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Fen Bilimleri Enstitiisi

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Gelecegin "mucize materyali" olarak adlandirilan grafen, bal petegine benzer
hegzagonal orgiiye sahip bir atom kalinliginda karbon atomlarindan olusan ¢ok ince, gok
dayamkli ve ¢ok sert bir materyaldir. Iki boyutlu yapisindan (2D) dolay: genis yiizey alani
saglayan grafit temelli malzemelerin temel yapi1 tasi olan grafenin, hizli elektron taginima,
yiiksek 1s1l ve elektrik iletkenligi, milkkemmel mekanik saglamlik ve biyouyumluluk gibi
ozellikler sergilemesi bu materyalin saydam iletken elektrotlar, biyosensorler ve
elektrokimyasal sensorler gibi pek ¢ok alanda uygulanabilirligini saglamaktadir. Molekiiler
saperonlar olarak bilinen 1s1 sok proteinleri (HSP), 6zellikle 1s1, zehirli metaller, hastaliklar ve
diger strese neden olan zararli uyaricilara maruz kalindiginda hiicrelerde sentezlenirler.
Ayrica, HSPler bir¢ok kanser tiirlerinde gereginden fazla iiretilirler. Bu protein ailesi arasinda,
HSP70 hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan, stresle uyarilabilir ana proteindir.

Bu tez ¢alismasinda, HSP70 tayini igin bir biyosensor gelistirilmesi amaglandi. Ilk
olarak, grafen camsi karbon elektrot iizerine kaplandi. Daha sonra antiHSP70 nin EDC/NHS
kullanilarak grafenle kaplanmis yiizey iizerine kovalent olarak baglanmasi saglandi. Dongiisel
voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile immobilizasyon adimlar1 ve
HSP70’ in elektrot yiizeyine baglanmasi incelendi. Biyosensoriin basarili sonuglar vermesi
icin tim adimlar optimize edildi. Yapilan biyosensor gergek serumda denendi ve gelecege
yonelik umut vaad edici sonuglar elde edildi.

Anahtar Kelimeler: grafen, HSP70, dongiisel voltametri (CV), elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS), biyosensor

2015, 60 sayfa
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Graphene called as “miracle material of the future” is formed by one- atom- thick
carbon atoms. It is very thin, durable and rigid material and has a lot of features such as rapid
electron transport, high electric conductivity, great mechanical stability and biocompatibility.
Due to these features, the graphene can be used in many areas such as biosensors and
electrochemical sensors. Heat-shock proteins (HSP), referred to as molecular chaperones, are
highly conserved proteins which are synthesized especially in cells under a variety of harmful
stimuli, including heat, toxic metals, diseases, and other stressors. Moreover, HSPs are over
expressed in a wide range of human cancers. Among this protein family, HSP70 is the major
stress-inducible protein that is abundantly and ubiquitously expressed in all cells.

In this study, it is aimed to design a biosensor for determination of HSP70 (heat shock
protein). Firstly, the glassy carbon electrode was covered with graphene. Later, antiHSP70
was covalently immobilized onto graphene layer by using EDC/NHS. The immobilization of
antiHSP70 and HSP70 protein binding onto the electrode surface were monitored by cyclic
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. All important steps of this study
were optimized to obtain better biosensor response. This biosensor was applied with human
blood serum and hopeful results were obtained.

Keywords: graphene, HSP70, cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), biosensor
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1.GIRIS

Genel anlamda biyosensorler; biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, mithendislik gibi pek
cok bilim alaninin bilgi birikiminden multidisipliner bir anlayis ¢ergcevesinde faydalanilarak
ve biyolojik molekiillerin veya sistemlerin sec¢imlilik ozellikleri ile modern elektronik

tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak

bilinirler.

Biitlin organizmalar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek i¢in degisimlere uymaya calisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel olmustur. Canlilar teknologlarin hayal bile
edemeyecegi duyarlilik &zelligine sahiptirler. Ornegin bazi kopeklerin koku almalari
insanlardan 100.000 kat daha hassastir. Yilan baliklar1 tonlarca su igerisine ilave edilen birkag
damla yabanci maddeyi derhal farkeder. Kelebekler partnerlerinin yaydigi birka¢ molekiilii
bile algilar. Algler ise zehirli maddelere karsi ¢ok duyarhidirlar. Canlilarin bu uyarilar
algilamayr mimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi

biyosensorleri meydana getirmistir (Otlu 2010).

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram ve tanimlarinda
da 6nemli genislemelere 6n ayak olmustur. Canli yasamin 6nemli unsurlarindan olan gérme,
isitme, koklama, tad alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en miikemmel
biyosensorik sistemler olarak disiintildiikleri i¢in biyosensor calismalarmma glizel 6rnek

olurlar.

Giliniimlizde gorme, isitme gibi yeteneklerini kaybetmis kisilerin bu yeteneklerini
tekrar yerine koyacak yapay sistemler iizerinde yogun arastirmalar gerc¢eklestirilmektedir. Tip
alanindaki bilim adamlariyla ortak calismay1 gerektiren bu arastirmalar da biyosensor alanina
dahil tutulabilirler. Bununla birlikte, bugiin biyosensérlerden bahsedilince ilk akla gelen daha

genel ve yaygin kullanim imkanina sahip, analiz amacina yonelik biyoanalitik sistemlerdir.

Biyosensorlerin tarihi 50°li yillarin ortalarinda L.C.Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde
(Ohio,ABD) ameliyat sirasinda kanin Oz miktarmi bir elektrod ile izlemesiyle baslar. 1962
yilinda Clark ve Lyons glukoz oksidaz (GOD) enzimini O elektrodu ile kombine ederek
kanin glukoz diizeyini Olcebildiler. Boylece yeni bir analitik sistem olustu. Bu sistem bir

yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifisikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin



(elektrot) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagina sahip

olmustur.

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢Oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membrani
gecerek elektrot yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu sirada
Oz kullanilir. Ortamdaki glukoz bittiginde Oz elektrodu ile baslangictaki ve reaksiyon
sonundaki ¢6ziinmiis O2 miktari belirlenir. Aradaki fark ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in
harcanan O olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktar1 bulunur. Klasik elektrokimya ile
sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de
katilmast ile diger birgok maddenin tayini yapilabilir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine
biyosensorler denir (Aykut 2006).

Bu tez calismasinda da, HSP70 (is1 sok proteini) tayinine yonelik bir biyosensor
tasarlanmasi hedeflenmistir. Bunun i¢in cams1 karbon elektrot yiizeyi grafenle kaplanmistir.
Boyle bir yontem zahmetli, uzun siireli ve olduk¢a pahali klinik tam1 yontemleriyle

karsilastirildiginda umut vaat eden alternatif bir tan1 yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



2. KURAMSAL BILGILER
2.1. Grafen

2.1.1.Grafenin kesfi

Grafenin kesfiyle, simdiye kadar bilinmeyen bir malzeme sinifi ortaya ¢ikmistir. 2B
kristal malzemeler son zamanlarda tespit edilmis ve karakterizasyon tekniklerinin
ilerlemesiyle de analiz edilmeye baslanmistir. Grafen dendiginde, Novoselov ve Geim
isimleri akla gelmesine ragmen aslinda grafen adi literatiirde daha 6nce gegmis ve sekli tasvir
edilmistir. Ancak sentezi gerceklestirilememis, elektronik 6zellikleri hakkinda bilgiler ortaya
cikarilmistir. Grafene en ¢ok yaklasan bilim adami Shioyama 2001 yilinda yayinladigi
makalesinde grafenle ilgili olarak elastiklik 6zelligini 6ne siirmiis, bu 6zelligin yanisira 400
°C sicakligin iistiinde yanma ve 7m-m etkilesimi sonucunda beklenen biikiilme gibi pek ¢ok
Ozelligi de calismasinda belirtmistir. Ancak, izoprenin potasyumla etkilestirilerek, grafitin
grafene aynistirildigi ¢alismasinda grafenin karakterizasyonunu yapamamistir (Shioyama
2001). Bu eksiklik, belki de kendisini 2011 Nobel Odiilii’ nden alikoymustur.

Grafen ilk olarak Geim ve Novoselov tarafindan 2004 yilinda yiiksek derecede
yonlenmis pirolitik grafitten (HOPG) mekanik ayristirma yoluyla elde edilmistir. Bu
yontemde Geim ve arkadaglar1 yapistirict bant1 yiliksek derecede yonlenmis pirolitik grafit
tizerine tekrar tekrar yapistirip ¢ekerek tekli grafit katmanindan olusan grafeni izole etmeyi

basarmislardir. (Novoselov 2004). Bu bulus, 2010 yili Fizik Nobeli’yle 6diillendirilmistir.

2.1.2.Grafenin yapisi

Grafen bazli nanomateryaller 6zellikle fizik¢iler, kimyacilar i¢in ilgi odagi olmustur.
Gelecegin "mucize materyali" olarak adlandirilan grafen, bal petegine benzer hegzagonal
orgliye sahip bir atom kalinliginda karbon atomlarindan olusan ¢ok ince, ¢ok dayanikli ve ¢ok
sert bir materyaldir. Grafeni bu kadar 6zel yapan ve arasgtirmalarda ¢ok ilgi gdrmesini
saglayan, sahip oldugu essiz ozellikleridir. Karbon nanotiiplerin ve fullerenlerin aksine alti
halkali karbon atomlar diizlemsel bir yapida baglanmislardir. Ayrica grafen 2630 m?/g gibi
son derece yiiksek bir yiizey alanina sahiptir (Stankovich 2006). Yani, 1 g grafen ile ¢eyrek
futbol sahasi kadar bir alan kaplanabilir. Ayn1 miktar ticari grafit tozu sadece 0,02 m? yiizeyi
kaplar. Grafenin yapist Sekil 2.1. de gosterilmektedir.
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Sekil 2. 1. Grafenin yapis1

Iki boyutlu malzeme olan grafen; fulleren, karbon nanotiip gibi materyaller icin bir
yapitasi olarak digiiniilebilir. Sekil 2.2.°de gosterildigi gibi, grafenden yola ¢ikilarak farkli
malzemeler elde edilebilmektedir. Bu malzemeler icerisinde en ¢ok bilinenleri fulleren,
karbon nanotiip ve grafittir. Grafen kendi igerisinde kiip olusturacak sekilde katlanirsa
fulleren yapisi elde edilir. Fullerenler sifir boyutlu yapilar olarak bilinmektedirler. Eger grafen
yapist kendi ekseni etrafinda sarilir ise nanotiipler olusur. Nanotiipler bir boyutlu yapilardir.
Birden fazla grafen tabakasi {ist iiste dizilirse grafit yapisi elde edilir. Grafit {i¢c boyutlu bir
malzemedir. Ozellikle grafen tabakasinin farkli sekillerde katlanmasiyla elde edilen sifir, bir
ve iki boyutlu yapilar kuantum sinirlama etkisine sahip olduklarindan elektronik arastirma

alaninda oldukc¢a yogun ilgi gérmektedirler.



Sekil 2. 2. Grafen ve grafen temelli fulleren, nanotiip ve grafit yapilar

2.1.3. Grafen sentezi

Grafenin elektrokimyasal Ozelliklerinin anlasilmasi i¢in ilk olarak grafenin
sentezlenme yontemlerinin anlagilmasi gerekir. Grafen sentezi icin gelistirilen bircok yontem
vardir. Ik olarak 2004 te, Novoselov ve arkadaslari grafen levhalarin, yiiksek derecede
yonlendirilmis pirolitik grafitin (HOPG) mekaniksel eksfoliasyonu (katman katman ayirma)
yontemi ile hazirlanmasi iizerine ¢alismislardir. Bu ¢alismalariyla 2010 Fizik Nobel Odiilii'ne
layik goriilmiislerdir (Novoselov ve ark. 2004). Novoselov ve arkadaslar1 (2004) yapistirict
banti HOPG {izerine yapistirip g¢ekerek ve banta aktarillan grafite tekrar bagka bant
yapistirmak ve bu isi siirekli yapmak kaydiyla grafeni izole etmislerdir. Mekanik ayristirma
yonteminde ayrigtirma yoluyla grafenin tekrarlanabilir sentezi ilk olarak gerceklestirilmistir.
Daha sonra yapilan teknikler diinyanin hemen hemen her yerinde ki bilim adamlarina grafen
tabakalarini izole etme imkani sunmustur. Bu sentezler sonucunda elde edilen grafenin,
giinimiiz teknolojisinin sundugu avantajlar1 daha da gelistirerek teknolojinin yakin

gelecekteki seyrini degistirecegi dngoriilmektedir.

Diger metot, grafitin hafifce eksfoliasyonudur, ama bu yontemde verim ¢ok diisiiktiir

(Hernandez ve ark. 2008). Grafen ayrica ultra yiiksek vakum altinda SiC levhanin termal



bozunmasi veya metal substrati (rutenyum (Sutter 2008), Ni (Kim ve ark. 2009), Cu (Li ve
ark. 2009)) iizerinde C ¢oktiirme yontemleriyle de elde edilir.

Bu sentez yontemleri grafenin elektronik uygulamalarda kullanilmasi i¢in uygun olan
yontemlerdir. Diger sentez yontemi, grafit oksitin kimyasal veya termal indirgenmesidir. Bu
yontem ayrica grafen sentezinin en ekonomik yontemidir (Geim ve ark. 2009).
Elektrokimyada kullanilan grafenin ¢ogu, grafit oksitin indirgenmesi metoduyla iretilir.
Grafit oksit indirgenmesi ile elde edilen ve fonksiyonlanmig grafen levha veya kimyasal
olarak indirgenmis grafen oksit olarak da adlandirilan grafen birgok fonksiyonel gruba

sahiptir. Bu 6zelligi bir¢ok elektrokimyasal uygulamalarda avantaj saglamaktadir.

Grafit oksitin indirgenmesi ile iiretilen fonksiyonlanmis grafen, Orgii yapisinin
bozulmasindan dolay1 biiziismiis bir yap: olarak gdzlemlenir ve bu bozulmamis saf grafende

gozlenen dalgali yapidan farklidir. Sekil 2.3. te bu goriintiiler verilmistir.

4

Sekil 2. 3. Grafen Yapisi a) Saf grafenin yapisal modeli b) grafenin TEM goriintiisii c)
grafenin SEM goriintiisii

Sekilde b ve ¢ deki grafen, grafen oksitin kimyasal indirgenmesinden {iretilmistir.



2.1.4. Grafenin ozellikleri

e [Elektrokimyasal ozellikleri

Yiiksek derecede yonlenmis pirolitik grafitin (HOPG) yapisi, bir kism1 bozulmus ¢ok
tabakal1 grafendir. Grafen levhanin kenar yiizeyi, 0,01 cm/s elektron transfer hiz sabitine (ke)
sahip olmasina ragmen, ana yiizey elektrokimyasal olarak (kb 10 cm/s in altindadir.) inerttir.
Grafen levhanin ana yiizeyi bazi kusurlar igerebilir ancak genelde kusurlarin, hizli elektron
transfer kinetiklerinden dolay1 kenar yiizey bolgelerinde oldugu 6ngoriiliir. Kusursuz yapidaki

grafen levhalar sifira yakin kb degerine sahiptir (Davis ve ark. 2005).

Grafen levhalarin elektrokimyasi, grafenin heterojen elektron transferinin hizli oldugu
kenarlar1 tarafindan yonlendirildigi i¢in, CNT ve grafenin yapisina bakildiginda grafen
levhalarda go6zlenen heterojen elektron transferinin daha yiiksek olmasi beklenmektedir.

Ciinkii grafenin kiitle basina diisen kenar sayisi1 daha fazladir yani yiizeyi daha genistir.

Biitlin bu 6zelliklerin yanisira grafen kimyasal kararliligi ve 6zellikle elektrokataliz
calismalar1 icin metalik ve metal oksidi parcaciklarini tutma kabiliyeti 6zellikleriyle

elektrokimya ¢aligmalar1 i¢in bulunmaz firsatlar sunmaktadir.

Yiizeye grafen tutturulmus karbon elektrot igin tipik bir elektrokimyasal davranis Sekil
2.4.’te gosterilmektedir (Shan 2009).
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Sekil 2.4. Grafen kapli elektrodun ferrisiyaniir ¢ozeltisindeki tersinir elektrokimyasal
davranig1 gosteren (diiz ¢izgi) ve destek elektrolit i¢in verdigi (kesikli ¢izgi)
voltammogramlar. Noktali egri ise camsi karbon elektrodun destek elektrolit
icinde verdigi voltamogrami gostermektedir.

Sekil 2.4.’e bakildiginda grafenin, elektroaktif bir madde olan ferrisiyaniire karsi
verdigi cevap goriilmektedir. Camsi karbondan farkli olarak ¢ok yiiksek bir kapasitif akim,
artik akimin biiylimesine sebep olmustur. Bu grafen i¢in karakteristik bir 6zellik olup siiper
kapasitorlerin iiretilmesinde ve grafenin hibrit otomobiller icin elektrik enerjisinin

depolanmasinda kullanilmasina imkéan vermektedir (Stoller 2008).

Grafen, elektrot yiizeyinin modifikasyonunda dogrudan kullanilmaktadir. Grafenle
modifiye edilen elektrot, edilmemis elektrot ile ayni potansiyelde pik veren ve analizi
yapilamayan karigimlarin analizinin yapilmasina imkan saglar. Sekil 2.5‘de {irik asit ve
askorbik asit karisiminin camsi karbon ve grafen-modifiye camsi karbon elektrot iizerinde

verdigi voltamogramlar verilmistir (Chang 2010).
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Sekil 2. 5. Urik asit ve askorbik asit karisimimin cams1 karbon (a) ve grafen modifiye camsi
karbon elektrot (b) lizerinde verdigi voltamogramlar.

e Grafenin elektronik ozellikleri

Grafen, sifir band aralig1 nedeniyle, teorik ve deneysel acidan miikemmele yakin bir
elektronik iletken malzemedir (Avouris 2010). Elektronlarin enerjisi, Brillouin bdlgesi
kenarlarindaki elektronlarin momentumu ile dogrusal olarak iliskilidir (elektronlar kiitlesiz
Dirac fermiyonlar1 gibi davranir). Ayrica, grafen diizliiklerde balistik iletim gozlenir. Grafenin

band yapist ilk kez 1947 yilinda siki-bag modeli kullanilarak elde edilmistir (Wallace 1947).



Sekil 2.6. Bir grafen diizliigiin band yapisi. Solda; bir grafen diizliigiin band yapisi. Iletim ve
valans band1 bir huni bigimindedir. Sagda; band yapisinin iistten goriiniisii.

e Mekanik ozellikleri
Grafende C-C baglar arasinda kuvvetli kovalent baglar oldugu igin bir grafen diizliik
olaganiistii mekanik 6zeliklere sahiptir. Grafiti olusturan grafen diizliiklerin arasinda ise zay1f
Van der Waals baglar1 oldugu icin grafen diizliikkler ¢cok az bir kuvvet uygulandiginda
birbirlerinin stiinden kayarak grafit yapisini bozabilir (Rozploch ve ark. 2007).

2.1.5. Grafenin avantajlar
Grafen;
e Yiiksek elektrik iletkenligine ve termal iletkenlige sahiptir.
e Kuantum Hall 3 etkisine sahiptir.
e Yari metal veya sifir bant enerjili yari iletkendir.
e Transparan, esnek, hafif ve ¢ok kuvvetlidir.

Bu ozelliklerinden dolayi, olduk¢a fazla kullanim alanina sahip gelecek i¢in umut
verici bir malzeme olarak degerlendirilmektedir (Rao ve ark. 2009). Hatta grafen tabakasinin
genisligi ve hazirlanis bigimi (zig-zag veya sandalye) ayarlanabilmektedir ve bu sekilde ona
farkl1 fiziksel oOzellikler kazandirmak miimkiindiir. Ayrica grafenden olusturulan
malzemelerin elektronik 6zelliklerinin malzemeyi olusturan tabaka sayisina da bagli olmasi,
onun tabaka sayisi kontrol edilerek o6zelliklerin kontrol edilebilecegini gostermektedir.
Ornegin, ¢ok tabakali grafen bir metalik iletken olmasina karsin tek tabaka grafen bir yari
iletkendir
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Grafen ile ¢alismalarin, karbon materyallerine yeni bir bakis agis1 saglayacagi
diistiniilmektedir. Karbon nanotiiplerle kiyaslandiginda grafen; diisiik maliyet, genis yiizey
alan1, tretim kolayligi ve giivenirlik gibi avantajlara sahiptir. Grafen, yiiksek saflik
gostermesinden dolayi, karbon materyallerin elektrokatalitik etkilerinin arastirilmasi igin iyi

bir malzemedir. (Alwarappan ve ark. 2012).

2.1.6. Grafenin kullanildig: yerler

Grafitin tek atomik tabakasindan olusan grafen; mekanik ve termal dayaniklilik,
yiiksek elektron mobilitesi, optiksel gecirgenlik gibi yeni elektronik ve mekanik
ozelliklerinden dolay1r oldukga fazla dikkat c¢ekmistir. Iki boyutlu hekzagonal karbon
yapisindan olusan grafenin bu miilkemmel Ozellikleri sayesinde nanoelektronikte, sensor
uygulamalarinda, enerji depolayicilar ve doniistiiriiciiler i¢in en uygun malzemelerden birisi
olacag diisiiniilmekte ve bilim cevreleri tarafindan arastirilmaktadir. Farkli grafen elde etme
yontemlerine bagli olarak olusan grafenin 6zellikleri ve kullanim alanlar1 degismektedir.
Gilintimiizdeki silisyum tabanli elektronik teknolojisi gilin gectik¢e sinirlarina yaklagmaktadir.
Ciinkii silisyumun ¢ok kiiciik dlgeklerde boyutlandirma problemi olmaktadir. Yariiletken
endstrisinin elektronik bilesenlerin kiiciiltiilmesi konusunda gelecek yirmi yil i¢inde karsi
karsiya kalmasi beklenen en biiyiik sorunlardan biri olan alt sinira ulasilmasi grafen sayesinde
asilabilecek gibi durmaktadir.

Grafen son zamanlarda bilgisayar teknolojisinde dokunmatik ekranlarda da
kullanilmaya baglanmistir. Simdiye kadar tiretilen ekran yalnizca bir piksel ¢oziintirliiglinde
ve metrenin milyonda biri Olgiilerindedir. Su an i¢in dokunmatik ekranlarin yiizeyinde
indiyum kalay oksit kullanilmaktadir. Indiyum, dogada az bulunan bir element oldugu igin,
dokunmatik ekranlarin gelecegi bu elementin yerine kullanilabilecek baska maddelerin
bulunmasina bagldir ve bu konudaki arastirmalar devam etmektedir. Ayrica grafenin
sergilemis oldugu elastiklik 6zelligi onun esnek teknolojik malzemeler olusturmasini
saglamistir. Glinlimiizde grafen temelli esnek ekranli cep telefonlar: tiretilmistir. Ayrica, tek
katmanli grafen yiizeyler gilines hiicreleri i¢in elektrotlar olusturma, lityum pillerde anot ve
elektrot malzemesi ve yariiletken olarak da kullanilma 6zelligine sahiptirler. Bunlarin diginda
grafeni esas c¢ekici kilan sey ise grafenin icinde elektronlarin fotonlar gibi
davranabilmeleridir. Amerika'da bulunan Teksas Universitesi'nin arastirmacilar;, normal
pillerden daha kapasiteli elektrik depolari olan ultrakapasitorleri grafen tabanli olarak imal
etmeyi basarmiglardir. Sonug¢, normalin iki kati kapasiteye sahip olan ultrakapasitorler

olmustur. Bu gelisme hayata gegirilirse, sarjli pille calisan cihazlar yaninda, riizgarsiz veya

11



giinessiz glinler i¢in biiyiik miktarda enerji depolama yontemleri arayan yenilenebilir enerji
endistrisi i¢in de ¢ok faydali olacaktir.

Pil teknolojisinde oldugu gibi hidrojen depolamada da grafen malzemesi oldukg¢a
onemli roller listlenmektedir. Artan kiiresel 1sinma ve fosil yakitlarin giin gectik¢e azalmasi
aragtirmacilart yeni arayislara itmektedir. Hidrojenin verimli bir sekilde depolanip elektrik
enerjisi gereken yerlerde kullanilmasi i¢in oldukga yogun arastirmalar yiiriitiilmektedir.

Spintronik teknolojisi de gilinlimiizde olduk¢a Onem kazanmaya baslamistir.
Elektronlarin yiikiine ek olarak sahip olduklar1 spinlerini de kullanmaya c¢alisan bu teknoloji
giniimiiz bilgi depolama sistemlerinde hayati Oneme sahip bulunmaktadir. Grafen
nanoseritlerin de sahip olduklar1 manyetik 6zellikler sayesinde spintronikte kullanim alanlar
dogmaktadir.

Grafen viicut igerisinde bulunan iyonik sivilarda yapisi bozulmadan kalabildiginden
dolay1 biyolojik uygulamalar i¢in de umut vaat eden bir malzeme niteligindedir. Biyonik
kulaklar, biyonik goézler grafen teknolojilerinin gelistirilmesi ile miimkiin olabilecek gibi
goriinmektedir. Heniliz biyoelektronik ve biyomalzeme olarak kullanimi ig¢in yapilan
arastirmalar ¢ok baslarda olsa da arastirmacilar gelecek i¢in olduk¢a umut verici oldugunu

diisinmektedirler (Anonim 2014).

e Grafenin biyosensorlerde kullanimi
Grafen sahip oldugu hizli elektron taginimi, biyouyumluluk gibi essiz 6zellikleri
sayesinde elektrokimyasal, impedimetik, floresans biyosensorler ve immunosensorler gibi

tiim biyosensorlerde uygulanabilirligini saglamaktadir.

Yang ve arkadaglart (2011) yapmis olduklari calismada, camsi karbon elektrot
yizeyinde GO’in elektrokimyasal indirgenmesini gergeklestirdikten sonra Au-Pd
nanopartikiilleri ile yiizeyi modifiye etmisler ve biyosensor olarak kullanimini incelemislerdir.
GO’in elektrokimyasal indirgenmesini pH’s1 5 olan fosfat tampon ¢ozeltisinde 0 V ile -1,5 V
arasi tarama yaparak basarmislardir. Au kaynagi olarak HAuCls, Pd kaynagi olarak ise PdCl»
secilmigtir. Au-Pd nanopartikiillerinin sentezi bu metal iyonlarmin bulundugu ¢ozeltiden -0,2
V sabit potansiyelde depozisyon ydntemiyle elektrokimyasal indirgenmis GO yiizeyinde
gerceklestirilmistir. Grafen modifiye elektrotlarin sensor olarak kullanimina diger bir 6rnek
ise Sang ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilmistir. Yapmis olduklart bu ¢alismada,
kardiyovaskiiler, bobrek, hormonal ve merkezi sinir siteminde 6nemli rolii olan biyomolekiil
dopamin (DA), askorbik asit (AA) ve lrik asit gibi molekiillerin yaninda se¢ici olarak tayin

edilmistir. Ozellikle biyolojik &rneklerde DA ile birlikte bulunan AA, dopaminin
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elektrokimyasal belirlenmesi i¢in biiylik bir problemdir. Ciinkii Au, Pt ve cams1 karbon
elektrot gibi geleneksel elektrotlar iizerinde DA ve AA’in oksidasyon potansiyellerinin
birbirine ¢ok yakin olmasindan kaynaklanan bir girisim s6z konusudur. Dolayisiyla, AA’in
varliginda DA’nin segici belirlenmesi bu arastirma alaninda biiylik bir amagtir. Bu amag igin,
organik redoks aracilari, nanopargaciklar, polimerler, kendi kendine biriken tek tabakalar ve

karbon nanotiipler gibi ¢esitli materyaller elektrotlarin modifikasyonunda kullanilmistir.

Grafenin elektrokimyasal davranisi ile grafen temelli elektrokimyasal sensor
calismalarinin son birkag yilda bir hayli artmasi, grafenin elektrokimyasal analizlerde 6nemli
bir elektrot malzemesi olacagini gostermektedir.

Bir¢ok uzman, grafeni hizli, ince ve esnek elektronik cihazlarin yapiminda silikona
rakip olarak diisiinmektedirler. Ancak grafenin silikonun yerini alabilmesi i¢in 6zelliklerinin
kontrol edilebilmesi gerekir. Ornegin silikon gibi yari iletkenlerin aksine, saf grafen sifir bant
enerji araligma sahiptir dolayisiyla iizerindeki akim gecisini kontrol etmek zordur. Bu
nedenle, arastirmalar son birkag¢ yilda daha fonksiyonel, 6zellikleri sentez metodu ile kontrol
edilebilen yiiksek kalitede grafen, GO ve grafen temelli kompozit malzemelerin sentezine ait
yeni metodlarn gelistirilmesi iizerinde yogunlasmustir. Ozellikle elektrokimyasal ve
elektronik uygulamalarda kullanilan strateji grafitin, grafen oksite doniistiiriilmesi ve daha

sonra istenen derecede ve istenen katki maddeleri ile birlikte indirgenmesidir.

2.1.7. Grafenle Ilgili Yapilan Calismalar
Papakonstantinou ve ark. grafen bazli nanomateryalleri elektrokimyasal algilama

i¢in kullanan ilk aragtirmacilardir.

Zheng ve ark. (2015), pestisit tayini i¢in iyonik sivi fonksiyonlu grafen temelli bir
asetilkolin esteraz biyosensorii gelistirmislerdir. Caligmalarinda, iyonik sivi fonksiyonlu
grafeni epoksit halka agma reaksiyonuyla sentezlemislerdir. Daha sonra iyonik sivi
fonksiyonlu grafen ve jelatin modifiyeli elektrot basariyla hazirlanmistir. Asetilkolin esterazin
iyonik sivi  fonksiyonlu grafen ve jelatin modifiyeli camsi karbon elektrota
immobilizasyonunda ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilmistir. Asetilkolin esterazin
biyouyumlu bir matriks {izerinde adsorbe olmasindan sonra modifiye elektrot karbaril ve
monokrotofosun  elektrokimyasal tayini i¢in  kullanilmigtir.  Optimum  kosullarin
belirlenmesiyle biyosensoriin genis bir lineer araligi tayin edebildigi gézlenmistir. Hazirlanan
biyosensoriin yiiksek hassasiyetli , diisiik maliyetli olmasi1 enzim inhibitorlerinin analizi i¢in

umut vaat eden bir sonu¢ dogurmustur.
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Huang ve ark. (2015), insan papillom viriisii (HPV) tayini i¢in elektrokimyasal DNA
biyosensorii - gelistirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada bir yakalama probunu grafen/Au
nonogubuk/ politiyonin modifiyeli cams1 karbon elektrot {izerine immobilize etmislerdir.
DNA biyosensorii olduk¢a genis bir aralikta HPV tayinini gergeklestirebilmistir. Onerilen bu
metot ayrica gercek kan Orneklerinde uygulanabilirdir. Bu durum da DNA biyosensdriiniin

klinik uygulamalarda kullanimi i¢in umut vaat etmektedir.

Guo ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada suda ¢oziiniir elektroaktif boya azofleksin
fonksiyonlu grafen temelli ultra hassas ve etiketsiz elektrokimyasal bir DNA biyosensorii
gelistirmiglerdir. Optimum kosullar altinda bu biyosensor diisiik tayin sinir1 ve genis bir tayin
araligr saglamaktadir. Ayrica bu biyosensor tek niikleotitli polimorfizm denemeleri igin
olaganiistii bir kabiliyet gostermistir. Bu sonuglarin 1s1ginda, bu biyosensoriin hassas DNA

tayini i¢in potansiyel bir uygulama oldugu sonucuna varilmstir.

Niu ve ark. grafeni kullanarak grafen/AuNP/kitosan nanokompoziti biyosensorii
gelistirdiler. Bu biyosensér H202 ve O2 ye kars1 yiiksek elektrokimyasal aktivite gosterdi.
Yapilan calismada yliksek hassasiyet ve iyi satabilitesinden dolay1 iyi bir glukoz biyosensorii

olarak kullanilabilecegi bulundu.

Shan (2009), grafen yiizeyinde glukoz oksidazin elektrokimyasal davranisini
incelemisler ve bu malzemenin glukoz biyosensorii olarak kullanilabilecegini Gne
stirmiislerdir. Grafit ile alinan voltamogramda herhangi bir pik gozlenmez iken grafen elektrot
kullanildigi zaman glukoz oksidazin pik verdigi tespit edilmistir. Bu sebeple grafen
elektrodun glukoza duyarli olmasindan dolay1r biyosensdr olarak kullanilabilecegini

Oonermislerdir.

2.2.Kanser Biyomarkerlari

Kanser, 6liime en sik yol agan hastaliklarin baginda gelmektedir. Baz1 kanser tiplerinin
tan1 ve tedavisindeki ilerlemelere karsin, kanserin erken tani ve tedavisi halen biiyiik bir sorun
olmaya devam etmektedir. Zira kanser hastalarinin birgogunda kanser tanisi hastaligin ileri
safhalarinda veya metastaz yapmasindan sonra gerceklesmektedir. Bu asamada cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi gibi bugiinkii tedavi seceneklerinin de ancak smirli etki
gosterebildigi bilinmektedir. Bu da mortalitenin yliksek olmasiyla sonuglanmaktadir. Bu
nedenle, hastaligin erken belirlenmesine olanak saglayacak yeni gelismeler ve teknikler

kanser mortalitesini etkileyecektir.
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Serumda bulunan ve kanserin belli tiplerine spesifik olan proteinlerin eser
miktarlariin saptanmasi, karsinoembriyonik antijen ve alfa-fetoprotein gibi tiimor
belirleyicilerin gelistirilmesiyle baslamistir. Immiindifiizyon ve daha sonra RIA ve ELISA
tekniklerinin kullanilmas1 pek ¢ok serum tiimor belirleyicinin bulunmasia yol ag¢mus,
bunlarin bir ¢ogu rutin kullanima girmistir. Ancak bu tiir belirleyicilerin dezavantaji sinirlt
spesifisite ve sensitiviteye sahip olmalaridir. Son yillarda kanser hastalarinin serum veya
plazmalarinda tiimoére 6zgli molekiiler degisikliklerin bulundugunun anlasilmasi ile kanser
tanisinda yeni bir donem baslamaktadir. Molekiiler biyomarkerlarin, 6zellikle de kanser
inisiyasyon ve progresyonu ile iligkili olanlarin bulunmasi kanserin erken belirlenmesi i¢in
gelistirilecek stratejiler i¢in yararli olacaktir.

Biyomarker, patojenik, biyonik veya tedavi amacli farmakolojik islemlerde kullanilan,
kesin olarak Olgiilebilir indikatorlerdir. Biyomarkerlarin asir1 konsantrasyonlari viiciit
icersinde kanser indikatorleri olarak kullanilir. Biyomarkerlar ayn1 zamanda metabolizmanin
kanser varligina verdigi spesifik bir karsilik olan bir molekiil de olabilir. Biyomarkerlar
kanser c¢esitleri i¢in elverisli indikatorler oldugu gibi bunun yanisira hastaligin teshisi, seyri ve
akibeti icin de kullanigh olabilir. Antikor ve antijenin oldukg¢a karakteristik molekiiler
seciciliklerinden o6tiirli, immunosensorlerde 6zellikle biyomarkerlarin kantitatif tayininde,
kullanilan antikor-antijen etkilesiminden yararlanilir. Biyomarkerlarin belirlenmesi ig¢in
gelistirilen analitik teknikler, antikor ve antijenin bir immiin olusturmak {iizere oldukga

spesifik bir sekilde birbirini tanimasi esasina dayanir.

2.3. HSP (Is1 Sok Proteini)

Biyolojide temel metot genetik bilginin fonksiyonel proteinlere doniismesidir. Ancak
bunun igin yeni sentezlenmis proteinlerin uygun konumda katlanmasi gereklidir. Is1 sok
proteinleri olarak bilinen proteinler olgunlagmanin bu basamaginda onemlidirler ve
polipeptitlerin ribozomal ¢ikis tinelinden ¢ikmasina yardim ederek katlanmalarini saglarlar.
Parkinson hastalig1 gibi bir¢ok hastalikta proteinlerin hiicre i¢cinde katlanmasinin engellenmesi
durumlariyla karsilasilir. Bu tehlikelerden dolay: hiicreler katlanan 6zel bir molekiiler saperon
sistemi gelistirmistir. HSP ve saperon isimleri genelde ayni anlamda kullanilirsa da saperon
aktivitesi gOstermeyen bazi HSP’ler ve tam tersi olarak HSP ailesi iiyesi olmayan bazi
saperonlar vardir.

HSP’lerin ilk kez Drosophila melanogaster 'da uygulanan 1s1 sokuyla sentezinin arttig
belirlenmistir (Ritossa 1962). Bazi HSP’ler hiicre dongiisiiniin devamliligi gibi normal

hiicresel islevlerde ¢ok onemlidir. HSP’ler apoptozun baskilanmasini da saglar, ama bunu
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nasil sagladigi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Saperon fonksiyonu olan belirli HSP’ler:
HSP104, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kii¢ciik HSP’ler (HSP27)’dir. HSP lerin yerlesim
yerleri ve islevleri Tablo 2.1. de gosterilmektedir (Thomas 2005).

Tablo 2.1. Bazi Hsp’ler yerlesim yerleri ve islevleri

HSP Lokalizasyon Islev

HSP27 Sitoplazma Protein agregasyonunun engellenmesi, hiicre
biliylimesi, farklilagmasi

HSP40 Sitoplazma HSP70 in kosaperonu

HSP60 Sitoplazma,mitokondri | Protein egregasyonunun engellenmesi, protein
katlanmasi

Grp78 Endoplazmik retikulum | Protein tasinimi ve katlanmasi

HSP70 Sitoplazma Protein agregasyonunun engellenmesi,protein
katlanmasi

HSP75 Mitokondri Bilinmiyor

Grp 94 Endoplazmik retikulum | Protein kalite kontrolii

HSP90 Sitoplazma Protein agregasyonunun engellenmesi, protein
stabilizasyonu, transferi

HSP104 Sitoplazma Proteinlerin agregatlardan serbestlestirilmesi

Ribozomun dar yapisindan dolayr protein zincirini olusturan polipeptit zinciri
ribozomun iginde katlanamaz. Ancak 50-300 aminoasitlik zincir ribozomdan tamamen
ciktiktan sonra katlanabilir hale gelir. Olusan protein zincirine baglanan HSP’ler (trigger
faktor, HSP70, prefoldin) ribozomdan uzayarak sentezlenen zincirleri diizgiince stabilize

ederler.
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HSP70 ¢ Dogru katlanmus

Ribozom :
protein

Yeniprotem HSP70

#”»ﬁ‘.‘.!s%.i"

Denatiire olmus Dogru katlanmss
protein protein

Dogru katlanmus
protein

Sekil 2. 7. HSP70 in sentezlenen zincirleri stabilize etmesi

Sitozol ig¢indeki katlanma ya zincirlerin salimimi sirasinda bu faktorlerle ya da
sentezlenen proteinlerin saperonin gibi down-stream saperonlara transfer edilmesiyle
meydana gelir. Saperonlarin bir alt boliimii olan saperoninler biiyiik silindirik kompleks
yapidadirlar. I¢inde zincirin diizgiince katlanmasi igin merkezi bir kompartman bulunur ve

metabolik bir enerjiye gereksinim duyarlar (Thomas 2005).
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- S JRNA
Sentezlenen protein HSP40
saperonin

@ Tamamlanmis protein

Sekil 2. 8. Protein katlanmasinda HSP” ler

HSP ler stres proteinleri olarak da adlandirilmaktadir. Radyasyon, manyetik alan,
basing, pH degisikligi gibi fiziksel ve kimyasal etkenler strese sebep olurlar. Ayrica soguk
alginligi, enfeksiyon, kanser ve nérodejeneratif bozukluklar gibi hastaliklara da neden olurlar.

Hiicresel stres antikanser ilaglart ve antibiyotiklerin kullanimiyla da tetiklenebilir (Ciocca ve
ark. 2005).

2.3.1. HSP60
HSP60 protein ailesi ¢oklu altbirime sahiptir, saperonin olarak da adlandirilir. HSP60,
merkezi bosluklarinda, denatiire olmus proteini yakalar ve ATP kullanarak protein katlanma

reaksiyonlarin1 yavaslatir.

2.3.2. HSP90

HSP90 proteinler diger hiicresel proteinlerin katlanmasinda rol oynar. Diger
proteinlere yardim eder ama onlarla bir kompleks olusturmaz. Nerdeyse tiim hiicrelerde,
stressiz kosullarda hiicre i¢i transportta gorev almak tizere HSP90 proteinlerine rastlanabilir.

Stresli kosullar altinda ise, bu proteinlerin sentezinin artmasi stresi azaltmak igindir (Linquist

ve Craig 1988).
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2.3.3.HSP70

HSP70 ailesi, en az sekiz liyeden olusmaktadir. HSP70 proteinlerin dogru katlanmast
ve protein homeostasizinde gorev alir. Bu proteinler ayrica pH degisikligi, sicaklik
degisikligi, kanda oksijen degisikligi gibi stres durumlarinda hiicrenin hayatta kalabilmesinde
de rol alir. Bu hayati rol, HSP70 in stres aninda denatiire olmus ve katlanamamis proteinlerin

diizeltilmesinde tistlendigi roldiir.( Daugaard 2007)

HSP70 iki fonksiyonel altbirimden olusmaktadir. Ilki yiiksek afiniteli ATP baglanma
bolgesi iceren N- terminal bolgedir. Digeri substrat proteinlerin ve polipeptitlerin

baglanmasindan sorumlu C- terminal bdlgedir. Bu yap1 Sekil 2.9. da gosterilmektedir.

Adenin niikleotit baglanma yang: Hidrofobik baglayici Peptitbaglanmayang

ATPaz bolgesi Peptit baglanma bdlgesi
.

Sekil 2. 9. HSP70 (ADP bagli yap1).

Esnek hidrofobik baglayici, ATPaz bdlgesi ve peptit- baglayict bolge arasinda koprii
gorevi goriir. (Kampinga ve Craig 2010)

HSP70 polipeptitlerin agilmis hidrofobik alanlarina baglanir. HSP70 aktivitesi ATP
baglama, ATP hidrolizi, niikleotit degistirme dongiileriyle kontrol edilir (Qiu ve ark. 2006).
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e HSP70 ve kanser
HSP70’1n fazla miktarda iiretilmesi hiicrede tiimér olusumuna yardimci olur. Insanda
meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde fazla tretilmis HSP70 GO/ G1 fazin1 kisaltarak hiicre
biiyiimesini hizlandirir. Bu HSP70 in siklinD1’in stabilize etmesiyle ilgili olabilecegi kabul
edilmektedir. HSP70 in azalis1 agiz kanser hiicreleri gibi bazi tiimor hiicrelerini apoptoza
stiriikler. Normal hiicreler ise HSP70 in azalisiyla yasama yeteneklerini yitirmezler. HSP70-

2’nin timor ilerletici aktivitelerde pS53 baskilanmasinda rolii vardir. Kanser ilerlemesinde

HSP70 ler kofaktorlerle beraber ¢aligabilirler (Sherman ve ark. 2007).

HSP70 bircok kanser tiirlinde serumda artis gosterdiginden dolayi biyomarker olarak
kullanilabilmektedir. Ancak bu calismalar cok yiizeyseldir. Genelde HSP70, stres azaltici
olarak bilinmektedir ( Suzuki 2006).

2.3.4. HSP70 ile yapilan biyosensor ¢alismalar:

Manoj Garg ve ark. HSP70 proteinini idrar kesesi iiroteliyal kanser tayini igin
kullanmuslardir. Idrar kesesi kanseri hizla artan bir kanserdir. Kanserin tekrarlama orani
yiiksek olmasindan dolay1r ve tedavisi uzun bir siire¢ gerektirdiginden dolayi, idrar kesesi
kanseri tedavisi en pahali olan kanser tiiridiir. Bu yiizden, erken teshisi ¢cok 6nemlidir. Bu
yapilan calisgmada da HSP70 in oraninin artmig oldugu gézlenmis ve bu kanser tiiriiyle bu
sekilde iligkilendirilmistir.

E.Pyza ve ark. HSP70 proteininin ekotoksikolojik c¢aligmalarda biyomarker olarak
kullanilip kullanilmayacagini aragtirmislardir. Ancak HSP70 in bu amagla kullaniminin bazi
zorluklar1 vardir. Ornegin, normal kosullar altinda hsc hiicrelerde hsp ile ayni1 fonksiyona
sahiptir ve DNA dizisinde genler tarafindan benzer kodlanir. Hsc miktar1 bilinmez ve farkh
organizma gruplarinda farklilik gosterir. Monoklonal antikor testlerine dayanan HSP tayini
icin bir ¢ok metot hsp ve hsc yi birbirinden ayiramaz. Bu c¢aligmada iki omurgasizda
deterjanlar,pestisitler ve agir metallerden kaynaklanan stres halinde HSP70 proteininin tayin
edilip edilmeyecegi arastirilmistir. Bu iki tiir Lithobius mutabilis ve Musca domestica dir.
Ancak calisma sonuglart HSP70 proteininin, c¢evresel risk degerlendirmesi i¢in ¢ok pratik
olmadigint gostermistir.

Mathias Gehrmann ve ark. bas ve boyunda skuamdz hiicreli kanser hastalarinda
tiimor tayini i¢in HSP70 in biyomarker olarak kullanilip kullanilamayacagini arastirmiglardir
ve sonucta HSP70 seviyesinin referans doku ile kiyaslandiginda kanserli dokularda arttigini
gormiiglerdir. HSP70, hastalarda klinik radyoterapi sonuglarinin gozlenmesi icin ve

tiimorlerin belirlenmesi i¢in potansiyel bir biyomarker olarak kullanilabilir.
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Sudhir K. Dutta ve ark. serum HSP70 in pankreas kanserinin erken tayini i¢in
biyomarker olarak kullanilip kullanilamayacagini arastirmiglardir. Sonuglarda pankreas
kanserli hastalarda serum HSP70 seviyesinin arttigi goriilmiistiir ve biyomarker olarak

kullanilabilecegi bulunmustur.

2.4. Elektrokimya

Elektrokimya; maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesini, bunun sonucunda olusan
kimyasal dontigsiimleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine, elektrik enerjisinin de
kimyasal enerjiye doniisiimiinii inceleyen bilim dalidir. Elektrokimya redoks olayiyla
ilgilenir, yani bu tip tepkimeler yiikseltgenme-indirgenme tiirli tepkimelerdir. Bu tepkimeler,
elektron transferinin gergeklestigi ve elektrokimyasal hiicre adi verilen bir kap igerisinde
yiirlitiilen tepkimelerdir. Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi;

1. Analiz edilecek maddeyi igeren bir ¢dzeltiyi (iletkenlik tampon ¢dzelti kullanimiyla
saglanir)

2. Maddenin kimyasal doniisiime ugradigi genellikle ti¢lii olan bir elektrot sistemini

3. Elektrotlar1 birbirine baglayan bir ¢evrim sistemini gerektirir.

FOTENSIVOSTAT

potensiyostat

cahsma
elektrom
referans
elelkktrot \
yardimcl tampon
elektrot ciizelt

Sekil 2. 10. Genel Elektrokimyasal Hiicre Semasi
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Analiz islemlerinde, maddenin elektrokimyasal 6zelliklerinin kullanildigi yontemlere
elektroanalitik yontemler denir. Cesitli elektroanalitik yontemleri kullanilarak, Dogru akim
(DC), Diferansiyel Puls (DPV), Déniisiimlii Voltametri (CV) vb. uygulamalarla belirli
potansiyel araliginda tarama yapilir ve meydana gelen akim siddeti 6l¢iiliir. Diflizyona bagl
olarak olusan bir akim s6z konusu oldugundan, burada olgiilen diflizyon akimidir. Akim,
difiizyon hiz1 ile dogru orantilidir. Difiizyon, elektrot yilizeyinin yakininda yer alan difiizyon

tabakasinda olusur (Brett ve ark. 1992).

2.4.1.Voltametri

Calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak akimin 6l¢iildiigi ve buna bagli olarak analit hakkinda bilgi edinildigi
elektrokimyasal yonteme voltametri, uygulanan gerilimin Olglilen akim degerlerine karsi
cizilen grafigine de voltamogram denir. Voltametride ¢alisilacak gerilim araliginin sinirlari,
kullanilacak ¢aligma elektroduna, kullanilan ¢6ziiciiye ve elektrolit tiirlerine baghidir.

Voltametri, c¢esitli ortamlarda olusan yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin
incelenmesi, ylizeydeki adsorpsiyon islemlerinin arastirilmasi ve kimyasal olarak modifiye
edilmis elektrot yiizeylerinde gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi

gibi analitik olmayan amaglarla da yaygin bir sekilde kullanilmaktadar.

e Voltametrik cihazlar

Bir voltametrik analizde kullanilacak cihazlar; elektrokimyasal hiicre, analit ve destek
elektrolit adi verilen elektrolitin asirisin1 igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis {i¢ elektrottan
meydana gelir. Bu elektrotlar;

a) Calsma elektrodu; Yiizeyinde, analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi
elektrottur. Zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisir. Yapiminda iletken malzemeler
kullanilmaktadir. Bu iletken malzemeler 6rnek olarak; platin veya altin gibi inert bir metal,
karbon, pirolitik grafit ya da camsi karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yari iletken
veya bir civa filmi ile kaplanmig bir metal olabilmektedir. Kullanilacak elektrotlar, farkli sekil
ve biiyiikliiklerde hazirlanarak, tasarimi yapilacak olan biyosensor sistemine en uygun sekilde
gelistirilebilmektedirler.

v" Karbon elektrotlar ve cesitleri

Bu tip elektrotlar, ¢ok ucuz olmalar1 ve genis potansiyel araliginda g¢alisiimasina
olanak saglamalar1 agisindan, elektrokimyasal analizlerde siklikla tercih edilmektedirler.

Karbon elektrot gesitleri;

e Karbon Pastas1 Elektrodu
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e (Camsi Karbon Elektrot
e Kalem Grafit Elektrot
e Perde Baskili Karbon Elektrotlar

Cams1 karbon elektrot: Camsi1 karbon fenol / formaldehit polimerlerinin veya
poliakrilonitrilin, 1000-3000 °C arasinda, basing altinda, karbonizasyona ugratilarak, inert
malzemeden yapilmis elektrot govdesi igerisine sikistirllmasiyla elde edilir. Elde edilen
ylizeyin ¢ok daha piirlizsiiz ve diizgiin olmasindan o6tiirii bu tip elektrotlarla elde edilen
elektrokimyasal yanit, karbon pastasi elektrotlarina gore daha iyi ve tekrarlanabilirdir. Hem
yiiksek fiziksel dayaniklilia sahiptir hem de kimyasal tepkimelere katilmaz. Ayrica genis bir
potansiyel araliginda ¢alisilmasina olanak saglamaktadir.

b. Referans elektrot; Deney siiresince potansiyeli sabit kalan bir elektrottur.
Caligsmalarda ozellikle Ag / AgCl referans elektrotlar siklikla kullanilmaktadir.

¢. Yardimar elektrot; Elektrigin ¢ozelti icinden g¢alisma elektrotuna aktarilmasini
saglayan karsit elektrottur. Bu elektrot, ¢calisma elektrotu ile bir ¢ift olusturmakta ancak

Olciilen potansiyelin biiyiikliigiiniin tayininde rol oynamamaktadir.

e Voltametrik yontemler

Doniistimli voltametri teknigi ile gerilimin bir fonksiyonuna karsi akim 6lgiilmektedir.
Bu teknikte dncelikle baslangi¢ ve bitis potansiyellerini i¢eren bir aralik belirlenir. Sonrasinda
baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline dogru sabit bir hizda gerilim uygulanir. Gerilim
yiikseltgenme veya indirgenme yoniinde olabilir. Uygulanan bu uyarma sinyali tiggen sekilli
dalga hareketiyle bir maksimuma kadar dogrusal olarak artar ardindan ayni1 egimle orijinal
degerine dogrusal olarak azalir. Baslangi¢ taramasinin yonii, analiz edilecek Ornege bagl
olarak negatif veya pozitif olabilir. Negatif potansiyel yoniindeki taramalar ileri tarama, zit
yondeki taramalar ise ters tarama olarak adlandirilir. Uygulanan gerilim ayni sabit hizda bitis
potansiyelinden baslangi¢ potansiyeline dogru tekrarlanir. Siirekli degisen potansiyel
degerlerine karsi belirli aralikta, akimda meydana gelen degisim grafige gecirilerek
“Doniigiimlii Voltamogram” elde edilir (Yildiz 1993).

Doéniistimlii voltametri ile durgun sistemde, tiglii elektrot sistemi ile calisilir. Burada
hiz difiizyon tarafindan tayin edilir. Analite ait yiikseltgenme ve indirgenme elde edilen
voltamogramdan go6zlenebilmektedir. Bu teknik c¢ogunlukla elektrokimyasal bir analizde
kullanilacak olan maddelerin elektriksel davraniglarini saptamak i¢in tercih edilir. Boylece

elektroaktif tiirlerin yiikseltgenme—indirgenme tepkimelerine ait mekanizmalar kolaylikla
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aydinlatilabilir. Donilistimlii ~ voltametri miktar tayinine dayali analizlerde tercih

edilmemektedir (Yildiz 1993).

4 Ep, katodik

Ip. katodik

LE R s L e TR F LR R R L

AKIM {pA}

Ip. anodik

L
-l

Ep, anodik
-

POTANSIVEL {-V)

Sekil 2. 11. Pik potansiyellerini ve akimlarini gosteren klasik bir doniisiimlii voltamogram

Diger voltametrik teknikler;
e Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)
e Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

e Dogrusal Taramali Voltametri
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2.5. Biyosensorler
Kimyasal bilgiyi analitik sinyale ¢eviren aygit kimyasal sensor olarak bilinmektedir.
Biyokimyasal mekanizmanin kullanildig1r kimyasal sensorlere de biyosensér denilmektedir

(Thevenot ve ark. 2001).

Biyosensorler; spesifiklik, tiretim kolaylhigi, tekrarlanabilirlik, yiiksek duyarlilik,
kararlilik gibi Ozelliklere sahiptir (Gerard ve ark. 2002). Bu yiizden tanilama, gida
teknolojisi, biyoteknoloji, genetik miihendisligi, cevresel gozlem gibi uygulama alanlar
mevcuttur (Ahuja ve ark. 2007). Bir biyosensor temel olarak iki kisimdan olusur: biyolojik
tayin elementi ve bir transduser. Biyolojik bilesen katalitik veya katalitik olmayan olabilir.
Katalitik gruplar enzimler, dokular ve mikroorganizmalar1 igerir. Katalitik olmayan gruplar
antikorlar, niikleik asitler veya reseptérler olabilir. Ikinci kisim, transduser, biyolojik sinyali
anlagilabilir  sinyale c¢evirmek i¢in  kullanilir.  Elektrokimyasal (kondiiktometrik,
potansiyometrik ve amperometrik), optik, kolorimetrik biyosensorleri iiretebilmek igin bir

cok transduser kullanilir (Sharma ve ark. 2003).

Biyosensorler, transduser ve biyolojik tayin elementi g¢esidine gore siniflandirilir.

Biyosensorlerin siiflandirilmasi Sekil 2.13. te gosterilmektedir.

Biyoalgilama E
' v * elementi :
a
&y — | =
-
I .
Analit / \ Sinyal
Bivoafinite Elektrokimyasal
* Antikor » Potansivometrik
* Reseptor * Kondiktometrik
+ Niikleik asit +  Amperometrik
Bivoaktivite Optik
+ Enzim Termal
+ Tiim hiicre . .
Piezoelektrik

Sekil 2. 12. Biyosensorlerin siniflandirilmasi
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Biyosensor olusturabilmek i¢in elektrot ylizeyindeki biyolojik materyaller ¢ok iyi
immobilize edilmelidir. Immobilizasyon, biyoalgilama sisteminin olusturulmasinda,
biyomolekiillerin biyoaktivitelerini kaybetmeden fiziksel lokalizasyonunu ifade eder.
Biyolojik materyallerin kullanim 6mrii ¢ok kisadir. Bu yiizden biyomolekiiller uygun bir

matriks i¢erisinde korunmalidirlar.

Immobilizasyon isleminde ¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi y&ntemin
kullanilacag1 secilen doniistiiriicii ve biyoreseptore gore belirlenir. Immobilizasyon
biyoreseptoriin kararliligi ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik avantaj saglar. Biyosensor

immobilizasyonunda baslica bes yontem kullanilmaktadir (Telefoncu 1999).

v" Kovalent baglama

Enzimler dogrudan doniistiiriicii veya Onceden uygun bir film veya tabaka ile
kaplanmis doniistiiriiciiye  kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktiflestirilmis
doniistiirlicii  yilizeylerine baglanabilecegi gibi Onceden uygun bir materyale kovalent
baglanarak immobilize edilen enzim preparatinin doniistiiriicii yiizeyinde bir film veya tabaka
olusturmasiyla da biyosensorler hazirlanabilir.

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek dnemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in aktif merkezdeki amino asitler iizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin
sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiilii {izerindeki
fonksiyonel gruplar tizerinden gergeklesir (Telefoncu 1999).

v' Tutuklama

Biyoreseptoriin bir membran veya tabaka icerisinde hapsedilmesidir. Enzimler
makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel tabakalarda ve daha basit olarak diyaliz
membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem enzimler yaninda organeller, hiicreler ve
antikorlar i¢in de uygulanabilir. Elektrokimyasal polimerizasyon diger bir tutuklama
yontemidir.

v Capraz baglama

Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha c¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin  kombinasyonu seklinde uygulamir. Capraz baglayic1 reaktif olarak
glutaraldehit, hegzametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen, bismaleimidohegzan,
disiiksinilsuberat sik kullamilir. iki fonksiyonlu reaktifler enzimler yaninda organeller,

hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir.
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v Adsorpsiyon
Bu yontemde biyobilesenin film veya tabakaya adsorbe olmast saglanir.
Biyobilesenlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gore immobilizasyon ydntemi
belirlenir. Enzimler i¢in uygulanan tim immobilizasyon yontemleri protein yapisindaki diger
biyoreseptdrler icin de uygulanabilir. Ornegin; hayvan ve bitki dokular1 zar yapisinda

olduklarindan farkli immobilizasyon yontemleri uygulamak gerekir (Telefoncu 1999).

2.5.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Etkilesim sonucu ortaya ¢ikan degisim elektrokimyasal bir degisim ise (elektriksel
potansiyel, akim veya empedans degisimi gibi), ¢evirici bolimiin bu elektrokimyasal
degisimleri  algiladigi  biyosensorlere  elektrokimyasal — biyosensorler adi  verilir.
Elektrokimyasal sensdrler, bir elektrotun transdiiksiyon elementi olarak kullanildigi kimyasal
sensorlerin alt sinifin1 olusturmaktadir (Thevenot ve ark. 2002). Elektrokimyasal tekniklerin
analitik giicli ve biyolojik tayinin spesifikligi, seciciligi elektrokimyasal biyosensdrlerde de
bulunur. Bu yiizden elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik olaylarda hizli, basit ve diisiik

maliyetli tayin imkan1 saglarlar. (Wang 2006, Cosnier 1999).

Elektrokimyasal teknikler, transduser tipine gore ii¢ alt sinifa ayrilmaktadir:

kondiiktometrik, potansiyometrik ve amperometrik biyosensorler.

v Kondiiktometrik biyosensorler
Kondiiktometrik biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon nedeniyle Ornek ¢ozeltide
veya ortamda olusan elektriksel iletkenlikteki degisimleri tespit eder. Tayin, yOnetimin

moduna gore cesitli sekillerde siniflandirilabilirler (Skoog ve ark. 2007).

v' Potansiyometrik biyosensorler
Potansiyometrik biyosensorler ihmal edilebilir akim altinda, elektrokimyasal
hiicredeki potansiyelin dlciilmesi prensibine dayanir. Elektrot ylizeyindeki secici baglanma ile

olusan iyon konsantrasyonuna ait elektrik potansiyelini tayin ederler (Pohanka ve ark. 2008).

v' Amperometrik Biyosensorler
Amperometrik elektrokimyasal biyosensorler digerleriyle kiyaslandiginda ¢ok daha
fazla ilgi cekmektedir. Secicilik, hassasiyet, hizli yanit, iiretim kolayhig ve tekrar

tiretilebilirliginden dolay: substrat analizi i¢in kullanigh bir tekniktir (Yang ve ark. 2014)
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Amperometrik biyosensorler, elektrokimyasal reaksiyon sirasinda, tiirlerin indirgenme
veya yiikseltgenmesiyle olusan akim degisikliklerini Olcerler. Olgiim sirasinda ¢alisma

elektrotuna (referans elektrotuna gore) sabit bir potansiyel uygulanir (Chaubey ve ark. 2002).

Amperometrik tayin, genellikle biyokatalitik veya afinite sensorlerinde kullanilir
(Ronkainen ve ark. 2010).

2.5.2. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi farkli arastirma alanlarinda genis olglide
kullanilan degerli bir tekniktir. Metot potansiyel ya da akimin kii¢iik bir sarsiminin
uygulanmasini igerir. Bu sarsim tekli bir siniis dalgasi veya st liste eklenmis farkl
frekanslardaki c¢ok sayida siniis dalgasidir. Uygulanan sarsimdan ve bunun Olgiilmiis
yanitindan, empedansin biiyiikligii ve faz kaymasi belirlenir. Bu teknik spektroskopi olarak
adlandirildigindan, parametreler uygulanan sarsimin frekansinin bir fonksiyonu olarak ol¢tliir
( AUTOLAB 2005). Elektriksel rezistans; bir devre elemaninin, elektriksel akim deveranina
kars1 direnme yetenegidir. Rezistans, potansiyel (E) ve akim (I) arasindaki orantiya dayanarak
Ohm kurallan tarafindan belirlenir. Buradan yola cikilarak oldukca iyi bilinen su baginti

yazilabilir (2.1).

R (Ohm)=E (Volt) / I (Amper) (2.1)

Ohm kanuna paralel olan bir ifade sistem empedansinin su sekilde hesaplanmasina

olanak saglar (2.2).

Z=E(t) / 1(t) (2.2)

Burada; Z empedans degeri, E(t) kii¢iik uyarma sinyali (zamanin bir fonksiyonu
olarak), I(t) yanit sinyali (zamanin bir fonksiyonu olarak) olarak ifade edilmektedir.

Calismalarda kullanilan empedans diyagrami bir gergek bir de hayali kisimdan
olusmaktadir. X ekseninde gercek, y ekseninde ise hayali kismin yer aldigr ve sinyal
yanitlarinin bu sekilde c¢izildigi diyagramlardan bir Nyquist egrisi elde edilmektedir. Bu
diyagramda y ekseninin negatif oldugu ve Nyquist egrisindeki her bir noktanin farkl bir
frekanstaki empedans degeri oldugu g6z Oniinde bulundurulmalidir. Nyquist egrisinde

empedans mesafenin (uzunlugun) bir vektorii olarak sunulabilir IZI. Bu vektor ile x ekseni
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arasindaki ag¢i frekansi (f-Hertz) verir. Nyquist egrilerinde diyagram iizerindeki veri
noktalarina bakildiginda, o noktayr kaydetmek i¢in hangi frekans degerinin kullanildig:
konusunda bir sey sdylemek miimkiin degildir. Ol¢iim sonucunda elde edilen sinyale ait

sayisal analiz uydurma ve simiilasyon se¢enegi kullanilarak okunabilir degerler elde edilir.

Sekil 2. 13. Empedans vektoriiniin belirtildigi Nyquist Egrisi
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Deneyde kullanilan tiim reaktifler, grafen ve HSP70 Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
USA)’ den alindi. Tiim seyreltme islemleri pH 7’ de 50 mM olarak hazirlanan fosfat tamponu
ile yapildi. HSP70 belli konsantrasyonlarda porsiyonlama yapilarak -20°C’ de muhafaza
edildi. Calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot (GCE), referans elektrot olarak KCl ile
doygunlagmis 3 M Ag/AgCl elektrot ve yardimci elektrot olarak ise 10 mm uzunlugunda
platin tel kullanildi. Tim elektrotlar iBAS, Warwickshire, UK firmasindan getirtildi.
Olgiimler ise dongiisel voltametri, kronoamperometri ve elektrokimyasal impedans
spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst igeren (Gamry Instruments, Warminster, USA) bir
bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 1000 (Gamry Instruments,

Warminster, USA) cihazinda alindi.

3.2 Elektrokimyasal Olciimler

GCE elektrota uygulanan biitiin immobilizasyon islemlerinin karakterizasyonunu
olgmek igin elektrokimyasal impedans spektroskopisinden (EIS), dongiisel voltametriden
(CV), kronoamperometriden yararlanildi. CV igin potansiyel araligi -0,5 — 1 V arasinda
secilmis olup (adim biiyiikliigii: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) dl¢timler 0.1 M KCl igeren ve
Ol¢tim igin redoks probu sunan 5 mM Kj3[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisi iginde
gerceklestirildi.  Elektrokimyasal impedans oOlgiimleri ise 10 mV alternatif akimda
gerceklestirildi. Olgiimde kullanilan redoks c¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aynidir.
Impedans spektrumlart 10.000 — 0.05 Hz araligindadir. Kronoamperometri dlgiimlerinde
potansiyeli 0,01 V, frekans1 20 Hz (3600 saniye) segilmis olup olgiimler pH 7° de 50 mM

olarak hazirlanan fosfat tamponu igerisinde gergeklestirildi.

3.3. Ol¢iim Prosediirleri

Anti-HSP70 temelli biyosensoriin hazirlanmasi igin kullanilan ¢alisma elektrodu camsi
karbon elektrottur. HSP70 konsantrasyonu sabit potansiyelde sistemden gegen akim
miktarindaki degisimle dogru orantilidir ve camsi karbon calisma elektrodu ile akim
degisimlerini belirlemek miimkiindiir. Bu bilgilerin dogrultusunda, ilk asama olarak camsi
karbon elektrodun temizlenmesi yer almaktadir. Temizlik prosediiriinde, elektrot 0,05pum
aliimina ile temizlendikten sonra ultra saf su ile yikanip 1 mL %65 lik HNOs ve 1 mL saf
aseton karisiminda 180 sn boyunca ultrasonik banyoda bekletildi. Tekrar ultra saf su ile

yikandiktan sonra elektrodun CV ve EIS 6l¢timleri alindi. Temiz elektrot yiizeyine, hazirlanan
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grafen ¢ozeltisi damlatilarak inkiibasyona birakildi. Olgiim prosediirlerinin diger basamaklari
sirasiyla; elektrotun EDC/NHS ¢ozeltisi damlatilarak inkiibasyona birakilmasi, antiHSP70
cOzeltisi damlatilarak inkiibasyona birakilmasi, %1 lik BSA ¢06zeltisi damlatilarak
inkiibasyona birakilmas1 ve HSP70 biyomarkerinin damlatilarak inkiibasyona birakilmasidir.

Olgiimlerde kullanilan sistem Sekil 3.1.de verilmistir.

Sekil 3. 1. Ol¢iim sistemi

Grafen ¢0zeltisinin hazirlanmast;

e 0,2 mg grafen oksit tartildi.

e Uzerine 100 pL ultra saf su konuldu.

e 1 saat ultrasonik banyoda bekletildi.

e Daha sonra iizerine 0,024 g NaOH, 0,02 g trikloroasetik asit eklendi.
e Tekrar 1 saat sonikasyon yapildi. 1 mL ultra saf su eklendi.

e pH dl¢iimii yapildi. (pH 12.8 oldu.)
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e Daha sonra pH 1 8 e ayarlanmaya ¢alisildi. Bu islem i¢in 1 mL seyreltilmis HCI, 0.5
ml 2 M ik NaOH kullanildi.

HCI seyreltmesi %37 lik HCI den 10 pL alip 1000 pL ye ultra saf su ile tamamlanarak
yapild.

Grafen temelli biyosensoriin hazirlanmasinda izlenen yol Tablo 3.1°de ayrintili olarak
verilmektedir. Tablolarda belirtilen degerler; ¢ok sayidaki on denemeler ve optimizasyon
caligmalar1 sonrasinda belirlenen en uygun degerlerdir. Hazirlanan sensorler 6nce destile su

ile yikandi ve 6l¢timler arasinda karanlik ortamda bekletildi.
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Tablo 3.1. HSP70 tayinine yonelik grafen temelli biyosensor sisteminin hazirlanma
prosediirii

Islem Islem
Sirasi

1 | Herbir temiz elektrot yiizeyine, hazirlanan grafen ¢ozeltisinden Sul.  damlatilarak,
elektrotlar 30 dakika inkiibasyona birakildi.

2 | Inkiibasyon sonrasinda, ultra saf su ile yikanan her bir elektrodun CV ve EIS dl¢iimleri
alindi.

3 | Grafenle kaplanmis camsi karbon elektrotlar 0,4 mM EDC ve 0,1 mM NHS igeren 2
mL ¢ozeltiye daldirilarak 1 saat boyunca nemli ve karanlik ortamda bekletildi.

4 | 1 saat sonunda herbir elektrot tekrar ultra saf su ile yikanarak saf argon gazi ile
kurutuldu. EIS ve CV ol¢iimleri alindi.

5 | Bu islemlerden sonra herbir elektrotun yiizeyine 5 pL anti-HSP70 (40 pg/mL)
damlatildi. Nemli ve karanlik ortamda 1 saat boyunca bekletildi.

6 | 1 saat sonunda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak fiziksel olarak yiizeye absorbe
olmus anti-HSP70 uzaklastirildi. Elektrotlar argon gazi ile kurutularak EIS ve CV
Olciimleri alindi.

7 | Daha sonrasinda ise aktif uglar1 bloke etmek i¢in %1 lik 10uL. BSA ¢ozeltisi yine her
bir elektrot yiizeyine eklenip karanlik ve nemli ortamda 30 dakika bekletildi. Bekleme
sonrasi elektrotlar ultra saf su ile yikanip argon gazi ile kurutuldu. CV-EIS 6l¢iimleri
alindu.

8 | Anti-HSP70’ in elektrot ylizeyine baglanmasi gerceklestirildikten sonraki asama
HSP70’ in elektrot ylizeyine baglanmasini saglamaktir. Lineer aralig1 genisletebilmek
adina elektrota uygulanacak olan HSP70 derigsimleri her bir eklemede farkli olacak
sekilde belirlendi.

9 | Ik eklemede 12 fg/mL HSP70 elektrot yiizeyine damlatildi. Son ekleme isleminden
sonra toplam konsantrasyon 144 fg/mL olacak sekilde konsantrasyonlar belirlendi.

10 | Her bir ekleme hacmi 5 pL olarak belirlendi. Inkubasyon siiresi nemli ve karanlik
ortamda 1 saattir.

11 | Her inkiibasyon periyodundan sonra elektrotlar, yiizeyinde fiziksel olarak absorblanmig
HSP70’ i uzaklagtirmak igin ultra saf su ile yikandi. Daha sonra argon gazi ile
kurutuldu. CV ve EIS 6l¢iimleri alindi.

12 | Biitiin bu islemler Fe(CN)s*"*~ redoks probu igeren ¢dzeltinin bulundugu hiicrede
yapildi.
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3.4. Optimizasyon Basamaklari

HSP70 tayinine yonelik gelistirilen grafen temelli biyosensoriin, en iist diizeyde
performansla ¢alismasini saglamak amaciyla oncelikle biitiin bilesenlerin optimizasyonlari
gergeklestirildi. Bu amaca yonelik olarak, sirasiyla grafen miktari, EDC/NHS konsantrasyonu,
antiHSP70 konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi, HSP70 inkiibasyon siiresi en uygun
biyosensor yanitlarint verecek sekilde optimize edildi. Bu ¢aligsmalar daha ayrintili bir sekilde

alt basliklarda anlatilmistir.

3.4.1. Grafen miktar1 optimizasyonu

Grafenin elektrot yiizeyine kaplanabilmesi antiHSP70 in yiizeye maksimum verimde
baglanabilmesi i¢in en 6nemli adimdir. Bu amagla, HSP70 tayinine yonelik grafen temelli
biyosensor i¢in en uygun grafen miktarinin belirlenmesine yonelik bu optimizasyon
gerceklestirildi. 0,1 mg, 0,2 mg, 0,4 mg, ve 0,8 mg olmak iizere dort farkli grafen miktarlar
kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerle her agamada CV ve EIS
dlgiimleri alind1. Olgiimler 0.1 M KCI iceren ve &lgiim igin redoks probu sunan 5 mM
Ka[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) ¢dzeltisi iginde gergeklestirildi. Her asamanin inkiibasyon
stirelerinde elektrotlar oda sicakliginda karanlik ortamda bekletildi. Bu islemlerin neticesinde,

HSP70 tayinine yonelik standart grafikler olusturuldu.

3.4.2. EDC/NHS konsantrasyonunun belirlenmesi

HSP70 tayinine yonelik olarak gelistirilen grafen temelli biyosensdriin
gelistirilmesinde EDC/NHS ¢6zeltisinin konsantrayonu da optimize edilen parametrelerden
biridir. EDC/NHS c¢ozeltisi kullanilan grafen c¢ozeltisindeki karboksil uglarini aktiflestirmek
icin kullanilir. Aktiflesen karboksil uglar1 ile antiHSP70 ¢o6zeltisinde bulunan amin uglari
etkileserek antiHSP70 in kovalent olarak ylizeye immobilizasyonu saglanmis olur. Bu
sebeplerden dolayr EDC/NHS konsantrasyonunun dogru bir sekilde belirlenmesi de
biyosensoriin dogrulugu agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu amaca yonelik olarak, 0,04 mM olan
EDC ve 0,01 mM olan NHS konsantrasyonlart 0,4 mM EDC ve 0,1 mM NHS olarak
degistirilerek optimize edildi. EDC/NHS ¢o6zeltisinin hazirlanma basamaginda 2,4 pL
EDC+1,2 uL NHS alinarak 50 mM pH 7 fosfat tamponuyla 2 mL ye tamamlanmuisti. Elektrot
bu ¢ozeltiye daldirilip inkiibasyona birakilmisti. Ancak bu optimizasyon basamaginda 24 pL
EDC+12 pLL NHS alinarak fosfat tamponuyla 2 mL ye tamamland1 ve elektrot bu ¢ozeltiyle
inkiibasyona birakildi. Elde edilen EIS ve CV spektrumlari incelendi.
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3.4.3.AntiHSP70 konsantrasyonu optimizasyonu

Tekrar iiretilebilirlik ve yiiksek tekrarlanabilirlik o6zelliklerine sahip hassas bir
biyosensor hazirlanmasi i¢in antiHSP70 konsantrasyonun optimizasyonu c¢ok onemli bir
adimdir. Bu amaca yonelik olarak, hazirlanan elektrotlar, yilizeylerine sirasiyla 20ug/mL,
40pg/mL, 60ug/mL ve 80ug/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan antiHSP70 ¢ozeltisi
damlatilarak 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda CV ve EIS 6l¢limleri alindi. EIS

Ol¢timlerinden elde edilen Rct degerleri, HSP70 konsantrasyonuna karsilik grafige gegirildi.

3.4.4. Anti-HSP70 inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Optimum anti-HSP70 konsantrasyonu belirlendikten sonra bir diger 6nemli adim anti-
HSP70 inkiibasyon siiresinin optimizasyonudur. Anti-HSP70 in en verimli sekilde yiizeye
baglanabilecegi inkiibasyon siiresinin tayin edilmesi amaciyla elektrotlar, ylizeylerine
40ug/mL antiHSP70 ¢ozeltisi damlatilarak 30, 45, 60, 75 dakika siirelerinde inkiibasyona
birakildi. Yapilan 6l¢timler sonunda standart grafikler ¢izildi.

3.4.5. HSP70 inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Tezin bu asamasinda, diger optimum kosullar saglandiktan sonra son olarak elektrot
yiizeyine HSP70 in maksimum verimde baglanabilecegi inkiibasyon siiresi belirlendi. Bu
amagla diger optimum kosullar sabit tutularak, hazirlanan elektrotlara HSP70 ¢dozeltisi
damlatildi ve elektrotlar sirasiyla 30,45, 60 ve 75 dakika inkiibasyona birakildi. Elde edilen
Rct degerleri HSP70 konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirildi.

3.5. Biyosensoriin Analitik Calismalari

3.5.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ideal bir biyosensor i¢in olmasi gereken en onemli 6zelliklerden
biridir. Karakteristik &zellikleri bilinen bir biyomarker kullanilmasi durumunda bile
biyosensoriin hazirlanmasinda ¢alisma ortam ve kosullart agisindan beklenen niteliklerde
biyllk  farklanmalar  gozlenebilir. Bu  sebeple, tekrarlanabilirlik  ¢aligmalarinin
gerceklestirilmesi  bir zorunluluktur. Bu asamada da hazirlanan biyosensorlerin
tekrarlanabilirlik denemeleri yapildi. Elde edilen degerlerden standart sapma ve korelasyon

katsayis1 hesaplandi.

3.5.2. Tekrar iiretilebilirlik
Gelistirilen biyosensoriin  farkli hazirlanma asamalarinda, elde edilen yanitlarin

birbirinden ne kadar saptiginin belirlenmesi i¢in biyosensoriin tekrar tiretilebilirlik denemeleri
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gerceklestirildi. Bu amaca yonelik olarak, ayni optimum kosullarda 10 biyosensor hazirlandi
ve herbirinden ayr1 ayr1 standart grafikler elde edildi. Bu standart grafiklere ait dogrusal tayin

araliklar1 ve R? degerleri kiyaslanarak biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi yorumlandi.

3.5.3. Sabit frekansta impedans dl¢iimleri

Bu c¢alismada, elektrokimyasal = impedans  spektroskopisi  biyosensoriin
immobilizasyonu ve karakterizasyonu i¢in kullanildi. Ayrica modifiyeli ylizeyin yiik transfer
direncini analiz etmek icin kullanildi. EIS nin yanisira farkli bir impedimetrik yontem olan
sabit frekansta impedans teknigi de bu ¢alismada kullanilan bir yontemdir. Single frequency
zamana karsi sabit frekansta impedansi olger. Bu impedimetrik teknik ile sabit bir frekansta
zamana bagli olarak anti-HSP70 ve HSP70 arasindaki etkilesim tayin edilmeye ¢alisildi. Tlk
olarak reaksiyon hiicresine 5 ml pH 7’ de 50 mM olarak hazirlanan fosfat tamponu kondu.
Icerisine konsantrasyonu 7,2 pg/mL olan HSP70 c¢ozeltisinden 5 pL damlatildi ve bir
karistirict yardimiyla 1 saat boyunca karistirilarak 20 Hz sabit frekansta impedans 6l¢iimii

zamanin ve faz acisinin bir fonksiyonu olarak 6l¢iildii.
3.5.4.Biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirliginin incelenmesi

Tez calismasinin son asamasinda, gelistirilen biyosensorle, gercek serum orneklerinde

yapay serum Orneklerinde HSP70 tayini amaglandi. Elde edilen sonuglar degerlendirildi.
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4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Biyosensorlerin immobilizasyon Basamaklar

Bu calismada, HSP70 (1s1 sok proteini) tayinine yonelik bir biyosensor tasarlanmasi
hedeflendi. Bunun i¢in camsi karbon elektrot yiizeyi grafen ile kaplandi. Grafen kullanilmasi
sayesinde anti-HSP70 in yiizeye kovalent olarak baglanmasi saglandi. Dongiisel voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile immobilizasyon adimlart ve HSP70’ in elektrot
yiizeyine baglanmasi incelendi. Hazirlanan biyosensor igin gelistirilen esdeger devre modeli
ve tim immobilizasyon adimlarinin Kz[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s]’ de alinan EIS ve CV
spektrumlar1 Sekil 4.1. de gosterildi.

1,000 kohm

500,0 ohm

Zimag (ohm)

0,000 ohm
0,000 ochm 1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohm
Zreal (ohm)

CycSic Voitammetry

100,0 uA

50,00 uA

0,000 A

Im (A)

-50,00 uA

-100,0 uA
0,000 V 200,0 mV 400,0 mV

VI (V vs. Ret.)

Sekil 4.1. Immobilizasyon adimlarina ait A) EIS egrileri ve B) CV voltamogramlari. yesil (-
m-m-). GCE/Grafen, mor (-V-V ). GCE/Grafen/EDC- NHS, mavi (-+-+-): GCE/
Grafen/EDC-NHS/ANtiHSP70, kirmizi (-¢-¢-): GCE/ Grafen/EDC-NHS/Anti
HSP70/BSA C) Hazirlanan biyosensor igin gelistirilen esdeger devre modeli
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Bu tezde ilk olarak GCE yiizeyi grafen ile kaplandi. Grafende bulunan acik uclardaki
COO fonksiyonel gruplari ¢alisilan pH da negatif yiiklendiklerinden 6tiirii redoks probunun
bu asamada yiizeye difiize olmasi giiglesmistir. Bu da sonuglara elektron transfer direncinin
artmasi olarak yansimistir. Grafen ile elektrot ylizeyi modifiye edildikten sonra, grafende
bulunan karboksil uglarini aktiflestirmek ic¢in 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
(EDC) ve N-hidroksisiiksinimid (NHS) ¢ifti kullanildi. Daha sonra elektrot yilizeyine anti-
HSP70 immobilize edildi. Anti-HSP70 in immobilize edilmesiyle protein tabakasi yiizeyde
bir nevi bariyer etkisi olusturarak yalitkan bir tabaka meydana getirdi. Bu yalitkan tabaka EIS
sinyalinde de olduk¢a belirgin artis olarak gozlendi. BSA immiinosensdrlerde biyolojik
bilesenlerin ylizeye tam immobilize olamadigi durumlarda, sinyal verilerini tehlikeye
atmamak adina bloklama ajani olarak siklikla kullanilir. Bu ¢alismada da ylizeyde agikta
kalmis aktif uglart bloke etmek i¢in BSA damlatildi ve Sekil 4.1.A 'da goriildiigii gibi yiik

transfer direncinin daha da artmasi saglanda.

Sekil 4.1.B incelendiginde dongiisel voltametri sonuglarinin impedans spektrumlariyla
uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Elektrot yiizeyi grafenle uygun kosullarda
kaplandiginda katodik ve anodik pik akim farklariin olusan yalitkan tabakadan 6tiirii azaldigi
tespit edildi. Bu durum impedans spektrumlarinda oldugu gibi redoks probunun yiizeye
diftize olmasimin zorluguyla agiklanabilir. EDC/NHS ciftinin grafen yiizeyindeki karboksil
gruplarii aktive etmesiyle yilizeye elektron transferi daha da giliglesmis ve bu durum CV
voltomogramina pik akim farklarmin azalmasi olarak yansmmistir. immobilizasyonun son
adim1 olan BSA muamelesiyle birlikte olusan yalitkan protein tabakasi anodik katodik pik
akimlarini daha da azaltmigtir. Bu asamayla beraber tasarlanan biyosensér HSP70 in tayini

icin hazir hale gelmistir.
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CE/grafen' EDC-NHS
S ey EL N GCE /grafen EDC-NHS antiHSP70/BSA/HSP70
antiHSP70 antiHSP70/BSA

Sekil 4.2. immobilizasyon adimlarima ait sistematik diyagram

4.2 Biyosensorlerin Hazirlanma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.2.1 Grafen konsantrasyonunun biyosensor cevaplari iizerine etkisi

Tezin bu asamasinda grafen miktarinin hazirlanan biyosensor cevaplar iizerine etkisi
incelendi. Farkli miktarlarda grafen kullanilarak hazirlanan biyosensérlerle HSP70 tayinine
iliskin standart grafikler ¢izildi ve birbiriyle kiyaslandi. Buna ait standart grafikler sekil 4.3. te

gosterildi.

Yapilan ¢alismalarda, EIS spektrumlarindan elde edilen Rct degerleri, HSP70
konsantrasyonlarina kars1 grafige gegirildiginde; grafen miktar1 artisinin, sinyalde artisa sebep
oldugu goriildii. Ancak 0,8 mg gibi daha fazla grafen miktar1 artik diizenli bir kaplanmaya
imkan vermemekte ve bu da olusan sinyalleri etkilemektedir. 0,4 mg grafen ve 0,2 mg grafen
kullanilarak hazirlanan biyosensorlerde sinyaller birbirine yakin olarak gézlemlendi. Buna
karsin elde edilen R? degerlerine bakildiginda ve harcanan grafenin miktar: da géz oniine

alindiginda, en uygun grafen miktarinin 0,2 mg olmasina karar verildi.
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Sekil 4.3. Grafen miktarinin biyosensor cevabinin iizerine etkisi. mor (-e-e-): 0,8 mg grafen,
yesil(-A-A-): 0,4 mg grafen, kirmizi (-m-m-) : 0,2 mg grafen, sar1 ( -¢-¢-): 0,1mg

grafen

Grafen miktar1 optimizasyon grafiklerinin R? degerleri ve denklemleri Tablo 4.1 de

gosterilmektedir.

Tablo 4. 1. Grafen miktar1 optimizasyon grafiklerinin R? leri ve denklemleri

Grafen miktari R? Denklem
0,1 mg 0,8771 y = 9,0316x + 444,33
0,2 mg 0,8937 y = 33,253x + 1746,8
0,4 mg 0,7721 y = 33,221x + 2016,9
0,8 mg 0,8962 y = 20,731x + 1308

Optimizasyon basamaginin bu kisminda belirlenen 0,2 mg grafen kullanilarak

hazirlanan biyosensoriin EIS ve CV egrileri Sekil 4.4. te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Optimizasyon sonucu belirlenen 0,2 mg grafenle hazirlanan biyosensoriin A) EIS

spektrumlar1 ve B) CV voltammogramlari. gri (-+-+-): GCE, yesil (-m-m-): GCE/
Grafen, mor (-V-V):GCE/Grafen/EDC-NHS, mavi (-e-e-): GCE/Grafen/EDC-
NHS/AntiHSP70, kirmizi (- ¢ -¢-): GCE/Grafen/EDC-NHS/AntiHSP70/BSA , sari(-
A-A-): GCE/Grafen/EDC-NHS/ANntiHSP70/BSA/HSP70

4.2.2 Anti HSP70 konsantrasyonunun biyosensor cevaplari iizerine etkisi

Tezin bu asamasinda gelistirilen biyosensoriin optimum grafen miktar1 belirlendikten
sonra uygun antiHSP70 konsantrasyonu tayin edildi. Anti-HSP70 konsantrasyonunun tayini
biyosensoriin  performanst agisindan son derece Onemlidir. Bu amagla farklhi

konsantrasyonlarda anti-HSP70 kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle HSP70 tayinine iliskin
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standart grafikler ¢izildi ve birbiriyle kiyaslandi. Buna ait standart grafikler Sekil 4.5. te

gosterilmektedir.

Kalibrasyon egrileri kiyaslandiginda, 40 pg/mL antiHSP70 konsantrasyonu
kullanildiginda elde edilen sinyalin, 20 ug/mL anti-HSP70 kullanildiginda elde edilene gore
daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Yani konsantrasyon artisi sinyalde artisa neden oldu. Ancak
daha fazla konsantrasyon artig1 sinyali ya ¢ok etkilemedi ya da diislirmedi. Bu nedenle,
¢alisma i¢in anti-HSP70 konsantrasyonu 40ug/mL olarak optimize edildi. Buna ait EIS ve CV
egrileri Sekil 4.6. da gosterilmektedir.
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Sekil 4.5.Anti HSP70 konsantrasyonunun biyosensor cevabinin iizerine etkisi. mor (-e-e-):
20pg/mL  anti HSP70, mavi (-e-¢-): 40pg/mL anti -HSP70, kirmizi (-m-m-) :
60ug/mL anti- HSP70, yesil (-A-A): 80ug/mL anti -HSP70

Farkli konsantrasyonlarda anti-HSP70 ile hazirlanan biyosensérlere ait grafiklerin R?
degerleri ve denklemleri Tablo 4.2. de gosterilmektedir.
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Tablo 4.2. Anti HSP70 konsantrasyonu optimizasyon grafiklerinin R? leri ve denklemleri

Anti HSP70 Konsantrasyonu R? Denklem
20 pg/mL 0,9068 y =13,848x + 552,8
40 pg/mL 0,9135 y =18,759x + 1542,9
60 pg/mL 0,9108 y =19,803x + 1043,6
80 pg/mL 0,9077 y =21,211x + 1208,3
A 1,000 koh -~ o
g ~ d
2,000 kohm [ 5000 obm - - g
E 90 8'6'6’0 ohﬂ\y‘" :000 kohm 2,000 ke
g
§1,000 kohm
0,000 ohm
0,000 ohm 2,000 kohyn, 4,000 kohm 6,000 kol

100,0 uA

600,0 m\

00 V 200,0 mV 400,0 mV
VI (V vs. Ref.)

Sekil 4.6. Optimizasyon sonucu belirlenen 40pg/mL antiHSP70 ile hazirlanan biyosensoriin
A) EIS egrileri ve B) CV voltamogramlari. siyah (-+-+-):GCE, yesil (-m-m-):
GCE/Grafen, mor(- ¥ -V -):GCE/Grafen/EDC-NHS, mavi(-e-e-):GCE/Grafen/EDC-
NHS/AntiHSP70, kirmizi (- ¢ -e-):GCE/Grafen/EDC-NHS/AntiHSP70/BSA, sar1 (-
A-A-).GCE/Grafen/EDC NHS/AntiHSP70/BSA/HSP70
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4.2.3 Anti HSP70 inkiibasyon siiresinin biyosensor cevaplari iizerine etkisi

Calismanin bu asamasinda, antiHSP70 konsantrasyonu optimize edildikten sonra,
antikorun maksimum verimde baglanacagi inkiibasyon siiresi tayin edilmeye c¢alisildi. Farkli
siirelerde inkiibe edilen antiHSP70 ile hazirlanan biyosensoriin verdigi cevap arastirildi ve
sonucunda kalibrasyon grafigi ¢izildi. Buna ait standart grafikler Sekil 4.7. de
gosterilmektedir. Kalibrasyon grafigi yorumlandiginda antiHSP70 in diisiik siirede
inkiibasyona birakilmasinin sonucunda antiHSP70 in yeterince yilizeye baglanamadigi
gozlemlendi. Cok yiiksek siirelerde ise ylizeyde bozulmalar basladigi i¢in bu durumun marker
Ol¢iim sinyallerine de yansidigi goriildi. Bu go6zlemlenen sinyallerin dogrultusunda,
konsantrasyonu optimize edilmis olan antiHSP70 60 dakika inkiibasyona birakildiginda
biyosensorden ¢ok daha yiiksek performans elde edilecegi acik bir sekilde anlagilmaktadir. Bu
nedenle optimizasyon sonucu anti-HSP70 in inkiibasyon siiresi olarak 60 dakika uygun

goriilmiistiir. Buna ait EIS ve CV egrileri Sekil 4.8. de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Anti HSP70 inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabinin iizerine etkisi. mavi (- -
¢-): 30 dakika anti HSP70, kirmiz1 (-m-m-): 45 dakika anti HSP70, yesil (-A-
A): 60 dakika anti HSP70, sar1 (-e-e-) : 75 dakika anti HSP70
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Anti-HSP70 in farkli siirelerde inkiibasyona birakilmasiyla hazirlanan biyosensdrlerin

grafiklerinin R? leri ve denklemleri Tablo 4.3. te gosterilmektedir.

Tablo 4.3. Anti HSP70 inkiibasyon siiresinin

optimizasyon grafiklerinin R? leri ve

denklemleri
Anti HSP70 inkiibasyon siiresi R2 Denklem
30 dakika 0,866 y =6,1367x + 678,78
45 dakika 0,8732 y =5,8965x + 521,27
60 dakika 0,8342 y =11,744x + 754,32
75 dakika 0,7174 y = 7,0445x + 590,25
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Sekil 4.8. Optimizasyon sonucu belirlenen 60 dakikalik inkiibasyon siiresi antiHSP70 ile
hazirlanan biyosensoriin A) EIS egrileri ve B) CV voltamogramlari. siyah (-+-+-
): GCE, yesil (-m-m-): GCE/Grafen, mor (- ¥ -V¥-): GCE/Grafen/EDC-NHS , mavi
(-e-e-): GCE/Grafen/EDC-NHS/ANtiHSP70, kirmizi (-#-#-):GCE/Grafen/EDC-
NHS/AntiHSP70/BSA, sar1 (-A-A-): GCE/Grafen/EDC-NHS/AntiHSP70/BSA/
HSP70

4.2.4 HSP70 inkiibasyon siiresinin biyosensor cevaplari iizerine etkisi

Son olarak biitlin optimizasyon basamaklarindan sonra belirlenen antiHSP70
konsantrasyonuna karsilik HSP70 in ylizeye baglanabilme siiresi incelendi. Elde edilen
impedans egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile gizilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.9. da
gosterildi. Kalibrasyon grafigine bakildiginda, HSP70 in inkiibasyon siiresi arttik¢a, gdzlenen
sinyaldede artis oldugu goriildii. 30 dakika ve 45 dakika inkiibasyon siirelerinde sinyaller
birbirine ¢ok yakin elde edilmistir. Ancak 60 dakika inkiibasyon siiresinde sinyalde olduk¢a
iyi bir artis gozlendi. Bu durum 30 dakika ve 45 dakika inkiibasyon siirelerinin HSP70 in
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yiizeye baglanmasinda yetersiz oldugunu gosterdi. Daha yiiksek inkiibasyon siirelerinde ise

HSP70 in biyik olasilikla yilizeydeki

bozulmalardan dolayr yiizeye baglanabilme

kapasitesinin diistiigii gézlemlendi. Bunun sonucunda HSP70 in inkiibasyon siiresi olarak en

uygun 60 dakika olarak belirlendi. Buna ait EIS ve CV egrileri sekil 4.10. da gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. HSP70 inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabinin {izerine etkisi. mavi (-¢-¢-):
kirmizi (-m-m-): 45 dakika HSP70, yesil (-A-A): 60 dakika
HSP70, sar1 (-e-e-) : 75 dakika HSP70

30 dakika HSP70,

HSP70 inkiibasyon siiresinin optimizasyon grafiklerinin R? leri ve denklemleri Tablo

4.4. te gosterilmektedir.

Tablo 4.4. HSP70 inkiibasyon siiresinin optimizasyon grafiklerinin R? leri ve denklemleri

HSP70 Inkiibasyon Siiresi R? Denklem
30 dakika 0,7247 y =4,739x + 467,78
45 dakika 0,9879 y =7,862x + 179,49
60 dakika 0,889 y = 16,922x + 1245,5
75 dakika 0,9664 y =8,9123x + 145,53
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Sekil 4.10. Optimizasyon sonucu belirlenen 60 dakikalik inkiibasyon siiresi HSP70 ile
hazirlanan biyosensoriin A) EIS egrileri ve B) CV voltamogramlari. siyah (-+-+-):
GCE, yesil (-m-m-): GCE/Grafen, mor (-V¥ -V-): GCE/Grafen/EDC-NHS , mavi
(-e-e-): GCE/Grafen/ EDC-NHS/ANtiHSP70, kirmizi (- ¢ -#-): GCE/Grafen/EDC-
NHS/AntiHSP70/BSA, sar1 (-A-A-): GCE/Grafen/EDC-NHS/AntiHSP70/BSA/
HSP70

4.3.Biyosensoriin Analitik Calismalar:

4.3.1.Standart Grafik

Optimize edilen immobilizasyon parametrelerine gore hazirlanan biyosensorlerle
farkli HSP70 konsantrasyonlarinda Olgimler yapilarak, HSP70 in lineer tayin araligi
belirlendi. Olgiimler optimum kosullarda gergeklestirildi. Ol¢iim sonuglarmin tutarlilifma ve

R? degerine bakildiginda HSP70 in tayin arahig 12 fg/mL — 144 fg/mL konsantrasyonu
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araliginda belirlendi. Bu grafik Sekil 4.11 de gosterilmektedir. Ayrica yapilan hesaplamalar
sonucu LOD degeri 0,765 fg/mL, LOQ degeri 2,55 fg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.11. Kalibrasyon egrisi

Tasarlanan biyosensoriin artan HSP70 konsantrasyonuyla elde edilen EIS spektrumu

ve CV voltamogrami Sekil 4.12. de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. Tasarlanan biyosensoriin artan HSP-70 konsantrasyonuyla elde edilen A) EIS
spektrumu ve B) CV voltamogrami. kirmizi (-¢-e-): GCE/ Grafen / EDC-NHS/
AntiHSP70/ BSA, sar1 (-A-A-): GCE/ Grafen/EDC-NHS/ AntiHSP70/BSA/
HSP70

4.3.2.Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayn1 kosullarda, ayn1 cihazla ve aym1 6rnekle yapilan 6l¢iimlerden
elde edilen sonuglardaki farkliligin bir ifadesidir. Gelistirilen biyosensor ile ayni ornek i¢in
tekrarlanabilir sonuglar almak bu agidan ¢cok 6nemli bir noktadir. Dolayisiyla HSP70 tayinine
yoenlik gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirliginin belirlenmesine yonelik gerceklestirilen
calismalar, onun karakterizasyonu asmasinda ¢ok Onemli bir rol oynamistir. Bu amag
dogrultusunda 72 fg/mL'lik HSP70 standart ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilen 10 6l¢iimiin
sonuglart degerlendirilerek istatistiksel parametreler hesaplanmistir. Buna gore ortalama
deger, standart sapma ve varyasyon katsayisi sirasiyla, 72,6 fg/mL, = 4,8 fg/mL ve % 6,6

olarak belirlenmistir.
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4.3.3.Tekrar iiretilebilirlik

Biyosensorlerde sahip olmasi istenen 6zelliklerden en 6nemlisi tekrar ayn1 sartlarda ve
Ozelliklerde hazirlanabiliyor olmasidir. Biyosensorlerin rutin analizlerde kullanilabilmesi i¢in
giivenilir olmas1 ve tekrar tekrar iiretilmesi cok 6nemli bir parametredir. Bu amaca yonelik,
optimizasyon asamasinda belirlenen optimum kosullarla 10 tane biyosensor hazirlandi. Bu
biyosensorlerde, EIS spekturumlarindan elde edilen Ret degerleri, HSP70 konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirildi ve birbirleriyle kiyaslandi. Bu grafiklere iliskin R? degerleri ve dogru
denklemleri Tablo 4.5 ' te gosterilmistir. Grafiklerin herbirinin R?degerleri yiiksek ve
birbirine yakindir. Ayrica dogru denklemlerindeki intercept ve egim degerlerine iliskin bagil
standart sapma (RSD) verileri de sirastyla % 0,96 ve % 1,2 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar

biyosensoriin tekrar {iretilebilirliginin iyi oldugu sonucunu gostermektedir.

Tablo 4.5. Tekrar Uretilebilirlik

Biyosensor R? Y Aralik(fg/mL)
1 0,9456 23,948x + 690,96 12-144
2 0,9094 20,164x + 731,53 12-144
3 0,9565 19,79x + 458,7 12-144
4 0,8762 21,444x + 994,36 12-144
5 0,9819 18,809x + 795,91 12-144
6 0,9354 11,364x + 735,96 12-144
7 0,9187 20,664x + 813 12-144
8 0,9474 18,256x + 1610,9 12-144
9 0,9601 19,686x + 846,75 12-144
10 0,8663 21,171x + 885,2 12-144

4.3.4. Sabit frekansta impedans 6l¢iimleri sonuclari
Bu c¢alismada grafen modifiyeli camsi karbon elektrot {lizerine immobilize olan

antiHSP70 ve HSP70 arasindaki etkilesimin karakterizasyonu i¢in single frequency impedans
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teknigi kullanildi. Single frequency teknigi ile zamana kars1 sabit bir frekansta impedans
Ol¢iimii gergeklestirilir. Dolayisiyla tekrarlayan zamanda ve toplam zamanda impedans
degisimleri kontrol edilebilmektedir. Bu amacgla potansiyostat 20 Hz sabit frekansinda
ayarlandi. 60 dakika boyunca bu sabit frekansta impedans 6lglimii zamanin ve faz agisinin bir

fonksiyonu olarak olgtildii. Sekil 4.13 sabit frekansta 6l¢iim sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4. 13. Sabit frekansta impedans ol¢iimii

Sekil 4.13. te goriildigii gibi, sabit frekansta impedans 6l¢iimleri HSP70 ve antiHSP70
baglanmasi1 hakkinda 6nemli bilgi sunmaktadir. Mavi egri zamanin bir fonksiyonu olarak
impedanstaki degisimi, kirmizi egri yine zamanin bir fonksiyonu olarak faz agisindaki
degisimi gostermektedir. Yik transfer direnci ve faz acisindaki degisimler HSP70 ve
antiHSP70 arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak sabit frekansta
impedans, biyosensor Ol¢limii veya biyosensor yiizeyinde zamana baglh degisimleri 6lgmek

i¢in kullanilabilir.

4.3.5.Grafen temelli antiHSP70 biyosensoriin Taramah Elektron Mikroskopuyla (SEM)

yiizey morfolojisi analizi

Calismanin bu asamasinda, Namik Kemal Universitesi NABILTEM de bulunan SEM
cihaz1 (FEI-Quanta FEG 250 model) ile biyosensoriin optimum kosullarda hazirlanirken her
bir asamasinda yiizeyinde meydana gelen degisikliklerin morfolojik olarak incelenmesi
amaglandi. Biyosensor yiizeyine ait SEM goriintiileri Sekil 4.14.” te gosterilmektedir. A’da
elektrot yiizeyinin grafen ile kaplanmasi goriilmektedir. B’de yiizeye immobilize olan anti-
HSP70 molekiilleri goriilmektedir. C’de bloklama ajani olarak kullanilan BSA molekiillerinin
yiizeye baglanmasi goriilmektedir. Son olarak D’ de ise elektrot yilizeyinde anti-HSP70

molekiilleri ile etkilesime giren HSP70 molekiilleri net olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Hazirlanan biyosensére ait SEM  goriintileri A)GCE  B)GCE/Grafen
C)GCE/Grafen/antiHSP70 D) GCE/Grafen/antiHSP70/BSA E) GCE/Grafen/antiHSP70/BSA/HSP70
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SEM teknigiyle elde edilen sonuglar, impedans karakterizasyon calismalar1 ile elde
edilen sonuglarla uyumluluk gostermektedir. Sonu¢ olarak SEM teknigi hem morfolojik
acidan  ylizeyin  incelenebilmesine hem de yapilan Olglimlerin  dogrulugunun

kanitlanabilmesine olanak saglamistir.

4.3.6. Kramers Kronig

Kramers Kronig transformu, gelistirilen biyosensor sisteminin  impedans
spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini
belirlemek i¢in kullanilir. Bu yontem elektrokimyasal impedans spektroskopisinin
yorumlanmasi ve analizi i¢in son derece 6nemlidir (Orazem ve ark. 2008). Kramers-Kronig
iligkileri elektrokimyasal sistemlere, denklemlerin dogrudan entegrasyonu, kararlilik ve
lineerligin deneysel gozlemlenmesi, spesifik elektrik devre modellerinin regresyonu ve olusan
Olciim modellerinin regresyonuyla uygulanmaktadir. Kramers Kronig iligkisinin dogrudan
entegrasyonu, impedansin bir bileseninden digerinin hesaplanmasini kapsar (Huang ve ark.
2007). Olgiilen impedansin sanal bileseninden gercek bileseninin hesaplanmasi buna &rnek

olarak gosterilebilir. Sonrasinda sonuglar elde edilen verilerle kiyaslanir (Orazem ve ark.
2008).

Bu tez ¢aligmasinda da antiHSP70 temelli biyosensoriin Kramers Kronig transformu

Sekil 4.15 te gosterilmektedir.

1,000 kohm y A
2,000 kohm o ’
£500,0 ohm ~
1,500 kohm &r/
T , . 0,000 ghyg, o 1,000 kohm 2,000 ke
i iy s | Zreal (ohm)
£1,000 kohm & a b
N At ] [ ] [ %
500,0 ohm e e o” &
/%/Z/ o \v‘, 7 Boses””
/ #1 - v
0,000 ohm
0,000 ohm 1,000 kohm 2,0020 kohgn 3,000 kohm 4,000 kohm 5,000 kol
real (ohm)

Sekil 4. 15. Hazirlanan biyosensoriin Kramers Kronig transformu
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Sekil 4.15. teki impedans spektrumlarindan elde edilen Kramers Kronig

transformunun fit degerleri Tablo 4.6. da verilmistir.

Tablo 4.6. AntiHSP70 temelli biyosensoriin farkli asamalarinda Kramers-Kronig transformu

Biyosensor Yiizeyi Fit degerleri
GCE 1,448
GCE/grafen 6,402
GCE/grafen/EDC-NHS 2,699
GCE/grafen/anti-HSP70 2,700
GCE/grafen/anti-HSP70/BSA 13,94
GCE/grafen/anti-HSP70/BSA/HSP70 20,29

4.3.7. Biyosensoriin Ger¢ek Orneklere Uygulanabilirliginin incelenmesi

Tez galigmasinin son asamasinda, gelistirilen biyosensorle, ger¢ek serum drneklerinde
yapay serum Orneklerinde HSP70 tayini amaclandi. Elde edilen sonuglar degerlendirildi.
Sonuglar Tablo 4.7. de gosterilmektedir.

Tablo 4.7. Serum 6rneklerinde HSP70 analizi
Yapay serum orneklerinde HSP70 analizi (fg/mL HSP70)

Tlave edilen Bulunan % Geri % Hata
kazamm
48 46,5 96,9 3,1

Gergek insan serum oérneklerinin analizi (fg/mL HSP70)

Ornek Biyosensérle Ilave edilen Total % Hata % Bagil
bulunan HSP70 bulunan hata
1 40,4 48 90,6 102,5 2,5
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5) SONUC

Giliniimiizde oldukg¢a artmakta olan kanser hastalifinin erken teshisi hayati bir rol
oynamaktadir. Bu amaca yonelik yapilan tez kapsaminda kanser hastaliginda viicutta aktif
olarak arttiklar1 bilenen biyomarkerlarin tayinine yonelik bir biyosensor tasarlanmasi
hedeflenmektedir. Molekiiler biyomarkerlarin, 6zellikle de kanser inisiyasyon ve progresyonu
ile iligkili olanlarin bulunmasi, kanserin erken belirlenmesi igin gelistirilecek stratejiler igin
yararli olacaktir.

Bu ¢alismada, HSP70 biyomarker olarak kullanilmistir. HSP70 proteini hiicresel stres
cevaplarimin molekiiler isaretleyicileridir ve protein katlanmasi, agregasyon, tasinma ve
stabilizasyonda onemli gorevleri mevcuttur. Literatiirlere bakildiginda, HSP70 proteini idrar
kesesi iiroteliyal kanseri, prostat kanseri, pankreas kanseri, meme kanseri, endometriyal
kanser ve karaciger kanseri gibi kanser tiirlerinde biyomarker olarak da kullanilmistir. HSP70
in erken teshis i¢in umut vaat eden bir biyomarker olmasindan dolayi, bu tez HSP70 in ¢ok

diisiik konsantrasyonlarda ve tekrarlanabilir sekilde tayinine olanak saglamistir.

Hassas bir biyosensor hazirlamanin en 6nemli adimi1 tiim immobilizasyon adimlarinin
dikkatli bir sekilde optimize edilebilmesidir. Yapilan optimizasyon basamaklarinda segilen

degerler Tablo 5.1 de verilmistir.

Tablo 5. 1. Optimizasyon basamaklari ve segilen degerler

Optimizasyonlar Secilen deger
Grafen miktari 0,2 mg
Anti-HSP70 konsantrasyonu 40pg/mL
Anti-HSP70 inkiibasyon siiresi 60 dakika
HSP70 inkiibasyon siiresi 60 dakika
Lineer aralik 12-144 fg/mL

Optimizasyon basamagindan sonra yapilan tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik
adimlariyla da biyosensoriin tekrar iiretilebilirlikte oldukca basarili oldugu goriilmiistiir.
Biyosensoriin gercek kan serumunda da denenmis olmasiyla tutarli sonuglar elde edilmistir.

Bu sayede gelecege yonelik umut vaad edici sonuglar elde edilmistir.
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