" leri ve denklemleri

H.50, (%0) R? Denklem
% 5 0,9981 y=7,6735x + 14,207
% 10 0,.9966 v=14,21x + 35,913
% 25 0.,9973 y= 7,5567x + 38,951
2 50 0,9983 y=45029x+ 11,816
2.400,0
—— %S5
—&— % 10
1.600,0

ARet (0hm)

800,0

0,0
0,0

60,0

ST2 (fg/mL)

120,0

Sekil.4.19. H,SO,4 konsantrasyonunun ST2 biyosensoriiniin cevabi iizerine etkisi

4.2.2.4. Anti-ST2’ nin konsantrasyon optimizasyonu

Tasarlanan biyosensoriin bir sonraki optimizasyon adimi, anti-ST2 konsantrasyonunun

immiinosensor lizerine etkisinin arastirilmasidir. Bu optimizasyon adimi i¢in 3 farkli anti-ST2

konsantrasyonunda (2,5 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL) biyosensorler hazirlanmistir. Bu amag

dogrultusunda ilk olarak 2,5 ng/mL anti-ST2 konsantrasyonu (Ret degeri 62,87 ohm) i¢in

biyosensor hazirlanmistir. Diizenli EIS sinyalleri ve oldukca iyi bir regresyona katsayisina

sahip standart egriyle sonuglanan bu konsantrasyondan sonra daha derisik anti-ST2

80




konsantrasyonlariyla ¢alisilmigtir. Boylelikle artan antikor derisiminin gelistirilen biyosensor
tizerindeki cevabini incelemek miimkiin olmustur. Bu duruma binaen bir sonraki
konsantrasyon 2 kat daha derisik olan 5 ng/mL’ lik anti-ST2 konsantrasyonu i¢in biyosensor
hazirlanmistir. Artan konsantrasyonla birlikte EIS sinyalinin yarim daire ¢apini ifade eden Ret
degerinin de belirgin artisi s6z konusudur (Ret degeri 184,1 ohm). Bu sinyal artis1 Sekil 4.20°
deki birbirleriyle kiyaslanan standart grafiklerden de agik¢a goriilmektedir. Derisik antikor
konsantrasyonunun, tasarlanan biyosensérdeki bu olumlu cevabi iizerine optimizasyona artan
konsantrasyon degerleriyle devam edilmistir. 10 ng/mL anti-ST2 konsantrasyonuyla
biyosensor hazirlanmistir. Ancak artan konsantrasyon degeri bu defa beklenenin aksine en
diisiik performansi sergilemistir. Bunun nedeninin anti-ST2’ nin baglanabilme kapasitesine
gore doygunluga ulagsmis olabilecegi diisliniilmektedir. Bilindigi gibi proteinler belirli bir
doygunluga eristikten sonra aktiviteleri diismeye baslar. Bu sebepler g6z oOniinde
bulunduruldugunda gelistirilen ST2 sensorii i¢in en uygun anti-ST2 konsantrasyonu 5 ng/mL
olarak belirlenmistir. Anti-ST2 konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafikler Sekil

4.20° de ve bu standart grafiklere ait denklemler Cizelge 4.14° de verilmistir.

Cizelge.4.14. Anti-ST2 konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R? leri ve denklemleri

Anti-ST2 (ng/mL) R’ Denklem
25 0.9991 y= 19.834x + 21,729
5 09969 y=25,082x + 26,174
10 0.9966 y= 14.21x + 35913
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0,0 60,0 120,0
ST2 (fg/mL)

Sekil.4.20. Anti-ST2 konsantrasyon optimizasyonunun biyosensoriin cevabi tizerine etkisi

4.2.2.5. Anti-ST?2’ nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Anti-ST2’ nin optimum konsantrasyon degerine karar verildikten sonra, oldukga
onemli bir bagka parametre olan inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir.
Bir immiinosensoriin immobilizasyonu gergeklestirilirken, en az kullanilan konsantrasyon
derisimi kadar o konsantrasyonun ylizeyde kalma siiresi de 6nemlidir. Protein etkilesimleri
icin, kisa denebilecek zaman dilimlerinde dahi baglanmanin seyrini degistirebilecek bazi
durumlara sebebiyet vermesinden Otilirii ¢ok titizlikle takip edilmelidir. Bu nedenle
optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda inkiibasyon siirelerinin belirlenmesine de yer
verilmistir. 3 farkl stirede (30, 45 ve 60 dakika) ayr1 ayr1 biyosensorler hazirlanip, ¢caligmalar
yapilmustir. Yapilan ¢aligmalar EIS ve CV ile takip edilmis, elde edilen verilerle de standart
grafikler olusturulmustur. Ilk olarak 30 dakikalik inkiibasyon siiresi i¢in ¢alisma yapilmistir.
Zaman tasarrufu diisiiniilerek gerceklestirilen bu calismada diizgiin fakat diisiik impedans
sinyalleri alinmistir. Sinyallerin bu diisiisli, antikorun yiizeye immobilizasyonu i¢in 30
dakikanin yeterli bir zaman olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu sebeple bir sonraki ¢aligma
60 dakikalik inkiibasyon siiresinde gergeklestirilmistir. Bu inkiibasyon sonrasinda elde edilen

sonuglar degerlendirildiginde impedans sinyallerindeki artis agik¢a gozlemlenmektedir.
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Buradan da anlasilacag: lizere anti-ST2’ nin yiizeye yeterli oranda baglanmasiyla birlikte
immobilizasyon dogru bir sekilde gergeklesmis ve bu durum sonuglara ¢ok net yansimistir.
Son bir inkiibasyon siiresi olarak 45 dakika i¢inde ¢alisma yapilmistir. Ancak yapilan ¢alisma
da sinyallerin yine diiserek istenmeyen bir sonu¢ sergiledigi goriilmiistiir. Tiim bu veriler
15181inda anti-ST2 i¢in optimum inkiibasyon siiresi 60 dakika olarak belirlenmistir. Anti-ST2
slire optimizasyonuna ait standart grafikler Sekil 4.21° de ve bu standart grafiklere ait

denklemler Cizelge 4.15’ te verilmistir.

Cizelge.4.15. Anti-ST2 siire optimizasyonunun grafiklerinin R? leri ve denklemleri

Anti-ST2 (dk) R* Denklem
30 0,9982 y=12,272x + 26,343
45 0,999 y=14,658x + 49,706
60 0.9969 y= 25,082x+ 26,174
3.000,0

0hm)

= 1.500,0

ARet

0,0
0,0 60,0 120,0

ST2 (fg/mL)

Sekil.4.21. Anti-ST2 siire optimizasyonunun biyosensor iizerine etkisi
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4.2.2.6. ST2’ nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Inkiibasyon siirelerinin immiinosensér iizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan bir
diger optimizasyon c¢alismasi ST2’ nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Bu ¢alisma icin
de 3 farkli siire de (30, 45 ve 60 dakika) ¢alisma yapilmistir. Optimizasyon g¢alismasina
yonelik belirlenen her bir siire i¢cin ayri1 ayr1 biyosensorler hazirlanmis EIS ve CV
Olctimleriyle takip edilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde ST2’ nin ylizeyde kalma
stiresi arttik¢a aktivitesi azalmis ve buna bagli olarak EIS sinyalleri de diismiistiir. Buradan,
biyobelirtecin elektrot yiizeyindeki baglanma islemini 30 dakika da yeterli oranda
gerceklestirebildigini bu nedenle doygunluga eristikten sonra aktivitesini kaybetmesine bagl
olarak performansinin azaldigi sonucuna erisilmistir. Bu degerlendirmeler sonrasinda
optimum ST2 inkiibasyon siiresi 30 dk olarak segilmistir. ST2 siire optimizasyonuna ait

standart grafikler Sekil 4.22” de ve bu standart grafiklere ait denklemler Cizelge 4.16° da

verilmigtir.

3.000,0
=
=

— 1.500,0
L
(==
<

0,0

0,0 60,0 120,0
ST2 (fg/mL)

Sekil.4.22. ST2 inkiibasyon siiresi optimizasyonunun biyosensdriin cevabi iizerine etkisi
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Cizelge.4.16. ST2 siire optimizasyonunun grafiklerinin R* leri ve denklemleri

ST2 (dk) R? Denklem
30 0,9969 y= 25,0825 + 26,174
45 0,9971 y=21,559x +42.295
60 0,9984 y= 10,967x + 27,656

4.2.3. ST2 biyosensoriiniin karakterizasyon ¢alismalar:

4.2.3.1. ST2 biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Tim optimizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, gelistirilen biyosensoriin artan
konsantrasyonlarinda hazirlanan ST2 biyobelirteci EIS ve CV teknikleriyle tayin edilmistir. 8
farkli konsantrasyon degeri belirlenerek yapilan bu calisma da gelistirilen biyosensdriin
hassas ST2 tayinine yonelik bir lineer aralik belirlenmistir. Tasarlanan sensoriin yapilan
caligmalar sonrasinda tayin araligt 0,1 — 100 fg mL™ olarak saptanmistir. Gelistirilen
immiinosensér femtogram gibi oldukca konsantrasyon seviyesinde ve genis bir tayin
araliginda ST2’ nin analizini gerceklestirebilmektedir. ST2 biyosensoriiniin  kalibrasyon
grafigi ve bu kalibrasyon grafigine ait EIS spektrumu, CV voltamogrami Sekil 4.23” te
verilmistir. Ayrica LOD ve LOQ degerleri de sirasiyla 0,124 fg mL™ ve 0,414 fg mL™ olarak
hesaplanmistir. ST2’ nin artan konsantrasyonlar da degisen impedimetrik verileri Cizelge

4.17’ de verilmistir.
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Cizelge.4.17. Artan ST2 konsantrasyonlarina bagl olarak degisen impedimetrik veriler

Elektrot Ret(olhin) Eu (ohm) C (pF)
ST2 biyosensorii (BSA) 434,3+4 441 170,2+1.318 2.668+0.057
ST2 0.1 fg/mL 517,544,929 157,5+1.,217 2.86+0,05
ST2 1 fg/mL 716+6.601 203.8+1.564 2.246+0,041
ST2 5 fg/mL 812,447,522 236.,4+1.909 1,26+0,023
ST2 10 fg/mL 1193+11.92 225,6+1.793 1.454+0,0224
ST2 25 fg/mL 1481+12.31 210,9+1.643 1.767+£0,025
ST2 50 fg/mL 1578+14.39 206,241,665 1.295+0,017
ST2 75 fg/mL 2123+19.15 274,6£2.166 1.291+0,017
ST2 100 fg/mL 2453+£19.38 377,243,158 1,5025+0.,007

4.2.3.2. ST2 biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Gelistirilen biyosensoriin karakterizasyonunun aydinlatilmasinda tekrarlanabilirlik
calismasi elzemdir. Bu calisma 20 farkli elektrodun ayni kosullar altinda hazirlanip aynm
konsantrasyon degerinde (25 fg/mL) ST2 ile inkiibe edilerek EIS Olgiimlerinin alinmasiyla
gerceklestirilirmistir. Her bir elektroda ait EIS Ol¢iimlerinden elde edilen Ret degerleri
Sekil.4.23.A” daki kalibrasyon denkleminde kullanilarak biyosensoriin ortalama deger,
standart sapma ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir. Bu degerler sirasiyla 25,195 fg/mlL,
0,416 fg/mL ve % 1,56 olarak bulunmustur.
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Sekil.4.23. Tasarlanan biyosensoriin artan ST2 konsantrasyonuyla elde edilen (A)
Kalibrasyon grafigi, (B) EIS verileri, (C) CV voltamogramlari
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4.2.3.3. ST2 biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensoriin  tekrar {iretilebilirlik c¢alismast kapsaminda optimum kosullarda
hazirlanan elektrotlarla farkli zaman dilimlerinde c¢alisilmistir. ST2’ nin artan
konsantrasyonlariyla belirlenen tayin aralifinda oOl¢iim alinarak gerceklestirilen tekrar
tiretilebilirlik ¢alismasi i¢in § tane biyosensor hazirlanmistir. Hazirlanan biyosensorlerin EIS
verilerindeki Ret degerlerinden her bir biyosensore ait standart grafikler elde edilmis ve
birbirleriyle kiyaslanmislardir. Ayrica biyosensoriin  tekrar {retilebilirlik  caligmasi
kapsaminda egim ve intersept degerlerinin relatif standart sapmalar1 da sirasiyla %1,23 ve
%7,76 olarak hesaplanmistir. ST2 biyosensoriine ait tekrar tiretilebilirlik sonuglar Sekil 4.24°
te, standart grafiklere ait regresyon tizerindeki belirleme katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge

4.18’ de verilmistir.

1.200,0

ohm)

— 600,0

ARe

0,0
0,0 60,0 120,0

ST2 (fg/mL)

Sekil.4.24. ST2 biyosensoriiniin tekrar tretilebilirlik caligmalarina iligkin kalibrasyon
grafikleri. (n=8)
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Cizelge.4.18. ST2 biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi grafiklerinin R* leri ve denklemleri

Tekrar iiretilebilirlik R? Denklem Tayvin Arahg (fg/mlL)
1 0,9992 y=10,104x+23.857 0,1-100 fg/mL
2 0,9992 v=10,108x+21.946 0,1-100 fg/mL
3 0,9992 y=10,292x+20,759 0,1-100 fg/mL
4 0,9988 y=10,281x+22 885 0,1-100 fg/mL
5 0,999 y=10,163x+26,065 0,1-100 fg/mL
6 0,9984 v=10,056x+25,838 0,1-100 fg/mL
7 0,9993 y=10,270x+23,307 0,1-100 fg/mL
8 0,9994 y=10,427x+22,694 0,1-100 fg/mL

4.2.3.4. ST2 biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi (rejenerasyon)

Tasarlanan biyosensoriin - karakterizasyon c¢alismalart kapsaminda hem elektrot
yilizeyinin stabilitesini incelemeye yonelik hem de rutin kullanimlarda biyosensoriin
maliyetini oldukga diisiirecek olan tekrar kullanilabilirlik ¢alismasi yapilmistir. Bu calisma,
ST2 baglanmis olan elektrot yiizeyinin 10 mM HCI asit ¢ozeltisinin igerisinde 2 dakika
bekletilerek, baglanan proteinin yiizeyden uzaklastirilmasiyla gergeklestirilmistir. Bu
islemden sonra ayn ylizeye tekrar belli bir konsantrasyondaki ST2 (25fg/mL) inkiibe edilerek
EIS o6lgtimii alinmistir. Bu islem ylizeyin protein baglayabilme aktivitesinin yiliksek oranda
azalmas1 veya tamamen kaybetmesine kadar devam etmistir. ST2 biyosensorii i¢inse bu
durum 20 defa gergeklestirilmistir. 20. Baglanma da bile neredeyse aktivitesinin yarisini
korudugu gozlemlenmistir. 1. Baglanma ile 20. Baglanma arasindaki fark incelendiginde
toplam aktivite kaybimnin % 45,77 oldugu sonucuna varilmistir. Tek kullanimlik bir elektrot
ylizeyi i¢in bu milkemmel bir tekrar kullanilabilirlik performansidir. Biyosensoriin ileride
pratikteki  kullanimi dikkate alindiginda umut vadeden bir sonu¢ elde edilmigtir. ST2

biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirlik calismasina ait grafik Sekil 4.25° te verilmistir.
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Sekil.4.25. ST2 biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirlik ¢aligmasinin grafikteki goriiniimii

4.2.3.5. ST2 biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

ST2’ nin karakterizasyon calismalar1 kapsaminda sabit frekansta impedans teknigiyle
Olglim alimmugtir. Bu teknik sayesinde anti-ST2 ile ST2 arasindaki kinetik baglanmay1
incelemek miimkiindiir. Bunun i¢in ilk olarak kullanilacak olan sabit frekansin belirlenmesi
gerekir. Bu frekans; immobilizasyonu tamamlanan elektrodun Sekil 4.26.A’ daki Bode
egrisinden yararlanilarak belirlenmistir. Bode egrisinin bu teknikteki onemi ve istlinliigi
Boliim.4.1.3.5’te anlatilmistir. Bu hedef dogrultusunda, 45 Hz olarak secilen sabit frekansta
impedans Ol¢iimii zamanin ve faz agisinin fonksiyonlar1 olarak oOlgiilmiistiir. ST2
biyosensoriiniin sabit frekansta zamana bagli impedans degisimi Sekil 4.26.B” de verilmistir.
Sekil 4.26.B” de goriilen kirmiz1 egri sabit frekansta alinan impedans 6l¢iisiini, yesil egri ise
faz agis1 Ol¢iimiinii ifade etmektedir. pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde gerceklesen bu islemde
ST2 biyobelirtecinin zamana karsi baglanmasi net bir sekilde goriilmektedir. Yaklasik 1000

ks (17 dk) civarinda ST2’ nin doygunluk noktasina eriserek 6l¢iim tamamlanmuistir.
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Sekil.4.26. ST2 biyosensoriiniin sabit frekansta impedans 6l¢iimiine ait (A) Bode grafigi, (B)
SFI spektrumu (kirmizi; sabit frekansta EIS 6l¢timii, yesil; faz acis1 6l¢limii)

4.2.3.6. ST2 biyosensoriiniin kare dalga voltametrisi ile analizi

EIS ve CV tekniklerinin yan1 sira, gelistirilen biyosensor kare dalga voltametrisiyle de
tayin gergeklestirmistir. Bu c¢alisma i¢cin SWV frekansi 25 Hz olarak segilip, potansiyel araligi
olarak -0,2/0,7 V olarak belirlenerek ST2’ nin artan konsantrasyonlarinda 6l¢iim alinmistir.

Alnan ol¢limlerin hesaplamalari yapilirken 4.4 bagintisindaki denklem kullanilmastir.
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Aldif= AIdif (BSA) — AIdif (ST2) (4.4)

Sekil 4.27 optimum kosullarda 0,1 fg — 100 fg mL™ tayin araligindaki ST2 Sl¢iimiine ait kare

dalga voltamogramlarin1 ve kalibrasyon grafigini gostermektedir.

A
300,0 uA
g 200,0 uA
iy —
=
100,0 uA
U
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@ e R
0,000 A r r r - _——L r - . . . . . T
-200,0 mV 0,000V 200,00 mV 400,0 mV 600,0 mV
Vstep (V)
300,0
B i
. 2000 y = 2,4565x + 4,8328
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N
|
-~
100,0
0.0
0.0 40.0 80.0 120,0
ST2 (fg/mL)

Sekil.4.27. ST2 biyosensoriine ait (A) kare dalga voltametrisi ve (B) kalibrasyon grafigi
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4.2.3.7. ST2 biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

Yapilan immobilizasyon islemlerinde elektrot yiizey alaninin ne kadar kaplandigin
hesaplayabilmek adina doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak, Laviron esitligi yardimiyla
elektrodun kaplanmig olan ylizey alani hesaplanmistir. Bu calisma i¢in 10 farkli tarama
hizinda (10 mV, 20 mV, 30 mV, 40 mV, 50 mV, 60 mV, 70 mV, 80 mV, 90 mV ve 100 mV)
doniisiimlii voltametri de dl¢timler alinmistir. Alinan 6l¢iimler sonrasinda elde edilen verilerle
yapilan hesaplamalar Laviron esitliginde (Boliim 4.1.3.7) yerine konarak sonuglar elde
edilmistir.

Esitlikten yararlanilarak hesaplanan sonuglar degerlendirildiginde baslangicta 2,2x10°
mol cm™ olarak hesaplanan GP yiizeyi, anti-ST2 baglandiktan sonra 7,3x10°® mol cm-? olarak
hesaplanmugtir. Anti-ST2’ nin ylizeye immobilizasyonunun gergeklestigi bu sonuglarla

dogrulanmustir.

4.2.3.8. ST2 biyosensoriiniin raf 6mrii

Gelistirilen biyosensoriin raf Omriinii belirleyebilmek i¢in toplam 10 haftadan olusan
bir depo caligsmasi gergeklestirilmistir. Bu c¢alisma i¢in immobilizasyon islemi tamamlanmig
sensoOrler hazirlanarak kullanim siirelerine kadar +4 °C de muhafaza edilmislerdir. Her hafta
bir sensor, belirlenen bir konsantrasyon degerinde (25 fg/mL) ST2 ile inkiibe edilerek EIS
Olctimii alinmistir. Daha sonra alinan impedans dlgiimlerinden elde edilen Ret degerleri Sekil
4.23.A’ da ki kalibrasyon grafiginde yerine koyularak hesaplamalar yapilmistir. 10. Haftanin
sonunda biyosensoriin toplam aktivite kaybinin sadece %4,48 oldugu goriilmiistiir. Tasarlanan
biyosensoriin raf dmriine bakilarak klinik uygulamalarda kullanim i¢in tercih edilebilir oldugu
diisiiniilmektedir. ST2 biyosensoriine ait depo kararliligini gosteren grafik Sekil 4.28° de

verilmistir.

4.2.3.9. ST2 biyosensoriiniin SEM goriintiileri

Biyosensoriin immobilizasyon asamasindan sonra yiizeyde meydana gelen morfolojik
degisimleri inceleyebilmek i¢in her bir asamanin SEM goriintiileri alinmistir. ST2 sensoriine
ait SEM goriintiileri Sekil 4.29° da verilmistir. Her bir agama i¢in incelenen goriintiilerden ilki
Sekil 4.29.A” daki temizlenmis GP elektrot yiizeyine aittir. Hi¢bir immobilizasyon islemi
gerceklesmemis yiizeyde herhangi bir heterojenik bolge mevcut degildir.
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Sekil.4.28. ST2 biyosensoriiniin depo kararlilig1 denemelerine iliskin aktivite degerleri

Sekil 4.29.B ise yilizey fulleren Cgp ile modifiye edildikten sonra alinan SEM
goriintiistidiir. Burada fulleren Cgo molekiillerinin varligi ¢ok net goriilmektedir. Nano
kablolarla oriilii bir ag1 animsatan bu goriintii fulleren Cgp’ 1n yiizeye adsorbe oldugunu
kanitlar niteliktedir. Sekil 4.29.C” de ise yiizeyin H,SO, ile gece boyu inkiibasyonundan sonra
cekilmis bir SEM goriintiisiidiir. Burada asit muamelesinden sonra pargalanarak elektrot
yiizeyine dagilan yapilara benzer bir morfoloji gozlemlenmistir. Sekil 4.29.D° deki SEM
goriintlisii ¢apraz baglayict EDC/NHS ciftine aittir. Bu goriintiide de yine bir 6nceki ylizey
morfolojisinden tamamen farkli bir morfolojiye sahiptir. EDC/NHS etkisiyle ortaya cikan
karboksil gruplarinin olusturdugu yiizey degisikligini temsil ettigi diisiiniilmektedir. Sekil
4.29.E’ de anti-ST2 baglanmasindan sonra alinan SEM goriintiisiidiir. Yiizeyde olduk¢a yogun
goziiken kivrimli yapilarin anti-ST2 baglanmasindan sonra olustuklar1 diisiiniilmektedir. Sekil
4.29.F’ de ki SEM goriintiisii BSA immobilizasyonuna aittir. Nano kablolara benzer yapilar
arasinda biriken yapilar BSA’ nin baglanmasindan sonra yiizeyde gdzlemlenmistir. Son olarak
Sekil 4.29.G° deki goriintii ise ST2 biyobelirtecine ait SEM goriintlisiidiir. Yakindan
bakildiginda adeta ¢i¢ek dalin1 animsatan bu goriintii de ST2’ nin yiizeye inkiibe edilmesinden

sonra gorilmiistir.
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Sekil.4.29. ST2 biyosensoriiniin SEM goriintiileri. (A) Yalin GP, (B) Fulleren Cgo, (C)
H2S04, (D) EDC-NHS, (E) Anti-ST2, (F) BSA, (G) ST2
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4.2.3.10. ST2 biyosensoriiniin serum orneklerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi

Gelistirilen biyosensoriin klinik uygulamalar i¢in kullanilabilirligini incelemek adina
farkli kisilerden alinan insan serum oOrneklerine standart ekleme yontemi kullanilarak ST2
tayini yapilmistir. ST2’ nin farkli konsantrasyon degerlerinin ( 5 fg/mL ve 50 fg/mL) serum
ornegine eklenmesiyle gerceklestirilen ¢alisma sonrasinda EIS verileri elde edilmistir. Bu
veriler i¢in kalibrasyon grafiginin denkleminden yararlanilarak yapilan her bir serum
calismasi i¢in bagil standart sapma (RSD) ve geri kazanim yiizdeleri hesaplanmistir. Serum
ornekleriyle gerceklestirilen c¢alisma igin yapilan hesaplamalarin sonuglar1 Cizelge 4.19° da

verilmigtir.

Cizelge.4.19. Gelistirilen biyosensor sistemi ile serum Orneklerinde bulunan CK
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Serum ST?2 dlgiilen Standart Olgiilen RSD (%) Geri
Ornek konsantrasyon eklenen konsantrasyon (n=3) Kazamm
Numarasi (fg mL1) degeri (fg mL')  degeri (fg mLY) (%)
5 28,93/30,51/28,88 3.15 108,63
1 22,10
50 74,08/72,39/73,41 1.16 101.8
5 8,6/8,3/9,7 8.31 111,16
2 2.97
50 54,03/53,84/ 52,01 15,59 100.6
5 7,7/6,3/56,73 10,37 113,46
3 1,09
50 51,2/54,7/54.1 3.5 104,38
5 25,72/26,92/26,5 2.3 105,26
4 20,06
50 72,13/69,47/71,17 1.9 101,22
5 23,08/22,58/23,06 1.24 107.46
5 16,31
50 68,41/64,90/65,63 2,79 100,0

Standart ekleme yontemi ST2’ nin serumdaki tayin araligma uygun olacak sekilde

gerekli seyreltme islemleri yapilarak gerceklestirilmistir (Anonim 2018).
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4.2.3.11. ST2 biyosensoriiniin Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu

Kramers-Kronig transformu tasarlanan biyosensoriin EIS 6l¢timleri sirasinda herhangi

bir dis etkenden etkilenip etkilenmedigini ve buna bagli olarak sapmalarin meydana gelip

gelmedigini incelemek icin kullanilan bir yontemdir (Boliim 4.1.3.11). ST2 biyosensoriiniin

immobilizasyon asamalar1 i¢in Sekil 4.30° da yer alan impedans spektrumlarinin fitlenmis

goriintiisti yer almaktadir. Cizelge 4. 20’ de ise bu fitlenmis spektrumlara ait Kramers-Kronig

transform degerleri verilmistir.

100,0 ohm
E
£
o
s —@—Yalm GP
§ 50,00 ohm _o_ Fulleren Céo
N —@— H.SO,
* EDC/NHS
—fl— Anti-ST2
—A\— Bsa
V- s12
0,000 ohm —— :
0,000 ohm 100,0 ohm 200,0 ohm 300,0 ohm 400,0 ohm 500,0 ¢
Zreal (ohm)

Sekil.4.30. ST2 biyosensoriin Kramers-Kronig Transform fit spektrumlari

Cizelge.4.20. ST2 biyosensoriine ait Kramers-Kronig fit degerleri

ST2 biyosensor

Eramers Kronig Transform degeri

Yalin GP
GP/Fulleren Cg
GP/ Fulleren Cq/H280y
GP/ Fulleren Cg4y/H,S0,/EDC-NHS
GP/ Fulleren Cyo/H,SO,/EDC-NHS /Anti-ST2
GP/ Fulleren Cgy/H,SO,/EDC-NHS /Anti-ST2/BSA
GP/ Fulleren Cyy/H,SO,/EDC-NHS /Anti-ST2/BSA/ST2

73091
24961
78161
3323 u
49610
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4.2.3.12. ST2 biyosensoriiniin literatiirdeki yeri

Tasarlanan biyosensoriin literatiirde bildirilen g¢esitli ST2 sensorleriyle analitik olarak

kiyaslandig1 ¢alismalar Cizelge 4.21° de verilmistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin tayininde kullanilan yeni bir biyobelirte¢ olan ST2 ile
ilgili literatiirde c¢ok fazla ¢alisma yer almamaktadir. Akut miyokart enfarktiisii ve kalp
yetmezligi durumlarinda hastalarin serumlarindaki ST2 seviyelerinde meydana gelen
degisiklikler, bilim insanlarinin ST2’ nin kardiyovaskiiler hastaliklarla olan 6nemli iligkini

ortaya ¢ikararak yeni bir kardiyak belirtecini kesfetmelerini saglamistir.

Bu yeni ve literatiirde olduk¢a az olan biyobelirtecle ilgili yapilan doktora tezinde
oldukga hassas, tekrar tretilebilirligi ¢ok iyi ve genis bir tayin araliginda (0,1-100 fg/mL)

ST2’ nin analizini miimkiin kilan bir biyosensor sistemi tasarlanmistir.

Gergek serum Orneklerinde de alinan sonuglar, tasarlanan sensoriin klinik uygulamalar

icin de potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugunu dogrular niteliktedir.
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4.3. TnT Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemi

4.3.1. TnT biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin EIS ve CV ile yorumlanmasi

Kardiyovaskiiler hastaliklarin en basinda gelen akut miyokart enfarktiisiine yiliksek
oranda spesifik olan Troponin T (TnT) biyobelirtecinin tayinine yonelik gelistirilen
biyosensordeki ilk adim daha 6nce Boliim 3.3.1° de anlatilan temizlik islemidir. Temizlik
isleminin ardindan yiizeyin modifikasyonu i¢in HCI c¢ozeltisinden yararlanilmistir. GP
elektrotlarm gece boyu HCI asit ¢ozeltisinde bekletilmesi, yilizeylerindeki karboksil
gruplariin aktifleserek reaksiyona girmelerini hizlandirmistir. Boylelikle aktiflesen karboksil
gruplar1 GP elektrot yiizeyinin immobilizasyona daha elverigli bir hale gelmesini saglamigstir.
Daha sonra anti-TnT’ nin yiizeye baglanmasinda aracilik edecek olan EDC/NHS ifti
kullanilmistir. Fonksiyonel karboksil gruplariyla (-COOH) amin gruplar1 (-NH;) arasindaki
etkilesimi saglayan bu vazgecilmez c¢apraz baglayict EDC/NHS sayesinde anti-TnT’ nin
immobilizasyonu gerceklesmektedir. Bu asamadan hemen sonra antikorun yiizeye baglanmasi
i¢in anti-TnT’ nin inkiibasyon islemi yapilmistir. Immobilizasyonun son asamasinda ise
acikta kalan fonksiyonel gruplari kapatarak spesifik olmayan baglanmalari engellemek igin
BSA bloklama ajan1 kullanilmistir. Tiim bu adimlar EIS ve CV teknikleriyle takip edilmistir.
Sekil 4.31.A’ daki EIS spektrumlart incelendiginde, temizlik igleminin ardindan alinan GP
elektrot 6l¢iimii oldukea diisiik bir sinyale sahiptir. Bu durum elektrot yiizeyinin hem basarili
bir temizlik asamasindan geg¢irildiginin ve bu sayede elektrot yiizeyinde olusabilecek herhangi
bir kontaminasyondan kaynakli riskin 6nlendiginin gostergesidir hem de buna bagli olarak
iletkenligin bu asama da oldukg¢a fazla olmasmin belirtisidir. Yalin GP elektrodun EIS
sinyalinden hesaplanan Ret degeri 17,81 ohm dur. Gece boyu HCI ¢ozeltisi igerisinde
kaldiktan sonra EIS 6l¢iimiindeki artis, asit muamelesiyle birlikte ylizeyde baslayan kimyasal
hareketlenmelerin hesaplanan Ret (27,48 ohm) degeriyle birlikte immobilizasyonun basarili
oldugunu kanitlar niteliktedir. Ret degerleri arasindaki sayisal fark ¢ok olmamasina ragmen,
cok iletken bir yiizeyde ihmal edilemeyecek Olclide Onemlidir. Sonrasinda EDC/NHS
kimyasinin yiizeyde gergeklestirmis oldugu capraz baglama sonrasinda impedans sinyalinin
artmasina bagl olarak Ret degeri de artmis ve 40,97 ohm olarak hesaplanmistir. Burada
EDC/NHS’ nin karboksil gruplarini aktiflestirmesinin yani sira redoks probu ferri-ferro
¢ozeltisinin negatif yiikiinden dolayr yiizeye diflize olmasinin bir miktar engellenebilecegi
diistiniilmektedir. Anti-TnT’ nin yilizeye immobilizasyonuyla birlikte biraz daha artan

impedans sinyali, antikorun ylizeyde yalitkan bir tabaka olusturarak difiizyonu engellemesiyle
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aciklanabilmektedir. Anti-TnT’ nin impedans sinyalinin yarim daire ¢ap1 olan yiik transfer
direnci 62,32 ohm olarak hesaplanmistir. BSA’ nin inkiibasyonuyla birlikte yalitkanligi iyice
artan elektrot yiizeyine analitin diflize olmasi daha da zorlasarak bu durum EIS spektrumuna

sinyal artis1 olarak yansimistir. BSA adimina ait Ret degeri 99,12 ohm olarak hesaplanmaistir.

Sekil 4.31.C° deki CV voltamogramlar: incelendiginde anodik ve katodik pik
akimlarindan yola ¢ikilarak degerlendirmeler yapilmistir. ilk olarak temizlik isleminden sonra
CV olglimii alinan yalin GP elektrodun pik akimlar1 olduk¢a diizgiin ve de keskindir (Katodik
pik akimi=1,200 mA, Anodik pik akimi=1,242 mA). HCI ile muamelesinden sonra alinan CV
Olctimiinde pik akimlarini bariz sekilde daraldig1 gozlemlenmektedir (Katodik pik akimi= 660
pA, Anodik pik akimi= 809,3 pA). EDC/NHS’ nin inkiibasyonundan sonra ise redoks
probunun elektrot yiizeyine difiize olamamasina bagli olarak bu voltamogramda da goriildiigi
gibi pik akimlar1 birbirine daha da yakinlasmiglardir (Katodik pik akimi= 456,5 pA, Anodik
pik akimi= 480 pA). Anti-TnT’ nin immobilizasyonuyla birlikte artan yalitkanlikla beraber
pik akimlarinda daha da diisiis gozlenmistir (Katodik pik akimi= 422,6 pA, Anodik pik
akimi= 448,8 pA). Son olarak BSA’ nin inkiibasyonuyla birlikte daha da yalitkanlagan yiizey
diflizyonun engellenmesine bagli olarak en diisiik pik akim degerlerine sahip immobilizasyon

asamasidir (Katodik pik akimi=365,1 pA, Anodik pik akimi= 387,9 pA).

TnT biyosensoriiniin immobilizasyonuna ait EIS spektrumlari, her adima ait olan Ret

degerleri ve CV voltamogramlar1 Sekil 4.31° de verilmistir.
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Sekil.4.31. TnT biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarinin (A) EIS wverileri, (B)
immobilizasyon basamaklarina ait Ret degerleri, (C) CV voltamogramlari
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4.3.2. TnT biyosensoriiniin optimizasyon basamaklari

4.3.2.1. HCI asit konsantrasyonunun optimizasyonu

Yiizeyin immobilizasyonu noktasinda kritik bir role sahip olan HCI asit
konsantrasyonunun optimum degerini belirleyebilmek i¢in biiyiik bir titizlikle optimizasyon
calismasi gerceklestirilmistir. Bu optimizasyon ¢alismasinda 4 farkli konsantrasyon degeri ile
1M, 15M, 3M ve 6,25 M) HCI asidinin biyosensor lizerindeki etkisi arastirilmigtir. Bu
amaca yonelik, ilk olarak diisiikk konsantrasyon degerlerinden baslayarak 1 M HCI ile
hazirlanan biyosensorle EIS ve CV oOlglimleri alinmistir. Alinan Slgiimlerden elde edilen
veriler incelendiginde diisiik asit konsantrasyonunda yilizeyin immobilizasyonunun tam
manada gerceklesemedigi diisiiniilmektedir. Calisma sirasinda biitiin - immobilizasyon
adimlarinda birbirine ¢ok yakin ¢ikan impedans sinyalleri bu ihtimali giiglendirmektedir. Bu
nedenle bir sonraki konsantrasyon degeri 1,5 M HCI olarak se¢ilmis ve bu konsantrasyon
degerinde biyosensor hazirlanmistir. EIS sinyallerinden hesaplanan Ret degerleriyle
olusturulan Sekil 4.32° deki standart egrisi incelendiginde bir dnceki konsantrasyona gore
daha yiiksek sinyallere sahip oldugu goriilmektedir. Bir sonraki HCI konsantrasyonu ise 3 M
olarak secilmistir. Yapilan calisma sonunda artan konsantrasyonla birlikte buna bagli olarak
standart egrideki sinyallerinde arttig1r agikca goriilmektedir. Optimizasyon i¢in son tercih
konsantrasyon degeri 6,25 M’ lik HCI olarak belirlenmistir. En yliksek sinyallere sahip olan
bu konsantrasyon degeri optimum HCI konsantrasyonu olarak kabul edilmistir. 6,25 M HCI’
den daha derisik konsantrasyonlarda elektrot yilizeyi yogun asit muamelesinden kaynakli ciddi
hasarlar gorerek immobilizasyon i¢in 1imkansiz hale geldiginden daha yiiksek
konsantrasyonlarda ¢alisma yapilamamistir. HC1 konsantrasyon optimizasyonuna ait standart

grafikler Sekil 4.32° de ve bu standart grafiklere ait denklemler Cizelge 4.22” de verilmistir.
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Sekil.4.32. HCI asit konsantrasyonunun TnT biyosensdriiniin cevabi {izerine etkisi

Cizelge.4.22. HCI konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R?* leri ve denklemleri

HCI (M) R* Denklem
1 0,8978 y=0,7862x + 43,898
1.5 0,9973 y=0,9443x + 28,258
3 0,9986 y=1,0083x + 3,794
6,25 0,9968 y=1,106x + 8,3785

4.3.2.2. Anti-TnT konsantrasyonunun optimizasyonu

Anti-TnT’ nin gelistirilen biyosensor cevabi lizerine etkisini arastirmak igin 3 farkl
konsantrasyonda (6,5 ng/mL, 13 ng/mL ve 26,6 ng/mL) optimizasyon ¢alismasi yapilmustir.
IIk olarak 6,5 ng/mL anti-TnT konsantrasyonuyla biyosensoér hazirlanarak EIS ve CV
Ol¢iimleriyle izlenmistir. Elde edilen veriler, yapilan ¢alisma i¢in diizgiin sinyallere sahip bir

standart egri olusturmustur. Ancak biyosensoriin daha yiiksek antikor konsantrasyonlarindaki
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etkisini inceleyebilmek adina daha optimizasyon islemlerine daha derisik anti-TnT
konsantrasyonlariyla devam edilmistir. Bu sebeple bir diger ¢alisma 13 ng/mL anti-TnT ile
gergeklestirilmistir. Calismanin sonunda elde edilen standart egri incelediginde 6,5 ng/mL ile
arasindaki sinyal farkli net bir sekilde goriilmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak,
biyosensdriin immobilizasyonunun basarili olmasiyla birlikte yiik transfer direncine bagl olan
sinyal artiglarinin da 6nemli dlgiide etkilendigi tespit edilmistir. Sonraki konsantrasyon degeri
ise 26,6 ng/mL olarak se¢ilmistir. Se¢ilen bu konsantrasyon i¢in yapilan ¢aligmanin sonuglari
incelediginde beklenenin aksine EIS sinyallerinde bir diisiis meydana gelmistir. Bunun
sebebinin anti-TnT antikorunun yilizeyde doygunluga ulagsmasiyla birlikte aktivitesinin
azalmasiin bagli bir sinyal diisiisii olabilecegi diisiiniilmektedir. Tim bu nedenler goz
oniinde bulundurularak optimum anti-TnT konsantrasyonu 13 ng/mL olarak belirlenmistir.
Anti-TnT konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafikler Sekil 4.33” te ve bu standart

grafiklere ait denklemler Cizelge 4.23’ de verilmistir.
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Sekil.4.33. Anti-TnT konsantrasyon optimizasyonunun biyosensoriin cevabi lizerine etkisi
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Cizelge.4.23. Anti-TnT konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R? leri ve denklemleri

Anti-TnT (ng/mL) R? Denklem
6.5 0.0986 y=1.106x + 8.3785
13 0.9925 y =1.5092x + 8,5129
26.6 0.9981 y=1.1186x + 14,227

4.3.2.3. Anti-TnT inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Anti-TnT antikorunun optimum konsantrasyon degeri belirlendikten sonra elektrot
yiizeyindeki inkiibasyon siiresinin de belirlenebilmesi icin optimizasyon ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismaya yonelik 3 farkli siire de (30, 45 ve 60 dakika) biyosensor
hazirlanarak EIS ve CV o6l¢timleriyle takip edilmislerdir. Her bir siire i¢in ayr1 ayri yapilan
calismalardan elde edilen veriler dogrultusunda Sekil 4.34° te verilen, biyosensorlere ait
standart grafikler olusturulmus ve birbirleriyle kiyaslanmistir. Standart egriler incelendiginde
en diislik sinyallerin 45 dakikalik inkiibasyon siiresine ait oldugu goriilmektedir. 60 ve 30
dakikalik inkiibasyon siirelerinde ise sinyaller birbirine ¢ok yakindir. Bu nedenle tasarlanan
biyosensoriin pratikligi agisindan zaman tasarrufu géz onlinde bulundurularak optimum anti-
TnT inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak secilmistir. Anti-TnT i¢in inkiibasyon siiresinin
belirlenmesine yonelik yapilan optimizasyonunun standart grafiklerine ait denklemler Cizelge

4.24’ de verilmistir

Cizelge.4.24. Anti-TnT siire optimizasyonunun grafiklerinin R leri ve denklemleri

Anti-TnT (dk) R? Denklem
30 0,9936 y =1,2701x + 25,396
45 0.9948 y=0.6796x - 5,3548
60 0.9986 y=1.106x + 8,3785
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Sekil.4.34. Anti-TnT inkiibasyon siiresi optimizasyonunun biyosensoriin cevabi tizerine etkisi

4.3.2.4. TnT inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin son optimizasyon ¢alismast TnT biyobelirtecinin inkiibasyon
stiresinin belirlenmesidir. Bu c¢alisma i¢in de yine 3 farkli siire de (30, 45 ve 60 dakika)
calisma yapilmistir. Yapilan calismalarin EIS ve CV olgiimler alinmistir. Biyosensorlerin EIS
verilerinden elde edilen Ret degerleriyle yapilan hesaplamalar sonucunda Sekil 4.35° teki
standart grafikler olusturulmustur. Biyosensorlere ait standart egriler incelendiginde 3 ¢aligma
icinde sonuglarin neredeyse birbirleriyle cakisik ¢iktigi goriilmektedir. Bu sonuglara gore
tasarlanan biyosensorii kisa siirede hazirlanmasiyla pratikligini 6ne ¢ikaracak olan 30 dakika
TnT biyobelirteci i¢in optimum inkiibasyon siiresi olarak secilmistir. TnT i¢in inkiibasyon
sliresinin  belirlenmesine yonelik yapilan optimizasyonunun standart grafiklerine ait

denklemler Cizelge 4.25° de verilmistir
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Sekil.4.35. TnT inkiibasyon siiresi optimizasyonunun biyosensoriin cevabi iizerine etkisi

Cizelge.4.25. TnT siire optimizasyonunun grafiklerinin R? leri ve denklemleri

TnT (dk) R? Denklem
30 0,9936 y =1,2701x + 25,396
45 0.9981 y=11556x + 17,335
60 0.9996 y=1.2187x + 18,802
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4.3.3. TnT biyosensoriiniin karakterizasyon calismalari

4.3.3.1. TnT biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Tiim optimizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, gelistirilen biyosensoriin artan
konsantrasyonlarinda hazirlanan TnT biyobelirteci EIS ve CV teknikleriyle tayin edilmistir. 8
farkli konsantrasyon degeri belirlenerek yapilan bu calisma da gelistirilen biyosensoriin
hassas TnT tayinine yonelik bir lineer aralik belirlenmistir. Tasarlanan sensoriin yapilan
calismalar sonrasinda tayin araligi 0,5 — 1000 fg mL? olarak saptanmustir. Gelistirilen
immiinosensor femtogram gibi olduk¢a konsantrasyon seviyesinde ve genis bir tayin
araliginda TnT’ nin analizini gergeklestirebilmektedir. TnT biyosensoriiniin kalibrasyon
grafigi ve bu kalibrasyon grafigine ait EIS spektrumu, CV voltamogrami Sekil 4.23” te
verilmistir. Ayrica LOD ve LOQ degerleri de sirasiyla 1,28 fg mL™ ve 4,29 fg mL™" olarak
hesaplanmistir. TnT’ nin artan konsantrasyonlar da degisen impedimetrik verileri Cizelge

4.26° da verilmistir.

Cizelge.4.26. Artan TnT konsantrasyonlarina bagli olarak degisen impedimetrik veriler

Elektrot Ret(ohm) Ru (ohm) C (nb)

TnT biyosensorii (BSA) 56.24£0.83977 59.97£0.5128 5.48+0.224
TnT 0.5 fg/mL 77.77£1.002 59.62£0.47 9.033£0.2875
TnT 10 fg/mL 102,741,132 56.26£0.4437 8.039+0.2058
TnT 50 fg/mL 161.9+1.719 69.66+0.51 12.5+0.2795
TnT 100 fg/mL 189.3£1.871 71.55£0.527 10,62+0.2206
TnT 250 fg/mL 352.9£3.491 147.9£1.149 3.157£0.07
TnT 500 fg/mL 700£6,782 280.5£2.363 0.8061£0.01715
TnT 750 fg/mL 036.9£8.329 209.8£2.45 0.9277£0.0177
TnT 1000 fg/mL 1010+£9.56 300.5£2.424 0.9419+0.01766
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Sekil.4.36. Tasarlanan biyosensoriin artan TnT konsantrasyonuyla
Kalibrasyon grafigi, (B) EIS verileri, (C) CV voltamogramlari
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4.3.3.2. TnT biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

TnT biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢alismast i¢in 20 farkli elektrot ayni kosullar
altinda hazirlanip ayn1 konsantrasyon degerinde (50 fg/mL) TnT ile inkiibe edilerek EIS
Olctimlerinin alinmasiyla gercgeklestirilirmistir. Her bir elektroda ait EIS 6l¢limlerinden elde
edilen Ret degerleri Sekil.4.36.A’ daki kalibrasyon denkleminde kullanilarak biyosensdriin
ortalama degeri 50,3625 fg/mL, standart sapma degeri 1,045 fg/mL ve varyasyon katsayis1 %
2,07 olarak hesaplanmuistir.

4.3.3.3. TnT biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik g¢aligmasi i¢in optimum kosullarda hazirlanan
elektrotlarla farklt zaman dilimlerinde c¢alisilmistir. TnT’ nin artan konsantrasyonlariyla
belirlenen tayin araliginda 6l¢iim alinarak gerceklestirilen tekrar iiretilebilirlik ¢calismasi igin
10 adet biyosensor hazirlanmigtir. Hazirlanan biyosensorlerin  EIS  verilerindeki Ret
degerlerinden her bir biyosensore ait standart grafikler elde edilmis ve birbirleriyle
kiyaslanmiglardir. Ayrica biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik ¢aligsmasi kapsaminda egim ve
intersept degerlerinin relatif standart sapmalar1 da sirasiyla %298 ve %5,87 olarak
hesaplanmistir. TnT biyosensoriine ait tekrar iiretilebilirlik sonuglar1 Sekil 4.37” de, standart
grafiklere ait regresyon iizerindeki belirleme katsayilar1 ve denklemleri ise Cizelge 4.27° de

verilmistir.

2.400,0

1.600,0

ARet (ohm)

800,0

0,0
0,0 600,0 1.200,0

TnT (fg/mlL)

Sekil.4.37. TnT biyosensoriiniin tekrar Tretilebilirlik ¢aligmalarina iliskin kalibrasyon
grafikleri. (n=10)

111



Cizelge.4.27. TnT biyosensdriiniin tekrar tiretilebilirligi grafiklerinin R*” leri ve denklemleri

Tekrar iiretilebilirlil R? Denklem Tayin Arah@ (fg/ml)
1 0,9979 v=1,4508x+4,479 0,5-1000 fg/mL
2 0,9976 y=1,4334x+6,8443 0,5-1000 fg/mL
3 0,999 yv=1.4097x+14,454 0,5-1000 fg/mL
4 0,9975 yv=1,3621x+22,087 0,5-1000 fg/mL
5 0,999 y=1.,4095x+17.45 0,5-1000 fg/mL
6 0,9954 y=1.5224x+0,6517 0,5-1000 fg/mL
7 0,9978 yv=1,4663x+6,2345 0,5-1000 fg/mL
8 0,9997 y=1,4101x+16.,443 0.5-1000 fg/mL
9 0,9967 y=1,4543%x+11,265 0,5-1000 fg/mL
10 0.9967 yv=1,439%+14,766 0,5-1000 fg/mL

4.3.3.4. TnT biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi (rejenerasyon)

Tasarlanan biyosensoriin karakterizasyon c¢alismalar1 kapsamimnda hem elektrot
yiizeyinin stabilitesini incelemeye yonelik hem de rutin kullanimlarda biyosensoriin
maliyetini oldukga diisiirecek olan tekrar kullanilabilirlik ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma,
TnT baglanmis olan elektrot yiizeyinin 10 mM HCI asit ¢ozeltisinin icerisinde 5 dakika
bekletilerek, baglanan proteinin ylizeyden uzaklastirilmasiyla gergeklestirilmistir. Bu
islemden sonra ayni yiizeye tekrar belli bir konsantrasyondaki TnT (50 fg/mL) inkiibe
edilerek EIS oOl¢iimii alinmistir. Bu islem yiizeyin protein baglayabilme aktivitesinin yliksek
oranda azalmasi veya tamamen kaybetmesine kadar devam etmistir. TnT biyosensorii i¢inse
bu durum 20 defa gergeklestirilmistir. 17. Baglanmaya kadar aktivitesinin biiyiik ¢cogunlugunu
koruyarak TnT’ nin tayinini gergeklestirebilmistir. Ancak 20. baglanmada aktivitesinin biiyiik
bir kismin1 kaybetmesiyle birlikte islem sonlandirilmistir. Kullan-at elektrotlarla tasarlanan
TnT biyosensorii i¢in bu tekrar kullanilabilirlik sonuglari oldukg¢a iyidir. Biyosensoriin

maliyeti noktasinda ciddi farklilarla avantaj saglayabilecek bu {stiinliik, klinikteki
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uygulamalar i¢in de aranan bir Ozelliktir. TnT biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirlik

calismasina ait grafik Sekil 4.38’ te verilmistir.

100
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30

TnT Baglanma Yiizdesi

20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

TnT Baglanma Sirasi

Sekil.4.38. TnT biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirlik ¢alismasinin grafikteki goriiniimii

4.3.3.5. TnT biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Sabit frekansta impedans teknigiyle tasarlanan TnT biyosensoriinde, anti-TnT ile TnT
arasindaki kinetik baglanmay1 incelemek miimkiindiir. Sekil 4.39.A° daki Bode grafiginden
(Boliim.4.1.3.5) belirlenen sabit frekans degeri 45,07 Hz de sabit frekansta impedans 6l¢iimii
zamanin ve faz agisinin fonksiyonlar1 olarak 6l¢iilmiistiir. TnT biyosensoriiniin sabit frekansta
zamana bagli impedans degisimi Sekil 4.39.B’ de verilmistir. Sekil 4.39.B’ de goriilen pembe
egri sabit frekansta alinan impedans Olgiislinli, mavi egri ise faz agis1 Olglimiinii ifade
etmektedir. pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde gergeklesen bu islemde TnT biyobelirtecinin
zamana kars1 baglanmasi net bir sekilde goriilmektedir. Yaklasik 1000 ks (17 dk) civarinda

TnT’ nin doygunluk noktasina eriserek 6l¢giim tamamlanmustir.
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4.3.3.6. TnT biyosensoriiniin kare dalga voltametrisi ile analizi

EIS ve CV tekniklerinin yan1 sira, gelistirilen biyosensor kare dalga voltametrisiyle de
tayin ger¢eklestirmistir. Bu ¢alisma icin SWV frekansi 25 Hz olarak se¢ilip, potansiyel araligi
olarak -0,2/0,7 V olarak belirlenerek ST2’ nin artan konsantrasyonlarinda 6l¢iim alinmustir.

Alman dl¢timlerin hesaplamalart yapilirken 4.5 bagintisindaki denklem kullanilmistir.

Aldif= AIdif (BSA) — Aldif (TnT) (4.5)

Sekil 4.40 optimum kosullarda 0,5 fg — 1000 fg mL™ tayin araligindaki TnT 6l¢limiine

ait kare dalga voltamogramlarini ve kalibrasyon grafigini gdstermektedir.
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Sekil.4.39. TnT biyosensoriiniin sabit frekansta impedans 6l¢iimiine ait (A) Bode grafigi, (B)
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Sekil.4.40. TnT biyosensoriine ait (A) kare dalga voltametrisi ve (B) kalibrasyon grafigi
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4.3.3.7. TnT biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

Yapilan immobilizasyon iglemlerinde elektrot yiizey alaninin ne kadar kaplandigini
hesaplayabilmek adina doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak, Laviron esitligi yardimiyla
elektrodun kaplanmis olan yiizey alani hesaplanmistir. Bu calisma igin 10 farkli tarama
hizinda (10 mV, 20 mV, 30 mV, 40 mV, 50 mV, 60 mV, 70 mV, 80 mV, 90 mV ve 100 mV)
doniisimli voltametri de 6lgtimler alinmistir. Alinan Gl¢limler sonrasinda elde edilen verilerle
yapilan hesaplamalar Laviron esitliginde (Boliim 4.1.3.7) yerine konarak sonuglar elde
edilmistir.

4.3 bagintisindaki esitlikten yararlanilarak hesaplanan sonuglar degerlendirildiginde
baslangicta 1,5x10® mol cm™ olarak hesaplanan GP yiizeyi, anti-TnT baglandiktan sonra
3,7x10® mol cm™ olarak hesaplanmistir. Bu hesaplanan analitiksel veriler 1s1ginda Anti-TnT’

nin yiizey immobilizasyonunun gergeklestigi dogrulanmaistir.

4.3.3.8. TnT biyosensoriiniin raf 6mrii

Tasarlanan sensortin uzun 6miirlii bir depo kararliligina sahip olabilmesi hi¢ siiphesiz
bir avantajdir. Bu durum hem gelistirilen sensOriin stabilitesi i¢in hem de klinik
uygulamalarda tercih edilmesini saglayacak bir 0Ozellik olmasindan dolayr sensoriin
karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda incelenmistir. Gelistirilen sensoriin raf Omriinii
belirleyebilmek i¢in, immobilizasyon islemleri tamamlanmis sensorler TnT tayinini
gerceklestirene kadar +4 °C de muhafaza edilmistir. Her hafta bir sensor olmak {izere
toplamda 7 hafta boyunca tayin aralig1 icerisinden belirlenen bir konsantrasyon degerinde (50
fg/mL) TnT inkiibasyonu sonra EIS 6l¢iimii alinmistir. Alinan Slgiimlerden elde edilen Ret
degerleri Sekil 4.36.A° daki kalibrasyon grafigi denkleminde yerine konularak hesaplamalar
yapilmistir. Sekil 4.41° de TnT biyosensoriiniin depo stabilitesine ait 7 haftalik performansini
Ozetleyen grafik yer almaktadir. Grafikte tasarlanan biyosensoriin 5 hafta boyunca aktivitesini
yiiksek oranda korudugu gozlemlenirken 6. ve 7. haftalarda ise bu aktivitenin bir miktar
azaldig1r goriilmektedir. Kimyasal bir modifikasyonla tasarlanan TnT biyosensoriiniin 7
haftalik zaman dilimi boyunca toplam aktivite kayb1 % 20,84 olarak hesaplanmstir.
Toplamda yaklasik 50 giine karsilik gelen biyosensoriin raf 6émrii pratik uygulamalar icin de

uygun niteliktedir.
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Sekil.4.41. TnT biyosensoriiniin depo kararliligi denemelerine iliskin aktivite degerleri

4.3.3.9. TnT biyosensoriiniin SEM goriintiileri

Tasarlanan TnT biyosensoriiniin immobilizasyon adimlar1 sonrasindaki yiizey
morfolojisi SEM teknigiyle incelenmistir. Biyosensore ait SEM goriintiileri Sekil 4.42° de
verilmistir. Tlk olarak Sekil 4.42.A° da gériilen SEM goriintiisii temizlik asamasindan sonraki
GP elektrot ylizeyine aittir. Hicbir immobilizasyon iglemi olmayan yiizey diiz bir tabaka
seklinde goriintiilenmistir. Sekil 4.42.B” de ise elektrot ylizeyinin HCI asitle muamelesinden
sonra ¢ekilen SEM goriintlisii yer almaktadir. Bir onceki temiz elektrot ylizeyinin SEM
gorlntiisiiyle karsilastirildiginda asit muamelesinden sonra yiizeydeki degisim ¢ok acik bir
sekilde goriilmektedir. Sekil 4.42.C’° de ise karboksil gruplarini aktiflestirmek i¢in kullanilan
EDC/NHS ciftinin ylizeye immobilizasyonundan sonra, yiizeyde daha da yogun olusan
gruplarin bulundugu SEM goriintiisii yer almaktadir. Sekil 4.42.D, GP elektrot yiizeyine anti-
TnT’ nin kovalent baglanmasiyla birlikte yiizey morfolojisindeki degisimi gdsteren SEM
goriintiistidiir. Goriintli incelediginde yiizeyde olduk¢a yogun bir sekilde istiflenmis yapilarin
varlig1 goriilmektedir. Sekil 4.42.E’ de ise spesifik olmayan etkilesimlerin 6niine ge¢gmek i¢in
kullanilan BSA’ nin immobilizasyonu sonrasi alinan SEM goriintiisii mevcuttur. Son olarak
Sekil 4.42.F° de de TnT’ nin inkiibasyonuyla birlikte ylizeyde olusan morfolojik degisiklige

ait SEM goriintiisli yer almaktadir. Bu goriintiide yiizeydeki cisimler bir tagi animsatmaktadir.
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Sekil.4.42. TnT biyosensoriiniin SEM goriintiileri. (A) Yalin GP, (B) HCL, (C) EDC-NHS,
(D) Anti-TnT, (E) BSA, (F) TnT

4.3.3.10. TnT biyosensoriiniin serum 6rneklerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi

Gelistirilen biyosensoriin klinik uygulamalar i¢in kullanilabilirligini incelemek adina

farkli kisilerden alinan insan serum Orneklerine standart ekleme yontemi kullanilarak TnT
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tayini yapilmistir. TnT’ nin farkli konsantrasyon degerlerinin ( 10 fg/mL ve 100 fg/mL) serum
ornegine eklenmesiyle gerceklestirilen ¢alisma sonrasinda EIS verileri elde edilmistir. Bu
veriler i¢in kalibrasyon grafiginin denkleminden yararlanilarak yapilan her bir serum
calismasi i¢in bagil standart sapma (RSD) ve geri kazanim yiizdeleri hesaplanmistir. Serum
ornekleriyle gerceklestirilen ¢alisma icin yapilan hesaplamalarin sonuglar1 Cizelge 4.28” de

verilmisgtir.

Cizelge.4.28. TnT biyosensoriiniin ger¢ek serum 6rneklerinde tayini

Serum TnT éleiilen Standart Olgiilen RSD (%) Geri
Ornek konsantrasyon eklenen konsantrasyon (n=3) Kazamm
Numaras1  degeri (fg mL1) degeri (fg mL1) degeri (fg mL1) (%o)
10 39.56/38,56/39.16 1,56 97,56
1 30
100 131.17/130,5/130.4 0.32 100,53
10 51.19/50,23/51.,02 1,008 101,62
2 40
100 140,08/140,15/141,2 0,45 100,34
10 60,1/62,4/59.06 2.82 100,86
3 50
100 164,18/161,53/164,12 0,93 108,85
10 63,2/60,17/60,23 2,83 105,33
4 50
100 169.02/159.,1/163.2 3.04 109,18
10 42.02/44,11/40.01 4.87 105,12
5 30
100 141.4/131,9/136,2 2,55 105

Standart ekleme yontemi TnT’ nin serumdaki tayin araligmma uygun olacak sekilde

gerekli seyreltme islemleri yapilarak gerceklestirilmistir (Anonim 2018).
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4.3.3.11. TnT biyosensériiniin Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu

Kramers-Kronig transformu tasarlanan biyosensoriin EIS 6l¢timleri sirasinda herhangi

bir dis etkenden etkilenip etkilenmedigini ve buna bagli olarak sapmalarin meydana gelip

gelmedigini incelemek icin kullanilan bir yontemdir (Boliim 4.1.3.11). TnT biyosensoriiniin

immobilizasyon asamalar1 i¢in Sekil 4.43° de yer alan impedans spektrumlarinin fitlenmis

goriintiisti yer almaktadir. Cizelge 4. 29’ da ise bu fitlenmis spektrumlara ait Kramers-Kronig

transform degerleri verilmistir.
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Sekil.4.43. TnT biyosensoriin Kramers-Kronig Transform fit spektrumlari

Cizelge.4.29. TnT biyosensoriine ait Kramers-Kronig fit degerleri

TnT biyosensor

Kramers Kronig Transform degeri

Yalin GP
GP/HCI
GP/HCV/ EDC-NHS
GP/HCIVEDC-NHS/Anti-TnT
GP/HCVEDC-NHS/Anti-TnT/BSA
GP/HCUVEDC-NHS/Anti-TnT/BSA/TnT

1448 u
1.831u
1.306 u
2,107 u
537.4n
7.166 u
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4.3.3.12. TnT biyosensoriiniin literatiirdeki yeri

Tasarlanan biyosensoriin literatiirde bildirilen ¢esitli TnT sensorleriyle analitik olarak
kiyaslandig1 ¢alismalar Cizelge 4.30° da verilmistir.

Akut miyokart enfarktiisiniin spesifik biyobelirteci olan TnT’ nin tayini oldukca
onemlidir. Bu nedenle literatiirde bu 6nemli biyobelirtecin analizini gerg¢eklestirmeye yonelik
bir ¢cok sensoér bulunmaktadir. Ancak bu sensorler ¢ogu zaman daha pahali tekniklerle ve daha
diisiik hassasiyette tiretilmislerdir.

Bu doktora tezi kapsaminda gelistirilen TnT biyosensor sistemi hem ¢ok pratik bir
immobilizasyon prosediiriiyle, hem GP gibi maliyeti diisiik calisma elektrotlarin1 kullanarak
EIS ve CV gibi olduk¢a hassas elektrokimyasal yontemlerle tasarlanmistir. Bunun yani sira
0,5 — 1000 fg/mL gibi genis bir tayin araliginda TnT analizini miimkiin kilan bu sensor
sistemi, kan serumunda gerceklestirilen ¢alisma sonrasinda da umut vadeden sonuglar

vermistir.
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5. SONUC

Son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklarin sebep oldugu 6liim oranlarindaki dramatik
artig, bilim diinyasinin yoniinii, bu hastaliklarin olusmasinin altinda yatan nedenlerin
arastirtlmasina ve tedavilerine yonelik erken teshisle ilgili ¢alismalarin daha yogun olarak
gergeklestirilmesine ¢evirmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, her yastaki insan grubunda
olmakla beraber ilerleyen yaslarda daha sik goriilmektedir. Her ne kadar iginde
bulundugumuz yiizyilda tip ve teknoloji alanindaki gelismeler cok ilerlemis olsa da bu
hastaliklarla ilgili tedavi yontemleri hala ¢ok yliksek maliyetlerle yapilmaktadir. Hatta ¢ogu
zaman kardiyovaskiiler hastalik tiirleri olan; kalp yetmezligi, ateroskleroz veya kalp krizi gibi
ciddi durumlarda hastanin normal yasamini tehdit eden vakalarda Kkisinin Dbiitgesiyle
karsilayamayacagi oranda yiiksek maliyetli tedaviler séz konusu olmaktadir. Bu nedenle
erken teshis ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Hastaligin erken teshisiyle birlikte uygulanacak
tedavinin basarisi ve hastanin yasama sansinin artmasina katki saglanacagi diistiniilmektedir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin erken teshisine ydnelik biyosensor sistemleri tasarlanirken,
tasarlanan biyosensoriin; tek kullanimlik, yiiksek hassasiyette ve genis tayin araliklarinda
Olglimleme kapasitesine sahip, yenilik¢i materyallerle modifiye edilebilen, maliyeti disiik,
depo kararliligi igin yiiksek aktivite sergileyebilen ve en miihimi kandan alinan serum
orneginde hedef analitine cevap verebilen sensorler olmasi hedeflenmistir. Bu hedef
dogrultusunda kardiyovaskiiler hastaliklara spesifik 3 farkli biyobelirteg (CK, ST2 ve TnT)
icin biyosensOr sistemi tasarlanmistir. Elektrokimyasal temelli olarak gelistirilen tiim bu
biyosensor sistemlerinde grafit kagit elektrottan faydalanilmistir. Biyosensorler EIS, CV,
SWV gibi elektrokimyasal tekniklerin yani sira zamana karst impedans degisimini
gozlemleyebildigimiz "sabit frekansta impedans" teknigi ile de takip edilerek gelistirilmistir.
SFI teknigi literatliire bizim c¢alisma grubumuzun Onciiliigiiyle kazandirilmistir. Bizim

calismalarimiz haricinde literatiirde bu teknikle ilgili herhangi bir ¢calisma mevcut degildir.

Kreatin kinaz (CK) koroner iskemiye bagli olarak miyokart hasari sonucu kanda
yiikselme gosteren enzim temelli bir biyobelirtectir. CK akut miyokart enfarktiisiiniin (kalp
krizi) erken teshisi sirasinda kullanilan en 6nemli enzimatik biyobelirtecidir. Bunun ig¢in
yiiksek hassasiyette bir CK biyosensorii tasarlanmasi hedeflenmistir. CK  biyosensorii
tasarlanirken yiizeyin modifikasyonu sirasinda GOPE gibi herhangi bir ¢apraz baglayiciya
gerek duymadan silanlama islemiyle immobilizasyon yapabilen yenilik¢i materyallerle
calistlmigtir. Ayrica yapilan ¢alismalar neticesinde, CK biyosensoriinin 0,1 pg/mL — 50
pg/mL tayin araliginda pikogram (10-*?) gibi diisiik konsantrasyon seviyesinde ve 500 kat
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aralikta analiz yapabildigi saptanmistir. Gergek serum 6rneklerinde de hedef proteinine cevap

verebilen CK sensorii tarafimizdan bilimsel literatiire kazandirilmistir.

Suppression of Tumorigenicity 2 interlokin-1 (IL-1) reseptor ailesinin bir iiyesidir ve
akut miyokart enfarktiisiinden sonra serumdaki seviyesinde belirgin artislar goériilmektedir.
ST2 biyosensorii tasarlanirken, yiizeyin modifikasyonu i¢in gelecegin en ¢ok umut vadeden
materyallerinden biri olan fulleren Cgp dan yararlanilmigtir. Karbon atomlarinin miikemmel
dizilimiyle kusursuz bir molekiil yapisina sahip fulleren ailesinin bu en kiigiik kararli yapisi
biyosensoriin immobilizasyonu i¢in tercih edilmistir. Tasarlanan ST2 sensorii bir Onceki
gelistirilen CK sensoriinden daha genis ve daha hassas bir tayin araliginda 6lgiim yapabilecek
sekilde gelistirilmistir. Bu sayede sensor 0,1 fg/mL — 100 fg/mL araliginda ST2 tayinini
gerceklestirebilmektedir. Femtogram seviyesinde (10™°) tayin yapabilecek diizeyde tasarlanan

bu biyosensor gergek serum orneklerinde de ayni basariy1 saglayarak 6l¢tim yapabilmistir.

Troponin T (TnT), iskelet kast ve kalp miyositlerinde aktin ve miyozin arasindaki
iligkiyi diizenlemekle gorevli olan yapisal bir proteindir. TnT miyokart enfarktiisii i¢in
oldukg¢a hassas bir biyobelirtegtir. Normal insan serumunda ¢ok diisiik ya da sifir olan TnT,
akut miyokart enfarktlisinden sonra belirgin sekilde artar ve diger kardiyak
biyobelirteglerinin igerisinde en spesifik olarak kabul edilen TnT’ nin bu yiikselisi patolojik
olarak kabul edilir. TnT biyosensoriinin dizayni igin direk asitle muamele edilerek
gerceklestirilen oldukg¢a pratik bir immobilizasyon siireci tercih edilmistir. Kisa siirelerde
hazirlanarak TnT’ nin olduk¢a hassas analizini miimkiin kilan bu sensoriin tayin araligi 0,5
fg/mL — 1000 fg/mL olarak belirlenmistir. Akut miyokart enfarktiisiine spesifik olan bu
biyobelirte¢ icin tasarlanan TnT sensorii daha oOnce gelistirilmis olan CK ve ST2
biyosensorlerinin her ikisinden de daha genis bir tayin araligma sahiptir. Gergek serum
orneklerinde yapilan TnT biyobelirtecinin analizinde de oldukga giizel yanitlar alinmasini
saglayan TnT biyosensor sistemi, tek kullanimlik, diisiik maliyetli elektrotlarla tasarlanan bir

biyosensor olarak literatiire katki saglamigtir.

Doktora tezinin hedeflenen dogrultusunda tasarlanan kardiyovaskiiler hastaliklarin
tayinine yonelik 3 farkli biyosensor sistemi gelistirilmistir. Sensorler tasarlanirken yenilik¢i
materyallerle, literatiire katki saglayacak iistiinliikte ve klinikte uygulanmasina yonelik olarak
tasarlanmaya calisilmistir. Her bir sensor icin ayri ayri yapilan tiim immobilizasyon,
optimizasyon ve karakterizasyon asamalar1 gostermistir ki tasarlanan sensorlerin;

hassasiyetleri, diisiik konsantrasyon seviyelerinde ve genis tayin araliklarinda analiz
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yapabilmeleri, uzun raf Omriine sahip olmalari, yenilik¢i materyallerle pratik hazirlik
asamalariyla iretilmeleri gibi bir ¢ok avantaja sahip olmalarindan dolayr klinik olarak

kullanilabilirlikleri adina umut vadetmektedir.
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