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OZET

FERRITIN TAYININE YONELIiK ELEKTROKIMYASAL iMPEDANS
SPEKTROSKOPiSI ESASLI IMMUNOSENSOR GELISTIRILMESI

MENGULLUOGLU, Umut

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Erhan DINCKAYA
Nisan 2018, 129 sayfa

Ferritin diinyada insan popiildsyonunda cok yaygin bir sekilde goriilen
demir eksikligi anemisinin en 6nemli belirteglerinden biridir. Bunun yani sira bir
akut faz reaktan1 olarak pek ¢ok enflamasyon durumunda ve bazi durumlarda da

bir tiimor marker olarak tayini 6nem tagimaktadir.

Bu 6nemli nedenlerden dolay1 proje kapsaminda ferritin tayinine yonelik
yeni bir impedimetrik immiinosensor gelistirildi. Temel prensip olarak antijen —
antikor etkilesimine dayali afinite temelli bir biyosensor sistemi gelistirildi ve
sensor yiizeyinde meydana gelen degisimler elektrokimyasal impedans
spektroskopisi ile izlendi. S6z konusu degisimlerden yola ¢ikilarak ferritin tayini
gerceklestirildi. Antijen — antikor etkilesimi anti ferritin antikoru ile ferritin
biyomolekiilleri arasinda gerceklestirildi. Immiinosensor sisteminin hassasiyeti,
kullanilan sensor yiizeylerinin gesitli yontemlerle modifikasyonlar1 neticesinde

arttirildi.

Anti ferritin antikorlar1 altin elektrot yiizeyine 11 — merkaptoundekanoik
asit (11 — MUA) ile olusturulan kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) iizerinden
kovalent baglarla immobilize edildi. Ferritin antijenleri, ylizeye immobilize edilen
antikorlarla etkilesimleri sonucunda elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) sistemi ile tayin edildi. Gelistirilen biyosensdr sistemi 2,5 — 400 pg/mL
ferritin konsantrasyonlarinda dogrusal tayin aralifina sahiptir. Biyosensoriin

tekrar tretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik sonuglari ise oldukga tutarlidir.

Anahtar sodzciikler: Ferritin, Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi,

Immiinosensor, Biyosensor, Afinite






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMPEDANCE
SPECTROSCOPY BASED IMMUNOSENSOR FOR FERRITINE
DETERMINATION

MENGULLUOGLU, Umut

PhD in Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Erhan DINCKAYA
April 2018, 129 pages

Ferritin is one of the most important markers of iron deficiency anemia,
which is very common in human populations around the world. In addition, it is
important as an acute phase reactant in many cases of inflammation and in some

cases as a tumor marker.

Due to these important reasons, a new impedimetric immunosensor for the
determination of ferritin was developed under the project. As a basic principle, an
affinity - based biosensor system based on antigen - antibody interaction was
developed and the changes on the sensor surface were observed by
electrochemical impedance spectroscopy. Ferritin determination was carried out
by way of the mentioned changes. Antigen - antibody interaction was carried out
between the anti-ferritin antibody and the ferritin biomolecules. The sensitivity of
the immunosensor system has been increased as a result of various modifications

of the sensor surfaces used.

Anti-ferritin antibodies were covalently immobilized onto the gold electrode
surface via a self-assembled monolayer (SAM) of 11 - mercaptoundecanoic acid
(11 — MUA). Ferritin antigens were detected by electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) as a result of their interaction with surface-immobilized
antibodies. The developed biosensor system has a linear range of
2.5 to 400 pg/mL ferritin. The reproducibility and repeatability results of the

biosensor are highly consistent.

Keywords:  Ferritin,  Electrochemical ~ Impedance  Spectroscopy,
Immunosensor, Biosensor, Affinity
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1. GIRIS

Tez calismast kapsaminda, elektrokimyasal impedans spektroskopisi
teknigi kullanilarak demir eksikligi anemisinin énemli belirteglerinden biri olan
ferritin tayinine yonelik afinite temelli yeni bir impedimetrik biyosensor
gelistirildi.  Gelistirilen bu biyosensor sisteminin  giiniimiizde kullanilan
yontemlerin yaninda giiclii bir alternatif yontem olarak literatlirde yerini almasi

amagclanmaktadir.

Serum ferritin  diizeylerinin  Ol¢limii  demir eksikligi  anemisinin
belirlenmesinde &nemlidir. Olgiilen ferritin diizeyleri ile viicutta depo edilen
toplam demir miktar1 arasinda genellikle bir korelasyon bulunmaktadir. Ayrica
demir eksikligi tedavisinin ve bununla birlikte bazi klinik durumlarda
organizmada demir birikiminin izlenmesinde ferritin tayini biiyilk énem tasir.
Ciinkii yiiksek diizeyli demir birikiminin klinik agidan ciddi sorunlara yol agma
potansiyeli mevcuttur. Bunun yan1 sira meme tiimorlerinin teshis ve tedavisinin
takibinde yararlanilabilecek bir marker olarak kabul edilir (Alkhateeb, Han, and
Connor 2013). Bununla birlikte bir¢ok kanser vakasinda serum ferritin
diizeylerinin arttig1 saptanmistir. Yapilan son arastirmalarda ferritinin makrofajlar
ve erken eritrosit prekiirsorleri i¢in yeni ve giivenilir bir belirteg oldugu ve bu iki
hiicre tipi 1ile ilgili hastaliklarin teshisinde klinik olarak ferritinden
yararlanilabilecegi ortaya konmustur (W. Wang et al. 2013). Ferritin ve demir
dengesi, demir yararlanimi, depolanmasi ve transferi gibi cesitli durumlarin
patolojisinde 6nemli oldugu kadar; Alzheimer hastaligi, pulmoner hastaliklar,
Parkinson hastaligi ve aterosikleroz gibi hastaliklarla da iliskilidir (Zandman-
Goddard and Shoenfeld 2007). Insanlarda, serum ferritin seviyeleri ile insiilin
direnci arasinda iliskinin olduguna yonelik caligmalar literatiirde mevcuttur
(Hamed and Yousry 2012). Ferritin ayrica bir akut faz reaktanidir (Chakraborty et
al. 2013; Jain, Gautam, and Naseem 2011).

Ferritinin yukarida s6zii edilen 6zelliklerinden anlasilabilecegi tizere, serum
ferritin seviyelerinin tayini bir¢ok farkli hastaligin teshisinde ve tedavi siirecinin

izlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla ferritin tayini igin



hassasiyeti, dogrulugu, kesinligi yiksek ve maliyeti diisiik yontemlerin

gelistirilmesi biiyilik bir 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, sozii edilen 6zelliklere sahip ferritin tayinine
yonelik yeni bir biyosensor sistemi gelistirildi. Elektrokimyasal impedans
spektroskopisi yontemi kullanilarak gelistirilen bu biyosensor sistemi ile anti

ferritin — ferritin etkilesimine dayali afinite temelli 6l¢timler gerceklestirildi.

Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) esasli biyosensérler, son
yillarda ¢ok cesitli fiziksel ve kimyasal ozelliklerin belirlenmesinde oldukg¢a
duyarl1 bir belirteg olarak ortaya ¢ikmistir. EIS, analitik ¢oziimler sunmasinin yani
sira membran Ozelliklerinin belirlenmesi, biyosensor karakterizasyonu ve
fabrikasyonu amagcl arastirmalarin yapilmasina olanak saglamaktadir (K’Owino
and Sadik 2005).

EIS immiinosensérlerinde antikor temelli tayinlerin ana prensibi,
antikorlarin hedef antijenlere baglanmasi ve bunu takiben antijen — antikor
kompleks yapisinin belirlenmesi seklindedir. Antijen — antikor etkilesiminin
spesifikligi ve se¢imliligi, bu teknigin kan, idrar gibi kompleks biyolojik
materyalleri kapsayan analitik metotlar iizerinde uygulanabilir olmasina olanak
tanir. Bu uygulamalarin basarisi, 6rnek igerisinde bulunan antijen ve antikorlarin
baglanma spesifikligi altinda yatmaktadir. Baglanma basarisinin diizeyi,
kullanilacak elektrot yiizeylerinin yiizey aktif maddeler, SAM (Self Assembled
Monolayer — Kendiliginden Olusan Tek Tabaka) molekiilleri veya nanopartikiiller
ille uygun modifikasyon yOntemleriyle modifiye edilmesi yoluyla

arttirilabilmektedir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli impedimetrik sensorler,
baglanma sonrasi gerceklesen afinite temelli biyomolekiil etkilesimleri sonucu
meydana gelen yiik transfer degisimleri yoluyla, s6z konusu etkilesimleri
belirlenebilir kilar. Molekiiler diizeydeki etkilesimlerin olusturdugu elektriksel
degisimler ve bu degisimlerin neticesinde akimda, voltajda, kapasitansta veya
impedansta gerceklesen farklanmalar, biyosensoriin gelistirilme prosediiriiniin her
asamasindaki dongiisel voltammogramlarin alimmasi ve impedans olgiimlerinin
yapilmast yoluyla takip edildi. Boylece sensor yilizeyinde gergeklestirilen

modifikasyonlarin basarisi incelendi ve karakterize edildi.



Tez galismalar1 kapsamindaki denemelerde, altin elektrot ile bu elektrodun
yiizey modifikasyon ydnteminde yararlamlan kimyasallar kullanildi.  Olgiim
sistemi olarak laboratuvarlarimizda var olan Autolab PGSTAT302 marka/model
potansiyostat cihazindan yararlanildi.  Elektrotlarin  yiizey modifikasyon
kademelerinde, her asamada dongiisel voltammogramlari alindi ve impedans
Olgtimleri yapildi. Boylece yiizey modifikasyonunun basarisi incelenerek sensor

yiizeyleri karakterize edildi.

Tez calismasi klinik agidan Onemli bir belirte¢ olan serum ferritin
diizeylerinin Ol¢iimiine yoOnelik bir immiinosensor gelistirilmesine yonelik bir
calismadir. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli biyosensorler
diinyada biyosensor teknolojileri alanindaki ¢aligmalarin  yeni bir dalim
olusturmaktadir. Giinlimiizde var olan ferritin 6lgiim tekniklerinden farkli olarak
bu tezdeki ¢alismalar kapsaminda ilk defa elektrokimyasal impedans
spektroskopisi temelli bir yontem literatiire kazandirilacak ve bu sayede var olan
yontemlere kiyasla duyarliligi ve se¢imliligi yiiksek, diisiik maliyetli ve ¢evreye

duyarli ferritin analizleri gergeklestirilebilecektir.



1.1 Biyosensorler

Biyosensorlerin tarihi 1962'de bilim adami Leland C. Clark tarafindan
enzim elektrotlarmin gelistirilmesiyle baslamistir (Clark and Lyons 1962). ilk
glukoz biyosensoriiniin Clark tarafindan gelistirilmesiyle baslayan bu ¢aligmalarin
neticesinde, diinya capinda yaygin bir saglik sorunu olan diyabet hastaliginin
teshisi ve yonetimi konusunda 6nemli kolayliklar sagland:r (Turner, Chen, and
Piletsky 1999). Bu tarihten giiniimiize degin, fizik, kimya ve malzeme bilimi gibi
cesitli alanlardan arastirma topluluklari, ¢ok genis kapsamli multi disipliner
isbirlikleri sonucunda daha sofistike, giivenilir ve gelismis biyo-algilama cihazlari
gelistirmislerdir. Yillar i¢inde gelistirilen cihazlar, tip, tarim, biyoteknoloji gibi
alanlarda oldugu kadar askeri alanlar ile biyoterdrizmin tespiti ve dnlenmesinde
basarili sonuglar ortaya koymustur (Mohanty and Koucianos 2006). Clark’in
biyosensoriinden giliniimiize degin biyosensdr alaninda yapilan bilimsel

calismalarin sayisi artarak devam etmektedir (Sekil 1.1).

Scopus

Documents

Sekil 1.1Biyosensor alanindaki bilimsel makalelerin yillara gore sayisal dagilimi (Scopus -

Analyze search results n.d.).

Biyosensorler igin, uygulamanin alanina bagli olarak cesitli tanimlar ve
terminolojiler kullanilmaktadir. Biyosensorler, immiinosensor, optrodlar (optik

sensorler), rezonant aynalar, glukometreler, biyogipler ve biyolojik bilgisayarlar



bunlardan bazilaridir. S.P.J. Higson ve D.M. Frazer tarafindan siklikla alintilanan
iki tanim sirasiyla "biyosensor, bazi kompleks biyokimyasal parametrelerin
niceliksel gelisimine izin vermek i¢in biyolojik olarak tiiretilmis bir tanima
Ogesinin bir doniistiiriiciiye baglandigi bir kimyasal algilama cihazidir,” ve
"biyosensor, belirli bir biyolojik 6genin (tanima olay1 yaratan) ve fiziksel 6genin
(tanima olayini ileten) tasarlanmis sekilde ve i¢ ice bir kombinasyonunu igeren bir
analitik cihazdir.” seklindedir.

Biyosensor adi, cihazin iki parcadan olusan bir kombinasyon oldugunu
belirtir: biyo element ve bir sensor elemant.
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Sekil 1.2 Biyosensorlerin sematik gosterimi.

Bir biyosensoriin operasyonunun temel kavramlart Sekil 1.2 yardimiyla
gosterilebilir. Bir enzim gibi spesifik biyo element, belirli bir analiti tanir ve
sensOr elemani, biyomolekiildeki degisikligi bir elektrik sinyaline doniistiiriir.
Biyoelement duyarli oldugu analit i¢in olduk¢a spesifiktir. Diger analitleri
tanimaz. Kullanilan doniistiiriici mekanizmaya bagli olarak, biyosensorler;

rezonant biyosensorler, optik algilama biyosensorleri, termal algilama



biyosensorleri, iyon duyarli alan etkili transistor (ISFET) biyosensorleri ve
elektrokimyasal biyosensorler gibi birgok tiirde olabilir. Olgiilen parametreye
dayanan elektrokimyasal biyosensorler ayrica iletkenlik, amperometrik ve
potansiyometrik olarak siniflandirilabilir (Mohanty and Koucianos 2006).

Biyosensorler, bir biyolojik tanima elemani ile bir sinyal ileticinin
(transdiiser) entegre edildigi, hedef analite spesifik bir algilama sistemi olarak
gelistirilen analitik cihazlardir. Giiniimiizde bir¢ok farkli biyosensor tiirii
mevcuttur. Bununla birlikte, hepsi temel olarak, analit ile etkilesime giren ve bir
dontistiirticii ile tespit edilebilecek bir sekilde tepki veren biyolojik bir tanima
eleman1 ya da biyoreseptor icermektedir. Biyolojik gruplarin ¢esitli iletken ve yari
iletken yiizeylerde olusturulmasi, ¢ogu elektrokimyasal tabanli biyosensoriin
temelini olusturmaktadir. Yakin tarihli bir arastirmaya gore, literatiirde bildirilen
biyosensorlerin yarisindan fazlasinin tayin yonteminin elektrokimyasal temelli
oldugu (diger bir deyisle, amperometrik, potansiyometrik, kapasitif, iletkenlik)
ortaya ¢ikmistir (D’Orazio 2003; Meadows 1996). Bu baglamda elektrokimyasal
tabanli biyosensdrlerin nispi avantajlarini tartisan bazi incelemeler yaymlanmistir
(D’Orazio 2003; Guilbault et al. 2004; Yakovleva and Emnéus 2008). Bir dizi
arastirmaci da biyosensor gelisiminde elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) uygulamasmi gozden gecirmistir. Alfonta ve arkadaslar1 (Alfonta et al.
2001; Gooding et al. 2003) iletken ve yari iletken yiizeylerdeki biyomolekiiler
etkilesimleri saptamak ve anlamak igin impedans spektroskopisinin Onemini
vurgulamiglardir. Benzer sekilde, Guan ve ark. (Guan, Miao, and Zhang 2004),
cesitli enzim temelli ve mikroorganizma tabanli biyosensorlerin karakterize
edilmesi i¢in EIS uygulamasini incelemislerdir. Daha yakin zamanlarda, K'Owino
ve Sadik (K’Owino and Sadik 2005) yayinladiklar1 bir ¢alismada hiicre kiiltiirii

izleme ve bimolekiiler taramada EIS'nin giiciinii gdstermislerdir.

Biyosensorler lizerine yapilan ge¢mis arastirmalarin ¢ogu, yilizey yapisinin
optimize edilmesine odaklanmistir. Aslinda, elektrokimyasal tabanli biyo-
algilama aygitlarmin  gelistirilmesindeki en O6nemli adimlardan biri, bir
biyomolekiil film tabakasinin bir metal / yar1 iletken yiizey {izerine depozisyonu
veya kaplanmasi adimidir. Biyosensoriin son derece basarili olabilmesi i¢in biyo-
tamimlama molekiiliiniin transdiisere geri dondiiriilemez sekilde baglanmasi
gereklidir. Yiizey kimyasinin ve kapsama alanmin kontrolii, yiiksek reaktivite,
kararlilik, yonlendirme ve erisilebilirligi saglamak ve spesifik olmayan
adsorpsiyon proseslerini en aza indirgemek i¢in biiyilk Onem tagir.

Immobilizasyon, bir biyosensériin genel performansinin belirlenmesinde 6nemli



bir adimdir ve son on yilda SAM gibi sirali organik filmler olusturmak igin
onemli ¢alismalar yiirtitiilmiistiir (Chaki and Vijayamohanan 2002a),(Katz and
Willner 2003a).

1.2 Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler li¢ semaya gore siniflandirilabilir:

Q) Dedektor tipi, 6rnegin; bir immiinosensor,
(i) Iletim isleminin fizigi, drnegin; bir amperometrik sensor
(iii)  Uygulama, 6rnegin; bir tibbi biyosensor.

Her sema belirli bir baglamda faydali olabilir, ancak (ii) ve (iii) en yaygin
sekilde kullanilir. Tablo 1 ve 2 sirasiyla dedektor tipi, iletim yontemi ve

uygulamalari agisindan ¢esitli biyosensorlerin derlemelerini igermektedir (A. F.
Collings and Caruso 1997).

Tablo 1.1 Biyosensorlerin dedektor tiirlerine gore siniflandirilmasi (Rogers 2006).

Enzim sensorleri

Immiinosensorler

Hiicre temelli sensorler

Nikleik asit sensorleri

Doku temelli sensorler

Organel temelli sensorler




Tablo 1.2 Biyosensorlerin sinyal iletim tiirlerine gore siniflandirilmast (A. F. Collings and

Caruso 1997).
Potansiyometrik Sensorler
Amperometrik Sensorler
Elektrokimyasal Voltammetrik Sensorler

Impedimetrik Sensérler

ISE/ISFET/CHEMFET Sensorler

Kalorimetrik Sensorler

Termal Enzim Termistor (reaksiyon veya
absorpsiyon 1s1s1) Sensorleri




Optik

Fiber Optik Sensorler

Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

Sensorleri

Frekans Yonlendirici Temelli SPR

Sensorleri

Birlestirilmis Girisim Olgerler
Diferansiyel Mod Girisim Olgerler
Yankilanan Ayna Sensorleri

Izgara Baglayici Sensorler

Optik Frekans Yonlendirici Isik Modu
Spektroskopik Sistem (OWLYS)

Sensorleri

Refraktometrik Girigim Spektroskopisi
(RIfS) Sensorleri

Piezoelektrik

Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM)

Yiizey Akustik Dalga (SAW)

Sensorleri

Makaslama-Yatay Akustik Plaka
Modu (SH/APM) Sensorleri

Lamb Dalga Sensorleri

Love Dalga Sensorleri
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Tablo 1.3 Biyosensorlerin temel uygulama alanlari(A. F. Collings and Caruso 1997).

Medikal/Klinik

Endiistriyel/Robotik

Veterinerlik/Tarim/Gida

Cevre

Proses izleme/Kontrol

Askeri Savunma

1.3 Biyomolekiillerin immobilizasyonu

Bir biyosensor, bir transdiiser (piezoelektrik, akustik, optik, kalorimetrik
veya elektrokimyasal) ile temas halinde veya entegre edilmis ve biyolojik olarak
hassas bir immobilize materyali (enzim, antikor, antijen, organel, DNA, hiicre,
doku veya organik molekiil) iceren bir analitik cihazdir. Bu cihaz biyolojik bir
sinyali nicel olarak Olciilebilen bir elektrik sinyaline doniistiiriir. Biyosensor
yapimindaki en 6nemli faktor, biyomolekiillerin immobilize edilmesi ve yiizeylere
tutturulmast i¢in immobilizasyon teknolojilerinin gelistirilmesidir. Her zamanki
amag, transdiiser ylizeyinde veya yakininda immobilize edilmis biyolojik olarak
aktif maddenin ince bir filmini tiretmektir. Bu biyosensorler, tayini istenen sadece
bir veya bir grup materyalin veya maddelerin varligina cevap verir (A. Collings
and Caruso 1997).

Bugiine kadar kullamilan immobilizasyon tekniklerinin  ¢ogunun
tekrarlanabilir sonuglar vermesi istenilen diizeyde degildir ve halen kullanilan
bircok prosediir, deneme yanilma siireci ile evrimlesmistir. Mevcut
immobilizasyon yontemleri, belirli molekiil tiirlerine ilgisi olan ince biyolojik

filmlerin hazirlanmasina izin vermekle birlikte, bu teknikler genellikle dogal
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konformasyonda ve dolayisiyla biyolojik materyalin aktivitesinde bir kayiba
neden olur. Yiizeyde olusturulan biyolojik filmlerdeki aktivite kayiplari ortadan
kaldirilabilirse, biyosensdrlerin mevcut dezavantajlarnin bircogu asilabilir. ilk
asamada meydana gelen aktivite kaybma ragmen, biyosensdr immobilizasyon
teknolojilerindeki son gelismeler, biyosensorlerin, bir yila kadar hassasiyet kaybi

olmaksizin depolanmasina olanak saglamistir.

Biyolojik materyali sensor ylizeyine immobilize etmek igin kullanilan
immobilizasyon teknigi biyosensoriin operasyonel davranisi agisindan oldukga
onemli oldugu icin, immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ic¢in gercekei
stratejiler, pratik olarak kullanilabilir biyosensorler igin elzemdir.

Biyomateryallerin immobilizasyonu i¢in kullanilacak tekniginin karsilamasi
gereken bir takim gereklilikler vardir: (i) biyolojik bilesen, sensor ylizeyine
baglandiginda biyolojik etkinligini onemli Ol¢iide muhafaza etmelidir; (ii)
biyolojik film yapisini1 ve islevini muhafaza ederken sensor yiizeyine sikica bagl
kalmalidir; (i) immobilize edilmis biyolojik filmin uzun vadeli kararliliginin ve
dayanikliliginin olmasi gerekir; ve (iv) biyolojik materyalin, belirli bir biyolojik
bilesene yiiksek bir spesifikligi olmalidir. Etkili bir biyosensor igin bu kosullar
yerine getirilmelidir.

Genellikle immobilizasyon yonteminde aranan diger avantajlar, biyolojik
filmlerin tekrarlanabilir prosediirlerle olusturulmasi ve bu filmlerin olustugu
zaman farkli ortamlara adapte olabilmesidir. Bilhassa, immobilize edilmis
filmlerin sicaklik, iyonik kuvvet ve kimyasal bilesimdeki degisikliklerle
kararliliklarim1 ve aktivitelerini muhafaza ederek fizyolojik pH degerlerine direnci
olmalidir. Bazi durumlarda, birden fazla biyolojik agidan aktif bilesenin birlikte
immobilize edilebilme 6zelligi de gerekli olabilir.

Duyarlilik konusu, etkin ve etkili bir biyosensor icin 6zellikle 6nemlidir.
Biyosensor duyarliligit hem algilama sisteminin hassasligina hem de sensor
yiizeyinin yakimindaki biyolojik materyalin dagilim yogunluguna ve / veya
oryantasyonuna baglidir. Bu nedenle, biyosensor gelistirilmesinin 6nemli bir
yonii, 6zellikle de afiniteye dayali biyosensorlerde, immobilize edilmis biyolojik
molekiillerin arzulanan dagilimin1 ve / veya yonlendirilmesini saglamak icin
kullanilan immobilizasyon teknigidir. Hassas bir cihaz i¢in fonksiyonel biyolojik
molekiillerin yiliksek bir yiizey yogunluguna ihtiya¢ duyulmasimna ragmen,
ozellikle biyolojik bilesenin baska bir biyomolekiil ile etkilesime girdigi afinite
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tabanli sistemlerde yiizeyin asir1 yiiklenmesinden kaginilmalidir. Aktivite genel
olarak yiizey yliklemesiyle baslangigta artarken, yiiksek yiizey yiiklemesi
genellikle biyomolekiil agregasyonuna ve aktivitede azalmaya neden olur. Asiri
yiikklenme yapilan sistemlerde, immobilize edilmis biyolojik materyalin aktif
bolgesinin tikanmasi veya inaktivasyonu potansiyeli s6z konusudur (A. F.
Collings and Caruso 1997).

Biyoaktif materyalin sensor yiizeyinin tamaminda esit bir sekilde
katmanlanip konumlanmasi gerekliligi, yillarca optimal bir biyosensor yiizeyinin
(iiretiminin) &n kosulu olarak kabul edilmistir. Ideal olarak, enzim veya protein
molekiilleri sensor yiizeyine, aktif bolgelerini agikta birakarak, ayni bolgeden
baglanirlar. Sensor ylizeyinin protein lizerindeki yalnizca aktif bolgeden uzakta
bulunan tek bir bolge ile reaksiyona girmesi gerektigi one siiriilmiistiir (Zull et al.
1994).

Pek ¢ok biyosensor, spesifik olmayan baglanma ile ilgili problemler ortaya
cikarir. Genellikle, birgok molekiiler tiire sahip bir serum ya da ¢ozelti ortaminda
bulunan spesifik bir analitin tayini yapilirken, ¢ozeltideki diger tiirlerden etkilesim
olur. Spesifik olmayan baglanmay1 azaltmak i¢in bloke edici maddeleri (6rnegin
immiinosensor uygulamalart igin sigir serum albiimini (BSA)) sisteme sokmak
yaygin bir uygulamadir. Spesifik biyomolekiil etkilesimleri {izerinde net bilgi elde
edilmesi i¢in spesifik olmayan baglanma en aza indirilmelidir. Ayrica,
biyomolekiillerin minimum spesifik olmayan adsorpsiyonuna imkan taniyan
yiizeylerde genel olarak biyolojik bilesenin tekli bolge tizerinden tutturuldugu 6ne
stiriilmistiir (Zull et al. 1994).

Biyomolekiillerin ~ immobilizasyonunda bir diger Onemli husus,
biyosensoriin kullanimi esnasinda biyolojik bilesenin desorpsiyon yapmamasidir.
Bu duruma 6zellikle tutuklama yoéntemlerinde, biyomolekiillerin tutulmasi igin
polimerle tutuklama veya membran bariyerlerinden faydalanildiginda dikkat
edilmelidir.

Yukaridaki tartisma, biyosensor alanindaki arastirmacilarin
biyomolekiillerin ~ immobilizasyonu ile ilgili  karsilastiklar1  zorluklar
vurgulamaktadir. Bu nedenle, giivenilir ve ticari olarak faydali biyosensorlere
dogru evrilmenin, sensor yiizeylerinde enzimlerin veya proteinlerin homojen,
aktif, kararli ve dayanikli filmlerinin {iretilmesinin teknik miicadelesi nedeniyle

uzun siiredir gecikmesi sasirtici degildir. Bu nedenle, biyosensor yapimindaki
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odaklarin biliyiik kismi, enzim ve protein immobilizasyonu i¢in yeni ve umut

verici immobilizasyon yontemleri gelistirmektedir.

1.3.1 Immobilizasyon prosediirleri

Membran yapilarina biyolojik bilesenlerin dahil edilmesi ilk olarak Clark ve
Lyons tarafindan tamimlanmistir (Clark and Lyons 1962). Enzim temelli bir
glukoz sensoriiniin membranla kaplamis bir sandvig igerisinde glukoz oksidazin
tutuklanmasiyla gelistirildigi bu Oncii ¢alismadan bu yana, enzimlerin ve
proteinlerin ylizeylerde ve c¢esitli matrisler i¢cinde immobilizasyonu igin tarif

edilen bir takim yontemler olmustur. Temel immobilizasyon yontemleri sunlardir:

1. Bir yiizeye kovalent baglama
2. Kat1 bir ylizeyde fiziksel veya kimyasal adsorpsiyon
3. Molekiiller aras1 ¢capraz baglama

4. Enkapsiilasyon

5. Bir membran, siirfaktan matrisi, polimer veya mikrokapsiil igerisine

tutuklama
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(A) (B) (<)

UEnzim

@ substat

Sekil 1.3 Biyosensorlerde kullanilan yaygin immobilizasyon yontemleri. (A) kovalent
baglama; (B) adsorpsiyon; (C) ¢apraz baglama; (D) enkapsiilasyon; (E)
tutuklama (Rodriguez-Delgado et al. 2015).

Bu geleneksel metotlara ilaveten, yakin gegmiste sol-jel tutuklama,
Langmuir-Blodgett (LB) biriktirme ve elektropolimerizasyon metotlari, biyolojik
bilesenlerin immobilize edilmesi i¢in kapsamli bir sekilde kullanilmistir.
Kullanilan immobilizasyon yontemi bir takim faktorlere baglhidir; ancak genel
olarak yontem immobilize edilecek biyomolekiile, immobilizasyonun yapilacagi
sensoOr ylizeyine veya matrisine ve nihai olarak sensoriin son kullanimi ile uyumlu
olmalidir (A. F. Collings and Caruso 1997). Tiim bu hususlar, biyolojik unsurun
maksimum etkinlik sergilemesine ve cihazin stabilitesine ve tekrar
kullanilabilirligine yardimci olmasina izin verecektir (Rodriguez-Delgado et al.
2015).
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1.3.1.1 Adsorpsiyon yontemi

Adsorpsiyon basit, diisitk maliyetli ve hizli bir immobilizasyon yontemidir.
Enzim, iyonik etkilesimler ya da Van der Waals ve hidrojen kopriileri gibi zayif
kuvvetler yoluyla bir destege baglanir. Bununla birlikte, bu yontemle immobilize
edilen biyomolekiiller mekanik olarak dengesizdir ve c¢alisma kosullar1 altinda
kolaylikla disari atilabilirler (Muhammad-Tahir and Alocilja 2003).

1.3.1.2 Capraz baglama

Capraz baglanma, biyomolekiiller arasinda molekiil i¢i baglar olusturmak
icin bi- veya multi-fonksiyonel gruplar igeren reaktifleri kullanir. Bu ¢apraz
baglayicilar, dialdehitler, diiminoesterler, diizosiyanatlar ve karbodiimid ile aktive
edilen diaminleri icerir. Bu immobilizasyon tiirii altinda, olusan kompleks
biyomolekiil, asir1 pH ve sicaklik kosullarina kars1 direnglidir. Bununla birlikte,
biiyiik miktarda biyomolekiile ihtiyag duyulmaktadir. pH ve iyonik kuvvet gibi
faktorler kontrol edilmelidir (Bryjak et al. 2007).

1.3.1.3 Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyonda, biyoaktif madde, polimerler gibi yar1 gecirgen bir
malzemeden yapilmis mikron boyutlu kiirelerin cekirdegi ile hapsedilmistir.
Tuzaklama, bir biyomalzemenin bir monomer ¢6zeltisiyle karigimi sonrasinda bu
karisimin bir jel elde etmek lizere polimerize edilmesi ve biyomalzemenin bu
polimerik jelin ara bosluklarina sokulmasi ile olusturulur (Ibarra-Escutia et al.
2010). Biyomateryalin minimum diizeyde bozulmasi s6z konusudur; ancak
yontem, degisken gézenek boyutundan dolayi siirekli biyomateryal sizintisi, jelde
esit olmayan dagilim ve diflizyonel smirlama ile biyomateryale analit
erisilebilirliginde azalma gibi bazi1 dezavantajlara sahiptir (Ferndndez-Fernandez,
Sanroman, and Moldes 2013).
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1.3.1.4 Tutuklama

Biyomateryallerin jeller veya fiberler igine tutuklanmasi, disiik molekiil
agirlikli substratlar ve drlinler iceren proseslerde kullanim igin uygun bir
yontemdir. Jel veya fiber grami bagina 1 g biyomolekiil miktarin1 agan miktarlar
tutuklanabilir. Bununla birlikte, biiyiikk molekiillerin tutuklanmig enzimlerin
katalitik bolgelerine yaklasmakta zorluk ¢ekmesinden Otiirii, yiiksek molekiiler
agirlikli substratlara sahip tutuklanmis enzimlerin kullanimi uygun degildir.
Tuzaklama islemi tamamen fiziksel bir kafesleme veya kovalent baglama seklinde
olabilir. ikinci ydéntemin bir 6rnegi olarak, enzimlerin yiizey lizin yan gruplari,
akriloil amidleri vermek tizere akriloil kloriir (CH2 = CH-CO-CI) ile reaksiyona
sokarak tiirevlendirilebilir. Bu iriin daha sonra bir jel olusturmak iizere
kopolimerize edilebilir ve akrilamid (CH2 = CH-CO-NH>) ve bisakrilamid (H2N-
CO-CH = CH-CH = CH-CO-NHp>) ile capraz baglanabilir. Enzimler seliiloz asetat
fiberlerine, ornegin metilen kloriir icinde enzim ve bir seliloz asetat
emiillsiyonunun hazirlanmasi, ardindan bir ince boru araciligiyla bir sulu
¢oktiiriicliniin ¢ozeltisine figkirtilmasi yoluyla tutuklanabilir. Tutuklama, kalsiyum
aljinatin yaygimn olarak kullanildigi, mikrobik, hayvan ve bitki hiicrelerinin
immobilizasyonu igin tercih edilen yontemdir.

1.3.1.5 Kovalent baglama

Kovalent baglama, destek matrisindeki gruplarin kimyasal olarak
aktivasyonuna dayanir, boylece biyomateryalde bulunan ve ilgilenilen analit ile
etkilesimde gerekli olmayan fonksiyonel gruplarla reaksiyona girerler. Bu
yontem, yiiksek kararlilik sunar ve enzimin, sicaklik, pH ve diger kosullarin
etkilerine direngli olmasini saglar. Bununla birlikte, aktif merkezin yapisinda olasi
degisiklikler meydana gelebilir (Rodriguez-Delgado et al. 2015).

Bu yontem, bagli proteinlerin homojenligini, yogunlugunu, dagilimimi ve
yilizeylerin tekrarlanabilirligini arttirmak icin kullanilmistir. Biyomolekiiller
polimer matrisler tarafindan sensor yiizeylerine tutturuldugunda, proteinlerde
yaygin olarak gozlenen kararsizlik, diflizyon ve agregasyon veya inaktivasyon ile
ilgili problemler de kovalent immobilizasyon ile asilabilir. Glutaraldehit,
karbodiimid, sukinimid esterleri, maleinimidler ve periyodat gibi reaktifler,

kovalent immobilizasyon i¢in yaygin olarak kullanilirlar.
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Enzimler ve proteinler gibi biyomolekiiller, yiizeylere kovalent
immobilizasyon i¢in mevcut bir¢ok fonksiyonel gruba sahiptir; bunlar arasinda
amino asit yan zincirleri (6rnegin lizin amino gruplari), karboksil gruplari
(aspartat ve glutamat), siilthidril gruplari (sistein), fenolik, tiyol ve imidazol
gruplart bulunur. Enzim veya protein ile kati destek arasindaki kovalent
baglanma, biyolojik molekiil iizerindeki biyolojik aktivite i¢in gerekli olmayan
fonksiyonel  gruplar  vasitasiyla  gerceklestirilir.  Kovalent  baglanma,
biyomolekiiliin genellikle yiizey iizerine kuvvetli bir sekilde immobilize edilmesi
ve bu nedenle kullanim sirasinda ylizeyden ayrilma ihtimalinin dusiik olmasi
avantajina sahiptir. Bu ayni zamanda biyomolekiillerin sensor yiizeyindeki
dagilimini belirlemek i¢in atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) gibi, yiizey-kuvvet
mikroskopisi tekniklerinin uygulanabilmesi agisindan 6nemli bir gerekliliktir.

Bir bagka avantaj da, kovalent immobilizasyonu miimkiin kilabilecek; bunu
saglarken de aktif bolgenin baglanmasini Onleyebilecek fonksiyonel gruplarin
cesitliligidir. Biyomolekiillerin yiizey tizerine immobilizasyonunda kullanilan
reaktiflerin, fonksiyonel gruplara etki edebilecek reaksiyonlardan Otiirii bir
aktivite kaybina neden olmamasi 6nemlidir. Bu, biyomolekiiliin aktif bolgesini /
bolgelerini korumak igin fazla substrat varliginda yapilan immobilizasyon ile

genellikle azaltilabilir.

Kovalent baglanma i¢in uygun fonksiyonel gruplar, bazi transduser
malzemeler (silika lizerinde hidroksil gruplar1) tlizerinde de mevcuttur. Bununla
birlikte, yiizeylerin ¢ogu, enzim veya protein ile birlesebilen bir islevsellik
saglamak i¢in modifiye edilir. Cam, titanyum dioksit, polisakkaritler ve polimerler
(naylon, polimetilmetakrilat) igeren Kati destekler, bi-fonksiyonel kimyasallarla
reaksiyona sokulduktan sonra, enzimlerin veya proteinlerin  kovalent
baglanabildigi bir aktif ylizey haline doniisiirler. Altin ve glimiis gibi metal
ylizeyler, enzimler veya proteinlerle reaksiyona girebilen hidroksil, karboksil veya
amino gruplart iretmek ic¢in bir hidroksilalkantiyol ile reaksiyona sokularak
degistirilebilir (Caruso et al. 1995; Geddes et al. 1995). Organosilanlar
kullanilarak enzim baglamak igin elektrokimyasal oksidasyona maruz birakilan
platin elektrotlarin kullanildigi bir ¢alisma da literatiirde mevcuttur (Yao 1983).
Bu gibi 6n muamele yontemleri, ylizey lizerinde istenen belirli bir fonksiyonel
grubun yogunlugunu arttirmak i¢in de kullanilabilir. Silika yiizeyler, bir yiizey-
etkin amino islevselligi tiretmek i¢in trikloro ve trialkilsilanlar gibi amino silanlar
ile reaksiyona sokulabilirler. Proteinler veya enzimler bu yiizeylere glutaraldehit

veya karbodiimid kimyasi kullanilarak baglanabilir. Biyosensor cihazlari igin,
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proteinleri veya enzimleri baglayan on aktiflestirilmis membranlar (6rnegin,
Immunodyne ™ veya Immobiline ™) son zamanlarda mevcuttur. Aktive edilmis
kollajen membranlar da biyosensorlerde kullanim i¢in umut vericidir. Bu
malzemeler, kimyasal tepkime ile elde edilen aktivasyon asamasinin by-pass
edilebilmesi ve ayrica, biyolojik bilesenin immobilizasyonunun hizli ve basit

olmasi sebebiyle ek avantajlara sahiptir.

Kovalent baglanma prosediirleri, literatiirde tarif edilen bir dizi biyosensor
sistemi i¢in umut verici sonuglar vermesine ragmen, fiziksel ve kimyasal
adsorpsiyon prosediirleri gibi kullanilan bir¢ok yontem, sensor ylizeyinde inaktive
enzimlerin veya protein molekiillerinin rasgele yonlendirilmis, diizensiz yapilarin
tretir. Bu durum, diizgiin, aktif protein katmanlari iiretebilen immobilizasyon

yontemlerine duyulan gereksinimi arttirir.

Aslinda, elektrokimyasal tabanli biyo-algilama aygitlarinin
gergeklestirilmesindeki en Onemli adimlardan biri, bir biyomolekiil film
tabakasinin bir metal / yari iletken ylizey iizerine depozisyonu veya kaplanmasi
adimidir. Biyosensoriin son derece basarili olabilmesi i¢in biyo-tanimlama
molekiiliiniin transdiisere geri dondiiriilemez sekilde baglanmasi gereklidir. Yiizey
kimyasmnin ve kapsama alaninin kontrolii, yiiksek reaktivite, kararllik,
yonlendirme ve erisilebilirligi saglamak ve spesifik olmayan adsorpsiyon
proseslerini en aza indirgemek icin biiyiikk onem tasir. Immobilizasyon, bir
biyosensoriin genel performansinin belirlenmesinde 6nemli bir adimdir ve son on
yilda SAM gibi sirali organik filmler olusturmak icin Onemli calismalar
yiiriitillmiistiir (Chaki and Vijayamohanan 2002a; Katz and Willner 2003a).
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Kendiliginden Olusan Tek Tabakalar (SAM’ler)

Alkan tiyollerin altin lizerinde olusturdugu tabakalarin aragtirilmasi ile SAM
ilk olarak 1983 yilinda kesfedilmistir.

SAM, segilen bir organik molekiilin bas grubu ile substrat arasinda
gerceklesen kimyasal adsorpsiyon yoluyla olusturulur (Sekil 1.4). Bu yontemle
kalinlig1 kontrol edilebilir ultra ince organik film tabakalar elde edilebilir. Oda
sicakliginda substratin seyreltik bir ¢ozeltiye (yaklasik 1 mM) daldirilmast
yoluyla basit bir sekilde olusturulurlar. Ek olarak, zincirler aras1 giiglii etkilesimler
(Van der Waals etkilesimleri), tek tabakalarin siki paketlenmesini ve kararliligini
saglar. Bu, kimyasal algilama, 1slanabilirlik ve siirtiinme, korozyona karsi koruma,
desenlendirme, yar1 iletken pasivasyonu ve optik ikinci dereceden harmonik
tretimi gibi ylizey Ozelliklerinin kontroli de dahil olmak {izere bir¢ok
uygulamaya imkan tanir. Hem bu teorik hem de teknolojik onemine ek olarak,
nanoteknolojideki uygulamalar1 sayesinde, son zamanlarda, farkli terminal
fonksiyonel gruplara sahip bi-fonksiyonel molekiillerin uygun olanlariin
kullanilmasiyla, tamamiyla kontrol edilebilen uzunluk 6l¢eklerinde nanodiziler
diizenleme kabiliyeti a¢isindan 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.

Tek tabakalarin terminal iglevselliginin bu yolla segilmesi, metallerin veya
yar1 iletkenlerin nano mimarisinin daha iy1 kontrol edilmesini saglar. Bu mimari,
biyomolekiiler elektronik ve biyosensér gelisiminde, bu yapilarin optik ve
elektronik 6zelliklerinin, uygun bi-fonksiyonel molekiilii secerek uzaysal olarak

modiile edilebildigi (siiper tabakali olusum) potansiyel uygulamalara sahiptir.

Mevcut biyosensorlerin  (0rnegin  glukoz sensorleri) yani sira yeni
biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik arastirmalarin bugiinkii seviyesi son on
yilda artmistir. Bu artan arastirma faaliyetinin baslica itici giicli, 6zellikle teshis
uygulamalari i¢in minyatiirize biyosensorlere olan talebin patlamasidir. Bununla
birlikte, s6z konusu uygulamalar, cihazin boyutu, analitin se¢ici cevabi, hizli tepki
siiresi ve cevresel elektronik devresi ile uyumluluk konusunda oldukga siki
gereklilikler getirmektedir. Biyomedikal kullanim i¢in bu kiigiik algilama
cithazlarmin gelistirilmesine yonelik ilgi artmakla birlikte, mevcut biyosensorlerin
bir kism1 bu konularda yetersizdir ve bu siirlamalardan bazilarinin {istesinden

gelmek i¢in birtakim yeni ve gelismis materyallere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Kendiliginden olusan tek tabakalar cesitli nedenlerden otiiri bu tiir
uygulamalar i¢in birtakim cazip 6zellikler sunar. Birincisi, yalnizca az miktarda
kaynak kullandiklar1 i¢in minyatiirizasyon saglamak kolaydir. ikincisi, SAM'larin
uzun zincirli alkan tiyollerinin olduk¢a diizenli ve yogun dogasi, immobilize
biyomolekiiller (antikorlar, enzimler, niikleik asitler) veya biyolojik sistemler
(reseptorler, biitiin hiicreler) icin yeni substratlar saglayan lipit cift tabakali
yapilarin hiicresel mikro ortamini taklit eder. Daha da 6nemlisi, SAM olusumu
icin kolay prosediirlerin mevcudiyeti ve elektrokimyasal olgiimler i¢in metal
substratlar (Au, Ag vb.) ile uyumluluk, akim veya potansiyel Slgiimlerini igeren
biyosensor uygulamalart igin 6zel avantajlar saglamaktadir. Son olarak, tek
tabakalarin kimyasal kararliliklari, biyolojik tanima i¢in immobilize edilen ve
elektrokimyasal, optik veya piezoelektrik transduserlerle entegre edilmis
molekiillerle kaplanmalarinin ardindan dahi, onlarin biyosensér ve immiinosensor

olarak ¢alismalarina olanak tanir.

Altin

Sekil 1.4 Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM’ler) (Jay et al. n.d.).
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Kat1 substrat yiizeylerin kimyasal modifikasyonu yoluyla olusturulan
SAM’ler yiizey kaplama filmleridirler. Korozyona karsi diren¢ kazandirmada,
nano aletlerin liretiminde iskelet olusturmada, biyo-duyarliligin arttirilmasinda ve

en 6nemlisi biyomolekiillerin immobilizasyonunda kullanilirlar.

Ideal tek tabaka miikkemmel bir sekilde siralanmus, sikica paketlenmis alkan
zincirlerin diiz ve piiriizsiiz yiizeye tutunmasiyla tarif edilir. Uzun karbon
zincirleri arasindaki Van der Waals etkilesimleri gibi gii¢lii molekiiler etkilesimler
SAM yapisinin stabilitesini ve diizenini artirtr. SAM olusturmada iki yontem

kullanilabilir: Fiziksel ve Kimyasal.

Fiziksel yontem, ¢ok stabil degildir. Bu yiizden o0zellikle biyosensor
tiretiminde yagsam omrii kisitlidir. Buna karsin kimyasal yontem daha uzun omiirli

ve daha kullanish sistemler gelistirilmesi i¢in kullanilir.

Tabakalarin olusturulmasi igin gergeklestirilen adsorpsiyon igleminin siiresi
zincir uzunlugundan bagimsizdir; fakat yiiksek konsantrasyon adsorpsiyon
zamanini kisaltir. Ayrica, Kendiliginden olusan tek tabaka i¢in genel bir prosediir
verilmesi olduk¢a zordur ¢linkii hazirlanma prosediirii tamamen istenen

ozelliklere baglidir.

Uzun zincirli alkan tiyoller elektrot yiizeyinde az sayida veya hi¢ defekt
bolgesi olmadan siki paketlenmis kalin bir tek tabaka olusturur ve bu nedenle
elektrot yiizeyine dogru hareket etmekte olan redoks probunun difiizyonunu bloke
eder. Kisa zincirli tiyoller ise ince bir tek tabaka olusturur ve bu durumda ok

sayida defekt bolge beklenir.

Bivosensorler icin SAM’lerin tasarimi

SAM’ler, soy metal yiizey ile ¢ozelti veya buhar fazinda mevcut olan bir tiir
arasinda ara ylizey tabakasi gorevi gorebileceginden, molekiiler tanima (veya
kimyasal algilama) amaciyla kullanimlarinda avantajlara sahiptirler. Antikorlar,
niikleik asitler, enzimler gibi biyomolekiillerin veya hiicreler gibi organize
sistemlerin  sundugu segicilik, molekiiler tanima i¢in uygun bir sekilde
kullanilabilir. Daha 6nemlisi, bu biyomolekiillerin SAM'i kullanarak immobilize

edilmesi, biyolojik aktivitelerini muhafaza etse de miimkiin olan en az miktarin
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(tek katman) olmasmi gerektirir. Miktar, ¢evre ve tepki siiresine bagli olarak
analit molekiillerinin biyolojik olarak algilanmasi i¢in elektrokimyasal, optik veya
piezoelektrik gibi cesitli iletim modlar1 kullanilabilir. Son olarak, immobilizasyon
isleminin (6rn., biyotin-avidin kimyasi) yani sira, biyomolekiillerin yonelimi

iizerinde yapilan kontrol, tasarimda muazzam esneklige izin verir.

SAM icin molekiillerin secimi

Kararlilik, diizgiin ylizey yapist ve islevsellikleri degistirmenin nispeten
kolay olmasi, biyosensorler alanindaki uygulamalarin gelismesinde SAM’lerin
kullanimin1 popiiler hale getirmistir. Altin lizerinde alkantiyollerin kendiliginden
olusturulmus tek tabakalari, esneklik ve kararlilik gibi ¢esitli avantajlar ile birlikte
biyosensorlerin  gelistirilmesi  igin  gerekli olan fonksiyonellestirme ve
modifikasyon islemelerini gergeklestirmede muhtemelen mevcut en iyi
yiizeylerden biridir.
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Farkl kuyruk gruplar: -CH,, -OH, -COOH, -CN, -ferrosen, biotin vs.

AN
4 OPE 0EG )

Orta zincir hibrid
alifatik  gruplan

Kismi

aromatik florlanmig

N

Farkli bas gruplari: -SH, -SiCl;, -COOH, -PO,H,, -COOH vs.

Sekil 1.5 SAM'lerin tipik molekiiler prokiirsérleri (Bottom-up approach to interface

engineering - molecular self-assembly on metal surfaces | Nanotech | Centro

Universitario de los Valles n.d.).

Immobilizasyon Stratejileri

Elektrot yilizeylerini biyomolekiillerle kaplamak i¢in ¢esitli immobilizasyon

prosediirleri mevcuttur:

e Amin gibi serbest terminal gruplar1 iceren tek tabaka yiizeylerine

enzimlerin amid bagi yoluyla kovalent baglanmasi ya da yiizey
fonksiyonel gruplarla glutaraldehit gibi bazi capraz baglayicilar

araciligiyla baglanmasi.

e Enzim ile tek tabaka arasinda elektrostatik, hidrofobik ve hidrofilik

etkilesimler aracilig1 ile nonkovalent kaplama.
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e Reseptor proteini ve antijen-antikor ¢iftlerinin tanima ¢iftlerinin
afinite etkilesimi vasitasiyla. Biotin-avidin, enzimlerin bu tiir yiizey

immobilizasyonlarina yol agan benzersiz bir drnektir.

SAM bivosensorlerinin avantajlari

SAM"' direkt kimyasal baglar kullanarak veya polimerik desteklerin
yardimiyla enkapsiilasyon yoluyla, biyomolekiillerin baglanmasi i¢in bir platform

olarak kullanmanin 6nemli avantajlar1 asagida belirtilmistir:

e Diizenli siralanmis, igne deligi icermeyen ve kararli mono

tabakalarin kolay olusumlari.

e SAM tarafindan saglanan membran (hiicresel) benzeri mikrogevre,

biyomolekiil immobilizasyonu i¢in elverisli olmasi.

o Ihtiyaca gore hidrofobik veya hidrofilik yiizey elde etmek igin
SAM'in bas grubunu cesitli fonksiyonel gruplarla tasarlayabilme
esnekligi.

e SAM iizerinde immobilizasyon i¢in yalnizca minimum miktarda
biyomolekiil (tek tabaka) gerekmesi.

e Birden ¢ok giivenilir 6l¢iimlere izin veren, uzun siireli stabilite.

e AFM ve STM gibi yiizey hassas teknikler kullanarak protein
adsorpsiyonu, DNA hibridizasyonu, antijen-antikor etkilesimi vb.
gibi olgular hakkinda molekiiler diizeydeki bilgilerin edinilebilmesi.



25

SAM bivosensorlerinin sinirlamalari

e Immobilize enzimler, pH, iyonik siddet ve sicakliktaki degisikliklere
karsi ¢ok hassastirlar: Bu parametrelerden birindeki kiigiik bir
degisiklik bazen biyolojik aktivitenin kaybolmasindan sorumlu
olabilir.

e SAM'arin bazilarinin kimyasal stabilitesi, tek tabaka kimyasal

olarak okside olabilecegi i¢in iyi degildir.

e Elektrik alaninin indiiklenmesi ve tek tabakalarin 1sil desorpsiyonu,

biyosensor uygulamalari i¢in zararlidir.

e Yiiksek yiizey enerjisi nedeniyle, hidrofobik SAM yiizeyi ¢esitli
kontaminantlar1 toplayabilir ve bu nedenle istenmeyen safsizliklar

analit tanima bolgelerini adsorbe ve bloke edebilir.

SAM'ler, elektrokimyasal sensorlerin segiciligi ve duyarliliginda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Pek ¢ok calisma grubu, SAM'lerin ve iki katmanli lipid
membran yiizeylerinin ara yiiz kapasitans ve direncindeki degisimleri 6lgerek
adsorpsiyon hakkinda énemli mekanik bilgi saglamak i¢in EiS'yi kullanmistir
(Abdelghani, Hleli, and Cherif 2002; Bordi, Cametti, and Gliozzi 2002; Chaki and
Vijayamohanan 2002a; H. a Chou et al. 2003; Ding et al. 2005a; Ekeroth et al.
2002; Gufler et al. 2004; Hou et al. 2006; Krishna et al. 2001; Liu et al. 2003;
Purrucker et al. 2001; Vallejo and Gervasi 2002; J. S. Ye et al. 2003; Yin et al.
2003). Benzer sekilde, c¢esitli biyomolekiillerin (yani proteinlerin, protaminlerin)
iletken yiizeylere immobilizasyon ve adsorpsiyon davraniglar1 impedans
spektroskopisi ile arastirilmistir (Cheng, Lin, and Chang 2002; Mimica et al.
2004; G.-C. Zhao et al. 2003). Sensor yiizeyi ile kimyasal / biyolojik sistem
arasindaki ara yiizey, kat1 destege tutunan reseptér molekiillerinin faaliyetlerini

koruyabilecekleri sekilde diizenlenmelidir.

Elektroaktif SAM’ler segici elektron-tiinel sistemi veya segici elektron
kapilar1 olarak kararli bir davramig gosterirler. Bu 06zellikleri SAM temelli

biyosensorleri avantali hale getirir. SAM’lerin elektroaktif u¢ gruplar1 (mediyator
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veya elektron iletim fonksiyonu i¢in), redoks-aktif enzimler ile elektrot ylizeyleri
arasinda elektriksel iletim veya iletisim amaciyla kullanilabilirler. Bu amagla
kullanilabilecek ferrosen tiirevleri, dimetilviyolojen gibi bircok mediyator
mevcuttur.

Cogu impedans biyosensorii, elektrot-¢ozelti arabirimine problar baglamak
icin kendiliginden SAM'leri kullanir. En yaygin baglanma kimyasi tiirleri, altin
yiizeylere bagh tiyollere (Daniels and Pourmand 2007) ve oksit yiizeylere bagli
siloksanlara dayanir. impedans biyosensérlerinde en yaygin olarak tiyol SAM'leri
kullanilmaktadir. Sensor yilizeylerinde SAM olusturulabilir ve daha sonra problar
ucglara immobilize edilebilir veya problar kendileri tiyol modifiye edilerek SAM
olarak diizenlenirler (Daniels and Pourmand 2007).

SAM olusumu, biyomembran mikro c¢evreyi andiran yliksek derecede
diizenlenmis, tek molekillii bir film olusturarak elektrot yiizeyinin
islevsellestirilmesi i¢in kolay bir yol saglar. Cok sayida elektroaktif veya
elektroinaktif fonksiyonel grup ile farkli bas gruplara sahip tek tabakalar
tasarlama konusundaki esneklik, bu fonksiyonellendirme stratejisini 6zellikle
biyosensor uygulamalar1 i¢in kullanishh kilmaktadir. Dahasi, tek tabakalarin
ucundaki hidrofobik ve hidrofilik gruplar, farkli analitlerin segici olarak
algilanmasi i¢in enzimlerin, proteinlerin veya tiim hiicrelerin immobilize edilmesi
icin mitkemmel bir yol saglar. Teshis uygulamalar1 i¢in hem diisiik miktardaki
(nanogram diizeyinde) gereksinim hem de iyi bir kararlilik, hastalara maliyetin
diistirilmesine katkida bulunabilir ve bu durum 6zellikle, mikro kontak baski gibi
seri tiretim teknikleri etkili bir sekilde kullaniliyorsa dnemlidir.

Ayrica, proteinlerin sistein ve metionin yan gruplarindan dolayr dogal
olarak olusan bircok tiyol ve disiilfit yapilart vardir. Bu yapilarla
gergeklestirilecek SAM olusumu, bu biyomolekiillerin elektrot yiizeyine
eklenmesi icin ¢ok yararli olabilir. Siilflir ayrica ¢esitli polisakkarit ve steroidlerde
bir ester veya amit siilfat olarak bulunur ve dolayisiyla SAM olusumlari i¢in de
uygundur. Bu baglamda birgok SH ve S-S igeren enzim, benzersiz biyomolekiiler
aktiviteleri i¢in arastirilabilir. Bu yonde sistematik ¢alismalar heniiz

bulunmamaktadir.
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Sonug olarak, EiS, biyomolekiiler etkilesimlerin dinamiklerini gézlemlemek
icin ideal bir aragtir ve reaksiyon oranlari, yiizey yiiklemesi, yiizey reaksiyon /
kararlilik ve baglanma sabitleri gibi biyosensor gelisiminin 6nemli yonlerini

ongdrmek icin kullanilabilmektedir.

1.4 Elektrokimyasal biyosensorler

Kimyasal sensorlerin bir alt smifi olan elektrokimyasal biyosensorler,
elektrokimyasal ileticilerin (transdiiserlerin) disiik tayin limitleri ile kendini
gosteren hassasiyetlerini, biyolojik tanima siireclerinin yiliksek spesifikligi ile
birlestirirler. Bu cihazlar, hedef analit ile segici olarak reaksiyona giren ve
incelenen analit konsantrasyonu ile ilgili bir elektrik sinyali {ireten bir biyolojik
tanima elemani (enzimler, proteinler, antikorlar, niikleik asitler, hiicreler, dokular
veya reseptorler) icerir. Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanimlama
isleminin niteligine, yani biyokatalitik cihazlara ve afinite sensorlerine dayali

olarak iki ana kategoriye ayrilabilir.

Biyokatalitik cihazlar, hedef analiti taniyan ve elektroaktif tiire sahip
enzimleri, tam hiicreleri veya doku dilimlerini igerir. Afinite sensorleri, analit ile
bir antikor, niikleik asit veya bir reseptdr gibi biyolojik bir bilesen arasindaki
selektif bir baglanma etkilesimine dayanir. Afinite sensorlerine 6rnek olarak,

immiinosensorler ve DNA hibridizasyon biyosensorleri gosterilebilir.

Biyosensorler, giiniimiizde en aktif disiplinlerarasi arastirma alanlarindan
birini teskil etmektedir. Biyosensorlerin kullanilmasi ¢ogu zaman 6rnek hazirlama
ithtiyacint ortadan kaldirir. Biyosensoriin performansi genellikle duyarliliina,
saptama limitine (LOD), dogrusal ve dinamik araliklara, cevabin
tekrarlanabilirlifine veya hassasligina, parazitlenmelere ve interferanslara karsi
cevabina dayanarak deneysel olarak degerlendirilir (Eggins 2002). Genellikle
kiyaslanan diger parametreler sensoriin tepki siiresi (yani nihai degerinin% 95'ine
ulagsmak icin sensor tepkisi i¢in analit ekledikten sonraki siire), operasyonel ve
depolama kararlilig1, kullanim kolayligi ve tasinabilirliktir. Ideal olarak, birkag
ardigtk 6l¢lim yapilmasi igin algilama yiizeyi yenilenebilir olmalidir. Birgok
klinik, gida, ¢evre ve ulusal savunma uygulamalar: i¢in, sensor analiti ¢evrimigi

olarak siirekli olarak izleyebilmelidir. Bununla birlikte, tek kullanimlik
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biyosensorler, seker hastalar1 tarafindan kisisel kan sekeri izlemesi gibi bazi

onemli uygulamalar i¢in tatmin edicidir.

Cogu biyosensorde, diisiik maliyet, kullanim kolayligi, tasmabilirlik ve
yapmin sadeliginden dolayr doniistiiriicii i¢in elektrokimyasal tayin yontemi
kullanilir (Eggins 2002; J. Wang 2006). Elektrokimyasal olarak izlenen reaksiyon
tipik olarak oOlgtilebilir bir akim (amperometri), Ol¢iilebilir bir sarj birikimi veya
potansiyel (potansiyometri) tretir ya da elektrotlar arasindaki ortamin iletken
ozelliklerini degistirir (iletkenlik 6l¢timii) (Grieshaber et al. 2008). Hem direng
hem de reaktansin izlemesi yoluyla kullanilabilen elektrokimyasal impedans
spektroskopisi yontemi, bu alanda gittik¢ce yaygin hale gelmektedir (Grieshaber et
al. 2008).

Elektrokimya bir yilizey teknigidir ve biyosensorlerde tayin igin belli
avantajlar sunmaktadir. Reaksiyon hacmine kesinlikle bagl degildir ve ¢ok kiigiik
numune hacimleri, dl¢iim icin kullanilabilir (Ronkainen-Matsuno et al. 2002).
Elektrokimyasal tayin, immiinolojik testlerde az miktarda 6rnek hazirhigiyla veya
hi¢ 6rnek hazirligi olmaksizin diisiik tayin sinirlart elde etmek igin kullanilabilir.
Atto- ve zeptomole tayinini miimkiin kilan elektrokimyasal immiino testler
literatiirde mevcuttur (Christian G. Bauer et al. 1996; Jenkins, Heineman, and
Halsall 1988). Elektrokimyasal tayin, antikor-antijen kompleksini baglanma
yapmamig ortam bilesenlerinden izole etmek i¢in ayirma basamaginin olmadigi
homojen immiino testlerde, kromoforlar, floroforlar ve spektrofotometrik tayine
siklikla girisim yapan parcaciklar gibi numune bilesenleri tarafindan etkilenmez.
Bu nedenle, yag hiicrelerinden, kirmizi kan hiicrelerinden, hemoglobin ve
bilirubinden etkilenmeden tam kan gibi renkli veya bulanik numunelerde
elektrokimyasal dl¢iimler yapilabilir (Cai et al. 2017).
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1.4.1 Voltammetri/amperometri

Voltammetrik ve amperometrik teknikler, bir c¢alisma elektroduna bir
referans elektrota karsi bir potansiyelin uygulanmasi ve akimin Olgiilmesi ile
karakterizedir (Kissinger and Heineman 1996). Akim, c¢alisma elektrodunda
gerceklesen indirgenme veya yiikseltgenme reaksiyonlart sonucunda meydana
gelir. Akim, molekiillerin elektroda dogru gerceklestirdigi kiitle tasima hiz1 ile
smirlanir (Kissinger and Heineman 1996).

Voltammetri terimi, potansiyelin belirlenmis bir potansiyel araliginda
tarandig1 teknikler i¢in kullanilir. Akim cevabi genellikle analit konsantrasyonu
ile orantili olan bir tepe veya platodur. Voltammetrik yontemler lineer sweep
voltammetrisi, dongiisel voltammetri, hidrodinamik voltammetri, diferansiyel puls
voltammetrisi, kare dalga voltammetrisi, AC voltammetri, polarografi ve siyirma
voltammetrisini igerir. Bu yontemler genis bir dinamik araliga sahiptir ve diisiik

tayin seviyeleri i¢in kullanighdir.

Amperometride, ¢alisma elektroduna bir referans elektrota gdre sabit bir
potansiyel uygulanirken, elektrokimyasal oksidasyon veya rediikksiyon sonucu
olusan akim degisiklikleri dogrudan zamana karsi izlenir (Bartlett 2008).
Amperometriyi  voltammetri'den  aywran,  bir  tarama  potansiyelinin
bulunmamasidir. Teknik, potansiyeli istenen degere sabitleyerek akimi dlgmeye
dayalidir. Akim, numunedeki elektroaktif tiiriin konsantrasyonu ile orantilidir.
Amperometrik biyosensorler, tayin i¢in kullanilan yiikseltgenme veya indirgeme
potansiyelinin analit tiirlerinin karakteristigi olmasi agisindan ek segicilige sahiptir
(Eggins 2002).

Amperometrik tayin, basitligi ve tayin sinirinin diisiik olmast nedeniyle
biyokatalitik ve afinite sensorlerinde yaygin olarak kullanilir (League of nations.
Secretariat. Information section. and (L. 1929). Avantajli bir sekilde,
amperometrik tayin sirasinda sabit potansiyel, ihmal edilebilir bir yiik akimina
(potansiyelin sisteme uygulanmasi i¢in gereken akim) neden olur ve boylece tayin
limitini olumsuz yonde etkileyen zemin akimini en aza indirir. Buna ek olarak,
hidrodinamik amperometrik teknikler 6rnegin ¢alisma elektrodunun dénmesi veya
titresmesi suretiyle ¢ozeltiye gore hareket ettiginde (Wijayawardhana et al. 1999;
Wijayawardhana, Halsall, and Heineman 1999) veya numune ¢ozeltisinin sabit

elektrotlarin {izerinden gectigi akis kosullarinda elektrot yiizeyine kiitle
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taginmasini 6nemli 6l¢iide saglayabilir (Jiang et al. 1995; Puchades and Maquieira
1996; Trojanowicz, Szewczynska, and Wcislo 2003). Akis kontrollii sistemlerde
elektrokimyasal tayinler, ¢evresel analizlerde ve endiistriyel proseslerde diger
yontemlere gore oldukca kullanighdir. Ciinkii akis kontrollii proseslerde, akis
sartlarinin uygun bir sekilde diizenlenmesiyle ¢cok basamakli test prosediirlerinde

cozeltiler kolaylikla degistirilebilir ve bu yontem anlik izleme i¢in idealdir.

Elektrokimyasal sensorler, ii¢ elektrottan veya iki elektrottan olusan bir
elektrokimyasal hiicrenin parcasidir. Tipik bir ti¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre,
platin, altin veya karbon gibi kimyasal olarak kararli, kat1 bir iletken malzemeden
(6rnegin grafit) bir ¢alisma (veya indikator) elektrodundan olusur. Genellikle
giimiis kaplanmig tabakasiyla giimiis kloriir (Ag / AgCl) ¢6zeltisinden olusan bir
referans elektrot ve bir platin tel yardimer elektrodu igerir. Referans elektrot
genellikle bilinen ve kararli bir referans potansiyelini korumak igin redoks
reaksiyonu alanindan uzaklastirilir (Grieshaber et al. 2008). Bu sistemin bir
avantaji1 elektrolizden gelen yiikiin referans elektrot yerine yardimci elektrottan
gecerek referans elektrodunun yar1 hiicre potansiyelini degistirmesini
engellemesidir.

Iki elektrot sistemi yalnizca ¢alisma ve referans elektrotlarina sahiptir. Akim
yogunlugu yeterince diisiikse (<pA cm-2) referans elektrot yiikii olumsuz bir
etkiye sahip olmadan tasiyabilir (Bartlett 2008). Ikili ve iiclii elektrot sistemlerinin
her ikisi de sensorler icin kullanilir. Bununla birlikte, tek kullanimlik sensoérler
icin genellikle iki elektrot sistemi tercih edilmektedir, ¢linkii referansin uzun
vadeli kararlilig1 gerekli degildir ve maliyet diisiiktiir.

Bu elektrotlar kolaylikla minyatiirize edilebilir; mikrometre boyutlari
yayginken nanometre boyutlari da mevcuttur (Heinze 1993; Wightman 1981).
Nanoteller, nanoparcaciklar ve karbon nanotiipleri giiniimiizde biyosensorlere
dahil edilmektedir. Kiiciilen elektrot boyutlar1 daha yiiksek duyarlilik imkani
saglamaktadir. Kii¢iik yiizey alanlari nedeniyle bu tiir kiiciik elektrotlarla tayin
yapabilmek i¢in ¢ok kiigiik numune hacimleri (mikrolitre ve daha kiiciik)
gereklidir ve numune miktarlar sinirli oldugunda bu 6nemli bir avantajdir (Farrell
et al. 2004; Thomas et al. 2003). Ayrica, elektrokimyasal dedektorler ve bunlarin
gerekli kontrol araglar1 mikro imalat ile nispeten diisiik bir maliyetle kolayca
minyatiirize edilebilir. Boylece biyo-algilama igin tasinabilir aletlerin imalati

mimkiin olur. Voltammetride siirlayici akim sicakliga bagl oldugundan, dogru
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ve hassas sonuglar elde etmek igin O6lglim hiicreleri sabit bir sicaklikta tutulmalidir
(Thomas et al. 2003).

1.4.2 Kondiiktometri

Kondiiktometrik tayin, kimyasal reaksiyon sirasinda ¢ozelti / ortamin
bilesimi degistikce, numune ¢dzeltisinin veya nanoteller gibi bir ortamin elektrik
iletkenligindeki degisiklikleri izler. Kondiiktometrik biyosensorler siklikla yiikli
triinlerin iyon siddetinde degisikliklerine sebep oldugu ve dolayisiyla artan
iletkenlik saglayan enzimleri icerir. iletkenlik 6l¢iimii, cevresel izleme ve klinik
analiz i¢in biyosensorlerde tayin tiirii olarak kullanilmistir. Diuron, atrazin ve
metabolitleri gibi ppb diizeylerindeki Kirleticileri 6l¢gmek i¢in bir kondiiktometrik
tirozinaz biyosensorii gelistirilmistir (Anh et al. 2004). Biyo-giivenlik acisindan
Escherichia coli O157: H7 ve Salmonella spp. gibi gida kaynakli patojenleri tespit
etmek icin de kondiiktometrik immiinosensorler literatiirde yer almaktadir
(Muhammad-Tahir and Alocilja 2003). Hassas, diisiik hacimle galisabilme imkani
saglayan bu biyosensor, bir elektrokimyasal sandvi¢ immiino testine dayanan bir
immiinosensor ve sinyali 6lgmek igin bir okuyucu cihazdan olusmaktadir. insan
idrarinda metamfetaminin tayinine yonelik bir biyosensor de yine kondiiktometri
yontemiyle gelistirilmistir (Yagiuda et al. 1996).

1.4.3 Potansiyometri

Potansiyometrik sensorler, ihmal edilebilir diizeyde akim altinda bir
elektrokimyasal hiicrenin potansiyelinin 6l¢iilmesine dayanir. Yaygin olarak, cam
pH elektrodu ve K*, Ca?*, Na*, Cl" gibi iyonlar i¢in iyon segici elektrotlardir
(Eggins 2002; J. Wang 2006). Sensérler, ilgilenilen yiiklii iyonlarla secici olarak
tepkimeye giren bir membran boyunca olusan potansiyeli 6l¢cmek icin iki referans
elektrotlu bir elektrokimyasal hiicre kullanir. Bu kimyasal sensorler, elektrotun
algilamas: i¢in tasarlanan iyonu olusturan bir reaksiyonu katalize eden enzim gibi
bir biyolojik element ile kaplanarak biyolojik sensdrlere doniistiiriilebilir. Ornegin
bir penisilin sensorii, bir pH elektrodunun penisilinaz ile kaplanmasiyla
gelistirilebilir ve bu da H* iireten bir penisilinin reaksiyonunu Kkatalizler
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(Papariello, Mukherji, and Shearer 1973). pH elektrodu, yiizeyinde, penisilinin
dolayl1 bir 6l¢limii olan pH'taki degisimi algilar.

Alan etkili transistorler, bir elektrokimyasal hiicreye dahil edilerek kimyasal
sensorlere (ChemFETs) adapte edilmistir (Barbaro et al. 1992; Colapicchioni et al.
1991). Algilama yiizeyini, yukarida penisilin i¢in tarif edildigi gibi biyolojik bir
ajan ile kaplayarak biyosensorlere doniistiiriilebilirler (Caras and Janata 1980).
Isik etkili potansiyometrik sensorler (LAPS) ylizey potansiyelini fotovoltaik etki
yoluyla optik olarak belirler (Hafeman, Parce, and Mcconnell 1988). LAPS,
yiizeyi lizerine Ornegin oligoniikleotid gibi bir biyolojik materyalin eklenmesi
yoluyla biyosensor olarak da kullanilabilir (Shishkanova et al. 2007).

1.5 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi

Impedans spektroskopisi, bir sistemin bilesik elektrik direncini analiz etmek
icin kullanilan giicli bir yontemdir. Yiizey olaylarina ve kiitle 6zelliklerinin
degisimlerine karst hassastir. Korozyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi,
membranlar ile membran / ¢ozelti ara yiizleri arasindaki yiik tasimmasinin
karakterize edilmesi ve pillerin optimizasyonu i¢in yogun = sekilde
kullanilmaktadir. Biyosensorler alaninda, 0Ozellikle transdiiser (elektrot)
yiizeyindeki baglanma olaylarmin izlenmesi i¢in uygundur. Kullaniminin ilk
orneklerine  1980'lerin  sonunda rastlanmistir. Bununla birlikte, yontem
enstriimantasyonda yapilan ilerlemeler nedeniyle son yillarda artan bir uygulama
alan1 bulmustur. Biyolojik taninma silireglerinin saptanmasinin yani sira,
biyomolekiillerin transdiiser iizerine immobilizasyonu gibi islemlerde meydana
gelen yiizey modifikasyonlarinin karakterize edilmesinde kullanilan degerli bir
aractir. Bu teknik, isaretleyicisiz algilama i¢in dogal bir potansiyele sahiptir. Bu
durum biyoanalizde olduk¢a 6nemli bir avantajdir; ¢iinkii isaretleme islemlerinin
olmamasi, biyomolekiillerin floresan boyalar, enzimler, redoks veya radyoaktif
isaretleyicilerle modifiye edilmesi gerekliligini ortadan kaldirmaktadir. Bununla
birlikte, ¢ok diisiik analit konsantrasyonlar1 ile yapilan analizlerde bir yanit elde

etmek icin genellikle bir amplifikasyon adim1 gereklidir.
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1.5.1 Impedans spektroskopisinde temel prensipler ve terimler

Bir sistemin impedans Z degeri, genellikle kiiciik genlikli bir voltaj
uygulanmasi ve akim cevabinin tayini ile belirlenir. Bu tanimdan, Z impedansi,
voltaj-zaman fonksiyonu V(t) ve akim-zaman fonksiyonu I(t)’nin oranidir:

Z=V(t)/1(t)=Vosin(2ITft)/ losin(21Tft+¢)=1/Y (1)

Formiilde Vo Ve lo sirastyla en yiiksek voltaj ve akim sinyallerini, f frekansi,
t zamani, ¢ voltaj-zaman ile akim-zaman fonksiyonlar1 arasindaki faz kaymasini
ve Y kompleks kondiiktans veya admitans: ifade etmektedir. Impedans karmasik
bir degerdir; ¢linkii akim sadece genlige bagli olarak degismeyebilir, ayni
zamanda voltaj-zaman fonksiyonuyla kiyasla bir faz kaymasi da gosterebilir.
Boylece deger, impedansin ya |Z| modiilii ile faz kaymasi ¢ tarafindan, ya da
alternatif olarak reel bolim Zr ve imajinel boliim Z; tarafindan tanimlanbilir. Bu
durum sekil 1.6’da gosterilmistir. Dolayisiyla impedans 6lgiimiiniin sonuglari iKi
farkl1 sekilde gosterilebilir: logf’nin fonksiyonu olarak log|Z| ve ¢ degerlerinin yer
aldig1 Bode grafigi veya Zgr ve Z; degerlerinin yer aldigr Nyquist grafigi.

-

ZI{

Sekil 1.6 impedans degerini olusturan bilesenler (Lisdat and Schifer 2008).
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Impedans "spektroskopisi" ismi, impedansin genellikle sadece bir tane degil
birden fazla ve farkli degerlerdeki frekanslarda belirlenmesinden kaynaklanir.
Boylece, degisim ve diflizyon iglemleri ile birlikte yiizeylerin, tabakalarin veya
membranlarin karakterizasyonuna izin veren bir impedans spektrumu elde edilir.
Bunu bagarmak ig¢in, Impedans spektrumu genellikle bir esdeger devre
kullanilarak analiz edilir. Genellikle direnglerden ve kapasitanslardan olusan bu
devre, arastirilan sistemin farkli fizikokimyasal 6zelliklerini temsil eder (Lisdat
and Schifer 2008; Macdonald 1987). Alternatif olarak, sistem, elektrokinetik,
diflizyon, bolimleme vb. islemlerin temel kanunlarindan tiiretilen transfer

fonksiyonlarina dayanilarak tarif edilebilir.

Bununla birlikte, yalnizca ilgilenilen bir sistemi tanimlamak igin degil ayni
zamanda bu teknik analitik amagla da kullanilabilir. Bu durumda, bir impedans
elemaninin (bir direng veya bir kapasitans-¢cozelti bilesiminin bir fonksiyonu
olarak) degisimi degerlendirilir. Bazi durumlarda, toplam impedansi
konsantrasyon degisikligi ile iliskilendirmek de miimkiindiir. Bu, o&lgiimleri
basitlestirebilir, ¢linkii bu durumlarda sadece segilen bir frekansta veya sinirli bir
frekans penceresinde (gorece degisikliklerin en biiyiik oldugu yerlerde) impedansi
belirlemek genellikle yeterlidir.

Elektrolitik  ¢ozeltinin arastirilacak  sistemin bir bileseni oldugu
elektrokimyasal impedans spektroskopisinde impedans davranigini tanimlamak
icin genellikle dort bilesen kullanilir: ohmik direng, kapasitans, sabit faz elemani
ve Warburg impedansi. Bu elemanlar ve tanimlar1 Tablo 1.4°te 6zetlenmektedir.
Deneysel impedans verilerini, seri veya paralel diizenlenmis ideal veya dagitilmis
impedans elemanlar1 ile yaklastirmak igin esdeger devreler kullanilir. Birgok
elektrokimyasal sistem bu prosediire gore analiz edilmistir. Belli bir sistemin
impedans davranisini agiklamak i¢in muhtemelen literatiirde bir model bulabilir.
Bu, en azindan analiz i¢in baslangi¢ noktasi olarak kullanilabilir. Bir elektrolit ile
temas halinde olan bir elektrodun durumu igin, ¢ozelti direnci Rs, yiik transfer
direnci Ret, ¢ift katmanli kapasitans Cq ile Warburg impedans:t W’n1 igeren ve
Randles olarak adlandirilan devre kullanilir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Nyquist grafigi ve Randles es devre modeli (Lisdat and Schafer 2008).

Cift kath kapasitans Cq, yiikiin ara yilizde cift tabakada depolanmasindan
kaynaklanmaktadir. Elektron transfer direnci Ret, arayiizdeki redoks reaksiyonlari
tarafindan iretilen akim akisini, Warburg impedansi ise, ¢ozeltiden ara yiize
diftizyona bagli olarak olusan akimin impedansindan kaynaklanmaktadir. Rs, iyon
konsantrasyonu ve hiicre geometrisi tarafindan saglanan ¢ozelti direncidir. Rs ve
Ret, Nyquist grafiginden kolayca belirlenebilir; ancak bununla birlikte Warburg
impedansinin ¢ degeri de degerlendirilebilir.
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Tablo 1.4 Biyoelektrokimyasal sistemleri tanimlamak i¢in en sik kullanilan impedans

elemanlarmin tamimlari, frekans bagimliliklart ve faz kaymalar1 (Lisdat and

Schifer 2008).

impedans Tanmy Faz Frekansa
bileseni Agis1 Dayah
R Z=R 0° Hayir
C 1 90° Evet

ZC - T

jwC

CPE B 1 0-90° Evet

Zcpg = AGw)®
W (infinite)? g : 45° Evet

Zy =—(1—

w Jo ( J)

RT ( 1 1 >
o= +
nze\/i ‘/D()CO DRCR

Sekil 1.7'de gosterilen Nyquist grafiginde Rs ve Ret degerleri kolayca
belirlenebilir. Cift katman kapasitans1 yar1 dairenin maksimum frekansindan
hesaplanabilir (o = 2zf'= 1 / RetCai). Ret Ve Cql'in lirlinii genellikle elektrokimyasal
prosesin zaman sabiti T olarak adlandirilir. Warburg sinirlamali davranisi gosteren
45° ¢izgisi, reel eksene ekstrapole edilebilir. Kesisim noktasit ¢ ve ardindan
difiizyon katsayilarinin hesaplanabilecegi Rs + Ret - 20Cal'ye esittir (bkz. Tablo
1.4). Bununla birlikte, analitik uygulamalar i¢in, esdeger devre, genellikle
Warburg impedansini ihmal ederek basitlestirilir. Bu, Nyquist grafiklerinde 45
derecelik c¢izginin goriilmedigi ve ara ylizey veya ¢o6zelti impedansinin baskin

oldugu bir frekans aralig: segilerek yapilabilir.

Biyolojik bir malzemeyi karakterize etmek igin, ornegin; antikorlar veya
hiicreler, elektrotlar sisteme sokulmali, bdylece bir elektrokimyasal hiicre
olusturulmalidir. Bir AC voltaj sarsimi1 uyguladiktan sonra, akim, sistemin tiim
bilesenleri, ¢calisma elektrodu, biyolojik malzeme, ¢6zelti ve yardimci elektrodun
icinden akmaya zorlanir. Olciilen impedans, tekil katkilarin toplamidir. Sekil 1.8,
Warburg impedansinin potansiyel katkisint ihmal ederek bu durum igin
basitlestirilmis bir esdeger devre saglar. Analitik uygulamalar i¢in iki farkli durum
ortaya cikabilir:
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a) Biyolojik maddenin impedanst ¢ozeltideki belli bir analit
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak veya zamanin bir fonksiyonu
olarak incelenir. Bu, ¢ozeltideki iyon konsantrasyonunun (iletkenlik
Olctimleri) bir fonksiyonu olarak ¢o6zelti direncinin analizi ile
benzerdir. Her iki durumda da, iki elektrodun impedans1 belirlenecek
impedansa kiyasla kiigiik olmalidir. Bu, oldukc¢a genis yiizey alanlarina
sahip elektrotlar kullanilarak basarilabilir. Buna ek olarak, biyolojik
maddenin ¢ozeltiden nonspesifik adsorpsiyonundan kag¢inilmalidir;
¢linkii bu da ara yiiz impedansini artiracaktir. Bu tip 6l¢timlerin bir
Ornegi, fermantasyon islemi sirasinda hiicre kiitlesinin belirlenmesidir
(Cheung, Gawad, and Renaud 2005; Krommenhoek et al. 2006).
Cozeltideki hiicrelerin artan yogunlugu, kolayca izlenebilen bir

impedans degisimine neden olur.

b) Alternatif olarak, biyolojik bilesen ¢alisma elektrodu {iizerine
immobilize edilir ve bir analit molekiilii ile etkilesim saptanir. Bu tipik
bir biyosensér uygulamasidir. Burada, algilama elektrodunun
impedansi (biyolojik bilesen ile modifiye edilmis calisma elektrodu),
toplam impedanst kontrol eder. Bdylece, yardimci elektrodun
impedanst 6nemli Olglide daha kiigiik olmalidir. Bu, genellikle,
algilama elektrodundan en az on kat daha biiyiik bir alana sahip bir
elektrot kullanilarak gerceklestirilir. Buna ek olarak, yiizey,
elektrokimyasal metal birikimi veya metal ¢Oziinmesi ile
piirtizlendirilebilir. Bir destek elektroliti (0.01-1 M) kullanarak, ¢6zelti

direnci, akim yanitin1 sinirlamayacak sekilde ayarlanabilir.

CE

Sekil 1.8 iki elektrot ve bir biyolojik bilesenin kullamldig1 elektrokimyasal hiicreler igin
esdeger devre (Lisdat and Schifer 2008).
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Sekil 1.8’de WE calisma elektrodunu, CE ise yardimci elektrodu ifade
etmektedir. Her iki elektrot, ¢ift katli bir kapasitans ve bir yiik transfer direncine
sahip bir paralel devre kullanilarak Orneklendirilir. Coziiniirliik direnci Rs ve
biyolojik bilesenin Zg impedansi elektrot impedans: ile seri haldedir. Caligma
elektrodu, biyolojik bilesen ile modifiye edilebilir ve bdylece algilama elektrodu
olarak goriiniir. Bu, kesikli kutuyla gosterilir. Bu tip 6l¢iimlerde, diger impedans
elemanlar1 nispeten kiigiikk olmalidir. Cozeltide biyolojik bilesen arastirilmasi
gerektiginde, degeri genel impedans: biiyiik 6lgiide belirlemelidir ve elektrotlarin

impedanslari kiigiik olmalidir. Bu tiir bir aragtirma nokta kutusu ile gosterilir

Bu tiir yiizey modifiye edilmis algilama elektrotlariyla Slgtimler alirken,
redoks-aktif bilesikler genelde ¢ozeltiye eklenir ve bu da iyi tanimlanmis bir
elektron transfer direnci Ret ile sonuglanir. Redoks aktif bilesik atlanmissa veya
engelleyici bir katman elektrota uygulandiginda kapasitif impedans davranisi
gozlemlenecektir (¢linkii Ret ¢ok biiylik olur). Boylece, elektrotta bir baglanma
olayi, ilk durumda Ret'deki degisimi izleyerek veya ikinci durumda kapasitans

degisikligini izleyerek tespit edilebilir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi yaparken, ¢alisma elektrodundaki
durumu kontrol etmek genellikle gereklidir. (i) Baz1 durumlarda impedans "agik
devre potansiyeli"'nde (OCP) olgiilebilir. Bu, ¢ozelti bilesimine bagli olarak
elektrotta dengelenmis bir durum anlamina gelir. Bununla birlikte, Ol¢timler
sirasinda bu durum dengeli olmalidir. Burada basit bir iki elektrotlu diizenleme
siklikla kullanilabilir. (ii) Alternatif olarak, bir elektrotta bir durum tanimlamak
veya bir islemi zorlamak i¢in (O6rnegin; bir oksidasyon islemi) c¢alisma
elektrodunda bir dc potansiyeli sabitlenmelidir. Bu, ¢ elektrotlu bir
diizenlemenin gerekli oldugu tipik bir potansiyostatik moddur. (iii) Bir diger
yaklagim, ¢alisma elektrodunun {izerine akacak bir akimi tanimlamaktir. Bu, yine

ii¢ elektrotlu bir diizenleme ile galvanostatik modda gerceklestirilebilir.

Modern impedans analizorleri, esdeger devrelere gore transfer
fonksiyonlariin hesaplanmasina izin veren veri degerlendirme yazilimi ve montaj
programlari da igerir. Literatirde modeller bulunur ya da tek bir sistemin
tanimlanmasi i¢in bir baslangic noktasi olarak uygulanan yazilimdan esdeger bir
devre segebilir. Secgilen devrenin gecerliligini dogrulamak i¢in, deneysel egriye

uygunlugun  kalitesi  degerlendirilmelidir ~ ve  elektrolit veya  analit



39

konsantrasyonlar1 veya bir tabaka kalinligi veya elektrot alani gibi deneysel

parametreler degistirilmelidir.

flgili parametreyi belirlemek igin gereken frekans arali§i, impedans
verilerinin bdyle bir analizinden ¢ikarilabilir. Analitik uygulamalar igin, sadece
frekans araligimi azaltmakla kalmaz ayni zamanda Slgiimleri birkag veya sadece
bir secili frekansla siirlamak da miimkiindiir. Ornegin, bu yaklasim oldukea
kapasitif davranig gosteren kimyasal olarak hassas yari iletken yapilart 6lgerken
kullanilabilir (Moritz et al. 1992). Analiz edilmesi gereken frekans araligi
incelenen sisteme gdre degisir, ancak genelde birkac on kilosaat ile 10! veya 102
Hz arasinda degisir. Ticari aletler 10° Hz ile 10°® Hz araligmi kolayca kaplarlar.
flgili impedans parametresi (6rnegin, belirlenecek konsantrasyonun direnci veya
kapasitesi gibi), dogrulanmis bir esdeger devre ile dlglilen impedans verilerinin
uydurulmasiyla elde edilebilir veya toplam impedans dogrudan konsantrasyon ile

iligkilendirilebilir.

1.6 Biyosensor tasariminda elektrokimyasal impedans
spektroskopisi

Impedans biyosensérleri, olgiilen biiyiikliigii bir impedans sinyaline
dontistiiren fiziksel bir doniistiiriicii ile bu doniistiiriiciiye entegre edilmis ve
biyolojik veya biyofiziksel olarak tiiretilmis bir algilama elemanindan olusur.
Performansi, (i) doniistiriiciiniin  yiizey Ozelliklerine (ii) modifiye edicinin
kimyasal bilesimine ve (iii) uygulanan elektrot potansiyelinin etkisine baglidir.
EIS hassasiyeti, kullanilan immobilizasyon prosediiriiniin elektrot yiizeyinin
tamamint kaplamadiginda ortaya ¢ikan igne deligi etkilerinden daha fazla
etkilenir. Sonug olarak, redoks molekiilleri immobilize edilmis biyomolekiillerden
kurtulur ve elektrot yiizeyindeki ¢iplak noktalara ulasir. Bu gibi olaylar, hedef
biyomolekiillerin ¢iplak noktalara nonspesifik adsorpsiyonu sonucunda, yanlis
EIS yanitlarma biiyiik katkida bulunurlar. Igne deligi etkileri hemen hemen tiim
biyolojik sensorlerde ortaya ¢ikmasina ragmen, immiinosensorler ve mikrobiyal
biyosensorlerde nonspesifik adsorpsiyon daha yaygindir. Ote yandan, DNA
biyosensorlerinden kaynaklanan EIS sinyalleri, negatif yiiklii fosfat iskeleti ile
Fe(CN)g>"* gibi redoks anyonlar1 arasindaki itme kuvvetlerinden biiyiik olgiide
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etkilenir.  Bu durum, DNA hibridizasyon reaksiyonlarinin diizeyinin
belirlenmesini olumsuz etkiler. Bu nedenle, BSA ve 1-merkaptohekzanol dahil
olmak iizere ¢esitli bloke edici maddeler, hem spesifik olmayan adsorpsiyon hem
de igne deligi etkilerini ortadan kaldirmak i¢in kullanilmistir. Buna ek olarak,
DNA fosfat iskeleti ile anyonlar arasindaki elektrostatik etkilesimler, pozitif yiiklii
DNA baglayicilar, 6rnegin Ru(NHs)e®* kullanilarak asgariye indirilmistir.
Bununla birlikte, EIS temelli biyosensorlerin - basarisi, tercih  edilen
immobilizasyon kimyasiyla uyumlu olan ve titizlikle gerceklestirilmis bir elektrot
malzemesi se¢imine baglidir. Yaygin olarak kullanilan elektrot malzemeleri cam,
altin, platin ve karbon pasta elektrotlarini igerir. Biyomolekiillerin, baglayicilar
vasitasiyla elektrot ylizeylerine kovalent baglanmasi en giivenilir yontemdir.
Giiniimiizde, EIS biyosensdriiniin duyarliligi, biyokimyasal sistemlerde daha
genis uygulama alanlarina yonelik hala onemli bir sinirlamadir ve elektrot
yiizeylerinde biyomolekiiler kompleks olusumunu arttiracak yeni immobilizasyon
stratejileri gerektirmektedir.

SAM’lerin veya iiretilmis supramolekiiler tasarimlar gibi biyomalzemelerin
nanomateryal platformlara immobilizasyonu, hem giincel bir yaklagimdir hem de
EIS biyosensor duyarlihigini énemli dlgiide gelistiren onemli yontemlerdir. Bu
yontemler, elektrotlar iizerindeki ilgili biyomolekiiler belirteclerin (DNA, enzim
veya antikor- antijen) yiizey yogunluklarini arttirmak suretiyle, biyomelekiiler
belirteglerin spesifik aktivite ve afinitelerini arttiracak ve ardindan gelen
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilecek yeni platformlar gelistirilmesine
olanak tanirlar. Ayrica, nanopartikiiller genellikle kararli, ucuz ve daha esnektir.
Buna ek olarak, kii¢iik boyutlari, daha yliksek baglama kinetigine izin verir ve bu
da yiiksek duyarliga daha fazla katkida bulunur. Biyosensor tasarimlari i¢in 6rnek
nanoplatform dizileri Sekil 1.9'da gosterilmektedir. Genel olarak nanoparcaciklar
acik uclarinda SH, NH> veya CN gibi fonksiyonel gruplara sahip olan SAM’ler

vasitastyla elektrot ylizeylerine baglanabilir.
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Sekil 1.9 Biyosensdr tasarimlari i¢in biyomolekiiler nanomateryal platformlari
(a) Schistosoma japonicum antikorlar1 (jsAb) ve jsAg tayini, (b) GOx enzimi ve
(c) ss DNA immobilizasyonu (K’Owino and Sadik 2005).

Immiinosensérler en cok calisilan impedimetrik biyosensérlerdir. Bunu

DNA biyosensdrleri ve enzim biyosensorleri izlemektedir.
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1.7 Ferritin

17.1 Giris

Demir depolama proteini ferritin hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda
bulunur. Ferritin, molekiiler kiitlesi yaklasik 500 kDa olan ve 24 alt birimden
olusan bir protein kabugundan olusur. Protein kabugu, 4500 atoma kadar demir
tutabilen ferrik-hidroksi-fosfat ¢ekirdegini kapsar. Benzer bir genel yapiya sahip
proteinler bitki ve hayvanlardan bakteriler alemine kadar bulunur; ancak bakteri
ferritininin, hayvan ferritinleri ile hi¢bir amino asit dizilimi homolojisi
bulunmadigi i¢in bunlarin ayr1 gelistigi diisiiniilmektedir. Ferritin, evrimsel agidan
oldukga eskidir ve ayn1 zamanda uzun bir biyokimyasal tarihe sahiptir. ilk izole
edildiginden bu yana ferritin arastirmalarina iki ana konu hakim olmustur: yapisi
ve demir alimi ile birakma mekanizmasi. Son zamanlarda ferritinin molekiiler
biyolojisi 6n plana c¢ikmistir ve bu molekiil, sentezin genetik translasyon
seviyesinde nasil diizenlendigine iliskin ¢aligmalar i¢in bir model haline gelmistir.
Ferritinin yapisi ve fonksiyonu hakkinda detayli bir inceleme yaymlanmistir

(Harrison and Arosio 1996).
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1.7.2 Yapi

Bir ferritin alt birimi bes heliks ve uzun bir heliksler aras1 dongii bulunur. L
dongiisii ve N-terminal kalintilari, meydana gelen 24 alt-birimlik molekiiliiniin
disindadir. C-terminal artiklar1 kabuk i¢inde bulunur. H ve L zincirleri, molekiil

icinde ayn1 konformasyonu benimser.

Sekil 1.10 Ferritin

Insan dokularinda H-zengin izoferritinler (izoelektrik nokta; pl 4,5-5,0) kalp
kasinda, kirmiz1 kan hiicrelerinde, lenfositlerde, monositlerde, HeLa hiicrelerinde
ve diger bazi kiiltiir hiicrelerinde bulunur. L-zengin izoferritinler, H-zengin
izoferritinlere gore ¢ok daha basit yapili (pl 5.0-5.7) olup karaciger, dalak ve
plasentada bulunur. Ferritinin pl's1, demir igeriginden 6nemli 6l¢giide etkilenmez.

pl degeri, dokudan dokuya ve doku demir igerigi ile degisir.

Ferritin, ii¢ 6zelligin avantajlarindan yararlanilarak dokulardan saflagtirilir:
75°C'lik bir sicakliga dayaniklilik; ultrasantrifiijle konsantrasyona izin veren
demir agisindan zengin molekiiliin yliksek yogunlugu; ve kadmiyum siilfat
varliginda kristallestirme. Bununla birlikte, ultrasantrifiij islemi H-alt birimlerince
zengin molekiilleri konsantre etme egilimi gosterse de, kadmiyum siilfat
¢ozeltisinden kristallestirme islemi daha diisiik toplam bir geri kazanim egilimi
gosterir ve L-alt birimleri bakimindan zengin molekiillere daha sec¢imlidir

(Harrison and Arosio 1996).
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1.7.3 Serum ferritini

Duyarli bir immiin radyometrik testin (IRMA) gelistirilmesinden sonra,
ferritin, normal bireylerin serumunda veya plazmasinda tespit edilebilmistir
(Jacobs et al. 1972). Givenilir yontemler olarak etiketli ferritin kullanan
radyoimmiinoassay (RIA) ve etiketli antikor kullanan IRMA yontemleri detayli
bir sekilde tarif edilmistir (Worwoon et al. 1980). Bu yontemlerin yerini daha
sonralari, kolorimetrik ve fliioresans substratlar kullanilan enzim baglantili
immiinoassayler (ELISA) veya kemiliiminesans etiketler igeren antikorlar

almustir.

Serum ferritin konsantrasyonlart normalde 15-300 pg / L arasindadir ve
cocuklarda yetiskinlerden daha diisiiktiir (Tablo 1.5). Menopoz 6ncesi kadinlarda
ortalama degerler erkeklere gore daha diisiiktiir. Bu durum mensturasyon ve
dogum sirasindaki kayiplarin bir sonucudur. Dogumdan itibaren daha ileri yaglara
dogru serum ferritin konsantrasyonlarindaki degisimler, dokularda depolanan
demir miktarlarindaki degisimi yansitir. Bir annenin demir durumunun, kordon
serumundaki konsantrasyon iizerinde nispeten az etkisi oldugu goriilmektedir ve

ortalama degerler 100-200 pg/L araligindadir.

Tablo 1.5 Serum ferritin degerleri

Erkek Kadin
16-50 yas 15-200 ng/mL 14-150ng/mL
51-60 yas 15-220 ng/mL 14-150ng/mL

>60 yas 18-250 ng/mL 18-200 ng/mL
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Serum ferritin konsantrasyonu ile flebotomi sonucu harekete gecirilen depo
demirleri arasinda iyi bir korelasyon vardir. Bu, normal bireylerde toplam demir
miktart ve serum ferritin konsantrasyonu arasinda yakin bir iliski oldugunu
gostermektedir  (Walters, Miller, and Worwood 1973). Serum ferritin
konsantrasyonu kan bagis1 ile azalir ve alkol alimiyla birlikte artar. Hem
erkeklerde hem de kadinlarda alkol tiiketimi ile anlamli iliski Ingiltere Saglik
Arastirmasi'nda dogrulanmistir. Bu aragtirmada ferritin konsantrasyonu viicut kitle
indeksi arttikca daha yiiksekti. Menopozdan sonra kadinlarda ferritin
konsantrasyonu artmakta fakat erkeklerdekinden daha diisiik kalmaktadir.
Se¢ilmemis yagh hastalarda yiiksek ferritinin konsantrasyonu genellikle hastaliga
baghdir (Touitou et al. 1985). Serum ferritin konsantrasyonu saglikli kisilerde
nispeten kararlidir. Demir eksikligi anemisi olan hastalarda, serum ferritin
konsantrasyonu tipik olarak 12-15 pg /L'den daha disiiktir. Bu esik, demir
eksikligi anemisine sahip hastalarin serum ferritin konsantrasyonlarinin
aragtirtlmasiyla ilgili  bir dizi c¢alisma sonucunda Dbelirlenmistir  ve
retikiiloendotelyal demir depolarindaki azalmanin ortak tek sebebi olarak diisiik

serum ferritin konsantrasyonunun oldugu agiklanmustir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanilan malzemeler

Kullanilan kimyasal maddeler:

Tez calismalar1 kapsaminda kullanilan sodyum hidroksit (NaOH), siilfiirik
asit (H2SOs), potasyum Kkloriir (KCI), potasyum nitrat (KNO3), dipotasyum
hidrojenfosfat (KoHPO4), Etanol (C2HeOH), Absolute-% 99,9), potasyum
ferrosiyantir (K4Fe(CN)e), potasyum ferrisiyaniir (K3Fe(CN)e),
11-merkaptoundekanoik asit (11-MUA, HS(CH2)10CO2H),
N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid  hidroklorid (EDC, (CgH17Nz3)),
N-Hidroksisiiksinimit (NHS, (C4HsNO3) % 98), magnezyum kloriir (MgCly), tire
(CH4N20), sodyum kloriir (NaCl), kalsiyum kloriir (CaClz), D-glukoz (CsH120s)
Sigma-Aldrich Co. LLC (USA)’dan, 2-(N-Morfolino)-etan siilfonik asit (MES)
Carl Roth GmbH + Co. KG firmasindan temin edildi.

Denemelerde kullanilan biyolojik maddeler:

Ferritin (F6879, insan dalagindan izole), insan serum albiimini (HSA) ve
insiilin Sigma-Aldrich Co. LLC (U.S.A.)’dan temin edildi. rekombinant insan
ferritin agir zincir protein (ab158472), rekombinant insan ferritin hafif zincir
protein (ab158473), Anti-Ferritin antikoru (ab10060) ABCAM (U.S.A)

firmasindan temin edildi.

Denemelerin tamaminda ultra saf su kullanildi.
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Kullanilan ¢o6zeltilerin tamami, denemelerden hemen Once taze olarak

hazirlandi.

ABCAM firmasindan temin edilen anti-ferritin antikorlar1 ve ferritin
antijenleri belirli hacimlerde porsiyonlanarak sirasiyla -20°C ve -80°C’de

sakland1. Her denemeden Once yeni bir porsiyon ile ¢alisildi.
Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen ferritin antijeni +4°C’de saklandi.

Kullanilan cam malzemeler Isolab firmasindan temin edildi.

2.1.2 Kullanilan cihaz ve sistemler

Ferritin tayini igin elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli
impedimetrik biyosensoriin gelistirilmesine yonelik denemelerde konvansiyonel
tcli elektrot sistemi, Ol¢ciim hiicresi ve potansiyostat/galvanostat cihazini
kapsayan Ol¢tim sistemi kullanildi.

Calisma elektrodu, referans elektrot ve yardimci elektrot olarak sirasiyla
Metrohm marka 6.1204.320 model altin elektrot, Metronm marka 6.0733.100
model Ag/AgClI (3 M KCI) elektrot ve 6.1248.000 model platin elektrot kullanildi.
Olgiimler Metrohm marka ve 6.1418.110 model ceketli cam &l¢iim hiicrelerinde
gerceklestirildi. Olgiim hiicrelerine baglanarak sabit sicaklikta dl¢iim alimasina
olanak saglamak amaciyla LAUDA marka ve RE 120 model sogutmali su

sirkulatori kullanildi.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi  Olgiimleri ve dongiisel
voltammogramlar NOVA (siiriim 1.11) yazilimi igeren bilgisayarin bagh oldugu
FRA modiilli Metrohm marka AUTOLAB PGSTAT302
Potansiyostat/Galvanostat cihazi ile gergeklestirildi.

Elde edilen oSlglimler, dl¢lim cihazinin bagli oldugu bilgisayar sistemine
kurulu ve Metrohm firmasinin gelistirdigi NOVA (siirim 1.11) yazilimi ile
degerlendirildi.
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Sekil 2.1 Olgiim diizenegi. (Ust sira, soldan saga: Gii¢ kaynagi, bilgisayar, yazici,

karistirici, potansiyostat/galvanostat. Alt sira, soldan saga: Monitor, 6lgiim

hiicresi ve elektrotlar, sogutmali su sirkiilatorii)

Altin elektrotlarin temizlik prosediiriinde kullanilan 0,05 ve 1 mikron
pargacik boyutlarina sahip aliimina ¢ozeltileri Buehler firmasindan, ayn1 agsamada

kullanilan parlatma kumasglar1t BASI firmasindan temin edildi.

Deneysel c¢alismalarin elektrot hazirlama asamalarinda ultrasonik su
banyosu (Elma Schmidbauer GmbH., E 120), ortibal karistirict (Heideldolph
Unimax1010/incubator 1000), pH metre (Hanna HI 221), isiticili manyetik
karistirict (IKA Combimag RET), buzdolabi (+4°C ve -20°C, Whirlpool
ARC8140/1/1X), dondurucu (-80°C, Thermo Electron Corporation, Model 702) ve
buz makinasi (Kleo KBMO025) kullanildi.
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2.2 Yontem

2.2.1 Elektrot temizligi

Her ¢alisma Oncesinde elektrot yiizeyi temizlendi. Kullanilan elektrodun
yiizey temizligi her ¢alismadan Once saglanmalidir ve bu temizligin derecesi,
tekrarlanabilir sonuglarin elde edilebilmesi agisindan esit olmalidir. Bu nedenle

uygulanan temizlik adimlarina 6zen gosterilmelidir.

Temizlik adimlart asagidaki gibidir:

1. Adim: Fiziksel Temizlik

Bu adimda elektrot yiizeyi kadife yiizey lizerine damlatilan sirasiyla 1
ve 0,05 mikron pargacik boyutlarina sahip aliimina (aliiminyum oKsit)
siispansiyonlar1 lizerinde oo simgesi c¢izilecek sekilde ayr1 ayr

gezdirildi. Bu sekilde altin yilizeydeki kirlilik mekanik olarak giderildi.

2. Adim: Kimyasal Temizlik (Y. Xiao, Lai, and Plaxco 2007)

Altin elektrot Ol¢iim hiicresine yerlestirildi ve asagidaki adimlar

sirastyla uygulandi:

a. 0,5 M NaOH cozeltisi igerisinde 2 V/s tarama hizinda -0,35 / -1,35
V potansiyel araliginda 500 tekrarli dongiisel voltammogramlar
alindi.

b. 0,5 M H2SOs ¢ozeltisinde 5 s boyunca 2 V potansiyelde
oksidasyon ve 10 s -0,35 V rediiksiyon gerceklestirildi.

Ay c¢ozeltide 4 V/s tarama hizinda -0,35 / 1,5 V potansiyel
araliginda 20 tekrarli dongiisel voltammogramlar alindi.
Aym ¢ozeltide 0,1 V/s tarama hizinda -0,35 / 1,5 V potansiyel

araliginda 4 tekrarl dongiisel voltammogramlar alindi.
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c. 0,01 M KCI / 0,1 M H2SO4 ¢ozeltisi igerisinde 0,1 V/s tarama
hizinda 10’ar dongii olacak sekilde

i. 02-0,75V
ii. 02-10V
ii. 0,2-125V
iv. 02 - 15 V potansiyel araliklarinda dongiisel

voltammogramlar alind1.

2.2.2 Biyosensoriin ol¢iim sistemi

EiS’de, elektrokimyasal hiicreye, 6lgiilebilir akimsal yanit ile sonuglanan
kiigiik bir genlikte siniizoidal voltaj uygulanir. Elektrotlarda gergeklesen
elektrokimyasal degisimler, materyallerin rezistif veya kapasitif 6zelliklerini
belirtir. Bu o6zellikler de impedans diye tanimlanir. Impedans, sistem voltaj
vektoriiniin, U (Jo), ve akim vektoriiniin orani, (o), ile hesaplanir. Bu degerler

ise potasiyostata bagli bulunan frekans analizorii tarafindan tretilir (Esitlik 1).
Z(jw) = UGw)/1(Gw) = Zre(W) + jZim(W) @)

Esitlik 1’den de anlasilabilecegi gibi, impedans oOl¢iimleri sonucunda
impedansin gergek (reel) (Zre) ve sanal (imajinel) (Zim) kisimlari, elektrot —
elektrolit ara ylizeyinin karakteristik rezistans ve kapasitans bilesenlerinin
tanimlayicilar1 olarak ortaya cikarlar. Elektrot ylizeyinin kaliligindaki bir
degisim, kendini kapasitansa iligkin bir degisiklik ile gosterir. Bu degisimler
yiizeyler arasi elektron transfer rezistansindaki (Ret) artiglar tarafindan ayni sekilde
yansitilabilir. Ret’nin elektrot yiizeyindeki redoks belirteglerinin elektron transfer
karakteristiklerini ~ kontrol —etmesinden dolayr, makromolekiilin  birlikte
baglanacagi baglanma esiyle (Ornek: antijen — antikor) etkilesiminden
kaynaklanan ayirici bir tabakanin olusumu, elektronlarin elektrot yiizeyine akigini
aksatacak ve artan elektron transfer direnci gelistirecektir. Dolayisiyla bu
calismada, modifikasyon basamaklar1 ve antijen — antikor komplekslesmesinin

diizeyi, Retdegeri tizerinden dolayl olarak takip edildi.

Altin elektrodun temizligi sonrasinda yiizey temizliginin degerlendirilmesi

ve her bir modifikasyon asamasinin ardindan modifikasyon adimlarinin
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basarisinin Sl¢iilmesi amaciyla elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve
dongiisel ~ voltammetri  (CV)  tekniklerinden  yararlanildi.  Antijen
konsantrasyonlarina bagli olarak, elektrot yiizeyindeki antijen — antikor baglanma
diizeyleri ve buna bagli olarak yiizeye baglanan antijen konsantrasyonlarinin
tayini yine EiS ve CV teknikleriyle gerceklestirildi.

CV olgtimleri -0,3 V — 0,5 V potansiyel araliginda, 20 mV adim biyiikligii
ve 50 mV/s tarama hizinda yapildi. EiS 6l¢iimleri 10000 Hz — 0,05 Hz frekans
araliginda ve 15 mV degerindeki alternatif akimda yapildi. Gerek elde edilen CV
sonuglarindan gerekse de NOVA yazilimi igerisindeki OCP (Open Circuit
Potential) komutundan elde edilen bilgi sonucunda tiim impedans ol¢iimleri 0
V’luk bias potansiyeli ile gerceklestirildi.

Hem yalin elektrot ile hem de biyoafinite esasli ylizey olusumunun her
asamasinda her kademedeki tasarlanan baglanmalarin basarisinin 6l¢iimlerinde ve
ferritin miktarlarinin tayininde, fosfat tamponu (50 mM pH 7,4) igerisinde
hazirlanan 5 mM KsFe(CN)s/KaFe(CN)s (1:1) + 0,1 M KNOs ¢ozeltisi redoks
belirteci olarak kullanilarak EIS ve CV &l¢iimleri yapildi.

2.2.3 Verilerin degerlendirilmesi

Yukarida da bahsedildigi gibi, her asamadaki modifikasyon islemlerinin
basar1 dilizeyinin Olgiilebilmesi, antikor immobilizasyonunun gerceklesip
gerceklesmediginin belirlenmesi ve ferritin tayininin gerceklestirilebilmesi igin
impedans Slgiimleri gergeklestirildi. Bu Ol¢ltimler sonucunda elde edilen Nyquist
egrileri uygun bir es deger devre yardimiyla degerlendirildi. Bu sayede, elektrot —
elektrolit ara yiizeyinde meydana gelen cesitli elektrokimyasal 6zelliklerdeki

degisimler, okunabilir sayisal verilere dontistiiriildii.
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224 Uygun es deger devre modeli ile dl¢iimlerin
degerlendirilmesi

Impedans dl¢iimleri sonucunda elde edilen Nyquist egrileri, yukarida verilen
frekans araligindaki 60 farkli frekans degerindeki Z’ (reel impedans) ile Z”
(imajinel impedans) biiyiikliiklerinin bileske degerlerinin meydana getirdigi
noktalardan olusur. Bu egriler, uygun bir es deger devre sistemi ile
yorumlanabilir.

2" (Q)

Rs il Ret

Z(Q)

Sekil 2.2 Denemeler sonucu elde edilen tipik bir Nyquist egrisi.

Yapilan impedans 6l¢limleri sonucunda elde edilen Nyquist egrileri Sekil
2.2’de gosterildigi gibidir. Bu egrilere gore, Olglim sirasinda uygulanan tiim
frekans degerleri boyunca, impedansin ara ylizey elektron transferi tarafindan
kontrol edildigi anlagilmaktadir (Katz and Willner 2003b). Frekans degerleri
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egrinin solundan sagma dogru azalmaktadir. Sekilde, elektrolit ¢6zeltinin direnci
Rs, elektron transfer direnci ise Ret ile gosterilmistir.

Elde edilen Nyquist egrilerine en uygun es deger devre sistemi Sekil

2.3’de verilmistir:

Sekil 2.3 NOVA yazilimi kullanilarak elde edilen es deger devre modeli.

Bu devre sisteminde Rs ¢ozelti direncini, CPE sabit faz elemanini, Ret ise
elektron transfer direncini ifade eder. CPE, elektrot yiizeyinde olusturulan
tabakanin homojen olmadigin1 ifade eder. Elektrot yiizeylerinde protein
katmanlarinin  varliginda, CPE elemaninin es deger devre modellerine
yerlestirilmesi, daha dogru sonuglarin elde edilmesine olanak tanir (Katz and
Willner 2003b).

Ret, redoks belirtecinin elektrot ara yiizeyindeki elektron transfer kinetigini
kontrol eder. Dolayisiyla elektrot yiizeyinde kullanilan yalitkan modifiye edici
maddenin ara yilizey elektron transfer kinetiginin hizin1 kesmesi ve elektron

transfer direncini arttirmasi beklenir. Elektron transfer direnci,
Ret= Rau + Rmod

esitligi ile ifade edilir. Bu esitlikte Rau Ve Rmod -redoks belirteglerinin varliginda-
sirastyla yalin elektrodun sabit elektron transfer direncini ve modifiye edici
maddeden kaynaklanan degisken elektron transfer direncini ifade eder. Sekil
2.2’de goriilen bliyiik yarim daire seklindeki egriler, ¢ok yavas gerceklesen
elektron transferleri sonucunda ortaya ¢ikar. Bu yarim dairelerin gaplari elektron
transfer direncine, Re’ye esittir. Ozetle bu deger, Nyquist egrilerinde meydana
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gelen yar1 dairenin ¢ap degerine de karsilik gelen, elektrot — ¢ozelti ara yiizeyinde
olusan redoks belirte¢ elektronunun transfer kinetigini dogrudan kontrol
ettiginden (Cai et al. 2017), olgiimlerin degerlendirilmesinde Ret degerleri ele
alind1. Olgiimler alindiktan sonra secilen en uygun es deger devre modelindeki
tim bilesenlerin sayisal degeri, NOVA yazilimi tarafindan otomatik olarak

hesaplanip kullaniciya sunulmaktadir.

Yapilan dl¢limler sonucunda, antikorun immobilizasyonu basamagina kadar
geligtirilen biyosensor i¢in elde edilen Ret degeri (Ro), her bir ferritin
konsantrasyonu i¢in elde edilen Ret degerinden (R1) ¢ikarilir ve aradaki fark (ARet)

kullanilir.

2.2.5 Ferritin tayinine yonelik hazirlanan elektrokimyasal
impedans spektroskopisi temelli biyosensoriin
hazirlanmasi

Biyosensor sisteminin gelistirilmesinde elektrot tiirii olarak altin elektrot
kullanildi. Bu elektrot 2,5 mM 11 — merkaptoundekanoik asit (11 — MUA)’nin
etanolde hazirlanmis ¢ozeltisi icerisinde 16 saat inkiibe edilerek, ylizeyinde
kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) olusturuldu. Ardindan elektrot 50 mM
derisiminde ve pH 6,0 degerindeki MES tamponunda ¢oziilmiis EDC-NHS
(swrastyla 0,3-0,1 M) ¢ozeltisine daldirilarak 1 saat boyunca karanlik ortamda
calkalayici igerisinde inkiibe edildi. Boylece 11 karbonlu zincire sahip SAM
tabakasinin serbest uclarindaki karboksil gruplart N-hidroksi siiksinimid
esterlerine aktive edildi. Son agsamada elektrot ferritine spesifik antikor olan
antiferritinin 10 ng/mL’lik ¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca muamele edildi.

Antikorun ylizeye immobilizasyonunun ardindan, ferritin ¢o6zeltisinden
alinan 150 pL’lik hacimler biyosensor yiizeyine mikro pipet ile pipetlendi ve 30
dakika boyunca ylizeyde tutuldu. 30 dakika sonunda elektrodu ultra saf suya
daldirip ¢ikarmak suretiyle yikama islemi gerceklestirildi. Yikamanin ardinda
elektrot dlgiim hiicresine yerlestirildi ve 6lgiim alindi. Olgiim sonunda elektrot

ultra saf su ile aymi sekilde yikandi ve bir sonraki ferritin ¢ozeltisiyle islemler
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tekrar edildi. Bu islemler tiim farkli konsantrasyonlardaki ferritin ¢ozeltileri igin,

en kiigiik derisimden en yliksegine dogru olacak sekilde, sirasiyla tekrarlandi.

Gerek ¢iplak elektrot ile gerekse de biyoafinite esasli membran olusumunun
her asamasinda her kademedeki tasarlanan baglanmalarin  basarisinin
Olgtimlerinde ve ferritin miktarlarinin tayininde, fosfat tamponu (50 mM pH 7,4)
igerisinde hazirlanan 5 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)e (1:1) + 0,1 M KNO3 ¢ozeltisi
redoks belirteci olarak kullanilarak dongiisel voltammogramlar (CV) alindi.
Dongiisel voltammogramlar -0,3 — 0,5 V potansiyel araliginda, 50 mV tarama
hizinda alindi. Benzer amacla her asamaya iliskin elektrokimyasal impedans
Olgtimleri yapildi. Elektrokimyasal impedans Ol¢iimleri ise 15 mV alternatif
akimda gerceklestirildi. impedans spektrumlar1 10,000 — 0,05 Hz araliginda ve 60

frekans degeri olacak sekilde diizenlendi.

g EDC/ NHS o Antiferitin Ferritin <
2 —_— ( — —_— 2
|
6 3
5

Sekil 2.4 Ferritin biyosensoriiniin modifikasyon basamaklarinin sematik gdsterimi.
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2.2.6  Kullanilacak olan anti ferritin — ferritin proteinlerinin test
edilmesi

Tez ¢alismalarinin yiiriitiilmesi amaciyla siparis edilen anti-ferritin antikoru
ile ferritin antijeninin birbirleri ile baglanip baglanmadigini test etmek amaciyla,
optimizasyon  ¢alismalarindan  6nce ilk olarak ELISA  (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi uygulandi. Bu yontem sonucuna gore,
eldeki antikor — antijen ¢iftinin bundan sonra devam edecek olan biyosensor
caligmalar1 i¢in uygun olup olmadigina karar verildi. Bu islem i¢in kullanilan
prosediir (Noah et al. 2011) asagidaki gibidir:

* 700 ng/mL ferritin (pH 7,6 50 mM fosfat tamponunda) mikrotabaka
kuyucuklarma eklendi (5 standart kuyucugu+1 kontrol kuyucugu olacak
sekilde)

* +4°C’de 1 gece boyunca inkiibasyon gerceklestirildi
Ertesi giin:

* Tabaka bosaltildi ve yikandi (pH 7,6 50 mM fosfat tamponu i¢inde 1
mg/mL BSA ve %0,03 Tween 20 ile hazirlanan ¢o6zelti ile)

* 5 farkli konsantrasyonda (0,14 — 0,7 — 2,8 - 14,0 - 700,0 ng/mL) antikor
eklendi (pH 7,6 50 mM fosfat tamponu i¢inde 10 mg/mL BSA ve %0,03
Tween 20 ile hazirlanan ¢ozelti ile)

* Kontrol kuyucuguna antikorsuz tampon eklendi
* 75 dakika inkiibasyon yapildi

* pH 8 50 mM Tris-HCI tamponu i¢inde 1 mg/mL BSA ve % 0,03 Tween
20 olan ¢ozelti ile yikama yapildi

* Alkalen fosfataz konjuge sekonder antikor (Goat anti-Rabbit IgG (H+L)
Cross Adsorbed Secondary Antibody, AP conjugate) ile inkiibasyon
gerceklestirildi
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* Ana stok pH 8 50 mM Tris-HCI tamponu i¢inde 10 mg/mL BSA ve %
0,03 Tween 20 ¢ozeltisi ile 1000 kat seyreltildi.

* pH 8 50 mM Tris-HCI tamponu ile yikama yapildi

* Substrat (p-nitrofenil fosfat) ile 30 dakika reaksiyon

* 405 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim alindi.
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2.2.7 Ferritin tayinine yonelik elektrokimyasal impedans
spektroskopisi temelli biyosensoriin immobilizasyon
asamalarinin optimizasyonu

2.2.7.1  Altn elektrot viizeyine anti-ferritin immobilize edilerek
oelistirilen bivosensor icin en uygun ferritin tiiriiniin
belirlenmesi

Immobilize edilecek olan anti-ferritin antikoru ile en uygun baglanmay1
gergeklestirecek ferritin protein tiirline karar vermek amaciyla ferritinin L ve H
zincirleri ile tam ferritin proteininin kullanildigi denemeler yapildi. Bu denemeler
ile hangi ferritin formunun antikor ile en iyi sekilde etkilestigi belirlendi. Bu
optimizasyon g¢alismasinin diger immobilizasyon adimlarinda 5 mM 11 — MUA
(16 saat inkiibasyon), EDC-NHS derigimleri sirasiyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0
MES tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat
inkiibasyon) kullanildi. Ferritin konsantrasyonlari: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 —
400 pg/mL (30 dakika inkiibasyon).

2.2.7.2 Antikor ve antijen icin en uygun coOzgen tiirinin
belirlenmesi

Kullanilacak antijen ve antikor sisteminin en iyi cevap verecegi ¢ozgen
tiirtinii belirlemek amaciyla pH 7,4 fosfat tampon sistemi, pH 6,0 MES tamponu
ve ultra saf su kullanildi. Caligmanin diger immobilizasyon adimlarinda 5 mM
11 — MUA (16 saat), EDC-NHS derisimleri sirasiyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0
MES tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat
inkiibasyon) kullanildi. H-Ferritin konsantrasyonlari: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 —
400 pg/mL (30 dakika inkiibasyon).
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2273 11 — Merkaptoundekanoik asit konsantrasyonunun
optimizasyonu

Literatiirde yapilan ¢alismalar, uzun zincirli (n>9) alkantiyollerin daha
diizgiin ve kararli tekli tabakalar olusturdugunu gostermektedir (Ulman n.d.).
AlKkil zincirleri bir arada tutan Van der Waals, dipol — dipol vb. etkilesimlerin
artmasindan o6tiirli, uzun zincirli alkan tiyoller SAM olusumu i¢in daha ¢ok tercih
edilir. Bunun yam sira, kisa zincirlerde zincirler arasi Van der Waals ¢ekim

kuvveti azalacagindan, tekli tabakalarin olusum siiresi de uzamaktadir (Ulman

n.d.).

Basit diiz zincirli yapilarin kullanilmast durumunda, SAM olusumu
siirecinin ilk asamalarinda meydana gelen diizensiz dagilmis zincirlerin
adsorpsiyon bdlgelerini maskelemesi 6nemli bir sorun degildir. Ancak, biiyiik
gruplart ihtiva eden zincirlerin kullanilmasi durumunda, diizensiz dagilmis
zincirlerin maskeleme etkisi, kemisorpsiyon kinetigini énemli derecede engeller.
Bu nedenle diizenli ve siki paketlenmis Ozellikteki SAM olusumu, basit diiz

zincirlerinkine nazaran daha basarisizdir.

Bu bilgiler 1s18inda altin elektrot yiizeyinde SAM olusturmak i¢in
11 - MUA tercih edilmistir. Bu yontemde, altin elektrodun yiizeyinde
1-2,5-5,0mM derigimlerde 16 saatlik inkiibasyonlar sonucunda 11 — MUA ile
kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) olusturuldu. Bu islem sonrasinda elektrot
yiizeyi EDC-NHS derigimleri sirasiyla 0,3-01 M (50 mM pH 6,0 MES
tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat
inkiibasyon) kullanilarak modifiye edildi. H-Ferritin konsantrasyonlart:
10 -50 — 100 — 200 — 300 — 400 pg/mL (30 dakika inkiibasyon).



60

2.2.74 11 — Merkaptoundekanoik asit cozeltisinde en uygun
inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

En uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in, 11 — MUA ¢d6zeltisine
daldirilan altin elektrodun 1 — 2 — 4 — 16 saatlik immobilizasyonlari
gerceklestirildi. Bu islem sonrasinda elektrot yiizeyi 2,5 mM 11 — MUA (16 saat
inkiibasyon), EDC-NHS derisimleri sirasiyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES
tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat
inkiibasyon) kullanilarak modifiye edildi. H-Ferritin konsantrasyonlari: 10 — 50 —
100 — 200 — 300 — 400 pg/mL (30 dakika inkiibasyon).

2.2.75 EDC — NHS derisimlerinin optimizasyonu

EDC/NHS ¢ifti altin elektrot yiizeyinde olusturulan SAM’in serbest
uclarinda bulunan karboksil gruplarinin N-hidroksi siiksinimid esterlerine aktive
edilmesi amaciyla kullanildi. Denemelerde, 50 mM pH 6,0 MES tamponunda 0,03
mM EDC - 0,01 M NHS, 0,3 M EDC - 0,1 M NHS, 0,75M EDC - 0,25 M
NHS konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve elektrot bu ¢ozeltilerde 1 saat
inkiibe edildi. Diger asamalarda kullanilan materyaller 2,5 mM 11 — MUA (16
saat inkiibasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat inkiibasyon) olacak
sekilde sabit tutularak, elektrot yilizeyi modifiye edildi. H-Ferritin
konsantrasyonlari: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 — 400 pg/mL (30 dakika
inkiibasyon).
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2.2.7.6 EDC-NHS sisteminin inkiibasyon yontemi

EDC-NHS derigsimlerinin en uygun degerinin belirlenmesinin ardindan, bu
cozeltide gerceklestirilen inkiibasyonun ¢alkalamali ortamda daha iyi sonug verip
vermeyecegine iliskin denemeler yapildi. Diger asamalarda kullanilan materyaller
2,5 mM 11 — MUA (16 saat inkiibasyon), EDC-NHS derisimleri sirasiyla 0,3-0,1
M (50 mM pH 6,0 MES tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 1000 ng/mL
antiferritin antikoru (1 saat inkiibasyon) olacak sekilde sabit tutularak, elektrot
yiizeyi modifiye edildi. H-Ferritin konsantrasyonlari: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 —
400 pg/mL (30 dakika inkiibasyon).

2.2.7.7 Antikor derisiminin optimizasyonu

Modifikasyon asamalarinin optimizasyonuna yonelik ¢alismalarin bu
boliimiinde, kullanilan SAM ile modifiye edilmis ve EDC/NHS kimyasiyla
karboksil uglar1 aktive edilmis elektrot yilizeyine immobilize edilecek ferritine
spesifik monoklonal anti - ferritin antikorunun en uygun miktari belirlendi.
1,0 — 10,0 — 50,0 — 1000,0 ng/mL anti-ferritin konsantrasyonlar1 ile 1 saat
boyunca muamele edilerek hazirlanan elektrotlarin ferritine yonelik cevaplar
incelendi. Diger asamalarda kullanilan materyaller 2,5 mM 11 — MUA (16 saat
inkiibasyon), EDC-NHS derisimleri sirasiyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES
tamponunda) (1 saat inkiibasyon) kullanilarak elektrot yiizeyi modifiye edildi. H-
Ferritin konsantrasyonlari: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 — 400 pg/mL (30 dakika
inkiibasyon).
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2.2.7.8 Antikor inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Antikorlarin aktive edilmis SAM uglarina kovalent baglanmasinda, antikor
inkiibasyon siiresinin 6nemi biiyiiktiir. Optimum siire, antikor oryantasyonu ve
baglanan antikor miktar1 ilizerinde etkilidir. Bu asamada, immobilize edilen
antikorun en verimli sekilde yiizeye immobilize olmasi amaciyla inkiibasyon
stiresinin optimizasyonuna yonelik denemeler yapildi. 0,5 — 1,0 — 2,0 saatlik
antikor immobilizasyonu gergeklestirildi. Diger asamalarda kullanilan materyaller
25 mM 11 — MUA (16 saat inkiibasyon), EDC-NHS derisimleri sirasiyla
0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 10 ng/mL
antiferritin antikoru (1 saat inkiibasyon) kullanilarak elektrot yiizeyi modifiye
edildi. H-Ferritin konsantrasyonlart: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 — 400 pg/mL (30
dakika inkiibasyon).

2.2.7.9 Ferritin ile etkilesim siiresinin optimizasyonu

Modifikasyon asamalart tamamlanan biyosensdr yiizeyinin ferritinle
muamele edilmesi sonrasinda en iyi yanitin alinabilmesi i¢in, ferritin ile etkilesim
siiresinin optimizasyonuna yonelik calisma gergeklestirildi. Bu amagla elektrot
yiizeyine mikro pipet vasitasiyla eklenen ferritinin 15 — 30 — 60 dakikalik
inkiibasyonlar1 gergeklestirildi. Diger asamalarda kullanilan materyaller 2,5 mM
11 — MUA (16 saat inkiibasyon), EDC-NHS derigimleri sirasiyla 0,3-0,1 M (50
mM pH 6,0 MES tamponunda) (1 saat inkiibasyon), 10 ng/mL antiferritin
antikoru (1 saat inkiibasyon) kullanilarak elektrot yiizeyi modifiye edildi. H-
Ferritin konsantrasyonlart: 10 — 50 — 100 — 200 — 300 — 400 pg/mL.
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2.2.8  Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yontemi
ile ferritin tayinine yonelik olarak gelistirilen afinite
temelli biyosensoriin karakterizasyon calismalari

2.2.8.1 Dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin dogrusal tayin araligini belirleyebilmek amaciyla
calismalar yapildi. Gergeklestirilen calismalarda, optimizasyon adimlari
sonucunda belirlenen degerler (2,5 mM 11 — MUA, 16 saat 11 — MUA
inkiibasyonu, ¢alkalamali ortamda 0,3/0,1 M EDC/NHS ¢ozeltisi, 30 dakika
antikor immobilizasyonu ve 30 dakika antijen immobilizasyonu) kullanilarak
hazirlanan biyosensorler ile dlciimler alindi. Olgiimlerin tamami, optimizasyon

basamaklarinda belirtilen kosullar altinda yapildi.

2.2.8.2 Tekrar uretilebilirlik

Bu asamada, tamamen ayni kosullarda hazirlanan (2,5 mM 11 — MUA, 16
saat 11 — MUA inkiibasyonu, ¢alkalamali ortamda 0,3/0,1 M EDC/NHS ¢dzeltisi,
30 dakika antikor immobilizasyonu ve 30 dakika antijen immobilizasyonu) 5
farkli biyosensor ile standart grafikleri olusturuldu. Bu standart grafiklerinin e§im
ve R? degerleri karsilastirilarak biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik ozelligi

degerlendirildi.
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2.2.8.3 Tekrarlanabilirlik

Tekrar tretilebilirlik denemelerinden elde edilen veriler 1s18inda, her bir
konsantrasyon degerine iliskin elde edilen sinyal degerlerinin ortalamasi (X_)
alindi. Elde edilen ortalama degerler ile standart grafigi elde edildi. Ayrica s6z
konusu verilerin standart sapma (S.S.) degerleri ve varyasyon katsayilar1 (V.K.)
belirlendi.

2.2.8.4  Secimlilik

Gelistirilen biyosensoriin  antiferritin  i¢in non-spesifik  6zellikteki
proteinler  karsisindaki  se¢imliligi  belirlendi. Bu  amagla  belirli
konsantrasyonlardaki insan serum albiimini (HSA), insiilin ve ferritin-HSA-
insiilin karigimindan olusan ¢ozeltiler ile Olglimler alindi. Alinan biyosensor

yanitlart ile sadece ferritinden alinan biyosensor yanitt karsilastirildi.

2.2.8.5 Yapay serumda ornek uygulamasi

Bu asamada kullanilacak ¢6zgen olarak yapay serum hazirlandi (Sonug and
Sezgintiirk 2014). 4,5 mM KCI, 5 mM CaClz, 1,6 mM MgClz, 4,7 mM (D+)-
glukoz, 2,5 mM iire, % 0,1 HSA ve 145 mM NaCl ile hazirlanan yapay serum
orneginde coziilen ferritin ¢ozeltileri ile EIS 6lgiimleri alindi. Ferritin
konsantrasyonlari, dogrusal tayin araligindaki degerlere gore hazirland1. Olgiimler

sonucunda yapay serum bilesenlerinin alinan biyosensor cevabina etkisi incelendi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1Ferritin  tayinine  yonelik  gelistirilen  biyosensoriin
modifikasyon basamaklarina iliskin bulgular

Ferritin biyosensoriiniin her bir modifikasyon basamagindan sonra olusan
modifiye yiizeyler igin elde edilen déngiisel voltammogramlar ve EiS verileri
(Nyquist egrileri) Sekil 3.1, Sekil 3.2 (A) ve 3.2 (B)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1 Elektrot yiizeyinin modifikasyon basamaklarina ait dongiisel voltammogramlar.
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Yalin elektrot ile yapilan impedans Ol¢iimii sonrasi ve modifikasyon
basamaklarindan sonra yapilan impedans Ol¢iimleri sonrasinda elde edilen Ret
degerleri Tablo 3.1°deki gibidir.

Tablo 3.1 Modifikasyon basamaklari dncesi ve sonrasina ait Re: degerleri.

Modifikasyon basamaklari Ret (Ohm)
Yalin Au elektrot 49,5
Au-MUA 636
Au-MUA-EDC/NHS 281
Au-MUA-EDC/NHS-Antiferritin 495

Au-MUA-EDC/NHS-Antiferritin-Ferritin 618

Sekil 3.1’de biyosensoriin modifikasyon asamalarina iliskin dongiisel
voltammogramlar yer almaktadir. Mavi voltammogram, yalin elektrota ait olan
karakteristik indirgenme ve yiikseltgenme piklerini gostermektedir. SAM ile
modifikasyon asamasmin ardindan anodik ve katodik piklerin degerlerinde
belirgin bir diisiis goriilmektedir. Bu durum 11 — MUA ile olusturulan SAM’in
elektron iletimini bloke etme Ozelliginden ileri gelmektedir. Bunun sebebi
muhtemelen artan yiizey kalinligi ve yogunlugudur (Ding et al. 2005b).

Impedans 6lgiimlerin tamaminda Nyquist egrileri yarim daire seklindedir.
Bu durum bize tim [Fe(CN)s]*7* e iliskin prosesin elektron transfer limitli
gerceklestigini gostermektedir. Yarim daireye iliskin ¢apin degeri, elektrot
ylizeyindeki yiik transfer direncinin hesaplanmasinda kullanilir. Bu hesaplamada
kullanilacak esdeger devre modeli ise Sekil 2.3’te gosterildigi gibidir. S6z konusu
esdeger devre modelinde, elde edilen Nyquist diyagramlarindan daha dogru bir
sonug alabilmek i¢in, kapasitans yerine sabit faz eleman1 (CPE) kullanildi; ¢iinkii
11 — MUA’nin uzun zincirli molekiilleri sadece elektron transfer bariyeri olarak
degil, ayn1 zamanda kapasitor olarak da islev goriir (Ding et al. 2005b). Daha 6nce
de belirtildigi gibi (bkz. sayfa 49), CPE yiizeyin heterojenligini ve defekt
alanlarin1 da ifade eder (Hleli et al. 2006). Bu devre eleman antiferritin/elektrolit
ara ytiziindeki alanin yiik kapasitansina karsilik gelir (Tlili et al. 2005). Rs degeri,
elektrolit ¢ozeltinin ozellikleri ile ilgili bir degerdir. Bu deger, elektrot yiizeyinde
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meydana gelen modifikasyonlardan etkilenmez (Ding et al. 2005b). Diger taraftan
Ret ve CPE ise elektrot/elektrolit ara yiiziindeki yalitkanlik ve dielektrik 6zellikleri
ile ilgilidir. Faradaik impedans i¢in Ret degeri, caligma elektrodunun yiizeyinde
meydana gelen olaylarin karakterizasyonunda kullanilabilecek en hassas ve basit
parametredir. CPE’deki degisimler ise Ret’ye kiyasla neredeyse fark edilmeyecek
diizeydedir. 11 — MUA ile olusturulan SAM’in ardindan, Ret degerinde yalin
Au elektrot yiizeyine nazaran bir artig s6z konusudur (Sekil 3.2(A) ve 3.2(B)). Bu
artis [Fe(CN)s]> ™ ’iin gerceklestirdigi redoks reaksiyonuna SAM’in bloke etme
yeteneginin bir yanitidir. Buna ek olarak, -COOH terminal gruplarina sahip
olan SAM’ler negatif yiiklii tabakalar meydana getirirler ve bu negatif yiikli
tabakalar [Fe(CN)s]*”* anyonlarmin altin elektrot yiizeyine niifuz etmesini
onemli olgiide engellerler (Ding et al. 2005b). Paralel bir sekilde, 11 — MUA ile
modifikasyon basamagimnin ardindan yapilan CV Ol¢iimlerinde, pik akimlari
azalmistir. Modifikasyon sonrasinda yiizey artik yalitkan hale gelmis ve altin
yiizeye ulasan redoks probu sayisi azalmistir. Dolayisiyla altin yiizeyde redoks
reaksiyonlar1 sonucu agiga c¢ikan elektron miktar1 azalmis, buna bagl olarak da

Ol¢iilen akim degeri diismiistiir.

SAM ile modifikasyon asamasinin ardindan, olusturulan tabakanin
uclarinda bulunan -COOH gruplarinin aktive edilerek, bu gruplara protein
baglama islevinin kazandirilabilmesi amaciyla EDC/NHS kimyas:t ile 2.
modifikasyon adimi gergeklestirildi. Bu adim sonrasinda Ret degeri 281 kOhm
seviyesine kadar geriledi. EDC/NHS kimyasi karboksilat gruplarinin amin-reaktif
esterlerini olusturmada kullanilir. Bu reaktif esterler olusturulduktan sonra, bir
baska degisle SAM uglar1 aktive edildikten sonra, proteinlerin primer amin
gruplar1 ile amid bagi olusturulabilir. Karboksilat gruplar1 ilk olarak EDC ile
reaktif kararsiz bir ara iirline doniisiir (0-agilizoiire esteri). Bu kararsiz ara iirliniin
NHS ile reaksiyonu sonucunda yar1 kararli NHS esterleri olusur ki bu sayede
proteinlerin primer amin (-NH2) gruplari ile reaksiyon gergeklesir ve amid baglari
olusur. Olusan yari kararli ara {irtin pozitif ylikliidiir ve redoks probu anyonlarinin
yiizeye niifuz etmesini kolaylastirir (Sam et al. 2010a; Su and Li 2004). Neticede
yiizeyde bir dnceki asamaya gore daha fazla [Fe(CN)s]*'* prosesi gergeklesir.
Yapilan impedans dl¢iimlerinde, Nyquist egrilerinin ¢aplarinda gbézlenen artis, bu
durumun bir sonucudur. Bu egri (bordo renkli egri), yiikk transfer direncinin
diistiigiiniin bir ifadesidir. CV &lgiimlerinde, [Fe(CN)e]*"*  tiirleri icin
karakteristik olan indirgenme ve yiikseltgenme piklerinde gozlenen akim artisi,

impedans Ol¢limii sonuglartyla uyumludur.
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Antiferritin immobilizasyonu sonrasinda, elektrot ylizeyinin kalinlig1 iyice
artmistir. Antikor gibi biiyiik molekiillerin yiizeye immobilizasyonu sonucunda
Ret degeri 495 kOhm olarak bulundu. Bu biiyiik orandaki artig, yiizey
kalinligindaki artisin ve dolayisiyla elektron transfer direncindeki artigin
matematiksel karsiligidir. Antikor immobilizasyonu ile tekrar kalin ve yogun bir
hal alan elektrot yiizeyi, redoks tiirlerinin altin ylizeye dogru hareketini
zorlagtirmakta de buna bagli olarak Ret degerini arttirmaktadir. Dongiisel
voltammogramlardan elde edilen sonuglara bakildiginda, redoks tiirlerinin
karakteristik piklerine ait akim degerlerinde oldukg¢a biiyiik diisiis gerceklestigi
rahatlikla goriilebilmektedir.

2,5 pg/mL’lik ferritin immobilizasyonu, Ret degerini 618 kOhm seviyesine
yiikseltti. Clinkii antiferritin-ferritin kompleksi, yilizey kalinligina ve yogunluguna
katkida bulunmus ve elektron transfer direncini daha da arttirmistir. CV sonuglari,
bir onceki asamaya ait sonuglar ile neredeyse aynidir. Yiizeyde meydana gelen
s06z konusu sebeplerden otiirii, redoks tiirlerine ait karakteristik pikler neredeyse

gozlenememektedir.

Ret degerlerindeki artis ve CV olgiimleri sonrasinda gozlenen pik akim

degerlerindeki azalma, ferritin konsantrasyonu arttik¢a devam etmistir.
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3.2 ELISA testine iliskin bulgular

Antiferritin antikoru ile ferritin tayinine yonelik olarak yeni gelistirilecek
olan elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli biyosensor sistemi ile ilgili
deneysel ¢alismalara baslamadan 6nce, ilk olarak literatiirde (Noah et al. 2011)
var olan ve gegerliligi kamtlanmis ELISA prosediiriiyle antijen — antikor
etkilesimin gerceklesip gerceklesmedigi test edildi. Tez calismalarinin bu ilk
sathasinda, ticari olarak temin edilen antijen — antikor ¢iftinin birbirine karsi
afinitesi olup olmadiginin belirlenmesi amaglandi. Sekil 3.3’te gosterilen
polisitiren malzemeden iiretilen bir mikro tabakada, 1, 2, 3, 4, 5 ve K
kuyucuklarina eklenen 700 ng/mL derisimindeki ferritin proteinlerinin 1 gece
boyunca inkiibe edilmesiyle kuyucuklara fiziksel adsorpsiyonlar1 gergeklestirildi.
(Stevens, Hansberry, and Kelso 1995). Ardindan, 1. kuyucuktan 5. kuyucuga
dogru sirastyla 0,14 — 0,70 — 2,80 — 14,0 — 700 ng/mL derisimlerindeki antiferritin
¢ozeltileri pipetlendi. Bu sekilde 5 ayr1 kuyucukta 3 tekrarli ¢alisilmis oldu. 6.
kuyucuk kontrol kuyucugu olarak kullanildi ve bu kuyucuga antikor ilave
edilmedi. Bu islem ile antiferritin — ferritin etkilesimi gergeklestirilmis oldu.
Alkalen fosfataz konjuge sekonder antikorun ortama eklenmesiyle, antiferritin —
ferritin komleksi sayisi kadar alkalen fosfataz konjuge sekonder antikor tabakada
tutunmus oldu. Tutunamayan sekonder antikorun fazlasi, yikama ile ortamdan
uzaklastirildi. Son asamada eklenen p-nitrofenil, alkalen fosfatazin substratidir ve
gerceklesen reaksiyon sonucunda sari renkli p-nitrofenol olusur. Olusacak rengin
siddeti, reaksiyona girecek kuyucuktaki enzim miktariyla ve dolayisiyla sekonder
antikor miktariyla dogru orantili oldugundan, spektrofotometrik 6l¢iim sonucunda

antiferritinin artan konsantrasyonuna bagli olarak artan absorbans degerleri elde

edildi.
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Sekil 3.3 ELISA yontemi ile antijen - antikor etkilesiminin test edilmesi.

Tablo 3.2 ELISA testi sonucu elde edilen absorbans degerleri.

0,134 0,178 0211 0,355 0,565 0,144

0,111 0,21 0,305 0,302 0562 0,156

0,124 0,237 0166 0229 0,594 0,131
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Tablo 3.2°de, her siitunun basindaki rakam, kuyucuk numarasini, her satirin
basindaki harf ise tekrarlanan Ol¢iimleri gostermektedir. 1. kuyucuktan 5.
kuyucuga dogru konsantrasyon artigina bagli olarak artan renk siddetine paralel
bir sekilde, absorbans degerlerinin de arttig1 goriillmektedir.

Bu degerler ile elde edilen standart grafigi sekil 3.4’te sunulmustur.
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Sekil 3.4 ELISA testinden elde edilen standart grafigi.

Elde edilen standart grafigine gore, sabit antijen konsantrasyonunun (700
ng/mL) bulundugu sartlarda artan antikor konsantrasyonuna bagli olarak
absorbans degerlerinde de artis elde edildi. Bu durum, denemelerde kullanilacak
olan antijen- antikor ¢iftinin birbirine kars1 afinite gosterdigini ifade etmektedir.
Buradan elde edilen sonuglar 1s18inda biyosensor gelistirilmesine yonelik
denemelerin, temin edilen ferritin — antiferritin proteinleri ile yapilabilecegi

anlasilmis oldu.
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3.3 Ferritin tayinine yonelik elektrokimyasal impedans
spektroskopisi temelli biyosensoriin immobilizasyon
asamalarinin optimizasyonuna iliskin bulgular

3.3.1 Antijen tiiriiniin biyosensor cevabina etkisi

Serum ferritin proteini, salindig1 dokuya bagli olarak farkli kompozisyonlara
sahip olabilir. Birtakim sebepler sonucunda H veya L alt birimleri ferritin
proteininde daha baskin olabilir. Normal sartlarda ise alt birimler neredeyse esit
bir dagilim gostermektedir (W. Wang et al. 2010). Dolayisiyla denemelerin
yapilacag: antiferritin antikorunun hangi 6zellikteki ferritin ile en iyi biyosensor
cevabin1 vereceginin bilinmesi ¢ok onemlidir. Bu amagla, ferritinin H ve L
zincirleri ile tiim protein olarak saflagtirilmis ferritin proteinine yonelik denemeler
yapildi. Bu denemeler ile hangi protein formunun antikor ile en iyi sekilde

etkilestigi belirlendi.
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Sekil 3.5 Optimum antijen formu. Antijen konsantrasyonlarinin logaritmasina karst Ret

degerlerinin degisim grafigi

Tablo 3.3 En uygun ferritin tliriniin belirlenmesine yonelik yapilan denemelerden elde

edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri.

Antijen tiiru (ferritin) Dogru Denklemi Dogrusal(lllqkz)K atsayist

H zincir y = 267,46x - 131,29 0,9631
L zincir y =214,45x - 137,24 0,9913
Tiim protein y = 168,37x - 188,45 0,8608

Total protein H ve L alt birimlerden olusmaktadir. H ve L alt birimler ise
birbirine benzerlikler gosteren amino asit dizilimine sahiptir (W. Wang et al.
2010). Dolayisiyla antiferritin her {i¢ ferritin tiiriine de cevap vermesi beklenilen
bir durumdur. Ferritin kimi kanser tiirlerinde kanser biyobelirteci olarak kabul
goriir ve bu vakalarda dolagimda ferritin miktar1 artar. (HAZARD and
DRYSDALE 1977; Kirkali et al. 1999). Bazi durumlarda, dolagimdaki ferritinin

bu genel artisi, ferritinin daha fazla H-zengin tiire donistiiriilmesi ile de iligkilidir
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(Cazzola et al. 1985). Oregin malin histiyositozdaki serum ferritin, baslica
ferritin H'den olusur (Lukina et al. 1993).

Calismalarin bu kisminda, kullanilan antikorun, H — alt birimli ferritine daha
yiiksek diizeyde biyosensor cevabi gosterdigi belirlendi. Bu sonug, tez projesinin
amaclarindan olan ferritin tayininin bir kanser biyobelirteci olarak
kullanilabilmesine imkan vermesi agisindan olumlu bir netice olarak tespit
edilmistir. Denemeler, bu antikorun H alt birimli ferritine daha yiiksek diizeyde
biyosensor cevabi elde edildigini gosterdi. Bu sonug, tez projesinin esas amacina
yonelik bir biyosensoriin  basarili  bir  sekilde gerceklestirilebilecegini

gostermektedir.

3.3.2 Antijen ve antikor icin secilen ¢6zgen tiiriiniin biyosensor
cevabina etkisi

Antijen ve antikor etkilesimi afinite temellidir. Bu etkilesimin en iyi sekilde
gerceklesebilmesi, ortam sartlarina baghidir. Bu sartlardan biri de s6z konusu
proteinlerin ¢oziildiigi ¢ozgen tiirii ve pH degeridir (Park, Kim, and Kim 2000;
Zheng and Janis 2006). Ciinkii ¢dzgen tiirli ve pH degeri, proteinlerin yiizeyindeki
iyonize olabilen gruplarin yik dagilimlarina etki eder ve bu da proteinlerin
agregatlagsmasina dahi sebep olabilir (Dandliker et al. 1967). Birlesme — ayrisma
diizeyleri de bu durumdan etkilenen bagka bir parametredir; ¢linkii yapidaki
iyonlagabilir gruplara sahip aminoasitlerde meydana yiik dagilimi degisimlerinin
derecesi, antikora spesifik olan antijene kars1 gosterilen afiniteyi etkiler (Sharma
et al. 2016).
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Sekil 3.6 Antijen ve antikor i¢in kullanilan ¢dzgen tiiriiniin biyosensor cevabina etkisi.

Bu adimda yapilan denemelerde ultra saf su disinda, 10 mM pH 5 sodyum
asetat tamponu, 50 mM pH 6,0 MES ve pH 7,4 PBS tampon sistemleri kullanildi.
Sodyum asetat tamponu ve PBS ile yapilan ¢aligsmalar sonucu elde edilen veriler
anlamli olmadig: i¢in grafikte bu verilere yer verilemedi. MES ve ultra saf su ile
yapilan caligmalar sonucunda Sekil 3.6’dan da anlasilacagi ilizere, antijen ve

antikorun ultra saf suda ¢oziilerek kullanimina karar verildi.

3.33 11 - Merkaptoundekanoik asit konsantrasyonunun
optimizasyonu

En uygun 11 — MUA derisiminin belirlenebilmesi amaciyla 1,0 — 2,5 - 5,0
mM konsantrasyonlarindaki 11 — MUA c¢ozeltileri ile elektrot yiizeyinde SAM
olusturuldu ve diger modifikasyon basamaklarinin tamamlanmasinin ardindan

Olctimler alindi.
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Sekil 3.7 Optimum 11 — MUA derisimi. Antijen konsantrasyonlarinin logaritmasina karsi

Ret degerlerinin degisim grafigi.

Tablo 3.4 En uygun 11 — MUA konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik yapilan

denemelerden elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.
11 - MUA - . Dogrusallik Katsayisi
konsantrasyonu Dogru Denklemi (R?)
1,0 mM y =480,33x — 212,00 0,9645
2,5mM y =552,84x - 397,98 0,9932

5,0 mM y = 267,46x - 131,29 0,9631
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Uzun zincirli alkantiyol gruplarina sahip kimyasallar ile sensor yiizeyinde
daha diizgiin ve siki paketlenmeler elde edilebilmektedir. Bu sayede yiizeyin
dayaniklilig1 artmaktadir (Bedford et al. 2014; Chaki and Vijayamohanan 2002b;
J. W. Lee et al. 2005; Wink et al. n.d.) . Iyi bir SAM olusumu ayn1 zamanda
kullanilan konsantrasyona baglidir. Diisiik konsantrasyon ile yeterince siki bir
paketlenme elde edilemez. Bu da yiizeyin kararsiz yapida olmasina sebep olur.
Yapilan c¢aligmalar belirli bir konsantrasyondan sonra SAM yogunlugunun
neredeyse sabit kaldigimi gostermektedir (Su and Li 2004). Sekil 3.7’deki
sonuglara gore 5 mM 11 — MUA konsantrasyonundan daha yogun
konsantrasyonlarda yapilacak denemeler muhtemelen ayni sonuglar1 verecekti.
Yiiksek konsantrasyon asiri yogun bir SAM yiizeyi meydana getirdiginden,
biyosensor cevabi diigmiistiir. Diisen biyosensor cevabi, elektron transferine karsi
gosterilen asir1 direng ile ilgilidir. 1 mM 11 — MUA ise, yiizeyde yeterince
antikorun immobilize olmamasi ve siki paketlenmis diizenli bir SAM yapisinin
elde edilememesi nedeniyle dogrusallik katsayisi diisiik olan sonuglar vermistir. 1
mM ile yapilan az sayidaki Ol¢iimden sonra elektrot yiizeyinin bozuldugu,
Ol¢iimlerde meydana gelen sapmalardan anlasilabilmektedir. Dolayisiyla 2,5 mM
11 — MUA derisimleri kullanilarak gelistirilen biyosensérden alinan yanitlar ile
cizilen grafigin gerek egiminin gerekse de R? degerinin en yiiksek olmasi
nedeniyle, optimum konsantrasyon degeri 2,5 mM 11 — MUA olarak kabul

edilmistir.

3.34 11 - Merkaptoundekanoik asit cozeltisinde en uygun
inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

11 — MUA i¢in en uygun derisim degerinin belirlenmesinin ardindan,
elektrot yiizeyinde kararli bir SAM olusturulmasi icin gerekli olan optimum
inkiibasyon siiresi belirlendi. Yiizeyin iyi paketlenmis alkantiyol gruplariyla
kaplanabilmesinde, inkiibasyon siiresinin 6nemi biiytiktiir. Yapilan denemelerde

1 -2 — 4 — 16 saatlik inkiibasyonlar gergeklestirildi.
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Sekil 3.8 Optimum 11 — MUA inkiibasyon siiresi. Antijen konsantrasyonlarinin

logaritmasina kars1 Ret degerlerinin degisim grafigi.

Tablo 3.5 En uygun 11 — MUA inkiibasyon siiresinin belirlenmesine yonelik yapilan

denemelerden elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.

11 — MUA ¢ozeltisinde Dogru Denklemi

Dogrusallik Katsayisi

inkiibasyon siiresi (R?)
1 saat y =392,67x - 353,68 0,9546
2 saat y =411,4x - 353,89 0,9571
4 saat y =341,48x - 188,8 0,9906
16 saat y =257,84x - 113,42 0,9950
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Diizenli ve kararli SAM olusumunda bir diger 6nemli parametre inkiibasyon
stiresidir. Yiksek konsantrasyonlarda kisa siirede diizenli bir yap1 gozlenirken,
diisiik konsantrasyonlarda bu siire artar (Chaki and Vijayamohanan 2002b; Wink
et al. n.d.). Cok uzun siirelerde ise (6r. 6 giin) ¢oklu tabakalar olusumu
gerceklesebilir (Chaki and Vijayamohanan 2002b).

Sekil 3.8, 11 — MUA igerisinde farkli siirelerde gerceklestirilen
inkiibasyonlar sonucunda elde edilen sonuglar1 gdstermektedir. Sonuglar
birbirlerine yakin goriinse de, en iyi R? degerleri 4 ve 16 saatlik denemelere ait
olarak belirlendi. 4 saatlik inkiibasyon siiresi biyosensoriin ardisik devam eden
diger modifikasyon adimlarinin pratik¢e uygulanabilmesi i¢in uygun zamanlama
siireci acisindan pratik degildir. Bu nedenle yaklasik ayni sonuglarin elde edildigi
16 saatlik inkiibasyon siiresi, en uygun inkiibasyon siiresi olarak se¢ildi.

3.3.5 EDC — NHS derisimlerinin optimizasyonu

11 — MUA’nin serbest uglarinda bulunan —-COOH gruplarinin —COOSuc
gruplarina doniisiimiinii saglamak ve bu sayede antijen iizerinde bulunan —NH:
gruplartyla amid bagi yapmak suretiyle antijenlerin elektrot yiizeyine
immobilizasyonunu gergeklestirmek (Sam et al. 2010b) amaciyla kullanilan
EDC/NHS g¢iftinin optimum derigimleri belirlendi.

Denemelerde 0,03/0,01 — 0,3/,01 — 0,75/0,25 M’lik EDC/NHS c¢o6zeltileri
kullanildu.
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Sekil 3.9 Optimum EDC/NHS derisimi. Antijen konsantrasyonlarimin logaritmasina kars1

Ret degerlerinin degisim grafigi.

Tablo 3.6 En uygun EDC -NHS konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik yapilan

denemelerden elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.
EDC - NHS o . Dogrusallik Katsayisi
konsantrasyonu Dogru Denklemi (R?)
0,30-0,10 M y =555,67x - 66,671 0,9807
0,75-0,25M y = 434,95x - 245,64 0,9787
0,03-0,01 M y = 434,95x - 245,64 0,9897

EDC — NHS kimyas: ile ylizeyde meydana gelebilecek ara iiriinler
konsantrasyona bagli olarak degisir (sekil 3.10).
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Sekil 3.10 EDC-NHS konsantrasyonuna bagli olarak degisebilen temel aktivasyon

N-acylurea

reaksiyonlari (Sam et al. 2010b).

10 — 50 mM konsantrasyonlarindaki HEPES veya MES tamponlar1 EDC —
NHS kimyasinin veriminin arttirilmasi igin iyi birer se¢enektir (Fischer 2010). Bu
bilgi 15181nda ¢oziicii olarak MES tamponu kullanildi. 11 — MUA pKa degeri
yaklagik 4,8’dir (Quan, Madura, and Hutchison n.d.; X. Zhao et al. 2008). pKa
degerinin iizerindeki pH degerinde karboksilik asit gruplart karboksilat
anyonlarina doniisiirler. EDC — NHS aktivasyon reaksiyonu icin kullanilan
tamponun pH degeri pKa degerinden biiyiik olmalidir (Nam, Kimura, and Kishida
2008). Bunun sebebi karboksilat anyonlarinin karboksil gruplarina nazaran daha
yiiksek oranda reaksiyon vermesidir (Nakajima and lkada 1995). Bu nedenle MES
tamponunun tamponlama araligina uygun olan ve karboksil gruplarinin pKa

degerinin tizerinde olan pH 6,0 degerinde ¢aligildu.

O-agiliire ara {iirlinii dogrudan proteinlerin primer aminleriyle reaksiyona
girerek istenilen amid baglarini olusturabilir; fakat reaksiyon verimi ¢ok diistiktiir.
Bu verimi arttirabilmek i¢in NHS kullanilir. Bu sayede daha kararli bir ara {iriin
olusur (-COOSuc) ve amid baglarn yiliksek verimle gergeklesir. Sam ve
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arkadaslari, NHS konsantrasyonunun EDC konsantrasyonundan biiyiikk oldugu
kosullarda, yiizey aktivasyonu ig¢in gergeklesmesi gereken reaksiyonun
tamamlanamadigini bildirmistir. Dolayisiyla denemelerde EDC konsantrasyonu
daha yiiksek tutuldu. Ayni ¢alismada, diisik EDC — NHS konsantrasyonunda
yiizey aktivasyonunun tamamiyla gerceklesmedigi, Yyiizeyde asit gruplarinin
kaldig1 ve anhidrit varligimin s6z konusu oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle
yiizeye baglanan antikor miktar1 az olur. Cok yiiksek konsantrasyonlarda ise
aktivasyon verimi biiyiiktiir; fakat bu kosullarda iire tiirevleri (N-agiliire) olusur ve
bu ara iriin reaktif degildir (Sam et al. 2010b). Dolayisiyla yiizeyin antikor
baglama kapasitesi diisiik olur. Bu optimizasyon basamaginda yapilan denemeler
sonucunda, —COOSuc gruplarina doniisiimiin en verimli sekilde gergeklestigi
konsantrasyon degerleri EDC — NHS i¢in sirasiyla 0,3 — 0,1 M olarak bulundu.

3.3.6 EDC — NHS sisteminin inkiibasyon yonteminin biyosensor
cevabina etkisi

EDC-NHS derisimlerinin en uygun degerinin belirlenmesinin ardindan, bu
cozeltide gergeklestirilen inkiibasyonun ¢alkalamali ortamda daha iyi sonug verip
vermeyecegine iligkin denemeler yapildi. Bu adima ait sonuglar Sekil 3.11°de
sunulmustur. Elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri ise Tablo 3.7°de sunulmustur.
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Sekil 3.11 EDC - NHS inkiibasyon yonteminin biyosensor cevabina etkisi.

Tablo 3.7 Calkalamali ve c¢alkalamasiz ortamda gerceklestirilen EDC-NHS reaksiyonlari

sonucu elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.

EDC — NHS reaksiyon Dogrusallik Katsayisi

ortam Dogru Denklemi (R?)
Calkalamal1 y =89,032x - 14,072 0,9852
Calkalamasiz y =77,853x - 47,067 0,9753

Literatiirde sikga rastlanan ((H.-J. Lee et al. 2009; Li et al. 2011; P. Ye et al.
2006) EDC — NHS kimyasi ile ylizey aktivasyonu sirasinda ¢alkalamali ortamin
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kullanilmas: islemi, bu prosesin verimini arttirmaktadir. Reaksiyon sirasinda
olusan kabarciklar elektrot yiizeyini kaplar ve yiizeyde gerceklesecek reaksiyonlar
bu sebeple zorlasacagindan, belirli bir siirede aktive edilecek -COOH grubu sayis1
azalir. Kabarciklarin elektrot yiizeyinden uzaklastirilip, sebep olduklar1 bu
olumsuz etkiyi bertaraf edebilmek i¢in, EDC — NHS reaksiyon adimi sicaklik
kontrollii orbital karistiricida 25°C’de 170 rpm’de gerceklestirildi. Calkalamali
ortamda yapilan inkiibasyon adimi sonrasindaki ileri modifikasyon adimlari
neticesinde, daha yiiksek sinyal degerleri elde edildi. Gelistirilen biyosensoriin
EDC-NHS ile inkiibasyonu asamasinda, aktive edilen —-COOH grubu sayisindaki
artisa paralel olarak calkalamali ortamin ylizeyde daha verimli bir sekilde
modifikasyona yol ag¢tigi ve bunun antijen tayininde daha yiiksek sinyallerin
alinmasini sagladigi belirlendi.

3.3.7 Antikor derisiminin biyosensor cevabina etkisi

1,0 — 10,0 — 50,0 — 1000,0 ng/mL anti-ferritin konsantrasyonlari ile
hazirlanan elektrotlarin ferritine yonelik cevaplari incelendi. Yapilan Ol¢limler
neticesinde elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan Ret degerleri ile degisen
ferritin  konsantrasyonlarinin  logaritma degerleri kullanilarak olusturulan
kalibrasyon grafikleri Sekil 3.12°de sunulmustur. Bu grafiklerin dogru
denklemleri ve dogrusallik katsayis1 degerleri ise Tablo 3.8’de yer almaktadir.
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Sekil 3.12 Optimum anti-ferritin derigimi. Antijen konsantrasyonlarinin logaritmasina karsi

Ret degerlerinin degisim grafigi.

Tablo 3.8 En uygun antikor konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik yapilan

denemelerden elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.
) nginiiggtgnnu Dogru Denklemi Dogrusal(lllqkz)Katsaym
1 ng/mL y =411,20x - 150,830 0,9899
10 ng/mL y = 647,25x — 140,550 0,9807
50 ng/mL y = 368,96x - 98,4520 0,9627
1000 ng/mL y =552,84x - 397,980 0,9932

Sekil 3.12°de yer alan sonuglara gore, 1 ng/mL antiferritin kullanildiginda,

duyarl bir cevap alinabilmesi i¢in ylizeye immobilize edilmesi gereken miktardan



87

daha diisiik antikor miktarinin immobilize edilmis oldugu goriildi. 50 ve 1000
ng/mL derisimindeki antiferritin konsantrasyonlar1 ise, elektrot ylizeyinde kalin
bir tabaka olusturdugundan, elektrot — elektrolit ara yiiziinden elektrot boyunca
gerceklesen elektron transferi i¢in yiiksek direngli yani yalitkan bir gecis yolu
meydana geldigi anlasildi. Ayrica, yiiksek antikor konsantrasyonlarinda, ylizeye
immobilize olan antikorlarin uzaysal konfigiirasyonunun uygun olamamasindan
Otiirli, antijenle uygun etkilesim gerceklesememektedir (Mishra, Sharma, and
Bhand 2015; Saberi et al. 2016). Bu durum, impedans 6l¢imii sonucunda elde
edilen elektron transfer degerlerinin (Ret), 10 ng/mL antikor kullanilarak yapilan
denemelerden elde edilen degerlere gore daha diisiik olmasina sebep oldu. 10
ng/mL derisiminde antiferritin kullanildiginda, biyosensoriin ferritine verdigi
cevap en yiksek seviyededir. Dolayisiyla, 10 ng/mL derisiminde antikor

¢ozeltisinin en uygun deger oldugu kabul edildi.

3.3.8 Antiferritin inkiibasyon siiresinin biyosensér cevabina
etkisi

Gereksiz zaman kaybini dnlemek ve en uygun miktarda antikorun yiizeye
immobilizasyonunu saglayabilmek amaciyla, optimum antikor immobilizasyon
sliresini belirlemeye yonelik denemeler yapildi. 11 — MUA ile modifiye edilen
elektrotlar iizerine eklenen 10 ng/mL konsantrasyonundaki antikor g¢ozeltileri,
15— 30 — 60 — 120 dakikalik siireler boyunca inkiibe edildi. Denemeler sonucunda
elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan Ret degerleri ile ferritin
konsantrasyonlarinin logaritma degerleri kullanilarak olusturulan grafik ve bu
grafikte yer alan dogrularin dogru denklemleri ile dogrusallik katsayis1 degerleri

sirasiyla Sekil 3.13 ve Tablo 3.9°da gosterilmistir.
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Sekil 3.13 Antikor immobilizasyonu siiresi optimizasyonu

Tablo 3.9 En uygun antikor inkiibasyon siiresinin belirlenmesine yo6nelik yapilan

denemelerden elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.
ink’?i\{])gs;eorrl; i::ir:‘esi Dogru Denklemi Dogrusal(lll:{kz)Katsaym
15 dakika y =50,16x + 12,018 0,9794
30 dakika y =93,901x - 19,374 0,9887
60 dakika y =68,066x - 21,029 0,9222
120 dakika y =55,531x + 10,706 0,8249

Sonuglar Sekil 3.13 ve Tablo 3.9°da yer almaktadir. Elde edilen sonuglar,
antikor immobilizasyonu i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin 30 dakika oldugunu
gosterdi. 15  dakikalik immobilizasyon —siiresinin, antikorun yiizeye

immobilizasyonu i¢in gergeklesmesi gereken reaksiyon acgisindan kisa oldugu
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tespit edildi. Bu kisa siirede antikor yiizeye etkin bir sekilde baglanamamis ve bir
miktar1 ortamdan yikamayla uzaklagsmistir. Dolayisiyla elde edilen yanitlarin
diistik oldugu gozlendi. 60 ve 120 dakikalik siireler, elektrot yilizeyine eklenen
antikor ¢ozeltisinin kismen buharlasmasina sebep oldugu i¢in (K. Xiao et al.
2017), etkili bir immobilizasyon ger¢eklesmemistir. Buharlasma nedeniyle yapisi
degisen ylizeyde verimli bir antijen — antikor etkilesimi olmamistir. Bu durum da
sonuclara diisiik ve dogrusal olmayan cevaplar olarak yansimistir. Sonug olarak

30 dakikalik inkiibasyon siiresi en uygun siire olarak kabul edildi.

3.3.9 Ferritin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Afinite temelli biyosensorlerde, analitin biyosensOr ylizeyindeki
inkiibasyon siiresinin optimizasyonu olduk¢a Onemlidir. Optimize edilen siire

zarfinda, antijen ile antikor etkilesimi en verimli sekilde olacaktir.

Tez ¢alismasi kapsamindaki optimizasyon ¢aligsmalarinin son asamasinda,
modifikasyon agsamalar1 tamamlanan biyosensoriin ferritine verecegi cevabin daha
yiiksek, daha hassas, tekrarlanabilir ve daha dogrusal olmasini saglayabilmek
adma, ferritinin yiizeyde inkiibasyon siiresinin optimizasyonuna yonelik

denemeler yapildi.
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Sekil 3.14 Ferritinin optimum inkiibasyon siiresi.

Tablo 3.10 En uygun antijen inkiibasyon siiresinin belirlenmesine yonelik yapilan

denemelerden elde edilen grafiklerin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayisi

degerleri.
Anti ferritin o . Dogrusallik Katsayisi
inkiibasyon siiresi Dogru Denklemi (R?)
15 dakika y = 65,347x - 54,522 0,9750
30 dakika y = 105,08x - 55,370 0,9958
60 dakika y = 89,514x + 16,458 0,9858

Bu optimizasyon adimu ile, gereksiz zaman kayiplarinin ve en iyi antijen —
antikor etkilesim diizeyinin belirlenmesini amaglandi.15 dakikalik inkiibasyon

siiresi, antijen — antikor etkilesimi i¢in yetersiz kalmistir. Bu nedenle, yapilan
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dlciimler ile digerlerine kiyasla R? degeri ve egimi daha diisiik bir grafik elde
edildi. 60 ve 30 dakikalik inkiibasyon siireleri sonucunda daha dogrusal grafikler
elde edildi; fakat gerek 30 dakikalik deneme sonucu daha dogrusal ve daha
yiikksek egimli bir grafik elde edilmesi, gerekse de kisa siirede denemelerin
tamamlanabilmesinden Otiirli, en uygun inkiibasyon siiresi olarak 30 dakika
secildi. Biyosensorler ile yapilan analizlerin, alternatif analiz yOntemleri
karsisindaki en 6nemli istlinliiklerinden birisi, biyosensorlerin kisa siirede tayin
olanag1 sunmasidir. Bu agidan diisiiniildiigiinde, 30 dakikalik antijen inkiibasyon

stiresinin optimum stire olarak se¢ilmesi oldukca anlamlidir.
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3.4 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yontemi
ile ferritin tayinine yonelik olarak gelistirilen afinite
temelli biyosensoriin karakterizasyon ¢calismalarina iliskin
bulgular

3.4.1 Dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Bu bolimdeki denemeler igin, ferritin tayinine yonelik biyosensor
belirlenen optimal sartlar altinda hazirlandi. Artan ferritin konsantrasyonlari ile
denemeler gergeklestirildi. Bu denemeler kapsaminda, her defasinda artan
konsantrasyonda ferritin ¢ozeltileri biyosensor yiizeyinde inkiibe edildi ve yiizeye
immobilize edilen antiferritin antikorlar ile antikor- antijen komplekslesmesi igin
30 dakika beklenildi. Bu siire sonunda elektrot ultra saf su ile yikand1 ve impedans
Olgtimleri yapildi. Elde edilen Nyquist egrilerinden Ret degerleri bulundu. Yapilan
caligmalardaki tiim elektrokimyasal impedans dl¢timleri 10000 — 0,05 Hz frekans
araliginda ve 60 frekans adiminda gerceklestirildi. ilgili denemeler sonucu elde
edilen Nyquist egrileri, dongiisel voltammogramlar ve ferritin  (pg/mL)
derigimlerine karsilik gelen ARet (KOhm) direng degerleri ile ¢izilen standart
grafigi sirasiyla Sekil 3.15, 3.16 ve 3.17’de verilmistir.
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Sekil 3.15 Dogrusal tayin araligi ¢alismalari sonu elde edilen Nyquist egrileri.
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Sekil 3.17 Dogrusal tayin aralig.

Sekil 3.17°de yer alan kalibrasyon egrisinde y ekseninde belirtilen ARet
degeri, ARet = Ret(ferritin — antiferritin kompleksi) - Ret(antiferritin) degerinin bir
ifadesidir. Kalibrasyon egrisi, Ret degerlerine karsilik log[Ferritin](pg/mL)
degerleri kullanilarak elde edildi. ARe ile log[Ferritin](pg/mL) arasinda
2,5 pg/mL — 400 pg/mL ferritin konsantrasyonlari araliginda dogrusal tayin
gergeklestirilebildi. 400 pg/mL degerinin iizerindeki ferritin konsantrasyonlari
kullanilarak yapilan Olgiimler sonucunda neredeyse sabit degerler elde edildi.
2,5 pg/mL ferritin konsantrasyonlarinin altindaki degerlerde, elde edilen Nyquist
egrileri, ferritinsiz biyosensor ile elde edilen Nyquist egrilerine gore anlamli
diizeyde bir farka sahip degildi. Dolayisiyla 2,5 pg/mL — 400 pg/mL araligi,
dogrusal tayin araligi olarak belirlendi. Ayrica, elde edilen dogru egimi ve
dogrusallik katsayis1 (R?) sirastyla y = 49,11x + 35,483 ve 0,9955 olarak bulundu.
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3.4.2 Tekrar uretilebilirlik

Tekrar iiretilebilirlik asamasinda, optimize edilen degerler kullanilarak
hazirlanan 5 farkli biyosensor ile dogrusal tayin araligi sinirlar1 dahilinde
(2,5 pg/mL — 400 pg/mL) olglimler alindi ve bu 6lgiim sonuglart kullanilarak
kalibrasyon egrileri elde edildi. Elde edilen kalibrasyon egrilerinin dogru
denklemleri ve dogrusallik katsayilar1 hesaplandi. Bu veriler tablo 3.11°de

gosterilmistir.

Tablo 3.11 Ferritine yonelik gelistirilen biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi.

Hazirlanan Dogrusallik Katsayisi
Dogru Denklemi
Biyosensor (R?)
1 y =48,036x + 33,273 0,9971
2 y = 48,558x + 31,339 0,9930
3 y = 48,506x + 36,763 0,9964
4 y =46,100x + 35,93 0,9966
5 y = 48,140x + 36,237 0,9960

Farkli giinlerde, ayni sartlarda hazirlanan biyosensorler ile alinan sonuglar
birbirine ¢ok yakindir. Elde edilen egim degerlerinin birbiriyle uyumlu olmasi,
ayn1 ferritin konsantrasyonlarinda yaklasik olarak ayni Ret degerlerinin elde
edildigini gdstermektedir. R? degerlerinin tamaminin 1’e ¢ok yakin olmasi ise,

tiim biyosensorlerin dogrusallik degerlerinin yliksek oldugunu ifade etmektedir.
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3.4.3 Tekrarlanabilirlik

Afinite temelli biyosensorlerde, antijen — antikor kompleksi
olusturulduktan sonra, sensoriin rejenere edilerek yiizeyin antijenlerden
arindirilmasi iglemi zordur. Dolayisiyla 6l¢iim alinan bir afinite temelli
biyosensorde, ayni konsantrasyondaki analitin tekrar tekrar Olgiilebilmesi igin,

yiizeyin oldukca iyi bir sekilde rejenere edilmesi gerekmektedir.

Tez kapsaminda gelistirilen ferritin  biyosensoriiniin  rejenerasyon
denemeleri sonugsuz kaldi. Yapilan denemeler sonrasinda yiizeyin bozuldugu ve
verilen cevabin biiyilk oranda diistiigi goriildii. Bu nedenle tekrarlanabilirlik
Ozelliginin belirlenmesi amaciyla, tekrar iiretilebilirlik denemelerinden elde edilen

veriler kullanildi.

Bu amacla, tekrar (iretilebilirlik denemelerinde her bir ferritin
konsantrasyonu ic¢in elde edilen Ret degerlerinin ortalamasi alinarak yeni bir
kalibrasyon egrisi elde edildi. Her bir konsantrasyona karsilik 5 farkli deneme
sonucu elde edilen 5 farkli Ret degerinin ortalamasi alinarak, grafikte yer alan
noktalarin standart sapma degerleri hesaplandi. Ayrica s6z konusu noktalara hata
cubuklar eklendi. Elde edilen grafik Sekil 3.18’de gosterilmistir.
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Sekil 3.18 Ferritin biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi.

Biyosensoriin tekrarlanabilirlik 6zelliginin belirlenebilmesi i¢in 2,5 pg/mL
icin elde edilen verilerin (n=5) ortalama deger (X), standart sapma (S.S.) ve
varyasyon katsayis1 (V. K.) degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar sirasiyla
2,51 pg/mL, + 0,071 pg/mL ve % 2,82’dir. Sonuglar, biyosensoriin
tekrarlanabilirlik i¢cin makul smirlar iginde oldugunu, dolayisiyla ferritin
biyosensoriinden tekrarlanabilir sonuclar elde edilebilecegini gosterdi. Gelistirilen
biyosensor igin tayin limiti degeri (limit of detection — LOD) 3 Sp/m formiiliine
gore hesaplandi (Vega et al. 2007). Formiilde m kalibrasyon grafigine ait olan
dogru denkleminin egimini, Sp ise s6z konusu grafige ait olan en diislik
konsantrasyonun standart sapma degerini ifade etmektedir. Tayin sinir1 (LOD)
4,4 fg/mL’dir. Bu da biyosensoriin oldukga diisiik tayin limitine sahip oldugunu

gostermektedir.
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3.4.4 Biyosensoriin secimliligi

Bir analit i¢in yeni bir tayin yontemi gelistirilirken, hedef madde igin
yiiksek hassasiyete sahip bir sistem gelistirmek kadar, ilgilenilen maddeye yliksek
diizeyde secimli olmasi da olduk¢a onemli bir parametredir. Bir baska deyisle,
gelistirilen biyosensér hedef madde ig¢in yiiksek, bunun disindaki diger
nonspesifik maddeler i¢inse diisiik se¢imlilik 6zelligi gostermelidir (Holford,
Davis, and Higson 2012). Bu amagla gelistirilen biyosensériin insiilin ve insan
serum albiiminine (HSA) kars1 se¢imliligi test edildi.

Tez c¢alismasinin bu asamasinda optimum kosullarda hazirlanan farkhi
biyosensorlere ferritin, insiilin ve HSA c¢ozeltileri 30’ar dakika boyunca inkiibe
edildi. Cozeltilerin konsantrasyonlari, kullanilan proteinlerin serumdaki normal
degerleri dikkate alinarak hazirlandi. Buna gore ferritin, insiilin ve HSA
konsantrasyonlar1 sirasiyla 200, 1300 ve 3800 pg/mL olarak hazirlandi.
Denemeler, her bir proteinin ¢ozeltisiyle ayr1 ayri1 yapildiktan sonra, tiim

proteinlerin belirtilen konsantrasyonlardaki karigimini igeren farkli bir ¢ozeltisi ile
de tekrar edildi (n=3).
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Ferritin Insiilin HSA Ferritint+insiilintHSA
Protein

Sekil 3.19 Biyosensdriin se¢imliligi.

Tablo 3.12 Biyosensoriin ferritin, insiilin, HSA ve bu ii¢ proteinin karigimin1 i¢eren protein

cozeltilerine kars1 verdigi yanit.

Protein Konsantrasyon ARet
(pg/mL) (%)

Insiilin 1300 30,57

Ferritin+Insiillin+tHSA 200+1300+3800 75,65
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Her bir cozeltiye ait denemeler li¢ kez tekrar edildi. Elde edilen ARet
degerlerinin ortalamalar1 alinarak standart sapmalar hesaplandi. Elde edilen
verilerle Sekil 3.19°daki grafik elde edildi. Bu grafige gore 200 pg/mL ferritin
proteini, antikor immobilize edilmis biyosensoriin cevabin1 % 79,95 oraninda
arttirdi. Bu denli yiliksek bir artig insiilin ve HSA i¢in s6z konusu olmasa da,
insiilinin  girisim etkisi % 30,57 diizeyinde olup, goz ardi edilemeyecek
biiyiikliiktedir. HSA ise diger iki proteine gore %16,66’lik bir cevap artisiyla daha
diisiik bir etki gosterdi. Ug¢ proteinin karisimindan olusan ¢ozelti ile yapilan
Olciimlerde ise %75,65 oraninda bir artis kaydedildi. Bu sonug ferritin ile elde
edilen sonuca ¢ok yakindir. Dolayisiyla insiilin ve HSA, ferritin varliginda antikor
ile etkilesim i¢in yarigmali bir tepkimeye girmis; fakat ferritinin yiiksek
spesifikligi nedeniyle ferritin — antiferritin kompleksi olusmus ve bu nedenle
neredeyse sadece ferritinin oldugu kosullarda gosterdigi sinyal artis oranini

gostermis olabilir.

Bu sonug, biyosensdriin ferritine karst yiiksek diizeyde secimlilige sahip

oldugunu gostermektedir.

3.4.5 Yapay serumda ferritin tayini

Tez calismalarinin son bdliimiinde, optimize edilmis sartlarda hazirlanan
biyosensor ile yapay serumda hazirlanan ferritinin farkli konsantrasyonlari
kullanilarak impedans 6lgiimleri yapildi. Olgiimler sonucunda elde edilen Nyquist
egrileri Sekil 3.20°de gosterilmistir. Bu egrilerden hesaplanan ARet degerleri ve
ferritin konsantrasyonlarinin degerleri kullanilarak olugturulan kalibrasyon grafigi
Sekil 3.21°de yer almaktadir.
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Sekil 3.20 Yapay serumda hazirlanan ferritin ¢ozeltileri ile yapilan impedans 6l¢iimlerinden

elde edilen Nyquist egrileri.

Bu egrilerden hesaplanan ARet degerleri ve ferritin konsantrasyonlarinin
degerleri kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 3.21°de yer almaktadir.



103

230

210
y =158.354x + 51,299 {

® Yapay serumda R?=0.9952 }

190 » "
ferritin tayini

170 8
150 =

130

ARet (kOhm)

110 &

90

50
0 0.5 1 1.5 2 2,5 3

log[ferritin](pg/mL)

Sekil 3.21Yapay serum kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi (n=3).

Yapay serum ile hazirlanan ferritin ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlari ile
gerceklestirilen Olglimler (n=3) soncunda, dogrusallik katsayist yiliksek bir
kalibrasyon egrisi elde edildi. Bu egriye iliskin egim degeri 58,354’tlir. Bu deger
ultra saf suda hazirlanan ferritin ile yapilan Olglimler sonucunda olusturulan
kalibrasyon egrisinin egim degerine (48,794) yakindir; ancak bu degerden

yiiksektir.
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Sekil 3.22 Yapay serum ve ultra saf suda ¢oziilen ferritin ile olusturulan kalibrasyon

egrilerinin karsilastiriimast.

Sekil 3.22°de, farkli ortamlarda hazirlanan ferritin ile yapilan impedans
Ol¢iimleri sonucunda elde edilen kalibrasyon egrileri yer almaktadir. Her iki
denemede de dogrusallik katsayisi yiiksek egriler elde edilmektedir. Iki egrinin
egimleri arasinda meydana gelen fark, yapay serum ¢ozeltisinde yer alan tuzlar ve
diger biyomolekiillerin etkisiyle meydana gelmistir. Ancak 3 tekrarli deneylerin
birbirleriyle uyumlu sonug¢ vermesi ve aradaki egim farkinin az olmasi, gelistirilen
biyosensoriin dogal serum orneklerinde de kullanim potansiyelinin oldugunu, s6z
konusu orneklerde de hassas ve girisimci etkilerinden uzak tayin yapilabilecegini

gostermektedir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Elektrokimyasal —impedans spektroskopisi  (EIS), elektrokimyasal
sistemlerin karakterizasyonunda kullanilabilen bir deneysel yontemdir. Bu
yontem, incelenen elektrokimyasal sistem {izerinde bir dizi frekans taramasi
yaparak impedans 6l¢iimiine olanak tanir. Elektrokimyasal impedans spektroskopi
yontemi, elektrokimyasal sistemlerin elektrokimyasal karakteristikleri ile ilgili
bilgi saglama konusundaki en etkin ve en giivenilir yontemlerden biridir. Elde
edilen bilgiler s6z konusu sistemlerin ¢ift katman kapasitansi, difiizyon
impedansi, yiik aktarim ve yiik tasima islemlerinin oraninin belirlenmesi ve
¢ozelti direnci ile ilgilidir. EIS, 6zellikle de birden fazla basamakl reaksiyonlarin
yer aldigi sistemlerde, sistemin elektron tasinim reaksiyonlarinin, kaplamali
kimyasal reaksiyonlarin, adsorpsiyon proseslerinin ve baglanma — ayrisma
ozellikli kimyasal proseslerin anlagilmasina olanak taniyan giiniimiiziin en 6nemli

tekniklerinden biri haline gelmistir.

Bu tez projesi kapsaminda, ferritin proteininin tayine yonelik bir biyosensor
sistemi  gelistirildi. Ylizey modifikasyon c¢alismalarinin her basamagi,
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve dongiisel voltammetri dl¢limleri ile
test edildi ve sensor yiizey karakterizasyonlarindaki farklanmalar, duyarli bir

sekilde ol¢iilerek tespit edildi.

Caligmalarda, ilk olarak altin elektrodun modifikasyon yoOntemleri
gelistirildi. Bunun i¢in elektrot yiizeyinde ilk olarak SAM tabakas1 olusturularak,
kullanilacak biyomolekiiliin elektrot yiizeyine iyi bir sekilde baglanabilmesi i¢in
yiizey modifikasyonu gerceklestirildi. Bu asamada, 11 — MUA kullanild1 ve SAM
olusumunun optimizasyonu i¢in optimum 11 — MUA derisimi ve optimum
inkiibasyon siireleri belirlendi. Ikinci asamada, 11 — MUA uglarmin aktivasyonu
icin EDC — NHS kimyasindan yararlanildi. Optimum EDC - NHS
konsantrasyonlar1  belirlendi. Son asamada ise antiferritin  yiizeye
immobilizasyonu ile ferritin tayini yapildi.

Denemeler sonucunda optimum 11 — MUA Kkonsantrasyonu, optimum

inkiibasyon siiresi, optimum EDC — NHS konsantrasyonlar1 sirasiyla 2,5 mM, 16
saat, 0,3 M — 0,1 M olarak belirlendi.
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EDC-NHS c¢ozeltisinde gerceklestirilen aktivasyondan en iyi verimi
alabilmek icin, islemin sabit ve calkalamali ortamlarda ayri1 ayri denemeleri
yapildi. Sonuglar, calkalamali ortamda yapilan inkiibasyondan daha yiiksek

antijen immobilizasyonu verimi alindigini gosterdi.

Antikorun en uygun konsantrasyonu ve en uygun inkiibasyon siiresi ise
sirastyla 10 ng/mL ve 30 dakika olarak belirlendi.

Ferritinin tayini agsamasinda, yiizeyde antikor — antijen etkilesimi i¢in
gerekli zamana yonelik ¢aligmalar yapildi. Bu amagla gerceklestirilen denemeler
neticesinde, en iyi yanitlarin 30 dakikalik ferritin inkiibasyonlar1 ile alindigi

anlasildi.

Karakterizasyona iliskin ¢alismalarda, biyosensor sisteminin dogrusal tayin
araligi, tekrar iretilebilirligi ve tekrarlanabilirligi belirlendi. 2,5 — 400 pg/mL
ferritin konsantrasyonu araliginda alinan sonuglarin dogrusal oldugu saptandi.
Literatiirde Chou ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen yiizey plazmon rezonansi
(SPR) temelli biyosensor ile 0,2 — 200 ng/mL araliginda ferritin tayini
yapilabilmektedir (S. F. Chou et al. 2004). Yang ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen amperometrik biyosensor ile 1 —5 ng/mL ve 5 — 120 ng/mL araliginda
ferritin tayini gerceklestirilmistir (Yang et al. 2009).

5 tekrarli denemelerde alinan birbirine yakin sonuglar, tekrar tiretilebilir ve
tekrarlanabilir bir biyosensor sisteminin gelistirilebildigini kanitladi. 2,5 pg/mL
ferritin konsantrasyonu icin alman 5 farkli dl¢iim sonucunda ortalama deger (X),
standart sapma (S.S.) ve varyasyon katsayis1 (V. K.) degerleri hesaplandi. Elde
edilen sonuglar sirasiyla 2,51 pg/mL, £ 0,071 pg/mL ve % 2,82°dir. Tayin sinir1
(LOD) 4,4 fg/mL, olarak bulundu.

Gelistirilen biyosensor sisteminin secimlilik 6zelligine yonelik yapilan
caligmalarda, serumda bulunma potansiyeli olan proteinler olan insiilin ve HSA
ile Olgtimler alindi. Bu o6l¢iimler sonucunda biyosensoriin Ret degerindeki artig
orani insiiline ve HSA’ya kars1 sirasiyla % 30,57 ve % 16,66 olarak kaydedildi.
Ayni kosullarda hazirlanan biyosensoriin Ret degerindeki artis orani ferritin igin
% 79,95 diizeyindedir. S6z konusu proteinlerin birlikte bulundugu c¢ozelti
ortaminda Ret degerindeki artisin = % 75,65 diizeyinde olmasi, gelistirilen
biyosensoriin diger proteinler varlifinda ferritine karst daha duyarli oldugunu,

diger proteinlerin girisim etkilerinin zayif kaldigin1 gosterdi.
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Yapay serumda hazirlanan ferritin ¢ozeltilerinin 2,5 - 10 — 50 — 100 — 200 —
400 pg/mL’lik derisimleri ile yapilan dlgiimler sonucunda elde edilen sonuglarla
dogrusal tayin araliginda belirlenen kalibrasyon egimine yakin degerde bir egim
degeri elde edildi ve yiiksek degerde dogrusallik katsayisi elde edildi. Bu sonug,
serum ferritin diizeylerini belirlemede kullanilma potansiyeli olan bir biyosensor

gelistirildigini gostermektedir.

Gelistirilen biyosensdriin optimizasyon ve karakterizasyon basamaklarina

iliskin elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Ferritin tayinine yonelik olarak gelistirilen biyosensoriin optimizasyon Ve

karakterizasyon ¢aligmalarinin sonuglari.

Optimizasyon Adimlari

Antijen tiirii Ferritin H zinciri
Coziicii Ultra saf su

11 — MUA konsantrasyonu 2,5mM

11 — MUA inkiibasyon siiresi 16 saat

EDC — NHS derisimi 03-0,1M

EDC — NHS inkiinasyon yontemi Karigtirmali ortam
Antikor derisimi 10 ng/mL
Antikor inkiibasyon siiresi 30 dakika

Ferritin inkiibasyon siiresi 30 dakika
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Karakterizasyon Adimlari

25 — 400 pg/mL ferritin

Dogrusal tayin arahg: )
y=49,11x+35,483 R?=0,9955

1 y=48,036x + 33,273 R’=0,9971
2 y=48558x + 31,339 R?=0,9930
— 2—
Tekrar iiretilebilirlik 3 y=48,506x +36,763 R"=0,9964

4 y=46,100x + 35,93 R?=0,9966

5 y =48,140x + 36,237 R?=0,9960

- (X)= 2,51, S.S.= 0,071 ve V. K=%
Tekrarlanabilirlik
2,82 LOD=4,4 fg/mL
ARetreritin=%79,95
ARetTnsﬁlin:%30157

Secimlilik
ARetHsa=%16,66
ARetFeritin+insilin+HsSA=%075,65
Yapay serumda dogrusal tayin 25 — 400 pg/mL  ferritin
arahg y=58,345x+51,299 R?=0,9952

Tez projesi kapsaminda yapilan tiim deneylerin her asamasinda uygulanan
impedans 6lgiimlerinde, EIS’nin duyarli, hassas, herhangi bir isaretleyiciye ihtiyag
duymayan ve katalitik oOzellik gostermeyen molekiillerin de kullanildigi
sensoOrlerde cevap verme gibi iistiin Ozelliklerinden yararlanildi. Bu ydntemle
gelistirilen biyosensor sistemi, halihazirda ferritin tayini i¢in kullanilan
yontemlere diisiik maliyeti, tekrarlanabilir sonuglari, diisiik tayin alt sinir1 ve hizlh
tayin (yaklagik 37 dakika) imkani gibi Ozellikleriyle giiglii bir alternatif olma

potansiyeli tasimaktadir.
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