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OZET

RUMEYSA EKICI

VIRAL YAPILARIN TAYININDE KULLANILMAK UZERE
ELEKTROKIMYASAL TEMELLI BiYOSENSOR PLATFORMLARININ
GELISTIRILMESI

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

2022

Viriislerin neden oldugu bulasict hastaliklar (influenza, Zika, insan immiin yetmezligi,
Ebola, dang, hepatit ve Covid-19 viriisii gibi) yiizyilin son ¢eyregi boyunca tiim diinyanin
giindeminde olan ve insanlarin en 6nemli sorunlarindan biri haline gelen hastaliklardir.
Hastaliga yakalanan kisilerin acil olarak tanimlanmasi, hastaliga yakalanan bu kisilerin etkili
bir sekilde tedavi edilmesini saglayacaktir. Bu baglamda, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
bazli yontemler, hassasiyetle yanit veren en genel ve yaygin olarak kullanilan yontem
olmustur. Bununla birlikte, PCR uygulamalarinda karsilagilan baz1 dezavantajlar nedeniyle
(6zellikle; test protokoliindeki detaylar, zaman agisindan uzun stirmesi, ekonomik olmamasi,
kullanicinin uzman olmasi gerekliligi, alanda/alan 6l¢limleri vb. i¢in uygun olmamasi vb),
yeni nesil (bir baska deyimle hizli sonug verebilen, ekonomik, hassas, yerinde uygulama i¢in
uygun vb.) ¢oziim saglayabilecek sistemlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Cok sayida test tabanh
analiz yontem ve tekniginde kullanilan farkli test-teshis uygulamalar1 konusunda
elektroanalitik sistemlerin Onemli avantajlar1 vardir. Bu sunum kapsaminda, elektrot
yiizeylerinin uygun biyokimyasal ve viral yapilar kullanilarak yiizey baskili elektrotlar i¢in
diisiik maliyetli, minyatiirlestirilmis elektrokimyasal platformlar uygun ajanlarla dekore
edilmistir. Bu platformlar, viral patojenik hastaliklarin tanimlanmasi igin baz1 6zel viral
proteinlerin belirlenmesi seklinde kullanilabilir.

Bu calismada; bakir ile modifiye edilmis olan grafit elektrotlar gelistirilmis ve SEM ile
karakterize edilmistir. Gelistirilen elektrotlar degerlendirilen numunelerdeki protein
miktarini 6lgmek i¢in Covid-19 N proteini antikoru ile donatilmistir. Doniigiimlii voltametri
(CV) sinyallerine bakildiginda N protein antikoru kaplanmis elektrodun 1.156 mA oldugu,
N protein antijeni ile kaplanan elektrodun 0.712 mA oldugu saptanmistir. N protein
saptamasinda modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal aktivitesi tizerinde bariz bir
etkisi oldugu gosterilmistir. Yapilan Ol¢iimlerde Once bilinmeyen numuneler igin bir



kalibrasyon egrisi hazirlanmis ve daha sonra N protein miktar1 viriis pozitif veya viriis

negatif olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Elektrokimyasal biyosensor, viral patojen, elektrot modifikasyonu



ABSTRACT
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TO BE USED IN THE DETERMINATION OF VIRAL STRUCTURES

Baskent University Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biomedical Engineering
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Infectious diseases caused by viruses (such as influenza, Zika, human immunodeficiency,
Ebola, dengue, hepatitis and Covid-19 virus) are diseases that have been on the agenda of
the whole world for the last quarter of the century and have become one of the most
important problems of people.

Urgent identification of the people infected with the disease will allow these people who
have contracted the disease to be treated effectively. In this context, the polymerase chain
reaction (PCR) based methods have been the most common and widely used method that
responds with sensitivity. However, due to some disadvantages encountered in PCR
applications (in particular; the test protocol is comprehensive, not fast in terms of time, not
economical, requires user expertise, is not suitable for field/on-site measurements, etc.), the
new generation (which can give fast results, economical, sensitive, suitable for on-site
application, etc.) systems that can provide solutions are needed. On the subject of different
test-diagnostic applications used in a large number of test-based analysis methods and
techniques, electroanalytical systems have some advantages. Within the scope of this
presentation, a low-cost, miniaturized electrochemical platforms for surface-printed
electrodes by using appropriate biochemical and viral structures of the electrode surfaces
decorated with suitable agents. These platforms can be used as the determination of some
particular viral proteins for the understanding of viral pathogenic diseases.

In this study; cupper modified graphite electrode was developed and characterized with
SEM. Afterwards an antibody of N protein of Covid-19 was decorated surrounding this
electrode to measure the amount of that protein in the samples. When the Cyclic voltammetry
(CV) signals were examined, it was determined that the electrode coated with N protein
antibody was 1.156 mA, and the electrode coated with N protein antigen was 0.712 mA. It
has been shown that there is an obvious effect on the electrochemical activity of modified
electrodes in the detection of N protein. In these measurements first a calibration curve was

iv



performed for the unknown samples then the amount of N protein was determined as virus

positive or not.

Keywords: Electrochemical biosensor, viral pathogen, electrode modification
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1. GIRIS

Viriis kaynakli enfeksiyon hastaliklar1 son ¢eyrek asirda tiim diinyanin glindemine
oturan ve insanlarin en énemli problemlerinden biri haline gelen hastaliklardir. Konu ile
ilgili olarak influenza, zika viriisii, HIV viriisii, ebola, hepatit ve SARS-CoV-2 viriisii bu tiir
hastaliklar1 olusturan baslica viral kaynaklardir. S6z konusu viral kaynaklarin belirtilen
hastaliklara neden olmasini 6nleyebilmek amaciyla alinan en gecerli 6nlemlerden biri ilgili
enfeksiyonel olusumlara karsi asi gelistirilmesi ¢alismalaridir. Ancak bu uygulamanin
yaninda belirtilen viral kaynaklarin bulagici olmalar1 nedeniyle hastaligin bulastig1 kisilerin
ivedilikle belirlenmesi hastaliga yakalanan bu kisilerin etkin bir sekilde tedavi
edilebilmelerine olanak tantyacaktir. Bu baglamda yukarida belirtilen viral rahatsizliklarin
varligini ortaya koymak iizere pek c¢ok degisik teknik ve yontem kullanilmakla beraber
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli yontemler molekiiler boyutta ve hassasiyette
yanitlar verdiginden en sik ve yaygin olarak kullanilan yontemler olmustur. Ancak PCR
uygulamalarinda karsilasilan bazi olumsuzluklardan dolay1 (6zellikle test protokoliiniin
kapsamli olmasi, zaman yoniinden hizli olmamasi, ekonomik olmamasi, kullanict uzmanligi
gerektirmesi, alanda/yerinde oOl¢iimlere uygun olmamasi gibi) yeni nesil (hizli sonug
verebilen, ekonomik, hassas, yerinde uygulamaya uygun vb.) ¢oziimler saglayabilen
sistemlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Konu ile ilgili olarak degisik test-tan1 uygulamalarinda
kullanilan ¢ok sayida test-analiz yontem ve teknigi bulunmakla beraber elektroanalitik
temelli sistemler yukarida belirtilen yeni nesil uygulamalara uygun birtakim istiinliikler
sunmasindan dolayr tim diinyada iizerinde en yogun caligilan test-analiz teknik ve
yontemlerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1] [2] [3] [4].

Sunulan tez kapsaminda diisiik maliyetli, minyatiirize edilmis elektrokimyasal
platformlar olan kalem grafit elektrotlar kullanilarak, bu elektrotlarin yiizeylerinin uygun
biyokimyasal ajanlar ile dekore edilen ve viral yapilar1 (ya da bunlarin komponentlerini)
tantyan bu yapilar sayesinde hedeflenen viral yapilarin tanimlanmasini saglayacak ve
yerinde Ol¢limlere olanak saglayacak olan bir sistemin gelistirilmesi planlanmistir.

Tezin temel amact; degisik enfeksiyonel hastaliklara yol agan patojenik viral yapilarin
(Covid-19 gibi) teshis edilebilmesi i¢in diisiik maliyetlerle iiretilebilecek, yerinde dlglime
olanak taniyabilecek, hassas ve tekrarlanabilir sonuglar veren, uzman kullanic1 bilgi ve
deneyimi gerektirmeyecek olan elektrokimyasal temelli test-tan1 sisteminin gelistirilmesidir.

Tez kapsaminda elektrokimyasal temelli test-tani sisteminde yer alan elektrotlar

taniyict molekiillerin dekore edilecegi yiizeyler olarak kullanilacaktir. Bu elektrotlardan



referans elektrodu, karsit elektrot ve modifiye edilecek olan ¢alisma elektrodunu igeren tiglii
elektrot sistemi kullanilarak, ligand reseptdr etkilesimi ile olusabilen elektriksel degisimler
(voltametrik, amperometrik veya konduktometrik) potansiyostat-galvanostat cihazi
yardimiyla farkli metodlar (doniistimlii voltametri, kare dalga voltametrisi) ile dlglilecektir.
Planlanan ¢alisma kapsaminda ilk olarak viral yapilarin yiizey reseptorlerinin tanimlanmasi
ve bu reseptorlere spesifik olarak baglanan ligandlar/antikorlar belirlenecektir. Sonraki
asamada viral yapilarin yiizeyindeki bu gruplara yiiksek spesifitede baglanan
ligandlar/antikorlar ile modifiye edilmis elektrotlar gerekmektedir. Bu amacla, belirlenen
viral yapilarin tiirline 6zgii ligandlar antikorlar ile elektrotlar modifiye edilecektir. Bu
modifikasyon igleminin gerceklestirilmesi esnasinda ¢esitli malzemeler (iletken polimerler,
nanopartikiiller vb.) kullanilarak kompozit yapilar gelistirilecektir. Boylece yiizey alani
genisletilerek ligandlar/antikorlar ile modifiye edilmis elektrotlarin daha fazla analit ile
etkilesmesi saglanacaktir. Modifikasyon sirasinda kullanilan bu malzemeler ile elektron
transferi de arttirilacak, bdylece daha diisiik derisimdeki reseptorler dahi saptanabilecektir.

Bu da viral yapilarin daha erken evrede teshis edilebilmesi anlamina gelmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Patojen Ne ifade Eder?

Hastaliga neden olan organizmalara patojen denir. Patojen terimi; tek hiicrelileri
etkileyen mikroplar ve ¢ok hiicreli organizmalarin isleyis ve hiicre biitiinl{igiinii bozan
yapilar i¢in kullanilmaktadir [5]. Patojenler viicuda girdiklerinde hastalia neden olurlar.
Hastaliga neden olan patojenler bagisiklik sistemini etkiler. Bu durum g6z 6niine alindiginda
konak hasarina neden olur. Hasara neden olan mikroplara patojen denir [6]. Konakei,
patojenin hayatta kalmasi ve yasamina devam etmesi i¢in ihtiyag duydugu bir seydir.
Konake1 olarak insan sicak, nemli, patojenler i¢in besin agisindan zengin, stabil sicaklikta
kalabilen ve siirekli kendini yenileyebilen bir ortamdir. Cogu mikroorganizmanin bdyle bir

konakta hayatta kalmasi ve tireme yetenegini gelistirmesi muhtemeldir [7].
2.2. Patojenlerin Enfeksiyon Yetenekleri

Viriilans terimi hastaliga neden olma kabiliyetini ifade eder. Mikrobiyal bir niteligi
aciklamak ve bir mikrobun hastalik yapma becerisini ayirt etmek i¢in ifade edilmektedir [8].
Konak¢1 ve mikroplarin birbirlerini etkilemenin ve etkilesim olusturmanin neticesi
viriilanstir. Viriilans, patojenlerin veya patojen olmayanlar1 ayrigtirllmasini viriilans
faktorleri ile ifade eder. Viriilans faktorleri, hiicre i¢i yasamina devam etme yetenegi, istilay1
kolaylastirma, konakta bir mikrobun biiyliylip gelismesi de dahil olmak iizere sayisiz rolii
vardir [9] [10]. Bagisiklik sisteminin bozuklugunda gerekli viriilans faktorlerinden yoksun
mikroplar, 6ldiiriicii olabilirler [11]. Viriilans faktorleri bir konakgida gelismeye onay veren
niteliklerin katilmasi, sayisiz viriise yayilmasina izin verir. Cilinkii konak¢i hiicrelerde
replikasyon siireci patojenite ile iligkilidir. Bazi mikroorganizmalarin viriilansi, konakgi

dokulara hasar verme yetenegi ile ilgilidir [12] [13].
2.3. Patojenlerin Konakciy1 Hasta Etmesi

Patojenler konakgilarini trettigi toksinler ile hasta eder. Toksinlerin {iretilmesi
replikasyon sirasinda doku veya hiicrelerin zarar gormesine neden olur. Konakgiya verilen
zarar, biitin hiicreleri ayrim gozetmeden oldiiriir ve dokularda hasar birakir. Patojenlerin

cogu, konak¢inin bagisiklik tepkisinden yararlanir [14].
2.3.1. Patojenlerin bulasma yollar1 ve belirtileri

Patojenler dogrudan temas veya dolayli temas yoluyla bulasir. Dogrudan temas,
kisiden kisiye cinsel yolla iletim ve damlacik yayilmasi yoluyla gergeklesir. Dolayli temas
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ise havadaki partikiiller, enfekte birinin dokundugu yiizeye dokunma, kontamine olmus

yiyecek ve igecek tiiketilmesi ve bocek 1sirmasi ile yayilabilir. [15]
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Sekil 2.1. Patojenlerin bulundugu alanlar [16]

Patojenlerle iligkilendirdigimiz belirtilerin ¢ogu, konagin bagisiklik tepkilerinden
kaynaklanmaktadir. Enfeksiyon bolgesinde sisme, kizariklik ve iltihap iiretimi dahil olmak
tizere enfeksiyonun ayirt edici Ozellikleri, konaktaki patojenleri yok etmeye calisan
bagisiklik sistemi davranislarinin dogrudan sonucudur. Viicut sicakligindaki artis da bir

savunma tepkisidir. Ciinkli baz1 organizmalarin biiyiimesini ve yasamina devam etmesini
engelleyebilir. [17] [18]

2.4. Patojen Tipleri

Patojen tipleri bakteriler, mantarlar, parazitler ve viriislerden olusmaktadir. Bu

patojenlerin ¢ogu insanlarda hastaliga neden olur.



2.4.1. Bakteriler

Bakteriler tek hiicrelidir ve hizla iirerler. Viriislerden ¢ok karmasik, farkli ve daha
biiyiiktiirler. Organik bilesiklerini sentezleme islevlerini kendileri yapar. Beslenme ig¢in
konakg1 tlizerinde yasayan hiicrelerdir [17]. Bakterilerin boyutlart 0,5-5,0 mikrometredir.
Farkli sekillere gore smiflandirilirlar. Yilizey uzantilarina sahiplerdir. Bu 6zellik farkli
yilizeylere yapisma saglar. Bakterilerin bazilar1 hastalik yapmaz. Sadece kii¢iik bir kismi
hastalik yapar. Hastalik yapan bakterilere de patojenik bakteri denir. Hastalik yapan bakteri
sadece insan viicudunda ¢ogalabilir. Hastalik yapan ¢ogu bakteri, toksinleri tiretir. Toksinler
hiicrelere zarar verip hasta eden ¢ok giiclii kimyasallardir. Bakterilerin sebep oldugu

hastaliklari iyilestirmek i¢in antibiyotikler kullanilir [19] [20].
2.4.2. Mantarlar

Mantarlar, insan derisi de i¢inde olmak iizere her alanda bulunabilir. Fazlaca {ireyip
biiytidiiklerinde enfeksiyon olustururlar [21]. Mantarlar, zardan ve kalin olan hiicre
duvarindan olusmaktadir. Yapilar1 geregi onlari etkisiz hale getirmek oldukga giictiir [22].

Mantarlar bulasicidir. Temas yoluyla yayilabilir [23].
2.4.3. Parazitler

Parazitler, bir konak¢inin igerisinde veya iistiinde yasayan ve konak¢inin
kaynaklarindan yararlanan organizmalardir. Bazi parazit tiirleri insanlar1 hasta edebilir.
Protozoa tek hiicreli organizmalardir. Yasamlarina devam edebilmek ve ¢ogalabilmek i¢in
konakgilarinda hasara ve hastalia neden olur. Dokulara hiicum etmek ve iiremek icin

gelisme gostermislerdir.

Mantar ve protozoa dkaryot hiicrelerdir. Konak¢1 6lmeden bu hiicreleri yok edebilecek
ilaclart bulmak fazlasiyla giictlir. Bulunan ilaglarin etkileri antibiyotik etkilerinden daha
azdir. Mantar ve parazit hastaliklarinin tedavi edilememelerine neden olan bir problem ise,
hastalik yapan bu hiicrelerin hayatta olduklari siire i¢erisinde ¢ok fazla ve farkli modeller
arasinda transfer yapma isteginde olmasidir. Herhangi bir modeli etkisiz hale getiren ilag,

diger bir modeli etkisiz hale getiremeyebilir [17].
2.4.4. Viriisler

Viriisler patojen tiplerine kiyasla ¢ok kiigliktiir. Arastirilan viriisler 10 ile 300 nm ¢apa
sahiptirler. Kapsid proteinin bir parcasidir ve dis koruyucu kaplamasi i¢inde kullanilir.

Viriislerde kapsid ile kaplanmis niikleik asitlerden olusur. DNA ve RNA’dan genetik bilgi
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tasir. Niikleik asit bicimindeki bilgiyi tasirlar. Konakgilar bilgiyi kopyalar ve korur. Viriisler
de iiremek i¢in bu hiicrelere hiicum eder ve konak hiicreler istila altinda olur. Viriisler, soguk
alginligindan COVID-19 a kadar c¢esitli hastaliklara neden olur. Viriisler kapsid ve zara
sartlmig niikleik asit (DNA veya RNA) parcalaridir. DNA veya RNA parcalarinin ayri
olmasi durumunda tek veya ¢ift zincirli olabilen sadece ya DNA ya da RNA’dan olusan

genom igerir. Bu genomlar kapsid i¢inde birikmistir.[17]
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Sekil 2.2. Viriisiin basit yasamsal dongiisii [17]

Viriisler genelde replikasyon ile ¢ogalirlar. Replikasyon viriis partikiillerinin
saklanmasini, viral hiicreye ait DNA RNA gibi genetik bilgilerin kopyalanmasini, viriis
kaynakli proteinlerin tiretilmesini ve bu bilgilerin yeniden birlestirilip iiretilmesini saglar.
Konak hiicreyi hasta olmasina neden olan tek virion, hasta hiicrede yiizlerce viriis olusturur.
Bu hizli iireme konak hiicreyi yok eder. Viriislerin cogalma sirasinda en énemli basamagi
zarin olusumudur. Virilis tomurcuklanma ile iireyip hiicreyi parcalamadan disar1 ¢ikarsa
hiicre zarindan zar ile ayrilmig olur. Bu tarz viriislere zarli virlis denilmektedir. Fakat
hiicreleri patlatarak disar1 ¢ikip liremeye ¢alisirsa zar1 patlattigindan dolay: zar alamaz. Bu
sebeple bu tarz virlislere zarsiz viriisler denilmistir. Antijenik yapilarin zarl viriislerde fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu durumda zarl viriislerin hiicrelere daha rahat girmesi ve hastalik

olusturabilmesi diisiiniilmektedir [17].
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Sekil 2.3. Viral zarin tomurcuklanma ile alinmasi

Antibiyotikler virtislere etki etmez ve viriislerin olusturacagi hastaliklar i¢in bir tedavi
sekli degildir. Viral hastaliklar1 stabil duruma getirmenin en iyi yontemi, konakgilara asi
uygulamaktir [17]. Tablo 2.1. de patojen tiplerinin neden oldugu bazi1 hastaliklar
belirtilmistir.

Tablo 2.1. Patojenlerin yaptig1 bazi hastaliklar

Viriis Bakteri Mantar Parazit/Protozoan
SARS-CoV Tuberkiiloz Pamukguk Sitma
MERS-CoV Bogaz Agrisi Sackiran Dizanteri
Ebola Viriisii Bel Soguklugu Atlet Ayagi Kasik Biti
. Bakteriyel Bagirsak
Influenza Menenjit Kasik Mantari Solucanlari
Zika Viriisii Tifo Vajinal Mantar Giardiasis
H.e rPez‘s/Ug:uk Lyme Hastaligi Tirnak Mantar1 Trikomoniyaz
Viriisii

2.5. Solunum Viriusleri

Solunum yolu viriisleri, yasanilan ortam ile etkilesim halindedir. Bagisiklik i¢in
onemli bir sorun olusturur. Bagisiklik sistemi solunum yolu patojenlerini hemen tanir.
Bagisiklik sisteminde zayiflik yoksa virlise karsilik verir ve kontrol altina almaya calisir.
Viriisler i¢in solunum viicuda giris yoludur. Akciger ortamla dogrudan ve dolayl etkilesim

halindedir. Viriis akcigerde enfeksiyona neden oldugunda viriisii tanimak ve ikincil hasar1



onlemek ic¢in bagisiklik tepkilerinin iiretilmesini saglar. Solunum viriisleri insanda bdlgesel
ve hizli ¢ogalan hastaliklar olusturan virlislerdir. Cogunlukla iist solunum yolunda
goriiliirler. Baslica iist solunum yolu viriisleri influenza, solunum sinsityal viriisii (RSV),
parainfluenza siddetli akut solunum sendromu koronaviriisii-2 (SARS-CoV-2), orta dogu
solunum sendromu koronaviriisii  (MERS-CoV), rinoviriis, adenoviriis ve insan
koronaviriisiidiir (H-CoV). Bu insan viriislerinden en 6nemlisi ve giindemde olani siddetli
akut solunum sendromu koronaviriisii-2 dir (SARS-CoV-2). Bu patojen tiirii, diinyada

yiiksek derecede goriildiigii i¢in ortaya ¢ikmustir [24].

Tablo 2.2. Solunum Yolu Virisleri

Viriis | Genetik Modeli | Bulas Yolu | Kulucka Siiresi
Influenza RNA Damlacik yoluyla 2 gilin
RSV RNA Damlacik yoluyla 2-8 gilin
Koronaviriisler RNA Damlacik yoluyla 2-14 giin
Adenoviriis DNA Damlacik yoluyla 3-10 giin
Rinoviriis RNA Damlacik yoluyla 2-4 gilin

Bu viriislerin agir1 hastalik yapma ve hizli bir sekilde yayilma potansiyellerinden
dolay1 insanlar endiseye kapilmistir [25]. Virisleri etkisiz hale getirmek amaciyla etkili
koruma saglayan asilar1 gelistirebilmek i¢in ¢aligmalar halen devam etmektedir [24]. Tablo
2.2. ‘de solunum yoluyla bulasan viriislerinin genetik modelleri ve kulugka siireleri
Ozetlenmistir. SARS-CoV-2 ve diger solunum virlislerinin kis aylarinda ortaya ¢iktig1 fark
edilmistir. Sicaklik ve nem gibi c¢evresel faktorler solunum yolu viriislerinin bulagsmasini

etkiler [26] [27].
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2494
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Sekil 2.4. Koronaviriis enfeksiyonlarinin ge¢misi [28]
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Siddetli akut solunum sendromu (SARS-CoV) 2002 yilinda Hong Kong’da goriildii.
Hava yolu ile bulagsmasi hizlanan salgin tiim diinyaya yayildi. Virlise yakalanan bireylerde
4-6 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra baslangigta ates, halsizlik ve ishal gibi belirtiler
gorildii. Sonrasinda 6liimciil bir alt solunum yolu hastaligi olan pnémoniye neden oldu.
SARS-CoV salgimindan 10 yil sonra Orta Dogu solunum sendromu koronaviriisiit (MERS-
CoV) ortaya c¢ikti. MERS-CoV, oksiiriik ve yiiksek ates belirtileri ile alt solunum yolu
hastaligina sebep oldu. Zoonotik viriis olan SARS-CoV ve MERS-CoV'larin iginde
bulundugu koronaviriis ailesi insan koronaviriisiinii de (HCoV) igerisinde bulundurur.
HCoV’lar soguk algmmlhiginin bir numarali nedenidir [29]. Alfakoronaviriisler ve
betakoronaviriisler sadece yarasalarda gézlemlendi. Bu nedenle, SARS-CoV ve MERS-CoV
virisleri gibi meydana gelen zoonotik HCoV'ler, yarasalarda ortaya ¢ikmis, konaklara
bulagsma sirasinda ¢ok kez mutasyona ugramis ve insan konaklar1 hasta etme kabiliyeti
kazanmistir [30]. COVID-19 koronaviriis hastaliginin 6liim oraninin diger HCoV viriislerine

gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. COVID-19 salgin1 halen devam etmektedir [31].

Bag Agnisi
—
% Y Ates SARS-CoV
L™ ) 2 @ Kulucka siiresi 4-6 giindir.
* * & Kuru Okstriik Belirtileri ateg, kuru oksiiriik, kas
i‘ agns, nefes darhg, bag agnsi,
. bogaz agnsi, balgam iiretimi,
Damlacik yayiimasi = Pnomoni burun akintisi ve ishaldir.
Dogrudan Temas y
Dolayli Temas 2 : MERS-CoV
Ishal Kulugka siiresi 5-6 giindilr.
8 0 > Kusma Belirtileri ates, oksiiriik, nefes
Karin Agrisi darlg), titreme, pndmoni ve
Virls solunum halsizliktir.

epiteline girer

ﬁ oo SARS-CoV-2
# A @ Kulugka siiresi 3-7 giindir.
( P4 Belirtileri ateg, kuru 6ksiiriik, kas
— agnsi, nefes darhg, bag agnsi,
bogaz agnsi, balgam iiretimi,
burun akintisi, ggiis agns), ishal
ve tat alma bozuklugudur.

Sekil 2.5. Insan koronaviriislerine genel bakis [32]

2.6. Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriisii-2 (SARS-CoV-2)

Solunum yolu virilislerinin en yenisi ve gliniimiizde en 6nemli yere sahip olan
koronaviriis yani diger adiyla COVID-19 siddetli akut solunum sendromu alan SARS-CoV-
2’ den meydana gelmektedir [33]. Bu viriis hizlica yayilmaktadir. Bu yayilmanin en biiyiik



sebebi inkiibasyon siiresinin uzun olmasidir. Covid-19 vakasi ilk olarak aralik ay1 2019°da
Hubei eyaletinin bagkenti Wuhan’da olmak iizere Cin’de goriilmistiir [34]. Viriis hizli
yayildig1 gibi ciddi hastaliklara ve 6liimlere neden olmaktadir [35]. SARS-CoV-2 Riboviria
alemi, Nidovirales sinifi, Coronaviridae familyasi, Orthocoronavirinae alt familyasina aittir.
Coronavirinae dort farkli alt tipe boliinmiistiir. a- ve B- koronaviriis tipleri insanlarda gama-
ve delta- olmak iizere 2 tipide hayvanlarda bulunur. Insan koronaviriisii (HCoV) a-
koronoviriis igerisinde, SARS-CoV SARS-CoV-2 ve MERS-CoV’da B- koronaviriis
icerisinde bulunur [36] [28]. Koronaviriisler, biiyiik, tek sarmalli ve tek iplikli pozitif
RNA’dan olusan zarfl bir viriistiir. CoV kaynakl1 viriislerin insanlar1 hasta ettigi ve solunum
ile ilgili hastaliklara sebep oldugu anlagilmaktadir. Bu viriisler diinyada kiiresel salgina
sebep olan patojenik koronaviriislerdir [36]. Viriis hayvanlardan insanlara bulasir.

Insanlarda damlacik ve aerosol yolu ile baska insanlara hastalig1 enfekte edebilir [37].

2.6.1. SARS-CoV-2 virionlarinin protein yapisi

SARS-CoV-2 virionlart ¢apt 50-200 nm araliginda lipit yapidan olusan cift kath
parcaciklardir. Yiizeylerinde tag seklinde goriiniim saglayan 20 nm uzunlugunda sivri uglar
bulunur. Viriis yiizeyinde 5 yapisal protein bulunur. Hiicreye viriis girigini saglayan bagak
proteini (S), viral RNA'y1 koruyan ve tutan niikleokapsid proteini (N), viriislerin bir araya
gelmesini saglayan zar proteini (M), viriis bilesenine katilan zarf proteini (E) ve
hemaglutinin — esteraz proteinini (HE) igermektedir [38]. Virlisiin konakg1 hiicrelere
baglanmasini saglayan protein basak glikoproteinidir [28]. Cazip bir antiviral hedef olan S
protein, koronaviriislerin girisi i¢in 6nemlidir [39]. Viriis yilizeyindeki basak glikoproteini,
konak hiicrenin reseptorlerinin baglanabilmesi i¢in 6nemlidir [29]. Basak protein, viriisiin
konak¢1 hiicreye baglanmasinda, ACE-2 reseptOriiniin taninmasinda ve koronaviriis
girisinde 6nemli bir rol oynar [40], [41]. Disariya dogru ¢ikint1 seklinde meydana gelen S1
ve S2 lipidik zarf tizerinde basak glikoproteinlerini olusturur [42] [43]. Anjiyotensin
dontistiiriicii enzim reseptorii (ACE-2) S1 biriminin, alt solunum hattinda bulunur. Konakg1
hiicre reseptoriinii taniyan ve reseptoriin baglanmasini saglayan bir reseptor baglama alanin
(RBD) kapsar [44]. S2 alt birimi, viriislerin ve konakg1 hiicrelerin zarlarini kaynastirma
(membran fiizyonu) islevi yapar [45]. S proteinde 13 mutasyon gézlemlenmistir [39]. Konak
tanima ve istilasindaki gorevi dikkate alindiginda, S proteini, ilag ve as1 tasarimi i¢in dnemli
bir hedef haline geldi [46]. Basak protein, influenza, Ebola viriisii, zika virtisii ve HIV gibi

viriislerin dahil oldugu birgok koronaviriis ailesi i¢in ortaktir [47]. SARS-CoV-2 biinyesinde
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enfeksiyon sirasinda bolca bulunan protein niikleokapsid fosfoproteinidir. N proteini,
niikleokapsidi olusturur. Virlisiin RNA genomuna baglanan tek proteindir. Viral RNA
genomunu korumaktadir. Viral replikasyonda ve konagin enfeksiyona karsi gosterdigi
hiicresel tepkide rol oynar. Viriisiin hiicre ile birlesmesi ve tomurcuklanmasinda N
proteininin endoplazmik retikulum lokalizasyonu islev tasir. N proteininin viriis pargaciklari
olusumunu biiyliik 6l¢iide arttirdigi gozlenmistir [48]. N protein hastaligin ilk 15 giin
igerisinde serum veya idrar numunelerinde goriiliir. Hasta olduktan sonra en yiiksek yayilma
on giin icerisinde gergeklesir [35]. Viriis olusumunda M proteini, birgok viriis pargaciklari
olusturmak i¢in hiicresel zarlar1 birlestirerek merkezi bir rol oynar. M proteininin ana
ozellikligi, viriistin tomurcuklanmasi i¢in lazim olan yapisal proteinlerin (S, E ve N) bir
araya getirilmesini saglar. Membranin egimli yapisini gliglendirir ve N proteinine baglanir.
Viriislerin bir araya gelmesi i¢in gerekli olan protein-protein etkilesimlerinin cogunu yonetir.
M proteini kendi kendine baglanma &zelligi tasir [49]. Ayrica virlis benzeri parcaciklar
(VLP'ler) yalnizca M proteini, E proteini ile birlikte eksprese edildiginde olusturulabilir, bu
da bu iki proteinin virilisiin membran yapisini iiretmesi gerektigini diisiindiirmektedir [50].
Viriisiin boyutu ve sekli, M proteinleri tarafindan korunur [51]. Konakg¢1 hiicrelere viriis
baglanmasi aninda ve viriisiin hiicreye giris proseslerinin diizenlenmesinde gézlenmektedir
[52]. E proteini, viriislerin patogenezinde ve hiicre i¢ine salinmasinda gorev alan en kii¢iik
proteindir [38]. Replikasyon sirasinda hasta hiicre i¢inde bol miktarda bulunur. Ancak viriis
zarfina minik bir kismu1 katilir. Viral birlesmeye katilir. Viriislerin salinmasinda gorev alir
[53] [54]. HE proteini giris reseptoriine baglandiktan sonra hiicre igerisine girisi ve virlis
yayilmasini kolaylastirir. Ayrica reseptorii yok etmeye calisan enzim aktivitesinin

bulundugu hiicrelere baglanmayi engelledigi diistiniilmektedir [55].

50-200nm < :',- K [}
“ ) X " Zarf Proteini
";”' »* .
& Hemaglutinin -

esteraz proteini

Sekil 2.6. SARS-CoV-2'nin sematik goriintisii [56]
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2.6.2. SARS-CoV-2 viriislerinin bulasma yollar1 ve yayilmasi

SARS-CoV-2 virlisii dort sekilde bulasabilir. Dogrudan fiziksel temas yoluyla,
yiizeylerle dolayli temas yoluyla, damlaciklar yoluyla ve aerosoller ile bulasabilir [57].
SARS-CoV-2, hasta olanlar ve hasta olmayanlar arasinda korunmasiz bir durumda yakin
temas halinde kontamine olmus yiizeyler (fomitler) ve damlaciklar ile bulasir [58]. Enfekte
kisiler saglikli insanlar1 hasta edebilen canli viriisler iceren solunum s1vis1 damlaciklar1 yayar
[59]. Hasta olan kisiler tarafindan 6ksiirme, hapsirma veya konusma yoluyla tiretilen havaya
yayilan damlaciklar icerisinde bulunan viriis partikiillerini solumak enfekte olmayan
insanlara SARS-CoV-2 bulastirir [60]. Damlaciklar yiizeylere bulasicilik kazandirmak igin
¢ekirdek olarak yerlesebilirler [61]. Virlis dolayli temas durumunda da yayilabilir. Viriislii
damlaciklar ve kontamine yiizeyler eller ile temas halinde elleri kirletir, insanlar viriisli
elleri ile agiz, burun ve gozlerin mukoza zarlarina temas da bulunarak hastaliga sebep olur
[58]. COVID-19 yayilmasinda en yaygin yol acrosoller nedeniyle hava yolu ile yayilmadir
[39], [31], [62]. Havada bulunan aerosollerdeki SARS-CoV-2 3 saate kadar canli kalabilir
[37]. Enfekte hastalar tarafindan havaya salinan viriis yiiklii damlaciklar kap1 kollari, lamba
anahtarlari, asansor diigmeleri {izerinde birikerek bulasici fomitlere doniistiigii gibi uzun siire
havada kalabilirler [61]. Viriis igeren viicut salgilar1 ve diskilari, damlaciklar seklinde
aerosol haline getirilebilir [63]. Aerosoller genellikle ¢ok dagilan farkli boyutlara sahip
damlaciklardir [62]. Enfekte konaktan g¢ikan aerodinamik ¢api 5 pm’den kii¢iik olan
damlaciklar, saglikli bireylerin akcigerlerinin derinliklerine kolayca niifuz edebilirler.
Biiyiik damlaciklarin ise hizli bir sekilde iist solunum yoluna ulagtig1 goriiliir. [64]. SARS-
CoV-2 viriisleri bogazda, kanda ve digkida siklikla tespit edilmistir [65]. Yapilan son
calismalarda SARS-CoV-2 viriisiiniin bagirsak epitelinde ¢ogaldigini ve bagirsak yoluyla
yayildigini da gostermektedir. Ayrica SARS-CoV-2 viriisiine yakalanan bireylerin idrarlart
da virtis igerir [66], [67]. COVID-19 pandemisi sirasinda tuvaletler viriis bulagsmasi
acisindan ¢ok tehlikelidir. [62]. Viriisler konak hiicrelere ulasmadan engellemek gerekir.
Virlis damlaciklarinin yayilmasini azaltmak, kontamine olmus nesne ve ylizeyleri
temizlemek, viriislii havay1 filtrelemek, kisisel hijyene dikkat etmek ve maske gibi kisisel
koruyucu donanimlarin giyilmesine 06zen gostermek virlislerin saglikli  konaklara
bulagmasini engellemek i¢in 6nemlidir [61]. Maske kullanilmasi, el temizligine ve sosyal

mesafeye dikkat edilmesi virilisten korunmaya yardimei olacaktir.
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Sekil 2.7. SARS-CoV-2 viriistiniin bulagmasi [57] [59]

Sekil 2.8 de SARS-CoV-2 enfeksiyonu, iki konak arasinda kisa mesafede damlacik yolu ile
hasta konakla temas yoluyla, hasta konagin dokundugu, oksiirdiigii, hapsirdig1 yere dolayli
temas ile veya uzun mesafede alinan hava yoluyla bulasir. Hava igerisinde hasta konagin 10
um ¢apindan biiylik damlaciklar1 veya 5 um c¢apindan kiiciik damlaciklart bulunur. Bu

damlaciklar hava akimi ile dagilir. Duyarli konakgilar tarafindan solunur [68].

2.6.3. SARS-CoV-2 viriisiinde fiziksel mesafe

Fiziksel mesafe, SARS-CoV-2 virisiinii kontrol altina alma oOnlemlerinin bir
parcasidir. SARS-CoV-2"nin yayilmasini azaltmak i¢in konaklar arasinda fiziksel mesafenin
1 veya 2 metre olmas1 damlacik boyutuna gore sekillenmistir. Wells'in yaptig: arastirmalara
gore, enfekte konaktan yayilan biiylik damlaciklar, hizli bir sekilde havaya diiser ve 1-2
m’lik mesafeye kadar inis sergiler. Goz ile goriilemeyen havadaki kiigiik damlaciklar hizl
bir sekilde buharlagir. Hava akimiyla daha uzak mesafelere yayilabilirler. Hava akimi
olmadan, boyutu biiyiik olan damlaciklar en uzaga (1-2 m) dogru hareket ederken, kiigiik
olanlar kaynaga yakin olacaklardir [69].

2.6.4. SARS-CoV-2 klinik belirtileri semptomlari

SARS-CoV-2 virilislinlin yaklasik inkiibasyon siiresi 3 ile 7 gilin arasindadir.
Maksimum inkiibasyon siiresi ise 14 giindiir [70]. Ates ve kuru Oksiiriik gibi gribe benzer
bulgular ana belirtilerdir [71]. En fazla goriilen bulgularn ates, nefes darligi, oksiiriik ve kas
agrisidir. Orta siklikta bas, bogaz, gogiis agrilart ve burun akintis1 goriilmektedir. Daha az
yaygin bulgular ise diyare, bulanti, kusma ve yaslilarda zihin bulanikligidir. 60 yas ve
sonrasi hastalarda solunum yetmezligi goriilme orani daha yiiksektir. Hastalig1 gecirme siire-
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si de daha uzun olmaktadir. Yasi kiigiik bireylerde hastaligin siddeti daha azdir [72]. Viriisten
en ¢ok etkilenen organ akcigerdir ve bunun sonucunda akciger sorunlarina ve akut bobrek
sorunlarina yol agabilir. Akciger sorunlari da hastalarin ventilatore baglanmasini gerektirir.
Organ yetmezligi belirlenen agir hastalarda 6liim meydana gelebilir [28]. Hastalarin 6liim
nedenlerinden bir digeri de SARS-CoV-2 koronaviriisliniin kardiyovaskiiler sisteme zarar

vermesi nedeniyle olusan miyokard hasaridir [73].
2.6.5. Hiicre baglanmasi ve patogenezi

Viriisiin konak hiicereye girmesi viral enfeksiyonun, patogenezin ve replikasyon igin
onemlidir ve ilk adimin1 olusturmaktadir [29]. Patogenezi, viral zarfin hiicre igine girmesini
ve viral bulagmayi en iyi derecede viriis yiizeyindeki proteinler saglar [74]. Hiicre girisin ilk
adimi S proteininin konak¢1 hiicre yiizeyindeki protein reseptoriine aktif bir sekilde
baglanmasidir [29]. Hiicre baglanmasi, S1 biriminin yiizey reseptorleri ile etkilesim igine
girmesi ve viriisii hiicre i¢ine almasi, S2 biriminin ise viral zarf ve hiicre zar kaynagmasindan
sonra viriis ¢ekirdeginin hiicre igine girmesini igerir [74]. S1 alt birimi reseptor baglanmasi
islevini yapar. SI-NTD ve S1-CTD olusan N- ve C- terminal alanlar1 bulunmaktadir. S1-
CTD konak hiicreye girisi kolaylastirir. SI-NTD konaker hiicre yilizeyindeki reseptorlerle
etkilesim olusturarak viriis baglanmasinda rol alir [75] [76]. Yardimci proteinlerin
kullanimin1 destekleyen viral partikiillerin kagigin1 saglama potansiyeli bulunmaktadir. Bu
durum viral pargaciklarin, S proteinler olmadan birlesebilmesini agiklar. Yani yardimci
proteinlerin S proteinlerin yerini alabilegegini belirtir [77] [53]. SARS-CoV-2 konakg¢1
hiicrelere girmek icin reseptdr kullanir. Bu reseptdr anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE-
2) reseptoridiir [78] [79]. SARS-CoV-2nin ACE-2 reseptorii ile solunum epitel hiicrelerini
hasta edebildigi goriilmiistiir [80]. S protein, 6zel olarak ACE-2 reseptoriinii taniyan bir
reseptor baglama alan1 (RBD) igerir. Reseptor baglama alan1 (RBD) basak proteininin
korunmus bir boliimiidiir. RBD’ nin hedeflenmesi virlis kagisini dnlemenin en iyi yoludur
[77] [53]. Zar flizyon proteinleri, viral zarf ve hiicresel zar arasinda yapisal olarak
kaynagmayi saglar. Zarf iceren basak proteini, konak hiicrenin reseptoriine baglanip viral ve
konak zarlarimi kaynastirarak viriisiin konake1 hiicrelere girmesine araci olur [80]. SARS-
CoV-2 endositoz yoluyla konakei hiicreye girer. Viral partikiiller endozomlara gecer ve
endozomlar ile birlesirler [81]. Endozomdaki konakgilar ile S proteininin etkilesime girmesi
flizyon aktivitesini arttirir [76]. SARS-CoV-2’nin konak¢1 hiicreye girisinin olmasi ve S
proteinin hazirlanmasinda transmembran serin proteaz-2 (TMPRSS-2) yer alir [78]. Zar

flizyon proteini ortaya ¢ikarmak i¢in S proteininin boliinmesi gerekir. Bu boliinmenin olabil-
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mesi i¢in reseptor etkilesiminin olmasi yeterlidir [81]. S proteini ve reseptor arasinda
bulunan etkilesimler, viriisiin konak hiicreye baglanmasini saglar [80]. Viral partikiillerin
hiicre i¢ine alinmasindan sonra endozomlarda bulunan glikoproteinler de olusan
konformasyonel degisimler, lizozomal proteaz olan katepsin L ve katepsin P tarafindan S
proteinlerin parcalanmasi koronaviriis patogenezinde gorev alir. Bu durum viriis zarfinin
endozom zarlar1 ile kaynasmasina ve viral RNA'nin enfekte hiicrenin sitozoliine salinmasina
neden olur [81]. Koronaviriisler hedef aldig: ilk konake1 hiicreleri hasta ettikten sonra, bu

viriisler salinabilir ve baska konak hiicreleri hasta edebilir [28].
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Sekil 2.8. SARS-CoV-2’nin hiicreye baglanmasi, viral girisi ve replikasyonu [80]

2.6.6. Reseptor baglama alami1 ve ACE-2 reseptorii

SARS-CoV-2'nin basak proteini, 6zel olarak ACE-2 reseptoriinii tantyan bir reseptor
baglama alan1 (RBD) igerir. RBD, antiviral bilesikler ve antikorlar i¢in 6nemli bir hedeftir
[82]. SARS-CoV-2 konakgt hiicrelere girmek igin reseptor kullanir. Bu reseptor anjiyotensin
doniistiiriici enzim 2 (ACE-2) reseptoriidiir. CD209L gibi daha diisiik afiniteye sahip
reseptorlerde kullanirlar ve bu reseptorler viriisiin hiicreye girisini kolaylagtirir [78] [79]

[83]. ACE-2 viicutta damar hiicrelerinde, bobrek de, néron hiicrelerinde ve bagirsak hiicrele-
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rinde yaygin olarak bulunur [28]. SARS-CoV ve SARS-CoV-2 viriislerindeki S proteinleri
farklilik gosterse de, Xu ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada reseptor baglanma alaninin 3
boyutlu yapisinin SARS- viriisleri ile bir olmasi1 S proteinin baglanma afinitesini ACE-2’
nin korudugunu gostermistir [84]. Baska bir ¢alisma da, S proteinindeki N501T adh
mutasyonunun SARS-CoV-2 viriisiiniin ACE-2 afinitesini yiikselttigi gozlemlenmistir [85].
ACE-2 akciger hiicrelerinde alveollerde daha fazla eksprese edilir. ACE-2 ekpresyonunda
alt solunum yolundan alinan numunelerde yanlis negatif sonuglarin daha az ¢iktig1 rapor
edilmistir [86]. Farkli olarak ACE-2 reseptdriine baglanan koronaviriisler {ist solunum yolu
hastaliklarina da neden olabilir. SARS-CoV-2'nin ACE-2 reseptériine baglanmasi, alveolar
hiicrelerde biiyiik hasarlara neden olur. Bu hiicrelerde olusan hasarlar 6limii tetikleyebilir
[33]. SARS-CoV-2'nin reseptore baglanma kapasitesinin SARS-CoV'dan 10 ila 20 kat daha

giiclii oldugu anlasildi. Bu durum viriisiin bulas riskini 6nemli 6lgiide artirir [87].

2.6.7. SARS-CoV-2 hayat dongiisii

Viriisiin hiicreye girmesinin ilk adimi endozomal bir yolla hedef hiicrelere hareket
etmesidir. SARS-CoV-2 viriisiinlin S proteini hiicresel reseptor anjiyotensin doniistiiriicti
enzim 2'ye (ACE-2) hiicresel giris i¢in 6zel olarak baglanir. SARS-CoV-2 viriisiiniin
reseptore baglandiktan sonraki ilk adimi, hiicresel proteaz olan TMPRR-2 ve katepsinin pH
etkenli gerceklestirilen membranin fiizyonuyla S proteininin béliinmesidir. Viral ve hiicresel
membran flizyonu zarf kaynasimi yaparak viral alimini saglar. Viriis hiicreye girdikten sonra
viral genom sitoplazmaya birakilir [88]. Viriisiin endositoz girisi ve genomun sitoplazmaya
salinmasi ile, genom translasyonu ppla ve pplab viral replikaz poliproteinlerini olusturur
[29]. Viral proteazlar tarafindan poliproteinler kiigiik parcalara boliiniirler. Olusan ppla ve
pplab viral replikaz poliproteinleri protein iiretimini ve viral replikasyonunu olusturan
yapisal olmayan proteinlere (NSPS) dondistiiriir. Bu NSP'ler, viral genomun replikasyonu
icin replikaz-transkriptaz kompleksini (RTC) bi¢imlendirmek iizere vazifelendirilir. Viral
NSP'ler, negatif iplikli RNA sentezine katilan bir RTC'de toplanir. Negatif iplikli model
mRNA sentezi i¢in modeldir. mRNA sentezinden sonra S, M ve E proteinleri {iretilir.
Yapisal proteinler endoplazmik retikuluma (ER) iletilir. Protein salarak Endoplazmik
retikulum ve Golgi ara bolmesinden (ERGIC) geger. N protein RNA’y1 sarar. Yeni olusan
genomlar zarlardan tomurcuklanma yoluyla niikleokapsidlere paketlenir. Yeni viriisler

ekzositoz yolu ile hiicreyi terk eder [29], [88].
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2.6.8. Yiizeylerde viriis dayamklihgi

Bir viriisiin yiizeylerde ve g¢evrede kalicilig1 viriislerin yayilmasi ve bulagmasi i¢in
onemli faktorlerden biridir. Virlisiin yayillma derecesini, hizin1 ve konakg¢iya ulagsmasini
viriisiin karakteristigi, bulastigi ve biriktigi yiizeylerin ¢evresel ozellikleri belirleyen ve
etkileyen faktorlerdir. Bu sebeple SARS-CoV-2 solunum viriisliniin fomitlerde uzun siire
kalic1 olup olmadigi arastirilmistir [89]. SARS-CoV-2'nin canliligini havada ve yiizeylerde
devam ettirdigini kanitlanmistir. Chin ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada maskenin dis
katmani {izerinde SARS-CoV-2 viriisiiniin 7 giinden fazla kaldigi saptanmistir [90]. Yapilan
farkli aragtirmalarda yapay tiikiiriik ve doku kiiltiirii ortaminda viriisiin 90 dakika canli
kaldig1r g6ézlenmistir [91]. COVID-19 viriisiiniin aerosollerde 3 saat, bakir lizerinde 4 saat,
kartonda 24 saat ve plastikler lizerinde 2-3 giin stabil kaldig1 gozlenmistir. Paslanmaz ¢elik
tizerinde 13 saat ve polipropilen iizerinde 16 saat stabil kalarak canlilik gostermistir [37]
[92]. SARS-CoV-2 viriisii nem, sicaklik ve kimyasal yapi gibi ortama gore degisen
parametrelere bagli olarak metaller, plastikler, kumaslar ve kagit dahil olmak {izere cansiz
yiizeylerde uzun siire canliligini koruyabilir. Gozenekli ylizeyler, gozeneksiz ylizeylere gore

daha az derecede viriis bulagmasi saglar [59] [93].

Tablo 2.3. SARS-CoV-2 viriisiiniin gézenekli ve gozeneksiz yiizeylerdeki stabilitesi

Viral Bagil Canh
Yiizey Viriis Ti Sicaklik | Nem Kalma | Referanslar
itre . .
(%) Siiresi
Gozenekli Olmayan Yiizeyler
Bakir SARSZ'COV' 105 | 2123 | 40 | 4saat [37]
Paslanmaz SARS-CoV- o .
10 - 22 65 7 giin [90]
celik 2
i SARS-CoV- 78 i
Plastik 5 10 ~ 22 65 7 giin [90]
Gozenekli Yiizeyler
SARS-CoV- . i
Karton 5 10 21-23 40 1 giin [37]
SARS-CoV- .-
Kumas 5 10 ~ 22 65 2 giin [90]
Maske, i¢ SARS-CoV- 78 .
10 - 22 65 7 giin [90]
tabaka 2
Maske, dis SARS-CoV- .- .
10 “ 22 65 > 7 giin [90]
tabaka 2
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Tablo 2.3.”de gozenekli olmayan ve gozenekli yiizeylerde SARS-CoV-2 igin stabilite
stireleri gosterilmektedir. Gozenekli olmayan ylizeylerde gozenekli yiizeylere oranla daha
yiikksek kalicilik olmustur ve gozenekli olmayan yani piiriizsiiz yiizeylerde viriis stabil
olmaktadir [90]. Kisisel koruyucu donanimlarin yani koruyucu maskelerin gelistirilmesi

virlislin yiizeyler lizerindeki hayatta kalma stabilitesini azaltmada 6nemli bir rol oynar.
2.6.9. Hastalardan numune alinmasi

Diger koronaviriisler ve SARS-CoV-2 olan hastalardan solunum salgilarindan
(mukozal yol), terden, diskidan ve idrardan numune alinabilir. Viriis ylizeyde birikip
maksimum 7 giin igerisinde insandan insana bulasabilir. Ust solunum yolu i¢in alinan
numune, oral ve/veya nazal siiriintii seklinde alinir. Entiibe olmus hastalar anestezi veya
brons fircalamalar gerektirmesi sebebiyle alt solunum yolu numunelerinin alinmasi oldukga
zor bir islemdir. Alt solunum yolu numunesinin alinmasi bulasici aerosol olusturma riskleri
icerir. Ayrica hastanin yaralanmasina ve act ¢ekmesine sebep olur. Alt solunum yolu i¢in
uygun tek 6rnek dogal yoldan alinan akciger balgamidir [28]. Nazofaringeal (NP) siiriintiiler,
SARS-CoV-2'nin tespiti i¢in baglica alinan numunelerdir. Egitimli kisiler tarafindan alinan
stirlintiilerin toplanmasi sirasinda hastada refleks olarak oksiiriik/hapsirmanin tetiklenmesi
nedeniyle kisisel koruyucu donanimlarin kullanilmasi viriis bulagsmasini 6nlemek amaciyla
gereklidir [56]. Tikiriik, SARS-CoV-2 teshis testi i¢in alinan bagka bir drnek tiridiir.
Alinan bu numune tiirliniin avantaj1 toplama kolayliginin olmasi, hastalarda rahatsizliga yol
acabilecek bir sey olmamasi ve hem hastalar hem de numuneyi alan kisiler i¢in gilivenli
olmas1 yer alir. Tiikiirlik toplanmasi 6ksiiriik ve hapsirma gibi reflekslere neden olmadigi
i¢in virlis bulagmasi olmaz ve KKD’lerin kullanilmasini1 gerektirmez [56] [94]. Tikiiriigiin
bir diger avantaji SARS-CoV-2'nin saptanmasi i¢in, genel viral 6zellikleri yansitir. Clinkii
tiikiirtik tist solunum yolunda ve mukozal hava yolu ile ge¢is saglayan alt solunum yolunda
ag1z boslugunda birlesir [95]. Savela ve ark. tarafindan yapilan aragtirmalara gore tiikiiriik
bazli testlerin, toplanan burun delikleri siirlintiileri ile kiyaslandiginda daha erken SARS-

CoV-2 viriisiiniin tespit edebilecegi 6n goriilmiistiir [96].
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Sekil 2.9. Nazofaringeal (NP) siiriintii numunesi alinmasi

2.6.10. SARS-CoV-2 i¢cin 6nleme taktikleri

SARS-CoV-2 gibi meydana gelen hastaliklarin yayginlagmasina engel olmak icin
hasta olmus kisilerin erken tespitini yapmak gerekir. Ulkeler tarafindan koronaviriis tespiti
icin bu pandemi siirecinde nasil bir yol izlenecegini gosteren ve bu silirecin nasil
yonetilecegini igeren acil durum igeriklerinin gelistirilmesi 6nemlidir. Her tiirli yeni
bulgunun degerlendirilmesi ve tedavi i¢in yeni yontemlerin bulunmasi bu yontemler iizerine
calisilmasi gereklidir. Tiim diinyanin hastaliklara kars1 korunmay1 saglama denemelerinde
tilkelerin desteklenmesi gerekir [28]. Bunlara ek olarak virlisiin kapali ortamlarda, toplu
tagimalarda, insan yogunlugunun ¢ok oldugu yerlerde ve hastanelerde hava yoluyla bulagma
etkisini indirgemek i¢in Onleyici tedbirlerin yani cerrahi maske veya kisisel koruyucu
donanimlarin (KKD) kullanilmasi gereklidir. Ayrica havadaki partikiillerin temizlenmesini
saglayacak filtreler kullanilarak viriislerin havada yayilmasini 6nlemek gereklidir [59].
Kisisel koruyucu ekipmanlar, kisisel hijyen, koruyucu dezenfektanlar ve ylizey

dezenfektanlar1 temel 6nleme yollaridir [97].
2.7. SARS-CoV-2’de Nanoteknoloji

SARS-CoV-2 i¢in nanoteknoloji konak¢inin her kosulda virtisler ile miicadele etmesi
icin bir takim ¢06ziim olanaklar1 sunar. Nanoteknolojide farkli stratejiler kullanilarak
COVID-19 salgini, 6zel antiviral yontemler ve dezenfeksiyon yaklagimlari ile enfeksiyonun
yayilma durumunun azaltilmasiin yani sira etkili teshis ve tedavi i¢inde bir¢ok avantaj ve
ilerleme saglayacaktir. Bu stratejiler halkin ve saglik calisanlarinin glivenligini arttirmak ve
virlisten korumak i¢in giivenli kisisel koruyucu donanimlarin tasarimi, etkili antiviral
dezenfektanlarin gelistirilmesi ve viriisii etkisiz hale getirebilen ve yayilmasini engelleyen

yiizey kaplamalar1, enfeksiyonu hizli bir sekilde belirlemek i¢in hassas, taginabilir ve giivenli
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sensorlerin gelistirilmesi, akcigerleri hedef alan yeni ilaglarin iiretilmesi ve var olan ilaglarin
bu yonde gelistirilmesi, antiviral etkili nanomalzemelerden yararlanilacak yeni asilarin

olusturulmasidir [98] [99].

Sekil 2.10. SARS-CoV-2 6nleyici nanoteknoloji tabanl stratejiler [98]

Kisisel koruyucu donanimlar i¢inde, cerrahi yiiz maskeleri hasta ile ilgilenmesi
durumunda viicut sivilarimin sigramasma karst gilivenli koruma saglamasi igin saglik
calisanlar1 tarafindan kullanilir [100]. Enfekte hastalarin 6ksiiriik ve hapsirik damlaciklarini
durdurup emebilen ve ¢ok kiigiik olan damlaciklari ileri dogru hareket mesafelerini azaltmak
icin tibbi maskeler takmalar1 gerekmektedir [61]. Ortamlarda kullanilan dezenfektanlar ve
temizlik maddeleri ile yiizey temizligi, fomit yolu ile bulagmay1 azaltir ve mevcut olan
fomitleri azaltarak damlacik veya aerosol yolunu bloke edebilir [57]. Yiizeyden viriis
bulagsmasini indirgemek i¢in dezenfekte edici kimyasallar1 yavas bir sekilde salabilen kendi
kendini temiz tutan ve temizleyen yiizeyler liretmek faydali olacaktir. Bu kaplamalar,
dokunmaya, siirtiinmeye ve yikamaya kars1 dayanimi yiiksek olmali, dmrii uzun olmali ve
toksik olmamalidir. Metal nesne yiizeyleri i¢in, bakir metali katyonlar1 genis spektrumlu
antiviral etkilere ve insanlar icin diisiik toksisiteye sahiptir. Bu nedenle, ylizey
bakirlastirmasi, paslanmaz ¢eligin hastanelerde ve kamusal alanlarda yaygin kullanimi
nedeniyle fomit enfeksiyon oranlarini énemli 6l¢iide azaltabilen paslanmaz ¢elik nesnelere
kendi kendini temizleme ozellikleri saglayabilir [61]. Havalandirma ve gesitli filtreler
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kullanmak, temiz hava saglamak ic¢in kullanilir. Filtreler mekanlarda hava seyreltmesi
araciligiyla damlacik ve aerosol gegisini azaltmasini destekler [57]. Antiviral ilaglarin
gelistirilmesi, gelistirilen ilaglarin dirence daha az yatkin olmasi ve farkli viriis ¢esitlerine
kars1 etki saglar. Nanoteknoloji ile gelistirilen nano alt yapili biyosensorler, yiliksek
hassasiyet ile virlis enfeksiyonu i¢in teshiste kullanilmaktadir. Bir baska nanoteknoloji
stratejisi ise, gelistirilen antijen, hedef iletimi ve kontrollii salim ile farkli tiirde
nanomateryallere dayanan yeni yapilan asilardir [99]. SARS-CoV-2’nin genis capta
yayilmasi, yeni viriislerin meydana gelmesi var olan tedavi sistemlerinin aktivitesinde
azalmaya neden oldu. Tedavi sinirlamalarini gelistirmek i¢in daha genis ve etkili
yaklasimlara gereksinim duyulur. Tespit ve teshis araclari, kisisel koruma ekipmanlari ve
dezenfekte edici maddeler seklindeki nanomalzemeler, SARS-CoV-2'ye kars1 koruma saglar

[101].
2.8. SARS-CoV-2’nin Teshis Ve Tespit Yaklasimlari

Enfeksiyonlarin izlenmesi ve takip edilmesi i¢in kontrol Onlemlerinin alinmasi
gereklidir. Teshis ve tespit, hizli bir sekilde katki sagladiklari igin COVID-19'un kontrol
altina alinmasi ig¢in 6nemlidir [102]. COVID-19 tespiti, Oncelikle ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonuna (RT-PCR), gogiis rontgeni, bilgisayarli tomografi (BT)
taramalart ve kandaki biyobelirteglerin tespitini iceren iki veya daha fazla teknigin
kombinasyonuna dayanmaktadir [103]. Nazofaringeal veya orofaringeal siiriintiilerden
viriisii tespit etmeye yonelik standart ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonuna (RT-
PCR) dayanmaktadir. Ozellikle COVID-19'un tespiti ve teshisi igin yapilan testler protein
testi, 6zel niikleik asit testi ve bakim noktasi testleridir [104] [98].

2.8.1. Polimeraz zincir reaksiyonu ve niikleik asit amplifikasyon testleri

Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT) kullanilarak viral RNA’nin saptanmasi
i¢in, en yaygin NAAT yontemi olan ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
SARS-CoV-2 teshisinde temel yap1 haline gelmistir [56]. PCR agiz boslugu ve bogazdan
alinan smear teknigine dayanir[97]. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) koronaviriisiin
varligini belirlemek i¢in 6nemli bir yontemdir. Ek olarak ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) SARS-CoV-2'nin saptanmasi igin iyi bir tekniktir. Yeni nesil
dizileme, SARS-CoV-2'nin hizli tespiti i¢in faydalidir [105]. Ters transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), viriisler ve farkli organizmalardan niikleik asit bazli genetik

dizilerin var oldugunu teshis etmek i¢in kullanilan bir yontemdir [106]. SARS-CoV-2 igin
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RT-PCR yapabilmek i¢in viriis suglarinin bulundugu biyolojik sivi, iist ve alt solunum s1visi
toplanir. Numune toplanmasi ¢cogunlukla nazofaringeal ve orofaringeal siiriintiilerden elde
edilir [104]. Ardindan toplanan numuneler igerisinde silika ve manyetik partikiil i¢eren
yontemler ile viral RNA ag¢iga cikarilir[56]. Bu viral RNA'y1 izole etmek i¢in siizme ve
ayirma adimlarindan geger. Ters transkriptaz enzimi kullanilarak viral RNA'dan
tamamlayici tek sarmalli viral DNA (cDNA) iiretilir. Amplifikasyon i¢in cDNA'nin belirli
0zel bolgeleri bir polimeraz zincir reaksiyonuna girer. Bu igleminin gergek zamanli tespitini
yapabilmek i¢in ¢cDNA'nin 6zel bdlgesinin minik bir kismi iginde hibritlesmek {izere
olusturulmus ek bir DNA probu dahil edilir [107]. A¢iga ¢ikarilan viral RNA'nin primerleri
ve problari ¢esitli reaktifler ile karistirildigi eslestirilmis bir floresan isaretleyici araciligiyla
virlis saptamasi elde edilir [108]. RT-PCR teknigi niikleokapsid proteinin N1 ve N2
genlerine etki eder [109].

- Liziz veya Gercek zamanli polimeraz Analiz
Omek alim; ViralRNAekstraksiyonu ~ zincirreaksiyonu (PCR)
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Sekil 2.11. PCR testinin akis semasi [110]

RT-PCR tabanli testlerin avantaji, bir dongii esigi (Ct) degeri olusturmasidir [111]. Ct
degeri, istenen diziyi Olciilebilir diizeye yiikseltmek icin gerekli olan PCR dongiisiiniin
sayisini ifade eder. Cok fazla viriis i¢ceren bir numune, pozitif bir sinyal olusturmak i¢in ¢ok
az PCR dongiisiine ihtiyag duyacaktir. Bu sebeple diisiik bir Ct degeri olusacaktir. Bu durum
asil numunede yiiksek viral ylik anlamina gelir. PCR testinin dezavantajlar1 arasinda nadir
bulunan ve maliyeti yiiksek reaktiflere, pahali laboratuvar aletlerine ve bilgili laboratuvar
personeline gereksinim yer alir. Ayrica fazla sayidaki 6rnegin degerlendirilmesi zaman
alicidir ve islem adimlari ile sonuglarin iiretilmesi uzun zaman alabilir. RT-PCR yontemi
testlerinin fazla duyarli olmas1 ve aktif (canli) viriisler ile aktif olmayan (cansiz) viriis

arasinda ayrim yapamamasidir [112] [113]. Pahali bir sistemdir. Ayrica kii¢iik yerlesim yer-
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lerinde fazla 6rnek hacmini barindiracak alt yap1 olmadigi i¢in her yerde bulunmasi giigtiir.
Pandemi dolayistyla RT-PCR Kkitleri ve reaktifleri artan talebi karsilayamamaktadir [114].
Alternatif bir yaklagimda Chen ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calismada viriis partikiillerinden
viral RNA’y1 ekstrakte (ayirma) yapmak i¢in manyetik nanopartikiiller kullanilmistir.
Gelismis algilama saglamak adina viriis partikiillerini zenginlestirmek i¢in biyomimetik
nanopartikiillerin kullanilmistir [115]. Biyomimetik manyetik nanopartikiiller, konak hiicre
zarini taklit etti ve bu nanopartikiillere viriis baglanmasina izin vermek i¢in hedef reseptorler
araciligiyla fonksiyonellestirilmistir. Fonksiyonellestirilen nanopartikiiller, siiperparaman-
yetik demir oksit nanopartikiiller (SPION) ile kapstillenmistir. Bu nanopartikiiller, manyetik
ayirma yoluyla hem virilisii zenginlestirmistir hem de viriislerin gelismis tespitine yol
agmustir. Immiinokromatografik serit testi, hiicre bazli tittering analizleri ve qRT-PCR
(kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu) gibi ¢oklu viriis teshis analizleri
kullanilarak tespit edilebilir. Biyomimetik manyetik nanopartikiiller ile viriis tespiti 6nemli
Olgiide gelistirilmistir. Bu sistem hizli, kolay ve hassas viral tespit tekniklerinin

gelistirilmesine olanak saglamistir [114].

Zengilestirilmemis

} 'l

Biyomimetik Viriis - Gelismis Algilama
Hedefleme Viriis Yakalama

Sekil 2.12. Biyomimetrik viriis hedefleme [114]

2.8.2. Bilgisayarh tomografi

Bilgisayarli tomografi (BT), Covid-19 enfeksiyonun tespiti icin RT-PCR'den yanlis
sonuglar1 dogrulamak i¢in teshis araci olarak kullanilmaktadir [116]. Bu yontemde, gogiis
tizerinden kontrastl ii¢ boyutlu (3D) goriintii olusturmak i¢in acilardan ¢ok sayida X-1s1n1
6l¢timii alinir. Bu sonuglar SARS-CoV-2'nin varliin1 saptamak icin radyologlar tarafindan
incelenir [107]. Bilgisayarli tomografi SARS-CoV-2 viriisii sebebiyle akcigerlerde olusan
viral pndmoninin bir gostergesi olan buzlu cam opakligin1 gosterir [117]. BT taramalari

COVID-19'un erken teshisinde en 6nemli araglardan biridir. Fakat tan1 koyan radyologlar
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icin biiyilk bir sorundur. COVID-19 semptomlarimi diger akciger hastaliklarinin
semptomlardan ayirt etmek oldukca zordur. BT taramalarinin maaliyeti ise yiiksektir. Ayrica
operasyon ve analiz i¢in teknik beceri gerektirir. SARS-CoV-2 tespiti i¢in yalnizca RT-PCR
ile birlikte bakilir [107].

2.8.3. Bakim noktasi teshisi (POCT)

POCT testi, enfekte olmug hastadan alinan 6rneklerin laboratuvarlara gitmeden teshis
edilmesine olanak saglar [114]. Enfeksiyon kisiden kisiye hizli ve kolayca gegebileceginden,
teshisin deneyimli personele, komplike ve zaman alic1 prosediirlere ve gelismis
laboratuvarlara ihtiya¢ duymadan POCT'de olmasi daha avantajlidir [118]. Hem canli viriis
tagityan hem de tasiyici olan hastalarin tespiti saglar. Az numune miktar1 kullanir ve 20
dakikadan daha kisa siirede tespit edilmektedir [119]. Bakim noktasi RNA ve DNA tanimak
icin ve kompleks olmayan kolorimetrik ve floresan tahlillerin gelistirilmesi 6nemlidir [88].
Kolorimetrik biyosensorler, basit renk degisiklikleri araciligiyla analitin saptanmasina izin

verdikleri i¢in ¢ekici POCT'lerdir.

Nanoparcacik Tabanh Tespit
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Sekil 2.13. Viriisiin nanopargacik tabanl kolorimetrik tespiti [114]

Kim ve arkadaslari, MERS-CoV viriisiinii saptamak i¢in altin nanopargaciklar
kullanan bir kolorimetrik tahlil gelistirmistir. Bu tahlilde iki tiyolle modifiye edilmis prob
ve sitrat baslikli altin nanoparcaciklarini (AuNP'ler) kullanir. Problar, giicli Au-S
etkilesimleri yoluyla AuNP'lere konjuge edilir. Sonrasinda AuNP'ler toplanir (pozitif
elektrolit varliginda). Tuz AuNP’ler agredasyonuna neden olur. ¢iplak gozle goriilebilen
veya lokalize yiizey plazmon rezonans (LSPR) kaymasi ile tespit edilebilen renk degisimine

yol acar. Boylecede hedef DNA belirlenmis olur [120].
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2.8.4. Hizh antijen testleri (RAT)

Bir POCT sekli olan hizli antijen testleri (RAT'ler) viral proteinlerin varligini saptar.
Bu tarz testlerin hepsi, hedef viral proteinler var ise test seridi iizerinde bir floresan bant
olusturan yanal akigli immiinoanalizlerdir. Genellikle ucuz ve hizlidir. Ticari olarak temin
edilebilen RAT larin ¢ogu viral niikleokapsid proteinini (N geni) yakalamay1 amaclasa da,
spike proteini (S geni) hedefleyen az sayida test mevcuttur. Antijen bazli testleri

performansinda potansiyel etkiyi onaylayan herhangi bir ¢alisma yoktur [56].
2.8.5. SARS-CoV-2 i¢in antikor testleri

Biiytik 6lgekli testlerde viicuttaki viriis tespiti i¢in protein bazli seroloji testleri, yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem virlis kaynakli antijenlerin olmasina veya
bagisiklik sisteminin antikorlara verdigi yanitlarina dayanir. Testlerin dogrulugu,
giivenilirligi, seciciligi ve silirekli karsilagilan antikorlarin yanlis olumlu ¢ikma riskini
arttiran sorunlar (¢apraz reaktivite yapmasi) ortaya ¢ikmaktadir. Testin bir diger sikintisi ise
enfekte bireylerin teshisi veya baskalarina bulastirma noktasinda mutasyonlarin meydana

gelmesidir [119] [99].

Enzim baglantili immiinosorbent tahlili (ELISA) gibi biyokimyasal testler, SARS-
CoV-2 viriisiiniin teshisi i¢in enfeksiyona bir cevap olarak viral antijen veya antikorlari tespit
etmek i¢in kullanilmistir [107]. Antijenlerin veya antikorlarin degerlerinin dl¢iilmesi, bu
testte kolorimetrik ve spektrofotometrik yontemler ile yapilir [88]. Hastadan alinan
numuneler viral antijenlerle dosenmis ¢oklu mikrotitre plakasinin bir tiipline ilave edilir.
Antikor, renk degigsmesine neden olacak bir enzime baglanir. Burada rengin olusmasi,
hastadan alinan numunede viral antijene karsi bir antikorun bulundugunu gosterir. Coklu
plaka tahlilleri, biiylik 6lcekli testlerin yapilmasina izin verir. Fakat pahalidir ve bir
laboratuvar ortaminda yapilmalidir [56]. Antikor testlerinin en biiyiik avantaji antikorlarin
varliginda asilarin verimini dogrulamasidir. Fakat en biiyiikk problemi, enfeksiyonun

ilerlemesi sirasinda viral yiik miktar1 degismesidir [107].
2.8.6. Nanoteknoloji tabanh sensorler

Yukarida bahsedilen teshislerin hepsinin kendine has 6zellikleri vardir. Olumlu
noktalar1 oldugu gibi olumsuz noktalar1 da vardir. Olumsuz noktalar1 gidermek igin
biyosensorler gelistirilmistir. Nanosensorler cok hassas, maliyeti az, hizli ve basit 6lgtimleri

birlestirebilen bir algilama sistemidir. Nanoteknoloji tabanli sensorler, teshis i¢in daha kesin
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ve hizli bir yanit sergilemek igin ¢esitli 6zelliklerin optik, manyetik, elektrokimyasal ve
biyolojik gibi ¢esitlerinden olugsmaktadir [121] [99]. Virlisiin teshis testleri i¢in biyosensorler
tizerinde, fotonik, elektriksel ve katalitik Ozelliklere sahip olmasindan dolayr altin
nanopargaciklar ¢ogunlukla kullanilmistir [120]. Sensoérler i¢in nanoteknoloji gelismistir.
Seo ve arkadaslar1 grafen bazli nanobiyosensor tasarladiklarini bildirmisler [122]. Hastadan
alinan numunelerde SARS-CoV-2’yi tespit etmek i¢in nanosensdr tasarlanmigtir. Bu sensor,
SARS-Co-V-2'nin S proteinine kars1 6zel bir antikorla gomiilii grafen nano tabakalar ile
tretilmistir. Sistem denemesi i¢in COVID-19 hastalarindan alinan antijenik protein ve
nazofaringeal siriintli numuneleri kullanilmistir. Sensoérlerin avantaji, son derece hassas
olmasi, sensoriin i¢cinde asili kalan SARS-CoV-2 spike antijen proteinini tespit edebilmesi,
ve numunelere On islem uygulamasi gerektirmemesidir. Gelistirilen nanosensorler, in vitro

sistemlerin in vivo sistemlere doniistiiriilmesinde 6nemli bir pay1 vardir [123].
2.9. Biyobelirtegler

Biyobelirtegler Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin anlamina gére, insan viicudunda
veya malzemelerde 0l¢iim alinabilen, hastali1 veya hastaligin ortaya ¢ikis sikligini bilen,
hastalig1 etkileyen madde, yap1 yada proses olarak agiklanmistir [124]. Biyobelirtecin bir
diger anlami ise Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)’den tanimlanmaktadir. Enstitiiye gore
insanlarin kaninda, viicut sivilarinda veya dokularinda bulunan hastaligin isareti olarak
belirtilen biyolojik molekiillerdir [125]. Klinik biyobelirtegler tibbi kosullarda hastaligin
varliginin ve siddetinin 6lgiilebilir biyolojik gostergeleridir [126].

2.9.1. SARS-CoV-2 viriisiinde niikleokapsid (n) spesifik antijen

Niikleokapsid (N), SARS-CoV-2 enfeksiyonu aninda yiizeyde en ¢ok bulunan
proteindir. Enfeksiyonun en yiiksek ekspresyonu ilk 12 saatte gerceklesir. Bu protein,
koronaviriislerin enfeksiyon yasami dongiisiinde ¢ok dnemli bir rol oynar. N proteini bir¢ok
amino asitten olusmaktadir [127]. Viral enfeksiyondan sonra, viral RNA genomuna baglanir.
Viral RNA yapisini korur ve RNA’y1 bir Riboniikleoprotein (RNP) kompleksi halinde
paketleyen ¢ok 6nemli bir bilesendir [111]. Riboniikleoprotein (RNP) ¢ekirdegi olusturur ve
viral RNA genomunu RNP ¢ekirdegine paketler. Bu paketleme viriisiin dogru bir sekilde
kopyalanmasini ve kendi basina toplanmasini saglar [128]. Yeni konakgilar hasta etmek i¢in
viriis replikasyonuna, viriisiin birlestirilmesine ve konake1 hiicrelerden salinmasina yardimei
olur [129]. Viriisiin RNA's1 ile N proteinleri stabilite saglar. N proteininin birden fazla islevi

vardir. Ana islevleri riboniikleoproteinleri olusturarak genomu korumak, replikasyon aninda
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viral RNA kopyalanmasini diizenlemek, RNA genomu ile etkiye girerek viral proteinlerin
sentezini uyarmaktir [127]. RNP pargaciklari viral zarin i¢inde yer alir ve zarf proteinleri N
proteinini sararak farkli bir katman olugturur. RNP'lerin konumlari, N ve M proteininin C-
terminali etkilesimiyle desteklenebilir[128]. Yapisal proteinler arasinda N proteini,
enfeksiyon sirasinda giiglii bir immiinojendir [130]. Yapilan arastirmalarda hastalardaki
antikor yanitinin niikleokapside 6zgii oldugu anlagilmigtir. Ayrica yiiksek hassasiyet ve uzun
stire kalicilik gosterdigi belirtilmistir. S protein N proteinden sonra en sik hedeflenen protein
olarak bilinmektedir [131]. COVID-19 hastalarindan alinan plazma numuneleri veya serum
antikorlarinda yapilan ¢alismalarda, SARS-CoV-2'nin enfeksiyonunu erken tespit etmek icin
N proteinine 6zgii antikorlarin, S proteinine 6zgii antikorlara oranla daha duyarli oldugu
gozlemlenmistir [132]. N proteinleri COVID-19 hastaligi teshisi igin giiglii antijenlerdir
[133].

2.10. Biyosensorler

Sensorler, molekiillerin fiziksel bir 6zelligi veya ortam sartlarini algilayan daha sonra
Olgen ve kayit altina alan, sinyal seklinde cevap olusturan cihazlardir [134]. Biyosensorler
kimyasal doniistiiriiciiler veya mikrosistemler ile incelenen biyolojik yapilari birlestirirler
[135]. Biyosensorler, biyolojik reaksiyonlarda hedef analit (analiz edilecek madde) algilama
ozelligine sahiptir. Biyokimyasal ve elektrokimyasal iki yapidan olusur. Biyosensorlerin
biyokimyasal boliimii ile ilgili ger¢eklesen durum analiz edilecek maddeyle etkilesime girer
ve hedef maddenin taninmasini saglar. Elektrokimyasal boliimii ile ilgili gerceklesen durum
ise hedef maddeyi algilama ve tanima sonucu elde edilen sinyalin 6lgiilebilir sayisal bir
degere doniismesi saglanir [136]. Kullanim alanlarina gore gesitli sensorler mevcuttur.
Gilintimiizde biyolojik molekiilleri algilamalar yapildigi icin genellikle biyosensorler

kullanilmaktadir.

Analizi yapilacak maddenin yani analitlerin, antikorlar gibi biyolojik algilayicilarin ve
hassas segiciligi ile etkilesimde bulunan elektrotlar gibi fizikokimyasal doniistiiriictilerin bir
araya getirilmesi araciligiyla fiziksel sinyaller olgiiliir. Olgiilen fiziksel sinyallerden
elektriksel sinyaller elde edilir. Bu sekilde calisma sergileyen yapilar biyosensor olarak

adlandirtlir [137].
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Sekil 2.14. Biyosensor bilesenleri ve ¢alisma prensibi [138]

Biyoreseptorler biyosensdrlerin - en  Onemli kismidir. Analiti  fark eden
biyomolekiillerdir. Biyoreseptorler spesifik, kararli ve sadece istenen analite uygun
olmalidir [139]. Transdiiserler, reseptorlerin analitler ile meydana getirdigi biyolojik
reaksiyonlart Olgen ve sinyale doniistiiren yapilardir [136]. Sinyal giig¢lendiricilerde
transdiiserden gelen sinyallerin yiikseltilmesini saglar. Uretilen bir biyosensdriin
kullanilabilmesi ve kabul edilebilmesi i¢in bazi parametrelerinin olmasi gerekir. Duyarlilik,
secicilik, Ol¢lim aralifi, Olglim siiresi, tutarliligi, tespit siniri, omrii ve kararliligi

parametreleridir [139].
Biyosensorlerin avantajlart;

e Pratik olmasi,
eHizli cevap vermesi,
o Siirekli 6l¢lim olanaginin olmasi,
eBiyoalgilayicilardan dolayi yiiksek segicilik 6zelliginin olmasi,
e Diger cihazlarda 6l¢iilemeyen kiiciik molekiilleri 6l¢mesi,
eUcuz olmasi,
eModifiyesinin basit olmasi,
¢ Analiz 6ncesi numunelere 6n islem gerektirmemesi,
¢ Diisiik analiz edilecek madde derisimlerini bile tayin edebilmesi,
¢ Cihaz kiiciiltiilmesine uygun olmasi,
e Olgiimlerin kolay yapabilmesi,
eKullanip atilabilir olmasi,
¢ Ayni anda birden fazla analit derisimini 6lgebilmesi,
e Uretiminin kolay olmasidir [134].
Antijen-Antikor, niikleik asitler ve reseptor iliskilerinin kullanildigi biyosensorler

biyoafinite tabanli sensor grubuna girmektedir. Biyoafinite tabanli sensorler kullanilan trans-
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diiser yani doniistliriici mekanizmasina gére 5’e ayrilir. Bunlar rezonans biyosensorler,
optik biyosensorler, termal biyosensorler, iyon duyarli biyosensorler ve elektrokimyasal

biyosensorlerdir[140].
2.10.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyokimyasal bilgiyi sinyale doniistiiren, basit yapist,
yiiksek hassasiyet, ucuz maliyeti ve yiiksek minyatiirlestirme olasilig1 gibi avantajlara sahip
elektrokimyasal doniistiiricii igeren biyoalgilama cihazlaridir [1]. Elektrokimyasal
biyosensor, antijen-antikor etkilesimi gibi biyokimyasal olaylari elektrik sinyallerine (akim,
voltaj, empedans gibi) doniistiiren cihazlardir[141] [142]. Elektrokimyasal biyosensorler
genellikle, hareketi durdurulmus biyomolekiiller araciligiyla elektron {iretimini saglayan ve
¢Ozeltinin elektriksel 6zelliklerini etki eden istenen hedef analit arasindaki enzimatik kataliz
reaksiyonuna baglhdir [143]. Elektrokimyasal biyosensorde, elektrotlar, biyomolekiillerin
(enzim, antikor ve niikleik asit) immobilizasyonu i¢in kullanilan 6nemli bir bilesendir.
Boylece elektrot lizerindeki kimyasal gruplara bagli olarak amin- ve karboksil (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid:EDC), aldehit- (hidrazid) ve tiyol (maleimid) {izerinden
cesitli kimyasal modifikasyon yontemleri uygulanir [3]. Elektrokimyasal biyosensorler,
istenen hedef analit konsantrasyonuna bagli olarak meydana gelen indirgenme-
yiikseltgenme basamaklarini iceren sistemlerdir [140]. Elektrokimyasal biyosensorler
hazirlanan ¢alisma elektrotlarindan, Ag/AgCl olusan referans elektrot ve platin telden
olusan karsit elektrottan meydana gelmektedir. Elektrokimyasal biyosensorlerin genel amaci
kimyasal tepkime ile meydana gelen iyon ya da elektronlarin kaybedilmesi veya
kazanilmasidir. Boylece ¢ozeltinin elektriksel 6zelliklerinde degisiklikler ortaya ¢ikar ve bu
degisimler olgiilerek kullanilir [144]. Algilama prensibine ve uygulamasina bagli olarak,
elektrokimyasal biyosensor cihazlart potansiyometrik, amperometrik, kondiiktometrik,

voltametrik ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi olarak ayrilir.

Analit

Qo j Elektrokimyasal Sinyal

Transdiiser (Dontistiiriicti)

Sekil 2.15. Viriis tespiti i¢in elektrokimyasal biyosensorlerin prensibi [1]
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2.10.2. Potansiyometrik elektrokimyasal sensorler

Kontrollii akim yontemleri olarak da adlandirilan potansiyometrik yontemler,
uygulanan bir akima yanit olarak bir elektrik potansiyelinin Ol¢iildiigi yontemlerdir.
Uygulanan akim tipik olarak diisiik genliklidir. Kontrollii akim yontemlerinin bir avantaji,
kontrollii potansiyel yontemler i¢in gerekli olana gére diisiik maliyetli 6l¢timleri kullanma
yetenegidir [2]. Bu sensorde elektrokimyasal tepkimenin indirgenme ve yiikseltgenme
potansiyeli Ol¢iilmektedir. Cozeltideki bir elektroda gerilim uygulandiginda elektrokimyasal
tepkimelerden dolayr bir akim olusur. Bu akimin incelenmesi potansiyometrik
elektrokimyasal sensorler tarafindan olmaktadir [145]. Iyondaki konsantrasyon degisimleri
tespit etmek i¢in bir biyoreseptor ve bir donistiiriicii kullanilir. Biyosensorlerdeki yanit,

analitin konsantrasyon degisimini yansitir [88].

2.10.3. Voltametri

Kontrollii potansiyel yontemler denilen voltametrik yoOntemler, indirgenme
yiikseltgenme reaksiyonlarini harekete geciren ve sisteme elektrik potansiyel uygulanmasina
yanit olarak akimin dl¢iildiigii yontemlerdir. Olgiilen akim, numune icindeki hedef analitin

konsantrasyonunun gostergesidir [2].

2.10.4. Dongiisel voltametri (CV) ve Kare dalga voltametrisi (SWV)

Dongiisel voltametri (CV), elektrik potansiyelinin tam veya kismi dongiilerde, ileri ve
geri yonde yani ylikseltgenme ve indirgenme basamaklarinin tarandigi yaygin olarak
kullanilan bir dogrusal tarama yontemidir. CV, patojen tespiti i¢in en yaygin kullanilan
voltametrik yontemdir[2]. Dontisiimlii Voltametri (CV) elektrokimyasal reaksiyonlarin nitel
ozellikleri hakkinda bilgi verir. Elektriksel potansiyel taramasi once belli bir yonde
goriintlilenir ve bu taramanin sonundaki potansiyel degerinden ilk potansiyel degerine dogru
ters yonde bir tarama daha yapilir. Bu islemin avantaji ileri yondeki taranirken meydana
gelen elektron transfer tepkimelerinde ortaya g¢ikan iriinlerin geri tarama sirasinda
incelenebilmesidir.  Ayrica  donlisimlii  voltametre  redoks  potansiyellerinin
tanimlanmasinda, elektrokimyasal tepkimelerden oOnce veya sonra olusan kimyasal
tepkimelerin saptanmasinda kullanilan giiglii bir aragtir [144]. Kare dalga voltametrisi
(SWV) nitel ve nicel analiz i¢in kullanilir. SWV, bir merdiven potansiyel dalga bi¢imi
tizerine bindirilmis simetrik bir kare dalga darbesi uygulayan bir tir merdiven
voltametrisidir. Dalga formunun ileri darbesi, merdiven basamag: ile ¢akismaktadir. Bu

yontemlerde elektrota uygulanan gerilim sinyalinin zamanina bagl olarak iki noktada akim
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sinyalleri 6lciiliir. ki akim degeri arasindaki fark uygulanan DC potansiyelin fonksiyonu
olarak grafige gecirilir. Olusan pikler elektrokimyasal hiicredeki tiirlerin elektroaktifligini
gosterir. Bu akim farkinin ana bileseni elektrot yiizeyindeki indirgenme ve yiikseltgenmeye
bagli olarak olusan akimdir. Bu metotlarda sinyal/gliriiltii oran1 DC metotlara oranla daha

yuksektir[2] [145].
2.10.5. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), ¢ozelti-elektrot ara yiiziinde ortaya
cikan cok kiiclik degisiklikleri bile tespit edebilen verimli bir teknik olarak kabul edilir.
Gerilim uygulanarak degisen akim ol¢iilmektedir. Bu nedenle, EIS, malzemeleri karakterize
etmek ve baglanmay1 izlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Hizl1 yanit vermenin yani
sira, diisiik algilama sinir1 (LOD), ve diisiik maliyetli olmasi ve ayn1 zamanda birden fazla
numunenin gercek zamanli izlenmesi, EIS yonteminin baslica avantajlaridir. Ayrica, EIS,
nanomalzemelerin elektriksel Ozelliklerini arastiran bir tekniktir [1]. Empedans tabanli
yontemler kullanan ve empedans yanit1 esdeger devre modelleri kullanilarak modellenebilen

biyosensorler, elektrikli ¢ift katmanin kapasitansini hesaplamak i¢in kullanilabilir [146].
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3. MATERYAL METOD

Sunulan tez kapsaminda diisiik maliyetli, minyatiirize edilmis elektrokimyasal yapilar
olan yiizey baskili elektrotlar kullanilarak, bu elektrotlarin yiizeylerinin asagida belirtilen
uygun biyokimyasal ajanlar ile dekore edilen ve hedeflenen COVID-19 N antijenini
tanimay1 saglayan ve yerinde Ol¢iimlere olanak saglayacak olan bir sistemin gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu boliimde kalem grafit elektrotlarin modifiye edilmesi ve siire¢ i¢inde her
bir adimda alinan ¢iktilarin fiziksel ve kimyasal olarak karakterizasyon (SEM-EDX) ile
antiviral adimlarina deginilecektir.

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalar baslica iki asamadan olugsmaktadir.
1. kisitm kalem grafit elektrotlarinin (PGE) hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye
edilmesi, 2.kisim ise PGE’lerin hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edildikten sonra
COVID-19 Niikleokapsid proteini antikoru ile donatilmasi ve viriis antijeninin tespit

edilmesidir.

3.1. Kullanilan Kimyasallar

3.1.1. Kalem grafit elektrotlarimin (PGE) hidroksiapatit ve bakir oksit ile
modifiye edilmesinde kullanilan kimyasallar

PGE elektrotlarin HAP ve Bakir Oksit ile modifiye edilmesinde kullanilan kimyasallar
Bakar(I) stilfat pentahidrat (CuSO,*5H,0), kalsiyum kloriir (CaCl,), diamonyum-fosfat
((NH,),HPO,) kimyasallar1 Merck firmasindan kullanilmigtir. Sodyum hidroksit (NaOH)

Sigma Aldric firmasindan kullanilmistir. Ayrica deiyonize su kullanilmistir.

3.1.2. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlarin
COVID-19 Niikleokapsid proteini antikoru ile modifiye edilmesinde kullanilan
kimyasallar

l.asama ile modifiye edilen kalem grafit elektrotlarin Niikleokapsid protein N antikoru
ile modifiye edilmesinde kullanilan kimyasallar bakir oksit ¢ozeltisi ile N antikorunu
baglayabilmek icin %25’lik Amonyak (NH3)/ (NH,OH) Carlo Erba Reagenti firmasindan
kullanilmistir. Sodyum fosfat tamponu ¢ozeltisini pH 7.4 yapmak i¢in monosodyum fosfat
(NaH,PO,), NaOH Merck firmasindan kullanilmigtir. Sodyum fosfat (Na,HPO,) Fisher
Scientific firmasindan kullanilmistir. HCI Meb-Ders  Aletleri Yapim Merkezinden
kullanildi. N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC, %98 saf-
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likta) ve N-hydroxysuccinimide (NHS, %98 saflikta) Sigma-Aldrich firmasindan kullanildu.
Albumin (BSA) Amresco firmasindan kullanildi. 1.6 mg/ ml SARS-CoV-2 N protein (E.
Coli, AG-0104) Synbiotik firmasindan kullanildi. Tavsandan elde edilmis Poliklonol N
antikoru kullanildu.

Sinyal Ol¢limleri ve analiz i¢in hazirlanan ¢ozeltiler (K;Fe(CNg) ve (K,Fe(CNg) ve
KCl kimyasallar1 Fisher firmasindan kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tezimizde kalem grafit elektrot (KGE) olarak kalem ucu olarak Tombow (0.5 mm,
2B) markali kalem uglar1 kullanilmistir.

Cozelti hazirlamak i¢in Merck’in Direct-Q modelinden saf su ve ultra saf su
kullanilmistir.

Cozeltilerin tartim islemleri Weightlab Instruments markali WL 303L modelli
0.001g’a kadar hassas dl¢iim yapan terazi kullanilmistir.

pH 6l¢iimlerini kan degeri olan 7.4’e ayarlamak i¢in Milwaukee markali Mi 180 Bench
meter modele sahip pH cihazi kullanildi. Cihazin dogrulugundan emin olmak i¢in pH
Ol¢limii almadan 6nce pH in1 bildigimiz pH 4-7-10 tamponlari ile kalibre edilmistir.

Kalem grafit elektrotlarinin (PGE) hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye
edilmesinden sonra hazirlanan kalem grafit elektrotlarin yiizeyini inceleyip ylizeyde
istedigimiz tutunmanin olup olmadigin1 goérmek i¢in SEM analizleri yapilmistir. Bogazigi
Universitesi Kandilli Kampiisiinde bulunan Thermoscientific markali Quattro S ColorSEM
modelli taramali elektron mikroskobu kullanilmistir.

Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlarin COVID-
19 Niikleokapsid proteini antikoru ile modifiye edilmesi kisminda amonyagin kalem grafit
elektrotlar iizerinde kurutulmasi icin Nuve markali FN 400 modelli etiiv cihazi
kullanilmistir.

Sinyal dl¢limlerini alabilmek ve voltametrik dl¢limler elde edebilmek i¢in Palm Sense

4 markal1 potansiyastat/ galvonastat cihaz1 kullanilmistir.

3.3. Elektrotlarin Modifikasyonu
3.3.1. Hidroksiapatit ile kalem wucu grafit elektrotlarnn modifiye
edilmesi/kaplanmasi

Kalsiyum fosfat bilesiklerinin (CaP) en onemli 6zelliklerinden birisi iyon degisimi

yapabilmeleridir. Ayrica yiizey alanini arttirma gibi bir durumu vardir. Yiizey alani arttirma
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sayesinde elektrokimyasal analizlerde iletkenlik artis1 gdzlemlenmektedir. Iyon degisimleri
kalsiyum fosfat kristallerinin yiliksek ylizey alanina sahip olmasi ve kristal yiizeyindeki
gevsek baglar araciligi ile saglanmaktadir. Yapilan birgok calismada HAP larin bu
ozelliklerinden yararlanilarak Cut?, Cd*2, Zn*2, Al*2, Ni*2 gibi divalent metal iyonlari ile
calisilmig ve basarilt sonuglar alinmistir. Yakin zamanlarda agir metal gideriminde ¢ok sik
ihtiyag duyulan kalsiyum fosfat tuzlari, Cu*? gibi metal iyonlarina kars1 afinitesinin oldugu
bildirilmistir. CaP bilesikleri ile agir metallerin adsorpsiyonunda CaP’nin yiizeyinde
bozulma gergeklesir ve baglanan metal iyonlar1 CaP igerisine ¢ok yogun ortamdan az yogun
ortama gegisi olur. CaP igindeki Ca*?iyonlarinin diger metal iyonlari ile yer degistirerek
tekrar CaP biinyesine tekrar yerlesir [147].

Edindigimiz literatiir bilgilerine dayanarak hidroksiapatit kullanmanin kalem ucu
elektrotlarimizin ylizey alanini arttiracagi diisiiniildii. 0.12 M CacCl, ve 0.06 M (NH,),HPO,
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi. Iml olan kiiciik ependorflara boliistiiriildii.
Kullandigimiz kalem ucu elektrotlarimiz (PGE) Tombow (0.5 mm, 2B) markali kalem
uclarimizdir. Her bir kalem ucu grafit elektrodumuzun 1 cm’si ¢ozeltiye girecek sekilde
daldirma islemi uygulandi. Kalem ucu grafit elektrotlarimizi 6nce 0.12 M CaCl, ¢dzeltisine
daldirma yontemi ile ylizey kaplama islemi gergeklestirildi. Daha sonra 0.06 M
(NH,),HPO, ¢ozeltisine daldirma yontemi ile ylizey kaplama islemi gergeklestirildi. Her
bir kalem ucu grafit elektrodumuz igin 5 dakika 0.12 M CaCl, ¢ozeltisinde ve 5 dakikada
0.06 M (NH,),HPO,¢ozeltisinde olacak sekilde daldirma siiresi uygulandi. Daldirma ile
yiizey kaplama islemi yapilirken sistemin iizeri kapatildi. Daldirma yontemi ile kalem ucu

elektrotlarimiza hidroksiapatit kaplayarak yiizey alani arttirilmis oldu.

» e
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Sekil 3.1. (A) Hidroksiapatit ile kalem ucu grafit elektrotlarin modifiye edilmesi ve (B) kapali sistemin
gosterilmesi

3.3.2. Bakir oksit ile kalem ucu grafit elektrotlarin modifiye edilmesi

Bakir farkli sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun sebebi sahip oldugu
basarili fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindendir. Bakir aktif yiizey kaplama 6zellikleri saglar.
Bakir diger metallere gére daha ekonomik ve miikemmel kararliliktadir [97]. Nanoyapiya
sahip CuO, istiin elektrokimyasal aktivitesi ve diigiik bir potansiyelde elektron transferini
tesvik etmesi nedeniyle, biyoalgilama yiizeylerinin modifikasyonu igin iyi bir adaydir[148].
Das ve arkadaglart yaptiklari c¢alismada yiizey aktif madde konsantrasyonunun CuO
modifiye edilen biyosensorlerin perfonmasini incelediklerinde konsantrasyondaki bir artigin
duyarlilikta bir artisa yol agtigini bildirdiler. Duyarliliktaki artis iyi bir elektron transferinden
ve yik aktarirmindan kaynakliydi[149]. Kalem ucu grafit elektrotlarimizin yiizeyinde
kolayca birikmesinden dolayr CuO kullanilmistir.

Literatiirden 6grendigimiz bilgilere dayanarak bakir oksit ¢ozeltisi kullanmanin kalem
ucu grafit elektrotlarimizin yiizeyinde istenen derece birikme elde edilecegini gostermis
oldu. Literatiirden edinilen bilgilerden CuSO, ve NaOH c¢ozeltileri hazirlandi. Sistemi
denemek adma 0.5M CuS0,*5H,0 ve 0.5M NaOH c¢ozeltisi 1:1 oraninda hazirlandi. 1ml
olan kiiclik ependorflara bolistiiriildii. Kullandigimiz kalem ucu elektrotlarimiz (PGE)
Tombow (0.5 mm, 2B) markali kalem uglaridir. Her bir kalem ucu grafit elektrodumuzun 1
cm’si ¢ozeltiye girecek sekilde daldirma islemi uygulandi. 0.5M CuSO,*5H,0 ve saf su
karigtirillarak ¢ozelti elde edildi. 0.5M NaOH ve saf su karistirilarak ¢ozelti elde edildi.
Kalem ucu grafit elektrotlarimizi 6nce 0.5M CuSO,*5H,0 ¢ozeltisine daldirma yontemi ile
yiizey kaplama islemi gerceklestirildi. Daha sonra 0.5M NaOH ¢ozeltisi 1:1 oraninda daldir-
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ma yOntemi ile yiizey kaplama islemini gerceklestirilmis oldu. Her bir kalem ucu grafit
elektrodumuz i¢in 5 dakika 0.5M CuSO,*5H,0 ¢ozeltisinde ve 5 dakikada 0.5M NaOH
cozeltisinde olacak sekilde daldirma siiresi uygulandi. Daldirma ile ylizey kaplama islemi
yapilirken sistemin {izerini kapatildi. 5 dakika sonunda kalem ucu grafit elektrotlarimizi
¢ozelti igerisinden ¢ikararak 24 saat kapali ortamda kurumaya birakildi. Bu durum kalem

uclar1 lizerinde yiizey absorbsiyonunu etkinlestirmek i¢in yapildu.
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Sekil 3.2. (A) Bakir oksit ile kalem ucu grafit elektrotlarin modifiye edilmesi, (B) kapali sistemin
gosterilmesi ve (C) elektrotlarin kurutulmasi

(K3Fe(CNg) ve (K4Fe(CNg) kimyasallart hazirlanarak 5 mM Fe(CN)g3/ ~* analit ¢ozeltisi

elde edilmigtir. Sinyal lgiimleri ve analiz igin 5 mM Fe(CN);* *ve 0.1 M KClI
kullanilmistir. Modifiye ettigimiz kalem ucu elektrotlarimiz yukaridaki gibi kapali ortamda
1 giin bekletildikten sonra Ol¢iim almaya hazir oldu. Potansiyostat cihazimizdaki 6l¢iim
parametrelerimiz literatiirden bakilarak -0.5 V ile +0.8 V arasinda 1 V/s tarama hizi olarak
ayarlandi. Grafit kalem elektrot ile modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal davranisi
izerinde ¢oziicii tipinin etkisi, dongiisel voltametri (CV) yontemi kullanilarak aragtirildi. CV

Ol¢timlerimiz alindi. Her bir 6l¢tim 3 kez farkli uglarla tekrarlandi.

Sekil 3.3. CV 6l¢iim analizi deney diizenegi
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3.3.3. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile kalem ucu grafit elektrotlarin modifiye
edilmesi/kaplanmasi

0.12 M CaCl, ve 0.06 M (NH,),HPO,¢ozeltileri hazirlandi. Iml olan kiigiik
ependorflara boliistiiriildii. Kalem ucu grafit elektrotlarimizi 6nce 0.12 M CaCl, ¢dzeltisine
daha sonra 0.06 M (NH,),HPO,¢ozeltisine daldirma yontemi ile yiizey kaplama islemi
gercgeklestirildi. Her bir kalem ucu grafit elektrotlarimiz ayr1 ayr1 5’er dakika 0.12 M CacCl,
¢ozeltisinde ve 0.06 M (NH,),HPO, ¢ozeltisinde olacak sekilde daldirma siiresi uygulandi.
Daldirma ile yiizey kaplama islemi yapilirken sistemin iizeri kapatildi. Daldirma yontemi ile
kalem ucu elektrotlarimiza hidroksiapatit kaplanarak yiizey alani arttirilmis oldu.

Sonraki adimda literatlirden edinilen bilgilerden CuSO, ve NaOH ¢ozeltileri
hazirlandi. 0.05M CuSO,*5H,0 ve 0.05M NaOH c¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda, 0.05M
CuS0,*5H,0 ve 0.1M NaOH ¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda, 0.05M CuS0,*5H,0 ve 0.3M
NaOH c¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda; 0.05M CuSO,*5H,0 ve 0.5M NaOH c¢ozeltisi 1:1,
1:3, 1:5 oraninda; 0.05M CuSO,*5H,0 ve 1M NaOH c¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda
hazirlandi. Bakir siilfat ¢ozeltisinin sabit tutulup sodyum hidroksit ¢6zeltisinin davranisi
izlendi. Daha farkli konstrasyon islemleride yapildi. 0.1M CuSO,*5H,0O ve 0.05M NaOH
¢oOzeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda, 0.1M CuSO,*5H,0 ve 0.1M NaOH ¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5
oraninda, 0.1M CuSO,*5H,0 ve 0.3M NaOH c¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda; 0.1M
CuS0,*5H,0 ve 0.5M NaOH c¢ozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda; 0.1M CuS0,*5H,0 ve 1M
NaOH cozeltisi 1:1, 1:3, 1:5 oraninda hazirlandi. Bu sekilde setler halinde CuSO, ¢ozelti
konsantrasyonlar1 0.05M, 0.1M, 0.2M, 0.3M, 0.5M, 0.7M ve IM seklindedir. NaOH ¢o6zelti
konsantrasyonlar1 0.05M, 0.1M, 0.3M, 0.5M, 1M olarak belirlendi. Yukaridaki setler
seklinde yapildi. 1ml olan kiicliik ependorflara bolustiiriildii. Her bir kalem ucu grafit
elektrodumuzun 1 cm’si ¢ozeltiye girecek sekilde daldirma islemi uygulandi. Farkli
konsantrasyonlarda CuSO,*5H,0 ve saf su karigtirilarak ¢ozeltiler elde edildi. NaOH ve saf
su karistirilarak cozeltiler elde edildi. Kalem ucu grafit elektrotlarimizi once yukarida
belirtilen konstrasyonlarda bulunana CuS0,*5H,0 ¢6zeltisine daldirma yontemi ile yiizey
kaplama islemi gerceklestirildi. Daha sonra ayni iglemler NaOH ¢ozeltisinin farkl
oranlarinda daldirma yontemi ile yilizey kaplama islemini gerceklestirilmis oldu. Her kalem
ucu grafit elektrodun ¢ozeltiler iginde bekleme siiresi 5 dakika olarak belirlendi. Daldirma
ile yiizey kaplama islemi yapilirken sistemin iizerini kapatildi. 5 dakika sonunda kalem ucu
grafit elektrotlarimizi ¢ozelti icerisinden c¢ikararak 24 saat kapali ortamda kurumaya

birakildi. Bu durum kalem uglari {izerinde ylizey absorbsiyonunu etkinlestirmek i¢in yapildi.

38



CaP tuzlan yiizeye kaplandi. CuO hidroksiapatite tutundu ve yiizeyde Cu*? iyonlart
birikmis oldu. Sinyal dlgiimleri ve analiz i¢in (K;Fe(CNg)) ve (K4 Fe(CNg)) kimyasallari
hazirlanarak 5 mM Fe(CN)g3/ ~* analit cozeltisi elde edilmistir. Modifiye ettigimiz kalem
ucu elektrotlarimiz yukaridaki gibi kapali ortamda 1 giin bekletildikten sonra l¢lim almaya
hazir oldu. Daha sonra 5 mM Fe(CN)g3/ ™ ve 0.1IM KClI redoks probunda elektrotlarin
elektrokimyasal ~ davranisi  incelenmistir.  Potansiyostat  cihazimizdaki ~ 6l¢iim
parametrelerimiz literatiirden bakilarak -0.5 V ile +0.8 V arasinda 1 V/s tarama hiz1 olarak
ayarlandi. CV o6l¢iimlerimiz alindi. Grafit kalem elektrot ile modifiye edilmis elektrotlarin
elektrokimyasal davranisi tizerinde ¢6ziicii tipinin etkisi, dongiisel voltametri (CV) yontemi
kullanilarak arastirildi. Her bir 6l¢iim 3 tekrarli olarak yapildi. CV analizleri incelenerek
Ciplak kalem grafit elektrot ve modifiye edilen kalem grafit elektrotlarda redoks tepeleri
gozlemlendi. Modifiye edilen kalem grafit elektrotlar ¢iplak elektrotla karsilastirildiginda
yiizeylerinde birikme olmasindan sonra, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye
ayrilma gozlemlendi. Bu, kolaylastirilmis elektron transfer siirecini ve daha biiytik elektrot
ylizey alanini gosterir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi
secilmis HAP + 0.5 M CuS0,*5H,0 ve 0.5 M NaOH 1:5 oranda ¢dzelti ile modifiyeli kalem
grafit elektrotun pik degeri 2.465 mA’ya yiikselmistir. Béylece, HAP + 0.5 M CuS0,*5H,0
ve 0.5 M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili elektrotun elektrokimyasal aktivitesi iizerinde bariz bir

etkisi oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3.4. (A) HAP ve CuO modifiyeli kalem grafit elektrotlarin hazirlanmasi ve (B) HAP ve CuO modifiyeli
kalem grafit elektrotlarin kapali ortamda 24 saat bekletilmesi

3.3.4. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlarin
COVID-19 niikleokapsid antikoru ile fonksiyonellestirilmesi

Yukaridaki 3.3.3. baslig1 altinda belirtilen hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye
edilmis kalem grafit elektrotlarin niikleokapsid protein ile modifiye edilmesinde asagidaki
adimlari olusturduk.

1.adim: Onceki adimlarla hazirlanmis hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis
kalem ucu grafit elektrotun ylizeyine antikor baglanabilmesi i¢in yilizeyde amin gruplarinin
olugsmast gereklidir. Hidroksiapatit iizerinde olusan Cu partikiilleri amonyak (NHj3) ile
etkilesime girerek amin gruplarini olusturur. Boylece, serbest pozitif yiikler lireten amin
gruplar1 arasindaki elektrostatik itme siireci nedeniyle CuNP'lere daha fazla stabilite saglar
ve N antikorunun sabitlenmesi amaciyla kullanilir.

l.adim islemi: hidroksiapatit ve bakir oksit modifiyesi ile hazirlanan kalem ucu grafit
elektrotlarimiz 15 dakika amonyak icerisinde bekletildi. Hazirlanan elektrotlarin 1cm’lik
kisimlariin yiizeyleri daldirma yontemi ile amonyak kaplandi.

2 adim islemi: Kalem ucu grafit elektrot amonyak ile modifiye edildikten sonra 60-70
°C’lik etiivde 15 dakika kurutuldu. 0.1M PBS (pH= 7.4 tampon ¢ozeltisi) hazirlandi. Kalem
grafit elektrot etlivde kurutulduktan sonra PBS (pH= 7.4 tampon ¢6zeltisi) icerisinde daldirip

¢ikarma yontemi ile yikandi.
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3 adim: 0.1 M PBS (pH = 7.4) i¢inde seyreltilmis 0.05 M N-(3-dimethylaminopropyl)-
N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC, %98 saflikta) ve 0.025 M N-hydroxysuccinimide
(NHS, %98 saflikta) hazirlandi. Modifiyeli elektrotumuz aminlerin aktive edilmesi igin
EDC-NHS capraz baglayic1 ¢ozeltisi igerisinde daldirma yontemi ile 15 dakika inkiibe
edildi.

4 adim: 15 dakikanin sonunda EDC-NHS ¢apraz baglayicilara 10 ul kadar tavsandan
elde edilmis Poliklonol N antikoru eklendi. Karistirildiktan sonra elektrotlara antikorun

baglanabilmesi i¢in elektrotlar 30 dakika boyunca daldirma yontemi ile inkiibe edildi.

» EDC ve NHS capraz baglayicilari varliginda, N antikorunun karboksil grubu,
bir kovalent bag yoluyla amonyak vasitasiyla bakirda olusan amin grubuna
baglanir. Karboksil gruplar1 ve EDC-NHS arasindaki reaksiyon, elektrot
yiizeyinde (CuNP-(NH,)) bulunan amin gruplan ile niikleofilik yer
degistirmeye maruz kalan kararl bir ester olusumuyla ve degistirilmis PGE/
CuNP-(NH,) yiizeyi ve antikor arasinda bir amid baginin olusmasiyla

sonuclanir.

5 adim: %10’luk w/v BSA ¢0zeltisi PBS ile hazirlandi. 30 dakika boyunca antikorun
baglanmasindan sonra son adim elektrot yiizeyi tizerinde bulunan spesifik olmayan alanlar

amin gruplarinin kapatilmasi igin BSA ¢6zeltisi iginde inkiibasyon yoluyla bloke edildi.

» BSA, biyosensor gelisimi i¢in yaygin olarak kullanilan, yiiksek yogunluklu
yiizeysel lizin kalintilarina sahip, islevsel olarak etkisiz bir proteindir.
Elektrot yiizeyinde klinik numune ve biyosensor arasindaki spesifik olmayan

etkilesimlerin 6nlenmesi amaciyla kullanilir.

Kalem grafit elektrot BSA ¢6zeltisi icerisinde 30 dakika bekletildikten sonra dnceden
hazirlanan PBS (pH= 7.4 tampon ¢dzeltisi) igerisinde 3 kez daldirip ¢ikarma yontemi ile
yikand1. Elektrotlar siinger {izerinde kapali bir ortam da kurumasi i¢in 10 dakika bekletildi.
Yapilan islemler sekil 3.5.’de gorsellestirilmistir.
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Kalem grafit elektrotlann kurumas:
iin 60-70 C*'de 15 dakika bekletildi.

9%25'lik Amonyak (NH3) kilgik Kalem grafit elektrotlarin ylizeyinde amin l \
ependorflara alindh. olugturabilmek igin %25'lik Amonyak ‘
(NH3)igerisinde 15 dakika kapal: ortamda
bekletildi.

0.1M'ik PBS pH= 7.4 tampon

PBS igerisine daldinhp qikanld:, gOzeltisine elektrotlar 3'er kez
‘ ’ EDC-NHS gapraz daldinhp gikanld.

antikoru eklendi, kangunld ve

baglayicisina10 pl kadar N l \

LI

30 dakika igerisinde bekletildi.

*/ y 1 ~_ ¥

: Elektrot yiizeyinde bulunan ,
Ele‘l((tmdar 10 dakika spesifik olmayan alanlar BSA Aminlerin aktive edilmesi igin elektrotlar
bekl &r‘li;cm ¢ozeltisi iginde 30 dakikalik EDC-NHS capraz baglayic: ¢ozeltisi igerisinde
el inkiibasyon yoluyla bloke edildi. daldirma ydntemi ile 15 dakika inkiibe edildi.

Sekil 3.5. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlarin COVID-19
niikleokapsid antikoru ile fonksiyonellestirilmesinin adimlari

3.3.5. COVID-19 niikleokapsid antikoru ile fonksiyonellestirilmis kalem grafit
elektrotlar ile antijen tespiti

Antikor ile fonksiyonellestirilmis kalem grafit elektrotun antijen tespitinde 2 farkl
parametre degerlendirildi. 1. Parametre antikor ile fonksiyonellestirilmis elektrot ile
antijenin inkiibasyon siiresidir. Stireler 1 dakika, 5 dakika ve 10 dakika olarak belirlendi. 2.
parametre antijenlerin farkli derisimlerinin tespit edilmesidir. 6,4x10* ile 1x10° g/mL
arasinda artan derisimleri ile gerceklestirilmistir.

Derigimlerin hazirlanmasi1 SARS-CoV-2 Niikleokapsid protein N antijeni ile saglandi.
Elimizde bulunan stok antijenimizden almip 6,4x10* ile 1x10° g/mL arasinda artan
derisimler elde edildi. 1 mL’lik ependorflara farkli derisimlerde bulunan antijenler eklendi.
Kalem grafit elektrotlar belirlenen 1,5 ve 10 dakika boyunca farkli antijen derisimlerin de
daldirma yontemi ile tutuldu. Inkiibasyon siirelerinden sonra elektrotlarimiza, baglanmamis
viriis veya numuneyi uzaklastirmak i¢in 0.1M PBS (pH = 7.4) ile yikand1. 5 dakika kapali
ortamda kurumaya birakildi. Voltametrik ol¢iimler i¢in, redoks prob ¢ozeltisi 5 mM

Fe(CN).*/~*

ve 0.IM KCI i¢inde elektrotlarin sinyal oOlglimii ve analizi yapildi.
Elektrokimyasal tepki icin SWV teknigi kullanilarak 6l¢iim alindi. Ayrica elektrotun verdigi
tepkiyi gormek i¢in CV o6l¢iimii alindi. Hem CV hem de SWV 6l¢iim analizlerinde akimin

diismesi gozlendi. SARS-CoV-2 NP'nin elektrota baglanmasindan kaynaklanan akim baski-
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lanmast meydana geldi. NP'nin elektrot yiizeyine baglanmasi, elektrot yiizeyindeki
elektroaktif bolgeleri kismen bloke etti. Bu durumda akimin baskilanmasina yol act1 ve
SARS-CoV-2 NP'nin varliginin gostergesi olan pozitif bir sonug verdi. Farkli derigimler de
elde edilen SWV sinyalleri i¢in 3 farkli elektrot kullanilarak o6lgiim alindi. Hazirlanan
elektrotlar 8mL HCF ¢ozeltisi i¢cinde dlgiim degerleri frekans 80 Hz, genlik 75 mV, step
potansiyeli 80 mV, baglangic ve bitis degerleri sirasiyla -0,2 ile 1 mV arasi olarak
ayarlanmigtir.

Diisiik maliyeti ve dogruluk 6zellikleri diisiiniildiigiinde elektrotlarin modifikasyonu
toplu olarak ve basit bir yontemde gerceklestirilebilir. Boylece pandemi olusturan salginlar
kontrol altina alinabilir. Hizli sonug vermesi, modifikasyonun ve kullaniminin kolay olmasi
hazirlanan biyosensoriin avantajini gosterir. Elektrot sisteminde farkli hastaliklar da bulasici

ajan ve reseptorii bulundugu takdirde patojenlerin tespiti i¢in saglanabilir[150].

3.4. Hazirlanan Elektrotlarin Elektrokimyasal Biyosensor Uygulamalar:

3.4.1. Hazirlanan elektrotlarla elektrokimyasal calismalar ve analiz

Elektrokimyasal 6l¢iimler, PS Trace 5.6 yazilimi tarafindan kontrol edilen PALM
SENSE 4 potansiyostat cithazi ve bu cihaza bagh kisisel bir bilgisayar kullanilarak
gerceklestirildi. Calismalarda Tombow marka 0.5 mm c¢apinda 2B kalem uglar1 elektrot
olarak kullanildi. Kalem uglarinin 1 cm’lik ug¢ kisimlar1 hidroksiapatit ve bakir oksit ile
modifiye edildikten sonra COVID-19 Niikleokapsid proteini antikoru ile modifiye edildi.
Oda sicakliginda kurumaya birakildi. Cozeltilerin elektrot yiizeyine baglanmasi ve yiizeyi
aktiflestirilmesi saglandi. Ardindan antijen tespiti i¢in hazirlanan farkli derigimlerdeki
cozeltilere daldirilip belirlenen siirelerde bekletildi. Hazirlanan kalem ucglar caligma
elektrodu olarak kullanildi. Elektrokimyasal sinyal analizi olarak doniisiimli voltametri ve

kare dalga voltametri ¢alismalar1 yapildi.

3.4.2. Elektrokimyasal hiicre

3 elektrot igeren elektrokimyasal hiicre sistemi ¢alisma elektrodu (PGE), platin karsit
elektrot ve Ag/AgCI referans elektrodundan olugmaktadir. Referans elektrot ve karsit
elektrot kriyojenik siseler igerisinde durmaktadir. Referans elektrot kullanilmadigi siire
boyunca 3M KCI ¢ozeltisi i¢in bekletilmektedir. Diizenekte baglantili kablolardan {igii
elektrotlara baglidir. Digeri ise topraklama kablosudur. Calisma elektrodu olarak tek
kullanimlik kalem grafit elektrot olarak Tombow marka 0.5 mm 2B kursun kalem ucu

kullanildi. Rotring marka uc¢lu kalemin i¢ haznesi ¢ikartilip basma kismindan ug¢ kismindaki
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kalem ucuna yani calisma elektroduna degecek sekilde dosenen bakir tel yardimi ile
potansiyostat baglantist yapilmistir. Analizler cam siselerde 8 mL HCF ¢ozelti kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Cahisma Elektrodu=(A) Karsit Elektrot=(B) Referans Elektrot=(C)

(D)Toprak elektrotudur
Sekil 3.6. Uglii elektrot sistemi ve kablolarin baglanmasinin gdsterilmesi

3.4.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

Fe(CN);*/~* ¢ozeltisi: 5 mM (K;Fe(CNy)) ve (K,Fe(CNy)) ¢dzeltisi 0,1 M KCI 250
mL deiyonize su ile hazirlandi.

HAP ¢ozeltisi: 0.12 M CacCl, ve 0.06 M (NH,),HPO, ¢ozeltileri 10 mL deiyonize su
ile hazirlandu.

CuO ¢ozeltisi: Farkli konsantrasyonlar da CuSO, ve NaOH ¢ozeltileri 10 mL
deiyonize su ile hazirlandi.

Antijen ve antikor ¢ozeltileri: Ticari SARS-CoV-2 N proteini antijen ve antikor
¢ozeltileri uygun miktarlarda PBS igerisinde seyreltilerek kullanildu.

PBS ¢ozeltisi: 0.1M fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH: 7,4) hazirlamak i¢in 500 mL
deiyonize su icerisinde ¢ozelti ¢oziildii ve kullanildi.

EDC-NHS ¢ozeltisi: 0.05M EDC ve 0.025 M NHS ¢ozeltileri 10 mL 0.1M PBS
icerisinde hazirlandu.

BSA ¢ozeltisi: %10 (m/v) BSA ¢ozeltisi 10 mL 0.1M PBS igerisinde hazirlandi.

3.4.4. Elektrotlarin davramslarinin incelenmesi

Modifiye edilmemis ¢iplak kalem grafit elektrotlar, bakir oksit modifiye edilmis kalem
grafit elektrotlar ve hidroksiapatit ve bakir oksit fonksiyonellestirilmis kalem grafit

elektrotlarin davraniglarina bakmak amaciyla elektrotlarin Fe(CN)g3/ _4gézeltisi icerisinde
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dontisiimlii ve voltamogramlar1 alinmistir. Bu sinyal sonuglarindan elde edilen ideal cevaba
gelen modifiye parametrelerin belirlenmis tezin ikinci kismi bu sekilde yapilmistir.

Antijen tespiti kisimda ise modifiye edilmemis ¢iplak kalem grafit elektrotlar,
hidroksiapatit, bakir oksit ve antikor fonksiyonellestirilmis kalem grafit elektrotlarin
davraniglarina bakmak amaciyla elektrotlarin Fe(CN)g3/ _4gézeltisi igcerisinde kare dalga
voltamogramlart alimmustir. Farkli derisim ve siirelerde hazirlanan elektrotlarin
davranislarina bakilmstir.

3.5. Hazirlanan Elektrotlarin Karakterizasyonu

3.5.1. Hazirlanan elektrotlarin morfolojik karakterizasyonu

Modifiye edilmemis elektrotlar, Bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlar ve hem
hidroksiapatit ile fonksiyonellestirilmis hemde bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlarin
morfolojik ozellikleri ThermoScientific markali Quattro S ColorSEM modelli Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak gerceklestirilmistir. SEM cihazi ile birlikte ¢alisan
Elektron Dagilim Spektroskopisi (EDX) elektrotlarin iizerinde biriken kimyasallar1 her
element i¢in renkli bir sekilde gorsellestirmistir. Elde edilen SEM ve EDX fotograflarindan

yola ¢ikarak, ¢ozeltilerin elektrot uglarindaki birikme durumlari incelenmistir.

Sekil 3.7. SEM-EDX cihazi
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Hazirlanan Elektrotlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Modifiye edilmemis elektrotlar, bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlar ve hem
hidroksiapatit ile fonksiyonellestirilmis hemde bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlarin
morfolojik karakterizasyonu SEM kullanilarak yapilmistir. Hidroksiapatit ve bakir oksit
bilesiklerinin elektrot ylizeyi tizerindeki varligi ise EDX kullanilarak tespit edilmistir.

4.1.1. Modifiye edilmemis elektrotlarin karakterizasyonu

Modifiye edilmemis elektrodun morfolojik karakterizasyonu SEM kullanilarak
gorlntiilenmistir. Kalem grafit elektrotlarin yiizeyinde herhangi bir madde olmadigi
goriilmiistiir. EDX goriintiileri incelendiginde Tombow marka uglarda bol miktarda silisyum
ve karbon elementinin oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.1.’de modifiye edilmemis kalem
grafit elektrota ait SEM gortintiileri yer almaktadir. Sekil 4.2.°de modifiye edilmemis kalem
grafit elektrota ait EDX gdriintiileri yer almaktadir.

12/17/2021 mago  HV spot | vac mode det mode WD HFW  — L T R |
11:55:49 AM 300 x 20.00kV 2.5 Highvacuum ETD SE 12.1mm 1.38 mm

(A)
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12/17/2021 mag O HV spot | vac mode det | mode WD HFW {71un\4|
11:54:28 AM 80000 x 20.00kV 2.5 Highvacuum ETD SE 12.1 mm 5.18 ym

(B)

Sekil 4.1. Modifiye edilmemis kalem grafit elektrodun SEM goriintiileri (A) biiyiitme oran1 300 x, (B)
biiylitme orani1 80 000 x

L 3 o, _': el 22
12/17/2021 mag O HV

&0 - 24 i B
spot | vac mode det mode WD HFW
3:21:50PM 1300 x 30.00kV 6.5 |Highvacuum ETD SE 9.8 mm 319 um

Sekil 4.2. Modifiye edilmemis kalem grafit elektrodun EDX goriintiisii silisyum elementinin varligi, bitylitme
orant 1 300 x

47



4.1.2. Bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlarin karakterizasyonu

Bakir oksit ile hazirlanan kalem grafit elektrotun yiizeyi taramali elektron mikroskobu
ile incelenmistir. CV grafiklerinden yararlanilarak 0.5 M CuSO, ve 0.5 M NaOH 1.5
orandaki modifiyenin en iyi sonug¢ oldugu gézlenmistir. 0.5 M CuSO, ve 0.5 M NaOH 1.5
oranda modifiyeli kalem grafit elektrodun SEM goriintiilerinde PGE yiizeyi Sekil 4.3.
(A)’da, bakir yapilan ile etkilesimi goriilmekte olup Sekil 4.3. (B) ’de, modifikasyonun
basarili sekilde gerceklestigi goriilmektedir. Kalem grafit elektrot yiizeyindeki birikmenin
bakir iyonlarina ait oldugu ise EDX kullanilarak 6grenilmis oldu. Sekil 4.4.de EDX
goriintlilerinde elektrot yiizeyinde bakirin homojen bir sekilde birikmis oldugu gdzlendi.

12/17/2021 | mago  HV spot | vac mode det mode WD HFW  — T |
11:59:35 AM 300 x 20.00kV 2.5 Highvacuum ETD SE 12.1mm 1.38 mm

(A)
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12/17/5021 mag O HV spot | vac mode de]\gode WD HFW
12:14:55PM 20000 x 10.00 kV | 2.0 | High vacuum ETD SE 12.3 mm  20.7 pm

(B)

Sekil 4.3. Bakir oksit ile modifiye edilmis elektrodun SEM goriintiisii (A) biiyiitme orani 300 x, (B) biiyiitme
oran1 20 000 x

() nal [si] ‘ %

12/17/2021 mag 0O HV spot | vac mode det mode WD HFW
1:54:54PM 12000 x 15.00kV 2.5 | Highvacuum ETD SE 10.0 mm  34.5 pm

Sekil 4.4. Bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlarin EDX goriintiisii, bilyiitme orani 12 000 x
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4.1.3. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlarin
karakterizasyonu

Elektrodu bakir ile modifiye etmeden Once ylizeyi hidroksiapatit ile
fonksiyonellestirmek yani CaP tuzlarini ylizeye ¢oktiirme sonucunda ylizey alaninin arttigi
gozlemlenmistir. SEM goriintiilerinde hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis
elektrot yiizeyinde, modifiye edilmemis ¢iplak elektrot yiizeyine gore daha piiriizlii bir yap1
oldugu ve bu sebeple yiizey alaninin arttirildig1 diisiiniilmektedir. Bakir iyonuna afinitesi
oldugu bilinen hidroksiapatit bilesikleri ¢oktiiriilmiis elektrot, 0.5 M CuSO, ve 0.5 M NaOH
1:5 ¢ozeltisi ile modifiye edilmistir. Hidroksiapatit bilesiklerinin bakir iyonunu daha c¢ok
ylizeyde tuttugu sekil 4.5.’de ¢ekilen SEM goriintiisiinde anlasilmaktadir. Hidroksiapatit
bilesiklerinin elektrot iizerinde yiizey alanini arttirmasi sayesinde elektrokimyasal
analizlerde iletkenlik artisi gozlemlenmektedir. Sekilde 4.6.°da CaP tuzlarni ile bakir
modifiye edilmis elektrotlarin EDX goriintiileri bakirin fazlaca biriktigini gostermektedir.

EDX goriintiilerinde bakir iyonlarinin homojen bir sekilde dagildig: goriilmektedir.

N e LT

%ﬂ-—w

Ry

12/17/2021 mago | HV spot vac mode det | mode | WD HFW — T R |
12:20:09 PM 300 x  10.00kV 2.0 High vacuum ETD SE 123 mm  1.38 mm

(A)
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12/17/2021 'mag O | HV spot vac mode det | mode | WD ——50 pm——
12:31:10PM 1300 x  10.00kV 2.0 High vacuum ETD SE 12.3 mm

(B)

A
.

12/17/2021 mag O HV spot | vac mode det | mode WD HFW F————2pm—
12:29:30 PM 40000 x 10.00kV | 2.0 | High vacuum ETD SE 123 mm  10.4 ym

(9

Sekil 4.5. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis elektrodun SEM goriintiileri, bilyiitme oranlar
(A) 300 x, (B) 1 300 x, (C) 40 000 x
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¢ [Na) (i) [(B)
g A ‘e
12/17/2021 mag O | HV spot  vac mode det | mode WD HFW b———30 pum——
1:31:03PM 3000 x 15.00kV 3.5 Highvacuum ETD SE 122 mm 138 ym

(A)

: . g’

F 2

t“
() () (57 TR 'y

12/17/2021 \mag O HV spot  vac mode det mode WD HFW
1:46:45PM 6000 x 15.00kV 3.5 Highvacuum ETD SE 10.0 mm 69.1 um

(B)

Sekil 4.6. CaP tuzlar ile bakir modifiye edilmis elektrotlarin EDX goriintiileri, bilyiitme oranlar1 (A) 3 000 x,
(B) 6 000 x
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4.2. Elektrokimyasal Analiz Sonuclar

4.2.1. Doniisiimlii voltametre analiz sonuclari

Sunulan tez kapsaminda 1. kisimda gerceklestirilen caligmalar kalem grafit
elektrotlarinin (PGE) sadece bakir oksit ile kaplanmas1 ve hem hidroksiapatit hem de bakir
oksit ile modifiye edilmesinin sonuglarinin incelenmesi elektrokimyasal analiz

karakterizasyonu olan doniisiimlii voltametri (CV) yontemi ile gergeklestirilmistir. 5 mM

Fe(CN)gg'/ — cozeltisi ve 0.1 M KCl igerisinde modifiye edilmemis kalem grafit elektrotlar,
5 dakika boyunca bakir oksit kaplanmasi i¢in belirlenen konstrasyonlarda CuSO,*5H,0 ve
NaOH c¢ozeltiside igerisinde bekletilmis kalem grafit elektrotlar ve literatiirden bakilan
hidroksiapatit ile bakir oksit modifiye edilmis kalem grafit elektrotlarin doéniistimlii
voltametrik davranislar1 grafiklerden incelenmistir. CV Olgiimlerinden en iyi kaplama

sonucu elde edilip tezin 2.kisimda bu kaplamadan yararlanilmistir.
4.2.2. Bakar oksit modifiye edilmis elektrotlarin CV analiz sonuclar

4.2.2.1. Bakar oksit icerisindeki NaOH derisiminin elektrot cevabina etkisi ve
analiz sonuclari

Hazirlamis oldugumuz ¢ozeltilerin miktar1 elektrokimyasal sinyallerimizin iyi sonug
vermesi agisindan énemli parametrelerdir. Farkli derisimler de (0.5M CuSO,*5H,0 +0.1M
NaOH 1:1, 0.5M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:1 ve 0.5M CuSO,*5H,0 +0.5M NaOH 1:1)
cozeltiler hazirlanmistir. Bakar siilfat ¢ozeltisinin konsantrasyonu sabit tutulup sodyum
hidroksit ¢6zeltisinin konsantrasyon degisimlerinin elektrot yiizeyinde olusan kaplamaya
etkisi arastirilmistir. Bakar siilfat ile sodyum hidroksit birlestirilip CuO olusturuluyor. Bu
sebeple CuSO,*5H,0 ve NaOH kullaniliyor[151]. Oranlar sabit tutulmustur. Hazirlamis

oldugumuz ¢ozeltilerinin igerisine kalem grafit elektrotlarin 1cm’lik kismi daldirilarak 5

dakika boyunca bekletilmistir. Elektrotlarin 5 mM Fe(CN)g3/ ~* ve 0.1 M KCI analit
cozeltisi icerisinde -0.5V ile +0.8V arasinda 1V/s tarama hizinda alinan doniisiimli
voltametrik davraniglar1 grafiklerimizden incelenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotlar ve
modifiye edilen kalem grafit elektrotlarin redoks tepeleri gozlemlenmistir. 0.5M
CuS0O,*5H,0 +0.5M NaOH 1:1 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla karsilastirildiginda yiizeylerinde birikme olmasindan dolayi, artan redoks tepe
akimlar1 ve azalan tepeden tepeye ayrilma gozlemlenmistir[152]. Bu, kolaylastiriimis

elektron transfer siirecini ve daha biiylik elektrot ylizey alanini1 gostermektedir. En iyi sonug
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veren en yiiksek pik akimi 0.5M CuSO,*5H,0O +0.5M NaOH 1:1 ¢ozeltisine daldirilarak
modifiye edilen kalem grafit elektrotlar ile elde edilmistir. 0.5M CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH
1:1 derisimin de hazirlanan ¢dzeltinin elektrot cevabi artmistir. 0.5M CuSO,*5H,0 +0.5M

NaOH 1:1 ¢ozeltisi pik akimi incelenen diger elektrotlara gore daha fazla ¢ikmistir.

Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi se¢ilmis 0.5M CuSO,
ve 0.5M NaOH 1:1 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik degeri 1.557
mA’ya yiikselmistir. Boylelikle, 0.5M CuSO,4 ve 0.5M NaOH 1:1 oranda ¢ozeltili elektrotun
elektrokimyasal aktivitesi lizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Her elektrot degeri
i¢in 3 6l¢tim alinip ortalamasi alinmistir. Sekil 4.7°de modifiye edilmemis elektrodun, 0.5M
CuS0,4+0.1M NaOH 1:1 ¢ozeltisi ile modifiye edilmis elektrodun, 0.5M CuSO,+0.3M
NaOH 1:1 c¢ozeltisi ile modifiye edilmis elektrodun ve 0.5M CuSO,+0.5M NaOH 1:1
cozeltisi ile modifiye edilmis elektrodun CV grafikleri bulunmaktadir. En iyi elektrot
cevabinin 0.5M CuS0,4+0.5M NaOH 1:1 ¢ozeltisine ait oldugu CV grafiginden anlagilmistir.

1.28E+03 -

=== ciplak
elektrot

7.75E+02

—— 0.5M CuS04-
0.1M NaOH-
11

—— 0.5M CuS04-
0.3M NaOH-
11

= (0.5M CuSO4-
0.5M NaOH-
11

2.75E+02 -

-2.25E+02 -

Current/pA

756402 P

-1.23E+03 T y T T T
-0.350 -0.150 0.050 0.250 0.450 0.650
Potential/V

Sekil 4.7. Modifiye edilmemis elektrot, 0.5M CuS0,+0.1M NaOH 1:1, 0.5M CuS0,+0.3M NaOH 1:1, 0.5M
CuS0,+0.5M NaOH 1:1 ¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

4.2.2.2. Bakar oksit icerisindeki NaOH ¢ozeltisi oranlarinin elektrot cevabina
etkisi ve analiz sonuclar

Farkli derigimler de (0.5M CuSO,*5H,0 +0.5M NaOH 1:1, 0.5M CuS0,*5H,0
+0.5M NaOH 1:3 ve 0.5M CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5) ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bakir
stilfat ve sodyum hidroksit ¢ozeltisinin konsantrasyonu sabit tutulup sodyum hidroksit
¢ozeltisinin konsantrasyon oranlar1 degistirilerek gozlemlenmistir. Konu baglig1 4.2.2.1°deki

daldirma ve analiz bilgileri uygulanmistir. -0.5 ile +0.8 arasinda 1V/s tarama hizinda donii-
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simlii voltametrik sinyalleri alinmistir. Sinyal davraniglar1 grafiklerden incelenmistir.
Degerlendirmeler modifiye edilmemis ¢iplak elektrot sinyallerini ne kadar yiikselttigine
bakilip karar verilmistir. Ciplak kalem grafit elektrotlar ve modifiye edilen kalem grafit
elektrotlarin redoks tepeleri gozlemlenmistir. 0.5M CuS0O,*5H,0 +0.5M NaOH 1:1 derisimi
ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun c¢iplak elektrotla karsilastirildiginda
yiizeylerinde birikme olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlar1 ve azalan tepeden tepeye
ayrilma gozlemlenmistir. Bu, kolaylastirilmis elektron transfer siirecini ve daha biiyiik
elektrot ylizey alanin1 gosterir. En 1yi sonug veren en yiiksek pik akimi1 0.5M CuS0,*5H,0
+0.5M NaOH 1:5 ¢ozeltisine daldirilarak modifiye edilen kalem grafit elektrotlar ile elde
edilmistir. Modifiye edilmemis kalem grafit elektrot ve diger modifiyeli elektrotlar ile
karsilastirildiginda 0.5M CuSO,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 derisim de hazirlanan ¢ozeltinin
elektrot cevabinin arttig1 gézlenmistir. 0.5M CuSO0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ¢ozeltisi pik
akimi incelenen diger elektrotlara gore daha fazla olmustur. Ciplak kalem grafit elektrotun
pik degeri 1.093 mA iken en iyi se¢ilmis 0.5M CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile
modifiyeli kalem grafit elektrotun pik degeri 1.816 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.5M
CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili elektrotun elektrokimyasal aktivitesi tizerinde
bariz bir etkisi oldugu gdosterilmistir. Her parametre i¢in 3 farkli 6l¢iim alinip ortalamast
alimmustir. Sekil 4.8.’de modifiye edilmemis elektrodun, 0.5M CuSO,+0.5M NaOH 1:1
cozeltisi ile modifiye edilmis elektrodun, 0.5M CuSO,+0.5M NaOH 1:3 c¢ozeltisi ile
modifiye edilmis elektrodun ve 0.5M CuS0O,+0.5M NaOH 1:5 ¢ozeltisi ile modifiye edilmis
elektrodun CV grafikleri bulunmaktadir. En iyi elektrot cevabinin 0.5M CuS0,+0.5M
NaOH 1:5 ¢ozeltisine ait oldugu CV grafiginden anlagilmistir.

1.43E+03 A

aplak
elektrot

9.30E+02 -

4.30E+02 ——0.5M
CuS04-0.5M
NaOH-1:3
-7.00E+01 - 0.5M
CuS04-0.5M
NaOH-1:1
—0.5M
CuS04-0.5M
NaOH-1:5

Current/pA

-5.70E+02 -

-1.07E+03

15768403 +—4—7v—7 77— T 7T T T T
-0.320 -0.120 0.080 0.280 0.480 0.680

Potential/V

Sekil 4.8. Modifiye edilmemis elektrot, 0.5M CuS0,+0.5M NaOH 1:1, 0.5M CuS0,+0.5M NaOH 1:3, 0.5M
CuS0,+0.5M NaOH 1:5 ¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri
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CV grafiklerini inceledigimizde NaOH derisimlerinden 1:5 oraninda olan elektrot
cevabinin daha yiiksek bir pik akimi olusturdugu goriilmektedir. Hidroksiapatit ile yapilacak

calismalarda NaOH derisiminin 1:5 oraninda kullanilacaktir.

4.2.3. Hidroksiapatit ve bakir oksit ile modifiye edilmis elektrotlarin CV analizi
Elektrodu bakir ile modifiye etmeden Once ylizeyi hidroksiapatit ile
fonksiyonellestirmenin ylizey alanini arttig1 gozlemlenmistir. Daha sonra bakir ile modifiye
edildiginde hidroksiapatitin bakir iyonlarmi tuttugu bilinmektedir. Bakirin ne derecede
tutuldugunu bilmek i¢in elektrodun farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler ile modifiye

edilmesi gerekir. Asagida bu ¢aligmalar anlatilmaktadir.

4.2.3.1. Hidroksiapatit ve bakir oksit icerisindeki CuSO, ve NaOH derisiminin
elektrot cevabina etkisi ve analiz sonuclar:

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
0.05M’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (0.05M CuSO,*5H,0
+0.05M NaOH 1:5, 0.05M CuS0O,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 0.05M CuS0,*5H,0 +0.3M
NaOH 1:5, 0.05M CuSO,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 0.05M CuS0O,*5H,0O +1M NaOH
1:5) cozeltileri hazirlanmigtir. Konu bashgi 4.2.2.1.°deki daldirma ve analiz bilgileri
uygulanmistir. -0.5 ile +0.8V arasinda 1V/s tarama hizinda doniistimlii voltametrik sinyalleri
alimmustir. Sinyal davranislari grafiklerden incelenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotlar ve
modifiye edilen kalem grafit elektrotlarin redoks tepeleri gozlemlenmistir. 0.05M
CuS0O,*5H,0 +1M NaOH 1:5 derigimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilagtirildiginda ylizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi secilmis
0.05M CuSO4 ve IM NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 1.817 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.05M CuSO4 ve 1M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi lizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.9.da modifiye edilmemis elektrot, 0.05M CuSO,*5H,0 +0.05M NaOH 1:5 ¢ozeltisi ile
modifiye edilmis elektrot, 0.05M CuSO,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5 ¢ozeltisi ile modifiye
edilmis elektrot, 0.05M CuSO,*5H,0O +0.3M NaOH 1:5 ¢ozeltisi ile modifiye edilmis
elektrot, 0.05M CuS0O,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ¢ozeltisi ile modifiye edilmis elektrot ve
0.05M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5 ¢ozeltisi ile modifiye edilmis elektrotlarin CV
grafikleri yer almaktadir.
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Sekil 4.9. Modifiye edilmemis elektrot, 0.05M CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH ¢ozeltisi
ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
0.1M’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (0.1M CuSO,*5H,0O +0.05M
NaOH 1:5, 0.1M CuSO,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 0.1M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:5,
0.1M CuS0O,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 0.1M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5) cozeltileri
hazirlanmistir. Konu bashigt 4.2.2.1.’deki daldirma ve analiz bilgileri uygulanmigtir. 0.1M
CuS0O,*5H,0 +1M NaOH 1:5 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilagtirildiginda ylizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi se¢ilmis
0.1M CuSO4 ve IM NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 1.502 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.1M CuSO, ve 1M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi iizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.10.’da modifiye edilmemis elektrot, 0.1M CuSO,*5H,0O derisimi sabit tutulmus, farkl
derisimlerde NaOH ¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.10. Modifiye edilmemis elektrot, 0.1M CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH ¢ozeltisi
ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
0.2M’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (0.2M CuSO,*5H,0O +0.05M
NaOH 1:5, 0.2M CuS0O,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 0.2M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:5,
0.2M CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 0.2M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5) cozeltileri
hazirlanmistir. Konu baghigr 4.2.2.1°deki daldirma ve analiz bilgileri uygulanmistir. 0.2M
CuS0O,*5H,0 +1M NaOH 1:5 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilagtirildiginda ylizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi se¢ilmis
0.2M CuSO4 ve IM NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 2.119 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.2M CuSO, ve 1M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi tizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.11.’de modifiye edilmemis elektrot, 0.2M CuSO,*5H,0O derisimi sabit tutulmus, farkli
derisimlerde NaOH c¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.11. Modifiye edilmemis elektrot, 0.2M CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH ¢ozeltisi
ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
0.3M’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (0.3M CuSO,*5H,0 +0.05M
NaOH 1:5, 0.3M CuS0,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 0.3M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:5,
0.3M CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 0.3M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5) ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Konu baghigr 4.2.2.1°deki daldirma ve analiz bilgileri uygulanmigtir. 0.3M
CuS0O,*5H,0 +1M NaOH 1:5 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilastirildiginda yiizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi secilmis
0.3M CuSO4 ve IM NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 2.397 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.3M CuSO, ve 1M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi lizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.12.’de modifiye edilmemis elektrot, 0.3M CuSO,*5H,0O derisimi sabit tutulmus, farkli
derisimlerde NaOH c¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.12. Modifiye edilmemis elektrot, 0.3M CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH ¢ozeltisi
ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
0.5M’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (0.5M CuSO,*5H,0O +0.05M
NaOH 1:5, 0.5M CuS0O,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 0.5M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:5,
0.5M CuS0O,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 0.5M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5) cozeltileri
hazirlanmistir. Konu bashig 4.2.2.1°deki daldirma ve analiz bilgileri uygulanmistir. 0.5M
CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilastirildiginda yiizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi se¢ilmis
0.5M CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢dzelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 2.465 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.5M CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢6zeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi iizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.13.’de modifiye edilmemis elektrot, 0.5M CuSO,*5H,0O derisimi sabit tutulmus, farkli
derisimlerde NaOH ¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.13. Modifiye edilmemis elektrot, 0.5M CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH ¢ozeltisi
ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
0.7M’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (0.7M CuSO,*5H,0O +0.05M
NaOH 1:5, 0.7M CuSO,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 0.7M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:5,
0.7M CuSO,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 0.7M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5) cozeltileri
hazirlanmistir. Konu bashig 4.2.2.1°deki daldirma ve analiz bilgileri uygulanmistir. 0.7M
CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilagtirildiginda ylizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlari ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi se¢ilmis
0.7M CuSO4 ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 2.324 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 0.7M CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢6zeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi iizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.14.°de modifiye edilmemis elektrot, 0.7M CuSO,*5H,0O derisimi sabit tutulmus, farkl
derigsimlerde NaOH ¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.14. Modifiye edilmemis elektrot, 0.7M CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH ¢ozeltisi
ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Elektrotlar hidroksiapatit ile modifiye edildikten sonra bakir siilfat konsantrasyonu
IM’da sabit tutulmus farkli derisimler de sodyum hidroksit (1M CuSO,*5H,0O +0.05M
NaOH 1:5, 1M CuS0,*5H,0 +0.1M NaOH 1:5, 1M CuS0,*5H,0 +0.3M NaOH 1:5, 1M
CuS0,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 ve 1M CuSO,*5H,0 +1M NaOH 1:5) cozeltileri
hazirlanmigtir. Konu basligr 4.2.2.1°deki daldirma ve analiz bilgileri uygulanmistir. 1M
CuS0O,*5H,0 +0.5M NaOH 1:5 derisimi ile modifiye edilmis kalem grafit elektrodun ¢iplak
elektrotla ve diger modifiyeli elektrotlar ile karsilastirildiginda yiizeylerinde birikme
olmasindan dolayi, artan redoks tepe akimlar1 ve azalan tepeden tepeye ayrilma
gozlemlenmistir. Ciplak kalem grafit elektrotun pik degeri 1.093 mA iken en iyi secilmis
1M CuSO4 ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢ozelti ile modifiyeli kalem grafit elektrotun pik
degeri 2.239 mA’ya yiikselmistir. Boylece, 1M CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 oranda ¢ozeltili
elektrotun elektrokimyasal aktivitesi iizerinde bariz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Sekil
4.15.”de modifiye edilmemis elektrot, 1M CuSO,*5H,0O derisimi sabit tutulmus, farkli
derisimlerde NaOH c¢ozeltileri ile modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.15. Modifiye edilmemis elektrot, IM CuS0,*5H,0 ¢ozeltisi ile farkli derisimlerde NaOH c¢ozeltisi ile
modifiye edilmis elektrotlarin CV grafikleri

Yukarida verilen 7 CV grafigi incelendiginde hidroksiapatitli hem bakir siilfat
bilesiklerinin hem de sodyum hidroksit bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda modifiye
edilmis kalem grafit elektrotlarin elektrokimyasal analizi incelenmistir. Biitiin parametreler
incelenerek en iyi sinyal sonucunun HAP + 0.5M CuSO, ve 0.5M NaOH 1:5 derigimli

elektrot oldugu anlasilmistir.

4.2.4. Elektrokimyasal yontem ile antijen tespiti

Sunulan tez ¢aligmalari kapsaminda SARS-CoV-2’nin elektrokimyasal tespitinde
Kare Dalga Voltametri (Square Wave Voltammetry) teknigi kullanilmistir. Bu teknik
potasyum ferrisiyanit ve potasyum ferrosiyanit gibi doniisiimlii redoks tiirlerinin tespitinde
oldukca yiiksek hassasiyet sunmaktadir. Elektroanalitik teshis yontemimiz SARS-CoV-2
viriisiine ait spesifik antijen-antikor etkilesiminin sebep oldugu sinyal baskilanmasinin
6l¢limii temeline dayanmaktadir. Buna gore, analit igindeki niikleokapsid proteinindeki (NP)
artis, Fe(CN):’/ ~* redoks probunun akim sinyalinde ters orantili olarak bir diislise neden
olmaktadir. Yani, spesifik antijen-antikor etkilesimi redoks probunun g¢alisma elektrodu
yiizeyine erisimini bloke etmektedir. Tiim Ol¢limlerde literatiirle uyumlu olarak cihaz
parametreleri su sekilde belirlenmigtir. Calisma frekans1 80,0 Hz, potansiyel genligi 75,0
mV ve potansiyel adim1 8,0 mV [153]. ilk olarak, SARS-CoV-2’ye ait oldukgca diisiik NP
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derisimlerinde modifiye elektrodun inkiibasyon siiresinin elektrot cevabi iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir (Sekil 4.16.). Tiim deneyler 3 tekrarli olarak NP’in 6,4x10-14 ile 1x10-9
g/mL arasinda artan derigimleri ile gergeklestirilmistir. Her bir dl¢iim i¢in yeni elektrotlar
kullanilmistir. Sonuglar AI=I-10 olarak ifade edilmektedir. Burada, I elektrot yiizeyine NP
inkiibasyonundan sonra [Fe(CN)s]>7*" redoks probu i¢in kaydedilen akimi, I0 ise modifiye
elektrot NP ile etkilestirilmeden 6nce redoks probu i¢in kaydedilen akimi ifade etmektedir.
SWYV analizlerinin sonuglar1 incelendiginde en iyi analitik hassasiyet ve dogrusallik antikor
ile modifiye edilmis elektrot ve virlis antijeninin 10 dakika inkiibe edilmesiyle elde
edilmistir. SARS-CoV-2 NP ve elektrot yiizeyine immobilize edilmis antikor arasindaki
baglanma kinetikleri 10 dakika inkiibasyon ile anlamli bir etkilesim olusturdugu i¢in, bundan

sonraki deneylerde optimum inkiibasyon siiresi 10 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16. 6,4x10-14 ile 1x10-9 g/mL araliginda farkli NP derisimleri ve farkli siirelerde (1, 5 ve 10 dakika)
inkiibe edilmis modifiye elektrotlarin 0,1 M KCl iceren 5 mM [Fe(CN)s]* ™ redoks probunda kaydedilmis

SWV akim baskilanmasinin (AI) NP derisimlerinin logaritmik fonksiyonuna kars1 grafigi.

Sekil 4.17.°de 0,1 M fosfat tamponu (PBS) (pH=7,4) icerisindeki NP’nin farkli
derisimlerinde 10 dakika inkiibe edilmis modifiye elektrotlarin kare dalga voltametrisi
sonuglar verilmistir. Buna gore, NP derisimi arttikca [Fe(CN)g]* 7 redoks probu i¢in SWV
cevabr azalmaktadir. Bu sonucun elektrot yiizeyindeki antikor modifikasyonuyla NP
arasindaki spesifik etkilesimin analitik sinyali baskilamasindan kaynaklandigi
distintilmektedir[153][154]. Niikleokapsit proteininin biyosensor yiizeyindeki antikorlara

baglanmas1 modifiye elektrot ylizeyindeki elektroaktif kisimlarin kapanmasina ve SWV
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sinyalinin bloke olmasina neden olmaktadir. Boylelikle 6l¢iilen akim baskilanmakta ve

SARS-CoV-2 varligini gosteren pozitif sonug olarak yorumlanmaktadir.
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ekil 4.17. Farkli NP derisimlerinde akika inkiibe edilmis modifiye elektrotlarin 0,1 M KCl igeren 5 mM
Sekil 4.17 kl derisimlerinde 10 dakika inkiibe edilmi difiye elektrotl 0,1 Cli
[Fe(CN)6]** redoks probunda kaydedilmis baseline diizeltilmis kare dalga voltametrileri.

Her bir NP derisiminde elde dilen SWV sinyal baskilanmasinin NP derisimlerin
logaritmik fonksiyonuna karsi elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.18.’de verilmektedir
(n=3). Bu grafige gore, dl¢iimler 6,4x10* ile 1x10° g/mL NP derisimi araliginda yiiksek
korelasyon katsayisiyla (R?=0,9917) dogrusallik gdstermektedir.

Tasarlanan elektrot sisteminin tespit sinir1 (limit of detection, LOD) ve 6l¢tim sinirt
(limit of quantification, LOQ) kalibrasyon grafiginin dogrusal regresyon analizi ile
hesaplanmistir. Buna gére, LOD 5,08x107%° g/mL, yani 508 pg/mL olarak hesaplanmustir.
LOQ ise, 1,54x10° g/mL, yani 1,54 ng/mL olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak,
tasarladigimiz modifiye elektrot sistemi ¢ok kolay erisilebilir bir malzeme olan kalem ucu
ile oldukca diisiik derigimlerde (1 mL’de nanogramdan daha az olsa bile) SARS-CoV-2
viriisline ait N proteinin hizli tespitine yonelik oldukc¢a hassas 6l¢lim saglamaktadir.
Modifiye elektrotlarin 6rnek ile inkiibasyon siiresi (10 dk) ve inkiibasyondan dnce ve sonra
olmak tizere 2 SWV ol¢limlerinin alinmasi i¢in gecen siire (1 dk) olmak iizere test siiresi
toplamda 11 dk zaman almaktadir. Yani, tasarlanan teshis yontemi SARS-CoV-2 viriisiiniin

tespitine yonelik hizli ve ucuz bir yontem sunmaktadir.
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y =-36,278x - 535,72
{ R? =0,9917

- -50

Al (uA)

- -250

log(NP) (g/mL)

Sekil 4.18. Kalibrasyon grafigi: farkli NP derigimlerinde 10 dakika inkiibe edilmis modifiye elektrotlarmn 0,1
M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)g]*’* redoks probunda kaydedilmis akim sinyali baskilanmasinin (AI) NP
derigiminin logaritmik fonksiyonuna kars1 ¢izilen analitik egrinin dogrusal regresyonu.

Tablo 4.1. Literatiirde daha 6nce gelistirilmis elektrokimyasal SARS-CoV-2 sensorleriyle karsilastirma

Sensor LOD Hedef Elektro Degerler Zaman | Referans
kimyasal (dKk)
HA-Cu 5,08x10- N- SWV 6,4x10-14 ile 11.0 Bizim
PGE/SARS- 10 g/mL Protein 1x10-9 g/mL caligma
CoV-2 antibody miz
LEAD 1.96 x10- SP SWV 1x10-14 - 1x10- 6.5 [153]
13 gmL-1 9gmL-1
Multiplex RCA 1 copy NveS DPV 1-1x109 kopya | 31.0 [155]
uL-1 geni pL-1
Paper/GO/SARS | 9.6 x10- SARS- SWvV 1x10-9 -1x10-6 46.0 [156]
-CoV-2 antibody | 10gmL-1 | CoV-2 gmL-1
19G ve
IgM
SPE/CB/ SARS- | 19x10-9 NveS DPV 0.5x10-4 - 31.0 [157]
CoV-2 antibody gmL-1 protein 20x10-6 g mL-1
Au@SCX8-TB- | 200 kopya | SARS- DPV 1x10-17 - 10-12 | 180.0 [158]
RGO-LP- mL-1 CoV-2 mol L-1
Target/ RNA
Au@Fe304
Cotton-tipped 8.0 x 10- N SWV 1x10-12 - 1x10- | 21.0 [159]
electrode/SARS- | 13gmL-1 | protein 6 g mL-1
CoV-2 antibody
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5. SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda; viral yapilarin tespitinde kullanilmak tizere elektrokimyasal
empedans spektroskopisi Ol¢iim esasli bir elektrokimyasal sistemin parcalarindan olan
kalem grafit elektrodun (PGE) modifiye edilmesi ve devamli kullanilabilirliginin dlgiilmesi
hedeflenmistir.

Virlis tespiti amaciyla, PGE’larin iizerine hidrosiapatit (HAP) kristallerinin
¢oktiiriilmesi ile ylizey alaninin arttirilmasit ve gozeneklerin olusturulmasi saglanmastir.

HAP ile kaplanmis kalem grafit elektrotlarin yiizeyleri farkli konsantrasyonlarda bakir
oksit kaplanmas1 modifiye edilmesi seklinde ilerlenmistir. Boylece kalem grafit elektrotlar
farkl1 konsantrasyonlarda bakir siilfat, farkli derisim ve oranlarda sodyum hidroksit ile
modifiye edilerek bahsi gegen mikro/nano kristalli yapilarin bakir oksit ¢ozeltisi seklinde
elektrotlarin yiizeyinde biriktirilmesi saglanmistir. Modifiye edilmis elektrotlar SEM ile
morfolojik olarak incelenmistir; elektrot ylizeyinde HAP kristallerinin biriktirilmesi,
hedeflenen yiizey alanmin arttirtlmasi ile bakir oksitlerin HAP kristallerine tutunarak
elektrot yiizeyinde birikmesiyle yeterli iletkenlik kazandigi gdzlenmistir. iletkenlik
Olctimlerinde fark yaratacak bir artis meydana gelmektedir.

Tez ¢aligmalarinin elektrokimyasal karakterizasyon kisminda; hicbir sekilde modifiye
edilmemis kalem grafit elektrotlar ile farkli ¢ozelti konsantrasyonlarinda ve farkli oranlarda
gerceklestirilen modifikasyonlar ile gelistirilen kalem grafit elektrotlar dontisimlii
voltametri (Cyclic voltametry) sinyalleri ile karakterize edilmistir. Bu c¢alismalarda
hidroksiapatit ile farkli konsantrasyonlarda CuSO,*5H,0, farkli konsantrasyonlarda ve
farkli oranlarda NaOH 1/1, 1/3 ve 1/5 ¢ozeltileri kullanilmis ve en iyi perfomansin elde
edildigi elektrot CV grafiklerinden belirlenmistir. Optimum sonug veren 6nce hidroksiapatit
¢oktiiriilmiis daha sonra 0.5M CuSO,*5H,0 ve 0.5M NaOH 1/5 orani ile modifiye edilmis
kalem grafit elektrot baz alinarak deneyin diger asamalarinda secilen bu elektrot ile
uygulamaya devam edilmistir.

Yapilan tezin diger asamasinda HAP kristalleri ve 0.5M CuS0,*5H,0 + 0.5M NaOH
1/5 orami ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlar kullanilmistir. Bu calismalarda
COVID-19 viriis tespiti yapilmistir. SARS-CoV-2 Niikleokapsid protein ele alinmis ve
fosfat tampon c¢ozeltisi yardimiyla farkli derisimlerde antijen ¢ozeltileri hazirlanarak

gelistirilen kalem grafit elektrotlar yardimiyla kalibrasyon grafigi ¢izdirilmistir.
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Yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gére HAP ve sonrasinda bakir oksit
modifiye edilmis kalem grafit elektrotlar ile yapilan antijen tespiti ¢alismalarinda tasarlanan
elektrot sisteminin tespit sinir1 (LOD) 5,08x102% g/mL ve &lgiim smir1 (LOQ )ise, 1,54x107°
g/mL olarak belirlenmistir. Sonug olarak, tasarladigimiz modifiye elektrot sistemi ¢ok kolay
erisilebilir bir malzeme olan kalem ucu ile oldukca diisiik derisimlerde (1 mL’de
nanogramdan daha az olsa bile) SARS-CoV-2 viriisiine ait N proteinin hizli tespitine yonelik
oldukca hassas ol¢iim saglamaktadir.

Modifiye elektrotlarin 6rnek ile inkiibasyon stiresi (10 dk) ve inkiibasyondan dnce ve
sonra olmak tizere 2 SWV o6l¢limlerinin alinmasi i¢in gecen siire (1 dk) olmak {izere test
stiresi toplamda 11 dk zaman almaktadir. Yani, tasarlanan teshis yontemi SARS-CoV-2

viriisiiniin tespitine yonelik hizli ve ucuz bir yontem sunmaktadir.

68



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

KAYNAKLAR

M. Z. H. Khan, M. R. Hasan, S. I. Hossain, M. S. Ahommed, and M. Daizy,
“Biosensors and Bioelectronics Ultrasensitive detection of pathogenic viruses with
electrochemical biosensor: State of the art,” Biosens. Bioelectron., vol. 166, no.
April, p. 112431, 2020, doi: 10.1016/j.bios.2020.112431.

E. Cesewski and B. N. Johnson, “Biosensors and Bioelectronics Electrochemical
biosensors for pathogen detection,” Biosens. Bioelectron., vol. 159, no. April, p.
112214, 2020, doi: 10.1016/j.bios.2020.112214.

I. Cho, D. H. Kim, and S. Park, “Electrochemical biosensors: perspective on

functional nanomaterials for on-site analysis,” pp. 1-12, 2020.

L. A. Layqah and S. Eissa, “An electrochemical immunosensor for the corona virus
associated with the Middle East respiratory syndrome using an array of gold

nanoparticle-modified carbon electrodes,” Microchim. Acta, 2019.

H. D. Isenberg, “Pathogenicity and virulence: another view,” Clin. Microbiol. Rev.,
vol. 1, no. 1, pp. 40-53, 1988, doi: 10.1128/CMR.1.1.40.

A. Casadevall and L. A. Pirofski, “What is a pathogen?,” Ann. Med., vol. 34, no. 1,
pp. 2-4, 2002, doi: 10.1080/078538902317338580.

L. Dethlefsen, M. McFall-Ngai, and D. A. Relman, “An ecological and evolutionary
perspective on humang-microbe mutualism and disease,” Nature, vol. 449, no. 7164,
pp. 811-818, 2007, doi: 10.1038/nature06245.

A. Casadevall and L. A. Pirofski, “Host-pathogen interactions: Redefining the basic
concepts of virulence and pathogenicity,” Infect. Immun., vol. 67, no. 8, pp. 3703—
3713, 1999, doi: 10.1128/iai.67.8.3703-3713.1999.

A. Casadevall and L. anne Pirofski, “Host-pathogen interactions: The attributes of
virulence,” J. Infect. Dis., vol. 184, no. 3, pp. 337-344, 2001, doi: 10.1086/322044.

E. C. Keen, “Paradigms of pathogenesis: targeting the mobile genetic elements of
disease.,” Front. Cell. Infect. Microbiol., vol. 2, no. December, p. 161, 2012, doi:
10.3389/fcimb.2012.00161.

J. R. Perfect, “Fungal virulence genes as targets for antifungal chemotherapy,”

Antimicrob. Agents Chemother., vol. 40, no. 7, pp. 1577-1583, 1996, doi:

69



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

10.1128/aac.40.7.1577.

B. Henderson, S. Poole, and M. Wilson, “Bacterial modulins: A novel class of
virulence factors which cause host tissue pathology by inducing cytokine synthesis,”
Microbiol. Rev., vol. 60, no. 2, pp. 316-341, 1996, doi: 10.1128/mmbr.60.2.316-
341.1996.

I. G. Y, P. A. Ward, and J. Varani, “Can we learn from the pathogenetic strategies of
group A hemolytic streptococci how tissues are injured and organs fail in post-

infectious and in £ ammatory sequelae ?,” vol. 25, 1999.

F. Balloux and L. van Dorp, “Q&A: What are pathogens, and what have they done to
and for us?,” BMC Biol., vol. 15, no. 1, pp. 4-9, 2017, doi: 10.1186/s12915-017-
0433-z.

W. P. Hanage, H. T. H. Chan, and P. Health, “Pathogen Epidemiology,” Encycl. Evol.
Biol., vol. 3, pp. 225-231, 2016, doi: 10.1016/B978-0-12-800049-6.00228-6.

E. Cesewski and B. N. Johnson, “Electrochemical biosensors for pathogen detection
Biosensors and Bioelectronics Electrochemical biosensors for pathogen detection,”
Biosens. Bioelectron., vol. 159, no. April, p. 112214, 2020, doi:
10.1016/j.bi0s.2020.112214.

B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, and W. Peter, The Molecular
Biology of the Cell. 2002.

P. O. Méthot and S. Alizon, “What is a pathogen? Toward a process view of host-
parasite interactions,” Virulence, vol. 5, no. 8, pp. 775-785, 2014, doi:
10.4161/21505594.2014.960726.

E. A. Almand, M. D. Moore, and L. A. Jaykus, “Virus-bacteria interactions: An
emerging topic in human infection,” Viruses, vol. 9, no. 3, pp. 1-10, 2017, doi:
10.3390/v9030058.

X. Zeng et al., “Higher Risk of Stroke Is Correlated With Increased Opportunistic
Pathogen Load and Reduced Levels of Butyrate-Producing Bacteria in the Gut,”
Front. Cell. Infect. Microbiol., vol. 9, no. February, pp. 1-12, 2019, doi:
10.3389/fcimb.2019.00004.

J. F. Staab, Fungal Infections, Systemic, no. July. Elsevier Inc., 2014.

70



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

G. A. Fund, F. Infections, and G. Report, “Stop neglecting fungi,” no. July, 2017, doi:
10.1038/nmicrobiol.2017.120.

A. J. P. Brown, N. A. R. Gow, A. Warris, and G. D. Brown, “Memory in Fungal
Pathogens Promotes Immune Evasion , Colonisation , and Infection,” Trends

Microbiol., vol. xx, pp. 1-12, 2018, doi: 10.1016/j.tim.2018.11.001.

J. E. Kohlmeier and D. L. Woodland, “Immunity to respiratory viruses,” Annu. Rev.
Immunol., vol. 27, pp. 61-82, 2009, doi: 10.1146/annurev.immunol.021908.132625.

T. Horimoto and Y. Kawaoka, “Pandemic threat posed by avian influenza A viruses,”
Clin. Microbiol. Rev., vol. 14, no. 1, pp. 129-149, 2001, doi: 10.1128/CMR.14.1.129-
149.2001.

I. Moriyama, Hugentobler, “Seasonality of Respiratory Viral Infections,” Annu. Rev.
Virol., 2020, doi: 10.3389/fpubh.2020.567184.

J. S. M. Peiris et al., “Coronavirus as a possible cause of severe acute respiratory
syndrome,” Lancet, vol. 361, no. 9366, pp. 1319-1325, 2003, doi: 10.1016/S0140-
6736(03)13077-2.

A. O. Docea, A. Tsatsakis, D. Albulescu, and O. Cristea, “A new threat from an old
enemy : Re - emergence of coronavirus ( Review ),” pp. 1631-1643, 2020, doi:
10.3892/ijmm.2020.4555.

A. H. de Wilde, E. J. Snijder, and M. Kikkert, Host Factors in Coronavirus
Replication, no. June 2017. Springer International Publishing, 2018.

J. Cui, F. Li, and Z. Li Shi, “Origin and evolution of pathogenic coronaviruses,” Nat.
Rev. Microbiol., vol. 17, no. March, pp. 181-192, 2019, doi: 10.1038/s41579-018-
0118-9.

J. F. Chan et al., “A familial cluster of pneumonia associated with the 2019 novel
coronavirus indicating person-to-person transmission : a study of a family cluster,”
Lancet, vol. 395, no. 10223, pp. 514-523, 2020, doi: 10.1016/S0140-6736(20)30154-
9.

B. Chen et al., “Overview of lethal human coronaviruses,” no. May, 2020, doi:

10.1038/s41392-020-0190-2.

P. Sun, X. Lu, C. Xu, W. Sun, and B. Pan, “Understanding of COVID - 19 based on

71



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

current evidence,” J. Med. Virol., 2020, doi: 10.1002/jmv.25722.

H. F. Florindo et al., “Immune-mediated approaches against COVID-19,” Nat.
Nanotechnol., vol. 15, no. August, 2020, doi: 10.1038/s41565-020-0732-3.

C. I. Paules, H. D. Marston, and A. Fauci, “Coronavirus Infections — More Than Just
the Common Cold,” vol. 2520, pp. 20202021, 2020, doi: 10.1007/82.

T. S. Fung and D. X. Liu, “Human Coronavirus : Host-Pathogen Interaction,” pp.

529-560, 2019.

N. van Doremalen and T. Bushmaker, “Aerosol and Surface Stability of SARS-CoV-
2 as Compared with SARS-CoV-1,” new engl J. Med., 2020.

S. K. Vashist, “In Vitro Diagnostic Assays for COVID-19 : Recent Advances and
Emerging Trends,” 2020.

M. Wang, R. Zhao, L. Gao, X. Gao, D. Wang, and T. Gallagher, “SARS-CoV-2:
Structure , Biology , and Structure-Based Therapeutics Development,” vol. 10, no.
November, pp. 1-17, 2020, doi: 10.3389/fcimb.2020.587269.

J. Lan et al., “Structure of the SARS-CoV-2 spike receptor-binding domain bound to
the ACE2 receptor,” Nature, vol. 581, no. 7807, pp. 215-220, 2020, doi:
10.1038/541586-020-2180-5.

Q. Wang et al., “Structural and Functional Basis of SARS-CoV-2 Entry by Using
Human ACE2,” Cell, vol. 181, no. 4, pp. 894-904.e9, 2020, doi:
10.1016/j.cell.2020.03.045.

L. Du, Y. He, Y. Zhou, S. Liu, and B. J. Zheng, “The spike protein of SARS-CoV —
a target for vaccine and therapeutic development,” vol. 7, no. March, 2009, doi:

10.1038/nrmicro2090.

X. Li, M. Geng, Y. Peng, L. Meng, and S. Lu, “Molecular immune pathogenesis and
diagnosis of COVID-19,” J. Pharm. Anal., vol. 10, no. 2, pp. 102-108, 2020, doi:
10.1016/j.jpha.2020.03.001.

C. Sun, L. Chen, J. Yang, C. Luo, Y. Zhang, and J. Li, “SARS-CoV-2 and SARS-
CoV Spike-RBD Structure and Receptor Binding Comparison and Potential
Implications on Neutralizing Antibody and Vaccine Development,” no. December
2019, pp. 1-18, 2020.

72



[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

A. C. Walls et al., “Structure , Function , and Antigenicity of the SARS- Structure ,
Function , and Antigenicity of the SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein,” Cell, vol. 181,
no. 2, pp. 281-292.e6, 2020, doi: 10.1016/j.cell.2020.02.058.

G. Mariano, R. J. Farthing, S. L. M. Lale-Farjat, and J. R. C. Bergeron, “Structural
Characterization of SARS-CoV-2: Where We Are, and Where We Need to Be,” Front.
Mol. Biosci., vol. 7, no. December, 2020, doi: 10.3389/fmolb.2020.605236.

Y. Huang, C. Yang, X. feng Xu, W. Xu, and S. wen Liu, “Structural and functional
properties of SARS-CoV-2 spike protein: potential antivirus drug development for
COVID-19,” Acta Pharmacol. Sin., vol. 41, no. 9, pp. 1141-1149, 2020, doi:
10.1038/s41401-020-0485-4.

Y. Chen, Q. Liu, and D. Guo, “Emerging coronaviruses: Genome structure ,

replication , and pathogenesis,” J. Med. Virol., 2020, doi: 10.1002/jmv.25681.

J. Lietal., “Virus-Host Interactome and Proteomic Survey Reveal Potential Virulence
Factors Influencing SARS-CoV-2 Pathogenesis,” Med, vol. 2, no. 1, pp. 99-112.e7,
2021, doi: 10.1016/j.medj.2020.07.002.

B. W. Neuman et al., “A structural analysis of M protein in coronavirus assembly and
morphology,” J. Struct. Biol., vol. 174, no. 1, pp. 11-22, 2011, doi:
10.1016/j.jsh.2010.11.021.

R. Mahtarin, S. Islam, M. J. Islam, M. O. Ullah, M. A. Ali, and M. A. Halim,
“Structure and dynamics of membrane protein in SARS-CoV-2,” J. Biomol. Struct.
Dyn., vol. 0, no. 0, pp. 1-14, 2020, doi: 10.1080/07391102.2020.1861983.

A. Naskalska, A. Dabrowska, A. Szczepanski, A. Milewska, K. P. Jasik, and K. Pyrc,
“Membrane Protein of Human Coronavirus NL63 Is Responsible for Interaction with

the Adhesion Receptor,” J. Virol., vol. 93, no. 19, 2019, doi: 10.1128/jvi.00355-19.

D. Schoeman and B. C. Fielding, “Coronavirus envelope protein: current

knowledge,” vol. 0, pp. 1-22, 2019.

N. Satija and S. K. Lal, “The Molecular Biology of SARS,” vol. 38, pp. 26—38, 2007,
doi: 10.1196/annals.1408.002.

Q. Zeng, M. A. Langereis, A. L. W. Van Vliet, E. G. Huizinga, and R. J. De Groot,
“Structure of coronavirus hemagglutinin-esterase offers insight into corona and

influenza virus evolution,” no. 7, 2008.

73



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

M. R. Gitman, M. V Shaban, and A. E. Paniz-mondolfi, “Laboratory Diagnosis of
SARS-CoV-2 Pneumonia,” pp. 1-17, 2021.

N. Leung, “Transmissibility and transmission of respiratory viruses,” Nat. Rev.

Microbiol., vol. 19, no. August, 2021, doi: 10.1038/s41579-021-00535-6.

R. Du et al., “Predictors of mortality for patients with COVID-19 pneumonia caused
by SARS- CoV-2 : a prospective cohort study,” 2020, doi: 10.1183/13993003.00524-
2020.

E. Ruiz-hitzky et al., “Nanotechnology Responses to COVID-19,” vol. 2, pp. 1-26,
2020, doi: 10.1002/adhm.202000979.

K. A. Prather, C. C. Wang, and R. T. Schooley, “Reducing transmission of SARS-
CoV-2,” vol. 368, no. 6498, 2020.

H. Huang et al., “COVID-19: A Call for Physical Scientists and Engineers,” 2020,
doi: 10.1021/acsnano.0c02618.

S. Tang et al., “Aerosol transmission of SARS-CoV-2 ? Evidence , prevention and
control,” vol. 144, no. May, 2020, doi: 10.1016/j.envint.2020.106039.

M. Zietsman, L. T. Phan, and R. M. Jones, “Potential for occupational exposures to
pathogens during bronchoscopy procedures,” J. Occup. Environ. Hyg., vol. 16, no.
10, pp. 707-716, 2019, doi: 10.1080/15459624.2019.1649414.

G. Buonanno, L. Stabile, and L. Morawska, “Estimation of airborne viral emission :
Quanta emission rate of SARS-CoV-2 for infection risk assessment,” Environ. Int.,
vol. 141, no. May, p. 105794, 2020, doi: 10.1016/j.envint.2020.105794.

M. L. Holshue et al., “First Case of 2019 Novel Coronavirus in the United States,”
new engl J. Med., pp. 929-936, 2020, doi: 10.1056/NEJM0a2001191.

M. M. Lamers, J. Beumer, W. J. Van De Wetering, M. De Graaf, M. Koopmans, and
E. Cuppen, “SARS-CoV-2 productively infects human gut enterocytes,” vol. 3, no.
July, pp. 50-54, 2020.

J. Sun et al., “Isolation of infectious SARS-CoV-2 from urine of a COVID-19
patient,” 2020, doi: 10.1080/22221751.2020.1760144.

G. Brankston, L. Gitterman, Z. Hirji, C. Lemieux, and M. Gardam, “Transmission of

influenza A in human beings,” Lancet Infect. Dis., vol. 7, no. 4, pp. 257-265, 2007,

74



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

doi: 10.1016/S1473-3099(07)70029-4.

N. R. Jones, Z. U. Qureshi, R. J. Temple, J. P. J. Larwood, and T. Greenhalgh, “Two
metres or one : what is the evidence for physical distancing in past viruses , argue

Nicholas R Jones and colleagues,” pp. 1-6, 2020, doi: 10.1136/bmj.m3223.

C. Huang et al., “Articles Clinical features of patients infected with 2019 novel
coronavirus in Wuhan , China,” pp. 497-506, 2020, doi: 10.1016/S0140-
6736(20)30183-5.

H. Lu and C. W. Stratton, “Outbreak of pneumonia of unknown etiology in Wuhan ,
China : The mystery and the miracle,” 2020, doi: 10.1002/jmv.25678.

Y. Liu, B. Mao, and L. S, “Association between age and clinical characteristics and

outcomes of COVID-19,” 2020, doi: 10.1183/13993003.01112-2020.

Y.-Y. Zheng, “COVID-19 and the cardiovascular system,” Nat. Rev. Cardiol., vol.
17, no. May, p. 259, 2020, doi: 10.1038/s41569-020-0360-5.

F. Li, “Evidence for a Common Evolutionary Origin of Coronavirus Spike,” J. Virol.,

pp. 2-4, 2012, doi: 10.1128/JV1.06882-11.

R. J. G. Hulswit, C. A. M. De Haan, and B. Bosch, Coronavirus Spike Protein and
Tropism Changes, 1st ed., vol. 96. Elsevier Inc., 2016.

F. Li, “Structure , Function , and Evolution of Coronavirus Spike Proteins,” pp. 237—

264, 2016, doi: 10.1146/annurev-virology-110615-042301.

C. Liu et al., “Research and Development on Therapeutic Agents and Vaccines for
COVID-19 and Related Human Coronavirus Diseases,” 2020, doi:
10.1021/acscentsci.0c00272.

M. Hoffmann et al., “SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and
Is Blocked by a Clinically Proven Article SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2
and TMPRSS2 and Is Blocked by a Clinically Proven Protease Inhibitor,” pp. 271—
280, 2020, doi: 10.1016/j.cell.2020.02.052.

P. Zhou et al., “A pneumonia outbreak associated with a new coronavirus of probable

bat origin,” Nature, vol. 579, no. March, 2020, doi: 10.1038/s41586-020-2012-7.

M. Hasoksliz, S. Kilig, and F. Sarag, “Coronaviruses and SARS-COV-2,” pp. 549—
556, 2020, doi: 10.3906/sag-2004-127.

75



[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

G. Simmons, D. N. Gosalia, A. J. Rennekamp, J. D. Reeves, S. L. Diamond, and P.
Bates, “Inhibitors of cathepsin L prevent severe acute respiratory syndrome

coronavirus entry,” vol. 102, no. 33, 2005.

M. Letko, A. Marzi, and V. Munster, “Functional assessment of cell entry and
receptor usage for SARS-CoV-2 and other lincage B betacoronaviruses,” Nat.
Microbiol., vol. 5, no. March, 2020, doi: 10.1038/s41564-020-0688-y.

W. K. Leung, K.-F. To, P. Chan, N. Lee, K. Y. Yuen, and J. J. Y. Sung, “Enteric
Involvement of Severe Acute Respiratory Syndrome —,” vol. 5085, no. 03, pp. 1011—
1017, 2003, doi: 10.1053/S0016-5085(03)01215-0.

X. Xu and P. Chen, “Evolution of the novel coronavirus from the ongoing Wuhan
outbreak and modeling of its spike protein for risk of human transmission,” vol. 63,

no. 3, pp. 457-460, 2020.

C. Wang, P. Horby, F. Hayden, and G. Gao, “A novel coronavirus outbreak of global
health concern,” vol. 395, pp. 15-18, 2020, doi: 10.1016/S0140-6736(20)30185-9.

W. Wang, Y. Xu, R. Gao, and R. Lu, “Detection of SARS-CoV-2 in Different Types
of Clinical Specimens,” vol. 323, no. 18, pp. 2020-2021, 2020, doi:
10.1001/jama.2020.1585.

D. Wrapp et al., “Cryo-EM structure of the 2019-nCoV spike in the prefusion
conformation,” vol. 1263, no. March, pp. 1260-1263, 2020.

Y. Orooji, H. Sohrabi, N. Hemmat, and F. Oroojalian, “An Overview on SARS - CoV
-2 (COVID - 19) and Other Human Coronaviruses and Their Detection Capability
via Amplification Assay , Chemical Sensing , Biosensing , Immunosensing , and
Clinical Assays,” Nano-Micro Lett.,, no. 0123456789, pp. 1-30, 2021, doi:
10.1007/s40820-020-00533-y.

H. A. Aboubakr, “Stability of SARS-CoV-2 and other coronaviruses in the
environment and on common touch surfaces and the influence of climatic conditions :

A review,” no. April, pp. 1-17, 2020, doi: 10.1111/tbed.13707.

A. W. H. Chin et al.,, “Correspondence Stability of SARS-CoV-2 in different
environmental,” The Lancet Microbe, vol. 1, no. 1, p. €10, 2020, doi: 10.1016/S2666-
5247(20)30003-3.

S. J. Smither et al., “Experimental aerosol survival of SARS-CoV-2 in artificial saliva

76



[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

and tissue culture media at medium and high humidity culture media at medium and
high humidity,” 2020, doi: 10.1080/22221751.2020.1777906.

S. W. X. Ong, Y. K. Tan, and P. Y. Chia, “Air, Surface Environmental, and Personal
Protective Equipment Contamination by Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) From a Symptomatic Patient,” pp. 2020-2022, 2020,
doi: 10.1001/jama.2020.3227.

S. B. Kasloff, A. Leung, J. E. Strong, D. Funk, and T. Cutts, “Stability of SARS -
CoV - 2 on critical personal protective equipment,” Sci. Rep., pp. 1-7, 2021, doi:
10.1038/s41598-020-80098-3.

K. K. To et al., “Consistent Detection of 2019 Novel Coronavirus in Saliva,” vol. 71,
pp. 841-843, 2020, doi: 10.1093/cid/ciaal49.

N. Huang et al., “SARS-CoV-2 infection of the oral cavity and saliva,” vol. 27, no.
May, 2021, doi: 10.1038/s41591-021-01296-8.

E. S. Savela et al., “Quantitative SARS-CoV-2 viral-load curves in paired saliva and
nasal swabs inform appropriate respiratory sampling site and analytical test sensitivity

required for earliest viral detection,” pp. 1-37, 2021.

A. T. Yayehrad, “Could Nanotechnology Help to End the Fight Against COVID-19 ?

Review of Current Findings , Challenges and Future Perspectives,” no. July, 2021.

C. Weiss et al., “Toward Nanotechnology-Enabled Approaches against the COVID-
19 Pandemic,” 2020, doi: 10.1021/acsnano.0c03697.

E. V. R. Campos et al., “How can nanotechnology help to combat COVID - 19?
Opportunities and urgent need,” J. Nanobiotechnology, pp. 1-23, 2020, doi:
10.1186/s12951-020-00685-4.

E. Y. C. Shiu, N. H. L. Leung, and B. J. Cowling, “Controversy around airborne
versus droplet transmission of respiratory viruses: implication for infection
prevention,” vol. 32, no. 4, pp. 372-379, 2019, doi:
10.1097/QC0.0000000000000563.

M. Rai et al., “Nanotechnology as a Shield against COVID-19 : Current,” 2021.

V. Nikhra, “Exploring pathophysiology of COVID-19 infection: Faux espoir and
dormant therapeutic options,” pp. 34-40, 2020, doi: 10.29328/journal.ijcv.1001013.

77



[103] T. Ai and W. Lv, “Correlation of Chest CT and RT-PCR Testing for Coronavirus
Disease 2019 ( COVID-19 ) in China : A Report of 1014 Cases,” vol. 2019, 2020.

[104] B. Udugama et al., “Diagnosing COVID-19 : The Disease and Tools for Detection,”
2020, doi: 10.1021/acsnano.0c02624.

[105] M. Rai et al., “Nanotechnology-based promising strategies for the management of
COVID-19: current development and constraints,” Expert Rev. Anti. Infect. Ther.,
2021, doi: 10.1080/14787210.2021.1836961.

[106] J. Wu et al., “Detection and analysis of nucleic acid in various biological samples of
COVID-19 patients,” Travel Med. Infect. Dis., vol. 37, no. April, p. 101673, 2020,
doi: 10.1016/j.tmaid.2020.101673.

[107] N. Bhalla, Y. Pan, Z. Yang, and A. F. Payam, “Opportunities and Challenges for
Biosensors and Nanoscale Analytical Tools for Pandemics: COVID-19,” 2020, doi:
10.1021/acsnano.0c04421.

[108] S. A. Bustin, “RT-qPCR Testing of SARS-CoV-2 : A Primer,” 2020.

[109] T. Kilic, R. Weissleder, and H. Lee, “iScience 1l Molecular and Immunological
Diagnostic Tests of COVID-19 : Current Status and Challenges,” ISCIENCE, vol. 23,
no. 8, p. 101406, 2020, doi: 10.1016/j.isci.2020.101406.

[110] D. P. Tulay and D. Ph, “COVID-19 PCR Testleri Isleyis Semas1,” 2020.

[111] M. R. Tom and M. J. Mina, “To Interpret the SARS-CoV-2 Test, Consider the Cycle
Threshold Value,” vol. 02115, no. 16, pp. 2252-2254, 2020, doi:
10.1093/cid/ciaa619.

[112] P. Habibzadeh, M. Mofatteh, M. Silawi, and M. A. Faghihi, “Critical Reviews in
Clinical Laboratory Sciences Molecular diagnostic assays for COVID-19: an
overview,” Crit. Rev. Clin. Lab. Sci., vol. 58, no. 6, pp. 385-398, 2021, doi:
10.1080/10408363.2021.1884640.

[113] G. Antonelli, S. Stefani, and M. Pistello, “SARS-CoV-2 diagnostics: Some reflections
on current assays,” Diagn. Microbiol. Infect. Dis., 2021.

[114] S. Jindal and P. Gopinath, ‘“Nanotechnology based approaches for combatting
COVID-19 viral infection Nanotechnology based approaches for combatting COVID-
19 viral infection,” 2020.

78



[115] H. Chen et al., “Targeting and Enrichment of Viral Pathogen by Cell Membrane
Cloaked Magnetic Nanoparticles for Enhanced Detection,” pp. 39953-39961, 2017,
doi: 10.1021/acsami.7b09931.

[116] W. Yang and F. Yan, “Patients with RT-PCR-confirmed COVID-19 and Normal
Chest CT,” p. 2020, 2020.

[117] P. Lei, B. Fan, J. Mao, J. Wei, and P. Wang, “Running title: The CT progression of
COVID-19 pneumonia,” no. January, pp. 19-21, 2020.

[118] S. P. Varahachalam, B. Lahooti, T. Chhibber, K. Morris, N. Kim, and A. Kaushik,
“Nanomedicine for the SARS-CoV-2 : State-of-the- Art and Future Prospects,” pp.
539-560, 2021.

[119] P. Moitra, M. Alafeef, K. Dighe, M. B. Frieman, and D. Pan, “Selective Naked-Eye
Detection of SARS-CoV - 2 Mediated by N Gene Targeted Antisense Oligonucleotide
Capped Plasmonic Nanoparticles,” 2020, doi: 10.1021/acsnano.0c03822.

[120] H. Kim, M. Park, J. Hwang, J. H. Kim, and D. Chung, “Development of Label-Free
Colorimetric Assay for MERS-CoV Using,” 2019, doi: 10.1021/acssensors.9b00175.

[121] A. Solaimuthu, A. N. Vijayan, P. Murali, and P. S. Korrapati, “ScienceDirect Nano-
biosensors and their relevance in tissue engineering,” Curr. Opin. Biomed. Eng., vol.
13, pp. 84-93, 2020, doi: 10.1016/j.cobme.2019.12.005.

[122] G. Seo et al., “Rapid Detection of COVID-19 Causative Virus (SARS-CoV-2) in
Human Nasopharyngeal Swab Specimens Using Field-E ff ect Transistor- Based
Biosensor,” 2020, doi: 10.1021/acsnano.0c02823.

[123] I. Santiago, “Trends and Innovations in Biosensors for COVID-19 Mass Testing,” pp.
2880-2889, 2020, doi: 10.1002/chic.202000250.

[124] “Biomarkers in Risk Assessment: Validity and Validation,” 2001.

[125] N. L. Henry and D. F. Hayes, “Cancer biomarkers,” vol. 6, pp. 0-6, 2012, doi:
10.1016/j.molonc.2012.01.010.

[126] L.Zhang and H. Guo, “Biomarkers of COVID-19 and technologies to combat SARS-
CoV-2,” Adv. Biomark. Sci. Technol., no. January, 2020.

[127] R. McBride, M. van Zyl, and B. C. Fielding, “The coronavirus nucleocapsid is a
multifunctional protein,” Viruses, vol. 6, no. 8, pp. 2991-3018, 2014, doi:

79



10.3390/v6082991.

[128] C. K. Chang, M. H. Hou, C. F. Chang, C. D. Hsiao, and T. H. Huang, “The SARS
coronavirus nucleocapsid protein - Forms and functions,” Antiviral Res., vol. 103, no.
1, pp. 39-50, 2014, doi: 10.1016/j.antiviral.2013.12.009.

[129] W. Ji et al., “Effect of underlying comorbidities on the infection and severity of
COVID-19 in Korea: A nationwide case-control study,” J. Korean Med. Sci., vol. 35,
no. 25, pp. 1-15, 2020, doi: 10.3346/JKMS.2020.35.E237.

[130] T. Mohammad et al., “Genomic Variations in the Structural Proteins of SARS-CoV-
2 and Their Deleterious Impact on Pathogenesis: A Comparative Genomics
Approach,” Front. Cell. Infect. Microbiol., vol. 11, no. October, pp. 1-14, 2021, doi:
10.3389/fcimb.2021.765039.

[131] J. Garcia et al., “Recombinant Protein Expression and Purification of N, S1 , and
RBD of SARS-CoV-2 from Mammalian Cells and Their Potential Applications,” vol.
2, pp. 1-14, 2021.

[132] P.D. Burbeloetal., “Sensitivity in Detection of Antibodies to Nucleocapsid and Spike
Proteins of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 in Patients With
Coronavirus Disease 2019,” vol. 222, 2020, doi: 10.1093/infdis/jiaa273.

[133] J. Wu et al., “SARS-CoV-2 infection induces sustained humoral immune responses
in convalescent patients following symptomatic COVID-19,” Nat. Commun., pp. 1-
9, 2021, doi: 10.1038/541467-021-22034-1.

[134] O. Colak, “Sakkaroz Tayini igin Biyosensdr Hazirlanmas1,” 2014.

[135] T. Vural, “Karbon Nanotiip Esasli Biyosensorlerin Gelistirilmesi Development Of
Carbon Nanotube Based,” 2009.

[136] Z. Tiylek, “Biyosensorler ve Nanoteknolojik Etkilesim Biosensors and
Nanotechnological Interaction,” vol. 6, no. 2, pp. 71-80, 2017.

[137] U. Aykut and H. Temiz, “Biyosensorler ve Gidalarda Kullanimi,” vol. 2006, no. 3,
pp. 51-59, 2006.

[138] T. Vural, “Immiinobiyosensdr Gelistirilmesi Development Of Electrochemical

Immunobiosensor For Cancer Diagnosis,” 2016.

[139] B. Boz, I. C. Paylan, M. Z. Kizmaz, and S. Erkan, “Biyosensérler ve Tarim Alaninda

80



[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

Kullanimi,” vol. 13, no. 3, pp. 141-148, 2017.

B. S. Cihangiroglu, “Malzemelerin, Uyusturucularin/Bagimlilik Yapan (Pge’ler),
Test Edilmesi/Analizi I¢cin Mikro/Nano Platformlar Olarak Yiizey Modifiye Kalem
Grafit Elektrotlar,” 2021.

H. Li, X. Liu, L. Li, X. Mu, R. Genov, and A. J. Mason, “CMOS Electrochemical
Instrumentation for Biosensor Microsystems: A Review,” 2016, doi:
10.3390/s17010074.

H. Zheng et al., “Analytical Methods sequence-speci fi ¢ recognition of double-
stranded DNA,” pp. 5005-5009, 2013, doi: 10.1039/c3ay40972d.

T. L. Kamikawa et al., “Biosensors and Bioelectronics Nanoparticle-based biosensor
for the detection of emerging pandemic influenza strains,” Biosens. Bioelectron., vol.
26, no. 4, pp. 1346-1352, 2010, doi: 10.1016/j.bios.2010.07.047.

B. B. Pala, “Karakterizasyonu Preparation And Characterization Of Peptide- Protein
Nanotubes,” 2010.

A. J. Bard, L. R. Faulkner, E. Swain, and C. Robey, ELECTROCHEMICAL
METHODS Fundamentals and Applications. 2001.

F. Lisdat and D. Schéfer, “The use of electrochemical impedance spectroscopy for
biosensing,” Anal Bioanal Chem, pp. 1555-1567, 2008, doi: 10.1007/s00216-008-
1970-7.

E. Yal¢in, “Sulardan Agir Metal Giderimi I¢in Nanofibriler Filtrelerin Hazirlanmasi
Ve Karakterizasyonu The Preparation And Characterization Of Nanofiber Filters For

Removal Heavy Metal From Waste Water,” 2012.

C. H. Voon and S. T. Sam, Physical surface modification on the biosensing surface.
Elsevier Inc., 2018.

G. Das and H. H. Yoon, “Spherulitic copper — copper oxide nanostructure- based
highly sensitive nonenzymatic glucose sensor,” Int. J. Nanomedicine, vol. 10, pp.
165-178, 2015.

L. Ferreira et al., “Applied Surface Science Development of a novel biosensor for
Creatine Kinase ( CK-MB ) using Surface Plasmon Resonance ( SPR ),” vol. 554, no.
March, 2021, doi: 10.1016/j.apsusc.2021.149565.

81



[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

K. Vijayashree, K. Rai, and T. Demappa, “Synthesis of nanosized copper oxide by

assimilating microwave radiation and its characterizations,” Indian J. Adv. Chem.

Sci., vol. S1, pp. 6-9, 2016.

B. Bozdogan, “Disposable pencil graphite electrode modified with peptide nanotubes
for Vitamin B 12 analysis,” Appl. Surf. Sci. jou, vol. 303, 2014.

L. F. De Lima, A. L. Ferreira, M. D. T. Torres, and W. R. De Araujo, “Minute-scale
detection of SARS-CoV-2 using a low-cost biosensor composed of pencil graphite
electrodes,” pp. 1-9, 2021, doi: 10.1073/pnas.2106724118/-
/DCSupplemental.Published.

J. Yang et al., “Molecular interaction and inhibition of SARS-CoV-2 binding to the
ACE2 receptor,” Nat. Commun., vol. 11, no. 1, 2020, doi: 10.1038/s41467-020-
18319-6.

T. Chaibun et al., “Rapid electrochemical detection of coronavirus SARS-CoV-2,”
Nat. Commun., vol. 12, no. 1, pp. 1-10, 2021, doi: 10.1038/s41467-021-21121-7.

A. Yakoh, U. Pimpitak, S. Rengpipat, N. Hirankarn, O. Chailapakul, and S. Chaiyo,
“Paper-based electrochemical biosensor for diagnosing COVID-19: Detection of
SARS-CoV-2 antibodies and antigen,” Biosens. Bioelectron., vol. 176, no. December
2020, p. 112912, 2021, doi: 10.1016/j.bios.2020.112912.

L. Fabiani et al., “Magnetic beads combined with carbon black-based screen-printed
electrodes for COVID-19: A reliable and miniaturized electrochemical immunosensor
for SARS-CoV-2 detection in saliva,” Biosens. Bioelectron., vol. 171, no. October
2020, 2021, doi: 10.1016/j.bi0s.2020.112686.

H. Zhao et al., “Ultrasensitive supersandwich-type electrochemical sensor for SARS-
CoV-2 from the infected COVID-19 patients using a smartphone,” Sensors Actuators,
B Chem. wvol. 327, no. September 2020, p. 128899, 2021, doi:
10.1016/j.snb.2020.128899.

S. Eissa and M. Zourob, “Development of a low-cost cotton-tipped electrochemical
immunosensor for the detection of SARS-CoV-2,” Anal. Chem., vol. 93, no. 3, pp.
1826-1833, 2021, doi: 10.1021/acs.analchem.0c04719.

82






