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Nergiz YILMAZ
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Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Bu tez ¢alismasinda, meme kanseri, bas-boyun kanseri, akciger kanseri ve mide kanseri
gibi birgok kanser hastaliginda rastlanan PAK-2 (p21-Activated Kinase 2) kanser antijeni
kullamlarak hassas, segici ve tek kullanimlik bir biyosensdr gelistirilmesi amaclanmustir. ilk
olarak tek kullanimlik indiyum tin oksit (ITO) PET elektrot yiizeyine 3-
glisidooksipropiltrimetoksisilan ile kendiliginden olugan mono tabaka (SAM) olusturuldu.
Gergeklestirilen caligmalar sirasin PAK-2’nin ITO elektrot ylizeyine baglanmasi dongiisel
voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile incelenmistir. Olusturulan
biyosensoriin basarili sonuglar vermesi igin tiim adimlar optimize edilmistir ve ideal tayin
araliklan belirlenmistir. Belirlenen inkiibasyon siiresi ve konsantrasyonlarda en iyi sekilde elektrot
ylizeyine baglanma gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: PAK-2, kanser biyomarkerlari, biyosensor, tek kullanimlik biyosensor
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DEVELOPMENT OF SINGLE-USE BIOSENSING SYSTEM FOR THE ANALYSIS OF
AUTOANTIBODY PROTEIN KINASES 2 (PAK-2) AND ITS APPLICATIONS TO THE
REAL SAMPLES

Nergiz YILMAZ
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

In this study, it is aimed to develop a sensitive, selective and disposable biosensor using
PAK-2 (p21-Activated Kinase 2) cancer antigen which is expressed in many cancer types
such as breast cancer, head and neck cancer, lung cancer and stomach cancer . A self-
assembled monolayer was formed by (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane on ITO-PET
surface. Cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
techniques were applied to characterize the immobilization process and to detect. To achieve
sensitivite biosensor system all parameters were optimized.

Keywords: PAK-2, cancer biomarkers, biosensor, disposable biosensor systems, 1TO-Pet
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1. GIRIS

Yasamimizi siirdiirebilmemiz i¢in hiicrelerimizin siirekli yenilenmesi gerekir. Yasam
siiresini dolduran hiicreler viicuttan atilirlarken yerlerine yenileri gelir. Bu denge genlerin
kontrolii altindadir. Bazi genler hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasini saglarken, bazilar1 da asiri
hiicre tiremesini onlerler (Aliustaoglu 2009).

Kanser, hiicrelerde DNA'min hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biliylimesi ve ¢ogalmasidir (Abah 2014). Tiim kanserler, DNA dizisindeki birtakim
anormalliklerle olugsmaktadir. Kanserlerin %10- 15 inin, kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden
gelen genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-90° lik kismini ise yasam boyunca canli
hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki hafif progressif
degisiklikler ve replikasyonda hatalar olusmasi ile sekillendigi diisiiniilmektedir. Bazen olusan
bu mutasyonlardan biri, i¢inde bulundugu hiicrenin biiyiimesini ve bu hiicreden tiireyen bir
kanser klonunun olusmasini saglar (Yokus 2012).

Kanser, glinlimiizde tiim diinya iilkeleri i¢in biiylik sorun teskil eden hastaliklarin basinda
gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitine (WHO) bagh Uluslararas1 Kanser Arastirmalar
Kurumunun (IARC) 2030 yil1 i¢in 6ngoriisti, kanserin 6liim nedenleri arasinda birinci sirada
olacagi yoniindedir (Tekin 2011).

Yapilan bilimsel caligmalarla kanserin teshis oran1 durmadan artmaktadir. Bu durum,
kanserin kazanilabilir bir savas olmasi yoniinde {imit vericidir. Kanser tan1 ve tedavisinde,
kanser biyomarkerlarinin kullanimu ile spesifik biyosensorler gelistirilmistir.

Bu tez caligmasinda, meme kanseri, bas-boyun kanseri, akciger kanseri ve mide kanseri
gibi birgok kanser hastaliginda rastlanan PAK-2 (p21-Activated kinase 2) kanser antijenini

kullanilarak hassas, segici ve tek kullanimlik bir biyosensor gelistirilmesi amaglanmistir.



2. KAYNAKSAL TEMELLER

2.1. Kanser Biyokimyasi

Tim organizmalar (bakteri, maya, drosophila, baliklar ve insanlar dahil), hiicreleri
cevresel hasarlara kars1 korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi igerirler. DNA onarimi,
hiicre 6liimiinii, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarinin devamliligini ve genomik
kararsizlig1 azaltan biitiin islemlerde kullanilir. Biitiin bu islemlerde goriilen herhangi bir
anormallik kansere ve yaslanmaya yol acar. Farkli biyokimyasal stratejileri kullanan birgok
mekanizma DNA hasarinin bir¢ok seklini onarir. DNA onarim genleri, genomun 6nemli bir

boélimiunden sorumludur.

DNA

Hasan Msasyon KANSER
L Repliasyon

/ Hatalany

2

Replikasyon Storeld
Q DNA Hasan

DNA Genomik YASLANMA
Omanm Kararszhk

Sekil.1 DNA Onarim Fonksiyonlari(Kantarci ve ark.2006)

Mutasyon genetik materyaldeki kalitsal degisikliklerdir. Bu degisiklik gamet
hiicrelerinde ya da somatik hiicrelerde olabilir. Gamet hiicrelerindeki, sonraki nesillere
aktarildig1 icin, somatik hiicrelerdeki, kansere neden olabildigi i¢in 6nemlidir (Kantarci ve
ark.2006).

Kanserlerin yalnizca %1°1 genetik tasinim ile olusur. Kalitim ile edinilen bazi genlerdeki
bozukluklar 6zellikle ¢ocukluk ¢agindaki kanserleri olusturur. Fakat BRCA1 ve BRCA2 gibi
genlerdeki bozukluklar, ileri yaslarda kanser olusumuna sebebiyet verebilir. Ornegin bu
mutasyonlu genlere sahip kadinlarda gogiis kanseri riskinin normal popiilasyona gore %80
arttig1 goézlenmistir. Yasamsal fonksiyonlar i¢in gerekli olan kimyasallar, genlerdeki kodlara
gore sentezlenir ve metabolik faaliyetlerde kullanilir. Bu faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan ¢ogu
Kimyasal, viicudu korumak igin viicuttan atilir (detoksifikasyon). Bu metabolik tepkimeler
sonucu olusan bazi kimyasallar, DNA hasarina neden olarak kanseri tetikleyebilir. Metabolik
faaliyet hizina ve ortaya ¢ikan metabolik iiriiniin veya kimyasalin kanserojen olup olmamasina

gore kanser riski artar veya azalir. Kanserlerin geriye kalan %99’luk orani insanlarin yeme



icme aligkanliklari, calisma sartlari, yasam ortamlari, maruz kaldiklar1 dogal veya yapay
radyasyon ve kanserojen kimyasallara baglidir. Bunlar ¢evresel kanser risk faktorleri olarak
adlandirilir.

Noronlar ve kas hiicreleri gibi bazi hiicreler belirli bir yastan itibaren sayica sabit kalirlar.
Boyutlar1 biiyiiyebilir veya diger hiicrelerle olan baglanti sayilari artabilir; fakat hiicre sayilar
degismez. Kanser olusumlari genelde bdyle sabit dokularda degil de hiicrelerin siirekli
yenilendigi dinamik dokularda gelisir.

Mitotik hiicre boliinmeleri, somatik hiicrelerde (viicut hiicreleri) gerceklesen, boliinme
sonucunda genetik bilgileri ana hiicrenin aynis1 olan iki yeni hiicrenin olustugu boliinmelerdir.
Mitotik boliinmenin interfaz evresinin S fazinda DNA dublikasyonu gergekleserek genetik
materyal iki katina ¢ikar. DNA dublikasyonu ve rekombinasyonu esnasinda cesitli sebeplerle
mutasyonlar ve hatalar meydana gelebilir. Cogu mutasyon ve hata, anlik olarak hiicrenin
oliimiiyle elimine edilir. Ancak gergeklesen mutasyonlar bazi durumlarda somatik hiicrelere
yagsamsal avantaj saglar ve bu mutasyonlar mitotik boliinmeler ile yeni (progen) hiicrelere
aktarilir. Progen hiicrelerden bazilart mutasyon sayesinde ortam sartlarina daha uygun
adaptasyon saglar ve tasidigi mutasyonu mitotik boliinmeler ile ¢cogaltir. Eger bu mutasyonlu
genler, hiicrelerin anormal c¢ogalmasina sebebiyet veriyorsa, kanser genleri olarak
adlandirtlirlar ( Tekin 2011).

Hiicre siklusu siirekli olarak boliinen bir hiicrede birbirini izleyen iki mitoz
arasindaki siireci kapsar ve dort fazdan olusur. Gi1- S- G; fazlan ii¢ basamakli interfaz
evresidir ve bu fazi izleyen dordiincii ve son basamak M fazidir. Go fazi, viicuttaki
hiicrelerin biiylik ¢ogunlugunun bulundugu dinlenme evresi olarak isimlendirilen evredir.

Uygun uyaranlar oldugunda hiicreler G; evresine gecerek dongiiye katilirlar.



: ey ¢ U klus
Hilere Baliniest Hicre siklusunun
baglangici

(mitoz)

Mitoza

hazirlik Hiicre

blyamesi

Dna

- ‘ s -
replikasyonu /< p21
Sekil.2 Hiicre siklusunun sematik gériintimii(Aslan 2008)

G; fazi: RNA ve protein sentezinin yapildig:r ve hiicre siklusunun en uzun siiren
evresi olan G; fazinin siiresi, hiicre tipine, hiicrenin organizmadaki roliine ve g¢evresel
kosullara gore farklilik gosterebilir.

S fazi: 7-8 saat siiren bu fazda DNA sentezi baglatilir. RNA ve protein sentezi de
devam eder.

G, fazi: Bu faz boyunca hiicrelerde DNA tamiri yapilir ve hiicre mitoza hazirlanir.
Eger replike olmamis veya hasarli DNA saptanirsa, G, fazinda gecikme meydana gelerek
bu hasar onarilmaya calisilir. Bu kontrol noktasindaki enzimlerde olusabilecek defektler
kansere neden olabilir. Bu fazin siiresi 1-6 saattir.

M fazi: 1-2 saat siiren mitozun olustugu fazdir. Mitoz, hiicrenin c¢ekirdek ve
sitoplazmasinin boliinmesini iceren kisa bir zaman dilimidir ve iki hiicre olusmasiyla
sonlanir.

Cok hiicreli organizmalarin gelisimi i¢in hiicre proliferasyonunun diizenli olarak
kontrol edilmesi gerekmektedir. Hiicre siklusu diizenlenmesi Cdk ve ¢esitli diizenleyici
proteinler araciligt ile saglanir. Siklinler, hiicre siklusunun sistematik bi¢imde islevini
siirdlirmesini saglayan proteinlerdir. DNA sentezinin Oncesinde uyarilmaya baglarlar ve
artis gosterirler. Aktif Cdk kompleksinin sentezi ve inhibisyonu Cdkl ile de diizenlenir.
Cdk aktivitesi diizenli olarak kontrol edilmez ise bu durum artmis hiicre ¢ogalmasina ve

genomik instabiliteye neden olur ve bu da hiicrenin Oliimsiizliik kazanmasi veya



kanserlesmesi ile sonuglanir. Hiicre siklusunda Cdk'larin aktivitesini diizenleyen ve negatif
kontroliinden sorumlu olan CdkI'leri 1993-1995 yillarinda tanimlanmislardir. CdklI'lar;
INK4 ve Cip/Kip olmak tizere iki alt smnifa ayrilirlar. Her bir smif iiyesinin inhibisyon
hedefleri farklidir. INK4 smif iiyeleri pl5, pl16, pl8 ve pl19, Cip/Kip protein ailesi ise
p2lcip, p27 kip ve p57 kip2'den olusur. DNA hasar1 sonucu, Cdk inhibitorii p21' in
transkripsiyonunu aktive eden p53 uyarilir. p21, siklin-Cdk komplekslerinin genel bir
inhibitoriidiir ve PCNA’ya baglanarak DNA replikasyonunu inhibe eder. Boylece hiicre
siklusu durdurularak, hasarli DNA'nin replike olmadan 6nce onarilmasi i¢in gerekli zaman
saglanir (Aslan 2008)

Normalde hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri (pl5, pl6, p21, p27 gibi CDK
inhibitorii proteinler) kodlayan ve tiimor baskilayici genler olarak tanimlanan genlerin
(antionkojenler) birinde veya birkagindaki mutasyon da tiimér olusumuna neden
olmaktadir. Apoptozu diizenleyen genlerin mutasyonu da neoplastik hiicre birikimine yani

kansere yol agmaktadir(Altimsik 2009).
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Sekil.3 Kanser olusumu mekanizmasi (Altimisik 2009)



Tiimorlerden olusturulmus hiicre kiiltiirlerinde normal dokulardan olusturulmus hiicre
kiiltiirlerinden farkli 6zellikler gozlenir. Bu hiicre kiiltiirii i¢in transforme olmus tanimi
kullanilir. Transforme bir hiicre daha az kisith sartlarda biiyiir, genellikle sert bir zemine
tutunma ihtiyacit duymaz, bu nedenle yuvarlak sekilli goriiliir. Serum ihtiyaglar1 azalmistir ve
zeminde tek tabaka olusturmak yerine fokus adi verilen kitlesel bir yap1 gosterirler. Uygun
deney hayvanlarma enjekte edildiklerinde tiimorleri indiiklerler. Bdylece hiicrelere
transformasyon ve Oliimsiizlik 6zelligi saglayan zincirleme degisiklikler hayvanlarda
tiimorlerin olusturulmasina olanak tanir.

Bazi olaylar normal hiicreleri transforme hiicrelere doniistiiriir ve timor olusumuna dahil
olan siire¢ler i¢in model olusturur. Kanser olusumu i¢in genellikle bircok genetik degisiklik
gerekmektedir. Bazi nadir olgularda kansere egilim mendel kalitimi ile kalitilir. Kanser
olusumu i¢in her ne kadar ilave degisimler gerekli olsa da tek bir genetik degisiklik 6nemli ve
gerekli bir bilesendir. Karsinojen adi verilen birgok ajan hiicrelerin transformasyon sikligini
arttirir. Bazen bu karsinogenler timor gelisiminde “baslatic” ve “tesvik edici” olmak tizere
ikiye ayrilirlar. Bu da kanserde farkli evrelerin varligina isaret etmektedir. Karsinojenler
epigenetik degisikliklere veya (daha sik) direk ya da indirek olarak hiicre genotipinin
degismesine neden olurlar. Mutasyonlar1 durumunda transformasyona sebep olan iki gen sinifi
vardir: Onkogenler Oncelikle viriislerin sahip oldugu ve hedef hiicrelerde transformasyona
sebep olan genler olarak tanimlanmistir. Viral onkogenlerin normal hiicrelerde fonksiyon
yapan hiicresel benzerleri mevcuttur. Protoonkogen adi verilen bu hiicresel genlerin
mutasyonlart veya anormal aktivasyonlari timor gelisimi ile iliskilidir. Simdiye kadar 100

onkogen tanimlanmistir (Kasap ve ark. 2003).

2.2. Kanser Biyomarkerlari

Kanser, heterojen bir hastaliktir. Aym tip kanserler arasinda, timor ve metastaz odagi
arasinda hatta tek bir tiimorii meydana getiren hiicreler arasinda molekiiler heterojenlikler
bulunmaktadir. Dolayisiyla kullanilan tiim tedaviler, sinirli hasta alt popiilasyonlarinda ve
hastaligin belirli evrelerinde etkilidir. Tam1 ve tedavinin tek bir platformda birlestirilmesi
sayesinde Once her bir tlimordeki hiicresel fenotipler karakterize edilip ardindan hedefe
yonelik tedavi uygulanabilir. Bu sekilde, genel tedaviler yerine kisisellestirilmis tedaviler
uygulanarak tedavilerin etkinligi artirilabilir (Oylar 2011).

Biyomarkerlar, viicut sivilarinda veya dokularda bulunan ve kimyasal bir siirecin

indikatorii gorevi goren biyolojik molekiillerdir. Belirli bir enzim veya hormon
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konsantrasyonu veya biyolojik bir maddenin varligi biyomarkerlara Ornek olarak
gosterilebilir. Ayrica biyomarkerlar hastalik riski, psikiyatrik bozukluklar, ¢evre etkileri ve
metabolik siire¢ gibi saglik durumlarini degerlendiren bir gostergedir.

Genel olarak biyomarkerlar, normal biyolojik ve patolojik siireclerin ve tedaviye yonelik
girisimlere verilen farmakolojik yanitlarin indikatorleri olarak nesnel bir sekilde Olgiiliip
degerlendirilebilmelidir. ~ Biyomarkerlar, hiicrenin normal ve patolojik islerini
degerlendirebilen, viicut sivilarinda, dokularda ve biitiin organlarda oOlciilebilir miktarda
bulunan, ayni zamanda tedaviye yanit olarak miktarinda degisiklik gdsteren molekiillerdir
(Sharafi ve ark. 2010).

Biyomarker bir hastaligin teshisinde Onemli bilgiler verirken, hastaliin seyrini
gostermede etkisiz kalabilir. Ornegin prostat kanserinde kullanilan Prostat Spesifik Antijen
(PSA) teshis i¢in Onemli bir parametredir, fakat hastaligin takibi i¢in uygun bir marker
degildir. Benzer sekilde ovaryum karsinomlarinda kullanilan karsinoembriyonik antijen,
teshis icin Onemli bir gosterge olmamakla birlikte hastaligin takibinde iyi bir

biyomarkerdir(Kose 2013).

Tablo.1 ideal Biyomarkerin 6zellikleri (KOSE 2013)

Ait oldugu sistemin digindaki bozukluklardan etkilenmemeli.
Analizi pahali donanimlar gerektirmemeli.

Biyomarkerin sonuglar1 kolaylikla yorumlanabilmeli.

Genel popiilasyonda miktar1 yaygin bir varyasyon gostermemeli.

Hastaligin durumu i¢in kesin, hassas ve spesifik olmali.

O O o o o o

Olgiimii pratik ve kolay, diizeyleri hastaligin evreleri ile uyumlu

olmali.

(1 Viicut doku ve sivilarindan uygun, giivenilir miktarda temin edilmeli.

Kimyasal bilesigin kendisi (ana bilesik), metaboliti veya metabolitleri, ara lriinler,

proteinler, eksozomlar ve enzimler biyomarker olarak kullanilmaktadir.



Tablo.2 Kanser tayininde kullanilan antikor bazli biyomarker tiirlerine 6rnekler(Mishra

2010; Bhatt ve ark. 2010)

ATM, p53 Akciger, bas ve boyun kanserleri
CYP1A1, RAD1, BRCAl ve BRCA2 Meme kanseri

PGS2 Akciger kanseri

PSA (Prostat Spesifik Antijen) Prostat kanseri

pl6, pl14, APC, TIMP-3 Bobrek kanseri

Kanser antijeni 125 (CA125) Yumurtalik kanseri
Thyroglobulin (TQg) Tiroid kanseri

Kanser antijeni 19-9 (CA 19-9) Mesane kanseri

Heat shock proteins (HSPs) (Ist sok | Mide, rahim, mesane, prostat kanserleri
proteinleri)

Hsp27; Hsp70

Timor belirtecgleri, ilgili timor veya doku tarafindan suprafizyolojik diizeylerde
tiretilen, biyokimyasal veya immiinokimyasal yontemlerle hastanin doku, kan veya diger
viicut sivilarinda kantitatif dl¢iimleri yapilabilen hormon, enzim, metabolit, immunoglobulin,
veya protein yapisinda maddelerdir. Ayrica tiimoérle iliskili antijenler, onkogen ve onkogen
liriinlerini de igerebilir. ideal bir tiimér belirteci yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olmall,
timoOr heniiz kiiciik iken veya hasta asemptomatik iken tiimorlin taninmasina ve kiiratif
tedavinin yapilabilmesine olanak saglamahdir (Ustiiner ve ark. 2004).

Tiimdr belirtegleri kan veya dokuda bulunan, kanserin davranisi veya varlig ile
ilgili bilgi saglayan molekiillerdir. Biyomarkerlar habis dokuyu normal dokudan veya bir
maligniteyi digerinden ayiran, ya da bir timor tipi igerisindeki farkli davranis paternleri gibi
cesitli 6zelliklerden kaynaklanirlar. Timor belirtegleri DNA, RNA, protein, hiicre veya doku
diizeyinde tayin edilebilir. Son yillarda giderek popiiler hale gelen mikroRNA’lar (miRNA)
gibi RNA- bazli belirtegler ise bir mesajin asir1 veya baskilanmis ekspresyonunu tespit

edebilir. Kanser i¢in ideal belirte¢ pozitifligi sadece kanser hastasinda saptanan, dolayisiyla



kanserin evresi ve tedavi yaniti ile iligkili olabilecek molekiile isaret eder (Kilig ve ark.
2011).

Her ne kadar tiimor belirteglerinin yiiksek diizeyleri malinitelerde goriilse de bircok
hormonal ve metabolik degisiklik durumunda ve benin hastaliklarda rastlanabilir. Bazen de
bir tiimor ileri evreye kadar iliskili oldugu maddeyi liretmeyebilir. Bir madde tek bir timor
tipine spesifik olmayabilir. Ancak doku tanist konmus bir malinitenin izlenmesinde, tedavi
se¢imi ve tahmininde yarar saglarlar (Erdenen 2007).

Kanser teshisinde yararlanilan biyomarker hassas, segici ve duyarlt olmalidir. Bu
calisma esnasinda kullanilan PAK-2 (protein activated kinases 2) ile hassas, duyarli ve segici

bir biyosensor elde edilmesi amaglanmastir.

2.3. PAK-2

Hiicre yasamini ve hiicre oliimiinii diizenleyen bircok farkli sinyal molekiilleri
arasinda p2l-aktive edilmis protein kinazlar (PAKS) vardir. p2l-aktive edilmis protein
kinazlar (PAKSs), p21 G proteinlerinden Rac ya da Cdc42 baglanmasi ile aktive edilmis
serin/tiroin ailesidir (Jakobi 2003). Cdc42 ve Rac kanser yayilimu ile ilgili siirecleri ve hiicre
gbclinii diizenlerler.

PAK ailesi hiicre canliligi, hareketliligi ve gen diizenlenmesinde onemli bir rol
oynamaktadir ve boylece PAK ailesi tiimor ilerlemesi sirasinda kritik bir sinyal nodiilii teskil
etmektedir (Gururaj ve ark. 2004).

p21l-aktive edilmis protein kinazlar PAK-1,PAK-2, PAK-3, PAK-4, PAK-5 ve PAK-6
olmak iizere alt1 liyesi vardir. PAK aile tiyeleri kendi yapisal ve biyokimyasal farkliliklar
dayali iki gruba kategorize edilir: Grup I; PAK-1,PAK-2, PAK-3; Grup Il; PAK-4, PAK-5 ve
PAK-6 ( Tse 2014). Grup I PAKIar i¢in hedeflenen serin (S) de bulunan RRRRRSWYFG
aminoasit motifidir. Grup | PAKIlar fosfo alic1 serinden sonra biiyiik hidrofobik kalntilarini
tercih eder. Grup Il PAKIar da dizi RRRRRSWASP sekildedir ve serinden dnceki arjinin (R)
serisi ile Grup I’e benzer. Grup I tarafindan tercih edilen hidrofobik kalintilarina karsi, Grup
Il PAKIar alanini +2 de ve serini +3 olarak tercih etmektedir. Bu fosforilasyon motiflerinin
tespiti, yeni alt tabakalarin tanimlanmasi i¢in dnemlidir (Kosoff 2015).

PAK-1, beyin, kas, dalak ve meme bezinde bulunmaktadir. PAK-2, biitiin dokularda
bulunurken PAK-3 ve PAK-5 o&zellikle beyinde bulunmaktadir. PAK-4, prostat, testis ve
kolonda, PAK-6 ise ¢esitli dokularla birlikte prostatta bulunmaktadir (Kumar 2003).



2.4. 3-Glisidooksipropiltrimetoksisilan (3- GPTMYS)

Silika jel, i¢ bolgeye siloksan gruplar1 (Si-O-Si) ve yiizeyde dagitilan silanol gruplari
(Si-OH) igeren amorf bir inorganik polimerdir. Silika jelin inorganik veya organik
fonksiyonel gruplar ile modifikasyonu, bir¢ok uygulama imkani nedeniyle kayda deger bir
ilgi konusu olmustur. Yiizey modifikasyonlari, genellikle silanizasyon ile uygun bir
organosilan ajan kullanilarak gergeklestirilir. En ¢ok uygulanan organo-fonksiyonel
alkoksisilanlardan biri 3-glisidooksipropiltrimetoksisilan (3- GPTMS) 'dir. Epoksi gruplari,
enzim ve proteinlerin kovalent baglanmasi i¢in uygundur. Epoksi gruplari tarafindan
olusturulan O-C ve N-C baglar1 son derece kararlidir, boylece epoksi igeren polimerler enzim

ve proteinlerin immobilizasyonu i¢in kullanilabilir (Park ve ark. 2003).

2.5. Biyosensorler

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif
bir bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikardigi sinyalin, ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bu etkilesim tirlinlerinin bir dl¢glim sistemi ile 6l¢iilmesi olarak
tanimlanabilir. Daha genel bir ifade ile bir biyosensor; biyolojik bir ajanla birlestirilmis olan
fiziko-kimyasal detektordiir ve bu yapi istenilen {iriiniin analizi amaciyla kullanilmaktadir
(Bulut 2011)

Bir biyosensor, biyolojik algilayict elementin segiciligi ile hedef analitin
konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal {ireten transduserin kombinesinden olusan bir
cihazdir. Bu sinyal proton konsantrasyonundaki degisimden, amonyak ve oksijen gibi
gazlarin salinmas1 yada yiikseltgenmesi, 151k emisyonu, absorbsiyon yada reflektans, 1s1
emisyonu, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir. Sinyal transduser
yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu, yada elektrokimyasal,
termal, optik olarak yada piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla dlgiilebilir forma doniistiiriliir.
Sinyal ayrica ileriki analizler i¢in gii¢lendirilebilir, islenebilir yada depolanabilir. Prensipte
herhangi bir reseptdr herhangi bir transduserle birlestirilip isleyen bir biyosensor iiretilebilir

(Aykut 2006).
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| Biyosensor |

| Ornek | | Biyoreseptor Transduser | | Elektronik || Veri igleme
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O Piezoelektrik
A O—» Yapay biyolojik kristaller
reseptdrler

Sekil.4 Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi (Aykut 2006)

2.5.1 Biyoreseptorler

Biyosensorlerin yapisinda goérev alan biyoreseptorler, biyosensor teknolojisinde
spesifikligin anahtaridir ve analitlerin ilgili kisimlarinin sensdre baglanmasindan
sorumludur. Biyoreseptorler farkli formlarda olabilirler ve biyosensorler kullanilarak analiz
edilen cok sayida farkli analit kadar yine ¢ok sayida farkli biyoreseptdr vardir. Bu
biyoreseptorler baslica; antikor/antijen, enzimler, niikleik asitler/DNA, hiicresel
yapilar/hiicreler olmak tizere smiflandirilir (Vo-Dihn ve Cullum 2000). En yaygin
kullanilan biyoreseptorler enzimler ve antikorlardir.

Biyosensorler, biyokatalitik esasli ve biyoafinite esasli olmak iizere kullanilan

biyoreseptor tiiriine gore iki sekilde gruplandirilabilir (Thevenot 1999).
2.5.2Biyokatalitik esash biyosensorler

Biyokatalitik esasli biyosensorler, makromolekiiller tarafindan biyosensoriin biyolojik
ortaminda katalizlenen bir reaksiyon temeline dayanmaktadir ve sensor yiizeyinde bulunan

biyokatalizor sayesinde substratin siirekli bir tliketimi saglanmaktadir.  Biyokatalitik

biyoreseptorlere, ornek olarak enzimler, hiicreler ve dokular gosterilebilir (Thevenot 1999).
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2.5.3 Biyoaffinite esash biyosensorler
Biyoaffinite esasli biyosensorler ise makromolekiiller ile analitin etkilesmesiyle

gerceklesen biyosensorlerdir. Bu etkilesim sonucu bir dengeye ulasilir ve analit, kendisiyle
kompleks olusturan immobilize materyal ile doyurulur ve daha fazla tiikketilmez (Thevenot
1999). Biyoafinite esasli biyosensorlere antikorlar/antijenler ve reseptor hiicreler Grnek
gosterilebilir.  Antijen/antikor ¢iftinin biyoreseptér olarak kullanildigi biyosensorler
“immiinosensor” olarak adlandirilir. Immiinosensérlerde yiizeye immobilize edilmis spesifik
bir antikora, antijenin (analit) baglanir ve bunun sonucu immiinokimyasal bir reaksiyon
meydana gelir. Olusan bu reaksiyon son derece spesifik bir reaksiyondur. Gergeklesen
reaksiyonda baglanma ve ¢ekim sabiti ¢ok biiyiikk olmasi sebebiyle sistemler ya tersinir
degildir (tek kullanimlik biyosensorler) ya da gerekli tampon ¢ozeltilerin kullanilmasiyla

kompleksin ¢oziinmesi sistemin tekrar kullanim1 saglanabilir (Thevenot 1999).

2.5.4 Tleticiler (Transduserler)

Biyoaktif tabakada meydana gelen reaksiyon ileticiler ile tayin edilebilir bir sinyale
doniisiir. Immobilizasyon icin g¢evirici yiizey uygun olmalidir. Analiti izlemek i¢in sadece
cevirici yeterli degildir. Cevirici analit konsantrasyonunun azalmasi veya iiriin olusumu gibi
biyokimyasal olaylar algilar. Cevirici ile sicaklik veya kiitle degisimi, potansiyel degisimi,
151g1n Urlin veya analit tarafindan yayilmasi, 15181in absorbe edilmesi, elektron transferi gibi
olaylar belirlenebilir (Hou 2005).

Transduser Sinyal cikusy

Ele ktrokimyasal

Amperometri Akim

Poransivemetri Voliaj
Condiiktometrik/fmpedimet rik Tletkenlil/Tmpedans

Optik

Kolorimerrik Renk

Liiminesans Izk gidderi

Floresans Iyk Fidderi

Yiizey plazmeon rezonans Isek gidderi

Kalorimetrik

Termisidr ( sicaklk duyarl sensir) Srcak ik

Kiitle

Piezoelekirik Frekans degizimi
Quariz krisial mikrobalans Frekans degizim
Mamnyetik

Paramanyetizm Manyetik alan

Sekil.5 Biyosensor tasariminda kullanilan iletim sistemleri(Derkus 2012)
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Elektrokimyasal biyosensorler, potansiyometrik, amperometrik ve kondiiktometrik

olarak siniflandirilabilir (Derkus 2012).

Potansiyometrik biyosensorlerde, elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit
konsantrasyonunu tanimlamaktadir. pH veya tek degerli iyonlara duyarli cam elektrotlar,
anyon veya katyonlara duyarli iyon segici elektrotlar potansiyometrik biyosensorlerde
kullanilan temel sensorlerdir. Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim
siddetinin Ol¢iimii esasina dayanir. S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda
yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak
tanimlanir. Ikinci elektrot referans elektrot olarak is goriir. ilgili tiirlerin konsantrasyonlarmin
belirlenmesinde akim yogunluklarindan yararlanilir. Kondiiktometrik biyosensorlerde;
elektriksel alanin varliginda bir ¢ozeltide elektrik yiikii, iyonlar tarafindan tasinir. Cozeltinin
iletkenligi ¢ozeltideki tiim iyonik tiirlerin katkistyla olusur. Optik biyosensdrler iletici sistem
olarak optik lifler {izerine uygun bir yontemle uygun bir molekiiliin immobilize edilmesiyle
hazirlanan aygitlardir. Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir
degisimin olglimiinii esas alir. Ornegin optik lifin {izerine enzim immobilizasyonu ile
hazirlanan enzim sensorleri, absorpsiyon, floresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler
cergevesinde calisir. Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans
frekansindaki farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan 6rnegin
kiitlesinin Ol¢iilmesi esasina gore ¢alisan gravimetrik aygitlardir. Sensoriin segiciligi, kristal
yiizeyindeki madde ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle iliskilidir. Sensor
yiizeyinde bir madde adsorblandigi veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin rezonans
frekansindaki degisimin Olgiilmesiyle sonuca ulasilir. Termal biyosensorler (kalorimetrik)
enzim termistorleri ya da entalpimetrik enzim sensorleri olarak da adlandirilirlar. Temel
ilkesi, bir enzimatik reaksiyondaki entalpi deg§isiminden yararlanarak substrat

konsantrasyonunun belirlenmesidir (Derkus 2012).

2.5.5 immiinosensorler ve immiinosensorlerin simiflandirilmasi

Immiinosensorler, uygun antijen ile antikorun kompleks olusumu i¢in immiinoaktif
maddelerin kullanildig1 bir biyosensor tipidir ve bu durumda gergeklesen antikor-antijen
reaksiyonu son derece segicidir (Parkinson ve Pejcic 2005).

Klasik immiinotest yaklasimi ile immiinosensdr teknolojisi ortaya ¢ikmistir.

Immiinosensérler antijen veya antikorlarm sensér yiizeyine immobilizasyonuyla iiretilir.
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Uretilen immiinosensérler 6lgiim  prensibine gore simiflandirilirlar.  Elektrokimyasal
(potansiyometrik, amperometrik, kondiiktometrik), optik, piezoelektrik, akustik ve
termometrik duyar elementler immunosensorler i¢in sensor platformlar1 olarak kullanilir.
Cogu immiinosensor optik ya da elektrokimyasal esashidir. Belirlenecek elektrokimyasal
immiinosensorler, elektroaktif isaretleyiciler kullanilarak ya da enzim isaretleme yoluyla
yapilmaktadir. Olgiim prensibine gére siniflandirilan immiinosensérler dogrudan ve
dogrudan olmayan seklinde siniflandirilmaktadir (Martin 2001). Sinyalde fiziksel degisim
meydana getiren antikor-antijen kompleksi olusturmak igin tasarlanan immiinosensorler
dogrudan immiinosensorlerdir. Dogrudan immiinosensér yapimi igin  elektrotlar,
membranlar, piezoelektrik materyaller veya optikge aktif yiizey materyalleri yeterli
duyarliliktadir. Cozeltide bulunan analit ve duyarli matriks iizerinde bulunan antikor ya da
antijen komplementeri ile etkilesir. Olusan immiinokompleks formu, analitin Sl¢iilmesine
olanak saglayan membran potansiyeli, elektrot potansiyeli, gergek piezofrekans veya optik
ozellikler gibi yiizeyin fiziksel 6zelliklerini degistirir. Ayrica yiizeyde molekiillerin spesifik
olmayan adsorpsiyonundan kaynaklanan potansiyel problemleri de mevcuttur (Martin
2001).

Dogrudan olmayan immiinosensorler ise, antikor ya da antijene konjuge edilen
isaretleyiciler ile baglanma olayinin gozlenebilmesi esasina dayanir. Dogrudan olmayan
immiinosensorlerde enzimler, elektrokimyasal aktif molekiiller ve lipozomlar isaretleyici
olarak kullanilarak yiiksek duyarlilikta iletim saglanir (Martin 2001). Sensérlerin tersinmez
Ozellikte olmasi immiinosensorlerde karsilagilan yaygin bir durumdur. Sensoérlerin tersinmez
olmast sebebiyle bir immiinosensér cogunlukla tek bir kez kullanilabilmektedir.
Yenilenebilir sensor ylizeyinin gelistirilmesi yoniinde ¢alisilmaktadir (Parkinson ve Pejcic
2004).

2.5.6 Elektrokimyasal immiinosensorler

Biyoreseptdr tabakada, antikorlarin immobilize oldugu elektrokimyasal bir
immiinosensor sisteminde, 0rnek ¢ozeltisi igerisinde, immobilize antikorlara spesifik olan
antijen yaninda spesifik olmayan baska maddeler de vardir. Kompleks olusumu reaksiyonu,
biyoreseptdr tabakada antikorlar ve sadece bu antikorlara spesifik olan antijenler arasinda
gerceklesir. Kompleks olusumundan dolayi, biyoreseptor tabakada, baglanma olmadan

onceki durum ile baglanma olduktan sonraki durum arasinda bir degisiklik meydana gelir.
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Bu degisim elektrokimyasal iletici tarafindan Olgiilebilir sinyal haline getirilir ve

degerlendirilir (Derkus 2012)..
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Sekil.6 immiinosensorlerin calisma prensibinin sematik gosterimi (Derkus 2012).

2.5.7 Antikorlar

Antikor, “Ab” ile simgelenen ve spesifik bir antijeni tanima 6zelligi kazanmis olan
biyomolekiildiir. Antijen ise viicut tarafindan yabanci olarak taninan Ve immiin yanita neden
olan molekiiler maddedir. Antijen “Ag” ile simgelenir. Serum proteinlerinin globuler-
globulin kesiminde bulunan proteinler immiinoglobulinlerdir. Toplam plazma proteinlerinin
% 20’sini olustururlar. Immiinoglobiilinler bes ana gruba ayrilir. Bunlar immiinoglobulin G
(IgG), immiinoglobulin M (IgM), immiinoglobulin A (IgA), immiinoglobulin D (IgD),
immiinoglobulin E (IgE) seklindedir. Serumdaki immiinoglobulinlerin yaklasik % 80’ini
IgG olusturur ve viriislerle savasta On planda rol alir (Kihg¢turgay 2003). Bu
immiinoglobiilinler aminoasit bilesimi, yiik, boyut ve karbonhidrat icerigi agisindan farkli
olan glikoproteinlerle ilgilidir (Martin 2001). Immunoglobulin molekiilii, agir ve hafif
zincirlerden olusan Fab (antigen binding fragments) par¢asindan, antijenle spesifik olarak
birlesir. Antikorun antijen ile birlestigi yiizeyin biiyiikligii, 8-12 aminoasit veya 3-6 glikoz
molekiilliik bir determinant grubunu kavrayacak kadardir. Antikorun antijen ile birlestigi bu
bolge “paratop” olarak adlandirilir (Derkus 2012).

V: degisken, C: sabit bolgeleri tanimlar. Her bolge zincirin bir globuler bolgesidir ve

yaklasik 108- 110 aminoasitten olusur. IgG molekiilii iki hafif (L), iki agir (H) zincirden
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olusur. Hafif zincirler iki globiiler bolge igerirken agir zincirler bir degisken globuler bolge

yaninda 3 sabit globuler bolge igerir. IgG molekiiliiniin agirligi 150 kD’dur (Derkus 2012).

>- Fab Pargast

> Fc Pargast

Sekil.7 IgG molekiiliiniin sematik gosterimi (Derkus 2012).

Antikorlar girisim etkileri varliginda uygun bir antijenin taninmasina imkan veren
yiiksek derecede spesifiklige sahip oldugundan, biyolojik tanima elementi olarak cok fazla
tercih edilir. Antikorlar, diisiik molekiil agirlikli haptenlerden bakteri gibi biiyiik hacimli
maddelere kadar genis bir alanda antijeni tanima yetenegine sahiptir (Derkus 2012).

Antijenlerin spesifik bolgeleri yani epitop ya da antijenik determinant bolgeleri bu
immiin cevaba neden olur. Uygun antikor i¢in baglanma bolgesi olarak epitop gérev yapar.
Ayni antijene cevap veren heterojen antikorlar poliklonal olarak adlandirilir. Homojen
antikorlarin biiyiik bir miktarimin iretilmesi i¢cin monoklonal antikor teknolojisi olanak
saglar. Bu homojen antikorlar, bir antijenin ayni epitopuna cevap verirler. Monoklonal
antikorlar, verilen bir antijen i¢in, ayni afinite ve spesifiklige sahiptir. Normal kosullarda,
monoklonal antikorlar, poliklonal antikorlardan daha yiiksek bir spesifiklige sahip
olmalarina ragmen diigiik afinite gosterirler. Bununla birlikte, poliklonal antikorlarin ytiksek

heterojen dogasi biiyiik bir dezavantajdir (Martin 2001).
2.5.7.1 Antikor-Antijen baglanma giicii
Herhangi bir biyomolekiiler reaksiyon boyunca var olan kuvvetler antikor ve antijen

arasindaki etkilesimin kararliligin1 saglamaktan sorumludur. Bu kuvvetler; hidrojen baglari,

elektrostatik etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir.
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Sekil.8 Antijen-Antikor baglanmasinda etkili olan kuvvetler (Derkus 2012).

Elektrostatik etkilesimler, polaritesi yiiksek molekiiller arasinda dipol-dipol
etkilesimleri veya yiiklii molekiiller arasinda ya itici ya da gekici kuvvetler olabilirler
(Derkus 2012).

Proteinlerde polipeptit omurgasinin karbonil gruplart ve polar aminler kalici
dipollere yol agar. Ayrica polar ve yiikli zincir bolgeleri dipollere katkida bulunur. Hidrojen
baglar1 elektrostatik etkilesimlerin bir alt grubu olarak disiiniilir. Hidrojen baglan
elektronegatifligi yiiksek bir proton alict iizerindeki baglanmamis bir cift elektron ile
elektronegatifligi yiiksek bir proton verici arasinda meydana gelir. Amin gruplar1 proton
verici olarak gorev yapar ve karbonil gruplari bir proton alic1 olarak is goriir. Bu hidrojen
baglar1 ve elektrostatik etkilesimler baglanmanin giiciine katkida bulunurlar ve sulu
cozeltide bu etkilesimler, molekiiller arasi1 kararlilik icin oldukga fazla katkiya sahiptirler
(Martin 2001). Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller
arasinda meydana gelir. Yakin molekiillerin elektrik alanlar1 bu kuvvetlerden sorumlu gecici
dipollerin olusumuna sebep olur. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina ragmen, bir¢ok
etkilesimden meydana geldigi i¢in toplam baglanma siddetinin % 50’sini olusturabilir
(Martin 2001).

Hidrofobik etkilesimler, polar olmayan molekiiller ve su arasinda meydana gelen itici
giiclerdir. Termodinamik kararliligin saglanmasinda, polar olmayan bdlgeler entropinin
etkisiyle bir reaksiyon bolgesinde bulunuyorsa, molekiiller arasi kararliligin ve baglanma

siddetinin artmasina yol acarlar (Derkus 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Deneyler esnasinda kullanilan tiim reaktifler, PAK2 Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
USA)’ den alinmistir. PAK-2 ve antiPAK-2’nin tiim seyreltme islemleri pH 7.4’ te 50 mM
olarak hazirlanan fosfat tamponu ile gerceklestirilmistir ve belli konsantrasyonda seyreltme
isleminden sonra porsiyonlama yapilarak -20°C’ de saklanmistir. Calisma elektrodu olarak
ITO-PET kullanilmistir. Referans elektrot olarak, KCl ile doygunlagmis Ag/AgCl elektrot
kullanilmistir. Yardimci elektrot olarak 10 mm uzunlugunda platin tel kullanilmistir. Referans
ve yardimci elektrotlar iBAS, Warwickshire, UK firmasindan getirtilmistir. ITO-PET c¢alisma
elektrodu Sigma-Aldrich’ den getirtilmistir. Olgiimler icin, déngiisel voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst iceren (Gamry
Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate,

Reference 600 (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazi kullanilmigtir.

3.2. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Elektrotlar temizlendikten sonra OH tabakasi olusturulmustur ve OH tabakasi
olusumundan sonra biitlin immobilizasyon islemleri ve optimizasyon adimlarinin takibi i¢in
dongiisel voltametri (CV) ve impedans spektroskopisinden (EIS) yararlanilmistir. Olgiimler
0.1 M KCl igeren ve 6l¢iim i¢in redoks probu sunan 5 mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (1:1)
cozeltisi ig¢inde gerceklestirilmistir. CV’de potansiyel araligr -0,5 - 1 V arasinda (adim
blytikligi: 10 mV, tarama hizi: 100 mV/s) secilmistir. Elektrokimyasal impedans 6l¢timleri
ise 10 mV alternatif akimda gergeklestirilmistir. Impedans spektrumlar1 10.000 — 0.05 Hz

araligindadir.

3.3. Olciim Prosediirleri

Elektrot yiizeyine anti-PAK2’nin baglanmas1 gergeklestirildikten sonra, anti-
PAK2’nin baglanmadigi kisimlara BSA (bovine serum alblimin) ajaninin baglanmasiyla
biyosensor sistemi tamamlanmistir. Son islem olarak PAK2’nin elektrot ylizeyine baglanma
islemi gerceklestirilmistir. Baglanma islemi 30 dakika, oda sicaklifinda ve karanlik ortamda

gerceklestirilmistir. Her elektrot, farklt 100 pL’lik PAK2 konsantrasyonuna daldirilarak
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inkiibasyon gerceklestirilmistir. Her elektrotun, fiziksel olarak absorblanmis PAK2’yi
uzaklastirmak amagcl ultra saf su ile yikanarak, Fe(CN)s *"*~ redoks probu igeren ¢dzeltinin

bulundugu hiicre ig¢erisinde CV ve EIS 6l¢timleri alinmustir.

3.4. immobilizasyon Basamaklar1

3.4.1. OH tabakasi olusturma

Elektrotlar tizerindeki ilk islem elektrotlarin temizlenmesi islemidir. Elektrotlar
temizlemek icin her elektrot ultrasonik banyoda 10’ar dakika aseton, sabun ¢dzeltisi ve ultra
saf su igerisinde ayr1 ayr1 islem gormiistiir. Ik ve belki de en énemli adim ITO yiizeyinin
temizlenmesidir, ¢iinkii ITO'mun daha sonraki modifikasyonu kesinlikle bu temizleme
prosediirii olmadan gergeklestirilememektedir. Temizleme asamasi ile ITO yiizeyinden
organik kirletici maddeleri uzaklastirilir ve bu kirletici maddelerin ortadan kaldirilmasiyla
iletkenlik arttirilir. Bununla birlikte, temizleme asamasindan sonra immobilizasyona devam
etmek miimkiin olmustur.

Temizligi saglanan elektrotlar yiizeyinde aktif —OH ugclart elde etmek amacgli 90
dakika oda sicakliginda OH karisimi ile inkiibe edilmistir. Her elektrot ig¢in ayr1 ayr
hazirlanan OH karigimi i¢in %94°liilk NH,OH (amonyum hidroksit), %99’luk H,0, (hidrojen

peroksit) ve ultra saf su kullanilmistir.

3.4.2. Uygulanan islemler ve kosullar:

Her bir ITO-PET elektrot OH tabakasi olusturulduktan sonra, kendiliginden olusan
monotabaka(SAM) olusturmak i¢in toluen ve 3- glisidooksipropiltrimetoksisilan (3-GPTMS)
cozeltisi ile elektrotlar gece boyu, oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Elektrot yiizeyine SAM
tabakas1 olustuktan sonra anti-PAK2’nin kovalent immobilzasyonu i¢in oda sicakliginda ve
karanlik  ortamda inkiibasyona birakilmistir.Tasarlanan  biyosensorde, anti-PAK2
immobilizasyonundan sonra elektrot yiizeyinde spesifik olmayan baglanmay1 onlemek igin
acik uglart bloklama ajam1 olan 9%0,5’lik BSA proteini kullanmilmistir. Elektrotlar oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Her iglem basamaginin sonrasinda elektrotlar ultra saf su ile yikanarak argon gazi ile
kurutulmustur. immobilizasyon basamaklarmin her bir asamasi EIS ve CV &l¢iimleri alimarak

kontrol edilmistir.
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3.4.3 immobilizasyon sonras1 PAK2
Gergeklestirilen  immobilizasyon  islemlerinden sonra  elektrotlar  farkli
konsantrasyonlardaki PAK2 antijeninde inkiibasyona birakilmistir ve sonucu EIS ve CV

Olgtimleri alinarak kontrol edilmistir.

3.5 Optimizasyon basamaklari

3.5.1. 3-glisidooksipropiltrimetoksisilan (3-GPTMS) konsantrasyon optimizasyonu

3-GPTMS konsantrasyon optimizasyonu i¢in 3 farkli konsantrasyon ile biyosensor
olusumu denenmistir. Bu 3 farkli ¢alismada diger sartlar ayni1 tutularak sadece 3-GPTMS
konsantrasyonu degistirilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilan 3-GPTMS konsantrasyonlari;
%0,1’lik, %0,5’1lik ve %1’lik olarak secilmistir. Her bir deneme sonucu EIS ve CV o6l¢timleri

ile kontrol edilmistir.

3.5.2. Anti-PAK2 konsantrasyon optimizasyonu

Anti-PAK2 konsantrasyon optimizasyonu i¢in 3 farkli konsantrasyon ile biyosensor
olusumu denenmistir. Bu 3 farkl calismada diger sartlar ayni tutularak sadece anti-PAK2
konsantrasyonlar1 degistirilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilan anti-PAK2 konsantrasyonlari;
18,75ng/mL, 3,75ng/mL ve 0,75ng/mL‘dir. Her bir deneme sonucu EIS ve CV 06l¢limleri ile
kontrol edilmistir. Gergeklestirilen Olglimler sonrasi en iyi baglanmanin gergeklestigi
konsantrasyon belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyon calismanin geri kalan kisminda

kullanilmistir.

3.5.3 Anti-PAK2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Anti-PAK?2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu i¢in 3 farkli zaman dilimi ile
biyosensor olusumu denenmistir. Bu 3 farkli calismada diger sartlar ayni tutularak sadece
anti-PAK2’nin inkiibasyona siiresi degistirilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilan inkiibasyona
siireleri; 30 dakika, 45 dakika, 60 dakikadir. Her bir deneme sonucu EIS ve CV 6l¢iimleri ile
kontrol edilmistir. Anti-PAK2 inkiibasyon siire optimizasyonunun yapilma amaci, ne kadar

stiirede en iyi sekilde baglanabildigini ve daha sonra antijen baglama kapasitesinin ne kadar
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stirede daha fazla olacagini gormektir. Belirlenen Anti-PAK2 inkiibasyon siiresi ¢aligmanin

geri kalan kisminda kullanilmistir.

3.5.4. PAK?2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu

PAK2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu i¢in 3 farkli zaman dilimi ile biyosensor
sistemleri gelistirilmistir. Her bir ¢caligmada 9 elektrot kullanilmistir ve tiim immobilizasyon
basamaklar1 aynidir. Optimizasyon igin degistirilen PAK?2 inkiibasyon siireleri; 30 dakika, 45
dakika, 60 dakikadir. Yapilan bu optimizasyon g¢alismasi sonrasinda, elde edilen veriler

degerlendirilerek en uygun inkiibasyon siiresine karar verilmistir.

3.6. Karakterizasyon Calismalari

3.6.1 ideal tayin arahginin belirlenmesi

Yapilan optimizasyon ¢alismalart sonucu ideal tayin araligi belirlenmistir.
Gergeklestirilen ¢alisma sonucu, biyosensoriin belirlenen sartlar altinda hangi tayin araliginda
PAK2’yi baglayabildigi gozlenmistir. 9 farkli PAK2 konsantrasyonunun kullanilmasi ile

belirlenen tayin araligi, ¢alismanin kalan tiim kisminda kullanilmastir.

3.6.2 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik  calismalarinda, tim  biyosensOr  sistemlerine ayni
konsantrasyondaki PAK2 uygulanmistir. Bu calismada tayin araliginda c¢izilen grafik esas
alinmistir ve burada kullanilan PAK2 konsantrasyonlar: arasindan 0,06 pg/mL secilmistir.
Secilen bu konsantrasyon ile 20 adet biyosensor gelistirilerek ¢alismanin tekrarlanabilirligi
teyit edilmistir ve 6l¢iimler sonucu gerekli hesaplamalar yapilarak standart sapma, varyasyon

katsayis1 hesaplanmistir.

3.6.3. Tekrar uretilebilirlik

Tekrar Ttretilebilirlik calismalarinda, her birinde 9 elektrot bulunan ve en son

belirlenen tayin araligindaki konsantrasyonlara sahip PAK2 ile muamele edilen 10 farkl
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uygulama gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen 10 uygulama da ayni biyosensor sisteminin,
ayni tayin araligini belirleyebilme kararliligi 6l¢iilerek EIS ve CV dlglimleri alinmistir. Bu

caligmada tayin araliginda ¢izilen grafik esas alinmistir.

3.6.4. Gelistirilen biyosensoriin depo 6mrii

7 hafta boyunca ve +4°C saklama kosullarinda gergeklestirilen deneyde 7 farkli elektrot
kullanilmistir. Kullanilan her bir elektrot iizerine optimum kosullarda immobilizasyon iglemi
gerceklestirilmistir ve her asamada EIS ve CV oOlglimleri alinmistir. Gergeklestirilen bu
calismadaki amag biyosensdriin ideal ve gelecege yonelik oldugunu teyit etmektir. lk elektrot
0,06 pg/mL konsantrasyona sahip PAK2 ile muamele edilerek 6l¢iim sonucu kaydedilmistir.
Her hafta ayn1 konsantrasyon ile farkli bir elektrodun EIS ve CV olgtimleri alinmistir. Bu
islem 7 haftada gerceklestirilmis ve elektrotlarin depo 6mrii ¢ikan EIS Rct sonuglart esas
alinarak
hesaplanmistir. Depo hesaplamalarinda, tayin araliginda cizilen grafigin denklem degerleri

esas alinmistir.

3.6.5. Rejenerasyon

Rejenerasyon islemi, lizerinde immobilizasyon basamaklari tamamlanmis tek bir
biyosensor lizerinde gergeklestirilmistir. Biyosensor ilk olarak 30 dakika 0,06 pg/mL
PAK?2 ile inkiibe edilmis ve EIS Olgiimleri alinmistir. Daha sonra 10 mM HCI asit
¢Ozeltisinin igerisinde 5 dakika bekletildikten sonra EIS 6l¢timii alinmis ve sonrasinda 30

dakika 0,06 pg/mL PAK?2 ile inkiibe edilmistir. Bu islem 8 defa tekrarlanmistir.

Rejenerasyon isleminin amaci, biyosensoriin bagladigi PAK2 proteinini yiizeyden

kopararak, tekrar tekrar PAK2 proteinini baglayabildigini gézlemleyebilmektir.

3.6.6. Ideal tayin arahgimin SWV él¢iimleri

En uygun tayin araligi CV, EIS ol¢iimleri alinarak sonug elde edilmesine ragmen

SWV olglimleri ile tayin araliginin idealligi teyit edilmistir. Diger Olglimlerle farkl

olarak, sadece BSA ve PAK2 inkiibasyonundan sonra SWV (kare dalga voltametrisi)
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Olciimii alinmustir. Sonucglar PAK?2 ile BSA, SWV o6lclimleri sonuglarmin farki alinarak
hesaplanmistir. SWV ile sadece 1 c¢alisma yapilmistir ve bu ¢alismada 8 biyosensor

sisteminin BSA ve PAK2 ile inkiibasyonu sonucu 6l¢iim alinmustir.

3.6.7. Sabit frekansta PAK2 baglanisi

Anti-PAK2 temelli PAK2 biyosensor yilizeyinde meydana gelen zamana bagh
degisiklikleri agikliga kavusturabilmek i¢in single frequency teknigi kullanildi. Zamana
kars1 sabit bir frekansin 6l¢iimiine dayanan bu yontem sayesinde zaman dilimlerinde ve
toplam zamanda meydana gelen impedans degisimleri degerlendirildi. Ayrica anti-PAK2—
PAK?2 kinetik baglanmasiyla ilgili olarak elde edilen kronoamperometrik 6l¢iim sayesinde

degerlendirme yapildi.

3.6.8. Serum orneklerinden PAK?2 tayini

Tez calismasinin son asamasinda, gelistirilen PAK2 biyosensorii gercek serum
orneklerine uygulanmigtir. 8 farkli bireyin kan Orneklerinden elde edilen serumlarda

Olciilen PAK?2’ye ait bulgular degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. PAK2 Biyosensériiniin Immobilizasyonu

Immobilizasyon basamaklari, gergeklestirilen optimizasyon asamalar1 sonucunda
belirlenerek ideal bir elektrokimyasal biyosensor sistemi gelistirilmesi i¢in son derece
Oonemlidir.

Ik olarak ITO-PET elektrot 1 cm? yiizey alanina sahip olacak sekilde kesilmistir.
Kesilen elektrotlarin ylizeyini temizlemek i¢in ultrasonik banyoda ayri1 ayr1 10’ar dakika
boyunca aseton, sabun ve ultra saf su igerisinde iglem gormiistiir. Temizlenen elektrotlarin
yiizeyinde aktif —OH uglar1 elde etmek amaciyla, elektrotlar 90 dakika boyunca oda
sicakliginda H,O2/NH4,OH/H,0 ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Boylece elektrot yiizeyinde —
OH gruplar olusturularak elektrot yiizeyi iletken hale getirilmistir ve immobilizasyon iglemi
i¢in artik hazirdir. Epoksi silan olan 3-GPTMS ile iletken hale gelen elektrot yiizeyinde SAM
tabakasi olusturulmustur. Yapisal olarak yonlendirilmis SAM, tekrarlanabilir ve kolaylikla
hazirlanabilirdir. Bu c¢alismaya ait olan SAM optimizasyonu ¢alismasinin sonucunda
konsantrasyon %0,5’lik 3-GPTMS olarak Kkararlastirilmistir. 3-GPTMS ile gece boyu
inkiibasyona birakilan elektrot yiizeyinde optimizasyon sonucu belirlenen bu konsantrasyonda
en iyi baglanma gézlenmistir ve Si-O-Si baglanmasi ile uzun-esnek-kararli baglar olusmustur.
SAM tabakasi olusturulduktan sonra anti-PAK 2 antikoru immobilize edilmis. SAM tabakasi
ile antikor olarak kullanilan anti-PAK2 tabakasi arasinda kovalent bag gerceklesmistir ve
sonucunda yalitkanlik artmistir. Daha sonra agikta kalan uglari, antikorun baglayamadigi
uclari, bloke etmek iginde bloklayici ajan olarak %0,5’lik BSA proteini kullanilmistir. Son
olarak elektrotlar farkli konsantrasyondaki PAK2 antijeni ile inkiibe edilerek immobilizasyon
tamamlanmistir. Yapilan optimizasyon ¢aligmalar1 ile konsantrasyon ve inkiibasyon siireleri
belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyon ve inkiibasyon siireleri ¢alismanin tamamin da
uygulanmistir. Her immobilizasyon basamaginin ardindan EIS ve CV o6l¢limleri alinarak
islemin dogrulugu kontrol edilmistir (Sekil.10).

Elektrot ylizeyinde gerceklestirilen tiim immobilizasyon basamaklart ve PAK2

antijeninin biyosensore baglanisi sekil.9’da gosterilmistir.
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Sekil.9. Sematik olarak ITO-PET elektrot yiizeyinde gergeklestirilen islemleri
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Sekil.10 immobilizasyon adimlarma ait CV ve EIS egrileri. mor (- V-V -) ITO/OH; yesil (-o-o-)
ITO/OH/3-GPTMS; mavi (-¢-¢-) ITO/OH/3-GPTMS/Anti-PAK2; kirmizi (-m-m-)
ITO/OH/3-GPTMS/Anti-PAK2/BSA; sar1 (-A-A-) ITO/OH/3-GPTMS/Anti-
PAK2/BSA/PAK2

4.2. Optimizasyon Basamaklarinin Bulgular:

4.2.1 3-glisidoksipropiltrimetoksisilan (3-GPTMS) konsantrasyon bulgulari

Elektrot ylizeyine baglanmanin en iyi gerceklestigi konstrasyondaki 3-GPTMS’nin
belirlenebilmesi i¢in %0,01°1ik, %0,5’lik ve %]1°lik olmak {izere 3 farkli konsantrasyonda
SAMs optimizasyonu yapilmistir. Gergeklestirilen bu ¢alisma da elektrotlar gece boyunca 3-
GPTMS ile inkiibe edilmistir. 8 elektrot sistemi gelistirilerek yapilan bu {i¢ farkli ¢alismanin
karsilastirilmas1 sonucunda %0,5’lik 3-GPTMS konsantrasyonunun ideal SAM tabakasi
olusturmak i¢in en uygun konsantrasyon oldugu gézlenmistir. Optimizasyon sirasinda yapilan
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her ¢aligmada 8 elektrot sistemi gelistirilmis ve farkli PAK2 konsantrasyonu (0,005-0,075
pg/mL) ile inkiibe edilerek sonuglar elde edilmistir. Sekil.11°de goriildiigii gibi verilen lineer
grafik BSA ve PAK2’ye ait Rct degerlerinin farki hesaplanarak elde edilmistir.

%0,5’lik  3-GPTMS  konsantrasyonu ile hazirlanan 8 elektroda farkl
konsantrasyonlarda PAK2 baglanmasindan sonra alinan EIS ve CV 6l¢iim sonuglart Sekil.12
‘de gosterilmistir. Her bir elektrot kendi BSA 6l¢iimii ile kiyaslanarak sonuglar elde edilmis
ve grafige yansitilmistir.

Farkli 3-GPTMS konsantrasyonu ile yapilan g¢alismalardan elde edilen sonuglara
gore cizilen kalibrasyon grafikleri sekil 11°de, grafik denklemi ve R? degerleri Tablo 3° de

gosterilmistir.
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Sekil.11 Farkli 3-GPTMS konsantrasyonlar1 ( A %0,1°1ik, m%0,5’lik, %]1°lik) ile hazirlanan

biyosensor sistemlerinin standart egrileri

Tablo.3 Farkli 3-GPTMS konsantrasyonu ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin standart

egrilerinin sonuglari

3-GPTMS kons. Grafik denklemi Egim Cizgisi R*
Degeri
%0,01’lik 3-GPTMS y =21813x - 29,807 R?=10,9896
%0,5’lik 3-GPTMS y = 35031x + 44,777 2=0,9941
%1°1lik 3-GPTMS y = 24745x + 17,082 R>=0,9816
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% 0,5’lik 3-GPTMS konsantrasyonu kullanildiginda elde edilen sinyallerin %1 ’lik ve
% 0,1’lik 3-GPTMS sonucu elde edilen sinyallerden yiiksek olmasindan dolay:1 ideal

konsantrasyon olarak %0,5 olarak kabul edilmis ve ¢alismanin diger kisimlarinda bu

konsantrasyon kullanilmistir.
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Sekil.12 %0,5°1ik 3-GPTMS ile hazirlanan ITO-PET elektrot biyosensor sistemlerinin farkli PAK2
konsantrasyonlardaki (A) EIS ve (B) CV olgtimleri : (-4-4-) sar1, BSA 6l¢iimii; (-o-e-) mavi, 0,005-
0,075pg/mL PAK2 6l¢iimleri

Gelistirilen biyosensorde, segilen optimum 3-GPTMS konsantrasyonuna ait EIS
spektrumlari (A) ve CV voltamogramlari(B) Sekil12 ‘de verilmistir.

4.2.2. AntiPAK2 konsantrasyonu optimizasyon bulgulari

Bu asamada 0,75 ng/mL, 3,75 ng/mL ve 18,75 ng/mL olmak iizere 3 farkli antiPAK2

konsantrasyonu  kullanilmas1 ile elde edilen sonuglarda 3,75ng/mL anti-PAK2
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konsantrasyonun immobilizasyon basamagi i¢in en uygun konsantrasyon oldugu
belirlenmistir. Sekil.13’teki grafik, 3,75ng/mL anti-PAK2 konsantrasyonunda baglanmanin en
iyi sekilde gerceklestigini gostermektedir. Antikorun baglayamadigi uclar1 doldurmak
amaciyla kullanilan bloklayici ajan olan BSA ile 1 saat inkiibe edilmistir. AntiPAK2
konsantrasyonu optimizasyonunun son asamasi olarak yapilan ve ¢alismada gerceklestirilen
her {i¢ asamada da kullanilan 8 farkli elektrot yiizeyi farkli PAK2 konsantrasyonlari (0,005-
0,075 pg/mL) ile inkiibe edilerek EIS Slgiimleri alinmistir. Sekil.13’de verilen lineer grafik
BSA ve PAK2’ye ait Rct degerlerinin farki hesaplanarak elde edilmistir.
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Sekil.13 Farkli antiPAK2 konsantrasyonlar1 (@ ANTI-PAK2:0,75ng/mL,mANTI-PAK2:3,75ng/mL,
¢ANTI-PAK2:18,75ng/mL) ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin standart egrileri

Tablo.4 Farkli antiPAK2 konsantrasyonu ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin standart

egrilerinin sonuglari

AntiPAK2 Konst. Grafik denklemi Egim Cizgisi R> Degeri
0,75ng/mL antiPAK2 y = 22441x + 27,208 R>=0,9773

3,75ng/mL antiPAK?2 y = 35031x + 44,777 2=0,9941
18,75ng/mL antiPAK2 y =21631x - 31,896 R?=0,963
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3,75ng/mL antiPAK2 konsantrasyonu kullanildiginda elde edilen sinyallerin,
0,75ng/mL antiPAK2 ve 18,75ng/mL antiPAK2 konsantrasyonlainin kullanilmasiyla elde
edilen sinyallerden yiiksek olmasindan dolay1 ideal konsantrasyon olarak 3,75 ng/mL anti-

PAK?2 kabul edilmistir ve 3,75 ng/mL de en iyi sekilde baglanma g6zlenmistir.

1,500 kohm

1,000 kohm

)

-Zimag (ohm

= 500,0 ohm

0,000 ohm b
0,000 ohm 1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohm 4,000 kohm

Zreal (ohm)

Cyclic Voltammetry

400,0 uA

200,0 uA

0,000 A

Im (A)

200,0 uA

-400,0 uA

-500,0 mV 0,000 v 500,0 mV 1,000 V

VI (V vs. Ref))

Sekil.14 3,75ng/mL antiPAK?2 ile hazirlanan ITO-Pet elektrot biyosensor sistemlerinin farkli PAK2
konsantrasyonlardaki (A)EIS ve (B)CV o6l¢iimleri : (-e-e-) sar1, BSA 6l¢iimii; (- A - A -) mavi, 0,005-
0,075pg/mL PAK2 o6l¢timleri

Gelistirilen biyosensorde, segilen optimum anti-PAK2 konsantrasyonuna ait EIS

spektrumlari (A) ve CV voltamogramlari(B) Sekill14’te verilmistir.

4.2.3. AntiPAK?2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu bulgulari

AntiPAK?2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu i¢in 30 dakika, 45 dakika, 60 dakika
olmak {tizere 3 farkli inkiibasyon siiresi denenmistir. Bu siirelerin denenmesindeki amag en

verimli ve immobilizasyonun gerceklestigi inkiibasyon siiresini belirlemektir. Gergeklestirilen
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bu ¢aligmalar sirasinda her elektrot asama aralarinda ultra saf su ile yikanmistir ve argon gazi
ile tamamen kurutulduktan sonra farkli PAK2 konsantrasyonu (0,005-0,075 pg/mL) ile
inkiibe edilerek EIS olgiimleri alinmistir. Alinan dlgimler sonucu ¢izilen grafik Sekil.15’te
verilmistir ve verilen lineer grafik BSA ve PAK2’ye ait Rct degerlerinin farki hesaplanarak

elde edilmistir.

Sekil 15, kisa siire olarak denenen 30 dakikada antikorun yiizeye yeterince
baglanmadigini ve uzun sire olarak denenen 60 dakikada ise protein-protein
etkilesimlerinden kaynakli bozulmalar meydana geldigini bunun sonucunda sinyal artisini

olumsuz yonde etkilendigini gostermektedir.
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Sekil.15 Farkli antiPAK?2 inkiibasyon siireleri (30 dk,m 45 dk, ¢60 dk) ile hazirlanan biyosensor

sistemlerinin standart egrileri

Tablo-5 Farkli antiPAK?2 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin standart

egrilerinin sonuglari

AntiPAK?2 inkiibasyon Grafik denklemi Egim Cizgisi R> Degeri
siiresi
30 dakika y =21920x + 7,5278 R>=0,9916
45 dakika y = 35031x + 44,777 2=0,9941
60 dakika y = 20069x + 44,2 R?=0,9848

Denenen 3 farkli inkiibasyon siirelerine ait kalibrasyon grafiklerinde de goriildigi gibi

elektrotlarin 45 dakika boyunca anti-PAK2 ile inkiibasyona birakilmas1 sonucunda elde edilen
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sinyallerin 30 dakika ve 60 dakika inkiibasyon siirelerinde elde edilen sinyallerden yiiksek

olmasindan dolay1 ideal inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak se¢ilmistir.
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Sekil.16 45 dakika antiPAK2 ile hazirlanan ITO-Pet elektrot biyosensor sistemlerinin farkli PAK2
konsantrasyonlardaki (A)EIS ve (B)CV olglimleri : (-e-e-) sari, BSA 6l¢timii; (-m-m-) mavi, 0,005-
0,075pg/mL PAK?2 Sl¢timleri

Gelistirilen biyosensorde, segilen optimum anti-PAK2 inkiibasyon siiresine ait EIS

spektrumlari (A) ve CV voltamogramlari(B) Sekill6 ‘da verilmistir.

4.2.4. PAK2 inkiibasyon siire optimizasyonu bulgulari

En uygun konsantrasyonu belirlenen PAK2 biyomarkerinin en ideal inkiibasyon
stiresini belirlemek igin inkiibasyon siire optimizasyonu denenmistir. Bu ¢alisma i¢in 30

dakika, 45 dakika, 60 dakika olmak {izere 3 farkli inkiibasyon siiresi denenmistir.
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Gergeklestirilen denemelerin verilerine bagli olarak sekil 17°de gosterilen grafik elde
edilmistir. Optimizasyon sirasinda 8 farkli elektrot farkli PAK2 konsantrasyonlari ile (0,005-
0,075 pg/mL) inkiibe edilerek EIS 6l¢iimleri alinmustir. Sekil.17’de verilen lineer grafik BSA
ve PAK2’ye ait Rct degerlerinin farki hesaplanarak elde edilmistir.
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Sekil.17 Farkli PAK2 inkiibasyon siireleri(m30dk, A 60dk, e45dk) ile hazirlanan biyosensor

sistemlerinin standart egrileri

Tablo-6 Farkli PAK2 inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensor sistemlerinin standart

egrilerinin sonuglari

PAK?2 inkiibasyon siiresi | Grafik denklemi Egim Cizgisi R> Degeri
30 dakika y = 35031x + 44,777 R2=0,9941
45 dakika y =22228x - 17,386 R?=0,9982
60 dakika y = 22288x + 18,043 R2=0,9961

Yapilan 3 calismanin sonucunda cizilen grafikte de gorildiigii gibi PAK2 ‘nin 30
dakika inkiibasyon siiresi sonucunda elde edilen sinyallerin 45 dakika ve 60 dakika
inkiibasyon siirelerinde elde edilen sinyallerden yiliksek ve diizenli sinyaller olmasindan

dolay1 ideal PAK2 inkiibasyon siiresi olarak 30 dakika se¢ilmistir.
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Sekil.18 30 dakika PAK2 ile hazirlanan ITO-Pet elektrot biyosensor sistemlerinin farkli PAK2
konsantrasyonlardaki (A)EIS ve (B)CV olglimleri : (-e-e-) sari, BSA 6l¢timii; (-m-m-) mavi, 0,005-
0,075pg/mL PAK?2 o6l¢limleri

Gelistirilen biyosensorde, secilen optimum PAK2 inkiibasyon siiresine ait EIS

spektrumlar1 (A) ve CV voltamogramlari(B) Sekil18’de verilmistir.

4.3. Karakterizasyon Calismalari

4.3.1 Kalibrasyon Grafigi

Yapilan optimizasyon calismalari sonucunda belirlenen optimum immobilizasyon
kosullarinda en wuygun tayin araligt belirlenmistir. Optimum kosullarda hazirlanan
biyosensoriin kalibrasyon grafigi sekil 19°da gosterilmistir. Kalibrasyon grafiginde de

goriildiigii gibi lineer aralik 0,005-0,075 pg/mL olarak belirlenmistir. Artan PAK2
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konsantrasyonlarina ait impedans egrileri ve CV voltammogramlar: sekil.20’de gosterilmistir.

LOD degeri (3xs/m) 4,184 x 10™ pg/mL, LOQ degeri (10xs/m) 1,39 x 10 pg/mL olarak

hesaplanmustir.
KALIBRASYON GRAFIGI
1,8
16 y = 21,137x + 0,0637
= 1,4 R?= 10,9807
e 12
% 0,6
0,4
0,2
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08
PAK2 Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil.19 Optmimum kosullar altinda belirlenen kalibrasyon grafigi

Ideal tayin araligi belirlendikten sonra; tekrar iiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik,
kare dalga voltametrisi, gergek serum 6rnekleri, rejenerasyon ¢aligmalart bu tayin araligina

gore calisilmistir.
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Sekil.20 ITO-PET elektrot biyosensor sistemlerinin farkli PAK2 konsantrasyonlardaki (A)EIS ve
(B)CV olguimleri : (-¢-¢-)yesil, BSA 6l¢iimii; (-e-e-)mor, 0,005-0,075pg/mL PAK?2 6l¢iimleri

4.3.2. Tekrarlanabilirlik bulgulari

Ideal bir biyosensdriin en onemli Ozelliklerinden biri tekrarlanabilir olmasidir.
Gergeklestirilen bu tekrarlanabilirlik caligmasinda belirlenen optimum kosullar altinda, 20
farkli elektroda ayni immobilizasyon islemleri gerceklestirilmis ve her bir sensér 0.06 pg/mL
PAK2 konsantrasyonu ile inkiibe edilmistir. Her bir biyosensoriin EIS 6l¢iimlerinden elde
edilen Rct degerlerinden yararlanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve birbirine oldukca
yakin sinyaller elde edildigi goriilmiistiir. Tekrarlanabilirlik sonuglarina gore standart sapma
degeri +0,002948 pg/mL, ortalama deger 0,061444 pg/mL ve varyasyon katsayist %4,798
olarak hesaplanmistir. Bu durum, biyosensoriin ayni standart PAK2 ¢6zeltisi konsantrasyonu

i¢in tekrarlanabilir sonuglar verdigini net bir sekilde gostermektedir.
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4.3.3. Tekrar iiretilebilirlik bulgulari

Ideal bir biyosensoriin tekrarlanabilirlik kadar &nemli bir diger 6zelligi de tekrar
tiretilebilir olmasidir. Bu ¢alisma, her birinde 9 elektrot ile yapilan sensor sistemlerinin
defalarca tekrarlanarak dogru, giivenilir ve ayni standartta tekrar tekrar tiretilebilir olmasidir.
Bunun iizerine gerceklestirilen 10 farkli ¢aligmanin sonunda ¢izilen grafikler sekil-21°de
gosterilmektedir. Olusan sinyallerin ve her bir standart grafigin egimlerinin birbirine ¢ok
yakin olmasiyla ¢alismanin dogrulugu ve biyosensoriin tekrar ayni sekilde gelistirilebilecegi
kanitlanmistir.  Yapilan her bir ¢alismanin standart grafigi verilileri tablo-7’de

gosterilmektedir.
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Sekil.21 Tekrar iiretilebilirlik ¢alismalarinin standart egrileri
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Tablo-7 Tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalarinin standart egri degerleri

STANDART EGRI GRAFIK GRAFIGIN R* | TAYIN ARALIGI
TURU DENKLEMIi DEGERI

Tekrar tiretilebilirlik 1 | y =20696x + 13,555 | R2=10,9931 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 2 | y =22439x + 66,278 | R2=10,9679 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 3 |y = 21813x + 66,74 2=0,9904 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 4 |y =21280x + 78,128 | R2=10,9869 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 5 | y =22126x + 51,386 2=(,9856 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar tiretilebilirlik 6 | y =21841x + 63,269 | R2=10,9974 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar tiretilebilirlik 7 | y =22203x + 77,745 | R2=0,9979 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 8 |y =22756x + 46,118 | R2=0,9935 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 9 |y =22452x + 109,29 | R2=0,9925 0,005-0,075 pg/mL
Tekrar iiretilebilirlik 10 |y =20309x + 85,841 | R2=10,9923 0,005-0,075 pg/mL

4.3.4. Gelistirilen biyosensoriin depo émrii bulgular:

Bir biyosensoriin depo 6mrii 6nemlidir. Bu sebeple gergeklestirilen biyosensoriin depo
Omriinii gérebilmek adina 8 farkli sensor ile 0.hafta, 1.hafta, 2.hafta, 3.hafta, 4.hafta, 5.hafta,
6.hafta ve 7 hafta olmak tizere 7 haftalik bir ¢alisma yapilmistir. Anti-PAK2 ve BSA ile
inkiibe edilen 8 elektrot +4°C kapali ve karanhk ortamda saklanmustir. 0.haftadan itibaren
yani depo giiniiniin basladig1 giinden itibaren sirasiyla her hafta birin 0,06 pg/mL PAK2
inkiibe edilmesi ile elde edilen sonuglar dogrultusunda sekil 22’de gosterilen grafik elde
edilmistir. Grafik i¢in elde edilen, yani 0.haftadan itibaren antijen olan 0,06 pg/mL PAK2’nin
eklenmesi ile EIS olgiimlerinin lineer denklem olan y = 21137x + 63,652 denklemine gore
sonuglart hesaplanmistir. Hesaplanan depo 6mrii sonucunda ¢alisilan biyosensoriin 7 haftalik
depo Omriine sahip oldugu ve ilk haftadaki PAK2 Ol¢limlerine gore %?2’lik kayip oldugu

gozlemistir.
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Sekil.22 PAK?2 biyosensoriiniin depo 6mrii

4.3.5. Rejenerasyon bulgulari

Gelistirilen biyosensor tek kullanimlik olmasinin aksine 8 defa PAK2’nin elektrot
yiizeyine baglanip, sonra 10mM HCL asit ¢ozeltisi ile rejenere edilmesi ile rejenerasyon
islemi gergeklestirilmistir. Tek kullanimlik olan tek bir biyosensoriin 8 defa PAK2 6l¢iimiinde
kullanilabildigi ispatlanmigtir. Kullanilan 10mM HCL asit ¢ozeltisi ile rejenere edilen
sensOrler 7 defa rejenere olarak 8 defa PAK2 baglanmigstir. 8. baglamada elektrot yiizeyinde
bozulmalar meydana gelmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglart sekil-23’te gosterilmistir.

Gergeklestirilen rejenerasyon isleminde elektrodun tekrar tekrar kullanilabiliyor olmasi
ve cikan verimli yiiksek sonuglar, tek bir elektrot ile bircok kez 6l¢iim alinabilen yiiksek

kararliliga sahip bir biyosensor gelistirildigini ispatlamistir.
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Sekil.23 Rejenerasyon ¢alismasinin sonuglarinin grafikteki goriintimii

4.3.6. Kare dalga voltametrisi (SWV)

Gelistirilen sensoriin diger voltametrik tekniklere de yanit verebildigini gérmek igin
karedalga voltametrisi ile bir ¢calisma gerceklestirilmistir. SWV 6l¢timii alinan 7 elektrot BSA
ve PAK2 ile inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonucu her bir elektrodun kendi BSA pikleri
ile PAK2 pikleri arasindaki fark ele alinmis ve sekil 24°teki grafik elde edilmistir.

9
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< 4 ’ ’
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Sekil.24 SWYV sonuclarindan elde edilen standart grafik
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0,005-0,075 pg/mL tayin aralifindaki PAK2 oOlgiimiine ait kare dalga
voltammogramlarinin ~ kalibrasyon grafigi  Sekil 25’te  gosterilmektedir. SWV
Olctimlerinde artan PAK2 konsantrasyonlari ile pik akimlarinda azalmalar goriilmiistiir.
Bu durum da dogrusal olarak artan akim farki ile birlikte daha fazla PAK2 proteinin

yiizeye baglandigini géstermistir.
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Sekil.25 Belirlenen tayin araliginin SWV ile dlgtimleri: (-m-m-) yesil: BSA 6l¢timii, (-¢-¢-)pembe:
0,005-0,075 pg/mL PAK?2 oOlglimleri.

4.3.7. Sabit Frekans ile Olciim Bulgular

Sabit frekansh ¢aligmanin amaci, PAK2’nin biyosensor yiizeyine zamanla baglanis
sinyallerini anlik goriintiileyebilmektir. Sabit frekans ol¢timii icin 10Hz frekansi secilmis
ve 0,06 pg/mL konsantrasyonuna sahip PAK2 ¢ozeltisinde 6l¢tim alinmigtir. 30 dakika
Olgiim alinarak PAK2’nin biyosensor {iizerine baglanigi takip edilmistir. PAK2

biyosensoriine ait Sabit frekanstaki impedans 6l¢timii sekil 26’da verilmistir.
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Sekil.26 Sabit frekansta biyosensor ylizeyine PAK-2 baglanisinin Olgiimleri: mavi; sabit frekans

Ol¢limii, kirmizi; faz agisi 6lgiimii.

4.3.8. Biyosensoriin SEM Goriintiileri

Biyosensoriin yiizeyine immobilize edilen 3-GPTMS, antiPAK2, BSA ve PAK2’nin
SEM cihaz ile goriintiileri alindi1 ve goriintiiler sekil 27°de gosterilmektedir. A’da 3-GPTMS
ile elektrot yiizeyinde olusturulan SAMs tabakas1 goriilmektedir. B’de SAMs iizerine anti-
PAK2’nin immobilize olusu goriilmektedir. C* de SAMs ve anti-PAK?2 iizerine bloklayici
ajan olan BSA’nin immobilize olusu goriilmektedir. D’de ise PAK-2 antijeninin eklenmesi

ile immobilizasyon isleminin tamamlanmis hali goriilmektedir.
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Sekil.27 SEM cihazi ile biyosensoriin yiizeyindeki 3-GPTMS, antiPAK2, BSA ve PAK2
goriintiileri: (A),ITO/ OH/ 3-GPTMS ; (B), ITO/OH/3-GPTMS/AntiPAK2 ; (C), ITO/OH/3-
GPTMS/Anti-PAK2/BSA ; (D), ITO/OH/3-GPTMS/Anti-PAK2/BSA/ PAK2

4.3.9. Serum ornekleri ile Calisma bulgular:

Saglikli bireylerin kaninda bulunan PAK2 konsantrasyon degeri 0-1,2 ng/mL
araligindadir. Buna karsilik olarak 8 farkli bireyden alinmis olan serum 6rnekleri PAK2
tayini i¢in hazirlanmigtir. Bu asamada her bir bireyden alinan serum Ornekleri gerekli
seyreltme islemleri yapilarak elektrotlara uygulandi. Bunun sonucunda kalibrasyon
grafigine ait lineer denklem kullanilarak hesaplamalar yapilmistir ve yapilan hesaplamalar
sonucu elde edilen her bir bireyin kan serumundaki PAK2 degerleri tablo 8’de verilmistir.
Sonuglarda da gorildiigii iizere basarili sonuglar elde edilmistir ve biyosensér PAK2

antijenini baglamistir.
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Tablo-8 Gelistirilen biyosensor ile, 8 saglikli bireyin kan serumunda, PAK2

konsantrasyon tayininden elde edilen, PAK2 konsantrasyon (ng/mL) sonuglari

PAK2 Konsantrasyonu

Saghkh Bireylerin Kan

Birey (ng/mL) Serumlarinda Bulunan
PAK2 konsantrasyonu
1.BIREY 0,6 0-1,2 ng/mL
2.BIREY 0,64 0-1,2 ng/mL
3.BIREY 0,647 0-1,2 ng/mL
4 BIREY 0,734 0-1,2 ng/mL
5.BIREY 0,742 0-1,2 ng/mL
6.BIREY 0,629 0-1,2 ng/mL
7.BIREY 0,691 0-1,2 ng/mL
8.BIREY 0,678 0-1,2 ng/mL
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5. SONUC

DNA’daki hasar sonucu meydana gelen kanser 6lim nedenlerinin bag siralarinda yer
almakta olan karmasik ve 6nemli bir hastaliktir. Tedavisinde kullanilan yontemlerin yan
etkileri, tedavinin basarisin1 ve etkinligini azaltmaktadir. Hastaligin erken teshisi tedavisi
icin onemlidir. Ancak uygulanan gelencksel tani yontemleri ile kanserin erken teshis
edilmesi giictliir. Bunun {izerine son yillarda yapilan calismalar kanserin olusumu ve
gelisimi ile ilgili biyokimyasal ve molekiiler diizeyde yeni katkilar saglamistir.
Biyosensorlerin, klinik teshis, ila¢g {iretimi, tibbi uygulamalar, silire¢ denetleme,
biyoreaktorler, tibbi uygulamalar gibi alanlarda yaygin olarak kullanimi s6z konusudur.
Biyosensorler bugiin i¢in medikal tan1 ve teshis alaninda kullanilmaktadir. Biyosensorler,

ornek alimi1 ve sonu¢ verme arasindaki siireyi oldukca kisaltmaktadirlar.

Bu tez ¢aligmasinda, meme kanseri, bag-boyun kanseri, akciger kanseri ve mide kanseri
gibi bircok kanser hastaliginda rastlanan PAK-2 (p21-Activated kinase 2) kanser antijenine
yonelik hassas, segici ve tek kullanimlik bir biyosensoér olusturulmustur. Burada PAK2’nin
dongiisel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile imobilizasyon adimlar1 ve
elektrot ylizeyine baglanmasi incelenmistir. Bu baglanmanin en iyi sekilde gerceklesmesi
adina yapilan optimizasyon ¢aligmalari sonucunda SAM 9%0,5’lik 3-GPTMS olarak
belirlenmistir. Bunun diginda kullanilan anti-PAK2 konsantrasyonu 3,75ng/mL seklindedir.
Inkiibasyon siire optimizasyonlarmin sonucunda ise, anti-PAK2’nin yiizeye 45dakikda, PAK-
2’nin ise 30dakikada yiizeye daha verimli ve yiiksek sinyaller vererek baglandigi goriilmiistiir.
Bu belirlenen siire ve konsantrasyonlarda en iyi sekilde elektrot yiizeyine immobilizasyon
gerceklestirilmistir ve bu  kriterler ile uzun depo Omriine sahip, tekrar {iretilebilir,
tekrarlanabilir, hassas ve ekonomik tek kullanimlik bir biyosensor gelistirilmistir. Gergek
serum Ornekleri ile yapilan ¢alisma sonucunun olumlu olmasi biyosensdriin duyarli ve hassas

oldugunun kanitidir.
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