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Yuksek Lisans Tezi
Alfa-1-Antitripsin Analizine Yo6nelik Biyosensor Gelistirilmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitisti

Kimya Anabilim Dal1

OZET

Alfa-1 Antitripsin (AL1AT) karacigerde sentezlenen bir glikoproteindir. Serin
proteaz inhibitorleri sinifina dahildir. Akut faz proteini olan A1AT, bir¢cok enzimin
aktivitesinin inhibe edilmesine yardimci olmakla birlikte, esas gorevi akcigeri nétrofil
elastazin saldirisindan korumaktir. Bu nedenle kandaki A1AT miktari 6nemlidir. Alfa-
1-antitripsin eksikligi (AATD) olarak bilinen otozomal kalitsal bir hastalikta, kan
serumunda A1AT miktar1 azalir ve akcigerde amfizem, karaciger apoptozu, karaciger
kanseri ve pannikilit gibi hastaliklarin gelisme riski artar. Ek olarak son yillarda A1AT
miktarmin artmasi  Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarla da
iliskilendirilmistir. Giiniimiizde kanda A1AT miktarmin tayini i¢in elektroforez ve
nefelometrik yontemler kullanilmaktadir.

Bu tez kapsaminda, AlAT analizi i¢in impidimetrik bir biyosensor
gelistirilmistir. Biyosensor; altin elektrot yiizeyinde 4-merkaptofenilasetik asit ile SAM
olusturulduktan sonra, karboksil gruplarmin EDC/NHS ile aktivasyonu ve AIAT
spesifik antikorunun (anti-A1AT) immobilizasyonu seklinde insa edilmistir. Her bir
immobilizasyon asamasi elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve siklik voltametri
kullanilarak karakterize edilmistir. Tekrar iiretilebilirligi yiiksek olan bu biyosensorle
100-600 ng/pL tayin araliginda A1AT miktar tayini i¢in hassas sonuglar elde edilmistir.
Ayrica yapay serumlu ALAT cozeltileri kullanilarak bu biyosensoriin kan serumunda da
kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugu anlagilmistir.

Yil : 2018

Sayfa Sayisi 76
Anahtar Kelimeler  : Alfa-1-antitripsin, elektrokimyasal biyosensor, immunosensor,

a-1-antitripsin eksikligi, Alzheimer, Amfizem.
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ABSTRACT

Alpha-1 Antitrypsin (A1AT) is a glycoprotein synthesized in the liver. Also it
included in the class of serine protease inhibitors. A1AT, the acute phase protein, helps
to inhibit the activity of many enzymes, but its main task is to protect the lung from the
attack of neutrophil elastase. For this reason, the amount of ALAT in the blood serum is
very important. In an autosomal hereditary disease known as alpha-1-antitrypsin
deficiency (AATD), the ALAT amount in the blood serum decreases, and increases the
risk of developing emphysema, liver apoptosis, liver cancer and panniculitis.

In this thesis, an impidimetric biosensor for ALAT analysis was developed. After
the formation of SAM with 4-mercaptophenylacetic acid on the surface of the gold
electrode, it was constructed by activation of the carboxyl groups with EDC / NHS and
immobilization of the ALAT specific antibody (anti-A1AT). Each immobilization stage
was characterized using electrochemical impedance spectroscopy and cyclic
voltammetry. With this highly reproducible biosensor, sensitive results were obtained
for ALAT assay in the range of 100-600 ng / pL. In addition, artificial serum solutions
of ALAT have also been used and it has been found that this biosensor can be used in
blood serum samples.
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BOLUM 1

GIRIS

Akut faz yaniti; normal kosullar altinda omurgalilarda etkili olan ¢ok sayida
homeostatik mekanizmayi, doku zedelenmesini veya enfeksiyonu takiben gerceklesen
degisikliklerin biitiinii olarak tanimlanabilir. Akut faz cevabin1 olusturan bu
degisiklikler, insanlarda yaygin olarak bakteriyel enfeksiyon, cerrahi ya da diger
sebeplerden dolayr olusan travma, kemik kirigi, yanik hasari, doku tahribati ve
immunolojik olarak bir dizi enflamatuar uyarandan sonra gorilmektedir. Deney
hayvanlarina terebentin veya baska bir lokal enflamatuar maddenin enjeksiyonu ile
aseptik enflamasyon veya alternatif olarak bakteriyel lipopolisakkarit enjeksiyonu ile
enflamasyon olusturulan deney modellerinde; enflamatuar uyarimdan sonraki ilk birkag
saat icinde metabolik, hormonal ve fizyolojik fonksiyon dizisinde meydana gelen

degisimler “Akut Faz Yanit1” olarak degerlendirilir.

Akut faz yanmiti sirasinda sentezlenen ve fizyolojik degisimlerin baslamasina
neden olan plazma proteinleri de “Akut Faz Proteinleri (AFP)” olarak adlandirilir.
AFP’lerin blyuk bir kism1 karacigerde sentezlenirken, ¢ok az1 endotel hiicreleri ve diger
hicrelerde sentezlenebilir. Genellikle hepatositlerde granuler endoplazmik retikulum
Uzerindeki ribozomlarda pre-protein olarak, akut faz yanitini olusturmak tizere sinyal
peptidi igerir halde sentezlenirler. Plazma proteinlerinin neredeyse tamami glikoprotein
olup, bu proteinler N- veya O- bagl oligosakkaritleri veya her ikisini de igerebilirler ve
polimorfizm gosterebilirler. Baslica polimorfik akut faz proteinleri; o-1 antitripsin

(AL1AT), haptoglobulin, transferrin, seruloplazmin ve immunoglobulinlerdir.



Yap: ve fonksiyonlart bakimindan ¢ok ¢esitli 6zelliklere sahip olan akut faz
proteinlerinin seviyeleri, akut faz yanitina gore azalir veya artar. Olusan yanita karsi,
serum diizeylerinde azalma goriilen proteinlere ‘Negatif Akut Faz Proteinleri (NAFP)’
denir. Tam tersi sekilde, yanitin olustugu durumda serumda diizeyleri artan proteinlere

ise ‘Pozitif Akut Faz Proteinleri (PAFP)’ denir.

Konsantrasyonu azalan proteinler (NAFP); Albimin, Transferin, Transtiretin,
02-HS glikoprotein, Alfa fetoprotein, Tiroksin baglayici globiilin, Insiilin benzeri
biiyiime faktorii I, Faktor XII’dur. Konsantrasyonu artan proteinler ise (PAFP); a-1
antitripsin (a-1 Proteaz inhibitori), mannoz baglayict lektin, fibrinojen, a-1

antikimotripsin, haptoglobin, salgilanan fosfolipaz Ao, ferritin, al-asit glikoprotein’dir.

PAFP i¢in bakildiginda, akut faz yamitimin biyilikliigii meydana gelen
enflamasyon veya doku hasarmin siddetiyle paralel ilerler. Bu nedenle yanit esnasinda
miktart artan plazma proteinleri Oonemlidir ve kantitatif analizleri yapilabilir. Bu
analizler cogu zaman kesin bir tani i¢in yetersiz olsa da tan1 ve tedavi konusunda
kilavuz olarak kullanilmaktadir. Fakat bazi hastaliklarin tanisinda akut faz proteinlerinin
analizi hayati Onem arz etmektedir. Meydana gelen hastalik dogrudan AFP’nin
serumdaki seviyesi ile iligkili ise ilgili proteinin kantitatif analizi, hastaligin tanisinin

konmasi ve tedavisi sirasinda durum takibinin yapilabilmesi konularinda kritik noktadir.

A1AT karacigerde sentezlenen tek zincirli bir glikoproteindir. Esas gorevi
akcigeri yikict etkiye sahip enzimlerden korumaktir. Bu nedenle kandaki seviyesi
onemlidir. AIAT miktarinin azalmasi durumu, Oliimle sonuglanabilecek akciger
amfizemi, karaciger apoptozu, karaciger kanseri, pannikiilit gibi ¢ok ¢esitli hastaliklara
neden olur. Bu eksiklik, ALAT proteinini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar
sonucu meydana gelmektedir. A1AT eksikliginin (AATD) gliniimiz teknolojisinde
kalic1 bir tedavisi olmadigindan bu hastaligin teshisi hayati 6nem arz eder. Ciinkii teshis
konan kisiler eksiklik seviyesine gore bir yasam siirmelidir. Boylece kisi ¢cok daha uzun

siire hayatta kalabilir ve kaliteli bir yagam siirebilir.

Bu ¢alisma kapsaminda A1AT proteinin kantitatif analizinde kullanilmak {izere

spesifik, maliyeti diisiik ve kolay uygulanabilir bir biyosensor sistemi gelistirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Alfa-1 Antitripsin (A1AT) Proteini

Alfa-1 Antitripsin (A1AT), normal olarak serumda 150 ile 350 mg/dL miktarinda
bulunan bir akut faz proteinidir. 52 kDa agirliginda, 394 amino asitli ve tek zincirli bir
glikoproteindir. Serpinler (serin proteaz inhibitorleri) olarak bilinen proteaz inhibitor
proteinleri sinifinin bir iyesidir. Yapisal olarak dokuz alfa-heliks ve U¢ beta-pilili
tabakadan olusan globiiler (kiresel) bir molekuldir. Karacigerde hepatosit adi verilen
hicrelerde ve mononikleer fagositlerde eksprese edilirler (Brantly, Nukiwa & Crystal,
1966).

A1AT, serum proteazlarin miktarlar1 s6z konusu oldugunda plazma igerisinde en
bol bulunan protein olup serin proteazlarin dolasim ve dokudaki baslica inhibitoriidiir
(Subramaniyam vd., 2006). Kandaki yar1 émrii dort ile bes giin arasidir. Bireyin kg
viicut agirligi igin giinde yaklagik 34 mg AIAT uretilmektedir (Jones, Vergalla, Steer,
Bradley-Moore & Vierling, 1978). Omrii tamamlanmis olan AIAT’nin kaderi
bilinmemektedir. Ancak diger plazma proteinleri ile aymi sekilde katabolize oldugu
varsayillmaktadir (Waldmann & Strober, 1969).

Tarihsel olarak incelendiginde, insan plazmasi tarafindan proteazlarin inhibe edici
kapasitesi, 19. ylizyilin sonlarinda Fermi ve Pernosi tarafindan kesfedilmistir (de Serres

& Blanco, 2014). Ancak o zamanki laboratuvar tekniklerinin yetersiz olmasi nedeniyle



1955 yilina kadar inhibisyondan sorumlu ajani belirlemek miimkiin olmamistir. Herman
Schultze (Almanya), kanin antiproteaz aktivitesinden sorumlu proteinini izole ettiginde,
globiilinlerin a1 bandindaki konumu ve pankreas tripsinini inhibe etme yeteneginden

dolay1 bu proteine a-1-Antitripsin adin1 vermistir (Blanco, 2017).

2.1.1. A1AT’nin Yapisi

Olgun AIAT proteini, 394 amino asitlik tek bir zincirden olusan bir
glikoproteindir. Ug karbonhidrat yan zincirine sahiptir. AIAT nin baslica formlar1 4.4
ile 4.6 araliginda izoelektrik noktaya sahiptir. U¢ karbonhidrat zinciri N bagl sekilde
Asn46, Asn83 ve Asn247 lizerinden polipeptide baglanmistir (Sekil 2.1). Yan zincirler,
Asn-NAcGIlc-NAcGlc-Man-(Man)2’nin ortak ¢ekirdek dizisi olarak diizenlenmis N-
asetilglukozamin (NAcGIc), mannoz (Man), galaktoz (Gal) ve sialik asitten (Sia) olusur
(Brantly vd., 1966).
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Sekil 2.1. Alfa-1 antitripsin sekonder yapisinin sematik gosterimi (Blanco, 2017)



Sekil 2.1°de sekonder yapisi verilmis olan Alfa-1 antitripsin’in sematik
gosteriminde amino asitler ve karbonhidratlar, 9 o-sarmali (A-1 biylk harfleriyle
gosterilmistir) ve A (n:5), B (n:6) ve C (n:4) olarak adlandirilan 15 B tabaka olarak
diizenlenmistir. Sarmallar ve tabakalar, aktif alanin substratlarla reaksiyona girmesi i¢in
acik pozisyonda bulunur ve molekiiliin govdesinde 20 amino asit kalintili mobil loopu
tutan kompakt bir ¢erceve olusturur. Bu hareketli kisim proteinin enzimle etkilesimini

saglamaktadir.

Active site
loop

Sekil 2.2. Alfa-1 antitripsinin yapisinin 3 boyutlu gosterimi (Blanco, 2017)

A1AT molekdlinin icinde Glu342-Lys290 ve Glu264-Lys387 olmak uzere iki
adet tuz kopriisii bulunmaktadir. Bu kopriiler ortak A1AT eksikligi durumlarinin
patogenezi ile ilgili onemli etkilesimleri barindirirlar. A1AT, aktif bolgesinde bulunan
proteazlari, molekiilden ¢ikan oldukga gerilmis bir dis ilmigin pargasi olan Met358-
Ser359 kalintilarinda ortalar. Bunun sonucunda, Met358-Ser359 bagi aktif bdlgede

gerilim altinda tutulur. Yarilirsa, bu iki kalint1 genis bir sekilde ayrilir. Bu ilmigin C-



terminali 35 amino asitli (Ser359-Lys394) ii¢ yaprakli B-tabaka C ve B iplikgiklerinin
bir parcasidir. Aktif bolge ilmeginin (Leu327-Met35) N-terminal bolgesini, beta-tabaka
A’nin iki seridi olusturur. Bu AIAT’in ilgili proteaz ile 6zgiinliiglinii veren aktif bolge

dongusunin konformasyonudur (Loebermann, Tokuoka, Deisenhofer & Huber, 1984).

2.1.2. A1AT’nin Gen Lokusu ve Sentezi

Gen lokusu, belirli bir genin kromozom uzerindeki yerini ifade eden bir terimdir.
Alfa-1 antitripsin proteinini kodlayan gen, SERPINA1 (eski adiyla PI) genidir ve
12.2kb uzunlugundadir. Kromozom 14’ln uzun kolunda yer alir (14q31-32.1 bolgesi)
(Sekil2.3). Gen, oldukca pleomorfiktir ve bugiine kadar 100°den fazla allelik varyant:
tamimlanmustir (Kohnlein & Welte, 2008).

Ppl3
pl2
ql2

Sekil 2.3. ALAT’nin sentezlendigi yer ve SERPINA 1 geni zerindeki lokalizasyonu
(Genetics Home Reference, 2018)

A1AT’i sentezleyen gen 12301 baz cifti icermektedir. Bes ekson ve dort
introndan meydana gelir. ALAT geni, serpin ailesinin proksimalinde, diger antiproteaz
genlerin (alfa-lantikimotripsin, kortikosteroid-binding globulin ve protein C inhibitori
genleri) u¢ noktasinda yerlesmistir (Ugenskiene, Sanak, Sakalauskas & Szczeklik,
2005).

ATAT’nin biyosentezi, hepatositlerin g¢ekirdeginde mRNA Onciisliniin, AIAT
geninden kopyalanmasi (transkripsiyon) ile baglar. Ekleme ve translokasyondan sonra,
AIAT mRNA’s1 kaba endoplazmik retikulum (RER) tizerinde translasyona tabi tutulur.
Bu islemden sonra yeni sentezlenen polipeptit zinciri RER nin sisternasina salgilanir.
Sinyal peptidi yarilir ve protein katlar1 olarak karbonhidrat (CHO) yan zincirleri eklenir.

Ik ‘yliksek mannoz’ karbonhidrat yan zincirleri proksimal kirpma islemine tabi tutulur



ve protein daha sonra golgi aygitina transloke edilir. Golgi iginde, karbonhidrat yan
zincirlerinin terminal modifikasyonu ile olgunlastirilip kana salgilanan kompleks yapi,
52 kDa agirhiginda AIAT proteinidir (Brantly vd., 1966). Yanlis katlanmis A1AT
molekdlleri, daha cis-golgiye gelmeden mannosidaz-1 tarafindan tespit edilir ve atilir.
Tespit edilen yanlis katlanmalar ubikitin ve kalneksin ile isaretlenerek proteoliz igin

proteazoma gonderilir (Blanco, 2017)
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Sekil 2.4. AIAT in biyosentezinde yer alan siiregler (Blanco, 2017)

2.2. A1AT Fonksiyonu ve Fizyolojik Onemi

Serpin siiper ailesi, geri doniisiimsiiz intihar substrat mekanizmasi araciligiyla
cesitli proteolitik siirecleri diizenlemekten sorumlu olan birbirinden farklt 16 sinifa
ayrilir (Zagariya vd., 2005). Serpinlerin ortak 6zelligi, yaklasik 400 amino asit kalintis
iceren tek zincirli glikoprotein olmalaridir. Pek ¢ogunun aktif merkezindeki amino asit

dizisi birbirine benzer. Molekiiliin ortasindaki Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro amino asitleri,



apoptoz sirasinda hedef proteazlari taniyarak bunlari inhibe edebilir (Grabarek, Du,
Johnson, Lee & J., 2002).

Saglikli insanlarda akciger, proteazlari hizla (1:1 oraninda) inaktive eden ¢esitli
antiproteazlarca korunur. A1AT, akcigerde gorev yapan antiproteazlardandir. En yiiksek
konsantrasyona ve notrofil elastaz icin en yiksek afiniteye sahiptir (107 M/s). Alfa-1
antitripsin, serin proteaz inhibitorleri ailesine aittir. NOtrofil elastazin subrat1 ile benzer
bir afiniteye sahiptir. Bunun disinda alfa-1 antitripsinden daha  diisiik
konsantrasyonlarda bulunan diger dnemli akciger proteaz inhibitorleri, sekretuar 16kosit
proteaz inhibitéri (SLPI) ve elafindir (Williams, Brown, Roghanian & Sallenave,
2006).

Alfa-1 antitripsininin en énemli fizyolojik fonksiyonu, pulmoner dokuda salinan
proteolitik enzimlerin inaktivasyonunu saglamaktir. Akcigerin genis yiizeyi siirekli
olarak hava kaynakli patojenlere maruz kalmakta ve bu da siklikla hiicresel immiin
tepkilere neden olmaktadir. Neticede fagositoz siireci sirasinda, proteazlar ve oksidanlar
birlikte akciger dokusuna salinir. En 6nemli proteaz, akciger matriks bilesenlerini yok
etme potansiyeli yiksek olan Notrofil Elastazdir (NE). Yikict potansiyele sahip diger
yaygin proteazlar, katepsin G, plazmin aktivatori ve proteinaz-3’tur (Kohnlein &
Welte, 2008).

Notrofil elastaz, akcigere hava aligverisi sirasindaki esnekligini saglayan elastin
proteinlerini pargalamakla ylikiimlii bir enzimdir. Proteolitik yikimdan sorumlu olan bu
enzim oldukca aktif olup, elastin disinda hiicre dis1 matriksin ¢ok ¢esitli bilesenlerini de
parcalayan gugclii bir proteazdir (Kohnlein & Welte, 2008).

AIAT, nétrofil elastazi inhibe etmesinin yani sira diger insan serin proteazlarini
da (tripsin, kimotripsin, katepsin G, plazmin, trombin, faktér X ve plazminojen dahil
olmak Uzere; peptid bagina saldiran, bolgeye katilan ve bir serin artig1 olan proteolitik
enzimleri) inhibe eder. Ama diger serin proteazlardaki aktivitesi, nétrofil elastazi inhibe

etme giici kadar yiiksek degildir (Brantly vd., 1966).
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Sekil 2.5. ALAT’in notrofil elastaz inhibisyon mekanizmasi.

(A) AlAT’nin aktif bolgesi notrofil elastazi ¢eker ve iki molekiil arasinda kararli
kovalent bir kompleks olusur. (B) Her iki molekiil de kalici olarak imha edilir, etkisiz
hale gelir ve birbirine kaynastirilir. (C) Peptit zincirinin amino ve karboksil terminal
kalintilar1 kopar (D) Kalan kompleks fagositoz ile makrofajlar (E) tarafindan temizlenir

(Blanco, 2017).

Bu nedenle ALAT’nin kan serumundaki miktar1 ¢ok 6nemlidir. Ciinkii akciger
stirekli bir noétrofil elastaz yiikiiniin altindadir. Bu enzimin regiilasyonundan sorumlu
olan proteinin azalmasi durumunda akciger, nétrofil elastazlarca yikilir ve alveolar
duvarlar bozulur. Boylece akcigerin yapisi bozularak islev goremez hale gelir.

A1AT, sadece akcigerin korunmasi nedeniyle onem arz etmez. Karacigerde
sentezlendigi i¢in, kana salgilanmadig1 durumlarda yani eksiklik durumlarinin oldugu
zamanlarda hepatosit hiicrelerinde birikeceginden karaciger tahribatina da neden olur
(Crystal, 1990). Ayrica A1AT, proteinin eksik oldugu durumda panikiilit ad1 verilen bir
deri hastaligi meydana gelebilir. Bunlara ek olarak A1AT nin eksik oldugu durumlar,



cANCA pozitif vaskiilit, ¢olyak hastaligi, brosiektazi, astim, pankreas tutulumu ve
aneverizmalara da neden olabilmektedir (loachimescu & Stoller, 2005).

Son olarak A1AT, Alzheimer hastaligi ve karaciger kanserinin ¢ok erken
asamalarinda 6nemli bir biyolojik belirte¢ olarak onerilmistir (Kim & Lee, 2015; Song,
Poljak, Smythe & Sachdev, 2009).

2.3. A1AT Eksikligi ve Neden Oldugu Durumlar

ALAT eksikliginin tarihi 1952°de Malmo Universitesi Hastanesi Klinik Kimya
Laboratuvart sefi Carl-Bertil Laurell’in (1919-2001) laboratuvarinda plazma
proteinlerinin  elektroforezini  baslattigt ve bes hasta numunesinin protein
elektroforezinde ol bandinin yoklugunu fark etmesiyle baslamistir. Baslangicta
bakteriyel kontaminasyonun neden oldugu bir durum olabilecegini diistinmesine ragmen
bu rastlantinin, bantlarin geri kalan kismini etkilemeden al bandiyla sinirli olmasindan
sliphelenmistir. Boylece, bu hastalarin klinik bilgilerini arastirmak igin Sten Erickson’a
bir talepte bulunmustur. Erickson, ti¢iiniin akciger amfizeminden muzdarip oldugunu ve
agir bir solunum yolu hastaligi Oykiisii oldugunu, bunlardan birinin de Kronik
Obstriiktif Akciger Hastaligi’ndan (KOAH) etkilenen bir aile dykiisiine sahip oldugunu
buldu. Geriye kalan iki hastada ise, A1AT eksikligi ile iliskili hastaliklar yoktu. Ertesi
yil (1964) Erickson, ciddi elektroforetik al eksikligi ve akciger amfizemi olan iki erkek
kardesi saptadi. Bu bulgudan hareketle, birka¢ Isve¢ hastanesinden gelen klinik
hikayeleri de gbzden gegirerek, 33 vakayr toplamay1 basardi. ( bulgularin cogu KOAH
ile iligkilendirilmistir). Daha sonra Erickson, doktorasint 1965 yilinda “Alfa-1
Antitripsin  Eksikligi Calismalar1” baglikli konuda yapti ve danigsmani Laurell ile
birlikte, ALAT eksikliginin erken donemlerde amfizemin gelismesini destekleyen

kalitsal bir bozukluk oldugu sonucuna vardi (Blanco, 2017).

Alfa-1 antitripsin eksikligi (AATD); normal serum seviyesinin % 35°i altina
indigi durumlarda, 30 ila 40 yas aras1 kisilerde yaygin olarak amfizeme neden olan ve
daha az 6lgiide yeni dogan doneminde karaciger hastaligi (sarilik) yaratan otozomal bir
kalitsal hastaliktir. Klinik olarak, eriskinlerde amfizem ve karaciger hastaliklari, yeni
doganlarda ise daha az siklikla karaciger hastaligi ile iliskilidir. AIAT, protein veya gen

seviyesinde belirlenen 100°den fazla varyant: ile oldukca pleomorfik bir proteindir. Bu
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varyantlara gore serum AIAT seviyesi, diizeylerine ve fonksiyonlarina gére; normal,
eksik, islevsiz ve yok olmak tizere dort durum seklinde siniflandirilabilir (Brantly vd.,
1966).

2.3.1. ALAT Eksikliginin Klinik Ozellikleri

Klasik alfa-1 antitripsin (ALAT) eksikligi formu, 1800 canli dogumdan 1’ini
etkileyen otozomal ko-dominant bir bozukluktur. Bir nokta mutasyonu, mutant ALAT
molekiiliiniin anormal bir katlanma yoluna ve kiimelenmeye egilimli olmasini saglar.
Protein, karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda (ER) fizyolojik fonksiyonun

notrofil elastaz aktivitesinin inhibisyonu oldugu kan ve viicut sivilarinda tutulur

(Perlmutter, Brodsky, Balistreri & Trapnell, 2007).

A1AT’ nin akcigerleri proteolitik ataklara karsi korumasindaki rolii merkezidir.
Plazmada eksikligi durumunda erken baslangicli panlobiiler amfizem, astim,
bronsektazi ve Wegener graniilomatozu ile iliskilendirilir. 70’in tizerinde dogal olarak
ortaya ¢ikan varyant, izoelektrik odaklama jelleri lizerindeki gogleriyle tanimlanmis ve

karakterize edilmistir.

En yaygin iki eksiklik varyanti, S ve Z allelidir. Bu alleller, alfa-1 antitripsin
genindeki nokta mutasyonlardan kaynaklanir ve protein, izoelektrik odaklama iizerinde
normal olan M allelinden daha yavas go¢ eder. S allelinde GIu?* yerine Valin amino
asidi gelir. Z varyantinda ise Glu®* yerine Lizin amino asidi gelmektedir (Lomas,
2000). M aleli, yabanil allel olarak degerlendirilir ve M1, M2, M3 ve M4 alt tipleri
mevcuttur (Ugenskiene vd., 2005).

Kokeni Avrupa’ya dayanan insanlarin % 90’inda normal serum A1AT diizeyi ile
beraber normal M alleli vardir. Bu kisiler Pi MM olarak isimlendirilen genotipe sahiptir.
ATAT eksikligi bulunan olgularin % 95’inden fazlas1 homozigot Z alleli tasir. Amfizem
riski en ¢ok bu ZZ homozigotlarindadir. Pi ZZ genotipindeki insanlarin A1AT diizeyi
normal seviyenin % 16’s1 kadardir. A1AT seviyesi, Pi SS genotipindeki bireylerde
normal serum seviyesinin % 52’si, Pi SZ heterozigotlarinda normal seviyenin % 35’
oldugu bilinmektedir. Pi SS homozigotu barindiran kiside amfizem riski yokken, Pi SZ

heterozigotunda orta derece risk s6z konusudur (S6ylemez, 2006).
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Sekil 2.6. A1AT geninden dogan baslica varyantlar ve risk degerlendirmesi

Z mutasyonu, karacigerin kaba endoplazmik retikulumunda inkliizyon olarak
A1AT birikimi ile sonuglanir. Bu inkliizyonlar, homozigotu juvenil hepatit, siroz ve
hepatoselliler karsinomaya (karaciger kanseri) yatkin hale getirmektedir (Eriksson,
Carlson & Velez,. 1986). Hepatositlerde biriken AIAT dolasima salinamadigindan
akcigere gonderilemez. Boylece akciger, notrofil elastazin (NE) proteolitik saldirilarina

kars1 savunmasiz hale gelir.

Birikim, ALAT proteinin (6zellikle Z alleline sahip A1AT) aktif merkezinin bir
diger A1AT molekiiliine, bu molekiiliinde baska bir A1AT molekiiliine baglanmasi ile
gerceklesir. Bu reaksiyon dizinine ‘B-Loop Sheet Polimerizasyonu’ adi verilmektedir
(Sekil 2.7). Bu surecte yer alan proteinlerin, gen diizeyinde nokta mutasyonuna ugramis

varyantlar oldugu unutulmamalidir (Lomas, 2000).
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Sekil 2.7. Loop-sheet polimerizasyonunun molekdler temeli. (a) A1AT nin (kirmizi)
reaktif halkasi, ikinci bir molekiiliin (yesil) B-tabakas1 A’ya kolayca sokulabilen bir -
iplik¢ik olarak tutulur. Baglanma, B-tabakasi A’y1 bozan mutasyonlarla kolaylastirilir.
Boylece bir bagka antitripsin molekiiliiniin peptid dongiisiine katilmas1 daha acik hale
gelir. (b) Bir molekilin reaktif merkez dongusunu gosteren ALAT dimeri. Bir saniyede
B-tabakasi A’ya sokulur. (c) Bu islem polimerlerin zincirlerini olusturmak igin
uzanabilir. Modelde her bir antitripsin molekiilii farkli bir renkte gésterilmistir (Lomas,
2000).

2.4. Alfa-1 Antitripsin Eksikliginin (AATD) Tedavisi

AIAT eksikligi ile iligkilendirilen amfizemin serum protein eksikliginden
kaynaklandig1 ve buna bagli olarak alt solunum yolunun nétrofil elastaz ve anti nétrofil
elastaz diizeyi arasindaki bir dengesizlikten kaynaklandigi diisiiniildiigiinde bu hastaligi

tedavi etmek i¢in iki genel yaklasim vardir:
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(1) Notrofillerin alt solunum yollarinda birikmesini dnlemek (bdylece notrofil

elastazin yiikiinii azaltir).

(2) AIAT’nin serum seviyelerini arttirmak (bdylelikle notrofil elastaz yiikiine

kars1 akcigerde yeterli koruma saglanir).

Tedavi olarak, A1AT augmentasyon (arttirnm) tedavisi uygulanir. Ciinkii
yaralanan bir alveolus tamir edilse de, tahrip olmus bir alveol kalici bir kayiptir.
Fonksiyonel iinitelerin degistirilebildigi karaciger gibi organlarin aksine, yetiskin insan
akcigeri kendini yenileyemez. Bu nedenle, notrofil elastaz/anti notrofil elastaz
dengesizligi agisindan AIAT eksikligine bagli olan amfizem patogenezinin anlagilmasi
icin augmentasyon tedavisi; anti notrofil elastaz diizeyini (A1AT miktarini) fonksiyon
gosterecek kadar yeterli bir seviyeye ¢ikararak alt solunum yollarini notrofil elastazin

daha ileri saldirilarindan korumak amacini tasir.

AIAT eksikliginden kaynakli olan akciger tahribatinin patogenezi hakkinda her
sey bilindiginden, bu kisilerde alt solunum yollarina ait anti notrofil elastaz diizeyi
yeniden olusturulabilir. Karakterize olan akciger tahribatinin abartili orani 6nlenecek
boylece hastalik stabilize edilebilecektir. Diger bir deyisle, giderek artan alveol kaybi
azalip duracaktir. 50 mg/dL’den diisiik olan ATAT diizeyleri, amfizem gelisimi i¢in
yiiksek risk olusturur. 50 ile 80 mg/dL’lik serum diizeyi hafif risk grubudur. A1AT
serum diizeyi 80 mg/dL’den fazla oldugu durumlarda ise (gercek bir laboratuvar
standardi kullanilarak 10.9 uM’dan fazla) bir hastalik riski yoktur. Bu go6zlemlerden
hareketle, eger augmentasyon tedavisi uzun siire zarfinda 80 mg/dL’den fazla serum
ALAT seviyesi saglayabiliyorsa, alt solunum yolunda yeterli miktarda AIAT bulunur ve

alveollere kars1 koruyucu kalkan vazifesi gortir.

Bu bulgulardan hareketle yapilan tedaviler olumlu sonu¢ vermistir. Bu tedavi
seklinin giivenli, uygulanabilir ve biyokimyasal olarak etkili oldugunu agik¢a
gostermistir. Tedavi, hastalar tarafindan iyi tolere edilmis ve iyi karsilanmistir. Ayrica
kapsamli giivenlik degerlendirmesi, parenteral arttirma tedavisinin giivenligine iliskin
endiselerin onemsiz oldugunu gostermektedir. AIAT ile iligkili akciger tahribatinin
patogenezinin anlagilmasi, hem serum hem de akciger epitelyal astar sivist AIAT

seviyelerini ve anti-nOtrofil elastaz kapasitelerini arttirmak igin augmentasyon
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tedavisinin yetenegi biiyiik 6nem tagimaktadir. Saglikli bireylerde kararli durum olarak
nitelendirilen AIAT serum seviyesi, eksiklige sahip kisilerin serum seviyelerinden
yaklasik 3 kat fazladir. Arttirnm tedavisi uygulanan eksiklige sahip kisilerde ise bu

duzey 80 mg/dL esik koruyucu serum seviyesini asmistir.

Sigara kullanimindan ka¢inma ve enfeksiyonlarin agresif tedavisi gibi
nonspesifik tavsiyeler ve dnlemlerin yani sira, augmentasyon tedavisi olmaksizin bu

hastalik i¢in herhangi bir tedavi mevcut degildir (Hubbard & Crystal, 1988).

Son yillarda eksikligin gen diizeyinde tedavisinin yapilmasi hakkinda ¢aligsmalar
baslamistir. 2010 yilinda Li ve ark., A1AT eksikligine neden olan bozuk genin tedavisi
icin A1AT proteinini sentezleyen saglikli geni, tasiyici bir vektdr yardimiyla kemik iligi
kok hucrelerine (BM) aktarmuislardir. Sonrasinda ex-vivo transdiksiyonlu bu BM
hiicrelerinin karacigere transplantasyonunu gerceklestirerek basarili bulgular elde
etmislerdir (Li vd., 2010). Yine aymi sekilde 2011 yilinda Li ve ark., A1AT dureten
c¢DNA’1 igeren rekombinant Adeno iligkili viris (AAV) vektorlerini kullanarak yag
dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerini transdiise etmislerdir. Bu kok hiicreler
daha sonra bir farenin karacigerine aktarilmis ve sonug olarak farelerin insan A1AT
proteinini sentezleyebildikleri saptanmigtir (Li vd., 2011). Bu ¢aligmalar belli bir basar1
oranina sahip olsa da ticarilesme konusunda zayiftir. Ciinkii gen tedavileri glinimuz

sartlarinda halen pahali ve uygulamasi zordur.

Tedavi edilmeyen AIAT eksikligi, etkilenen kisilerin ¢cogunlugu i¢in ilerleyici ve
Olimcul bir hastaliktir. AIAT eksikligi sonucu gelisen amfizemin patogenezinde notrofil
elastaz ve anti-notrofil elastaz arasindaki dengesizligin roliine iliskin kanitlar g6z 6niine
alindiginda, AIAT eksikligi olan kisilerin ve amfizemin klinik kanitlarinin parenteral

AIAT giiglendirme tedavisi almasi énemlidir (Hubbard & Crystal, 1988).

2.5. A1AT Eksikligi (AATD) Tamisinda Kullanilan Yontemler

ATAT eksikligi olan bireyler cok ¢esitli belirtilere sahip olabilirler. Belirtiler
yasamin erken doneminde ortaya c¢ikabilir veya 50-60 yasma gelene kadar

baslamayabilir.
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AATD’nin  belirtileri, A1AT proteinin sentezlendigi ve hedeflendigi
organlardaki bozukluklarla es deger seyreder. Eksiklige sahip kisilerin akcigerlerine
baglh olarak; nefes darligi, balgam, balgam ftretimi ile asir1 Oksiiriik, hisirtili solunum
gorulebilir. Ayrica egzersiz kapasitesinde ve kalic1 diisiik enerji hallerinde azalmaya
neden olabilir ve gabuk yorulma gorulur. Semptomlar kronik olarak veya solunum
yollariin akut enfeksiyonlart ile ortaya ¢ikabilir. Bazen A1AT eksikligi olan bir kisi,
nefes alirken artan gogiis agrisina sahip olabilir. Bu, yasami tehdit eden ¢okmiis bir

akcigere bagli olabilir (amfizem hastaligy).

Eksiklige sahip kisilerin karacigerleriyle alakali olarak; yorgunluk, istahsizlik,
kilo kaybi, ayak veya karin sismesi, cildin veya géz akinin sarimsi renk almasi (sarilik),
kan kusma veya digkida kan goriilmesi muhtemel semptomlardir. Ciltte ise; cildin
altinda sicak, kirmizi, agrili topaklar gortilebilir (Alpha-1 Foundation, 2018). Sayilan
tim bu semptomlar AATD’nin neden oldugu ilgili organlardaki hastaliklarla iliskilidir.
Serumdaki A1AT seviyesine gore bunlarin siddetleri farklilik gosterir. A1AT’i
kodlayan genin alleline goére bu semptomlarin ¢ogu goriilebilir ya da goriilmeyebilir
(Brantly vd., 1966).

Tan1 koymak, temel belirtilerden hareketle serum seviyesindeki A1AT duzeyine
bakilarak yapilir. Normal serum seviyesinin % 35’1 ve alt1 seviyesine inen A1AT
miktar1 eksiklikle iligkilendirilir seklinde belirtilse de (Brantly vd., 1966), serum A1AT
seviyesinin 80 mg/dL’nin altina diismesi bu kalitsal hastaligin teshisinde temel

parametre olarak kabul edilir (Crystal, 1990).

Saglik kuruluslarinda A1AT’nin serum seviyesinin tayini igin protein
elektroforezi ya da immunfiksasyon Elektroforezi uygulanmaktadir (AACC, 2018).
Elektroforez teknigi uzun zamandir tip alaninda tan1 koymak i¢in uygulanan popiiler bir
yontemdir. AATD durumunda akut faz proteinlerinin ya da total proteinin miktarindaki
degisimler tan1 koyma konusunda elektroforez kullanimin1 mantikl kilar. Elektroforez,
elektriksel bir alan icerisinde proteinlerin izoelektrik noktalarindaki farkliliklara gore
anoda ya da katoda dogru go¢ etmelerine dayanan ve bu esasa gore ayirim yapan bir
metottur. Bunun haricinde serum proteinlerinin analizinde spektroskopik metotlar da
kullanilmaktadir. Klinik olarak kullanilan en yaygin metot nefelometri yontemi ile

A1AT miktan tayinidir. Nefelometri yonteminde, bir siispansiyon icerisinden belirli bir
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dalga boyuna sahip 1s1k gecirilir. Isik ¢ozelti igerisinde absorplanir ve geri yansitilir.
Absorpsiyon durumu her bilesen icin spesifik oldugundan analiz edilecek protein

kolaylikla tayin edilir.

Bu metotlar tam1 koymada yeterli olsa da analiz yonteminin zorlugu, uzun
hazirlik basamaklari, uzman kisiler tarafindan yapilmasi gerekliligi, cihaz ve testlerin
yiiksek maliyetli olusu gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle her saglik kurumunda
ATAT eksikligi igin bir test uygulanamaz. Eksiklik, KOAH ile sik¢a karistirilir (Blanco,
2017) ve buna gore bir tedavi yontemi uygulanir. Boylelikle bir tiirlii iyilesemeyen kisi,
hastalik belirsizliginden dogan psikolojik sikintilar1 da beraberinde yasar (Worthington,
Parrott & Smith, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 1997 yilinda mevcut
verilere dayandirilarak yapilmis bir beyana gére KOAH hastaligindan muzdarip
kisilerin ve astim tanisi almig geng ya da eriskin yastaki bireylerin mutlaka hayatlarinda
an az bir kez A1AT eksikligine kars1 kantitatif test yaptirmalarinin gerekli oldugu
onerilmistir (Boulyjenkov, 1997). Bundan dolay1 AATD tanisinda dogrudan A1AT

miktarina spesifik olabilecek bir tan1 yontemi gelistirilmelidir.

2.6. Alfa-1 Antitripsin Eksikliginin Tamisinda Kullanilabilecek Yeni Yaklasimlar

ATAT nin giinden giine artan 6nemi ve eksiklik durumunun (AATD) Oniine
gecilmez ise 6limciil sonuglara neden olmasi, bu proteinin analizi i¢in yeni metotlar
gelistirilmesini zorunlu kilar. Son yillarda yilizey plazmon rezonansi yontemi (SPR)
kullanilarak Aptamer-Antikor etkilesimli sandvig¢ tipi testler (kitler) olusturup serum
orneklerinde A1AT analizi yapmay1 hedefleyen ¢alismalar mevcuttur ve yontem ALAT
tayini icin oldukca hassas ve etkili olarak belirtilmistir (Kim & Lee, 2015). Bir baska
calismada ise, elektrokimyasal esasli alkalen fosfataz etiketli antikor-glimiis
nanopargaciklar1 ve karbon nanotiipleri ile sandvig tipi bir biyosensor gelistirilmis ve
A1AT analizi i¢in uygulanmistir. Bu yontemde de yiiksek hassasiyet ve
tekrarlanabilirlik elde edilmistir (Zhu & Lee, 2017).

Biyosensorler, A1AT nin serum Orneklerinde analizi i¢in olduk¢a uygun bir
tayin metodu olarak umut vadetmektedir. Bu yontemle analiz siresi minimuma

indirilerek, tedavi safhasinda da A1AT miktarimin kontrolii yapilabilecektir. Bu
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calismanin ¢ikis noktast da bu nedenle ALAT tayini icin yeni bir biyosensor
gelistirmektir.

2.7. Biyosensorlerin Temeli

Biyosensorler, biyokomponent (algilayici biyolojik kisim) ile fiziksel
komponentlerden (etkilesim sonucu aciga ¢ikan degisimi Olgebilen transduser kisim)
olusan mikro yapili sistemlerdir. Biyokomponent kismina biyolojik tabaka da
denmektedir. Analiz edilecek materyal biyosensoriin biyokomponent kismiyla muamele
olur ve burada gergeklesen biyokimyasal iligki transduser (dedektor) kisminda anlaml
bir sinyale doniistiirtlir (Telefoncu, 1999) Sinyal, bir sinyal arttirici ara yiiziinde

cogaltilarak olgiilebilir seviyeye getirilir (Bas & Deniz, 2015).

Biyosensorler, son yillarda analitik kimya, biyo-analitik kimya, tip, endiistri,
gida kimyasi, kisacast analiz yapilmasi gerekli olan tiim alanlarda kullanilma
potansiyeli olan bir yontem olarak gorilmektedir. Ciinkii, biyokomponent kisim analit
madde ile spesifik bir etkilesime girer. Bu etkilesimi Ol¢ebilecek bir sinyale doniistliren

dedektor secimiyle, analiz ¢ok daha hizli, hassas ve dogru bir sekilde gerceklestirilebilir.

Dedektor sistemi, alinacak cevabimn sekline gore degisiklik gosterir. Ornegin;
Atomik absorpsiyon spektroskopisinde fotometrik bir dedektor kullanilmasi uygunken,
elektrokimyasal temelli bir biyosensorde impidimetrik (volt), amperometrik (akim) veya
konduktometrik (iletkenlik) bir dedektér kullanilmasi uygun olacaktir. Buna gore
biyokomponent kismin se¢imi de analizi yapilacak materyale gore gesitlendirilebilir.
Gilinilimiizde biyokomponent ve transduser ¢esitliliginden yola c¢ikarak pek ¢ok

biyosensor sistemi gelistirilmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Biyosensorleri meydana getiren kisimlarin gesitliligi (Tuylek, 2017)

ANALIT (ORNEK) BiYOKOMPONENT TRANDUSER
Hormonlar Enzimler Elektrokimyasal Esasli
Enzim Antikorlar Yari iletken Esasli
Koenzimler Hucre Optik Esash
Substrat Doku Kesitleri Fotometri Esasli
Aktivator Reseptorler Flilorometri Esasli
Inhibitor Mikroorganizmalar Fliiorometri Esasli
Antikor-Antijen Nukleik Asitler Piezoelektrik Esasli
Nkleik asit Lipitler Kuartz Kristal Mikrobalans
Mikroorganizmalar Hicre Organelleri Mikrokantil everlar
Glukoz Glukoz Oksidaz (GOD) Amperometrik
L-Aminoasitler Horseradish Peroksidaz Potansiyometrik
Herbisit Antikorlar Piezoelektrik quartz kristal
Metaller --- Elektrokimyasal Esasli

Ik olarak, 1950°li yillarin ortasinda kandaki glukozun, glukozidaz immobilize
edilmis bir elektrot yardimiyla olgtimii gergeklestirilmistir (Clark & Lyons, 1962).
Burada glukozidaz (GOD) enzimli elektrot biyokomponent kismi olusturmaktadir.
Glukoz ve ¢6ziinmiis halde bulunan oksijen elektrot tarafindaki membrani gegerek
elektrot yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenir. Glukonik asit olusumu ile devam eden
sirecte oksijen harcanmaktadir. Ortamdaki glukozun bitimine kadar oksijen harcanir ve
glukoz bittigi anda oksijen tiiketimi durur (Bulut, 2011). Oksijen miktarinin
baglangictaki seviyesi ile glukozun bittigi andaki oksijen seviyesi arasindaki fark
hesaplanarak ne kadar glukoza karsilik geldigi bulunur. Burada oksijen seviyesini
belirleyen ise dedektordiir (fiziksel kisim). Biyosensorler, genel olarak bakildiginda ti¢
kisimdan olusurlar. Bunlar biyoreseptor (biyokomponent), transduser (dedektorler) ve

sinyal giiclendiricidir (Sekil 2.8).
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biyolojik reseptorler

Sekil 2.8. Biyosensoriin temel bilesenleri (Bahadir & Pagano Merig, 2014)

Klasik elektrokimya metotlariyla sadece anyon ve katyonlarin analizi
yapilabilirken, bu sistemlere biyomateryallerin eklenmesi ile pek ¢ok maddenin tayini
mimkin hale gelmektedir. Boylece hazirlanan analiz sistemleri ‘Biyosensorler’ adini
alir. Aslinda biyosensorler, dogadaki canlilarin evrim siireci igerisinde gelistirdikleri
algilama kabiliyetlerinin laboratuvar ortaminda simiile edilmesinden ibarettir. Kopek
baliklarinin tonlarca suyun arasindan bir damla kani algilayabilmesi, erkek kelebeklerin
disilerin yaydig1 birka¢ molekiil feromonu algilayabilmesi ya da alglerin zehirli
maddelere kars1 agirt duyarliligi gibi 6rnekler biyosensorlerin kurgulanmasinda fikir ve

ilham veren dogal olaylardir (Bulut, 2011).

2.7.1. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyosensorler, biyokomponentin tiiriine ve kullanilan transduser sistemine gore
siniflandirilirlar. Simiflandirma ayrica analitin taninmasi esnasindaki mekanizmaya gore

de yapilmaktadir.
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2.7.1.1. Biyokomponent secimine gore biyosensorlerin simflandiriimasi

Cizelge 2.2°de gosterildigi gibi bu tarz bir siniflandirmada dikkat edilmesi

gereken nokta, biyokomponent olarak secilen biyomolekiiliin analizi yapilacak substrat

madde ile nasil bir etkilesime gireceginin belirlenmesidir.

Cizelge 2.2. Biyokomponent secimine gore biyosensorler ve analiz alanlar1 (Telefoncu,

1999).

Enzim sensorleri

Kigik molekillu organik veya anorganik molekdllerin analizi,
(6rnegin: metabolitler, ilaglar, gida maddeleri, vitaminler,
antibiyotikler, pestisitler vb.)

Mikrobiyal sensorler

Enzim sensorlerinin  kapsadigi analizlere ek olarak BOD,

Mutajenite, toksisite alanlarinda.

DNA sensorleri

Gen diizeyinde hastalik yapicilarin tayininin yani sira viriisler,

patojen mikroorganizma analizinde.

Immiino sensorler

DNA sensorlerinin analiz alanlarina ek olarak ksenobiyotiklerin

analizinde.

Biyosensorler ek olarak galisma prensiplerine gore kendi aralarinda; biyoafinite

temelli ve biyokatalitik temelli olarak iki grupta incelenir (Sekil 2.9).
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BIYOSENSORLER

BIYOAFINITE TEMELLI BIVOKATALITIK TEMELLI
SENSORLER SENSORLER
Reseptir Analit Reseptdr Analit
Enzim Substrat, Inhibitor Enzim Substrat,
Apoenzim Prostetik grup Mikoroorganizma Kofaktér,
Ankitor Antijen Organel Aktivator,
Reseptir Hormon Doku kesiti Inhibitér,
Lektin Glikoproteinler, Enzim.
Protein

Sekil 2.9. Biyosensorlerin biyokomponentlerinin etki prensibine gore siniflandirilmasi
(Telefoncu, 1999)

Biyoafinite temelli sensorler, boyalarin, lektinlerin, hormonlarin ve reseptorlerin
veya antikorlarin, enzimlerin, hiicre i¢i matrikse dayali glikoproteinlerin analizleri igin
kullanilirlar. Ayrica antijen ve hormon tanimlanmasi yapmak i¢in de kullanilabilirler.
Elektrodun u¢ kisminda olusan kompleks nedeniyle tabaka kalinliginda bir degisim
meydana gelir. Bu degisim ise 151k absorpsiyonu ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal
parametrelerde degisime sebep olur. Bu degisimler cesitli transduserlerle oOlgiiliirler

(Optik esasli, potansiyometrik ya konduktometrik esasli transduserler vs.).

Biyokatalitik temelli sensorlerde ise analitin kimyasal dontigiimii s6z konusudur.
Biyoaktif tabakada bulunan enzim, mikroorganizma, organel vs. tarafindan analit
kimyasal olarak degistirilir. Bu nedenle katalitik sensorler ayn1 zamanda metabolizma

sensorleri olarak isimlendirilir (Telefoncu, 1999).
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2.7.1.2. Transduser segimine gore biyosensorlerin siiflandiriimasi

Bir biyosensor tasariminda, biyokomponent se¢imi ne kadar onemliyse fiziksel
kismm segimi de o kadar onemlidir. Clnki biyoaktif tabakada meydana gelecek
etkilesimden dogan fizikokimyasal degisimlerin iyi belirlenmesi cevabin etkisini
dogrudan etkiler. Fizikokimyasal degisimin tiiriine gbre ise biyosensorler Cizelge
2.3’deki gibi siniflandirilabilir (Novotny, 2009).

Cizelge 2.3. Transduser secimine gore biyosensorlerin siniflandirilmasi

Elektrokimyasal Temelli Biyosensorler | impidimetrik, Amperometrik,

Potansiyometrik.

Optik Temelli Biyosensorler Fotometrik, Biyoliiminesans,

Fluorometrik

Piezoelektrik Temelli Biyosensorler Mikrokantileverlar, Kuartz kristal
mikrobalans
Kalorimetrik Temelli Biyosensorler Termistorler

2.7.2. Biyokomponentlerin immobilizasyonu

Immobilizasyon, biyosensoriin tekrarlanabilirligi ve stabilitesinin saglanmasi
acisindan 6nemli bir faktordiir. Segilen biyoreseptor (biyokomponent) ve transduser
analiz yontemine gore ¢esitlilik gosterir. Analiz yonteminin esasi biyolojik kisimda
meydana gelen etkilesimin ve bu etkilesimden dogan fizikokimyasal tepkinin bir
batliinudur. Son yillarda immobilizasyon tekniginin ¢ok ¢esitli versiyonlari tanimlansa
da baglica 5 yontem kullanilarak biyoreseptor molekiil istenilen yizeye immobilize
edilir. Bu yontemler; tutuklama, ¢apraz baglama, adsorpsiyon, biyolojik etkilesim ve

kovalent baglama olarak siralanabilir.
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2.7.2.1. Tutuklama

Biyoreseptor molekdlin, bir membran veya tabaka matriksi igerisinde

\‘93/

Sekil 2.10. Kafes tipi tutuklama ve mikrokapsl tipi tutuklama (Burak, 2012)

hapsedilmesi temeline dayanir (Sekil 2.10).

2.7.2.2. Capraz baglama

Kimyasal baglama ile tutuklama metodunun birlestirilmesiyle olusan bir
metottur. Tutuklamayla immobilize edilmis bir biyoreseptor molekiil, glutaraldehit
(GLT) gibi foksiyonel bir reaktif molekil ile tabakaya kovalent baglanir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Capraz baglama yontemi (Burak, 2012)

2.7.2.3. Adsorpsiyon

Biyoreseptér molekiiliin, hidrofobik, hidrofilik veya iyonik etkilesimler
vasitasiyla tabakaya ya da bir filme tutturulmasindan ibarettir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Adsorpsiyon ile assosiye olmus bir biyoreseptor (Burak, 2012)

2.7.2.4. Biyolojik etkilesim

Biyoreseptoriin, immobilize olacagi tabakayla spesifik olmak kosuluyla

kimyasal baglanma ile birlesimi temeline dayanir (Telefoncu, 1999).

2.7.2.5. Kovalent baglama

Biyoreseptér molekiiliin, transduser yiizeyine g¢esitli kimyasal reaksiyonlar

kullanilarak kovalent baglanmasi temeline dayanir (Telefoncu, 1999).

Immobilizasyon, oda sicakliginda ve nétral pH’larda yapilmalidir. Kovalent
baglama metoduyla immobilizasyon i¢in kullanilabilecek ©nemli reaktif gruplari;
aciller, karboksilat polimerleri, imidoesterler, karbodiimidazol ve tiyollerdir. Bu
gruplarin verdigi reaksiyonlar ise immobilizasyonun saglanmasinda segilebilecek

onemli reaksiyonlardir (Telefoncu, 1999)

Bu calismada gelistirilen A1AT biyosensoriiniin insa edilmesinde kovalent
baglama yontemi kullanilmistir. Literatlrde kovalent baglama metodu ile gelistirilmis
cok sayida biyosensor c¢alismasi da mevcuttur. Bu c¢alismalara 6rnek olarak, 2011
yilinda Sezgintiirk, Vaskuler endotelyal blyiime faktoriinin (VEGF) tayini amaciyla bu
proteini tantyan spesifik reseptoriini VEGF-R1 molekilini Au bir elektrot yilzeyine

kovalent olarak immobilizasyonuna dayali impidimetrik temelli bir biyosensor
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gelistirmistir (Sezgintiirk, 2011). ilk olarak, Au yiizeyini tiyol grubu ihtiva eden 3-
merkaptopropiyonik asit ile muamele etmis ve muamele sonucu 3-MPA’nin
tiyollerindeki kiikiirt, altina kovalent olarak kendiliginden SAM  stratejisiyle
baglanmistir. Daha sonra ise EDC/NHS c¢ozeltileriyle 3-MPA’nin karboksilli asitlerini
aminleyerek aktive etmistir. Son olarak ise Sekil 2.13’de goriildiig iizere VEGF-1
reseptoru bu kimyasal kdpruye kovalent olarak immobilize edilmistir.
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Sekil 2.13.VEGF-1 reseptoriniin altin elektrot yiizeyine kovalent baglanma metodu ile
immobilizasyon stratejisi (Sezgintirk, 2011)

Bir baska ¢alismada Sezgintirk ve Uygun, VEGF-R1 molekiluni Au yizeyini
sisteaminle modifiye ettikten sonra Ol¢ciimiin hassasiyetini arttirmak ig¢in poliamino
gruplart iceren PAMAM dendirimerlerini kullanarak impidimetrik bir biyosensor
gelistirmiglerdir. Sisteamin Au elektrot yiizeyine kendiliginden baglanmig ve amin
gruplar1 glutaraldehit ile fonksiyonellik kazandirilmistir. Daha sonra PAMAM
dendirimerinin sisteamine kovalent baglanmasi saglanmis ve tekrar glutaraldehit
kullanilarak aktive edilmistir. Glutaraldehit aldehit grubuna VEGF-R1 molekdlii amino
gruplarindan kovalent baglanarak bir biyosensor tasarlanmistir (Sezgintirk & Uygun,
2012)
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Kovalent baglama metodu, kullanilabilecek foksiyonel gruplarin cesitliligi
nedeniyle molekillerin immobilizasyonu hususunda 6nemli ve populer bir yere sahiptir
ve bilim insanina genis bir yelpaze sunar. Bu calisma kapsaminda A1AT biyosensori
gelistirilirken kovalent baglama yontemi kullanilmis ve 4-merkaptofenilasetik asit SAM

stratejisi ile altin elektrot yilizeyine immobilize edilmistir.

Kendiliginden Olusan Tek Tabakalar (SAM)

SAM terimi, yiizeyde birka¢ nanometre kalinliginda 6zel bir yapi olarak
meydana gelen alkil tiyol molekiillerinin kendiliginden olusumunu ifade eder (Love,
Estroff, Kriebel, Nuzzo & Whitesides, 2005). Kendiliginden olusan tek tabaka (SAM)’l1
sistemler son derece ilgi cekicidir. Clnki elektrot yuzeyine inklbe edilen kimyasallar,
fonksiyonel gruplar1 sayesinde kendiliginden baglanma gosterir (Kokkokoglu, 2013).
Tiyol grubu igeren kimyasallarin kullanimi ile elektrot yiizeyinde SAM olusturmak
yaygin bir tekniktir. Ayrica tiyol grubu igeren oligoniikleotidler ile DNA
immobilizasyonu i¢in SAM olusturan ¢alismalar mevcuttur (Gooding, 2002). Tiyollerin
haricinde SAM olusturmak i¢in disiilfitler veya siilfiir gibi kiikiirt bazli bilesiklerin
kullanim1 (Boozer, Chen & Jiang, 2006) olduk¢a yaygindir. Bu molekiiller, daha diisiik
serbestlik derecelerine (hareketsiz) sahip ¢ok karmasik yapilari olusturacak sekilde
substratla baglantili hale gelebilirler. Bazi SAM'lar, temiz metal tzerinde sulu fazdan
kendiliginden adsorpsiyon (kendiliginden organize) ile kolayca olusturulabilir (Xu &
Li, 1995). SAM adsorpsiyonunun kinetigi iki asamali bir siiregten gecer. ilk adimda,
SAM'lerin hizl1 bir sekilde biiylimesi (yiizey oOrtiistinlin veya kalinliginin nihai degerinin
% 80-901) ilk 2-3 dakika i¢inde gerceklesir. Bunu, film kalinhi§inin yaklasik 10-20

saatlik bir zaman araliginda bir denge degerine yaklastig1 daha yavas bir adim izler.

Olusturulacak SAM’in 6zelligini kullanilan kimyasalin zincir uzunlugu, ug
grubunun islevselligi, ¢oziiciiniin dogasi, daldirma siiresi ve alt tabakanin (elektrot)

yuzey morfolojisi gibi faktorler etkileyebilir (Pan, Durning & Turro, 1996).
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Sekil 2.14. Self Assambled Monolayer (SAM)’in sematik gosterimi (Vuillaume, 2010).

SAM olusturulacak yiizeyin gesitlendirilmesiyle kullanilan kimyasalin yapisi
degisebilir. Sekil 2.14°te belirtilen metal substrat; Pt, Cu, Ag, Au gibi metallerden
olusuyor ise bas kisminda tiyoller veya siilfitler kullanilabilir. Yizey metal oksitlerden
olusuyor (SiO2 gibi) ise bas kisminda alkil siloksanlar (silan gruplar1) bulunduran bir
kimyasal kullanilmas1 gerekir (Vuillaume, 2010).

SAM’lar sadece metal yiizeye tiyol gruplarimin kendiliginden baglanmasi
seklinde olusmaz. Son yillarda alternatif metal substratlar ile kimyasallar gelistirilmekte
ve kullanilmaktadir. Ornegin 2018 yilinda Sonu¢ Karaboga ve Sezgintiirk, Indiyum
Kalay Oksit (ITO) tek kullanimlik tabakalari ile anti-CRP (C-Reaktif Protein)
antikorunu kovalent etkilesimler vasitasiyla hareketsizlestirmislerdir (Sekil 2.15).
Burada ITO vyuzeyini 11-siyanoundesiltrimetoksisilan (CUTMS) ve PAMAM
dendrimerleri kullanilarak modifiye edip CRP analizi yapabilen bir biyosensor sistemi

gelistirmislerdir (Sonug¢ Karaboga & Sezgintiirk, 2018).
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Sekil 2.15. Kovalent baglanma metodu ile ITO tabanli biyosensoriin immobilizasyonu

2.7.3. Biyosensor Uygulamalarinda Elektrokimya

Elektrokimya, elektrik enerjisi ile kimyasal enerji arasindaki etkilesimi, bunun
sonucunda olusan kimyasal doniistimleri ve kimyasal tepkilerde gerceklesen elektron
gecislerini inceleyen bir bilim dalidir. Elektrokimyasal bir sistemin olusturulabilmesi
icin elektron verici bir anot, elektron alic1 bir katot ve bu iki ug arasinda elektronun
transferine olanak saglayacak bir elektrolit c¢ozeltisi olmalidir. Elektrokimyasal
reaksiyonun olustugu ortam elektrokimyasal hiicre olarak isimlendirilir. Analizi
gerceklestirilecek maddenin elektrokimyasal o6zellikleri baz alinarak gerceklestirilen

kantitatif analizler ‘elektro analitik kimya’ olarak isimlendirilir.

Elektro analitik yontemler diisiik tayin siirlarinda bile ytliksek hassasiyete sahip
oluslar ve kisa siirede cevap verebilmeleri sebebiyle avantaj saglarlar (Kayran, 2011).
Bu nedenle elektrokimyasal sistemler ile biyokomponent sistemleri bir araya getirilerek

biyosensor uygulamalarinda kullanilmaktadir.

29



2.7.3.1. Elektrokimyasal Temelli Biyosensorler

Elektrokimyasal temelli biyosensorler, elektrokimyasal tekniklerin analitik
giiciinli biyolojik tanima slireglerinin 6zgiilliigii ile birlestirir. Genel olarak
biyokimyasal reaksiyonlar sonucu bir analitin konsantrasyonu ile ilgili elektrik sinyali
uretilir. Bu amacla, biyospesifik bir reaktif uygun bir elektrotta immobilize edilir. Bu da
biyolojik tanima olaymn1 kantitatif amacli amperometrik veya potansiyometrik bir
cevaba dondstiiriir. Elektrotun bir biyomolekul ile kombinasyonu, birgok zorlu
probleme uygulanabilen yeni ve gii¢lii analitik araglar sunmaktadir (Wang, 2006).
Ayrica elektrokimyasal biyosensorler, biyosensorlerin diger siniflarina gore daha hizlh
tepki, daha fazla basitlik, ylksek hassasiyet ve daha diisiik maliyet sunmasi nedeniyle

en ¢ok tercih edilen biyosensor siniflarindan olmustur.

2.7.3.1.1. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorler, bir iriiniin veya reaktanin genellikle sabit
uygulanan bir potansiyelde yiikseltgenmesi veya indirgenmesi sirasinda olusan akimin
degisimini Olger. Amperometrik biyosensorleri etkileyen en 6nemli faktor, katalitik

molekiiller arasindaki elektron transferidir (Gu, Liu, Zhang & Hasebe, 2009).

2.7.3.1.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik biyosensorler, bir ¢ozelti i¢ine daldirilmis iki elektrot arasindaki
potansiyel farkini Olger. Elektrotlardan biri referans elektrodudur ve ortamindan
bagimsiz sabit bir potansiyele sahiptir. Prob elektrodunun potansiyeli, oksidasyon ve
indirgeme reaksiyonlarinin meydana geldigi kati ve sivi fazlar arasindaki ara ylzde
potansiyeldir. Denge, oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarinin oranlari esit oldugunda

elde edilir. Denge potansiyeli asagida verilmis olan Nernst denklemiyle ifade edilir.

RT [red]
E=Eo- (ﬁ)ln< [ox] >
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Denklemde [oks] ve [red], sirasiyla, sistemin oksitlenmis ve indirgenmis
formlarinin konsantrasyonlarint temsil eder. Potansiyometrik biyosensor olusturmak
icin prob elektrotunda hidrofobik membran ile bir biyolojik bilesen eklenmelidir

(Yilmaz & Karakus, 2011).

Biyolojik bilesenlerin immobilizasyonundan sonra g¢esitli paramatrelerde
Olcimler uygulanarak baglanmanin ve oOl¢iimiin karakterizasyonu yapilmalidir. Bu

amacla kullanilan yontemlerin basinda impidimetri ve voltametri gelmektedir.

2.7.4. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), ¢ok c¢esitli kimyasal ve fiziksel
Ozelligin hassas bir gostergesidir. Giintimiizde elektrokimyasal temelli impedimetrik
biyosensorlerin gelisimine yonelik artan bir egilim vardir. Biyosensorlerin liretimini
karakterize etmek ve enzimlerin katalize edilmis reaksiyonlarini veya spesifik baglayici
proteinlerin, lektinlerin, reseptorlerin, nikleik asitlerin, biitiin hiicrelerin, antikorlarin ve
antikorla iligkili maddelerin biyomolekiiler tanima olaylarini izlemek i¢in impedimetrik
teknikler uygulanmaktadir (Guan, Miao & Zhang, 2004). EIS ile yuzeyler, membranlar
ya da tabakalar Uzerinde meydana gelen degisim, difiizyon prosesleri ve karakterizasyon

konularinda bilgi saglanir (Telefoncu & Kiling, 2013).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), genlige sahip bir siniizoidal
uyarim sinyali ile dengede olan bir sistemin pertlirbasyonuna dayanarak malzemelerin

hem kararliliginin hem de kapasitif 6zelliklerinin analizini gergeklestirir.

Sistemin impedansi, verilen potansiyele karsi ¢ok cesitli alternatif akim (AC)
frekans1 taranmastyla olusur. Alinan veri ise impedans spektrumu olarak adlandirilir.
Esdeger devre modelleri, impedans spektrumlarinin yorumlanmast igin faydalidir (Guan
vd., 2004). Impedans spektrumu cevab: Bode grafigi ve Nyquist egrisi olmak lzere iki
sekilde verilmektedir (Sezgintirk, 2013). Biyosensorlerin karakterizasyonunda Nyquist

egrisi onem arz etmektedir (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Bu tez kapsaminda gelistirilen ALAT biyosensori igin elde edilmis Nyquist
egrileri.

Sekil 2.16°da verilen Nyquist egrileri, immobilize edilmis Anti-A1AT antikoru
ve Uzerine eklenen ALAT proteini ¢ozeltileri ile etkilesiminin impedans 6lgiimlerinin
gorintusudir. AL1AT proteinin ilavesi alti kez yapilmistir. Lacivert renkli egri Anti-
A1AT’e ait olup en kiglk impedans degerine sahiptir. Antikor molekiliin tzerine
spesifik proteini olan ALAT proteininin eklenmesiyle Nyquist egrisinin bityikliigi de
artmigtir. ilave edilen A1AT konsantrasyonlart ayni olup sistemin dl¢iim dogrulugu

egrilerde lineer artig olarak gorulmektedir.

Biyosensor uygulamalarinda impidimetrik yontemle birgok farkli biyomolekiil
cesitli frekanslarda AC kullanilip analiz edilmistir. Ozellikle, enzimler, antikorlar,
nukleik asitler, hiicreler ve mikroorganizmalar, impidimetrik biyosensorler gelistirmek
icin elektrotlarin ylizeyi lizerine sabitlenmistir (Guan vd., 2004). Buradan hareketle de
cok cesitli impidimetrik biyosensorler olusturulmus ve literatiire girmistir. Baslica
impidimetrik biyosensorler ise; enzim temelli, immuno-baglayici temelli, niikleik asit
temelli ve hucre-mikroorganizma temelli impidimetrik sensorler olarak dort smifta
toplanabilir (Guan vd., 2004).
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2.7.5. Voltametrik Yontemler

Voltametrik yontemler, sisteme uygulanan sabit bir potansiyele karsi calisma
elektrotu ile karsit elektrot arasinda olusan akimin Slglimiine dayanan etkin analiz
yontemleridir. Potansiyel ve akim arasindaki baglanti analit derisimi ile iliskilendirilir
(Yavuz, 2012). Elde edilen akim-potansiyel egrisine voltamogram adi verilmektedir.
Voltametri deneyleri iiclii elektrot sisteminde gergeklesirler. Sisteme verilen potansiyele
karsi akim cinsinden bir cevap alinmaktadir (Kayran, 2011). Potansiyeli degisen
elektrot, ¢alisma elektrodu admi alir. Calisma elektrodu, incelenen elektrokimyasal
olayin gerceklestigi elektrottur ve islevi elektrokimyasal 6l¢iim bolgesini olusturmaktir.
Calisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesinden dolay1 olusan akima katodik
akim, yiikseltgenmesinden dolay1 olugan akima anodik akim denir. Bu elektrotlar amaca
bagli olarak soy (inert) veya soy olmayan metallerden secilebilir. Platin ve altin
elektrotlar1 voltametride tercih edilen ¢alisma elektrotlaridir. Voltametrik yontemle
analiz; Siklik (dongusel) Voltametri (CV), Kare Dalga Voltametri (SWV) ve
Diferansiyel Puls VVoltametri (DPV) olmak iizere ii¢ farkli sistemle yapilabilir (Kayran,
2011).

Bu tez kapsaminda gelistirilen biyosensoriin tasariminda, biyolojik molekilin
altin elektrot yiizeyine immobilizasyonu agsamalarinda optimizasyon ve karakterizasyon

asamalarinin her adiminda CV analizi yapilmistir.

2.7.5.1. Siklik (Ddngusel) Voltametri (CV)

Siklik voltametri yonteminde potansiyel tarama doénguseldir. Potansiyel E;
degerinden E2 degerine belirli bir hizla taranir. Daha sora Ez2’den E1’e dogru ayn1 hizla
taramanin tersi yoOniinde ilerler. Boylelikle yiizey iizerinde meydana gelen
elektrokimyasal degisim sonucu olusan {riiniin elektrokimyasal davraniglar
incelenebilir (Telefoncu & Kiling, 2013). Bu islem, akim zamaninin bir fonksiyonu
olarak kaydedilir ve tarama defalarca tekrarlanabilir. Bir devir 100 saniyeden fazla veya
1 saniyeden az sturede de tamamlanabilir (Topkaya, 2013). Ayrica potansiyelin

sonlanma anindaki haliyle baslangigtaki hali ayni olmayabilir.
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CV’de pik potansiyeli ve akimi sayesinde yiizeyde meydana gelen reaksiyonun
difiizyon kontrollii olup olmadigi ya da tersinir olup olmadigi anlasilmaktadir.
Tersinirlik azaldig1 zaman tersinmez olay1 gosteren pik yiiksekliginde azalma goriiliir ve
pik potansiyellerinin arasindaki fark artis gosterir. Sayet tamamiyla tersinmez bir olay
varsa tersinmez olay1 gosteren pik kaybolur. Pik akim1 bu nedenle analiz i¢in 6nemli bir
parametredir (Telefoncu & Kiling, 2013). Ayrica CV’nin cevap siiresinin ¢ok kisa
olmast ve analit tayin smirinin diisiik olmasi 6nemli avantajlarindandir (Topkaya,

2013).
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Sekil 2.17. CV ile alinmis bir voltamogram goriintiisii

2.8. Literatiirde A1AT Analizi icin Gelistirilmis Biyosensorler

ATAT’in tespiti i¢in yiizey plazmon rezonanst (SPR) ve floresan algilama
temelli birkag yontem gelistirilmis olsa da (Kim & Lee, 2015; Li vd. 2011)
elektrokimyasal temelli bir biyosensor tasarimi ilk kez 2017 yilinda Zhu ve Lee

tarafindan yapilmistir.
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Floresan algilama temelli gelistirilen A1AT analiz yontemi daha ¢ok bu
proteinin kalitatif tayini i¢in planlanmigtir. Yontem; A1AT eksikliginin tedavisi igin
yapilan Bolim 2.4’te belirtilen gen tedavisi ile ilgili ¢alismalarin, karacigerde A1AT

sentezini arttirip arttirmadigini belirlemek amaciyla gelistirilmistir ( Li vd., 2011).

2015 yilinda Kim ve Lee ise, altin bir SPR ¢ipini 11-merkaptoundekanoik asit ile
muamele ederek SAM olusturmus ve EDC/NHS karisimi ile SAM’1 aktive etmislerdir.
Sonrasinda ise A1AT’e 6zgii 5’ amin grubu modifiyeli bir DNA Aptamerini (5'-H2N-
GGG GCA CGT ACG GGC ATC AC ACA GGC GTG ccCC-3 ") bu kol tzerine
immobilize etmislerdir. Bu tasarimin iizerine A1AT eklemesi yapilarak proteinin
aptamerine baglanmasi saglanmistir. Son olarak, Anti-A1AT antikorunun eklenmesiyle
sandvi¢ tipi antikor-aptamer temelli bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Ayrica bu
yontemin etkinligini desteklemek i¢in A1AT’ nin serum ve tamponda ELISA temelli

kolorimetrik tespitlerini de yapmuslardir (Kim & Lee, 2015).

Zhu ve Lee’nin ALAT miktar tayini yapmak Uzere gelistirdigi biyosensorde ise;
biyokomponent olarak AAT aptameri, fiziksel bilesen olarak elektrokimyasal temelli
Olcim yapabilen potansiyostat cihazi kullanilmistir. Calismada, modifiye karbon
nanotipler ile alkalen fosfataz etiketli antikor-giimiis nanopargaciklarinin etkilesimine
dayal1 elektrokimyasal esasli sandvig tipi bir biyosensor olarak dizayn edilmistir (Sekil
2.18). Karbon nanotipler Perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilikasit (PTCA) ile muamele
edilerek modifiye karbon nanotipler (PTCA-CNT) elde edilmistir. PTCA-CNT c¢ozeltisi
seri baskili karbon elektrot (SPCE) {izerine damlatilmig, maddenin yiizeye
absorpsiyonundan sonra ise A1AT’e spesifik DNA aptameri ( 5'-H2N GGG GCA CGT
ACG GGC ATC AC ACA GGC GTG CCC C-3") eklenmigstir. Diger taraftan, giimiis
nanpoartikiller (Ag-Np) merkaptofenilasetik asit (MPA) ile fonksiyon kazandirilarak
MPA-Ag-Np’ler elde edilmis, karboksil gruplart EDC ve NHS ile aktive edilmistir.
Aktive edilmis MPA-Ag-Np’ler alkalen fosfatazla muamele edilerek A1AT antikor
cozeltisi ile karigtirlmigs ve Alkalen fosfataza A1AT antikoru baglanmis giimiis
nanopartikiller (ALP-AAT Ab-Ag NP) elde edilmistir.

Elde edilen ALP-AAT Ab-Ag NP’leri SPCE iizerine immobilize edilmis A1AT
aptamer ile etkilestirilerek sandvi¢ temelli bir kimyasal etkilesim gergeklestirilmistir
(ALP-AAT Ab-Ag NPs/AAT protein/AAT aptamer-CNTs/SPCE kompleksi).
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ATAT miktar tayinleri; farkli konsantrasyonlarda A1AT ¢ozeltileri eklenmesi ve 1 saat

inkiibasyonu seklinde ol¢limler gerceklestirilmistir.

COOH COOH COOH
— ——
a JAAT aptamar

Ag NPs

Y oeom T
< ke aBe &
f el |

: 2

5 <>

(Vi.
ALP-AAT Ab/Ag NPs

Electrochemical
sensing

Potential / V

Sekil 2.18. Zhu ve Jin Lee’nin ALAT analizi igin gelistirdigi sandvig tipli aptamer
temelli elektrokimyasal biyosensoriin sematik gosterimi

Sonug olarak Zhu ve Jin Lee tarafindan gelistirilen A1AT biyosensorinin
yiksek secicilik, tekrarlanabilirlik ve Kkararliliga sahip oldugu belirlenmistir. Bu
avantajlarina ragmen biyosensoriin dizaynindaki komplekslik beraberinde ¢ok fazla
kimyasal madde kullanimimi getirmekte olup hazirlanan biyosensoriin  maliyetini
arttirmaktadir. Kimyasal madde c¢esitliliginin fazlaligi biyosensérin optimizasyon

asamasinda da gii¢liik olusturabilir.

Bu tez kapsaminda bahsi gegen bu ili¢ yontemle karsilastirildiginda; daha az
kimyasal madde kullanilarak, AL1AT antikoru (anti-A1AT) ile analit ¢ozeltisindeki
AlAT proteininin birbirini immiin tanimas1 ile A1AT"nin Kkantitatif tayinini
yapabilecek; dizayni basit, ucuz ve elektrokimyasal esasli spesifik bir immiinosensor

dizayni hedeflenmistir.
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2.9. A1AT Analizine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda ALAT biyosensorini tasarlarken A1AT antikor molekulu anti-
ATAT’in altin elektrot Uzerine kovalent olarak baglanmasi, tiyol esasli SAM’ler
olusturarak planlandigi icin SAM olusturmak iizere kullanilacak kimyasal molekiil odak
noktas1 olmustur. Daha once de belirtildigi gibi metaller veya yar1 iletken yilizeylerde
SAM olusturabilmek ve biyokomponentin immobilizasyonu saglamak amaciyla
tiyollerin kullanimi olduk¢a yaygindir (Vuillaume, 2010). Ayrica literatirde SAM

olusturmak tizere alkan tiyollerin kullanimi1 daha yaygindir (Hewas, 2013).

Ahmad ve Moore, 2012 yilinda suda benzo[a]piren Saptanmasi igin
elektrokimyasal temelli bir immiinosensor gelistirmisler, 11-merkaptoundekanoik asit
kullanarak SAM olusturmuslardir (Ahmad & Moore, 2012). Benzer sekilde Kim ve
Lee, 2015 yilinda 11-merkaptoundekanoik asit kullanarak altin elektrot yiizeyini
aktiflemisler ve aptamer-antikor etkilesimli sandvig testi ile ylzey plazmon rezonansi

kullanilarak A1AT analizine yonelik bir metod gelistirmislerdir (Kim & Lee, 2015).

2013 yilinda Agab Mohamed Hewas Leicester Universitesi’nde yaptigi doktora
tezi kapsaminda suda metal iyonlarinin analizine yonelik SAM ile modifiye edilmis
EQCM (Elektrokimyasal kuvars kristal mikrobalans) elektrotlar1 gelistirmistir. Bu tez
kapsaminda aromatik tiyollerin etkinliklerini de SAM kapasiteleri yonunden
arastirmistir. Calismasinda merkaptostksinik asit (MSA), 4-merkaptobenzoik asit (4-
MBA) ve 4-merkaptofenilasetik asit (4-MPA) ile ilgili karakterizasyon c¢aligmalari
yapmustir (Hewas, 2013).

4-MBA ve 4-MPA’nin EIS 6l¢tmleri, her iki molektlin de frekansta 6nemli bir
artisa neden olduklarini gostermistir. Alifatik tiyollere kiyasla aromatik yapili kimyasal
molekiller ¢iplak altin yiizeyine daha fazla kitle eklediginden (Aromatik yapidan
kaynaklanan hacim ve agirlikla iligkili durum) elektrot yiizeyinin daha yuksek (kalin)
bir kaplamaya sahip olmasi ve elektrolit ortamina yizeyin bloke olmasi gerekir. Fakat
bu iki aromatik tiyolin CV 6l¢iimi sonucu yuzeyin redoks ortamindan engellenmedigi
goriilmistiir. Alifatik bir tiyol olan MSA’a karsi aromatik tiyollerin CV’lerinde az bir
farklilik saptanmistir. Bu cevabin bir miktar diisiis gostermesinin nedeni aromatiklikten

gelen ¢ift bagdir. Molekul icinde elektronlar ¢ift baglar iizerinden ¢6zelti yiginini asip
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altin elektrot yilizeyine gegebilirler. 4-MBA'mm 4-MPA'dan daha etkili oldugu
konusunda bir yaklasim vardir. Clnkiu 4-MBA’da elektriksel yik, halkadan ve
karboksilik gruba ulagsmak i¢in disaridan dagitilirken, 4-MPA'da rezonans hareketi
benzen halkasinin i¢inde kisitlanmustir yani elektriksel yiik halka i¢inde kalip elektrot
yuzeyine gecememistir (Sekil 2.18) (Hewas, 2013).

Sekil 2.19. 4-MPAnin elektriksel yiik karsisindaki rezonans1 (Hewas, 2013).

Sonug olarak Hewas, bu bilgilerin 1s1ginda aromatik tiyollerin de SAM olusumunda

kullanilabileceklerini ortaya koymustur (Hewas, 2013).

Son yillarda aromatik tiyoller kullanilarak yapilmis ¢aligmalar incelendiginde;
Ponce ve ark., 2011 yilinda O2’nin indirgenmesine yonelik bir metot gelistirmislerdir.
Au elektroda demir ftalosiyanin adsorbe ederek elektrotlar islevsellestirildikten sonra 4-
aminotiofenol (4-ATP) ve 1-(4-merkaptofenil)-2,6-difenil-4-(4-piridil)-piridinyum
tetrafloroborat (MDPP) kullanilarak bu elektrotlarda SAM olusturulmustur. Au/4-
ATP/FePc ve Au/MDPP/FePc elektrotlari ile yapilan elektrokatalitik caligmalar

neticesinde Oz’nin indirgenmesi saglanmistir (Ponce vd., 2011).

2013 yilinda, Gandhi ve ark., 4-merkaptofenilasetik asit ile fonksiyonel hale
getirdikleri Mn?* katkili ZnS nanopartikiilleri (4-MPA-ZnS-Mn?* NP’ler) standart bakir
cozeltilerinde bakir iyonlarinin saptanmasi igin floresan prob olarak kullandiklarini

bildirmisledir (Gandhi, Rohit, Kumar & Kailasa, 2013).

Medikal anlamda aromatik tiyollerin kullanimu ile ilgili caligmalara deginilecek
olursa, 2015 yilinda Zhang ve ark.,, Fe3Os'Au nanopartikiiller kullanilarak
sentezledikleri tiyol aromatik aldehit (TAA) ve PAMAM ile birlikte bu NP’leri
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islevsellestirerek  elektrokimyasal temelli bir immiinosensér gelistirmislerdir.
Gelistirdikleri immiinosensér 3 pg.ml™? saptama sinir1 ile 0,005-50 ng.mI? araliginda
IgG’nin tespiti i¢in arzu edilen performansi sergilemistir (Zhang, Shen, Shen & Zhang,
2015). 2017 yilinda Miranda ve ark., p-merkaptobenzoik asit araciligiyla altin yiizeye
SAM olusturarak tiyoaromatik DNA mono tabakalari yardimiyla ¢evresel patojenik
bakterilerin tespiti igin elektrokimyasal bir algilama sistemi gelistirmislerdir (Miranda-
Castro vd., 2017).

Biyosensorlerin gelistirilmesinde SAM’i olusturacak kimyasalin se¢imi kadar
secilen kimyasal molekiiliin aktivasyonu da 6nem tasir. Aktivasyon Sireci yorucu ve
zaman alic1 olabilir. Bu nedenle, immobilize edilen antikorlarin prosediiriini
basitlestirmek ic¢in yeni SAM’lar bulmak gereklidir. Aromatik tiyoller bu konuda da
umut vadederler. 4-MPA ve TAA gibi tiyoller SAM olusturduktan sonra g¢apraz
baglayicilara gerek duymazlar (Zhang vd., 2015). Capraz baglayici ekstra bir kimyasal
molekiile gerek duyulmamasi, gelistirilen biyosensoriin optimizasyonu, kolay
uygulanabilirligi ve maliyeti konularinda biiyiikk avantaj saglar. Hewas kendi
calismasinda 4-MBA’nin 4-MPA’dan daha etkin oldugunu savunmus olsa da (Hewas,
2013) Gallagher ve arkadaslarinin RNA proteinlerinin segmental etiketlenmesi ile
alakali ¢alismas1 merak uyandiricidir. Gallagher, proteinlerin ligasyonu i¢in 4-MPA
kullanmis ve 4-MPA’nin tiyol degisim katalizorii olarak bu ¢alismada anahtar eleman

oldugunu belirtmistir (Gallagher, Burlina, Offer & Ramos, 2017).

Tim bu bilgiler dogrultusunda bu tez kapsaminda, elektrot ylizeyine
uygulanacak SAM sistemi olarak hem tiyol grubu iceren hem de fenilasetik asit gibi
fonksiyonel bir grup tasiyan 4-merkaptofenilasetik asit (4-MPA) secilmistir ve SAM
olusturulmustur. Daha sonra bu SAM tabakasi 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimit (EDC)/N-Hidroksisuksinimit (NHS) karsimi eklenerek 4-MPA’nin disari
bakan —COOH gruplar1 aminlenip aktiflestirilmistir. Son olarak ise Anti-A1AT antikoru
aktiflesmis bu kol iizerine eklenerek Sekil 2.20a ve Sekil 2.20b’de gosterildigi gibi
A1AT biyosensorin dizayni yapilmistir.
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Sekil 2.20b. A1AT biyosensorii i¢in SAM olusumundan sonra ki asamalarin sematik
goOsterimi

Immobilizasyon asamalar1 gergeklestirilip biyosensor sisteminin tasarimi
yapildiktan sonra elektrot ylizeyine, fosfat tamponuyla porsiyonlanmis A1AT protein
cozeltisi eklenerek biyosensor cevaplart EIS ve CV oOl¢umleri olarak alinmistir (Sekil
2.21).
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Sekil 2.21. ALAT proteininin Anti-A1AT antikoruna baglanmasi
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Tez kapsaminda A1AT analizine yonelik impidimetrik temelli elektrokimyasal
bir biyosensdr yontemi gelistirilmistir. Uclii elektrot sistemi igin gerekli olan elektrotlar
BASi, Warwickshire, UK firmasindan saglanmustir. Calisma elektrodu olarak 2.01mm?
yiizey alanina sahip Au elektrot se¢ilmistir. Karsit elektrot olarak 10 cm uzunlugunda Pt
tel kullanilmistir. Referans elektrot olarak KCl ile doygunlastirilmis 3M Ag/AgCl

elektrodu kullanilmistir.

Gelistirilen biyosensoér metodunun 6l¢iim sistemi olarak; elektrokimyasal temelli
impedans Ol¢limii yapabilen FRA modiillii potanstiyostat/galvanostat cihazi (Gamry
Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 Gamry Instruments Warminster, USA)
kullanilmigtir.  Cihaz; siklik voltametri (CV) ile elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) yazilimi iceren Echem Analyst programi yiiklii bir bilgisayara
baghdir.

Deneylerde kullanilan ¢ozeltileri hazirlamak igin ise hassas terazi (Precisa XB
220A, Precisa Gravimetrics AG/Switzerland), ¢esitli hacimlere sahip mikro pipetler (20
pL, 200 pL, 1000 pL Eppendorff), sicaklik kontrollii ultrasonikator (Wise Clean
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Daihan, Kore), manyetik karistirici (Biosan magnetic stirrer MSH 300) ve pH metre
(6173 pH, made in China for USA) kullanilmstir.

3.1.2. Caliymada Kullanilan Kimyasallar

Olusturulan biyosensoriin biyolojik bileseni olan ALAT antikor proteini ve analit
A1AT proteini Sigma Aldrich’ten temin edilmistir. Antikorun Au elektrot yiizeyine
immobilizasyonundan once elektrot yiizeyinde SAM tabakasi olusturmak igin 4-
merkaptofenil asetik asit (4-MPA), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit (EDC),
N-hidroksistksinimit (NHS) kullanilmigtir. Bunlara ek olarak, elektrotlarin bulundugu
Olciim sistemindeki ¢ozelti ortami i¢in potasyum ferrisiyanat, potasyum ferrosiyanat ve
KCI kullanilmigtir. Tam bu kimyasallar Sigma-Aldrich Co. LLC (USA) firmasindan
temin edilmistir. Elektrot temizligi islemlerinde ise etanol (Absolute %99.9 Sigma-
Aldrich Co. LLC (USA)) ve Aliminyum oksit kullanilmistir.

A1AT ve Anti-AlAT proteinleri calismada kullanilacak konsantrasyonlara
seyreltilerek porsiyonlara ayrilmistir. Seyreltme islemlerinde fosfat tamponu ve yapay
serum ¢ozeltisi kullanilmis olup yapay serum Sigma-Aldrich Co. LLC (USA)’den temin
edilmigtir. Fosfat tamponu icin ise Merck KGaA (Darmstadt, Almanya)’dan temin
edilmis olan sodyum dihidrojen fosfat (NaH.POs) ve dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPOg4) kullanilmistir. ALAT ve Anti-A1AT porsiyonlari deneyde kullanilincaya
kadar -20° C’de saklanmustir.

Immobilizasyon basamaklarinda kullanilan tiim ¢ézeltiler taze hazirlanmis ve

gunlik olarak kullanilmistir.

3.1.3 Deney Esnasinda Kullanilan Kimyasal Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mM pH:7.0 Fosfat tamponu: Ilk olarak 3.549 g Na,HPOQ; tartilarak saf su
ile 500 ml’ye tamamlanir. Sonra 3.4015 g KH2PO4 tartilarak saf su ile 500 ml’ye
tamamlanir. Bu 1iki ¢o6zelti pH:7.0 (+0.01) olacak sekilde karistirilarak tampon

hazirlanir.
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Olciimlerde Kullanilan Elektrolit Cozeltisinin Hazirlamsi;

5.0 mM Kj3[Fe(CN)s]: 0.8231 g Ka[Fe(CN)s] tartilarak 50 mM pH:7.0 fosfat

tamponu ile 500 ml’ye tamamlanir.

5.0 mM Ka4[Fe(CN)s]: 1.0560 g Ks[Fe(CN)s] tartilarak 50 mM pH:7.0 fosfat

tamponuyla 500 ml’ye tamamlanir.

0.1 M KCI: 3.72 g KCI tartilarak 6nceden hazirlanmig 500 mL 5.0 mM
Ks4[Fe(CN)g] cozeltisinde ¢ozllr.

EDC/NHS Cozeltisinin Hazirlamsi;

0.2 M EDC: 5.94 mg EDC tartilir ve 100 ul 50 mM pH:7.0 fosfat tamponu

icerisinde pipetleme yapilarak ¢ozdiiriiliir.

0.05 M NHS: 2.88 mg NHS tartilir ve 500 pl 50 mM pH:7.0 fosfat tamponu
icerisinde pipetleme yapilarak ¢ozdiiriiliir. EDC/NHS ¢6zelti karisimi bu iki ¢ozeltinin

1:1 oraninda karigtirilmastyla hazirlanir.

5 mM 4-MPA: 4.205 mg 4-MPA tartilir ve 5 ml %99’luk etanol icinde

¢Oziilerek hazirlanir.

3.2. Metodlar

3.2.1. Elektrot Temizligi

Elektrot temizligi altin elektrot yiizeyine dis ortamdan gelen safsizliklar
gidermek Uzere yapilan gerekli ve 6nemli bir adimdir. Temizlik mekanik ve kimyasal
olmak {izere iki asamada gergeklestirilir. Elektrodun mekanik temizligi i¢in; bir miktar
Aluminyum oksit kadife bir kege tzerine alinir. Uzerine bir iki damla ultra saf su
eklenerek macun kivamina getirilir. Elektrodun altin yiizeyi macun kivamina getirilmis

aluminyum oksit tzerinde hafif hareketlerle gezdirilerek mekanik temizlik tamamlanir.

Elektrot ylzeyinde kalan aliminyum oksit partikiilleri saf su ile yikanarak

giderildikten sonra iginde saf su bulunan bir behere konulur ve ultrasonikatérde 10 dk

44



muamele edilerek giderilemeyen adsorplanmis safsizliklarin temizlenmesi saglanir.
Ardindan elektrodun altin yiizeyi etanol ile yikanir ve i¢inde etanol bulunan bir behere
alimir. Beher ultrasonikatorde 10 dk muamele edilerek elektrodun organik
safsizliklardan da armmasi saglanir. Tiim bu islemlerden gegirilmis elektrodun EIS
6lglimleri alinarak ne kadar temizlendigi kontrol edilir. Elektrot temizlenmis ise argon

gaz1 ile kurutularak SAM olusturmak tizere hazir duruma getirilir.

3.2.2. Gelistirilen Biyosensoriin Calisma Prensibi

Bu tez kapsaminda AI1AT biyosensorii tasarlarken uygulanan biitiin
immobilizasyon adimlarinin (4-MPA ile SAM olusturma + EDC/NHS ile 4-MPA’nin
karboksilli asit grubunun aktiflestirilmesi + anti-A1AT proteininin bu karboksilli asit
karbonil karbonuna kovalent olarak baglanmasi) sonrasinda elektrot yuzeyindeki
degisimler siklik voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi Gl¢timleri
yapilarak takip edildi. Her iki 6lgtimde de analizler redoks probu olarak gorev yapan 5.0
mM Ka/K4[Fe(CN)e] (1:1 karisimi) ¢ozeltisiyle hazirlanan 0.1 M’lik KCI ¢ozeltisi
icerisinde ydratuldd. CV igin 6lgiim potansiyeli 0.5 ile -0.1 V arasinda, adim biiytkligii
1 mV, tarama hizi 50 mV/s olarak belirlendi. EIS 6l¢timleri i¢in ise alternatif akim 5
mV olacak sekilde ayarlandi. Impedans spektrumlari ise her 6l¢iim igin 50.000-0.05 Hz

araliginda alind1.

Tavsandan izole Anti-A1AT antikorunun ¢alisma elektrodu yiizeyine
immobilizasyonu saglandiktan sonra ALAT protein ¢ozeltisi (100 ng/pl) mikropipet
yardimiyla elektrot yuzeyine tatbik edildi ve ALAT proteininin spesifik antikoruna
baglanmasi i¢in bu islemden sonra izole bir ortamda bir saat bekletildi. Bir saatin
sonunda ise altin elektrot yiizeyinde baglanmadan kalan fazla A1AT proteinlerini
uzaklagtirmak i¢in elektrot saf su ile yikandi. Yikamadan sonra elektrot, dl¢iim igin
Fe(CN)s* >~ redoks probu iceren ¢ozeltinin bulundugu hiicreye konarak EIS ve CV
olctimleri yapildi. Olclimi tamamlanan elektrot hiicreden alinarak tekrar saf su ile
yikand1 ve argon gaziyla kurutuldu. Bu islemler elektrot ylizeyine her A1AT cozeltisi

eklendiginde ve bunu takiben EIS ve CV 0l¢iimii yapildiginda uygulandi.
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3.2.3. Hesaplama Proseduiru

A1AT biyosensorl hazirlanirken immobilizasyon prosedurinun her asamasinin
kontroli ve sonrasinda A1AT miktar tayini icgin elektrokimyasal impedans
spektroskopisi yontemi kullanildi. Impedans; verilen altenatif akima karsi, calisma
elektrodunda olusan diren¢ olarak tanimlanir. Tez kapsaminda Gamry
Potentiostate/Galvanostate cihazi ve Gamry Analyst® yazilimi araciligiyla bu deger
Olglldu. Direng Nyquist egrisi seklinde 6lgim sisteminden elde edildi. Bu Nyquist
egrilerinin anlamli bir ifadeye cevrilmesi icgin ise es deger devre modeli kullanildi. Es
deger devre modeli sayesinde egriler, cihaz tarafindan anlaml sayisal verilere gevrildi.
Elde edilen sayisal veriler “ylik transfer direnci (Rct)” olarak ifade edildi. Rct yaklasik
olarak Nyquist egrisinin ¢ap degerine karsilik gelen elektrot yiizey alanidir. Elektrot
yiizeyindeki madde miktar1 ne kadar artarsa Rct degerinin de buna bagl olarak arttig

yani madde miktari ile Rct arasinda dogru oranti oldugu bildirilmektedir (Uygun &

Sezginturk, 2011).

CPE

=7yl = R
R.E. T W.E.

Ret 2w

Sekil 3.1. Gamry Analyst yazilimindan yararlanarak olusturulan es-deger devre modeli

Bu devre ornegi Sekil 3.1°de gortlmekte olup; bu devrede, ¢ozelti direnci Rs
kisaltmasi1 ile Warburg impedans: Zw ile sabit faz elemani kapasitanst CPE-alpha ile

yuk transfer direnci ise Rct ile ifade edilmistir.
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3.2.3.1. Yiik Transfer Direncinin Hesaplanmasi

Rct degeri hesaplanacak olan Nyquist diyagrami Gamry Analyst® yaziliminda
acilir ve list mentideki Impedance sekmesinden ‘Fit A Model (Simplex Method)’ segilir.

Acilan pencereden ‘CPE with Diffusion’ sekmesine tiklanir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. CPE With Difflision ve hesaplama i¢in kullanilabilir diger devre modelleri

“CPE with diffusion” sekmesine tiklandiktan sonra agilan pencere Rct degerinin
hesaplanacagi penceredir. Hesaplamaya ge¢meden once ilk olarak “Reset to Default
Values” ibaresine tiklanarak hesaplama ekrani sifirlanir. Rp yazan kisim sifirlandigi
zaman, Onceden se¢ilmis olan Nyquist egrisinin Rct’si hesaplanabilir. Bunun i¢in yine
ayn1 pencerede sol ilist kosede bulunan “Calculate” ibaresine tiklanarak egrinin Rct

degerine denk gelen Rp degeri hesaplanir (Sekil 3.3).

Bu islem sonucunda alinan Rp degerleri, her bir EIS 6l¢iimii sonunda elde edilen
Nyquist egrileri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanip kaydedildi. Elektrot yiizeyine baglanmis analit
madde miktar1 ile Rp-Rct arasinda dogru oranti oldugu bilindiginden (Uygun &
Sezgintirk, 2011) elde edilen bu Rp degerleri tiim kantitatif amagli yapilan tayinlerde
kullanildi.
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Sekil 3.3. Gamry Analyst® yaziliminin hesaplama ekrani

3.2.4. Alfa-1 Antitripsin Analizine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanisi

Au elektrot yizeyinde biyosensor tasarimini gergeklestirebilmek icin elektrot
oncelikle Bolim 3.2.1’de anlatildigi gibi temizlendi. Temizlenmis Au eletrodun
yiizeyinde SAM olusturabilmek amaciyla % 99.9’luk etanol igerisinde hazirlanmis olan
5 mM 4-MPA cozeltisine elektrot daldirildi ve 16 saat bekletilerek inkiibe edildi. 16
saatin sonunda elektrot, ¢ozelti ortamindan alinarak etanol ve saf suyla yikandi. EIS
Olgtimleri yapilarak SAM’in olustugu belirlendikten sonra 4-MPA molekillerinin
karboksilli asit uglarin1 aktiflemek Uzere 0.2M/0.05M EDC/NHS (1:1) c¢ozelti
karistmindan  10uL  alimip elektrot Uzerine tatbik edildi ve 30 dk bekletildi.
Biyosensoriin biyoreseptor kismini olusturan anti-A1AT antikoru, stok ¢ozeltisinden
Sul’lik porsiyonlar halinde alinip elektrot yuzeyine eklenerek karanlik ve izole bir
ortamda 1 saat bekletildi. Strenin sonunda EIS ve CV 6lgiimleri yapilarak biyosendr
yapimi tamamlandi. A1AT analizi yapmak iizere; elektrot yizeyine AL1AT protein
cozeltisinden 5 pL damlatilarak 1 saat bekletilip sonrasinda EIS ve CV olgtimleri

yapildi.
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3.2.5. AlAT Analizine Yonelik Gelistirilen Biyosensoriin Immobilizasyon
Basamaklarinin Optimizasyonu

Biyosensor cevabinin yiikseltilmesi ve hassasiyetinin arttirilabilmesi i¢in
biyosensor tasariminda kullanilan tiim kimyasal maddelerin optimum miktarlarinin
belirlenmesi  6nemlidir. Bu nedenle o&ncelikle AL1AT biyosensoriiniin hazirhiginda
kullanilan tiim kimyasallarin degisen konsantrasyonlarinda biyosensoOrler hazirlandi ve

A1AT analizi i¢in biyosensor cevaplari 6l¢iildii.

3.2.5.1. 4-MPA Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Altin elektrot yiizeyinde mutlak dayanikli, etkin bir SAM olusturabilmek igin
cesitli konsantrasyonlarda 4-MPA ¢ozeltileri %699.9°1uk etanolde hazirlandi. Bunun igin
1 mM, 25 mM, 5 mM ve 10 mM’lik 4-MPA ¢ozeltileri hazirlandi. SAM olusturmak
Uzere, hazirlanmis bu ¢ozeltiler i¢ine elektrot daldirilarak oda kosullarinda 16 saat
inkiibe edildi. Sonrasinda biyosensor tasariminda kullanilan diger kimyasal bilesenlerin
konsantrasyonlar1 sabit tutularak biyosensor insasi tamamlandi ve analit molekiil
A1AT’nin farkli konsantrasyonlari i¢in EIS ve CV olgiimleri yapilarak biyosensor

cevaplari belirlendi.

SAM’1 olusturan ¢oOzeltinin optimizasyonu yapilirken etkin bir sonug¢ elde
edebilmek icin denemelerde sabit tutulan konsantrasyonlar; EDC/NHS (0.2 M/0.05 M),
Anti-A1AT (100 ng/pL) ve A1IAT (100 ng/uL)’dir.

3.2.5.2. EDC/NHS Karisimimnin Optimizasyonu

Immobilizasyon basamaginin ikinci agsamasi, altin yiizeye baglanmis 4-MPA nin
aktivasyonudur. SAM’in disa donlk ylizeylerinde 4-MPA’dan gelen -COOH gruplarin
aktiflestirmek icin EDC/NHS karisimi kullanilmistir. Aktivasyonun saglanmasi ig¢in
gerekli EDC/NHS miktarin1 belirlemek adina EDC ve NHS c¢ozeltileri arasindaki
stokiyometri korunarak (1M/0.25 M), (2 M/0.5 M), (0.2 M/0.05 M), (0.02 M/0.005 M)
konsantrasyonlarinda EDC/NHS ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerle biyosensorler

gelistirilmistir.
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EDC/NHS karisiminin optimizasyonu yapilirken etkin bir sonug elde edebilmek
icin denemelerde diger parametreler sabit tutulmustur. Bu parametreler; 4-MPA (5mM),

Anti-ALAT (100 ng/uL) ve ALAT (100 ng/uL)’dir.

3.2.5.3. Anti-A1AT Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Anti-A1AT antikoru, analiz edilmesi 6n gorilen A1AT proteinini kimyasal
olarak tanmiyip spesifik olarak baglayacak olan biyoreseptér molekuldir. Anti-A1AT
molekili bu tez kapsaminda gelistirilen biyosensoriin  biyokomponent kismini
olusturmaktadir. Bu nedenle hem gelistirilen biyosensor koluna baglanabilmesi hem de
A1AT proteinini en iyi sekilde algilayabilmesi i¢in konsantrasyonunun optimize

edilmesi gereklidir.

Anti-A1AT konsantrasyonunun optimizasyon g¢alismasinda; 100 ng/pL, 200
ng/uL, 500 ng/uL ve 1000 ng/pL konsantrasyonlarina sahip Anti-AlAT ¢ozeltileri
hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerle biyosensorler dizayn edilmistir. Optimum anti-A1AT
miktarni tayin edebilmek i¢in denemelerde diger parametreler sabit tutulmustur. Bu

parametreler; 4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0.2 M/0.05 M) ve A1AT (100 ng/uL)’dir.

3.2.6. AIAT Analizine Yonelik Gelistirilen Biyosensoriin Immobilizasyon
Basamaklarimin Karakterizasyonu

Karakterizasyon, gelistirilen biyosensoriin ideal bir biyosensor olup olmadigi
konusunda bilgi verir. Olusturulan sensoriin tekrarlanabilirlik, segicilik, tayin siniri,

stabilite ve duyarlilik gibi ¢ok ¢esitli parametrelerde degerlendirilmesi gereklidir.

3.2.6.1. Dogrusal Tayin Arahg:

Boliim 3.2.5’te belirtilen optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda edinilen optimum
degerler 4-MPA konsantrasyonu 5 mM, EDC/NHS konsantrasyonu 0.2 M/0.05 M,
Anti-A1AT konsantrasyonu 200 ng/pL olup, bu kosullarda hazirlanmig biyosensorler ile
ALAT proteini igin (100-600 ng/uL) dogrusal tayin aralig1 belirlenmistir.
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3.2.6.2. Tekrar Uretilebilirlik

Optimize edilmis kosullar kullanilarak (5 mM 4-MPA, 0.2M/0.05M EDC/NHS,
200 ng/pL Anti-AlAT) ¢ok sayida biyosensor yapilmis ve A1AT’ nin dogrusal tayin
araliginda biyosensor cevaplart ol¢giilmiistiir. Cok sayida ve farkli giinlerde hazirlanan
bu biyosensorlerin cevaplari karsilastirilarak A1AT biyosensoriiniin tekrar Uretilebilirlik

basarist denenmistir.

3.2.6.3. Yapay Serum Uygulamalar

A1AT biyosensoOriniin kullanim amaci kan serumu, idrar vb. viicut sivilarinda
bu molekilin analizini yapmaktir. Bu nedenle Anti-A1AT ve A1AT molekillerinin
etkilesimine dayali biyosensor cevaplari lizerine serum icerisindeki protein, tuz ve diger
biyolojik bilesenlerin etkisinin olup olmadigini belirlemek iizere yapay serumda A1AT
¢ozeltileri hazirlandi. Serumdan gelen bagka molekdllerin reseptor-analit etkilesimine

girisim yapmasi, alinacak cevabi da etkilemesi istenmez.

Serum bilesenlerinin gelistirilmis olan ALAT biyosensorl tzerindeki etkisini
belirlemek i¢in; yapay serum kullanilarak seyreltilmis A1AT ¢ozeltileri immobilize

edilmis kol iizerine tatbik edilerek biyosensor cevaplart alindi.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMALAR

4.1. A1AT Biyosensoriiyle Elde Edilmis Bulgular

4.1.1. A1AT Biyosensoriiniin Olusturulmasi Asamalarina Iliskin Bulgular

A1AT biyosensoriiniin her bir immobilizasyon basamagindan sonra altin elektrot

ylizeyinde meydana gelen degisimler CV ve EIS 6lgtimleri ile belirlendi, elde edilen CV
ve EIS’ler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

1. Temizlenmis ve higbir baglanmanin olmadig: elektrot: Au-Bare elektrot

2. 4-MPA ile SAM olusturulan fonksiyonellik kazanmis altin yiizeyi: Au-4MPA

3.

4. Antikor baglanmasindan sonra elektrot ylzeyi: Au-4AMPA-EDCNHS-ANTIAAT

EDC/NHS ile aktive edilmis altin elektrot yilizeyi: Au-4MPA-EDCNHS

Seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 4.1. A1AT biyosensOriiniin yapimi i¢in uygulanan immobilizasyon asamalarinin
impedans spektrumlari

Cyclic Voltammetry

10,00 uA
T 0000A
E

-10,00 A

0,000V 200,0 mv 400,0 mv
ViV vs. Ref)
-# CURVE3 (Au-4MPA-EDCNHS-ANTIAATCY DTA) -#- CURVE3 (Au-4MPA-EDCNHSCY DTA)

-# CURVEZ (Au-4MPACV DTA)

Sekil 4.2. A1AT biyosensoOriiniin yapimi i¢in uygulanan immobilizasyon asamalarinin
siklik voltamogramlari

Immobilizasyon asamalarminim her bir adiminda elde edilen Nyquist egrilerinin

Rct degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. A1AT biyosensoriniin yapimi i¢in uygulanan tim immobilizasyon
adimlar1 ve her asamada hesaplanmis Rct degerleri

Elektrot ylzeyi Rct (ohms Q)
Au-Bare 162.9
Au-4MPA 31000
Au-4AMPA-EDCNHS 126.4
Au-4AMPA-EDCNHS-ANTIAAT 399.5

Immobilizasyon islemi sirasinda alman impedans spektrumlar1 ve bu
spektrumlarin hesaplanan Rct degerleri gbéz Oniline alindiginda, elektrodun Bare
6lgiminden sonra 4-MPA ile SAM olusturma adiminin biyosensor cevabini arttirdigi
acikca gorulmektedir. Bunun sebebi altin yiizey ilizerinde 4-MPA’nin tiyol gruplar
araciligiyla altin elektroda baglanmasidir. 4-MPA yapisinda bulunan aromatik halka
nedeniyle hacimli bir molekiildiir. Bu nedenle baglanma sirasinda altin yiizey tizerinde
birikerek redoks ortaminda bulunan elektronlarin yiizey tizerine gegisini engelleyen bir
bariyer gorevi goriir. Yani Ozetle elektrot yilizeyinin akima karsi direnci artar. 4-
MPA’nin yapisindan kaynaklanan rezonans nedeniyle ¢ok diisiik bir miktar elektron
yuzeye ulasabilse de, EIS 6l¢iimlerinden goriildiigii iizere SAM tabakasi direnci tatmin
edici diizeyde arttirmistir. 4-MPA’nin direnci biiylik miktarda arttirmasi CV
Olciimlerinde karakteristik piklerin belirsiz olmasina ya da anodik ve katodik akim

piklerinin kaybolmasina neden olmustur.

Cizelge 4.1°de goriildiigi tizere, 4-MPA’da bulunan karboksil gruplarini aktive
etmek i¢in kullanilan EDC/NHS karisimi elektrot yiizeyinin Rct degerini diistirmiistiir.
Bunun nedeni, karboksil grubunun aktivasyonu sirasinda olusan ara triinin pozitif
yiiklii olmasidir. Bu pozitif yiiklii ara iiriin redoks probunu elektrot ylizeyine dogru
ceker. Bunun sonucunda ise ylizeye gelen redoks probu doniisiime ugrar. Elektrot
yiizeyine daha fazla yiikiin ulagmasi iletkenligi arttirarak direnci diisliriir, dolayisiyla
Rct degeri de diigser. Ayrica daha fazla elektrolitin doniisiime ugramasi dlgiilen akimin
artmasina sebep olacagindan dongiisel voltamogramlarda redoks probuna ait

karakteristik indirgenme ve yiikseltgenme pikleri gozlenmeye baslar.
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Anti-A1AT proteinin eklenmesi ile de Rct degerinde bir artis oldugu
gorilmektedir. Artis anti-A1AT molekullniin iletken olmamasindan kaynaklanir.
Protein yapili anti-ALAT moleklli immobilizasyonda kullanilan diger kimyasal
maddelere gore daha yiiksek molekiil agirligina sahip oldugundan, 6l¢lim sisteminde
bulunan ferrisiyanatlar elektrot yuzeyine diflize olamaz. Bu durum elektrot ylizeyindeki
direnci arttirarak Rct degerini arttirir. Sonug olarak; EIS spektrumlart i¢in Rct degerinde
bir artis, dongiisel voltamogramlarda ise pik yiiksekligi degerinde belirli bir azalma
gbzlenmistir.

Anti-A1AT immobilizasyonu ile A1AT biyosensoriiniin yapimi tamamlanmastir.
Sonrasinda analizlere gecilmistir. Bu amacla biyosensor yiizeyine A1AT proteini
cozeltisi ilave edilerek biyosensor 6l¢timleri yapilmistir. Altin elektrot yiizeyine eklenen
AlAT protein ¢ozeltileri de tipki Anti-A1AT molekiilii gibi elektronlarin ylizeye
ulagsmalarin1 engelleyerek direnci arttirmis ve Rct degerinde belli bir artisa neden
olmustur.

SAM tabakasinin tagima kapasitesi géz oniinde bulundurularak elektrot yuzeyine
ALAT protein ¢ozeltisi eklendiginde alinan EIS 6lgiimleri ve Ret degerlerinin arttigi
goriilmiistiir. Ayrica her ALAT c¢Ozeltisi ilavesi sonrasinda alinan siklik

voltamogramlarda ise pik yuksekliginin azaldigi gézlenmistir.

4.1.2. A1AT Biyosensoriiniin Immobilizasyon Basamaklarinin Optimizasyonuna
iliskin Bulgular

4.1.2.1. 4-MPA Konsantrasyonun Biyosensor Cevabina Etkisi

4-Merkaptofenilasetik asit ile hazirlanmig 1 mM, 2.5 mM, 5 mM ve 10 mM’lik
konsantrasyonlara sahip ¢ozeltiler altin elektrotlar yuzeyine immobilize edilerek SAM
olusturulmustur. Bu SAM’ler iizerinden gelistirilen ALAT biyosensorlerinin Nyquist
egrilerinden (EIS) hesaplanan Rct degerleri ile AIAT konsantrasyonu arasinda
olusturulmus kalibrasyon grafikleri Sekil 4.3’te verilmistir. Her bir biyosensor igin
cizilen standart grafiklerinin dogru denklemleri ile dogrusallik katsayilari (R?) ise

Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Biyosensor cevabina 4-MPA konsantrasyonun etkisi

Cizelge 4.2. 4-MPA konsantrasyonunun optimizasyonundan elde edilen grafiklerin
dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

4-MPA Konsantrasyonu Dogrusallik Katsayisi (R?) Dogru Denklemi
1.0 mM 0.9944 y=1.4590x — 22.1
2.5mM 0.9888 y=2.5776x + 71.647
5.0 mM 0.9607 y=3.7114x + 513.6
10 mM 0.9968 y=2.0976x — 46.453

5 mM’lik 4-MPA ile olusturulan SAM iizerinden dizayn edilen biyosensdriin
cevabi diger konsantrasyonlarda hazirlanan biyosensorlere gore daha ylksek oldugu
icin optimum 4-MPA konsantrasyonu 5 mM olarak secilmistir (Sekil. 4.3). 5 mM’dan
daha diisiik konsantrasyonlarda grafiklerin dogrusallik katsayilar1 daha yiiksek olmasina
ragmen yiiksek biyosensor cevabi nedeniyle bundan sonraki ¢alismalarda SAM 5 mM
4-MPA kullanilarak hazirlanmistir. Ciinkii SAM’in  olusumunu takiben yapilan

biyosensoriin baglanmalara kars1 dayanikli olmasi gereklidir. Diisiik konsantrasyonlarda
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hazirlanan SAM’lerde 4-MPA molekilunin dizilimi seyrek ve aralikli olabilecegi icin
diizenlenen SAM’ler daha az dayanikl: olabilir.

Alifatik tiyollerin kullanildig1 calismalarda SAM konsantrasyonunun artmasi
cevabi da arttirir. Mantiken 4-MPA i¢inde konsantrasyon arttikca cevabinda artacagi
yoniinde bir yaklagim diistiniilse de, 4-MPA’nin asiris1 altin yiizeyinin maruz kaldig
kimyasal miktarin1 arttirarak SAM olusumunu olumsuz yonde etkiler. 4-MPA’nin
aromatik yapili ve hacimli olmasi nedeniyle bu fazlalik daha diizensiz ve dayaniksiz

SAM’ler iiretebilir, bu da cevabi diistirecektir.

4.1.2.2. EDC/NHS Konsantrasyonunun Biyosensor Cevabina EtKisi

EDC/NHS karisiminin 0.02 M/0.005 M, 0.2 M/0.05M, 2.0 M/0.5 M ve 1 M/2.5
M olacak sekilde hazirlanmig farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileriyle SAM tabakasini
olusturan 4-MPA’larin karboksilli asit uglar1 aktiflestirilmistir. Bu yolla hazirlanan
biyosensorlerin Nyquist egrilerinden hesaplanan Rct degerleri ile A1AT konsantrasyonu
arasinda olusturulmus kalibrasyon grafikleri Sekil 4.4’te verilmistir. Cizilen dogrularin

ise dogrusallik katsayilar1 (R?) ile dogru denklemleri de Cizelge 4.3 te verilmistir.

1800 -+ _
#1M/0.25M EDCNHS y =2,5869x - 13,267
R2 = 0,9654
1600 - 2M/0.5M EDCNHS
1400 - A0.2M/0.05M EDCNHS A
% 0,02M/0,005M EDCNHS
~ 1200 -
%}) y = 2,2421x - 66,967
£ 1000 - R2 =0,9552
e
=)
o 800 -
4
< 600 -
400 - y = 0,8026x + 58,98
R2=0,9377
200 -
0 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
A1AT Konsantrasyonu (ng/uL)

Sekil 4.4. Biyosensor cevabina EDC/NHS karigimi konsantrasyonunun etkisi
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Cizelge 4.3. EDC/NHS konsantrasyonunun optimizasyonu calismasindan elde edilen
grafiklerin dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

Egr%gm?risyonu Dogrusallik Katsayis1 (R?) Dogru Denklemi
1M/25M 0.9377 y = 0.8026x + 58.98

2.0 M/0.5 M 0.9095 y =0.8239x + 1.2333
0.2 M/0.05 M 0.9654 y = 2.5869x — 13.267
0.02 M/0.005 M 0.9552 y = 2.2421x — 66.967

Yiksek konsantrasyonlarda EDC/NHS karisimi  kullanilmasiyla  elektrot
yuzeyine daha fazla Anti-A1AT molekiilii baglanmasi beklenir. Ancak olusturulan
SAM’in dayanikliligi da goz Oniine alinmalidir. SAM tabakasinin tagima kapasitesini
asacak miktarda Anti-A1AT molekill baglanmasi, olusturulan kimyasal kdprinin
dagilmasina neden olabilir. 2 M/0.5 M ve 1 M/0.25 M EDC/NHS igeren biyosensorlerle
yapilan 6l¢iimler sonucu alinan cevaplarin diisiik ve lineerlikten uzak olmasi bu nedenle
olabilir. Ayrica bu yiiksek konsantrasyonlu karisimlarin hazirlanmasi ve elektrot
yuzeyine tatbiki de oldukca zordur. Her iki ¢ozeltide de 30 dk bekleme sonunda elektrot
yuzeyinde yapismalar goriilmiistir. EDC/NHS’nin fazlasin1 uzaklastirmak igin daha
siddetli ve uzun siire saf su ile yikamak gerekmektedir. Bu yikamalar SAM tabakasina
zarar verebileceginden bu iki ylksek konsantrasyon segilmemistir.

Cevaplarin yiiksekligine bakildiginda 0.02M/0.005M EDC/NHS konsantrasyonu
yeterli bulunmamugtir. Ayrica SAM’in tagima kabiliyetine zarar vermeden maksimum
yuklenebilecek Anti-A1AT antikorun baglanmasi istendiginden optimum EDC/NHS
konsantrasyonu 0.2 M/0.05 M olarak belirlenmistir.

4.1.2.3. Anti-A1AT Konsantrasyonun Biyosensor Cevabina Etkisi

Daha oOnce belirlenen optimum 4-MPA ve EDC/NHS konsantrasyonlarinda
100ng/uL, 200 ng/pL, 500 ng/puL ve 1000 ng/pL’lik konsantrasyonlara sahip Anti-
A1AT porsiyonlar1 kullanilarak biyosensorler yapildi. Hazirlanan bu biyosensorlerin
Nyquist egrilerinden hesaplanan Rct degerleri ile AIAT konsantrasyonu arasinda
olusturulan kalibrasyon grafikleri Sekil 4.5’te verilmistir. Cizilen dogrularin ise

dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri de Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Biyosensor cevabina Anti-ALAT konsantrasyonunun etkisi

Cizelge 4.4. Anti-A1AT konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin
dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

ﬁggé’:\:{?‘\;yonu Dogrusallik Katsayisi (R?) Dogru Denklemi
1000ng/pL 0.9839 y = 1.1432x + 41.313
500ng/pL 0.9908 y = 1.5512x + 66.753
200ng/pL 0.9972 y =2.0312x — 12.12

100 ng/uL 0.9949 y = 2.2244x — 15813

Sekil 4.5 ve Cizelge 4.4’te goriildiigii lizere ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda
dogrularin dogrusallik katsayilar1 iyi olmasina ragmen, konsantrasyon arttirildiginda
alinan cevabin distiigii goriilmektedir. Bunun nedeni; Anti-A1AT konsantrasyonu

yuksek oldugunda altin elektrot ylizeyine immobilize edilmis kola daha fazla A1AT
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proteini baglanmasi ve bunun sonucunda SAM’in tasima kapasitesi asilarak olusturulan
kimyasal kdprude bozulmalar meydana geldigi diisiiniilmektedir.

100 ng ve 200 ng’lik Anti-A1AT Kkonsantrasyonlarina bakildiginda ikisi de
secmek icin uygundur. 100 ng/uL’lik Anti-A1AT ile olusturulmus biyosensoriin cevabi
incelendiginde diger biyosensdrlerin cevaplarina nazaran yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ancak 200 ng/uL’lik Anti-A1AT ¢0zeltisi ile alinmis biyosensor dlgumlerinde daha
fazla AIAT proteini baglayacagi distniildigiinden optimum  Anti-ALAT

konsantrasyonu olarak secilmistir.
Optimizasyon basamaklarinin yapilmasi sonucunda; A1AT analizine yoOnelik
gelistirilen biyosensor igin elde edilmis optimum parametreler Cizelge 4.5°te

sunulmustur.

Cizelge 4.5. A1AT biyosensoriinun insasi i¢in belirlenmis olan optimum degerler

Immobilizasyon Basamaklari Optimum Degerler
4-MPA Konsantrasyonu 5mM
EDC/NHS Konsantrasyonu 0.2 M/0.05 M
Anti-A1AT Konsantrasyonu 200 ng/uL

4.1.3. A1AT Biyosensoriiniin Karakterizasyonuna fliskin Bulgular

4.1.3.1. A1AT Biyosensoriiniin Dogrusal Tayin Arahg:

Immobilizasyon basamaklarmin optimizasyonu sonucu elde edilen optimum
parametreler 4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0.2 M/0.05 M), Anti-A1AT (200 ng/pL)
kullanilarak Gretilen ALAT biyosensorinin 100-600 ng/uL konsantrasyon araliginda
ALAT proteini i¢in cevaplart Sl¢tilmiistiir. Tekrar iiretilebilirlik kapsaminda hazirlanan
biyosensorlerle yapilan impedans 6l¢iimleri sonucunda elde edilen Nyquist egrilerinden
Rct degerleri hesaplanmistir.

Bu ol¢iimlerden elde edilmis olan Nyquist egrileri Sekil 4.6’da, alian siklik

voltamogramlari Sekil 4.7’de gorulmektedir.
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Sekil 4.6. 100-600 ng/uL. A1AT tayin araliginda elde edilmis Nyquist egrileri

Cycic Vottammetry
20,00 uA
10,00 uA |
T 0000A -
E
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-20,00 uA ‘ ; ‘ ‘ ) , ‘ | )
2000 mv 0,000V 200,0 mv 400,0mv 600,0 mv
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- CURVES (Au-4MPA-EDCNHS-ANTIAATCV.DTA)

Sekil 4.7. 100-600 ng/uL. A1AT tayin araliginda elde edilmis siklik voltamogramlar

Gelistirilmis olan tiim biyosensorler i¢in Rct degerleri hesaplandi ve bunlarin

aritmetik ortalamasiyla olusturulan lineer kalibrasyon grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. ALAT biyosensortine ait 100-600 ng/uL tayin araligindaki kalibrasyon grafigi

4.1.3.2. A1AT Biyosensoriiniin Tekrar Uretilebilirligi

Optimum konsantrasyonlarda ¢ok sayida AIAT biyosensorii hazirlanmis,
dogrusal tayin araliginda A1AT proteinleri ile biyosensor cevaplari Olgllmiis ve
dogrusallik katsayilart ve Rct degerleri hesaplanmistir. Ideal bir biyosensérde tekrar
tiretilebilirligin mutlak bir bi¢cimde iyi olmasi gereklidir. Bu amagla, ¢ok sayida
biyosensor hazirlanmis ve Ol¢iim sonuglarindan kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Bu
biyosensdrlerden 9 tanesi igin olusturulan kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayisi

ve dogru denklemleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6’da gorildigii iizere A1AT analizine yonelik yapilan 9 farkl
biyosensoriin dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri benzerlik gostermektedir.
Boylece optimize edilmis kosullar altinda yapilan A1AT biyosensoriiniin tekrar

iretilebilirligi ve dogrulugu belirtilmistir.
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Cizelge 4.6. Optimize edilmis parametrelerle tiretilen A1AT biyosensorlerinin dogrusal
denklemleri ve dogrusallik katsayilari

Biyosensor Dogrusallik Dogrusal Tayin

Numarasi Katsayis1 (R?) Dogru Denklemlerl Arahg
1 0.9914 y = 1.3940x - 40.973 | 100-600 ng/uL
2 0.9957 y =1.6619x —38.58 | 100-600 ng/uL
3 0.9868 y = 1.4835x —87.32 | 100-600 ng/pL
4 0.9789 y = 1.3958x - 114.63 | 100-600 ng/uL
5 0.9953 y =1.2886x + 179.8 | 100-600 ng/pL
6 0.9987 y = 1.8750x — 67.44 | 100-600 ng/pL
7 0.9955 y =1.1161x - 45.28 | 100-600 ng/uL
8 0.9931 y = 1.4295x - 105.77 | 100-600 ng/uL
9 0.9971 y =1.4014x + 24.7 | 100-600 ng/pL

4.1.3.3. A1AT Biyosensoriiniin Yapay Serum Uygulamalar:

Yapay serum bilesiminde bulunan biyomolekiillerin A1AT biyosenséruniin
cevaplari lizerine etkisinin olup olmadigini aragtirmak izere;optimize edilmis kosullarda
(4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0.2 M/0.05M), Anti-A1AT (200 ng/pL)) hazirlanmis
biyosensorler ile lineer tayin araligi olan 100-600 ng/uL konsantrasyon araliginda yapay
serumla porsiyonlanmis ALAT protein ¢Ozeltileri ile biyosensor cevaplar 6l¢uldu, Rct
olarak hesaplanan biyosensor cevaplart A1AT konsantrasyonlari arasinda lineer grafik
olusturuldu. Bu baglamda A1AT biyosensoriiniin yapay serum igerisinde yapilan
Olctimlerinden elde edilmis Nyquist egrileri Sekil 4.9°da, alinan siklik voltamogramlari
Sekil 4.10°da ve Nyquist egrilerinden hesaplanan Rct degerleri ile ¢izilmis lineer

kalibrasyon grafigi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. ALAT biyosensoriniin yapay serum uygulamalari sonucu elde edilmis
Nyquist egrileri

Cyclic Voltammetry
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Sekil 4.10. A1AT biyosensoriiniin yapay serum uygulamalar1 sonucunda elde edilmis
siklik voltamogramlar1
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Sekil 4.11. AlAT biyosensorinin yapay serum uygulamalari sonucu ¢izilen
kalibrasyon grafigi

Sekil 4.8 ve Sekil 4.11°de verilen kalibrasyon grafikleri incelenecek olursa;
yapay serum, AI1AT biyosensoriiniin dogrusallik katsayisin1 az bir miktar diislirmiis
ancak egimi artmistir (Sekli 4.11). Egim ile alman cevap arasinda dogru oranti
oldugundan yapay serum bu biyosensoriin cevabini arttirmistir. Bunun asil nedeni yapay
serum igerisinde bulunan biyomolekiillerin elektrot yiizeyine tutturulmus kol lizerinde
molekiil miktarimi arttirarak direnci arttirmasidir. Diisiik bir diizeyde girisim olsa da
sonug olarak bu s6z konusu girisim biyosensor 6l¢limiinde ciddi bir degisime neden
olmadigindan A1AT biyosensoriinlin serum igerisinde ¢alisabilecegi kanisina

varilmistir.
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Ozetle; bu calisma kapsaminda A1AT eksikligi durumunun tanisinin konmasi ve
buna ek olarak tam1 konmus kisilere uygulanan tedavinin takibi konularinda
kullanilabilecek ALAT miktar tayini yapabilecek bir A1AT biyosensorii gelistirilmistir.
B6lim 2’de de belirtildigi tizere A1AT eksikligi bu proteini kodlayan gende meydana
gelen nokta mutasyonlart sonucu oldugundan giiniimiiz teknolojisiyle kalici bir tedavisi
yoktur. Tedavisi i¢in disaridan saflastirilmis A1AT proteininin damara enjeksiyonu
yapilarak kanda miktarinin arttirilmasi hedeflenmektedir. Bu nedenle hem tani hem de
tedavi takibi konularinda etkin, maliyeti diisiikk, hassas ve uzman gerektirmeden
herkesin kolayca kullanabilecegi yeni bir yontem gelistirmek faydali olacaktir.

Bolim 2.8’de belirtildigi gibi Zhu ve Lee 2016 yilinda ALAT analizi igin
gelistirdikleri sandvig¢ tipi biyosensoérleri, ilk elektrokimyasal esasli c¢alisma 6zelligi
tasimaktadir. Zhu ve ark., aldiklar1 CV ve DPV cevaplariyla A1AT tespit limitini pM’a
kadar indirmigler ve yiikksek bir dogrulukla beraber yiiksek bir hassasiyet
yakalamiglardir (Zhu & Lee, 2017). Yine ayn1 mantik ile A1AT analizi yapmak tzere
Kim ve arkadaslar1 2015 yilinda, yiizey plazmon rezonansi (SPR) kullanarak Aptamer-
Antikor etkilesimli sandvig tipi bir test kiti (ELISA) gelistirmis ve A1AT tespit limitini
fM’a kadar disirmiislerdir (Kim & Lee, 2015). Ancak bu yontemler incelendiginde
oldukca zorlu ve karmasik immobilizasyon basamaklari uygulanmig, bu amagla ¢ok
cesitli kimyasal maddeler kullanilmistir. Bu durum A1AT analiz maliyetini
yiikseltecektir. Ayrica her bir basamagin optimizasyonu da sorun teskil edebilir. fM gibi
diisiik konsantrasyonlarda ol¢lim yapabilmesi bu sensoriin avantaji gibi goriilmesine
ragmen, A1AT molekiiliiniin kandaki miktar1 yiiksek oldugundan pratikte sensorlerin
Olglim araligina inebilmesi i¢in analiz oncesi kan serumunun seyreltilmesi gibi bir 6n
islem gerekliligi de ortaya ¢ikabilir.

Bu tez kapsaminda A1AT analizine yonelik impidimetrik temelli bir biyosensor
sistemi ilk defa gelistirilmistir. Biyosensor tasariminda minimum seviyede kimyasal
kullanimi1 ve basitlik odak noktasi olmustur. Bu immiinosensér, 100-600 ppm’lik (100-
600 ng/uL) dogrusal tayin araligina sahip olup kan serumunda A1AT miktarini
saptayabilecek niteliktedir. Bu nedenle tayin araliginin son yillarda gelistirilen sandvig

tipi biyosensor ve SPR ¢ipinden yiiksek olmasi dezavantaj olarak algilanmamalidir.
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A1AT biyosensorii, yapilan karakterizasyon calismalart neticesinde; uygun
tekrar Uretilebilirlik, yiiksek dogrusallik sundugundan A1AT analizi igin etkin bir analiz
metodudur.

Bu baglamda A1AT analizine yonelik gelistirilen bu biyosensoériin minyatirize
edildigi takdirde A1AT eksikligi (AATD) sonucu goriilen Akciger Amfizemi, Karaciger
Apoptozu ve Karaciger Kanseri, Panikiilit, ANCA (Antindtrofil Stoplazmik Antikor)
pozitif vaskiilit gibi hastaliklarin (Glle¢ Ceylan, Sentiirk & Hasanoglu, 2016) teshisinde
kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu sdylenebilir.
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