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Bu tezde, meme kanserinin erken teshisine yonelik bir biyosensor sistemi tasarlanmustir.
Bunun i¢in indinyum kalay oksit (ITO) elektrot yiizeyinde 3-aminopropiltrietoksisilan (3-
APTES) ile kendinden olusan monotabaka (KOT) olusturulmustur. Bu yontem ile anti-HER3’
iin ylizeye kovalent olarak baglanmasi saglanmistir. Her bir immobilizasyon adimi ve
tasarlanan biyosensorle elden edilen HER3 Olglimleri dongiisel voltametri (CV) ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yontemleri kullanilarak incelenmistir.

Biyosensoriin basarili sonuglar vermesi i¢in tiim adimlar optimize edilmistir.

Anahtar kelimeler: Anti-HER3, HER3, kanser biyomarkerleri, elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS), biyosensor, 1TO elektrot,
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In this thesis, a new biosensor system is designed for the early diagnosis of breast
cancer. For this, on the surface of indiumtinoxide (ITO) electrode was formed by self
assembled monolayers (SAM) with (3-aminopropyDtriethoxysilane (3-APTES). With this
method, the anti-HER3 was provided to bind covalently on the surface. Immobilization steps
and determination of HER3 by designed biosensor were analyzed by cyclic voltammetry (CV)
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). All steps of the biosensor has been

optimized to succeed results.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerde DNA’nin hasari sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniisiimiinde, hiicre
bliylimesi ve farklilasmasinda degisiklikler olur. Bu degisiklikler, DNA ve dolayisiyla gen
seviyesinde mutasyona neden olabilir. Bu degisikliklerden etkilenen genler onkogenler ve
timor baskilayici genler olarak siniflandirilmaktadir. Onkogenler normal genlerin yliksek
seviyede eksprese olmasi ile olusur. Tiimor baskilayict genler ise; hiicre boliinmesi, hayatta
kalma ya da kanser hiicrelerinin diger 6zelliklerini engelleyen genlerdir. Tiimoér baskilayici
genler genellikle genetik degisiklikleri indiiklemek i¢in kanserli hiicreler tarafindan devre dist
birakilir. Bu genlerin, transkripsiyonlar1 sonucu olusan proteinlerle etkilerini ortaya koyarlar

(Porter 2008).

Genel kullanimda insan kanseri olarak adlandirilmasina ragmen aslinda kanserin 200
farkli ¢esidi bulunmakta ve bati diinyasinda oliimlerin yaklagik %50’°sini olusturmaktadir.
Bunun yani sira diinya niifusunun 3te 1’1 hayatinin bir boliimiinde kanser tedavisi
gormektedir. Almanya gibi tipik bir bati endiistri iilkesinde her yil 400 bin’den fazla kisi
kansere yakalanmakta, yaklasik 200 bin civari kisi de bu sebepten 6lmektedir. Kiiresel kanser
yiikii gectigimiz 30 yil zarfinda iki kattan daha fazla artmistir. 2008’de 12 milyon yeni kanser
vakasimin teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7 milyon Sliimiin gerceklestigi ve kanserli
25 milyon kisinin halen hayatta oldugu tahmin edilmektedir. Diinya niifusunun siiregelen
artis1 ve yaslanmasi kanser yiikii iizerinde de biiyiikk degisikliklere yol agacaktir. 2030’a
gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17 milyon 6liim ve son
bes yil icinde kanser tanist konmus 75 milyon kisi rakamlarina ulasilmasi beklenebilir

(Parkin 2006).

Meme kanseri, kadinlarin en sik goriilen kanser ¢esidi olup, tiim kadin kanserlerinin
%23’iinii teskil etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 1990 yilinda yapti§1 calismada,
796 bin yeni meme kanserli olgu ve 314 bin meme kanserinden 6liim saptanmisken, yine
WHO’ya bagli International Agency on Cancer for Research’iin (IARC) 2002 yilindaki
degerlendirmesinde; 1.152.000 yeni meme kanserli olgu ve 411 bin meme kanserinden 6liim
hesaplanmistir. 1990-2002 arasindaki on iki yillik siire igerisinde, diinyada meme kanserinin

siklik ve mortalite (6liim) oranlarinda %25°lik artis goriilmektedir. Ancak, bunun aksine


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre

gelismis olan iilkelerden ABD’de son 25 yil igerisinde mortalitede meydana gelen %50

azalma tarama ile erken tan1 ve etkin tedaviye baglanmaktadir (Shyyan 2006).

Meme kanseri siklig1 ciddi bir cografi farklilik gostermektedir. Gelismis olan iilkeler
en sik, Asya ve Afrika’daki az gelismis tilkeler ise en az meme kanseri goriilen iilkelerdir.
Yasa gore standardize edildiginde, Kuzey Amerika’daki oran 99.4/100.000 iken, Orta
Afrika’da bu oran 16.5/100.000 kadardir. Bununla birlikte orta ve alt gelir diizeyindeki
tilkelerde meme kanseri sikliginda belirgin artislar gortilmektedir. Diinya’daki meme kanseri
siklig1, 1990 yilindan itibaren her yil %0,5°lik artis gostermektedir. Cin’deki yillik artig orani
ise, %3-4 civarindadir. Hindistan’da 15 yil once serviks kanseri en sik kanser iken, bugiin
meme kanseri en sik goriilen kadin kanseri olmustur. Meme kanserli hastalarda tim evrelere
gore 5 yillik sag kalim oranlari, gelismis iilkelerde %83 iken, gelismekte olan iilkelerde %53
olarak bildirilmektedir. Aradaki bu 6nemli fark, gelismis olan iilkelerde tarama mamografisi
sayesinde erken tan1 ve daha iyi tedavi olanaklar1 ile acgiklanabilir. Meme kanseri mortalite
orani; gelismis olan tilkelerde %30 (190.000 6liim / 636.000 olgu), az gelismis tilkelerde ise
%43’ diir (221.000 6liim / 514.000 olgu) (Houssami 2006).

Kanser tanis1 ve tedavisi i¢in erken teshisin bu derece 6nemli olmasi erken tani
yontemlerinin gelistirilmesinin dnemini vurgulamaktadir. Bunun i¢in belirli kanser tiirlerinde
tespit edilen kanser biyomarkerleri ile calismak yarar saglamaktadir. Biyosensorlerin bu
alanda kullanim1 da son yillarda siklasmistir. Bu calismanin amaci olarak da HER3 (Human
Epidermal Growth Factor) biyomarkeri kullanilarak hassas ve secici bir biyosensor

tasarlanmasi planlanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanserin Molekiiler Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin gdzetiminden
ka¢malarina ve nihai olarak da uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina
yol agan metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdikleri, ¢cok basamakli bir siiregtir. Bu
degisiklikler hiicre ¢ogalmasini ve dmriinii, komsu hiicrelerle iligkileri ve immiin sistemden
kagma kapasitesini kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle
ortaya ¢ikar. Bu siire¢, regiilaisyonu bozulmus, normal hiicre biiylimesini ve davranigini
denetleyen kurallara uymadiklari igin “asi” olarak nitelendirilebilecek hiicrelerden olusan bir
Kitlenin olusumuna neden olur. Boylesi bir kitle uzun bir siire asemptomatik olabilir. Bununla
birlikte, sonunda biiyiliyerek, fizyolojik islevleri altiist edecek, kitlenin yerine ve biiyiikliigiine
bagli olarak c¢ok sayida belirtilere ve kanser hiicrelerinin organizma i¢inde yayilmasina yol
acacaktir (Boyle ve Levin 2008). Kanserin hedefledigi genetik programlar insan genomuna
dagilmis genlerde yazilidir. Insan DNA’smin 23 bin kadar gen icerdigi diisiiniilmektedir. Bu
genlerin 3 bin-5 bin kadar1 kanserde regiilasyonu bozulan genetik programlarda rol alan
proteinleri kodlamaktadir. Islevini kaybeden bir gen, kritik bir proteinin anormal diizeylerde
iiretimine (¢ok az ya da ¢ok fazla), anormal bir protein iiretimine ( islev kazanmis ya da

kaybetmis), ya da bir proteinin hi¢ olmamasina sebep olabilir (Boyle ve Levin 2008).

Cogu kanser sadece tek bir hiicreden (ya da az sayida hiicreden) dogar. Bu hiicre
kanserli olmak i¢in onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde hiicrenin normal sinirinin ¢ok
Otesinde ¢ogalmasini saglayacak birka¢ degisiklik gecirmelidir. Bu silire¢ “asi” hiicrelerden
olusan bir klonun olusumuna yol agar. Eger organizma bu klonu tolere ederse ve rahatsiz
edilmeden kalirsa, ¢ogalmaya devam edebilir ve bu siire¢ i¢inde icerdigi hiicreler gittikce
artan sayida modifikasyon biriktirir. Boylesi bozulmus bir siirecte, sadece en uygun ve en
saldirgan hiicreler hayatta kalacak ve daha Orgiitsiiz olan hiicrelerin yerini alacaktir. Timoérler
bu sekilde zararli hale gelirler. Bu ayn1 zamanda kanser tedavisinin bu denli zor olmasinin da
nedenidir: hastalara kanser hiicrelerini etkin olarak dldiiren bir ilag¢ verildiginde, hayatta kalan
az sayidaki hiicre, kendilerini ilaca karsi diren¢li kilan degisiklikler gecirmis olanlardir.
Geride kalan bu ufak hiicre grubu kanserin baslangigtaki bigiminden daha kotii bir bigimde

donmesi i¢in yeterli olabilir (Herceg 2007).



Timoriin yayillmasi ¢ogu zaman kanser hiicrelerinin anjiyogenezi, yani timor
vaskiilarizasyonuna yonelik yeni, kii¢iilk kan hiicrelerinin sentezini artirmasi ve tiimdre
oksijen ve besin saglamasi sonucu kolaylasir (Boyle ve Levin 2008). DNA diziliminde
mutasyon meydana geldiginde kanser baslayabilir. Bu mutasyonlar tek bir baz degisikligi
olabilir ve bu durumda bir kodonu tanimlayan 3 bazdan biri degismis olur ve bir proteine
farkli bir proteinin eklenmesine yol agar. Bazi durumlarda, bu, s6z konusu proteinin
aktivitesini degistirmek i¢in yeterlidir. Bagska DNA mutasyonlar1 ise, ¢ok sayida bazi
etkileyebilir ve genomdan birka¢ gen iceren bir DNA pargasi kopar; ya da bu DNA pargasi
genomda baska bir yere yerleserek bitisik olmayan DNA pargalarinin birlesmesiyle olusan
yeni genler olusarak yeni, anormal proteinlerin sentezine yol acar. Biiyiikliikleri ne olursa
olsun boylesi degisiklikler “genetik degisimler” ya da “mutasyonlar” olarak adlandirilir. Bu
degisiklikler kanserli hiicrelerin DNA dizimlinin saptanmasiyla belirlenebilir. “Kapali” olan
DNA alanlar1 (bunlar diizeltmeye ve kopyalanmaya kapalidir) ve acik DNA alanlar1 (hiicre
bunlar1 kopyalayabilir, okuyabilir ve RNA ile proteinleri tiretmek i¢in kullanabilir) vardir.
Dolayistyla, hiicrelerin program degistirmenin DNA mutasyonu disindaki bir yolu, agik
alanlardaki genleri kapatmak, ya da kapali alanlardakileri agmak igin genel paketlemeyi
degistirmektir. Bu gibi degisiklikler sadece DNA diziliminin saptanmasi ile belirlenmez.
DNA’nin okunabilirligini ve DNA’ya erisilebilirligi diizenleyen kimyasal modifikasyonlarin
da analizi gerekmektedir. Bunlar epigenetik degisiklikler olarak adlandirilmaktadir (Nowell
1976).

Hiicreler, igsel farkliliklarina karsin, hiicre ¢ogalmasini ve oliimiinii kontrol eden
temel siireclerin gerceklestirilmesinde ortak planlar dogrultusunda hareket ederler. Bunun bir
sonucu olarak, birgok kanserde, organin yeri ya da hastaligin nedenine bagl olmaksizin, bazi
onkogenler ve tiimor baskilayicilar degistigi siklikla gortiliir. Bu genlerin {irtinleri, hiicre
¢ogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimini kontrol etmek {izere birlikte calisan bir dgeler
agmin bir pargasidirlar. Sekil 2.1, tiim kanserli hiicrelerde degistirilmesi gereken gen ve siireg
aginin ¢ekirdegi olarak tanimlanabilecek ‘“kanser kutusunu” gostermektedir. Bu kanser
kutusu, baslica ii¢ sinyal verme siireci icerir. Bunlarin ikisi biiylimeyi artiran siireclerdir; biri

ise biiylimeyi baskilayan bir mekanizmadir (Boyle ve Levin 2008).
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Sekil 2.1. Kanser kutusu (Boyle ve Levin 2008)

2.2. Kanser Biyomarkerleri

Biyomarkerler, normal, normal olmayan ya da biyolojik proseslerle gerceklesen
hiicresel, biyokimyasal ya da molekiiler degisikliklerdir. Bunlar, tedavi sonucu biyolojik
prosesleri, patolojik prosesleri ya da farmakolojik yanitlar1 6lgme ve degerlendirmede
kullanilmaktadirlar.  Kanser arastirmasi ve tayininde bir biyomarker kanserin viicutta
oldugunu belirtir. Biyomarker miktarlar1 biyolojik dokuda, hiicrede ya da sivida tayin
edilebilir. Goriintiileme tcretini en aza indirebilmek ve faydayr en yiliksek miktarda
tutabilmek igin biyomarkerler serum, iire ve tiikiiriikte de oOlgiilebilmektedirler. Genomik,

proteomik ve epigenomik biyomarker 6rnekleri Tablo 1’ de verilmektedir.



Tablo 2.1. Kanser tayinindeki biyomarkerler: Farkli yaklasimlarin kullaninmu (Stearns 1998)

Biomarker tiirleri

Yaklasim

Genomik
ERBB2, IGFBP2 (synovial kanseri)
Mikrosatalit degiskenlik (mesane,

ve girtlak kanseri)
Uzun DNA (kolon kanseri)
Mitokondriyal DNA mutasyonu ( mesane,

ve girtlak, akciger, bobrek)

Proteomik

Protein profil (prostat kanseri)

Protein profil (yumurtalik kanseri)
Haptoglobin-alfa subunit (yumurtalik kanseri)
pGP9.5 (Akciger kanseri)

Mammoglobin (meme kanseri)

CA125, Osteopontin, Prostatin (yumurtalik kanseri)
Galectin-3 (kolon kanseri)

Des-gamma carboxy-prothrombin (karaciger kanseri)

Epigenomik

APC, CDH1, DAPK, TIMP-3, GSTP1,
MGMT, p16, RAR (meme, 6zofajiyal,
kolon, ve girtlak, bobrek, akciger,

prostat kanseri)

Mikroarray analiz
Nukleotit siralama, SNP

jel elektroforezi

Nukleotit siralama

SELDI
SELDI
SELDI ve protein elektroforezi
Iki boyutlu jel elektroforezi
Iki boyutlu jel elektroforezi
Jel elektroforezi
protein elektroforezi

protein elektroforezi

Metilasyon analizi

Kanser biyomarker teknolojisi, oldukca tiretken, kullanim alanlari yenilige agik
teknolojiler igceren bir alandadir. Buna karsin biyomarkerlerin kesfinden kullanilabilirligine
kadar gecen siire oldukca yavas ve dolayisiyla bir biyomarkerin kanser teshisinde
kullanilabilirligine kadar gegen siire olduk¢ca uzundur. Bunun yami sira siirhi sayida
biyomarker kanser tayininde kullanilabilmektedir. Bir biyomarkerin laboratuarda belirlenip

klinik ortamda kanser tayininde kullanilmasina kadar gecen siire bes farkli adimdan

olusmaktadir.



Bunlardan “kesif adim1” olarak da gecen ilki, potansiyel olarak uygun biyomarkerlerin
belirlenmesi asamasidir. Bu asamada normal hiicre ile tiimorlii hiicrelerin  protein
ekspresyonlar1 karsilastirilarak baskilanmis ya da yok edilmis olduklar: tespit edilir. ikinci
asama “dogrulama” asamasidir. Bu asamada ilk basamakta elde edilen ¢iplak protein alinarak
diger bir Ornekten elde edilmeye calistir. Ugiincii asamada dokulardan elde edilen
biyomarkerlerin kanser teshis etme kapasiteleri Olgiiliir. Dordiincii asamaya gelindiginde
biyomarkerin kanseri erken teshis edip edemedigi 6lciiliir. Bu 6l¢timlerin spesifikligi ve tekrar
edilebilirligi olduk¢a onemlidir. Ve son asama olarak biyomarkerin insanlar iizerinde ise

yarayip yaramadigi test edilir.

Tiimor markerlar1 kanserin biyokimyasal belirleyicileridir. Enzimler, hiicre ylizeyi
antijenleri ve hormonlar gibi sitoplazma proteinleri kanser markerlar1 olabilirler. Klinik
uygulamalarda, marker terimi plazma, viicut sivilari, kati1 tiimorler, tiimor hiicreleri, lenf
nodlar1 ve kemik iliginde tayin edilebilen bir molekiilii tanimlamaktadir (Stearns 1998). Bazi
tiimdr markerlar1 sadece bir kanser tipine spesifik iken bazilar1 birgok kanser tiirlinde ortaya
cikabilen molekiillerdir. Tiimor hiicreleri tarafindan {iretilen antijenler de spesifik tiimor
markerlar1 arasinda bulunurlar ve bu hiicreler, normal hiicrelerden antijenik olarak
farklandirilabilirler. Tiimor hiicrelerinin herhangi bir proteini potansiyel bir antijen olabilir.
Bu antijenler spesifik olarak diagnoz, prognozun belirlenmesi, tedavinin sekillenmesi ve

izlenmesi gibi ¢ok dnemli noktalarda kullanilabilirler (Maciosek 2006).

Kanser izlenmesi, semptomlardan dolayr medikal bulgularin gézlenmedigi bireylere
uygulanan sistematik testleri kapsamaktadir. Kanserden 6liim riski kanserin yayilimi ve fazin
derecesinin artmasina paralel olarak artmaktadir. Kanser izlenmesinin amaci onu erken
donemde yani asimptomatik fazda belirlemektir. Bu asamadaki problem ¢ogu kanser izleme
testi kismen yetersiz olmasi ve kanserler izlenme sonucu belirlenmeden dnce metastaz yapmis
olabilmektedirler. Kanser izleme testleri arasindaki hassasiyet farklanabilmektedir. %100
hassas bir test yontemi izlenen populasyondaki tim kanserleri belirlemektedir. Hassasiyetligin
derecesinin hesaplanmasi beklenen kanser tiirlerinin oranina baglidir. Bu hesab1 yaparken
kanser tiiriiniin iyi belirlenmis olmasi sarttir. Hassasiyet ayrica neoplazi olmaksizin bireyler

tizerinde yapilan testlerde ortaya ¢ikan negatif sonuglarin oranidir (Maciosek 2006).

Izlenmenin avantaj ve dezavantajlari ¢ok ciddi bir sekilde tartigiimalidir ve bu durum
kanser tiirleri ve testlerine gore oldukca farklilik gostermektedir. Bu noktada hemen tiim

kanser izleme testleri icin 3 temel problem goze c¢arpmaktadir; gecikme zamani, periyot ve
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secim egilimi. Bu faktorlerin tiimii, bir kanserin 6liimciilliigiiniin azaltilmasinda kullanilan bir

methodun izlenmesinin etkinligini bozmaktadir (Pinsky 2007).

Bir biyomarker i¢in en énemli iki 6zellik segciciligi ve hassaslhigidir. Hassaslik, kanser
hastalarinin tiimiinii i¢eren bir parametredir. Segicilik parametresi ise kanserli hastay1 saglikli
hastadan ayiran ve tiim insanlari igeren bir parametredir. Ideal bir biyomarker, %100
hassasliga ve secicilige sahip olandir. Bu ¢alismada HER3 (Human Epidermal Growth Factor)

biyomarkeri kullanilarak hassas ve secici bir biyosensor tasarlanmasi planlanmastir.

2.3. HERS3 (ErBB3)

Sekil 2.2°de belirtilen HER ailesi, hiicre yasaminda, hiicre ¢cogalmasinda, birlesme ve
ayrilmasinda O6nemli rol oynamaktadir. Tirozin reseptdr kinaz HER ailesi, dort alt
transmembran reseptoriinden olusurlar. Bunlar HER1 (EGFR ya da c-erbBl), HER2
(HER2neu ya da c-erbB2), HER3 (c-erbB3), ve HER4 (c-erbB4) (Arteaga 2002, Berchuck
1990, Tovey ve ark. 2004, Witton ve ark. 2003, Woodburn ve ark. 1999). Ailenin bu
tiyelerinin hepsi hiicre disi ligand baglanma domaini, transmembran domaini ve sitoplazmik
tirozin kinaz domaini igerirken HER3 bunlar1 igermez (Arteaga ve ark. 2002, Woodburn ve
ark. 1999).

Sekil 2.2. HER ailesi (Arteaga ve ark. 2002)



Sekil 2.3’de belirtilen HER3 proteini erigkin bir insanda ve hasta dokularda bulunur ve
birincil tliimor materyali ve tiimdrli hiicre dizilerinde mRNA ve protein diizeyinde yer alir. 6.2
kB uzunlugunda oldugu belirtilmistir. Meme, yumurtalik ve mide kanseri gibi kanser
tiplerinde asir1 ekspere oldugu rapor edilmistir. (Lemoine ve ark. 1992, Rajkumar ve ark.
1993).

Sekil 2.3. HER3(Arteaga ve ark. 2002)

HER3 tayin ydntemlerinin arasinda ELISA (enzyme linked immino assay) testi (Hsieh
ve ark. 2011), imminohistokimyasal testler (Hilbe ve ark. 2003), ve Western Blot (Ozaki ve
ark. 2012) gosterilebilir. Son zamanlarda elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS),
dongiisel voltametrinin (CV) yardimi ile tanimlama, biyosensor gelistirme ve iiretiminde

oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.4. Biyosensorler

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek i¢in kullanilan kiigiik
algilayici cihazlardir. Birbiri igine ge¢mis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal 6zellikteki
iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek
onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise bu tanima olaymni okunabilir

(Ol¢iilebilir) bir sayisal degere ¢evirmekle gorevlidir (Coulet 1991 ve Turner 1987).



Analilenecek
Madde

Biyosensoriin taniyici tabakasina takilmis bulunan ligand (“algilayici”) ile tayini
gerceklesecek olan analit (“taninan™) arasinda, sensor ylizeyinde yiiksek diizeyde secici ve
0zgln etkilesme gerceklesir. Etkilesmenin sonucunda olusan degisiklik, 6rnegin, kimyasal bir
iriin olabilecegi gibi, baslangigta ortamda bulunan ve etkilesme ile kaybolan bir kimyasal
madde olabilir. Bunun yani sira, etkilesim sonucu, elektrokimyasal degisiklik olabilir, 1s1
aci18a ¢ikabilir veya kaybolabilir; optik 6zellikler degisebilir; veya kiitle degisimi gozlenebilir.

Cihazdaki “cevirici” birimi bu degisimi algilar ve elektrik sinyaline c¢evirir, ki bu da

Bivoaktif Macde

Sekil 2.4. Biyosensoriin isleyis semasi

ANALITIK

SINYAL .
SINYAL

Cevirici Sistem

elektronik boliim tarafindan degerlendirilir ve sayisal okunabilir verilere doniistiirtiliir.

BIYOSENSOR
ORNEK BIYORESEPTOR CEVIRICI
Enzim
—p .
OA Og Antikor Elektrokimyasal
Ao o Niikleik asit Optik
A [1—P Mikroorganizma Termal ﬂ[":
ﬂ'l D Hiicre Mekanik
O A 0—» Aptamer Kiitle duyarl
Molekiiler Tanima Gevrim

Elektriksel Sinyal

Sekil 2.5. Biyosensoriin yapisi ve ¢alisma prensibi (Temiz ve ark. 2006)
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ideal bir bivosensériin sahip olmasi gereken ézellikler: (Hall 1990)

Secicilik: Ideal bir biyosensorde en énemli parametrelerden birisi segicilik dzelligidir. Eger

yeterli secicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek islemler gerekir.

Kullanim Omrii: Biyosensoriin kullanim omriinii kisitlayan en 6nemli faktor biyolojik
ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin kalibrasyon sikligi,

stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: Ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da
en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte planladigi gibi, pratikte
gerceklestirilememistir.  Kullanim  omiirleri  boyunca biyosensorler, siklikla kalibre

edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensér icin, elektrodun aym kosullar altinda arka arkaya
yapilan Olgiimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir. Pratikte pek miimkiin
olmayan bu durum goéz Oniine alinarak yapilan ¢alismalarda tekrarlanabilirlik parametresi
mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensoriin uygulamalarinin

da o denli iyi oldugundan soz edilebilir.

Stabilite: Elektrot stabilitesinin (kararliliginin) yiiksek olmasi ideal biyosensorler igin
gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglidir. Ayrica;

pH, 1s1, nem, ortam, O derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarhlik: Biyosensdre immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli

maddelere kars1 duyarli olmasi ideal biyosensdrlerin 6zelliklerindendir.

Yeterli Diizeyde Tayin Simir1: Tasarlanan bir biyosensoriin tayin sinirinin belirli bir derisim
degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu simir, elektrot ylizeyinin biiylkligi,
biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi

faktorlerden etkilenir.

Genis Olciim Arahg: Biyosensor uygulamalarinda 6lgiim araligi olarak adlandirilan bdlge

biyosensorlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer oldugu derisim araligidir.

Hizlh Cevap Zamani: Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen akim-zaman
egrilerinden anlagilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarin sekli yayvan ve genigse

cevap zamani uzun (yavas), tersi soz konusu ise cevap zamani kisa (hizli)'dir.
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Hizhh Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani 6rnegin amperometrik ¢aligmalarda ilk
ornekten ne kadar silire sonra ikinci Ornegin Olgiilebilecegini belirler. Yani ilk Ornegin
ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede gbézlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire

sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve wucuz, kullanimi rahat biyosensorler ideal
biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar daha

sonra basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da maliyeti digiirilmiistiir.

Kiiciiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve
boyutlarinin kiigtiltiilmesi biyosensor tasariminda dnemlidir. Buna karsin, biyosensor yapisina
giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en Onemli

parametredir.

Son birkag yildir, artan uyum ve kiigiiltiilmiis sistemlerle yiiksek verimde ve molekiiler
seviyede 6l¢iim almak oldukga popiiler olmaktadir. Bu durum bir¢ok avantaji da beraberinde
getirmektedir. Ornegin yiiksek kapasitede cihazlar iiretme egilimi, kullanimi daha basit
sistemler, daha ucuz maliyetler ve daha hizli yanit zamanlar1 bu avantajlar arasindadir.
Kanserin klinik olarak teshisi icin hazirlanmasi gereken bir biyosensoriin temel bilesenleri
sekil 2.6°da goriilmektedir. Bu yeni teknoloji i¢in verilebilecek 6rneklerden bir tanesi kati bir
yiizeyin {izerine iki boyutlu olarak yerlestirilmis antibadilerin bulundugu antibadi dizileridir.
Bu diziler, gesitli antijenlerin kendilerine uygun antikorlara baglanmasi ile tanimlanmalarinda

kullanilabilirler (Taitt ve ark. 2005, Ligler ve ark. 2003).
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Sekil 2.6. Kanser teshis biyosensorii tasarlamak igin gerekli olan bilesenler.

2.5. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, ylizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan
cok etkili ve kullanigli bir metottur. Metal korozyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda,
membranlar boyunca yiik aktarimi ve membran/cozelti ara yiizeylerinin karakterizasyonunda
ve optimizasyonunda ¢ok siklikla kullanilmaktadir. Son yillarda ise biyosensorlerin hem
hazirlanma agamalariin, hem de biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi ve
kantitatif analizlerinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baglanmistir (Macdonald 1997,
Rubinstein 1995, Krause 2007).

EIS’nin kullanimi ile ilgili ilk 6rnekler 1980’lerin sonunda rapor edilmis olmasina
ragmen metodun uygulamalari, enstriimantasyondaki ilerlemelere bagli olarak son yillarda
cok fazla artig gostermistir. Ciinkii elektrokimyasal impedans spektroskopisinin kompleks
parametreleri enstriimanlarin her tiirlii donanimindan ¢ok fazla etkilenebilmektedir. Impedans
teknikleri ile biyoreseptor ve onun analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesinin yani sira,

transduserde biyomolekiillerin immobilizasyonu boyunca meydana gelen olaylarda oldugu
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gibi, ylizey modifikasyonun karakterizasyonlar1 da basariyla gerceklestirilebilir. Bu 6zellikleri
ile impedans ayn1 zamanda, yilizey morfolojisinin goriintiileme teknikleriyle aydinlatilmasinda

yardimci ve ¢ok 6nemli bir aragtir (Macdonald 1997, Rubinstein 1995, Krause 2007).

2.6. Elektrokimyasal Iimpedans Spektroskopisi’nin Temel ilkeleri

Bir sistemin impedans1 genellikle kiiciik bir genlikli potansiyel uygulanmasi ve akim
cevabinin belirlenmesiyle tayin edilir. Bu tanimdan yola ¢ikarak impedans; potansiyel-zaman
fonksiyonun V(t) akim-zaman I(t) fonksiyonuna bolimidiir. Vo ve lyp maksimum degere
ulastiklarinda, f; frekans, t; zaman, ¢ potansiyel-zaman ve akim-zaman arasindaki faz

kaymasidir.

_ V(@) Vgsin (2rft)
CI(t)  Ipsin 2nft + 0)

Impedans kompleks bir degerdir; ¢iinkii akim sadece genlik agisindan farklilik
gostermekle kalmaz, potansiyel-zaman fonksiyonuyla kiyaslandiginda faz kaymasi da
gosterir. Bu ylizden deger ya |Z| ve faz kaymasi ¢ ya da reel Zr ve imgesel Z, olarak

tanimlanabilir.

\%

I~
I\//ﬂ\t - |
‘ &

|
NN

LYY O

>
Z R

Sekil 2.7. Impedans’in potansiyel(zaman) ve akim(zaman) biiyiikliiklerine bagimli matematiksel gdsterimi

Bu durum, sekil 2.7.’de gosterilmistir. Dolayisiyla impedans 6l¢iimlerinin sonuglari iki
sekilde gosterilebilir: Bode grafigi (logf’nin fonksiyonu olarak logZ ve ¢) veya Zg ve Z,’nin

oldugu Nyquist grafigi seklindedir.
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Impedans “spektroskopisi” adi, impedansin tek bir frekanstan ziyade farkli frekanslart
tayin edebilme gerceginden tiiremistir. Bu sayede bir impedans spektrumundan yiizeylerin,
tabakalarin veya membranlarin degisim ve difiizyon prosesleri ve karakterizasyonu hakkinda
bilgi saglanir. Bu bilgilere ulagsmak i¢in, impedans spektrumu genellikle esdeger devre
kullanilarak analiz edilir. Genellikle direng ve kapasitanstans olusan bu devre incelenen
sistemin farkli fizikokimyasal 6zelliklerini agiklar. Ayrica sistem; elektrokinetik, difiizyon,
partisyon gibi temel yasalardan tiireyen transfer fonksiyonlar1 temelinde de tanimlanabilir.
Bu durumda bir impedans elementinin —direng veya kapasitans- degisimi ¢6zeltinin
bilesiminin bir fonksiyonu olarak degerlendirilir. Bazi durumlarda, tiim impedansla
konsantrasyondaki degisim arasinda iliski kurmak mimkiindir (Macdonald 1997,
Rubinstein 1995, Krause 2007).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde, elektrolit ¢6zeltisi sistemin tek bileseni
olarak incelendiginde, impedans davranisi agiklamak i¢in 4 unsur kullanilir: ohmik direng,
kapasitans, sabit faz 6gesi ve Walburg impedans. Bu unsurlar ve tanimlamalarinin 6zeti tablo
2.2’ de verilmistir.

Tablo 2.2. Biyoelektrokimyasal sistemleri tanimlamakta ¢ok siklikla kullanilan impedans elemanlarinin
tanimlanmalart, frekans bagimliliklart ve faz kaymalari

Impedans Elemam Tanimlama Faz acis1 Frekans Bagimhihig:
R Z=R 0° Hayir
C Ze=— 90° Evet
jwc
— 1 . o
CPE ZcpE = _A(jW)a 0-90 Evet
o , o
W (sonsuz) Zy = N a1-) 45 Evet

c= RT ( 11 )
F2n2y2 %/DoCy /DrCR

Esdeger devreler, deneysel impedans verilerini seri ve/veya paralel diizenlenmis ideal
impedans unsurlarla yaklasik olarak belirlemek icin kullanilir. Cogu elektrokimyasal sistem
bu prosediire gore analiz edilir. Bir elektrolitle bir elektrodun temasta oldugu bir sistem —
Randles devresi- ¢ozelti direnci, Rs, yiik transfer direnci R, ¢ift tabaka kapasitans Cgq ve
Warburg impedans, W’dir. Sekil 2.8” de gosterilen Nyquist grafiginde Rs ve R¢ degerleri
kolaylikla belirlenebilir. Cift tabaka kapasitansi ise yarim dairenin maksimum yaptigi

noktadaki frekanstan hesaplanabilir.
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Sekil 2.8. Bir elektrolitle kontakt halindeki elektroda iliskin Randles esdeger devre modeli

Biyolojik bir materyali karakterize etmek icin (antikor gibi) elektrotlar sisteme
uygulanmali boylece elektrokimyasal hiicre elde edilmelidir. AC potansiyel uygulanmasi ile
birlikte, akim tiim sistem elemanlarini —¢aligsma elektrodu, biyolojik materyal, ¢ozelti ve karsit
elektrot- dolasmaya baslayacaktir. Olgiilen impedans, esasen bu elemanlarin bireysel

katkilarinin bir 6zetidir.

a) Biyolojik bir materyalin impedansit ya belirli bir analitin konsantrasyonunun
fonksiyonu ya da zamanin bir fonksiyonudur. Her iki durumda da her iki elektrodun
impedansi, Olclilecek impedansa kiyasla kiigiik olmalidir. Bu da genis ylizey alanlari
kullanilarak saglanabilir. Ayrica, ¢ozeltiden kaynaklanabilecek biyolojik materyalin

nonspesifik baglanmalarindan kagimilmalidir, ¢iinkii bu durum ara yiizey impedansi artirir.

b) Calisma elektroduna biyolojik bilesen immobilize edilir ve analitle iliskisi tayin
edilir. Bu, tipik bir biyosensor uygulamasidir. Burada duyar elektrotun impedansi (yani
biyolojik materyalle modifiye edilmis ¢aligma elektrodu) aslinda tiim impedansi kontrol eder.
Bu yiizden, karsit elektrodun impedanst belirgin sekilde kiiciik olmalidir. Bu da duyar
elektroda gore en az 10 kat daha biiyiik (alan) elektrot kullanilarak saglanabilir (Moritz 1992,
Friebe ve ark. 1993).
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2.7. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi Temelli Biyosensorler

Biitiin  elektrokimyasal biyosensorlerde oldugu gibi, impidimetrik biyosensorler
biyomolekiillerin kondiiktif bir (veya yar1 kondiiktif) transduser yiizeyiyle etkilesimini
kullanan biyoelektronik cihazlardir. Olgiim prosesleri, reseptdr biyomolekiil ile analit arasinda
olusan algilama ylizeyinin, elektronik transduserin elektriksel 6zelliklerini direkt veya indirekt
sekilde degistirmesine dayanir. Antijen-antikor veya DNA-DNA etkilesimleri gibi sinirl
katalitik aktiviteye sahip bilesiklerin analizi igin gelistirilen elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) temelli biyosensorlerin sayisi literatiirde her gegen giin daha da
artmaktadir. Son yillarda, EIS, bircok kimyasal ve fiziksel proseslerin ¢alisilmasinda da
kullanilan ¢ok etkili bir yontem haline gelmistir. EIS, bir¢ok proses i¢in analitik ¢oziimler
sunmaktadir. Bunun yani sira membran Ozelliklerinin  belirlenmesi, biyosensor
karakterizasyon ve fabrikasyonu gibi bilimsel arastirmalar i¢in de etkili bir teknik olan EIS ile
gerceklestirilebilmektedir. Enzim-substrat etkilesimlerinin tersine, baglanmadan sonra
herhangi bir reaksiyonun meydana gelmedigi antijen-antikor veya DNA-DNA, protein-protein
gibi afinite etkilesimlerinden sonra yiik transfer degisimleri meydana gelir ve bu degisimler
EIS ile ¢ok etkili bir sekilde izlenebilir. Cesitli spesifik ve hassas olglimler , elektrot
materyaline (metaller, metal oksitler, camsi karbonlar, yar1 iletkenler) elektrot geometrisine
(klasik elektrot diizenlenmesi veya interdijite-birbirine ge¢mis- elektrotlar), analite
(proteinler, antikorlar, niikleik asitler vs) veya kullanilan amplifikasyon protokoliine (label-
free —tabakasiz-, enzim labeller enzim tabakalar-, iletken polimer filmler nanopartikiiller vs..)
gore smiflandirilabilir (Katz ve ark. 2003, Guan ve ark. 2004, Daniels ve ark. 2007,
Berggren ve ark. 2001, Saby ve ark. 1993).

2.7.1. Enzim temelli impedimetrik biyosensorler

Impedans spektroskopisi, yiizeyi modifiye edilmis elektrotlarm elektriksel
ozelliklerinin 6l¢iilmesi icin etkin bir yontemdir. Ancak genis bir frekans araliinda biitiin
impedans spektrumunun taranmasi zaman alicidir. Bundan dolay:r impidimetrik teknikler,

enzim temelli bir biyosensoriin karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir.

Enzim sensorleri igerisinde amperometrik elektrotlar en c¢ok ilgi c¢eken
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transdiiserlerdir. Bununla birlikte, bir enzimin doniisiimiinden (turnover) dolay1 redoks-aktif
bilesiginde meydana gelen degisim, ylik aktarim direnciyle belirlenebilir. Bu durum, glukoz
oksidazin ve mediatdor olarak benzokinonun kullanildg1 glukoz tayini c¢alismalarinda

gosterilmistir (Shervedani ve ark. 2006).

Impedans spektroskopisiyle, substrat ve enzim inhibitdrlerinin tayini yapilmakla
birlikte enzimin kendi aktivitesi de analiz edilebilmektedir. Bu duruma ilging bir yaklasim,
parcalanabilir polimer filmlerin kullanilmasidir. Bu polimerler elektrot {izerine kaplanirlar ve
biyokatalitik reaksiyon vasitasiyla polimer parcalanma ya polimer zinciri {izerinde enzimin
direkt etkisiyle ya da enzimatik doniisiim sonucu olusan iiriinlin indirekt etkisiyle olusur.
Parcalanmaya baglayan filmin kalinligi impedans dl¢timleriyle kolaylikla takip edilir. Bu
yontem; ire, glukoz, kimotripsin veya lipaz gibi enzimlerin tayininde gosterilmistir.
Impedansin kullanildig1 bir diger yol, elektrot yiizeyindeki lipit tabakasina “sinyalizasyon”
proteinin katilmasi ve spesifik analitle etkilesimi sonucu konformasyonal degisiminin
degerlendirilmesine dayanir (McNeil ve ark. 1995, Cortina ve ark. 2006, Gooding ve ark.
1996, Sumner ve ark. 2001, Cornell ve ark. 1997).

Substrat ve inhibitor sensorlerinin kullanimina dair bir ¢alisma Naumann ve ark.’larina
aittir. Bu c¢alismada, sitokrom oksidaz destekli altin ylizeyde peptit bagl lipit membran
kullanilmis ve membran boyunca proton tagtmmim calistlmistir. impedans spektrumlars,
inhibitdr ve enzim substratlarin konsantrasyonlariyla iligkili olabilmektedir. Paraokson,
kinakrin veya bakteriyal toksin streptolizinin tayini verilebilecek bir diger orneklerdir
(Naumann ve ark. 1999, Schasfoort ve ark. 1994, Tong ve ark. 2003, Wilkop ve ark.
2007).

Neticede, algilama molekiiliiniin konformasyonal degisiminin impedans ol¢iimlerle
belirlenmesi analitik tayinde uygulanabilir bir yontemdir. Ornegin, galaktoz/glukoz reseptdr
protein kullanilarak glukozun belirlenmesi ¢alismasinda efektif protein tabakasinin kalinligi
nanogodzenek formunda dizayn edilen uygun elektrotlar kullanilarak impedans analiziyle takip

edilmistir.
Asagida EIS temelli baz1 enzim biyosensor 6rnekleri agiklanmistir.

Jelatin kaplanmis altin elektrot yiizeyindeki proteolitik aktivite degisiminin sebep
oldugu impedans farklanmalarmin o6l¢iildiigii, kollegenaz tayini i¢in bir biyosensor

gelistirilmistir (Saum ve ark. 1998). Bu sistemde, tabaka kritik bir kalinliga ulastiginda,
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tabakanin enzim tarafindan degredasyonu ile olusan impedans hizla artar. Protein yikimu ile
impedansta olusan farklanma, elektrot yilizeyinden jelatin tabakasinin ayrilma hizi ile
orantilidir. Potansiyostatin cevap siiresi ¢ozeltinin karistirilmasi ile diistiriilebilmistir ve bu
biyosensor sisteminin kollagenaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanish bir yontem oldugu
gozlenmektedir. Ancak sensor yiizeyine kaplanmis jelatinin biyosensor tarafindan saptanma
yetenegi elektrolitlerin varliginda ciddi bir sekilde azalmaktadir. Bu bulgular Saum ve ark.

(1998) tarafindan baska bir biyosensor ¢alismasinda da ortaya atilarak tartisilmistir.

Bir¢ok enzim temelli biyosensorde, LB filmlerin karakterizasyonu ig¢in uygun
oldugundan, elektrotlarin Lagmuir-Blodgett (LB) yontemleri ile modifikasyonlarinda da

impidimetrik teknikler kullanilmislardir (Abdelmalek ve ark. 2001).

Ornegin; sudaki organofosfor pestisitlerinin saptanmast i¢in iyon se¢imli bir alan-etkin
transistor  (ISFET) kullanilarak  Biitirilkolinesteraz  (BuChE) iceren LB filmler
olusturulmustur. Enzim/stearilamin karigimli LB filmleri, filmlerin kararliligini arttirmak igin
gluteraldehit buhari uygulamasindan sonra ISFET bosluklar1 iizerine immobilize edilir.
Onerilen esdeger modeli Si/SiO,/LB film-elektrolit ara yiizeyi ile uyumludur. LB filmin
kalinlig1, elipsometri sonuglari ile uyumlu olan bir ayarlama programi tarafindan yaklagik 60
nm olarak belirlenmistir.  Gelistirilen biyosensdr Triklorofonun saptanmasi igin
kullanilabilmektedir (Yea ve ark. 2003), desteklenmis bir ¢ift tabakali lipid membranin (s-
BLM) platinyum nanopartikiiller ile birlestirerek bir biyosensor gelistirmislerdir' Ciplak camsi
karbon (GC) elektrodun ve s-BLM ile (hem Pt nanopartikiilsiiz hem de nanopartikiillii)
modifiye edilmis elektrodun [Fe(CN)s]>"* varligindaki impedans spektrumlari, ¢iplak GC
elektrot elektrokimyasal prosesin difiizyon kontrollii adimi i¢in karakteristik olan neredeyse
dogrusal bir ¢izgi seklinde ¢iktigin1 gostermektedir. Modifiye elektrotlar da ise Pt
nanopartikiil eklenmis ve eklenmemis s-BLM’lerin Nyquist kompleks diizlem egrileri, yiiksek
frekans alt birimindeki tek bir yar1 devre ile karakterize edilir. Bu, s-BLM’leri Pt
nanopartikiiller ile birlestirmenin membran kapasitansinda bir artmaya, membran direncinde
de azalmaya sebep oldugu anlamina gelir. S-BLM’ler igerisindeki Pt nanopartikiil arrayleri,
glukoz biyosensorii yapiminda, ortamda bulunan oksijenin indirgenmesi ile elektrokatalize

olurlar.

Altin destek iizerindeki peptid bagh lipid membranlar (t-BLMS) integral membran
proteinlerinin arastirilmasi i¢in bir biyomimetik sistem olarak dizayn edilmistir (Sekil2.9)

(Naumann ve ark. 1999). Ornegin, sigir kalbinden elde edilmis sitokrom C oksidaz (COX)

19



onceden olusturulmus peptid t-BLM igerisine immobilize edilmistir. Impedans spektroskopisi
hem lipid filmlerin kalitesini hem de iyonlarin filmlerden ge¢isini izlemek i¢in kullanilmistir.
Spektrumlar, elektrot kismen (% 70) ¢ift tabakali ve yaklasik %30 bozulmus tek tabaka peptid
veya, peptid-lipid altbirimleri ile kaplandigi zaman, diisiik kaliteli peptid destekli lipid tek- ve

cift- tabakalar1 oldugunu gostermistir.

Reseptor
Jnm
Tiyopeptid
1.2 nm
50 nm Altin

Sekil 2.9. Sitokrom c oksidaz’in lipid tektabaka i¢inde yerlesimi (Naumann ve ark. 2002)

Impedans spektrumlari, inhibitdr ve substrat konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ayni
calisma grubu tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, kloroplasttan elde edilen H*-ATP
sentaz t-BLM igerisine yerlestirilmistir (Naumann ve ark. 2002). Proteinin aktivitesi
impedans spektroskopisi ile gosterilmistir. ATP hidrolizi sonucunda gergeklesen lipid
tabakadan proton transferinden dolay1 diren¢ azalir. ATP eklenmesinden dolayr olusan

impedans degisimleri tamamen geri doniisliidiir.

2.7.2. immunokimya temelli impedimetrik biyosensérler

Impidimetrik immiinosensorlerin  gelistirilmesinde itici giig, basit ekipmanlarin
kullanildig1 tanmi sistemlerine olan talep ve potansiyel molekiiler etiketsiz analizlerdir.
Immiinsensérler icin iki immobilizasyon stratejisi ¢ok siklikla kullanilir; Sensor, ya ilgili
antijeni baglayan antikorlarla modifiye edilebilir ya da antijenin kendisi immobilize edilebilir.
Her iki durumda da, baglanma olay1 elektriksel yiizey 6zelliklerinin degisimiyle sonuglanacak

olmasina ragmen, ikinci durumda (antijen immobilizasyonunda) antikorlarin yiiksek molekiil
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agirliklan ve diistik dielektrik katsayilarindan 6tiirii daha biiyiik degisimler agiga cikarabilir ki
bu impedimetrik olarak ¢ok daha etkili bir sekilde izlenebilir.

Kapasitif sensorler tercihen immiin reaksiyonlarin belirlenmesinde oldukca sik bir
sekilde kullanilmislardir. Ornegin yiik transferi, uzun zincirli SAM tabakalar1 kullanilarak
azaltilabilmekteydi. Daha sonra su da gosterilmistir ki, baglanma davraniglarinin
matematiksel tanimlanmasi devamli surette bir baglanma analizini miimkiin kilar (Taira ve

ark. 1993, Berggren ve ark. 1998, Bataillard ve ark. 1998).

Nonspesifik baglanmalarin etkisinin 6niline gegmek icin (spesifik etkilesimlere benzer
yollarla kapasitansi etkilerler), Olgiimlere diferensiyal bir mod Onerilmistir. Antikorlar
baglanma oOzellikleri korunarak Langmuir-Blodgett filmlerine birlestirilebilir ve oldukga
diizenli algilama yapilar1 elde edilebilir. Interleukin-6 i¢in, epoksisilan islevsellestirilmesi
kullanilarak veya interferon y i¢in SAM modifikasyonu ile antikor immobilizasyonunda
oldukga hassas kapasitif 6l¢timler gergeklestirilmistir (Berggren ve ark. 1997, Hedstrom ve
ark. 2005).

Bunun yani sira, direng temelli sensdrler de gelistirilmistir. Ornegin, insan meme
timori iligkili glikoprotein, spesifik antikorlarin altin yiizeye kendiliginden immobilizasyonu
ile belirlenmistir. Biitiinleyici antijenin baglanmasi1 yiikk transfer direncinin (R¢) nin
degisimiyle neticelenir. Direng temelli 6lglim yoOntemleri, reseptor-ligand etkilesimleri ve
kokulu molekiillerin belirlenmesinde de kullanilir. Immiin analizler i¢in bir diger sistem, ¢ok
ince platin tabakalarin kullanildig1 ve impedans model analizlerinin temel alinip iletkenlik
degisimlerinin degerlendirildigi sistemlerdir. Polipirol gibi iletken polimerler kullanilarak
algilama biriminin immobilizasyonunda 6zel yaklagimlar sergilenmesi, s6z konusu
immunosensorlerin  hassasiyetini 1iyilestirilebilir. Polimerik agin iletkenligi, baglanma
olaylarinin tetikledigi konformasyonal degisikliklerden giiglii bir sekilde etkilendigi icin
alan cevap da o derece yiikselir. Biyotinli polipirol filmler, biyotinli antikorlarin avidin ile
immobilizasyonunda kullanilmistir (Hleli ve ark. 2006, Jie ve ark. 1999, Pak ve ark. 2001,
Hou ve ark. 2007).

Asagida EIS temelli baz1 immunosensor 6rnekleri agiklanmaistir.

Direkt olarak oOlglime olanak tanidiklarindan, isaretleme yapilmadigindan, hizl
olduklarindan ve c¢oklu analiz sistemlerine olanak sagladigindan dolayi, affinite baglama
esasli immiinosensorler ile her gecen giin daha ¢ok calisilmaktadir. Son yillarda, birgok yeni

immiin temelli impedimetrik biyosensor tasarimina iligkin ¢aligma yaymlanmistir.

21



Ma ve ark. (1999) insan meme kanserine iligkin glikoproteinin tayinine yonelik bir
impedans immiinosensOrii ¢alismasi yayinlamiglardir  Antikor, altin elektrot yiizeyine
kendiliginden  adsorbsiyon yoOntemi ile immobilize edilmistir.  Elektrokimyasal
karakteristiklerdeki degisim, spesifik antijen baglandigi siirece gergeklesmistir. Nyquist
egrisindeki yarim daireden hesaplanan yiik transfer direnci, kararli bir antijen-antikor

kompleksi olustugundan dolay1 artmistir.

fletken polimerler de biyomolekiillerin immobilizasyonu icin iyi birer matrikstir.
Sargent ve Sadik (1999), iletken polipirol (PPy) film iizerindeki antikor-antijen (Ab-AQ)
etkilesimlerinin mekanizmasini arastirmiglardir Heterojen polimerik arayiizey igerisindeki
yik olusumunun ve tasiniminin teorisi, Ab-Ag baglanmasi sirasinda olusan akim akisini
aciklamak icin One siiriilmiistiir. Bu mekanizmaya gore, antikor immobilize edilmis iletken
polimer temelli elektrotlarda elde edilen akim, dort adimda ortaya c¢ikar: (1) iyonlarin
elektroda diflizyonu (2) porlu PPy/membran arayiizeyinde yiik transferi, (3) polimer PPy
membran boyunca goc¢ (4) Antijenin PPy araylizeyinde adsorpsiyonu veya desorbsiyonu.
Dordiincti adimdaki adsorpsiyon ve dezorpsiyon siireci, hiz sinirlayict adimdir. Bu adim
uygun elektriksel potansiyel se¢imi ile kontrol edilebilir. Bu da Ab-Ag etkilesiminin,
uygulanan potansiyelden biiyiik 6lciide etkilendigini gostermektedir.

Elektrobiriktirme ile olusturulmus biyotinli  polipirol film, impedimetrik
immunosensorler i¢in bir immobilizasyon matriksi olarak tanimlanmistir (Ouerghi ve ark.
2002). Biyotinlenmis antikor (anti Human IgG) iletken polimer {izerindeki serbest biyotin
gruplarina avidin vasitasiyla baglanir. Asagidaki sekilde gosterildigi gibi, Nyquist
egrilerindeki ikinci yarim daire c¢api, Ozellikle de konsantrasyon bagimli impedans
Ol¢iimlerinde tercih edilen diisiik frekanslarda, artan antijen konsantrasyonu ile artmistir. Bu
immobilizasyon yontemi tekrarlanabilir ve kararli bir sisteme olanak saglamaktadir.

Biyosensoriin dogrusal araligi 10-80 ng/mL antjen ve dedeksiyon limiti 10 pg/mL’dir.
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Sekil 2.10. Bir antikor ile modifiye edilmis elektrodun, antijensiz ve antijen ilave edildikten sonra elde
edilen kompleks Nyquist diyagramlar1 (Ouerghi ve ark. 2002)

Baska bir polipirol immobilizasyon matriksi kullanilan ¢alisma da, Geoffrey ve ark.
(2001) tarafindan rapor edilmistir Bu calismada impedans temelli reaktifsiz biyoaffinite
biyosensorii  gelistirmistir. Antikor-yiiklenmis polipirol filmlerde, diisiik frekanslarda
polaronik iletim ve yiiksek frekanslarda elektriksel iletim olmak iizere iki tane yiik transfer
prosesi gozlenmistir. Affinite reaksiyonu Bode egrisinde higbir farklilagmaya sebep
olmamistir. Ancak, Redoks dongiisii (-0,1°’den -0,9’a ve -0,9’dan -0,1’e) oldugunda, pik
polaronik faz agis1 olarak gézlenen muhtemel bir baglanmaya bagli cevap olusur. Bu sonug,
baglanma sonrasinda protein etrafindaki polimer zincirin tekrardan siralanmasina

dayandirilmaktadir. Bu nispeten karmagik bir prosestir.

Protein ¢oklu tabakalar da, redoks probu varliginda impedans spektroskopisi ile
arastirilmiglardir (Sekil 2.11). Bu prensibin kullanildigi bir ¢alismada, 6zellikle meme kanseri
biyomarker1 olarak degerlendirilebilen, vaskular endotelyal biiylime faktorii (VEGF) tayini
gerceklestirilmistir (Uygun ve ark. 2011). Tabaka-tabaka olusturma yontemiyle hazirlanmig
coklu tabaka film, bir altin tabaka {izerinde biyotin-isaretli antikor (bio-Ab) ile avidinden
olusmustur. Multitabakalarin adim adim olusumu sirasinda impedans spektrumundaki belirgin
bir farklanma gozlenmistir. Sensor yiizeyine ilave edilen her tabaka, kendi elektriksel
Ozelliklerine bagl olarak elektron transfer rezistansini degistirmektedir. Bu adimlarin sonunda

biyo-reseptoriin ve onun ligandinin (VEGF) baglanmasi R¢; degerini artirmistir.
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Sekil 2.11. Cok tabakali biyolojik reseptér immobilizasyon adimlarinin sematize edilmis hali
(Uygun ve ark. 2011)

Boyle bir sistemde artan VEGF derisimlerine kars1 elde edilen biyosensor yanitlari

(Nyquist diyagraminda) asagidaki sekilde gosterilmigtir.

kohm
1 B
1.0
i 600 fg/mL VEGF
0.5 - 0 fg/mL VEGF
N ]
0.0
T T T T I T T T T I T T T T I T T T
0.5 1.0 1.5
Z kohm

Sekil 2.12. Artan VEGF konsantrasyonlarina karsi elde edilen kompleks impedans spektrumlarinin
gosterilmesi(Uygun ve ark. 2011)

Impedans spektroskopisi, ISFET cihazlarinin gozenekli yiizeyleri {izerindeki

biyomateryal tabakalarinin yapisini karakterize etmek ve oyuk ara yiizeyindeki antijen-antikor
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etkilesimlerini agiklamak igin de kullanilir (Kharitonov ve ark. 2001). ISFET cihazlarinin
oyuk ara yiizeyleri iizerindeki protein tabakalarinin kalinligin1 karakterize edebilme yetenegi
impedans spektroskopisinin sadece yapisal karakterizasyonlara olanak saglamadigini, aym
zamanda ISFET oyuklar iizerinde ger¢eklesen biyo algilama olaylarin1 6lgen ve saptayan bir

analitik yontem oldugunu gostermektedir.

Nano boyutlarda sensor gelistirmek, impedimetrik biyosensorlerin  cevap
performansini arttirabilir (Van Gerwen ve ark. 1998). Nano boyutta kenetlenmis
(interdigitated) elektrot arrayleri ile impedimetrik biyosensorler gelistirmislerdir (Sekil 2.13)
Bu sistemde 500 den 250 nm ye kadar degisen elektrot genisligi ve bosluklar1 elde edilmistir.
Nano boyutlardaki elektrotlar, yiizeyden sadece 100 nm yukaridaki bir alan1 tararlar. Bundan
dolayr diger elektrotlara kiyasla duyarliliklar1 daha fazladir. Bu etki teorikte, interdigitated
elektrotlar arasindaki elektriksel alanin hesaplanmast ile degerlendirilebilir. Ornegin genisligi
ve araliklar1 250 nm olan elektrotlar i¢in akimin %80’1 ylizeyden 250 nm daha yiiksek
olmayan bir tabakaya yayilir. Farkli KCl c¢ozeltilerindeki model ve karakterizasyon
calismalari, impedansin nerdeyse tamaminin yiizeye yakin bir siiregte hesaplandigini ve
cozelti karakteristiklerinin sinyalde goéziikkmedigini gdstermistir. Biyomolekiiler yapilarin,
affinite baglanmalarinin impedans ile saptanmasi i¢in, glukoz oksidaz silanlanmig bir ylizeye

baglanmustir.
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Sekil 2.13. IDE’nin SEM gériintiisii ve IDE’nin hesaplanan akim kapasitesi
(Van Gerwen ve ark. 1998)
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Silanlama sonrasinda, sensoriin ¢ift tabakali impedansi, bir sabit faz eleman ile
gosterilir. Bu parametrenin Olgiimii GOD immobilizasyonunun in situ izlenmesini
kolaylastirmaktadir. Nano boyuttaki platin tabaka temeline dayanan yeni bir

immiinobiyosensor Pak ve ark. (2001) tarafindan gelistirilmistir.

metal o
t .
E xor Antilen  Pt-Film

Siicon Dioxide

Silicon

Sekil 2.14. Ultraince platin film immunosensériin sematik gosterimi (Pak ve ark. 2001)

Film 25 A° kalinhginda tabakalardan olusmus ve 20-30 A° kalinhginda aralikli
kanallar icermektedir. Monoklonal antikorlar sensor yiizeyine, silanizasyon yardimiyla
immobilize edilmislerdir. Bu c¢alismada, film boyunca sabit frekansta oOl¢iilen impedans
degerleri, modifikasyon ve ylizeye baglanmayr o6lgmek igin kullamilmistir. 20 Hz’deki
impedans, ylizeyin anti-alkalen fosfataz ile (anti-AP) aktivasyonu siiresince % 55 artmistir.

Devaminda Alkalen fosfatazin baglanmasi da %12’lik bir artisa sebep olmustur.

Katz ve ark (2001) tarafindan dedeksiyon igin yeni konsept bir impedimetrik
biyosensor gelistirilmistir Coziinmeyen bir maddenin, elektrot yiizeyinde biyokataliz ile
coktiiriilmesi, immiinosensorler i¢cin onemli bir prensiptir. Coktiirme prosesini takiben,
faradaik impedans spektroskopisi ve kronopotansiyometri yontemleri kullanilir. Bu
calismada, elektrot ylizeyine, dinitrofenil antikorunun tayinine ig¢in, spesifik bir antijen
immobilize edilmistir. Enzim reaksiyonu sonucu olusan ¢oziinmeyen iirlinii olusturmak igin,
Antikor-HRP konjugat1 biyokatalist olarak kullanilmis ve uygulanmustir. impedans analizleri,
¢oziinmeyen maddenin elektrot ylizeyinde c¢oktiigiinii ve elektron transferine engel olan
yalitkan bir tabaka olusturdugunu, bunun da elektron transfer direncini arttirdigini ¢ok net bir

sekilde gostermektedir.

26



Biyolojik reseptorlerin biyosensorlerde kullaniminin, biyolojik maddelerin diisiik
kararliligi, kiigiik antijenlerin immiinizasyonunun zorluklar1 ve diisiik kimyasal-termal
kararliliklar gibi iyi bilinen siirlayici faktorleri vardir. Bundan dolay1 dogal reseptorleri taklit
edebilen, yapay resptorlerin gelistirilmesine yonelik yeni egilimler ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Molekiiler baskilanmis polimerler (MIPs) kararlt ve direngli, ektrem basing,
sicaklik, pH altinda veya organik solventler igerisinde kolaylikla uygulanabilen
materyallerdir. MIP ler analitin “negatif”i yoniinde davranan bir yiizey saglarlar ve boylelikle
karisimin ig¢indeki analit belirlenir. Kimyasal yapilarindan 6tiirti, farkli formatlarda tekrar
iretilebilirler ve farkli ¢evresel kosullarda uzun zaman stabil kalabilirler. Kromatografik
ayirmalarda kullanilmalarinin yani sira, sensdr uygulamalarina dair de ilging caligsmalar
mevcuttur. Ince yiizey filmleri 6zellikle baglanma olayinin impedimetrik transdiiksiyonuna
cok uygundur. Bu sayede, hiicre ve virlislerde oldugu gibi organik molekiiller i¢in de kapasitif
sensorler gelistirilmistir. Ayrica ucuzdurlar ve kati (kuru) halde saklanabilirler. MIPs sadece
pestisit, aminoasit, steroid ve sekerler gibi organik molekiiller i¢in degil; hiicre ve proteinler
icin de sentezlenebilirler (Andersson ve ark. 2000). Panasyuk-Delanet ve ark. (2001)
yilinda MIP temelli bir biyosensor gelistirmislerdir' Bu ¢alismada bir herbisit olan desimetrin
kalip olarak kullanilmistir. UV 1518a maruz kalan benzofenonun 15181 adsorblamis tabakasi,
yiizeye yakin bolgede radikal polimerizasyonunu baslatir. Elektrotlarin, desimetrini spesifik
bir sekilde taniyan ve baglayan MIP ile kaplanmasi, elektrodun kapasitansinda diigmelere
sebep olur. Terbumeton veya atrazin eklendiginde kapasitansta kiiciik bir diisme varken,
metribuzin eklendiginde desimetrininkine benzer bir diisiis gozlenir. Molekiiler baskilama
(kalip polimerizasyonu) imit vadeden ve pahali olmayan bir alternatif yontemdir. Ancak
analitlerin ince MIP igerisine yavas diflizyonu, yavas reaksiyon kinetiginin olusmasina sebep

olur.

2.7.3. Niikleik asit temelli impedimetrik biyosensorler

Niikleik asitlerin impedimetrik yolla belirlenmesi de bu alanda gergeklestirilen
arastirmalar arasindadir. ssDNA ve dsDNA ayrimi damlayan civa elektrot ile belirlenmistir
(Hason ve ark. 2002, Strasak ve ark. 2002). Hibridizasyonun voltammetrik analizi i¢in pek

cok sayida calisma mevcuttur.

Elektrot yiizeyinde ss- veya ds-DNA’nin bulunmasi durumunda, farkli molekiiler
yapilar, farkli spektroskopik ve mikroskopik yontemlerle tayin edilmistir. Bu durum,

oligoniikleotit konsantrasyonunun ve baz cifti uyumsuzluklarinin impedimetrik yontemle
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belirlenmesinin temelini olusturmaktadir. Ozellikle DNA tayininde, hibridizasyon boyunca
meydana gelen yiik birikimi, redoks aktif bir maddenin doniisiimiinii gerceklestirmek igin
kullanilmistir. Bu tiir biyosensorlerde hassasiyeti modifiye etmek i¢in interkalasyon
kullanilabilmektedir. Prob DNA’nin yiizey konsantrasyonu, sensor performansinda 6énemli bir
etkiye sahiptir. Performans, dendrimerlerin kullanilmasiyla da kuvvetli bir sekilde
arttirilabilir. Polielektrolit ile modifiye edilen Screen-printed elektrotlarin da bu ¢aligmalar
i¢in bir alternatif oldugu ve taniyict molekiiller olarak ss-PCR iiriinleri ile birlikte kullanildigi
da gosterilmistir. Bu alanda, kapasitif 6lgiimlerin, direng temelli metotlara gore daha diisiik

hassasiyette oldugu bulunmustur (Xu ve ark. 2006, Li ve ark. 2007, Davis ve ark. 2007).

DNA analizinde 6nemli bir nokta, tek baz ¢ifti yanlis eslesmelerin belirlenmesidir.
Impedans spektroskopisi bu alanda da kullanilmaktadir (Cho ve ark 2006). Transdiiksiyon
yontemleri, ligasyon (baglanma) gibi spesifik biyokimyasal protokollerle kombine edilebilir.
Yani, sensor yiizeyindeki farkli DNA yapilarin1 (B- veya M-DNA konformasyonlar1 gibi)
impedimetrik olarak analiz etmek miimkiindiir ki bu oldukga ilging bir uygulama alanini da

ortaya ¢ikaracaktir (Long ve ark. 2003).

Benzer sekilde, iletken polimerler kullanilan sensorlerde, prob DNA, hedef DNA
baglanmas1 sonrasinda ara ylizeydeki degisikliklerin belirlenebilmesi i¢in bu tip polimer
filmlere baglanabilir. Bu durumda, direngte bir artis oldugu gozlemlenmistir. Ayrica
doymamis yan zincirleri olan fonksiyonel polipirol tiirevlerinin sensor uygulamalarinda iistiin

oldugu gosterilmistir (Li ve ark. 2005, Wang ve ark. 1999).

Elektropolimerizasyon yontemi, DNA’nin mikroelektrotlara immobilizasyonunda ve
bu sayede dizi iiretiminde ¢ok uygun bir metottur. Polipirole alternatif olarak, kinon i¢eren

polimerler de gelistirilmistir (Li ve ark. 2005).

DNA-DNA baglanmasinin belirlenmesinin yani sira impedans teknigi DNA-analit
etkilesimlerinin analizinde de kullanilmaktadir. Pek ¢ok kiigiik organik molekiil ve biiyiik
proteinler DNA ile spesifik etkilesim meydana getirirler. Bu sayede bu maddelerin analitik
tayini miimkiin olmaktadir. Cisplatin ve mitramisin’in protein baglamasi, spesifik DNA-
protein baglanmasina 6rnek olarak verilebilir. Aptamerler, algilama molekiillerinin yeni bir
siifi olarak karsimiza ¢ikmakta ve impedimetrik transdiiksiyon ile kombinasyonu, ¢ok
siklikla kullanilmaya baslanmistir (Radi ve ark. 2006, Cai ve ark. 2006, Rodriguez ve ark.
2005, Zayats ve ark. 2006).
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Asagida EIS temelli bazi niikleik asit biyosensor ornekleri agiklanmistir.

Damlayan civa elektrot, niikleik asitlerin ve sentetik poliniikleotidlerin tek iplikli ve
cift iplikli komformasyonlar1 arasindaki konformasyon farkini algilamak i¢in kullanilmistir
(Strasak ve ark. 2002). Elektrot ¢ift tabakasinin impedansinin, frekans bagimliligi kompleks
bir impedans egrisi gdstermesinden dolayi, DNA kapli elektrodun elektrik esdeger devre
modeli belirlenebilir. Denatiire ss-DNA nin desorbsiyonu, ds-DNA’nin desorbsiyonuna
nazaran daha yiiksek bir dielektrik kayiba neden olur. Bu ss-DNA’nin, ds-DNA’dan daha
esnek olmasi ile agiklanir. Cift iplikli ve tek iplikli DNA’y1 AC impedans spektroskopisi ile

karakterize etmek i¢in siklikla elektroaktif indikatorler kullanilir.

Zhao ve ark. (1999) ciplak altin elektrodun, ds-DNA/Au ve ss-DNA/Au
elektrotlarinin Co(bpy)33+ cozeltisi icerisindeki impedans spektrumlarini aragtirmiglardir.
Sonuglar Co(bpy)g,3+ ‘nin, dsDNA ve ssDNA ile olan etkilesimlerinden dolayi, DNA modifiye
elektrotlarda biriktigini ve DNA’nin altin yilizeylere adsorpsiyonla baglanabildigini
gostermektedir. Ferrrosen hekzafloro fosfat (FcPF6) da baska bir calismada elektroaktif
indikator olarak kullanilmistir (Ye ve ark. 2003). Tek iplikli hepatit B viriisii (HBV) DNAs1,
tiyoglikolik asit (TGA) kendiliginden olusan tek tabakasinin karboksil grubu ile ester bagi
yapilmasi yoluyla altin elektrot ylizeyine immobilize edilmislerdir. Yiizeydeki Fc+’nin, ss-
DNA ve ds-DNA etkilesiminin ispati olan immobilizasyon ve hibridizasyon reaksiyonlart,
AC impedans spektroskopisi ile izlenmistir. FcPF6 ile HBV nin elektrot yiizeyine immobilize
edilen ss-DNA veya ds-DNA’lar1 arasindaki etkilesim mekanizmasinin, tahmin edilecegi

tizere elektrostatik oldugu bulunmustur.

Brett ve ark. (1999) elektrot yiizeyindeki DNA {i¢li heliks olusumunu, bir
impedimetrik teknik ile karakterize ederek tanimlamislardir Immobilize ds-DNA igeren camsi
karbon elektrot, ss-DNA igeren bir ¢ozeltiye daldiriip 0,0 veya +1,4 V potansiyel
uygulandiginda, ss-DNA go¢ii meydana gelir. Ds-DNA ve ss-DNA arasindaki etkilesim,
DNA konformasyonunda modifikasyonlara sebep olur. Cozeltideki ss-DNA ile yiizeye bagl
ds-DNA arasindaki etkilesimin, elektrot yiizeyinde {iglii heliks DNA yapilarinin olugmasini

saglamasi muhtemeldir. Bu durum, impedans ve voltammetrik veriler ile desteklenmistir.

Yiizey-aktif (surfaktan) molekiillerden olusmus c¢ift tabakali lipid tabakalar (BLMs)
dogal hiicre membranlar1 ile biyouyumludurlar. Altin elektrot ylizeyinde kendiliginden olusan
yiiksiiz ~ stirfaktan Brij-52 membranlart  ¢ok kararlidir ve affinite etkilesimlerinin

saptanmasinda impedimetrik transduser olarak kullanilabilirler (Vagin ve ark. 2002). Yiizey
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aktif ¢ift tabakanin hidrofobik bolgesine, oligoniikleotid pentadecatimidilat (dT15) bagh bir
hidrokarbon zincirinin girigi veya cift tabaka yiizeye antikor adsorbsiyonu ile antikor veya
oligontikleotidlerin immobilizasyonlar1 gerceklestirilir. Spesifik DNA eslenmesi impedansin
reel bolimiinde bir diisiise ve antikor-antijen etkilesimleri de yine real kisimda bir
yiilkselmeye sebep olur. Bundan dolayi, modifiye oligoniikleotidlerin, hidrokarbon
zincirlerinin i¢ kisimlarinda sebep oldugu lokal bozulmalar, membran direncinde azalmaya
neden olur. Ayn1 zamanda, elektrot yilizeyindeki, yiizeyler arasi tabakanin kalinligini arttiran
antijen baglanmasi, iyon ge¢isini engeller. Bu etki impedansin reel kismini arttirir. Sonuglar
klinik analizler veya cesitli ¢evresel kirliliklerin saptanmasi igin tasarlanmis impedimetrik

affinite biyosensorlerinin gelistirilmesini kolaylastirabilir.

Hipoksantin ve inosin-5-fosfat {izerine elektrokimyasal c¢alismalar, elektrot
yiizeyindeki piirin bazlarinin ve pirin niikleozidlerinin oksidasyon mekanizmasinin ve
adsorbsiyonunun anlasilmasina olanak saglamistir. Bu alanda artan bilgiler DNA
biyosensorlerinin gelistirilmesine ve zehirli bilesiklerin, DNA’ya nasil hasar verdiginin
anlagilmasina yardim etmistir. Hipoksantin i¢in gerceklestirilmis bir impedans spektroskopisi
caligmasinda, hipoksantinin oksidasyonuna karsilik gelen potansiyelde, diizgiin, karakteristik
yarim daireler elde edilmistir (Oliveira-Brett ve ark. 2003). Oksidasyon bdlgesinde bir
potansiyel uygulandiginda, R baslangic degerine gore ti¢ kat artmistir. Ancak agik devrede
Rt de kiiglik bir artig olur. Bu durum, adsorpsiyonun spontane olmadigini ve adsorpsiyon i¢in
bir potansiyel uygulamasimin da gerekli oldugunu gostermektedir. Bundan dolay:r buradaki
adsorbsiyon, oksidatif proses ile iligkilendirilebilmektedir. Adsorblanan tiirler, oksidasyon
sonucu olusan elektroaktif oligomer iriinlerdir ve bunlar elektrot yiizeyini bloke etmiglerdir.
Bu ¢alismada oksidasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi, sulu ortamda bu maddelerin tayin
edilmesine olanak sagladigi gibi, impedans spektroskopisinin elektrot proseslerinin

aydinlatilmasinda da kullanilabilecegini ortaya koymustur.

2.7.4. Hiicre ve mikroorganizma temelli impedimetrik biyosensorler

Maddelerin biyolojik etkilerini genis bir alanda gozlemlemek ve spesifik analitlerin
tayini i¢in hiicre temelli analizlerde son zamanlarda hizli bir artis vardir. Herhangi bir hiicre
ya da mikroorganizma durumunda, tiim biyolojik sistemin cevabini rapor edebilecek
parametrelere ihtiya¢ duyulur. Impedans bu parametrelerden biridir; ¢iinkii metabolik aktivite,
yiizeydeki hiicre adezyonu, potansiyel ilaclardan alinan yanit ve sitotoksitite testlerinin

indirekt analizinde kullanilabilmektedir (Hug ve ark. 2003, Yotter ve ark. 2004). Hiicre
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kiiltiiriinde veya tek bir hiicreye ait calismalar literatiirde mevcuttur. Ornegin, insan kolon
kanseri HT-29 hiicre seklinin apoptosis indiiklii degisiklikleri bu sekilde arastirilmistir (Yin ve
ark. 1996).

Impedans, sadece yiizeyde sabit hiicreler hakkinda bilgi edinmek icin degil aym
zamanda ¢ozeltideki hiicrelerin sayisin1 belirlemek i¢in de kullanilir. Bu yontemin yogun bir
sekilde, mikrobiyolojide bakterilerin tanimlanmasinda, sayiminda ve belirlenmesinde
kullanildig1 gosterilmistir. Impedans ayrica, spesifik bakteriyal hiicreler, antikorlar ve
bakteriyofajlar icin de kullanilabilmektedir. Impedimetrik analiz 18semi hiicrelerin
belirlenmesinde de kullanilmistir (Jonsson ve ark. 2006, Yang ve ark. 2006, Maalouf ve
ark. 2007, Silley ve ark. 1997).

Asagida EIS’nin kullanildigi, bazi hiicre ve mikroorganizma temelli biyosensor
ornekleri aciklanmuistir.

Elektrokimyasal =~ impedansin ~ mikrobiyoloji  alaninda  genel  uygulamasi
mikroorganizmalarin tayin edilmesi ve tamimlanmasidir (Felice ve ark. 1999). Mikrobiyal
biiyiimeler sonucu elde edilen impedans dl¢limleri, mikrobiyal biiyiimenin hizli ve diizenli
takibine olanak saglamaktadir. Asagi yukart 1x10% — 3x10" hiicre/mL, impedans egrilerinde
saptanabilir bir degisim iiretebilir (Madrid ve ark. 1999).

Bakteriyel biiyiime siiresince elektrot-elektrolit ara yiizeyinin teorik analizi, bir¢ok
bilim adamu tarafindan galisilmistir. impedans mikrobiyolojisinin temel prensibi sekil 2.15°de
gosterilmistir. Burada iki elektrot arasindaki impedans bir seri devre ile modellenir. Devre
modeli; ortam iletkenligini (Gy), ara ylizey iletkenligini (Gi), her elektrodun kapasitansi (C;j)
ve toplam iletkenlik (G) yi kapsar. Genel anlamda C; elektrot-elektrolit araylizeyinin cift

tabaka kapasitesini gostermektedir.

Z12l= y(Rm+2Ri)* +(1/7+f-Ci)> R=Rm+2Ri

Sekil 2.15. iki elektrot arsindaki elektriksel devre modeli (Madrid ve ark. 1999)
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Mikroorganizma biiyiimesi boyunca olusan metabolik iirtinler, ortamin bilesimini
degistirir, bununla birlikte iyonik igerigin de farklilasmasi, kiiltiir ortaminin iletkenliginin
degismesine sebep olur (Cady ve ark. 1978). Ayrica degismeler elektrot-elektrolit
arayiizeyinde de gerceklesir. impedimetrik tekniklerle izlenebilen bunun gibi modifikasyonlar

canli mikroorganizma konsantrasyonu ile orantilidir.

Mikroorganizma temelli impedimetrik biyosensorler, mikroorganizmalarin giinliik
trlinler ve siit igerisinde saptanmasi ve tayin edilmesinde kullanilmaktadir. Cady (1978),
Gnan ve ark. (1982) siitiin mikrobiyal igeriginin hizli izlenmesi igin petri’deki m/o
saymasina alternatif bir impedimetrik yontem gelistirmistir. Bundan sonra, giinliik iiriinler
i¢in, Bactomer, Malthus System ve BacTrac gibi bir¢ok ticari sistem gelistirilmistir. Ayrica
balikta, ette, sarapta, meyve suyunda ve igilebilir sudaki toplam mikroorganizma sayisini
izlemeye yonelik impedimetrik teknikler de gelistirilmistir (Pirovano ve ark. 1995, Neaves
ve ark. 1988, Flint ve ark. 2001, Van Spreeken ve ark. 1986, Russell ve ark. 1994,
Henschke ve ark. 1988, Deak ve ark. 1993, Colquhoun ve ark. 1995, Depaola ve ark.
2001).

Endotelyal tek tabakalarin elektriksel impedanslari, dinamik akis sartlar1 altinda
Depaola ve ark. Tarafindan arastirilmistir (Wegener ve ark. 2000). Tek tabakalarin
impedanslarindaki farkliliklar, endotelyal hiicre morfolojisi ve fonksiyonundaki degisimlerle
dogru orantilidir. Bu sonuglar endotelyal tek tabakalarin impedansinin, hiicre tabakasindaki

islevsel ve/veya morfolojik degisimlerle dinamik olarak degistigini gostermektedir.

Impedansin yeni bir uygulamasi da memeli hiicresi ile yapay yiizeyler arasindaki
etkilesimlerin incelendigi, hem bilimsel hem de medikal a¢idan ¢ok Snemli bir ¢alismadir.
ECIS olarak bilinen yontem, petri kabi {izerine biriktirilmis kiigiik bir altin elektrodun AC
impedansindaki degismelerin Ol¢iilmesi esasina dayanir ve bir biliylime substrati olarak
kullanilir. Bu yontem memeli hiicrelerinin gergekte yayilmasinin ve yapigsmasinin sayisal
olarak izlenmesinde kullanilir. Epitelyal MDCK hiicrelerinin farkli protein kaplamalari
tizerindeki yapismasi ve yayilmast Wegener ve ark. Tarafindan bulunmustur (Gémez ve ark.

2001).
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Biyogip veya lab-on-a-chip, biyolojik tiirlerin islenmesi i¢in kullanilan mikro 6l¢iide

tiretilmis cihazlardir. Bunlar biyosensorler i¢in en cazip arastirma alani haline gelmistir.

Gomez ve ark. (1992) mikroorganizmalarin impedans spektroskopisi igin

mikroelektronik bir biyogip fabrikasyon ve karakterizasyonu gelistirmislerdir
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Sekil 2.16. IDE temelli biyog¢ip’in kanallarinin SEM goriintiisii ve bir mikro akiskanl biyog¢ip’in resmi

Gelistirilen cihaz akigkan kanallar, diizlemsel akigskan arayiizey portlar, entegre metal
elektrotlar ve cam bir kapaktan ibarettir. Toplam akigkan yol hacmi yaklasik 30 nanolitredir.
Biyogip igerisine enjekte edilen canli bir mikroorganizma (Listeria innocua) siispansiyonu
icin alinan elektriksel impedans 6lgiimleri, bakteri hiicrelerinin canlilifinin saptanmasi igin
kolay bir yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bakteriyel metabolizmanin sebep oldugu iyonik
siddetteki degisim, diisiik iletkenlikteki silispansiyon ortaminin elektriksel karakteristiklerini

¢ok ciddi bir sekilde farklilastirmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Deneyde kullanilan tiim reaktifler, HER3 ve anti-HER3 Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA)’ den alinmistir. Tiim seyreltme islemleri pH 7° de 0.01M olarak hazirlanan fosfat
tampon ile yapildi. Anti-HER3 ve HER3 belli konsantrasyonlarda porsiyonlama yaparak -
20°C’ de muhafaza edilmistir. Calisma elektrotu olarak 3-20 mm boyutlarinda poli etilen
terafilat kapli Indinyumtinoksit (PET/ITO) elektrot, referans elektrot olarak KCI ile
doygunlasmis 3 M Ag/AgCI elektrot ve yardimci elektrot olarak ise 10 mm uzunlugunda
platin tel kullanilmistir. Tim elektrotlar iBAS, Warwickshire, UK firmasindan getirtilmistir.
Olgiimler ise dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopi yazilimi olan
Echem Analyst igeren (Gamry Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayara bagli Gamry
Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazinda

alinmustir.
3.2. Elektrokimyasal Ol¢iimler

PET/ITO elektrota uygulanan biitiin immobilizasyon islemlerinin karakterizasyonunu
Olgmek i¢in dongiisel voltametriden (CV) ve elektrokimysal impedans spektrokopisinden
(EIS) yararlanilmigtir. CV igin potansiyel araligi -0,5 — 1 V arasinda segilmis olup (adim
buytikligi: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) olgtimler 0.1 M KCI igeren ve 6lglim i¢in redoks
probu sunan 5 mM K;[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisi ig¢inde gerceklestirilmistir.
Elektrokimyasal impedans Ol¢timleri ise 10 mV alternatif akimda gergeklestirilmistir.
Olgiimde kullanilan redoks cifti, déngiisel voltametredeki ile aynidir. Impedans spektrumlari

10.000 — 0.05 Hz araligindadir.
3.3. Olciim Prosediirleri

Anti-HER3’ {in elektrot yiizeyine baglanmasi gergeklestirildikten sonraki asama
HER3’ iin elektrot yiizeyine baglanmasimi saglamaktir. Standart HER3 konsantrasyonu 40
fg/uL olarak alinarak elektrot 100 pL’lik ependorflarda bulunan numune igerisine
daldirilmistir. Her inkiibasyon periyodundan sonra elektrot yiizeyinde fiziksel olarak
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absorblanmis HER3’ i uzaklastirmak igin ultra saf su ile yikanarak ve Fe(CN)g redoks

probu igeren ¢ozeltinin bulundugu hiicrede CV ve EIS 6l¢iimleri alinmistir.
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3.4. Immobilizasyon Siireci
3.4.1. PET/ITO elektrotlarin hazirlanmasi

3 mm — 20 mm boyutlarinda ITO elektrot kesilmesi isleminden sonra, elektrotlara
temizlik prosediirii i¢in 10 dakika aseton, 10 dakika sabun ¢o6zeltisi ve 10 dakika saf su
icerisinde sirastyla sonikasyon cihaziyla islem yapilmistir. Daha sonra, ITO elektrotlarin
yiizeyinde immobilizasyon yapabilmek icin yiizeyde hidroksil gruplari olusturulmustur. Bu
islem (5:1:1) H,O, H,0, ve NH;OH igerisinde 1 saat muamele edilerek gergeklestirilmistir.
Hidroksil gruplarmin olusup olusmadigr dongiisel voltametri (CV) ve elektrokimyasal

impedans spektoskopisi (EIS) kullanilarak gosterilmistir.

Sekil 3.1. Hidroksil gruplari olusturulmus ITO yiizeyinin AFM goriintiisii
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Im (A)

200,0 uA

100,0 uA

0,000

-400,0 uA

-200,0 uA
700,0 mV

Cyclic Votammetry

-200,0 mV 300,0 mv 800,0 mV
VE (V vs. Ref.)

~Zinag (ohm)

1,500 kohm

B

1,000 kohm

500,0 ohm

0,000 ohm
0,000 ohm

1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohm
Zreal (ohm)

4,000 kuhrr|

Sekil 3.2. Hidroksil gruplari olusturulmus ITO elektrotun CV ve EIS 6lgiimii
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3.4.2. Anti-HER3’iin ITO elektrot yiizeye kovalent olarak baglanmasi

Yiizeyinde hidroksil gruplart olusan elektrot % 1°lik (3-Aminopropil) trietoksi silan
(APTES) ile gece boyu bekletilmistir. Yiizeye hidroksil uglar1 ile kovalent baglanan
APTES’in CV ve EIS olgiimleri alinmistir. Sonrasinda Anti-HER3’i, olusan APTES’Li
yiizeye baglamak icin antikor ve APTES’in amino grup uclarmmi g¢apraz baglayabilen
glutaraldehit kullanilmistir. % 0.1 lik glutaraldehit ile 15 dakika muamele edilen ITO elektrot,

Anti-HERS eklenerek 1 saat immobilizasyon i¢in bekletilmistir. 1 saatin sonunda elektrotun

CV ve EIS ol¢timleri alinmustir.

Cyclic Vottammetry

200,0 uA

100,0 uA

0,000 A

Im (A)

400,0 uA

.200,0 uA
500,0 mV 0,000V 500,0 mV 1,000V

VE (V vs. Ref.)

B

,000 kohm

500,0 ohm

~-Zimag (chm)

0,000 ohm

0,000 ohm 1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohn

Zreal (ohm)

Sekil 3.3. Anti-HER3 immobilizasyonu sonrasinda déngiisel voltametri (A) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (B) dl¢iimleri ( ® ITO/OH/APTES, € 1TO/OH/APTES/AntiHER3)
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. immobilizasyon Basamaklar1

Immobilizasyon asamalarindan énce yalin PET/ITO elektotlar ile alinan CV ve EIS
Olctimleri redoks probu olarak kullanigimiz ¢ozeltimizin karekteristik piklerini vermemistir.
Bu yiizden yiizeydeki organik kirlilikleri gidermek i¢in temizleme islemi ve hidroksil grubu

olusturulma iglemleri yapilmistir.

PET/ITO elektot ylizeyinde hidroksil gruplar1 olusturulduktan sonra alinan CV ve EIS
Olgiimlerin spektrumlar1 degerlendirildiginde, elektrotun yiizeyinde sadece —OH gruplarinin

olmasindan dolay1 ylizeyin nispeten iletken bir tabakaya sahip oldugunu sdylenebilir.

Daha sonra 3-APTES ile gece boyu inkiibasyon ile kendiliginden olusan tabakalar
(SAM) sayesinde en u¢ kistmda —NH; gruplar1 bulunur. Bu uglarin —OH gruplarina gore
iletkenlikleri daha fazladir. Bu yilizden ilk EIS o&lgiimiine gore daha kiiclik bir spektrum
vermesi beklenir. CV dlgiimiinde ise iletkenligin artmasindan dolay1 voltamogram daha da

artmistir.

38



Cyclic Voktammetry

200,0 uA

100,0 uh

0,000 A

Im (A)

00,0 uA

200,0 uA
-700,0 my -200,0 mV 3000 mv 800,0 mv

Vi (V vs. Ref)

1,500 kohm

B

1,000 kohm

=Zimsag (ohm)

500,0 ohim

0,000 ohm
0,000 ohm 1,000 kohm 2,000 kahm 3,000 kehm 4,000 koh

Zreal (ohm)

Sekil 4.1. 3-APTES immobilizasyonu sonrasinda ITO elektrot yiizeyinin CV (A) ve EIS (B) 6l¢timleri
(® ITO/OH/APTES, 4 ITO/OH)

Bu islemin ardindan glutaraldehit ve Anti-HER3 eklenmesiyle amino uglar
baglanmistir. Bu da EIS ve CV olgiimlerinde bir dnceki adima gore, EIS’de artis CV’de ise
bir azalis olarak goriiniir. Bunun sebebi, aktif ucglarin kapanmasi ve iletkenligin azalmasidir.

lletkenligin azalmasiyla elektron transfer direncide artmustir.
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Antikorun baglayamadigi agik uglari kapatmak igin yarim saat siireyle BSA (Bovin
Serum Albumin) kullanilmistir. Bu asamada da iletkenligin biraz daha azalmasiyla BSA’nin

baglandigi, EIS ol¢iimiiniin artmasi ve CV oOl¢iimiinde ise biraz daha bir azalma oldugu

gorilmektedir.
Cyclic Voltammetry
200,0 ud
100,0 ud
g 00004 2
- irj"f‘
= L
e
i N
$a
-400,0uA "{\\
Kk
-200,0 ud
-500,0 mV 0,000V 500,0 mV 1,000V
Vf (V vs. Ref.)
1,000 kohm
£
=
3
)
500,0 ohm
§
0,000 ohm
0,000 ohm 1,000 kehm 2,000 kehm 3,000 koh
Zreal (ohm)

Sekil 4.2. BSA immobilizasyonu sonrasinda CV (A) ve EIS (B) 6lgtimleri ( ® TO/OH/APTES,
@ ITO/OH/APTES/AntiHER3, M ITO/OH/APTES/AntiHER3/BSA)
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Artik markeri tespit etmek i¢in biyosensor sistemi hazirlanmis olup 1 saat araliklarla 5
kez HER3 inkiibasyonuna birakilan elektrotlarin alinan CV ve EIS sonuglari, baglanmalarin
olup olmadigin1 gosterir. Her eklemeden sonra EIS spektrumlar yiizeyin direnci arttigindan
ve iletkenligin azalmasindan dolayi artis gostermistir. Ayni sonug, CV sonuglarinda da azalma

olarak g6zlenmistir.

Cyclic Votammetry

200,0 uA

100,0 uA

0,000 A

Im (A)

00,0 uA

-200,0 uA
-500,0 mV 0,000 V 500,0 mV 1,000V

VF (V vs. Ref.)

2,000 kohm

1,500 kohm

1,000 kohm

-Zimag (ochm)

500,0 ohm

0,000 ohm
0,000 ohm 2,000 kohm 4,000 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.3. HER3 immobilizasyonu sonrasinda CV (A) ve EIS (B) ( ® ITO/OH/APTES,
@ ITO/OH/APTES/AntiHER3, M ITO/OH/APTES/AntiHER3/BSA,
ITO/OH/APTES/AntiHER3/BSA/HER3)
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Anti-HER3

Sekil 4.4. Anti-HER3 ve HER3 bagli ITO yiizeylerinin AFM goriintiisii
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Sekil 4.5. Immobilizasyon basamaklari
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4.2 Optimizasyon Basamaklari
4.2.1. Anti-HER3 konsantrasyonunun belirlenmesi

Antikor eklenmesi i¢in hazir hale getirilen elektrotlara farkli Anti-HER3
konsantrasyonlarinda inkiibasyon yapilmistir. Bu konsantrasyonlar 5, 10, 20 ve 40 pg/ul
olarak belirlenmistir. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan CV ve EIS &lgtimleri alinmistir. Anti-
HER’iin dolduramadigt bosluklar BSA kullanilarak yarim saatlik inkiibasyona tabi
tutulmustur. Daha sonra saatte bir olmak lizere her saat HER3 eklenerck en iyi antikor
konsantrasyonunun bulunmasi i¢in CV ve EIS 6l¢iimlerinin sonuglarma ve R, degerlerine
bakilmistir. 5, 10 ve 20 pg/ul konsantrasyonlarindaki antikor eklemeleri sonucunda, antijen
baglayacak yeterli antikor konsantrasyonun bulunmadigi gézlemlenmistir. Konsantrasyon -
AR, degerlerine gore cizdigimiz grafikler ve R®leri sonucunda en uygun Anti-HER3

konsantrasyonunun 40 pg/pl olduguna karar verilmistir.

Tablo 4.1. Optimizasyon i¢in belirlenmis AntiHER3 konsantrasyonlarinin AR, degerleri

5 pg/pL 10 pg/nL 20 pg/pL 40 pg/pL
C(fg/uL) ARy AR, AR, AR,
40 1340 1330 614 249
80 170 4831 1562 829
120 1785 5597 1496 1226
160 1745 5845 556 1404
200 2318 5935 1196 1865
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8000 -
ARp
7000 -
6000 - m
- 5 pg/ul y = 8,8275x + 412,3
pg/uLy = 8,8275x + 412,

5000 - m R? = 0,4794
4000 - R2 =0,6962

ffffff 20 pg/uLy=0,395x + 1037,4
3000 - R?=0,0027

40 pg/uL y=9,5175x - 27,5

2000 - R?=0,9726
1000 -

Cifgful)

0 ]
0 250

Sekil 4.6. immobilizasyon i¢in uygun AntiHER3 konsantrasyonun belirlenmesi

(M 5 pg/uL,® 10 pg/uL, 420 pg/uL, ®40 pg/uL)

4.2.2. HER3 konsantrasyonunun belirlenmesi

Anti-HER3 konsantrasyonunun optimizasyonu yapildiktan sonra, baglanabilecek
HER3 miktarin1 belirlemek icin antijen konsantrasyonunun optimizasyonunu yapildi. HER3
konsantrasyonunun optimizasyonu i¢in denenen miktarlar 400, 40, 4, 0.4 fg/uL olarak
uygulandi. 1’er saatlik 5 inkiibasyonun her asamasi igin CV ve EIS Odlgiimleri alindi.
Konsantrasyon - AR, degerlerine gore cizilen grafikler ve R?leri sonucunda en uygun HER3
konsantrasyonun 40 fg/pL olduguna karar verilmistir. Yiiksek antijen konsantrasyonu daha
onceden belirledigimiz antikor miktarina bagli olarak sonu¢ vermemistir. 4 ve 0.4 fg/uL ise
elektrot ylizeyini tam dolduramadigi icin yetersiz kalmis ve sonuglar bu nedenle koti

cikmistir.
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Tablo 4.2. Optimizasyon i¢in belirlenmis HER3 konsantrasyonlarina iligkin AR, degerleri

0,4 fg/uL 4 fg/pL 40 fg/pL 400 fg/pL
C ARy AR, AR, AR,
1 2639 3265 1577 1212
2 3484 3571 2281 1520
3 3523 4830 3641 3460
4 4568 6349 5303 3825
5 5793 7839 5596 4334
9000 | app
8000 -
7000 -
6000 -
5000 - 0,4 y=739,2x+1783,8
fg R?=0,9287
4000 - 4fg y=1192,6x + 1593
R?=0,96
3000 - 40 Y=1106x +361,6
fg  R?=0,9642
2000 - 400 vy =854,9x +305,5
fg R?=0,9164
1000 -
C (fz/pl)
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Sekil 4.7. immobilizasyon i¢in uygun HER3 konsantrasyonun belirlenmesi
(®0.4 fg/uL, M4 fg/uL, A 40 fg/uL,® 400 fg/uL)
4.2.3. Anti-HER3 inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Konsantrasyon optimizasyonlarindan sonra, ne kadar siirede etkili bir baglanma

olacagini anlayabilmek ve daha sonrasinda antijen baglama kapasitesinin ne kadar siirede

daha fazla olacagini gérmek icin Anti-HER3 siire optimizasyonu yapildi. Siire olarak Anti-

HER3 ekledikten sonra 30, 45, 60, 90 dakika sonrasinda CV ve EIS 6l¢timleri alinarak, daha
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sonrasinda da antijen baglama miktarlar1 Rp degerleri hesaplanarak 6l¢iildii. Konsantrasyon -
AR, degerlerine gore cizilen grafikler ve R*leri sonucunda en uygun siirenin 60 dakika
olduguna karar verildi. 30 ve 45 dakikalik inkiibasyonlarin sonucunda antikorun tam
baglanamadigi, bunun sonucu olarak da sonraki asamalarda antijen baglanmalarinin saglikli
olmadig1 gozlemlendi. 90 dakikalik inkiibasyonda ise antikorun denatiire oldugu, bu yiizden

antijen baglama kapasitesinin diistiigli soylenebilir.

Tablo 4.3. AntiHER3 inkiibasyon siirelerine ait AR, degerleri

30 dk. 45 dk. 60 dk. 90 dk.
C(fg/pL) AR, AR, AR, AR,
40 2171 1049 910 1320
80 2145 1629 3273 1005
120 1772 2393 4375 1383
160 4366 2146 4813 2634
200 3343 2252 5441 3132

7000 - ARp
6000 -
--------- 30dk. y=11,413x + 1389,9
5000 - R?=0,451
_____ 45 dk. Y =7,3075x + 1016,9
4000 - R2=0,6975
— 50 dk. Y=26,505x +581,8
3000 - R%=0,887
2000 —90dk. y=13,133x +318,9
R?=0,7972
1000 -
C (fz/ul]
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Sekil 4.8. Iimmobilizasyon igin uygun AntiHER3 inkiibasyonun belirlenmesi
(® 30 dk,M 45 dk, £ 60 dk, ®90 dk)
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4.2.4. HERS inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Antikorun baglanmasi i¢in uygun siireyi belirledikten sonra, Antijen i¢in uygun
baglanma siiresini denendi. Bu siireler i¢in yine 30, 45, 60 ve 90 dakikalik inkiibasyonlar
uygulandi. Bu siirelerin sonunda CV ve EIS sonuglar1 alindi. 30 ve 45 dakikalik inkiibasyon
sonuglari antijen baglanmasi konusunda yetersiz kalmistir. Stirenin kisa olmasi antikor-antijen
etkilesiminin tam gerceklesemedigini gosterir. 90 dakikalik inkiibasyon ise oda sicakliginda
bulunan elektrot ylizeyindeki proteinlerin deformasyona ugradigi sonucunu gosterir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak ve R, degerleri hesaplanmasiyla, konsantrasyon - AR, degerlerine
gore ¢izilen grafikler ve R?leri sonucunda antijen igin en uygun siirenin 60 dakika olduguna

karar verilmistir.

Tablo 4.4. HER3 inkiibasyon siiresine ait R, ve AR, degerleri

60 dk o/l R, AR,
ANtiHER3 2 18E+03
BSA 0 2 94E+03 0
HER3(1) 40 4,01E+03 1068
HER3(2) 80 4,89E+03 1948
HER3(3) 120 6,41E+03 3469
HER3(4) 160 6,78E+03 3847
HERS(5) 200 6,17E+03 3233
4500 1 ARp
4000 - [ =ipahg A
3500 - *
3000
2500
2000
1500
1000
>00 C (fg/uL)
0 T T T T T T T T )
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Sekil 4.9. Uygun HER3 konsantrasyonun belirlenmesi ( 960 dk)
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4.2 5. Tekrarlanabilirlik

Biitin  basamaklarin  optimizasyon  kosullar1  saglandiktan sonra  uygun
konsantrasyonlar ve zamanlarda tekrarlanabilirlik sonuglar1 alindi. Sonuglara gore

biyosensoriin tekrarlanabilir bir sistem oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 4.5. Immobilizasyon asamalar1 ve Rp degerleri

Immobilizasyon Rp fg/nl ARp
AntiHER3 1784 - -

BSA 2160 - -

HER3(1.ekleme) 3603 40 1443
HER3(2.ekleme) 4158 80 1998
HER3(3.ekleme) 4700 120 2540
HER3(4.ekleme) 5301 160 3141
HER3(5.ekleme) 5641 200 3481

Eklenen HER3 konsantrasyonu ile ARp arasinda gizilen grafik asagidaki gibidir.

4000 - ARp

3500 - y = 13,048 + 954,9
3000 - R2 = 0,9934

2500
2000 -
1500
1000
200 - Cifefut)

0 T T T T T 1
0 40 80 120 160 200 240

Sekil 4.10. HER3 miktar1 ile ARp arasindaki grafik
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Sekil 4.11. Tekrarlanabilirlik élciimleri sonras1 CV ve EIS spektrumlari
Tablo 4.6. Tekrarlanabilirlik ve R? degerleri
Biyosensor R? y Aralik (fg/ul)
1 0,9845 15,185x + 4 40-200
2 0,9854 16,785x + 872 40-200
3 0,9753 22,854x + 209,48 40-200
4 0,9808 23,609x + 274,9 40-200
5 0,9934 13,048x + 954,9 40-200
6 0,9893 10,24x + 2042,6 40-200
7 0,9911 25,115x + 155,8 40-200
8 0,9882 31,868x - 54,952 40-200
9 0,9904 32,863x - 790,7 40-200
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4.2.6. Depo kararhhgi

Biyosensoriin en dnemli 6zelliklerinden biri de raf dmriiniin bulunmasidir. Bu yiizden
calismadaki biyosensoriin raf dmriinii gorebilmek i¢in 1, 2, 3 ve 4 haftalik raf 6mrii sonuglari
almmustir. Anti-HER3 ve BSA eklendikten sonra +4 °C’de 1 — 4 hafta arasinda bekletilen
elektrotlarin her hafta sonunda antijen ekleme islemi gergeklestirildikten sonra CV ve EIS

Olctimlerine bakilmistir.

1.hafta sonunda alinan sonuclar;

Cyclic Vottammetry

100,0 uA

50,00 uA

0,000 A

Im (A)

50,00 uA

00,0 uA
600,0 mV 100,0 mv 400,0 mv 900,0 mV

Vf (V vs. Ref,)

8,000 kohm

6,000 kohm

4,000 kohm

-Zimag (ohm)

J:
A
iy

2,000 kohm V.
A

0,000 ohm
0,000 chm 5,000 kohm 10,00 kohm 15,00 kohm 20,00 kohm 25,00 kohn

Zreal (ohm)

Sekil 4.12. 1 haftalik raf 6mrii sonunda CV ve EIS spektrumlari
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12000 -

2ARp
y =44,21x + 1018,6
10000 - R2 =0,9884
L )
8000 -
6000 -
4000 -
2000 -
C[fg/ul)
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Sekil 4.13. 1 haftalik raf dmrii sonunda ARp ile eklenen HER3 miktar1 arasindaki grafik

3. hafta sonunda alinan sonuglar;

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

ARp

y = 60,924x - 578,34
R? = 0,9858

4

C(fgful)

0

50

100 150 200 250

Sekil 4.14. 3 haftalik raf 6mrii sonunda ARp ile eklenen HER3 miktar1 arasindaki grafik

51



Cyclic Votammetry
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100,0 uA
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Sekil 4.15. 3 haftalik raf dmrii sonunda CV ve EIS spektrumlari

Sonuglara bakildiginda 1, 2, 3 ve 4. haftalar sonunda elektrot yiizeyine immobilize
olan anti-HER3’lin denatiire olmadigi eklenen HER3 sonrasinda, anti-HER3 ile baglandigi
goriilmiistiir. Biyosensoriin 3 haftalik bir raf démrii oldugu soylenebilir.
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4.2.7. Yapay Serum ornegi

Yapay serum Ornegi ile antijen-antikor etkilesimlerinin serum igerisindeki tuzlardan etkilenip
etkilenmeyecegi incelenmistir. Yapay serum igin, 4.5 mM KCl, 5 mM CaCl,, 1.6 mM MgCl,,
4.7 mM (D+)-glukoz, 2.5 mM iire, % 0.1 BSA ve 145 mM NaCl’nin bulundugu bir ¢6zelti
hazirlanmistir. Anti-HER3 ve HER3 i¢in yapilan biitiin seyreltmeler hazirlanan yapay serum
cozeltisi ile yapilmistir. Bu sekilde optimize sartlarda olan biyosensér icin CV ve EIS

Olctimleri alinarak yapay serumun etkisine bakilmuistir.

Tablo 4.7. Yapay serum érnegi ile alinan 6lglimlerin Rp ve ARp degerleri

Immobilizasyon Rp fg/nl ARp
AntiHER3 2867 - -
BSA 3538 - -
HER3(1.ekleme) 4269 40 731
HER3(2.ekleme) 5020 80 1482
HER3(3.ekleme) 5381 120 1843
HER3(4.ekleme) 6056 160 2518
HER3(5.ekleme) 6514 200 2976
3500 - ARp
3000 + y =13,815x + 252,2
2500 - R? =0,9903
2000 -
1500 -
1000 -
200 7 c (fe/uL)
0 T T T T )
0 50 100 150 200 250

Sekil 4.16. Yapay serum 6rnegi sonrast ARp — HER3 arasindaki grafik
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Sekil 4.17. Yapay serum 6rnegi ile alinan CV ve EIS spektrumlart
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5. SONUC ve ONERILER

Kiiresel kanser yiikii gectigimiz 30 yi1l zarfinda iki kattan daha fazla artmistir. 2008’de
12 milyon yeni kanser vakasiin teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7 milyon o6liimiin
gerceklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen hayatta oldugu tahmin edilmektedir. Diinya
niifusunun siiregelen artis1 ve yaslanmasi kanser yiikii tizerinde de biiyiik degisikliklere yol
acacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17
milyon 6liim ve son bes yil i¢inde kanser tanis1 konmus 75 milyon kisi rakamlarina ulagiimasi
beklenebilir. Kanser, insanligi bu kadar tehdit eden bir hastalik olmusken onun daha kolay

teshis edilebilecegi yeni yontemler bulmak gerekmektedir.

Kanserde erken teshis, uygulanacak tedavinin basaris1 ve yasama sansinin artmasi
bakimindan hayati énem tasimaktadir. Bu sebeple hassas ve spesifik teshis yontemleri
gelistirilmektedir. Biyomarkerlerin kan, idrar ve diger viicut sivilarinda analizi ile gelistirilen
yontemler, kanser teshisi i¢in alternatif yontemler sunmaktadirlar. Bu ¢esit analizler, saglik
calisanlarina hasta ile ilgili gerekli ilgileri zamaninda sunmakta, bdylece kisa siirede tedavi

yontemi belirlenebilmekte ve hastanin yasam siiresi uzamaktadir.

Biyosensorler, fizikokimyasal transduser ile biitiinlestirilmis ya da alakalandirilmig
molekiiler tanimlama cihazidir. Bu cihazlar point-of-care olarak siiflandirilabilirler ve bu
sekilde evde ya da klinikte kullanilabilme imkénina sahiptirler. Uygun bir biyosensor
tasarlarken cihazin spesifikligini belli bir markere olan hassashigr belirlemektedir.
Biyosensorler, kolay kullanim, ucuzluk ve g¢abuk sonu¢ verme gibi avantajlar

saglamaktadirlar.

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnclerini, yiizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan
cok etkili ve kullanighh bir metottur. Son yillarda biyosensorlerin hem hazirlanma
asamalarinin, hem de biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi ve kantitatif
analizlerinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baslanmistir. EIS nin kullanimu ile ilgili
ilk ornekler 1980'lerin sonunda rapor edilmis olmasina ragmen metodun uygulamalari,
enstriimantasyondaki ilerlemelere bagl olarak son yillarda ¢ok fazla artis gostermistir. Clinkii
elektrokimyasal impedans spektroskopisinin kompleks parametreleri enstriimanlarin her tiirlii
donanimindan ¢ok fazla etkilenebilmektedir. Impedans teknikleri ile biyoreseptdr ve onun

analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesinin yan1 sira, transduserde biyomolekiillerin
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immobilizasyonu boyunca meydana gelen olaylarda oldugu gibi, yiizey modifikasyonun
karakterizasyonlari da bagariyla gerceklestirilebilir. Bu 6zellikleri ile impedans ayni zamanda,
yilizey morfolojisinin goriintiileme teknikleriyle aydinlatilmasinda yardimei ve ¢ok dnemli bir

aractir.

Bu calismada, meme kanserine yonelik anti-HER3 bazli ve HER3 tayini yapabilen
yeni bir biyosensor tasarlanmigtir.  Bunun igin Oncelikle dongiisel voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile imobilizasyon adimlar1 ve HER3’ {in elektrot
ylizeyine baglanmasi incelenmistir. Biyosensoriin basarili sonuglar vermesi i¢in tiim adimlar
optimize edilmistir. Bu adimlardan anti-HER3 konsantrasyonu 40 pg/uL olarak belirlenmistir.
Ikinci bir adim olarak HER3 konsantrasyonu ise 40 fg/uL olarak tespit edilmistir. Marker
konsantrasyonun fg diizeyinde olmasi biyosensor icin oldukca avantajli bir durumdur. Bu
derece kiigiikk konsantrasyonlarda yanit alabilmek biyosensdriin hassasiyet duyarliligin
gostermektedir. Yine biyosensor i¢in ikinci dnemli adim tekrarlanabilir bir sistem olmasidir.
Farkli zamanlarda alinan 6l¢iimler sonucunda sistemin tekrarlanabilirligi tespit edilmistir. Bir
ay boyunca her hafta raf Omriinii belirlemek iizere alinan dongiisel voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi sonuglari iizerine sistemin 3 haftaya kadar dayanikli
oldugu gosterilmistir. Yapay serum oOrnegi ile seyreltmeleri yapilan anti-HER3 ve HERS3
porsiyonlarinin serum icerisinde bulunan tuzlarla etkilesimde bulunmadigi yine CV ve EIS

Olctimleri sonucunda tespit edilmistir.

ITO elektrotlarin HER3 biyomarkeri ile kullanilmasi, farkli biyomarkerler ile
yapilabilir biyosensor sistemlerine de olanak saglamaktadir. Elektrotlarin kullan at seklinde
pratik kullanimi yine hizli bir sistem oldugunu gostermektedir. ITO elektrodun bu

avantajlarinin bulunmasi bu yondeki ¢aligmalar1 ITO elektrotlar iizerinde yogunlastirabilir.

Yine bu sistem ile gergek serum Orneklerinde tayin islemleri yapilarak sistemin

duyarlilig1 tespit edilebilir.
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