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OZET

Yiksek Lisans Tezi
RACK-1 ANALIZI ICIN IMMUNOSENSOR GELISTIRILMESI VE
KARAKTERIZASYONU

Hakan TORER

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

Bu tez calismasinda meme kanserinin 6nemli bir biyomarker:1 olan ve RACK-1
geninin asir1 ekspresyonu sonucu olusan RACK-1 konsantrasyonunu belirleyen yeni bir
immunosensor gelistirildi. Bunun igin tek kullanimlik Indiyum Tin Oksit Polietilen Teraftalat
( ITO- PET) elektrot yiizeyine 1l-siyanoundesiltrimetoksisilan ile kendi kendine olusan
mono tabaka (SAM) olusturuldu. 11-CUTMS modifiyeli yiizey ilizerine Anti-RACK-1 ‘in
kovalent baglanmasi saglandi. Dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans
spektroskopisi ile immobilizasyon adimlar1 ve RACK-1" in elektrot yilizeyine baglanmasi
incelendi. Tekrarlanabilir ve tekrar {retilebilir bir biyosensér elde etmek igin tim

immobilizasyon parametreleri optimize edildi.

Anahtar kelimeler: Anti-RACK-1, RACK-1, immunosensor, kanser biyomarkerlari, ITO-

PET elektrot
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ABSTRACT

MSc. Thesis
DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF AN IMMUNOSENSOR
FOR ANALYSIS OF RACK-1

Hakan TORER

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

In this study, an immunosensor was developed to detect RACK-1 antigen that is a
significative biomarker of breast cancer and forms by high expression of RACK1 gene. Fort
his purpose, a self assembled monolayer (SAM) was genenated on the disposable indium thin
oxide  polyethylene  teraftalate =~ (ITO-PET)  electrode  surface  with  11-
cyanoundecytrimetoksisilan AntiRACK-1 was covalenty immobilized onto the 11-CUTMS
modified surface. The immobilization steps and the binding of RACK-1 onto the surface were
examined by using cycling voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. All
immobilization parameters were optimized to obtain a good, repeatable and reproducible

biosensor.

Keywords: Anti-RACK-1, Rack-1, immunosensor, cancer biomarkers, ITO-PET electrode
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1. GIRIS

2015 yili Subat ayi, Diinya Saglik Orgiitii’'niin (WHO) resmi internet sitesinde
yayilanan verilere gore, diinyada toplam 8 milyon 200 bin kisi kanser yiiziinden hayatini
kaybediyor. WHO’den alinan verilere gére 2012 yilinda da en biiylik hastalik ve 6lim
nedenleri arasinda kanser vakalar1 yer aldi. Yeni kanser vakalarinin yiizde 60'indan fazlasi
Afrika, Asya, Orta ve Giiney Amerika’da goriildii. Bu bolgelerde kanserden 6liim orani ise
yiizde 70. Kanser vakalarinin 20 yil i¢inde 22 milyona yiikselecegi tahmin ediliyor. Diinyada
14 milyon yeni kanser vakasina rastlandig ifade edilirken, erkekler arasinda en sik rastalanan
kanser tiiri akciger kanseri. Akciger kanserini prostat, kalin bagirsak, mide, karaciger tiirleri
sirasiyla takip etmekte. Kadinlarda ise en sik rastlanan kanser tiirii meme kanseri oldugu ifade
edilirken, meme kanserini sirastyla kalin bagirsak, akciger, rahim agz1 ve mide kanser tiirleri
takip etmektedir (WHO 2014).

Biyomarkerlar ile bir organin islevi, bir organizmanin gelisiminin takibi veya bir
hastaligin olusumundan gelisimine kadar farkli asamalar tespit edilebilmektedir. Ozellikle
giinimiizde en yaygin uygulamalari kanser tanisi, gelisimi ve takibinde Onemli rol
oynamaktadir. Mediiler troid kanserinde calsitonin, pankreas ve mide kanserinde CA19-9,
meme kanseri igin CA 15-3 tlimor markerlarina 6rnek olarak verilebilir.Bu biyomarkerlarin
tespit edilmesi, Olgiilmesi, viicut sivilarindaki miktarlarinin  belirlenebilmesi  igin
immunosensOr yapilarinin bu belirteglerin reseptdrleri ile dizayn edilmesi gerekmektedir.

RACK-1 geni 0Ozellikle meme kanserinde asir1 ekspresyona ugrar ve RACK-1
proteini miktarinda asir1 bir artis gozlenmektedir.

Yapilan bu tez calismasinda; RACK-1’in  6nemli bir kanser biyomarkeri olma
potansiyelinden dolayi, hassas, ekonomik ve dogru tayini i¢in bir immunosensOr tasarimi

amaclanmustir.



2. KURAMSAL BiLGILER

2.1.Biyosensor

Biyosensorler fizikokimyasal analiz sistemleri ile biyolojik materyallerin
birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir. Biyosensorlerde biyolojik sistemin yiiksek
Ozgiilliigii ile fizikselanaliz sisteminin tayin duyarliligi bilestirilmistir.

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyobilesen(biyolojik tanima bolgesi) ile etkilesime girmesi sonucu
transduser (dondistiiriicii) ylizeyinde analit miktariyla orantili bir sinyalin olusumu ve bu
sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir. Biyosensorlerde biyobilesen olarak
enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik
asitler kullanilabilir. Analiz edilecek molekiile uygun olarak bir biyobilesen ve analitin
doniisimii sonucunda olusan elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel
sinyale ¢eviren uygun bir transduser secilmelidir. Transduser ve biyobilesen birbirine uygun
fiziksel ya da kimyasal yontemle baglanabilir (Kokbas ve ark. 2013).

Tablo.1’de bir biyosensor sisteminin birimleri sematik olarak gosterilmistir. Giiniimiizde

biyosensorler; biyobilesen ve transduser olarak pek ¢ok farkli maddeyi ve sistemi

icermektedir. Bunlarin en 6nemli olanlar1 Cizelge 2. 1.’de verilmistir (Kokbas ve ark. 2013).

Cizelge 2. 1. Biyosensor Bilesenlerinin Igerigi

Analit Biyobilesen Sinyal iletici sistem
Hormonlar Enzimler Elektrokimya Esasli
Enzim Antikorlar Yari Iletken Esaslh
Koenzim Hiicre Optik Esasli
Substrat Doku Kesitleri Fotometri Esasli
Aktivator Reseptorler Fliiometri Esasl
Inhibitdrler Mikroorganizmalar Fliilometri Esash
Antikor-Antijen Niikleik Asitler Piezoelektrik Esasl
Niikleik Asit Lipidler Kuartz Kristal Mikrobalans
Mikroorganizmalar Hiicre Organelleri Mikrokantileverlar




Biyosensdr l

| Grmek | Biyoreseptsr | Transcuser I | Elektronik Veri igleme
| Enzimler
0 OD—’ Antibadiler Elektrodlar
AVA NUkleik asitler Transistsrier
@ O o Mikroorganizmalar Termistsri
A ! | —» e ﬂ:\ Gugtendinicl [ | Mikroelektronik
— - SCiEndmnc
o 80 [[  Dokular Optik fiberier v
Hicreler
O = d Piezoelektrik
A O—» Yapay biyolojik Kristaller
reseptorier

Sekil 2. 1. Biyosensorlerin genel calisma mekanizmasi

Biyoreseptor bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve seciciliinde etkilidir. Bu reseptorler tek bir partikiiler
substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir (Kdkbas ve ark.
2013).

Biyoreseptorler temel olarak 3 ana grup (biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit

reseptorleri) olarak simiflandirilir. Biyokatalitik reseptorler, analiti belirlenmeyen formdan
belirlenebilir forma doniistiirerek transduserle kaydedilebilir ve belirlenebilir kilar
(Demirbakan 2015). Biyokatalitik tanima elementleri enzim (mono veya multi enzim) igeren
sistemler, hiicreler (mikroorganizmalar, Orn; bakteriler, mantarlar, Okaryotik hiicreler,
mayalar), hiicre organelleri ve bitki, hayvan doku pargalarindan olusur (Ozcan 2015).
Enzimler biyosensorlerde kullanilan ilk biyokomponentlerdir. Antibadiler, niikleik asitler,
lektinler, boyalar, hiicre membran reseptdrleri ve diger spesifik baglayici ajanlar gibi biyolojik
komponentler biyoafinite reseptorlerine oOrnektir. Hormonlar, ilaglar, viriisler, timor
antijenleri, bakteri antijenleri ve diger bircok protein gibi maddelerin belirlenmesi ve 6l¢iimii,
immiinolojik teknikler vasitasiyla diisiik konsantrasyonlarda bile basarilabilmektedir (Canbaz
2013). Affinite bazli biyosensorler belirli bir liganti termodinamik olarak stabil kompleks
formuna déniistiiren segici etkilesimler olustururlar (Ozcan 2015).
Hibrit reseptorlerin biyosensér uygulamalarinda niikleik asitlerden yararlanilmaktadir.
Karakteristik 0zelliklerinden dolayr niikleik asitler segici olarak davranmaktadir.. Bu
sensorlerin kullanim alanlari, DNA’da meydana gelen hasarlar1 kimyasal olarak tespit etme ve
DNA’nin tiire 06zgli dizilisinin hibridizasyonuyla mikroorganizmalarin belirlenmesidir
(Canbaz 2013).



Transduserler yani donistiiriiciiler, biyoreseptoriin analiti tanidiktan sonra ortamda
olusan fiziksel veya kimyasal degisimi algilayip bu degisikligi 6l¢iilebilir anlamli sinyallere
dontstiirerek detektore aktaran yapilardir.

Genel olarak biyolojik komponent uygun bir sekilde immobilizasyonla transdusere baglanir.
Pmmobilizasyon metodu immobilize edilecek biyokomponentin yapisina gore belirlenir.
Kullanilan transdiiksiyon elementi ve analitin fiziksel durumu da sec¢ilecek metod i¢in 6nemli
faktorlerdir. Genel olarak 5 yaygin metot bulunmaktadir. Bunlar;

1-Adsorbsiyon

2-Mikroenkapsiilasyon

3-Tutuklama

4-Capraz baglama

5-Kovalent baglama’dir.

Transduserlar, algiladiklar1 degisimleri algiladiklar1 sinyallere gore farkli tiirlere

ayrilmaktadirlar. Transduser ¢esitleri sekil 2.2°de gosterilmistir (Giindogdu 2015).

/ potansiyometrik |

Elektrokimyasal |

I Ampermetri |

liiminesans |

TREANDUSER

Kitle degigim ’//" Piezoelektrik |
\ Akustik Dalga |

Kalorimetrik

Sekil 2. 2. Transduser ¢esitleri

Geleneksel doniistiiriiciiler 2 g¢esittir: H2O»> veya O Olglimlerine odaklanan
ampermetre, pH veya iyon dlgiimleri yapan potansiyometridir. Biyotanima reaksiyonlar1 genel
olarak kimyasal trilinler iiretir ve bu iriinler elektrokimyasal metotlar ile kolayca tespit

edilebilmektedirler (Giindogdu 2015).



Nitelikli bir biyosensorde olmasi gereken 6zellikler asagidaki gibidir.
Duyarlilik: Sistemin analitteki degisimlere birebir cevap vermesidir.
Se¢imlilik: Sistemin sadece analite 6zgli oldugunu belirtir. Sistem baska reaktiflere ilgi
gostermez ve hatali sonug vermez.
Olgiim aralig1: Sistemin tayin edebildigi analit konsantrasyonu araligidur.
Olgiim siiresi: Sistemin analiz islemini tamamlama siiresidir.
Tutarlilik: Sistemin sonuglarindaki tutarlilig ifade eder.
Olgiim sinir1: Sistemin analiz yapabilecegi en diisiik analit konsantrasyonunu belirtir.
Omrii: Sistemin, optimum olan tiim &zelliklerini kaybetmeden analiz yapabilme siiresidir.
Kararlilik: Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarliligindaki degisimleri dikkate alan bir kalite

Olctim degeridir (Kokbas ve ark. 2013).

2.2.Rack-1 Geni ve Proteini

RACK-1 yapisal olarak bir proteindir, 158kDa molekiiler agirliga sahiptir ve
serin/treonin kinazi olarak gorev yapmaktadir. Ayni zamanda bu proteini kodlayan genin adi
da RACK-1 olarak adlandirilmistir. Insan RACK-1 geni 18. Kromozom iizerinde yer almakta
ve 1354 aminoasit icermektedir. RACK-1 ozellikle tiimor invazyonu ve aktin hiicre iskeleti
organizasyonunda onemli bir modiilatordiir. Aktin-miyozin daralmasi, hiicre polaritesi ve
hiicre kararliliginda diizenleyici goreve sahiptir. Ayrica gen transkripsiyonu, proliferasyon,
apoptoz ve onkojenik transformasyon diizenlenmesinde rol oynar. Sahip oldugu bu 6zellikler
ve gorevlerinden dolay1 kanser ile yakindan iligkili olan bu protein 6zellikle meme kanserinde

asir1 ekspresyona ugrar ve RACK-1 miktarinda asir1 bir artis gézlenmektedir.



Sekil 2. 3. RACK-1 proteini yapisi:

(A) RACK-1 proteini yedi kanatli B formundaki kristal yapisi
(B) RACK-1 proteini yiizey goriiniimii, (C) WD tekrar yapilarimin yapisal ve sematik
goriiniimii, 7 kanatli yapmnin her bir kanadimin yapisal ve sematik gOriinimii

(https://biosignaling.biomedcentral.com/articles/10.1186/1478-811X-9-22).

2.3.Silan Baglanma Ajanlari ve Substrat Yiizeyine Baglanmasi

2.3.1.Silan baglanma ajanlar: genel 6zellikleri

Silan baglanma ajanlar1 organik ve inorganik maddeler arasinda kuvvetli baglama

yetenegine sahiptirler. Farkli fazlari diizenli bir kompozit haline getirmek i¢in ve heterojen

yapilar1 olusturmak ve arayiizleri birlestirmek i¢in etkili yapilardir.
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Silan baglama ajan1 genel formiilii asagidaki sekildedir.

R'(CHQ)H_Si_XS

X grubu hidroliz olabilen ve genellikle alkol,halojen veya amino gruplaridir. Hidroliz
sonrast reaktif silanol gruplar siloksan bagi olusturmak iizere dolgu maddeleri yiizeyinde
yogunlagabilir. Aliiminyum, zirkonyum, kalay, titanyum ve nikel oksitleri ile kararli yapilar
olustururlar. Bor,demir ve karbon oksitleri ile daha az kararl baglar olustururlar. Alkali metal
oksitler ve karbonatlar Si-O- ile istikrarli baglar olusturmazlar. R grubu ise istenilen
ozellikleri kazandirabilen, hidrolize edilemeyen organik radikal bir grup olabilir. Organik ve

inorganik yapilar arasinda kovalent bag gergeklestirebilirler.

2.3.2.Silan ajanlarin substrat yiizeyine baglanmasi ve kendi kendine olusan (SAM) 11-

siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) tabakasimin olusumu

Yaygin olarak kullanilan organosilan ajanlar 1 organik yap1 ve 3 hidroliz olabilen yap1
yaptya sahiptir. Trialkoksi silanlar ve alkoksi gruplar silan i¢ceren maddeler olusturmak igin
hidrolize edilir. Bu silanlarin reaksiyon asamalar1 dért adimdan olusur. Ilk {ic asamada
degisken gruplarin hidrolizi gergeklesir ve sonrasinda oligomerlesme adimi takip edilir.
Oligomerler alt-tabaka OH gruplar ile hidrojen bagi olustururlar. Son olarak kurutma yada
1sitma gibi 1s1l islem uygulanarak suyun kaybedilmesi ile birlikte alt tabaka OH gruplar ile
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kovalent baglanma gergeklesir. Ardisik olarak tarif edilmis olmasina ragmen, bu reaksiyonlar
ilk hidroliz adimindan sonra es zamanli olarak ortaya ¢ikabilir (http://www.gelest.com/wp-
content/uploads/Goods-PDF-brochures-couplingagents.pdf).

11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS), organosilan ajanlardan biridir.

Kapali formiili= C15H31NO3Si , molekiiler agirligi= 301,50 g/mol, yogunlugu=0,930 g/ml
(http://www.abcr.de/shop/en/11-Cyanoundecyltrimethoxysilane-97-63709.html/).

\O
Q.. 7 N
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e

Sekil 2. 4. 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) yapisi
(http://www.abcr.de/shop/en/11-Cyanoundecyltrimethoxysilane-97-63709.html/).
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Kaynak: http://www.abcr.de/shop/en/11-Cyanoundecyltrimethoxysilane-97-63709.html/.

Sekil 2. 5.R= (CH2)11CN, organo silan ajanlarin substrat yiizeyine baglanma semasi

2.4.Impedans Spektroskopisi ve Dongiisel Voltametrinin

Uygulamalar

Biyosensor Sistemlerinde



2.4.1.Impedans spektroskopisinin biyosensor sistemlerindeki uygulamalari

Impedans, bir devredeki toplam direnctir. Impedans spektroskopisi, elektrokimyasal
sistemleri ve yontemleri arastirmak i¢in etkili bir tekniktir. Elektrokimyasal impedans
spektroskopisi elektrokimyasal tekniklerden farkli olarak, hacim arastirmalarinda ve
dakikalardan mikrosaniyelere uzanan genis zaman aralig1 ile baglantili ara yiizey islemlerinde
kullanilabilmektedir. Ayrica impedans metodu denge veya sabit halde kii¢iik boyutta bir dalga
sinyali Olgiilen elektrokimyasal hiicrenin degisimine dayanmaktadir. Degisim uygulanan
potansiyel, uygulanan akim veya hidrodinamik elektrotlarda konveksiyon hizi gibi
parametrelerin genis bir aralig1 olabilir. Bu teknigin avantaji degisimler ¢ok kiigiik seviyede
olsa bile cevap yaklasik olarak dogrusaldir (Bard ve Faulkner 2001).

Elektriksel direng, devrede bulunan bir elemaninin elektrik akima karsi gosterdigi
direnctir. Impedans ile direng arasindaki en temel benzerlik; impedansin da direng gibi elektriksel
akima kars1 devrenin direng gdstermesiyle dl¢iilmiis bir deger olmasidir. Impedansin direngten en
onemli farki ise; ideal direncin sahip oldugu basit dzellikler ile sinirlandirilamamasidir. Impedans
spektroskopisi, yapilarin kompleks elektriksel direnglerini, yiizey hassasiyetlerini ve
miktarlarindaki degisimleri analiz etmekte sikga kullanilan bir yontemdir (Giindogdu 2015).
Impedans spektroskopisi biyosensorlerde ise transduser yiizeyindeki baglanma olaylarmin
gozlenmesinde kullanilmaktadir. Biyomolekiillerin gézlemlenmesi ve tanimlanmasi agisindan
etkili bir yontemdir. Biyomolekiilelrin transduser iizerine immobilizasyon adimlar1 ve yiizey

modifikasyonu ve karakterizasyonunun incelenmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir.

2.4.2. Dongiisel voltametrinin biyosensor sistemlerinde uygulamalar:

Iletken bir maddeyi igeren durgun bir ¢dzeltide bir calisma elektroduna zamanla
dogrusal olarak artan bir potansiyel programi uygulandiginda akim-potansiyel egrisinin bir
pik seklinde ¢iktigi goriliir. Bu uygulamada potansiyel taramasi ileri yonde belli bir
potansiyel degerine ulastiktan sonra yine dogrusal olarak azalacak bigimde ters ¢evrilirse, bu
teknigin adi dongiisel voltametri olur. Dongiisel voltametride ileri ve geri yondeki potansiyel
tarama hizlar1 ayni tutulabildigi gibi, istenildiginde farkli tarama hizlar1 da kullanilabilir.
Ayrica ileri ve geri yondeki tarama bir kez yapilabildigi gibi, bircok kez de yapilabilir
(Simsek 2012).

Dongiisel voltametri tekniginde, tarama hiz1 degistirilerek pik yiiksekliklerinin tarama

hiz1 ile degisiminden adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarim sayisina eslik eden kimyasal
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reaksiyon olaylarinin var olup olmadigi ve varsa biilyiikliigii belirlenebilir. Ayrica ileri ve geri
tarama piklerinden reaksiyon mekanizmasi hakkinda fikir edinilip, kinetik veriler elde
edilebilir (Tekin 2008).

CV yontemi birgok alanda kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari: kantitatif analizler,
yiizey modifikasyonu, elektrot reaksiyonlarinin kinetiklerinin incelenmesi, ¢esitli
fizikokimyasal sabitlerin bulunmasi (D, n, 1,K, E,a...), adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi,
elektrot reaksiyonlarinin mekanizmalarinin incelenmesi, kompleks yapilarin belirlenmesi,
biyosensorlerde immobilizasyon basamaklarinin incelenmesi gibi kullanim alanlaria sahiptir
(Gtindogdu 2015).

Dongiisel voltametri biyosensdr alaninda, immobilizasyon asamalarinin gozlenmesi
ve biyoanalitin baglanmasini takip etmek amaciyla kullanilir. Ddngiisel voltametri yontemi
ile yapilan Olgiimler sonucunda olusan anodik ve katodik pikler her asamada farklilik
gostermektedir. Olusan bu piklerin artis ve azalmalari elektrot ylizeyinde gerceklesen durum

ve gelisimi hakkinda bizlere bilgi verir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

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

USA) cihazi kullanilmistir.

3.1.1. ITO-PET Elektrotlarin hazirlanmasi

Indiyum tin oksit (ITO-PET) elektrotlara immobilizasyon asamasindan 6nce ultrasonik
banyoda 10’ar dakika siire ile sirasiyla aseton-sabun ¢ozeltisi ve saf su uygulanarak
elektrotlarin temizligi saglandi. Sonrasinda ¢iplak elektrotlarin CV-EIS o6l¢limleri alindi.
Elektrotlarin iletkenligini arttirmak, yiizeyde aktif -OH uglar1 olusturmak suretiyle bir sonraki
adimda immobilizasyonlarin basariyla gergeklestirilmesi igin ¢iplak ITO-PET elektrotlar 1:1:5
oraninda sirastyla NH4OH, H202,H-0 iceren ¢dzeltinin igerisine daldirildi ve oda sicakliginda

90 dakika inkiibasyona birakildi.

3.1.2. OH tabakasi i¢in karisim hazirlanmasi
Her bir ITO-PET elektrot 1cm? ylizey alanina sahip olacak sekilde kesildikten sonra

temizleme islemi yapilmistir. Yiizeyde aktif —OH uglar elde etme amaciyla 90 dakika oda

sicakliginda OH karisimi ile inkiibe edilmistir. Her elektrot i¢in ayri1 ayr1 hazirlanan OH
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karisimi igin % 94’liilk NH4OH (amonyum hidroksit), %99’luk H2O> (hidrojen peroksit) ve
ultra saf su kullanilmigtr.

Her bir elektrot i¢in ayr1 hazirlanan OH karisimi formiilii: 80uL NH4OH, 80uL H203,
400 pL ultra saf su olmak tizere toplam 560uL’lik bir karisim elde edilir. OH tabakasi i¢in
kullanilan tiim kimyasallar Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA)’ den alinmustir.

3.1.3 Kendi kendine olusan (SAM) i¢in 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS)

¢ozeltisinin hazirlanmasi

Aktif -OH uglar1 olusturulmus elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan tek tabakalar
meydana getirmek i¢in, elektrotlar etanol ve toluenle hazirlanmis %0,5’lik  11-
siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) ¢ozeltine daldirilarak SAMs tabakalar1 olugmasi
icin gece boyu inkiibasyona birakilir. Hazirlanan %0,5’lik 11-siyanoundesiltrimetoksisilan
(11-CUTMS) SAM ¢ozeltisi i¢in, 25 pL % 97’lik 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-
CUTMS), 2487 pL etanol ve 2487 pL toluen kullanilmistir. Her bir elektrot igin 500 pL
SAM cozeltisi kullanilmustir. % 97°lik 11-siyanoundesiltrimetoksisilan, abcr GmbH & Co.KG

(Almanya)’den temin edilmistir.

3.2. Elektrokimyasal Ol¢ciimler

ITO elektrota uygulanan biitiin immobilizasyon islemleri ve optimizasyon adimlarinin
takibi i¢in dongiisel voltametriden (CV) ve elektrokimyasal impedans spektrokopisinden
(EIS) yararlanilmistir. CV igin potansiyel araligi -0,5 - 1 V arasinda secilmis olup (adim
buytikligi: 10 mV, tarama hizi: 100 mV/s) dlgiimler 0.1 M KCl iceren ve 6l¢lim icin redoks
probu sunan 5 mM Kz[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisi i¢inde gerceklestirilmistir.
Elektrokimyasal impedans oOl¢iimleri ise 10 mV alternatif akimda gergeklestirilmistir.
Olgiimde kullanilan redoks cifti, dongiisel voltametredeki ile aynidir. Impedans spektrumlari

10.000 — 0.05 Hz araligindadir.
3.3. Ol¢iim Prosediirleri

Anti-RACK-1" in elektrot yiizeyine baglanmasi gerceklestirildikten sonra, elektrot
yiizeyinde anti-RACK-1’ in baglanmadigi kisimlara BSA (bovine serum albiimin) ajaninin
baglanmasiyla biyosensor sistemi tamamlanmistir. Son islem olarak RACK-1’in elektrot
yilizeyine baglanma islemi gerceklestirilmistir. Baglanma islemi 30 dakika, oda sicakliginda

ve karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Her elektrot, farkli 100 upL’lik RACK-1
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konsantrasyonuna daldirilarak inkiibasyon gerceklestirilmistir. Her elektrotun, fiziksel olarak
absorblanmis RACK-1" i uzaklastirmak igin ultra saf su ile yikanarak, Fe(CN)s *7*~ redoks
probu igeren ¢dzeltinin bulundugu hiicre igerisinde CV ve EIS 6lctimleri alinmistir.

Olgiimlerde kullanilan sistem Sekil 3.1.de verilmistir

Sekil 3. 1. Ol¢iim sistemi

3.4 Yontem

3.4.1 immobilizasyon basamaklar1

Elektrotlara ilk olarak temizleme islemi uygulanmistir. Elektrotlar1 temizlemek igin
her elektrot ayr1 ayri islem ultrasonik banyoda 10’ar dakika islem goriir. Sirayla: saf aseton,
sabun ¢ozeltisi, ultra saf su igerisinde islem gormiistiir. Temizleme isleminden sonra her bir
elektrot immobilizasyon iglemleri i¢in hazir hale gelmistir.

Immobilizasyon basamaklari ayrintilariyla birlikte Cizelge 3. 1.’de gdsterilmistir. Elde edilen

immobilizasyon kosullar1 optimizasyon ¢aligmalarindan sonra belirlenmistir.
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Cizelge 3. 1. Immobilizasyon Basamaklar

ISLEM
SIRASI

ISLEM

1

OH tabakasi1 olusturma. Hazirlanan OH ¢ozeltisi ile her elektrot oda
sicakliginda 90 dakika boyunca elektrot yiizeyinde -OH uglar1 olusturmak

amaciyla inkiibasyona birakilmistir.

SAM tabakasi olusturma. Elektrot yiizeyinde kendi kendine olusan tek
tabaka olusturmak i¢in hazirlanan %0,5 ‘lik 11-CUTMS ile her elektrot
gece boyunca ( 15-16 saat) oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyona

brrakilmistir.

Anti-RACK-1"in baglanmasi. Elektron yiizeyine Anti-RACK-1 ‘in kovalent
baglanmasi i¢in elektrotlar pH=7,4 0,01M Fosfat tamponu ile seyreltilmis
0,4062pg/mL Anti-RACK-1 ile oda sicakliginda 45 dakika boyunca

inkiibasyona birakilmstir.

BSA ajaninin baglanmasi. Elektrot yiizeyindeki agik uglar1 bloklama ajani
olarak, pH=7 0,01M fosfat tamponuyla hazirlanmis %0,5’lik BSA proteini
kullanilarak eletrotlar oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibasyona

brrakilmistir.

Her islem sonrasinda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak argon gazi ile kurutulmustur.

Immobilizasyon basamaklarmin her bir asamasi EIS ve CV o&lgiimleri alinarak kontrol

edilmistir. Yapilan tiim ¢alismalarda 7 farkli ITO-PET elektrotla ¢alisilip, her bir elektrot ayni

kosullar altinda immobilizasyon siirecine tabii tutulmugstur.

3.4.2. Optimizasyon basamaklari

3.4.2.1.11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) ile kendi kendine olusan tek

tabakalar (SAM) i¢in konsantrasyon optimizasyonu

Yiizeyde diizgiin bir SAM tabakasinin olugabilmesi ve bu tabakanin her caligmada

tekrarlanabilmesi, ileri agsamalar i¢in oldukca 6nemlidir. Bu sebeple, SAM olusumu igin 3

farkli konsantrasyonda (%0,1, %0,5, %]1) denemeler yapildi. Her bir konsantrasyonda etanol
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ve toluenle hazirlanan c¢ozeltilere ITO elektrotlar daldirilarak gece boyu inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon neticesinden yikanip kurutulan elektrotlarin CV-EIS 6lgiimleri alindi.

3.4.2.2.Anti-RACK-1 konsantrasyon optimizasyonu

Yiiksek tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlige sahip bir biyosensor igin optimize
edilmesi gereken bir diger onemli adim antikor konsantrasyonudur. Bunun ig¢in 3 farkli
konsantrasyonda (0,4062pg/mL, 0,8125pg/mL, 1,625pg/mL) denemeler yapildi. Belirtilen
konsantrasyonlarda anti-RACK-1 ile 1 saat inkiibe edilen elektrotlar yikanip kurutulduktan
sonra CV-EIS o6l¢timleri alindt.

3.4.2.3.Anti-RACK-1'in inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Optimize edilen anti-RACK1 konsantrasyonunun inkiibasyon siire optimizasyonu i¢in
45 dakika ve 60 dakikalarda denemeler yapildi. Hazirlanan elektrotlar iki ayri siirede
0,4062pg/mL anti-RACK1 konsantrasyonu ile inkiibe edildikten sonra CV-EIS Ol¢timleri

alindi.

3.4.2.4. RACK-1 biyomarkerinin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Son optimizasyon adimi RACK-1 biyomarkerinin anti-RACK-1 e maksimum verimle
baglanabilecegi inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Bu amagla elektrotlar, 30 dakika, 45
dakika ve 60 dakika olmak tizere 3 farkl: siire ile RACK-1 biyomarker: ile inkiibe edilip CV-

EIS 6l¢timleri alindi.
3.4.2.5. Gelistirilen biyosensor icin ideal tayin araligi belirlenmesi

Yapilan optimizasyon calismalari sonucu gelistirilen biyosensor i¢in ideal sartlar
belirlenmistir. Son asama olarak, biyosensoriin belirlenen sartlar altinda hangi tayin araliginda

RACK-1’1 baglayabildigi gozlenmistir. Yapilan bu g¢aligmalarin sonunda en uygun tayin
aralig1 EIS ve CV o6l¢iimleri ile teyit edilmistir. Bu ¢alismada 7 elektrot ile ¢alisilmistir.
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3.4.2.6.Tekrarlanabilirlik

Lineer tayin aralifi belirlenen biyosensOr sisteminin tekrarlanabilirlik ¢alismasi
gerceklestirildi. Optimum sartlarda hazirlanan 20 biyosensor sistemi  0,5696pg/mL
konsantrasyonundaki RACK-1 biyomarker: ile belirlenen optimum siire ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda CV-EIS &lgiimleri alindi. Yani 20 adet ayni biyosensdr
sistemi gelistirilmis ve EIS Ol¢limleri sonucunda gerekli hesaplamalar yapilarak ¢alismanin

dogrulugu teyit edilmis, standart sapmasi1 hesaplanmustir.

3.4.2.7.Gelistirilen biyosensoriin depo 6mrii

Bu c¢alismada ideal bir biyosensoriin onemli bir 6zelligi olan depolama oOmri
incelenmistir. 8 adet ITO-PET elektrot hazirlanip, 7 hafta boyunca +4 °C saklama kosullari
altindaki Omrii incelenmistir.  Hazirlanan 8 elektrota belirlenen ideal kosullardaki
immobilizasyon basamaklari uygulanmig ve her asamada EIS,CV o6lgiimleri kaydedilmistir.
Ik elektrot 0,59pg/mL konsantrasyona sahip RACK-1 ile muamele edilere dl¢iim sonucu
kaydedilmistir. Her hafta hazirlanmis olan elektrotlar ayn1 konsantrasyona sahip RACK-1 ile
muamele edilip Ol¢limler kaydedilmis, EIS Rct sonuglar1 esas alinarak biyosensoriin depo

omrii hesaplanmistir. Bu ¢alismada, tayin araliginda ¢izilen grafik esas alinmistir.

3.4.2.8.Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar tretilebilirlik calismasinda iiretilmis olan ayni biyosensorlerin ayni tayin
araligin1 6lgmedeki kararliligi tesbit edilmistir. Bu calismada belirlenmis optimum sartlarda
tiretilmis olan 7 adet biyosensor sistemi ile tayin araligimizda bulunan konsantrasyonu bilinin
RACK-1 ile muamele edilerek EIS ve CV o6l¢limleri alinmistir. Tayin aralifinda ¢izilen lineer
grafik esas alinarak bu calismanin dogrulugu i¢in bu grafige en yakin degerler bulunmasi
amaclanmugtir. Tekrar tiretilebilirlik calismasi icin 7 farkli calisma gerceklestirilmis ve gerekli

hesaplamalar yapilmistir.
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3.4.2.9.Rejenerasyon

Bu ¢alismada immobilizasyon basamaklari tamamlanmis tek biyosensor iizerinde
gerceklestirilmistir. Optimum sartlarda hazirlanan biyosensor 0,5696 pg/mL RACK-1 ile 30
dakika muamele edilmis ve EIS Olglimleri alinmistir. Daha sonrasindan 10 mM HCI ile 5
dakika boyuca muamele edildikten sonra 30 dakika 0,5696 pg/mL RACK-1 ile inkiibe
edilmistir. Bu islem 4 defa tekrar edilmistir.

Rejenerasyon isleminin amaci, biyosensoriin baglamis oldugu RACK-1 proteininin yiizeyden

koparilarak tekrar tekrar RACK-1 proteinini baglayabildigini gézlemlemektir.

3.4.2.10.Gerg¢ek serum orneklerinde RACK-1 tayini

Bu calismada, RACK-1 biyomarkerinin gercek insan serum oOrneklerinde tayini
amaglanmistir. Optimum sartlarini belirleyerek dizayn ettigimiz biyosensor ile 10 adet gergek
insan serum Orneginde RACK-1 tayini gergeklestirilmistir.

Bu tayinde standart ekleme yonteminden faydalanilmistir. Konsantrasyonu belirli olan 0,5696
pg/mL RACK-1 marker iizerine, lineer grafik esas alinarak konsantrasyonlart hesaplanan
gercek insan serum oOrnekleri ilave edilip EIS Olglimleri alinip hesaplamalar yapilmistir.
Gergek insan serum Ornekleri pH=7,4 fosfat tamponu ile 100000 kat seyreltilip optimum

sartlarda hazirlanan biyosensor ile 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.immobilizasyon Basamaklarinin Bulgulari

Immobilizasyon basamaklari, bir dizi optimizasyon asamalarindan gecerek belirlenmis
ve ideal bir elektrokimyasal biyosensdr sistemi gelistirilmistir.
Elektrot yiizeyinde gerg¢eklesen tiim immobilizasyon basamaklari ve RACK-1 kanser

antijeninin biyosensore baglanisi temsili olarak sekil 4.1’de gdsterilmistir.

H,O,/NH OH/H,O
{1:1- ,-v/v) o0 11-CUTMS

anti RACK1

T nH,

Sekil 4. 1. Sematik olarak ITO-PET elektrot yiizeyinde gergeklestirilen islemler

Immobilizasyon basamaklarinin hepsinden sonra EIS ve CV &lgiimleri alinmis ve
islemin dogrulugu kontrol edilmistir. Bir elektrot i¢in immobilizasyon basamaklarinin CV ve
EIS ol¢iim sonuglart sekil 4.2°de gosterilmektedir. Her bir immobilizasyon basamagindan
sonra EIS 6l¢lim sinyallerinde artis gozlenmistir. Sinyallerdeki bu artis bize, OH tabakasi
Olusturarak iletken hale getirdigimiz ITO-PET elektrodun yiizeyine diger tabakalarin en
uygun sekilde baglanarak daha yalitkan bir yilizeyin olustugunu gostermektedir. CV
Ol¢iimlerin anodik ve katodik piklerin kiiglilmesi, ylizeye molekiillerin baglandigini bize

gostermektedir.
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Cyclic Voltammetry
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Sekil 4. 2.Immobilizasyon adimlarima ait EIS ve CV egrileri.
kirmizi ( -¢-¢-): ITO/OH, yesil (-u-m-):1ITO/OH/11-CUTMS, mavi (-A-A-) : ITO/OH/11-
CUTMS/anti-RACK-1, sar1 (-e-e-): ITO/OH/11-CUTMS/anti-RACK-1/BSA
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4.2.0ptimizasyon Basamaklarinin Bulgulari

4.2.1.11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) ile kendi kendine olusan tek

tabakalar (SAM) icin konsantrasyon optimizasyonu bulgulari

SAMs tabakasinin diizenli olmasi i¢in gergeklestirilen etoanl-toluen ile hazirlanan 11-
siyanoundesiltrimetoksisilan konsantrasyonunun optimizasyon adimina ait kalibrasyon grafigi
Sekil 4.3. de gosterilmistir.

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

0 | | | |
0 0,5 1 1,5 2 2,5
RACK-1 Konsantrasyonu (pg/ml)

ARct (ohm)

Sekil 4. 3. SAM konsantrasyonunun biyosensor cevaplart lizerine etkisi.

kirmizi (-e-e-): %0,1 11-CUMTS, yesil (-A-A-): %1 11-CUMTS,mavi (-¢--): %0,5 11-
CUTMS

EIS spekturumlarindan elde edilen ARct degerleri kullanilan RACK-1
konsantrasyonlarina kars1 grafige gegcirildiginde, %0,5 lik 11-CUTMS ile olusturulan SAM
tabakalarinin daha diizenli oldugu ve immobilizasyonun bu konsantrasyonda daha basarili
oldugu gorilmistir. %0,1 1lik 11-CUTMS kullanildiginda sinyallerde bozulma
gozlemlenmistir. Bunun sebebi kullanilan 11-CUTMS konsantrasyonunun diizgiin bir SAM
tabakast olusturulmasi icin yetersiz kalmasidir. %1 lik 11-CUTMS ile olusturulan SAM
tabakalar1 ise yiizeyde meydana gelen bozulmalardan dolayr diizgiin sinyaller

alinamamistir.Bu sonuglarin dogrultusunda en uygun sinyallerin alindigi ve elektrot
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yiizeyinde bozulmalar olusmayan SAM konsantrasyonu olarak %0,5 lik 11-CUTMS

secilmistir.

Cizelge 4. 1. Farkli 11-CUTMS miktari ile hazirlanmig biyosensor sistemlerinin standart

egrilerinin sonuglari

11-CUTMS Miktar1 Grafik Denklemi Egim Cizgisi R? Degeri
% 1’lik 11-CUTMS y = 2445,7x + 15,041 R%=10,999
% 0,5 ‘lik 11-CUTMS y=1953,1x — 45,888 R?= 0,998
% 0,1 ‘lik 11-CUTMS y=2047,8x + 7,215 RZ= 0,999

4.2.2. AntiRACK-1 miktar optimizasyon bulgulari

3 farkli AntiRack-1 konsantrasyonu ile 7 farkli elektrot sistemi gelistirilmis ve

immobilizasyon basamaklar1 izlenmistir.

7000

6000
5000
4000
3000
2000
1000

0

ARct (ohm)

0

1 1,5
anti-RACK1 Konsantrasyonu (pg/mL)

2 2,5

Sekil 4. 4.Anti-RACK-1 konsatrasyon optimizasyonu
yesil (-A-A-):0,4062pg/ml anti-RACK1, kirmizi (-e-e-):0,8125pg/ml anti-RACK1,

mavi (-e--): 1,625pg/ml anti-RACK1

Sekil 4.4. deki anti-RACKI1 konsantrasyon optimizasyonu c¢alismasi sonucunda

impedans spektrumlar1 ve dongiisel voltogramlar ile elde ettigimiz sonugclarla ¢izilen grafikte

goriildiigii lizere yiiksek sinyal seviyesi ve dogruluk oraniyla 0,4062 pg/ml konsantrasyonu

optimum deger olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 4. 2.Farkli Anti-RACK-1 konsantrasyonlari ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrilerinin sonuglari

Anti-RACK-1 Konsantrasyonu Grafik Denklemi Egim Cizgisi R? Degeri
1,625 pg/mL Anti-RACK-1 y =1953,1x — 45,888 R?=0,9985
0,8125 pg/mL Anti-RACK-1 y=2387,4x — 25,508 R?= 0,9559
0,4062 pg/mL Anti-RACK-1 y=2414,6x — 20,465 R%= 0,9986

4.2.3.AntiRACK-1 siire optimizasyon bulgulari

Anti-RACK-1 inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.5.’de
gosterilmistir.

7000
6000 [
5000
4000
3000
2000
1000

0 ] ] ] ]
0 0,5 1 1,5 2 2,5

anti-RACK1 Konsantrasyonu (pg/mL.)

ARct (ohm)

Sekil 4. 5.Anti-RACK1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu.
kirmizi (-e-e-): 45 dakika anti-RACK1, yesil (-A-A- ):60 dakika anti-RACK1

Sekil 4.5. da 45 dakika ve 60 dakika olmak ftizere 2 farkli inkiibasyon siiresi
calisilmigtir. Elde ettigimiz impedans spektrumlart sonucunda ¢izmis oldugumuz grafikte
gorildiigli lizere 45 dakikalik inkiibasyon siiresi sonucunda daha yiiksek sinyaller elde

edilmistir. Anti-RACKI1 inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak optimize edilmistir.
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Cizelge 4. 3.Farkli Anti-RACK-1 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrilerinin sonuglari

Anti-RACK-1 Inkiibasyon Grafik Denklemi Egim Cizgisi R? Degeri
siiresi

45 Dakika y=2480x + 117,12 R?=0,9685

60 Dakika y=2414,6x — 20,465 R? =0, 9986

4.3.4. RACK-1 inkiibasyon siire optimizasyon bulgulari

Bu optimizasyon adimina ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.6.” da gosterilmistir.

7000
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0 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
RACK1 Konsantrasyonu (pg/mL)
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Sekil 4. 6.RACK1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu,
yesil (-A-A-):30 dakika RACK1, kirmizi (-e-e-):45 dakika RACK1,mavi (-¢-¢-): 60 dakika
RACK1

RACK-1 biyomarkerinin 30, 45 ve 60 dakikalik inkiibasyonu sonucunda, impedans
spektrumlarindan elde edilen Rct degerleri RACK-1 konsantrasyonlarina karsi grafige
gecirildiginde, sinyallerin birbirine ¢ok yakin ¢iktigr goriilmiistiir. 30 dakika lik inkiibasyon
stiresi hem sinyallerin en diizglin olmasindan dolayr hem de siire tasarrufu goz Oniine

alindiginda en uygun siire olarak secilmistir.
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Cizelge 4. 4. Farkl1 RACK-1 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin
standart egrileri sonuglar1

RACK-1 Inkiibasyon Siiresi Grafik Denklemi Egim Cizgisi R? Degeri
30 Dakika y=2414,6x — 20,465 R?=0,9986
45 Dakika y=2308,3x — 74,278 R?= 0,9949
60 Dakika y=2480x — 117,12 R?= 0,9685

4.4, Tayin Arahg1 Bulgular

Biyosensor sistemi icin optimum sartlar belirledikten sonra en uygun tayin araligini
belirlemek i¢in 3 farkli konsantrasyon araliginda g¢alisma gergeklestirilmis ancak bir
konsantrasyon araliginda olumlu sonuglar elde edilmis ve calismanin kalan kisimlari i¢in bu
aralik kullanilmustir.

Yapilan bu caligmanin amaci, kan serumundaki RACK-1 tayini olmasindan dolayi, tayin
aralig1 olduk¢a genis tutulmak istenilmis fakat ¢alismalarda en saglikli sonu¢ veren tayin
aralig se¢ilmistir.

0,0356 pg/mL - 9,1136 pg/mL RACK-1 konsantrasyonu araliginda yedi sensor denenmis,
olumlu bir yanit alinamamustir.

0,0356 pg/mL - 4,5568 pg/mL RACK-1 konsantrasyonu araliginda yedi sensér denenmis,
saglikli sonuglar alinamamustir.

Son olarak 0,0356 pg/mL - 2,2784 pg/mL RACK-1 konsantrasyonu araliginda yedi sensor
denenmis ve en iyi yanitlar alinmistir. Bu tayin araligi i¢in tayin limiti (LOD) ( 3x(s/m) )
degeri 3,05x1072 ve dl¢iim limiti (LOQ) ( 10x(s/m) ) degeri 1,02x107 olarak hesaplanmustir.

Tiim adimlardaki optimizasyon c¢alismalar1 bagsariyla tamamlanan biyosensdriin

kalibrasyon grafigi Sekil 4.7. de gosterildigi gibidir. Tasarlanan bu biyosensoriin RACK-1
biyomarkeri i¢in lineer tayin araligi 0,0356 pg/mL — 2.2784 pg/mL olarak belirlendi.
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6 y =2,557x-0,0176
R?=0,9998
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0 1 2 3
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Sekil 4. 7. Optimal sartlarda kalibrasyon grafigi

4.5 Tekrarlanabilirlik Bulgular

Lineer tayin araligi belirlenen biyosensor sisteminin tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
gerceklestirildi. Optimum sartlarda hazirlanan 20 biyosensor sistemi 0,5696 pg/mL
konsantrasyonundaki RACK-1 biyomarker: ile belirlenen optimum siire ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda CV-EIS &lgiimleri alindi. Alinan &lciimler sonucunda
varyasyon katsayist % 4,52, standart sapma 0,026049 pg/mL, ortalama deger 0,5754 pg/mL
olarak hesaplandi. Standart RACK-1 ¢dzeltisi konsantrasyonu i¢in tekrarlanabilir sonuglar

gozlendi.

4.6 Gelistirilen Biyosensoriin Depo Omrii Bulgular

Ideal bir biyosensériin depo dmriiniin uzun siireli olmast istenir. Bu ¢alismada 8
adet optimum sartlarda hazirlanan biyosensoriin 7 haftalik depo 6mrii incelenmistir. Optimum
sartlardaki immobilizasyon asamalari tamamlanan biyosensorler +4°C’de kapali ve karanlik
ortamda saklanip depolama giinii baslangicindan itibaren her hafta 1 adet elektrot 0,59pg/mL
RACK-1 ile inkiibe edilerek sonuclar kaydedilmistir. 1.haftadan itibaren ( baslangigtan
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itibaren) dl¢tilen EIS dl¢timleri y=2557x — 17,635 denklemine gore hesaplanmistir. Gerekli
hesaplamalar sonucu 7 haftalik depolama sonucunda RACK-1 &lgiimleri sonucunda ilk
haftada %1,7, son haftada max. %10,2 kaybin oldugu sonucuna ulasilmistir. Hesaplamalarda

cizilen depo omri grafigi Sekil 4.8’ de gosterilmistir.

100 r
90 -
80 -
o 70 F
S 60 |
< 50 -
_dé 40 -
= 30
~ 20 |-
10 -
0 1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (Hafta)

Sekil 4.8. Depo 0mrii sonuglart

4.7 Tekrar Uretilebilirlik Bulgular

Ideal bir biyosensdriin  6nemli bir 6zelligi de tekrar iiretilebilir olmasidir. Bu
calismada optimum sartlar1 belirlenmis olan biyosensor sistemleri olusturulup 7 farkli calisma
gerceklestirilmistir. Her ¢alismada 7 ser elektrot kullanilmis olup belirli tayin araliginda
gerekli dlgtimler ve hesaplamalar yapilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda ¢izilen standart egri
grafikleri Sekil 4.9. da, bu egrilerin denklemleri ve R? degerleri Cizelge 4.5 de gosterilmistir.

Elde etmis oldugumuz standart egri degerlerinin hem birbirlerine olan yakinligi hem de
optimizasyon asamalarinda belirlemis oldugumuz ideal sartlarda ¢izmis oldugumuz lineer
grafigimize yakinhigi biyosensor sistemimizin tekrar lretilebilirliginin bagsar1 oraninin

yiiksekligini gdstermektedir.
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Sekil 4. 9. Tekrar iiretilebilirlik calismasi standart egrileri

Cizelge 4. 5.Tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalarinin standart egri degerleri

STANDART EGRI GRAFIK DENKLEMI GRAFIGINR? | TAYIN ARALIGI
TURU DEGERI
Tekrar iiretilebilirlik 1 y=2376,3x-42,321 0,9991 0,0356-2,2784 pg/Ml
Tekrar tiretilebilirlik 2 y=2557x-17,635 0,9998 0,0356-2,2784 pg/mL
Tekrar Uretilebilirlik 3 y=2617,8x+38,603 0,9994 0,0356-2,2784 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 4 y=2572,5x-81,091 0,9995 0,0356-2,2784 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 5 y=2746x-58,493 0,9961 0,0356-2,2784 pg/mL
Tekrar Uretilebilirlik 6 y=2592,4x+39,817 0,9976 0,0356-2,2784 pg/mL
Tekrar tiretilebilirlik 7 y=2414,6x-20,465 0,9986 0,0356-2,2784 pg/mL

4.8 Rejenerasyon Bulgular:

Bu ¢alismada hazirlanmis olan biyosensdr sistemi yilizeyine RACK-1 baglandiktan sonra

4 kez 10mM HCI ile muamele edilip rejenerasyon iglemi gergeklestirilmistir.
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4 kez rejenerasyon islemi gerceklestirilmis olup 5.kez rejenerasyon islemi denemesi
sonucunda elektrotta bozulmalar meydana gelmistir.

Gelistirilen biyosensor sistemi tek kullanimlik olmasina ragmen bu calismada ayni
biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilecegi gdzlemlenmistir. Yapilan 6l¢lim ve hesaplamalar

sonucunda ayn1 biyosensoriin 4.kez kullaniminda %70 verim gézlemlenmistir.

100
/5\ 80 B
S
i 60 |
=
2 40 |
=
S 20 +
>

0 1 1 1
1 2 3 4
RACK-1

Sekil 4.10. Rejenerasyon calismasinin grafik goriinimii

4.9 immobilizasyon basamaklarinin ve baglanmis RACK-1'in SEM Gériintiileri

SEM goriintileme teknigi ile biyosensor sistemimizin immobilizasyon
basamaklarini morfolojik acidan inceledik. SEM cihazi ile biyosensor yiizeyindeki 11-

CUTMS, anti-RACK-1, BSA ve RACK-1 goriintiileri sekil 4.11” de goriilmektedir.
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Sekil 4.11. SEM cihazi ile biyosensdriin yilizeyinin goriintiileri
A:ITO-Pet, B:ITO/OH, C:ITO/OH/11-CUTMS, D:ITO/OH/11-CUTMS/antiRACK-1,
E: ITO/OH/11-CUTMS/antiRACK-1/BSA, F: ITO/OH/11-CUTMS/antiRACK-
1/BSA/RACK-1

4.10 Gergek Serum Ornekleri ile Calismalarin Bulgular:

Bu calismada standart ekleme yontemi ile ¢alisma gergeklestirilmistir.10 adet
gercek insan serum Ornegi pH=7,4 fosfat tamponu ile 100000 seyreltilip EIS dl¢iimleri alind1
ve konsantrasyonlar1 belirlendi. Calismanin ikinci asamasinda 0,5696 pg/mL RACK-1

markerlar1 {izerine konsantrasyonlar1 belirlenen seyreltilmis gercek insan serum Ornekleri
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eklenip EIS o6l¢iimleri alindi. Yapilan analizler sonucu elde edilen veriler ¢izelge 4.6 da

gosterilmistir.

Cizelge 4. 6. Gergek insan serum orneklerinde RACK-1 tayini

Ornek Bulunan Ilave edilen Total % Geri % Hata
(pg/mL) (pg/mL) Bulunan kazanim
1 0,05 0,5696 0,5806 6,29 6,72
2 0,06 0,5696 0,5978 4,92 531
3 0,065 0,5696 0,64 0,85 0,84
4 0,058 0,5696 0,6044 3,69 3,84
5 0,054 0,5696 0,5919 5,08 5,35
6 0,057 0,5696 0,6244 0,35 0,35
7 0,065 0,5696 0,6267 1,24 1,26
8 0,06 0,5696 0,6044 4 4,17
9 0,054 0,5696 0,615 1,38 1,39
10 0,054 0,5696 0,6064 2,75 2,84

Sonuglarda goriildiigii lizere standart ekleme yonteminden faydalanarak gelistirmis
oldugumuz biyosensor ile gergek insan serum orneklerinde RACK-1 tayini ¢ok diisiik % hata

oranlar1 ile gergeklestirilmistir.
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5. SONUC

Giliniimiizde en yaygin hastalik tiirlerinden biri olan kanserin erken teshisi, tedavisi,
asamalariin tespiti ve hastalik siirecinin takip edilmesi insan hayatinda ¢ok biiylik 6nem
tasimaktadir. Diinya saglik Orgiitiiniin verilerine goére kadinlarda en sik rastlanan meme
kanserinin teshisinde RACK-1 proteini tespiti hayati dneme sahiptir. Gelistirmis oldugumuz
anti-RACK-1 temelli biyosensor sistemi ile RACK-1 proteini tespiti i¢in basarili sonuglar
elde edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda immobilizasyon basamaklari, bir dizi optimizasyon asamalarindan
gecerek belirlenmis ve ideal bir elektrokimyasal biyosensor sistemi gelistirilmistir. ITO-PET
elektrot yiizeyinde hidroksil uclar1 olusturulduktan sonra gece boyunca karanlik ortamda
%0,5’1ik 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (11-CUTMS) ile kendinden olusan mono tabaka (
SAM) olusumu i¢in bekletildikten sonra optimizasyon asamalarinda tesbit edilmis optimum
miktar ve siirelerde sirasiyla 0,4062ng/ml konsantrasyonunda 45 dakika boyunca Anti-
RACK-1 ile ve %0,5’lik BSA 60dakika boyunca inkiibe edildi. Optimum konsantrasyon ve
stireler sonucunda RACK-1 tayini i¢in 0,0356 pg/mL - 2,2784 pg/mL tayin araliginda,
tekrarlanabilirlik varyasyon katsayisi1 % 4,52, standart sapma 0,026049 pg/mL, ortalama
deger 0,5754 pg/mL olan, 7 haftalik depo 6mrii sonucuna %10,2 ‘lik kaybin olustugu bir
biyosensor tiretildi.

Uretmis oldugumuz bu biyosensér ile gercek insan serumunda yapmis oldugumuz
calisma ile de dizayn etmis oldugumuz biyosensoriin max % 6,72 hata orami ile RACK-1

proteinini tesbit edilebildigi goriilmektedir.

32



6. KAYNAKLAR

Bard, A.J. and Faulkner, L.R. (2001). Electrochemical Methods, 2nd Ed, John Wiley and
Sons, Inc. New York.

Canbaz, C. (2013). Bir Meme Kanseri Biyomarkeri Olan HER3 Analizi I¢in Biyosensor
Sisteminin Gelistirilmesi Mehmet Yiiksek Lisans Tezi, Namik Kemal Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekirdag.

Demirbakan, B. (2015). Hsp70’in Hassas Ve Ekonomik Analizi i¢in Fulleren C60 Temelli
Bir Biyosensor, Yiiksek Lisans Tezi, Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisti, Tekirdag.

Giindogdu. A. (2015). Melanoma Antjen-1’in Hassas Ve Ekonomik  Tayini Igin
Elektrokimyasal Bir Biyosensor , Yiiksek Lisans Tezi , Namik Kemal Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekirdag,

http://www.abcr.de/shop/en/11-Cyanoundecyltrimethoxysilane-97-63709.html/,Erisim Tarihi:
01/11/2016.

http://www.gelest.com/wp-content/uploads/Goods-PDF-brochures-couplingagents.pdf, Erisim
Tarihi: 01/11/2016

https://biosignaling.biomedcentral.com/articles/10.1186/1478-811X-9-22,  Erisim  Tarihi:
01/11/2016.

Ozcan, B. (2015). Baz1 Hastaliklarin Erken Teshisi I¢in Yeni Biyoalgilama Sistemlerinin
Gelistirilmesi Yiiksek Lisans Tezi, Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisti, Tekirdag.

Simsek, C. (2012). Meme Kanseri Biyomarkerleri Igin Elektrokimyasal Biyosensor
Sistemleri Yiiksek Lisans Tezi, Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,

Tekirdag.

TEKIN, S. (2008). Platin Elektrot Yiizeylerine Tutturulmus Organik Molekiillerin
Elektrokimyasal Tekniklerle pKa Degerlerinin Tayini, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Ankara.

33


http://www.abcr.de/shop/en/11-Cyanoundecyltrimethoxysilane-97-63709.html/
http://www.gelest.com/wp-content/uploads/Goods-PDF-brochures-couplingagents.pdf
https://biosignaling.biomedcentral.com/articles/10.1186/1478-811X-9-22

Kokbas, U., Kayrin, L., Tuli, A., (2013). Biyosensorler ve Tipta Kullanim Alanlari, Arsiv
Kaynak Tarama Dergisi, Archives Medical Review Journal, Biosensors and their

Medical Applications, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ABD,
Adana, Turkey, 499-513.

WHO, world cancer report, 2014.

34



OZGECMIS

Hakan TORER, 1982 Tekirdag dogumludur. Indnii Ilkdgretim Okulunda
ilk6grenimini, orta ve lise 6grenimini Namik Kemal Lisesinde 1999 yilinda tamamlamistir.
Lisans egitimini 2007 yilinda Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya

Boliimiinde tamamlamustir.

35



