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OZET

Tiroid uyarict hormon (TSH) hipofiz 6n lobundan salgilanan, glukoprotein yapili
bir hormondur. Tiroid bezini etkileyerek kana tiroid hormonlarinin salinmasini uyarir.
Kan konsantrasyonunun referans degerlerin {izerinde olmasi hipotiroidizm, referans
degerlerin altinda olmasi1 ise hipertroidizm olarak adlandirilir. Kan TSH
konsantrasyonu pek c¢ok hastalik ile iligkilendirilir. Gliniimiizde TSH tayini igin
kullanilan yOntemler immiinoassay temelli yontemlerdir. Bunlarin ¢ogu zaman alici
yontemlerdir ve hepsi 6zel ekipman ve uzman personel gerektirir. TSH tayini i¢in
antikor-antijen iliskisini temel alan biyosensorler, uygun maliyet, kisa 6lgiim siiresi ve

yiiksek hassasiyetleri gibi avantajlar1 sayesinde alternatif 6l¢tim sistemleri olabilir.

Bu tez kapsaminda kanda TSH tayini i¢in elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) temelli bir immiinosensor gelistirildi. Bu amagla ilk 6nce altin
calisma elektrodu {izerine sisteamin ile kendiliginden olusan tek tabakalar olusturuldu.
Ikinci asamada poliamidoamin dendrimeri (PAMAM) ile elektrot yiizeyi modifiye
edildi ve son asamada anti-TSH antikoru modifiye calisma elektrodu yiizeyine
immobilize edildi. Gelistirilen biyosensoriin TSH tayin araligi 0.1-0.6 mlU/L olarak

belirlendi ve yapay serum 6rneklerinin analizinde basariyla kullanildi.
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ABSTRACT

Thyroid stimulating hormone (TSH) is a glycoprotein secreted from the anterior
lobe of the pituitary. It stimulates the release of thyroid hormones into the blood by
affecting the thyroid gland. The amount of TSH in the blood is greater than the
reference value are called hypothyroidism, the amount of TSH in the blood is lower
than the reference value are called hyperthyroidism. Blood TSH concentration is
associated with many diseases. Today, the methods used for the determination of TSH
are immunoassay based methods. Most of these are time consuming methods and all
require special equipment and expert personnel. For the determination of TSH,
biosensors based on the antibody-antigen relationship can have alternative measurement
systems due to their advantages such as cost, short measurement time and high

sensitivity.

In this thesis, an immunosensor based on electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) was developed for the determination of TSH in the blood. For this
purpose, in the first step self assembled monolayers were formed with cysteamine on
the gold working electrode. In the second step, the electrode surface was modified with
polyamidoamine dendrimer (PAMAM) and in the final step the anti-TSH antibody was
immobilized to the modified working electrode surface. The TSH detection interval of
the biosensor was determined as 0.1-0.6 mlU/L and this biosensor was used

successfully in the analysis of artificial serum samples.
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BOLUM 1

GIRIS

Hormonlar, degisik i¢ salgi bezlerinde sentezlenen ve salgilanan, organlarin ve
sistemlerin belirli gorevlerini yerine getirmesinde ve kontrol mekanizmalariin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan, metabolizmada hayati 6neme sahip kimyasal
habercilerdir (Nelson & Cox, 2013).

Tiroid uyarict hormon (TSH), hipofiz 6n lobundan salinan, tiroid bezini uyararak
bir¢gok dokunun metabolizmasini diizenlemekle gorevli olan tiroid hormonlariin kana

salgilanmasini ve canlinin biiyiimesinde ve gelismesinde etkili olan hormondur (Rugge,

Bougatsos & Chou, 2015).

TSH, metabolizmanin diizenlenmesinden sorumludur. Sinir sistemi, kas-iskelet
sistemi ve lireme dokusunun islevini diizenler. Ayrica viicut 1sisin1, viicut agirligini ve
kan kolesterol seviyesini diizenlemede kritik 6neme sahiptir (Iwen, Schroder, & Brabant
2013). Disiik TSH diizeyleri, hipopitiiitarizme, multinodiiler guatr, Graves hastaligi ve
kardiyovaskiiler hastaliklara yol acabilir (Green vd., 2014). Yiiksek serum TSH
diizeyleri konjenital hipotiroidi, Hashimoto tiroiditi ve hipofiz tiimorlerine neden
olabilir. Hipotiroidizmin lipid profili, kan sekeri diizeyi, yiiksek tansiyon ve insiilin
direnci gibi 6nemli metabolik parametreleri olumsuz etkileyebilecegi bildirilmistir
(Neto vd., 2014). Bu sebeple TSH’in kan konsantrasyonunun tespiti ¢ok onemlidir ve
kandaki seviyelerinin takip edilmesi gereklidir.

Glinlimiizde biyoteknolojik gelismeler sayesinde TSH’in kandaki miktarinin

tayin edilmesi i¢in gesitli yontemler tasarlanmigtir. TSH tayin yontemleri igerisinde en


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwen%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24783045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schr%26%23x000f6%3Bder%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24783045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brabant%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24783045

cok kullanilan1 ELISA metodudur, ayrica bu amagla RIA, IRMA, FIA, CLIA, ECLIA
metodlar1 da kullanilmaktadir (Choi vd., 2017; Wilson vd., 1987). Fakat bu metodlarin
pahali ekipman gereksinimi, zaman alic1 olmasi ve uzman personel gerektirmesi gibi
dezavantajlar1 vardir. Bu nedenle bu metodlarin yerine daha pratik, ucuz ve zamandan

kazang saglayan biyosensorlerin kullanimi ilgi uyandirmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda TSH’mm kandaki seviyesini belirleyebilmek igin

elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) temelli bir immunosensor tasarlanmstir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kimyasal Haberci; Hormon

Hormonlar, farkli salgi bezlerinde iiretilen ve salgilanan hedef dokularda etkili
olan haberci molekiillerdir. Omurgalilarin hedef dokularinda metabolik ve fizyolojik
olaylarin diizenlenmesinden sorumludurlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2014). Hormonlarin
salgilanmasi endokrin hiicreler tarafindan gergeklestirilir, enerji metabolizmasini,

tiremeyi, gelismeyi, biiyiime ve farklilasmay diizenlerler.

Hormonlar ihtiyag aninda, dzellesmis salgi bezlerinde belirli miktarlarda tiretilir

ve kana salinarak tiim viicuda yayilirlar (Nelson & Cox, 2013).

Hormonlarin sentezi ve salgilanmasi, hormon ve hedef hiicre arasindaki
etkilesimin sirali basamaklar1 yardimiyla kontrol edilir. Hipotalamustan kana kiiciik
miktarlarda salgilatma faktorlerinin salinmasi, hipotalamusun 6zgiil bir sinirsel
haberciyle uyarilmasi sonucunda gergeklesir; bu haberciler kapi toplar damart sistemi

tizerinden adenohipofize varirlar.

Bir hastaligin tanis1 ve tedavisi, hastalikla ilgili patofizyolojiyi anlayabilme ve
test edebilme (miktarlayabilme) yetenegine baglidir. Endokrin sistem rahatsizliklar
genellikle bir nedenden dolay1 hormonlarin normal miktarlarin diginda iiretimi ile ortaya
cikar. Hormon dengesizligi sonucu organizma normal isleyisinin disina ¢ikar. Bu
durum ¢ok farkli sendromlar olusturur. Bu sendromlarin1 tamimak ve etkili tedaviyi

uygulamanin ilk asamasi; Hormonlarin etkisini detayli olarak bilmek ve spesifik bir



hormonun fizyolojik ve metabolik etkilerini anlamaktir (Murray, Mayes, Granner,
Rodwell, 1993).

Hormonlar islevlerine gore ii¢ grupta incelenebilir;

e Biiylime ve farklilagma
e Viicut dengesinin saglanmasi

e Ureme

Biiyiime ve farklilasma islevi iizerinde etkili olan hormonlar arasinda en
onemlileri biiyiime hormonu ve tiroid hormonlaridir. Viicut dengesinin saglanmasinda
ise tiroid hormonlari, paratiroid hormon (PTH), kortizol, aldosteron, insiilin,

vazopressin gorev alir (Ozata, 2019).

Temel iletisim kontrol sisteminde etkin olan ndronlar sinir sistemini olustururlar.
Noronlarin olusturdugu uyarilar hipotalamusu etkileyerek hormon salinimi diizenlenir.

Hedef dokular Sekil 2.1°de gdsterilmistir.

Sinirsel Uyarim —= HIPOTALAMUS <—— Sinirsel Uyarim

HIPOFIZ N LOBU HIPOFIZ ARKALOBU
OKksitesin Vazopressin
FSH LH
TSH
b Prolaktin Growth Hormen
ACTH (PRL) {GH)
Tiroid l
il Bezi
Adrenal Siit
korteks v Bezleri Kemikler

Testisler Overler

\: Pankreas hucreleri

Cinsiyet Glukagon
Hormonlan

Kaslar, Karaciger l

ve diger dokular Karaciger



Sekil 2.1. Sinirsel uyar1 olustuktan sonra endokrin sistemlerdeki mekanizma ve hedef
dokular (Nelson & Cox, 2013)

2.1.1. Hormonlarin Siniflandirilmasi
Sentezleri belirli organlarla sinirli olmadigt ve hormon kavrami yeterli nitelikte
diger endojen maddelerden ayrilmadigi i¢in hormonlarin siniflandirilmasi giigtiir. Bu

sebeple hormonlar en genel anlamda siiflandirilmislardir ve kimyasal yapilarina gore 3

ana baslikta incelenir (Ast, 2009).

Sekil 2.2°de ki tabloda en genel anlamda hormon siniflandirilmasi gosterilmistir.

Kimyasal Yapilarina Gore Hormonlar

Steroid Yapih Aminoasit Yapih
Hormonlar Hormonlar

v { v

-Tiroid Hormonlar

Peptid Yapih Hormonlar

-TSH . .

-Ostrojen ;
PTH _Testeron -Katekolaminler
-Insilin -Aldosteron
-Glukagon _Adrenal Androjen
-ACTH

Sekil 2.2. Kimyasal yapilarina gore hormonlarin siniflandirilmasi (Asi, 2009)

Aminoasit yapisindaki hormonlar, en basit yapili hormonlardir. Aminoasitlerden
olusurlar ve suda ¢oziinebilirler. Endokrin bezlerde depolanirlar ve ihtiya¢ halinde kana
salimimlar1 gergeklesir. Dopamin ve epinefrin aminoasit yapisindaki hormonlara 6rnek

olarak gosterilebilir.



Steroid yapidaki hormonlar ise yagda ¢oziinen ve viicut igerisinde kolesterolden
sentezlenen hormonlardir. Hiicre icerisinde depolanamadiklart i¢in hizlica kana

salinirlar. Progesteron, aldosteron ve Ostrojen 6rnek olarak verilebilir.

Bir diger hormon sinifindan olan peptid yapili hormonlar ise karmasik yapilardir
ve biiyilk Onem tasirlar. Yapisinda uzun aminoasit zinciri igerirler ve suda
coziinebilirler. Biiyiime, hiicrelerin ¢cogalmasi gibi metabolik olaylarda gorevlidirler.
Endokrin bezde depolanirlar ve endokrin bez sinirsel uyarim aldiktan sonra ihtiyag
duyuldugu anda salgilanirlar. TSH, instilin, PTH peptid yapili hormonlara 6rnek olarak
gosterilebilir (Akay, 2014)

Cizelge 2.1°de ise hormonlarin bir baska siniflandirilmasi da gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Kimyasal yapilar1 farkli olan hormonlarin siniflandirilmasi (Nelson & Cox,
2013)

Tip Ornek Orijin Sentez Yolu Etki Sekli
Peptit Leu-Enkefalin Tvr-Gly-Gly- Proenzimle | Plazma Zar1 Reseptorleri;
Phe-Leu rin ikinci mesajci
Proteolitik
Islenmesi
Katekolami | Epinefrin Tirozin
n
Eikozanoil | PGE; 20:4 Yag Asidi
Steroit Testosteron Kolesterol
Retinoit Retinoik asit A vitamini Niikleer
reseptorler. Transkripsivo
nel regiilasvon
Tiroit Triiyodotironin(T | Tiroglobiilindeki
3) tirozin
D vitamini | 1,25-dihidroksi- | Kolesterol
kolekalsiterol
Nitrik oksit | Nitrik oksit NO~ Arjinin+0:> | Sitozolik reseptérler

2.1.2. Hormonlarin Etki Mekanizmalari

Hipotalamus, sinirsel uyarim aldiktan sonra endokrin bezlerini uyarir ve
hormonlar kana salinir. Bu etki mekanizmasi hormon-reseptdr sistemi ve hormon igi

protein sentez sistemi olmak tizere 2 sekilde gergeklesir.



Hormon-Reseptor sistemlerinde, hiicrelerin zar1 iizerinde protein yapisinda bir
reseptor vardir ve hormon bu reseptdrii tanir. Buna gore her hormon icin spesifik bir

reseptor bulunmaktadir.

Hipofiz 6n lob hormonlar1 olan TSH, ACTH, FSH ve hipofiz arka lob
hormonlari olan vazopressin, PTH, glukagon, epinefrin, hipotalamik bolgeden salinan

faktorler bu tip reseptor sistemi yolu ile etki yapan hormonlardir.

Hiicre i¢i protein sentez sistemlerinde ise hormonlar ¢ekirdekte yer alan genlere
etki ederek haberci-RNA sentezini uyarir ve sonu¢ olarak ribozomlarda belirli
proteinlerin biyosentezini arttirirlar. Steroid hormonlar bu etki ile ¢alisirlar (Asi, 2009).

Sekil 2.3’te hormonlarin etki mekanizmalar1 sematize edilmistir.

RESEPTOR TURLERI
kiictk sinyal
—~ molekilt
» " hiicre zarn o ./
hticre yiizey S
reseptord /. ) \
tastyici protein =/ \
sinyal_molekl'jlij ‘ / ) \
ligand / cekirdek

hticre ici reseptor

a) HUCRE YUZEY RESEPTORLERI b) HUCRE iCi RESEPTORLER

hiicre zari reseptérleri, transmembran reseptorler

Sekil 2.3. Hiicre yiizey reseptorii ve hiicre ici reseptdr etki mekanizmasi (Ozdogan,
2019)

2.1.3. Hormonlarimm Kontrol Mekanizmasi

Hormonlarin sentezlenmesi ve hedef dokuya ulasmasi i¢in kana salinmalari,
hiyerarsik bir kontrol mekanizmasinin denetimi altinda gergeklesir. Genellikle
hormonlarin biiyiik bir kisminin kana salinmasi birden fazla basamagin yer aldigi bir

kontrol sistemi tarafindan diizenlenir.



Hipotalamus bu kontrol sisteminin en istiinde yer alir. Hipotalamus’a ulagan
sinirsel bir uyarim bu bdlgede salgilatict faktor mekanizmasini isletir ve ¢ok kiigiik

miktarlardaki 6zel hormonlarin salinimina yol agar (Asi, 2009).

Pankreas hormonlar1 (insiilin, glukagon), tiroid-paratiroid hormonlar1 (PTH,
Kalsitonin), bdbrek iistii bezi hormonlart (Adrenalin, Noradrenalin) hipotalamus

tarafindan kontrol edilemeyen hormonlardir (Nelson & Cox, 2013).

2.1.4. Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH)

TSH, hipofiz 6n lobundan salgilanan molekiiler agirlig1 insanda 30 kDa, sigirda
10 kDa, koyunda 35 kDa civarinda olan a-f dimer yapisina sahip glikoprotein yapisinda
bir hormondur. Insanda a alt birim 92, B alt birim ise 118 amino asitten olusur. Protein
yapisi kiikiirtce zengindir. Karbonhidrat kismi molekiil agirliginin % 20 sini olusturur
ve fukoz, mannoz, galaktoz, glukozamin ve galaktozamin igermektedir. Sekil 2.4’te
TSH hormonunun ii¢ boyutlu yapisi goriilmektedir (Szkudlinski, Fremont, Ronin ve
Wentraub, 2002).




Sekil 2.4. TSH molekiiliiniin 3 boyutlu yapis1 (Szkudlinski vd., 2002)

TSH, T3 ve T4 hormonlarinin kana salinimi igin tiroid bezini uyarir. TSH’1n
tiroid bezi islevi tizerinde akut etkileri vardir. Bu etkiler dakikalar iginde gerceklesir ve
iyodiir konsantrasyonu, eslesme, tiroglobulin hidrolizi, organifikasyon da dahil T3
(3.3’5-triiyodotironin) ve T4 (tiroksin) biyosentezinin tim fazlar ile ilgili artiglarda

etkilidir. Tiroid hormonlari, gen ifadesi, doku farklilasmasi ve genel gelismeyi diizenler.

TSH Tiroid bezi iizerinde bazi kronik etkilere de sahiptir. Bunlar protein,
fosfolipid, niikleik asit sentezlerindeki artiglar ve tiroid hiicrelerinin sayisindaki ve

ebatlarindaki artislardir (Murray vd., 1993).

Tiroid hormonlarinin kanda azalmasiyla hipotalamusa uyar1 gider. Hipotalamus
uyarildiktan sonra tiroid salgilatici hormonun (TRH) salinim1 gerceklesir. TRH hipofiz
bezi bazal zarindaki reseptorlerine baglanir. Bu sayede ikincil haberci sistemi uyarilir.
Cok fazla miktarda fosforilaz C iiretilir. Fosforilaz C iiretildikten sonra bir dizi tepkime
kana TSH salinimin1 gergeklestirir. Kana salinan TSH molekiillerinin tiroid hiicre bazal
zarindaki reseptdrlerine baglanmasiyla adenilatsiklaz etkinlesir ve cAMP sentezi
uyarilir, cAMP miktarindaki artis protein kinazi aktifler, hiicre i¢inde ilgili fosforilasyon
basamaklari baglar. Tiim bu olaylar sirasiyla gergeklestikten sonra T3 ve T4 hormonlari

gorevlerini yerine getirmek iizere kana salinirlar.

Kandaki TSH, T3 ve T4 seviyeleri birbirleriyle iligkili haldedir. Kanda T3 ve T4
hormonlarinin konsantrasyonu azaldiginda hipofizden TSH salinimi gergekleserek
kanda T3, T4 hormonlarimin seviyelerini arttinr. T3 ve T4 hormonlarinin
konsantrasyonlart azaldiginda kanda TSH konsantrasyonu artar, T3 ve T4

hormonlarinin konsantrasyonu arttifinda TSH konsantrasyonu azalir. (Nelson & Cox,

2013; Wartofsky & Dickey, 2005; Rugge vd., 2015).

Sekil 2.5’te yukarida anlatilan kontrol mekanizmas1 goriilmektedir.
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Sekil 2.5. TSH etki ve salinim mekanizmasi

TSH metabolizmanin diizenlenmesinden sorumludur. Sinir sistemi, kas-iskelet
sistemi ve iireme dokusunun islevini diizenler. Ayrica viicut 1sisini, viicut agirligini ve
kan kolesterol seviyesini diizenlemede kritik dneme sahiptir (Moreno vd., 2008; Tarim

2011).

Kan serumunda TSH referans konsantrasyonu yasa gore degisiklik
gostermektedir ve referans degerler yetiskinler i¢in 0.45- 4.12 mIUL™? ve 70 yasin
iizerindeki yaslilar icin 0.4-5.9 mIUL™dir (Smaniotto, Mezalira, Zapp, Gallardo, Vieira,
2017; Wiersinga, 2003). TSH konsantrasyonunun referans degerlerden daha yiiksek ve
daha diisiik olmasi, sirasiyla hipotiroidi ve hipertiroidi olarak tanimlanmaktadir
(Moreno vd., 2008). Referans degerlerden farkli olan serum TSH diizeyi dogrudan
bircok hastalikla iliskili olabilir.
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Diistik TSH diizeyleri, hipopitiiitarizme, multinodiiler guatra, tiroid nodiillerinin
yani sira, antikorlarin TSH'yi taklit ettigi otonomik bir hastalik olan Graves hastaligina
yol agabilir (Grenn vd., 2014; You, Park & Yoon 2013). Hipertiroidi, kemik mineral
yogunlugunda bir azalmaya neden olabilir. Ayrica, kardiyovaskiiler sistemi etkileyebilir
ve kalp hizimi artirarak ve egzersiz kapasitesini azaltarak yasam kalitesini bozabilir

(Bernadette & David, 2008).

Yiiksek serum TSH diizeyleri konjenital hipotiroidi, Hashimoto tiroiditi ve
hipofiz tiimorlerine neden olabilir. Hipotiroidizmin lipid profili, kan sekeri diizeyi,
yiiksek tansiyon ve insiilin direnci gibi onemli metabolik parametreleri olumsuz
etkileyebilecegi bildirilmistir (Wang 2013; Moura vd., 2014). Hipotiroidizm hamile
kadinlarda fetuslarin nérolojik gelisimini olumsuz etkileyebilir (Haddow vd., 1999) ve
cocuklarda ciddi fiziksel ve zihinsel gelisim sorunlarina yol agan endemik kretinizm ise
neden olabilir (Kochupillai & Mehta 2008; You vd., 2013). Ayrica, hipotiroidizmin
sistolik hipertansiyon, atriyal fibrilasyon, bozulmus lipid profili ve wvaskiiler
inflamasyona neden olarak kalp ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina neden oldugu

distiniilmektedir (Langén vd., 2018; Seo vd., 2018).

2.1.5. TSH Tayin Metodlar1

Hormonlar ¢ok kiiclik miktarlarda etkili olabilen molekiillerdir ve serum
konsantrasyonlar1 da olduk¢a diisiiktiir. Bu nedenle hormonlarin  serum
konsantrasyonlarinin  belirlenmesi ic¢in kullanilan yontemler ¢ok hassas analiz
metotlarint igermelidir. Hormon analizleri i¢in giiniimiizde kullanilan metotlarin
temelini immunoassay yoOntemleri olusturur. Bu yontemlerin esast analizlenecek
maddeye kars1 bir antikor igermesi ve bir isaretleyici ile kombine edilmesidir. Islem
sonunda spesifik isaretleyicinin konsantrasyonunun belirlenmesi analiz edilecek
hormonun konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanilir. (Adam, 2000). Sekil 2.6’da

imminoassay yontemlerinin esas1 sematize edilmistir.
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Sekil 2.6. immunoassay yontemlerinin esas1

Enzim Linked Immuno Sorbent-Assay (ELISA)

ELISA metodu uzun bir deneysel prosediire sahiptir ve hassasiyeti diger
immonoassay temelli metotlara gore azdir. Bu teknigin prensibi antikorla antijen
arasindaki reaksiyona dayanir. Sandvi¢ metot olarak da bilinir. Bu teknikte
konsantrasyonu Dbelirlenmek istenen madde isaretsiz bir antijendir. Antikorun
isaretlenmesi i¢in enzim kullanilir; bu nedenle bu metoda enzim immunoassay adi
verilmistir. Alkalenfosfataz ve horseradishperoksidaz en ¢ok kullanilan enzimlerdir.
Ortama kullanilan enzimin substratin1 ekleyip enzim-substrat reaksiyonunda aciga ¢ikan
rengin siddeti olgiilerek antijenin miktar1 tayin edilir. Renkli iiriin olusumu serumdaki
antijen ile ters orantilidir. Standart grafikten konsantrasyon belirlenir (Adam, 2000;

Altinisik, 2004). Sekil 2.7°de ELISA yontemi sematize edilmistir.

12



; — —_— = [ —>
o+ @ v

Bilinen antikorla Hasta serumu Uygun anﬂ]en varsa Enzim lsatetli
kaph plastik tup (bilinmeyen antijen) antikora yapigir ozgul antikor
n(mn . o Se, ’
| - . .
Enzim kaph ozgul Enzime uygun Substrat ile enzim
antikor hwasarumundakl substrat reaksiyona girerek

antijene baglamir

olcilebilir renk olugturur

Sekil 2.7. ELISA metodunun esas1 (Adam, 2000)

Literatirde ELISA metoduna dayali TSH Olgiimiiyle ilgili ¢alismalar yer
almaktadir. Green vd. (2004), Graves rahatsizligina dayali goz kurulugu yasayan
hastalarda 3. Nesil ELISA kiti kullanilarak TRAb-Hizli ELISA kompleksine kan
serumundaki TSH hormonlarinin baglanmasi ile TSH seviyeleri 6l¢erek klinik sonuglar
elde etmislerdir. Wang vd. (2013) sandvi¢ ELISA immiinoassay yontemini kullanarak

TSH tayini i¢in antikor se¢imine olanak saglayan yeni bir metot gelistirmislerdir.

Radioimmunoassay (RIA)

Radyo immunoassay metodunun esasi, isaretleyici bir radyoaktif element

125 rakyoaktif

kullanarak igsaretli hormonun miktarinin tayin edilmesine dayanir. I
element en sik kullanilan isaretcidir. Yarilanma omrii 60 giin olup, diisiik enerjili,
yiiksek aktiviteli olmasindan, ucuz ve kullanim kolayligindan dolay1 tercih edilir, fakat

|125

radyasyon riski bulunmaktadir. gamma 1sinlar1 yayan bir elementtir. Yaydigi

gamma 1§inlar1 ile hormon miktar1 tayin edilir.
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Deney ortaminda I'?* ile isaretli TSH molekiilleri ile isaretsiz TSH molekiilleri
bulunmaktadir. Fare ya da tavsan gibi kobay olarak kullanilan deney hayvanlarindan

hormonun antikoru elde edilir. 1*?°

ile isaretlenmis hormonlar ise uygun laboratuvar
sartlarinda in vitro olarak hazirlanir. Radyoaktif isaretleyici element ile isaretlenmis
antijen kit ile antikor hazir olarak bulunmaktadir. Piyasada Count-A-Count Kiti olarak ta
bilinen bu kitlerde, antikor, plastik tiiplere kitleriyle beraber daha evvel baglanmis
olarak  bulunmaktadir. Hasta serumlarinda Olglilmesi planlanan  hormonlar,

isaretlenmemis antijenlerdir.

Metodun esasi, isaretli ve isaretsiz antijenlerin antikorlara baglanmak igin
yarismalarina dayanir. Ortamda bulunan isaretsiz antijenlerin sayisinin fazla olmasi
antikora baglanmanin o denli artmasi anlamina gelmektedir. Deney bitiminde tiipteki
stv1 alindiktan sonra tiip cidarinda bagl antikorlar ve antijenler kalir. Gamma sayici ile
I'*in yaydigi gamma 1simnlar1 sayilir. Standart egri grafiginden hormon miktar tayini

yapilir (Adam, 2000). Sekil 2.8’de RIA metodu sematize edilmistir.

Y

0

Tiip icerisine serum drnegi ve radyoizotop ile isaretli TSH* eklenir.

TSH* 0 TSH

Serum Grneginde aranan TSH az ise gamma sayacinda yiiksek diizeyde
okuma elde edilir; fazla ise diisiik diizeyde okuma elde edilir. Standart
inhibisyon egrisi kullamlarak miktar tayini yapilir.

Sekil 2.8. TSH molekiiliiniin RIA metodu ile dl¢iilmesinin esasi

Bu metodun dezavantajlari; radyoaktif izleyici kullanildigi igin saglik tehlikesi

barindirmasi, raf dmriiniin kisa olmasi, radyoaktif atik bertarafi gerektirmesi ve yiiksek
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maliyetli ekipmanlara ihtiya¢ duymasidir. Bu sebeple yaygin olarak kullanilmamaktadir
(Kalia vd., 2004).

Giliniimiizde RIA metodunu temel alan hazir kitler TSH tayini ig¢in
kullanilmaktadir. Literatiirde de RIA metodunu baz alan ¢alismalar yer almaktadir,
bunlardan bir tanesinde Glinoer ve Spencer (2010) normal tiroid fonksiyonunun normal
bir gebelik i¢in en Onemli parametrelerden biri olduguna vurgu yaparak, hamile
kadinlarda tiroid fonksiyon anormalliklerini  belirlemek i¢in, kan TSH

konsantrasyonlarin1 RIA metoduyla 6lgmiislerdir.

Immiino Radyometrik Assay (IRMA)

Kan serumunda konsantrasyonu arastirilan antijene 6zgiil antikorlar polisitiren
tiip ya da plastikten olusan kati fazlara baglanmis olarak bulunmaktadir. Kat1 fazlardan
olusan tiiplerin i¢ine kan serumu eklenir ve inkiibasyona birakilir. Bu siire boyunca kan
serumunda uygun antijenler kendine 06zgiil antikorlara baglanir ve antikor-antijen
komplekslesmesi olusur. Inkiibasyon isleminden sonra yikama islemi yapilarak

ortamdaki diger maddeler uzaklastirilir.

Yikama islemi bittikten sonra tiipe antijene 6zgiil radyoaktif madde ile isaretli
antikor (antikor*) ilave edilerek tekrar inkiibasyona birakilir. Bu siire boyunca
radyoaktif madde ile isaretlenmis antikor, antijene baglanarak, antikor-antijen-antikor*
kompleksini meydana getirir. Ortamda antikor-antijen-antikor* disindaki maddeleri

uzaklastirmak i¢in tekrardan yikama islemi gerceklestirilir.

Gamma sayict ile olusan bu kompleksin radyoaktivitesi oOlciilerek standart
grafikden antijen miktart hesaplanir (Altinisik, 2004). Sekil 2.9°da IRMA metodu

sematize edilmistir.
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Radyoaktivite olculur,

Sekil 2.9. IRMA metodunun esasina ait gorsel (Asi, 2000)

IRMA metodu yaygin olarak kullanilmamaktadir. Literatiirdeki TSH tayinine
yonelik nadir calismalardan birinde Wilson vd. (1987), Graves hastaligina sahip
hastalarda karbizamol ile tedavi sonrasinda trioksikozun niiksetmesini Ongdrmenin
mimkiin olup olamayacagmi belirlemek i¢in kan TSH konsantrasyonlarini IRMA

metodu ile belirlemislerdir.

Floresans Immunoassay Metodu (FIA)

Isaretleyici olarak floresein gibi floresan ozellik gdsteren maddeler kullanilir.
Floresan 6zellik gosteren bu maddeler 6nce enerjiyi absorbe ederler ve belli bir siire
sonra tekrar salarlar. Bu sekilde olusturduklari sinyal tespit edilerek ol¢iim yapilir
(Adam, 2000). Sekil 2.10’da FIA metodu sematize edilmistir.

FIA metodu ile TSH tayini diger metodlara nazaran daha az sayida galisilmistir.
Papendieck vd (1995) hipotiroidizm tanisi i¢in yeni dogan bebeklerde ilk 48 saat iginde

FIA metodu esasina dayanarak TSH seviyelerini belirlemislerdir.
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Sekil 2.10. FIA Metoduna ait gorsel

TSH tayinine yonelik belirttigimiz metodlar genel anlamda siklikla kullanilip
giivenilir yontemler olmasina ragmen onemli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Belirtilen
tim yontemlerin ekipmanlarinin pahali olmasi, Ol¢iim siirelerinin zaman almasi,
reaktiflerin raf 6miirlerinin kisa olmasi, 6zel cihaz, ekipman ve kitlere ihtiyag duymasi,
egitimli uzman personele ihtiyag duyulmasi ve yerinde rutin analizlere olanak

vermemesi gibi dezavantajlara sahiptirler.

Tim bunlar degerlendirildiginde TSH analizleri i¢in antikor-antijen iliskisini

temel alan yeni alternatif tayin metotlarin gelistirilmesinin gerekliligi agiktir.

2.2. Biyolojik Belirtecler: Biyosensorler

Yasayan tiim varliklar yasamlarim1 devam ettirebilmek i¢in bulunduklar
ortamdaki degisimleri algilayip bu degisimlere uymaya calisirlar. Biyosensdorler bu algi

mekanizmasiyla ortaya ¢ikmistir (Telefoncu & Kiling, 2012).

Bir biyosensor; biyoaktif veya biyoalgilama (biyokomponent, biyoreseptdr,

biyobilesen) kisimlarini icermelidir. Biyobilesen analiti tanimahidir. Biyoalgilama
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materyali fiziksel 6l¢iim bileseni olan transdiiser ile kombine edilmelidir. Tiim bunlar

bir biyosensoriin sahip olmasi gereken en 6nemli 6zellikleridir.

Genel olarak biyosensorler; kimyasal, biyolojik ya da biyokimyasal
sinyali Olgtilebilir ve islenebilir elektriksel sinyale doniistiirebilen ve bir fiziksel bilesen
ile birlestirilmis biyolojik algilama materyali (biyokomponent) igeren bir cihazdir
(Coulet, 1988; Datta, 1990; Turner, Karube, Wilson, 1987; Wangner & Guibalt, 1994).

Sekil 2.11°de biyosensorler sematize edilmistir.

Olciim cihaza
Tletici
4 Biyoaktif tabaka
Analit 2%

Sekil 2.11. Biyosensdrlerin sematik olarak gésterimi

Biyobilesenler ile fiziksel bilesenler birbirleriyle kimyasal reaksiyon ya da
fiziksel bir yontem ile birbirlerine baglanabilmelidirler. En yaygin olarak kullanilan
biyobilesenler antikorlar ile enzimlerdir (Telefoncu & Kiling, 2012). Cizelge 2.2’°de bir
biyosensorleri olusturan fiziksel Dbilesenler ve biyobilesenler sematik olarak

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Biyosensorlerin bilesenleri (Ozcan, 2010)

+ BIYOSENSOR - .

Elektrokimyasal
*Potansiyometrik

Enzimler sAmperometrik
Doku kesitleri *Transistorler
,—,_, Organeller ;0 tik N
“.| Immuno ajanlar | *Fotometri M\ Elektronik
NUMUNE : P |
| Nuklerik asitler | *Florimetri |
Mikroorganizmalar sLuminesans

Reseptdr molekiilleri Kiitle Degisimi
- +Piazoelektrik

Isi Degisimi
*Termistorler

VERI TOPLAMA

. BIYOKOMPONENT .+ » TRANSDUSER « (Degerlendirme)

Biyosensorler ile hormonlar, niikleik asitler, koenzimler ve inhibitorler gibi
pekeok tiirde maddenin analiz edilmesi mimkiindiir. Cizelge 2.2°de belirtilen
biyokomponent ve fiziksel bilesenler biyobilesenin analit ile iligkisinin tiiriine gore
genisletilebiri. Cizelge 2.3’te biyosensorii olusturan biyokomponent ve fiziksel

bilesenlerin daha genis bir dagilimi yer almaktadir.
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Cizelge 2.3. Biyosensorii olusturan bilesenlerin icerikleri (Telefoncu, 2008)

Analit olarak kmllamlan Bivoreseptir olabilecek Sinval il etici sistem
madd & er molekiiller olarak knllamilan
transduserler
Hormonlar Reseptdrler Eldstrokimyasal Esash
Antijen Antikor - Amperometri
Nukleik Asit Aptamerler - Potansivometri
Koenzim Enzim - Yan iletken esash
Mikroorganizmal ar Hicre Organeller Optik Esash
Allerjen Lipid - Fotometri esash
Metal Milroorganizma - Fluorometri esasl
Kanser Bivobelirtecleri Antikor - Biyoliminesans
esash
Metabolitler Hiicre dolu kesitleni Piazoelekirik
Inhibitérler Enzimler - Mikrokantileverlar
- Kuartz knistal
mikrobalanse

2.2.1. Biyosensorlerin Siniflandiriimasi

Biyosensorler, biyokomponent tiiriine gore, analit madde ile biyoaktif bilesen
iligkisine goére ve O6l¢iim sisteminin tiiriine gore 3 farkli sekilde siniflandirilabilirler

(Bahadir ve Sezgintiirk, 2015; Telefoncu & Kiling, 2012).

a) Analit madde ve biyoaktif bilesenlerine gore biyosensorler;
e Biyoaffinite esasli biyosensorler

e Biyokatalitik esash biyosensorler
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b) Biyolojik bilesenlerine gore biyosensorler;
e Enzim biyosensorleri
e DNA biyosensorleri
e Immiinosensérler
e Doku biyosensorleri

e Mikrobiyal Biyosensorler

¢) Olgiim sistemlerine gore biyosensorler;

Elektrokimyasal esasli biyosensorler

Kalorimetri esasli biyosensorler

Piazoelektrik biyosensorleri

Optik esasli biyosensorler

Elektro kimyasal esasli biyosensorler kendi igerisinde 4 ana sinifa ayrilir. Sekil

2.12°de elektrokimyasal 6l¢iim sistemleri gosterilmistir.

o .
- E B~
l l l l

s

I > i \ li i i
. - - Tam Hiicre
Antijen-Antibadi Enzun—#ubstrat DNA:DNA Etkilpsimi

 Elektrokimyasal Sinyal

I l l |

)=l )

Amperometrik  imipidimetrik  Konduktometrik Potansiyometrik

Sekil 2.12. Biyosensorler igin farkli elektrokimyasal 6l¢iim metodlar1 (Bahadirve
Sezgintiirk, 2015)
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2.2.2. Elektrokimyasal Iimpedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS, elektrokimyasal dielektrik
spektroskopisi) immobilizasyon islemi uygulanmis olan sistemlerin, miktarlarindaki
degisimleri, ylizeylerindeki hassasiyetleri, kompleks elektriksel direncglerini analiz

etmek i¢in uygulanan hem kolay kullanish hem de oldukga etkili bir yontemdir.

Biyolojik materyallerin birbirleriyle spesifik etkilesimlerinin izlenmesinde ve
kantitatif analizlerinde, biyosensorlerin hazirlanmasindaki kolayliklardan dolay1 tercih

edilirler.

Impedans yontemleri ile biyoreseptdr ve analiti arasindaki etkilesmesinin
belirlenmesinin  yani sira, immobilizasyon isleminin gerceklesmesi ve yiizey
modifikasyonunun karakterizasyonlarin1 da basariyla gerceklestirmek miimkiindiir. Bu
ozellikleri impedansa, goriintiileme teknigi kullanilarak yiizey morfolojisinin
gozlenmesinde yardimci olan 6nemli aragtir (Orazem & Tribollet, 2008; Sezgintiirk ve
Uygun, 2012).

Kiiglik genlikli bir potansiyel uygulayarak, akim cevabinin belirlenmesi ile
impedans tayini yapilir. Yani impedans, potansiyel-zaman fonksiyonunun, akim zaman
fonksiyonuna boliimii ile hesaplanir. Sekil 2.13’te Potansiyel-Zaman ve Akim-Zaman

bliyiiklerine bagimli olan bir impedansin matematiksel olarak gosterimi yer almaktadir.

Z,

\/\t

\/\/t

>

ZR

Sekil 2.13. Potansiyel-Zaman ve Akim-Zaman biiyiiklerine bagimli olan bir impedansin
matematiksel olarak gdsterimi
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Impedansin birden fazla frekansi tayin etme Ozelliginden dolayr difiizyon
prosesleri, tabaka, membran veya yiizeylerin degisimleri hakkinda bilgi edinilir. Bu
bilgileri elde etmek icin, impedans spektrumu esdeger bir devre kullanarak analiz
islemini gergeklestirir. Bu devreler cogunlukla direng ve kapasitanstan olusur. incelenen
sistemin farkli fizikokimyasal 6zellikleri de bu devre ile agikliga kavusur. Ayrica bu
sistem; partisyon, elektrokinetik, diflizyon gibi temel yasalardan tiiretilmis olan transfer
fonksiyonlariyla da tanimlanir. Bu durumdan dolay1 ¢ozelti bilesiminin fonksiyonu,
impedans bilesenlerinin (direng veya kapasitans) degisimlerinden meydana gelmektedir.
Konsantrasyondaki degisimle tiim impedans arasinda iligki kurulabilir fakat bu olay
bazi durumlarda gergeklesmektedir (Macdonald, 1987; Rubinstein, 1995; Barsoukov &
Macdonald, 2005).

2.2.3. Doniisiimlii Voltametri

Dontistimlii voltametri (Cyclic Voltammetry, CV), liggen dalga seklindeki bir
potansiyelin, karistirilmayan bir ¢6zeltide durgun elektrodun akim cevabi uyarilmasiyla

meydana gelir (Skoog, Holler ve Nieman, 1997).

Doniistimlii voltametride dogrusal olacak sekilde belli bir potansiyel araliginda
tarama islemi gerceklestirilir. Sonrasinda potansiyeli asil degerine getirebilmek i¢in
tarama yoOnii ters c¢evrilir. Tarama hizlarinda degisiklik yoktur. Birkag¢ kez daha bu
cevirim tekrarlanir. Ters yondeki bu potansiyele dondiirme potansiyelleri ismi
verilmistir. Bir ya da birden fazla analitin yiikseltgenme ve ya indirgenmesinin diflizyon
kontrollii olarak olusturdugu potansiyel, dondiirme potansiyel araligini ortaya koyar.
Baslangi¢ taramalar1 her iki yonlii (pozitif ya da negatif) olabilir. Bu yonler numune
bilesimine gore degisiklik gosterir. leri tarama, negatif potansiyeller yoniindedir. Ters
tarama da zit yondedir (Skoog vd., 1997). Sekil 2.14’te Dongiisel bir voltogram yer

almaktadir.
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Potansiyel, V', DKE' a lkkars:

Sekil 2.14. Uggen dalga potansiyel uygulandiginda meydana gelen voltammogram
(Skoog vd., 1997)

2.3. Hormon Temelli Biyosensorlerde immobilizasyon Yéntemleri

Hormon biyosensorleri, immiinosensorler sinifinda yer alan, son yillarda hormon
konsantrasyon tayinleri i¢in elektrokimyasal 6l¢iim metodu olarak popiilerligi artan
sistemlerdir. Bos elektroda miktar1 belirlenecek hormonun antikoru immobilize edilerek
Antikor-Hormon etkilesimi ile olusan elektrokimyasal sinyalin impidimetrik,
amperometrik, potansiyometrik ya da konduktometrik olarak oOlgiilmesine dayanan

yontemlerdir.

Analizlenecek hormona uygun biyoreseptor ve transduseri belirledikten sonra
transduser ile biyoreseptor birbiri ile etkilesip baglanmalidir. Bu olaya kisaca
bireseptoriin yani biyokomponentin immobilize edilmesi denir (Telefoncu & Kiling,
2012).
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Immobilizasyon islemi, biyoreseptdrii ¢dziinmez bir hale getirerek fiziksel
bilesene kuvvetlice baglanmasini igerir ve bu immobilizasyon islemi bir biyosensorii

olusturan en 6nemli asamadir (Evtugyn, 2014).

2.3.1. Tutuklama Metodu Esasina Dayanan immobilizasyon Yontemi

Yiiksek sayida molekiil iceren biyomolekiiller dogal ya da sentetik jel
matrikslerinde, yar1 gecirgen membranlarda, misellerde ve mikro Kkapsiillerde
tutuklanarak etkin bir sekilde fiziksel bilesene immobilize edilirler. Tutuklama islemini
yapan jel matrikslerin en yayginlart silikon lastigi, akrilamit polimerleri, nisasta ve
polivinilkloriirdiir (Joshi, 2006). Tutuklama metodu ile immobilizasyon Sekil 2.15’te

sematize edilmistir.

Blyobllesen civobiiagen
Biyobilesen Biyobilesen ———

Biyobilesen Biyobilesen

Sekil 2.15. Tutuklama metodu ile immobilizasyon

2.3.2. Adsorbsiyon Metodu Esasina Dayanan Immobilizasyon Yontemi

Kovalent olmayan etkilesimlerin (hidrojen baglari, ¢coklu tuz kopriileri ve Van
der Walls kuvveti) etkin oldugu en basit immobilizasyon yontemidir. Biyomolekiillerin

sulu ¢ozeltilerinin aktif tasiyict maddeleri ile etkilestirilerek adsorbe edilmesi esasina
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dayanir. Seliiloz, silikajel, kollajen, kil, hidroksiapatit en yaygimn kullanilan adsorban
maddelerdir. (Joshi 2006; Schelfer & Schubert, 1992). Adsorbsiyon metodu ile

immobilizasyon Sekil 2.16’da sematize edilmistir.

.Biyobilesen | Biyobilesen . Biyobilesen | Biyobilesen

< — -
m KATI DESTEK

Sekil 2.16. Adsorpsiyon metodu ile immobilizasyon

2.3.3. Capraz Baglama Metodu Esasina Dayanan immobilizasyon Yontemi

Capraz baglama ufak molekiillii ya da yapisinda ¢oklu fonksiyonel gruplar
barmdiran molekiillerin transdusere gii¢lii kovalent baglarla baglanip ¢oziinmeyen bir
kompleks olusturma islemidir ve kolay pratik bir isleme sahiptir. Glutaraldehit en
yaygin kullanilan ¢arpraz baglama ajanidir (Joshi, 2006; Schelfer & Schubert, 1992).

Capraz baglama metodu ile immobilizasyon Sekil 2.17°de sematize edilmistir.

Biyobilesen v Biyobilesen
4 o
- ' Biyobilesen M
J //‘ - \
1 | Biyobilesen
Biyobilesen . V.
= " Biyobilesen |
F -
Biyobilesen | Biyobilesen
Biyobilesen

Sekil 2.17. Capraz baglama metodu ile immobilizasyon

26



2.3.3.1. Glutaraldehit ile Capraz Baglama

Glutaraldehit molekiiliinde her iki ucunda da aldehit (-CHO) grubu igeren 5
karbonlu bir bilesiktir. Yapisinda bulundurdugu aldehit gruplar1 aminlerle (-NH>)
kovalent olarak etkilesip Schiff bazini olustururlar. Glutaraldehit bir ucu ile protein ile
etkilesirken diger ucu ile fiziksel bilesen yiizeydeki amin grubu ile baglanarak carpraz
baglama yapar (Migneault, Dartiguenave, Bertrand ve Waldron, 2004). Sekil 2.18’de

glutaraldehitin kimyasal yapisi, Sekil 2.19°da ¢apraz baglama reaksiyonu gosterilmistir.

HJ\/\/U\H

Sekil 2.18. Glutaraldehit molekiil yapis1

o) 0
HoN J\/\/”\ H,N
+ +
H H
NH2 NH2

N

4
H,N J_/—J QNH2
N_

Sekil 2.19. Glutaraldehit ¢apraz baglama reaksiyonu
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2.3.4. Kovalent Baglama Metodu Esasina Dayanan Immobilizasyon Yéntemi

Kovalent baglama olusturmak icin baglanma yiizeyi ve etkilesecek molekiillerin
reaktif kisimlarinda tiyol (-SH), amin (-NH,), Hidroksil (-OH), karboksil (-COOH),
karbonil (-C=0) gruplar1 bulunmasi gerekmektedir. Bu reaktif kisimlar olmadiginda
kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) ylizeyde reaktif gruplar olusturur. (Joshi,
2006)

Immobilizasyon yapilacak ortamin kosullari (ortam sicaklifi, asitlik-bazlik)
uygun oldugu takdirde bu kimyasal reaksiyona etki eder ve iyi bir baglanma
biyokomponenti daha direngli bir hale getirir (Bain, Evall, Whitesides, 1989). Sekil

2.20’de kovalent baglanma immobilizasyon yontemi sematize edilmistir.

.Biyobilesen |Biyobilesen \Biyobilesen | Biyobilesen

n Kovalent Bag ﬂn Kovalent Bag Iln Kovalent Bag nl ||

KATI DESTEK

Sekil 2.20. Kovalent baglama metodu ile immobilizasyon

2.3.4.1. Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) yontemi ile yapisinda siilfiir

bulunduran organik yapimin immobilizasyonu

Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM), metal yiizeyle (altin, bakir, nikel,
platin.) fonksiyonel bas grup igeren organik bir molekiilin reaktif kisminin
etkilesmesiyle olusan kovalent yapilardir. SAM olusumu gii¢lii bir kemisorbsiyona
dayanmaktadir. Organik alkil zincirleri arasindaki Van der Walls etkilesimleri ve
hidrofobik etkilesimler sayesinde elektrot ylizeyinde ¢ok diizenli ve iyi organize olmus
bir sekilde tek tabaka olusumunu saglar. Elektrot ylizeyinde olusan SAM, elektron

transferi icin kinetik bir bariyerdir. SAM’in en biiyiilk avantaji uygun molekiiller
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secilerek SAM tabakasinin kalinligiin kontrol edilebilmesidir (Ulman, 1991; Bain vd.,
1989, Wink, van Zuilen, Bult ve van Bennekom, 1997).

Tabaka piiriizsiizliigii, subsratin yapisi, ¢6zgen, adsorbanin yapisi, sicaklik ve
adsorban miktar1 gibi bir ¢ok etken SAM olusumunu ve paketlenme yogunlugunu
etkiler (Chen & Jinghong, 2006).

Sekil 2.21°de SAM olusumunun sematik gosterimi yer almaktadir. Sekil 2.22°de
Silfiir ve tioyolat molekiillerinin piiriizsiiz metal yiizeylerde olusturdugu SAM

gosterilmistir (Chen & Jinghong, 2006).

Organik arayiizey
fonksiyonel gruplar yiizey
ozelliklerini belirler

Fonksiyonel
Uc¢ Grup
Alkan _
Zincri Organik Interfaz
" (1-3nm)
Ligant veya
Bas Grup
Metal | o
Substrat 3Ieta} Sul-fur
Arayiizeyi

Sekil 2.21. SAM tabakasinin sematik gésterimi (Chen ve Jinghong, 2006)
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Sekil 2.22. A: Altin bir yiizeye fonksiyonel grubunda tiyol igeren bilesiklerin
olusturdugu SAM ve B: ylizeyi hidroksillenmis silisyum dioksitin alkilsiloksan ile SAM
yapisinin sematik gosterimi (Mrksich & Whitesides, 1996)

Roushani vd. (2015), insanda karyonik gonadotropik hormonunun (hCG)
Olciilmesine dayali bir biyosensor tasarlamislardir. Tasarladiklari biyosensorde altin
elektrodun sisteamin molekiiliinii immobilize edip ile SAM tabakasi olusturmuslardir.
Sisteamin ile olusturulan SAM tabakasmin iizerine sisteamin molekiillerinin amin
gruplarina altin nanopartikiillerini baglamiglardir. Olgiimii yapmay: planladiklari
hormonun antikorunu (Anti-hCG) altin nanopartikiillere immobilize ederek hCG
hormonunun o6l¢iilmesine dayali bir impidimetrik biyosensor tasarlamislardir.

Tasarladiklar1 biyosensor Sekil 2.23’te sematize edilmistir.
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Sekil 2.23. Rosuhani ve arkadaslarinin tasarladigi sisteamin bazli biyosensore ait gorsel

(Roushani, Valipour ve Valipour, 2016)

SAM kullaniminin birgok yonden avantajlidir. Biyomolekiillerin kolayca
immobilize olmasi i¢in miisait bir yiizey saglarlar. Diizenli bir yapi, ufak bosluklar ve
stabil bir tek tabaka olugsmasi kolay gerceklesir. Biyomolekiil miktar1 az olsa dahi SAM
tizerine immobilizasyon saglanir (Chaki & Vijayamohanan, 2002). Bu 6nemli avantajlar

nedeniyle biyosensor tasarimlarinda siklikla kullanilmistir.

2.3.4.1.1. Sisteamin

Sisteamin, bir dizi endikasyona yonelik olan ve sistinozu tedavi etmek i¢cin FDA
tarafindan onaylanan bir ilagtir. Stabil aminotiol, yani hem bir amin hem de bir tiol

fonksiyonel grup igeren bir organik bilesiktir. Sisteamin beyaz, suda ¢6ziiniir bir katidir.

Yapisinda bulundurdugu tiyol (-SH) ve amin (-NH;) fonksiyonel gruplarindan
dolay1 oldukea aktif bir molekiildiir. Yapisindaki tiyol kismi ile kat1 elektrot yiizey belli
bir siire inkiibe edildikten sonra SAM tabakasi olusmasimi saglar. Sekil 2.24’te

sisteamin molekiilii verilmistir.
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Sekil 2.24. Sisteamin molekiiliiniin yapis1

Kullanim kolaylig1 ve kararli yapisi nedeniyle SAM olusum reaksiyonlar1 igin
olduk¢a uygun bir molekiildiir. Bu nedenle biyosensor tasarimlarinda siklikla

kullanilmustir.

Canbay ve Akyilmaz, dopamin o&l¢limiinde kullanilmak iizere sisteaminin
kullanildig1 bir biyosensor tasarlamislardir. Tasarladiklar1 biyosensorde altin elektrot

yiizeyine sisteamin ile SAM tabakas1 olusturmuslardir (Canbay & Akyilmaz, 2014).

Sisteamin, bir ¢cok biyosensor tasariminda SAM olusturmak i¢in kullanilmastir.
(Sezgintiirk & Uygun, 2012; Yang vd., 2004; Yorganci & Akyilmaz, 2011). Sekil 2.25

bu ¢alismalardan birisine ait bir gorsel igermektedir.

: 1
GANH (AR L ANTY YR

P pue— N AL
3 Glutzraldehyde 5 A,
s/ NH, AN R

Hs o NH,

Cyslegmine

g ANV e

AN PN NALP

AN FNNR NALP

CyeGLA-ALP mocdified electrode

Sekil 2.25. Sisteamim kullanilarak ALP’nin elektrot yiizeyine immobilizasyonu
(Yorganc1 & Akyilmaz,2011)
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2.3.4.2. PAMAM (Poliamidoamin)

Poli (amidoamin) veya PAMAM, c¢oklu dallanmis ve yapisinda amin ve
amidlerin bulundugu bir dendrimerdir. Yapisinda bulundurdugu ¢ok sayidaki
fonksiyonel gruplardan dolay1r biyosensorlerde sikg¢a kullanilan kovalent baglanan

ajandir. Sekil 2.26°da PAMAM dendrimeri gosterilmistir.

HAUN NH HN
KV OP~N
HH o) . r@ 5 . H
HN- 0 Y {‘-NH
N*’“‘NLKL r 0
\/Xr H Sy~eNy H ))*NNN
%NwN H Q—N
HN O™NH r O “H
H™ 0 O NH

H N H
HN zN Oj\NH
’ oy .7
H NH HN

HI 1

Sekil 2.26. PAMAM Dendrimeri (Gen.2.0)

Senel ve Cevik, pirol-PAMAM dendrimerli, hidrojenperoksidaz enzimini

6lgmeye dayali bir amperometrik biyosensor tasarlamiglardir (Senel & Cevik, 2012).

Literatirde PAMAM dendrimeri kullanilarak bir ¢ok biyosensor tasarlanmistir

(Hatamluyi & Es’haghi, 2019; Sezgintiirk & Uygun, 2012; Uygun vd., 2018).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Biyosensoriin Gelistirilmesinde Kullanilan Materyaller
Referans elektrot olarak kullanilan, 3 M potasyum kloriir ile doyurulmus
Gilimiis/Glimiis Kloriir referans elektrot; IBAS, Warwickshire, UK’den satin alinmustir.

Karsit elekrod olarak kullanilan Platin tel karsi elektrot; IBAS, Warwickshire,

UK’den satin alinmustir.

Calisma elektrodu olarak kullanilan 2.01 cm? yiizey alanina sahip Altin ¢alisma

elektrodu; IBAS, Warwickshire, UK’den satin alinmustir.

Kendiliginden olusan tek tabakalarin hazirlanmasi i¢in kullanilan Sisteamin;

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA’den alinmistir.

Antijen immobilizasyonunda kullanilan Poliamidoamin dendrimer (PAMAM

Gen:1.5); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA’den alinmistir.

Capraz baglayici olarak kullanilan Glutaraldehit; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA’den alinmustir.

Elektrokimyasal olgiimlerin gerceklestirildigi, Potasyum kloriir, Potasyum
ferrisiyanat ve potasyum ferrosiyaniir; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA’den,

alinmistir.
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Yapay serum hazirlanmasi i¢in kullanilan Serum Replacement Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA’den alinmustir.

3.1.2. Biyosensoriin  Gelistirilmesinde Kullanmlan Kimyasal Cozeltilerin

Hazirlanmasi

50 mM pH:7.0 Fosfat Tamponu: Once 3.549 g Na,HPO, 500 mL saf suda
¢Oziiliir, sonra 3.4015 g KH,PO, tartilarak saf suda ¢oziiliir. Bu iki ¢6zelti pH:7.0 olacak

sekilde karigtirilarak tampon ¢6zelti hazirlanir.

5.0 MM K3[Fe(CN)g]: 0.8231 g poasyum ferrisiyaniir tartilarak 500 mL pH:7.0

fosfat tamponunda ¢oziiliir.

5.0 mM Ky[Fe(CN)g]: 1.0560 g potasyum ferrosiyaniir tartilarak 500 mL pH:7.0

fosfat tamponunda ¢oziiliir.

Redoks Prob gézeltisi: 0.1 M KCI, 5.0 mM Ks[Fe(CN)g], 5.0 mM K4[Fe(CN)e]

igerecek sekilde hazirlanmistir.

3.1.3. Biyosensoriin Gelistirilmesinde Kullanilan Cihazlar

Gelistirilen biyosensoriin tiim optimizasyon ve karakterizasyon g¢alismalarinda
elektrokimyasal impedans ve dongiisel voltametri 6l¢timleri, Echem Analyst yazilimi
iceren bir bilgisayara bagli olan Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 1000

(Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazi kullanilarak yapilmistir.
Calismada kullanilan diger cihazlar;
Sicaklik ve zaman kontrollii ultrasonik banyo (Wise Clean DAIHAN, Kore)
Ultra saf su cihazi (ELGA PURELAB OPTION-Q)
Saf su cihazi (ELGA PURELAB OPTION-Q)
Hassas terazi (Precisa XB 220A, Precisa Gravimetrics AG/Switzerland)

Mikro Pipetler (10 uL, 200 uL, 1000 uL Eppendorff)
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Manyetik karistirici (Biosan MSH 300)

pH metre (6173 pH, made in China for USA)

3.2. Metodlar

3.2.1. Calisma Elektrodunun Temizlenmesi

Elektrod temizligi altin c¢alisma elektrodu yiizeyinde bir 6nceki denemelerden
kaynakli yada dig ortamdan gelen safsizliklarin Ol¢iim sonuglarina etki etmemesi
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Her ¢alismadan Once altin ¢alisma elektrodunun temizligi
i¢in aliminyum oksit ( Al,03 < 50 nm partikiil bliyiikliigii) sentetik suni ipek (Buehler
Microcloth PSA, Buehleri UK) iizerinde birka¢ damla ultra saf su ile macun kivamina
getirilir. Her c¢alismadan oOnce altin ¢alisma elektrodu bu yiizey {lizerinde hafif
hareketlerle gezdirilerek temizlenir. Elektrot yiizeyinde kalan aliminyum oksit
partikiillerinin giderilmesi i¢in elektrot dnce saf su ile yikanarak 5 dk saf su icerisinde
ultrasonik su banyosunda inkiibe edilir, daha sonra 5 dk etanol igerisinde yine ultrasonik

su banyosunda inkiibasyona birakilir.

3.2.2. Biyosensoriin Hazirlanmasi

Bu amagla altin calisma elektrodu Bolim 3.2.1°de tarif edildigi sekilde
temizlendi ve ultra saf argon gazi altinda kurutuldu. Elektrot yiizeyinde kendiliginden
olusan tek tabaka olusumu (SAM) igin, temizlenmis g¢alisma elektrodu % 99.9’luk
etanolde (v/v) hazirlanan 0.1 M Sisteamin ¢ozeltisi igerisinde 1 saat inkiibe edildi. Bu
siire sonunda altin ¢alisma elektodu ylizeyi etanol ve ardindan saf su ile yikanarak
yiizeyde baglanmadan kalan sisteamin molekiilleri uzaklastirildi. Ikinci adimda galisma
elektrodu % 1 lik glutaraldehit (v/v) ¢ozeltisi igerisinde 10 dk bekletildi. Daha sonra
anti-TSH’in  immobilize edilecegi amino gruplarinin sayisimi  ve dolayisiyla
immobilizasyonun basarisini arttirmak amaciyla ¢alisma elektrodu metanolde % 1.5°lik

PAMAM (w/v) igerisinde bir saat bekletildi. Son olarak PAMAM baglanmis calisma
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elektrodu % 1°lik Glutaraldehit (v/v) ¢ozeltisi igerisinde 10 dk bekletilip 1 saat 2.5
ng/puL Anti TSH ile inkiibe edildi. Herbir immobilizasyon adimindan 6nce ve sonra CV

ve EIS alindi. Sekil 3.1°de biyosensoriin tasarimi gosterilmistir.

= TR raph &
Altin) N, SR Ak IR AN T AT R
azey et oA
L AR
Sisteamin Glutaraldehit PAMAM

S =Sisteamin W: GLT “ 2 =pPAMAM & = Anti-TSH

Sekil 3.1. Biyosensoriin tasarimi

3.2.3. Biyosensoriin Calisma Ilkesi

Tasarlanan biyosensdriin hazirlanmasi i¢in ilk 6nce Boliim 3.2.1°de tarif edildigi
gibi temizlenen calisma elektrotlarina Bolim 3.2.2°deki prosediir uygulandi. Her bir
immobilizasyon adimindan sonra dongiisel voltogramlar ve EIS spektrumlari elde
edildi. Anti-TSH immobilizasyonu sonrasinda hazir hale getirilen biyosensor yiizeyine
farkl1 konsantrasyonlarda TSH oOrnekleri uygulandi. Her uygulamadan sonra
baglanmadan kalan TSH molekiilleri saf su ile yikanarak uzaklastirildi. Her bir TSH
inkiibasyonu sonras1 EIS o6lc¢limleri alinarak, yiizeydeki baglanmaya bagli olan yiik
transfer degisimleri kaydedildi. TSH konsantrasyonlarina kars1 yiik transfer
direncindeki egimden yararlanilarak kalibrasyon grafikleri hazirlandi. CV ve EIS
Olgtimleri Bolim 3.1.2°de tarif edilen redoks prob ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirildi.
CV olgtimleri -0.5 - 1.0 V potansiyel araliginda 1 mV adim biiyiikliigiinde ve 50 mV/s
tarama hizinda yapildi. EIS 6l¢iimleri 5 mV alternatif akimda, impedans spektrumlari

10000 — 0.05 Hz araligindadir.

EIS yiik transfer direncinin belirlenmesinde kullanilan etkili bir yontemdir.

Hedef analitin konsantrasyonu, analit calisma elektrot ylizeyine baglandiginda olusan
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yiik transfer direncindeki degisiklik oOlciilerek EIS ile kolayca belirlenebilir. EIS
spektrumlarindan elde edilen Nyquist egrileri tipik olarak dogrusal ve yarim daire
bigimli iki boliimden olusur ve elde edilen yarim daire ¢api ¢alisma elektrotunun
yiizeyindeki yiik aktarma direncini hesaplamak i¢in kullanilir. Yiik transfer direncinin
dogru hesaplanmasi i¢in gelistirilen sistem bir es-deger devre modeline gore
modellenmelidir ve bu model kullanilarak yiik tranfer direnci hesaplanir. Bu ¢aligmada
Gamry Analyst® yazilimi kullanilarak gelistirilen sistemin modellendigi es deger devre
Sekil 3.2°de gosterilmistir. Burada Rg; yilik transfer direncini, Zw; Warburg
Impedansmi, Rs; ¢ozelti direncini, CPE-alpha; sabit faz elemani kapasitansini

gostermektedir.

B

CPE |

>R | e .
R.E.

RS ] N.F

A —TWET-

Rct | 2w |

Sekil 3.2. Es-deger devre modeli

Yiik transfer direncinin hesaplanmasi i¢in, Nyquist diyagrami Gamry Analyst®
yazilimi kullanilarak acgilir. Ust meniide yer alan sekmelerden “Impedance” sekmesi
tiklanir ve agilan sekmeden “Fit A Model (Simplex Method)” secilir. Dana sonra agilan
pencereden goriilen devre sistemlerinden bu c¢alisgmaya uygun olan “CPE with
Diffusion” devresi segilir (Sekil 3.3.).
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Sekil.3.3. Gambry Analyst® yazilimindaki hesaplama yapilabilen devre modelleri

Devre modeli secildikten sonra “reset to default values” sekmesi segilerek
hesaplama ekranindaki degerler sifirlanir (Sekil 3.4). Hesaplama alanindaki deger
sifirlandiktan sonra “calculate” sekmesi birka¢ kez tiklanarak hesaplama egrisinin
Nyquist egrisi ile uyumlu hale gelmesi saglanir. Yazilimin hesapladigi Rp degeri yiik

trasfer direncine karsilik gelir ve kaydedilerek bir sonraki hesaplamaya gegilir.
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Sekil 3.4. Yazilim Hesaplama Ekrani

3.2.4. Biyosensériin Immobilizasyon Adimlarinin Optimizasyonu

Biyosensor dizayninda kullanilmasi planlanan her bir kimyasalin optimize
edilmesi, biyosensor cevaplarimin her 6l¢iimde tutarli olmasi agisindan biiylik 6nem
tasir. Bu amagla immobilizasyon adimlarinda kullanilan kimyasallarin degisen
konsantrasyonlariyla hazirlanan biyosensorler ile 7 farkli TSH konsantrasyonunda EIS

ve CV oOlgtimleri alindi.

3.2.4.1. Sisteamin Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Anti-TSH immobilizasyonun en basarili oldugu SAM olusumunda kullanilmasi
gereken optimum sisteamin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla dort farklh
konsantrasyonda sisteamin ¢ozeltileri hazirlandi. Altin elektrotlar 10 mM, 50 mM, 100
mM ve 150 mM’lik sisteamin ¢dzeltileri igerisinde 1 saat siire ile inkiibe edildi.

Sisteamin konsantrasyonun biyosensor cevabina etkisinin kesin olarak belirlenmesi i¢in
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Anti-TSH immobilizasyonunda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlari sabit
tutuldu. Hazirlanan biyosensorler ile analitin farkli konsantrasyonlarinda EIS ve CV

Olctimleri yapilarak standart grafikler elde edildi

3.2.4.2. Sisteamin Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Immoblizasyonun ilk asamasi olan SAM olusumunda en uygun sisteamin
konsantrasyonu belirlendikten sonra, biyosensor cevabina sisteamin inkiibasyon
siiresinin etkisinin belirlenmesi amaciyla, altin ¢alisma elektrotlar1 ayni sisteamin
konsantrasyonunda farkli zaman araliklarinda inkiibe edildi. 30 dk, 60 dk ve 90 dk’lik
inkiibasyon periyotlari ile hazirlanan biyosensorler ile farkli analit konsantrasyonlarinda
EIS ve CV olclimleri alindi. Hazirlanan standart grafikler yardimiyla en iyi biyosensor
cevabinin elde edildigi sisteamin inkiibasyon siiresi tespit edildi. Biyosensor cevabina
sisteamin inkiibasyon siiresinin net etkisinin belirlenmesi i¢in diger immobilizasyon

kosullar1 herbir elektrot i¢in sabit tutuldu.

3.2.4.3 PAMAM Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Elektrot yiizeyinde Anti-TSH molekiillerinin immobilize oldugu amino
gruplarinin sayisinin arttirilmast i¢in kullanillan PAMAM dendrimerinin en uygun
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla, diger immobilizasyon kosullar1 sabit
tutularak dort farkli konsantrasyondaki PAMAM c¢ozeltileri ile biyosensdrler hazirlandi.
Bu amagla % 0.5, % 1, % 1.5 ve % 2 lik (w/v) PAMAM cozeltileri kullanilarak
hazirlanan dort farkli biyosensor ile farkli analit konsantrasyonlarinda EIS ve CV
Olctimleri gerceklestirildi. Hazirlanan standart grafikler yardimiyla en uygun PAMAM

konsantrasyonu belirlendi.
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3.2.4.4. Anti-TSH Konsantrasyonunun Optimizasyonu

TSH analizi i¢in Dbiyoreseptdr molekiil olan Anti-TSH’1in optimum
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in dort farkli konsantrasyonda Anti-TSH ¢ozeltileri
hazirlandi. 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM ve 5 mM lik antikor ¢dzeltileri ile hazirlanan dort
farkli biyosensor ile farkli analit konsantrasyonlarinda EIS ve CV dl¢timleri yapildi. Bu
asamada sadece Anti-TSH miktarinin biyosensor cevabina etkisini belirlemek icin diger
immobilizasyon kimyasallarinin konsantrasyonu sabit tutuldu. Hazirlanan standart
grafikler yardimiyla en iyi biyosensor cevabinin elde edildigi antikor konsantrasyonu

belirlendi.

3.2.5. Biyosensoriin Karakterizasyonu

Bu kapsamda; dogrusal tayin araligi, tekrarlanabilirlik, tayin siniri, elektrod
yiizey alant ve yapay serumda analizler yapilarak tasarlanan biyosensoriin

degerlendirilmesi yapilmistir.

3.2.5.1. Dogrusal Tayin Araliginin Belirlenmesi

Bolim 3.2.4.te tanimlanan optimum degerlerin kullanilmasiyla hazirlanan
biyosensorler ile alti farkli TSH konsantrasyonunda (0.1-0.6 mlU/L) EIS oSl¢timleri
gerceklestirildi ve elde edilen veriler kullanilarak kalibrasyon grafigi cizildi.

Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda ARct=Rct(antijen)-RCtantikory denklemi kullanildu.

3.2.5.2. Tekrar Uretilebilirlik

Bolim 3.2.4.’te tanimlanan optimum degerlerin kullanilmasiyla hazirlanan
biyosensorler ile dogrusal tayin araliginda EIS o6l¢iimleri yapildi. Farkli giinlerde
hazirlanan biyosensorler ile elde edilen biyosensor cevaplari karsilagtirilarak tasarlanan

biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi incelendi.
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3.2.5.3 Yapay Serumda TSH Analizi

Bolim 3.2.4.’te tanimlanan optimum degerlerin kullanilmasiyla hazirlanan
biyosensorler ile dogrusal tayin araliginda yapay serum oOrneklerinde EIS oOlgiimleri
gergeklestirildi. Yapay serum Ornekleri hazirlamak i¢in ilk 6nce serum replacement
cozeltisi 1/50 oraninda seyreltildi, daha sonra son konsantrasyonlar 4.5 mM KCl, 5 mM
CaCl,, 145 mM NaCl olacak sekilde tuz ilaveleri yapildi, son olarak istenilen
konsantrasyonda TSH ornekleri eklendi. Bu c¢alisma ile serum igerisinde bulunan

protein ve tuzlarin biyosensor cevabi lizerine etkisi incelendi.

3.2.5.4. Biyosensoriin Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

Biyosensoriin olusum asamasinda c¢alisma elektrodunun ne oranda antikor ile
kaplandigin1 belirlemek amaciyla yalin elektrod ve antikor bagl elektrodlar kullanilarak
10 fakli potansiyelde (10—100 mV) dongiisel voltogramlar alindi. Dongiisel
voltogramlardan elde edilen verilerin Laviron esitligine uygulanmasiyla calisma

elektrodu yiizeyinin hangi oranda kaplandig belirlendi. Laviron esitligi;
Q=nxFxAxr
Esitlikte;
Q: Yiik miktar
A: Elektrot alan1 (0.0201 cm?)

n: 10 farkli tarama hizinda elde edilen dongiisel voltogramlar yardimiyla

hazirlan katodik akim- potansiyel grafiklerinin egimi.
F: Faraday sabiti (96485 C/mol)

I': Kaplanan yiizey alan (mol/cm?)
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Biyosensoriin Immobilizasyon Adimlarina fliskin Veriler

Biyosensoriin hazirlanmasi asamasinda, herbir immobilizasyon adimindan sonra
EIS spektrumlar1 ve dongiisel voltogramlar alinmistir. Sekil 4.1°de EIS spektrumlari
Sekil 4.2°de dongiisel voltogramlar gosterilmistir. Ayrica immobilizasyon adimlarinin
yik transfer direnci degisimleri Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Burada her bir

immobilizasyon adimini isaret eden bazi kisaltmalar kullanilmustir;
BARE: Temizlenmis yalin altin ¢alisma elektrodu.
BARE-SIS: Sisteamin ile modifiye edilmis altin ¢alisma elektrodu.

BARE-SIS-PAMAM: SAM olusumu sonrast PAMAM ile modifiye edilmis altin

calisma elektrodu.

BARE-SIS-PAMAM-ANTI_TSH: Antikor immobilize edilmis altin calisma elektrodu.
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-8~ ZCURVE (Au-BARE-SiS-PAMAN-ANTI_TSH.DTA)
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Sekil 4.1. Biyosensdriin immobilizasyon basamaklarinin impedans spektrumlari

Cyclic Voltammetry

14,00 uA
~#- CURVE3 (Au-BARE-CV.DTA)
- CURVE3 (Au-BARE-SiS-CV.DTA)
-~ CURVE3 (Au-BARE-SiS-PAMAM-CV.DTA)
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4,000 uA
=
E
6,000 uA
16,00 uA
450,0 mv 50,00 mV 250,0 mV 450,0 mV

Vi (V vs. Ref))
Sekil 4.2. Biyosensdriin immobilizasyon basamaklarinin dongiisel voltogramlari
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Cizelge 4.1. Iimmobilizasyon basamaklarinin yiik transfer direnci degerleri

BARE 67,67
BARE-SIS 20,05
BARE-SiS-PAMAM 10,98
BARE-SIS-PAMAM-ANTI_TSH 295

Sekil 4.1’deki Nyquist egrileri ve Cizelge 4.1°deki yiik transfer direngleri
degerlendirildiginde; yalin elektroda gore SAM olusumundan sonra yiik transfer
degerinde azalma goriilmektedir. Bu azalmanin nedeni SAM olusumunu gergeklestiren
sisteamin molekiillerinin amino gruplarindan dolay1 yiizeye elektron transferini
kolaylagtirmasi olabilir. Bunun sonucu olarak yiik transfer direncinde azalma

gozlenmistir.

PAMAM modifikasyonu sonrasinda Olgiilen yiik transfer direnci sisteamin
modifikasyonu sonrasi Ol¢iilen yiik trasfer direnci ile kiyaslandiginda bu degere oldukga
yakin olmakla birlikte daha diisiik bulundu. Bunun sebebi PAMAM dendrimerinin ug
gruplar1 olan amino gruplarinin elektron transferini kolaylastirmasinin etkisinin yiizeye
baglanan PAMAM molekiillerinin redoks probunun yiizeye difiizyonuna bir engel teskil

etmesinin etkisini dengelemis olabilecegidir.

Yiizeye antikor immobilizasyonu sonrasi yiik transfer direncinde belirgin bir
artis tespit edilmistir. Bu beklenen bir sonugtur. Yiizeye baglanan hacimli bir antikorun,
¢ogu proteinin iletkenliginin diisiik olmasi da goz Onilinde bulunduruldugunda,
iletkenlige bir engel olusturabilecegi sonucuna ulasilabilir. Sekil 4.2°deki dongiisel

voltogram, EIS spektrumlarindan yorumlanan sonuglar1 desteklemektedir.
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4.2. Biyosensériin Immobilizasyon Adimlarinin Optimizasyonu

4.2.1. Sisteamin Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Optimum sisteamin konsantrasyonunun belirlenmesi c¢aligmasinda 10 mM, 50
mM, 100 mM ve 150 mM sisteamin ¢ozeltileri ile hazirlanan biyosensorler ile yedi
farkli TSH konsantrasyonunda impedans o6lgiimleri yapildi ve her bir biyosensor igin
ayr1 ayri yuk transfer direngleri hesaplanarak kalibrasyon grafikleri hazirlandi.
Kalibrasyon grafikleri Sekil 4.3’te, sisteaminin farkli konsantrasyonlari igin elde edilen

dogrusallik katsayilari (R?) ve dogru denklemleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

A 10mM o
1.6

+ 50mM

B 100mM

® 150mM
1.2

Rct (kohm)
o
o

o
~

0 0.2 0.4 0.6 0.8
TSH (mIULY)

Sekil 4.3. Farkli sisteamin miktarlart kullanilarak hazirlanan biyosensorlerin
kalibrasyon grafikleri
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Cizelge 4.2. Farkli sisteamin konsantrasyonlarinda elde edilen dogru denklemleri ve
dogrusallik katsayilari

10 0,9751 y =1,0133x + 0,0052
50 0,9443 y =1,2928x + 0,1061
100 0,9903 y =1,0159x - 0,0474
150 0,9281 y = 2,585x - 0,0185

Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2°den de goriildiigii gibi en iyi dogrusallik katsayist 100
mM konsantrasyonda sisteamin ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan biyosensor ile elde
edilmigtir. Altin elektrot ylizeyinde SAM tabakasinin diizenli olusumu bir sonraki
immobilizasyon basamaklarinin basarisini etkiler. Bu baglamda SAM olusumu icin
kullanilan sisteamin konsantrasyonu olduk¢a Onemlidir ve optimize edilmesi gerekir.
Diistik konsantrasyonda sisteamin kullanimi yeterli diizeyde SAM olusumunu
saglayamadigi i¢in dogrusallik katsayisinin ve biyosensor cevabinin diisiik ¢ikmasi
beklenen sonugtur. 10 mM sisteamin kullanilarak hazirlanan biyosensorde goreceli
olarak iyi bir dogrusallik katsayis1 elde edilmesine ragmen diisiik biyosensor cevabi elde
edilmistir. 50 mM sisteamin kullanilarak hazirlanan biyosensorde dogrusalliktan sapma
yiiksek bulunmustur. 150 mM sisteamin kullanilarak hazirlanan biyosensor en yiiksek
cevaba sahip olmasmna ragmen dogrusallik katsayis1 agisindanda en diisiik degere
sahiptir. Tim bunlar goz 6niinde bulunduruldugunda; 100 mM sisteamin kullanilarak
hazirlanan biyosensor 0,9903 gibi oldukca i1yi bir dogrusallik gostermistir, goreceli
olarak diisiik biyosensor cevabina sahip olmasina ragmen dogruluga en yakin 6l¢iim
sonucunu vermesinden dolayr optimum sisteamin konsantrasyonu 100 mM olarak
belirlenmistir. Bu asamadan sonra hazirlanan tiim biyosensorlerde 100 mM’lik

sisteamin ¢ozeltisi kullanilmastir.

4.2.2. Sisteamin Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Altin calisma elektrodu yiizeyinde, en diizenli SAM olusumu i¢in gerekli olan
sisteamin konsantrasyonu belirlendikten sonra sisteamin inkiibasyon siiresi optimize

edildi. Ug farkli calisma elektrodu ile Boliim 4.2.1°de elde edilen optimum sisteamin
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konsantrasyonu kullanilarak 30 dk, 60 dk ve 90 dk’lik inkiibasyon siireleri kullanilarak
hazirlanan biyosensdrler ile elde edilen yiik transfer direngleri kullanilarak hazirlanan
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.4’te, bu grafiklerden elde edilen dogrusallik katsayilari
(R?) ve dogru denklemleri Cizelge 4.3’te verilmistir.

0.6

o o o o
N WA Ol

Rct (kohm)

o
|

0 0.2 0.4 0.6 0.8
TSH (mIUL™Y)

Sekil 4.4. Farkli sisteamin inkiibasyon siireleri kullanilarak hazirlanan biyosensorlerin
kalibrasyon grafikleri

Cizelge 4.3. Farkli sisteamin inkiibasyon siireleri kullanilarak hazirlanan
biyosensorlerle elde edilen dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilari

30 dk 0,9162 y =0,9845x - 0,052
60 dk 0,9903 y =1,0138x - 0,0454
90 dk 0,8253 y =0,3467x + 0,0897

Sekil 4.4. ve Cizelge 4.3.den de goriildiigii gibi altin ¢alisma elektrodu
sisteamin ile 30 dk inkiibasyona birakildiginda diisiik bir dogrusallik katsayisi ve
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goreceli olarak diisiik biyosensdr cevabr elde edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
azalmasmin SAM tabakasinin olusumunu olumsuz yonde etkilemesi beklenen bir
sonugtur. 30 dk’lik inkiibasyon siiresi kullanildiginda yiizeyde daha az SAM tabakasi
olusacagindan immobilize edilen antikor miktar1 da azalir. 90 dk’lik inkiibasyon stiresi
kullanilarak hazirlanan biyosensorde ise en diisiik dogrusallik katsayis1 ve biyosensor
cevabi elde edilmistir. Bu durum, 90 dk’lik inkiibasyon siiresinin diizenli SAM
olusumunu engellemesinden kaynaklanabilir. 60 dk’lik inkiibasyon siiresi ile
kiyaslandiginda, 90 dk ik inkiibasyon siiresi kullanildiginda diizensiz SAM
olusumunun antikor immobilizasyonunu azalttig1 sonucu ¢ikarilabilir. Sisteamin ile 60
dk inkiibasyona birakilarak hazirlanan biyosensoriin en yiiksek biyosensor cevabina ve
en iyl dogrusallik katsayisina sahip olmasi nedeniyle optimum sisteamin inkiibasyon
siiresi 60 dk olarak belirlenmistir. Calismanin bu asamasindan sonra biyosensor

hazirlanmasinda sisteamin inkiibasyon siiresi 60 dk olarak kullanilmistir.

4.2.3. PAMAM Konsantrasyonunun Optimizasyonu

% 1,0; % 1,5 ve % 2,0’lik (w/v) PAMAM c¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan
biyosensorler ile elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan yiik transfer direngleri ile
farkli TSH konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.5°te bu
grafiklerden elde edilen dogrusallik katsayilari (R?) ve dogru denklemleri Cizelge
4.4’de gosterilmigtir.

50



0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

Rct (kohm)

0.2
0.1

0 0.2 0.4 0.6 0.8
TSH (mIUL™Y)

Sekil 4.5. Farkli pamam konsantrasyonlar1 (w/v) kullanilarak hazirlanan biyosensorlerin
kalibrasyon grafikleri

Cizelge 4.4. Farkli pamam konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle
elde edilen dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilari

1,0% 0,9855 y =0,5286x + 0,1054
1,5% 0,9904 y =1,0134x - 0,0451
2,0 % 0,9653 y =0,6717x + 0,037

PAMAM konsantrasyonunun artmasi ile antikorun immobilizasyonu i¢in daha
fazla fonksiyonel grup elde edilir. Bu durum elektrot yiizeyine daha fazla antikorun
immobilize edilebilmesine olanak saglar. Bu nedenle, biyosensor tasariminda daha fazla
PAMAM kullanilmasi ile diisiik TSH konsantrasyonlarinda daha yiiksek biyosensor
cevaplart elde edilmistir. Bu durum Sekil 4.5.°de goriilmektedir. Fakat artan TSH
konsantrasyonlarinda biyosensor cevabinda diismeler gozlenmistir. Yiiksek PAMAM

konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan biyosensorde daha kompleks bir yap:
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olusturdugundan; spesifik olmayan etkilesimler, istenmeyen capraz baglar ve difiizyon
problemleri de gozlenebilir. Bunlar biyosensor cevabinin ve dogrusalliginin olumsuz
etkilenmesine neden olabilir.  Diisik PAMAM konsantrasyonunda ise elektrot
yilizeyinde antikorun baglanacagi fonksiyonel gruplarin sayisinin az olmasi nedeniyle
biyosensor cevabmin diisiik bulunmasi beklenen bir sonugtur. Sekil 4.5 ve Cizelge
4.4’ten de goriildiigii gibi en iyi dogrusallik katsayisi ve en yiiksek biyosensor cevabinin
elde edildigi % 1,5 (w/v) PAMAM konsantrasyonu optimum PAMAM konsantrasyonu

olarak belirlenmistir.
4.2.4. Anti-TSH Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Optimum Anti-TSH antikoru konsantrasyonunun belirlenmesi g¢alismasinda 1
ng/5uL; 2,5 ng/SuL ve 5 ng/Sul Anti-TSH konsantrasyonlar1 kullanilarak ti¢ farkli
biyosensor hazirlandi. Bu biyosensorlerle elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan
yiik transfer direngleri ile farkli TSH konsantrasyonlari arasinda cizilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.6°da, bu grafiklerden elde edilen dogrusallik katsayilar (R%) ve dogru

denklemleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

1 -
® 1 ng/5uL A
0.8 -
® 2,5 ng/5ulL
A 5ng/5uL
0.6 -

Rct (kohm)
©
AN

o
N
I

0 T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8
TSH (mIULY)

Sekil 4.6. Farkli anti-tsh konsantrasyonlari kullanilarak hazirlanan biyosensorlerin
kalibrasyon grafikleri

52



Cizelge 4.5. Farkli anti-tsh konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle
elde edilen dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilari

1 0,9653 y =0,6717x + 0,037
2,5 0,9897 y =0,6386x + 0,0261
5 0,8252 y =0,9625x + 0,0679

Altin ¢alisma ylizeyine immobilize edilen Anti-TSH miktarmin artmast ile
antikorun daha yiliksek oranda antijen baglayacagi ve buna bagli olarak yiik transfer
direncindeki artis beklenen bir sonugtur. Sekil 4.6. ve Cizelge 4.5.’den de goriildiigii
gibi en yiiksek antikor konsantrasyonunda en yiiksek biyosensor cevaplari elde edildi. 5
ng/SuL Anti-TSH kullanilarak hazirlanan biyosensor ile yapilan 6lgiimler sonucu elde
edilen kalibrasyon grafiginden goreceli olarak iyi olmayan dogrusallik katsayisi elde
edildi. Bu durumun nedeni, yiiksek antikor konsantrasyonlarinda istenmeyen g¢apraz
baglanmalarin sayisindaki muhtemel artisin antikorun antijen spesifitesinde bir
azalmayla sonuglanmasi olabilir, bu nedenle artan TSH konsantrasyonlarinda
lineerlikten sapmalarin gdzlenmesi muhtemel sonuglardan biridir. 1 ng/5pL ve 2,5
ng/SuL  Anti-TSH  konsantrasyonlarinda  antikor  kullanilmasiyla  hazirlanan
biyosensorler ile yapilan dl¢iimlerde benzer biyosensor cevaplari elde edildi. 2,5 ng/SuLl
Anti-TSH antikor konsantrasyonu, dogrusallik katsayisinin daha iyi olmasi nedeniyle

optimum antikor konsantrasyonu olarak belirlendi.

4.3. Biyosensoriin Karakterizasyonu

4.3.1. Dogrusal Tayin Arahginin Belirlenmesi

Biyosensoriin  tasariminda kullanilan biitin immobilizasyon materyallerinin
optimizasyon c¢aligsmalari tamamlandiktan sonra, biyosensoriin en iyi yanit verdigi TSH

konsantrasyon araligi belirlenmeye calisildi. Bu amacgla optimum immobilizasyon
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kosullarinda hazirlanan biyosensorler ile artan TSH konsantrasyonlarinda EIS ve CV

Ol¢timleri alindi.

Biyosensoriin tayin araligl ve kalibrasyon grafigi; her bir TSH 6l¢iimii sonunda
elde edilen yiik transfer direnci degerinden Anti-TSH 6l¢timii sonucu elde edilen yiik
transfer direnci c¢ikarilarak bulunan ARct degerinin TSH konsantrasyonuna bagl
degisimi baz alinarak hazirlandi. Optimizasyon c¢alismalar1 ile elde edilen kosullar
kullanilarak hazirlanan biyosensdrler ile elde edilen Nyquist egrileri ve dongiisel
voltogramlar Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de verildi. Sekil 4.7’den de goriildiigii gibi yiik
transfer direnci TSH konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. Yilizeye baglanan
TSH miktarinin artmasiyla ylizeyin yalitkanliginda artis meydana gelmesi yiik transfer
direncinin de artmasi ile sonuglanmistir. Bu durumu destekleyen Sekil 4.8’de de

goriildiigi gibi artan yalitkanlik pik akimlarinin azalmas: ile sonuglanmistir.

Kalibrasyon grafigi Sekil 4.9°da verildi. Buradan goriildiigli gibi tasarlanan
biyosensdriin tayin araligi 0,1-0,6 mIUL™ araligindadir ve dogrusallik katsayisi 0,9882
dir. Biyosensoriin algilama sinir1 (LOD) ve kantitatif dlgcme smir1 (LOQ) degerleri

sirastyla 0,026 mlUL™ ve 0,086 mIUL™? olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.8. Artan tsh konsantrasyonlarinda dongiisel voltogramlar
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Sekil 4.9. Biyosensoriin kalibrasyon grafigi

4.3.2. Tekrar Uretilebilirlik

Biyosensoriin  tekrar iretilebilirliginin belirlenmesi i¢in optimum degerler
kullanilarak hazirlanan 7 farkli biyosensor ile 0,1-0,6 mlUL? TSH konsantrasyonlari
araliginda ol¢timler alindi. Bu biyosensorler ile elde edilen yiik transfer direngleri ile
TSH konsantrasyonlari arasinda hazirlanan grafiklerden elde edilen sonuglar Cizelge

4.6°da verildi.
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Cizelge 4.6. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik sonuglari

1 0,9771 y =1,142x + 0,0265 0,1-0,6
2 0,9821 y =0,9858x - 0,0351 0,1-0,6
3 0,9615 y =0,8519x - 0,0428 0,1-0,6
4 0,9814 y =0,8933x + 0,0215 0,1-0,6
5 0,9882 y =0,9437x - 0,0129 0,1-0,6
6 0,9748 y =1,046x + 0,0371 0,1-0,6
7 0,9689 y =0,9018x - 0,0346 0,1-0,6

Cizelge 4.6’dan da goriildiigii gibi farkli biyosensorle elde edilen biyosensor
cevaplari birbirleriyle uyumludurlar. Bu sonuglar biyosensoriin tekrar tiretilebilirliginin

basarili oldugu seklinde yorumlanabilir.

4.3.3.Yapay Serumda Analiz

Optimum immobilizasyon kosullarinda hazirlanan biyosensorler ile Bolim
3.2.5.3’te anlatildignt gibi hazirlanan yapay serum oOrneklerinde TSH tayinleri
gercgeklestirildi. Serum igerisinde bulunan tuz ve proteinlerin biyosensor cevabi lizerine
etkisi incelendi. Elde edilen yiik transfer direngleri kullanilarak standart grafik
yardimiyla Ol¢lilen TSH miktarlar1 ve % geri kazanim sonuglart hesaplandi. Sonuglar

Cizelge 4.7°de verildi.

Cizelge 4.7. Yapay serum Orneklerinde tsh analizi sonuglari

0,1 0,119 119
0,2 0,198 99
0,3 0,270 90
0,4 0,397 99,25
0,5 0,502 100,4
0,6 0,611 101,8
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Cizelge 4.7°de de goriildiigl gibi, yapay serum orneklerinde yapilan TSH 6l¢iim
sonuglari, serum icerisinde bulunan tuz ve proteinlerin biyosensor cevabina etki
etmedigini gostermektedir. Bu durum tasarlanan biyosensoriin  TSH’1 yiiksek

hassasiyetle belirleme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

4.3.4. Biyosensoriin Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

Yalin elektrot ve Anti-TSH immobilizasyonu sonras1 yiizey alanlarinin
hesaplanmasi i¢in 10 farkli potansiyelde (10—100) CV olgiimleri yapildi. Yalin
elektrotlar i¢in sonuglar Sekil 4.10’da, tasarlanan biyosensor i¢in sonuglar Sekil 4.11°de

verildi.

Cyclic Vottammetry
40,00 uA

CURVE2 ((13.03)U2-Bare-10mvsCV.DTA)
& CURVE2 ((13.03)U2-Bare-20mvsCV.DTA)
CURVE2 ((13.03)U2-Bare-30mvsCV.DTA)
& CURVE2 ((13.03)U2-Bare-40mvsCV.DTA)
@ CURVE2 ((13.03)U2-Bare-50mvsCV.DTA)
20,00 uA CURVE2 ((13.03)U2-Bare-80mvsCV.DTA)
& CURVE2 ((13.03)U2-Bare-70mvsCV.DTA)
& CURVE2 ((13.03)U2-Bare-80mvsCV.DTA) !

CURVE2 ((13.03)U2-Bare-90mvsCV.DTA) -5 jaeriies +
- CURVE2 ((13.03)U2-Bare-100mvsCV.DTA) Coipetty 433

0,000A

Im (A

-20,00 uA

-40,00 uA
-200,0 mV 0,000V 200,0 mV 400,0 mv 600,0 mV

Vi (Vvs. Ref.)

Sekil 4.10. Yalin elektrot ile 10 farkli potansiyelde elde edilen dongiisel voltogramlar
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Cyciic Vorammetry

40,00 uA
CURVE2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-10mvsCV.DTA)

-#- CURVE? ((13.03)U2-sis-pamam-anti-20mvsCV.DTA)
CURVEZ2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-30mvsCV.DTA)
-#- CURVE2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-40mvsCV.DTA)
CURVEZ2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-50mvsCV.DTA)
20,00 uA -#- CURVE2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-60mvsCV.DTA)
-#- CURVE2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-70mvsCV.DTA)
-#- CURVE2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-0mvsCV.DTA)
CURVEZ2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-90mvsCV.DTA)
- CURVE2 ((13.03)U2-sis-pamam-anti-100mvsCV.DTA)

0,000 A

Im (&)

-20,00 uA

-40,00 uA
-200,0 mV 0,000V 200,0 mV 400,0 mV 600,0 mV

Vf (V vs. Ref.)
Sekil 4.11. Tasarlanan biyosensor ile 10 farkli potansiyelde elde edilen dongiisel
voltogramlar

Her bir potansiyelde elde edilen dongiisel voltogramlardan katodik akimlar
hesaplanarak potansiyel-akim grafiklerinin egimleri belirlendi. Elde edilen veriler
Boliim 3.2.5.4.°de verilen esitlige uygulandi. Au-yalin elektrot i¢in ylizey alan1 2,23 x
10* mol/cm?, Anti-TSH immobilizasyonu sonrast 2,46 X 10®* mol/cm? olarak
hesaplandi. Sonuclardan da goriildiigii gibi antikor immobilizasyonu sonrasi elektrot
yiizey alaninda bir artma meydana gelmistir. Yaklasik % 10 oraninda olan bu artis
antikorun yiizeye basariyla immobilize edildigini gostermektedir. Her ne kadar % 10
luk bir yiizey alani artig1 goreceli olarak az goriinsede immobilizasyon tasarimi goz
oniine alindiginda olas1 bir sonugtur. Zira immobilizasyonda kullanilan sisteamin ve
PAMAM molekiillerinin, yiizeye elektron transferini kolaylagtirmasi ve antikor
immobilizasyonu sonrast yalin elekroda gore akim farkinin olusmasini engellemesi

muhtemeldir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda; tiroid ve tiroide bagl hastaliklarin
teshisinde ve tedavisinin takibinde kullanilmak iizere kanda TSH konsantrasyonunu
belirleyebilecek, bir biyosensor sistemi gelistirilmistir. Bu ydntem immiinoassay
yontemlerine iyi bir alternatif olabilir. Bu yontemlerle kiyaslandiginda hizli 6l¢iim
siiresi, rutin ve yerinde Ol¢iimlere olanak saglamasi, diisiik maliyetli olmas1 ve tekrar

retilebilirligi ile 6ne ¢ikmaktadir.
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TSH’1n serumdaki referans konsantrasyonu, yetiskinler igin 0.45- 4.12 mlUL™
ve 70 yas iizeri i¢in 0.4-5.9 mIUL ™ dir (Smaniotto vd., 2017; Wiersinga, 2003). Serum
TSH seviyelerinin bu degerlerin altinda olmasi durumu hipertirodizm olarak adlandirilir
ve hipopitiiitarizme, multinodiiler guatra, tiroid nodillerinin yanm1 sira, Graves
hastaligina ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol acabilir (Green vd., 2014; You vd.,
2013). Bu giine kadar serumda TSH seviyesini belirlemek i¢in, Radyo-immiinoassay
(RIA), yiizey arttirilmis Raman sagilmasi, immiinodiyometrik test (IRMA), floresans
immiinoassay, enzim-bagli immiinosorbent testi (ELISA) gibi farkli 6lgtim yontemleri
bildirilmistir (Glinoer & Spencer, 2010; Choi vd., 2017; Wilson vd., 1987; Ahn, Shin,
Lee, Kim, 2015)

o - s -1 o e
Bu yontemlerden bazilarinin LOD degeri 0.5 mIUL™ den diisiik olmasina
ragmen, lineer tayin araliklari referans degerler arasindadir. Ayrica hemen hemen hepsi
uzun numune hazirlama ve analiz siiresi ve uzman personel gereksinimleri gibi bazi

analitik dezavantajlara sahiptir.

Tiim bunlar degerlendirildiginde, TSH ile iliskili hastaliklardan muzdarip birgok
hasta igin, TSH seviyesini 0,5 mIUL ™den diisiik konsantrasyonlarda da tespit edebilen
yeni yontemlere ihtiyac oldugu aciktir. Bu ¢alismada tasarladigimiz biyosensor referans
degerlerin altin1 da kapsayan bir tayin araligina (0,1-0,6 mlUL™) sahiptir. Bu baglamda
hipertiroidizm’in teshisi ve tedavi siirecinin izlenmesi i¢in potansiyeli yiiksek bir

analitik ara¢ olarak on plana ¢ikabilir.
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