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OZET
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Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Bu tezde, erken kanser teshisi i¢in hedeflenen anti-HER3 bazli ve HER3 tayini yapabilen
yeni bir biyosensor tasarlandi. Bunun i¢in altin elektrot yiizeyine sisteamin ile kendinden
olusan monotabaka (SAM) olusturuldu ve boylece anti-HER3’ {in yiizeye kovalent olarak
baglanmas1 saglandi. Dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile
imobilizasyon adimlar1 ve HER3’ iin elektrot yiizeyine baglanmasi incelendi. Biyosensoriin
basarili sonuglar vermesi i¢in tiim adimlar optimize edildi. Deneysel impedans datalari

iizerinde Kramers-Kronig doniisiimii uygulandi.

Anahtar kelimeler: Anti-HER3, HERS3, kanser biyomarkerleri, elektrokimyasal impedans
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For early cancer diagnosis, a new impedimetric biosensor, based on the use of anti-HER3 was
developed for the determination of HER3. Anti-HER3 was immobilized through covalent
coupling with cysteamin which formed a self-assembled monolayer on gold electrodes. Cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy techniques were employed to
characterize the immobilization process and to detect HER3. To successfully construct the
biosensor current experimental parameters were optimized. Kramers—Kronig Transform was

performed on the experimental impedance data.
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GIRIiS

Kanser, hiicrelerde DNA’nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Genel kullanimda insan kanseri olarak adlandirilmasina
ragmen aslinda 200 farkli ¢esidi bulunmakta ve bati diinyasinda 6liimlerin yaklasik %50sini
olusturmaktadir. Bunun yani sira diinya niifusunun 3te 1i hayatinin bir boliimiinde kanser
tedavisi gérmektedir. Almanya gibi tipik bir bat1 endiistri lilkesinde her y1l 400.000°den fazla
kisi kansere yakalanmakta, yaklasik 200.000 civar1 kisi de bu sebepten 6lmektedir (Schulz
2005). Kiiresel kanser yiikii gegtigimiz 30 yil zarfinda iki kattan daha fazla artmistir. 2008°de
12 milyon yeni kanser vakasinin teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7 milyon 6liimiin
gerceklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen hayatta oldugu tahmin edilmektedir. Diinya
niifusunun siiregelen artis1 ve yaslanmasi kanser yiikii lizerinde de biiyiik degisikliklere yol
acacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17
milyon 6liim ve son bes yil i¢inde kanser tanis1 konmus 75 milyon kisi rakamlarina ulagilmasi
beklenebilir.

1.1 Hiicre Dongiisii

Okaryotik bir hiicrede yasam, dongiisel bir siiregte ilerler. Bu siireg, S fazi ve M fazi
olmak {lizere iki ana faz altinda incelenmektedir. S fazinda (sentez fazi), DNA c¢ekirdekteki
DNA’nin replikasyonu ve kendini eslemesi goriiliir. Boylece DNA genetik kodunu eslemis
olmaktadir. M fazinda ise (mitoz faz), kromozomlarin yavru hiicrelere ayrilmasi iglemi
gerceklesmektedir.

Bircok hiicre tiiriinde, bu iki fazdan baska iki faz daha anlamlandirilmaktadir: G1 ve G2
fazlari. G1 fazi, M ve S fazlan arasindaki siireci kapsarken, G2 fazi ise S fazi1 ve M fazi
arasindaki siireci kapsamaktadir. G1 fazindayken hiicre durgun bir siirece girebilir ki bu faz
Gy olarak adlandirilmaktadir. Hiicre bu fazda iken uygun sinyaller geldiginde G1 fazina gecis
olmaktadir. Sekil 1.1° de hiicrenin normal dongiideki fazlari goriilmektedir (G1-S-G2-M)
(Krauss 2001).


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

@©

Sekil 1.1. Okaryotik bir hiicredeki tipik hiicre dongiisii. G1, S ve G2 fazlar1 interfaz1 olusturmaktadir ve hiicre
stirekli olarak biiyiir. Hiicre boliinmesi M fazinda gerceklesir ve yeni DNA sentezlenmesi S fazinda sinirlanir.
G1 faz1, M ve S fazlan arasindaki periyodu igerirken G2 fazi S ve M fazlar1 arasindaki periyodu kapsar. Sekilde
bu siirecin 24 saat olarak gosterilmesi yaklagik bir degerdir. Bu siire¢ daha uzayabilir, ya da kisalabilir (Krauss
2001)
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DMA replikasyonu

Sekil 1.2. M fazmn sitolojik 6zellikleri. M fazi gosterildigi gibi mitotik fazlara boliinmiistiir. Metafazdan
anafaza ge¢is, onemli bir kontrol noktasidir. Hiicre u kontrol noktasina gelmeden 6nce iglemi durdurabilir, ya da
igsleme ara verebilir. Eger islem kontrol noktasindan gegerse, hiicre boliinmesi islemi tamamlanir (Krauss 2001)

Bazi hiicre tiplerinde S ve M faz1 arasindaki siire¢ okadar kisalir ki G1 ve G2 fazlan
goriilemez (6rnegin embriyo hiicreleri). Bu tip hiicrelerin dongiisii 8 ila 60 dakika arasinda

tamamlanir.



S fazinin ve
DNA
efektorlerinin
sentezi

Sekil 1.3. G1 fazindan S fazina ilerleme, retinoblastoma proteininin (pRb) fosforillenmesi ile diizenlenir, bu
proteinin yoklugunda DNA replikasyonu ilerleyemez (Boyle ve Levin 2008)

1.2 Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Hiicre dongiisiindeki ¢esitli fazlar, hiicre boliinmesini saglayan yiiksek diizene sahip
siiregler icermektedirler. Cesitli hiicre dongiisii olaylar1 olaganiistii bir kontrol mekanizmasi
sayesinde tam zamanlama ile ger¢ceklesmektedirler.

Hiicre dongiisii sekanslart degisik kontrol bolgeleri tarafindan incelenmektedir ve bu
bolgeler siireci baskilayict ya da tetikleyici olabilmektedirler. Bunlar, hiicre dongiisiiniin
tamamlanmasini kontrol eden ve bir sonraki adima gegis izni veren goriintiileme sistemleridir.

Hiicre dongiisiiniin kontrol sistemleri s6z konusu fazin tam anlamiyla basarili bir sekilde
gerceklesip gerceklesmedigini kontrol eder. Yeni bir faza gecis, ancak bir onceki fazin

basaril bir sekilde tamamlanmasiyla gergeklesebilir.



Metafaz kontrol:
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Simirlama Noktasi (R)

Sekil 1.4. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalart: igsel ve dissal kontrol mekanizmalari. Onemli kontrol
noktalar1 G2 fazinin sonunda bulunur (G2/M gegisi), mitoz(metafaz/anafaz gegisi) ve G1 fazi (kisalma noktasi).
Kesikli ¢izgiler i¢sel kontrolii, diiz ¢izgiler ise digsal kontrolii gdstermektedir (Krauss 2001)

Hiicre dongiisii kontrol sistemlerinin bir¢ogu igsel mekanizmayla olusturulmaktadirlar,
aslidirler, kullanima hazirdirlar. Buna karsilik diger kontrol mekanizmalarinin bir kismi hiicre
dongiisiinde gorev almazlar. Kontrol noktalar: olarak adlandirilan bu mekanizmalar, sadece
merkezi hiicre dongiistinde bir sorun oldugunda devreye girerler.

Yapt asamasii kontrol ve koruma sistemine ek olarak hiicre bdliinmesinin tim
organizma ile uyumunu kontrol eden bir digsal kontrol mekanizmasi bulunmaktadir.

En Onemli elemanlari Ser/Thr-6zgii protein kinaz ve bunlarla alakali diizenleyici
proteinler olan ve hiicre dongiisiiniin merkezinde bulunan bir biyokimyasal sistem
bulunmaktadir. Bu sistem, belirlenen diizenin hiicre dongiisiiniin faz-spesifik hiicre

dongiisiiniin biyokimyasinin diizenlenmesinde etkili rol oynamaktadir (Krauss 2001).



1.2.1 icsel Kontrol Mekanizmalari

Bu mekanizmanin gorevi, dongiiniin hedeflenen sekilde gergeklesmesi ve hiicre
boliinmesi sonucunda yavru hiicrelere genetik bilginin tam olarak aktarilip aktarilmadiginin

kontrol edilmesidir (Krauss 2001).
Tamamlanmis S Fazi ile Mitozun Eslesmesi

Mitoz fazi, S fazinda DNA kendini tamamen eslediginde gerceklesmeye baglar.

Mekanizma tamamlanmis S fazinin mitoz fazina gegisi ile sonlanir (Krauss 2001).
S fazi ve Mitozun Eslesmesi

Diger bir kontrol sisteminde ise S fazina gegis, sadece tamamlanmis mitoz ile
gerceklesebilir. Eger hiicre G2 fazi boyunca mitozsuz S fazina gecebilmisse, bu durum ¢ok

kromozomluluga neden olur (Krauss 2001)..
G1 Fazindaki Hiicre Boyutu ve Gelisiminin Eslesmesi

Bu mekanizma sayesinde hiicrenin boliinebilmesi i¢in yeterli boyuta ulasip ulasmadigi
kontrol edilir. S faz1 baglamadan 6nce G1 fazinda hiicrenin yavru hiicreye boliinebilmesi i¢in

gerekli boyuta ulagsmasi gerekmektedir (Krauss 2001).
DNA Hasart ve Hiicre Déngiisiinde Izlenen Yol

Hiicresel ya da digsal yollarla hiicresel genom hasara ugrayabilir. DNA hasarlar1 tamir
enzimleri tarafindan tamir edilmelidir. Enzimlerin tamir edemedigi kisimlar ise DNA
eslesmesi sirasinda yanlis kodlamaya ve dolayisi ile mutasyona neden olmaktadirlar. Bu
sebepten dolay1 hiicre, hasar1 kayit eder ve hiicre dongiisiinii durdurabilir. Ayrica hiicre bazi
durumlarda hiicre dongiisiinii duraklamaya alir ve hiicreyi programli hiicre o6liimiine

yonlendirebilir (Krauss 2001).
1.2.2 Dassal Kontrol Mekanizmalari
Biiyiime Durumlart

Hiicre biiylimesi, yiiksek derecede kontrol altinda tutulmakta ve biiyiimesi besin kaynagi
gibi digsal faktorlerle kontrol edilmektedir. Hiicre boliinmesi fiziksel kosullar uygun durumda

olmadiginda durabilir (Krauss 2001).



Hiicre-Hiicre Iletisiminde Mutajenik Sinyaller

Hiicrelerarasi etkilesimde organizma tarafindan iiretilen ve biiyiime faktorii formundaki
motajenik sinyaller etkilidir. Bu sinyaller hedef hiicredeki spesifik reseptore baglanirlar ve

hiicre dongiisii siirecini etkileyen sinyal zinciri baglatilmig olur (sekil 1.5) (Krauss 2001).

Hilicre Ortamu

Antimutajenik Faktérle
TG

Mutajenik faktorler e
hiicre hasar

Orn. Biyiime faktadrii

D
| |
®| |e

Hiicre dongiisii aparatlan
CDK, CKl, siklinler

i |

G3, G4/S (R)' da durma
Go' a gedis

R noktasi gecis yeri

Sekil 1.5. Hiicre dongiistiniin kontroliindeki mutajenik ve antimutajenik sinyaller. Hiicresel ¢evre mutajenik ya
da antimutajenik sinyalleri belirleyebilirler. Mutajenik sinyaller (6rn. Bilyiime faktorii) hiicre dongiisii boyunca
gecisi destekler. Antimutajenik sinyaller (6rn. TGFg)hiicre dongiisiinde bir engelleme meydana getirirler. Her iki
durumda da hiicre dis1 sinyal transmembran reseptorler tarafindan alinir, daha sonrasinda hiicre i¢i sinyal zinciri
ile hiicre dongiistine katilirlar. TGFg: transforming growth factor g: CDK:cyclin-dependent protein kinase, CKI:
inhibitor of CDK, R: restriction point (Krauss 2001)



Hiicre-Hiicre Iletisiminde Antimutajenik Sinyaller

Biiylimeyi hizlandiran sinyallerin yan1 sira biiyiimeyi baskilayan antimutajenik sinyaller
de organizmay1 etkilemektedirler. Bu durumda hiicre dongiisii durur ve Go fazina geri doner

(Krauss 2001).
1.3 Kanserin Molekiiler Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin gozetiminden
kagmalarina ve nihai olarak da uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina
yol agan metabolik ve davranissal degisiklikler gegirdikleri, gok basamakl bir stirectir (Merlo
2006). Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini ve 6mriinii, komsu hiicrelerle iligkileri ve immiin
sistemden kagcma kapasitesini kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin
birikmesiyle ortaya ¢ikar. Bu siireg, regiilasyonu bozulmus, normal hiicre biiyiimesini ve
davranisini denetleyen kurallara uymadiklar i¢in “asi” olarak nitelendirilebilecek hiicrelerden
olusan bir kitlenin olusumuna neden olur. Bdylesi bir kitle uzun bir siire asemptomatik
olabilir. Bununla birlikte, sonunda biiyiiyerek, fizyolojik islevleri altiist edecek, kitlenin
yerine ve buyikliigiine bagl olarak ¢ok sayida semptoma ve kanser hiicrelerinin organizma
icinde yayilmasina yol agacaktir (Boyle ve Levin 2008). Kanserin hedefledigi genetik
programlar insan genomuna dagilmis genlerde yazilidir. insan DNA’sinimn 23 000 kadar gen
icerdigi diisiiniilmektedir. Bu genlerin birka¢ bin kadar1 (3000-5000) kanserde regiilasyonu
bozulan genetik programlarda rol alan proteinleri kodlamaktadir. Islevini kaybeden bir gen,
kritik bir proteinin anormal diizeylerde iiretimine (¢ok az ya da ¢ok fazla), anormal bir protein
iretimine ( islev kazanmis ya da kaybetmis), ya da bir proteinin hi¢ olmamasina sebep olabilir
(Boyle ve Levin 2008). Cogu kanser sadece tek bir hiicreden (ya da az sayida hiicreden)
dogar (Nowell 1976). Bu hiicre kanserli olmak igin onkogenlerde ve tiimor baskilayici
genlerde hiicrenin normal smirmin ¢ok Otesinde ¢ogalmasini saglayacak birkac degisiklik

(3

gecirmelidir. Bu siire¢ “asi” hiicrelerden olusan bir klonun olusumuna yol acar. Eger
organizma bu klonu tolere ederse ve rahatsiz edilmeden kalirsa, gogalmaya devam edebilir ve
bu siire¢ icinde igerdigi hiicreler gittikce artan sayida modifikasyon biriktirir. Boylesi
bozulmus bir siiregte, sadece en uygun ve en saldirgan hiicreler hayatta kalacak ve daha
orgiitsliz olan hiicrelerin yerini alacaktir. Tiimorler bu sekilde malign hale gelirler. Bu ayni
zamanda kanserin tedavisinin bu denli zor olmasinin da nedenidir: hastalara kanser hiicrelerini

etkin olarak 6ldiiren bir ila¢ verildiginde, hayatta kalan az sayidaki hiicre, kendilerini ilaca

kars1 diren¢li kilan degisiklikler ge¢irmis olanlardir. Geride kalan bu ufak hiicre grubu



kanserin baslangigtaki bigiminden daha kotii bir bigimde donmesi igin yeterli olabilir (Boyle
ve Levin 2008). Tiimoriin yayilmast cogu zaman kanser hiicrelerinin anjiyogenezi, yani timor
vaskiilarizasyonuna yonelik yeni, kii¢iikk kan hiicrelerinin sentezini artirmasi ve tiimore
oksijen ve besin saglamasi sonucu kolaylasir (Boyle ve Levin 2008). DNA diziliminde
mutasyon meydana geldiginde kanser baslayabilir (Herceg 2007). Bu mutasyonlar tek bir baz
degisikligi olabilir ve bu durumda bir kodonu tanimlayan 3 bazdan biri degismis olur ve bir
proteine farkli bir proteinin eklenmesine yol acar. Bazi durumlarda, bu, s6z konusu proteinin
aktivitesini degistirmek i¢in yeterlidir. Bagka DNA mutasyonlar1 ise, ¢ok sayida bazi
etkileyebilir ve genomdan birka¢ gen iceren bir DNA parcas1 kopar; ya da bu DNA pargasi
genomda baska bir yere yerleserek bitisik olmayan DNA parcalarinin birlesmesiyle olusan
yeni genler olusarak yeni, anormal proteinlerin sentezine yol agar. Biiyiikliikleri ne olursa
olsun bdylesi degisiklikler “genetik degisimler” ya da “mutasyonlar” olarak adlandirilir. Bu
degisiklikler kanserli hiicrelerin DNA dizimlinin saptanmasiyla belirlenebilir. “Kapali” olan
DNA alanlar1 (bunlar diizeltmeye ve kopyalanmaya kapalidir) ve agik DNA alanlar1 (hiicre
bunlar1 kopyalayabilir, okuyabilir ve RNA ile proteinleri liretmek i¢in kullanabilir) vardir.
Dolayisiyla, hiicrelerin program degistirmenin DNA mutasyonu disindaki bir yolu, agik
alanlardaki genleri kapatmak, ya da kapali alanlardakileri agmak igin genel paketlemeyi
degistirmektir. Bu gibi degisiklikler sadece DNA diziliminin saptanmasi ile belirlenmez.
DNA’ nin okunabilirligini ve DNA’ ya erisilebilirligi diizenleyen kimyasal modifikasyonlarin
da analizi gerekmektedir. Bunlar epigenetik degisiklikler olarak adlandirilmaktadir.

Hiicreler, i¢sel farkliliklarina karsin, hiicre ¢cogalmasini ve 6liimiinii kontrol eden temel
stireclerin gerceklestirilmesinde ortak planlar dogrultusunda hareket ederler. Bunun bir
sonucu olarak, bir¢ok kanserde, organin yeri ya da hastaligin nedenine bagl olmaksizin, bazi
onkogenler ve timor baskilayicilar degistigi siklikla goriiliir. Bu genlerin iriinleri, hiicre
cogalmasini, farklilasmasini ve sag kalimini kontrol etmek {izere birlikte calisan bir 6geler
aginin bir pargasidirlar. Sekil 1.6, tiim kanserli hiicrelerde degistirilmesi gereken gen ve siireg
aginin ¢ekirdegi olarak tanimlanabilecek “kanser kutusunu” gostermektedir. Bu kanser
kutusu, baslica {i¢ sinyal verme siireci igerir. Bunlarin ikisi bliylimeyi artiran siireglerdir; biri

ise biiylimeyi baskilayan bir mekanizmadir (Boyle ve Levin 2008).
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Sekil 1.6. Kanser kutusu. Bu sekil kanser gelisiminde birkag genin nasil isbirligi yaptigin1 gostermektedir. Ug
resim bir hiicrenin yasaminin 3 agamasini gostermektedir: bolinme (iistte), farklilasma (solda) ve programlanmis
hiicre 6liimii (sagda). Onemli genler ve bunlarin isbirligi oklarla gosterilmistir. Hiicre yapisma sinyalleri
betaKatenin yoluyla hiicre boliinme sisteminin bilesenlerine aktarilir ve RB1 geninde toplanir (hiicre ¢evriminin
bir diizenleyicisi).Bilylime sinyalleri de genlerden gegerek ayni kontrol noktalarina yakinsar, 6rnegin tirosin
kinaz aktivitesi (RTK) olan hiicre ylizeyi reseptorleri ve bunlarin hiicre dig1 transmitorleri (RAS). Seklin altinda,
hiicre boliinmesi kontroliiniin evrensel “fren”i gosterilmistir: pS3 proteini. P53’{ kodlayan gen olan TP53, ¢cogu
kez ¢evresel mutajenlerin hedefi olur, 6rnegin DNA’da baz degisiklikleri olusturan ve bir yiyecek bulasani olan
afla toksin. Bu mutasyon fren etkisini ortadan kaldirir ve kontrolsiiz cogalmaya neden olur. Kaynak: Pierre
Hainaut, yayinlanmamistir. (Boyle ve Levin 2008)

1.4 Biyosensorler

Biyosensorler, biyokimyasal tanimlama/baglanma elementi ile (ligant) sinyal degistirme
iinitesini (transduser) kombine eden cihazlardir. Biyosensorler, kandaki glikoz miktarini
6lgmek gibi birgok klinik tanilar i¢in kullanilmaktadirlar (Rasooly ve ark. 2006).

Kanserin 200 farkli ¢esidinin 60 farkli organi etkilemesinden dolay1 kanserin klinik testi
olduk¢a karmasik bir istir. Kanser teshisi i¢in bir biyosensor tasarlanmaya baslandiginda, bu
karmagikligin goéz Oniinde bulundurulmasi olduk¢a Snemlidir. Kanserin klinik teshisinin

biyosensorler ile yapilmasi, esneklik ve hizin artmasi, ¢oklu hedef analiz kabiliyeti, diisiik



maliyet toplum saglik sistemlerine molekiiler tan1 gelistirme faaliyetlerinin yayginlagsmasi gibi
bircok avantaji da beraberinde getirmektedir. Biyosensorlerin kullanim alanlarinin ¢ok fazla
olmasina karsin kanser teshisi icin gelistirilen biyosensor sayisi olduk¢a azdir. Bunun
sebeplerinin en 6nemlisi kanserin olduk¢a karmasik dizilerden olusan bir hastalik olmasi
sOylenebilir. Tiimoriin hiicre karakterizasyonu hala tam olarak aydinlatilamamistir ve ¢ok az
sayida biyomarker klinik olarak fayda saglayabilmektedir (Rasooly ve ark. 2006).

Son birkag¢ yildir, artan uyum ve kii¢liltiilmiis sistemlerle yiiksek verimde ve molekiiler
seviyede o6l¢iim almak oldukca popiiler olmaktadir. Bu durum bir¢ok avantaji da beraberinde
getirmektedir. Ornegin yiiksek kapasitede cihazlar iiretme egilimi, kullanimi1 daha basit
sistemler, daha ucuz maliyetler ve daha hizli yanit zamanlar1 bu avantajlar arasindadir.
Kanserin Klinik olarak teshisi i¢cin hazirlanmasi gereken bir biyosensoriin temel bilesenleri
sekil 7°de goriilmektedir. Bu yeni teknoloji i¢in verilebilecek 6rneklerden bir tanesi kati bir
ylizeyin iizerine iki boyutlu olarak yerlestirilmis antibadilerin bulundugu antibadi dizileridir.
Bu diziler, ¢esitli antijenlerin kendilerine uygun antikorlara baglanmasi ile tanimlanmalarinda

kullanilabilirler (Taitt ve ark. 2005; Ligler ve ark. 2003).
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Sekil 1.7. Kanser teshis biyosensorii tasarlamak igin gerekli olan bilesenler. Kanser biyomarkerleri, temel ve
klinik aragtirmalar; genomik analizler ve proteomik analizlerden tiiretilmigtir. Bu markerler igin ligantlar ve
incelemeler biyosensor olusturmak icin detektdr ile harmanlanir. Kanserden korunma noktasi ise uygun 6rnek
hazirlama metotlart gelistirmek igin gerekli otomasyon ve teknolojik olanaklar1 harmanlar (Taitt ve ark. 2005;
Ligler ve ark. 2003)
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1.5 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisine Giris

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, ylizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan
cok etkili ve kullanisli bir metottur. Metal korozyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda,
membranlar boyunca yiik aktarimi ve membran/¢ozelti ara yiizeylerinin karakterizasyonunda
ve optimizasyonunda ¢ok siklikla kullanilmaktadir. Son yillarda ise biyosensorlerin hem
hazirlanma asamalarinin, hem de biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi ve
kantitatif analizlerinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baglanmistir. EIS’nin kullanimi
ile ilgili ilk oOrnekler 1980’lerin sonunda rapor edilmis olmasina ragmen metodun
uygulamalari, enstriimantasyondaki ilerlemelere bagli olarak son yillarda ¢ok fazla artis
gostermistir. Ciinkii elektrokimyasal impedans spektroskopisinin kompleks parametreleri
enstriimanlari her tiirlii donanimindan ¢ok fazla etkilenebilmektedir. impedans teknikleri ile
biyoreseptdr ve onun analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesinin yani sira, transduserde
biyomolekiillerin immobilizasyonu boyunca meydana gelen olaylarda oldugu gibi, yiizey
modifikasyonun karakterizasyonlari da basariyla gerceklestirilebilir. Bu o6zellikleri ile
impedans ayni zamanda, ylizey morfolojisinin goriintiileme teknikleriyle aydinlatiimasinda
yardimci ve ¢ok dnemli bir aractir.

1.6 Impedans Spektroskopisinin Temel ilkeleri

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

kaymasidir. Y ise kompleks iletkenlik veya admittanstir.

V(t)y — Vosin(2IIft) 1
(1) IysinRQIIft+¢) Y

7 —
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Impedans kompleks bir degerdir; ¢iinkii akim sadece genlik agisindan farklilik gostermekle
kalmaz, potansiyel-zaman fonksiyonuyla kiyaslandiginda faz kaymasi da gosterir. Bu yiizden

deger ya |Z| ve faz kaymasi1 ¢ ya da reel Zg ve imgesel Z, olarak tanimlanabilir.

>

Ly

Sekil 1.8. Impedans’in potansiyel(zaman) ve akim(zaman) biiyiikliiklerine bagimli matematiksel gosterimi

Bu durum, sekil 1.8.°de gosterilmistir. Dolayisiyla impedans Ol¢limlerinin sonuglart iki
sekilde gosterilebilir: Bode grafigi (logf’nin fonksiyonu olarak logZ ve ¢) veya Zr ve Z,’nin
oldugu Nyquist grafigi seklindedir.

Impedans “spektroskopisi” adi, impedansin tek bir frekanstan ziyade farkli frekanslari
tayin edebilme gerceginden tliremistir. Bu sayede bir impedans spektrumundan yiizeylerin,
tabakalarin veya membranlarin degisim ve difiizyon prosesleri ve karakterizasyonu hakkinda
bilgi saglanir. Bu bilgilere ulasmak icin, impedans spektrumu genellikle esdeger devre
kullanilarak analiz edilir. Genellikle diren¢ ve kapasitanstan olusan bu devre incelenen
sistemin farkli fizikokimyasal 6zelliklerini agiklar. Ayrica sistem; elektrokinetik, difiizyon,
partisyon gibi temel yasalardan tlireyen transfer fonksiyonlar1 temelinde de tanimlanabilir.

Bu durumda bir impedans elementinin —direng¢ veya kapasitans- degisimi ¢ozeltinin
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bilesiminin bir fonksiyonu olarak degerlendirilir. Bazi durumlarda, tiim impedansla
konsantrasyondaki degisim arasinda iliski kurmak mimkindir (Macdonald 1997,
Rubinstein 1995, Krause 2007).

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

1.1’ de verilmistir.

Tablo 1.1. Biyoelektrokimyasal sistemleri tamimlamakta ¢ok siklikla kullamlan impedans elemanlarinin
tanimlanmalari, frekans bagimliliklar1 ve faz kaymalar1

Impedans Tanimlama Faz Frekans
elemam acis1  bagimhihg
R s oc  Hayir
C Zc Iﬁ 90°c Evet
CPE Zeve = rg 0-90°  Evet
W (infinite)* 2w = ﬁ(l —J) 45°  Evet

2

Esdeger devreler, deneysel impedans verilerini seri ve/veya paralel diizenlenmis ideal
impedans unsurlarla yaklasik olarak belirlemek ic¢in kullanilir. Cogu elektrokimyasal sistem
bu prosediire gore analiz edilir. Bir elektrolitle bir elektrodun temasta oldugu bir sistem —
Randles devresi- ¢ozelti direnci, Rs, yiik transfer direnci, Rct, ¢ift tabaka kapasitans Cdl ve
Warburg impedans, W. Sekil 1.9 da gosterilen Nyquist grafiginde Rs ve Rct degerleri
kolaylikla belirlenebilir. Cift tabaka kapasitansi ise yarim dairenin maksimum yaptigi

noktadaki frekanstan hesaplanabilir.
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Sekil 1.9 Bir elektrolitle kontakt halindeki elektroda iligkin Randles esdeger devre modeli

Biyolojik bir materyali karakterize etmek i¢in (antikor gibi) elektrotlar sisteme uygulanmali
bdylece elektrokimyasal hiicre elde edilmelidir. Ac potansiyel uygulanmasi ile birlikte, akim
tim sistem elemanlarini —¢alisma elektrodu, biyolojik materyal, ¢ozelti ve karsit elektrot-
dolasmaya baslayacaktir. Olgiilen impedans, esasen bu elemanlarin bireysel katkilarmim bir

Ozetidir.

a) Biyolojik bir materyalin impedans: ya belirli bir analitin konsantrasyonunun
fonksiyonu ya da zamanin bir fonksiyonudur. Her iki durumda da her iki elektrodun
impedansi, Olgiilecek impedansa kiyasla kii¢iik olmalidir. Bu da genis yiizey alanlar
kullanilarak saglanabilir. ~ Ayrica, ¢ozeltiden kaynaklanabilecek biyolojik materyalin

nonspesifik baglanmalarindan ka¢inilmalidir, ¢iinkii bu durum ara yiizey impedans1 artirir.

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

Biitiin  elektrokimyasal biyosensorlerde oldugu gibi, impidimetrik biyosensdrler
biyomolekiillerin kondiiktif bir (veya yar1 kondiiktif) transduser ylizeyiyle etkilesimini
kullanan biyoelektronik cihazlardir. Olgiim prosesleri, reseptdr biyomolekiil ile analit arasinda
olusan algilama yiizeyinin, elektronik transduserin elektriksel 6zelliklerini direkt veya indirekt
sekilde degistirmesine dayanir. Antijen-antikor veya DNA-DNA etkilesimleri gibi sinirl
katalitik aktiviteye sahip bilesiklerin analizi i¢in gelistirilen elektrokimyasal impedans
spektroskopisi(EIS) temelli biyosensorlerin sayis1 literatiirde her gecen giin daha da
artmaktadir. Son yillarda, EIS, bircok kimyasal ve fiziksel proseslerin g¢alisilmasinda da
kullanilan ¢ok etkili bir yontem haline gelmistir. EIS, bir¢ok proses i¢in analitik ¢éziimler
sunmaktadir. Bunun yam1 sira membran Ozelliklerinin  belirlenmesi, biyosensor
karakterizasyon ve fabrikasyonu gibi bilimsel arastirmalar igin de etkili bir teknik olan EIS ile
gerceklestirilebilmektedir. Enzim-substrat etkilesimlerinin tersine, baglanmadan sonra
herhangi bir reaksiyonun meydana gelmedigi antijen-antikor veya DNA-DNA, protein-protein
gibi afinite etkilesimlerinden sonra yiik transfer degisimleri meydana gelir ve bu degisimler
EIS ile ¢ok etkili bir sekilde izlenebilir. Cesitli spesifik ve hassas Ol¢timler , elektrot
materyaline (metaller, metal oksitler, cams1 karbonlar, yar1 iletkenler) elektrot geometrisine
(klasik elektrot diizenlenmesi veya interdijite-birbirine geg¢mis- elektrotlar), analite
(proteinler, antikorlar, niikleik asitler vs) veya kullanilan amplifikasyon protokoliine (label-
free —tabakasiz-, enzim labeller enzim tabakalar-, iletken polimer filmler nanopartikiiller vs..)
gore smiflandirilabilir (Katz ve ark. 2003, Guan ve ark. 2004, Daniels ve ark. 2007,
Berggren ve ark. 2001, Saby ve ark. 1993).

1.7.1 Enzim Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Impedans spektroskopisi, yiizeyi modifiye edilmis elektrotlarin elektriksel 6zelliklerinin
Olgiilmesi i¢in etkin bir yontemdir. Ancak genis bir frekans aralifinda biitiin impedans
spektrumunun taranmasi zaman alicidir. Bundan dolay1 impidimetrik teknikler, enzim temelli
bir biyosensoriin karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir.

Enzim sensorleri igerisinde amperometrik elektrotlar en ¢ok ilgi ¢eken transdiiserlerdir.
Bununla birlikte, bir enzimin ddniisiimiinden (turnover) dolayr redoks-aktif bilesiginde
meydana gelen degisim, yiik aktarim direnciyle belirlenebilir. Bu durum, glukoz oksidazin ve
mediatdr olarak benzokinonun kullanildgr glukoz tayini caligmalarinda gosterilmistir

(Shervedani ve ark. 2006).
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Impedans spektroskopisiyle, substrat ve enzim inhibitdrlerinin tayini yapilmakla birlikte
enzimin kendi aktivitesi de analiz edilebilmektedir. Bu duruma ilging bir yaklagim,
parcalanabilir polimer filmlerin kullanilmasidir. Bu polimerler elektrot {izerine kaplanirlar ve
biyokatalitik reaksiyon vasitasiyla polimer pargalanma ya polimer zinciri iizerinde enzimin
direkt etkisiyle ya da enzimatik doniisiim sonucu olusan iiriinlin indirekt etkisiyle olusur.
Parcalanmaya baslayan filmin kalinlig1 impedans ol¢timleriyle kolaylikla takip edilir. Bu
yontem; iire, glukoz, kimotripsin veya lipaz gibi enzimlerin tayininde gosterilmistir.
Impedansin kullanildig1 bir diger yol, elektrot yiizeyindeki lipit tabakasimna “sinyalizasyon”
proteinin katilmas1 ve spesifik analitle etkilesimi sonucu konformasyonal degisiminin
degerlendirilmesine dayanir (McNeil ve ark. 1995, Cortina ve ark. 2006, Gooding ve ark.
1996, Sumner ve ark. 2001, Cornell ve ark. 1997).

Substrat ve inhibitor sensoérlerinin kullanimina dair bir ¢alisma Naumann ve ark.’larina
aittir. Bu calismada, sitokrom oksidaz destekli altin yiizeyde peptit bagli lipit membran
kullanilmis ve membran boyunca proton tasinimini ¢alisilmistir. Impedans spektrumlar,
inhibitér ve enzim substratlarin konsantrasyonlariyla iligkili olabilmektedir. Paraokson,
kinakrin veya bakteriyal toksin streptolizinin tayini verilebilecek bir diger 6rneklerdir
(Naumann ve ark. 1999, Schasfoort ve ark. 1994, Tong ve ark. 2003, Wilkop ve ark.
2007).

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

Asagida EIS temelli baz1 enzim biyosensor ornekleri agiklanmistir.

Jelatin kaplanmis altin elektrot yiizeyindeki proteolitik aktivite degisiminin sebep oldugu
impedans farklanmalarinin 6l¢iildiigii, kollegenaz tayini igin bir biyosensor gelistirilmistir
(Saum ve ark. 1998). Bu sistemde, tabaka kritik bir kalinliga ulastiginda, tabakanin enzim
tarafindan degredasyonu ile olusan impedans hizla artar. Protein yikimi ile impedansta olusan
farklanma, elektrot yiizeyinden jelatin tabakasinin ayrilma hizi ile orantilidir. Potansiyostatin
cevap sliresi ¢ozeltinin karistirilmast ile distiriilebilmistir ve bu biyosensor sisteminin
kollagenaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullaniglt bir yontem oldugu gozlenmektedir. Ancak
sensOr yiizeyine kaplanmis jelatinin biyosensor tarafindan saptanma yetenegi elektrolitlerin
varliginda ciddi bir sekilde azalmaktadir. Bu bulgular Saum ve ark (1998) tarafindan baska

bir biyosensor ¢aligmasinda da ortaya atilarak tartigilmastir.
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Bir¢ok enzim temelli biyosensérde, LB filmlerin karakterizasyonu ig¢in uygun
oldugundan, elektrotlarin Lagmuir-Blodgett (LB) yontemleri ile modifikasyonlarinda da
impidimetrik teknikler kullanilmislardir (Abdelmalek ve ark. 2001).

Ornegin; sudaki organofosfor pestisitlerinin saptanmasi i¢in iyon se¢imli bir alan-etkin
transistor (ISFET) kullanilarak  Biitirilkolinesteraz  (BuChE) iceren LB  filmler
olusturulmustur. Enzim/stearilamin karigimli LB filmleri, filmlerin kararliligin1 arttirmak igin
gluteraldehit buhari uygulamasindan sonra ISFET bosluklari iizerine immobilize edilir.
Onerilen esdeger modeli Si/SiO,/LB film-elektrolit ara yiizeyi ile uyumludur. LB filmin
kalinligi, elipsometri sonuglari ile uyumlu olan bir ayarlama programi tarafindan yaklasik 60
nm olarak belirlenmistir.  Gelistirilen biyosensdr Triklorofonun saptanmasi igin
kullanilabilmektedir. Yea ve ark.(2003), desteklenmis bir ¢ift tabakali lipid membranin (s-
BLM) platinyum nanopartikiiller ile birlestirerek bir biyosensor gelistirmislerdir’ Ciplak camsi
karbon (GC) elektrodun ve s-BLM ile (hem Pt nanopartikiilsiiz hem de nanopartikiillii)
modifiye edilmis elektrodun [Fe(CN)e]&Mf varligindaki impedans spektrumlari, ¢iplak GC
elektrot elektrokimyasal prosesin difiizyon kontrollii adimi i¢in karakteristik olan neredeyse
dogrusal bir ¢izgi seklinde c¢iktigin1 gostermektedir. Modifiye elektrotlar da ise Pt
nanopartikiil eklenmis ve eklenmemis s-BLM’lerin Nyquist kompleks diizlem egrileri, yiiksek
frekans alt birimindeki tek bir yar1 devre ile karakterize edilir. Bu, s-BLM’leri Pt
nanopartikiiller ile birlestirmenin membran kapasitansinda bir artmaya, membran direncinde
de azalmaya sebep oldugu anlamina gelir. S-BLM’ler igerisindeki Pt nanopartikiil arrayleri,
glukoz biyosensorii yapiminda, ortamda bulunan oksijenin indirgenmesi ile elektrokatalize
olurlar.

Altin destek tizerindeki peptid bagli lipid membranlar (t-BLMS) integral membran
proteinlerinin aragtirilmasi i¢in bir biyomimetik sistem olarak dizayn edilmistir (Sekil2)
(Naumann ve ark. 1999). Ornegin, sigir kalbinden elde edilmis sitokrom C oksidaz (COX)
onceden olusturulmus peptid t-BLM igerisine immobilize edilmistir. Impedans spektroskopisi
hem lipid filmlerin kalitesini hem de iyonlarin filmlerden gecisini izlemek i¢in kullanilmistir.
Spektrumlar, elektrot kismen (% 70) ¢ift tabakali ve yaklasik %30 bozulmus tek tabaka peptid
veya, peptid-lipid altbirimleri ile kaplandig1 zaman, diisiik kaliteli peptid destekli lipid tek- ve
cift- tabakalar1 oldugunu gostermistir.
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Sekil 1.10. Sitokrom ¢ oksidaz’in lipid tektabaka i¢inde yerlesimi (Naumann ve ark. 2002)

Impedans spektrumlari, inhibitdr ve substrat konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Bundan dolay1 bu sistem, biyosensér uygulamalari i¢in timit 18onarl8n yaklasimdir. Ayni
calisma grubu tarafindan yapilan benzer bir galismada, kloroplasttan elde edilen H*-ATP
sentaz t-BLM igerisine yerlestirilmistir (Naumann ve ark. 2002). Proteinin aktivitesi
impedans spektroskopisi ile gosterilmistir. ATP hidrolizi sonucunda gerceklesen lipid
tabakadan proton transferinden dolayr diren¢ azalir. ATP eklenmesinden dolayr olusan

impedans degisimleri tamamen geri dontisliidiir.
1.7.2 Immunokimya Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Impidimetrik immiinosensorlerin  gelistirilmesinde itici giig, basit ekipmanlarin
kullanildig1 tani sistemlerine (point of care diagnostics) olan talep ve potansiyel molekiiler
etiketsiz analizler (label free)dir. Immiinsensérler igin iki immobilizasyon stratejisi ¢ok
siklikla kullanilir; Sensor, ya ilgili antijeni baglayan antikorlarla modifiye edilebilir ya da
antijenin kendisi immobilize edilebilir —ki daha sonra bu antijen biitlinleyici antikorunu
baglar-. Her iki durumda da, baglanma olay1 elektriksel ylizey ozelliklerinin degisimiyle
sonuclanacak olmasina ragmen, ikinci durumda (antijen immobilizasyonunda) antikorlarin

yiiksek molekiil agirliklart ve diisiik dielektrik katsayilarindan Gtiirii daha biiylik degisimler
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aci8a c¢ikarabilir ki bu impedimetrik olarak ¢ok daha etkili bir sekilde izlenebilir.

Kapasitif sensorler tercihen immiin reaksiyonlarin belirlenmesinde oldukca sik bir
sekilde kullanilmislardir. Ornegin yiik transferi, uzun zincirli SAM tabakalar1 kullanilarak
azaltilabilmekteydi. = Daha sonra su da gosterilmistir ki, baglanma davraniglariin
matematiksel tanimlanmasi devamli surette bir baglanma analizini miimkiin kilar (Taira ve
ark. 1993, Berggren ve ark. 1998, Bataillard ve ark. 1998).

Nonspesifik baglanmalarin etkisinin Oniine gecmek icin (spesifik etkilesimlere benzer
yollarla kapasitansi1 etkilerler), Olgiimlere diferensiyal bir mod Onerilmistir. Antikorlar
baglanma Ozellikleri korunarak Langmuir-Blodgett filmlerine birlestirilebilir ve oldukca
diizenli algilama yapilar1 elde edilebilir. interleukin-6 icin, epoksisilan islevsellestirilmesi
kullanilarak veya interferon y i¢in SAM modifikasyonu ile antikor immobilizasyonunda
oldukga hassas kapasitif olgtimler gergeklestirilmistir (Berggren ve ark. 1997, Hedstrom ve
ark. 2005).

Bunun yan sira, direng temelli sensorler de gelistirilmistir. Ornegin, insan meme timorii
iliskili glikoprotein, spesifik antikorlarin altin yiizeye kendiliginden immobilizasyonu ile
belirlenmistir. Biitlinleyici antijenin baglanmasi yiik transfer direncinin (R¢) nin degisimiyle
neticelenir. Direng temelli 6l¢iim yontemleri, reseptor-ligand etkilesimleri ve kokulu
molekiillerin belirlenmesinde de kullanilir. Immiin analizler i¢in bir diger sistem, ¢ok ince
platin tabakalarin kullamildigi ve impedans model analizlerinin temel alinip iletkenlik
degisimlerinin degerlendirildigi sistemlerdir. Polipirol gibi iletken polimerler kullanilarak
algilama biriminin immobilizasyonunda 06zel yaklagimlar sergilenmesi, s6z konusu
immunosensoOrlerin  hassasiyetini iyilestirilebilir. Polimerik agin iletkenligi, baglanma
olaylarinin tetikledigi konformasyonal degisikliklerden giiclii bir sekilde etkilendigi icin
alinan cevap da o derece yiikselir. Biyotinli polipirol filmler, biyotinli antikorlarin avidin ile
immobilizasyonunda kullanilmistir (Hleli ve ark. 2006, Jie ve ark. 1999, Pak ve ark. 2001,
Hou ve ark. 2007).

Asagida EIS temelli baz1 immunosensor 6rnekleri aciklanmustir.

Direkt olarak Olglime olanak tanidiklarindan, isaretleme yapilmadigindan, hizh
olduklarindan ve coklu analiz sistemlerine olanak sagladigindan dolayi, affinite baglama
esasli immiinosensorler ile her gecen giin daha ¢ok calisilmaktadir. Son yillarda, birgok yeni
immiin temelli impedimetrik biyosensor tasarimina iliskin caligma yayinlanmistir.

Ma ve ark.(1999) insan meme kanserine iliskin glikoproteinin tayinine yonelik bir
impedans immiinosensorii ¢aligmasi yaymlamislardir Antikor, altin elektrot yiizeyine

kendiliginden  adsorbsiyon yoOntemi ile immobilize edilmistir.  Elektrokimyasal
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karakteristiklerdeki degisim, spesifik antijen baglandigi siirece ger¢eklemistir. Nyquist
egrisindeki yarim daireden hesaplanan yiik transfer direnci, kararli bir antijen-antikor
kompleksi olustugundan dolay1 artmistir.

fletken polimerler de biyomolekiillerin immobilizasyonu icin iyi birer matrikstir.
Sargent ve Sadik (1999), iletken polipirol (PPy) film tizerindeki antikor-antijen (Ab-AQ)
etkilesimlerinin mekanizmasin1 arastirmiglardir Heterojen polimerik araylizey igerisindeki
yik olusumunun ve tasmiminin teorisi, Ab-Ag baglanmasi sirasinda olusan akim akisini
aciklamak icin One siiriilmiistiir. Bu mekanizmaya gore, antikor immobilize edilmis iletken
polimer temelli elektrotlarda elde edilen akim, dort adimda ortaya ¢ikar: (1) iyonlarin
elektroda difiizyonu (2) porlu PPy/membran arayiizeyinde yiik transferi, (3) polimer PPy
membran boyunca goc¢ (4) Antijenin PPy araylizeyinde adsorpsiyonu veya desorbsiyonu.
Doérdiincli adimdaki adsorpsiyon ve dezorpsiyon siireci, hiz sinirlayict adimdir. Bu adim
uygun elektriksel potansiyel se¢imi ile kontrol edilebilir. Bu da Ab-Ag etkilesiminin,
uygulanan potansiyelden biiyiik olciide etkilendigini gostermektedir.

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

Biyosensoriin dogrusal araligi 10-80 ng/mL antjen ve dedeksiyon limiti 10 pg/mL’dir.

20



400 4 . . - . - .

3004 -
Y
< 200- . -
S : "
| \r
1001 .= * *~ . . . . 7
gx"o 9ce 06 g o @
U-fn TOg o a il
0 200 400 600

Z,JKQ

Sekil 1.11. Bir antikor ile modifiye edilmis elektrodun, antijensiz ve antijen ilave edildikten sonra elde edilen
kompleks Nyquist diyagramlar1 (Ouerghi ve ark. 2002)

Bagka bir polipirol immobilizasyon matriksi kullanilan ¢alisma da, Geoffrey ve ark.(2001)
tarafindan rapor edilmistir Bu ¢alismada impedans temelli reaktifsiz biyoaffinite biyosensorii
gelistirmistir. Antikor-yiiklenmis polipirol filmlerde, diisiik frekanslarda polaronik iletim ve
yiiksek frekanslarda elektriksel iletim olmak iizere iki tane yiik transfer prosesi gézlenmistir.
Affinite reaksiyonu Bode egrisinde hicbir farklilagsmaya sebep olmamistir. Ancak, Redoks
dongiisii (-0,1’den -0,9’a ve -0,9’dan -0,1’¢) oldugunda, pik polaronik faz acis1 olarak
gozlenen muhtemel bir baglanmaya bagli cevap olusur. Bu sonug, baglanma sonrasinda
protein etrafindaki polimer zincirin tekrardan siralanmasina dayandirilmaktadir. Bu nispeten
karmasik bir prosestir.

Protein ¢oklu tabakalar da, redoks probu varliginda impedans spektroskopisi ile
arastirilmislardir (sekil 1.12). Bu prensibin kullanildig: bir ¢aligmada, 6zellikle meme kanseri
biyomarker1 olarak degerlendirilebilen, vaskular endotelyal biiylime faktorii (VEGF) tayini
gerceklestirilmigtir (Uygun ve ark. 2011). Tabaka-tabaka olusturma yontemiyle hazirlanmis
coklu tabaka film, bir altin tabaka {izerinde biyotin-isaretli antikor (bio-Ab) ile avidinden
olugmustur. Multitabakalarin adim adim olugumu sirasinda impedans spektrumundaki belirgin

bir farklanma gozlenmistir. Sensor ylizeyine ilave edilen her tabaka, kendi elektriksel
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ozelliklerine bagl olarak elektron transfer rezistansini degistirmektedir. Bu adimlarin sonunda

biyo-reseptoriin ve onun ligandinin (VEGF) baglanmasi R¢; degerini artirmistir.

———> VEGF
/7 > VEGF-RI
biotin

> avidin

/ SAM of cysteamine

Sekil 1.12. Cok tabakali biyolojik reseptér immobilizasyon adimlarinin sematize edilmis hali (Uygun ve ark.
2011)

Boyle bir sistemde artan VEGF derisimlerine kars1 elde edilen biyosensor yanitlart (Nyquist
diyagraminda) asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil 1.13. Artan VEGF konsantrasyonlarma karsi elde edilen kompleks impedans spektrumlarimin
gosterilmesi(Uygun ve ark. 2011)

Impedans spektroskopisi, ISFET cihazlarmin gozenekli yiizeyleri {izerindeki biyomateryal
tabakalarinin yapisin1  karakterize etmek ve oyuk ara yiizeyindeki antijen-antikor
etkilesimlerini agiklamak i¢in de kullanilir (Kharitonov ve ark. 2001). ISFET cihazlarinin
oyuk ara yiizeyleri iizerindeki protein tabakalarinin kalinligin1 karakterize edebilme yetenegi
impedans spektroskopisinin sadece yapisal karakterizasyonlara olanak saglamadigini, ayni
zamanda ISFET oyuklar lizerinde gerceklesen biyo algilama olaylarini 6l¢en ve saptayan bir
analitik yontem oldugunu gostermektedir.

Nano boyutlarda sensor gelistirmek, impedimetrik biyosensorlerin cevap performansini
arttirabilir. Van Gerwen ve ark (1998). Nano boyutta kenetlenmis (interdigitated) elektrot
arrayleri ile impedimetrik biyosensorler gelistirmislerdir (Sekil 1.14) Bu sistemde 500 den
250 nm ye kadar degisen elektrot genisligi ve bosluklari elde edilmistir. Nano boyutlardaki
elektrotlar, ylizeyden sadece 100 nm yukaridaki bir alami tararlar. Bundan dolay1 diger
elektrotlara kiyasla duyarliliklar1 daha fazladir. Bu etki teorikte, interdigitated elektrotlar
arasindaki elektriksel alanm hesaplanmas1 ile degerlendirilebilir. Ornegin genisligi ve

araliklar1 250 nm olan elektrotlar i¢cin akimin %80°1 ylizeyden 250 nm daha yiiksek olmayan
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bir tabakaya yayilir. Farkli KCI ¢o6zeltilerindeki model ve karakterizasyon calismalari,
impedansin nerdeyse tamaminin yiizeye yakin bir siiregte hesaplandigini ve c¢ozelti
karakteristiklerinin sinyalde goziikmedigini gostermistir. Biyomolekiiler yapilarin, affinite
baglanmalarinin impedans ile saptanmasi i¢in, glukoz oksidaz silanlanmis bir yiizeye

baglanmustir.

T

i 99% 7

Sekil 1.14. IDE’nin SEM goriintiisii ve IDE’nin hesaplanan akim kapasitesi (Van Gerwen ve ark. 1998)

Silanlama sonrasinda, sensdriin ¢ift tabakali impedansi, bir sabit faz elemani ile gosterilir. Bu
parametrenin 6l¢iimii GOD immobilizasyonunun in situ izlenmesini kolaylastirmaktadir.
Nano boyuttaki platin tabaka temeline dayanan yeni bir immiinobiyosensér Pak ve ark.

(2001) tarafindan gelistirilmistir.
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Sekil 1.15. Ultraince platin film immunosensériin sematik gosterimi (Pak ve ark. 2001)

Film 25 A° kalinhiginda tabakalardan olugsmus ve 20-30 A° kalinliginda aralikli kanallar
icermektedir. Monoklonal antikorlar sensor yiizeyine, silanizasyon yardimiyla immobilize
edilmislerdir. Bu c¢alismada, film boyunca sabit frekansta Olgiilen impedans degerleri,
modifikasyon ve yiizeye baglanmayir olgmek icin kullanilmistir. 20 Hz’deki impedans,
ylizeyin anti-alkalen fosfataz ile (anti-AP) aktivasyonu siiresince % 55 artmistir. Devaminda
Alkalen fosfatazin baglanmasi da %12’lik bir artisa sebep olmustur.

Katz ve ark (2001) tarafindan dedeksiyon i¢in yeni konsept bir impedimetrik biyosensor
gelistirilmistir Coziinmeyen bir maddenin, elektrot yiizeyinde biyokataliz ile ¢oktiiriilmesi,
immiinosensorler i¢in dnemli bir prensiptir. Coktiirme prosesini takiben, faradaik impedans
spektroskopisi ve kronopotansiyometri yontemleri kullanilir. Bu ¢aligmada, elektrot yiizeyine,
dinitrofenil antikorunun tayinine icin, spesifik bir antijen immobilize edilmistir. Enzim
reaksiyonu sonucu olusan ¢Oziinmeyen iirlinii olusturmak ic¢in, Antikor-HRP konjugati
biyokatalist olarak kullanilmis ve uygulanmistir. Impedans analizleri, ¢dziinmeyen maddenin
elektrot yilizeyinde c¢oOktiigiinii ve elektron transferine engel olan yalitkan bir tabaka
olusturdugunu, bunun da elektron transfer direncini arttirdigin1 ¢ok net bir sekilde

gostermektedir.
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Biyolojik reseptorlerin biyosensorlerde kullaniminin, biyolojik maddelerin diisiik
kararliligi, kiigiik antijenlerin immiinizasyonunun zorluklar1 ve diisiik kimyasal-termal
kararliliklar gibi iyi bilinen sinirlayicr faktorleri vardir. Bundan dolayr dogal reseptorleri taklit
edebilen, yapay resptorlerin gelistirilmesine yonelik yeni egilimler ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Molekiiler baskilanmis polimerler (MIPs) kararli ve direncli, ektrem basing,
sicaklik, pH altinda veya organik solventler igerisinde kolaylikla uygulanabilen
materyallerdir. MIP ler analitin “negatif”i yoniinde davranan bir yiizey saglarlar ve boylelikle
karisimin i¢indeki analit belirlenir. Kimyasal yapilarindan otiirii, farkli formatlarda tekrar
iiretilebilirler ve farkli cevresel kosullarda uzun zaman stabil kalabilirler. Kromatografik
ayirmalarda kullanilmalarinin yani sira, sensor uygulamalarina dair de ilging calismalar
mevcuttur. Ince yiizey filmleri 6zellikle baglanma olaymin impedimetrik transdiiksiyonuna
cok uygundur. Bu sayede, hiicre ve viriislerde oldugu gibi organik molekiiller i¢in de kapasitif
sensorler gelistirilmistir. Ayrica ucuzdurlar ve kat1 (kuru) halde saklanabilirler. MIPs sadece
pestisit, aminoasit, steroid ve sekerler gibi organik molekiiller i¢in degil; hiicre ve proteinler
icin de sentezlenebilirler (Andersson ve ark. 2000). Panasyuk-Delanet ve arkadaslari 2001
yilinda. MIP temelli bir biyosensor gelistirmislerdir Bu ¢alismada bir herbisit olan desimetrin
kalip olarak kullanilmistir. UV 15182 maruz kalan Benzofenonun 15181 adsorblamis tabakasi,
yiizeye yakin bolgede radikal polimerizasyonunu baslatir. Elektrotlarin, desimetrini spesifik
bir sekilde taniyan ve baglayan MIP ile kaplanmasi, elektrodun kapasitansinda diismelere
sebep olur. Terbumeton veya atrazin eklendiginde kapasitansta kiiciik bir diisme varken,
metribuzin eklendiginde desimetrininkine benzer bir diislis gozlenir. Molekiiler baskilama
(kalip polimerizasyonu) imit vadeden ve pahali olmayan bir alternatif yontemdir. Ancak
analitlerin ince MIP igerisine yavas difiizyonu, yavas reaksiyon kinetiginin olusmasina sebep

olur.
1.7.3 Niikleik Asit Temelli Impedimetrik Biyosensérler

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

Elektrot yiizeyinde ss- veya ds-DNA’nin bulunmasi durumunda, farkli molekiiler yapilar,
farkli spektroskopik ve mikroskopik yontemlerle tayin edilmistir. Bu durum, oligoniikleotit
konsantrasyonunun ve baz ¢ifti uyumsuzluklarinin impedimetrik yontemle belirlenmesinin

temelini olusturmaktadir. Ozellikle DNA tayininde, hibridizasyon boyunca meydana gelen

26



yiik birikimi, redoks aktif bir maddenin dontisiimiinii gerceklestirmek i¢in kullanilmistir. Bu
tiir biyosensorlerde hassasiyeti modifiye etmek icin interkalasyon kullanilabilmektedir. Prob
DNA’nin ylizey konsantrasyonu, sensdr performansinda Onemli bir etkiye sahiptir.
Performans, dendrimerlerin kullanilmasiyla da kuvvetli bir sekilde arttirilabilir. Polielektrolit
ile modifiye edilen Screen-printed elektrotlarin da bu ¢alismalar i¢in bir alternatif oldugu ve
taniyicit molekiiller olarak ss-PCR f{iriinleri ile birlikte kullanildig1 da gosterilmistir. Bu alanda,
kapasitif Ol¢limlerin, direng temelli metotlara gore daha diisiikk hassasiyette oldugu
bulunmustur (Xu ve ark. 2006, Li ve ark. 2007, Davis ve ark. 2007).

DNA analizinde 6nemli bir nokta, tek baz ¢ifti yanlis eslesmelerin belirlenmesidir.
Impedans spektroskopisi bu alanda da kullamlmaktadir (Cho ve ark 2006). Transdiiksiyon
yontemleri, ligasyon(baglanma) gibi spesifik biyokimyasal protokollerle kombine edilebilir.
Yani, sensor ylizeyindeki farkli DNA yapilarint (B- veya M-DNA konformasyonlar1 gibi)
impedimetrik olarak analiz etmek miimkiindiir ki bu oldukga ilging bir uygulama alanini da
ortaya ¢ikaracaktir (Long ve ark. 2003).

Benzer sekilde, iletken polimerler kullanilan sensorlerde, prob DNA , hedef DNA
baglanmas1 sonrasinda ara ylizeydeki degisikliklerin belirlenebilmesi i¢in bu tip polimer
filmlere baglanabilir. Bu durumda, direngte bir artis oldugu goézlemlenmistir. Ayrica
doymamis yan zincirleri olan fonksiyonel polipirol tiirevlerinin sensor uygulamalarinda iistiin
oldugu gosterilmistir (Li ve ark. 2005, Wang ve ark. 1999).

Elektropolimerizasyon yontemi, DNA’nin mikroelektrotlara immobilizasyonunda ve bu
sayede array iiretiminde ¢ok uygun bir metottur. Polipirole alternatif olarak, kinon iceren
polimerler de gelistirilmistir (Li ve ark. 2005).

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

Asagida EIS temelli baz1 niikleik asit biyosensor 6rnekleri agiklanmistir.

Damlayan civa elektrot, niikleik asitlerin ve sentetik poliniikleotidlerin tek iplikli ve ¢ift
iplikli komformasyonlar1 arasindaki konformasyon farkini algilamak icin kullanilmistir

(Strasak ve ark. 2002). Elektrot cift tabakasinin impedansinin, frekans bagimliligi kompleks
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bir impedans egrisi géstermesinden dolayi, DNA kapli elektrodun elektrik esdeger devre
modeli belirlenebilir. Denatlire ss-DNA nin desorbsiyonu, ds-DNA’nin desorbsiyonuna
nazaran daha yiiksek bir dielektrik kayiba neden olur. Bu ss-DNA’nin, ds-DNA’dan daha
esnek olmasi ile agiklanir. Cift iplikli ve tek iplikli DNA’y1 AC impedans spektroskopisi ile
karakterize etmek icin siklikla elektroaktif indikatorler kullanilir.

Zhao ve ark.(1999) ciplak altin elektrodun, ds-DNA/Au ve ss-DNA/Au elektrotlarinin
CO(bpy)g,3+ cozeltisi icerisindeki impedans spektrumlarini arastirmislardir. Sonuglar
Co(bpy)s®* ‘nin, dsDNA ve ssDNA ile olan etkilesimlerinden dolayi, DNA modifiye
elektrotlarda biriktigini ve DNA’nin altin yiizeylere adsorpsiyonla baglanabildigini
gostermektedir. Ferrrosen hekzafloro fosfat (FcPF6) da baska bir calismada elektroaktif
indikator olarak kullanilmistir (Ye ve ark. 2003). Tek iplikli hepatit B viriisit (HBV) DNA’s1,
tiyoglikolik asit (TGA) kendiliginden olusan tek tabakasinin karboksil grubu ile ester bagi
yapilmast yoluyla altin elektrot ylizeyine immobilize edilmislerdir. Yiizeydeki Fc+’nin, ss-
DNA ve ds-DNA etkilesiminin ispati olan immobilizasyon ve hibridizasyon reaksiyonlari, AC
impedans spektroskopisi ile izlenmistir. FcPF6 ile HBV’nin elektrot yiizeyine immobilize
edilen ss-DNA veya ds-DNA’lar1 arasindaki etkilesim mekanizmasinin, tahmin edilecegi
iizere elektrostatik oldugu bulunmustur.

Brett ve ark (1999) elektrot yiizeyindeki DNA {iglii heliks olusumunu, bir impedimetrik
teknik ile karakterize ederek tanimlamislardir Immobilize ds-DNA igeren camsi karbon
elektrot, ss-DNA igeren bir ¢ozeltiye daldirilip 0,0 veya +1,4 V potansiyel uygulandiginda, ss-
DNA gocii meydana gelir. Ds-DNA ve ss-DNA arasindaki etkilesim, DNA
konformasyonunda modifikasyonlara sebep olur. Cozeltideki ss-DNA ile ylizeye bagl ds-
DNA arasindaki etkilesimin, elektrot yiizeyinde iiglii heliks DNA yapilarinin olusmasini
saglamas1 muhtemeldir. Bu durum, impedans ve voltammetrik veriler ile desteklenmistir.

Yiizey-aktif (surfaktan) molekiillerden olusmus cift tabakali lipid tabakalar (BLMs)
dogal hiicre membranlar ile biyouyumludurlar. Altin elektrot yiizeyinde kendiliginden olusan
yiiksiiz ~ siirfaktan Brij-52 membranlari ¢ok kararlidir ve affinite etkilesimlerinin
saptanmasinda impedimetrik transduser olarak kullanilabilirler (Vagin ve ark. 2002). Yiizey
aktif ¢ift tabakanin hidrofobik bolgesine, oligoniikleotid pentadecatimidilat (dT15) bagl bir
hidrokarbon zincirinin girisi veya ¢ift tabaka yilizeye antikor adsorbsiyonu ile antikor veya
oligoniikleotidlerin immobilizasyonlar1 gerceklestirilir. Spesifik DNA eslenmesi impedansin
reel boliimiinde bir diisiise ve antikor-antijen etkilesimleri de yine real kisimda bir
yikselmeye sebep olur. Bundan dolayl, modifiye oligoniikleotidlerin, hidrokarbon

zincirlerinin i¢ kisimlarinda sebep oldugu lokal bozulmalar, membran direncinde azalmaya
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neden olur. Ayni zamanda, elektrot ylizeyindeki, yiizeyler arasi tabakanin kalinliginmi arttiran
antijen baglanmasi, iyon gecisini engeller. Bu etki impedansin reel kismini arttirir. Sonuglar
klinik analizler veya cesitli ¢evresel kirliliklerin saptanmasi igin tasarlanmis impedimetrik
affinite biyosensorlerinin gelistirilmesini kolaylastirabilir.

Hipoksantin ve inosin-5-fosfat tizerine elektrokimyasal ¢alismalar, elektrot yiizeyindeki
plirin bazlarinin ve piirin niikleozidlerinin oksidasyon mekanizmasinin ve adsorbsiyonunun
anlasilmasina olanak saglamistir. Bu alanda artan bilgiler DNA biyosensdrlerinin
gelistirilmesine ve zehirli bilesiklerin, DNA’ya nasil hasar verdiginin anlagilmasina yardim
etmistir. Hipoksantin i¢in gerceklestirilmis bir impedans spektroskopisi ¢alismasinda,
hipoksantinin oksidasyonuna karsilik gelen potansiyelde, diizgilin, karakteristik yarim daireler
elde edilmistir (Oliveira-Brett ve ark. 2003). Oksidasyon bdolgesinde bir potansiyel
uygulandiginda, R¢; baslangi¢ degerine gore ti¢ kat artmistir. Ancak agik devrede R de kiigiik
bir artis olur. Bu durum, adsorpsiyonun spontane olmadigmni ve adsorpsiyon ig¢in bir
potansiyel uygulamasinin da gerekli oldugunu gdstermektedir. Bundan dolayr buradaki
adsorbsiyon, oksidatif proses ile iliskilendirilebilmektedir. Adsorblanan tiirler, oksidasyon
sonucu olusan elektroaktif oligomer iiriinlerdir ve bunlar elektrot yilizeyini bloke etmiglerdir.
Bu calismada oksidasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi, sulu ortamda bu maddelerin tayin
edilmesine olanak sagladigi gibi, impedans spektroskopisinin elektrot proseslerinin

aydinlatilmasinda da kullanilabilecegini ortaya koymustur.
1.7.4 Hiicre ve Mikroorganizma Temelli Impedimetrik Biyosensorler

Maddelerin biyolojik etkilerini genis bir alanda gozlemlemek ve spesifik analitlerin
tayini i¢in hiicre temelli analizlerde son zamanlarda hizli bir artis vardir. Herhangi bir hiicre
ya da mikroorganizma durumunda, tiim biyolojik sistemin cevabimi rapor edebilecek
parametrelere ihtiyag duyulur. Impedans bu parametrelerden biridir; ¢iinkii metabolik aktivite,
ylizeydeki hiicre adezyonu, potansiyel ilaclardan alinan yanit ve sitotoksitite testlerinin
indirekt analizinde kullanilabilmektedir (Hug ve ark. 2003, Yotter ve ark. 2004). Hiicre
kiiltiiriinde veya tek bir hiicreye ait ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Ornegin, insan kolon
kanseri HT-29 hiicre seklinin apoptosis indiikli degisiklikleri bu sekilde arastirilmistir (Yin ve
ark. 1996).

Impedans, sadece yiizeyde sabit hiicreler hakkinda bilgi edinmek i¢in degil ayn1 zamanda
cozeltideki hiicrelerin sayisini belirlemek icin de kullanilir. Bu yontemin yogun bir sekilde,
mikrobiyolojide bakterilerin tanimlanmasinda, sayiminda ve belirlenmesinde kullanildigt

gosterilmistir. Impedans ayrica, spesifik bakteriyal hiicreler, antikorlar ve bakteriyofajlar igin
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de kullanilabilmektedir. Impedimetrik analiz 16semi hiicrelerin belirlenmesinde de
kullanilmistir (Jonsson ve ark. 2006, Yang ve ark. 2006, Maalouf ve ark. 2007, Silley ve
ark. 1997).

Asagida EIS’nin kullanildigi, bazi hiicre ve mikroorganizma temelli biyosensor drnekleri
aciklanmustir.

Elektrokimyasal impedansin ~ mikrobiyoloji ~ alaninda  genel = uygulamasi
mikroorganizmalarin tayin edilmesi ve tanimlanmasidir (Felice ve ark. 1999). Mikrobiyal
biliylimeler sonucu elde edilen impedans 6l¢limleri, mikrobiyal biiyiimenin hizli ve diizenli
takibine olanak saglamaktadir. Asag1 yukari 1x10° — 3x10" hiicre/mL, impedans egrilerinde
saptanabilir bir degisim iiretebilir (Madrid ve ark. 1999).

Bakteriyel biiylime siiresince elektrot-elektrolit ara yiizeyinin teorik analizi, bir¢ok bilim
adamu tarafindan c¢alisitlmistir. Impedans mikrobiyolojisinin temel prensibi sekil 1.16 da
gosterilmistir. Burada iki elektrot arasindaki impedans bir seri devre ile modellenir. Devre
modeli; ortam iletkenligini (Gp,), ara ylizey iletkenligini (G;), her elektrodun kapasitansi (Cj)
ve toplam iletkenlik (G) yi kapsar. Genel anlamda C; elektrot-elektrolit arayiizeyinin gift

tabaka kapasitesini gdstermektedir.

Ri Ci Rm Ci Ri

Zi2)= (Rm+2Ri)> +(1/7-f-Ci)’ R=Rm+2Ri

Sekil 1.16. Iki elektrot arsindaki elektriksel devre modeli (Madrid ve ark. 1999)

Mikroorganizma biiylimesi boyunca olusan metabolik iiriinler, ortamin bilesimini degistirir,
bununla birlikte iyonik igerigin de farklilagmasi, kiiltiir ortaminin iletkenliginin degismesine

sebep olur (Cady ve ark. 1978). Ayrica degismeler elektrot-elektrolit arayiizeyinde de
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gerceklesir. Impedimetrik tekniklerle izlenebilen bunun gibi modifikasyonlar canli
mikroorganizma konsantrasyonu ile orantilidir.

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

Endotelyal tek tabakalarin elektriksel impedanslari, dinamik akis sartlar1 altinda Depaola
ve ark. Tarafindan arastirillmistir (Wegener ve ark. 2000). Tek tabakalarin impedanslarindaki
farkliliklar, endotelyal hiicre morfolojisi ve fonksiyonundaki degisimlerle dogru orantilidir.
Bu sonuclar endotelyal tek tabakalarin impedansinin, hiicre tabakasindaki islevsel ve/veya
morfolojik degisimlerle dinamik olarak degistigini gostermektedir.

Impedansin yeni bir uygulamas: da memeli hiicresi ile yapay yiizeyler arasindaki
etkilesimlerin incelendigi, hem bilimsel hem de medikal acidan ¢ok 6nemli bir ¢alismadir.
ECIS olarak bilinen yontem, petri kab1 iizerine biriktirilmis kiiciik bir altin elektrodun AC
impedansindaki degismelerin Ol¢iilmesi esasina dayanir ve bir bilylime substrati olarak
kullanilir. Bu yontem memeli hiicrelerinin gergekte yayilmasinin ve yapigsmasinin sayisal
olarak izlenmesinde kullanilir. Epitelyal MDCK hiicrelerinin farkli protein kaplamalar
tizerindeki yapismasi ve yayilmast Wegener ve ark. Tarafindan bulunmustur (Gémez ve ark.
2001).

Biyocip veya lab-on-a-chip, biyolojik tiirlerin islenmesi i¢in kullanilan mikro 6lciide
iiretilmis cihazlardir. Bunlar biyosensorler i¢in en cazip arastirma alani haline gelmistir.

Gomez ve ark.(1992), mikroorganizmalarin impedans spektroskopisi igin

mikroelektronik bir biyogip fabrikasyon ve karakterizasyonu gelistirmislerdir

31



BORUCPOEREPAPPARDODANCNNDNOBNNBEABR0RE

G

Glass cover

f_ODC

Favities with |
electrodes

=]
CECTEE L LT

o
ol
o
ol
o
o
o
o
3 O
s B
a.
o
. B
Q.

P e
dddadddddddcadenct

e ‘
/ ’ Microbore
Epoxy adhesive / ubes. J?}g

Sekil 1.17. IDE temelli biyogip’in kanallarinin SEM goriintiisii ve bir mikro akiskanli biyogip’in resmi (Bresler
ve ark. 1992)

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

cok ciddi bir sekilde farklilastirmaktadir.

1.8 Kanser Teshisi icin Biyomarkerler

Biyomarkerler, normal, normal olmayan ya da basit biyolojik proseslerle gergeklesen
hiicresel, biyokimyasal ya da molekiiler degisikliklerdir. Bunlar, tedavi sonucu biyolojik
prosesleri, patolojik prosesleri ya da farmakolojik yanitlar1 6lgme ve degerlendirmede
kullanilmaktadirlar.  Kanser arastirmasi ve tayininde bir biyomarker kanserin viicutta
oldugunu belirtir. Biyomarker miktarlar1 biyolojik dokuda, hiicrede ya da sivida tayin
edilebilir. Goriintiileme {icretini en aza indirebilmek ve faydayr en yiliksek miktarda
tutabilmek i¢in biyomarkerler serum, iire ve tiikiiriikte de olgiilebilmektedirler. (a) genomik,

proteomik ve epigenomik biyomarker 6rnekleri tablo 1.2° de verilmektedir.
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Tablol.2. Kanser tayinindeki biyomarkerler: Farkli yaklagimlarin kullanim1

Types of biomarker Approach Reference
Genomic
ERBB2, IGFBP2 (synovial sarcoma) Microarray analysis 4
Microsatellite instability (bladder, head and Nucleotide sequencing, SNP 5,6
neck cancer) array
Long DNA (colon cancer) (el electrophoresis 7
Mitochondrial DNA mutation (bladder, head Nucleotide sequencing 3
and neck, kidney, lung)
Proteomic
Protein profile (prostate cancer) SELDI 8
Protein profile (ovarian cancer) SELDI 9
Haptoglobin-alpha subunit SELDI and protein electro- 10
(ovarian cancer) phoresis
pGP9.5 (lung cancer) Two-dimensional gel electro- 11
phoresis
Mammaglobin (breast cancer) Two-dimensional gel electro- 12
phoresis
CA125, Osteopontin, Prostatin (ovarian Gel electrophoresis, 17
cancer) Immunoprecipitation
Protein electrophoresis 17
Galectin-3 (colon cancer) Protein electrophoresis 13
Des-gamma carboxy-prothrombin (liver
cancer)
Epigenomic
APC, CDHI1, DAPK, TIMP-3, GSTP1, Methylation analysis 14-16

MGMT, pl6, RAR (breast, esophageal,
cervical, colon, head and neck, kidney,
lung, prostate cancer)

Kanser biyomarker teknolojisi, oldukga iiretken, yenilige acik, kullanim alanlar1 yenilige agik
teknolojiler iceren bir alandadir. Buna karsin biyomarkerlerin kesfinden kullanilabilirligine
kadar gecen siire olduk¢a yavas ve dolayisiyla bir biyomarkerin kanser teshisinde
kullanilabilirligine kadar gegen siire olduk¢ca uzundur. Bunun yami sira siirhi sayida
biyomarker kanser tayininde kullanilabilmektedir. Bir biyomarkerin laboratuarda belirlenip
klinik ortamda kanser tayininde kullanilmasina kadar gecen siire bes farkli adimdan
olusmaktadir.

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

Bir biyomarker i¢in en 6nemli iki 6zellik seciciligi ve hassasligidir. Hassaslik, kanser
hastalarinin tiimiinii igeren bir parametredir. Segicilik parametresi ise kanserli hastay1 saglikli
hastadan ayiran ve tiim insanlar1 iceren bir parametredir. Ideal bir biyomarker, %100
hassasliga ve segicilige sahip olandir. Bu calismada HER3 (Human Epidermal Growth Factor)
biyomarkeri kullanilarak biyosensor tasarlanmistir.

HER ailesi, hiicre yasaminda, hiicre ¢ogalmasinda, birlesme ve ayrilmasinda énemli rol
oynamaktadir. Tirozin reseptdr kinaz HER ailesi, dort alt transmembran reseptoriinden
olusurlar. Bunlar HER1 (EGFR ya da c-erbB1), HER2 (HER2neu ya da c-erbB2), HER3 (c-
erbB3), ve HER4 (c-erbB4) (Arteaga ve ark. 2002; Berchuck ve ark. 1990, Tovey ve ark.
2004, Witton ve ark. 2003, Woodburn ve ark. 1999). Ailenin bu tiyelerinin hepsi hiicre dis1
ligand baglanma domaini, transmembran domaini ve sitoplazmik tirozin kinaz domaini
icerirken HER3 bunlar1 igermez (Arteaga ve ark. 2002, Woodburn ve ark. 1999).

HER3 proteini erigkin bir insanda ve hasta dokularda bulunur ve birincil timor materyali
ve tiimorli hiicre dizilerinde mRNA ve protein diizeyinde yer alir (Lemoine ve ark. 1992,
Rajkumar ve ark. 1993).

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

Bu ¢alismada, yiizeyi SAM (self assembled monolayer) ile modifiye edilmis altin elektrot
yizeyini daha da genisletebilmek icin altin nanopartikiiller kullanilmistir. Anti-HER3
imobilizasyonu i¢in ise gluteraldehit kullanilarak ¢apraz bag olusumu saglanmistir.

Imobilizasyon adimlari ise CV ve EIS ile izlenmistir.

34



MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal:

Deneyde kullanilan tiim cihazlar ve HER3 ile anti-HER3 Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
USA)’ den alinmustir. Tiim seyreltme islemleri pH7’ de 0.01M olarak hazirlanan fosfat
tampon ile yapilmistir. Anti-HER3 ve HER3 belli konsantrasyonlarda porsiyonlanarak -20°C’
de saklanmustir. Calisma elektrodu olarak 2.01mm? yiizey alanina sahip altin elektrot, referans
elektrot olarak KCl ile doygunlasmis Ag/AgCl elektrot ve yardimci elektrot olarak ise 10 mm
uzunlugunda platin tel kullanilmistir. Tiim elektrotlar iBAS, Warwickshire, UK firmasindan
getirtilmistir. Olciimler ise akim voltametrisi ve electrokimyasal impedans spektroskopi
yazilimi olan Echem Analyst iceren (Gamry Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayara
bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 (Gamry Instruments, Warminster,

USA) cihazinda alinmistir.
2.1.1 Hekzanditiyol SAM’in Hazirlanmasi:

Ik olarak altin elektrotlarin temizlenmesi asamasinda elektrotlar 0.05um alumina ile
temizlenerek ylizeyde kalan aluminanin giderilmesi i¢in 5 dakika ultrasonik banyoda etanolde
bekletilmistir. Sonrasinda H,O,/H,SO4, 1/3, VIV oraninda hazirlanan pirana ¢6zeltisi igerisinde
2 dakika bekletilerek temiz elektrotlarin CV ve EIS 6l¢iimleri alinmistir. Temiz elektrotlara
ait pikler ve egriler elde edilene kadar bu islem tekrar edilmistir. Temiz elektrotlar, saf etanol
icinde hazirlanmis 0.01M hekzanditiyol i¢inde gece boyu karanlik ortamda bekletilerek SAM
olugmasi saglanmistir. Bu asamadan sonra elektrotlar saf etanol ve ultra saf su ile yikanarak

argon gazi ile kurutulmus ve CV-EIS 6l¢iimleri alinmastir.
2.1.2 Altin Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

2.4 mL 40 mM sondyum bor hidriir (NaBH,) ¢ozeltisi 50 mL 200 ppm altin ¢ozeltisi
(HAUCI,) igine eklenerek sarabi renkte ¢ozelti elde edilmis, bu ¢dzeltinin 2 mL si reaksiyon
siselerine konarak elektrotlar i¢ine daldirilik 24 saat karanlik ortamda bekletilerek elektrot
yiizeyinde altin nanopartikiiller olugsmasi saglanmistir. Bu asamanin sonunda elektrotlar ultra

saf su ile yikanarak argon gazi ile kurutulmus, daha sonrasinda CV-EIS 6l¢iimleri alinmustir.
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2.1.3 Anti-HER3’ iin Hekzanditiyol/AuNanopartikiil/Sisteamin Uzerine Kovalent

Baglanmasi

Yukarida anlatilan asamalardan sonra altin elektrotlar etanol ile hazirlanmis 0.5 M
sisteamin ¢ozeltisi iginde yukarida belirtilen sartlarda 24 saat bekletilmis, bu siire sonunda
elektrotlar saf etanol ve ultra saf su ile yikanip saf argon gazi ile kurutularak CV-EIS
Olciimleri alinmistir. Bu islemlerden sonra elektrotlarin yiizeyine SuL %5 lik glutaraldehit ve
SuL anti-HER3 (Spg/uL ) karisimi mikro pipet yardimi ile eklenerek nemli ve karanlik
ortamda 1 saat beklenmistir. 1 saat sonunda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak fiziksel
olarak absorbe edilmis anti-HER3 uzaklastirilmis, argon gazi ile kurutulup CV-EIS 6lgiimleri
alimmistir. Daha sonrasinda ise aktif uclar1 bloke etmek i¢in %1 lik 10uL BSA yine elektrot

yiizeyine eklenip karanlik ve nemli ortamda 1 saat beklenerek CV-EIS 6l¢iimleri alinmistir.
2.2  Elektrokimyasal Ol¢iimler

Ciplak elektroda uygulanan SAM olusumunu ve karakterizasyonunu o6l¢gmek igin
dongiisel voltametriden yararlanilmistir. Potansiyel araligi 0 ila 500 mV arasinda segilmis
olup (adim biiyiikligii: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) o6l¢timler 0.1 M KCl igeren ve dlglim
icin redoks probu sunan 5mM Kj[Fe(CN)e]/Ky[Fe(CN)s] (1:1) ¢oOzeltisi iginde
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal impedans oOlgiimleri ise 10 mV alternative akimda
gerceklestirilmistir. Olciimde kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aynidir.

Impedans spektrumlart 10.000 ila 0.05 Hz araligindadir.
2.3 Olciim Prosediirleri

Anti-HER3’ iin elektrot yiizeyine baglanmasi gergeklestirildikten sonraki asama HER3’
in elektrot ylizeyine aglanmasini saglamaktir. Standart HER3 konsantrasyonu 0.2 pg/uL
olarak alinarak elektrot ylizeyine yapilan her bir ekleme mikropipet ile gerceklestirilmistir.
Her bir ekleme igin belirlenen hacim 5uL’ dir. inkubasyon siiresi nemli ve karanlik ortamda 1
saattir. Her inkiibasyon periyodundan sonra elektrot ylizeyinde fiziksel olarak absorblanmis
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HER3’ i uzaklastirmak i¢in ultra saf su ile yikanarak ve Fe(CN)g redoks probu igeren

¢ozeltinin bulundugu hiicrede CV ve EIS alinmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
3.1 Immobilizasyon Basamaklari:

Ik olarak ¢iplak elektrot &lciimii alindiginda Ka[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] ¢ nin

karakteristik pikleri gozlendi.

(A)

1,000 kohm
H
5}
8 500,0 ohm
E
el

0,000 ohm

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

<
- ZCURVE. (Au3_bare_eis) -8 ZCURVE. (Au3_BSA_eis) -8 ZCURVE. (Au3_cerB(1)_eis) & ZCURVE. (Au3_cerB(2)_eis) -8 ZCURVE. (Au3_cerB(3)_eis) & ZCURVE. (Au3_cerB(4)_eis)
-~ ZCURVE. (Au3_cerB(5)_eis) - ZCURVE. (Au3_cerB(6)_sis) -0- ZCURVE. (Au3_cerB(7)_eis) -5~ ZCURVE. (Au3_glut=antikor_eis) -o- ZCURVE. (Au3_sisteamin_sis)

(B)

Cyclic Votammetry
40,00 uA

20,00 uA

T o0o0a
E

-20,00 ua

40,00 uA

0,000V 100,0 mv 200,0 mv 300,0 my' 400,0 my 500,0 my/
VF(V vs. Ref)

-+ CURVEA. (Au3_bare_cv) -+ CURVE4. (AU3_BSA_cv) -8~ CURVE4. (Au3_cerB(1)_cv) -8~ CURVE4. (AU3_cerB(2)_cv) -~ CURVE4. (Au3_cerB(3)_cv) - CURVE. (Au3_cerB(4)_cv}
- CURVE4. (Au3_cerB(5)_cv) - CURVE4. (Au3_cerB(8)_cv) CURVES. {Au3_cerB(7)_cv) - CURVE4. (Au3_glut+antikor_cv) &~ CURVES. (Au3_hekzandiiyol_cv) CURVEZ. (Au3_Sisteamin_cv)

Sekil 3.1. (A)Anti-HER3 imobilizasyon basamaklarinin elektrokimyasal impedans egrileri (B)Anti-HER3
imobilizasyon basamaklarinin dongiisel voltametrisi

Hekzanditiyol elektrot yiizeyinde saglam bir yalitkan tabaka olusturdu ve redoks probun

ylizeye gecisi bu tabaka yiiziinden engellendi. Bunun yani sira hekzanditiyol molekiilii uzun
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zincirli bir molekiil oldugundan hidrofobik etkilesimler engellenmekte, siki bir paketleme
gerceklesmektedir. Bu sebeplerden dolay: elektron transfer rezistansi yliksek gozlemlendi.
Ikinci basamak olarak elektrot yiizeyine baglanan altin nanopartikiiller sayesinde elektrot
ylizeyindeki iletkenlik arttigindan dolayr EIS Olgiimlerindeki sinyalde bariz bir diisiis
gozlemlendi. Imobilizasyonun iigiincii basamaginda elektrot yiizeyine baglanan sisteamin
yiizeyi daha da iletken hale getirdi. Bu asamada sisteamin, yiizeydeki altin partikiillerine SH-
baglar1 ile baglanmaktadir. Esasen amino grubu ile bag yapmasi da miimkiin olmakta, fakat
bunun i¢in gerekli pH 9 oldugundan dolayr SH- bag1 yapmay1 tercih etmektedir. Bu asamada
elektrot yiizeyinde iletkenligin artma sebebi; redoks probu ile arada elektrostatik c¢ekim
olmasidir. Bir sonraki asamada elektrot yiizeyine baglanan antikor ile yiizeydeki yalitkanlik
artt1, bu nedenle elde edilen EIS sinyali de artmis oldu. Son asamada aktif sisteamin uglarini
kapatmak i¢in elektrot ylizeyine baglanan BSA ile fazladan bir yalitkan tabaka daha

olusturuldu ve yiik transfer direncinin daha artmasi saglandi.

.. e & O
Hekzanditiyol i e r: ! i AuMNP T f: M :: o ii Sisteamin
— N Y
|
Au Au o
WY Sy
A ", h\xi_ "“~.|. ey
| I | | |
| L | oL
P AV A R S A
s s e ;':/ VA A A g. wil ol el oo
A ~ "-»._ \'-_ ' Wi, \ g .__.. T .'.__‘ .Il "y 1 .,_‘. 4 II.
N | ' Anti-HER3 U | | /" HER3 | | |/
® e 0 _ . 000 ", e e o
‘ i 7 ; r; J
i :||.-::'.\- .H.n.:; %5 gluta raldehit L £ |||_-:::- e “_:_-'j s ! m_:_x'
I‘l“:- 1 1 \i "':: * § 1‘:, l"'-._ ‘-..
| | | | | |
Au o -

Sekil 3.2. Altin elektrot yiizeyinde gergeklesen imobilizasyon basamaklari
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3.2 Optimizasyon Basamaklari:

Anti-HER3 bazli biyosensoriin tiretimi igin inkiibasyon asamalar1 hekzanditiyol ile SAM
(kendiliginden olusan tabaka) olusturma, sisteamin ile modifikasyon ve anti-HER3 ve HER3
baglanmasidir. Bu asamalarla ilgili ayrintilar asagida verilmistir.

Hekzanditiyoliin inkiibasyon zamani alinan sinyalleri oldukga etkilemektedir. Bu
etkinin goézlemlenmesi igin elektrotlarin hekzanditiyol ile bekleme siireleri 5 saat ve 24 saat
olarak denendi. Olgiimler sonucunda bekleme siiresi arttikca hekzanditiyoliin baglanmasinin
daha saglam oldugu gozlemlenmis, bu sebeple hekzanditiyoliin inkiibasyon siiresini 24 saat
olarak belirlenmistir.

Deneyler gdstermistir ki sisteamin konsantrasyonu arttik¢a biyosensoriin verdigi yanit
daha iyi olmaktadir. Bunu kanitlamak i¢in farkli konsantrasyonlarda denemeler yapildi
(0.01M, 0.05M, 0.1M, 0.25M, 0.5M ve 1.0M), ve konsantrasyon etkisi elektron transfer
rezistansinda net bir sekilde goriildii. Bunun nedeni sOyle aciklanabilmektedir: sisteamin
konsantrasyonu arttiginda ara {iriin etkisi azalmakta ve ana iirlin etkisi ¢ok net bir sekilde
goriilmektedir. 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.25M ve 0.5 M konsantrasyonlar i¢in R, degerleri ise
sirasi ile 34.89, 67.96, 191.2 ve 49.78” dir. Denemelerde 1.0M sisteamin de denenmis, fakat
saf etanol i¢inde c¢oOziinme gergeklesmedigi icin degerlendirmeye alinmamistir. Hangi
sisteamin konsantrasyonu ile ¢alisilacagi belirlenirken birgok etkene bakilabilir. Bunlardan
ilki, hangi konsantrasyona ait EIS egrisinin en yliksek ¢iktigidir. Diger bir yol standart egrileri
cizildiginde hangi konsantrasyona ait noktalarla ¢izilen egrinin sapma goéstermedigi, son yol

ise sz degerinin hangi konsantrasyonda 1’e daha yakin oldugudur.
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Sekil 3.3.. (A)Farkli konsantrasyonlarda denenen sisteaminin elektrokimyasal impedans
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlarda denenen sisteaminin (0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5) standart egrileri

Calisilacak glutaraldehit konsantrasyonunu belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda
gluteraldehit ¢ozeltileri hazirland1 (%1, %1.5, %2.5, %3.5, %5, %7.5 ve %10). %l
konsantrasyon ile alinan 6l¢limlerde sinyallerin ¢ok diisiik oldugu gézlemlendi. %7.5 ve %
10luk ¢ozeltilerde ise yiiksek oranda ¢apraz baglanma oldugundan protein denatiire edilmis ve
istenen sonuglar elde edilememistir. Bu sebeplerle %1.5, 9%2.5, 9%3.5 ve %5’lik
konsantrasyonlarin sinyallerine bakildiginda en yiiksek EIS sinyal egrisi %5°lik ¢ozeltiye ait

oldugundan bu konsantrasyonda ¢alisilmaya karar verildi.
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Sekil 3.5. (A)Farkli yiizdelerdeki glutaraldeh
elektrokimyasal impedans egrileri (B) Farkli yiizdelerdeki glutaraldehite ait (%1, %1.5, %2.5, %3.5, %5, %7.5

ve %10) dongiisel voltametri degerleri

Bundan sonraki asama, anti-HER3 konsantrasyonun belirlenmesi idi. 1, 2, 5, 10 ve 20
pg/uL konsantrasyonlarda anti-HER3 elektrotlarin yiizeylerine eklenerek ol¢limler alindi.
Antikor ekleme noktasinda c¢ok yiiksek konsantrasyonlar istenmemektedir ¢linkii baglanma
yapilabilecek u¢ sayist sinirhidir. Buna karsin ¢ok az konsantrasyonda antikor ile
calisildiginda ise diisiik sinyaller alinmaktadir. Bu nedenle 5 pg/puL ve 10 nug/puL anti-HER3’
in verdigi sinyaller ¢ok fazla fark yaratmadigindan ve sz degerleri birbirine ¢ok yakin

oldugundan (5pg/pL, i¢in 0.9954, ve 10pug/puL i¢in 0.9946) 5 pg/uL segilmistir.

(A) (B)

- A ) s - U (ha g

Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlardaki anti-HER3’ e ait (1 pg/uL, 2 ug/uL, 5 pg/uL, 10 pg/ul ve 20 pg/ul)
elektrokimyasal impedans egrileri (B) Farkli konsantrasyonlardaki anti-HER3’ e ait (1 pg/uL, 2 pg/uL, 5 pg/uL,

10 pg/ul ve 20 pg/pL) dongiisel voltametri degerleri
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Sekil 3.7. Farkli konsantrasyonlarda denenen anti-HER3’ e ait standart egrileri
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Bu tezde, anti-HER3 bazli ve HER3 tayini yapabilen yeni bir biyosensor tasarlandi.
Kiiresel kanser yiikii gectigimiz 30 yil zarfinda iki kattan daha fazla artmistir. 2008’de 12
milyon yeni kanser vakasinin teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7 milyon Oliimiin
gergeklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen hayatta oldugu tahmin edilmektedir. Diinya
niifusunun siiregelen artis1 ve yaslanmasi kanser yiikii iizerinde de bliyiik degisikliklere yol
acacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17
milyon 6liim ve son bes y1l i¢inde kanser tanis1 konmus 75 milyon kisi rakamlarina ulagilmasi
beklenebilir (Boyle ve Levin 2008). Kanser, insanligi bu kadar tehtit eden bir hastalik
olmusken onun daha kolay teshis edilebilecegi yeni yontemler bulmak gerekmektedir.

Kanserde erken teshis, uygulanacak tedavinin basarisi ve yasama sansinin artmasi
bakimindan hayati 6nem tasimaktadir. Bu sebeple hassas ve spesifik teshis yontemleri
gelistirilmektedir (Tothill 2009). Biyomarkerlerin kan, idrar ve diger viicut sivilarinda analizi
ile gelistirilen yontemler, kanser teshisi i¢in alternatif yontemler sunmaktadirlar. Bu ¢esit
analizler, saglik ¢alisanlarina hasta ile ilgili gerekli ilgileri zamaninda sunmakta, boylece kisa
stirede tedavi yontemi belirlenebilmekte ve hastanin yasam siiresi uzamaktadir.

Giinlimiizde kanser teshisi igin hiicre boyayarak mikroskopta incelemek suretiyle
gerceklestirilen ve teshisi oldukca giiclestiren geleneksel yontemler de kullanilmaktadir. Bu
yontemler, biyopsi ile alinan dokudaki hiicrenin fiske edilmesi ve morfolojik yaklasimlarla
incelenmesine dayanmaktadir. Bu gibi analizlerin dogrulugu siiphelidir. Eger hastalik
baslangi¢ asamasinda ise biyopsi i¢in doku alimi sirasinda kanserli hiicre zarar gorebilir ve
teshis edilemeyebilir. Daha gelismis arastirmalar imminoassay kullanarak (&rn. ELISA)
kanser biyomarkerlerini hastane laboratuarlarinda teshis edebilmektedirler. Fakat bazen bu
hastalik i¢in sadece bir tek marker indikatdr olarak kullanilmaktadir. Imminoassayler olduk¢a
hassas ve segicidirler. Fakat yanit siireleri uzundur ve pahalidirlar. Bunun yam sira ELISA
testleri diisiik konsantrasyondaki marker teshisi i¢in uygun degildir. Hastaligin ilk
asamalarinda viicuttaki marker konsantrasyonu diisiik oldugundan erken teshis icin ELISA
testleri uygun degildir. Son zamanlarda ayrica molekiiler isaretler olusturabilmek ic¢in
molekiiler aparatlar (genomik ve proteomik, 6rn. PCR, Southern blotting) isleve konmustur.
Bu yontem hastalig1 teshis i¢in olduk¢a kullanighdir fakat hastanin bilgileri gibi bazi bilgiler
ile baglant1 olusturulmasi gereken karmasik bir yapist vardir (Tothill 2009).

Biyosensorler, fizikokimyasal transduser ile biitiinlestirilmis ya da alakalandirilmig

molekiiler tanimlama cihazidir. Bu cihazlar point-of-care olarak siiflandirilabilirler ve bu
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sekilde evde ya da klinikte kullanilabilme imkanina sahiptirler. Uygun bir biyosensor
tasarlarken cihazin spesifikligini belli bir markere olan hassasligi belirlemektedir.
Biyosensorler, kolay kullanim, ucuzluk ve g¢abuk sonu¢ verme gibi avantajlar
saglamaktadirlar (Tothill 2009).

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, ylizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan
cok etkili ve kullanigli bir metottur. Son yillarda biyosensorlerin hem hazirlanma
asamalarmin, hem de biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi ve kantitatif
analizlerinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baslanmistir. EIS’ nin kullanimi ile ilgili
ilk ornekler 1980'lerin sonunda rapor edilmis olmasina ragmen metodun uygulamalari,
enstriimantasyondaki ilerlemelere bagli olarak son yillarda ¢ok fazla artis gdstermistir. Ciinkii
elektrokimyasal impedans spektroskopisinin kompleks parametreleri enstriimanlarin her tiirlii
donanimindan ¢ok fazla etkilenebilmektedir. Impedans teknikleri ile biyoreseptér ve onun
analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesinin yani sira, transduserde biyomolekiillerin
immobilizasyonu boyunca meydana gelen olaylarda oldugu gibi, yiizey modifikasyonun
karakterizasyonlar1 da basariyla gerceklestirilebilir. Bu 6zellikleri ile impedans ayn1 zamanda,
yiizey morfolojisinin goriintiileme teknikleriyle aydinlatilmasinda yardimci ve ¢ok dnemli bir

aragtir.

Bu calismada, anti-HER3 bazli ve HER3 tayini yapabilen yeni bir biyosensor tasarlandi.
Bunun i¢in 6ncelikle hekzanditiyol ve sisteamin ile altin elektrot yiizeyine kendinden olusan
monotabaka (SAM) olusturuldu. Yiizey alanini1 daha da arttirabilmek i¢in altin nanopartikiiller
yizeye eklenerek sisteaminin baglanabilecegi bolgeler arttirildi. Elektrot ylizeyinde
olusturulan SAM tabakasi sayesinde anti-HER3’ {in yiizeye kovalent olarak baglanmasi
saglandi. Dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile imobilizasyon
adimlar1 ve HER3’ iin elektrot yiizeyine baglanmasi incelendi. Biyosensoriin basarili sonuglar
vermesi i¢in tiim adimlar optimize edildi. Deneysel impedans datalar1 iizerinde Kramers-

Kronig doniisiimii uygulandi.

Deneyde elde edilen elektrokimyasal impedans verileri sekil 4.1 deki esdeger devreye
uyarlandi. Bu esdeger devre resistif ve kapasitif elementlerin yan1 sira Warburg elementinden
meydana gelmektedir. Bu devrede bulunan R ¢6zelti direncini simgelemektedir. CPE (sabit
faz elementi) kompleks biyoaktif tabakanin kapasitansi ile baglantilidir. Re, elektrot
yiizeyinde elektron transfer resistansi ile alakalidir. Zy ile gosterilen Warburg impedansi

elektrot ylizeyindeki normal difiizyonu simgeler.
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Sekil 4.1 Bu tezde gerceklestirilen deneyin modellendigi esdeger devre
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