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OZET

Doktora Tezi

TUKURUKTEKI BELIRLI BITYOMARKERLARIN TEK KULLANIMLIK BIYOSENSOR
SISTEMLERI ILE TAYINI VE KANSER ERKEN TESHISINDE KULLANIMLARININ
ARASTIRILMASI

ELIiF BURCU AYDIN

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Kanser ¢agin hastaligi olarak bilinir ve insan sagligini énemli dl¢iide tehdit eder.
Biyomarkerlarin tanimlanmasi ve tayin edilmesi kanserin erken evresinde onemli bir role
sahiptir. Biyomarkerler tiikriik, serum, plazma ve dokuda bulunurlar. Bu nedenle, kanser
biyomarkerlarinin biyolojik sivilarda Olgiilerek kanserin erken saptanmasi miimkiindiir.
Biyomarker 6l¢iimii genellikle serum 6rneklerinde yapilir. Bununla birlikte, son arastirmalar,
tiikiirtikte kandaki ¢esitli protein bilesenlerinin de bulundugunu gostermistir. Ttkiirtik, kolay
erigilebilir biyolojik sivi olmasi nedeniyle dikkat ¢cekmistir. Tiikiiriik 6rneklerinin toplanmasi,
depolanmasi ve transferi kolaydir. Tukiiriik analizi, farkli kanser tiirlerinin teshisi i¢in istenen
ve umut verici bir platform saglar. Sonug olarak, kanser biyobelirteglerinin dogru ve hassas
tespiti, kanserin tedavisini kolaylastirir. Bu tez ¢alismasinda kanser biyomarkerlarinin viicut
stvilarinda tespitini saglamak amaciyla 6 farkli biyosensor iiretilmistir. Her bir biyosensorde
farkl1 elektrot dizaynlart kullamilmugtir. Interleukin 1lo, interleukin 1B ve interleukin 8
analizlenmesi hedeflenen kanser biyomarkerlaridir. 6-fosfonohegzanoik asit (PHA), 3-
fosfonopropiyonik asit (PHP), 3-(trietoksisilil)propil isosiyanat) (IPTES), lineer polimer
poly(glisilmetakrilat), Super P- poly(glisilmetakrilat) polimer kompozit ara yiizey materyalleri
olarak kullanilmigtir. Anti-interleukin 1o, anti-interleukin 1p ve anti-interleukin 8 biyotanima

elementi olarak kullanilmistir. Elektrot yilizeyinde yapilan modifikasyonlar elektrokimyasal



teknikler (elektrokimyasal impedans spektroskopi, doniisiimlii voltammetri) ve morfolojik
teknikler (taramal1 elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu) ile karakterize edilmistir.
Ayrica antikorlar ile antijenler arasindaki etkilesimi izlemek ig¢in sabit frekans impedans
Olctimleri de yapilmistir. Biyosensorlerin tekrarlanabilirligi, tekrar tretilebilirligi, raf omrii,
tekrar kullanilabilme yetenegi de izlenmistir. Ek olarak, biyosensorlerin klinik basarisini
izlemek icin serum ve tiikiiriik 6rneklerinde biyomarker tayini gerceklestirilmistir. Gerek

ELISA testi gerekse standart katma metodu biyosensoriin basarisini kanitlamaktadir.

Anahtar kelimeler: Tek kullanimlik elektrot, Elekrokimyasal impedans spektroskopisi, Tiikiirtik,

2018, 137 sayfa



ABSTRACT

PhD. Thesis

DETERMINATION OF SPECIFIC BIOMARKERS WITH DISPOSABLE BIOSENSOR
SYSTEMS AND INVESTIGATION OF USEAGE IN CANCER EARLY DIAGNOSIS

ELIiF BURCU AYDIN

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

Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Cancer is known as a disease of epoch and it threats human health significantly. The
identification and determination of biomarkers has a significant role in the early stage of cancer.
Biomarkers are present in saliva, serum, plasma and tissue. Therefore, the early detection of
cancer is possible by measuring cancer biomarkers in biological fluids. The biomarker
measurement is usually performed in serum samples. However, recent research has displayed
that a variety of protein ingredients in blood are also present in saliva. Saliva, has attracted
attention due to being easily accessible biological fluid. The collection, storage and transfer of
saliva samples is easy. The analysis of saliva provides a desirable and promising platform for
the diagnosis of different types of cancers. Consequently, the accurate and sensitive detection
of cancer biomarkers facilitates the treatment of cancer. In this thesis, six different biosensors
have been produced to detect cancer biomarkers in body fluids. Each biosensor is fabricated
with different electrode designs. Interleukin-1a, interleukin-1 and interleukin-8 are the cancer
biomarkers targeted for analysis. 6-phosphonohexanoic acid (PHA), 3-phosphonopropionic
acid (PHP), 3- (triethoxysilyl) propyl isocyanate (IPTES), linear polymer poly
(glycylmethacrylate) and Super P-poly (glycylmethacrylate) polymer composite interface
materials. Anti-interleukin lo, anti-interleukin 1B and anti-interleukin 8 were used as
biorecognition elements. The modifications performed on the electrode surface are
characterized by electrochemical techniques (electrochemical impedance spectroscopy,

alternating voltammetry) and morphological techniques (scanning electron microscopy, atomic



force microscopy). Single frequency impedance measurements were also performed to monitor
the interaction between the antibodies and the antigens. Repeatability, reproducibility, shelf
life, reusability of biosensors has also been monitored. In addition, biomarker deteminations
were performed in serum and saliva samples to monitor the clinical success of biosensors.
Whether the ELISA test is required or the standard addition method proves the success of the
biosensor.

Keywords: Disposible electrode, Electrochemical impedance spectroscopy, Human saliva
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1. GIRIS

Biyosensorler, secici, duyarli ve giivenilir analiz sistemleri olduklari i¢in giiniimiizde
cesitli analitlerin tayininde olduk¢a Onemli bir yere sahiptirler. Bir biyosensor, tayini
gerceklestirilecek olan analite spesifik biyomolekiil varliginda gergeklesen etkilesim sonucunu
elektriksel bir sinyale donistiiriir. Biyosensorler, uzun siireler gerektiren diger klasik analiz
sistemlerine gére bir¢ok avantajlari barindirmaktadirlar. Biyosensor c¢alismalar1  ve
uygulamalari, Ozellikle son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelisme ve yenilikler ile
kendilerine destek bulmus ve giin gectikge 6nem kazanmaktadirlar (Wang 2005a).

Biyosensorlerin en yaygin uygulamalarindan biri olan elektrokimyasal tabanli

biyosensorlerin avantajlari; kiiciik miktarlar1 tanimlayabilme 6zellikleri, ekonomik oluslari,
tespitleri i¢in az giic ve hacim gereksinimine sahip olmalari, biyomedikal ve c¢evre
uygulamalarinda genis 6l¢iim araliklarinda ¢aligilabilir olmalari olarak tanimlanabilir (Kafi ve
Chen 2009; Wang 2005b).
Giiniimiize kadar birgok tipte biyosensor sistemi gelistirilmis olup (klinik, medikal, ¢evre
teknolojileri, endiistriyel proseslerin kontrolii gibi) ve her gegen giin yeni bir alanda
kullanilmaya devam edilmektedir. Biyosensdrlerin en biiyiik avantajlarindan biri klasik analiz
metotlar1 6n igsleme gerek duyarken, biyosensor sistemleri 6n isleme gerek kalmaksizin duyarl
Olgtimler yapilabilen minyatiirize sistemler olmalaridir (Balasubramanian ve Burghard 2006)

Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) temelli biyosensorler, son yillarda gok
cesitli analitlerin tayininde kullanilan duyarli analitik sistemler olarak dikkat ¢ekmektedirler.
EIS, analitik ¢oziimler sunmasinin yani sira membran 6zelliklerinin belirlenmesi, biyosensor
karakterizasyonu ve fabrikasyonu amacgli aragtirmalarin yapilmasina olanak saglamaktadir.
EIS, enzim — substrat etkilesimlerinde olan kimyasal reaksiyonlarin izlenmesine ek olarak,
antijen — antikor afinite etkilesimleri, prob DNA, hedef DNA etkilesimleri gibi biyomolekiil
etkilesimlerinde baglanma sonrasi meydana gelen yiik transfer degisimleri yoluyla etkilegimin
belirlenebilmesinde de kullanilmaktadir. Molekiiler diizeydeki etkilesimlerin olusturdugu
elektriksel degisimler ve bu degisimlerin neticesinde akimda, voltajda, kapasitansta veya
impedansta ger¢eklesen farklanmalarin takibi olduk¢a onemlidir. Makromolekiillerin yiizey
immobilizasyonlarinin es zamanli izlenmesinde pratik olarak kullanilabilirligi onu ¢ok daha

avantajli kilar (Bahadir ve Sezgintiirk 2016b).

Kanser, hiicrelerde DNA hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde

biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Birgok kanser tiirli hastalik belirli bir evreye gelinceye kadar belirti
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vermezler. Bu nedenle en biiylik motivasyon, daha kanser belirtisi yokken timoriin varligini
ortaya koyabilmek olmalidir. Bu yiizden kanserin erken teshisine yonelik cihaz ve metotlarin
gelistirilmesi bu hastalik ile miicadelede hayati 6nem tasimaktadir. Kanser biyomarkerlarinin
seviyelerinin serum, idrar ve beyin omurilik sivis1 gibi viicut sivilarinda 6l¢iilmesi ve stirekli
kontrolii hastaliklarin erken teshisine imkan verdiginden olduk¢a 6nemlidir. Risk altinda olan
kisilerin belirli periyotlarda biyomarker seviyelerinin oOlgiilmesi, kanser olusumunun
baslangicta teshis edilmesine olanak saglayan faydali bir izlem ve teshis yontemidir. Bu
baglamda yeni biyomarkerlarin bulunmasi ve bu biyomarkerlara 6zgii hizli, dogru, duyarh ve
tutarli tayin sistemlerinin gelistirilmesi kanserin erken teshis ve tayininde biiyiikk ve hayati
oneme sahiptir (Bohunicky ve Mousa 2011).

Bu doktora tez calismasinda 3 farkli biyomarkerin (interleukin 1, interleukin la ve
interleukin 8) analizi i¢in tek kullanimlik elektrot olarak indiyum kalay oksit (ITO) ve florin
doplanmig kalay oksitin (FTO) kullanildigr 6 farkli 6zgiin, yeni ve hassasiyeti yiiksek
impedimetrik biyosensor sistemleri gelistirilmistir. Bu ¢alismadaki en biiyiik motivasyonlardan
biri gelistirilen bu biyosensorlerin diisiik maliyetli, pratik uygulamaya olanak saglayan,
giivenilir sonuglar veren, diisiik tespit limitlerine ve uzun depo Omriine sahip ve hassas
impedimetrik esasli olmalaridir. Ayrica impedimetrik temelli gelistirilen biyosensorlerin
tiretimi, Karakterizasyonu, optimizasyonu ve uygulanabilirligi bu tez ¢alismasinda birgok ve
birbibrinden bagimsiz teknikler ile test edilmistir. Literatiirde biyosensdrlerin
uygulanabilirliginin arastirilmasi i¢in yapilan bir¢cok calismada biyolojik 6rnek olarak siklikla
serum kullanilmistir. Bu tez caligmasinda seruma alternatif fakat yine kanser biyomarkerlarini
barindiran baska bir viicut sivis1 olan ve nispeten kullanimi, elde edilmesi daha hizli ve kolay
olan tiikiiriik iizerinden hastaliklarin teshisi ve gelistirilen sistemlerin kullanilabilirligi
arastirilmistir. Tukiirik, ¢ok bilesenli oral bir sividir ve noninvazif yollarla hastayi rahatsiz
etmeden toplanabilir, ayrica genel saglik ve hastaliklarin izlenmesinde dikkat ¢ekici potansiyele
sahip oldugundan literatiirde dikkatleri {izerine ¢ekmistir. Literatiirde tiikiiriigiin diagnostik

amacli biyolojik s1v1 olarak kullanilmasina son yillarda baglanmistir.



2. KURAMSAL BiLGILER

2.1. Biyosensorler

Clark ve Lyon’un Onciiliigiinde 56 yil 6nce gelistirilen biyosensorler analitik ¢aligmalar
yapan arastirmacilara 11k tutmustur. Arastirmacilar tarafindan gelistirilen biyosensorler klinik,
kimya, ¢evre ve farmostik alanda kullanilan ekonomik ve hizli araglardir. Bu biyosensorlerin
basit ve portatif kullanimi1 kompleks 6rneklerin analizinde biyoanalitik sistemlerde potansiyel
alternatifler sunmaktadirlar (Bahadir ve Sezgintiirk 2015a).

Biyosensorler 3 temel komponentten olusur; biyoreseptor, transduser ve sinyal proses
edici sistem. Biyotanima elementi veya biyoreseptor, spesifik hedef analiti tanimaya yarayan
immobilize biyokomponentten olusur. Bu biyokomponentler siklikla antibadiler, enzimler ve
niikleik asitlerdir. Tranduser ise tanima olayini dlgiilebilir sinyale doniistiirtirler (Perumal ve
Hashim 2014). Analit ile biyoreseptor arasindaki reaksiyon yeni bir kimyasal {iriin olusumu, 1s1
salinimi, elektronlarin akisi, pH ve kiitle degisimi gibi ¢esitli kimyasal degisimlere sebep olur.
Biyokimyasal sinyaller, elektriksel sinyallere transduser vasitasiyla doniisiir. Sonug olarak
elektriksel sinyal gii¢lendirilir ve mikroelektroniklere ve data proses ediciye gonderilir (Bahadir
ve Sezgintiirk 2015a). Biyosensorler, kullanilan biyolojik sinyal verme mekanizmasina ve

kullanilan sinyal ileticinin tipine gore siniflandirilir (Perumal ve Hashim 2014). Sekil 2.1°de
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[ : I | | |
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Sekil 2.1. Biyosensorlerin siniflandiriimasi.



2.1.1. Kullanilan Biyotanima Elementine gore siniflandirma

Biyotanima elementleri, hedef analitleri tanimadaki roliinden dolay1 biyosensorlerin
Oonemli parcalaridir. Bu yiizden biyotanima elementinin se¢imi tamamen hedef analite baglidir
ve tanima elementinin hedefe yiiksek baglanma affinitesine ve stabilitesine dikkat edilir. Klasik
tanima elementleri enzimler, antikorlar, niikleik asitler ve hiicrelerdir. Fakat son zamanlarda
fajlar, aptamerler, molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) ve affikorlar dikkat ¢ekmektedir
(Justino ve ark. 2015b).

e Enzimler
Enzimatik biyosensorlerde, enzim substrati ile segici bir sekilde etkilesime girer.
Enzimatik biyosensor sistemleri enzimlerin katalizini ve/veya hedef tarafindan inhibisyonunu
Olcebilirler.
a) Enzim analiti metabolize edebilir, boylece analit konsantrayonu analitin katalitik
transformasyonu ile dl¢iiliir.
b) Enzim analit tarafindan inhibe edilebilir, boylece analit konsantrasyonu enzimatik {iriin
olusumunun azalmasi ile ilisikilidir (Wang ve ark. 2014).
Bu durumda, biyosensor sirasiyla iiretilen veya tiiketilen tiirleri tespit eder. Genellikle,
enzimatik biyosensorlerde sadece bir enzim kullanilir fakat multi-enzim sistemlerinde kombine

enzimler ayni platformda birlestirilir (Crew ve ark. 2011).

e Antikorlar
Antikorlar biyosensorlerde kullanilan popiiler affinite tanima elementlerindendir. Gida
giivenligi, cevresel izleme, klinik analizler ve mekanik teshis gibi bir dizi uygulamalarda
siklikla kullanilmaktadirlar (Justino ve ark. 2013; Justino ve ark. 2010). Antikorlar, poliklonal
(bir dizi immiin hiicre tarafindan iiretilen) veya monoklonal (tek kaynaktan; hiicrenin benzer
klonlar1 tarafindan iiretilen) olabilir. Poliklonal antikorlar, antijenlere gesitli yerlerden veya
farkli affinite ile baglanirlar ve monoklonal antikorlar epitop denen ayni hedef bdlgeye esit

affinite ile baglanirlar ve poliklonal antikorlara gére daha segicidirler (Luo ve Davis 2013).

e Niikleik asitler
Biyotanima elementi olarak niikleik asitler (DNA ve RNA) antikorlara gore kimyasal
olarak daha stabildir. Genosensorlerde, DNA veya RNA hedef, yiiksek affiniteden dolayr DNA
veya RNA elementinin hibridizasyonu ile taninir. Hibridizasyon, tamamlayict DNA baz ¢iftinin

eslesmesi ile hedef DNA dizisinin spesifik bolgesinde olusur (Labuda ve ark. 2010).
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e Hiicreler
Canli organizmalar 6rnegin bakteri, fungi, maya, alg ve doku-kiiltiir hiicreleri tanima
elementi olarak biyosensorlerde kullanilirlar. Hiicre temelli biyosensorlerde, analitik sinyal
yasayan canli organizmanin genel metabolik durumunun 6lgiilmesi ile tespit edilir (Wang ve
ark. 2014). Boylece, biiyiimenin inhibisyonu, hiicre canlilig1 ve substrat alimi analitik sinyal
olarak degerlendirilir. Biyotanima elementi olarak hiicrelerin enzimlere gore ¢esitli avantajlari
vardir; yliksek stabilite, azaltilmis saflastirma basamaklar1 gereksinimi, ucuz hazirlama

maliyeti, yeterli kofaktor rejenerasyonu gibi (de Carvalho 2011).

e Fajlar
Fajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir ve ylizeylerinde peptid ve protein
bulundururlar, boylece patojenleri tespit etmede biyotanima elementi olarak kullanilir. Ev
sahibi bakteri iizerinde bulunan spesifik reseptor molekiillerin taninmasi ile olay gergeklesir.
Faj biyosensorleri, immunosensorlere gore ¢evre kosullarina daha dayaniklidir (Chai ve ark.
2013). Bununla birlikte fajlar bakterilerin tespitinde bakterilere olan spesifikliginden dolay1
olduke¢a basarilidir. Ciinkii, fajlar bakterilere spesifik olacak sekilde genetik mithendislenmistir

ve saglam, diigiik maliyetli ve tiretimi ucuzdur (Tawil ve ark. 2014).

e Aptamerler

Aptamerler kisa zincirli 30-40 niikleobazdan olusan in vitro ortamda hayvan ve hiicre
kiiltiirtine gereksinim duyulmadan sentezlenen oligoniikleotidlerdir (RNA ve tek iplikli DNA)
(Barthelmebs ve ark. 2011). Aptamerlerin hedeflere yiiksek affinitesi vardir. Aptamerler tipik
olarak benzersiz 3 boyutlu yapiya katlanir ve bu katlanma hedef analitlere spesifik baglanmaya
izin verir. Aptamerler, termal olarak stabil olmalari, tekrar kullanilabilir olmadan
immobilizasyon i¢in kolay modifiye edilebilir olmalar1 gibi avantajlara sahiptirler. Kimyasal
modifiye edilebilir olmasi analitin stabilitesini, affinitesini ve spesifikligini arttirir. Ek olarak,
¢ok yonliliigli ve dretim sirasinda hayvan kullanimindan kaginmasi antikorlarla
kiyaslandiginda en biiyiik avantajlarindandir. Aptamerler bir dizi hedef analitlere 6rnegin

toksinler, antibiyotikler ve biyomarkerlara baglanabilir (Justino ve ark. 2015b).

e Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MIP)
Son yillarda biyosensorlerin bir¢ok prototipi 6rnegin, enzim ve antikorlarin ekstrem
kosullarda diislik stabiliteden dolay: ticari hale gelememektedir. Bu ylizden biyotanima
elementi olarak MIP gibi sentetik matrikslerin kullanimi dikkat cekmektedir. MIP’ler yiiksek

secicilik, stabilite, sentezinde kisa siire gereksinimi, yliksek termostabilite ve ucuz maliyet gibi
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avantajlara sahiptir. MIPler, fonksiyonel monomerlerin elektrokimyasal polimerizasyonu ile
hedef analit ve c¢apraz baglayict iceren karisim iginde iiretilir. Bu yiizden, MIP’ler
geometrilerden dolayr hedef molekiillerle olan etkilesimlerinde spesifiktir ve baglanma
spesifikligi tipik antikor-antijen etkilesimi ile aynidir. Hedef analiti taklit eden kalip molekiil,
molekiiler oyuklara tanima yerlerinin varliginda segici olarak baglanir. Bu durumda MIP’ler
molekiiler baskilanmig bosluklar ile sentetik capraz baglanmis materyaller olarak
diistiniilebilirler. Bu bosluklarda yapay tanima yerleri mevcuttur ve bu sayede dogal reseptoriin

(6rnegin, antikor) biyolojik aktivitesini taklit ederler (Chen ve ark. 2011).

e Affikorlar

Affikorlar, miihendislenmis affinite proteinlerin yeni sinifidir ve izolasyonlarindan
sonra hedef protein veya peptidlere onemli derecede affinite ve spesifiklige sahip olurlar
(Justino ve ark. 2015a). Affikorlarin tek domainleri ve 3 heliks yapilari vardir. Heliks iizerinde
13 adet aminoasit pozisyonu vardir. Affikorlarin izolasyonu non-immunoglobulin iskeletine
dayanir (Nygren 2008). Affikorlar goriintiileme, diagnostik ve terapotikler olarak siklikla
kullanilmasina ragmen, biyotanima elementi olarak biyosensorlerde kullanimi yeni baglamistir.
Fakat oniimiizdeki glinlerde hedef analite affinite ve spesifikligi sayesinde kullanim agisindan

potansiyel olusturmaktadirlar (Justino ve ark. 2015a).

2.1.2 Kullanilan fletici Sisteme gére Simiflandirma

Biyosensorler kullanilan iletici sisteme gore smiflandirabilirler. Transduser,
biyosensoriin bir bilesenidir ve sinyal tespit etme prosesinde Oonemli bir role sahiptir.
Transduser, fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkileri elektriksel sinyale yiiksek hassasiyet ve
minimum bozulma ile doniistiiren cihazlar olarak taninirlar. Literatiirde dort temel transduser
tipi bulunmaktadir; elektrokimyasal, kolorimetrik, piezoelektrik, optik (Lowe 2007).
Elektrokimyasal transduserlar, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 sonucu tiretilen akimi
dlger. Olgiilen bu akimin, elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu ile iliskisi vardir.

Optik transduser, biyotanima elementi sonunda olusan absorbans, fluoresans,
fosforesans, refraksiyon ve dispersiyondaki degisimleri dlger.

Piezoelektrik transduser, piezoelektrik materyalden yapilir ve biyomateryal
piezoelektrik materyal ile kaplanir. Bu materyal belli bir frekansta titresir. Bu frekans dis
kaynakli elektriksel sinyal ile kontrol edilir ve bu sinyal beli bir degerde akim iiretir ve hedef
analitin biyomateryale baglanmasi frekansta kaymaya neden olur ve ilgili analitin kiitlesi

degisir.



Kalorimetrik transduser, olusan kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar sonucu olusan 1s1

degisimini 6lger (Perumal ve Hashim 2014).

2.2 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorlerin temel prensibi, immobilize biyomolekiil ile hedef

analit arasindaki kimyasal reaksiyona dayanir (Sekil 2.2).

el o : D NA . Hiicre ici
Antijen Substrat Hibritlesmesi Reaksiyon
Etkilesimi Etkilegimi

Elektrokimyasal
sinyal

Zr (Q

|
\'/ t
impedimetrik Konduktometrik Potensiyometrik

Sekil 2.2. Elektrokimyasal biyosensorlerin sematik gosterimi.

Amperometrik

Bu reaksiyon sirasinda tiretilen veya tiiketilen elektronlar, elektrolit soliisyonun elektrik
akimi veya potansiyel gibi 6l¢iilebilir elektriksel 6zelliklerini etkiler. Elektrokimyada reaksiyon

Ol¢iilebilir bir akim {iretiyorsa (amperometrik), o6l¢iilebilir potansiyel veya yiik akiilasyonu
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iretiyorsa (potensiyometrik), ortamin iletkenlik 6zelliklerini degistiriyorsa (kondiiktometrik),
ortamin impedansini degistiriyorsa (impedimetrik) olarak isimlendirilir (Bahadir ve Sezgintiirk

2015D).

2.2.1 Amperometrik Biyosensorler

Biyosensorlerin en yaygin simifindan biridir. Amperometrik O6l¢iimlerde, akim
elektroaktif tlirlerin oksidasyon ve rediiksiyon sonucunda olusur. Bu tip Olgiimler, calisma
elektrodunun (altin, platin, karbon) referans elektroda karsi sabit genlik voltajinda, sabit
potansiyelde akim numuneden gecerken gergeklesir. Tipik olarak, akim sabit potansiyelde
Olgiilir ve bu amperometri olarak isimlendirilir. Eger akim, potansiyelin kontrolli
degisimlerinde Olgiiliirse voltammetri denir. Amperometrik algilamanin basitlik ve diisiik

maliyet gibi ¢esitli avantajlart vardir (Bahadir ve Sezgintiirk 2015Db).

2.2.2 Potensiyometrik Biyosensorler

Calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel fark, bu iki elektrot arasinda 6nemli
bir akim yoksa voltammetre ile Olgiiliir. Potansiyel fark, 6rnek soliisyonundaki tiilerin
oksidasyon ve rediiksiyonundan kaynaklanir. Ek olarak, potansiyometri, elektrokimyasal
reaksiyonda iyon aktivitesi ile ilgili bilgi verir. Iletici sistem, iyon segici elektrot (ISE) bazl
ince film veya secici membran olabilir. Analitik bilgi ise ISE biyotanima prosesinin potansiyel

sinyale doniistiiriildigiinde elde edilir (RK ve Kallichurn 2012).

2.2.3 impedimetrik Biyosensorler

Impedimetrik 6lgiimler, modifiye elektrot yiizeyinde gerceklesen biyotanima
olaylarinin sonucunda olusan elektriksel degisimlerin izlenmesinde olduk¢a kullanishidir. Bu
tip biyosensorler hedef molekiillerin ve yiik transfer direncinin karakterizasyonunda etkili bir

sekilde kullanilirlar (Bahadir ve Sezgintiirk 2015b).

2.2.4 Kondiiktometrik Biyosensorler

Kondiiktometrik Ol¢timlerde, biyotanima olay1 ile iletkenlik arasinda bir iliski
bulunmaktadir. Iyonik tiirlerin konsantrasyonundaki degisim soliisyonun elektriksel
iletkenliginde veya akimda degisime neden olur. Kondiiktometrik biyosensorler iki metal

elektrottan olusur. Genellikle platin veya giimiis elektrotlar kullanilir; bu elektrotlar birbirine



belli mesafededir. Ohm metre, metal elektrotlar arasindaki konduktanstaki degisimi 6lgmek i¢in

kullanilir (Conneely ve ark. 2007).

2.3 Elektrokimyasal Metotlar
2.3.1 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS)

EIS, sistemin kompleks elektriksel direncini analiz eden gii¢lii bir metottur. Elektrot ve
ara yiizeyinde gerceklesen degisimleri hassas tespit etmeye yardim eder. ‘impedans’ terimi,
1886 yilinda elektrik miihendisi, matematik¢i ve fizik¢i Oliver Heaviside tarafindan
tiiretilmistir ve kompleks sayilar1 elektriksel devrelerin ¢alismasina adapte etmistir. impedans
Olgtimleri elektrokimyada elektrot kinetikleri, ¢ift tabaka galismalari, piller, korozyon kati-hal
elektrokimyasi ve biyoalgilama gibi bir¢cok alanda kullanilmistir (Mufioz ve ark. 2017).

EIS teknigi, elektrot ara yiizeyindeki elektrokimyasal degisimleri takip ederek kimyasal
ve biyolojik analitlerin tayininde kullanilan oldukg¢a popiiler bir yontemdir. Son yillarda
impedimetrik 6lgiimlere dayanan ¢ok sayida biyosensor sistemleri gelistirilmistir (Lisdat ve
Schifer 2008). EIS transduser sinyalinin biyolojik sensor uygulamalarinda kullanimi, biyolojik
reseptor ve ¢ozeltiden segici bir sekilde adsorbe olan hedef tiirler arasindaki etkilesime dayanir.
Boyle etkilesimler ¢ozeltideki redoks probu ile iletken elektrot arasindaki ara yiizey elektron
transfer kinetiginde degisime neden olur. Bu elektrokimyasal degisim yiik transfer direncinin
(Rey) izlenmesi ile tespit edilebilir. Ret’deki arti, elektrot yilizeyine baglanan hedeflerin
kantitatif miktarindaki artis ile orantilidir. Bununla birlikte, biyosensor seciciligi molekiiler
tanima elementinin spesifikligine baglidir. Hassasiyet, cevap zamani, tespit limiti gibi cesitli
analitik parametreler transduserin fizikokimyasal 6zelliklerine baghdir; bu 6zellik uygun
materyal kullanilmasi ve yeni fabrikasyon dizaynina baghdir (Elshafey ve ark. 2013).

EIS teknigi, frekans etki alaninda elektrik bilgisi saglar. Bu teknik ile elektrokimyasal
hiicrede proses olusur. Bu proses resistorler (R), kapasitorler (C) ve/veya indiiktorlerin (L)
kombinasyonu kullanilarak tiirevlenen esdeger devreyle modellenebilir (Sekil 2.3). EIS
Ol¢iimlerinin yorumlanmasi, impedans verilerinin esdeger elektriksel devreye uydurulmasi ile
yapilir; bu fiziksel proseslerin sistemde gerceklestigini gosterir. Esdeger devreler kullanilarak,
deneysel spektrum uygun devre modeli esliginde teorik egriye uydurulabilir, boylece elektriksel

parametre degerleri elde edilebilir (Pejcic ve De Marco 2006).
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Sekil 2.3. Nyquist egrileri (A) Elektrokimyasal Faradaik sistem, (B) Kinetik kontrol prosesi,
(C) Kinetik ve diflizyon kontrollii proses, (D) Elektrokimyasal Faradaik olmayan sistem.

Impedans, devre elementinin akimin akisina direnme yetenegi olarak tanimlanir ve bu
yiizden devredeki elektriksel akima karsit giictiir, birimi direng ile aynidir (). EIS genellikle
elektrokimyasal hiicrede uygulanan sinusoidal alternatif akimin (AC) sonucunu ve hiicreden
gecen AC akimi Olger. Salinimli potansiyel elektrot ylizeyine uygulandiginda, olusan akim
uygulanan potansiyel ile ayn1 frekansa sahiptir, fakat fazda kayma olabilir. Fazdaki bu kayma
elektrokimyasal sistemin relatif direng ve kapasitif 6zelliklerine baglidir. Sonug olarak fazdaki
kayma, elektrot yiizeyinde gozlenen fiziksel prosesler ile izlenebilir. Sekil 2.3A’da sisteme
uygulanan uyarma sinusodial sinyal ve kayan fazdaki sinusoidal akim1 gostermektedir (Mufioz
ve ark. 2017).

Impedans1 tanimlamak igin gesitli yollar vardir. Elektrokimyasal literatiirde en sik
kullanilan elektron transfer kinetiginin kullanildigi Nyquist diyagramlaridir. Ciinkii devre
elementlerinin tahmini kolaydir. Nyquist diyagramlari1 Cole-cole plot veya kompleks impedans
diizlem plot olarak bilinir (Cole ve Cole 1941); Zimag, Zrea’nin fonksiyonu olarak ¢izimini igerir,
siklikla yar1 daire profili gosterir ve elektrokimyasal ara ylizeyde sistem dinamiklere gorsel bir
kavrama saglar. Egrideki her deneysel nokta, farkl frekanslara karsilik gelir. Bununla birlikte,

Nyquist egrisi formati bazi dezavantajlara sahiptir. Ornegin; frekans acik bir sekilde
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gozlenemez ve elektrot kapasitansi, frekans bilgisi bilinmeden hesaplanamaz. Bu yiizden, Bode
egrisi impedansin frekansa bagliligini degerlendiren etkili bir alternatiftir (Mufioz ve ark. 2017).

EIS, siklikla Nyquist ve Bode egriler ile analizlenir. Yukarida da bahsedildigi gibi EIS
verileri genellikle esdeger elektriksel devre modeline uydurulmasi ile analizlenir, gercek
impedans spektrumunu simiile etmek i¢in resistor, Kapasitor, indiiktans kullanilir. Resistor (R),
spesifik proses veya materyalde yiik tasiyicilarini karsilar. Kapasitor (C), yiikli tiirlerin
birikimini gdsterir. Indiiktans (L), pasif tabaka gibi yiizey tabakalarmin birikimini gdsterir
(Muiioz ve ark. 2017).

Esdeger devrelerde kullanilan en 6nemli elementler;

e (ozelti direnci (Rs): Iyonik konsantrayonuna, iyonlarin tipine ve elektrot alanmna
baglidir.

e Yik-transfer direnci (Rct): Elektron transfer hizi ile ters orantilidir.

e Cift tabaka kapasitansi (Cqi): Yiikeleme ve arka plan akimu ile direk ilgilidir.

e Warburg impedans: (W): Kiitle transfer sinirlanmasindan tiirevlenir ve etkili difiizyon
katsayisini 6lgmek i¢in kullanilir.

e Sabit faz elementi (CPE): Indiiktans, resistans, Warburg, kapasitans veya ideal olmayan
dielektrik davranisi gibi gesitli elementlerden tiirevlenir. Boylece impedans elektriksel
ara ylizeyde gergeklesen cesitli proseslerle yaygin bakis agisi sunar (Amirudin ve
Thieny 1995).

EIS deneyleri faradaik ve faradaik olmayan proseslerde yapilabilir. Faradaik prosesler
redoks markerlarin kullanima ile yapilir ve bundan dolay Ret 6zellikle 6nemlidir. Diger taraftan
faradaik olmayan sistemlerde redoks probu kullanilmaz; ¢ift tabaka kapasitansi Ret’den daha
kullanighdir. Faradaik yaklasimlarda, elektrokimyasal reaksiyon sinirlayict mekanizma ile
gerceklesir; kinetik olarak kontrollii (elektron transfer) ve difiizyon kontrollii (kiitle transfer)
gibi. Eger ara yiizeyde elektron transferi olduk¢a hizli ise kiitle transfer sinirli prosestir ve
durum diflizyon ile kontrol edilir.

Faradaik biyosensorler, modifiye elektrot yiizeyinde gergeklesen biyotanima olaylarini
faradaik akimdaki degisiklikleri Olcerek tespit eder. Faradaik akimdaki degisikliklere
biyomolekiiler arasindaki etkilesimler, hedef molekiiller ile serbest yiikler arasindaki
elektrostatik itmeler ve destekleyici elektrolitteki elektroaktif tiirler neden olur. Redoks prob
secimi ¢esitli parametrelere baghdir; yiik, hidrofobisite/hidrofilisite, redoks ¢iftinin biiyiikligi
ve modifiye elektrotlarin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri. EIS 6l¢limlerinin dogrulugu cihazin

teknik kararliligina ve galisma prosediirlerine baglidir. Fakat materyalin, soliisyonun bulk
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tabakasindan elektroda gecisi olduk¢a hizli ise, yiik transfer kinetigi simirlidir ve durum
kinetikler ile kontrol edilir (Mufioz ve ark. 2017).

Randles devresi, kinetik kontrol prosesli elektrokimyasal sistemin en basit ve en yaygin
elektriksel gosterimidir (Sekil 2.3B). Eger impedans spektra yar1 daire 6zelliginde ise,
elektrokimyasal sistem elektron transfer hizi ile sinirhidir ve elektrokimyasal proses kinetik
kontrollii anlamina gelir. Bu, Randles hiicresi i¢in Nyquist egrisini gosterir, bir yar1 daire ¢api
ile yiliksek ve diisiik frekans bolgelerinde iki ekseni igerir, yar1 dairenin baslangict Rs’1, yari
daire gap1 ise Ret’yi atif eder. Eger yari-daire profiline ek olarak lineer bolge var ise, bu faradaik
akimlarin difiizyon prosesinden etkilendigini gosterir, bu yiizden elektron transferi hizlidir ve
elektroaktif tiirlerin diflizyonu sinirlayici faktdrdiir. Bu durumda proses difiizyon kontrolliidiir
denebilir. Bu difiizyon prosesi modifiye Randles esdeger devre ile modellenebilir. Devre R,
Cdi, Ret ve W igerir. Warburg elementi kiitle transfer prosesi elementidir ve diisiik frekanslarda
baskindir. Sekil 2.3C, karigik kinetik ve difiizyon kontrol prosesli elektrokimyasal sistemin
ideal impedans spektrasini gostermektedir (Bisquert 2002). Faradaik olmayan proseslerde, yiik
transfer direnci ve diflizyon katkilar1 ihmal edilir ve elektriksel devre Rs ve Cq igerir (Sekil
2.3D). Geleneksel faradaik EIS metotlarin tersine Faradaik olmayan EIS yaklasimlarinda
redoks elementi ¢ozeltiye eklenmez ve bu yiizden esdeger devreye uydurulmaz, toplam
kapasitansin real kismindaki total kapasitans degerini hesaplamak ¢ok basittir, ayrica
kapasitansin hayali kismindaki deger oldukga kiigiiktiir ve bu yiizden ihmal edilir (Couniot ve
ark. 2015).

2.3.2 Doniisiimlii Voltametri

Déniistimlii voltametride karistirilmayan bir ¢ozeltide kiiciik durgun bir elektrotun akim
cevabi liggen dalga sekilli bir potansiyel ile uyarilir.

Doéntistimlii voltametride belli bir potansiyel araliginda dogrusal olarak tarama yapilir
ve sonra tarama yoni ters ¢evrilip potansiyel orijinal degerine getirilir. Her iki yondeki tarama
hizi aymdir. Ters ydndeki potansiyellere dondiirme potansiyelleri denir. Dondiirme
potansiyellerin aralig1, bir veya daha fazla analitin diflizyon kontrollii bir yiikseltgenme veya
indirgenmenin meydana geldigi potansiyeldir. Baglangi¢ taramasinin numunenin bilesimine
bagli olarak yonii negatif veya pozitif olabilir. Daha negatif potansiyeller yoniinde bir tarama
ileri tarama, z1t yondeki tarama da ters tarama olarak adlandirilir. Uggen dalga uygulandiginda

sekil 2.4’deki gibi bir voltammogram elde edilir.
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Sekil 2.4. Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltammogram.

Yukaridaki sekilde gosterildigi gibi, gittikge artan bir katodik gerilim uygulandiginda
egrinin ABDF dali elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir katodik akim gdzlenir (B noktas).
B’den D’ye kadar ki bolgede indirgenebilen maddenin yiizey derisimi gittikge azalirken,
akimda hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri, analitin yiizey
derisimini Nernst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek i¢in gerekli kapasitif akim
artisidir. Ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk akim, difiizyon tabakasi
elektrot ylizeyinden uzaklastikca hizla azalir (D noktasindan F noktasina). F’de uygulanan
katodik gerilim azalmaya baslar. FH bdlgesinde indirgenebilen maddenin indirgenmesi devam
eder. Ancak indirgenmis madde konsantrasyonu azalmis oldugundan akim da azdir. Potansiyel
yeteri kadar pozitif oldugunda indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra
da anodik olur. Anodik akim, ileri yondeki tarama sirasinda ylizey yakinlarinda birikenin
indirgenmis maddenin yeniden yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik yapar ve
sonra biriken indirgenmis maddenin anodik reaksiyon yoluyla kullanilmasiyla azalir (Skoog ve
ark. 2017).

2.3.3 Sabit frekans impedans Spektrospisi (SFI)

Sabit frekansta impedans Ol¢limii, antikor-antijen ve prob DNA-hedef DNA arasindaki
biyotanima olaylarmin ve etkilesimlerin izlenmesinde oldukga énemli bir tekniktir. impedans
sabit bir frekansta zamana karsi Olciiliir. Uygulanacak frekans Bode egrisi kullanilarak

belirlenir. Clinkli Bode egrisi frekans verisi igermektedir (Aydin ve Sezgintiirk 2017b). Ayrica
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SFI teknigi biyosensor yiizeyinde zamana bagli degisimlerin degerlendirilmesinde kullanilir

(Giindogdu ve ark. 2017). Sonug olarak deneyin anlik ve total zamanda kontrolii miimkiin olur.

2.4 Elektrokimyasal impedans Temelli Biyosensorler

Elektrokimyasal reaksiyonlar, elektrot yilizeyinde gerceklesen elektron transferi
reaksiyonlart olarak bilinir; elektrolit direncini, elektroaktif tiirlerin adsorpsiyonunu, elektrot
yiizeyinde yiik transferini, bulk ¢ozeltiden elektrot yiizeyine kiitle transferini igerirler. Her
reaksiyon prosesi direng, kapasitorler veya sabit faz elementlerini paralel veya seri halde igeren
bir elektriksel devre ile gosterilir. Basit bir elektrokimyasal reaksiyonun popiiler elektriksel
devre modeli Randles-Ershler elektriksel esdeger devre modelidir, elektrolit direnci (Rs),
elektrot/elektrolit ara yiizeyinde yiik transfer direnci (Rct) ve Warburg impedanst igerir. Cozelti
direnci, c¢ozeltinin iletkenligi ve reaksiyon hiicresinin geometrisi ile belirlenir. Elektrotlar
arasindaki uzaklik, elektrotlarin asili durdugu ¢ozeltinin kesit alan1 ile Rsarasinda iliski vardir.
Cift tabaka kapasitansi, elektrot ve elektrolit arasindaki etkilesimi gosterir ve elektrot alanina,
dogasina, elektrolit iyonik siddete ve gecirgenlige baglidir. Ret elektron transfer kinetigini
yansitir ve kiitle transfer sinirlamasi yoklugunda asir1 potansiyelin akima oranmidir. Esdeger
devre modelleri kismen ve tamamen empirik olabilir, her devre bileseni elektrokimyasal hiicre
icinde fiziksel prosesten kaynaklanir ve karakteristik impedans davranisina sahiptir. EIS,
ozellikle modifiye elektrot ara yilizeyinde olusan biyotanima olaylarinin incelenmesinde giiclii
bir aragtir. EIS tekniginin en 6nemli avantajlarindan biri bozucu bir teknik olmamasidir
(Bahadir ve Sezgintiirk 2016b).

Biyosensorler, transduserin yiizeyinde gerceklesen biyokimyasal reaksiyonu izlemek
icin dizayn edilmistir (Helali ve ark. 2006). Enzimler, antikorlar, hiicreler ve
mikroorganizmalar  temel tespit elementleridir.  Elektrokimyasal  biyosensorlerin
gelistirilmesinde, temel gereksinim biyomolekiillerin elektrot yiizeyine tekrar lretilebilir ve
biyolojik aktivitesini koruyacak bir sekilde immobilizasyonudur. Literatiire gore, impedimetrik
biyosensorlerin dizayninda gesitli stratejiler kullanilmaktadir;

e Altin elektrotlarin iizerine tiyol bazli kimyasal ile kendiliginden olusan tabakalar
olusturmasi,

e Oksid bazli (ITO, yar iletken (Si/Si02) ve metal oksid) elektrotlarin silan tabakasi ile
fonksiyonlanmast,

e lletken polimer kapli elektrotlarin yiizeyine biyomolekiillerin tutuklanmasi veya

kovalent baglanmast,
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e Elektropolimerizasyon ile olusturulmus iletken olmayan filmlerin iizerine

biyomolekiillerin kovalent baglanmasi (Bahadir ve Sezgintiirk 2016b).

2.4.1 immunokimya Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Impedimetrik immunosensérler, antikor-antijenin etiketsiz tespitinde hassas bir
tekniktir. Impedimetrik immunosensérlerde, antikorlar elektrot, optik tel veya yari iletken ¢ip
lizerine immobilizenir ve son yillarda ¢esitli alanlarda tespit amacl kullanilmaktadir. Antijenin
antikora baglanarak immunokompleks olusturmast ile elektrot yiizeyi bir bloklayici tabaka ile
kaplanir. Bu durumda redoks probunun elektrot yiizeyine girisi engellenir ve elektron transfer
direnci artar (Hou ve ark. 2013).

Impedimetrik ~ immunosensérlerin  hazirlanmasinda en  &nemli  basamak,
biyomolekiillerin elektrot yiizeyine immobilizasyonudur. Ciinkii kararli, tekrar iiretilebilir ve
segici bir biyosensdr gelistirmek esansiyel bir amagtir. Ornegin, altin yiizeye fiziksel olarak

adsorplanan antikorlarin denastiirasyona ugrayip affinite kaybetmesi beklenen bir durumdur

(Chullasat ve ark. 2011).

2.4.2 Niikleik Asit Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Elektrokimyasal niikleik asit sensorleri, kompleks drneklerde hassas ve ucuz niikleik
asit tayini gerceklestirir. Bu tip sensorler, ¢cok az sayida PCR bazli amplifikasyon basamagi
gerektirir ve hedef saflastirma gerektirmez.

Aptamerler, yapay tek iplikli DNA veya RNA oligoniikleotidlerdir ve son yillarda
niikleik asit bazli biyosensorlerin gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Proteinler, kiiciik
molekiiller, hiicreler, viriisler ve bakteriler gibi cesitli hedef molekiillere aptamerler yiiksek
affinite ile spesifik baglanabilir.

Impedimetrik teknikler kullanarak hedef zincirlerin hibridizasyonu, konformasyonel
degisimler veya DNA hasarlar izlenebilir. Hedefin baglnamsindan sonra 3 sekilde degisimler
olusur; (1) hibridizasyonun direk tespiti (label free), (2) hedef niikleik asit zincirinin redoks
maddeler/nanopartikiilerle etiketlenmesi, (3) sinyal problarinin (indirek etiketler) baz ¢itlerine
interkalasyonu ve elektrostatik olarak fosfat sirtina baglanmasi veya ¢ift heliks kanal i¢ine
yerlesmesi (Regan ve ark. 2014).

DNA biyosensorlerinin - gelistirilmesinde ¢esitli nanomateryaller Ornegin, altin

nanopartikiiller (AuNPs), kuantum noktalar, karbon nanotiipler (CNTs), FePt/ZnS
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nanocekirdek kabuk, grafen oksit/ altin nanoform Rct’deki degisimleri giiclendirmek ve DNA
hibridizasyonun hassasiyetini arttirmak i¢in kullanilmistir (Bahadir ve Sezgintiirk 2016b).

2.4.3 Hiicre Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Hiicre temelli biyosensorlerde, bakteri ve prokaryotik hiicreler tespit sistemi olarak

kullanilir. Biyotanima olaylarinda hiicrelerin kullanimi, yerinde analizlerde dis etkenlere karsi
dayanikli olmasi, ¢esitli hiicrelerin yasamasi i¢in gerekli gesitli biliylime ortamlarina sahip
olmasi gibi ¢esiti avantajlara sahiptir (Banerjee ve Bhunia 2009).
Biyolojik hiicreler, protein igeren lipid cift tabakadan olusan hiicre membranlarindan dolay1
farkli elektriksel Ozelliklere sahiptir. Lipid molekiillerinin hidrofilik ylizeyleri sulu ortama,
hidrofobik karbon zincirleri ise membran i¢ine yonelecek sekilde diizenlenmmistir. Hiicrelerin
icinde membran kapli 6rnegin mitokondri, vakuol ve niikleus gibi organeller ve ¢oziinmiis
yiiklii molekiiller bulunur. Hiicre membranlar1 yalitkan olmasina ragmen hiicre ici oldukca
iletkendir (Yang ve Bashir 2008).

Bakteriyel impedimetrik biyosensorler deneysel kurulumda bakteri hiicrelerinin
lokasyonuna bagli olarak 2 tipte siniflandirilabilir. Birinci tipte, analit ve bakteri modifiye
elektrotlar arasinda etkilesimler impedansta degisime sebep olur. Ikinci tipte, analit varhginda
biiylime sonucu lretilen metabolitler impedansta degisime sebep olur (Bahadir ve Sezgintiirk

2016b).

2.4.4 Enzim Temelli impedimetrik Biyosensorler

Enzimin elektrot yiizeyine etkili immobilizasyonu, biyosensorlerin fabrikasyonunda
anahtar basamaktir. Fiziksel adsorpsiyon, kovalent ataglama, tutuklama, ¢apraz baglama veya
affinite ¢esitli immobilizasyon stratejileridir. Her immobilizasyon metodu avantajlar ve
dezavantajlar igerir. Uygun teknigin se¢imi enzimin dogasi, transduser ve tespit moduna
baghidir. Enzim immobilizasyonunda en iyi metot maksimum hassasiyet ve stabilite
saglayandir. Immobilizasyon metodu, enzim denaturasyonu veya konformasyonel degisiklige
sebep oluyorsa hassasiyet diiser. Enzim denaturasyonu ve aktif yerlerin bloklanmasi aktivite
kaybina yol acar. Bunun ¢6ziimii ise enzim ve destek arasinda ara kol kullanmaktadir. Enzim
ile (strept)avidin molekiilleri, lektinler veya sekerler arasinda affinite etkilesimlerine dayanan
teknikler enzimlerin diizenli ve yer spesifik immobilizasyonuna imkan tanir ve etkili biyosensor

gelistirme acisindan Onemlidir. Aymi sekilde, kendiliginden olusan tabakalar temelli
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immobilizasyon rastgele diizenlenmeyi azaltir; tek diize, tekrar iiretilebilir ve kararli yapilar

saglar (Sassolas ve ark. 2012).

2.5 Kanser

Kanser, diinyada yasami tehdit eden en Gliimciil hastaliklardan biri olarak bilinir ve
200’e yakin farkli kanser tipi belirlenmistir ve her giin 1500’den fazla insanin 6liime sebep
olmaktadir. Giiniimiizdeki teknolojik ilerlemelere ragmen, kanser hastaliginin ileriki evrelerde
teshisi ve kanserin zayif ongoriisii yiiziinden bu hastaliktan kurtulma orani oldukca diisiiktiir
(Jayanthi ve ark. 2017). Kanser, anormal ve kontrolsiiz hiicre biiylimesi sonucu olusan bir
hastaliktir. Spesifik genetik akiimiilasyon, ¢evresel ve kaliimdan orjinlenen epigenetik
defektler sonucu olusur. Kontrolsiiz hiicre biiylimesi, tiimor kiitlesinin biiyiimesine neden olur
(Bohunicky ve Mousa 2011). Ultrases, manyetik resonans goriintiileme, biyopsi gibi geneksel
metotlar erken basamak kanser tespiti i¢in yeterli degildir ¢linkii bu metotlar tliimoriin fenotipik
ozelliklerine baghdir. Kanser, cok basamakli bir hastaliktir. Kanserin baslangi¢ ve ilerlemesi,
genetik veya epigentik degisimlerle ilgilidir (Sekil 2.5). Bu degisimler hiicresel sinyallemeyi

bozar, timorigenik degisimlere ve tiimorlere neden olurlar (Del Sol ve ark.. 2010).

Normal Hiicre

o ™

Biyomarkerlerin Biyomarkerlerin
teshisi teshisi

Y -

e

Biyomarkerlerin

Genetik Hiicre yiizeyi Sekreter proteinlerin teshisi
Mutasyon reseptorlerinin artan artan ifadelenmesi
ifadelenmesi

Y Reseptor @® Sekreter protein I~ Normal gen N‘E‘:}N Mutasyon gen

Sekil 2.5. Kanserdeki molekiiler farklilasma.
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2.5.1 Kanser Biyomarkerlar

Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI), biyomarkeri ‘kan, diger viicut sivilar1 veya dokularda
bulunan, normal veya anormal proses ve kosul veya hastaligin sinyali olan biyolojik molekiil’
olarak tanimlamaktadir. Ayrica, bir biyomarkerin, hastaligin tedavisinde viicut cevabinin
izlenmesinde kullanilabildigi belirtilmistir (Bohunicky ve Mousa 2011). Biyomarkerler niikleik
asitler, proteinler, metabolitler, koenzimler veya hormonlar olabilir. Biyomarkerler: teshis,
prognostik ve belirleyici olmak tizere 3 sinifa ayrilir. Teshis biyomarkerlari, hastaliklarin tespiti
ile ilgilidir, oysa prognostik biyomarkerlar hastaliklarin tekrarinda uygulanacak yol hakkinda
bilgi saglar. Belirleyici biyomarkerlar ise tedavinin cevabini tahmin etmede kullanilirlar (Fong
ve Winter 2012). Hiicredeki spesifik biyomarkerlarin varligi, yoklugu ve degisimi kanserin
gelisimini gosterir. Biyomarkerler hiicre i¢i veya hiicre disi olabilir. Analiz 6ncesinde
intraseliiler markerlarin toplanmasi ve eger konsantrasyonu diisiik ise deristirilmesi
gerekmektedir (Chatterjee ve Zetter 2005).

Biyokimya, immiinoloji ve molekiiler biyolojiye dayali metotlar ve stratejiler insan
serumunda tiimdr markerlerinin tespitinde kullanilmaktadir. Immiinoassay teknikler, timor
markerlerinin tespitinde kullanilan yaygin test metotlaridir. Ciinkii oldukca spesifik molekiiler
tanima bolgesine sahip antibadi ve antijen epitopu igerirler. Radyoimmiinoassaylar, enzim-
bagl immunosorbent assay (ELISA), fluroimmiinoassay, kemiliiminesans immiinoassay ve
elektrokemiliiminesans immiinoassay baslica immiinoassay tekniklerdir. Bu tekniklerin,
duyarlilik, kesinlik ve secicilik gibi avantajlara sahip olmasinin yaninda radyasyon tehlikesine
sahip olmasi, uzun zaman almasi, yiiksek maliyet, uzmanlagsmis personel gereksinimi ve
komplike cihaz gereksinimi gibi dezavantajlarida bulunmaktadir (Bohunicky ve Mousa 2011).

Tiim kanser tiirleri ¢ok bilesenlidir ve birden fazla molekiil iceren hiicrede ¢oklu olaylar
ile iligkilidir. Bu yiizden ¢oklu biyomarkerlarin simultane tespiti dogru diagnosis ve prognosis
i¢cin esansiyeldir. Klinik kanserin temelinde analitik tekniklerin gelistirilmesi bulunmaktadir.
Son yillarda kanser biyosensorlerine olan ilgi harika analitik performans ve es zamanl
Olgtimlerden dolay: hizla artmaktadir. Fizyolojik 6rneklerde diisiik tespit limitleri sayesinde,
biyomarkerlarin ¢ok hassas tespitini saglayarak kanseri erken basamakta teshis eder.
Biyotanima elementinin tekrar kullanilmasi ve basit oOrnek hazirlama gereksinimi
biyosensorlerin avantajlarindandir. Ek olarak, biyosensorler ¢oklu biyomarkerlarin es zamanl

tespitinde oldukga yiiksek potansiyel gosterir (Jayanthi ve ark. 2017).
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e Interleukin la (IL 1a)

Interleukin la ilk kesfedilen potansiyel onciil sitokindir, ayrica endokrin ve merkezi
sinir sisteminde sistemik ve parakin tasiyici olarak davranan c¢oklu polipeptittir. Erkek germ
hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tiplerinde biiyiime faktorii olarak aktiftir (Sultana ve ark. 2000).

IL 1a, 159 aminoasitten olusur ve immun cevabin regiilasyonunda rolii vardir (Schoch and
Pomytkin). IL 1o, aktiflenmis makrofajlar, notrofiller, epitel ve endoteliyal hiicreler tarafindan
tiretilir (Cervin Serrano ve ark. 2014). Makrofajlarda aktif iiretiminin tersine, IL 1a temel olarak
iltihapla iligkili olmayan kosullarda karaciger, deri, 6zofagus, midenin 6n kismi ve testisler gibi
¢oklu hiicrelerde tiretilir (Sultana ve ark. 2000). IL 1o, agiz yassi hiicre kanseri (Chianeh ve
Prabhu 2014; Mishra 2012), bas ve boyun yassi hiicre kanseri (Polanska ve ark. 2014; Russo
ve ark. 2016), dil kanseri (Korostoff ve ark. 2011) gibi kanser tiirlerinde biyomarkerdir. IL 1a,
biyomarkerinin oral yass1 hiicre kanserindeki araligi serumda 0-137 pg/mL, tiikiiriikte 175-1000

pg/mL’dir (Hamad ve ark. 2011).

e interleukin 1p (IL 1p)

Interleukin 1f, iltthaba neden olan bir anahtar sitokindir ve enfeksiyon, hiicresel
yaralanma veya antijenik durumlarda salgilanir. Bu sitokin direk olarak ¢esitli hiicre tiplerini
etkiler ve iltithaba neden durumlart indiikler. En biiylik IL-1p ireticileri makrofajlardir ve
makrofajlardan baska epidermal doku, mukoza epitel hiicreleri, tiikiiriik bezlerinin asinar ve
duktal hiicreleri de IL 1p dretirler. IL 1P, insan akciger, kolon, meme, agiz kanseri ve deri
melanomlarin bir biyomarkeridir. IL 1B nin biyolojik sivilardaki konsantrasyonu oldukca
diisiiktiir. Sagliklt insanlarda IL 1P konsantrayonu serum ve tiikiiriikte ~212.8 pg/mL ve <10
pg/mL’dir. Klinik bulunma diizeyi ise serum ve tiikiiriik 6rnekleri i¢in ~753.7 pg/mL ve >10
pg/mL’dir. Yeterince diislik olan IL 1P konsantrasyonun tespiti i¢in hassas analitik metotlar
gerekli oldugundan siklikla ticari ELISA kitleri kullanilmistir. Literatiirde biyosensorler ile IL
IB tayini oldukca azdir. Krause ve arkadaslari (2015) magnetik boncuklar ve altin
nanopartikiillerle gliclendirilmis hassas mikrofluidik array gelistirerek kanser hastalarinda IL
1B tayininde kullanilmistir (Krause ve ark. 2015). IL 1 ve anti- IL 1p antikorlara konjuge altin
nanopartikiiliin molekiiler baglanmasina dayanan fiber optik plazmon resonans sensor, Chiang
ve arkadaslar1 (2010) tarafindan gelistirilmistir. Bu biyosensoriin lineer araligi ve tespit limiti
0.05-10 ng/mL ve 21 pg/mL’ dir (Chiang ve ark. 2010). Baraket ve arkadaslari (2017) ¢alisma
elektrodu silikon substrat iizerinde bulunan sekiz altin mikroelektrot olan bir biyosensor
gelistirmistir. Bu biyosensoriin lineer araligi 1-15 pg/mL, tespit limiti ise 0.3 pg/mL’dir
(Baraket ve ark. 2017).
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e Interleukin 8

Inteleukin 8 (IL 8) iltihaba neden olan bir kemokindir ve C-X-C kemokin alt takiminda
yer alir (Matsushima ve Oppenheim 1989; Sun ve ark. 2014). IL 8 aktif monositler, makrofajlar,
T hiicreleri, notrofiller, NK hiicreleri, endoteliyal hiicreler, bir dizi epitel hiicreler ve
fibroblastlar gibi ¢esitli hiicreler tarafindan ifadelenir (Mukaida ve ark. 1992). IL8 i
fadelenmesindeki artis beyin, meme, boyun, kolorektal (Sun ve ark. 2014), gastrik, akciger,
melanom, ovaryum, prostat, bobrek, agiz (Rajkumar ve ark. 2014) ve tiroid (Xie 2001)
kanserinde gozlenmistir. Cesitli kanser tiirlerinde yiiksek IL 8 diizeyleri prognostik faktor
olarak tamimlanir (Zarogoulidis ve ark. 2014). Ayrica, yiiksek IL 8 diizeylerinin miyokardiyal
damar tikanikliginin isareti oldugu literatiirde belirtilmistir (Velasquez ve ark. 2014). Wong ve
arkadaglari, IL 8 diizeylerinin agiz kanseri hastalarinda 7504236 pg/mL, kontrol grubunda
250£130 pg/mL oldugunu belirtmistir (Wong 2006). Ek olarak, IL 8 proteinin agiz kanseri
hastalarindaki esik degeri saglikli bireylere gore 600 pg/mL’dir (Dong ve Pires 2017; Torrente-
Rodriguez ve ark. 2016). Saglikli bireylerde IL 8 temel klinik diizeyi 5-10 pg/mL’dir (Sharma
ve ark. 2016).

IL 8 biyomarkerinin tespiti i¢in ticari olarak ELISA kitleri bulunmaktadir. Bu kitler
biiylik ve pahali cihaz, ilave kimyasallar, protokol uygulamasi i¢in ¢ok zaman gerektirir
(Sharma ve ark. 2016). Biyosensorler yiiksek hassasiyet, diisiik maliyet ve hizli cevap agisindan
bir alternatiftir. Literatiirde IL 8 tayinine yonelik biyosensorler sinirli sayidadir. Wan ve
arkadaglar1 (2011) screen-printed karbon arrayr c¢alisma elektrodu olarak kullanan bir
amperometrik biyosensor gelistirmistir. Anti-IL 8 antikor, primer antikor olarak kullanilmis ve
screen printed karbon elektrot {izerine immobilizlenmistir. Karaturp peroksidaz (HRP)- ¢coklu
duvarli karbon nanotiip (MWCNTs)- anti-tavsan IgG kompozit ise ¢oklu etiketlenmis nanoprob
olarak kullanilmistir. Bu biyosensoriin tespit limiti 8 pg/mLdir (Wan ve ark. 2011). Bir
elektrokimyasal magnetosensor Toreente-Rodriguez ve arkadaglari tarafindan IL 8 proteinini
ve IL 8 mRNAsin1 insan tiikiirtigiinde tespit etmek amaciyla gelistirilmistir. Tespit limitleri IL
8 mMRNA i¢in 0.21 nM IL 8 proteini igin 72.4 pg/mL olarak bulunmustur (Torrente-Rodriguez
ve ark. 2016). IL 8 tespitine yonelik baska bir ¢alismada, ¢alisma elektrodu olarak screen
printed dual elektrot kullanilarak ve HRP enzimi etiketlenmesi ile amperometrik IL 8’in tespiti
gerceklestirilmistir. Ayrica, absorbans tespit sistemine dayanan optik mikrofluidik biyosensor,
tilkiirik protein biyomarkerlarinin tespitinde kullanilmistir. Bu biyosensor politiyofen-C70
yigindan imal edilen organik fotodedektor icermektedir. Gelistirilen bu biyosensoriin tespit
limiti 80 pg/mL’dir. Biyosensoriin basarist IL 8 ELISA kit kullanarak test edilmis ve
biyosensorden elde edilen sonuglarin ELISA kit ile uyumlu oldugu ortaya ¢ikmistir (Dong ve
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Pires 2017). Son yillarda, tiikiiriikte bulunan IL 8’in birkag fg/mL diizeyi Sharma ve arkadaslari
tarafindan impedimetrik olarak tayin edilmistir. Arastirmacilar karboksilik asit u¢clu monotiyol
alkan PEG asit film modifiye altin elektrot kullanmislar ve IL 8 proteinin tespiti EIS teknigi ile
gerceklestirilmistir (Sharma ve ark. 2016).

2.6 Tiikiiriik

Tiikiiriik, on yildan fazladir diagnostik arag¢ olarak ilgi ¢ceken viicut sivisidir. Tiikiirtik
tizerinde yapilan arastirmalar sonunda arastirmacilar, tiikiirtigii degerli siv1 olarak nitelemisler
ve hastaliklar hakkinda bilgi verebilecegini ve kan veya iire ile yapilan testlere yardimci
olacagini belirtmislerdir. Tikiiriik, cok bilesenli oral sividir ve noninvazif yollarla toplanabilir,
ayrica genel saglik ve hastaliklarin izlenmesinde dikkat gekici potansiyele sahiptir. Insan
tilkiiriigli cok cesitli proteinler ve peptidler igerir, bu proteinlerin her biri ¢esitli biyolojik
fonksiyon tasir. Yeni teknolojilerin gelisimi (6rnegin biyoinformatik, metabolik, genomik ve
proteomik) ile tiikiiriik ¢ok ¢ekici klinik bir ara¢ olarak 6nem kazanmistir (Chianeh ve Prabhu
2014). Insan tiikiiriigii, cesitli biyolojik fonksiyonlarla agiz saghigmin bakimi agisindan
esansiyeldir. Bilim adamlar1 ge¢miste tiikiiriigiin biyolojik fonksiyonlar1 ile oldukca
ilgilenmislerdir ve sistematik ve oral hastaliklarda indikator olarak kullanilabilirligini
degerlendirmislerdir. Tukiirliglin i¢indeki zengin ¢esitte molekiillerin varlig, hastalik
biyomarkerlar1 agisindan tiikiiriigii zengin kilar. Tikiiriigiin su anki HIV, kanser, kardiyak
hastaliklar1 ve oto-immiin hastaliklarin teshisinde kullanimu, tiikiiriigiin klinik teshiste yararli
bir kurtarict oldugunu gostermektedir. Bu yiizden, bu hastaliklarin tiikiiriik analizi ile tespiti
birgok arastiricinin dikkatini cekmektedir (Al Kawas ve ark. 2012).

Insan tiikiiriigii 3 farkli ana tiikiiriik bezlerinden salgilanir; kulak alt bezi, gene alt1 bezi
ve dilalt1 bezidir (Zhang ve ark. 2013). Tiikiiriikte en ¢ok bulunan bilesen sudur ve %99 unu
olusturur (Arduini ve ark. 2016; Liu ve Duan 2012). Kat1 bilesenler insandan insana degismek
kosulu ile sulu fazda ¢oziiniirler ve giin icinde aym bireyde farkli zamanlarda degisebilir.
Inorganik tiirler, Na*, K*, CI', Ca™?, HPOs2, HCO3, Mg*? ve NHs igeren zayif ve giiglii
iyonlardan olusur. Organik tiirler, viicut salg iiriinleri (iire, lirik asit ve kreatinin); bozulma
tirtinleri (putresin ve kadverin); lipidler (kolesterol, yag asitleri) ve 400°den fazla tipte proteinler
igerir. Bu proteinlerden bir¢ogu bez orjinlidir (a-amilaz, histatinler, sitatinler, laktoferrinler,
lizozimler, musinler ve prolin-zengin proteinler) veya plazma-tiirevleri (albiimin, salgi
immunoglobulin A ve transferrin) (Liu ve Duan 2012; Radhika ve ark. 2016). Spesifik tiikiiriik

makromolekiilleri, 6rnegin; proteinler veya niikleik asitler tiikiiriik analizinde odak noktalaridir
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(Nagler 2009). Insan tiikiiriik proteom analizi dogal olarak ilgi ¢ekicidir, ¢iinkii insan tiikiiriigii
genis aralik konsantrasyonunda biiyiik cesitlikte proteinler igerir. Ornegin, o-amilaz, oysa
sitokinler tipik olarak pg/mL araligindadir (Liu ve Duan 2012).

Saglikl yetiskinler giinde yaklasik olarak 500-1500 mL tiikiiriik iiretir ve iiretim hizi
dakikada 0.5 ml’dir, fakat gesitli fizyolojik kosullar tiikiirik olusumunu kantitatif ve kalitatif
olarak degistirir. Tiikiiriik kandan kapiler duvarlara, doku i¢i bosluklara ve kanal hiicrelerden
tiikiiriik bezi kanalinin liimenine transfer edilir. Tiikiiriiklerin toplanmasi i¢in ¢esitli protokoller
Onerilmistir. Tiikiiriiglin salinimi ¢esitli yollarla uyarilmasina ragmen, uyarilmamis tam tiikiiriik
9-12 saatleri arasinda toplanan tiikiiriik bilgi verici oldugu diisiiniilmektedir. Tam tiikiiriik,
major ve minor tiikiiriik bezi salgilarinin, dis eti sivisinin, bronsiyal ve geniz salgisinin, agiz
yaralariin kan tiirevleri, mikroorganizmalar, 16kositler, deskuamat epitel hiicreleri ve gida
kalintilarinin karisimidir (Chianeh ve Prabhu 2014).

Tiikiiriigiin, hastaliklarin teshisinde 6rnek olarak kullanilma nedeni, insan serumunda
var olan maddeleri i¢germesidir. Epitel hiicrelerin ince tabakasi, tiikiiriigii sistemik dolasimdan
ayirir ve maddelerin tiikiiriige aktif tagima, hiicre membranindan diflizyon veya konsantrasyon
gradienti ile pasif diflizyonu tasinmasini saglar. Tukiiriigiin, teshis ortami olarak
kullanilmasmin baslica avantajlari, 6rneklemesi kolay ve non invanzif olmasi boylece kan
toplanmasi sirasinda rahatsizlik ve agriyi, iire toplami sirasinda olusan mahremiyet hissini
elime eder. Ek olarak, kan ile karistirildiginda, tiikiirtik kiiclik miktarda proteinler igerir, bu
yiizden nonspesifik interferans ve hidrostatik etkilesimlerin potansiyel riskini azaltir. Kan
icinde protein konsantrasyonu proteinlerin yar1 dmriine baglh olarak birka¢ saniyeden birkag
aya kadar degisir. Tiikiiriiglin kompozisyonu kompleks degildir, zamanla viicut akis kosullarini
daha dogru yansitir. Sonug olarak, tiikiiriik yerel olarak ifadelenen proteinleri ve diger
maddeleri igerir, bu hastaliklarin indikatorleri olarak kullanilabilir. Bu bilesenler biyomarkerler
olarak adlandirilir, bireyin saglik kosullar1 ile dogrudan ilgilidir ve hastalik viicudu
etkilediginde biiyiik oranda degisir (Liu ve Duan 2012). Tiikiiriigiin viicudun sagligini yansittigi
diistiniilmesine ragmen, tlkiiriiglin diagnostik ara¢ olarak kullanilmasini1 sinirlayan sebep,
tiikiiriikte bulunan biyomarkerler hakkindaki bilgi eksikligi, hastalik etiolojisi ile korelasyonu
ve bu biyomarkerleri tespit edecek metot eksikligidir. Tiikiiriikte bulunan bazi biyomarkerlarin
giinliik/24 saatlik degisimleri, serumdaki konsantrasyonlarin gercek degerindeki degisimini
yansitmaz, bu da tikiiriiglin diagnostik ortam olarak kullanilmasinda dezavantajdir.
Tiikiiriikteki baz1 biyomarkerlarin konsantrasyonu kandan 300-3000 kat daha azdir. Dogru ve
hassas tespit metotlar1 tiikiiriiglin potansiyel diagnostik ortam olarak kullanilmasini saglar

(Chianeh ve Prabhu 2014).
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Tiikiiriik biyomarkerlarinin kullanim gerekgeleri:
o Tiikiiriik genis aralikta bilesenler igerir,
e Kolayca ulasilabilir,
e Bagislama prosediirii stressizdir,
e Hastalik tespitinde non-invasif metottur,
e Giivenlidir,
e Kan orneklerine gore daha az bulagma olasilig1 vardir,
e Saklanmasi ve transferi kolaydir,
e Pihtilasma sorunu yoktur (Chianeh ve Prabhu 2014; Liu ve Duan 2012).

Tiikiirtik analitlerinin tespitinde bugiinkii ilerlemeler elektrokimyasal metotlar1 igerir.
Elektrokimyasal sensorler, yliksek hassasiyet, spesifiklik ve yikici olmayan metotlardir ve
cesitli biyomolekiillerin tayininde kullanilir. Hizli, kullanimi basit, non-invanzif ucuz ve
biyomarkerlerin dogru tespitini erken basamakta saglayan metotlar umut vaat etmektedir. Bu
calismada, farkli agamalar kullanilarak modifiye edilmis tek kullanimlik elektrotlar, tiikiiriikte
kanserin erken teshis belirtegleri olan biyomarkerlerin tespiti arastirilacaktir. Tek kullanimlik
elektrotlar, elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesinde ucuz ve iletken olmasindan dolay1
avantaj saglarlar. Tek kullanimlik elektrotlarin son yillarda c¢aligma elektrodu olarak

kullanilmasi dikkat ¢ekmistir (Arduini ve ark. 2016).

2.7 Transparent fletken Oksit ince Filmler (TCO)

Transparent iletken oksit ince filmleri raporlayan ilk aragtirmaci Badeker’dir (Mattox
ve Mattox). TCO’larin iyi elektriksel iletkenlik ve 15181 diisiik absorblama yetenegi olmak {izere
iki 6nemli 6zelligi vardir. TCO’lar siklikla ince film teknolojisi ile fabrike edilir ve dokunma
panellerinde, diiz panel gostergelerinde transparan elektrot olarak kullanilir. Bu aplikasyonlarin
yani sira, biyosensor ve sensor teknolojisinde elektrot materyali olarak kullanirlar (Khan 2016;
Sohn ve Han 2011). Ilk TCO, CdO ince filmdir ve Cd metalinin termal olarak oksitlenerek film
olusturmasiyla hazirlanir. Kalay oksit (TO) ileri oksidasyon metodu ile 1937 yilinda ilk kez
hazirlanmistir. Transparan iletken indiyum oksit ise 1954 yilinda metal ince filmlerin ileri
oksidasyonu ile hazirlanmistir. En 6nemli TCO kalay doplanmis indiyum oksittir ve indiyum
kalay oksit olarak bilinir (Mattox ve Mattox). Diger TCO materyaller ise Al-doplanmis ZnO,
CdInOx, SnO> ve F-doplanmis In,O3 (Lewis and Paine 2000). ITO materyalinin mevcudiyeti

indium elementinin bulunabilirligine baglidir. Endiistri analiz firmas1 NanoMarkets’e gore
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2019 yilinda iletkenler 4.6 milyar $ ve ITO disindaki transparen iletkenler ise 1.8 milyar $
biitgeye sahip olacagini ongérmektedirler (Aydin ve Sezgintiirk 2017a).

2.7.1 indiyum Kalay Oksit (ITO)

Indiyum Kalay Oksit (ITO), 9:1 oraninda indium (III) oksit (In,O3) ve kalay (V) oksit
(SnO2) igeren ¢ozelti karigimidir (Stadler 2012). ITO ince film direk akim/radyo frekans
magnetron piskiirtme, iyon 1sin piiskiirtme, elektron 1sin buharlastirma, kimyasal buhar
depolama ve kimyasal ¢ozeltide depolama gibi bir¢ok teknoloji ile iiretilir. Ozellikle kimyasal
¢ozeltide depolama metodu daldirma veya dondiirerek kaplama teknigini kullanan basit ve ucuz
bir metottur (Khondoker ve ark. 2012).

ITO, iyi optik transparanlik, genis ¢caligma aralig1, yiiksek elektriksel iletkenlik, diisiik
kapasitif akim ve kararl1 elektrokimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip harika bir materyaldir. Bu
benzersiz Ozellikleri yiliziinden biyosensor c¢aligmalarinda siklikla kullanilir (Tang ve ark.
2006). ITO tabakalar geleneksel elektrotlara (altin, giimiis, platin) gore olduk¢a ucuzdur ve bu
yiizden siklikla tercih edilir (Fan ve ark. 2015). Bir¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmesine
ragmen indiyumun artan maliyeti ve liretim prosesi sirasinda yiiksek sicaklik gereksinimi gibi
dezavantajlara sahiptir (Lee ve ark.. 2016).

Son yillarda, ITO kapli cam veya polietilen tereftalat (PET) elektrotlar klinik teshis,

gida analizleri ve ¢evresel izlemede kullanilmistir (Aydin ve Sezgintiirk 2017a).

2.7.1.1 ITO Temelli Elektrotlarin Hazirlanma Stratejileri

Son yillarda bir¢ok arastirmaci TCO bazli biyosensorler gelistirmisler ve bunlarin tespit
mekanizmas1 elektrokimyasal, kemiliiminesans ve optik tekniklere dayanmaktadir. ITO
tabakalar ucuz olmasindan dolay1 tek kullanimlik elektrot olarak kullanilmistir. ITO elektrot
modifikasyonunda genellikle silanlama, elektroforetik depolama, elektrokimyasal depolama,
polimerizasyon ve adsorpsiyon olmak tizere 5 farkli metot kullanilmistir.

Nanomateryaller c¢esitli yapida, boyutta ve kompozisyonda biyosensdrlerin
fabrikasyonunda siklikla harika elektronik iletkenlik ve biiylik ylizey alanindan dolay1
kullanmilmistir. Ek olarak nanomateryal kullanimi sensor sinyalini ve hassasiyetini arttirir,
biyotanima elementleri i¢in immobilizasyon matriksi olarak, elektrokimyasal reaksiyonlarda
katalizor ve elektron transferini hizlandirmak icin kullanilmaktadir. Metal ve metal oksit

nanopartikiiller 6rnegin, AuNPs, CNTs, grafen, PAMAM, ve yar iletkenler ITO bazl
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biyosensorler gelistirmede ara yiizey materyali olarak kullanilmigtir (Aydin ve Sezgintiirk

2017a).

e Silanlama
Antibadiler, reseptorler, enzimler ve DNA gibi biyotanima elementlerinin
immobilizasyonu biyosensor gelistirmede en 6nemli basamaktir. Elektrot yiizeyinde organik
kendiliginden olusmus tabakalar (SAMs) biyotanima elementi i¢in ¢ok fonksiyonlu ara yiizey
tabakalar olarak kabul edilir. Silan temelli SAM’ler ITO elektrot yiizeyinde hazirlig1 basitligi,
iyi tekrar tretilebilirlik ve yiiksek stabiliteleri sayesinde siklikla kullanilmistir (Yang ve Li
2005). ITO elektrot, H20: igeren bazik soliisyona daldirildiginda hidroksil gruplari olusur. Silan
bazli kimyasallar Si-O baglari nedeniyle ITO yiizeyindeki hidroksil gruplarindan dolay1 ¢apraz
baglayici olarak davranirlar (Arya ve ark. 2007). Silan SAM’larin son gruplar1 biyotanima
elementleri i¢in immobilizasyon matriksi olarak davranirlar. Ek olarak, SAM’ler ¢ok ince
yalitkan bir tabakaya neden olurlar ve bu da akimi ve spesifik olmayan adsorpsiyonu engeller

(Yang ve Li 2005).
Silanlama metodu ile ¢esitli silanlayici ajanlar kullanilarak birgok ITO temelli biyosensorler
gelistirilmistir (Aydin ve Sezgintliirk 2017b; Bahadir ve Sezgintiirk 2016a; Canbaz ve
Sezgintiirk 2014; Giindogdu ve ark. 2017; Ozmen ve ark. 2009). Silanlayic1 ajanlar ITO
yizeyinde tek diize bir tabaka olusturdugundan biyotanima elementlerinin sirali

immobilizasyonuna imkan tanir (Aydin ve Sezgintiirk 2017a).

e Elektroforetik Depolama
Elektroforetik depolama, ITO elektrot modifikasyonunda kullanilan diger bir tekniktir.
Kumar ve ark. (2016) (Kumar ve ark. 2016) hafnia nanopartikiilleri hidroksillenmis elektroda
elektroforetik olarak depolamistir. Bagka bir ¢alismada Tiwari ve ark. (2015) grafen oksit-demir
oksit-kitosan hibrid nanobiyokompoziti katodik depolama ile ITO elektrot yiizeyine
depolamiglardir. Sharma ve ark. (2016) ise oksalik asit-Fe3Os nanogubuklar1 ITO elektrot
yiizeyinde elektroforetik olarak depolamistir. Yiiksek voltajda daha fazla nanogubugun

immobilize oldugunu ve tekdiize bir tabaka olustugu gozlenmistir (Tiwari ve ark. 2015).

o Elektrokimyasal Depolama
Cesitli materyallerin direk elektrokimyasal depolanmasi ITO temelli biyosensorlerde
siklikla kullanilmaktadir. Singh ve ark. (2015) altin nanoagregatlar1 ITO substrat yiizeyine
elektrodepolayarak bir DNA biyosensorii gelistirmislerdir (Singh ve ark. 2015). Baska bir
caligmada Yagati ve ark. (2016) grafen oksit-altin nanopartikiil hibrid yapilar1 indirgenme
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prosesi kullanarak katodik kosullar1 ITO mikrodisk elektrot ¢ip lizerine elektrodepolamislardir
(YYagati ve ark. 2016).

e Adsorpsiyon

Biyosensor fabrikasyonunda hayati basamak, biyotanima elementleri i¢in gerekli
diizenli yapilarin olusturulmasidir. Lagmuir Blodgett teknigi elektrot yiizeyinde tek tabakalarin
olusturulmasinda 6nemlidir. Son yillarda, ¢inko, demir, titanyum gibi nanoyapili metal oksitler
istenilen oryantasyonda ve konformasyonel degisime neden olmadan biyotanima elementi
immobilizasyonuna imkan tanidigindan siklikla kullanilmaktadir. Pandley ve ark. (2016) amino
fonksiyonlanmis silika kaplanmis ¢inko oksidi ITO elektrot ylizeyine tabaka tabaka (LBL)
teknigi kullanarak immobilizlemislerdir (Pandey ve ark. 2016).

Dondiirerek kaplama yiizeylerde tek diize ince film olusturmak icin kullanilan oldukga
basit bir tekniktir. Bu teknigin prensibi kii¢lik bir damla sivinin substrat merkezine damlatilmasi
ve substratin yiiksek hizla dondiiriilmesine dayanir. Merkezka¢ kuvveti damlanin substrat
yiizeyinde ince bir film olusturmasmi saglar (Tyona 2013). Ornegin El-Said ve arkadaslart
(2014) polistiren partikiillerin ITO yilizeyinde ince film olusturulmasini saglamistir. Bagka bir
calismada Singh ve ark. (2015) Grafen oksit ve karboksil fonksiyonlanmig karbon nanotiipleri
ITO ve grafit elektrot lizerine immobilizlemislerdir (El-Said ve Choi 2014).

Cesitli polielektrolitler ITO elektrot yilizeyine tabaka tabaka teknigi ile kaplanmistir. LBL
teknigi ucuz bir metottur ve oldukga hassas nanosensorlerin fabrikasyonuna imkan tanir (Han

ve ark. 2016).

e Illetken polimerlerin elektropolimerizasyonu
Iletken polimerler, elektrokimyasal biyosensorlerin iiretilmesinde dikkat ¢eken
materyallerdir. Clinkii iletken polimerler elektrot yiizeyinde hizli elektron transferine neden
olurlar. Polianilin ve polipirol basit sentez mekanizmalarindan, yiiksek iletkenlik 6zelliginden,
yiizey 0zelliklerinin kontrol edilebilirliginden ve cevresel stabilitelerinden dolay: siklikla tercih
edilmektedir. Bu polimerler gecis metallerle kompozit olusturarak basarili bir sekilde
biyosensorlerde kullanilmaktadir. Bu polimerler elektrokimyasal l¢iimler i¢in iyi iletkenlikleri

sayesinde yiiksek hassasiyet ve diigiik tespit limitleri saglarlar (Aydin ve Sezgintiirk 2017a).

2.7.2 Florin-doplanmis Kalay Oksit (FTO)

Florin doplanmis kalay oksit (FTO) filmler en diisiik 6zdirence sahip TCO’lardir.
Kimyasal buhar depolama (CVD), piiskiirtme, sprey piroliz ve sol-jel dondiirerek kaplama gibi
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metotlar kullanilarak hazirlanirlar. Sol-jel dondiirerek kaplama biiyiik yiizey alanlarinda, esit
kalinlikta ve uygun morfolojide en basit ve en ucuz tekniktir (Velazquez-Nevarez ve ark. 2016).
FTO spektrumun goriiniir araliginda yiiksek optik transparanlik ve yiiksek iletkenlik gosterir.
Bu yiizden giines hiicreleri, optoelektronik cihazlar, organik 151k yayma diyotlar1 ve transparan
transistorlerde siklikla kullanilmaktadir (Noroozifar ve ark. 2014). FTO mekanik olarak,
kimyasal olarak ve elektrokimyasal olarak stabildir (Banyamin ve ark. 2014). indiyumun
diinyada hizla azalmasindan dolay1 ITO pahali ve termal olarak stabil degildir. FTO, ITO’ya
gore daha maliyetsiz ve stabildir. Bu yiizden ITO’nun yerini alacagi diisiiniilmektedir (Lee ve
ark. 2014).

2.7.2.1 FTO Temelli Elektrotlarin Hazirlanma Stratejileri

FTO elektrotlarin biyosensor teknolojisinde kullanimi oldukg¢a yenidir. Bu yiizden ¢ok
fazla 6rnegi literatiirde bulunmamaktadir. ITO modifikasyonu i¢in kullanilan teknikler FTO
modifikasyonunda da kullanilmistir. Prabhakar ve ark. (2016), kitosan-demir oksit
nanokompozit igeren soliisyona FTO elektrotlar1 daldirarak bir film olusturmuslardir. Daha
sonra nanokompozit kapl elektrot streptavidin ve biyotinlenmis aptamer immobilizasyonu ile
hedef molekiil olan malatiyon tespitine hazir hale gelmistir (Prabhakar et al. 2016). Baska bir
calismada Kaur ve ark. (2016) poli(3,4-etilendioksitiyofen)-MWCNTs nanokompozitini FTO
elektrot ylizeyine depolayarak asetilkolon esteraz enzimi igin gerekli olan matriksi
hazirlamiglardir. Asetilkolin esteraz enzimi matrikse kovalent olarak baglanarak malatiyon
analizinde kullanilmistir (Kaur ve ark. 2016). Song ve ark. (2014) FTO elektrodu aseton-saf su-
kaynamis etil alkol kullanarak temizledikten sonra 3-iyodopropiyonik asit iceren ¢ozeltiye
daldirmis, 1 gece bekleterek tek diize tabakalarin kendiliginden olusmus tabakalarin olugmasi
saglamistir. Hazirlanan bu elektrot kullanilarak serotonin analizi gergeklestirilmistir (Song ve
ark. 2014). Li ve ark. (2017) nitrojen depolanmig grafen/altin nanopartikiil nanokompoziti FTO
elektrot iizerine elektrokimyasal olarak depolamistir. Kitosan ile aktif karboksil uclar
olusturulduktan sonra fruktosilamino asit oksidaz enzimi elektrot yiizeyine immobilizlenerek

glikat hemoglobin tayin edilmistir (Li ve ark. 2017).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneyler esnasinda kullanilan tiim analitik safliktaki kimyasallar, ¢alisma elektrodu
olarak kullanilan Indiyum kalay oksit ile kaplanmis polietilen tereftalat film (Yiizey 6z direnci
ve transmitanst 60 ohm/cm ve 500 nm (>%79); ITO-PET) ve florin doplanmis kalay oksit ile
kaplanmis cam (Yiizey 6z direnci ve transmitansi <10 ohm/cm; FTO) ve ¢alismada biyotanima
elementi olarak kullanilan Interleukin-8 (IL-8), Interleukin la (IL-1a), Interleukin 1p (IL-1B)
antikorlar ve bu antikorlara spesifik antijenler Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den temin
edilmistir. Iletkenlik arttiric1 karbon siyah1 (TIMCAL Carbon Super P® conductive carbon
black +99 %) ve kompozit igerisinde baglayici (binder) olarak kullanilan Polivinildenfloriir
(PvDF, 99.5%) MTI-XTL’den temin edismistir. Calisma elektrotu olarak kullanilan FTO cam
(eni 0,5 cm, boyu 1 cm), ITO PET (eni 0,5 cm, boyu 2 cm) boyutunda kesilerek kullanilmistir.
Elektrot iizerinde kendiliginden olusan tabakalar elden etmek ig¢in kullanilan 6-
fosfonohegzanoik asit, 3-fosfonopropiyonik asit, 3-(trietoksisilil)propil isosiyanat ve elektrot
yiizeyinde film olusturmak i¢in kullanilan poliglisidil metakrilat polimeri Sigma-Aldrich’ten
temin edilmistir. Tiim antijen ve antikorlar, sigir serum albumin (BSA) 0,01 M pH=7,4 fosfat

tamponu kullanilarak ile hazirlanmistir ve -20°C’ de saklanmistir.

3.2. Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismalar1 kapsaminda, kullanilan cihazlar agsagida listelenmis 6l¢tim

parametreleri, stratejileri, yontemleri ve kullanim amaglarindan kisaca bahisedilmistir.

e Potentiostat / Galvanostat

FTO cam ve ITO PET elektrota uygulanan biitiin immobilizasyon islemleri ve
optimizasyon adimlarinin takibi i¢in dongiisel voltametriden (CV) ve elektrokimyasal
impedans spektrokopisinden (EIS) yararlanilmistir. Olgiimler Gamry Potentiostat/Galvanostat
(Reference 1000, Gamry Cihazlar, Warminster, PA, USA) kullanilarak 3°1ii elektrot sisteminde
yapilmistir. Tek kullanimlik elektrot olan FTO/ITO g¢alisma elektrodu; platin elektrot yardimci
elektrot, Ag/AgCI ise referans elektrot olarak kullanilmistir. CV igin potansiyel aralig1 -0,5 - 1
V arasinda segilmis olup (adim biiyiikliigii: 10 mV, tarama hizi: 100 mV/s) 6l¢iimler 0.1 M KCI
iceren ve Ol¢lim i¢in redoks probu sunan 5 mM Kz[Fe(CN)e]/Ka[Fe(CN)e] (1:1) ¢ozeltisi i¢inde

gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal impedans Ol¢limleri ise 10 mV alternatif akimda

28



gerceklestirilmistir. Ol¢iimde kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aynidr.
Impedans spektrumlar1 10.000 — 0.05 Hz araligindadir.

e FTIR Spektrometresi (FTIR)
Elektrot yiizeyinde yapilan immobilizasyon c¢alismalari 6ncesi ve sonrast FTIR
spektrumlari i¢in Bruker VERTEX 70 FTIR-ATR infrared spektrometresi kullanilarak 4000-

400 cm™* arasinda olgiimler yapilmistir.

e Dispersif Raman Spektrometresi (DXR RAMAN)
Elektrot yiizeyinde yapilan immobilizasyon c¢alismalar1 6ncesi ve sonrast RAMAN
spektrumlari i¢in 780 nm lazer ile donatilis Thermo DXR RAMAN spektrometresi kullanilarak

3200-400 cm™ arasinda &lgiimler yapilmistir.

e Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Gelistirilen biyosensorlerin yiizey ve morfolojik 6zelliklerinin aydinlatilmasinda,
immobilizasyon basamaklar1 sirasinda yiizeydeki degisikliklerin takibi ve tayini amaciyla FEI
QUANTA FEG Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazi kullanilmistir. SEM dl¢timleri
sirasinda hazirlanan elektrodlar herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan diisik vakum (low
vacuum) calisma modunda ve diisiik ivmelendirme potansiyellerinde elektrodlara zarar

verilmeden goriintiilenmistir.

o Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Uretilen  biyosensérlerin  yiizey ve morfolojik 6zelliklerinin ~ aydimlatilmas:
immobilizasyon basamaklari sirasinda yiizeydeki degisikliklerin takibi ve tayini ve ayrica
yiizey SEM goériintiilerinin desteklenmesi i¢in NanoMagnetics AFM Plus Atomik Kuvvet
Mikroskobu kullanildi. Hazirlanan elektrotlarin AFM 6l¢iimleri Tapping modda oda

sicakliginda Olciilmiistiir.

e Donerek Kaplama Cihaz:
Elektrot yiizeylerin ara ylizey materyalleri ile kaplama islemleri MTI Corp. VTC-50

spin coater serisi kaplama cihazi yardimiyla yapilmistir.

3.3. Olciim Prosediirleri

Tek kullanimlik biyosensor olarak kullanacak ITO ve FTO elektrotlar, oncelikle

elektrotlarin ylizeyinde bulunan organik kontaminantlari uzaklastirmak i¢in ultrasonik banyoda
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10’ar dakika siire ile sirasiyla aseton-sabun cozeltisi ve saf su uygulanarak elektrotlarin
temizligi saglandi. Daha sonra antikorlarin immobilizasyonuna imkan taniyacak sekilde
elektrotlar modifiye edildi. Uzerinde kendiliginden olusan tabakalar olusturmak igin elektrotlar
1:1:5 oraninda sirasiyla NH4OH/H202/H20 igeren ¢ozeltinin igerisine daldirildi ve oda
sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakildi. lyice yikanan elektrotlar SAM olusturmak igin
uygun konsantrasyonlarda hazirlanmig ¢ozeltilere daldirildi. Dondiirerek kaplama ile modifiye
edilecek elektrotlar ise uygun konsantrasyonda hazirlanan polimerin uygulanmasi ile
dondiirerek kaplama cihazi ile modifiye edildi. Boylece elektrotlar antikor immobilizasyonuna
hazir hale geldi. Maksimum immunosensor cevabina ulasmak i¢in antikorun konsantrasyonu
ve inkiibasyon siiresi optimize edildi. Elektrot yiizeyinde acikta kalan fonksiyonel gruplari
kapatmak icin elektrotlar sigir serum albumin cozeltisine (BSA) daldirildi. Daha sonra
elektrotlar antikorlara spesifik antijen i¢eren fosfat tamponuna daldirildi ve inkiibasyon siiresi

optimize edildi.

3.4. Donerek Kaplama (Spin Coating) Yontemi ile Elektrot Uretimi

Tek kullanimlik biyosensorlerin iiretimi ve gelistirilmesinde, kullanilacak elektrot
materyalleri olarak ITO (indiyum-kalay-oksit) elektrotlar uygulama kolayligi ve maliyet
bakimindan hem avantajli hem de en ¢ok tercih edilen materyallerdendir. ITO elektrotlarin tek
kullanimlik biyosensorlerde kullanimu ile ilgili literatiirde oldukga fazla ¢calisma bulunmaktadir
(Aydin ve Sezgintiirk 2017a; Sivasubramanian ve Sangaranarayanan 2015). Istenilen
fonksiyonel gruplara sahip elektrot {iretimi i¢in polimer tabanli malzemeler hem diisiik
maliyette hem de kolay uygulanabilme agisindan en giiclii adaylardandir. Burada karsilagilan
en biiyiik problem polimerlerin ITO ylizey lizerine baglanmasindadir.

Bu ¢aligmada donerek kaplama (spin coating) yontemi ile biyosensor elektrotlarin ara
yiizey polimer modifikasyonlar1 tek adimda hizli bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu yontem
ozellikle ince film iretiminde ucuz, oldukga pratik ve uygulanabilirligi kolay olan bir
yontemdir. Bu metodun temel 06zelligi olusturulacak film tabakasinin homojen yapida
olmasidir. Spin coating yontemi asama asama sematik olarak Sekil 3.1°de gosterilmistir. Spin
coating yontemi, bir ¢ozelti damlasinin kaplanacak destek malzemenin merkezine damlatilmasi
ve sonrasinda sistemin yiiksek donme hizlarinda dondiiriilmesi temeline dayanmaktadir. Bu
yontemin temel Ozelligi, istenilen c¢ozeltilerin kaplanacak yiizey iizerine her yerde ayni

kalinlikta olacak sekilde homojen bir sekilde kaplanabilmesidir.
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Sekil 3.1. Donerek kaplama (spin coating) sistemi ile ince film tiretimi.

Sekil 3.1°de gosterildigi gibi bu yontem tipik olarak birka¢ basamaktan olugmaktadir.
(1) Kaplanacak substrat malzeme iizerine ¢ozeltinin damlatilmasi, (2) Sistemin yiliksek hizda
dondiiriilmesi ve ¢ozeltinin fazlasinin etrafa sagilmasi, (3) Kalan ¢ozelti substrat ylizeyinde ince
film seklinde yayilarak film olusturmasi, (4) Olusan film tabakanin kurutulmasi ve kaplama
islemi tamamlanmasidir. Spin coating yontemi ile kaplama sonrasinda film kalinligi bir¢ok
parametreye (kullanilan ¢ozelti vizkozitesi, devir hizi, kullanilan ¢6ziiciiniin buharlasma hizi
v.b.) bagiml olarak degiskenlik gostermektedir. Sistemin giizel taraflarindan biri farkl
ebatlarda ve boyutlarda birgok farkli Ozellikte malzeme substrat yiizey olarak
kullanilabilmektedir. Bu sistemde substrat genelde sistem igerisinde vakumlanarak sabitlenir
ve istenilen devir ve hizda donmesi bu sekilde miimkiin kilinir. Hiz1 kontrol etmek aslinda film
kalinligin1 kontrol edebilecegimiz anlamina gelmektedir (Lawrence 1988). Bu yontemde
¢ozeltinin dagitilmasinda genelde iki farkli yol izlenir. Dinamik ve statik dagitimlar dinamik
dagitimda diislik hizlarda dondiiriilerek statik dagitimda yiiksek hizlarda dondiiriilerek kaplama
yapilmaktadir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hedef Biyosensorler

Bu tez ¢alismasinda kanser hastaliklarinda viicutta aktif olarak arttiklar1 bilenen
biyomarkerlarin tayinine yonelik biyosensorlerin tasarlanmasi hedeflenmistir. Tez galismasi
toplamda birbirinden bagimsiz alt1 farkli biyosensOriin {iretim, gelistirme, test ve
uygulanabilirlik boliimlerinden olusmaktadir. Her boliim iginde farkli ara ylizey materyalleri
ve farkli antikor-antijen ¢iftleri ile biyosensérler iiretilmistir. Uretilen biyosensdrler, gesitli
kanserler ve hastaliklarin erken tani ve teshisinde kullanilarak sonuglari tartigilmigtir.
Gelistirilen biyosensorlerin, kullanilan elektrot tagiyict materyaller, ara yilizey kimyasallari,

antijen-antikor ¢iftleri asagida sematik olarak 6zetlenmistir.

e Biyosensor 1 (ITO/PHA/Anti-IL 1B/BSA/IL 1B)
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Sekil 4.1. Uretilen biyosensdr 1° in sematik gosterimi.

Biyosensor 1’in fabrikasyonu sirasinda ITO transduser ve 6-fosfonohekzanoik asit
(PHA) ara yiizey materyali olarak kullanilmistir. Biyotanima elementinin immobilizasyonu,
ITO elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan tabakalar olusturularak gerceklestirilmistir. PHA,
hidroksillenmis elektrot yiizeyine kovalent olarak baglanir. Anti-IL 1B antikor, biyotanima
elementidir ve elektrot ylizeyine PHA ’nin karboksil gruplarinin aktiflenmesinden sonra amid
bagi ile baglanmistir. Gelistirilen bu biyosensor tiikiiriik ve serum numunelerinde IL 1 tayini

i¢in kullanilmustir.
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o Biyosensor 2 (ITO/PHA/AnNti-IL 8/BSA/IL 8)
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Sekil 4.2. Uretilen biyosensdr 2° in sematik gosterimi.

Biyosensor 2’nin fabrikasyonu sirasinda ITO transduser ve 6-fosfonohekzanoik asit

(PHA) ara yiizey materyali olarak kullanilmistir. Biyotanima elementinin immobilizasyonu,

ITO elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan tabakalar olusturularak gerceklestirilmistir. PHA,

hidroksillenmis elektrot yiizeyine kovalent olarak baglanir. Anti-IL 8 antikor, biyotanima

elementidir ve elektrot ylizeyine PHA nin karboksil gruplarinin aktiflenmesinden sonra amid

bag ile baglanmistir. Gelistirilen bu biyosensor ile tiikiiriik ve serum numunelerinde IL 8’in

tayini i¢in kullanilmistir.

o Biyosensor 3 (FTO/IPTES/Anti-IL8/BSA/ILS)

Antijen IL8
*

Antikor
Anti-IL8

Ara ylizey
IPTES

BSA

Sekil 4.3. Uretilen biyosensér 3” iin sematik gosterimi.

Biyosensor 3’lin fabrikasyonu sirasinda FTO transduser ve 3-(trietoksisilil)propil

isosiyanat) (IPTES) ara yiizey materyali olarak kullanilmigtir. Biyotanima elementinin

immobilizasyonu, FTO elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan tabakalar olusturularak

gerceklestirilmistir. IPTES, hidroksillenmis elektrot ylizeyine kovalent olarak baglanir. Anti-
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IL 8 antikor, biyotanima elementidir ve elektrot yiizeyine IPTES’teki isosiyano gruplarina

kovalent baglanmistir. Bu biyosensor ile tiikiiriik numunelerinde IL 8 tayini i¢in kullanilmistir.

e Biyosensor 4 (FTO/PHP/Anti-IL1a/BSA/IL IL1a)

~—e —= sl

Antikor

Anti-lL1a T memeae-mT

Ara ylizey il
PHP o= .
BSA <~

FTO-Cam Elektrot
b

Biyosensol

Sekil 4.4. Uretilen biyosensdr 4° iin sematik gdsterimi.

Biyosensor 4’iin fabrikasyonu sirasinda FTO transduser ve 3-fosfonopropiyonik asit
(PHP) ara yiizey materyali olarak kullanilmistir. Biyotanima elementinin immobilizasyonu,
FTO elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan tabakalar olusturularak gergeklestirilmistir. PHP,
hidroksillenmis elektrot yiizeyine kovalent olarak baglanir. Anti-IL la antikor, biyotanima
elementidir ve elektrot yiizeyine PHP nin karboksil gruplarinin aktiflenmesinden sonra amid

bagi ile baglanmistir. Bu biyosensor ile tiikiiriik numunelerinde IL 1a tayini i¢in kullanilmisgtir.

e Biyosensor 5 (ITO/GMA/Anti- IL1a /BSA/IL1a)
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ITO-PET Elektrot

"
Sekil 4.5. Uretilen biyosensdr 5 in sematik gosterimi.
Biyosensor 5’in fabrikasyonu sirasinda ITO transduser ve poliglisidil metakrilat
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(PGMA) ara ylizey materyali olarak kullanilmigtir. Calismada donerek kaplama (spin coating)
yontemi ile ITO elektrotlarin ara ylizey polimer modifikasyonlar1 tek adimda hizl bir sekilde
gergeklestirilmistir. Asetonda ¢éziinmiis PGMA polimeri ITO elektrot merkezine damlatilir ve
sonrasinda sistemin yiiksek donme hizlarinda dondiiriiliir. Bu sekilde polimer ITO elektrot
yiizeyine her yerde ayni kalinlikta olacak sekilde homojen bir sekilde kaplanir. Anti-IL 1a
antikor, biyotanima elementidir ve elektrot yiizeyine polimerin epoksi gruplarina kovalent
olarak baglanmistir. Bu biyosensor ile tiikiirlik ve serum numunelerinde IL la tayini i¢in

kullanilmustir.

e Biyosensor 6 (ITO/Super P-GMA/AnNti- IL1a /BSA/IL1a)
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Sekil 4.6. Uretilen biyosensdr 6” nin sematik gosterimi.

Biyosensor 6’nin fabrikasyonu sirasinda ITO transduser ve kompozit (poliglisidil
metakrilat (PGMA), polivinildenflorid (PVDF), karbon siyahi-super P) ara yiizey materyali
olarak kullanilmistir. Calismada donerek kaplama (spin coating) yontemi ile ITO elektrotlarin
ara ylizey modifikasyonlari tek adimda hizli bir sekilde gergeklestirilmistir. Asetonda
¢oziinmiis PGMA polimerini iceren kompozit, ITO elektrot merkezine damlatilir ve sonrasinda
sistemin yiiksek donme hizlarinda dondiiriiliir. Bu sekilde kompozit ITO elektrot yiizeyine her
yerde ayni kalinlikta olacak sekilde homojen bir sekilde kaplanir. Anti-IL la antikor,
biyotanima elementidir ve elektrot ylizeyine polimerin epoksi gruplarmma kovalent olarak
baglanmistir. Bu biyosensor ile tiikiirik ve serum numunelerinde IL la tayini i¢in

kullanilmistir.
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4.2. BIYOSENSOR 1 (Bio-1)

Bu boliimde daha once literatiirde bulunmayan, ylizeye fosfanat gruplarindan bagl asit
uc gruplar tasiyan ara yiizey tabanli bir biyosensor, antijen IL 1B’nin tayini ve tespiti i¢in
gelistirilmistir. Sekil 4.7°de gelistirilen biyosensor 1’e ait immobilizasyon semasinda yapilan

islemler basamaklar halinde 6zetlenmistir.

Anti- IL1B

0,/ NH,OH /M, - - =
— —_ » ol

Step : Step

Imo l 1 l 2 l 3

& :-OH @ 5 :Anti-ILl-1B {iﬁ-:Slélrserum albiimin 3'5‘;;:' : IL-1B Antijen E_ : 6-fosfonohegzanoik asit
Grup Antikor (BSA) AL (PHA)

P=o
o |

HO

Sekil 4.7. Biyosensor 1’°e ait immobilizasyon semasi.

Sekil 4.7’ deki immobilizasyon semasi incelendiginde biyosensor gelistirilirken yapilan
islemlerin toplamda bes basamakta gergeklestirildigi goriilmektedir. Bu iglemlerin ilkinde tek
kullanimlik biyosensér olarak kullanacak ITO kaplanmis PET elektrotlar1 yiizeyinde
bulunabilecek organik kirlilikleri uzaklagtirmak igin ultrasonik banyoda 10’ar dakika siire ile
sirasiyla aseton-sabun ¢ozeltisi ve saf su igerisinde temizligi saglandi. Bir sonraki adimda (step
1); temizlenen elektrot ylizeylerinde hem iletkenligi arttirmak hemde ara yiizey materyallerinin
baglanabilecegi ve sonraki adimlarda immobilizasyonlarin basariyla gerceklestirilmesi igin
gerekli, yiizeyde aktif -OH ug fonksiyonel gruplar1 olusturulmustur. Bu islem temizlenen ITO
elektrotlarin 1:1:5 oraninda sirastyla NH4OH/H202/H-0 igeren ¢ozeltinin igerisine daldirilarak
ve oda sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakilarak gerceklestirilmistir. Bir sonraki
basamakta (step 2); aktif -OH ug gruplari tasiyan elektrotlar dimetil siilfoksit (DMSO)-saf su
(1:1) karisiminda ¢oziilerek hazirlanan 6-fosfonohegzanoik asit (PHA) ara yiizey kimyasal
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cozeltisine daldirilarak gece boyu inkiibasyona birakildi ve bdylece elektrot yiizeylerinde
antikorlar ile kolayca kimyasal baglar olusturabilecek asit fonksiyonel u¢ gruplari tagiyan ara
yiizey tabakalar olusturuldu. inkiibasyon sonrasinda elektrotlar saf su ile yikanip kurutulduktan
sonra CV-EIS ol¢iimleri alindi. Bu step sonrasnda yiizeylerinde SAMs tabakalari1 olusturulmus
elektrotlar antikorlarin kovalent immobilizasyonuna hazir fonksiyonel u¢ gruplara sahip oldu.
Uciincii stepde (step 3); elektrotlar ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan anti-IL 1f antikor
iceren fosfat tamponuna daldirilip yine ii¢ farkli siirede inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
islemi sonrasinda zayif baglanmis yada etkilesimler ile ylizeye tutunana antikorlari
uzaklagtirmak i¢in elektrotlar yikanip saf argon altinda nazikg¢e kurutuldu ve CV-EIS 6l¢giimleri
alindi. Biyosensor tretiminde bir sonraki basamakta (step 4); ara ylizey materyali iizerinde
antikorlarin baglanmadigi serbest haldeki fonksiyol u¢ gruplar1 bloklamak i¢in elektrotlar, %0.5
sigir serum alblimin (BSA) icerencdzeltilerde 1 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu ve sonrasinda
tekrar yikanip kurutuldu. Bu bsamaktada elektrotlarin CV-EIS Olgtimleri alindi.
Immobilizasyon basamaklarinin sonuncusunda (Step 5); antijen analizine hazir hale getirilen
elektrotlar, 8 farkli ve artan konsantrasyonlarda IL 1B igeren fosfat tamponu ¢6zeltilerinde
inkiibe edildi. Her elektrodun EIS ve CV odl¢limleri alinmis ve boylece IL 1B tayini icin
biyosensor iiretilmis oldu. Biyosensoriin fabrikasyonu sirasinda immobilizasyon basamaklarina
ait dongiisel voltamogramlari ve impedans egrileri sekil 4.8’de gosterilmektedir. Ayrica
yiizeyde gerceklesen bu degisimleri izlemek i¢in SEM ve AFM cihazi kullanilmis ve ylizeylerin
morfolojik karakterizasyonlart yapilmistir (Sekil 4.10).

CPE
A)  -e-ro-oH B) —@- ITO-OH
—B- ITO/PHA —B- ITO/PHA
—- ITO/PHA/NHS-EDC —i—— —B- |TO/PHA/NHS-EDC
—A— ITO/PHA/NHS-EDC/Anti-IL 18 —— ITO/PHA/NHS-EDC/Anti-IL 1B
—¥— ITO/PHA/NHS-EDC/Anti-IL 1B /BSA Ret 7w —¥— ITO/PHA/NHS-EDC/Anti-IL 1B /BSA
—@— ITO/PHA/NHS-EDC/Anti-IL 18 /BSA/IL 1B 200.0 —@— ITO/PHA/NHS-EDC/Anti-IL 18 /BSA/IL 1B
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< -
< z
o 4.0 S 0.0
=
£ 2
T T -200.0 T T T T
0.0 5.0 10.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Zreal (kohm) Vf [V vs. Ref]

Sekil 4.8. Biyosensor 1’in immobilizasyon basamaklarina ait impedans egrileri (A) ve dongiisel
voltamogramlar1 (B).
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Sekil 4.8A, ITO elektrodun her bir immobilizasyon basamagi ssonrasindaki Nyquist
egrilerini gostermektedir. Sekil 4.8A incelendiginde PHA tabakasinin basari ile ITO elektrot
yiizeyine immobilizasyonu Ret degerinde ciddi bir artisa neden olmus ve bu artis yogun bir
yalitkan tabakanin olustugunu gostermektedir. Bu durum PHA tabakasinin elektron transferini
engelledigini gostermektedir. Ek olarak, ITO elektrot {izerinde PHA tabakasi olusumundan
sonra elektrot yilizeyindeki negatif yiiklii karboksil grubu ile redoks probunun negatif yiikiinden
dolay1 giiclii elektrostatik itme olusur. Bu yiizden bir loop goézlenmistir. Bu loop PHA nin
engelleyici tabaka olusumu ve direncin artmasindan kaynaklanir. EDC/NHS kimyasallar1 ile
karboksil gruplarmin aktivasyonundan sonra, Rct degeri azalmistir. Bu azalmanin sebebi
elektrot yilizeyindeki negatif yiiklerin kismi dengelenmesidir. Anti-IL 1f antikorun
immobilizayonu sonucunda Rct degeri artmistir, bu durum antikorlarin elektrot yiizeyine
basarili bir sekilde immobilize oldugunu ve protein yapisindan dolay1 elektronlarin elektrot
yiizeyine difiizlenmesini engelledigini gosterir. Elektrotlarin BSA iceren fosfat tamponunda
inkiibasyonundan sonra Rt degeri artmistir, bu durum acikta kalan karboksil gruplarinin
bloklandigini gostermektedir. Bu asamalardan sonra elektrotlar IL 1P tayinine hazir hale
gelmistir. IL 1P antijenin immobilizasyonundan sonra, antikor-antijen etkilesimlerinden dolay1
bir kompleks olusumu ve beklenildigi gibi Ret degeri artmustir. Bu etkilesimler yilizeydeki
iletken olmayan tabakanin artmasina ve elektron transferinin dahada zorlagsmasina neden olur.

Ek olarak, immunosensoriin fabrikasyon prosesi CV olglimleri kullanilarak da
incelenmistir. Sekil 4.8B’de goriildiigi gibi PHA tabakasinin olusumundan sonra, SAM
tabakasinin iletken olmayan yapisindan dolay1 redoks probu yiizeye penetre olmadigindan pik
akimi azalmistir. Karboksil gruplarmin EDC/NHS kullanarak aktivasyonundan sonra pik
akimlar1 artmistir. Elektrot yilizeyine anti-IL 1p antikor immobilizasyonu pik akiminda
azalmaya sebep olmustur, bu antikorlarin elektrottan elektrolit ara yiizeyine elektron transferine
engel olan bir bariyer olusturdugunu gosterir. BSA kullanarak bloklama isleminden sonra bosta
kalan baglanma bdlgelerinin bloklanmas ile pik akimlart azalmigtir. IL 1B antijenlerin elektrot
yilizeyine immobilizasyonundan sonra antikor ve antijen arasindaki spesifik etkilesimlerden
dolay1 azalma gozlenmistir. Elde edilen bulgular ve sonuglar birbirini destekler niteliktedir.

Yiizeyde PHA kendiliginden olusan tabakalarin varligi ve antikorun elektrot yiizeyine
immobilizasyonun gergeklestigini izlemek ve elektrokimyasal 6lglim sonuglarini destekleemek
icin ayrica SEM-EDX, FTIR ve Raman Ol¢iimleri de yapilmistir. Sekil 4.9A-D’de Bio-1
biyosensoriine ait FTIR, Raman Spektrumlart ve sekil 4.10A-B’de ise SEM-EDX goriintiileri

bulunmaktadir.
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Sekil 4.9. PHA modifiye edilmis elektrotlarin antikor immobilizasyonu dncesi ve sonrasit FTIR
(A ve B), Raman (C ve D) spektrumlari.

PHA modifiye edilmis ITO elektrodu ile anti- IL 1f antikoru ile immobilize edilmis
elektrodun FTIR spektrumlart 4.9A ve 4.9B’de gosterilmistir. Spektrumlar incelendiginde
fosfonik asit ile ITO yiizeyinde yer alan hidroksil gruplarinin olusturdugu P-O-H baginin
yayvan piki 2550-2700 cm™°de civarlarinda gozlenmistir ve bu durum karakteristik fosfonat
bagmi yani ara yiizey materyallerinin kimyasal olarak yiizeye baglandigini gostermektedir
(Daasch ve Smith 1951; Luschtinetz ve ark. 2007). Yine sekil 4.9A°da 1695 cm™’de gozlenen
C=0 piki ylizeyde bulunan karboksil gruplarininin yani PHA’ nin yiizeye baglandigini
gostermektedir (Aydin ve Sezgintiirk 2018). Kullanilan elektrotlar her immobilizasyon
basmaklar1 sonrasinda yikanip kurutuldugu icin ylizeyde serbest halde PHA nin olamayacagi
diistincesi spektrumdaki sonuglarin dogrulugunu desteklemektedir. PHA ile modifiye edilmis
elektrotlarin antikor immobilizasyonu sonrasindaki FTIR spektrumu sekil 4.9B de verilmistir.
Spektrum incelendiginde 1651 cm™ and 1548 cm ™ de gdzlemlenen pikler yiizeye baglanan
antikorlardaki amid baglarina atif edilmektedir (Sekil 4.9B) (Kong ve Yu 2007). Elektrot
yiizeyindeki ara yiizey materyali ile anti-IL 1p arasindaki kimyasal etkilesimler ayrica Raman
spektroskopisi ilede incelenmistir. Protein, niikleik asit ve bunun gibi yiiksek molekiil agirlikli
materyaller yapilarinda c¢oklu baglar ve yiiksek sayida elektronca zengin baglar
bulundurdugundan ¢ok daha net Raman bantlari olustururlar ki bu yiizden proteinlerin
karakterizasyonunda Raman spektroskopinin FTIR ile karsilastirildiginda ¢ok daha giivenilir
ve dogru bir teknik oldugu bilinmektedir (Kurouski ve ark.2015). Ayrica protein gibi biyiik
molekiil agirlikli yapilarin IR spektrumlari ¢oklu baglar nedeniyle oldukca karmasiktir ve ¢ogu
zaman pikler st iiste binerek cakigmalar gozlemlenmektedir (Thomas Jr 1999). ITO-PET
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elektrotlarin anti-1L f ile immobilizasyon Oncesi (siyah) ve sonrasi (kirmizi) sirasiyla sekil 4.9
C ve D’ de verilmistir. Sekil 4.9C’de FTIR spektrumuna benzer pikler gézlemlenirken, Raman
spektroskopisi antikorlarin PHA modifiye elektrot yiizeyine immobilizasyonundan sonra, 1665
cm? ve 1548 cm™*de pikler gozlenmistir, bu pikler proteindeki amid bagmi gosterir (Sekil
4.9B). Raman spektrumda amid I, II ve III bolgeleri siklikla 1650-1680 cm™, 1480-1570 cm™,
1235-1300 cm™*de gozlenmektedir (Aydin ve ark. 2018b). Sekil 4.9D’de gozlendigi gibi amid
I, I ve 111 baglan sirasiyla 1665, 1548 ve 1246 cm™’de goriilmiistiir (Aydin ve ark. 2018a).
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Sekil 4.10. Hidroksillenmis ITO elektrotlarin PHA ile modifikasyon oncesi ve sonrasi ylizeyin
elementel mapping ve spektrumlari.

SEM-EDX analizi ITO elektrot yiizeyinde PHA modifikasyonundan sonra fosfonat
gruplariin olustugunu yani PHA’ nin elektrot yiizeyindeki varligini gostermek i¢in yapilmistir.
Sekil 4.10A hidroksillenmis ITO elektrotun ylizeyinin elementel haritalama goriintiileri ve
elementel spektrumu gostermektedir. Sekil 4.10A’de agik bir sekilde gorildigi gibi
hidroksillenmis ITO’larin yiizeyinde beklenildigi gibi sadece Indiyum, Kalay ve Oksijen
atomlar1 gozlemlenmistir. Sekil 4.10B’ de ise ylizeyinde PHA tabakalar1 iceren elektrotlarin
elementel haritalama resimlerini ve elementel dagilim spektrumunu géstermektedir. Elementel
dagilim spektrumda hidroksillenmis ITO’nun aksine Karbon, Oksijen ve Fosfor atomunun
baskin bir sekilde bulundugu goriilmektedir. Bu durum ITO elektrot ylizeyinde PHA
tabakalarinin varliginin en bityiik kanitlarindandir. Ayrica sekil 4.10B” de elementel haritalama
resmine bakildiginda fosfor atomlarinin (mavi) yiizeyin hemen hemen her yerinde oldugu
gozlemlenmekte bu durumda PHA’ nin yiizeyin her yerinde oldugunu yani homojen bir

kaplanma oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.11. Her bir immobilizasyon basamagindaki elektrot yiizeylerinin SEM ve AFM
goriintiileri; hidroksillenmis ITO (A ve B); ara yiizey modifikasyonu sonrasi (C ve D); antikor
immobilizasyonu sonrasi (E ve F); BSA ile bloklama sonrasi1 (G ve H); Antikor-antije etkilesim
sonrasi elektrot yiizey gortintiist. (I ve J).

Sekil 4.11°da elektrotlarin her bir immobilizasyon basamagi sonrasinda yiizeylerinde
meydana gelen morfolojik degisimler SEM ve AFM ile incelenmistir. Sekil 4.11A ve 4.11B’de
hidroksillenmis ITO elektrotun SEM ve AFM goriintiileri bulunmaktadir ve goriildiigii gibi
baslangi¢ basamagi oldugu i¢in olduk¢a diizgiin bir yiizey morfolojisine sahiptir. Elektrot
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yiizeylerinde PHA modifikasyonundan sonra meydana gelen degisim sekil 4.11C ve 4.11D’de
verilmigtir. Hem SEM hem AFM resimlerinden de goriildiigii iizere PHA elektrot yiizeyine
homojen bir sekilde baglanmistir. Hidroksillenmis ITO elektrotun ve PHA modifiye edilmis
elektrotun ortalama piiriizliiliik degerleri (Ra) sirastyla 2.31 nm ve 3.45 nm olarak 6l¢tilmiistiir.
Bu sonuglar, PHA nin elektrot yilizeyinde yogun, iyi-diizenlenmis bir tabaka olusturdugunu
gostermektedir ki bu durum elementel haritalama sonuglarin1 desteklemektedir (sekil 4.10B).
Anti-IL 1B antikorunun PHA modifiye elektrot yiizeyine immobilizasyonundan sonra yiizey
morfolojisi oldukga degismis (Sekil 4.11E ve 4.11F) ve Ra degeri 94 nm olarak 6l¢iilmiistiir.
Yiizeyin RMS degerindeki bu yiliksek artis amid bagi olusumunu yani proteinlerin yiizeye
baglandigini onaylamaktadir. Antikorlar baglanip aktif karboksil uglarmin BSA ile
bloklanmasindan sonra (Sekil 4.11G ve 4.11H), Ra degeri 68 nm olarak ol¢ililmiistiir. Antikor-
antijen etkilesiminden sonra, Sekil 4.111 ve 4.11J’de globuler yapilar gézlenmistir. Bu
basamaktaki Ra degeri 52.7’dir ve Ra degerindeki artis spesifik etkilesimi gostermektedir.

4.2.1. Biyosensor 1’in Optimizasyon Basamaklari

A) B)
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Sekil 4.12. Biyosensor 1’in optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A)
PHA konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu (B.

Elektrot ylizeyinde biyotanima elementlerinin immobilizasyonu i¢in gerekli olan ara
yilizey tabakalarinin diizgiin bir sekilde olusabilmesi ve bu olusan tabakanin her ¢aligmada
tekrarlanabilmesi, biyosensoriin iyi bir performans saglamasi icin olduk¢a Onemlidir. Bu
sebeple, SAMs olusumu i¢in 3 farkli konsantrasyonda (1 mM, 2.5 mM ve 5 mM) PHA
hazirlanmis ve hidroksillenmis elektrotlar bu soliisyonlara daldirilarak ve esit siirelerde

bekletilmistir. 1 mM ve 2.5 mM konsantrasyonu kullanarak hazirlanan biyosensdrler benzer
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sinyallere sahiptir ve 5 mM konsantrasyon kullanarak hazirlanandan fazladir (Sekil 4.12A). Bu
yizden | mM PHA konsantrasyonu optimum olarak se¢ilmistir. Biyosensor fabrikasyonunda
kullanilan biyotanima elementi miktar1 basarili bir biyosensor gelistirmekte 6nemli bir
parametredir ¢ilinkii bu parametre biyosensdriin tespit etme kapasitesini etkiler. Maksimum
sinyal elde etmek i¢in, 3 farkli konsantrasyonda anti-IL 13 (0.4 ng/mL, 2 ng/mL, 5 ng/mL)
kullanilmistir. Sekil 4.12B’de goriildiigii gibi 2 ng/mL antikor kullanildiginda maksimum
sinyal elde edilmistir. Diger Onemli parametre ise antikor inkiibasyon siiresinin

optimizasyonudur. Bu parametre antikorlarin baglanma etkisini etkilediginden oldukga

Onemlidir.

B
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Sekil 4.13. Biyosensér 1’in optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
antikor inkiibasyon siiresi (A) ve antijen inkiibasyon siiresi (B).

Bu yiizden PHA modifiye elektrotlar, anti-IL 1 igceren fosfat tamponunda 3 farkli siire
(30 dk, 45 dk, 60 dk) bekletilmistir. Sekil 4.13A incelendiginde 30 dk inkiibasyon siiresi elektrot
yiizeyine arzulanan miktarda antikorlarin baglanmasi icin yeterli degildir. Fakat 45 dk ve 60 dk
inkiibasyon sonunda elde edilen sinyaller yaklasik olarak aynidir (Sekil 4.13A). Bu yiizden 45
dk optimum inkiibasyon siiresi olarak se¢ilmistir. Son optimizasyon parametresi ise IL 1
antijen inkiibasyon siiresidir. Bu yiizden hazirlanan elektrotlar, IL 1 i¢eren fosfat tamponunda
yine 3 farkli siirede (30 dk, 45 dk, 60 dk) bekletilmistir. Sekil 4.13B incelendiginde 30 dk
inkiibasyon siiresinin elektrot yiizeyine yeterli miktarda antikorlarin baglanmasi igin yeterli
olmadig: fakat 45 dk ve 60 dk inkiibasyon siirelerinin sonunda benzer sinyallerin elde edildigi

goriilmektedir (Sekil 4.13B). Bu yiizden 45 dk optimum inkiibasyon siiresi olarak secilmistir.
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e Lineer Tayin Arahiginin Optimizasyonu
Immunosensoriin analitik performansini incelemek igin, optimum deneysel kosullar
altinda farkli konsantrasyonunda IL 1P standart ¢ozeltileri 6l¢lilmiistiir. Boylece biyosensoriin
lineer araligi tespit edilmistir. Lineer aralik, gelistirilen bir biyosensoriin Olgebildigi

konsantrasyon araligini gostermektedir (Sekil 4.14B).
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Sekil 4.14. Farkli IL 1P konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen lineer tayin aralik grafigi
(B); Impedans (A); dongiisel voltammetri (C); sabit frekans impedans (D) &l¢iim sonuglari.

Sekil 4.14A ve 4.14C, artan IL-1p konsantrasyonu kullanarak hazirlanan
biyosensorlerin impedans spektrumlarini ve dontisiimlii voltammogramlarini gostermektedir.
Artan IL-1p konsantrasyonlart Ret degerinde artmaya ve pik akimlarinda azalmaya neden
olmaktadir. Bu artma ve azalmanin nedeni proteinlerin elektrot ylizeyine baglanmasiyla elektrot
yiizeyindeki tabakanin artmasidir. Boylece anti-IL 18 antikor — IL 1P antijen kompleksinin
miktar1 artmistir ve bu durum elektrot ara ylizeyinde gergeklesen redoks probunun elektron
transfer reaksiyonun baskilanmasina neden olmustur. Immunosensor cevabi ile artan IL 1B
konsantrasyonu arasinda 0.025 pg/mL — 3 pg/mL araliginda lineer bir korelasyon bulunmustur
(Sekil 4.14B). Bu biyosensoriin tespit limiti (LOD) 7.5 fg/mL ve 6l¢tim limiti 25 fg/mL olarak

belirlenmistir.
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e Sabit frekans Impedans (SFI)
Anti-IL 1B ve IL 1P antijen arasindaki spesifik baglanma sabit bir frekansta izlenebilir.
Bu islem zamana karsi toplam impedansin belli bir frekansta izlenmesi ile gerceklestirilir.
SFI’de kullanilacak sabit frekans Bode egrisinden se¢ilmistir. Bio-1’e ait sabit frekans 6l¢iimii
sekil 4.14D’de gosterilmistir. Sekil 4.14D incelendiginde impedansta artis (pembe)

gozlenmistir ve bu artis anti-IL 1 ve IL 1P antijen arasindaki spesifik baglanmay1

kanitlamaktadir.
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Sekil 4.15. Tekrar iiretilebilirlik denemesi sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A);
rejenerasyon (B); depolama 6mrii (C) sonuglari.

e Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, rejenerasyon, raf 6mrii ¢alismasi
Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin basari kriterlerinden biridir. Bu dogrultuda lineer
araligimizin orta noktasindaki IL-8 konsantrasyonu (0.5 pg/mL) kullanarak ve yaptigimiz tiim
optimizasyon c¢alismalarini goz 6nilinde bulundurarak, 20 farkl elektroda ait sinyalleri 6lgtiik.
Relatif standart hata %4.56 olarak hesaplanmistir. Bu sonug kabul edilebilir tekrarlanabilirligi

gostermektedir.
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Tekrar tretilebilirlik gelistitilecek bir biyosensoriin diger bir basari kriteridir. Bu
baglamda yaptigimiz ¢alismay1 10 kez tekrar ederek biyosensoriimiiziin tekrar tiretilebilir olup
olmadigini arastirdik. Sekil 4.15A°da biyosensore ait tekrar tiretilebilirlik kalibrasyon grafigi
bulunmaktadir. Sekil 4.15A°dan goriildiigii gibi tiim biyosensorler benzer lineeriteye sahiptir
ve relatif standart hata %5.42 olarak hesaplanmistir. Elde edilen relatif standart hata kabul
edilebilir tekrar tiretilebilirligi gostermektedir.

Biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilirligi, klinik agidan ¢ok oOnemlidir. Boylece

biyosensor hazirlamak igin harcanan zaman azalir ve 6l¢iim maliyetleri diiser. Bu yiizden
biyosensoriin rejenerasyonu incelenmistir. Bu test ayrica biyosensoriin saglamligini
gostermektedir. Bu ylizden elektrotlar asidik kosullara maruz birakilir ve biyosensoriin cevabi
Olciiliir. Sekil 4.15B’den goriildiigii gibi biyosensor 6 dongii boyunca iyi sinyal gosterirken, 6
dongii sonunda elektrot yiizeyi bozulmustur.
Gelistirilen biyosensoriin uzun 6miirlii olmasi biyosensoriin basarisini gosteren bir kriterdir. Bu
yiizden hazirlanan biyosensorler buzdolabinda 10 hafta boyunca bekletildi. 7 hafta bekleme
sonucunda dlgiilen %26.45’e diismiistiir ve bu durum iyi stabiliteyi gostermektedir (Sekil
4.15C).

e Biyosensor ile Gerg¢ek Tiikiiriikte IL 1B Analizi
Gelistirdigimiz biyosensorii denemek amactyla gergek serum ve tiikiiriik 6rnegine belli
miktarlarda IL 1P antijeni ilave ederek 6lgtimler yapilmistir. Gergek serum ornekleri ve tiikiiriik
ornekleri sirasiyla 20 kat ve 400 kat seyreltilmis ve ilizerine belli miktarda IL 1B antijeni
eklenmistir. Eklenen konsantrasyonlar ve elde edilen sonuglar ¢izelge 1’°de gosterilmistir. Elde
edilen sonuglar kabul edilebilir diizeydedir; geri kazanim %96.66-%105.39 arasindadir. Bu

sonugclar sistemin basarili bir sekilde calistiginin gostergesidir.
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Cizelge 4.1. Gergek serum ve tiikiirtiik IL 1p analiz sonuglart

Ornek Biyosensor Eklenen IL-1B Biyosensor ile % Geri % Relatif

sonuclar: (pg/mL) (pg/mL) bulunan toplam Kazanmim Farkhhk
Tiikiiriik 1 0,48 0.25 0,73 99,90 -0,10
Tiikiiriik 2 0,63 0.25 0,88 100,32 +0,32
Tiikiiriik 3 0,51 0.25 0,76 99,60 -0,40
Tiikiriik 4 0,49 0.25 0,74 100,86 +0,86
Tukiiriik 5 0,55 0.25 0,80 96,66 -3,34
Serum 1 0,41 0.25 0,66 105,39 +5,39
Serum 2 0,45 0.25 0,70 99,39 -0,61
Serum 3 0,33 0.25 0,58 100,89 +0,89
Serum 4 0,39 0.25 0,64 99,70 -0,30
Serum 5 0,33 0.25 0,58 97,23 -2,77
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4.3. BIYOSENSOR 2 (Bio-2)

Bu boliimdeki biyosensor Tlretiminde bir Onceki ara ylizey materyali 6-
fosfonohekzanoik asit (PHA) ile farkli bir antijen IL 8’in tespit ve tayini i¢in biyosensor
gelistirilmistir. Bir onceki biyosensor ile karsilagtirildiginda kullanilan protein disinda
uygulanan yontem ve immobilizasyon basamaklar1 benzerlik gostermektedir. Sekil 4.16’de

biyosensor 2’e ait immobilizasyon semasi ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

//7.\ . 0, . © o,
HOINHOHIHO 6-PHA
Step Step
ITO-PET

Ho.

& : Hidroksil \)r : Anti-IL 8 f : Sigir serum albumin &";?;‘1 :IL 8 Antijen : 6-fosfonohegzanoik
Grup Antikor (BSA) % omfaon it

OoH

Sekil 4.16. Biyosensor 2’ye ait immobilizasyon semas.

Biyosensor 2’ de iiretim ic¢in kullanilan basamaklar biyosensor 1°e oldukg¢a benzerdir.
Bu yiizden yapilan islemler ve immobilizasyon basmakalar1 6zet bir sekilde anlatilacaktir. Bu
sistemde ara yiizey materyali olarak 6-fosfonohekzanoik asit (PHA) kullanilirken biyo belirteg
olarak ise interleukin 8 (IL 8) kullanilmistir. Bu calismada da ilk olarak tek kullanimlik
biyosensor olarak kullanacak ITO elektrotlar yiizeylerinde bulunma ihtimali olan organik
kirleticilerden 10’ar dakika siire ile sirasiyla aseton-sabun ¢ozeltisi ve saf su ile ultrasonic
banyoda yikanarak temizlendi. Temizlik sonrasinda elektrot yiizeylerinde aktif hidroksil ug
gruplar1 olusturmak i¢in elektrotlar NH4OH/H202/H20 (1:1:5) ¢ozeltisine daldirildi ve oda
sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakildi. Sonraki baswamakta ylizeydeki aktif hidroksil
gruplarina PHA’ nin baglanmasi ara yiizeyta bakasinin olmusmasi i¢in DMSO-saf su (1:1)
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karisiminda ¢oziilerek hazirlanan 6-fosfonohekzanoik asit (PHA) ¢ozeltisine daldirilarak gece
boyu inkiibasyona birakildi. Elektrotlar her basamak sonrasinda yiizeylerinde baglanmayan
tiirlerin serbest halde kalmamasi i¢in nazik¢e yikanip kurutuldu. Buna ilave olarak her bir
basamakta igslem sonrasnda elektrotlarin CV dlgiimleri alinarak yiizeydeki degisimler takip
edilmektedir. Yiizeyde PHA’nin baglanmasi sonrasinda olusan SAMs (self-assembled
monolayer) tabakasi ile hazirlanan bu elektrotlar, antikorlarin kovalent immobilizasyonuna
hazir hale getirilmistir. Bir sonraki basamakta eclektrotlar anti-IL 8 antikor igeren fosfat
tamponuna daldirilip inkiibasyona birakildi. Zayif baglanmis antikorlar1 uzaklagtirmak i¢in
elektrotlar tekkrar yikanip saf argon altinda nazik¢e kurutuldu ve CV-EIS o6lgtimleri alindi.
Yiizeyde antikorlarin baglanmadigi agik asit uglar1 bloklama ajan1 olarak ise elektrotlara %0.5
BSA’da inkiibasyon islemi uygulandi ve yikanip kurutulan elektrotlarin CV-EIS olctimleri
alindi. Tim immobilizasyon asamalarindan sonra hazir hale gelen elektrotlar, artan 8 farkli
konsantrasyonda IL 8 igeren fosfat tamponu ¢ozeltilerine inkiibasyona birakilmigtir. Her
elektrodun EIS ve CV olgiimleri alinarak, boylece IL 8 tayini i¢in biyosensor sistemi
tiretilmistir. Biyosensoriin fabrikasyon sirasinda immobilizasyon basamaklarina ait dongiisel

voltamogramlarini ve impedans egrileri sekil 4.17’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. Biyosensor 2’in immobilizasyon basamaklarina ait impedans egrileri (A) ve
dongiisel voltamogramlari (B).

Sekil 4.17A’da goriildiigii gibi hidroksillenmis ITO elektrot kiiglik Ret degerine sahiptir
ve Ret degeri PHA nin hidroksillenmis elektrot yiizeyine kendiliginden tabaka olusturmasi ile
artar. PHA tabakasinin olusumu ile elektrot yiizeyi negatif yiiklenir. Negatif yiiklii redoks
probun elektrot ylizeyine difiize olmadigindan Rt artmistir. Bu artis elektrot yiizeyinde yogun,

1yl diizenlenmis SAMs tabakalarinin olustugunu gosterir. PHA nin u¢ kisimlarinda bulunan
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karboksil gruplarimin NHS/EDC ile antikorum daha rahat baglanabilmesi icin aktive
edilmesinden sonra R¢t degerinde azalma gozlenmistir. Bu bir¢ok ¢alismada gézlemlenen bir
durumdur. Ayrica asit u¢ gruplarinin aktiflenmesi ve anti-IL 8 ile baglanarak amid bagi
olusturma mekanizmasi sekil 4.17” de gosterilmistir. Anti-IL8 antikorlarin PHA ’nin karboksil
ucuna amid bagi vasitasiyla baglanmasi ITO elektrot yiizeyinde yalitkan bir bariyer tabaka
olusturur ve bu durum yar1 daire ¢ap1 yani Ret degeri arttirmaktadir (Sekil 4.17A). Anti-IL 8
immobilizasyonu sonrasinda ITO yiizeyinde bulunan aktif karboksil gruplarmin elektrot
yiizeyinde olusabilecek nonspesifik etkilesimleri ortadan kaldirmak i¢in BSA ile asit uglarin
bloklanmasi s6z konusudur ki bu islem sonrasinda da yiizey lizerinde akim gecisi azaldigindan
Rct degerinde artis gézlenmistir. Son basamakta anti-IL 8 antikor ile IL 8 antijen arasindaki
etkilesimden sonra elektrot ylizeyine yeni bir protein tabakasi (IL 8 antijen) baglandigindan Rt
degeri artmistir. Tiim bu basamaklarda yapilan islemler sonrasinda yilizeyde meydana gelen
morfolojik degisikler sonuglar1 desteklemektedir ve birbiri ile uyumlu oldugu gézlemlenmistir.

EIS o6lgiimlerine ek olarak basamak basamak modifikasyon islemi CV 6lgiimleri ile de
izlenmistir. Sekil 4.17B’de goriildiigii gibi hidroksillenmis ITO elektrot {lizerinde PHA
kendiliginden olusan tabakalar olustuktan sonra pik akimlarinda 6nemli bir diisiis gbzlenmistir.
PHA modifikasyonundan sonra elektrot uglarinda yer alan karboksil gruplarinin
aktivasyonundan sonra, pik akimlari artistir. Fakat sirasiyla anti-IL8 antikorun, BSA’nin ve IL
8 antijenin immobilizasyonundan sonra ylizeyde olusan yalitkan tabakanin artmasiyla elektron
transferi engellendiginden pik akimlar azalmistir. CV 0dlgiimleri sonuclar1 EIS oOl¢timleri
sonuglart ile uyumluluk i¢indedir.

Yiizeyde PHA kendiliginden olusan tabakalarin olustugunu ve antikorun elektrot
yiizeyine immobilizasyonun gergeklestigini izlemek i¢in ayrica SEM-EDX, FTIR ve Raman
Olgtimleri de yapilmistir. Sekil 4.18’de Bio-2 biyosensoriine ait FTIR, Raman Spektrumlari ve
sekil 4.19°da SEM-EDX goriintiileri gosterilmektedir.

PHA modifiye edilmis ITO elektrodun antikor ile immobilizasyon Oncesi (siyah) ve
sonrasi (kirmizi) FTIR spektrumlar1 4.18A ve 4.18B’de gosterilmistir. Sekil 4.16A” da verilen
spektrum incelendiginde fosfonat baginin varligini yani ara ylizey materyali PHA nin yiizeye
baglandigim gosteren fosfant pikleri yayvan bir sekilde 2550-2700 cm™’de civarlarinda
gozlenmistir. (Daasch ve Smith 1951; Luschtinetz ve ark. 2007). Ayrica spektrum {izerinde
1695 cm™’de gozlenen karbonil pikleride yiizeyde bulunan karboksil gruplarmin yani PHA’
nin varliginin kimyasal olarak kanitidir. (Aydin ve Sezgintiirk 2018). PHA ile SAMs tabakalar
olusturulmus elektrotlarin anti- IL 8§ immobilizasyonu sonrasindaki FTIR spektrumu sekil

4.18B de verilmistir. Spektrumda 1648 cm™ and 1546 cm ™ de gdzlemlenen pikler yiizeye
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baglanan antikorlar ile PHA arasinda olusan amid baglarimi gostermektedir. (Sekil 4.18B)
(Aydin ve ark. 2017; Kong ve Yu 2007).
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Sekil 4.18. Antikor immobilizasyonu 6ncesi ve sonrast FTIR (A ve B), Raman (C ve D)
spektrumlart ve PHA modifikasyonu oncesi (E) ve sonrasi (F) EDX analiz sonuglari.

Elektrot yiizeyindeki olusan ara ylizey materyali ile anti-IL 8 arasindaki kimyasal
etkilesimler ayrica Raman spektroskopisi ilede incelenmistir ki Raman analizleri yiiksek
molekiil agirlikli materyaller (Protein vb.) i¢in ¢oklu bag yapilarindan dolay1 daha net bandlar
olusturduklarinda daha giivenilir olarak tanimlanirlar (Kurouski ve ark. 2015). ITO-PET
elektrotlarin anti-IL 8 ile immobilizasyon Oncesi (siyah) ve sonrasi (kirmizi) sirasiyla sekil 4.16
C ve D’ de verilmistir. Antikor ile immobilizasyon sonrasinda yiizeye baglanan amid |, Il ve
I11 pikleri, FTIR spektrumunda (4.18B) iist iiste pik cakismalarindan dolay1 net gozlemlenemez
iken raman spektrumunda daha net keskin bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.16D) (Thomas Jr
1999). Sekil 4.9C’de FTIR spektrumuna benzer pikler gézlemlenirken, Raman spektroskopisi
antikorlarin PHA modifiye elektrot yiizeyine immobilizasyonundan sonra, 1648 cm™ ve 1546
cm™°de pikler gozlenmistir, bu pikler proteindeki amid bagini gosterir (Sekil 4.18B). Raman
spektrumda amid I, 11 ve III bolgeleri siklikla 1650-1680 cm™, 1480-1570 cm, 1235-1300 cm
L de gozlenmektedir (Aydin ve ark. 2018b). Sekil 4.18D’de gdzlendigi gibi amid I, IT ve III
baglari sirastyla 1662, 1449 ve 1259 cm™’de goriilmiistiir (Aydin ve ark. 2018a).

Ayrica sekil 4.19A-B’ de bulunan SEM-EDX analizleri ¢alismasi ITO elektrot
yiizeyinde PHA modifikasyonundan sonra fosfonat gruplarmin olustugunu gdstermek i¢in
yapilmistir. Sekil 4.19A-B’ de ITO elektrodun PHA modifikayon dncesi ve sonrasi yiizeyindeki
elementel dagilim yiizdelerini ve degisimi gostermektedir. Buradaki elementel haritalar ve

elementel spektrumlar incelendiginde fosfor piklerinin ITO elektrot yiizeyinde kendiliginden
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olugsan PHA tabakasindan geldigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica sekil 4.19A’deki elementel
harita incelendiginde fosfor (mavi) elementinin hemen hemen her yerde oldugu bu durumunda

PHA ara yiizeyden olusan SAM tabakasinin varliginin bir kanmiti olabilecegini
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diistindiirmektedir (Aydin ve Sezgintiirk 2018).
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Sekil 4.19. Antikor immobilizasyonu oncesi ve sonrast FTIR (A ve B), Raman (C ve D)
spektrumlar1 ve PHA modifikasyonu 6ncesi (E) ve sonrasi (F) EDX analiz sonuglari.

Sekil 4.20°de elektrotun her immobilizasyon basamagi sonrasindaki SEM ve AFM
goriintlileri yer almaktadir. ITO elektrotlarin hidroksillenmis hallerinin SEM ve AFM
goriintiileri sekil 4.11A-B de verildiginden tekrar bu boliimde verilmemistir. Sekil 4.20A ve
4.20B’de goriildiigii gibi PHA modifiye edilmis ITO elektrot diizgiin ve tekdiize bir yilizeye
sahip oldugu goriilmektedir. Bu PHA modifiye edilmis elektrotun ortalama piirtizliiliik degeri
(Ra) 2.80 nm olarak 6l¢iilmistiir. Bu sonuglar, PHA’nin elektrot yiizeyinde homojen, iyi-
diizenlenmis bir tabaka halinde bulundugunu gostermektedir.

Anti- IL 8 antikorunun PHA modifiye elektrot yiizeyine immobilizasyonundan sonra
yiizey morfolojisi tamamen degismis ve bu degisiklik hem SEM hemde AFM sekillerinde net
bir sekilde gbze carpmaktadir (Sekil 4.20C ve 4.20D). Bu elektrotun Ra degeri 69.3 nm olarak
Ol¢iilmiistiir. Ra degerindeki artis antikorun ara yiizeye baglandig1 ve amid bagi olustugu fikrini
desteklemektedir. Aktif karboksil uglarinin BSA ile kaplanmasindan sonra (Sekil 4.20E ve
4.20F), yiizeyin ¢cok daha smooth bir hale biiriindiigii ve Ra degerinin (40.3 nm) bu goriintiiyi
destekler nitelikte oldugu soylenebilir. Antikor-antijen etkilesiminden sonra, Sekil 4.20G ve

4.20H’de globuler yapilar gozlenmistir. Bu basamaktaki Ra degeri 27.4 nm olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.20. Her bir immobilizasyon basamagindaki elektrot yiizeylerinin SEM ve AFM
goriintiileri; ara yiizey modifikasyonu sonrasi (A ve B); antikor immobilizasyonu sonras1 (C ve
D); BSA ile bloklama sonrast (E ve F); Antikor-antije etkilesim sonrasi elektrot yiizey
goriintiisii (G ve H).

4.3.1. Biyosensor 2’nin Optimizasyon Basamaklar

Elektrot yiizeyinde biyotanima elementlerinin immobilizasyonu igin diizglin bir
kendiliginden olusan tek tabakalarin olusabilmesi ve olusan bu tabakanin her calismada
tekrarlanabilmesi, biyosensoriin iyi bir performans saglamasi i¢in olduk¢a dnemlidir. Ayrica
SAM olusumu biyotanima elementinin immobilizasyonu i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu
sebeplerden dolayr, SAMs olusumu i¢in 3 farkli konsantrasyonda PHA kullanilmistir. Sekil
4.21A’da goriildiigii gibi ImM ve 2.5 mM PHA kullanilarak elde edilen sinyal benzerdir ve 5
mM kullanilarak elde edilenden daha yiiksektir. Bu ylizden maliyeti diistirmek i¢in deneyler
sirasinda 1 mM PHA kullanilmistir. Biyosensdriin hassasiyeti biiyiik 6l¢iide kullanilan anti-I1L

8 antikor konsantrasyonuna baghidir. Bu sebeple 3 farkli konsantrasyonda antikor
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kullanilmistir. Sekil 4.21B’de goriildiigii gibi 10 ng/mL konsantrasyonunda anti-IL 8 antikor
kullanildiginda elde edilen sinyal disiiktiir; 2.5 ng/mL ve 5 ng/mL anti-IL 8 antikor
kullanildiginda elde edilen sinyal benzerdir ve maksimum sinyal 2.5 ng/mL konsantrasyonunda

anti-IL 8 antikor kullanildiginda elde edilmistir.

A) ® 1mM = y=0.9201x + 0.1185 R2=0.9883 B) ® 0.5 ng/mL = y=0.6442x + 0.1023 R2=0.9462
® 2.5mM = y=0.902x + 0.0754 R2=0.9855 ® 2.5 ng/mL - y=0.9103x + 0.0831 R?=0.9954
® 50mM = y=0.6813x + 0.0926 R?=0.9833 ® 5.0 ng/mL - y=0.9369x + 0.0837 R2=0.9826
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Sekil 4.21. Biyosensor 2’in optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A)
PHA konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu (B).

Diger optimizasyon parametresi ise biyotanima elementi inkiibasyon siiresidir. Bu
parametre antikorun elektrot ylizeyine baglanma etkisini etkilediginden olduk¢a 6nemlidir. Bu
yiizden PHA modifiye ITO elektrot anti-IL 8 antikor i¢eren fosfat tamponunda 3 farkl: siirede
(30, 45, 60 dk) inkiibe edilmistir. Sekil 4.22A°de goriildiigii gibi 30 dk antikorlarin baglanmasi
icin yeterli degildir. En yiiksek sinyal 45 dakikada elde edildiginden dolay1 45 dakika optimum
inkiibasyon siiresi olarak se¢ilmistir. Son optimizasyon parametresi IL 8 antijen inkiibasyon
stiresidir. Bu yiizden iiretilen elektrotlar 30, 45 ve 60 dk IL 8 antijen iceren fosfat tamponuna
daldirilmis ve elektrotlarin verdikleri cevap olgiilmiistiir. Kisa inkiibasyon stiresi IL 8 antijenin
baglanmasi i¢in yeterli degildir. Fakat 45 ve 60 dk inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen
sinyaller benzerdir ve bu yiizden 45 dk optimum olarak secilmistir (Sekil 4.22B).
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Sekil 4.22. Biyosensor 2’in optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
antikor inkiibasyon siiresi (A) ve antijen inkiibasyon siiresi (B).

e Lineer Tayin Arahginin Optimizasyonu
Lineer aralik gelistirilen bir biyosensoriin 6l¢ebildigi konsantrasyon araligini gosterir.
Optimum kosullar altinda EIS o6lgiimleri tespit limiti, 6l¢iim limiti ve lineer tespit araligin
belirlenmesinde kullanilmistir. Lineer tespit aralifinin tespiti i¢in hazirlanan ITO elektrotlar 8
farkli IL 8 konsantrasyonundaki PBS tamponunda inkiibe edilmis ve EIS-CV ol¢iimleri
gerceklestirilmistir. Nyquist egrileri ve doniisiimlii voltammetri sonuglart sekil 4.23°de

gosterilmistir.

Sekil 4.23’den de goriildiigli gibi Ret degerleri ile IL 8 konsantrasyonlar: arasinda bir
baglilik vardir. IL 8 antijen konsantrasyonlar arttik¢a, Ret degerleri artmistir (Sekil 4.23A) fakat
pik akimlari azalmistir (Sekil 4.23C). Bunun sebebi, spesifik tanima olaylarinin artmasi
elektrolit soliisyondan elektrot yiizeyine redoks prob transferini engellemesidir. Immunosensér
cevabi ile artan IL 8 konsantrasyonu arasinda 0.02 pg/mL — 3 pg/mL aralifinda lineer bir
korelasyon bulunmustur (Sekil 4.23B). Bu biyosensoriin tespit limiti (LOD) 6 fg/mL ve 6l¢lim
limiti 19 fg/mL dir.
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Sekil 4.23. Farkli IL 8 konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen lineer tayin aralik grafigi (B);
Impedans (A); dongiisel voltammetri (C); sabit frekans impedans (D) dl¢iim sonuglari.

e Sabit frekans impedans (SFI)

Anti-IL 8 ve IL 8 antijen arasindaki spesifik baglanma sabit bir frekansta izlenebilir. Bu
1slem zamana kars1 toplam impedansin belli bir frekansta izlenmesi ile gergeklestirilir. SFI’de
kullanilacak sabit frekans Bode egreisinden secilmistir. Bio-2’e ait sabit frekans 6l¢iimii sekil
4.23D’de gosterilmistir. Sekil 4.23D incelendiginde impedansta artis (pembe) gozlenmistir ve
bu artig anti-IL 8 ve IL 8 antijen arasindaki spesifik baglanmay1 kanitlamaktadir.

e Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, rejenerasyon, raf 6mrii ¢alismasi

Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin basari kriterlerinden biridir. Bu dogrultuda lineer
araligimizin orta noktasindaki IL-8 konsantrasyonu (0.5 pg/mL) kullanarak ve yaptigimiz tiim
optimizasyon caligmalarini goz 6niinde bulundurarak, 20 farkli elektroda ait sinyalleri 6lgtiik.
Relatif standart hata %4.49 olarak hesaplanmistir. Bu sonug kabul edilebilir tekrarlanabilirligi
gostermektedir.

Tekrar iiretilebilirlik biyosensoriin diger bir basar1 kriteridir. Bu baglamda yaptigimiz
calismay1 10 kez tekrar ederek biyosensoriimiiziin tekrar iiretilebilir olup olmadigini arastirdik.

Sekil 4.24A’da biyosensdre ait tekrar tiretilebilirlik kalibrasyon grafigi bulunmaktadir. Sekil
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4.24A’dan goriildiigi gibi tim biyosensorler benzer lineeriteye sahiptir ve relatif standart hata
%35.20 olarak hesaplanmistir. Elde edilen relatif standart hata kabul edilebilir tekrar
iretilebilirligi gostermektedir.

Biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilirligi, klinik acidan ¢ok Onemlidir. Boylece
biyosensor hazirlamak i¢in harcanan zaman azalir ve 6lglim maliyetleri diiser. Bu yiizden
biyosensoriin rejenerasyonu incelenmistir. Bu test ayrica biyosensoriin saglamligini
gostermektedir. Bu ylizden elektrotlar asidik kosullara maruz birakilir ve biyosensoriin cevabi
Olciiliir. Sekil 4.24B’den goriildiigii gibi biyosensor 5 dongii boyunca iyi sinyal gosterirken, 5
dongii sonunda elektrot yiizeyi bozulmustur.

Gelistirilen biyosensoriin uzun Omiirlii olmasi biyosensoriin basarisini gosteren bir
kriterdir. Bu yiizden hazirlanan biyosensorler buzdolabinda 10 hafta boyunca bekletildi. 7 hafta
bekleme sonucunda olgiilen %70.9’a diigmiistiir ve bu durum iyi stabiliteyi gostermektedir
(Sekil 4.24C).
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Sekil 4.24. Tekrar iiretilebilirlik denemesi sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A);
rejenerasyon (B); depolama 6mrii (C) sonuglari.
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e Biyosensor ile Ger¢ek Serum ve Tiikiiriikte IL-8 Analizi
Gelistirdigimiz biyosensorii denemek amaciyla gergek serum ve tiikiiriikte IL-8 antijeni
tayin edilmistir. Tiikiirlik ve serum numunelerinde biyosensor ile IL 8 tayin etmek i¢in 200 ve
50 kat seyreltilmistir. Biyosensor ile elde edilen sonuglar, ELISA kit sonuglar ile

karsilastirilmistir. Cizelge 2°de iki metot kullanilarak bulunan sonuglar karsilastirilmistir.

Cizelge 4.2. Gergek serum ve tiikiiriik IL 8 analiz sonuglari.

Ornek ELISA kit tespit = Biyosensor ile tespit % Fark % Relatif fark
edilen (pg/mL) edilen (pg/mL)
Thikdiriik 1 247,73 252,77 102,03 2,03
Thikiiriik 2 216,77 211,45 97,55 -2,45
Tikiiriik 3 392,38 387,96 98,87 -1,13
Thkiiriik 4 481,15 472,54 98,21 -1,79
Tiikiirtik 5 537,32 549,78 102,32 2,32
Serum 1 59,62 59,57 99,91 -0,09
Serum 2 26,33 25,99 98,71 -1,29
Serum 3 85,1 86,98 102,21 2,21
Serum 4 101,12 105,09 103,93 3,93
Serum 5 67,7 69,70 102,96 2,96
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4.4 Biyosensor 3 (Bio-3)

Bu boliimde elektrot materyali olarak ITO-PET yerine FTO-Cam’lar kullanilmistir. Bu
caligmada ara yiizey materyali olarak 3-(trietoksisilil)propil isosiyanat (IPTES) kullanilarak
hedef analit olarak interleukin 8’in tayin ve tespiti i¢in gelistirilmistir. Sekil 4.25’de biyosensor

3’e ait immobilizasyon semasi gosterilmektedir.
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Sekil 4.25. Biyosensor 3’e ait immobilizasyon semas.

Interleukin 8 tayini ve tespitinde kullanilacak tek kullanimlik FTO elektrotlar, 6ncelikle
yiizeylerinde organik kontaminasyon olasiligina karsi ITO elektrotlarda oldugu gibi ultrasonik
banyoda 10’ar dakika siire ile aseton-sabun ¢o6zeltisi ve saf su kullanilarak temizlendi. FTO
elektrotlarin iletkenligini arttirmak ve yiizeyde aktif hidroksil u¢ gruplari olusturmak suretiyle
bir sonraki adimda immobilizasyonlarin basariyla gerceklestirilmesi igin temiz ITO elektrotlar
1:1:5 oraninda sirasiyla NH4OH/H202/H20 igeren ¢ozeltinin igerisine daldirildi ve oda
sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakildi. Bir sonraki basamakta anti-IL 8’in elektrot
yiizeyine baglanarak elektrot yilizeyinde kendiliginden olusan ara yiizey tabakalar meydana
getirmek igin, elektrotlar toluende ¢oziilerek hazirlanan 3-(trietoksisilil)propil isosiyanat
(IPTES) ¢ozeltisine daldirilarak gece boyu inkiibasyona birakildi. Daha sonra yikanip nazikge
kurutulan elektrotlarin CV-EIS 6lgiimleri alindi. SAMs tabakalar1 olusturulmus bu elektrotlar

antikorlarin kovalent immobilizasyonuna hazir hale geldi. Elektrotlar anti-IL 8 antikor iceren
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fosfat tamponuna daldirilip inkiibasyona birakildi. Zayif baglanmis antikorlar1 uzaklastirmak
icin elektrotlar yikanip saf argon altinda nazikc¢e kurutuldu ve CV-EIS 6l¢iimleri alindi. Agik
uclar1 bloklama ajani olarak ise elektrotlara %0.5 BSA’da 1 saatlik inkiibasyon islemi
uygulandi ve yikanip kurutulan elektrotlarin CV-EIS Ol¢timleri alindi. Immobilizasyon
asamalarindan sonra hazir hale gelen elektrotlar, 8 farkli ve artan konsantrasyonda IL 8 igeren
fosfat tamponu ¢ozeltilerine inkiibasyona birakilmistir. Her elektrodun EIS ve CV &lglimleri
alinarak ve boylece IL 8 tayini i¢in biyosensor iiretilmis oldu. Biyosensoriin fabrikasyon
sirasinda immobilizasyon basamaklarina ait dongiisel voltamogramlarini ve impedans egrileri
sekil 4.26°de gosterilmektedir. Ayrica ylizeyde olusan bu degisimleri izlemek icin SEM ve
AFM cihazi kullanilarak morfolojik karakterizasyon yapilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.26. Biyosensor 3’iin immobilizasyon basamaklarina ait impedans egrileri (A) ve
dongiisel voltamogramlari (B).

Sekil 4.26A, ITO elektrotun farkli ylizey kosullarindaki Nyquist egrilerini
gostermektedir. IPTES tabakasinin bagari ile ITO elektrot yiizeyine immobilizasyonu, elektrot
yiizeyinde iletkenligi azalttiindan Ret degerinde artisa neden olmustur. Modifiye yiizeyler
tizerinde yiik transfer direnci beklendigi gibi temiz elektrottan daha fazladir, bu tabakanin
bloklayict etkisini gosterir. Anti-IL 8 antikorun immobilizasyonu sonucunda Rt degeri
artmistir, bu durum antikorlarin elektrot yiizeyine basarili bir sekilde immobilize oldugunu ve
protein yapisindan dolayi elektronlarin elektrot yilizeyine difiizlenmesini engelledigini gosterir.
Elektrotlarin BSA igeren fosfat tamponunda inkiibasyonundan sonra Rt degeri artmistir, bu
durum agikta kalan isosiyano gruplarin bloklandigini gostermektedir. Bu asamalardan sonra
elektrot IL 8 tayinine hazir hale gelmistir. IL 8 antijenin immobilizasyonundan sonra, antikor-

antijen etkilesimlerinden dolay1 Rct degeri artmistir. Bu etkilesimler yiizeydeki iletken olmayan
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tabakanin artmasina ve elektron transferinin zorlagsmasina neden olur. EK olarak, protein
immobilizasyonundan sonra R degerinde artis gozlenmesinin bir sebebi antikorun
makromolekiiler yapisindan dolayr engellemesidir. EIS verileri incelendiginde anti-IL 8
antikor, BSA ve IL 8 antijenin immobilizasyonun gerceklestigini gdstermektedir.

EIS o6l¢iimleri disinda, immunosensdriin fabrikasyon prosesi CV dl¢timleri kullanilarak
da incelenmistir. Sekil 4.26B’de goriildiigii gibi IPTES tabakasinin olusumundan sonra, SAMs
tabakasinin iletken olmayan yapisindan dolay1 pik akimi azalmistir. Elektrot ylizeyine anti-1L
8 antikor immobilizasyonu pik akiminda azalmaya gozlenmistir, bu antikorlarin elektrottan
elektrolit ara yiizeyine elektron transferine engel olan bir bariyer olusturdugunu gosterir. BSA
kullanarak bloklama isleminden sonra bosta kalan baglanma bdlgelerinin bloklanmasi ile pik
akimlar1 azalmistir. IL 8 antijenlerin elektrot yiizeyine immobilizasyonundan sonra antikor ve
antijen arasindaki spesifik etkilesimlerden dolay1 azalma g6zlenmistir.

Elektrot yiizeyinde IPTES kendiliginden olusan tabakalarin olustugunu ve antikorun
elektrot ylizeyine immobilizasyonun gergeklestigini izlemek icin ayrica FTIR ve Raman

Olgtimleri de yapilmustir. Sekil 4.27°de Bio-3 biyosensoriine ait FTIR ve Raman Spektrumlari

gosterilmektedir.
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Sekil 4.27. FTO elektrotlarin anti-IL 8 immobilizasyon 6ncesi ve sonrast FTIR ve Raman
spektrumlari.

IPTES ile modifiye edilmis tlizerinde izo siyonat aktif gruplari taliyan FTO elektrodun
anti-IL 8 ile immobilizasyon Oncesi (siyah) ve sonrasi (kirmizi) FTIR spektrumlar 4.27A ve
4.27°de verilmistir. Sekil 4.27A” da verilen spektrum incelendiginde en bariz sekilde 2265 cm’
1deki karakteristik izosiyonat piki gdze ¢arpmaktadir. Ayrica spektrumda 960 cm™ ve 1070

cm civarlarinda gézlemlenen pikler Si-O baglarma ve 1090 cm™ civarindaki piklerde Si-CH2
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baglarma atif edilmektedir. Ayrica spektrum iizerinde 1700 cm™’de karbonil pikleride
gozlemlenmektedir. Sekil 4.27A” da bulunan spektrumda bulunan bu pikler elektrot yiizeyinde
olusan tek tabakali IPTES’ in varliginin kimyasal olarak kanitidir (Ozmen ve ark. 2009). IPTES
ile SAM tabakalar1 olusturulmus elektrotlarin anti- IL 8 immobilizasyonu sonrasindaki FTIR
spektrumu sekil 4.27B de verilmistir. Bir onceki spektrum ile karsilastirildiginda siyano
piklerinin ortadan kaybolmas1 ve amid baglarinin gézlemlenmesi IPTES ile kaplanmis elektrot
ylizeyin anti- IL 8’ in baglandiginin en biiyiik kanitidir. Elektrot ylizeyindeki olusan ara yiizey
materyali ile anti-IL 8 arasindaki kimyasal etkilesimler ayrica Raman spektroskopisi yardimi
ilede incelenmistir. FTO elektrotlarin anti-IL 8§ ile immobilizasyon Oncesi (siyah) ve sonrasi
(kirmiz1) spektrumlart sirastyla sekil 4.27 C ve D’ de verilmistir. Sekil 4.27C’de FTIR
spektrumuna benzer pikler gozlemlenirken, antikorlarin IPTES modifiye elektrot yiizeyine
immobilizasyonundan sonra, 1635 cm® ve 1584 cm™¥’de pikler gdzlenmis ve bu pikler
proteindeki amid baglarina atif edilmektedir (Sekil 4.27D).

Sekil 4.28°te FTO elektrotlarin her immobilizasyon basamagindan sonra SEM ve AFM
goriintiileri bulunmaktadir. Sekil 4.28A ve 4.28B’de goriildiigii gibi hidroksillenmis FTO
elektrot ylizeyi Onceki calismalarda kullanilan hidroksillenmis ITO-PET’ler ile
karsilastirildiginda daha piiriizlii bir yapida goriinsede ortalama roughness (Ra) degeri oldukga
diisiik seviyelerde (19.4 nm) Olcililmistiir. IPTES ylizey modifikasyonundan sonra, FTO
elektrot yiizeyinin gorintiisiinde kokli bir degisiklik olmaz iken bu durum olusan IPTES
monolayer tabakanin homojen oldugunun bir gostergesidir ve ortalama piiriizliiliik degeri (Ra)
25.4 nm olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.28C ve 4.28D). Anti-IL 8 antikorunun IPTES modifiye
elektrot yiizeyine immobilizasyonundan sonra yiizey morfolojisi biiyiik 6l¢lide degismistir ve
bu degisim hem SEM hemde AFM goriintiilerinde gézlenmektedir (Sekil 4.28E ve 4.28F). Bu
basamaktaki elektrotun ortalama piriizliilik degeri 52.9 nm olarak olg¢iilmiistir ve Ra
degerindeki artig antikorlarin yiizeye baglandigmmin bir kamitidir. BSA ile bloklama
isleminden sonra, elektrotun hem SEM goriintiisii hemde AFM goriintlisii  Onceki
calismalardakine benzer sekilde yiizeyin daha smooth bir hal aldigin1 ortaya koymaktadir (Sekil
4.28G ve 4.28H). Bu basamaktaki piiriizliilik degeri 36.1 nm olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.28. Her bir immobilizasyon basamagindaki elektrot yiizeylerinin SEM ve AFM
goriintiileri; hidroksillenmis FTO elektrotu (A ve B); ara yiizey modifikasyonu sonrasi (C ve
D); antikor immobilizasyonu sonrasi (E ve F); BSA ile bloklama sonras1 (G ve H); Antikor-
antije etkilesim sonrasi elektrot yiizey goriintiisii (I ve J).

Antikor-antijen etkilesiminden sonra, Sekil 4.281 ve 4.28J’de globuler yapilar

gozlemlenirken yiizey morfolojisindeki bir miktar degisim ortalama piiriizliiliik degerindeki az

miktardaki artis (56.1 nm) ile AFM goriintiileri ve dlglimleri ile bu sonucu desteklemektedir.
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4.4.1. Biyosensor 3’iin Optimizasyon Basamaklar

Elektrot ylizeyinde biyotanima elementlerinin immobilizasyonu i¢in diizgiin bir
kendiliginden olusan tek tabakalarin olusabilmesi ve olusan bu tabakanin her caligmada
tekrarlanabilmesi, biyosensoriin iyi bir performans saglamasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu

sebeple, SAMs olusumu i¢in 3 farkli konsantrasyonda (0.25%, 0.5% ve 1%) IPTES kullanilarak

biyosensor liretilmistir.
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Sekil 4.29. Biyosensor 3’lin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A)
IPTES konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu (B); antikor inkiibasyon siiresi (C); antijen
inkiibasyon siiresi (D).

Sekil 4.29A’da goriildiigii gibi %0.25 konsantrasyonunda IPTES kullanildiginda
diizglin sinyaller alinmamistir. %0.5 ve %]1.0 konsantrasyonlarda IPTES kullanilarak
hazirlanan biyosensorlere ait sinyaller karsilastirildiginda, %0.5 IPTES konsantrasyonunda
maksimum sinyale ulasilmistir. Biyosensoriin hassasiyeti bilyiik 6lgiide kullanilan anti-IL 8
antikor konsantrasyonuna baglidir. Bu sebeple 3 farkli konsantrasyonda (2.5 ng/mL, 5 ng/mL
ve 10 ng/mL) antikor kullanilmistir. Sekil 4.29B’de goriildiigi gibi 10 ng/mL ve 2.5 ng/mL
konsantrasyonunda anti-IL 8 antikor kullanildiginda elde edilen sinyal benzerdir ve maksimum

sinyal 5 ng/mL konsantrasyonunda anti-IL 8 antikor kullanildiginda elde edilmistir.
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Sekil 4.30. Biyosensor 3’tin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
antikor inkiibasyon siiresi (A); antijen inkiibasyon siiresi (B).

Diger optimizasyon parametresi ise biyotanima elementi inkiibasyon siiresidir. Bu
parametre antikorun elektrot ylizeyine baglanma etkisini etkilediginden olduk¢a 6nemlidir. Bu
yiizden IPTES modifiye FTO elektrot anti-IL 8 antikor igeren fosfat tamponunda 3 farkli siirede
(30, 45, 60 dk) inkiibe edilmistir. Sekil 4.25C’de goriildiigli gibi tiim inkiibasyon siirelerinde
benzer sinyaller alinmistir. Bu yiizden R? degeri gz oniinde bulunduruldugunda 45 dk optimum
inkiibasyon siiresi olarak se¢ilmistir. Son optimizasyon parametresi IL 8 antijen inkiibasyon
stiresidir. Bu yiizden iiretilen elektrotlar 30, 45 ve 60 dk IL 8 antijen igeren fosfat tamponuna
daldirilmis ve elektrotlarin verdikleri cevap Ol¢iilmiistiir. Kisa inkiibasyon siireleri IL 8
antijenin baglanmasi i¢in yeterli degildir. Bu yiizden 60 dk optimum inkiibasyon siiresi olarak

secilmistir (Sekil 4.30B).

e Lineer Tayin Araligimin Optimizasyonu
Immunosensériin analitik performansini incelemek igin, optimum deneysel kosullar
altinda farkli konsantrasyonunda IL 8 standart ¢ozeltileri ol¢lilmiistiir. Boylece biyosensoriin
lineer araligi tespit edilmistir. Lineer aralik gelistirilen bir biyosensoriin Olgebildigi

konsantrasyon araligini gosterir.
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Sekil 4.31. Farkl1 IL 8 konsantrasyonlari kullanilarak elde edilen lineer tayin aralik grafigi (B);
Impedans (A); dongiisel voltametri (C); sabit frekans impedans (D) 6l¢iim sonuglart.

Sekil 4.31A ve 4.31C, artan IL 8 konsantrasyonu kullanarak hazirlanan biyosensorlerin
impedans spektralarim1 ve doniisiimlii voltammogramlarin1 gostermektedir. Artan IL 8
konsantrasyonlar1 Ret degerinde artmaya ve pik akimlarinda azalmaya neden olmaktadir. Bu
artma ve azalmanin nedeni proteinlerin elektrot yilizeyine baglanmasiyla elektrot yiizeyindeki
tabakanin artmasidir. Boylece anti-IL 8 antikor — IL 8 antijen kompleksinin miktar1 artmistir ve
bu durum elektrot ara yiizeyinde ger¢eklesen redoks probunun elektron transfer reaksiyonun
baskilanmasina neden olmustur. Immunosensér cevabr ile artan IL 8 konsantrasyonu arasinda
0.04 pg/mL — 2 pg/mL araliginda lineer bir korelasyon bulunmustur (Sekil 4.31B). Bu
biyosensoriin tespit limiti (LOD) 10,6 fg/mL ve 6l¢tim limiti 35,3 fg/mL’dir.

e Sabit Frekans impedans (SFI)

Anti-IL 8 ve IL 8 antijen arasindaki spesifik baglanma sabit bir frekansta izlenebilir. Bu
islem zamana kars1 toplam impedansin belli bir frekansta izlenmesi ile gergeklestirilir. SFI’de
kullanilacak sabit frekans Bode egrisinden segilmistir. Bio-3’e ait sabit frekans 6l¢timii sekil
4.31D’de gosterilmistir. Sekil 4.31D incelendiginde impedansta artis (pembe) gozlenmistir ve

bu artis anti-IL 8 ve IL 8 antijen arasindaki spesifik baglanmay1 kanitlamaktadir.
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e Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, rejenerasyon, raf 6mrii calismasi

Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin basar1 kriterlerinden biridir. Bu dogrultuda 0.75
pg/mL konsantrasyonunda IL-8 kullanarak ve yaptigimiz tiim optimizasyon ¢aligmalarini goz
onilinde bulundurarak, 20 farkli elektroda ait sinyaller ol¢iildii. Relatif standart hata %5.57

olarak hesaplandi. Bu sonu¢ kabul edilebilir tekrarlanabilirligi gostermektedir.

Tekrar iiretilebilirlik biyosensoriin diger bir basari kriteridir. Bu baglamda yaptigimiz ¢alismay1
10 kez tekrar ederek biyosensortin tekrar tiretilebilir olup olmadigini arastirildi. Sekil 4.32A°da
biyosensore ait tekrar {retilebilirlik kalibrasyon grafigi bulunmaktadir. Sekil 4.32A’dan

goriildiigli gibi tiim biyosensorler benzer lineeriteye sahiptir ve relatif standart hata %6.15

olarak hesaplanmistir. Elde edilen relatif standart hata kabul edilebilir tekrar iretilebilirligi

gostermektedir.
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Sekil 4.32. Tekrar iiretilebilirlik denemesi sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A);
rejenerasyon (B); depolama omrii (C) sonuglari.

Biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilirligi, klinik agidan ¢ok ©nemlidir. Bdylece

biyosensor hazirlamak i¢in harcanan zaman azalir ve 6l¢iim maliyetleri diiser. Bu yiizden
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biyosensoriin rejenerasyonu incelenmistir. Bu test ayrica biyosensoriin saglamligini
gostermektedir. Bu ylizden elektrotlar asidik kosullara maruz birakilir ve biyosensdriin cevabi
Olctliir. Sekil 4.32B’den goriildiigl gibi biyosensor 3 dongii boyunca iyi sinyal gosterirken, 3
dongii sonunda elektrot ylizeyi bozulmustur.

Gelistirilen biyosensoriin uzun Omiirlii olmasi biyosensoriin basarisin1 gosteren bir
kriterdir. Bu yiizden hazirlanan biyosensdrler buzdolabinda 10 hafta boyunca bekletildi. 5 hafta
bekleme sonucunda 6lgiilen %73.39’a diismiistiir ve bu durum iyi stabiliteyi gostermektedir
(Sekil 4.32C).

e Biyosensor ile Gercek Tiikiiriikte IL 8 Analizi
Gelistirdigimiz biyosensorii denemek amaciyla gercek tiikiiriikte 1L-8 antijeni tayin
edilmistir. Elde edilen sonuclar ELISA kit ile karsilagtinnlmistir. ¢izelge 4.3’de de gorildiigii

gibi sonuglar birbiri ile uyumludur.

Cizelge 4.3. Gergek tiikiiriik IL 8 analiz sonuglari.

Ornek Biyosensor sonuclari ELISA kit sonucu % Relatif Farklihk
(pg/mL) (pg/mL)

Tiikdrik 1 1,22 1,24 -1,12

Tikdiriik 2 1,07 1,08 -1,40

Tikirik 3 1,30 1,31 -0,71

Tikirik 4 1,63 1,60 1,40

Tikirik 5 1,80 1,79 0,33
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4.5. BIYOSENSOR 4 (BiO-4)

Bu boliimde biyosensor iiretimi igin FTO-CAM elektrot, ara yilizey materyali 3-
fosfonopropiyonik asit (PHP) ve antikor- antijen ¢ifti Anti-IL lo ve IL la segilmistir. Sekil
4.33’de biyosensor 4 {in Uretimine ait immobilizasyon semas1 ayrintili bir sekilde

gosterilmektedir.

FTO-CAM

8 H
yog

& :-OH ‘ﬂ"’ : Anti - IL-1a g‘:} :Sigir serum albiimin ﬂ,ﬁ‘& :L-1a :°3-fosfonopropiynoik asit

95

‘ H

- o 0=P,
Antijen A

st

Grup  Antikor (BSA)
Sekil 4.33. Biyosensor 4’e ait immobilizasyon semasi.

Biyosensor 4’lin immobilizasyon adimlart sekil 4.33’den de goriildiigii gibi bir
oncekilerine benzemektedir. Interleukin la (IL la) tayini ve tespitinde kullanilacak tek
kullanimlik FTO elektrotlar, dncelikle yiizeylerinde organik kontaminasyon olasiligina kars1
ultrasonik banyoda 10’ar dakika siire ile aseton-sabun ¢o6zeltisi ve saf su kullanilarak
temizlendi. Elektrotlarin iletkenligini arttirmak, yiizeyde aktif -OH uglar1 olusturmak suretiyle
bir sonraki adimda immobilizasyonlarin basariyla gerceklestirilmesi igin temiz FTO elektrotlar
1:1:5 oraninda sirasiyla NH4OH/H202/H20 igeren ¢ozeltinin igerisine daldirildi ve oda
sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakildi. Yiizeyinde aktif -OH ug¢ gruplari bulunan
elektrotlar SAMs tabakalarini meydana getirmek icin DMSO-saf su (1:1) karisiminda ¢6ziilerek
hazirlanan 3-fosfonopropiyonik asit (PHP) ¢ozeltisine daldirilarak gece boyu inkiibasyona

birakildi. Daha sonra yikanip kurutulan elektrotlarin CV-EIS 6l¢timleri alindi. SAMs tabakalari
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olusturulmus bu elektrotlar antikorlarin kovalent immobilizasyonuna hazir hale geldigi igin bir
sonraki basamakta anti-IL 1la antikor iceren fosfat tamponuna daldirilarak inkiibasyon i¢in
gerekli stire kadar bekletildi. Zayif baglanmis antikorlari uzaklastirmak igin elektrotlar her
basamak sonrasinda oldugu gibi yikanip saf argon altinda kurutuldu ve CV-EIS olglimleri
alind1. Elektrot yilizeylerindeki serbest asit u¢ gruplart %0.5 BSA ¢ozeltisinde inkiibasyona
birakilarak bloklama islemi gerceklestirildi ve yikanip kurutulan elektrotlarin CV-EIS
Ol¢timleri yapildi. Immobilizasyon asamalarindan sonra hazir hale getirilen elektrotlar, 8 farkl
ve artan konsantrasyonda IL la igeren fosfat tamponu ¢ozeltilerine inkiibasyona birakilmustir.
Her elektrotun EIS ve CV ol¢iimleri alinmis ve boylece IL la tayini i¢in biyosensor iiretimi
gerceklestirilmistir. Biyosensoriin fabrikasyon sirasinda immobilizasyon basamaklarina ait
dongiisel voltamogramlarin1 ve impedans egrileri sekil 4.34°da verilmistir. Ayrica yiizeyde
olusan bu degisimleri izlemek i¢cin SEM ve AFM cihazi kullanilarak morfolojik karakterizasyon

yapilmustir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.34. Biyosensor 4’iin immobilizasyon basamaklarina ait impedans egrileri (A) ve
dongiisel voltamogramlari (B).

Sekil 4.34’da goriildiigli gibi goriildiigii gibi hidroksillenmis ITO elektrot kiigiik Rt
degerine sahiptir ve Ret degeri PHP’nin hidroksillenmis elektrot yiizeyine kendiliginden
tabakalanmasi ile artar. Bu artis elektrot yilizeyinde yogun, 1yi diizenlenmis SAM tabakalarinin
olustugunu gosterir. Bu artis tabakada bulunan negatif ytiklii karboksil gruplari ile negatif ytiklii
redoks probunun birbirini itmesinden kaynaklanir. PHP nin u¢ kisimlarinda bulunan karboksil
gruplariin aktivasyonundan sonra R¢t degerinde artma gozlenmistir. Bunun sebebi karboksil
uclarin NHS-EDC kimyasi ile aktiflenmesi sonucunda elektrot yiizeyinde tabaka kaliginin

artmasi ve redoks probun yiizeye daha zor difiizlenmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica EC
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kullanarak negatif yiikli grup aktivasyonu negatif gruplarin uzaklagsmasina neden
oldugundanimpedansta artig gézlenmistir. Anti-IL 1a antikorlar PHP nin karboksil ucuna amid
bagi vasitasiyla baglanir, negatif yiiklii redoks probunu iter ve ITO elektrot yiizeyinde yalitkan
bir tabaka olusur ve boylece yar1 daire gap1 yani Ret degeri artar. ITO yiizeyinde bulunan aktif
karboksil gruplarinin elektrot ylizeyinde olusabilecek nonspesifik etkilesimlere engel olmak
tizere BSA ile bloklanmasindan sonra, Rt degerinde artis gozlenmistir. Son basamakta anti-I1L
la antikor ile IL 1a antijen arasindaki etkilesimden sonra Ret degeri artmistir.

EIS 6l¢timlerine ek olarak basamak basamak modifikasyon islemi CV o6l¢iimleri ile de
izlenmigtir. Sekil 4.34B’de goriildigi gibi hidroksillenmis ITO elektrot iizerinde PHP
kendiliginden olusan tabakalar olustuktan sonra aktif olmayan karboksil uglarin elektrot
yiizeyinde gerceklesen elektron transfer reaksiyonlarimi zorlastirdigindan dolayr pik
akimlarinda bir diislis gézlenmistir. PHP modifikasyonundan sonra elektrot uglarinda yer alan
karboksil gruplarinin aktivasyonundan sonra, aktif karboksil gruplari ile negatif yiikli redoks
ciftinin arasinda olusan itici etkilesimlerden dolay: pik akimlar1 azalmistir. Fakat sirasiyla anti-
IL lo antikorun, BSA’nin ve IL la antijenin immobilizasyonundan sonra yilizeyde olusan
yalitkan tabakanin artmasiyla elektron transferi engellendiginden pik akimlar azalmistir. CV
Olctimleri sonuglart EIS 6l¢timleri sonuglari ile uyumluluk igindedir.

Yiizeyde PHP SAMs tabakalarin olustugunu ve antikorun elektrot ylizeyine
immobilizasyonun gerceklestigini izlemek i¢in ayrica FTIR ve Raman spekral ol¢iimleri de
yapilmustir. Sekil 4.35’da Bio-4 biyosensoriine ait PHP ile modifiye edilmis elektrotlarin anti-

IL 1a ile immobilizasyon oncesi ve sonrast FTIR ve Raman spektrumlar: verilmistir.
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Sekil 4.35. PHP ile modifiye edilmis elektrotlarin anti- IL la ile immobilizasyon oncesi ve
sonrast FTIR ve Raman spektrumlari.
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PHP modifiye edilmis FTO elektrotun anti-IL 1o ile immobilizasyon dncesi ve sonrasi
FTIR spektrumlar1 4.35A ve 4.35B’de gosterilmistir. Sekil 4.35A” da elektrot ylizeyinde PHP
SAMs tabakanin olustugunun kimyasal olarak en biiyiik kanit1 olan fosfanat pikleri yayvan bir
sekilde 2550-2700 cm™’de, karbonil C=0 pikleri ise 1700 cm™civarinda gdzlemlenmistir.
(Aydin and Sezgintiirk 2018; Daasch and Smith 1951; Luschtinetz et al. 2007). Antikor
immobilizasyonu sonrasindaki spektrumda (4.35B) gdzlemlenen 1650 cm ™t and 1548 cm ™t deki
pikler yiizeye baglanan antikorlar ile PHP arasinda olusan amid baglarini atif edilmektedir
(Aydm ve ark. 2017; Kong ve Yu 2007). Immobilzasyonlar sirasinda gergeklesen kimyasal
etkilesimleri gostermek i¢in Raman analizleri yapilmistir. FTO elektrotlarin anti-IL la ile
immobilizasyon Oncesi (siyah) ve sonrasi (kirmizi) sirastyla sekil 4.35 C ve D’ de verilmistir.
Sekil 4.35C’de FTIR spektrumuna benzer pikler gézlemlenirken, immobilzasyon sonrasinda
ara yiizey ile antikor arasinda olusan amid bagina ait pikler1600 cm™ ve 1565 cm™’civarinda
gozlemlenmistir (Sekil 4.35D).

Sekil 4.36’de elektrotun her immobilizasyon basamagindan sonra SEM ve AFM
goriintlileri verilmistir. Bu ¢alismada bir Onceki calismaya benzer sekilde immobilizasyon
basamaklarina sahip oldugundan hidroksillenemis FTO’lara ait goriintiiler verilmemistir. Sekil
4.36A ve 4.36B’de PHP ile yiizey modifikasyonu sonrasindaki elektrotlarin yiizey goriintiileri
bulunmaktadir. Goriintiilerde ylizeyde ince bir SAMs tabakasinin olusumu beklendiginden
oldukca diizgiin ve homojen bir goriiniim s6z konusudur ve elektrot yiizeyinin Ra degeri bir
onceki biyosensor ¢alismasina (Bio-3) benzer diisiik, bir degerde 18.4 nm 6l¢iilmiistiir. Anti-
IL 1o antikorunun PHP modifiye elektrot yilizeyine immobilizasyonundan sonra yiizeyde net
bir degisim goriilmektedir (Sekil 4.36C ve 4.36D) ve bu durumu yiizeyin ortalama piirtizlilik
degerindeki artis desteklemektedir (46.5 nm). Bu aym zamanda yiizeye antikorlarin
baglandiginin bir gostergesidir. BSA ile bloklama islemi sonrasinda yiizey diger ¢aligmalardaki
gibi daha diizgiin bir goriiniime sahiptir (Sekil 4.36E ve 4.36F) ve Ra degeri 18.5 nm olarak
Ol¢iilmiistiir. Antikor-antijen etkilesiminden sonra, Sekil 4.36G ve 4.36H’de globuler yapilar
gozlenmistir. Bu basamaktaki Ra degeri 39.1 nm’dir. Elektrot yiizeyinde olusan farkliliklar,

elektrot modifikasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.36. Her bir immobilizasyon basamagindaki elektrot yiizeylerinin SEM ve AFM
goriintlileri; ara yiizey modifikasyonu sonrasi (A ve B); antikor immobilizasyonu sonras1 (C ve
D); BSA ile bloklama sonrasi (E ve F); Antikor-antije etkilesim sonrasi elektrot yiizey
gorintiisii (G ve H).

4.5.1. Biyosensor 4’iin Optimizasyon Basamaklari

Elektrot ylizeyinde biyotanima elementlerinin immobilizasyonu i¢in diizgiin bir
kendiliginden olusan tek tabakalarin olusabilmesi ve olusan bu tabakanin her c¢alismada
tekrarlanabilmesi, biyosensoriin iyi bir performans saglamasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Ayrica
SAMs olusumu biyotanima elementinin immobilizasyonu i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu
sebeplerden dolay1i, SAMs olusumu i¢in 3 farkli konsantrasyonda PHP kullanilmigtir. Sekil
4.37A’da goriildiigi gibi 0.1 mM ve 0.05 mM PHP kullanilarak elde edilen sinyal benzerdir ve
0.025 mM kullanilarak elde edilenden daha yiiksektir. Bu yiizden maliyeti diigiirmek igin
deneyler sirasinda 0.05 mM PHA kullanilmistir. Biyosensoriin hassasiyeti biiylik 6lciide
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kullanilan anti-IL 1o antikor konsantrasyonuna baglidir. Bu sebeple 3 farkli konsantrasyonda
antikor kullanilmistir. Sekil 4.37B’de goriildiigi gibi 0.4 ng/mL konsantrasyonunda anti-IL 1o
antikor kullanildiginda elde edilen sinyal diisiiktiir; 2 ng/mL ve 5 ng/mL anti-IL 1o antikor
kullanildiginda elde edilen sinyal benzerdir ve maksimum sinyal 2 ng/mL konsantrasyonunda
anti-IL 1a antikor kullanildiginda elde edilmistir. Diger optimizasyon parametresi ise
biyotanima elementi inkiibasyon siiresidir. Bu parametre antikorun elektrot yiizeyine baglanma
etkisini etkilediginden oldukca 6nemlidir. Bu yiizden PHP modifiye ITO elektrot anti-IL 1a
antikor igeren fosfat tamponunda 3 farkli siirede (30, 45, 60 dk) inkiibe edilmistir. Sekil
4.38A’de goriildiigi gibi 30 dk ve 45 dk antikorlarin baglanmasi i¢in yeterli degildir.

A) ®0.1mM =y=1.532x + 0.163 R?=0.989 B) @®5.0 ng/mL= y=1.611x + 0.055 R2=0.9743
@®0.05mM  =y=1562x + 0.185 R>=0.981 ©2.0 ng/mL= y=1.562x + 0.185 R2=0.9811
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Sekil 4.37. Biyosensor 4’lin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A)
PHA konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu (B); antikor inkiibasyon siiresi (C); antijen
inkiibasyon siiresi (D).

En yiiksek sinyal 60 dakikada elde edildiginden dolay1 60 dakika optimum inkiibasyon
stiresi olarak se¢ilmistir. Son optimizasyon parametresi IL 1o antijen inkiibasyon siiresidir. Bu
yiizden iiretilen elektrotlar 30, 45 ve 60 dk IL 1a antijen igeren fosfat tamponuna daldirilmis ve
elektrotlarin verdikleri cevap dlciilmiistiir. Kisa inkiibasyon siiresi IL 1o antijenin baglanmasi

icin yeterli degildir. Fakat 45 ve 60 dk inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen sinyaller
benzerdir ve bu yiizden 45 dk optimum olarak secilmistir (Sekil 4.38B).
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Sekil 4.38. Biyosensor 4’tin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
antikor inkiibasyon siiresi (A); antijen inkiibasyon siiresi (B).

e Lineer Tayin Arahiginin Optimizasyonu

Lineer aralik gelistirilen bir biyosensoriin 6l¢ebildigi konsantrasyon araligini gosterir.
Optimum kosullar altinda EIS o6lgiimleri tespit limiti, 6l¢iim limiti ve lineer tespit araligin
belirlenmesinde kullanilmistir. Lineer tespit araliginin tespiti i¢in hazirlanan ITO elektrotlar 8
farkli IL la konsantrasyonundaki PBS tamponunda inkiibe edilmis ve EIS-CV ol¢limleri
gerceklestirilmistir. Nyquist egrileri ve doniisiimlii voltammetri sonuglar1 sekil 4.39’te
gosterilmistir.

Sekil 4.39A°dan de goriildiigii gibi Ret degerleri ile IL 1a konsantrasyonlari arasinda bir
baglilik vardir. IL 1a antijen konsantrasyonlari arttik¢a, Ret degerleri artmistir fakat pik akimlari
azalmistir (Sekil 4.39C). Bunun sebebi, spesifik tanima olaylarimin artmasi elektrolit
soliisyondan elektrot yiizeyine redoks prob transferini engellemesidir. Immunosensér cevabi ile
artan IL la konsantrasyonu arasinda 0.02 pg/mL — 2 pg/mL araliginda lineer bir korelasyon
bulunmustur (Sekil 4.39B). Bu biyosensoriin tespit limiti (LOD) 6 fg/mL ve 6l¢iim limiti 19
fg/mL’dir.

75



A) -0 FTO/PHP/NHS-EDC/Anti-IL 1o /BSA B)
~@- FTO/PHP/ NHS-EDC/ Anti-IL 1o /BSA /IL 1ot
#pgiml. 351 8
= L 0.02 pg/mL _
5 E 257 s
= $ 20
1.0 .0 -
g < PP
£ g 15 &
N < A
0.5 1.0 4 s
0.5 o y=1.594x+0.182
5 D
o R2=0.992
10 20 30 05 10 15 2.0 255
Zreal (kohm) IL 1o (pg/mL)
@) —O- FTO/PHP/ NHS-EDC/ Anti-IL 1a /BSA D) @ impedansdaki degigim
~@- FTO/PHP/ NHS-EDC/ Anti-IL 1o /BSA /IL 1ot @ Faz aisindaki degisim
0.5 2.30+ -0.0°
T € -200°8
< 0.0 £ 200°C
= Q -
£ = =3
5 g 2201 -40.0°N
< - 0.02 pg/mL £ o
N
A | -60.0°
2 pg/mL
-15 T T T T 2.10+— : : 80.0°
-05 0.0 0.5 1.0 0.0 1.0 2.0 3.0
Vf [V vs. Refl] Time (ks)

Sekil 4.39. Farkli IL 1o konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen lineer tayin aralik grafigi
(B); Impedans (A); dongiisel voltammetri (C); sabit frekans impedans (D) él¢iim sonuglar.

e Sabit frekans Impedans (SFI)
Anti-IL 1a ve IL 1o antijen arasindaki spesifik baglanma sabit bir frekansta izlenebilir.
Bu islem zamana kars1 toplam impedansin belli bir frekansta izlenmesi ile gerceklestirilir.
SFI’de kullanilacak sabit frekans Bode egrisinden se¢ilmistir. Bio-4’e ait sabit frekans l¢limii
sekil 4.39D’de gosterilmistir. Sekil 4.39D incelendiginde impedansta artis (pembe)
gbzlenmistir ve bu artis anti-IL la ve IL la antijen arasindaki spesifik baglanmayi
kanitlamaktadir.
e Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, rejenerasyon, raf 6mrii calismasi
Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin basar kriterlerinden biridir. Bu dogrultuda lineer
araligimizin orta noktasindaki IL-1a konsantrasyonu (0.25 pg/mL) kullanarak ve yaptigimiz
tim optimizasyon ¢alismalarini goz oniinde bulundurarak, 20 farkli elektroda ait sinyalleri
Olctiik. Relatif standart hata %4.85 olarak hesaplanmistir. Bu sonu¢ kabul edilebilir

tekrarlanabilirligi gostermektedir.
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Sekil 4.40. Tekrar iretilebilirlik denemesi sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A);
rejenerasyon (B); depolama 6mrii (C) sonuglari.

Tekrar tiretilebilirlik biyosensoriin diger bir basari kriteridir. Bu baglamda yaptigimiz
calismay1 10 kez tekrar ederek biyosensoriimiiziin tekrar iiretilebilir olup olmadigini arastirdik.
Sekil 4.40A’da biyosensdre ait tekrar tretilebilirlik kalibrasyon grafigi bulunmaktadir. Sekil
4.40A’dan goriildiigii gibi tiim biyosensorler benzer lineeriteye sahiptir ve relatif standart hata
%2.65 olarak hesaplanmistir. Elde edilen relatif standart hata kabul edilebilir tekrar
tiretilebilirligi gostermektedir.

Biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilirligi, klinik agidan c¢ok oOnemlidir. Boylece
biyosensor hazirlamak i¢in harcanan zaman azalir ve 6lgiim maliyetleri diiser. Bu yiizden
biyosensoriin rejenerasyonu incelenmistir. Bu test ayrica biyosensoriin  saglamligin
gostermektedir. Bu yiizden elektrotlar asidik kosullara maruz birakilir ve biyosensoriin cevabi
Olctliir. Sekil 4.40B’den goriildiigl gibi biyosensor 5 dongii boyunca iyi sinyal gosterirken, 5

dongii sonunda elektrot yiizeyi bozulmustur.

77



Gelistirilen biyosensoriin uzun Omiirlii olmas1 biyosensoriin basarisini gosteren bir
kriterdir. Bu yiizden hazirlanan biyosensdrler buzdolabinda 10 hafta boyunca bekletildi. 9 hafta
bekleme sonucunda 6l¢iilen %37°a diismiistiir ve bu durum iyi stabiliteyi gostermektedir (Sekil
4.40C).

e Biyosensor ile Gerg¢ek Tiikiiriikte IL-1a Analizi
Gelistirdigimiz biyosensorii denemek amaciyla gercek serum ve tiikiiriikte IL-1a
antijeni tayin edilmistir. Tlkiiriik numunelerinde biyosensor ile IL la tayin etmek igin 200
seyreltilmistir ve tizerine belli miktarda IL-1a antijeni eklenmistir. Eklenen konsantrasyonlar

ve elde edilen sonuglar cizelge 4’te gosterilmistir. Elde edilen sonucglar kabul edilebilir

diizeydedir; geri kazanim %96.66-%105.39 arasindadir.

Cizelge 4.4. Tiikiirik IL 1o analiz sonuglari

Ornek Biyosensor sonuglar1 = Eklenen IL-le Biyosensor ile % Geri % Relatif
(pg/mL) (pg/mL) bulunan toplam = Kazamim Farkhihk
Tikdriik 1 1,10 0.20 1,33 102,03 +2,03
Tikdiriik 2 0,67 0.20 0,89 102,67 +2,67
Tikiiriik 3 1,00 0.20 1,2 100,16 +0,16
Tikirik 4 0,67 0.20 0,87 100,58 +0,58
Tikiiriik 5 0,32 0.20 0,52 101,47 +1,47
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4.6. BIYOSENSOR 5 (BiO-5)

Bu bolimdeki g¢aligmada protein gibi yapilarin ¢ok rahat ve etkili bir sekilde
baglanabildigi poli(glisidil metkrilat) (PGMA) polimerinin ara yiizey materyali olarak
kullanildig1 ve antijen IL- 1o nin tayin ve tespitinde kullanilacak biyosensor liretimi igin ¢esitli
elektrot modifikasyonlar1 yapilmistir. Sekil 4.41°te biyosensor 5’°e ait elektrotlarin hazirlanmasi

ve biyosensoriin immobilizasyon semasi gosterilmektedir.
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Sekil 4.41. Biyosensor 5’e ait immobilizasyon semasi.

Immobilizasyon semas: incelendiginde ve onceki c¢alismalar ile karsilastirildiginda
(Biol-4) ¢ok daha az sayida immobilzasyon basamagi oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada
hem immobilizasyon basamak sayisinin minumum sayida kalmast hemde c¢ok kisa siirelerde
pratik bir sekilde polimer kapli elektrotlarin hazirlanmasi hedeflenmistir. Bu amag
dogrultusunda ticari olarak satilan molekiil agirligt nispeten diisiik ve konvansiyonel
coziiclilerde rahat bir sekilde c¢oziinlierek uygulama kolayligi sunan lineer poli(glisidil
metkrilat) (PGMA) polimeri tercih edilmistir. Tek kullanimlik elektrotlarin hizli bir sekilde ara
yiizey materyali ile kaplanmasi i¢in daldirmak yerine spin coating yontemi tercih edilmistir.

Spin coating yontemi elektrot fabrikasyonunda siklikla kullanilan bir yontemdir. Tek
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kullanimlik biyosensor olarak kullanacak ITO elektrotlar hazirlanirken, 6ncelikle elektrotlarin
yiizeyinde bulunan organik kontaminasyonlart uzaklagtirmak i¢in ultrasonik banyoda
temizleme islemi yapilmistir. Temizlenen elektrot yiizeylerine kaplanacak polimer ¢ozeltisinin
konsantrasyonu farkli denemeler sonrasinda optimize (PGMA polimer/Aseton; 0.5 mg/1 mL)
edilmistir. Hazirlanan polimer ¢ozeltisi spin coating cihazi yardimiyla 10 pl ‘lik damlalar
seklinde damlatilarak oda sicakliginda ITO-PET elektrotlara kaplama islemi
gerceklestirilmistir. Kaplama yapilirken uygulanan kaplama hizi 1000 rpm ve toplamda her bir
elektrot i¢in 60 saniye dondiiriilerek kaplama islemi yapilmistir. Aseton hizli bir sekilde
buharlasabilen bir ¢oziicli oldugundan hazirlanan elektrotlarin ekstra kurutulmasina ihtiyag
duyulmamistir ve ozellikle bu yiizden tercih edilmistir. Imobilizsayon basamaklarina
gelindiginde minumum sayida yani {i¢ basamakta biyosensor tiretimi gerceklestirilebilmektedir.
[k basamakta diger ¢alismalardan farkli olarak yiizeyler epoksi halkalari tagiyan polimer film
tabakalar1 kapli oldugu i¢in antikorlarin kovalent immobilizasyonuna hazir durumdadir ve bu
yiizden ilk basamakta elektrotlar anti-IL lo antikor igeren fosfat tamponuna daldirilip
inkiibasyona birakilmistir. Zayif baglanmis antikorlar1 uzaklastirmak icin her ¢alismada oldugu
gibi burada da elektrotlar yikanip saf argon altinda kurutulmustur. ikinci basamakta yiizeyde
acik halde bulunan epoksi uglar1 bloklamak i¢in elektrotlar fosfat tamponunda hazirlanmis
%0.5 BSA igeren ¢ozeltilerde bekletilerek 1 saatlik inkiibasyon islemine tabi tutulmus ve
yikanip argon gazi altinda kurutulmustur. Son olarak immobilizasyon asamalarindan sonra
antijen IL lo’nmin tayini ve tespiti i¢in hazir hale gelen elektrotlar, 8 farkli ve artan
konsantrasyonlarda IL 1a igeren fosfat tamponu ¢6zeltilerine inkiibasyona birakilmistir. Her
elektrodun EIS ve CV o6lgiimleri alinarak, IL la antijenin tayininde kullanilacak biyosensor
sistemleri {iretilmistir. Ayrica elektrotlarin hepsinin her bir immobilizasyon basamagi
sonrasinda EIS ve CV Ol¢iimleri almmistir. Biyosensoriin - fabrikasyon sirasinda
immobilizasyon basamaklarina ait dongiisel voltamogramlarini ve impedans egrileri sekil
4.42°de gosterilmektedir. Ayrica ylizeyde olusan bu degisimleri izlemek i¢in SEM ve AFM
cthaz1 kullanilarak yiizeylerin morfolojik karakterizasyonlar1 yapilmistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.42. Biyosensor 5’in immobilizasyon basamaklarina ait impedans egrileri (A) ve
dongiisel voltamogramlari (B).

Sekil 4.42°da ITO/PGMA impedans egrisi incelendiginde polimer PGMA film ile
kaplanmis ITO elektrodun impedansi oldukga yiiksektir. Poli(glisidil metakrilat) yalitkan bir
ozelligie sahip oldugundan dolay1 impedanstaki bu yiiksek deger beklenen bir durumdur.
Ayrica epoksi grubundaki oksijenin ilizerindeki ortaklanmamis 2 ¢ift elektron negatif yiiklii
redoks probunu elektrostatik olarak iter. Bu durum yiizeyin daha yalitkna 6zellik gostermesine
neden olmustur. Antikor immobilizasyonu ile bu itme ortadan kalkmis ve impedansta diisiis
meydana gelmistir. Yalitkan bir polimer olmasi elektrot yiizeyinden elektrolite elektron akisini
yavaglattig1 i¢cin impedans degeri veya baska bir deyisle yari daire capr oldukca biiyiik
Olciilmiistiir. Dontlistimlii voltammogramlar incelendiginde, anodik ve katodik pik akimlar
oldukea kiigiik oldugu gézlenmistir. Bunun sebebi ylizeyde olusan yogun polimer tabakasinin
elektron transferini engellemesidir. Anti-IL 1a antibodilerin amino gruplari epoksi gruplarina
kovalent olarak baglanir. Anti-IL 1o antikorlarin kovalent immobilizasyonu ile impedansta bir
diisme ve akimda belli miktarda artis gozlenmistir. Polimer kaynakli aktif epoksi gruplarmin
bloke edilmesi i¢in BSA kullanilmistir. BSA’nin yiizeye baglanmasi elektrodun yalitkanligini
artirmistir. Bundan dolay1 impedansta bir miktar artma ve akimda bir miktar azalma izlenmistir.
Bu adimlardan sonra ITO temelli oldukga paratik ve hizli bir sekilde elde edilen biyosensor
kullanima hazir haldedir. Yukarida bahsedilen adimlar sonucunda olusan impedans ve
akimdaki degisiklikler elektrot yiizeyinde olusan degisikliklerin kanitidir.

Yiizeyde polimer filmin olustugunu ve antikorun elektrot yiizeyine immobilizasyonun
gerceklestigini izlemek i¢in ayrica FTIR ve Raman 6l¢timleri de yapilmistir. Sekil 4.43°de Bio-

5 biyosensoriine ait FTIR, Raman Spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.43. Polimer ara yiizey ile modifiye edilmis eletrotun antikor 6ncesi (A/C) ve sonrasi
(B/D) FTIR ve Raman spektrumlari.

Anti-IL 1a antikorlarin PGMA modifiye elekrot yiizeyine immobilizasyon 6ncesine ve
sonrasi ait FTIR spektrumlari sekil 4.43A ve 4.43B’de gosterilmistir. Poli(glisidilmetakrilat)
polimerine ait FT-IR spektrumu (Sekil 4.43A) incelendiginde; 2996 ve 2940 cm™’de gozlenen
pikler alifatik C-H gerilme frekansina karsilik gelmektedir. PGMA ’1n yinelenen birimlerindeki
gergin epoksi halkasmin C-H gerilmeleri 3000 cmcivarinda gozlemlenmektedir. Ayrica,
spektrumda 1723 cm™*de goriilen keskin pik tekrar eden monomer iinitelerindeki ester karbonil
(C=0) gerilme frekansina karsilik gelmektedir (Aydin ve ark. 2018b; Edmondson ve Huck
2004) Sekil 4.43A’daki spektrumda 1251 cm™, 904 cm™ ve 843 cm? de gozlemlenen
karakteristik simetrik, asimetrik ve deformasyon titresimleri polimerin yinelenen birimlerindeki
epoksi grubunun varligini dogrulamaktadir. Anti- IL 1o’nin immobilizasyonundan sonra amid
I’e ait genis band ~1645 cm *‘te ve amid II’ye ait keskin band ~1523 cm™’te gdzlenmistir. Bu
durum, anti- IL lo antikorunun polimer modifiye elektrot yiizeyine baglandigini
gostermektedir. Antikorun elektrot ylizeyine immobilizasyonu Raman Spektrometresi ile de
izlenmistir. Polimer {izerindeki epoksi halkasinin gerilme titresimleri 1258 cm™ and 909 cm-
L de gozlenmistir (Sekil 4.43 C). Sekil 4.43D’de de goriildiigii gibi amid I, 11 ve Il pikleri
sirastyla 1664, 1550 and 1350 cm™’de gdzlenmistir.
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Sekil 4.44. Her bir immobilizasyon basamagindaki elektrot yiizeylerinin SEM ve AFM
goriintiileri; ara yiizey modifikasyonu sonrasi (A ve B); antikor immobilizasyonu sonras1 (C ve
D); BSA ile bloklama sonrast (E ve F); Antikor-antije etkilesim sonrasi elektrot yiizey
goriintiisii (G ve H).

Sekil 4.44°de elektrodun her immobilizasyon basamagindan sonra SEM ve AFM
goriintiisii gozlenmektedir. Dondiirerek kaplama yontemi ile yiizeyi kaplanmis polimer film
tabakasi elektrot ylizeyinde net bir sekilde gozlemlenmektedir (Sekil 4.44A ve 4.44B). Bu
basamakta elektrot ylizeyi plriizliliikk degeri 18.9 nm’dir. Elektrot yilizeyindeki polimer film
tizerindeki aktif gruplara kovalent olarak baglanmis anti-IL 1o antikorlar1 net bir sekilde
goriilmektedir ve bu durum anti- IL la antikorunun basarili bir sekilde immobilizasyonun
oldugunun gorsel kaniti olarak disiiniilebilir (Sekil 4.44D). Bu basamaktaki ortalama
ptiriizliiliik degerinde (62.7 nm) baglanmadan dolay1 artis gézlenmistir (Sekil 4.44C). BSA’ nin
elektrot yiizeyine baglanmasi ile ylizeyde degisimler izlenmistir (Sekil 4.44F) ve yiizeyde
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piiriizlillik mevcuttur (ortalama piiriizliiliik degeri 15.1 nm) (Sekil 4.44E). Anti- IL 1a antikor
ile IL la antijen etkilesiminden sonra yiizeyde degisimler gbzlenmistir (Sekil 4.44G) ve
ortalama piirtizliiliik degeri 47.8 nm’ dir (Sekil 4.44H).

4.6.1. Biyosensor 5’in Optimizasyon Basamaklari

Elektrot yiizeyinde biyotanima elementlerinin immobilizasyonu i¢in ara yiizeylerin
olugmasi ve olusan bu ylizeylerin her caligmada tekrarlanabilmesi, biyosensoriin iyi bir
performans saglamasi i¢in oldukc¢a onemlidir. Bu sebepten dolayi, elektrot yiizeyinde film
olusturmak i¢in 3 farkli konsantrasyonda (0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL ve 1 mg/mL) polimer
kullanilmistir. 0.25 mg/mL polimer kullanildiginda yiizeyde antikorlarin baglandig1 epoksi
gruplarmin diger polimer konsantrasyonuna gore az olmasindan dolay: daha diisiik sinyaller
elde edilmistir. Yiiksek polimer konsantrasyonunda (1 mg/mL) ise yiizeyde olusan epoksi
gruplar artmistir fakat elde edilen sinyal artmamistir. En yiiksek sinyal 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda elde edilmistir (Sekil 4.45A). Biyosensoriin hassasiyeti biiyiik 6l¢tide
kullanilan anti-IL 1a antikor konsantrasyonuna baglidir. Bu sebeple 3 farkli konsantrasyonda
(0.4 ng/mL, 2 ng/mL ve 10 ng/mL) antikor kullanilmistir. Sekil 4.45B’de gortildigi gibi 0.4
ng/mL konsantrasyonunda anti-IL la antikor kullanildiginda elde edilen sinyal disiiktiir; 2
ng/mL ve 10 ng/mL anti-IL la antikor kullanildiginda elde edilen sinyal benzerdir ve
maksimum sinyal 2 ng/mL konsantrasyonunda anti-IL lo antikor kullanildiginda elde

edilmistir.
A) ®0.25 mg/mL PGMA ~ y=1.240x + 0.167 R?=0.966 B) ® 0.4 ng/mL - y=1.050x + 0.261 R?=0.948
® 0.50 mg/mL PGMA = y=1.655x + 0.193 R?=0.990 ® 2.0 ng/mL = y=1.623x + 0.149 R2=0.989
®1.00 mg/mLPGMA = y=1.628x + 0.181 R2=0.988 ® 10 ng/mL = y=1.655x + 0.193 R2=0.990
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Sekil 4.45. Biyosensor 4’lin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A)
PHA konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu (B).

84



Diger optimizasyon parametresi ise biyotanima elementi inkiibasyon siiresidir. Bu
parametre antikorun elektrot yiizeyine baglanma etkisini etkilediginden oldukg¢a 6nemlidir. Bu
yiizden polimer ile modifiye edilmis ITO elektrot anti-IL 1a antikor i¢eren fosfat tamponunda
3 farkli siirede (30, 45, 60 dk) inkiibe edilmistir. Sekil 4.46A’de goriildiigi gibi 30 dk
antikorlarin baglanmasi icin yeterli degildir. 45 dk ve 60 dk inkiibasyonda elde edilen sinyaller
30 dk inkiibasyona gore yiiksektir. Fakat en yiiksek sinyal 45 dakikada elde edildiginden dolay1
45 dakika optimum inkiibasyon siiresi olarak secilmistir. Son optimizasyon parametresi IL 1a
antijen inkiibasyon siiresidir. Bu yiizden tiretilen elektrotlar 30, 45 ve 60 dk IL 1o antijen igeren
fosfat tamponuna daldirilmis ve elektrotlarin verdikleri cevap Ol¢lilmiistiir. Kisa inkiibasyon
stiresi IL 1o antijenin baglanmas i¢in yeterli degildir. Fakat 45 ve 60 dk inkiibasyon siireleri

sonunda elde edilen sinyaller benzerdir ve bu yiizden 45 dk optimum olarak secilmistir (Sekil

4.4B).

A) © 30 dk. = y=1.465x + 0.209 R?=0.9596 B) ® 30 dk. =y=1.630x + 0.192 R?=0.9633
® 45 dk. = y=1.659x + 0.156 R2=0.9921 ® 45 dk. = y=1.652x + 0.144 R?=0.9934
® 60 dk. @ y=1.655x + 0.193 R?=0.9901 ® 60 dk. = y=1.659x + 0.156 R2=0.9921
4.0 4.0
.
3.0 2 3.0 :
T €
= =
9 i) ”
L‘a 2.0 o B <20 =
5 1 £39 £ 30
: ' AT RE
10 y 18 & N L . 29
é 30 45 60 LS é 30 45 ?
g Time min. @ Time min.
0.0 0.5 10 15 20 25 0.0 0.5 10 15 20 25
IL Tt (pg/mL) IL T (pg/mL)

Sekil 4.46. Biyosensor 4’tin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
antikor inkiibasyon siiresi (A); antijen inkiibasyon siiresi (B).

e Lineer Tayin Arahiginin Optimizasyonu
Lineer aralik gelistirilen bir biyosensoriin dl¢ebildigi konsantrasyon araligini gosterir.
Optimum kosullar altinda EIS 6l¢iimleri tespit limiti, Sl¢lim limiti ve lineer tespit araligin
belirlenmesinde kullanilmistir. Lineer tespit araliginin tespiti i¢in hazirlanan ITO elektrotlar 8
farkli IL la konsantrasyonundaki PBS tamponunda inkiibe edilmis ve EIS-CV olc¢limleri

gerceklestirilmistir. Nyquist egrileri ve doniislimlii voltammetri sonuglar1 sekil 4.46’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.47. Farkli IL 1a konsantrasyonlari kullanilarak elde edilen lineer tayin aralik grafigi
(B); Impedans (A); dongiisel voltammetri (C); sabit frekans impedans (D) 6l¢tim sonuglari.

Sekil 4.47°tan de goriildigii gibi Ret degerleri ile IL 1o konsantrasyonlari arasinda bir
baglilik vardir. IL la antijen konsantrasyonlar1 arttik¢a, Ret degerleri artmistir (Sekil 4.47A)
fakat pik akimlar azalmistir (Sekil 4.47C). Bunun sebebi, spesifik tanima olaylarinin artmasi
elektrolit soliisyondan elektrot yiizeyine redoks prob transferini engellemesidir. Immunosensér
cevabi ile artan IL la konsantrasyonu arasinda 0.01 pg/mL- 2 pg/mL araliginda lineer bir
korelasyon bulunmustur (Sekil 4.40B). Bu biyosensoriin tespit limiti (LOD) 3.3 fg/mL ve
6l¢tim limiti 10 fg/mL’dir.

e Sabit frekans Impedans (SFI)
Anti-IL 1a ve IL 1o antijen arasindaki spesifik baglanma sabit bir frekansta izlenebilir.
Bu islem zamana karsi toplam impedansin belli bir frekansta izlenmesi ile gerceklestirilir.
SFI’de kullanilacak sabit frekans Bode egrisinden secilmistir. Bio-5¢ ait sabit frekans ol¢iimii
sekil 4.47D’de gosterilmistir. Sekil 4.47D incelendiginde impedansta artis (mor) gozlenmistir

ve bu artig anti-IL 1a ve IL 1a antijen arasindaki spesifik baglanmay1 kanitlamaktadir.
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e Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, rejenerasyon, raf 6mrii calismasi
Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin basari kriterlerinden biridir. Bu dogrultuda lineer
araligimizin orta noktasindaki IL-1a konsantrasyonu (0.25 pg/mL) kullanarak ve yaptigimiz
tiim optimizasyon g¢aligmalarini goz onilinde bulundurarak, 20 farkli elektroda ait sinyalleri
Olgtiik. Relatif standart hata %.5.72 olarak hesaplanmistir. Bu sonu¢ kabul edilebilir

tekrarlanabilirligi gostermektedir.

A
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Sekil 4.48. Tekrar firetilebilirlik denemesi sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A);
rejenerasyon (B); depolama omrii (C) sonuglari.

Tekrar iiretilebilirlik biyosensoriin diger bir basari kriteridir. Bu baglamda yaptigimiz
calismay1 10 kez tekrar ederek biyosensoriimiiziin tekrar iiretilebilir olup olmadigini arastirdik.
Sekil 4.48A’da biyosensore ait tekrar tiretilebilirlik kalibrasyon grafigi bulunmaktadir. Sekil
4.48 A’dan goriildiigii gibi tiim biyosensdrler benzer lineeriteye sahiptir ve relatif standart hata
%3.65 olarak hesaplanmistir. Elde edilen relatif standart hata kabul edilebilir tekrar

tiretilebilirligi gostermektedir.
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Biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilirligi, klinik acidan ¢ok Onemlidir. Boylece
biyosensor hazirlamak i¢in harcanan zaman azalir ve 6lglim maliyetleri diiser. Bu yiizden
biyosensoriin rejenerasyonu incelenmistir. Bu test ayrica biyosensOriin  saglamligini
gostermektedir. Bu yiizden elektrotlar asidik kosullara maruz birakilir ve biyosensoriin cevabi
Olciiliir. Sekil 4.48B’den goriildiigii gibi biyosensor 5 dongii boyunca iyi sinyal gosterirken, 5
dongii sonunda elektrot yiizeyi bozulmustur.

Gelistirilen biyosensoriin uzun omiirlii olmasi biyosensoriin basarisin1 gdsteren bir
kriterdir. Bu yiizden hazirlanan biyosensorler buzdolabinda 10 hafta boyunca bekletildi. 7 hafta
bekleme sonucunda dlgiilen %73’e diismiistiir ve bu durum iyi stabiliteyi gostermektedir (Sekil
4.48C).

e Biyosensor ile Ger¢ek Tiikiiriik ve Serumda IL-1a Analizi
Gelistirdigimiz biyosensorii denemek amaciyla gergek serum ve tiikiiriikte IL-1a antijeni tayin
edilmistir. Tiikiirtik ve serum numunelerinde biyosensor ile IL 1a tayin etmek i¢in 200 ve 10
kat seyreltilmistir ve iizerine belli miktarda IL-la antijeni eklenmistir. Eklenen
konsantrasyonlar ve elde edilen sonuglar gizelge 5°te gosterilmistir. Elde edilen sonuglar kabul
edilebilir diizeydedir; geri kazanim %98.45-%101.38 arasindadir.

Cizelge 4.5. Serum ve tiikiiriikte IL 1o analiz sonuglart.

Ornek Biyosensor sonuclar1 Eklenen IL-la Biyosensor ile % Geri | % Relatif
(pg/mL) (pg/mL) bulunan toplam | Kazanim Farkhihik
Tikirik 1 0,68 0.20 0,88 100.29 +0.29
Tiikiiriik 2 0,71 0.20 0,92 100.16 +0.16
Tikirik 3 0,48 0.20 0,68 100.46 +0.46
Tikirik 4 0,38 0.20 0,57 98.87 -1.13
Tikirik 5 0,70 0.20 0,89 98.92 -1.08
Serum 1 0,61 0.20 0,79 98.45 -1.55
Serum 2 0,69 0.20 0,89 99.99 -0.01
Serum 3 0,73 0.20 0,94 101.38 +1.38
Serum 4 0,41 0.20 0,60 98.83 -1.17
Serum 5 0,60 0.20 0,79 99.45 -0.55
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4.7. BIYOSENSOR 6 (BiO-6)
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Sekil 4.49. Iletken kompozit karisimin hazirlanmasi, Kompozit materyal kapli elektrotlarin
iretilmesi ve Biyosensor 6’ya ait immobilizasyon semasi.

Bu boliimde bir 6nceki ¢alismada kullanilan polimer ara yiizey polimeri kullanilarak

iletkenlik degerleri cok daha yiiksek elektrotlar hazirlanmis ve bu iletkenlik artisinin interleukin

lo’ nin tespit ve tayin araligini ne kadar ileri diizeylere tasidig1 arastirilmis ve sonuglar birbiri

ile karsilastirilmistir. Calismada kullanilan iletken kompozit materyalin nasil elde edildigi
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elektrotlarin nasil hazirlandigr biyosensér 6’ya ait immobilizasyon semas: sekil 4.49°de
verilmisgtir.

Bu boliimde ilk olarak iletken kompozit karisim hazirlanamistir. Bu karisim
hazirlanirken 5 mg PGMA polimer, 40 mg karbon siyahi iletken ajan (Super P), 10 mg
polivinildenflorid baglayic1 (PVDF) ¢ozelti karisiminda ¢oziilerek (1.8 ml aseton+0.2 ml NMP)
yaklagik 60 dakika manyetik karistiricida maksimum hizda karistirilarak homojen bir karisim
elde edilmistir.

Ikinci olarak elde edilen iletken kompozit karisimi &nceden temizlenmis ITO-PET
elektrotlara spin coating yontemi ile bir 6nceki ¢alismada oldugu gibi 1000 rpm hizinda, bu
defa 30ul miktarlarda damlatilarak toplamda 120 saniye dondiiriilerek elektrot yiizeylere
kaplanmistir. Bu boliimde hazirlanan elektrotlara vakum altinda kurutma islemi uygulanmistir.
Bu islem sonrasinda iizerinde iletken kompozit tabakalari olusturulmus ITO elektrotlar,
antikorlarin kovalent immobilizasyonuna hazir hale getirilmistir. Sekil 4.49 de bu siiregler
gorsel olarak ayrintili bir sekilde gosterilmstir. Elde edilen kompozit kapli elektrotlarin
elektrolit igerisinde dagilmadan durdugu gorseller ve elektrot ylizeyinin yiiksek biiylitmelerdeki
SEM goriintiisii sekil 4.49 iginde mevcuttur. Bir sonraki basamakta hazirlanan ITO elektrotlar,
Anti-IL Ta antikor iceren fosfat tamponuna daldirilip inkiibasyona birakildi. Zayif baglanmis
antikorlar1 uzaklastirmak igin elektrotlar yikanip saf argon altinda kurutuldu ve CV-EIS
Olctimleri alindi. Acgik uglart bloklama ajani olarak ise elektrotlara %0.5 BSA’da inkiibasyon
islemi uygulandi ve yikanip kurutulan elektrotlarin CV-EIS 6l¢iimleri alindi. Immobilizasyon
asamalarindan sonra hazir hale gelen elektrotlar, 8 farkli ve artan konsantrasyonda IL 1a i¢eren
fosfat tamponu ¢ozeltilerine inkiibasyona birakilmistir. Her elektrodun EIS ve CV dlgiimleri
alinarak ve boylece IL lo tayini icin yliksek iletkenlige sahip biyosensor 6 liretilmistir.
Biyosensoriin  fabrikasyon sirasinda immobilizasyon basamaklarma ait dongiisel
voltamogramlarini ve impedans egrileri sekil 4.50°te gosterilmektedir. Ayrica yiizeyde olusan
bu degisimleri izlemek icin SEM ve AFM cihaz1 kullanilarak morfolojik karakterizasyon

yapilmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.50. Biyosensor 5’in immobilizasyon basamaklarina ait impedans egrileri (A) ve
dongiisel voltamogramlari (B).

Sekil 4.50’teki ITO/kompozit kapli impedans egrisi incelendiginde kompozit ile
kaplanmis ITO elektrodun impedansi oldukga diistiiktiir. Kompozitin i¢inde bulunan Super P
iletken bir materyal oldugundan, yiizeyin iletkenligini oldukga arttirmigtir. Super P’nin iletken
olmasi elektrot ylizeyinden elektrolite elektron akisini hizlandirdigi i¢in impedans degeri veya
bagka bir deyisle yar1 daire ¢ap1 oldukca kiigiiktiir. Doniistimlii  voltammogramlar
incelendiginde, anodik ve katodik pik akimlarinin oldukga biiylik oldugu gézlenmistir. Bunun
sebebi ylizeyde olusan iletken kompozit tabakanin elektron transferini kolaylastirmasidir.
Bunun yani sira iletken kompozit kapli elektrotlar ile elektrotun aktif ylizey alanida
arttirilmistir. Anti-IL 1o antikorlarmin amino gruplart epoksi gruplarina kovalent olarak
baglanir. Anti-IL 1a antikorlarin kovalent immobilizasyonu ile impedansta bir artma ve akimda
belli miktarda azalma goézlenmistir. Epoksi gruplarinin antikorlarin amin gruplart ile yaptigi
baglarin nasil olustugu sekil 4.49 de gosterilmistir. Polimer kaynakl1 aktif epoksi gruplarinin
bloke edilmesi i¢in BSA kullanilmistir. BSA‘nin yiizeye baglanmasi elektrodun yalitkanligini
artirmistir. Bundan dolay1 impedansta bir miktar artma ve akimda bir miktar azalma izlenmistir.
Bu adimlardan sonra ITO temelli biyosensor kullanima hazir haldedir. IL la antijenin
immobilizasyonundan sonra proteinlerin yalitkan dogasindan dolay1 impedansta artma ve
akimda bir miktar azalma goézlenmistir. Yukarida bahsedilen adimlar sonucunda olusan
impedans ve akimdaki degisiklikler elektrot ylizeyinde olusan degisikliklerin kanitidir.

Yiizeyde polimer filmin olustugunu ve antikorun elektrot yiizeyine immobilizasyonun
gerceklestigini izlemek i¢in ayrica FTIR ve Raman 6l¢timleri de yapilmistir. Sekil 4.51°de Bio-

6 biyosensoriine ait FTIR, Raman Spektrumlari gosterilmektedir.
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Sekil 4.51. Kompozit ara yiizey ile modifiye edilmis eletrotun antikor dncesi (A/C) ve sonrasi
(B/D) FTIR ve Raman spektrumlart.

Anti-IL 1a antikorlarin kompozit modifiye elekrot ylizeyine immobilizasyon 6ncesi ve
sonrasi sekil 4.51A ve 4.51B’de gosterilmistir. Sekil 4.51A°da gosterildigi gibi kompozit kapl
ITO elektrot, yiizeydeki epoksi gruplarindan dolayr 905 cm™ ve 843 cm™ olmak {izere 2 tane
absorpsiyon pikine sahiptir. 1722 cm™ ‘de gdzlenen giiglii pik C=O ‘nun karbonil gruplarmin
gerilme titresimini gostermektedir. Anti- IL la’nin immobilizasyonundan sonra amid I’e ait
genis band ~1640 cm**te ve amid II’ye ait keskin band ~1547 cm™’te gézlenmistir. Bu durum,
anti- IL 1a antikorunun polimer modifiye elektrot yiizeyine baglandigini gostermektedir (Sekil
4.51B). Antikorun elektrot yiizeyine immobilizasyonu Raman Spektrometresi ile de izlenmistir.
Polimer iizerindeki epoksi halkasmin gerilme titresimleri 1259 cm™ and 910 cm™’de
gdzlenmistir (Sekil 4.51C). Amid I, II ve I1I bblgeleri siklikla 1650—-1680 cm™, 1480-1570 cm-
Land 1235-1300 cm™’da gozlenmektedir. Sekil 4.51D’de de goriildiigii gibi amid I, II ve 11l
pikleri sirastyla 1664, 1540 and 1348 cm™’de gdzlenmistir.

Sekil 4.52’te elektrotun her immobilizasyon basamagindan sonra SEM ve AFM
goriintiileri bulunmaktadir. Dondiirerek kaplama yontemi ile yiizeyi kompozit ile kaplanmis
elektrot ylizeyin net bir sekilde gozlemlenmektedir (Sekil 4.52A) ve eger karsilastirmak
gerekirse temiz ITO goriintiisiinden oldukga farklidir (Sekil 4.11A). fletken karbon siyah1 Super
P ve PVDF’e ait SEM goriintiileri sekil 4.521 ve 4.52)°de gosterilmistir. Sekil 4.52E, 4.521 ve
4.52] karsilagtirildiginda, PGMA polimerin kompozit icinde homojen dagildig: goriilmektedir.
Bu basamakta elektrot yiizeyinin ortalama piiriizliiliik degeri 270 nm’dir. Elektrot yiizeyinde
kompozitte bulunan polimerdeki aktif glisidil gruplara kovalent olarak anti-IL 1o antikorlarin
baglanmis oldugu SEM resimimde net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.52F) ve morfoloji

tamamen degismistir.
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Sekil 4.52. Biyosensor immobilizasyon adimlarina ait SEM ve AFM goériintiileri; kompozit
modifikasyonu sonrasi (A ve E); antikor immobilizasyonu sonrasi (B ve F); BSA ile bloklama
sonrast (C ve G); Antikor-antije etkilesim sonrasi elektrot ylizey goriintiisii. (E) Super P, (F)
PVDF’e ait SEM goriintiisii.

Sekil 4.52F anti- IL lo antikorunun immobilizasyonun basarili bir sekilde
gercekletiginin gorsel bir kanitidir. Bu basamaktaki ortalama piiriizliiliik degerinde (430 nm)
baglanmadan dolayr artis gézlenmistir (Sekil 4.52B). BSA’nin elektrot yiizeyindeki serbest
uclara baglanmasi ile yiizeyde diger c¢aligmalardada oldugu gibi bir smooth bir goriinti
hakimdir (Sekil 4.52G) ve yiizeydeki ortalama piirtizliilik degeri 57.3 nm olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil 4.52C). Anti- IL 1a antikor ile IL 1a antijen etkilesiminden sonra yiizeyde bir 6nceki
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basamaktakine gore dramatik degisimler gozlenmistir (Sekil 4.52H) ve ortalama piiriizliiliik

degeri 260 nm’dir (Sekil 4.52D).

4.7.1. Biyosensor 6’min Optimizasyon Basamaklar

Elektrot yiizeyinde biyotanima elementlerinin immobilizasyonu i¢in ara yiizeylerin
olugmasi ve olusan bu ylizeylerin her caligmada tekrarlanabilmesi, biyosensoriin iyi bir
performans saglamasi i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Bu sebepten dolayi, elektrot yiizeyinde antikor
immobilizasyonu i¢in uygun gruplara sahip ara yiizey olusturmak i¢in 3 farkli konsantrasyonda
(0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL ve 1 mg/mL) polimer kullanilmistir. 0.25 mg/mL polimer
kullanildiginda  ylizeyde antikorlarin baglandigi epoksi gruplarinin  diger polimer
konsantrasyonuna gore az olmasindan dolay1 daha diislik sinyaller elde edilmistir. Yiiksek
polimer konsantrasyonunda (1 mg/mL) ise yiizeyde olusan epoksi gruplar artmistir fakat elde
edilen sinyal artmamistir. En yiiksek sinyal 0.5 mg/mL konsantrasyonunda elde edilmistir
(Sekil 4.53A). Biyosensoriin hassasiyeti biiyiik oOlgiide kullanilan anti-IL 1o antikor
konsantrasyonuna baghdir. Bu sebeple 3 farkli konsantrasyonda (0.4 ng/mL, 2 ng/mL ve 10
ng/mL) antikor kullanilmistir. Sekil 4.53B’de goriildiigii gibi kullanilan ii¢ konsantrasyonda da
elde edilen sinyaller yiiksektir. Maksimum sinyal 0.4 ng/mL konsantrasyonunda anti-IL la
antikor kullanildiginda elde edilmistir. Diisiikk antikor konsantrasyonun kullanimi biyosensor

maliyetini diigiirmektedir.

A) @ (.25 mg/mL PGMA — y=0.841x + 0.291 R?=0.957 B) ® 0.4 ng/mL Anti-IL Ta— y=1.237x + 0.211 R?=0.977
@ 0.50 mg/mL PGMA — y=1.231x + 0.196 R?=0.988 ® 2,0 ng/mL Anti-IL Ta— y=1.231x + 0.196 R2=0.988
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Sekil 4.53. Biyosensor 6’nin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A)
kompozit iginde bulunan PGMA polimer konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu (B).

Diger optimizasyon parametresi ise biyotanima elementi inkiibasyon siiresidir. Bu

parametre antikorun elektrot ylizeyine baglanmasii etkilediginden olduk¢a 6nemlidir. Bu
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yiizden polimer ile modifiye edilmis ITO elektrot anti-IL 1a antikor i¢eren fosfat tamponunda
3 farkli siirede (30, 45, 60 dk) inkiibe edilmistir. Sekil 4.54A’de goriildiigii gibi 30 dk
antikorlarin baglanmasi i¢in yeterli degildir. 45 dk ve 60 dk inkiibasyonda elde edilen sinyaller
30 dk inkiibasyona gore yiiksektir. Fakat en yiiksek sinyal 45 dakikada elde edildiginden dolay1
45 dakika optimum inkiibasyon siiresi olarak secilmistir. Son optimizasyon parametresi IL 1a
antijen inkiibasyon siiresidir. Bu yiizden iiretilen elektrotlar 30, 45 ve 60 dk IL 1a antijen iceren
fosfat tamponuna daldirilmis ve elektrotlarin verdikleri cevap Olgiilmiistiir. Tiim inkiibasyon
siireleri sonunda elde edilen sinyaller benzerdir ve maksimum sinyal 30 dk inkiibasyon

stiresinde elde edilmistir. Bu yiizden 30 dk optimum inkiibasyon siiresi olarak secilmistir (Sekil
4.54B).

A) ® 30 dk. Anti-IL1a — y=1.162x + 0.172 R?=0.981 B) ®30dk. ILTa = y=1.311x + 0.177 R2=0.981
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Sekil 4.54. Biyosensor 6’nin optimizasyonlar sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
antikor inkiibasyon siiresi (A); antijen inkiibasyon siiresi (B).

e Lineer Tayin Arahiginin Optimizasyonu
Lineer aralik gelistirilen bir biyosensoriin Olgebildigi konsantrasyon araligini gosterir.
Optimum kosullar altinda EIS 6l¢iimleri tespit limiti, dl¢iim limiti ve lineer tespit araligin
belirlenmesinde kullanilmistir. Lineer tespit araliginin tespiti i¢in hazirlanan ITO elektrotlar 8
farkl1 IL la konsantrasyonundaki PBS tamponunda inkiibe edilmis ve EIS-CV dlgiimleri

gerceklestirilmistir. Nyquist egrileri ve doniisiimlii voltammetri sonuglart sekil 4.55°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.55. Farkli IL la konsantrasyonlar: kullanilarak elde edilen lineer tayin aralik grafigi
(B); Impedans (A); dongiisel voltammetri (C); sabit frekans impedans (D) 6l¢iim sonuglart.

Sekil 4.55’den de goriildiigii gibi Ret degerleri ile IL 1a konsantrasyonlar: arasinda bir
baglilik vardir. IL la antijen konsantrasyonlar1 arttik¢a, Ret degerleri artmistir (Sekil 4.55A)
fakat pik akimlar1 azalmistir (Sekil 4.55B). Bunun sebebi, spesifik tanima olaylarinin artmasi
elektrolit soliisyondan elektrot yiizeyine redoks prob transferini engellemesidir. Immunosensér
cevabi ile artan IL la konsantrasyonu arasinda 0.01 pg/mL — 3 pg/mL aralifinda lineer bir
korelasyon bulunmustur. Bu biyosensoriin tespit limiti (LOD) 3 fg/mL ve 6lgtim limiti 10
fg/mL dir.

e Sabit frekans Impedans (SFI)
Anti-IL 1a ve IL 1o antijen arasindaki spesifik baglanma sabit bir frekansta izlenebilir. Bu islem
zamana karst toplam impedansin belli bir frekansta izlenmesi ile gergeklestirilir. SFI’de
kullanilacak sabit frekans Bode egrisinden segilmistir. Bio-6’e ait sabit frekans 6l¢timii sekil
4.55D’de gosterilmistir. Sekil 4.55D incelendiginde impedansta artis (kirmiz1) gozlenmistir ve

bu artis anti-IL 1o ve IL 1a antijen arasindaki spesifik baglanmay1 kanitlamaktadir.
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e Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, rejenerasyon, raf 6mrii calismasi
Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin basar1 kriterlerinden biridir. Bu dogrultuda lineer
araligimizin orta noktasindaki IL-1a konsantrasyonu (0.25 pg/mL) kullanarak ve yaptigimiz
tiim optimizasyon g¢aligmalarini goz onilinde bulundurarak, 20 farkli elektroda ait sinyalleri
Olgtiik. Relatif standart hata %5.46 olarak hesaplanmistir. Bu sonu¢ kabul edilebilir

tekrarlanabilirligi gostermektedir.
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Sekil 4.56. Tekrar iiretilebilirlik denemesi sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri (A);
rejenerasyon (B); depolama 6mrii (C) sonuglari.

Tekrar {tiretilebilirlik biyosensoriin diger bir basar: kriteridir. Bu baglamda yaptigimiz
calismayi 10 kez tekrar ederek biyosensoriimiiziin tekrar iiretilebilir olup olmadigini arastirdik.
Sekil 4.56A’da biyosensdre ait tekrar tiretilebilirlik kalibrasyon grafigi bulunmaktadir. Sekil
4.56A’dan goriildiigii gibi tiim biyosensdrler benzer lineeriteye sahiptir ve relatif standart hata
%4.43 olarak hesaplanmistir. Elde edilen relatif standart hata kabul edilebilir tekrar

tiretilebilirligi gostermektedir.
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Biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilirligi, klinik a¢idan ¢ok Onemlidir. Boylece
biyosensor hazirlamak i¢in harcanan zaman azalir ve 6lglim maliyetleri diiser. Bu yiizden
biyosensoriin rejenerasyonu incelenmistir. Bu test ayrica biyosensOriin  saglamligini
gostermektedir. Bu yiizden elektrotlar asidik kosullara maruz birakilir ve biyosensoriin cevabi
Olciiliir. Sekil 4.56B’den goriildiigii gibi biyosensor 6 dongii boyunca iyi sinyal gosterirken, 4
dongii sonunda elektrot yiizeyi bozulmustur.

Gelistirilen biyosensoriin uzun omiirlii olmasi1 biyosensoriin basarisin1 gdsteren bir
kriterdir. Bu yiizden hazirlanan biyosensorler buzdolabinda 10 hafta boyunca bekletildi. 5 hafta
bekleme sonucunda 6lgiilen %42’ye diismiistiir ve bu durum 1iyi stabiliteyi gostermektedir
(Sekil 4.56C).

e Biyosensor ile Ger¢ek Tiikiiriik ve Serumda IL-1a Analizi
Gelistirdigimiz biyosensorii denemek amaciyla gergek serum ve tiikiiriikte IL-1a antijeni tayin
edilmistir. Tiikiirtik ve serum numunelerinde biyosensor ile IL 1a tayin etmek i¢in 200 ve 10
kat seyreltilmistir ve iizerine belli miktarda IL-lo antijeni eklenmistir. Eklenen
konsantrasyonlar ve elde edilen sonuglar ¢izelge *da gosterilmistir. Elde edilen sonuglar kabul
edilebilir diizeydedir; geri kazanim %98.35-%102.36 arasindadir.

Cizelge 4.6. Serum ve tiikiiriikte IL 1a analiz sonuglari

Ornek Biyosensor sonuclar1 Eklenen IL-1a @ Biyosensor ile % Geri | % Relatif
(pg/mL) (pg/mL) bulunan toplam = Kazamm Farkhihik
Thikdiriik 1 0,63 0.20 0,81 98,45 -1,55
Thikiiriik 2 0,68 0.20 0,89 101,22 +1,22
Thkiiriik 3 0,43 0.20 0,65 102,18 +2,18
Thkiiriik 4 0,33 0.20 0,54 100,45 +0,45
Tiikiiriik 5 0,70 0.20 0,91 100,35 +0,35
Serum 1 0,54 0.20 0,76 102,36 +2,36
Serum 2 0,73 0.20 0,94 100,99 +0,99
Serum 3 0,64 0.20 0,85 101,19 +1,19
Serum 4 0,34 0.20 0,54 98,35 -1,65
Serum 5 0,56 0.20 0,76 100,12 +0,12
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Kanser, bugiin diinyadaki en yaygin hastaliklardan biridir ve en 6nde gelen 6lim
sebepleri arasindadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, diinyada her yil yaklasik 14
milyon yeni kanser vakasi ortaya ¢ikmaktadir. Niifusunun yaslanmasiyla yeni vaka sayisinin
Oniimiizdeki 20 yilda ylizde 70 artacagi tahmin edilmektedir. Kanserde erken teshis,
uygulanacak tedavinin basarisi ve yagama sansinin artmasi agisindan hayati 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle hassas ve spesifik teshis yontemleri gelistirilmesi gerekmektedir. Bu sebepten
dolay1, bu tez calismasinda kanser hastalifinda viicutta aktif olarak arttiklar1 bilenen
biyomarkerlarin tayinine yonelik biyosensorler tasarlanmasi hedeflenmektedir.

Biyosensorler, analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki biyokomponentle
etkilesime girmesi sonucu transduser yiizeyinde analit miktariyla orantili bir sinyalin olusumu
ve bu sinyalin 6l¢lim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir. Biyosensdr sistemlerinde en biiyiik
sorunlardan biri biyolojik materyalin elektrot yiizeyine immobilizasyonudur. Immobilizasyon
adim1 biyolojik materyalin ve dogal olarak biyosensoriin yasam ve kullanim siiresini belirler.
Ideal bir immobilizasyon sisteminin segimi ile hazirlanan biyosensor sistemlerinden son
yillarda ticari alanda da genis capta yararlanilmaktadir.

Tiikiiriik, on yildan fazladir diagnostik arag¢ olarak ilgi ¢eken viicut sividir. Yapilan
arastirmalar sonunda tiikiirtigiin hastaliklar hakkinda bilgi verebilecegini ve kan veya iire ile
yapilan testlere yardimci olacagi belirlenmistir. Tiikiiriik, cok bilesenli oral sividir ve
noninvazif yollarla toplanabilir, ayrica genel saglik ve hastaliklarin izlenmesinde dikkat ¢ekici
potansiyele sahiptir. Insan tiikiiriigii cok cesitli proteinler ve peptidler igerir, bu proteinlerin her
biri ¢esitli biyolojik fonksiyon tasir. Tiikiiriiglin i¢indeki zengin ¢esitte molekiillerin varligi,
hastalik biyomarkerlar1 agisindan tiikiirigii zengin kilar. Tiikiirigiin su anki HIV, kanser,
kardiyak hastaliklar1 ve oto-immiin hastaliklarin teshisinde kullanima, tiikiirtigiin klinik teshiste
yararli bir kurtarici oldugunu gostermektedir. Bu yiizden, bu hastaliklarin tiikiiriik analizi ile
tespiti dikkat ¢ekmektedir. Tiikiirtigilin, teshis ortami olarak kullanilmasinin baslica avantajlari,
orneklemesi kolay ve non invanzif olmasi bdylece kan toplanmasi sirasinda rahatsizlik ve
agriyl, Ure toplami sirasinda olusan mahremiyet hissini elime eder.

Bu tez calismasinda tiikiiriikte bulunan ve kanser olusumu ile viicut sivilarinda
konsantrasyonu artan 3 farkli biyomarkerin (interleukin 1a, interleukin 1B ve interleukin 8)
tayinine yonelik 6 farkli biyosensor gelistirilmistir. Biyosensorlerin fabrikasyonu sirasinda

indiyum kalay oksit (ITO) ve florin doplanmis kalay oksit (FTO) tabakalar transduser olarak
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kullanilmistir. Daha saglam ve daha hassas bir biyosensor liretmek icin biyosensor
fabrikasyonuna etki eden deneysel kosullar optimize edilmistir. Uretilen biyosensdriin
performansin1 dlgmek icin tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, depo stabilitesi ve tekrar
kullanilabilme yetisi (rejenerasyon) ol¢timleri gerceklestirilmistir.

Bio-1 biyosensoriiniin fabrikasyonu sirasinda ITO tabaka transduser, PHA ara yiizey
materyali, anti-interleukin 1B biyolojik materyal olarak kullanilarak interleukin 1f tayini
gerceklestirilmistir. Ayrica, PHA ilk kez bu tez calismasinda elektrot ara yiizey materyali olarak
kullanilmistir.  Gelistirilen biyosensoriin  elektrokimyasal karakterizasyonu CV ve EIS
teknikleri ile, morfolojik karakterizasyonu SEM ve AFM kullanilarak gergeklestirilmistir.
PHA’nn elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan tabakalar olusturmasi FTIR, Raman ve SEM-
EDX kullanilarak takip edilmistir. Ayrica, antikorlarin elektrot ylizeyine immobilizasyonu
FTIR ve Raman Ol¢iimleri ile kanitlanmistir. Gelistirilen biyosensor 0.025-3 pg/mL tayin
araligina ve 7.5 fg/mL tespit ve 25 fg/mL 6lglim limitine sahiptir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik RSD’leri %4.56 ve 9%5.42 olarak hesaplanmistir. Diisik RSD degerleri
biyosensoriin basarisini gostermektedir. Ayrica biyosensor 7 hafta stabilite gostermektedir. Ek
olarak, gelistirilen biyosensorler serum ve tiikiiriikte IL 1B tayininde kullanilmis ve
dogrulugunu tespit etmek icin geri kazanim caligmasi yapilmistir. Bio-2 biyosensoriinde Bio-
1’den farkli olarak biyotanima elementi olarak anti-IL 8 antikorlar kullanilarak IL 8 antijeni
tayin edilmistir. Bio-2 biyosensoriiniin tayin araligi 0.02-3 pg/mL, tespit limiti 6 fg/mL ve tayin
limiti 19 fg/mL’dir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik RSD’leri %4.49 ve %5.20dir.
Diisiik RSD degerleri biyosensoriin basarisini gostermektedir. Bio-2 biyosensorii de Bio-1’de
oldugu gibi 7 hafta stabilite gostermektedir. Serum ve tiikiiriikteki analitik uygulamasi
gerceklestirilmis ve sonuglar ELISA kit sonuglari ile karsilastirilmistir. iki farkli yontem
kullanilarak elde edilen sonuglarin birbirine yakin olmasi biyosensoriin  basarisin
gostermektedir.

ITO elektroda alternatif olan FTO elektrot kullanilarak Bio-3 ve Bio-4 biyosensorleri
gelistirilmistir. FTO, diinyadaki indiyum rezervlerinin azalmasindan dolayr ITO elektroda
alternatiftir. Son giinlerde literatiirde FTO temelli biyosensorlerin sayisi artmaktadir. Bio-3
biyosensoriiniin fabrikasyonu icin FTO elektrot iizerinde bir silanlama ajani olan IPTES
kullanilarak kendiliginden olusan tabakalar olusturulmustur. Gelistirilen bu biyosensor IL 8
tayininde kullanilmistir. Bio-4 biyosensoriiniin fabrikasyonu sirasinda FTO elektrot ylizeyinde
ITO elektrot yiizeyinde oldugu gibi PHP kullanilarak tek tabaka olusturulmus, PHP modifiye
FTO elektrot IL 1a tayininde kullanilmistir. Biyosensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonu
CV ve EIS teknikleri ile, morfolojik karakterizasyonu SEM ve AFM kullanilarak
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gerceklestirilmistir. IPTES modifikasyonu kullanilarak {iretilmis Bio-3 biyosensorii 0.04-2
pg/mL tayin araligina, 10.6 tespit ve 35.3 tayin limitine; PHP modifikasyonu ile tiretilen Bio-4
biyosensorii ise 0.02-2 pg/mL tayin araligina, 6 fg/mL tespit ve 19 tayin limitine sahiptir. Bio-
3 biyosensorii i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik RSD’leri %5.57 ve %6.15 olarak
hesaplanmistir. Diisiik RSD degerleri biyosensoriin  bagarisint - gostermektedir. Bio-3
biyosensoriinun raf dmrii takip edildiginde 5 hafta stabilite gosterdigi izlenmistir. Tiikiirtikteki
analitik uygulamasi1 gergeklestirilmis ve sonuglar ELISA kit sonuglari ile karsilastirilmstir. Iki
farkli yontem kullanilarak elde edilen sonuglarin birbirine yakin olmasi biyosensdriin bagarisini
gostermektedir. Bio-4 biyosensoril igin tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik RSD’leri
%4.85 ve %2.65 olarak hesaplanmistir. Diisiik RSD degerleri biyosensoriin basarisini
kanitlamaktadir. Bio-4 biyosensoriinun depolama omrii takip edildiginde 9 hafta stabilite
gosterdigi izlenmistir. Tikiirlik ve serumdaki analitik uygulamasi gerceklestirilmis ve
biyosensor cevabinin dogrulugunu kanitlamak icin standart katma yontemi kullanilmistir.
Yiiksek geri kazanim degerleri metodun basarisini kanitlamaktadir.

Biyosensor 5 ve 6 iretimi diger biyosensorlerden farkli olarak tasarlanmistir. Bu
biyosensorlerin yilizeyinde tek tabakalar olusturmak yerine donerek kaplama (spin coating)
yontemi ile ince filmler olusturulmustur. Bio-5 biyosensoriiniin iiretimi igin elektrotlarin ara
yiizeyi polimer modifikasyonu tek adimda hizli bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu yontem
ozellikle ince film {iretiminde ucuz, oldukca pratik ve uygulanabilirligi kolay olan bir
yontemdir. Bu metot kullanimin avantaj1 olusan film tabakasinin homojen yapida olmasidir.
Bio-6 biyosensoriiniin Bio-5’den farki; Bio-6 biyosensoriinde polimer haricinde iletkenligi
arttirmak i¢in Super P kullanilmis olmasidir. Polimer, Super P ve PVDF karistirilip homojen
hale getirildikten sonra elektrot yiizeyine dondiiriilerek kaplanmis, bdylece kompozit kaph
elektrot iiretilmistir. Biyosensorlerin her modifikasyon basamaklar elektrokimyasal (CV ve
EIS) teknikler ve morfolojik (SEM ve AFM) teknikler ile karakterize edilmistir. Sadece polimer
kaplanarak hazirlanan Bio-5 biyosensorii 0.01-2 pg/mL tayin araligina, 3.3 fg/mL tespit ve 10
fg/mL tayin limitine; kompozit kaplanarak hazirlanan Bio-4 biyosensorii ise 0.01-3 pg/mL tayin
araligina, 3 fg/mL tespit ve 10 fg/mL tayin limitine sahiptir. Bio-5 biyosensorii igin
tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik RSD’leri %5.72 ve %3.65 olarak hesaplanmustir.
Diisiik RSD degerleri biyosensoriin basarisinin kanitidir. Bio-5 biyosensoriiniin raf dmrii takip
edildiginde 7 hafta stabilite gosterdigi gozlenmistir. Bio-6 biyosensorii i¢in tekrarlanabilirlik ve
tekrar tretilebilirlik RSD’leri %5.16 ve %4.43 olarak hesaplanmistir. Diigiik RSD degerleri
biyosensoriin basarisinin kanitidir. Bio-5 biyosensoriiniin depolama dmrii takip edildiginde 5

hafta stabilite gosterdigi gézlenmistir. Her iki biyosensor kullanilarak serum ve tiikiirtikteki IL
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la konsantrasyonu ol¢iilmiistiir ve biyosensorler standart katma metodu ile dogrulanmistir.
Yiiksek gerikazanim degerleri biyosensdrlerin basarisini kanitlamaktadir.

Tez calismasi kapsaminda 6 farkli biyosensor gelistirilmis ve bu biyosensor iyi bir
tekrarlanabilirlige, tekrar iretilebilirlie ve uzun depolama Omriine sahiptir.
Biyosensorlerin hazirlanisinin kolay olusu, genis bir tayin araligina sahip olmasi ve diisiik
tespit limitlerine sahip olmasi biyosensorleri basarili kilmaktadir. ilave olarak klinik
uygulamalardaki basaris1 biyosensorii ticari hale getirilip kullanilabilecegini gostermektedir.
Sonug olarak yapilan ¢alismalar dogrultusunda iiretilen biyosensorler, tek kullanimlik pratik ve
ekonomik elektrot teknolojisinin kanser biyomarkerlarinin tespitinde yiiksek duyarlilik ve

secicilikte kullanilabilecegini isaret etmektedir.
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