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OZET

Doktora Tezi

YUMURTALIK KANSERI BIiYOBELIRTECLERININ TAYININE YONELIK
KULLAN-AT ELEKTROKIMYASAL IMMUNOSENSOR SiISTEMLERININ
GELISTIRILMESI

Merve YILMAZ CILCAR

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Melike BILGI

Bu tez calismasinda, yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in {li¢ ayr1 etiketsiz
elektrokimyasal —immunosensdr  sistemi  gelistirilmistir.  {lk  olarak CA125
immunosensorlerinin ¢evirici kisimlar1 hazirlanmistir. CA125 immunosensorleri igin
SPCE’ler DES igerisinde hazirlanan PTBpes'ler ile ardindan AuNP’ler elektrodepozite
edilmistir (SPCE/PTBpes/AuNP). Ikinci adimda HE4 immunosensérleri icin SPCE’lerin
MXene-COOH ile modifikasyonu gerceklestirilmistir ve ardindan AuNP’ler
elektrodepozite  edilmistir (SPCE/MXene-COOH/AUNP). Son olarak AFP
immunosensorlerinin hazirlanmasinda SPCE’ler DES igerisinde hazirlanan PAADpes'ler
ille ardindan AuNP’ler ile elektrodepozite edilmistir (SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AuNP). Hazirlanan elektrotlarin  elektrokimyasal, kimyasal ve
morfolojik karakterizasyonu yapilmistir.

CA125 immunosensorlerinin tasariminda 4-MOH ve CTES ile kararli SAM tabakasi
olusturulan immunosensorler, Anti-CA125, BSA ve CA125 ile de inkiibe edilmistir. HE4
immunosensorlerinin tasariminda 6-MHA ile uzun karbon zincirleri olusturulmus ve
Anti-HE4, BSA ve HE4 ile inkiibe edilmistir. AFP immunosensérlerinin tasariminda ise
6-MOH ve APTES ile silanizasyon yapilmis, Anti-AFP, BSA ve AFP ile inkiibe
edilmistir. Hazirlanan immunosensorlerinin  optimum ¢alisma sartlari, analitik
performanslari ve gergek numune analizi ¢alismalar1 da yapilmistir. Tek kullanimlik
elektrotlar ile gelistirilen immunosensor sistemlerinin ileride POCT kullanimi igin
adaydir.

2025, 149 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Elektrokimyasal immunosensorler, CA125, HE4, AFP,
DES, MXene-COOH, MWCNT- COOH



ABSTRACT

PhD Thesis

DEVELOPMENT OF DISPOSABLE ELECTROCHEMICAL IMMUNOSENSOR
SYSTEMS FOR THE DETERMINATION OF OVARIAN CANCER BIOMARKERS

Merve YILMAZ CILCAR

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melike BILGI

In this thesis, three separate label-free electrochemical immunosensor systems were
developed for the early diagnosis of ovarian cancer. First, the transducer parts of CA125
immunosensors were prepared. For CA125 immunosensors, SPCEs were
electrodeposited with PTBs prepared in DES and then AuNPs (SPCE/PTBpes/AuNP). In
the second step, SPCEs were modified with MXene-COOH for HE4 immunosensors and
then AuUNPs were electrodeposited (SPCE/MXene-COOH/AuUNP). Finally, in the
preparation of AFP immunosensors, SPCEs were electrodeposited with PAADESs
prepared in DES and then AuNPs (SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AUNP).
Electrochemical, chemical, and morphological characterizations of the prepared
electrodes were performed.

In the design of CA125 immunosensors, a stable SAM layer was formed with 4-MOH
and CTES, and immunosensors were also incubated with Anti-CA125, BSA and CA125.
In the design of HE4 immunosensors, long carbon chains were formed with 6-MHA and
incubated with Anti-HE4, BSA, and HE4. In the design of AFP immunosensors,
silanization was performed with 6-MOH and APTES, and incubated with Anti-AFP,
BSA, and AFP. Optimum working conditions, analytical performances, and real sample
analysis studies of the prepared immunosensors were also performed. Immunosensor
systems developed with disposable electrodes are candidates for POCT use in the future.

2025, 149 pages

Keywords: Electrochemical immunosensors, CA125, HE4, AFP, DES, MXene-COOH,
MWCNT-COOH
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1. GIRIS

21. yiizyilin baglarina kadar kanser, hiicreye 6zgii genetik veya epigenetik kokenli bir
hastalik olarak goriilmiistiir. Buda kisiye 0zgii tedavide, kot hiicre Ozelliklerinin
incelenmesine sebep olmustur (Vitale et al. 2021). Timorler hiicresel formlarina ve
konumlarma gore derecelendirilebilmektedir. Diisiik dereceli timorler (iyi huylu
tiimdrler) yavas biiyiir, yakindaki dokulara yayilmaz ve normal hiicrelere benzerler.
Yiiksek dereceli timorler (kotii huylu tiimorler) ¢ok hizli biiylir, yayilir ve normal
hiicrelere benzemezler (Rai, 2024). Kanser, bagisikligi, metabolizmayi, sinir hiicrelerini
ve mikrobiyolojiyi etkileyen sistemsel bir hastaliktir (Liu and Shah 2022). Baska bir
deyisle kanser, insan viicudundaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde hizlica gogalmasidir
ve bu ¢ogalma hastaligin birincil nedenidir. Viicudun herhangi bir yerinde olusabilen
kanser, kosullara bagli olarak yakindaki hiicrelere de yayilabilir. Genellikle, evresine
bagli olarak iyi huylu veya kotii huylu olarak siniflandirilmasi miimkiindiir (Hamid and
Khan 2020; Hosseinzadeh et al. 2019). Iyi huylu tiimér veya kanser, baslangic evresinde
olan ve viicudun diger bélgelerine yayilmayan kanser tiiriidiir. Ote yandan kotii huylu
tiimorler, viicudun diger bolgelerine yayilma potansiyeline sahip olduklar1 i¢in oldukca
endige vericidir (Han et al. 2018). En yaygin ve tehlikeli kanser tiirleri olarak akciger
kanseri, cilt kanseri, beyin tiimorleri, yumurtalik kanseri, meme kanseri, kolorektal

kanser, prostat kanseri ve kan kanseri olarak 6rneklendirilebilir (Rai, 2024).

Kanser erken bir asamada tespit edilirse, uygun tedavi kullanilarak tamamen
tyilestirilebilir. Hastalarin uygulanan tedaviden olumlu sonu¢ almasimi saglamak igin
kanserli dokuyu erken bir asamada yiiksek hassasiyetle tanimlayabilen bir yontemin
gelistirilmesi gerekmektedir. Kanserin erken evrelerinde tespiti ve tedavisi ¢ok onemlidir
ve bircok hayat kurtarabilir. Ancak teshiste herhangi bir hata veya gecikme bircok
hastanin hayatin1 kaybetmesine neden olabilir. Bu sebeple kanserin erken teshisi hayati

onem tasimaktadir (Han et al. 2018; Rai, 2024).



1.1 Yumurtahk Kanseri

Yumurtalik kanseri (OK) yumurtaliktaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
biiyiimesi ve boliinmesi ile baslayan kanser tirtidiir (Sekil 1.1) (Ghose et al. 2024).
Jinokolojik kanser tiirleri arasinda en dliimciil olanidir. Vakalarin ¢ogu ileri evrede teshis
edildigi i¢in gerekli 6nlemler alinamaz ve hastaligin ilerlemesine sebep olur (Arora et al.
2021).

Fallop Tiipii

Y tallk
umurtalh Yumurtahk Kanseri

Rahim Agz

Vajen

Sekil 1. 1 Yumurtalik kanserinin yeri

Gilinimiizde kullanilan mevcut erken tan1 yontemleri, timor biyobelirteg analizleri, tam
pelvik muayene (rahim, yumurtaliklar ve pelvik organlarinin elle muayenesi) ve
transvajinal ultrason (TVUS) olarak ii¢ asamali bir degerlendirmeyi igerir. Erken teshis
onemli bir zorluktur, ¢iinkii kadinlar belirti gostermeyen (latent) semptomlar nedeniyle
hastaliklarinin seyri sirasinda yeterince erken tibbi yardim almayabilir ve vakalarin
%?20'sine kadar1 tamamen gozden kagabilir. Bununla birlikte, teshis edilen epitel OK
hastalarmin yaklasik %6-15'inde tespit edilen meme kanseri (BRCA) genlerinde germ
hatt1 patojenik varyantlar1 vardir. BRCA varyantlarina sahip oldugu tespit edilen
kadinlarin yasam boyu riski %10-60 artmistir. OK’y1 erken teshis etmek ve vakalarin
sagkalim siirecini artirmak i¢in, yeterince hassas ve 6zgiil biyobelirteclere ihtiyac vardir

(Ghose et al. 2024).


https://doi.org/10.1177/17588359241233225
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1.2 Yumurtahk Kanseri Biyobelirtecleri

Biyobelirtegler sistematik olarak bir dizi kategoriye gore siniflandirilabilir. Ulusal Kanser
Enstitiisii (NCI) Kanser Terimleri Sozliigline gore biyobelirte¢ tanimi, "kanda, diger
viicut sivilarinda veya dokularda bulunan ve normal veya anormal bir siirecin veya bir
durumun veya hastaligin isareti olan biyolojik bir molekiil" anlamima gelmektedir
(Surinova et al. 2011). Son 40 yilda, OK'nin Kklinik izlemesini ilerletmek igin birgok
biyobelirteg arastirilmistir. Bunlarin basinda, Kanser Antijen 125 (CA125), Insan
epididim proteini 4 (HE4), Alfa fetoprotein (AFP) ve Mezotelin (MSLN) gelmektedir.

1.2.1 CAl125

Mucinl6 (MUCI16) olarak da adlandirilan CA125, ~2,5 megadalton (MDa) molekiiler
kiitleye sahip biiyiik bir glikoproteindir ve Sekil 1.2°de gosterilmistir (URL 1) (Charkhchi
et al. 2020). CA125 antijeninin normalde viicutta birden ¢ok yerde bulundugu
bilinmektedir. Saglikli kadmlarin servikal mukusunda bulunur ve muhtemelen
endoservikal hiicrelerden tretilir ve salinir. CA125 gelismekte olan fetiisiin amniyotik

stvisinda ve koryonik membraninda da yiiksek miktarda bulunur (Charkhchi et al. 2020).

Sekil 1. 2 CA125 antijeninin 3 boyutlu yapisi

CA125 epitel OK’y1 taramak i¢in kullanilan giivenilir bir biyobelirteg olmustur ve
yumurtalik kanseri hiicrelerinde CA125’in eksperse edildigi bilinmektedir (Zhang et al.
2021). Ulusal Saglik ve Bakim Enstitiisii tarafindan yayilanan epitel OK teshisinde



CA125 igin verilen referans aralig1 0-35 U mLY’dir (Ghose et al. 2024). CA125, OK'nin
teshisi i¢in 1981 yilinda ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk ve en
yaygin olarak bilinen serum biyobelirtecidir. Ancak, OK tarama yontemleri igerisinde
kesinligi daha az olan biyobelirtegtir. Jinekolojik dokuda bulunan bir glikoproteindir,
ancak iyi huylu durumlarda ve yumurtalik dist kotii huylu tiimérlerde de yiikselir. Bazi
OK alt tiplerinde CA125 seviyeleri tespit edilemez veya orta diizeydedir. CA125
seviyelerinin evre I karsinomlu hastalarda duyarliligi %23-50 daha da diisiik oldugu
bilinmektedir (Ghose et al. 2024). Bu sebeple OK’nin erken teshisinde CA125 ile birlikte
yeni biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmustur.

1.2.2 HE4

HE4 peynir alt1 suyu asidik proteinidir ve Sekil 1.3°te gosterilmistir (URL 2). 20g12-13.1
kromozomundaki WAP Dort Disiilfiir Cekirdek Alan1 2 (WFDC2) geni tarafindan
kodlanir. Hiicre dis1 proteinaz inhibitorlerine homolog bir diziye sahip WAP tipi dort
disiilfiir ¢cekirdek alani igerir. Disi lireme sistemi de dahil olmak tizere ¢esitli dokularin
epitelinde eksperse edilir (Behrouzi et al. 2021). Son ¢alismalar HE4’iin endometriyal
karsinom (EK) proliferasyonunu, invazyonunu ve bilyiimesini artirdigini gdstermistir

(Behrouzi et al. 2021).

P——
- .

Sekil 1. 3 HE4 antijeninin 3 boyutlu yapis1



HE4, OK’nin tespiti i¢in 2008 yilinda FDA tarafindan onaylanmis serum biyobelirtecidir.
Yas, adet dongiisii, sigara kullanimi, bobrek yetmezligi ve diger maligniteler, 6zellikle
iireme kokenli olanlar ve ayrica solunum yolu kanserleri gibi g¢esitli yumurtalik dis1
faktorlerle de serum HE4 seviyeleri yiikselebilmektedir. HE4, yas ve menopoz durumu
ile dnemli dlgiide arttigindan, menopoz dncesi ve sonrasi kadinlar i¢in farkl esik referans

degerleri kullanilir ve menopozlu kadinlarda daha yiiksek bir esik degeri temel alinir.

CA125'in aksine HE4, OK’y1 iyi huylu timorler gibi diger iyi huylu yumurtalik
kitlelerinden ayirt etmede daha iyidir. Tek basina erken teshis araci olarak kullanimi
siirli olsa da, diger biyobelirteglerle birlikte kullanildiginda 6nemli bir rol oynayabilir
(Ghose et al. 2024). HE4, OK’nin teshisinde serum CA125’¢ kiyasla iistiin duyarlik ve
ozgiillik gostermektedir. Hastaligin siddeti, sag kalim ve tekrarlamanin histopatolojik
belirtegleriyle korelasyon gosterdigi bulunmustur. Bu nedenle HE4, iimit verici bir non-

invaziv biyobelirtegtir (Degez et al. 2021).

1.2.3 AFP

AFP, kromozom 4q25'teki AFP geni tarafindan kodlanan 70 kilodaltonluk (kDa) tek bir
polipeptittir ve Sekil 1.4’te gosterilmistir (URL 3). AFP'nin eser miktarlari bobreklerde
ve fetiisiin gastrointestinal sisteminde sentezlenir (Ozcan vd. 2024). AFP, genellikle
karaciger kanseri (0zellikle hepatoselliiler karsinom) ve germ hiicreli tiimorlerin
teshisinde ve izlenmesinde kullanilan FDA onayli bir biyobelirtegtir. Ayrica, obstetrik
alanda, anne serumunda AFP diizeyleri noral tiip defektleri ve Down sendromu gibi fetal
anormalliklerin taranmasinda kullanilir (Sekil 1.4) (Heiat and Negahdary 2019; Shan et
al. 2024).



Sekil 1. 4 AFP antijeninin 3 boyutlu yapisi

HCC kronik karaciger hastaliklar1 ve sirozu olan hastalarda ¢ok sik goriilen kanser
tirlerinden biridir (Yaiwong et al. 2023). HCC olan hastalarda AFP i¢in serum pozitifligi
%75-80'dir. Saglikli insanlarda AFP konsantrasyonu yaklasik 25 nanogram/mililitredir
(ng/mL) (Liu et al. 2017; Shan et al. 2024). Yetiskin serumunda yiiksek AFP diizeyleri
biiyiik olasilikla kotii huylu bir hastaligin belirtisidir ve birincil HCC’nin spesifik bir
tanisal klinik gostergesi olarak kullanilabilir (Shan et al. 2024). Serumdaki AFP seviyesi
aynt zamanda yumurtalik tiimorlii lezyonlarin bir belirteci olarak da kullanilabilir.
Bununla birlikte tedavi yanitinin degerlendirilmesinde ve olasi hastalik tekrarinin

izlenmesinde fayda saglamaktadir (Ferraro et al. 2019).

1.2.4 Diger biyobelirtegler

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) biyobelirteci, anjiyogenezle iliskili
biyobelirtegler arasinda yer alir. Anjiyogenez, vaskiiler endotel hiicrelerinin uyarilmasi
yoluyla yeni damarlarin gelisimini igerir. OK dahil olmak {izere kat1 tiimdrlerde tiimor
ilerlemesine katki saglamaktadir. Anjiyogenez siirecinde tanimlanan en Onemli
biyobelirteg VEGF'dir. VEGF ailesi, VEGF-A, B, C, D ve plasental biiylime faktorii
(PIGF) proteinlerini icerir (Ghose et al. 2024) . Bir diger biyobelirteg olan osteopontin
(OPN), hiicre yapisma proteini olarak islev goren ve sitokin Ozellikleri olan bir
ekstraseliiller matris glikoproteinidir. Yara iyilesmesi, inflamasyon, makrofaj

diizenlemesi ve timdr yayilmasindaki rolii rapor edilmistir (Ghose et al. 2024).



MSLN ise mezotel hiicreleri tarafindan salgilanan zarla gevrili bir yiizey glikoproteinidir
ve Ozellikle mukuslu olmayan alt tipler arasinda OK’da serum MSLN seviyeleri
artmaktadir (Ghose et al. 2024). interlokin-6 (I1L-6), timdr mikrogevresini degistirebilen
ve VEGF'nin asir1 ekspresyonu yoluyla anjiyogeneze yol agabilen proinflamatuar bir
sitokindir. IL-6, siipheli yumurtalik kitlelerinin taranmasi igin bir tani aract olarak
arastirtlmistir. Serum IL-6 diizeyleri yliksek dereceli serum OK'da daha yiiksektir. 1L-6,
CA125 ve HE4 biyobelirteglerle birlikte kullanildiginda, artan duyarlilik, 6zgiilliik,
tanisal dogruluk, genel ongorii olasiligl ve daha diisiik yanlis pozitifler vardir (Ghose et
al. 2024).

1.3 Yumurtahk Kanseri Biyobelirteclerinin Tayin Metotlari

Bazi kanser hastalarinda biyobelirtecler tiimorlerde, kanda, idrarda, diskida, diger viicut
stvilarinda veya dokularda bulunabilir. Timor biyobelirtecleri, kanser hakkinda
saldirganlig1, yanit verebilecegi tedavi tiirli veya tedaviye yanit verip vermedigi gibi
bilgiler ortaya ¢ikarabilir (Pilvenyte et al. 2023). Kromatografiye dayali birlesik teknikler
biyokimyasal aragtirmalarda uygulanmaktadir. Kanser hiicresi biiyltimesinin hiicre ici
metabolizmasi tanimlanabilmektedir (Katuzna-Czaplinska and Jozwik, 2014). Ugucu
Organik Bilesikler (VOC’ler), normal kosullarda diisiik molekiil agirligi, disik
kaynama noktasi ve/veya yiiksek buhar basinci gibi bazi 6zelliklere sahip, kararh
kimyasal molekiiller olarak bilinir. VOC’ler nefes, idrar, diski ve terde yayilabilir ve
tespit edilebilir. Gliniimiizde farkli hastaliklarin teshisinde gelistirilen, kromatografiye
dayali birlesik teknikler VOC’lerin kullanimina olan ilgiyi artmaktadir (Lubes and
Goodarzi, 2018). Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) ile insan viicut
stvilart (tikiirik, ter vb.) kullanilarak analiz yapilmaktadir. GC-MS'in, 6zellikle insan
viicut sivilart lizerinde yapilan arastirmalarda uygulandiginda bir¢ok avantaja sahip
oldugu bildirilmistir (Kaluzna-Czaplinska and Jozwik 2014). GC-MS disinda organik
bilesiklerin incelenmesi i¢in kullanilan diger kromatografik teknikler, Sivi Kromatografi-
MS (LC-MS) ve LC-MS/MS'dir. Ornegin LC-MS idrar 6rneklerini analiz etmektedir.
Fakat bu yontemlerde kullanilan teknikler ¢ok maliyetli ve zaman alicidir (Katuzna-
Czaplinska and Jozwik 2014). Kromatografik metotlar disinda, Enzim bagh
immunosorbent testi (ELISA) kanser biyobelirteglerinin teshisi i¢in kullanilan kitlerdir
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ve Sekil 1.5’te gosterilmistir (URL 4). ELISA genellikle 96 kuyulu plakalarda
gerceklestirilir.

S9%9 Y
5NN Y
IR )3 )
. 5
2089
& SNvE
o e
‘NSJ

Sekil 1. 5 96 kuyucuklu ELISA kiti

Bu tiir kitlerde, 96 kuyulu plakalar genellikle fiziksel adsorpsiyon yoluyla plakanin
kuyularma kaplanmis birincil bir antikor ve ardindan spesifik olmayan baglanmayi
onlemek icin bloke etme ile birlikte gelir. Kitler ayrica ¢alisma prosediirleri de saglar.
Kisaca, bir antijen 6rnegi 6nce antikor-antijen kompleksi olusturmak i¢in gereken siire
boyunca kuyudaki birincil antikorlarla inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra, plaka
genellikle kit saglayicisi tarafindan saglanan yikama tamponu ile yikanir. Antijen-antikor
kompleksi yikandiktan sonra enzim etiketli tespit antikoruyla inkiibe edilerek antikor-
antijen-antikor sandvici olusturulur. Istenilen siire inkiibe edildikten sonra yikama
tamponuyla yikandiktan sonra kompleks enzim substrati ve indikatér boyayla inkiibe
edilir. Inkiibasyon sirasinda enzimatik reaksiyon, optik okuyucu kullanilarak yapilan
Ol¢iimde absorbans degerini saglayan indikatdr boyanin renginin degismesiyle
sonuglanir. Standart ¢ozelti kalibrasyonuyla karsilagtirildiginda absorbans degeri analitin
konsantrasyonunu verir. Test prosediirii olduk¢a uzundur ve genellikle pahali bir optik
okuyucu gerektirir (Arya and Estrela 2018). Ayrica, ELISA genellikle tek bir
biyobelirteci 6lgmekte, birden fazla biyobelirteg dlgililecekse 6rnek hacmi gereksinimleri
onemli dl¢lide artmaktadir. ELISA analiz yonteminin performansini etkileyebilecek diger
faktorler: kati fazin tekdiizeligi, reaktiflerin kararliligi, ¢esitli hacimler icin pipetlerin
secimi ve kalibrasyonu, plaka yikayici, 6n analitik 6rnek isleme ve kit saklama kosullar

olarak siralanabilir (Gug et al. 2019).



Serumda biyobelirteglerin teshisi i¢in kullanilan diger immunolojik analizler ise
kemiliiminesans immunoassay (CLIA) ve goriintilleme verilebilir. Bu tekniklerinde
sinirlt dinamik aralik, uzun bir inceleme siiresi, pahali bir maliyet ve yetenekli bir uzmana
ihtiyag duyma gibi dezavantajlar1 vardir (Li et al. 2020). Sekil 1.6’da geleneksel

metotlarin sematik gosterimi verilmistir.

Geleneksel
metotlar
Kromatografik Immiinolojik
analizler analizler
. GC-MS . ELISA
. LC-MS . CLIA
. LC-MS/MS

Sekil 1. 6 Geleneksel metotlarin sematik gdsterimi

Hizli test edilebilen, kullanim1 kolay ve son derece hassas ve dogru bir test gelistirme
amaciyla, immunosensorler son zamanlarda ¢ok fazla ilgi gérmiistiir (Ozcan vd. 2024).
Immiinosensdrler ve immunolojik analizler arasinda hassas bir ayrim vardir; bir
immunolojik analiz sistemi, antijenin taninma siirecinin bagka bir yerde gerceklesmesi
anlaminda antikor ve antijen arasindaki etkilesime dayanir. Ancak immunosensorlerde
immunokompleksin olusumu ve tani ayni platformda gerceklesir (Mollarasouli et al.
2019). Elektrokimyasal immunosensorler, son derece diisiik tespit sinirlariyla ultra hassas
olarak bilinmektedirler. Bahsedilen immunolojik testlerin kolaylik ve pratiklik agisindan

oniine gegmistir (Ozcan vd. 2024).



1.4 Elektrokimyasal immunosensérler

Immunosensér, antikor ve karsilik gelen antijen arasindaki etkilesimlere dayanan bir tiir
afinite biyosensoriidiir. Antikor ve antijenin baglanmasi, kalorimetrik (Marrazza et al.
2024), elektrokimyasal (Zhang et al. 2023), optik (Ma et al. 2023)ve kiitle degisimine
dayali yontemler (Rabbani et al. 2024) gibi farkli transdiiksiyon (sinyal) teknikleri
kullanilarak o6lgiilebilir. Bu yontemler arasinda diisiik enstriimantasyon maliyeti, yiiksek
hassasiyeti, minyatiirlestirme kolaylig1 ve yerinde analizler i¢in taginabilirlik potansiyeli

nedeniyle elektrokimyasal yoéntemler en pratik olanidir (Ozcan vd. 2024).

Elektrokimyasal immunosensdrler genellikle, antikor ve antijen arasindaki baglanmadan
kaynaklanan akimlarin ve/veya direncin 6lgiilmesine dayanan, elektrot yiizeyindeki bir
tanima elemaninin (antikor veya antijen) sabitlestirilmesi yoluyla hazirlanir (Wan et al.
2013; Mollarasouli et al. 2019). Elektrokimyasal immunosensorler, elektrik sinyalinin
tiiriine baglh olarak amperometrik, potansiyometrik, kondiiktometrik ve impedimetrik
olarak smiflandirilabilir. Amperometrik immunosensorlerde ¢alisma elektroduna sabit bir
potansiyel uygulanarak elektroaktif bir tiiriin yiikseltgenmesini veya indirgenmesini takip
ederek akimin 6l¢giilmesi prensibine dayanir. Antikor veya antijenler elektroaktif olmadigi
icin biyobelirteclerin tespiti i¢in bir yanit elde etmek amaciyla elektroaktif etiketlerin
veya medyatorlerin kullanilmasi gerekir. Potansiyometrik immunosensorlerde, antikor ve
antijen arasinda olusan immunokompleks potansiyel degisiminin 6l¢iilmesine dayanir.
Bu 6l¢iim sisteminde analitlerin potansiyel farklarinin az olmasi sebebi ile girisim etkisi
gostermektedir. Kondiiktometrik immunosensorler, iletkenlik ile biyo-tanima olay1
arasindaki iligkiye dayanmaktadir. Biyo-tanima elemani ile antijen arasinda reaksiyon
meydana geldiginde, iyonik tiir konsantrasyonundaki degisiklik nedeniyle ¢6zeltinin
iletkenligi degisir. Ote yandan, enzimle etiketlenen antikorlar numune ¢dzeltisindeki
antijenlerle konjuge edildiginde destekleyici elektrolitin iletkenligi degisir, antijen-
antikor kompleksinin elektrot yiizeyini bloke etmesinin inhibe edici etkisiyle enzimin
performansi durur. Bu sinyal bir ohmmetre veya multimetre ile oOlgiilebilir.
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), impedimetrik immunosensorlerin
olgiim sisitemini olusturur. Ozellikle etiketsiz tespit igin kimyasal sensdrler ve

biyosensorlerde yiizey karakterizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli ve kullanish
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bir metottur. Ek olarak, elektrot/elektrolit arayiiziinin DNA'lar, proteinler, antikorlar,
antijenler, iyonlar vb. gibi molekiiller arasindaki baglanma kinetiginin incelenmesi i¢in
kullanilabilir. EIS'nin temel etkisi, genellikle 5 veya 10 milivolt (mV)'luk kiigiik bir
bozulma ile genis bir frekans araliginda sabit bir alternatif akim (AC) potansiyelinin
uygulanmasina dayanir. Sonuglar daha sonra, empedansin sanal kismmin (=Z")
empedansin gergek kismina (Z') gore ¢izildigi bir Nyquist grafigi vermektedir. Sekil
1.7’de (URL 5) tipik bir Nyquist grafigi gosterilmektedir.
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Sekil 1. 7 Nyquist grafigi

Bu tip immunosensor, bagka bir etikete ihtiyag duyulmadan dogrudan antikor-antijen
etkilesimini inceler, bu sebeple hedef biyobelirteglerin tespiti i¢in ¢ok uygundur. Bu tip
immunosensorlerin avantajlar1 basit ve hizli tespit, diisiik maliyet, ¢evresel kosul
degisikliklerinden etkilenmeme, numune 6n islemi olmamasi ve ¢ok g¢esitli analitlerin
tespiti i¢in uygulanabilmesidir. Sonu¢ olarak elektrokimyasal immunosensorler
basitlikleri ve 6zellikle taginabilir olmalartyla 6n plana ¢ikmaktadir (Mollarasouli et al.
2019).

Kanser biyobelirte¢lerini 6l¢mede elektrokimyasal 6l¢iim sistemleri hizli, dogru ve hassas
erken teshis saglayabildikleri, kanser metastazin1 ve anjiyogenezisini izleyebildikleri,
antikanser kemoterapi ilaglarinin etkinligini invaziv olmayan bir sekilde dlgebildikleri ve
analiz edebildikleri i¢in alternatif yontemler olma potansiyeline sahiptir. Elektrokimyasal

yontemlerin diisiik maliyet, basitlik, minyatiirlestirilmelerinin ve seri iiretimlerinin daha
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kolay olmasi gibi avantajlart vardir. Ayrica evde veya doktor muayenehanesinde
minyatiir cihazlar olarak da kullanilabilirler. Bu nedenle 6nemli ilgi gormiislerdir ve
yuksek secicilige sahip kanser belirteglerinin tespiti i¢in ultra hassas elektrokimyasal

immunosensorler gelistirmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Cui et al. 2019).

1.4.1 Etiketli ve etiketsiz elektrokimyasal immunosensorler

Etiketsiz immunosensorler, dogrudan antijen-antikor kompleksi olusumundan
kaynaklanan fiziksel veya kimyasal degisiklikleri tespit edebilir (Sekil 1.8A). Bu tip
immunosensorde, etiket kullanmaya gerek yoktur. Hizli ve ger¢ek zamanli analiz i¢in
uygulanabilir. Bu nedenle, etiketsiz immunosensorlerin klinik yaklagimda uygulanmasi
son yillarda giderek daha fazla tercih edilir hale gelmistir (Mollarasouli et al. 2019).
Bununla birlikte, etiketsiz immunosensorler, ikincil antikor talebi olmadigindan, etiketli
stratejilere kiyasla daha basit ve diisiik maliyetli analizler gergeklestirilmesi sebebiyle
tercih edilmektedir (Haji-Hashemi ef al. 2019).

Etiketli immunosensorler, bir veya birkag etiketten Tlretilen sinyale dayali
immunosensorlerdir (Sekil 1.8B). Etiketli immunosenesorlerde etiket olarak enzim
(yaban turpu peroksidazi, glikoz oksidazi ve alkalin fosfataz gibi) ve prusya mavisi gibi
floresanli boyalar, altin nanopartikiiller (AUNP) veya farkli kuantum noktalar1 (QD'ler)
gibi ¢esitli nanomalzemeler sinyali yiikseltmek i¢in kullanilabilir. Etiketli
immunosensorlerde, etiketler bir elektron transferi elde etmek igin bir antikor veya
antijene baglanabilir ve 6l¢iim sirasinda tespit edilen etiket sayisinin hedef analit sayisina
karsilik geldigi varsayilir. Ancak biyomolekiilii etiketlemenin antijen antikor baglanma
verimliligini diislirmesi, kullanilan antikor,enzim gibi etiketlerin maliyeti arttirmasi ve
yapilan analiz siiresinin artmasi gibi dezavantaji vardir (Fowler et al. 2008; Mollarasouli
et al. 2019).
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Sekil 1. 8 Etiketsiz (A) ve etiketli (B) immunosensorler

1.4.2 Yiizey baskih elektrotlar (SPE)

Serigrafi baski teknigiyle elektrot basimi son zamanlarda giderek artmaktadir. Bu
teknikle elektrotlar plastik veya seramik alt tabakalar tizerine farkli miirekkep tiirlerinin
(karbon ve altin vb. gibi metalik miirekkep) basilmasiyla iretilmektedir ve yerinde
analize imkan taniyan elektrokimyasal 6lg¢timlerde kullanilmaktadir. SPE’lerin ¢esitli
elektrokimyasal sensorlerde ve biyosensorlerde doniistiiriicii olarak kullanimi giderek
artmaktadir. SPE’ler (biri ¢aligsma elektrodu (CE), biri referans elektrot (RE) ve biri karsit
elektrot (KE) olmak tizere tiglii bir sistemden olugsmaktadir (Sekil 1.9). Baski makineleri
ile gok ucuz ve hizli bir sekilde seri iiretim yapilabilmektedir (Wahyuni et al. 2021).
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Sekil 1. 9 SPE’lerin yapist

SPE’ler basitlikleri, tagmabilirlikleri, diisiik maliyetleri ve seri iiretimlerinin kolayligi
nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir (Zhou et al. 2022). Ozellikle yerinde ve gergek zamanli
tespite olan talebin artmasi (Holmes et al. 2019) 1s1iginda, SPE’nin avantajlar1 oldukg¢a
onemli hale gelmistir. Ne yazik ki, gesitli iletken materyallerle modifiye edilmemis
SPEmin zayif elektrokimyasal 6zellikleri, 6zellikle karmasik dogal numuneler igin
dogrudan tespit uygulamalarin1 siirlamaktadir. Bu nedenle, SPE'nin performansini
iyilestirmek i¢in bir¢ok ¢aba sarf edilmistir (Zhou et al. 2022). Bu malzemeler arasinda,
karbon nanomalzemeler, 6zellikle grafen (GR) ve karbon nanotiipler (CNT'ler) olmak
tizere dikkate deger fiziksel/kimyasal Ozellikleri nedeniyle giderek artan bir ilgi
gormektedir (Divya et al. 2021; Xie et al. 2021). Karboksil fonksiyonlu ¢ok duvarli
karbon nanotiipler (MWCNT-COOH) miikemmel elektriksel iletkenlikleri ile
bilinmektedirler (Kumar et al. 2023). Buna ek olarak iyi mekanik mukavemet,
ayarlanabilir fotonik 6zellikler, fonksiyonel gruplarla yiizey modifikasyonunun kolaylig
ve metal veya organik bilesenlerle konjuge olma yetenegi gibi olaganiistii 6zelliklere
sahiptir (Kumar et al. 2023). Bu essiz 6zellikleri nedeniyle tez ¢alismasinda MWCNT-
COOH, yiizey baskili karbon elektrotlarin (SPCE) yiizey modifikasyonunda
kullanilmistir. Karbon temelli malzemeleri ek olarak son yillarda biiyiik ilgi goren
MXene’de yine bu tez c¢alismasinda SPCE’lerin modifikasyonunda kullanilmistir.
MXene 3 boyutlu yapist ve fonksiyonel gruplarla rahatlikla islevsellestirilebilmesi
Ozellikleri ile de 6n plana ¢ikmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda MXene-COOH, SPCE’lerin
yiizey modifikasyonunda kullanilmistir. MXene-COOH iizerine AuNP modifikasyonu

sonrast bu iki materyalin sinerjik etki gostermistir.
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Tez kapsaminda derin otektik coziiciiler (DES’ler) ise fenazin boyalarinin ¢oziiclisii
olarak kullanilmigtir. DES, hidrojen bagi alicisi (HBA) ve bir hidrojen bag1 vericisi
(HBD) karistirilarak erime noktasinda biiyiik bir diisiis olan ¢6ziiciilerdir. Bu 6zellikleri
sebebi ile sulu ¢ozeltilerde c¢oziinemeyen tirler rahatlikla DES igerisinde
hazirlanabilmektedir. DES basit bir yesil yontem ile hazirlanmaktadir ve toksik olmamasi
ile dikkat ¢cekmektedir (Brett, 2024). DES igerisinde hazirlanan fenazin boyalari ile
yapilan elektropolimerizasyon islemi diger sulu ¢ozeltiler ile yapilan
elektropolimerizasyona gore daha iyi performans sergilemektedir. Tez calismasinda
kullanilan fenazin boyalart olan Toluidin mavisi ve Azur A’da DES igerisinde
hazirlanmistir. Fenazin boyalarinin iletken oldugu bilinmektedir (Brett, 2024). Tez
caligmasinda bu monomerlerin elektropolimerizasyonu gergeklestirilmistir ve yiizeyde
kararli polimerler olusturulmustur. Polimerler SPCE’lerin elektroaktif yiizey alanini

genisletmis ve immunosensoriin performansini arttirmistir.

1.4.3 Hasta basi testleri

Hasta basi testleri (POCT), hizli ve yerinde tespitteki belirgin avantajlari nedeniyle son
zamanlarda biiyiik ilgi gérmektedir. POCT, tasinabilir analitik bir cihazdir. Dogrudan
numuneyi yerinde olgebilmektedir. Kullanilan 6l¢iim metoduna bagl olarak saniyeler
veya dakikalar iginde analiz gergeklesebilmektedir. Geleneksel tespit stratejisiyle
karsilastirildiginda, POCT daha hizli, uygun fiyathi ve kullanict dostudur (Wang et al.
2024). Uretim teknolojisinin gelismesiyle birlikte, ¢esitli analitlerin teshisi icin bir dizi
POCT cihaz iiretilmistir. Kagit tabanli analitik cihazlar (PAD'ler) (Singh et al. 2018),
mikroakiskan cihazlar (Sachdeva et al. 2021), mikroakiskan kagit tabanli analitik
cihazlar (uPAD'ler) (Cate et al. 2015) ve mikrodiziler (Hu et al. 2014) yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wang et al. 2024).

POCT giinlimiizde bir¢ok alaninda kullanilmaya baglanmistir (¢evre, saglik ve gida gibi).
Ozellikle saglik sektoriinde hastaligin teshisi, izlenmesi ve saglik hizmetlerine sundugu
pratiklik ve ekonomikligi ile 6n plana ¢ikmistir (Bilgi Kamag vd. 2023a). POCT ’ler,
biyosensor sistemleri ile entegre edildiginde, yiiksek 6zgiilliikte hizli yanit ve taginabilir
olmas1 gibi avantajlar saglayabilmektedir. Tek kullanimlik olan SPE’ler pratik olmalari

sebebiyle biyosensor sistemlerinde siklikla kullanilmaktadir. Bu elektrotlarin POCT
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cihazlar1 ile birlikte kullanim1 ise ¢evre, saglik ve gida alanlarinda pratik, disiik
maliyetli ve basit bir sistemle uzman gerektirmeden analizler yapilmasina olanak

taniyabilmektedir (Bilgi Kamag vd. 2023a).
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2. LITERATUR OZETIi

Yumurtalik kanseri erken evrelerde yumurtaliklarda baslayip sonlara dogru karmn
bolgesine kadar yayilabilmektedir. Yumurtalik kanseri karin bolgesine ilerleyene kadar
genellikle herhangi bir fiziksel belirti gostermedigi igin teshis edilmesi zordur ve 6liimle
sonuglanabilir. Eger hastalik erken evrelerde teshis edilebilirse tedavi siirecinde daha
olumlu sonuglar almak miimkiindiir (De La Franier and Thompson, 2019; Phung et al.
2023; Ban et al. 2024). Yumurtalik kanseri biyobelirte¢leri hastaligin erken evrelerinde
kan serumundaki seviyelerine bakilarak kolaylikla tayin edilebilmektedir (Ozcan vd.
2024) Yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in kullanilan biyobelirteglerin basinda da
CA125, HE4 ve AFP gelmektedir. Kan serumundaki normal seviyeleri bu sebeple 6nem
arz etmektedir. Asagida CAI125, HE4 ve AFP biyobelirtegleri i¢in normal serum

diizeyleri verilmistir.

CA125 normal serum seviyesi: 0-35 unit/mililitre (U mL™) (Bilgi Kamag vd. 2023a;
Runprapan et al. 2023)

HE4 normal serum seviyesi: 70-140 pikomolar (pM) (Bilgi Kamag vd. 2023a)

AFP normal serum seviyesi: 25 ng mL* (Ozcan vd. 2024)

Bu biyobelirteglerin analizi igin ELISA (Scholler et al. 2006), kemiliiminesans (Chu et
al. 2017), floresanslar (Hamd-Ghadareh et al. 2017), elektrokemiliiminesans (Xu et al.
2012) ve radyoimmunokimyasal analiz (Klug et al. 1984) teknikleri ile tespit
edilmektedir. Bu teknikler daha karmasik bir analiz siirecini igerir ve genellikle antikorun
veya antijenin etiketlenmesini gerektirir (Runprapan et al. 2023). ELISA gibi yontemler
hala kullanilsa da daha hizli, pratik, minyatiirlesmeye uygun, daha hassas ve secici
yontemlere ihtiyag duyulmustur (Runprapan et al. 2023). Etiketli ve etiketsiz
elektrokimyasal immunosensorler geleneksel yontemlere gore daha hassas ve segicidir.
Giliniimiizde yumurtalik kanserinin erken teshisinde kullanilan biyobelirteclerin tayini
icin basit, hizli ve pratik elektrokimyasal immunosensor sistemleri kullanilmaktadir.
Etiketli CA125, HE4 ve AFP immunosensoérlerinin yumurtalik kanserinin erken teshisine

yonelik ¢caligmalardan asagida bahsedilmektedir.
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Literatiirde etiketli CA125 immunosensorleri ile ilgili yakin zamanda calismalar
yapilmistir. Qu ve arkadaslar1 dual metal—organic framework (MOF)/MXene kullanarak
sandwich tipi elektrokimyasal CA125 immunosensorii gelistirmisler ve diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) metodu ile CA125 tayini gergeklestirmislerdir. Gelistirilen CA125
immunosensériiniin dogrusal aralig1 0,2-1000 U mL tespit limiti ise 0,006 U mL* olarak
bildirilmigtir. Calismada etiketli antikor kullanilmis ve gelistirdikleri immunosensor
olduk¢a maliyetli hale gelmistir (Qu et al. 2023). Etiketli CA125’in elektrokimyasal
tayini i¢in yapilan ¢alismalardan bir digeri ise Krathumkhet ve arkadaglar1 tarafindan
2023 yilinda gergeklestirilmistir. Calismada Indiyum kalay oksit (ITO) elektrot karbon
miirekkep/karbon dot/¢cinko oksit iletken kompoziti ile modifiye edilmistir. BSA ve
antijen adimlarindan sonra kullanilan Giimiis@polipiroliin (Ag@PPy) nanokompoziti ise
redoks aracist olarak kullanilmis ve DPV metodu ile CA125 tayini gerceklestirilmistir.
Tasarlanan immunosensérlerin dogrusal aralig ve tespit limitleri sirast ile 1 ag mL1-100
ng mL*ve 0,1 fg mL™ olarak rapor edilmistir (Krathumkhet et al. 2023). Ma ve takim
arkadaslar1 ise 2024 yilinda etiketli elektrokimyasal CA125 immunosensorii
gelistirmislerdir. Calismada camsi karbon elektrotlar (GCE’ler) polipirol (PPy)
mikrokiireler ve AUNP ile modifiye edildikten sonra antikor immobilizasyonu
gergeklestirilmistir. BSA ve CA125 inkiibasyonu sonrasinda sinyal arttirici olarak ikincil
antikor kullanilmigtir. Gelistirilen immunosensor i¢in CA125 tayini DPV metodu ile
yapilmis olup dogrusal aralign 10-100 U mL™ tespit limiti 2,4 uU mL * olarak rapor
edilmistir. Diislik tespit limitlerine ulasilan ¢alisma ikinci bir antikor kullanimi ile
maliyetli ve zaman alic1 hale gelmistir (Ma et al. 2024). Yang ve arkadaslar1 2024 yilinda
etiketli CA125 immunosensorii gelistirdiklerini rapor etmislerdir. Calismada TizCoTx-
MXene/amin fonksiyonlu karbon nanotiip (CNT-NH2) kompoziti SPCE’lerin yiizeyine
modifiye edilmis ve ardindan Anti-CA125 (Abi) inkiibe edilmistir. Hazirlanan
kompozitteki NH2 grubu ile antikor immobilizasyonu kolaylikla ger¢eklestirilmistir. BSA
modifikasyonu sonrast CA125 antijeni ve sinyal yiikseltici olarak ikincil antikor
(Ab2:Anti-CA125) kullanilmistir. Tasarlanan CA 125 immunosensoriiniin dogrusal araligi
1 mU mL™ —500 U mL* olarak rapor edilmistir. CA125 immunosensdriiniin iyi secicilik,
tekrarlanabilirlik ve uzun vadeli kararlilik sergiledigi vurgulanmis olsa da calismada
kullanilan ikinci bir antikor maliyeti arttirmistir (Yang et al. 2024). Foroozandeh ve ekip
arkadaslar1 grafit karbon nitriirler , molibden disiilfiir ve polianilin (gCsN4/MoS2/PANI)
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kompoziti hazirlamig ve GCE yiizeyine modifiye etmislerdir. Etiketli CA125
immunosensorii tasarlanmasinda metilen mavisiyle birlikte sinyal arttiric1 olarak aptamer
kullanilmistir. Tasarlanan CA125 immunosensoriiniin analizi kare dalga voltametrisi
(SWV) metoduyla yapilmis olup dogrusal aralig1 2-10 U mL™, uygulama kararliligs ise
28 giin olarak bildirilmistir. Calismada hem etiket kullanilmasi ile maliyet arttirilmis hem
de immunosensoriin dogrusal araligi yeterince gelistirilememistir (Foroozandeh et al.

2024).

Son yillarda, HE4'lin tespiti icin farkli elektrokimyasal biyoalgilama stratejileri
Onerilmistir. Tasarlanan immunosensorlerin cogu, antijene spesifik olarak baglanan ve iki
farkli antikor gerektiren bir sandvi¢ konfiglirasyon icermektedir. Tiim bu ¢alismalarda,
manyetik mikro veya nano partikiillerin ve nanomalzemelerin biyo-tahlil platformlari,
sinyal amplifikasyonu veya biyomolekiiler zenginlestirmede kullanilmaktadir (Farzin and
Shamsipur 2018). Bu ¢alismalardan bir tanesi Cadkové ve arkadaslari tarafindan 2018
yilinda yapilmistir. Calismada manyetik mikro boncuklar tizerinde elektrokimyasal sinyal
tiretimi i¢in CdSe/ZnS ¢ekirdek/kabuk kuantum dotlarini igeren enzimsiz bir sandvig
manyeto-immunosensor gelistirilmistir. Etiketli Anti-HE4CdSe/ZnS antikorlari, antijen
HE4 ve karboksilatla modifiye edilmis manyetik parcaciklar kullanilarak afinite yontemi
ile saflagtirilmistir. Gelistirilen immunosensoriin, klinik teshiste rutin olarak kullanilan
enzim bazl1 problara umut verici bir alternatif oldugu vurgulanmistir. Caligsmada sinyal
arttiric1 etiket olarak CdSe/ZnS ¢ekirdek/kabuk kuantum dotlar1 kullanilmas1 sebebiyle
zahmetli bir yontem olmasi goze carpmistir (Cadkova et al. 2018). Baska bir ¢alismada
ise trimetalik AgPtCo nanodendritler, Fes04@SiO.@Au manyetik nanokompozitlerin
elektrokimyasal sinyal okumasi i¢in redoks probu ve sinyal yiikselticisi olarak
kullanilmistir ve HE4 analizi yapilmistir. Calismada yiiksek duyarlik elde edilse de sinyal
arttiric1 etiket kullanilmasi sebebi ile pratik degildir. (Fan et al. 2019). Yan ve arkadaslari
ise sandvig tipi amperometrik elektrokimyasal bir HE4 immunosensorii tasarlamislardir.
Sinyal arttirict olarak kullanilan bimetalik Au@Pd kestane sekilli nanoyapilar (Au@Pd
USs) calismada iyi bir katalitik etki gostermistir. HE4 immunosensdriiniin uygulama
kararlilig1 ise 4 hafta olarak belirtilmistir (Yan et al. 2019). Baska bir ¢alismada ise
HE4’iin fotoelektrokimyasal tayini i¢in Nbs@nPCN-224 (nanobody@nanosfer) sinyal

arttirict olarak kullanilmistir. Ancak bu ¢alismada da HE4 immunosensoriiniin uygulama
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kararliliginin 14. giine kadar devam ettigi bildirilmistir (Chen et al. 2020). Han ve
arkadaglar1 ise etiketli HE4 immunosensorii tasarlamislardir. Sinyal arttirict olarak
kullanilan karbon dotlarin (CD), (karbon kaynagi olarak folik asit, nitrojen ve kiikiirt
kaynagi olarak tiyoiire iceren tek asamali bir solvotermal reaksiyon kullanilarak 9%85,6'l1ik
bir kuantum verimiyle) sentezlendigi bildirilmistir. HE4 antijenine 6zgii yakalama HE4
antikoru (Ab), amid konjugasyonu yoluyla sentezlenmis ve CD'lerin ylizeyine kovalent
olarak baglanmistir. Giimiis nanopartikiillerin (AgNP), Ab ile baglanarak sinyal
amplifikasyon elemanlar1 olarak kullanildig: bildirilmistir (Han et al. 2021).

Li ve arkadaslart 2022 yilinda etiketli AFP immunosensorii gelistirmislerdir.
tasarlamislardir. Calismada GCE’ler zeolitik imidazolat iskeleti ile dekore edilmis
AuNP’ler (AuNPs@ZIF-8) ve MWCNT’ler ile modifiye edilmigtir. AFP
immunosensériiniin dogrusal aralig: 0,1- 100000 pg mL™, tespit limiti ise 0,033 pg mL™*
olarak rapor edilmistir ve DPV metodu kullanilmistir. Sinyal yiikseltici olarak AFP-
spesifik nanobody (A1) ile C4-baglayici proteinin (C4bp o) muamelesi ile AFP heptamer
flizyon proteini (A1-C4bp o) kullanilmistir. Yiiksek afiniteye sahip A1-C4bp a
heptameri, ¢ok sayida AFP'yi yakalamak i¢in molekiil tanima probu olarak kullanilmistir
ve immunosensoriin duyarliligini artirdig bildirilmistir. Buna ek olarak AUNPs@ZIF-8
kompoziti genis ylizey alanina sahip ve heptamerin baglanmasi i¢in ideal bir malzeme
olarak rapor edilmistir. Caligmada kullanilan sinyal arttirict heptamer maliyeti arttirmigtir
(Li et al. 2022). Rong vd., 2021 yilinda SPE’leri kullanarak etiketli AFP immunosensorii
tasarlamiglardir. Calismada SPE’ler iizerine diizenli mezogdzenekli karbon@AUNP
(OMC@AuUNP) modifiye edilmis ve sinyal artitirict olarak AuNP platin nanopartikiil-
metilen  mavisi  (AuPt-MB)  kompoziti  kullamilmistir.  Gelistirilen ~ AFP
immunosensoriiniin yiiksek segicilik ve i1yi stabilite gosterdigi rapor edilmistr. Dogrusal
araligi 10 fg mL!-100 ng mL~! ve tespit limiti 3,33 fgmL™! olarak bildirilmistir.
Calismada kullanilan ikincil antikor maliyeti arttirmaktadir (Rong et al. 2021). Wang ve
ekibi 2023 yilinda etiketli AFP immunosensorii gelistirmiglerdir. Yapilan ¢alismada
GCE’ler ilk olarak manyetik nanoboncuklar (MB'ler) iizerine sabitlenmis AFP birincil
antikoru (Abl) ile inkiibe edildikten sonra AFP ile inkiibe edilmistir. Ardindan ikincil
antikora (Ab2) bagli ZIF-8 nanomalzemeleri prob olarak kullanilmigtir. DPV metodu

kullanilan ¢alismada AFP immunosensérlerinin dogrusal araligi 0,0001 -100 ng mL™*
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tespit limiti ise 0,032 pg mL? olarak rapor edilmistir. Bu calismada da antikorlarin

hazirlanma prosediirlerinin zahmetli ve maliyetli olmasi ile goze ¢arpmaktadir (Wang et
al. 2023).

Yukarida CA125, HE4 ve AFP i¢in bahsedilen bu etiketli elektrokimyasal immunosensor
calismalari etiketsiz elektrokimyasal immunosensor ¢aligmalarina gore daha karmasik bir
analiz siirecini igerir. Ayrica etiketli immunosensorler gelistirilirken ikinci bir antikor
veya enzim kullanilmasi ¢aligmanin maliyetini olduk¢a arttirmaktadir. Yukarida sayilan
tiim bu calismalarda etiketli immunosensorler kullanilmis ve sinyal arttiricilar kullanarak
etiketleme yapilmistir. Bu da ¢alismalarin zaman alici ve maliyetli olmasina sebep
olmustur. Bunun aksine, etiketsiz elektrokimyasal immunosensoérler, diisik maliyetli,
basit ve hizli tespit olan dogrudan antikor-antijen etkilesimini igermektedir (Sangalli et
al. 2020). Etiketsiz elektrokimyasal immunosensorler, tasinabilirligi ve yiiksek
hassasiyeti nedeniyle kanser biyobelirteglerinin tespiti icin ¢esitli 0lciim metotlart

arasinda Ustlinliik gostermektedir. Ayrica, etiketsiz elektrokimyasal immunosensdrler

kullanict dostudur, minimum miktarda numune gerektirir ve sahada kullanima uygundur

(Runprapan et al. 2023).

Literatiirde CA125 tayini icin gelistirilen etiketsiz elektrokimyasal immunosensorler yer
almaktadir. Bilgi Kamag¢ ve arkadaslari, indirgenmis grafen oksit (RGO), politiyonin
(PTH) ve AuNP’ler kullanarak etiketsiz elektrokimyasal CA125 ve HE4
immunosensorlerini - gelistirmis ve CA125 ve HE4’lin hassas, hizli ve pratik tayinini
gerceklestirmiglerdir. CA125 ve HE4 immunosensorlerinin uygulama kararliligini 60
giin, depolama kararliligini ise 16 hafta olarak belirlemislerdir Bilgi Kamag et al. 2023b).
Bir baska calismalarinda ise CA125 ve HE4’iin es zamanl1 tayinini gergeklestirmislerdir.
Antijen seviyelerini kan serumu numunelerinde DPV ve SWV metotlari ile l¢miisler ve
hasta basi testlerde kullaniminin uygun oldugunu bildirmislerdir (Bilgi Kamag et al.
2023a). Bir bagka calismada ise altin nanopartikiiller@gok duvarli karbon nanotiipler
(AuNPs@MWCNTs) ile modifiye edilen GCE’ler ile elektrokimyasal CA125
immunosensorii gelistirilmis ve SWV metodu ile CA125 tayini gergeklestirilmistir.
CA125 immunosensériiniin dogrusal araligr 0,0004-4 U mL™ tespit limiti ise 0,0004 U
mL? olarak rapor edilmistir. Calismada kullanilan MWCNT lerin yiiksek iletkenligi ve

21



AuNP’lerin genis yiizey alant CA125 immunosensoriiniin performansini arttirdigi
bildirilmigtir. Ayrica diislik tespit limitleri de elde edilmis fakat iiclii elektrot sistemi
kullanilmas1 sebebi ile hasta basi testleri i¢in uygun olmadig1 degerlendirilmistir
(Runprapan et al. 2023). de Castro ve arkadaslar etiketsiz elektrokimyasal CA125
Immunosensorii hazirlamak igin ilk olarak SPCE yiizeyine 3-hidroksifenilasetikasit (3-
HPA) elektropolimerizasyonunu gerceklestirmislerdir. Daha sonra yiizeyde olusturulan
3-HPA’nin aktif gruplar1 ile antikorun yiizeye basarili bir sekilde tutturuldugu
bildirilmistir. CA125 immunosensorleri ile CA125 tayini, DPV metodu ile yapilmis ve
sirastyla dogrusal araligi ve tespit limiti 5-80 U mL™* ve 1,45 U mL™ olarak rapor
edilmistir. Her ne kadar CA125 immunosensorii basarili bir sekilde hazirlanmis olsa da
uygulama kararliligi 20 giin olarak belirlenmistir (de Castro et al. 2020). Elektrokimyasal
CA125 immunosensoriiniin gelistirilmesine yonelik yapilan bir bagka ¢alismada ise Mu
ve arkadaslari  bakir-kobalt oksit nanotabakalar@altin  nanopartikiil(CuCo-
ONSs@AuNPs) nanokompoziti hazirlamis, GCE elektrotu {izerine modifiye etmiglerdir.
Ardindan  Au-NH2 ile Anti-CA125 immubilizasyonunu gergeklestirmislerdir.
Immobilizasyon adimlar1 (BSA ve CA125) tamamlanan immunosensdriin CA125 analizi
DPV metodu kullanilarak yapilmistir. Gelistirilen CA125 immunosensdriiniin dogrusal
aralig1 1x1077-1x107° U mL* tespit limiti ise 3,9x10°® U mL? olarak rapor edilmistir.
Calismada kullanilan  CuCo-ONSs@AUuNPs kompozitin elektrokimyasal sinyalleri
onemli Olgilide yiikselttigi ve immunosensoriin performansini iyilestirdigi vurgulanmis
olsa da uygulama kararlilig1 7 giin olarak belirlenmistir (Mu et al. 2024). Chang ve
arkadaslar1 2023 yilinda yaptiklar1 bir calismada etiketsiz elektrokimyasal CA125
immunosensorii gelistirmislerdir. GCE yiizeyi MWCNT-nafyon, bakir nanopartikiiller
(CuNP) ve silika nanopartikiiller (SiONP) ile modifiye edilmis ve CA125
immunosensorleri hazirlanmistir. Gelistirilen CA125 immunosensorlerinin analizi DPV
metodu kullanilarak yapildigi bildirilmistir. Tasarlanan immunosensorlerin dogrusal
aralig1 ve tespit limitleri sirast ile 0,001-500 U mL™! ve 3,4x10* U mL! olarak
belirlenmistir (Chang et al. 2023). 2024 yilinda ise Kilimci ve arkadaslari etiketsiz
elektrokimyasal CA125 immunosensorii gelistirmislerdir. Calismada SPCE’ler AUNP ve
fulloren ile modifiye edilmis ve EIS metoduyla CA125 tayini gercgeklestirilmistir.
Gelistirilen CA125 immunosensoriiniin dogrusal araligi 1-100 U mL™! tespit limiti ise

0,016 U mL! olarak bildirilmistir. Gelistirilen immunosensdrde Anti-CA125 antikorunu
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nanokompozitlere immobilize etmek i¢in 4 saat, 24 saat gibi uzun inkiibasyon siireleri

kullanilmis olmasiyla ¢alisma pratik degildir (Kilimci vd. 2024).

Literatiirde antikor temelli etiketsiz elektrokimyasal HE4 immunosensorii ile ilgili birkag
calisma disinda ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismalarin birinde fulleren C60 ve nano
gozenekli anodik aliimina membrani1 kullanilarak etiketsiz biyoalgilama platformu
tasarlanmis ve HE4 tayini yapilmistir. Calismada GCE kullanilmistir. DPV metodu ile
tayin yapilmis, immunosensoriin dogrusal araligi 1,0 ile 100 ng mL™, tespit limiti ise 0,2
ng mL? olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada tasarlanan immunosensoriin uygulama ve
depolama kararlilig: ile ilgili bir bilgi verilmemistir (Qiao et al. 2019). 2021 yilinda ise
Szymanska ve arkadaslar1 etiketsiz HE4 biyosensorii gelistirmek icin ylizey plazmon
rezonans metodu kullanmiglardir. Altin ¢ip yiizeyine sisteamin tutturulduktan sonra
kovalent baglama yontemi ile HE4 immunosensorii tasarlanmigtir. Tasarlanan HE4
immunosensoriiniin tespit limiti 2 pM ve dogrusal aralig1 2-120 pM olarak belirlenmistir.
Fakat bu ¢alismada kullanilan altin ¢ipin yiiksek maliyetli olmasi dezavantaji ile dikkat
¢cekmektedir (Szymanska et al. 2021). Wei ve arkadaslar1 2022°de yaptiklar1 ¢alismada
flor katkili kalay oksit (FTO) elektrotu ylizeyine heteroyapilt AuNP'ler/CdS NS’yi iki
asamal1 elektrodepozisyonla olusturmuslardir. HE4'lin tespiti icin fotoelektrokimyasal
(PEC) ve elektrokimyasal (EC) ¢ift modlu immunosensorleri kullanmiglardir. Cift modlu
immunosensériin PEC ve EC modlari igin sirasiyla 0,01-100 ve 0,01-200 ng mL"lik
dogrusal araliklar1 rapor edilmistir. S6z konusu c¢ift modlu metotta EC modunun daha
genis dogrusal aralik gostermesi dikkat cekmistir (Wei et al. 2022). Vural ve arkadaslari
ITO elektrotlar1 kullanarak elektrokimyasal HE4 immunosensorii gelistirdiklerini
bildirmiglerdir. Calismada ITO yiizeyinde -OH olusturmus ve 3-aminopropiltrietoksisilan
ve gluteraldehit ile muamele ettikten sonra Anti-HE4 immobilizasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Calismada analiz metodu olarak EIS metodunu kullanmislardir.
Gelistirilen immunosensoriin dogrusal aralik ve tespit limiti sirasiyla 1-3000 pg mL™ ve
0,094 pg mL? olarak verilmistir. Bu c¢alismada iiclii elektrot sistemi kullamlmistir ve
laboratuvarda HE4 analizi yapilabilmektedir. Hasta basi testi i¢cin uygun bir yontem
degildir (Vural vd. 2024). Bilgi Kamag ve arkadaslar1 2023 yilinda HE4 antijeninin tespiti
icin etiketsiz elektrokimyasal HE4 immunosensorii gelistirmistir. Calismada, SPCE

tizerine RGO modifiye edilmis ve ardindan tiyonin -elektropolimerlestirilmistir.
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Polimerden sonra yiizeyde AuNP olusturulmustur. AuNP’ler ile 3-merkaptopropiyonik
asidi kullanarak kendiliginden olusan tek tabakalar1 (SAM) olusturmus ve immunosensor
hazirlanmasinda 6nemli bir yere sahip olan antikoru basarili bir sekilde baglamislar. Daha
sonra iki farkli metot ile (DPV ve EIS) HE4 analizini ger¢eklestirmislerdir. Ayrica HE4
seviyelerini el tipi prototip cihaz ile dlgmiislerdir. Calismada genis dogrusal aralik ve
diistik tespit limiti elde etmislerdir (Bilgi Kamag et al. 2023b). Bilgi Kamag ve arkadaglari
2023 yilindaki bir diger calismalarinda da aym yiizeyi kullanarak CA125 ve HE4’lin es
zamanli tayinini gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada da iki farkli metot (SWV ve DPV)
ile analizleri gerceklestirilmistir. Yine ayni ¢alismada genis dogrusal aralik ve diigiik

tespit limitleri elde etmislerdir (Bilgi Kamag et al. 2023a).

Yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in kullanilan AFP biyobelirtecinin, viicut
stvilarindaki AFP konsantrasyonununa bagli olarak fetiis anormallikleri ve kusurlariyla
da iliskili oldugu bulunmustur (Lu et al. 2018). Literatiirde Lu ve arkadaslarinin yaptig
bir ¢calismada (2018) GCE elektrotu tiyonin-kitosan ve HRP/AuNP ile modifiye edilmis
ve AFP’nin etiketsiz elektrokimyasal tayininde kullanilmistir. Hazirlanan AFP
immunosensoriiniin dogrusal araligim1 0,1-10000 pg mL™ ve tespit limitini ise 0,03 pg
mL olarak rapor etmislerdir. AFP antijeni doniisiimlii voltametri (CV) metodu ile tayin
edilmistir. Fakat calismalarinda raf dmrii ve rejenerasyon c¢aligmalarinin gelistirilmesi
gerektigini vurgulamislardir (Lu et al. 2018) 2020 yilinda Zhu ve arkadaslari tarafindan
yapilan baska bir calismada ise etiketsiz elektrokimyasal AFP immunosensorii
gelistirilmistir. Bu amagla GCE elektrotu MnOz ile fonksiyonellestirilmis mezog6zenekli
karbon i¢i bos kiire (MCHS@MnO.) kompoziti ile modifiye edilmistir. AFP antijeninin
tayini i¢in ise SWV metodu kullanilmistir. Gelistirilen immunosensorun dogrusal araligi
ve tespit limiti sirasiyla 0,10-420ngmL*ve 0,03ngmL™? olarak verilmistir.
MCHS@MnO: kompozitinin AFP immunosensorii i¢in yiiksek segicilik ve iyi
tekrarlanabilirlik  gosterdigi  rapor edilmistir.  Gelistirilen immunosensér 1yi
tekrarlanabilirlik (n=10 i¢in Bagil standart sapma (RSD): %3,9) gosterse de depolama
kararliligt 7 giin olarak belirtilmistir (Zhu et al. 2020). Shi ve arkadaslar1 da
elektrokimyasal AFP immunosensorii gelistirmek i¢in DPV metodunu tercih etmislerdir.
GCE elektrotlarina ilk olarak elektroaktif bir molekiil olan izoorientinin modifikasyonu

gerceklestirilmistir. Daha sonra antikor immobilizasyonu ve antijen inkiibasyonu
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yapilarak  immunosensoriin  tasarimi  gerceklestirilmistir.  Gelistirilen ~ AFP
immunosensériiniin dogrusal aralig1 ve tespit limiti sirastyla 0,001-10 ng mL™ ve 0,0002
ng mL? olarak bildirilmistir. Erken teshis igin diisiik tespit limitine inilmis olsa da
immunosensoriin uygulama kararliligi 2 haftaya kadar cevap vermistir (Shi et al. 2020).
Guo ve takimi da 2022 yilinda etiketsiz elektrokimyasal AFP immunosensorii
gelistirmislerdir. Calismada karboksil fonksiyonlu RGO, CuNP ve potasyum
hekzasiyanoferriti (Ks[Fe(CN)®) oda sicakliginda karistirarak tag benzeri bir yapi elde
ederek GCE yiizeyine modifiye etmislerdir. Anti-AFP immobilizasyonu i¢in 2 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra AFP antijeninin inkiibasyonu ile immunosensorii
hazirlamislardir. Calisma CV metodu ile yapilmis olup dogrusal araligi 2,25x108-2,25x
102 ng mL™ ve tespit limiti 1,40x10® ng mL™ olarak hesaplanmistir. Diisiik tepit limiti
elde edilen immunosensoriin uzun inkiibasyon siireleri ile pratik olmamasi goze
carpmaktadir (Guo et al. 2022). Olorundare ve arkadaslar1 2023 yilinda etiketsiz
elektrokimyasal AFP immunosensorii gelistirmis ve iki metot (SWV ve EIS) ile AFP
tayinini gerceklestirmislerdir. Calismada GCE elektrot karbon siyahi nanopartikiilleri
(CBNP'ler) ve paladyum nanopartikiilleri (PANP'ler) hibrit nanokompoziti ile modifiye
edilmis ve daha sonra AFP immunosensorleri hazirlanmistir.  Gelistirilen
immunosensorun SWV ve EIS metotlari ile elde edilen tespit limitleri sirasiyla 0,0039 ng
mL* ve 0,0131 ng mL™* olup dogrusal aralig1 0,005-1000 ng mL™? olarak rapor edilmistir.
Yiizeyde kullanilan nanokompozit sayesinde gelistirilen mmiinosensoriin iyi stabilite,
tekrarlanabilirlik ~ ve  segicilik  gosterdigi  vurgulanmustir.  Immiinosensériin
hazirlanmasinda Anti-AFP inkiibasyonu gece boyunca, BSA uygulmasi ise 4 saat kadar
bekletilerek yapilmis olup gelistirilen immunosensor pratik olmamasi ile goze
carpmaktadir (Olorundare et al. 2023). 2024 yilinda yapilan bir ¢aligmada (Zhang ve
arkadaglar1) ise DPV metodu kullanilarak AFP antijeninin elektrokimyasal tayini
gerceklestirilmistir.  Calismada ilk  olarak  GCE  elektrotlar RGO@platin
nanopartikiiller/molibdendisiilfiir (RGO@PtNPs/M0S;) kompoziti ile modifiye edilmis
ve daha sonra yilizeye Anti-AFP tutturmak icin bir gece boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Gelistirilen etiketsiz AFP immunosensoriiniin dogrusal araligi ve tespit
limiti sirastyla 1-10° pg mL* ve 0,12 pg mL™? olarak rapor edilmistir. Bu ¢alismada
antikor immobilizasyonu i¢in gerceklesen stire yaklasik 12 saat olarak bildirilerek zaman

alic1 bir yéntem oldugu 6ne ¢ikmaktadir (Zhang et al. 2024). Ozcan ve arkadaslar 2024
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yilinda yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in etiketsiz ve tek kullanimlik
elektrokimyasal AFP immunosensorii gelistirmislerdir. Calismada ITO elektrotlar ilk
olarak hidroksillenmis ve daha sonra silan ajan1 olan 3-(Trimetoksisilil)propil metakrilat
(3-TMSPM) ile muamele edilmis, ardindan antikor immobilizasyonu yapilmistir.
Hazirlanan AFP immunosensorii EIS metodu ile analiz edilmis olup dogrusal araligi 0,05-
100 pg mL? olarak verilmistir. Calismada diisiik konsantrasyon araligina inilmis olmasi
gbze carpmis olsa da ¢alismada kullanilan ti¢lii elektrot sistemi POCT’a uygun degildir
(Ozcan vd. 2024).

POCT, herhangi bir kullanicinin herhangi bir zamanda, herhangi bir yerde, hizli, diisiik
maliyetli ve 6zel bir egitime ihtiyag duymadan analiz yapmasina izin vermede kritik bir
rol oynamaktadir (Bilgi Kamag¢ et al. 2023a). POCT cihazlarinin biyosensorlerle
birlestirilmesi ile, 6zellikle saglik, gida kalite kontrolii ve cevresel izleme alanlarinda
analizi basit, hizl1 ve nispeten uygun maliyetli hale getirilmektedir (Wang, 2006; Sun et
al. 2022; Bilgi Kamag et al. 2023a). SPE’ler gibi pratik, diisiik maliyetli ve tek
kullanimlik elektrotlar, POCT cihazlar1 i¢in olduk¢a uygundur. Hasta basi testlerinin
kullaniminin yayginlagmasi ve yumurtalik kanser biyobelirtecleri olan CA125, HE4 ve
AFP seviyelerinin kolaylikla ve hizli bir sekilde Olgiilebilmesi i¢in bu ¢alismanin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmustur.

Bu tez c¢alismasinda tek kullannomlik SPCE’ler kullanilarak yumurtalik kanser
biyobelirtegleri olan CA125, HE4 ve AFP’nin hizhi ve pratik tayini amaglanmistir.
Calismada HE4 immunosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan MXene-COOH ve
AUNP, elektrodun iletkenligini, elektroaktif ylizey alanini arttirmasi amaciyla
kullanilmistir. Ayrica bu iki materyalin birlikte kullanilmasi; uygulama kararliligi,
depolama kararlilig1, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri arttirmasi da beklenmistir. Kan
serumundaki HE4 seviyelerinin tasmabilir elektrokimyasal okuyucu ile DPV metodu
kullanilarak 20-30 saniye gibi kisa siirede dogrudan pM cinsinden dl¢lilmesi
hedeflenmistir. Tez ¢calismasinda CA125 immunosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan
PTBpes ve AuNP‘nin sinerjik etki gostermesi ile birlikte elektrodun iletkenligini,
elektroaktif ylizey alanmni ve ayrica uygulama kararliligi, depolama kararliligi,

tekrarlanabilirlik gibi parametreleri arttirmasi amaglanmistir. AFP immunosensoriiniin
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hazirlanmasinda ise MWCNT-COOH, PAApes ve AuNP birlikte kullanilarak sinerjik etki
gostermesi ve bunun sonucunda elektrotun iletkenligini, elektroaktif yiizey alanini ve
ayrica uygulama kararliligi, depolama kararliligi, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri

arttirmasi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Deneylerde kullanilan kimyasallar

Azur A (AA), Toluidin mavisi (TB), kloroaurik asit (HAuUCl4.3H20), sigir serum albiimin
(BSA), 6-merkaptohekzanoik asit (6-MHA), 6-merkapto hekzanol (6-MOH) 4-merkapto-
1-biitanol (4-MOH), kolin kloriir [(CH3)sNCH2CH2OH]CI), glutaraldehit (GA, CsHgO>),
3-aminopropil-trietoksisilan (APTES), hidojen floriir (HF), ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT-COOH), potasyum hekzasiyanoferrat ~ (KsFe(CN)s), potasyum
hekzasiyanoferrit (KsFe(CN)s), N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid (EDC), N-
hidroksisiiksinimid (NHS), insan serumu (erkek AB pihtilasmis tam kanindan, H6914),
Sigma-Aldrich’ten (ABD) satin alinmistir. Etanol (C2HsOH) Carlo Erba firmasindan,
titanyum aliiminyum karbiir (TizAIC2) (MAX fazi) Labkon firmasindan temin edilmistir.

Monoklonal antikor CA125/MUC16, monoklonal antikor AFP, monoklonal antikor HE4,
rekombinant insan CA125/MUC16, AFP ve HE4 proteinleri Novus Biologicals USA'dan
satin alinmigtir. Karboksietilsilanetriol (CTES), etilen glikol (C2HsO2), potasyum kloriir
(KCI), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), potasyum hidrojen fosfat (K:HPOa),
metanol (CH3OH), dimetil formamid (DMF), kloroasetik asit (CICH.CO,H), potasyum
nitrat (KNO3), sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik asit (HCI) Merck’ten tedarik
edilmistir. Tiim ¢ozeltiler ultra saf su (Millipore,18MQ c¢m) ile hazirlanmistir. Kullanilan

tiim kimyasallar ytliksek analitik safliktadir.

3.1.2 Deneylerde kullanilan cihaz ve materyaller

Elektrokimyasal oOl¢liimler ve karakterizasyonlar i¢in DropSens uStat 400
Bipotantiyostat/Galvanostat ve Gamry Interface 1010E Potantiostat/Galvanostat/ZRA

cihazlari, HE4 immunosensoriiniin analitiksel parametrelerinin  belirlenmesi igin
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DropStat taginabilir elektrokimyasal okuyucu kullanilmistir. Deneylerde kullanilan

SPCE’ler Metrohm DropSens tarafindan satin alinmigtir.

Metrohm Dropsens uStat 400 Bipotantiostat/Galvanostat: pStat 400, voltametrik,
amperometrik veya potansiyometrik dlgiimler i¢cin uygulanabilen ve bir veya iki ¢alisma
elektrot konfigiirasyonuyla kullanilabilen tagmabilir bir Bipotantiostat/Galvanostat'tir.
Lityum-iyon pille g¢alisir, USB ve Bluetooth araciligiyla bir bilgisayara kolayca
baglanabilir. DropView 8400 yazilimi ile kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda
doniistimlii voltametri (CV) ve DPV ol¢iimleri i¢in kullamilmistir ve Sekil 3.1A’da
verilmistir (URL 6). Elektrotlar cihaza DropSens firmasindan temin edilen konnektorler
ile baglanmistir ve Sekil 3.1B’de verilmistir (URL 7).

Sekil 3. 1 Metrohm DropSens pStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat (A), kablo konnektor
(B)

Gamry Interface 1010E Potantiostat/Galvanostat/ZRA: CV, kronoamperometri,
kronopotansiyometri ve SWV, EIS gibi elektroanalitik metotlarin caligilabildigi bir
cihazdir. Gamry Instrument 1010 yazilimi ile kullanilmaktadir. Gamry Interface 1010E
Potantiostat/Galvanostat/ZRA; EIS oOlgiimleri i¢in kullanilmistir ve Sekil 3.2A’da
verilmistir (URL 8). Elektrotlar cihaza DropSens firmasindan temin edilen konnektorler
ile baglanmistir ve Sekil 3.2B’de verilmistir (URL 9).
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Sekil 3. 2 Gamry Interface 1010E Potentiostat/Galvanostat/ZRA (A), kablo konnektor
(B)

DropStat: DropStat elde tasman, tek bir teknikli, potansiyostat tabanli 6zel bir
elektrokimyasal okuyucudur. DropStatin sekli Sekil 3.3’te verilmistir (URL 10). Analitin
konsantrasyonunu veya kullanilan metodun birimini (pA gibi) bir LCD ekranda
gosterebilen elektrokimyasal sensor cihazidir. Dogrusal tarama voltametrisi (LSV),
SWV, amperometrik tayin, CV ve DPV metotlarina uygulanabilmektedir. Analitiksel
karakterizasyonlarda kullanilmak {izere DropStat, Methrom DropSens firmasindan temin
edilmistir. DropStat herhangi bir fise veya ekstra bir cihaza baglanmadan 6l¢iim
yapabilmektedir.  Akilli  telefonlarda oldugu gibi sarj edilerek siirekli
kullanilabilmektedir. Lityum iyon pilleri ile gii¢c saglanmakta ve bilgisayara data aktarimi
USB ile olmaktadir. DropStatin boyutu 60x20x80 cm, agirlig1 70 mg, potansiyel araligi

+2 V, amper cinsinden akim cevabi1 £200 pA’dir.

HE4 immunosensorlerinin deneysel ¢alismalarinda, DropStat ile 61¢iim yapilabilmesi igin
oncelikle Metrohm Dropsens firmasi tarafindan DropStata DPV metodu uygulamasi igin
yazilim yiklenmistir. Analizlerde DPV metodu kullanilmistir ve elektrokimyasal
okuyucunun ekranindan pik akim yiiksekligi (LA cinsinden) okunmustur. DropStat ile
DPYV olgiimlerinde 200 pA tizerine ¢ikilamadigi i¢in 6lgtimler 0,1 M KCl igeren 1 mM
KsFe(CN)e/KsFe(CN)s (FF) igerisinde gergeklestirilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri

Metrohm Dropsens firmasina iletilmistir. Firma tarafindan ger¢cek numune analizlerinde
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kullanilmak iizere kalibrasyon ic¢in usb kartlart hazirlanmis, yazilim yiiklenmis ve
tarafimiza gonderilmistir. DPV metodu ile pM cinsinden HE4 konsantrasyonlari

dogrudan ekrandan okunmustur.

Sekil 3. 3 DropStat

Uygun pH’da tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in; Mettler Toledo pH-metre kullanilmistir.
Bu pH-metre, kullanilmadan Once, standart tampon c¢ozeltiler kullanilarak kalibre
edilmistir. Kat1 kimyasallarin tartimi1 i¢in; Radwag AS220/C/2 marka 0,01 mg duyarl
elektronik hassas terazi kullanilmistir. Cozeltilerin hazirlanma asamalarinda WiseStir
MSH-20D marka 1sitici-karistirict ve IKA MS-3 digital vorteks cihazlari kullanilmistir.
Ultra saf su i¢in Millipore Milli-Q Direct Q-3 ultra saf su cihazi kullanilmigtir.
Elektrotlarin kimyasal ve morfolojik karakterizasyonlari igin sirasiyla Perkin Elmer
Fourier doniistimii kizilotesi (FT-IR), ZEISS Gemini 1 Alan Emisyon Taramali Elektron
Mikroskobu (FE-SEM) ve Panalitik Empyrean X-isin1 Kirinimi (XRD) cihazlar

kullanilmistir.

3.1.3 Elektrokimyasal dl¢iim sistemi

Deneylerde tiim elektrokimyasal ve analitik karakterizasyonlar igin FF c¢ozeltileri
kullanmilmistir. Cizelge 3.1°de deneylerde kullanilan elektrokimyasal 6l¢iim sisteminin

sartlar1 verilmistir.
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Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan elektrokimyasal 6l¢iim sistemlerinin sartlari

Cihaz Ol¢iim Olciim parametreleri Cozelti
metodu
Gamry EIS 50,000 Hz-0,05 Hz frekans araliginda 5 mM FF ¢ozeltisi, 11 mL
elektrokimyasal  hiicre
icerisinde
Metrohm CV,DPV | CV: -0,5 +0,8 V araliginda, 50 mV s? | 5 mM FF ¢ozeltisi
Dropsens tarama hizinda
DPV: vurum potansiyeli 70 mV, vurum
zamam 0,1 s, basamak potansiyeli 5 mV,
tarama hiz1 5 mV s, -0,5 +0,6 V araliginda
DropStat DPV vurum potansiyeli 70 mV, vurum zamani | 1 mM FF ¢ozeltisi
0,1 s, basamak potansiyeli 5 mV, tarama
hiz1 10 mV s%, -0,5 +0,4 V aralifinda

Sekil 3. 5 Metrohm Dropsens cihazi ile yapilan elektrokimyasal 6l¢iimler
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_
Sekil 3. 6 DropStat ile yapilan elektrokimyasal dl¢timler

3.2 Metot
3.2.1 SPCE’lerin yiizeylerinin temizlenmesi

Ticari olarak satin alinan elektrotlarin baskidan kaynaklanan organik miirekkep
bilesenlerini veya kirleticileri gidermek i¢in kullanmadan 6nce ylizeylerinin temizlenmesi
gerekmektedir (Wei et al. 2007; Stan et al. 2022). Temizleme islemi i¢in SPCE’lere 50
mM fosfat tamponunda (pH 7,0) -1,0 ile +1,0 V potansiyel araliginda, 100 mV s tarama
hizinda, 10 dongii CV metodu uygulanmustir (Stan et al. 2022).

3.2.2 Cozeltilerin hazirlanmasi

Tez kapsaminda fosfat tamponu, DES c¢ozeltisi, AA ve TB monomer c¢ozeltileri,
MWCNT-COOH siispansiyonu, MXene ve MXene-COOH siispansiyonu, HAuCls
¢ozeltileri hazirlanmig ve hazirlanma prosediirleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Tampon
coOzeltilerin istenilen pH’ya ayarlanmasi i¢in derisik asit ve baz ¢ozeltileri (1 M HCl ve 1

M NaOH) kullanmilmistir. Immunosensérlerin hazirlanmasinda kullanilan antikor, antijen,

33


file:///C:/Users/90531/Desktop/tez%20yazımı/Wei

EDC-NHS, GA, 6-MOH, 4-MOH, 6-MHA, CTES, APTES ¢ozeltilerinin hazirlanis1 da
Cizelge 3.2’de yer almaktadir.

Cizelge 3. 2 Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanma prosediirleri

tamponu (pH 8,0)

Cozeltiler Hazirlanisi

Destek  elektrolit igin | pH 7,0 fosfat tamponunu hazirlamak i¢in ultra saf su iginde 50 mM
fosfat tamponu (pH 7,0) KH2PO4, 50 mM KoHPO4 ve 0,1 M KCl ¢ozeltileri hazirlanmugtir.
Monomerler i¢in fosfat | pH 8,0 fosfat tamponunu hazirlamak i¢in ultra saf su iginde 50 mM

KH,PO., 50 mM K;HPO4, 0,1 M KCI ve 0,1 M KNO; ¢ozeltileri
hazirlanmistir.

DES ¢ozeltisi

1:2 mol oranda hazirlanan etilen glikol:kolin kloriir agz1 kapali bir balonun
icine alinmigtir. Siirekli karigtirma altinda 80 °C’de yag banyosu icerisinde
rengi kaybolana kadar (yaklasik 7 dk) isitilmistir (Hosu et al. 2017).

AA ve TB monomer

1 mM AA ve mM TB monomerleri, %90 DES %10 fosfat tamponu

¢ozeltileri icerisinde hazirlanmigtir.
MWCNT-COOH 1 mg MWCNT-COOH katis1 ve DMF:H,0 (1:1 oranda) 3 saat boyunca
siispansiyonu sonikatorde karigitirilarak hazirlanmistir.

MZXene siispansiyonu

1 g MAX fazi tozu tartilmis ve %40’lik HF (50 mL) igerisinde oda
sicakliginda 10 saat karistirilmigtir. Elde edilen ¢ozelti ultra saf su ile
birkag kere yikanmis ve katt kismi ayirmak igin santrifiij edilmistir (4000
rpm 30 dk). Ayrilan kati kisim 50 °C’de vakum altinda kurutulmugtur
(Mohammadniaei et al. 2020). 1 mg MXene katis1 ve 1 mL 1:1 DMF-H,0
karigtirllmig, 3 saat boyunca sonikator islemi uygulayarak kararli ve
homojen MXene siispansiyonu hazirlanmigtir (Sekil 3.8A)

MXene-COOH
siispansiyonu

MXene uglarinda -COOH gruplar1 olusturmak i¢in dncelikle MXene tozu
(300 mg) ve 300 mL deiyonize su 40 dakika boyunca mekanik karistirma
altinda 0°C'de karstirilmistir. Ardindan karigima 5 g CICH>COOH
yavasca eklenmigtir. Reaksiyona girmeyen gruplari uzaklastirmak icin
NaOH ¢ozeltisi (6,25 mol L7, 32 mL) eklenmistir. Reaksiyonun
tamamlanmasi i¢in 60°C'de 3 saat bekletilmistir. Olusan iirlin birka¢ kez
yikanmis ve safsizliklar giderilmistir. Son olarak, diisiik sicaklikta (-50°C)
dondurularak kurutulmus ve MXene-COOH elde edilmistir (Li et al.
2018). MXene-COOH siispansiyonunu hazirlamak i¢in, 1 mg MXene-
COOH katis1 ve 1 mL DMF:H20 2 saat boyunca sonikatdr yardimi ile
disperse edilmistir (Sekil 3.8B).

HAUCI, ¢6zeltisi

2,4 ve 6 mM HAUCI, ¢ozeltileri, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde
hazirlanmistir.

Antikor ve antijen | Antikorlar (Anti-CA125, Anti-HE4 ve Anti-AFP) ve antijenler (CA125,

¢ozeltileri HE4 ve AFP) pH 7,0 fosfat tmpon igerisinde hazirlanmig ve
porsiyonlanmistir. Daha sonra -20<C’de depolanmustir.

BSA ¢ozeltisi %1°lik BSA 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis ve -

20C’de depolanmistir.

EDC-NHS ¢ozeltisi

0,6 mM EDC ve 0,1 mM EDC 50 mM 7,0 fosfat tampon igerisinde
hazirlanmistir ve 209C°de depolanmustir.

GA ¢ozeltisi

%1 ‘lik GA ultra saf su icerisinde taze hazirlanmistir.

6-MHA cozeltisi

100 mM 6-MHA etanol icerisinde taze hazirlanmistir.

4-MOH ¢ozeltisi

100 mM 4-MOH etanol icerisinde taze hazirlanmistir.

6-MOH c¢ozeltisi

50 mM 6-MOH etanol igerisinde taze hazirlanmistir.

CTES c¢ozeltisi

%0,5 CTES ultra saf su icerisinde taze hazirlanmisgtir.

APTES c¢ozeltisi

%3,5‘luk APTES metanol i¢erisinde taze hazirlanmastir.
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Monomer c¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak kullanilan DES ¢dzeltisinin

hazirlanmasinda kullanilan deney diizenegi Sekil 3.7°de gosterilmektedir.

Sekil 3. 7 DES ¢o6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan diizenek

Sekil 3.8’de ise MXene (A) ve MXene-COOH’in (B) hazirlanma basamaklarina ait

sematik gosterim verilmistir.

10 saat lwn trma 30 dk, 4000 20 saat 60°C « 1mg/mL MXene:
/ ' ] vakum alund@l gﬂF::‘N }
. Kkurutma v saa
\‘ tnfu] ‘ lasyon
A_L o\ ’ . .
< f\ . '
MXene kausi MXene

TLAIC; (MAX

fazi) katisi + suspansiyonu

%40 HF

e e —
A 't\g 2. Jam .

v % ux.necoou Katist . MXene-COOH

MXene katist MXene MXene 'ukuat 50°C 1 moimL MXene- katis
g P Katisiesu oz COOH: DMF:Su
0°C, 40 dk 60°C, 3 saat oftmda 2 saat

\ kanghwme karigtirma — sonikasyon /

Sekil 3. 8 MXene (A) ve MXene-COOH’1n (B) hazirlanma basamaklar1
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3.2.3 SPCE’lerin modifikasyonu

CA125, HE4 ve AFP immunosensoérlerinin doniistiiriicli kisimlarinda kullanilmak tizere
3 farkli modifiyeli elektrot hazirlanmistir. Cizelge 3.3’te modifiye elektrotlarin

hazirlanma prosediirleri verilmistir.
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Cizelge 3. 3 Modifiye elektrotlarin hazirlanma prosediirleri

Elektrot formiilasyonu

Modifikasyon islemleri

SPCE/PTBpes/AuNP

ilk olarak SPCE’ler iizerine TB monomerinin elektropolimerizasyonu gergeklestirilmistir. Toluidin mavisinin SPCE {izerinde
elektropolimerizasyonu -0,6 V ile +1,0 V potansiyel araliginda (100 mV s tarama hiz1 ve 30 déngii) CV metodu uygulanarak
gergeklestirilmigtir. Polimerizasyonun ardindan kalan monomer kalintilarini temizlemek amaci ile 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu
(0,1 M KCl igerisinde) kullanilarak -1,0 V ile +1,0 V potansiyel araliinda 100 mV s tarama hiz1 ile 10 déngii CV metodu tekrar
uygulanmistir. SPCE/PTBDES iizerinde AuNP olusturmak i¢in elektrodepozisyon metodu uygulanmistir. Bu amagla 4 mM HAuCl,
¢ozeltisi kullanilarak -1,3 ile -0,2 V potansiyel araliginda 10 déngii CV metodu uygulanmistir.

SPCE/MXene/AuNP ve
SPCE/MXene-COOH/AUNP

SPCE/MXene ve SPCE/MXene-COOH elektrotlarini hazirlamak i¢in SPCE’lerin CE ylizeylerine MXene ve MXene-COOH
siispansiyonlarindan 3 pL damlatilarak karanlikta kuruyuncaya kadar bekletilmis ve fiziksel olarak modifiye edilmistir.
SPCE/MXene ve SPCE/MXene-COOH elektrotlar: {izerinde AuNP olusturmak i¢in elektrotlarin yiizeyine 50 pL. 6 mM HAuCl,4
cozeltisinden damlatilmis ve -1,3 ile -0,2 V potansiyel araliginda 15 déngii (50 mV s™) CV metodu uygulanmustir.

SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP

Bu amagla hazirlanan MWCNT-COOH siispansiyonundan 3 pL elektrotlarin yiizeyine katman katman (LBL) yontemi ile
damlatilarak karanlikta kuruyuncaya kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra DES ¢6zeltisi igerisinde hazirlanan AA
monomerinin elektropolimerizasyonu gergeklestirilmistir. AA’nin SPCE iizerinde elektropolimerizasyonu -0,8 V ile +1,0 V
potansiyel araliginda (100 mV s tarama hizi ve 30 dongii) CV metodu uygulanarak gergeklestirilmistir. Polimerizasyonun ardindan
kalan monomer kalintilarini temizlemek amaci ile 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KClI igerisinde) kullanilarak -1,0 V ile
+1,0 V potansiyel araligimda 100 mV s tarama hiz1 ile 10 déngii CV metodu tekrar uygulanmistir. Temizleme islemi yapilmis
elektrotlara polimer kaplandiktan sonra AuNP olusturmak i¢in elektrodepozisyon metodu uygulanmistir. Bu amagla 4 mM HAuCl,4
¢ozeltisi kullanilarak -1,3 ile -0,2 V potansiyel araliginda 10 dongii CV metodu uygulanmistir. Her bir basamakta elektrotlar ultra
saf su ile yikanmig ve yiiksek safliktaki Ar gazi ile kurutulmusgtur.
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3.2.4 CA125 immunosensorlerinin hazirlanmasi

CA125 immunosensorlerinin  hazirlanmasinda SPCE/PTBpes/AuNP  elektrotlarinin
calisma elektrodu yiizeyine SAM tabakalarinin olugmasi icin ilk olarak 100 mM 4-MOH
cozeltisinden LBL yontemi ile 3 pLL damlatilmis ve karanlikta gece boyu oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra 4-MOH ile modifiye edilmis elektrotlarin yiizeyine %0,5
CTES ¢ozeltisinden LBL yontemi ile 3 pL. damlatilmis ve gece boyu oda sicakliginda
bekletilmistir. Ardindan 0,6 mM EDC/0,1 mM NHS c¢ozeltisinden 3 pL damlatilmis ve
60 dk bekletilmistir. 4-MOH ve EDC-NHS ile aktive edilen elektrotlarin yiizeylerine
antikor ¢dzeltisinden (66 pg mL* Anti-CA125) 3 pL damlatilmis ve 45 dk bekletilmistir.
Daha sonra %]1°lik BSA ¢o6zeltisinden (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde) 3 pL.
damlatilmis ve 30 dk bekletilmistir. Son olarak, ¢alisma elektrodu yiizeyine 50 pg mL™
CA125 antijen ¢ozeltisinden 3 L. damlatilmis ve 30 dk bekletilmistir. Her bir hazirlanma
basamaginda elektrotlar karanlikta , sabit nem ortaminda, oda sicakliginda bekletilmis ve
her bir islem sonrasinda elektrotlarin yiizeyi ultra saf su ile yikanmuis, yiiksek safliktaki
Ar gazi ile kurutulmustur. Boylece SPCE/PTBpes/AuNP/Anti-CA125/BSA/CA125
immunosensorleri hazirlanmigtir. CA125 immunosensorlerinin hazirlanma basamaklari

Sekil 3.9’da verilmistir
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Sekil 3. 9 CA125 immunosensorlerinin hazirlanma semasi

3.2.5 HE4 immunosensorlerinin hazirlanmasi

SPCE/MXene-COOH/AUNP elektrotunun ¢alisma elektrodu yiizeyine SAM tabakalarini
olusturmak i¢cin 100 mM 6-MHA c¢ozeltisinden LBL yontemi ile 3 pL. damlatilmis ve
gece boyu oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan elektrotlarin yiizeyine 0,6 mM
EDC/0,1 mM NHS ¢ozeltisinden 3 pL damlatilmis ve 1 saat bekletilmistir. 6-MHA ve
EDC/NHS ile aktive edilmis elektrotlarin ylizeyine, 100 ng Anti-HE4 ¢6zeltisinden 3 pLb
damlatilmis ve 45 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra %]1’lik BSA c¢ozeltisinden,
elektrotlarin ylizeyine 3 pL damlatilmis ve 30 dk bekletilmistir. Son olarak, HE4 (50 ng
mL1) ¢ozeltisinden, elektrotlarin yiizeyine 3 uL damlatilmis ve 30 dk inkiibe edilmistir.
Bu islem sonucunda HE4 immunosensoriiniin hazirlanma islemi tamamlanmistir. Her bir
hazirlanma basamaginda elektrotlar karanlikta, sabit nem ortaminda, oda sicakliginda
bekletilmis ve her bir islem sonrasinda elektrotlarin yiizeyi ultra saf su ile yikanmus,
yiiksek safliktaki Ar gazi ile kurutulmustur. Boylece SPCE/MXene-COOH/AuUNP/AnNti-
HE4/BSA/HE4 immunosensoérleri hazirlanmistir. HE4 immunosensorlerinin hazirlanma

basamaklarinin sematik gosterimi Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3. 10 HE4 immunosensorlerinin hazirlanma basamaklari

3.2.6 AFP immunosensorlerinin hazirlanmasi

AFP immunosensorlerinin hazirlanmasinda SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP’lerin calisma elektrodu yiizeyine SAM tabakalarinin olugmasi
icin ilk 6nce 50 MM 6-MOH c¢ozeltisinden LBL yontemi ile 3 pL. damlatilmig ve gece
boyu oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra silan ajani ile muamele etmek icin
elektrotlarin yiizeyine %3,5 APTES ¢ozeltisinden LBL yontemi ile 3 pL damlatilmis ve
gece boyu oda sicakliginda bekletilmistir. APTES ile modifiye edilmis elektrotlarin
yiizeyine %1 GA ¢o6zeltisinden 3 pL damlatilmis ve 15 dk bekletilmistir. GA ile modifiye
edilmis elektrotlarin yiizeylerine antikor ¢ozeltisinden (50 pg mL™* Anti-AFP) 3 pL
damlatilmis ve 30 dk bekletilmistir. Daha sonra %1°lik BSA ¢ozeltisinden 3 pL
damlatilmis ve 30 dk bekletilmistir. Son olarak, calisma elektrodu yiizeyine 5 ng mL™
AFP antijen ¢ozeltisinden 3 pL. damlatilmis ve 15 dk bekletilmistir. Her bir hazirlanma
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basamaginda elektrotlar karanlikta, sabit nem ortaminda, oda sicakliginda bekletilmis ve
her bir islem sonrasinda elektrotlarin yiizeyi ultra saf su ile yikanmuis, yiiksek safliktaki
Ar gazi ile kurutulmustur. Boylece SPCE/MWCNT-COOH/PAADes/AuNP/ANti-
AFP/BSA/AFP immunosensorleri hazirlanmistir. AFP immunosensorlerinin hazirlanma

basamaklar1 Sekil 3.11°de verilmistir.

wt
. MWCNT.COOH « PAA + AuNP + 6-MOH
« APTES
* GA
I 4 Vv
+ Anti-AFP « BSA + AFP

Sekil 3. 11 AFP immunosensorlerinin hazirlanma semasi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 CA125 immunosensorleri

Tezin bu kisminda ilk olarak CA125 immiinsoensorlerinin hazirlanmasinda kullanilan
elektrotlarin  modifikasyonu, modifikasyonlarin optimizasyonu, elektrokimyasal,
morfolojik karakterizasyonlari, PTBpes ve AuNP modifiyeli SPCE’lerin optimizasyonu
tartistlmistir. Ikinci kistmda, modifiyeli elektrotlar kullanilarak hazirlanan CA125
immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonlari, immunosensorlerin optimum

calisma parametreleri, analitik parametreleri ve gercek numune analizleri tartisilmistir.

4.1.1 PTBpes ve AUNP modifiyeli elektrotlarin karakterizasyonlari

CA125 immunosensorlerinin hazirlanmasinda kullanilan PTBpes ve AuNP modifiyeli
elektrotlarin karakterizasyonlari, elektrokimyasal ile morfolojik ve kimyasal olmak {izere
iki baslik altinda sunulmustur. PTBpes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin elektrokimyasal
karakterizasyonlarinda, TB’nin elektropolimerizasyonun karakterizasyonu,
polimerlesme mekanizmasi, elektropolimerizasyonun optimum ¢alisma parametrelerinin
(dongii sayis1) incelenmesine ait bulgular sunulmus ve tartisilmistir. PTBpes ve AuNP
modifiyeli  elektrotlarin  morfolojik  karakterizasyonlarinda ~ SEM,  kimyasal
karakterizasyonlarinda ise EDX, FTIR ve XRD analizlerine ait bulgular verilmis ve

tartisilmistir.

4111 PTBpes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin  elektrokimyasal

karakterizasyonlari

Tezin bu kisminda ilk olarak SPCE’ler iizerinde TB’nin elektropolimerizasyonuna ait
bulgular sunulmustur. Sekil 4.1A’da SPCE’ler {izerinde TB’nin elektropolimerizasyonu
(-0,6 V ile +1,0 V, 100 mV s?, 30 dongii) sirasinda elde edilen CV’ler verilmistir.
Voltamogramlarda ilk dongiide monomerin oksidasyon piki -0,130 V civarinda,

indirgenme piki ise -0,120 V civarinda gozlenmektedir. Pik potansiyeli +0,9 V’a
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ciktiginda monomerin katyonik radikalleri olusmakta ve TB monomerleri ile reaksiyona
girerek polimerizasyonu baslatmaktadir (Chakkarapani ve Brandl 2021). PTBpes’in
oksidasyon pikleri 2. dongiiden itibaren yaklasik -0,07 V (Epaz: anodik pik potansiyeli 1)
ve +0,13 V (Epaz: anodik pik potansiyeli 2)’ta ve PTBpes'in indirgenme piki yaklasik -
0,18 V (Epc: katodik pik potansiyeli)’ta goriilmektedir ve dongii sayisi arttikca
artmaktadir. TB’nin polimerizasyonunda, SPCE iizerinde H" iretmesiyle elektrot
yiizeyinde pH degisikligi meydana gelmekte ve elektropolimerizasyon pozitif potansiyele
kaymaktadir (Sahin ve Ayranci12015). PTBpes’in polimerlesme mekanizmasi monomerin
katyonik radikallerinin olusmasi ve diger TB monomerlerine saldirarak polimerlesmeyi
baslatmasiyla olusmaktadir. Daha sonra katyonik radikal, monomerin orto
pozisyonundaki karbon atomu ile, TB’nin diger bir aromatik halkasina amino gruplari
araciligiyla kovalent olarak baglanmaktadir. Bdoylece azot kopriileri ile TB’nin
elektrokimyasal polimerizasyonu ilerlemektedir. Bu polimerizasyon mekanizmasi,
fenazin boyalarinin genel polimerlesme mekanizmasi yolu ile gergeklesmektedir

(Chakkarapani et al. 2021, Esokkiya et al. 2021).

TB’nin elektropolimerizasyonu ve polimerlesme mekanizmas: tartigildiktan sonra,
elektropolimerizasyonun optimum c¢alisma parametrelerinin incelenmesine ait bulgular
sunulmustur. CV metodu kullanilarak yapilan bir iletken ya da redoks monomerinin
elektropolimerizasyonunda dongii sayisinin optimizasyonu Onemlidir. Ciinkii dongii
say1s1 az oldugunda polimerin elektrot yilizeyindeki film kalinlig1 ¢ok ince olurken, dongii
say1s1 fazla oldugunda ise film kalinlig1 fazla olmakta ve difiizyon zor olmaktadir (Qu et
al. 2006). Bu nedenle, ilk olarak SPCE iizerinde elektropolimerizasyon ile PTBpes’in
modifikasyonunda dongii sayist optimizasyonu ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla 30, 25
ve 20 dongii CV uygulanarak SPCE’ler lizerine PTBpes modifiye edilmistir. 30, 25 ve 20
dongi CV uygulanarak hazirlanan SPCE/PTBpes’lerin elektropolimerizasyonlari
sirasinda elde edilen CV’leri sirasiyla Sekil 4.1A, 4.1B ve 4.1C’de verilmistir.
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Farkli dongii sayilarinda hazirlanan PTBpes modifiyeli elektrotlarin elektroaktif yiizey
alanlarin1 (Aea) hesaplamak i¢in, FF ¢6zeltisinde farkli tarama hizlarinda (10-25-50-75-
100-125 mV s) CV ol¢iimleri gerceklestirilmis ve elde edilen voltamogramlar 30 n, 25
n ve 20 n i¢in swrastyla Sekil 4.2A, 4.2B ve 4.2C°de gosterilmistir. CV’lerden
yararlanilarak pik akimlarina kars1 tarama hizinin (v?) karekokii grafikleri de ¢izilmistir

(Sekil 4.2D, 4.2E ve 4.2F).
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Sekil 4. 2 SPCE/PTBpes (30 n), SPCE/PTBpes (25 n), SPCE/PTBpes (20 n)’lerin
doniisiimlii voltamogramlardan (tarama hizi: 10-125 mV s?) (A, B ve C) ve
pik akimi-tarama hizinin karekokii (D, E ve F) grafikleri
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Sekil 4.2A, 4.2B ve 4.2C’de verilen voltamogramlara gore tarama hizi arttik¢a pik akim
yiikseklikleri de artmaktadir. Sekil 4.2D, 4.2E ve 4.2F’ye gore gerceklesen
elektrokimyasal proses difiizyon kontrolliidiir. 30, 25 ve 20 dongii modifiye edilmis
SPCE/PTBpes’in  Aea degerleri, Esitlik 1’de verilen Randles—Sevcik denklemi
kullanilarak hesaplanmistir ( Jimenez et al. 2014; Bard et al. 2022).

ip = 2,96x10°xn*?xAeaxD2xCxv'? ( Esitlik 1)

Esitlige gore ip pik akimini, n alinan verilen elektron sayisini, Aea elektroaktif yiizey
alanini, D diifizyon katsayisini, C konsantrasyonu, v tarama hizin1 ifade etmektedir. 30
n i¢in Aea: 0,1639 cm?, 25 n i¢in Aea: 0,1575 cm? ve 20 n igin Aea: 0,1484 cm? (Bard et
al. 2022) olarak bulunmustur. En yiliksek Aea, 30 dongii ile modifiye edilmis
SPCE/PTBpes’lerde elde edildigi i¢in optimum dongii sayisi 30 olarak belirlenmistir. Bu
tez calismasinda DES igerisinde hazirlanan TB’nin elektropolimerizasyonu ilk kez
gerceklestirilmistir. Optimum dongili sayisinda hazirlanan SPCE/PTBpes’lerin ylizeyi
AuNP’ler ile edilmistir. Boylece SPCE/PTBpes/AUNP’ler hazirlanmustir.

Elektrokimyasal sensér ve immunosensorlerin tasarimi ve optimizasyonu igin, dncelikle
modifiye edilen malzemelerinin elektrokimyasal davraniglari degerlendirilmektedir. Bu
amagla bir onceki boliimde hazirlanan PTBpes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin

iletkenliklerini incelemek i¢in elektrokimyasal karakterizasyonlar yapilmuistir.

PTBpbes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonlari, 5 mM FF
¢ozeltisinde CV, DPV ve EIS metotlar1 uygulanarak gerceklestirilmistir. CV ve
DPV’lerden elde edilen voltamogramlar ve EIS’lerden elde edilen spektrumlar sirasiyla
Sekil 4.3A, Sekil 4.3B ve Sekil 4.3C’de verilmistir. Ortalama Epa (Epaort) ortalama pik
akimi yiikseklikleri (Ipaort) ve ortalama direng degerleri (Rctor) Cizelge 4.1'de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 3 PTBpes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin doniisiimlii voltamogramlar1 (A),

empedans



Cizelge 4. 1 PTBpes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin CV ve DPV’lerinden elde edilen
Epaort Ve Ipaort degerleri ve EIS’lerinden elde edilen Rctort degerleri

Elektrot Ccv DPV EIS
formiilasyonu Ipaort (nA) | Epaort (V) Ipaort (A) | Epaort (V) Rctort (0hm)
SPCE 132,82 0,256 174,51 0,160 274,60
SPCE/PTBDES 151,68 0,236 272,95 0,160 76,70
SPCE/AuUNP 144,81 0,242 235,63 0,140 84,27
SPCE/PTBDES/AUNP | 216,76 0,174 348,32 0,110 2,30

Sekil 4.3A ve Cizelge 4.1°deki CV’lere gore yalin SPCE’de Ipaort degeri 132,82 pA ve
Epaort degeri 0,256 V’dur. SPCE/PTBpes ve SPCE/AUNP’lerde Ipaort degerleri nispeten
artmistir (PTBpes: 151,68 nA ve AuUNP: 144,81 uA). Epaort degerleri de azalmig, PTBpes
ve AUNP elektrokatalitik etki gostermistir (Yilmaz ve Bilgi 2024). iletken bir fenazin
boyasi olan PTBpes sonrasi Ipaort degerinin artmasi PTBpes’in aromatik halkasindaki 7-
konjuge yapisindan kaynaklanmaktadir (Sahin  ve  Ayranci 2015).
SPCE/PTBpes/AuNP’lerde ise diger formiilasyonlardaki elektrotlara gore Ipaort degeri en
yiiksektir (216,76 pA). Dolayisiyla en yiiksek iletkenlik degerini gostermistir. Epaort
degeri de 6nemli Olgiide azalmis ve PTBpes/AUNP elektrokatalitik etki gostermistir
(0,174 V). Sekil 4.3B ve Cizelge 4.1°deki DPV’lere gore yalin SPCE’de lIpaort degeri
174,51 pA, Epaort degeri ise 0,160 V’dur. SPCE/PTBpes (272,95 nA) ve SPCE/AUNP
(235,63 pA)’lerdeki lIpaort degerleri ise nispeten artmistir. SPCE/AUNP’lerde Epaor
degeri ise biraz azalmistir (0,140 V). SPCE/PTBpes/AuNP’lerde ise en yiiksek Ipaort
degeri 348,32 pA elde edilmistir. Ayrica Epaort degeri oldukg¢a azalmis ve 0,110 V ile
yiiksek elektrokatalitik etki gostermistir. Sekil 4.3C ve Cizelge 4.1°deki EIS’lere gore
SPCE’lerde Rctort degeri 274,60 ohm’dur. SPCE/PTBpes (76,70 ohm) ve SPCE/AuNP
(84,27 ohm)’lerde Rctort degerleri oldukga diigmiistiir. SPCE/PTBpes/AuNP’lerde ise
2,30 ohm Rctort degeri gozlenmistir ve oldukea iletken oldugu anlasiimistir. CV, DPV ve
EIS sonuglarina gére PTBpes ve AuNP arasindaki sinerjik etki, elektronik iletkenligi
artirmis bununla birlikte elektrokatalitik etki géstermis ve voltamogramlarda Epaort
degerlerini diistirmiistiir (Y1lmaz ve Bilgi 2024). CV, DPV ve EIS sonuglar1 birbiri ile
uyumludur ve ii¢ metotta da en iyi performans SPCE/PTBpes/AuNP’lerde elde edilmistir.
CA125 immunosensorlerinin hazirlanmasinda SPCE/PTBpes/AUNP’ler kullanilmustir.

48



4.1.1.2 SPCE/PTBpes/AuNP’lerin morfolojik ve kimyasal karakterizasyonlari

Tezin bu kisminda ilk olarak SPCE/PTBpes/AuNP’lerin morfolojik karakterizasyonuna
ait bulgular sunulmustur. Optimum sartlarda hazirlanmis elektrotlarin morfolojik
karakterizasyonu SEM ile yapilmistir. SPCE, SPCE/PTBopes ve
SPCE/PTBpes/AuNP’lere ait SEM goriintiileri sirastyla Sekil 4.4A, Sekil 4.4AB ve Sekil
4.4C de verilmistir.

EHT = 1500 kV Signal A = InLens Date: 25 Mar 2022
WO = 82mm Mag= 500KX Time: 11.07:21

Sekil 4. 4 SPCE (A), SPCE/PTBpes (B) ve SPCE/PTBpes/AuNP (C)’lere ait SEM
gortintiileri

Optimum sartlarda hazirlanan elektrotlarin Sekil 4.4A’daki SEM’de SPCE’lerin
yiizeyinin pirtizsiiz oldugu goriilmektedir. Sekil 4.4B’de ise ¢ok katmanli helezon
yapilarinin varhigi PTBpes’in yiizeye kaplandiginin kanitidir (Chakkarapani and Brandl
2021). Sekil 4.4C’de ise yer yer AuNP’lerin kiiresel sekildeki goriintiisii gézlenmis (Atict
vd. 2023) ve bu kiresel goriintiler AuNP depolandigini  kanitlamaktadir.
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SPCE/PTBpes/AuNP’lerin  morfolojik  karakterizasyonu  basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmistir.

SPCE/PTBpes/AuNP’lerin morfolojik karakterizasyonu tartisildiktan sonra, kimyasal
karakterizasyonlarma ait bulgular sunulmustur. Optimum sartlarda hazirlanmis
elektrotlarn  kimyasal karakterizasyonu EDX, FTIR ve XRD ile yapilmistir.
SPCE/PTBpes/AuNP’lere ait EDX spektrum Sekil 4.5A’da, SPCE/PTBpes’lere ait FTIR
spektrumu Sekil 4.5B’de ve SPCE/PTBpes/AuNP’lere ait XRD spektrumu ise Sekil
4.5C’de verilmistir.

SPCE/PTB__/AUNP
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Sekil 4. 5 SPCE/PTBpes/AuNP’lere ait EDX spektrumu (A), SPCE/PTBpes’lere ait FTIR
spektrumu (B) ve SPCE/PTBpes/AuNP’lerin XRD spektrumu (C)
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Sekil 4.5A’daki EDX analizinde Au elementinin varligi, AuNP’lerin elektrot iizerine
biriktirildiginin kanitidir (Atic1 vd. 2023). Sekil 4.5B’deki SPCE/PTBpes’lere ait FTIR
spektrumunda, 2974,6 cm™’daki pik PTBpes yapisindaki aramotik halkadaki C-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 2377,76 cm™’deki pik C-S gerilme titresiminden,
1659,80 cm™’deki pik ise C=N+(CHs), grubundaki C=N titresimlerinden ileri
gelmektedir (Atict vd 2023; Kiymaz Onat vd. 2023). 1606,37 cm™’deki pik, N-H birincil
aminin biikiilme bantim1 gostermektedir (Palakollu and Karpoormath 2018). C-N (aril)
arasindaki titresimler 1337,42 cm "de (Palakollu and Karpoormath 2018) ve = C-H
gerilme titresimleri 1030 cm ™ "de (Atic1 vd. 2023; Kiymaz Onat vd. 2023) meydana gelir.
Sekil 4.5C’deki SPCE/PTBpes/AuNP’lere ait XRD spektrumunda PTBpes i¢in 26,59°’de
keskin bir kirmim tepe noktasi goriilmektedir. Literatiirde de fenazin boyasi olan
polimetilen mavisinin (PMB) XRD spektrumunda 26,7°'de keskin bir kirinim tepe noktasi
gosterdigi ve  PMB'nin amorf fazindan kaynaklandig: bildirilmektedir (Atict vd. 2023).
Sonuglar literatiir ile uyumludur. AuNP i¢in sirasiyla 35,46°, 43,58°, 61,54° ve 77,61°de
dort karakteristik kirinim tepe noktasi (111), (200), (220) ve (311) gbzlenmistir (Atic1 vd.
2023). Bu sonuglara gére SPCE/PTBpes/AUNP’lerin kimyasal karakterizasyonu basarili
bir sekilde gerceklestirilmistir.

4.1.2 CA125 immunosensdorlerinin gelistirilmesi

Tezin bu kisiminda, bir 6nceki boliimde detaylart verilmis olan SPCE/PTBpes/AuNP’ler
kullanilarak ~ CA125  immunoosensorleri  hazirlanmis  ve  elektrokimyasal
karakterizasyonlar1 yapilmistir. CA125 immunosensorlerinin ¢alisma parametrelerinin
optimizasyonlari, analitik parametreleri ve ger¢ek numune analizlerine ait bulgular

verilmis ve tartisilmistir.

4.1.2.1 CA125 immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonu

SPCE/PTBpes/AuNP elektrotlart kullanilarak hazirlanan CA125 immunosensorlerinin
elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in her bir hazirlanma basamagindan sonra CV, DPV

EIS olglimleri gerceklestirilmistir. CA125 immunosensorlerinin her bir hazirlanma
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basamaginda elde edilen CV ve DPV’ler ile EIS’ler sirasiyla Sekil 4.6A, 4.6B ve 4.6C’de
verilmistir. CV ve DPV’lerden elde Ipaort degerleri ve EIS’lerden elde edilen RcCtort
degerleri ise Cizelge 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 6 SPCE/PTBpesAuNP’lerle hazirlanan CA 125 immunosensdrlerinin doniisiimlii
voltamogramlar1  (A), diferansiyel puls voltamogramlart (B) ve
elektrokimyasal empedans spektrumlari (C)
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Cizelge 4. 2 CA125 immunosensorlerinin her bir hazirlanma basamaginda CV ve
DPV’lerinden elde edilen lIpaot degerleri ve EIS’lerinden elde edilen Rctont

degerleri
Immunosensor formiilasyonu | CV Ipaort (nA) DPV lpaort (nA) | EIS Rctore (0hm)
4-MOH 178,20 327,64 17,55
CTES 155,91 316,83 34,36
EDC NHS 149,32 305,25 35,98
Anti-CA125 142,25 269,44 47,68
BSA 135,24 255,37 71,13
CA125 132,93 253,29 75,82

Sekil 4.6A’daki CV’lere ve Cizelge 4.2’ye gore SPCE/PTBpes/AuNP’ler -SH grubu
iceren 4-MOH ile muamele edildikten sonra Ipaort degeri 178,20 pA oldugu bulunmustur.
SAM’lerin olusturulmasi igin, yiizeyde -OH gruplarinin varligi 4-MOH ile elde
edilmistir. CTES silan ajani ile silanizasyon yapilmis ve CTES, ylizeydeki -OH
gruplartyla reaksiyona girerek kovalent bag olusturmustur. Boylece siloksan bagi
olusmustur (Si-O-Si). EDC-NHS muamelesinden sonra CTES’in diger ucunda bulunan -
COOH gruplar aktiflestirilmis ve amin reaksiyonu olusarak antikorun yiizeyde tutunmasi
igin kararl bir yilizey olusturulmustur (Steglich et al. 2022). CTES ve EDC-NHS c¢apraz
baglayici ile aktivasyonundan sonra, iletkenlik azalmis ve Ipaor degeri de azalmistir
(CTES:155,91 pA, EDC-NHS:149,32 pA). Anti-CA125’in yiizeye immobilizasyonu
sonrasi difiizyonun azalmasiyla birlikte pik akimi da azalmistir (142,25 pA). Bu sonuglar
Anti-CA125'in CE'de basarili bir sekilde immobilize edildigini gostermektedir (Bilgi
Kamag vd. 2023a, b; Yilmaz ve Bilgi 2024). BSA ve CA125 inkiibasyon adimlarinda,
ylizey daha vyalitkan hale geldik¢e Ipaort degerlerinde bir azalma goriilmiistiir
(BSA:135,24 nA, CA125: 132,93 pnA). Sekil 4.6B’deki DPV’lere ve Cizelge 4.2’ye gore
SPCE/PTBpes/AuNP’lerin 4-MOH ile muamelesinden sonra Ipaort degeri 327,64 pA’dir.
CTES ve EDC-NHS basamaginda ise iletkenlik azalmis ve Ipaort degeri de azalmigtir
(CTES:316,83 pA, EDC-NHS:305,25 pA). Anti-CA125 yiizeye immobilizasyonu
sonrast yalitkan bir tabaka olusmus ve pik akiminda azalma goézlenmistir (269,44 pA).
Difuzyonun azalmasiyla birlikte BSA (255,37 pA) ve CA125 (253,29 uA)
basamaklarinda da pik akim degerlerinde azalislar devam etmistir. Sekil 4.6C’deki
EIS’lere ve Cizelge 4.2°ye gore ise SPCE/PTBpes/AuNP elektrotlarinin 4-MOH
basamaginda Rctort degeri 17,55 ohm’dur. CTES ve EDC-NHS basamaklarinda difuzyon
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azalmig ve RcCtort degerleri 34,36 ohm ve 35,98 ohm olarak artmistir. Anti-CA125 ile
inkiibe edildikten sonra elektrot yiizeyi daha yalitkan hale geldikge, Rctort degeri daha da
artmistir (47,68 ohm). BSA (71,13) ve CA125 (75,82) inkiibasyon adimlarinda Rctort
degerlerindeki artiglar devam etmistir. Bu sonuglara gore CA125 immunosensorlerinin

elektrokimyasal karakterizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

4.1.2.2 CA125 immunosensorlerinin calisma parametrelerinin optimizasyonu

Tezin bu kisitminda, CA125 immunosensorlerinin  ¢alisma parametrelerinin
optimizasyonu i¢in Anti-CA125 konsantrasyon optimizasyonu, Anti-CA125 inkiibasyon
stire optimizasyonu ve CA125 inkiibasyon siire optimizasyonuna ait bulgular verilmis ve
tartigtlmustir. ik olarak antikor konsantrasyonlarmi optimize etmek igin, farkli Anti-
CA125 konsantrasyonlarina (5 ug mL ™, 15 ug mL?, 25 ug mL ! ve 50 pg mL ™) sahip
immunosensorler hazirlanmig ve farkli konsantrasyonlardaki CA125’in analizi EIS
metodu ile gerceklestirilmistir. Antikor konsantrasyonu optimizasyonu i¢in CA125
konsantrasyonu-direng  farki  (ARct=Rctantigen—RCtesa)  grafigi  Sekil 4.7A'da

gosterilmistir.
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Sekil 4. 7 CA125 konsantrasyonu-ARct grafikleri: A) antikor konsantrasyon
optimizasyonu, B) antikor inkiibasyon siire optimizasyonu ve C) antijen
inkiibasyon siire optimizasyonu
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Sekil 4.7A’ya gore en yiiksek egim degeri, 5 pg mL™? Anti-CA125 ile hazirlanan
immunosensérlerin CA125 analizindeki ARct-C grafiginde elde edilmistir. 25 pg mL ™
ve 50 pg mL ™! Anti-CA125 konsantrasyonu ile hazirlanan immunosensérlerin CA125
analizinden elde edilen ARct-C grafiginin egim degerleri, 5 ng mL™* Anti-CA125
konsantrasyonu ile hazirlanan immunosensorlerde elde edilen egim degerlerine yakindir.
En yiiksek korelasyon katsayisi (r) ise, 5 ng mL™? Anti-CA125 ile hazirlanan
immunosensorlerle yapilan analizde elde edilmistir. Sonug olarak, egim ve r degerlerine

gore optimum Anti-CA125 konsantrasyonuna 5 pg mL ™ olarak karar verilmistir.

Optimum Anti-CA125 konsantrasyonunu belirledikten sonra antikor inkiibasyon
stirelerini  optimize etmek igin, farkli Anti-CA125 inkiibasyon siirelerine sahip
immunosensorler (30 dk, 45 dk ve 60 dk) hazirlanmistir. Antikor inkiibasyon siire
optimizasyonu i¢in ARCt-C grafigi Sekil 4.7B'de gosterilmistir. Sekil 4.7B grafiginin
egim degerlerinden, Anti-CA125'in elektrot iizerinde immobilizasyonu igin gegen 30
dakikanin antijen-antikor etkilesimi igin yetersiz oldugu goriilmektedir. Anti-CA125'in
45 ve 60 dakika inkiibasyonuyla hazirlanan immunosensorlerin ARct-C grafiginden elde
edilen egim degerleri birbirine ¢ok yakindir. En yiiksek r degeri, Anti-CA125'in 45 dk
inkiibasyonuyla hazirlanan immunosensdrlerle yapilan analizlerde elde edilmistir. Sonug

olarak, optimum Anti-CA 125 inkiibasyon siiresi 45 dk olarak belirlenmistir.

Son olarak, immunosensor tasarimindaki son adim olan antijen siire inkiibasyon
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla tig farkli CA 125 inkiibasyon siiresine sahip
CA125 immunosensorleri (15 dk, 30 dk ve 45 dk) hazirlanmistir. Antijen inkiibasyon siire
optimizasyonu i¢in ARct-C grafigi Sekil 4.7C'de gosterilmistir. Sekil 4.7C grafigine gore
15 dk, antikor-antijen etkilesimi icin yetersiz gelmistir. 30 dakikalik inkiibasyon
stiresinde, ARct-C grafikleri sinyal artislar1 nedeniyle daha dogrusal goziikmektedir. Ek
olarak, r degeri 45 dakikalik inkiibasyon siiresi boyunca artmasina ragmen, diigiik
sinyaller kaydedilmistir. Sonu¢ olarak, optimum CA125 inkiibasyon siiresinin 30 dk

olarak belirlenmistir.
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4.1.2.3 CA125 immunosensorlerinin analitik performansi

Tezin bu boélimiinde, CA125 immunosensorlerinin analitik parametreleri olan dogrusal
aralik, tekrarlanabilirlik, uygulama kararliligi, depolama kararliligi ve rejenerasyon
caligmalar1 sunulmus ve tartisilmistir. Bu amagcla ilk olarak dogrusal tayin araligi
belirlenmistir. Dogrusal tayin araliinin belirlenmesi i¢in, optimum ¢alisma
parametrelerinde  hazirlanan  CA125  immiinsensorleri  kullanilarak  farkl
konsantrasyonlardaki CA125 antijenlerinin analizi EIS metodu ile gergeklestirilmistir.

EIS’lerden faydalanarak ARct-C grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4. 8 CA125 immunosensorleri icin 5 ile 100 pg mL™ arahginda artan CA125
konsantrasyonuna kars1 ARct grafigi

Sekil 4.8°deki grafikten faydalanarak tespit limitleri ve tayin araliklart belirlenmistir.
Sekil 4.8’deki grafikte CA125 konsantrasyonu arttik¢a ARCt degerleri de dogrusal olarak
artmaktadir ve r degeri 0,9992°dir. Gelistirilen immunosensérlerin dogrusal araligi 5-100
pg mL?, duyarligi ve tespit limiti (LOD) ise sirasiyla 0,8204 ohm mL pg * ve 1,20 pg

mL Y dir.

Literatiirde yer alan etiketli ve etiketsiz CA125 immunosensorleri ile bu galismada
gelistirilen etiketsiz CA125 immunosensoriiniin performans karsilagtirmas1 Cizelge

4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4. 3 Literatiirde yer alan etiketli ve etiketsiz CA125 immunosensorleri ile bu caligmada gelistirilen etiketsiz CA125
immunosensoriiniin performans karsilagtirmasi

Formiilasyon | Tespit arahig | Dogrusal arahk | Metot | Referans
Etiketli CA125 immunosensorleri
GCE/MOF@MXene/Anti- 0,006 U mL™* 0,2-1000 U mL™! DPV Qu et al. 2023
CA125/BSA/CA125/Ui066@MB-Ab;
ITO/C-ink/CD/ZnO/Anti- 0,1 fgmL™ 1ag mL*1-100 ng mL™ DPV Krathumkhet et al.
CA125/BSA/CA125/Ag@PPy 2023
GCE/PPYyMS/ Anti-CA125/BSA/CA125/Ab; 2,4 pU mL * 10-100 U mL* DPV Ma et al. 2024
SPCE/MXene/CNT-NH,/Anti- 1muUmL? 1 mU mL*- 500 U mL™ DPV Yang et al. 2024
CA125/BSA/CA125/Ab;
GCE/gCsN4#/M0S,/PANI/AntiCA125/BSA/CA1 | 0,196 U mL? 2-10 U mL? SWV Foroozandeh et al. 2024
25/Aptamer-MB
Etiketsiz CA125 immunosensorleri
GCE/MWCNT-COOH@AUNP/ANti- 0,0004 U mL* 0,0004-4 U mL™? SWV Runprapan et al. 2023
CA125/BSA/CA125
SPCE/3-HPA/ Anti-CA125/BSA/CA125 1,45UmL? 5-80 UmL™? DPV de Castro et al. 2020
GCE/CuCo-ONSs@AuNPs/Anti- 39x10%UmL? | 1x107-1x103 U mL™? DPV Mu et al. 2024
CA125/BSA/CA125
GCE/MWCNT/CuNP/SiONP/AnNti- 3,4x10*UmL™! 0,001-500 U mL™! DPV Chang et al. 2023
CA125/BSA/CA125
SPCE/AUNP@C60/ Anti-CA125/BSA/CA125 0,016 U mL™! 1-100 U mL™! EIS Kilimci vd. 2024
SPCE/RGO/PTH/AUNP/ANti-CA125/CA125 1,17 pg mL* 1-100 pg mL™* (0,00117-0,117 U mL™?) DPV, EIS Bilgi Kamac vd.
(0,00136 U mL™) 2023a
SPCE/PTBDES/AUNP/ANti- 1,2 pg mL™ 5-100 pg mL~"(0,0058-0,177 EIS Bu ¢alisma
CA125/BSA/CA125 (0,00140 UmL™) | UmL™)
-HPA: 3-hidroksifenilasetikasi D:Karbon ITO: Indiyum kalay oksi Palitalidi .

b Anti3I<ord e .as.et i e ](tJ;rng?nﬁrekkc?p MB: Methen mgv?gio " gﬁ?&jigsg:]?:]”'d'" mavisl

Ag@PPy:Gﬁmm@poll_pl"rolﬁn CNT-NH,: Amin fonksiyonlu karbon nanoﬁi_p MOF :_ Met_al orgal?llf cergeve RGO: indirgenmis grafen oksit

AuNPs: A!tm nanopartlku_]]er CuCo-ONSs: Bakir-kobalt oksit MOSg.Mol?bd_elj distlfur SiONP: Silika nanopartikiiller

BSA: Bovin serum albiimin nanotabakalar ' PANI: Pollarpl}n . SPCE: Ekran baskili karbon elektrot

C60: FL.Jlloren B CuNP:_ Bakar nanopamkﬁ}ler PPYyMS: Polipirol mikrokiireler UIOB6: [Zrs04(OH)s] Metal organik cergeve

CA125: Kanser antijen 125 9gCs3Ny: Grafit karbon nitriirler

GCE: Camst karbon elektrot ZnO:Cinko oksit
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Cizelge 4.3’te yer alan etiketli elektrokimyasal CA125 immunosensdrlerinin tespit
limitlerinin oldukg¢a diisikk oldugu gozlenmistir. Ancak ikincil bir antikor ve sinyal
yukseltici malzemeler kullanildig1 anlasilmaktadir. Bu materyaller immunosensoriin
maliyetini ve immunosensorlerin hazirlanma zamanini arttirmaktadir. Etiketsiz CA125
immunosensorleri ise etiketli CA125 immunosensorlerine gore daha hizli ve pratiktir.
Yumurtalik kanserinin erken teshisi igin CA125 antijeninin diisiik konsantrasyonlardaki
tespiti onem arz etmektedir. Calismamizda diisiik konsantrasyonlarda CA 125 antijeninin
tayini yapilabilmektedir. EIS metotu kullanilarak hassas, hizli ve pratik CA125
immunosensorleri gelistirilmistir. Bundan sonraki kisimda CA125 immunosensorlerinin
analitik performanslari olan tekrarlanabilirlik, uygulama kararliligi, depolama kararliligi

Ve rejenerasyon parametreleri incelenmistir.

CA125 immunosensorlerin tekrarlanabilirliklerinin belirlenmesi igin tayin araliklarinda
secilen antijen konsantrasyonunda (50 pg mL™), optimum c¢alisma parametrelerinde
hazirlanan CA125 immunosensorleri ile 5 mM FF ¢ozeltisinde EIS dlglimleri yapilmistir.
CA125 immunosensorlerinin tekrarlanabilirlikleri i¢cin RSD %4,78 (n=7) olarak
hesaplanmigtir. Bu bulgular, gelistirilen CA125 immunosensoérlerinin tek kullanimlik

olmasina ragmen CA125'1 yedi tekrara kadar analiz edebildigini géstermektedir.

Optimum c¢alisma parametrelerinde hazirlanan CA125 immunosensdrlerinin uygulama
kararlihgi, 50 pg mL™? konsantrasyonundaki CA125 antijeninin 60 giin boyunca EIS
metodu kullanilarak iki paralelli ve ii¢ tekrarli olarak belirli zaman araliklarinda 6lgiilmesi
ile gerceklestirilmistir. EIS’lerden elde edilen ARct degerlerinden yararlanilarak, ilk
giinkii degerlere gore %ortalama bagil ARct hesaplanmistir. %ortalama bagil ARct-giin

grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.9°da verilmistir.

60



120
L 100 97,68

84,58 82,74 80,79

10 15

t/ giin sayisi

20 F 717,35 75,21 7173
b

I I I 65,22
20 30 45 60

Sekil 4. 9 CA125 immunosensdérlerinin uygulama kararhihgi: %ortalama bagil ARct-
giin grafigi
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%ortalama bagil ARct

Sekil 4.9°daki grafige gore immunosensorlerin CA125 cevabinda ilk giine kiyasla 3.
giinde %2,32’lik, 5. glinde %15,42’lik, 10. giinde %17,26°11k, 15. giinde %19,21°lik bir
azalma gozlenmistir. 60. giiniin sonunda ise %65,22’lik bir sinyal gézlenmistir. CA125
immunosensorleri CA125 antijenine 60. giinde dahi cevap vermis ve uygulama kararliligi

60 giin olarak belirlenmistir.

CA125 immunosensorlerinin depolama kararliligini incelemek ig¢in ise 10 ayri
immunosensor hazirlanmistir. +4°C’de depolanan CA125 immunosensorleriile 1., 2., 4.,
6., 8., 12., 16., 20. ve 24. haftalarda CA125 antijenlerinin (50 pg mL™) analizi 5 mM FF
cozeltisinde EIS oOlclimleri ile gerceklestirilmistir. ARct degerleri hesaplanmis ve ARct
degerlerinden yararlanilarak %ortalama bagil ARct-hafta grafikleri ¢izilmistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4. 10 CA125 immunosensoérlerinin depolama kararhhgi: %ortalama bagil ARct-
hafta grafigi

Sekil 4.10°daki grafige gore immunosensoriin CA125 cevabinda ilk giine kiyasla 1.
haftada %12,25°lik, 4. haftada %16,82, 12. haftada %48,28°1ik, 16. haftada %60,58 11k
bir azalma gozlenmistir. 20. ve 24. haftada sinyal azalis1 fazla gozlendigi icin CA125

immunosensorlerinin depolama kararliligi 16 hafta olarak belirlenmistir.

Gelistirilen CA125 immunosensdrlerinin rejenerasyon galismasi yapilmistir. Bu ¢alisma
ile CE olarak tercih edilen yiizeyin kararliligi hem de yiizeydeki antikor-antijen
immunokompleksinin ayrilmasindan sonra yeniden baglanma kapasitesi arastirilmistir.
Gelistirilen CA125 immunosensorlerinin rejenerasyonunu incelemek igin, CA125
immunosensorleri hazirlandiktan sonra 10 mM HCI ¢ozeltisiyle muamele edilmistir. 2
dakika sonra, tekrar CA125 (50 pg mL ™) ile inkiibe edilmis ve ardindan EIS metoduyla
CA125 analizi yapilmigtir. CA125 immunosensorlerinin CA125 antijenine olan cevabi
icin %ortalama bagil ARct-rejenerasyon sayis1 grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.11°de

verilmistir.
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Sekil 4. 11 CA125 immunosensorlerinin rejenerasyon ¢alismasi: %ortalama ARct-
rejenerasyon sayisi grafigi

Sekil 4.11’e gore CA125 immunosensorlerinin CA125 antijenine olan cevabinda 1.
rejenerasyondan sonra %0,20°1ik, 2. rejenerasyondan sonra %2,70’lik, 3. rejenerasyondan
sonra %3,11°lik, 4. rejenerasyondan sonra %3,30’luk ve 5. rejenerasyondan sonra
%5,0’likk  bir sinyal azahis1 elde edilmistir. CA125 immunosensorlerinde 10.
rejenerasyonda ise %19,70’1lik bir sinyal gozlenmistir. CA125 immunosensorlerinin 5.
rejenerasyonunda dahi  %95’lik sinyal gozlenmis ve bes kere rejenere edilebildigi
anlasilmistir. Boylece CE olarak tercih edilen yiizeyin kararli oldugu belirlenmistir. Bu

bulgular CA125 immunosensorlerinin tekrar kullanilabilirligini gostermistir.

4.1.2.4 CA125 immunosensorlerinin se¢iciligi

CA125 immunosensoriiniin segiciligi, diger yumurtalik kanseri biyobelirtegleri, HE4 ve
AFP varliginda gergeklestirilmistir. Bu amacla ayr1 ayr1 CA125, HE4, AFP ¢ozeltileri
(her biri 50 pg mL™1), HE4-AFP (her biri 50 pg mL™?) igeren bir ¢ozelti ve CA125-HE4-
AFP (her biri 50 pg mL™?) iceren bir ¢6zelti hazirlanmis ve hazirlanan immunosensorler
bu antijen ¢ozeltileriyle inkiibe edilmistir. 5 mM FF ¢ozeltisinde EIS 6l¢timleri yapilmis
ve bu antijenlerin girisim yapip yapmadigi test edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12 CA125 immunosensorlerinin secicilik testi: %ortalama ARct-antijen grafigi

Sekil 4.12’ye gore CA125 immunosensorlerinin HE4, AFP ve HE4-AFP antijenlerine
kars1 cevabi olduk¢a diisiiktiir (%2,5’un altinda). CA125, HE4 ve AFP (karisim) ile
inkiibe edildiginde ise girisim %S5,7 olarak hesaplanmistir. Antijen karisimina CA125
immunosensorlerinin yanitinin %6’ nin altinda oldugu goriilmistiir. Bu sonuglara gore,
CA125 immunosensorlerinin diger yumurtalik kanser biyobelirtegleri varliginda

CA125’e kars1 1y1 bir secicilik gosterdigi anlamina gelmektedir.

4.1.2.5 CA125 immunosensorleri ile gercek numune analizi

Gergcek numune analizi uygulamasi igin CA125 immunosensorleri hazirlanmis ve satin
alinan insan kan serumunda CA125’i tespit etmek i¢in kullanilmistir. Bu amagla ilk
olarak serum 6rnegi 1:100 oraninda pH 7,4 fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Serum
orneklerine 25,0 pg mL™* ve 50,0 pg mL™? konsantrasyonlarinda CA125 antijeni
eklenmistir. CA125 immunosensorleri CA125 antijeni igeren serum Ornekleri ile inkiibe
edilmis ve CA125 analizleri EIS Ol¢timleri ile gergeklestirilmistir. Ortalama ARct
degerlerinden faydalanarak %geri kazanim ve %hata degerleri hesaplanmistir (Cizelge

4.4).
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Cizelge 4. 4 Gelistirilen CA125 immunosensorleri ile insan kan serumunda CA125

analizi

Eklenen CA125 | Hesaplanan  CA125 | %Geri kazamim %Hata
konsantrasyonu konsantrasyonu

25,0 pg mL? 25,26 pg mL™? 101,07 1,07
50,0 pg mL? 52,32 pg mL? 104,65 4,65

Cizelge 4.4’¢ gore her iki CA125 konsantrasyonu igin ger¢ek numune analizindeki
hatalarin %4,65'ten az oldugu ve geri kazanimlarin %101,07 ile %104,65 arasinda oldugu
goriilmektedir. Bu bulgular, gelistirilen CA125 immunosensoérlerinin insan kan
serumunda CAI125'in impedimetrik Ol¢limleri i¢in etkili bir sekilde calistigim
gostermektedir. Bu c¢alismanin sonuglart Biomedical Microdevices dergisinde 2024

yilinda yaymlanmistir (Yilmaz ve Bilgi 2024).

4.2 HE4 immunosensorleri

Tezin bu kisminda ilk olarak HE4 immunosensoérlerinin hazirlanmasinda kullanilan
elektrotlarin  modifikasyonu, modifikasyonlarin optimizasyonu, elektrokimyasal,
morfolojik ve kimyasal karakterizasyonlar: tartisgtlmistir. Ikinci kisimda, modifiyeli
elektrotlar  kullanilarak hazirlanan HE4 immunosensoérlerinin  elektrokimyasal
karakterizasyonlari, immunosensorlerin optimum ¢alisma parametreleri, analitik

parametreleri ve ger¢cek numune analizleri tartigilmistir.

4.2.1 MXene-COOH ve AuNP modifiyeli elektrotlarin karakterizasyonlari

HE4 immunosensoérlerinin hazirlanmasinda kullanilan MXene-COOH  ve AuNP
modifiyeli elektrotlarin karakterizasyonlari, elektrokimyasal ile morfolojik ve kimyasal
olmak tzere iki baslik altinda sunulmustur. MXene-COOH ve AuNP modifiyeli
elektrotlarin  elektrokimyasal karakterizasyonlarinda, MXene-COOH’m  miktar
optimizasyonu ve AUNP’nin elektropolimerizasyonun optimum ¢alisma parametrelerinin
(HAUCIls konsatrasyonu ve dongii sayisi) incelenmesine ait bulgular sunulmus ve
tartisilmistir. SPCE/MXene-COOH/AUNP’lerin morfolojik karakterizasyonlarinda SEM,
kimyasal karakterizasyonlarinda ise EDX, FTIR ve XRD analizlerine ait bulgular

verilmis ve tartisilmisgtir.
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4211 MXene-COOH ve AUNP modifiyeli elektrotlarin -elektrokimyasal

karakterizasyonlari

Tezin bu kisminda ilk olarak SPCE’ler iizerinde MXene-COOH’in miktar
optimizasyonuna ait bulgular sunulmustur. Bu amagla yalin SPCE, SPCE/MXene-COOH
(1 LBL), SPCE/MXene-COOH (2 LBL) ve SPCE/MXene-COOH (3 LBL)’larin 5 mM
FF ¢ozeltisinde farkli tarama hizinda (10-125 mV s?) CV élciimleri gergeklestirilmistir.
SPCE, SPCE/MXene-COOH (1 LBL), SPCE/MXene-COOH (2 LBL) ve SPCE/MXene-
COOH (3 LBL)’lerin voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri
sirastyla Sekil 4.13A, B, C ve D’de ve pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri ise
Sekil 4.13E, F, G ve H’de verilmistir.
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Sekil 4. 13 SPCE, SPCE/MXene-COOH (1 LBL), SPCE/MXene-COOH (2 LBL) ve
SPCE/MXene-COOH (3 LBL)’larin doniisiimlii voltamogramlardan elde
edilen pik akimi-tarama hiz1 (10-125 mV s?) (A, B, C ve D) ve pik akimi-
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tarama hizinin karekokii (E, F, G ve H) grafikleri
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Anodik ve katodik pik akimlarina kars1 tarama hiz1 (Sekil 4.13A, B C ve D) ve tarama
hizinin karekokii (Sekil 4.13E, F, G, H) grafiklerine bakildiginda pik akimlarina karsi
tarama hizinin karekokii grafiklerinin korelasyon katsayilarmin daha dogrusal oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar ise yalin ve Mxene-COOH modifiyeli SPCE’ler iizerinde
FF’in elektroyiikseltgenme ve indirgenmesinin diflizyon kontrollii bir proseste
gerceklestigini gostermektedir. Bu nedenle Randles-Sevcik esitligi kullanilarak (Esitlik
1), yalin ve MXene-COOH modifiyeli elektrotlarin Aea degerleri hesaplanmistir. Aea
degerleri; SPCE igin 0,1252 cm?, SPCE/MXene (1 LBL) i¢in 0,1350 cm?, SPCE/MXene
(2 LBL) i¢in 0,1247 cm?ve SPCE/MXene (3 LBL) i¢in 0,1130 cm? olarak bulunmustur.
Bu sonuglara gére SPCE’den (0,1252 cm?) sonra 1 LBL MXene-COOH ile modifiye
elektrodu en yiiksek elektroaktif yiizey alanina sahiptir. 2 LBL ve 3 LBL MXene-COOH
modifikasyonu sonrast Aea degerleri azalmistir. MXene-COOH miktarinin fazla olmasi,
yilizeyde kalin bir tabaka olusturarak elektroaktif tiirlerin elektrot yiizeyinden ¢ozeltiye
gecisini  engelledigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle, optimum MXene-COOH

miktarimin 1 LBL ile modifiye edilen elektrotlarla elde edildigi sonucuna varilmistir.

Hazirlanan SPCE/MXene-COOH’lar iizerinde AuNP modifikasyonunun optimizasyon
calismalar1 da yapilmistir. Bu amagla SPCE/MXene-COOH’lar tizerinde farkli HAuCls
konsantrasyonlari (2 mM, 4 mM ve 6 mM) ve farkli dongii sayilarinda (5 n, 10 n ve 15
n) AuNP elektrodepozisyonlari CV metodu ile gergeklestirilmistir. HAuCls
konsantrasyon optimizasyonunu belirlemek icin farkli tarama hizlarinda (10-125 mV s™)
5 mM FF c¢ozeltisinde CV Olgiimleri gerceklestirilmistir. Farkli  HAuCly
konsantrasyonlari (2, 4 ve 6 mM) ile hazirlanan SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lerin 5 mM
FF ¢ozeltisinde elde edilen CV’leri (tarama hizlar: 10-125 mV s™) Sekil 4.14A, B ve
C’de, voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri Sekil 4.14D, E ve
F’de ve pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri ise Sekil 4.14G, H ve I’da

verilmistir.
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Sekil 4. 14 Farkli HAuCl4 konsantrasyonlari (2, 4 ve 6 mM) ile hazirlanan SPCE/MXene-
COOH/AUNP’lerin doniisiimlii voltamogramlari (tarama hizi: 10-125 mV s)
(A, B ve C) pik akimi-tarama hiz1 (D, E ve F) ve pik akimi-tarama hizinin
karekokii (G, H ve I) grafikleri

Sekil 4.14A, B ve C incelendiginde, tarama hiz1 arttik¢a anodik ve katodik pik akimlarinin
arttig1 goriilmektedir. Sekil 4.14G, H ve I’da verilen pik akimi-tarama hizinin karekokii
grafiklerinin r degerleri, Sekil 4.14D, E ve F’de verilen pik akimi tarama hiz1 grafiklerinin
r degerlerinden daha yiiksektir. Bu sonuclar, gerceklesen elektrokimyasal prosesin
difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir. Sekil 4.14G, H ve 1 grafiklerinin
egimlerinden yararlanarak farkli HAuCls konsantrasyonlariyla hazirlanan SPCE/MXene-
COOH/AUNP’lerin Aea degerleri hesaplanmis ve 0,1487 cm? (2 mM), 0,1553 cm? (4
mM) ve 0,1678 cm? (6 mM) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére optimum HAUCI4
konsantrasyonu 6 mM olarak belirlenmistir. Bir sonraki adimda AuNP depozisyonu i¢in

dongii sayis1 optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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Optimum dongii sayisini belirlemek i¢in SPCE/MXene-COOH’lar {izerinde farkli
dongii sayilarma (5, 10 ve 15 dongili) sahip AuNP modifikasyonu yapilmis ve
elektrokimyasal karakterizasyonlar1 farkli tarama hizlarinda (10-125 mV s) 5 mM FF
cozeltisinde CV ile gergeklestirilmis ve Sekil 4.15A, B ve C’de verilmistir.
Voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafikleri Sekil 4.15D, E ve F’de

ve pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri ise Sekil 4.15G, H ve I’da verilmistir.
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Sekil 4. 15 Farkli dongii sayisi (5, 10 ve 15 n) ile hazirlanan SPCE/MXene-
COOH/AUNP’lerin doniisiimlii voltamogramlar (tarama hizi: 10-125 mV s)
(A, B, C) pik akimi-tarama hiz1 grafikleri (D, E, F) ve pik akimi-tarama hizinin
karekokii grafikleri (G, H, I)

Optimum dongii sayisinin belirlenmesi ¢alismalarinda Sekil 4.15A, B ve C’deki
voltamogramlarda tarama hizi arttikga anodik ve katodik pik akimlarinin arttig
goriilmektedir. Pik akimi-tarama hizinin karekokii grafiklerinin r degerleri, pik akimi-

tarama hiz1 grafiklerinin r degerlerinden daha yiiksektir. Gergeklesen elektrokimyasal
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prosesin difiizyon kontrollii oldugu anlasilmistir. Voltamogramlardan yararlanilarak
SPCE/MXene-COOH/AUNP’lerin Aea degerleri hesaplanmus sirastyla 0,1460 cm? (5 n),
0,1678 cm? (10 n) ve 0,1773 cm? (15 n) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore optimum

dongii sayist 15 n olarak belirlenmistir.

Bir sonraki adimda optimum sartlarda hazirlanan SPCE/MXene-COOH/AuUNP
elektrotlar ile elektrokimyasal karakterizasyon ¢alismalari yapilmistir. Bu amagla her bir
hazirlanma basamaginda 5 mM FF c¢ozeltisinde CV, DPV ve EIS Oolglimleri
gerceklestirilmis ve elde edilen CV, DPV ve EIS’ler sirasiyla Sekil 4.16A, Sekil 4.16B
ve Sekil 4.16C’de verilmistir. CV ve DPV’lerden elde edilen Ipaor, Delta Ipa (Alpa=
Ipassa-lpares) ve EIS’lerden elde edilen Rctot ve ARct degerleri Cizelge 4.5°te

verilmistir.
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Sekil 4. 16 SPCE/MXene-COOH/AuNP’lerin doniigiimlii  voltamogramlart  (A),
diferansiyel puls voltamogramlar1 (B) ve elektrokimyasal empedans
spektrumlari (C)
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Cizelge 4. 5 SPCE/MXene-COOH/AUNP’lerin CV ve DPV’lerinden elde edilen Ipaor ve
Alpa ve EIS’lerinden elde edilen Rctort ve ARct degerleri

Formiilasyon cVv DPV EIS
Ipaort( | Alpa (nA) | Ipaort Alpa Rctort | ARct
nA) (nA) | (nA) (ohm) | (ohm)

SPCE 127,94 - 202,47 - 233,30 -

SPCE/AuUNP 145,62 | +17,68 332,39 | +129,92 | 58,64 | 174,96

SPCE/MXene-COOH 131,08 | +3,14 210,35 +7,98 | 32,95 | 200,65

SPCE/MXene-COOH /AuNP | 156,36 | +28,42 394,95 | +192,48 2,39 | 30,56

Sekil 4.16A ve Cizelge 4.5’e gore, yalin SPCE elektrodunun Ipaort degeri 127,94 pA’dir.
SPCE iizerine MXene-COOH (Ipaort: 131,08 nA) modifikasyonu Alpa degerini 3,14 pA
(Alpa) arttirmistir. SPCE/AUNP ve SPCE/MXene-COOH/AuNP elektrotlari igin Alpa
degerlerindeki artis sirasiyla +17,68 pA ve +28,42 pA’dir. Bu elektrotlar arasinda
Alpa’daki en fazla artts SPCE/MXene-COOH/AuNP modifikasyonuyla hazirlanan
elektrotla elde edilmistir. CV sonuglarmma goére MXene-COOH ve AuNP’nin
formiilasyonda birlikte bulunmasi sinerjik etki olusturmus ve en fazla elektronik
iletkenlik elde edilmistir. Sekil 4.16B ve Cizelge 4.5’e gore DPV’lerde yalin SPCE
elektrodunun lpaort degeri 202,47 (Ipa) pA’dir. SPCE iizerine MXene-COOH
(Alpa+7,98 uA) ve SPCE/AuNP (Al: +129,92 uA) modifikasyonlar Ipaort degerlerini
arttirmigtir. Fakat SPCE/MXene-COOH/AuNP (AL: +192,48 nA) modifikasyonuyla
hazirlanan elektrotlarla elde edilen Ipaort degerinde en fazla artig goriilmiistiir. MXene-
COOH ve AuNP’ler birlikte kullanildiginda sinerjik etki gdéstermistir. DPV sonuglari
CV sonuglarin1 desteklemektedir. Sekil 4.16C ve Cizelge 4.5°’te EIS sonuglari
incelendiginde, yalin SPCE elektrodunun Rctot degerinin 233,30 ohm oldugu
goriilmektedir. SPCE tizerine MXene-COOH modifikasyonu sonrasi Ret degeri 200,65
ohm (ARct), SPCE iizerine AuNP modifikasyonu yapildiginda ise Rct degeri 174,76
ohm (ARct) azalmistir (Rctor: 58,64 ohm). SPCE/MXene-COOH (Rct: 2,39 ohm)
elektrotlar1 iizerine AuNP kaplandiginda ise Ret degerlerindeki azalma (SPCE’ye gore)
230,91 ohm (ARct)’dur. EIS metoduna gore en iyi modifikasyon SPCE/MXene-
COOH/AuUNP’lerle elde edilmistir. CV, DPV ve EIS sonuglari birbiriyle uyumludur.
Biitiin metotlarda en iyi modifikasyon SPCE/MXene-COOH/AuNP elektrotlariyla elde

edilmis ve optimum olarak belirlenmistir.
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42172 SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lerin morfolojik ve kimyasal

karakterizasyonlari

Tezin bu kisminda ilk olarak SPCE/MXene-COOH/AuNP’lerin morfolojik
karakterizasyonuna ait bulgular sunulmustur. Optimum sartlarda hazirlanmig
elektrotlarin morfolojik karakterizasyonu SEM ile yapilmigtir. SPCE/MXene-COOH ve
SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lere ait SEM goriintiileri Sekil 4.17A ve B’de verilmistir.

Sekil 4. 17 SPCE/MXene-COOH (A) ve SPCE/MXene-COOH/AUNP (B)’lere ait SEM
gorlintiileri

Optimum sartlarda hazirlanan elektrotlarin Sekil 4.17A’daki SEM goriintiisiinde M Xene-
COOH’1n ¢ok katmanlarinin varligi, Sekil 4.17B’de ise yer yer AuNP’lerin kiiresel
sekildeki goriintlisii gozlenmistir (Atict vd. 2023). SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lerin

morfolojik karakterizasyonu basaril1 bir sekilde gergeklestirilmistir.

SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lerin morfolojik karakterizasyonu tartigildiktan sonra,
kimyasal karakterizasyonlarina ait bulgular sunulmustur. Optimum sartlarda hazirlanmis
elektrotlarin kimyasal karakterizasyonu EDX, FTIR ve XRD metotlar1 ile yapilmustir.
SPCE/MXene-COOH ve SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lere ait EDX spektrumlar1 Sekil
4.18A ve 4.18B’de, FTIR spektrumu Sekil 4.18C’de ve XRD spektrumu ise Sekil
4.18D’de verilmistir.
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Sekil 4. 18 SPCE/MXene-COOH ve SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lere ait EDX
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Sekil 4.18A’daki EDX spektrumunda yapida C ve Ti (Nagarajan et al. 2022), Sekil
4.18B’de ise C, Ti ve Au’nin (Atic vd. 2023) varlig1 goriillmektedir. C ve Ti bulunmasi
MXene-COOH varliginin, C, Ti ve Au bulunmas1 ise AuNP varliginin bir kanitidir. Sekil
4.18C’deki FTIR spektrumuna gore 2952,50 cm™*deki pik C-H asimetrik titresiminden
ileri gelmektedir. 1713,72 cm™, 1631,08 cm, 1404,12 cm™ ve 1279,70 cm™"deki pikler
karboksil grubunun rezonans yapisindaki C=0O ve -OH gruplarindaki baglarin
titresiminden ileri gelmektedir (Zhang et al. 2016). Sekil 4.18D’de ise SPCE/MXene-
COOH/AUNP’lerin XRD spektrumunda MXene-COOH igin 26,9°’deki karakteristik
kirinim tepe konumunu (008) gostermektedir. AuNP icin ise dort tane karakteristik
kirinim tepe noktasi konumu (111), (200), (220), (311) sirastyla 35,0°, 43,45°, 61,62° ve
77,58 de gozlenmistir (Atict vd. 2023). SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lerin kimyasal

karakterizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

4.2.2 HE4 immunosensorlerinin gelistirilmesi

Tezin bu kisiminda, bir Onceki boliimde detaylari verilmis olan SPCE/MXene-
COOH/AuUNP’ler kullanilarak HE4 immunosensorleri hazirlanmig ve elektrokimyasal
karakterizasyonlar1 yapilmigtir. HE4 immunosensorlerinin ¢alisma parametrelerinin
optimizasyonlari, analitik parametreleri ve gergek numune analizlerine ait elde edilen

bulgular verilmis ve tartisilmistir.

4.2.2.1 HE4 immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonu

Optimum  sartlarda  hazirlanan HE4  immunosensoérlerinin - elektrokimyasal
karakterizasyonlari i¢in her bir hazirlanma basamaginda 5 mM FF ¢6zeltisinde CV, DPV
ve EIS Ol¢limleri yapilmis ve sirastyla Sekil 4.19A, B ve C’de verilmistir. CV ve
DPV’lerden elde edilen Ipaort degerleri ve EIS’lerden elde edilen Rctort degerleri Cizelge

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4. 19 SPCE/MXene-COOH/AuUNP’lerle hazirlanan HE4 immunosensorlerinin
dontigiimlii voltamogramlar1 (A), diferansiyel puls voltamogramlar1 (B) ve
elektrokimyasal empedans spektrumlari (C)
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Cizelge 4. 6 HE4 immunosensorlerinin her bir hazirlanma basamaginda CV ve
DPV’lerinden elde edilen Ipaot degerleri ve EIS’lerinden elde edilen Rctont

degerleri
Immunosensor cVv DPV EIS
formiilasyonu
Ipaort (nA) Ipaort (nA) Rctort (0hm)

6-MHA 173,57 432,52 91,66

EDC NHS 169,83 398,63 105,28
Anti-HE4 158,53 380,37 135,20

BSA 139,89 365,35 251,33

HE4 128,25 347,28 263,28

Sekil 4.19A’daki CV sonuglar1 ve Cizelge 4.6’ya gore HE4 immunosensorlerinin
SAM’lerin olusumunda kullanilan 6-MHA muamelesinden sonra Au-SH baglar ile uzun
karbon zincirleri olusturulmustur ve Ipaort degeri 173,57 pA olarak bulunmustur. EDC-
NHS basamaginda ise 6-MHA’nin diger ucunda bulunan -COOH gruplar1t EDC-NHS ile
aktive edilmis, amin gruplari olusturulmus ve Ipaort degeri azalmistir (169,83 pA). Anti-
HE4 basamaginda, Anti-HE4’iin yiizeye immobilizasyonu sonrasi difiizyonun
azalmasiyla birlikte pik akiminda azalma gdzlenmistir (158,53 pA). BSA basamaginda,
BSA’nim yiizeye inkiibasyonu ile elektrot yiizeyinde Anti-HE4 basamagina gére daha
yalitkan bir tabaka olusmustur ve diflizyonun azalmasi ile Ipaort degeri de (139,89)
azalmistir. HE4 basamaginda ise, HE4’lin yiizeye immobilizasyonu sonucunda olusan
yalitkan tabaka BSA basamagina gore artmistir. Diflizyonun azalmasinin bir sonucu
olarak Ipaort degeri azalmistir (128,25 pA) (Bilgi Kamag vd. 2023a; Yilmaz ve Bilgi
2024). Sekil 4.19B’deki DPV sonuglar1 ve Cizelge 4.6’ya gore ise 6-MHA nin Ipaor
degeri 432,52 nA’dir. EDC-NHS basamaginda ise Ipaort degeri azalmistir (398,63 pA).
Anti-HE4’{in ylizeye immobilizasyonu sonrasi yalitkan bir tabaka olusmus ve Ipaor
degerinde azalma gozlenmistir (380,37 nA). Diflizyonun azalmasi ile BSA (365,35 pA)
ve HE4 (347,28 pA) immobilizasyonu sonrasi da pik akimlarinda azalmalar devam
etmistir. Sekil 4.19C’deki EIS sonuglari ve Cizelge 4.6’ya gore ise 6-MHA basamaginin
Rctort degeri 91,66 ohm’dur. EDC-NHS basamaginda ise Rctort degeri 105,28 ohm olarak
artmistir. Anti-HE4 basamagindaki Rctort degeri (135,2 ohm) ise artmistir. BSA (251,33
ohm) ve HE4 (263,28 ohm) basamaklarinda da Rctort degerlerinde artislar devam etmistir.
HE4 immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonu basarili bir sekilde

gerceklestirilmistir.
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4.2.2.2 HE4 immunosensorlerinin calisma parametrelerinin optimizasyonu

Tezin bu kisiminda, HE4 immunosensorlerinin ¢aligma parametrelerinin optimizasyonu
icin 6-MHA konsantrasyon optimizasyonu, Anti-HE4 konsantrasyon optimizasyonu,
Anti-HE4 inkiibasyon siire optimizasyonu ve HE4 inkiibasyon siire optimizasyonuna ait

bulgular verilmis ve tartigilmistir.

Calismanin bu kisminda HE4 analizleri DropStat ile 1 mM FF c¢ozeltisinde DPV
metoduyla yapilmistir. HE4 immunosensérlerinin - 6-MHA  konsantrasyonunun
optimizasyonu i¢in, ti¢ farkli 6-MHA konsantrasyonlarina sahip (25 mM, 50 mM ve 100
nM) immunosensorler hazirlanmistir. Antijenlerin inkiibasyonundan sonra, hazirlanan
immunosensorler  farkli  konsantrasyonlardaki HE4  antijenlerinin  analizinde
kullanilmistir. DropStat ekranindan BSA ve HE4 adimlarindaki akimlar okunmustur ve
Al degerleri hesaplanmistir. Al degerlerinden yararlanilarak her bir immunosensor igin

AI-C grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.20).

125
25mM: y=0,1288x+ 11,128 @ 25mM 6-MHA
r=0,9914 ® 50 mM 6-MHA
100 F 50 mM: y = 0,8471x + 0,1387 100 mM 6-MHA
r=0,9952
100 mM: y = 0,4196x + 21,09 @
<" r=0,9912
= ®
=
2 50
8
25 B T )
t‘ @ @
O .’ » » » » »
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C /pg mL-!

Sekil 4. 20 25 mM, 50 mM ve 100 mM 6-MHA konsantrasyonlariyla hazirlanan HE4
immunosensorleri ile HE4 analizine ait AI-C grafigi

Sekil 4.20°’ye gore 25 ve 100 mM 6-MHA konsantrasyonu ile hazirlanan HE4

immunosensorlerinin HE4 analizinden elde edilen AI-C grafiginin r degerleri birbirine
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yakin ve 50 mM ile hazirlanan immunosensorlere gore daha kiiciiktlir (25 mM igin
r:0,9914 ve 100 mM igin r:0,9912). 25 mM ve 100 mM 6-MHA ile hazirlanan
immunosensorlerin HE4 analizinden elde edilen AI-C grafiginin egim degerleri, 50 mM
6-MHA ile hazirlanan immunosensorlere gore daha diistiktiir. En yiiksek egim (0,8471)
ve r degeri (0,9952) 50 mM 6-MHA ile hazirlanan immunosensdorlerin analizinden elde

edilmistir. Bu sebeple optimum 6-MHA konsantrasyonu 50 mM olarak belirlenmistir.

HE4 immunosensorlerinin antikor konsantrasyonunun optimizasyonu i¢in, ii¢ farkli Anti-
HE4 konsantrasyonlarina sahip (10 nM, 20 nM ve 30 nM) immunosensdrler
hazirlanmistir. Antijenlerin inkiibasyonundan sonra hazirlanan immunosensorler, farkli
konsantrasyonlardaki HE4 antijenlerinin analizinde kullanilmistir. Al degerlerinden

yararlanilarak her bir immunosensor igin AI-C grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.21A).
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Sekil 4. 21 HE4 konsantrasyonu-Al grafikleri: A) antikor konsantrasyon optimizasyonu,
B) antikor inkiibasyon siire optimizasyonu ve C) antijen inkiibasyon siire
optimizasyonu
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Sekil 4.21A’ya gore en yiiksek egim degerinin (0,2918) 10 nM Anti-HE4 ile hazirlanan
immunosensorlerin HE4 analizinden elde edildigi goriilmektedir. 20 nM ve 30 nM Anti-
HE4 ile hazirlanan immiinsensorlerin HE4 analizinden elde edilen egim degerleri
sirasiyla 0,1288 ve 0,1960 olup birbirine yakin bulunmustur. 20 nM Anti-HE4 ile
hazirlanan immunosensoérlerin HE4 analizinden elde edilen AI-C grafiginin r degeri ise
en distuktir. 10 nM (0,9942) ve 30 nM (0,9986) Anti-HE4 ile hazirlanan
immunosensorlerin HE4 analizinden elde edilen AI-C grafiginin r degerleri birbirine

yakindir. Bu sonuglara gére optimum antikor konsantrasyonu 10 nM olarak seg¢ilmistir.

Bir sonraki adimda Anti-HE4 inkiibasyon siire optimizasyonuna gegilmistir. HE4
Immunosensorlerinin hazirlanmasinda antikorlarin inkiibasyon siirelerinin optimizasyonu
icin, farkl stirelerde (30 dk, 45 dk ve 60 dk) (Bilgi Kamag vd. 2023a; Bilgi Kamag vd.
2023b; Yilmaz ve Bilgi 2024) antikorlar (optimum antikor konsantrasyonunda: 10 nM)
inkiibe edilerek HE4 immunosensorleri hazirlanmistir. Farkli antikor inkiibasyon
stireleriyle hazirlanan immunosensorler, farkli konsantrasyonlardaki HE4 antijenlerinin
analizinde kullanilmistir. Al degerlerinden yararlanilarak her bir immunosensor i¢in Al-
C grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.21B’ de verilmistir. Sekil 4.21B’de Anti-HE4'in 60
dakika inkiibasyon siiresi ile hazirlanan HE4 immunosensorlerinin HE4 analizinden elde
edilen AI-C grafiginin egim degeri (60 dk: 0,2057), 30 ve 45 dakika inkiibe edilmesiyle
hazirlanan immunosensorlere gore daha diistiktiir. Anti-HE4'liin 30 ve 45 dakika inkiibe
edilmesiyle hazirlanan immunosensorlerin HE4 analizinden elde edilen AI-C grafiginin
egim degerleri 0,2806 ve 0,2918 olup birbirine olduk¢a yakindir. r degerlerine
bakildiginda ise en yiiksek r degeri, Anti-HE4'lin 60 dakika inkiibe edilmesiyle hazirlanan
immunosensorlerin . HE4 analizinden elde edilmis olsa da 30 ve 45 dakika
inkiibasyonlariyla hazirlanan immunosensorlerin  HE4 analizinden elde edilen r
degerlerine oldukg¢a yakindir. Egim ve r degerleri birlikte degerlendirildiginde optimum

Anti-HE4 inkiibasyon siiresin 45 dakika olarak belirlenmistir.

Son olarak, HE4 immunosensorleri HE4 analizlerinde kullanilmadan 6nce antijenlerin
inkiibasyon siireleri de optimize edilmistir. Bu amagla, optimum sartlarda (optimum

antikor konsantrasyonu ve optimum antikor inkiibasyon siiresi) hazirlanmig

immunosensorler farkli siirelerde (15 dk, 30 dk ve 45 dk) (Bilgi Kamag vd. 2023a; Bilgi
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Kamag vd. 2023b; Yilmaz ve Bilgi 2024) antijenler ile inkiibe edilmistir. Farkli antijen
inkiibasyon siireleriyle hazirlanan immunosensorler, farkli konsantrasyonlardaki HE4
antijenlerinin analizinde kullanilmistir. AI degerlerinden yararlanilarak her bir
immunosensor igin AI-C grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.21C’de verilmistir. Sekil 4.21C’de
45 dakika antijen inkiibasyonu ile hazirlanan immunosensorlerin HE4 analizinden elde
edilen AI-C grafiginin egim degeri oldukc¢a diisiiktiir (0,0344). 15 dakika inkiibasyon
siiresinin de antikor-antijen etkilesimi i¢in az bir siire oldugu egim degerinden
goriilmektedir (0,1106). 15 dakika inkiibasyon siiresinde hazirlanan immunosensorlerin
HE4 analizinden elde edilen AI-C grafiginin r degeri artmasina ragmen diisiik sinyaller
kaydedilmistir. 30 dakika inkiibasyon siiresinde hazirlanan immunosensorlerin HE4
analizinden elde edilen egim degerinde oldukga yiiksek sonug alinmis (0,2918) ve r degeri

(0,9942) artmistir. Optimum HE4 inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.

4.2.2.3 HE4 immunosensorlerinin analitik performansi

Tezin bu boliimiinde, HE4 immunosensoérlerinin analitik parametreleri olan dogrusal
tayin arali8, tekrarlanabilirlik, uygulama kararlilig1, depolama kararlilig1, rejenerasyonu
sunulmus ve tartisilmistir. Bu amagla ilk olarak dogrusal tayin araligi belirlenmistir.
Dogrusal tayin araliginin belirlenmesi i¢in, optimum c¢alisma parametrelerinde hazirlanan
HE4 immunosensorleri kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki (5-250 pM araliginda)
HE4 antijenlerinin analizi  gerceklestirilmistir. Al degerleri hesaplanmis ve Al

degerlerinden yararlanilarak AI-C grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22 HE4 immunosensorleri i¢in 5 ile 250 pM araliginda artan HE4
konsantrasyonuna kars1 Al grafigi

Sekil 4.22°deki grafikten faydalanarak tespit limitleri ve tayin araliklar1 da belirlenmistir.
Sekil 4.22°deki grafikte HE4 konsantrasyonu arttikga Al degerleri de dogrusal olarak
artmaktadir ve r degeri 0,9956°dir. Gelistirilen immunosensérlerin dogrusal araligi 5-250
pM, duyarlig1 ve LOD degeri ise sirasiyla 0,2551 pA pM* ve 0,34 pM’dir.

Literatiirde yer alan etiketli ve etiketsiz HE4 immunosensorleri ile bu g¢alismada
gelistirilen etiketsiz HE4 immunosensoriiniin performans karsilagtirmasi Cizelge 4.7°de

verilmistir.
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Cizelge 4. 7 Literatiirde yer alan etiketli ve etiketsiz HE4 immunosensdrleri ile bu ¢aligmada gelistirilen etiketsiz HE4 immunosensoriiniin

performans karsilastirmasi

Formiilasyon Tespit aralig Dogrusal aralik Metot Referans
Etiketli HE4 immunosensorleri
SPCE/ /AntiHE4 IgG/HE4/AntiHE4CdSe-2nSQDs 2,94 pM 2-40 nM SWASV Cadkova et al. 2018
MGCE/MCPs-AntiHE4/HE4/AgPtCoND-ANntiHE4 0,487 pg mL™! 0,001-50 ng mL* DPV Fan et al. 2019
GCE/GS-NH@AuNR-AntiHE4/Au@PdUSs-HE4 0,33 pM I pM - 50nM CA Yan et al. 2019
ITO/MWCNT/PDA/AUNP-Nb2-BSA-HE4- 0,56 pg mL™* 1,0 pg mL1-10,0 ng mL? PEC Chen et al. 2020
Nb3@nPCN-224
CD-AntiHE4/HE4/AgNPs-AntiHE4 2,3 pM 0,01-200 nM FS Han et al. 2021
Etiketsiz HE4 immunosensorleri
GCE/TiO,-NGO/Au@Pd HS/Anti-HE4/ BSA/HE4 Ag 13,33 fM 10 fM-60 nM CA Yan et al. 2019
GCE/TOAB-GE/Cgo/Anti-HE4/BSA/HE4 0,2ng mL™ 1-100 ng mL™* DPV Qiao et al. 2019
Altin ¢ip/sisteamin/EDC-NHS/Anti-HE4/BSA/HE4 2 pM 2-120 pM SPR Szymanska et al. 2021
GCE/PtNi NCAs/ Anti-HE4/BSA/HE4 0,11 pg mL™* 0,01-100 ng mL* DPV Chen et al. 2022
FTO/CdS NS/AuNP/Anti-HE4/BSA/HE4 1,188 pg mL* 0,01-200 ng mL* EC, Wei et al. 2022
PEC

SPCE/RGO/PTH/AUNP/ANti-HE4/BSA/HE4 2,0 pg mL? 1-100 pg mL* EIS Bilgi Kamag¢ vd.

0,14 ng mL™* 0,01-10 ng mL* 2023a

1,17 ng mL? 10-50 ng mL*!

8,33 ng mL! 50-500 ng mL!

1,0 pg mL? 1-100 pg mL*? DPV

0,058 ng mL* 0,05-2,5 ng mL™!

1,32 ng mL? 10-50 ng mL!

11,34 ng mL™! 50-500 ng mL!

2,0 pg mL? 1-100 pg mL™! SWvV

0,164 ng mL*! 0,1-10 ng mL™?

2,22 ng mL* 10-50 ng mL™!

9,87 ngmL™ 50-500 ng mL*
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SPCE/RGO/PTH/AUNP/Anti-HE4/BSA/HE4 0,058 pg mL* 1-100 pg mL™* Bilgi Kamag¢ vd.
1,32 ng mL? 1-50 ng mL™* 2023b
0,164 pg mL™* 1-100 pg mL™*
2,22 ng mL! 1-50 ng mL*?
ITO-OH/3-APTES/GA/Anti-HE4/BSA/HE4 0,094 pg mL* 1-3000 pg mL* CV.EIS Vural vd. 2024
SPCE/MXene-COOH/AuUNP/ANti-HE4/BSA/HE4 0,34 pM 5-250 pM DPV Bu calisma
(DropStat)

3-APTES: 3-aminopropiltrietoksisilan
AgPtCo ND: Giimiis platin kobalt nanodentrit

Au@Pd USs: Cekirdek-kabuk Au@Pd deniz kestanesi

seklindeki nanoyapilar

AuNP: Altin nanopargaciklar

BSA: Bovin serum albumin

Ceo: Fulloren 60

CA: Kronoamperometri

CD-Ab: Karbon dot-Antikor

CdS NS: Kadminyum kiikiirt nanotabaka

CdSe/ZnS QDs: Kadminyum selenyum/ginko
kiikiirt kuantum dotlar

DPV: Diferansiyel puls voltametri

ECL: Elektrokemiliiminesans

EDC-NHS: N-etil-N’(3-dimetilaminopropil)
karboniimid-N-hidroksisiiksinimit

FTO: Flor katkil kalay oksit

GA: Glutaraldehit

GCE: Camsi karbon elektrot

GS-NH2@AuNR: Amin modifiye edilmis grafen
destekli altin nanorodlar

ITO: indiyum kalay oksit

MGCE: Manyetik cams1 karbon elektrot
MWCNT: Cok duvarli karbon nanotiip
MXene-COOH: Karboksil fonksiyonlu TisC:
PDA: Polidopamin

PEC: Fotoelektrokimyasal

PTH: Politiyonin

PtNi NCAs: Platin nikel nanokiipler
QDs: Kuantum dotlar

RGO: Indirgenmis grafen oksit

SPCE: Yiizy baskili karbon elektrot
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SPR: Yiizey plazman rezonans

SWASV: Kare dalga anodik styirma voltametrisi
SWV: Kare dalga voltametri

TiO2-NGO: Azot katkili indirgenmis grafen oksitle
islevlendirilmis titanyum oksit

TOAB-GE: Tetraoktilamonyum bromid-grafen



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/nanomaterial

Cizelge 4.7°de yer alan etiketli elektrokimyasal HE4 immunosensérlerinin zaman alici ve
ikinci bir antikor kullanilmasi sebebi ile maliyetli oldugu yapilan calismalardan
anlasilmaktadir.  Yapilan  etiketsiz  elektrokimyasal HE4  immunosensorleri
karsilastirildiginda ise hi¢birinde dogrudan HE4 seviyelerini pM cinsinden 6lgebilen bir
metot bulunmamaktadir. Bu ¢alismada gelistirilen HE4 immunosensorlerinin hasta basi
testlerine uygun, diisikk maliyetli, pratik ve HE4 seviyelerinin uzman gerektirmeden
Ol¢iilmesine olanak saglamaktadir. Tez kapsaminda gelistirilen HE4 immunosensorleri
yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in umut vaad ettigi diisiintilmektedir. Calismanin
bundan sonraki kismmda HE4 immunosensorlerinin analitik performansi olan
tekrarlanabilirlik, uygulama kararlilig1, depolama kararlilig1, rejenerasyon parametreleri

incelenmistir.

Immiinosensérlerin tekrarlanabilirliklerinin belirlenmesi igin tayin araliklarinda secilen
antijen konsantrasyonunda (50 pM), optimum c¢alisma parametrelerinde hazirlanan
immunosensérlerle DPV Slgiimleri yapilmistir. Immiinosensérlerin tekrarlanabilirlikleri
icin RSD degeri %3,38 (n=7) olarak hesaplanmistir. Bu bulgular, gelistirilen
immunosensorlerin tek kullanimlik olmasina ragmen HE4'i yedi tekrara kadar analiz

edebildigini géstermektedir.

Optimum c¢alisma parametrelerinde hazirlanan HE4 immunosensorlerinin uygulama
kararliligi, 50 pM konsantrasyonundaki HE4 antijeninin 60 giin boyunca belirli zaman
araliklarinda ol¢iilmesi ile gergeklestirilmistir. HE4’lin analizi i¢in gelistirilen HE4
immunosensorleri, iki paralelli ve {i¢ tekrarli olarak olglilmiistiir. Al degerlerinden

yararlanilarak, %0rtalama bagil Al-giin grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4. 23 HE4 immunosensoérlerinin uygulama kararhihgi: %ortalama bagil Al-giin
grafigi

Sekil 4.23’teki grafikte ilk giine gére HE4 immunosensoriiniin yanit1 3. giinde %11,21
azalmistir. Daha sonra ise 5. giinde %14,62, 8. giinde %15,91, 10. giinde %19,97, 15.
giinde %21,60, 20. giinde %21,86, 30. giinde %34,98 ve 60. giinde %65,93 oraninda
diigiis gostermistir. HE4 immunosensoriiniin uygulama kararliligi 60. giiniin sonunda

%65,93 azalmis olsa da HE4 antijenine kars1 yanit vermeye devam etmistir.

HE4 immunosensorlerinin - depolama kararliligini  incelemek igin ise 10 ayri
immunosensor hazirlanmistir. +4°C’de depolanan HE4 immunosensorleriile 1., 2., 4., 6.,
8., 12., 16., 20. ve 24. haftalarda HE4 antijenlerinin (50 pM) analizi DPV 6l¢timleri ile
gerceklestirilmistir. Al degerlerinden yararlanilarak %ortalama bagil Al-hafta grafigi

cizilmis ve Sekil 4.24’te verilmistir.
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Sekil 4. 24 HE4 immunosensorlerinin depolama kararhihigi: %ortalama bagil Al-hafta
grafigi

Sekil 4.24’teki grafige gore 1. haftada %9,49’luk, 4. haftada %23,67, 6. haftada
%28,46’11k, 16. haftada %58,6’lik, 20.haftada 61,62’lik bir azalma goézlenmistir. 24.
haftada 9%.78,01’lik azalis goézlendigi i¢in 32. haftanin deneyi yapilmamistir. HE4

immunosensorlerinin uygulama kararliligi 24 hafta olarak belirlenmistir.

Gelistirilen HE4 immunosensorleri her ne kadar tek kullanimlik olsa da onlarin
rejenerasyon ile tekrar kullanilabilme potansiyelleri de degerlendirilmistir. Bu amag
dogrultusunda, gelistirilen HE4 immunosensorlerinin rejenerasyonunu incelemek igin,
HE4 immunosensorleri hazirlandiktan sonra 10 mM HCIl ¢6zeltisiyle muamele edilmistir.
2 dakika sonra, tekrar HE4 (50 pM) ile inkiibe edilmis ve ardindan HE4 analizi
yapilmistir. HE4 immunosensdrlerinin HE4 antijenine olan cevabi i¢in %ortalama bagil

Al- rejenerasyon sayisi grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.25’te verilmistir.
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Sekil 4. 25 HE4 immunosensorlerinin rejenerasyon ¢calismasi: %ortalama bagil Al-
rejenerasyon sayisi grafigi

Sekil 4.25’e gore HE4 imiinosensorlerinin 1. rejenerasyondan sonra %2,8’lik, 2.
rejenerasyondan sonra %11,6’lik ve 3. rejenerasyondan sonra ise %13,9’luk bir sinyal
azalis1 elde edilmistir. 4. rejenerasyonda ise immunosensoriin %90,7’lik bir artig
gbzlenmis ve rejenerasyon calismasina 4. rejenerasyondan sonra devam edilmemistir.

HE4 immunosensorleri 3 kez rejenere edilebilmistir.

4.2.2.4 HE4 immunosensorlerinin seciciligi

HE4 immunosensoriiniin segiciligi, diger yumurtalik kanseri biyobelirtecleri, CA125 ve
AFP varliginda gerceklestirilmistir. Bu amagla ayr1 ayri CA125, HE4, AFP ¢ozeltileri
(her biri 50 pM), HE4-AFP (her biri 50 pM) igeren bir ¢6zelti ve CA125-HE4-AFP (her
biri 50 pM) igeren bir ¢6zelti hazirlanmis ve hazirlanan immunosensorler bu antijen
cozeltileriyle inkiibe edilmis ve DPV olclimleri gerceklestirilmistir. Bdylece bu
antijenlerin girisim yapip yapmadigi test edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4. 26 HE4 immunosensorlerinin segicilik testi: %ortalama bagil Al-antijen grafigi

Sekil 4.26’ya gore HE4 immunosensorlerinin CA125, AFP ve CA125-AFP antijenlerine
kars1 cevabi distiktiir (%5’nin altinda). CA125, HE4 ve AFP (karisim) ile inkiibe
edildiginde ise girisim %05,1 olarak hesaplanmigtir. Antijen karisimma HE4
immunosensorlerinin yanitinin %5,1’in altinda oldugu gériilmiistiir. Bu sonuglara gore,
HE4 immunosensorlerinin diger yumurtalik kanser biyobelirtegleri varliginda HE4’e
kars1 iyi bir segicilik gosterdigi anlamina gelmektedir. Bilgi Kamag ve arkadaslari da HE4
immunosendrlerinin segiciligi i¢in dokuz farkli antijen varhiginda HE4 antijeninin
secicilik ¢aligmasin1 yapmis %5’in altinda girisim yaptigini rapor etmislerdir (Bilgi

Kamag vd. 2023a). Calismamiz literatiir ile uyumludur.

4.2.2.5 HE4 immunosensorleri ile ger¢cek numune analizi

HE4 seviyelerinin DropStat ile belirlenmesi i¢in proje kapsaminda gergeklestirilen
deneyler sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri Metrohm Dropsens firmasina
iletilmistir. Firma tarafindan ger¢ek numune analizlerinde kullanilmak iizere kalibrasyon
icin usb kartlar1 hazirlanmis, yazilim yiiklenmis ve tarafimiza gonderilmistir. DPV
metodu ile pM cinsinden HE4 konsantrasyonlar1 dogrudan ekrandan okunmustur (Sekil

4.27).
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Ger¢ek numune analizi uygulamasi i¢in HE4 immunosensdrleri hazirlanmis ve satin
alian insan kan serumunda HE4’1i tespit etmek i¢in kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak
serum Ornegi 1:100 oraninda pH 7,4 fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Serum 6rneklerine
50,0 pM konsantrasyonda HE4 antijeni eklenmistir. HE4 immunosensorleri HE4 antijeni
iceren serum Ornekleri ile inkiibe edilmis ve HE4 analizleri DPV 6lgiimleri ile

gerceklestirilmis ve %geri kazanim ve %hata degerleri hesaplanmustir.

L. Metrohm
DropSens

ol
swsgdasg
.y

Sekil 4. 27 DropStat ile HE4 analizi (pM)

HE4 antijenlerinin %geri kazanim ve %hata degerleri hesaplanmistir ve sirasiyla
%100,71 ve %0,71 olarak belirlenmistir. HE4 konsantrasyonu igin ger¢cek numune
analizindeki hatanin %1’in altinda oldugu goriilmektedir. Kan serumundaki HE4
seviyeleri bagarili bir sekilde tespit edilmistir. Kan serumu numunelerinde HE4
antijeninin tespiti; gelecekte hedeflenen baska kanser biyobelirteglerinin tespitinde daha
hassas ve daha secici biyosensorlerin gelistirilebilecegine isaret etmektedir. Proje ve tez
kapsaminda yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in gelistirilen HE4 immunosensorleri
DropStat ile dogrudan pM seviyelerinde kolaylikla tayin edilebilmektedir. Bu ¢aligmada
gelistirilen HE4 immunosensorleri POCT olarak kullanilmaya adaydir. HE4
immunosensérleri ile yapilan bu ¢alismalar, TUBITAK 1002-A 2227121 numarali proje
ile (60.000 TL biitge) desteklenmistir.
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4.3 AFP immunosensorleri

Tezin bu kisminda ilk olarak AFP immunosensorlerinin hazirlanmasinda kullanilan
elektrotlarin  modifikasyonu, modifikasyonlarin optimizasyonu, elektrokimyasal,
kimyasal ve morfolojik karakterizasyonlar1 tartisgilmistir. Ikinci kisimda, modifiyeli
elektrotlar kullanilarak hazirlanan AFP  immunosensoérlerinin  elektrokimyasal
karakterizasyonlari, immunosensorlerin  optimum c¢alisma parametreleri, analitik

parametreleri ve gergek numune analizleri tartigilmistir.

431 MWCNT-COOH, PAApes ve  AuNP modifiyeli elektrotlarin

karakterizasyonlari

AFP immunosensorlerinin hazirlanmasinda kullanilan MWCNT-COOH, PAADpes ve
AuNP modifiyeli elektrotlarin karakterizasyonlari, elektrokimyasal ile morfolojik ve
kimyasal olmak tizere iki baslik altinda sunulmustur. MWCNT-COOH, PAApes ve
AuNP modifiyeli elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonlarinda, MWCNT-
COOH’in miktar optimizasyonu, AA’nin elektropolimerizasyonun karakterizasyonu,
polimerlesme mekanizmasi, elektropolimerizasyonun optimum ¢aligma parametrelerinin
(dongii sayis1) incelenmesine ait bulgular sunulmus ve tartigilmistir. MWCNT-COOH,
PAApes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin morfolojik karakterizasyonlarinda SEM,
kimyasal karakterizasyonlarinda ise EDX, FTIR ve XRD analizlerine ait bulgular

verilmis ve tartisilmistir.

4.3.1.1 MWCNT-COOH, PAADEs ve AUNP modifiyeli elektrotlarin elektrokimyasal

karakterizasyonlari

Tezin bu kisminda ilk olarak SPCE’ler tizerinde MWCNT-COOH’in  miktar
optimizasyona ait bulgular sunulmustur. Bu amagla SPCE, SPCE/MWCNT-COOH (1
LBL), SPCE/MWCNT-COOH (2 LBL), SPCE/ MWCNT-COOH (3 LBL) ve MWCNT-
COOH (4 LBL) modifiye elektrotlarin 5 mM FF ¢ozeltisinde farkli tarama hizinda (10-
125 mV s1) CV 6lgiimleri gergeklestirilmistir. Voltamogramlardan elde edilen pik akimi-
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tarama hiz1 grafikleri sirastyla Sekil 4.28A, B, C, D ve E’de, pik akimi-tarama hizi
grafikleri Sekil 4.28F, G, H, | ve J’de ve pik akimi-tarama hizinin karekokii grafikleri
ise Sekil 4.28K, L, M, N ve O’da verilmistir.
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Sekil 4. 28 SPCE, MWCNT-COOH 1 LBL, 2 LBL, 3 LBL ve 4 LBL e¢lektrotlarinin
doniisiimlii voltamogramlardan (tarama hizi: 10-125 mV s) (A, B, C, D ve E)
elde edilen pik akimi-tarama hizi (F, G, H, | ve J) ve pik akimi-tarama hizinin
karekoki (K, L, M, N ve O) grafikleri

Anodik ve katodik pik akimlarina kars1 tarama hizi (Sekil 4.28F, G, H, I ve J”) ve tarama
hizinin karekokii (4.28K, L, M, N ve O) grafiklerine bakildiginda pik akimlarina kars1
tarama hizinin karekokii grafiklerinin korelasyon katsayilarmin daha dogrusal oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar ise SPCE/MWCNT-COOH’lar iizerinde FF’in
elektroyiikseltgenme ve indirgenmesinin diflizyon kontrollii bir proseste gergeklestigini
gostermektedir. Randles-Sevcik esitliginden faydalanilarak hesaplanan Aea’lar sirastyla
SPCE icin 0,1252 cm? SPCE/MWCNT-COOH (1 LBL) igin 0,1342 cm?,
SPCE/MWCNT-COOH (2 LBL) igin 0,1775 cm?, SPCE/MWCNT-COOH (3 LBL) i¢in
0,2005 cm? ve SPCE/MWCNT-COOH (4 LBL) i¢in 0,1581 ¢cm? olarak bulunmustur.
Bu sonuglara gore 3 LBL MWCNT-COOH modifikasyonu elektrodu en yiiksek
elektroaktif yiizey alanina sahiptir. 4 LBL MWCNT-COOH modifikasyonu sonras1 Aea
degerleri azalmistir. MWCNT-COOH miktarinin fazla gelmesi ve kalin bir tabaka
olusturarak elektroaktif tiirlerin elektrot yiizeyinden ¢o6zeltiye gecisini engelledigi
sonucuna varilmistir. Bu nedenle, optimum MWCNT-COOH miktarmin 3 LBL
MWCNT-COOH ile modifiye edilen elektrotlarla elde edildigi sonucuna varilmistir.

Tezin bundan sonraki kisminda ilk olarak SPCE/MWCNT-COOH’lar iizerinde AA’nin
elektropolimerizasyonuna ait bulgular sunulmustur. Sekil 4.29A’da SPCE/MWCNT-
COOH’lar iizerinde AA nin elektropolimerizasyonu (-0,8 V ile +1,0 V, 100 mV s, 20
dongii) sirasinda elde edilen CV’ler verilmistir. Voltamogramlarda ilk dongilide
monomerin oksidasyon piki -0,262 V civarinda, indirgenme piki ise -0,332 V civarinda
gozlenmektedir. Pik potansiyeli +0,9 V’a ¢iktiginda monomerin katyonik radikalleri
olugmakta ve AA monomerleri ile reaksiyona girerek polimerizasyonu bagslatmaktadir
(Chakkarapani ve Brandl 2021). PAApes’in oksidasyon piki 2. dongiiden itibaren
yaklasik -0,128 V (Epa)’ta ve indirgenme piki yaklasik -0,246 V (Epc)’ta goriillmektedir
ve dongli sayis1 arttikga artmaktadir. AA’nin polimerizasyonunda, SPCE/MWCNT-
COOH’lar tizerinde H iiretmesiyle elektrot yiizeyinde pH degisikligi meydana gelmekte
ve elektropolimerizasyon pozitif potansiyele kaymaktadir (Sahin ve Ayranci 2015).
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PAApes’in polimerlesme mekanizmast PTBpes ile benzer sekilde ilerlemektedir.
Monomerin Katyonik radikallerin olusmas: ve diper AA monomerlerine saldirarak
polimerlesmeyi baslatmasiyla olugsmaktadir. Daha sonra katyonik radikal, monomerin
orto pozisyonundaki karbon atomu ile, AA’nin diger bir aromatik halkasina amino
gruplart araciligiyla kovalent olrak baglanmaktadir. Boylece azot kopriileri ile AA’nin
elektrokimyasal polimerizasyonu ilerlemektedir (Chakkarapani et al. 2021, Esokkiya et
al. 2021).

AA’nin elektropolimerizasyonu ve polimerlesme mekanizmasi tartisildiktan sonra,
elektropolimerizasyonun optimum c¢aligma parametrelerinin incelenmesine ait bulgular
sunulmustur. Ik olarak SPCE/MWCNT-COOH iizerinde elektropolimerizasyon ile
PAApes’in modifikasyonunda dongii sayisi optimizasyonu ¢alismast yapilmistir. Bu
amagla 20, 25 ve 30 dongii CV uygulanarak SPCE MWCNT-COOH’lar iizerinde PAApEes
ile modifiye edilmistir. 20, 25 ve 30 dongii CV uygulanarak hazirlanan SPCEMWCNT-
COOH/PAADEes’lerin elektropolimerizasyonlar: sirasinda elde edilen voltamogramlari
strastyla Sekil 4.29A, 4.29B ve 4.29C’de verilmistir.
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Farkli dongii sayilarinda hazirlanan PAApes modifiyeli elektrotlarin Aea degerlerini

hesaplamak i¢in, FF ¢ozeltisinde farkl1 tarama hizlarinda (10-125 mV s) CV é&lgiimleri

gerceklestirilmis ve voltamogramlar
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Sekil 4.30A, 4.30B ve 4.30C’de verilmistir.
Voltamogramlardan faydalanarak pik akimlarina karsi1 tarama hizinin karekokii grafikleri
de ¢izilmistir (Sekil 4.30D, 4.30E ve 4.30F).
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V2 yiz g1

0,45

Sekil 4. 30 SPCE/MWCNT-COOH/PAApes (20 n), SPCE/ MWCNT-COOH/PAADEs

(25 n,

SPCE/MWCNT-COOH/PAADEs

(30 n)’larin

doniistimli

voltamogramlari (tarama hizi: 10-125 mV s?) (A, B ve C) ve pik akimi-tarama
hizinin karekokii (D, E ve F) grafikleri
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Sekil 4.30A, 4.30B ve 4.30C’de verilen voltamogramlara gdre tarama hizi arttik¢a pik
akim yiikseklikleri de artmaktadir. Sekil 4.30D, 4.30E ve 4.30F’ye gore gerceklesen
elektrokimyasal proses diflizyon kontrolliidiir. 20, 25 ve 30 dongii modifiye edilmis
SPCE/MWCNT-COOH/PAADEs’in Aea degerleri hesaplanmis ve sirasiyla 0,2120 cm?
(20 n), 0,1983 cm? (25 n) ve 0,1922 cm? (30 n) olarak bulunmustur. En yiiksek yiizey
alanina sahip elektrodun 20 n PAApes modifikasyonu ile hazirlanan elektrot oldugu
anlasilmistir. Yesil bir yontem olan DES igerisinde, AA’nin elektropolimerizasyonu ilk
kez bu tez ¢alismasinda gergeklestirilmistir. Optimum dongii sayisinda hazirlanan
SPCE/MWCNT-COOH/PAADes’lerin  yiizeyi AuNP’ler elektrodepozite edilmistir.
Boylece SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AUNP’ler hazirlanmistir.

Elektrokimyasal sensor ve immunosensorlerin tasarimi ve optimizasyonu igin, éncelikle
modifiye edilen malzemelerinin elektrokimyasal davranislar1 degerlendirilmektedir. Bu
amagla bir Onceki bolimde hazirlanan SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lerin
iletkenliklerini incelemek i¢in elektrokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmistir.
SPCE/MWCNT-COOH/PAADpes/AUNP’lerin elektrokimyasal karakterizasyonlari, 5 mM
FF ¢ozeltisinde CV, DPV ve EIS metotlar1 uygulanarak gerceklestirilmistir. CV ve
DPV’lerden elde edilen voltamogramlar ve EIS’lerden elde edilen spektrumlar sirasiyla
Sekil 4.31A, 4.31B ve 4.31C’de, Ipaort Ve Rctort degerleri ise Cizelge 4.8'de verilmistir.
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Sekil 4. 31 MWCNT-COOH, PAApes ve AuNP modifiyeli elektrotlar igin (A)
doniistimlii  voltamogramlar (B) diferansiyel puls voltamogramlar (C)
elektrokimyasal empedans spektrumlari
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Cizelge 4. 8 MWCNT-COOH, PAApes ve AuNP modifiyeli elektrotlarin CV ve
DPV’lerinden elde edilen Ipaort ve EIS’lerinden elde edilen Rctort degerleri

Formiilasyon CVv DPV EIS
Ipaort (nA) Ipaort (nA) | Rctort (0hm)

SPCE 128,62 147,89 109,00
SPCE/PAADES 154,21 173,65 76,70
SPCE/AUNP 157,05 174,74 61,73
SPCE/MWCNT-COOH 159,79 172,65 229,20
SPCE/MWCNT-COOH/PAADES 162,59 177,00 213,90
SPCE/MWCNTCOOH/PAADRes/AUNP | 164,66 187,17 9,30

Sekil 4.31A’daki CV’lere ve Cizelge 4.8’e gore yalin SPCE’nin lpaort degeri 128,62
uA’dir. PAApes, AUNP ve MWCNT-COOH modifikasyonlar1 sonrasinda iletkenlik
degerleri artmis ve sirasiyla 154,21 pA, 157,05 pA ve 155,79 pA’e yiikselmistir.
SPCE’ler  iizerine PAApes, AuNP ve MWCNT-COOH’in ayr1 ayrn
modifikasyonlarindaki Ipaort degerleri birbirine yakindir. Bu malzemelerin tigii de iletken
malzemelerdir ve SPCE iizerine modifikasyonlar1 Ipaort degerlerini arttirmistir. MWCNT-
COOH’1n iizerine PAADpes ve AuNP modifikasyonlarindan sonra iletkenlik degeri daha
da artmus ve sirasiyla 162,59 nA ve 164,66 pA olarak belirlenmistir. CV sonuglarina gore
MWCNT-COOH, PAApes ve AuNP’nin birlikte bulundugu formiilasyon, ayri ayri
yapilan modifikasyonlara gore en iyi formiilasyonu gostermistir. MWCNT-COOH,
PAADpes ve AUNP’nin sinerjik bir etki gosterdigi anlamina gelmektedir. PAADEs,
aromatik halkasindaki m-konjuge yapisiyla elektronik iletkenlige sahiptir. MWCNT-
COOH, n-konjuge yapiya ek olarak sp? karbonlarindan olusan karboksil fonksiyonel
gruplara ve hidrofobik yan duvarlara sahiptir. Boylece MWCNT-COOH ve PAADes
arasinda m-m elektronik ve hidrofobik etkilesimler gerceklesmistir (Sahin ve Ayranci
2015; Bilgi ve Ayranci 2016). Buna ek olarak AUNP, MWCNT-COOH ve PAApes’in
aralarina yerleserek elektronik iletkenligi daha da artirmakla birlikte (Sahin ve Ayranci
2015; Bilgi ve Ayranct 2016), diizenli SAM’lerin olusmasi i¢in kullanilmasi gereken
nanomalzemedir. Sekil 4.31B’deki DPV’lere ve Cizelge 4.8’¢ gore de SPCE’nin Ipaort
degeri 147,89 pA’dir. SPCE iizerine PAApes, AuNP ve MWCNT-COOH
modifikasyonlar1 sonrasinda iletkenlikler artmis ve Ipaort degerlerinde artis goriilmiistiir
(PAADEs: 173,65 pA, AuNP:174,74 pA, MWCNT-COOH:172,65 pA). MWCNT-
COOH’m tizerine PAApes Ve AUNP modifikasyonlari sonrasinda da Ipaort degerinde artis
goriilmiis ve sirastyla 177,00 pA ve 187,17 pA olarak belirlenmistir. En iyi formiilasyon
SPCE/MWCNT-COOH/PAADes/AuNP’ler ile elde edilmistir. DPV sonuglart CV
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sonuglarini desteklemektedir. Sekil 4.31C’deki EIS’lere ve Cizelge 4.8’¢ gore ise
SPCE’nin Rctort degeri 109,0 ohm’dur. SPCE fiizerine iletken bir polimer olan PAADes,
iletken metal olan AUNP modifikasyonlar1 sonrasinda Rctor: degerleri sirasiyla 76,70 ohm
ve 61,73 ohm’dur. SPCE iizerine MWCNT-COOH modifikasyonu sonrasinda Rctort
degeri artmistir. Bunun sebebi MWCNT-COOOH’1n elektroaktif gruplarinin FF’in -
yikli gruplariyla birbirini itmesinden (Sonu¢ Karaboga ve Sezgintiirk 2021)
kaynaklanmaktadir (229,20 ohm). SPCE/MWCNT-COOH iizerine PAApEs sonrast RCtort
213,90 ohm olarak azalmistir. Bu azalisin MWCNT-COOH’ta bulunan — yiiklii gruplar
PAADEs bulunan redox ¢ifti ile etkilesime gegerek sinerjik etki olusturmasi ve iletkenligin
artmasiyla oldugu distliniilmektedir (Sahin ve Ayranci 2015). PAApes sonrast AuNP
modifikasyonunda ise iletkenligin artmasiyla Rctor 9,30 ohm olarak azalmistir. Bu
azalma MWCNT-COOH, PAApes ve AuNP’ler arasindaki sinerjik etki sebebiyle
olmaktadir (Bilgi ve Ayranci1 2016; Bilgi Kamag vd. 2023a,b; Atict vd. 2023; Yilmaz
Kabaca vd. 2023). EIS sonuglarina gore en iyi formiilasyon SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP’er ile elde edilmistir. EIS sonuglart CV ve DPV sonuglar ile
uyumludur. Her {i¢ metot ile en yiiksek iletkenlige sahip formiilasyon SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP’Ier ile elde edilmistir. Boylece optimum modifikasyon sartlarinda
SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lerin  elektrokimyasal  karakterizasyonlari

tamamlanmaistir.

4.3.1.2 SPCE/MWCNT-COOH/PAADes/AUNP’lerin morfolojik ve kimyasal

karakterizasyonlari

Tezin bu kisminda ilk olarak SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lerin morfolojik
karakterizasyonuna ait bulgular sunulmustur. Optimum sartlarda hazirlanmis
elektrotlarin morfolojik karakterizasyonu SEM ile yapilmistir. SPCE/MWCNT-COOH,
SPCE/MWCNT-COOH/PAApes ve SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lere ait
SEM goriintiileri sirastyla Sekil 4.32A Sekil 4.32B ve Sekil 4.32C’de verilmistir.
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Oute 28 Mar 022

Sekil 4. 32 SPCE/MWCNT-COOH (A), SPCE/MWCNT-COOH/PAAces (B) ve
SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AUNP (C)’lere ait SEM goriintiileri

Optimum sartlarda hazirlanan elektrotlarin  Sekil 4.32A’daki SEM goriintiisiinde
MWCNT-COOH’1n lif benzeri iplikli goriintlisii gézlenmistir. Lif benzeri bu goriintiiler
MWCNT-COOH’1in varhiginin kanmitidir (Wulandari et al. 2018). Sekil 4.32B’de ise
diizensiz dagilmis blok yapilar ve {ist tiste binmis daha piiriizli ylizey gozlenmistir ve bu
gortintiiler PAApes’in varliginin kanmitidir (Liu et al. 2016; Atic1 vd. 2023). Sekil 4.32C’de
yiizeyde ¢ok sayida kiiresel nanoparcaciklar gostermektedir (Lv et al. 2016; Atict vd.
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2023; Yilmaz Kabaca vd. 2023; Yilmaz ve Bilgi 2024). Bu nanopartikiiller AuNP’den
olusmaktadir.

SPCE/MWCNT-COOH/PAADes/AUNP’lerin morfolojik karakterizasyonu tartisildiktan
sonra, kimyasal karakterizasyonlarina ait bulgular sunulmustur. Optimum sartlarda
hazirlanmis elektrotlarin kimyasal karakterizasyonu EDX, FTIR ve XRD ile yapilmistir.
SPCE/MWCNT-COOH/PAADpes/AuNP’lere ait EDX spektrumu Sekil 4.33A’da, SPCE/
MWCNT-COOH’lara ait FTIR spektrumu Sekil 4.33B’de ve SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP’lere ait XRD spektrumu Sekil 4.33C’de verilmistir.

6.80K A
6.12K]

SPCE/MWCNT-COOH/PAA _/AUNP

C=H 158030 =+ __

Transmitans [%]
C-H 2664,0

SPCE/MWCNT-COCH

C=H 171058 —~~—____

3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm™)

aoo | € P SPCE/MWCNT-COOH/PAA ,/AuNP

Au (220
30000

Au (111) Au (200)
20000
MWCNT-COOH
10000 002) l
A
0
55

5 15 25 35 45

Siddet / a.u.

Au (311)

)
A
65 75 8!

Sekil 4. 33 SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lere ait EDX spektrumu (A),

SPCE/MWCNT-COOH’lara ait FTIR spektrumu (B) ve SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AuNP’lere ait XRD spektrumu (C)
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Sekil 4.33A’daki EDX analizinde Au elementinin varligi, AuNP'lerin elektrot iizerine
elektrodepozisyonunun kanitidir (Atic1 vd. 2023; Yilmaz Kabaca vd. 2023; Yilmaz ve
Bilgi 2024). Sekil 4.33B’deki FTIR spektrumuna gore 2664,80 cm™’deki pik C-H
asimetrik titresiminden ileri gelmektedir. 1710,58 cm®, 1580,30cm™, 1393,40 cm™ ve
1298,98 cm™’deki pikler karboksil grubunun rezonans yapisindaki C=0 ve -OH
gruplarindaki baglarin titresiminden ileri gelmektedir (Zhang et al. 2016). Sekil
4.33C’deki SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP elektroduna ait XRD spektrumunda
PAADEs i¢in 26,55°°de keskin bir kirinim tepe noktasi goriilmektedir (Atic1 vd. 2023).
MWCNT-COOH i¢in 26,45°de tipik kirmim tepe noktasi (002) (Arrechea et al. 2020) ve
AuNP i¢in sirastyla 35,38° 43,62°, 57,81° ve 77,24°te dort karakteristik kirinim tepe
noktast (111), (200), (220) ve (311) gozlenmistir (Atic1 vd. 2023; Yilmaz Kabaca vd.
2023; Yilmaz ve Bilgi 2024). Bu sonuglara gére SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP’lerin  kimyasal  karakterizasyonu basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmistir.

4.3.2 AFP immunosensorlerinin gelistirilmesi

Tezin bu kisiminda, bir 6nceki boliimde detaylari verilmis olan SPCE/MWCNT-
COOH/PAADEs/AUNP’ler  kullanilarak AFP  immunosensorleri  hazirlanmis  ve
elektrokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmistir. AFP immunosensorlerinin ¢alisma
parametrelerinin optimizasyonlari, analitik parametreleri ve gercek numune analizlerine

ait elde edilen bulgular verilmis ve tartisilmistir.

4.3.2.1 AFP immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonu

SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AUNP’ler kullanilarak hazirlanan AFP
immunosensorlerinin  elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in her bir hazirlanma
basamagindan sonra CV, DPV ve EIS metotlariyla 6l¢iimler gerceklestirilmistir. Her bir
hazirlanma basamaginda elde edilen CV ve DPV’ler ile EIS’ler sirasiyla Sekil 4.34A,
4.34B ve 4.34C’de verilmistir. CV ve DPV’lerinden elde Ipao ile EIS’lerinden elde
edilen Rctort degerleri ise Cizelge 4.9’da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 34 SPCE/MWCNT-COOH/PAADEs/AuNP’lerle  hazirlanan  AFP

immunosensorlerinin - donilisiimlii  voltamogramlar1 (A), diferansiyel puls
voltamogramlar1 (B) ve elektrokimyasal empedans spektrumlari (C)
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Cizelge 4. 9 SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuUNP’lerle  hazirlanan ~ AFP
immunosensorlerinin CV ve DPV’lerinden elde Ipaort degerleri ve EIS’lerinden
elde edilen Rctort degerleri

Formiilasyon | CV Ipaort (nA) | DPV Ipaort (nA) EIS Rctort (0hm)
6-MOH 95,0 2251 186,3

APTES 103,3 3319 107,2

GA 77,6 2436 26,1

Anti-AFP 73,4 256,1 34,9

BSA 64,9 233,6 60,6

AFP 56,0 221,8 68,3

Sekil 4.34A’°daki CV sonuglar1 ve Cizelge 4.9’a géore AFP immunosensoriiniin 6-MOH
muamelesi sonrasi yilizeyde -OH gruplari olusturulmustur ve Ipaort degeri 95,0 pA oldugu
belirlenmistir. Olusan -OH gruplart APTES ile muamele edilmis ve bir ucunda siloksan
bagi diger ucunda amin gruplari olusmustur. Ardindan bu gruplar GA ile gapraz
baglanarak antikorun ylizeye baglanmasi i¢in kararli uzun bir zincir olusturmustur. GA
muamelesinden sonra ise 6-MOH muamelesine gore Ipaort degerinin azaldigi (77,6 pA)
gozlenmistir. Anti-AFP basamaginda ise, Anti-AFP’nin yiizeye immobilizasyonu sonrasi
elektrot ylizeyi yalitkan hale gelmis ve Ipaort degerinde azalis gdzlenmistir (73,3 pA). Bu
sonug, Anti-AFP’nin elektrot ylizeyine basarili bir sekilde immobilize edildigini
gostermektedir. BSA basamaginda, BSA nin yiizeye inkiibasyonu ile benzer sekilde Ipaort
degerinde azalis (64,9 pA) gozlenmistir. AFP basamaginda ise, AFP’nin ylizeye
immobilizasyonu sonucunda BSA basamagiyla yakin degerler gézlenmistir (56,0 pA).
CV sonuglarina gore immobilizasyon basarili bir sekilde gerceklesmistir. Sekil
4.34B’deki ve Cizelge 4.9’daki DPV sonuglarina gére 6-MOH modifikasyonundan sonra
Ipaort degeri 225,1 pA oldugu belirlenmistir. APTES muamelesinden sonra ise Ipaor
degeri artmistir (331,9 pA) Anti-AFP’nin yiizeye immobilizasyonu sonrasi |paor
degerinde azalma gozlenmistir (256,1 pA). BSA immobilizasyonu sonrasi Ipaort degeri
233,6 pA oldugu gozlenmistir. AFP immobilizasyonu sonrasi ylizeyde yalitkan bir tabaka
olusmus ve Ipaort degerinde azalma gdzlenmistir (221,8 pA). DPV sonuglarina gore
immobilizasyon basarili bir sekilde gergeklesmistir. Sekil 4.34C’deki EIS sonuglar1 ve
Cizelge 4.9’a gore AFP immunosensoriiniin EIS’lerinde de 6-MOH muamelesinden sonra
Rctort degeri 186,3 ohm ve GA modifikasyonu sonrasi Rctort degeri 26,1 ohm oldugu
goriilmistiir. Anti-AFP’nin ylizeye immobilizasyonu sonrasi yalitkan tabaka olmasi

sebebi ile elektronlar elektrot ylizeyine difiizyonunu azaltmis ve Rctort degerinde belirgin
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bir artis gdzlenmistir (34,9 ohm). BSA modifikasyonundan sonra (60,6 ohm) AFP
immobilizasyonunda da (68,3 ohm) artis gozlenmistir. EIS sonuglarma gore
immobilizasyon basarili bir sekilde gergeklesmistir (Bilgi Kamag vd. 2023a; Bilgi Kamag
vd. 2023b). Boylece ii¢ metotla AFP immunosensoriiniin  elektrokimyasal

karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

4.3.2.2 AFP immunosensorlerinin calisma parametrelerinin optimizasyonu

Tezin bu kisitminda, AFP immunosensorlerinin ¢aligma parametrelerinin optimizasyonu
icin 6-MOH konsantrasyon optimizasyonu, APTES %’si, GA %’si, Anti-AFP
konsantrasyon optimizasyonu, Anti-AFP inkiibasyon siire optimizasyonu ve AFP

inkiibasyon siire optimizasyonuna ait bulgular verilmis ve tartisilmistir.

[Ik olarak 6-MOH konsantrasyonunu optimize etmek icin, farkli 6-MOH
konsantrasyonlarina (50 mM ve 100 mM) sahip immunosensoérler hazirlanmis ve 1 ng
mL~! AFP antijenleri ile inkiibe edilmistir. Daha sonra hazirlanan immunosensérler ile
AFP analizi 5 mM FF ¢ozeltisinde DPV 6l¢timleri yapilmistir. Voltamogramlardan elde
edilen Al degerlerinden yararlanilarak her bir 6-MOH konsantrasyonu i¢in Al-6-MOH
konsantrasyonu grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.35A).
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Sekil 4.35A’daki grafige gore 50 mM 6-MOH konsantrasyonu ile hazirlanan
immunosensorlerin AFP analizi i¢in elde edilen AI degeri 22,3 pA iken 100 mM
konsantrasyon ile hazirlanan immunosensorlerin AFP analizi i¢in elde edilen Al degeri
16,78 pnA oldugu belirlenmistir. 50 mM 6-MOH konsantrasyonu ile hazirlanan
Immunosensorlerin AFP analizi i¢in elde edilen Al degeri daha yiiksek oldugu igin
optimum 6-MOH konsantrasyonu 50 mM 6-MOH olarak se¢ilmistir (Simsek vd. 2015).

6-MOH konsantrasyon optimizasyonundan sonra APTES yiizdesinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla %1 ve %3,5 APTES kullanilarak AFP immunosensorleri
hazirlanmis ve AFP analizi DPV 6lglimleri ile yapilmistir (Sekil 4.35B). Sekil 4.35B’deki
grafige gore %3,5 APTES ile hazirlanan immunosensorlerin AFP analizi i¢in elde edilen
Al degeri (Al: 13,65 pA), %1 APTES ile hazirlanan immunosensorlerin AFP analizi igin
elde edilen AI degerinden daha fazladir (AL: 9,33 pnA). Bu sebeple optimum APTES
yiizdesi %3,5 olarak belirlenmistir (Simsek vd. 2015;Vural vd., 2024).

Daha sonra GA ylizdesinin optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Bu amagla %1 ve %2,5
GA kullanilarak AFP immunosensorleri hazirlanmis ve AFP analizi DPV 6l¢iimleri ile
yapilmustir (Sekil 4.35C). Sekil 4.35C°deki grafige gore %1 GA ile hazirlanan
immunosensorlerin AFP analizi i¢in elde edilen Al degeri (Al: 12,21 pA), %2,5 GA ile
hazirlanan immunosensorlerin AFP analizi icin elde edilen Al degerinden daha fazladir
(AL: 3,31 pA). Bu sebeple optimum GA yiizdesi %1 olarak belirlenmistir(Simsek vd.
2015;Vural vd., 2024).

Antikor konsantrasyonlarint optimize etmek i¢in, farkli Anti-AFP konsantrasyonlarina
(0,5 pgmLY, 5 pgmL%, 25 pg mLt ve 50 pg mL 1) sahip immunosensorler hazirlanmis
ve 1 ng mL? AFP antijenleri ile inkiibe edilmistir. Daha sonra hazirlanan
immunosensorler ile 5 mM FF ¢ozeltisinde DPV  Olglimleri  yapilmustir.
Voltamogramlardan elde edilen Al degerlerinden yararlanilarak her bir antikor

konsantrasyonu i¢in Al-antikor konsantrasyonu grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.36A).
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Sekil 4. 36 AFP konsantrasyonu-Al grafikleri: A) antikor konsantrasyon
optimizasyonu, B) antikor inkiibasyon siire optimizasyonu ve C) antijen
inkiibasyon siire optimizasyonu
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Cizilen grafiklerin akim cevabina gore optimum antikor konsantrasyonu belirlenmistir.
Sekil 4.36A’ya gore AFP immunosensdrlerinin 0,5 pg mL™?, 25,0 pg mL ™! ve 50,0 ug
mL ! Anti-AFP konsantrasyonu i¢in Al degerleri sirasiyla 4,52 pA, 5,45 pA ve 4,98 pA
olup birbirine olduk¢a yakindir. 5,0 pg mL™* Anti-AFP konsantrasyonu ile hazirlanan
immunosensorlerin Al degerleri ise 9,48 pA’dir. Sonuglara en yiiksek akim cevabi 5 pg
mL ! Anti-AFP konsantrasyonu ile hazirlanan immunosensérler ile elde edilmistir ve

optimum olarak belirlenmistir.

Optimum Anti-AFP konsantrasyonunu belirledikten sonra antikor inkiibasyon siirelerini
optimize etmek i¢in, farklt Anti-AFP inkiibasyon siirelerine sahip immunosensorler (30
dk, 45 dk ve 60 dk) hazirlanmis ve 1 ng mL™* AFP antijenleri ile inkiibe edilmistir. Daha
sonra hazirlanan immunosensoérler ile 5 mM FF ¢ozeltisinde DPV 6lgiimleri yapilmistir.
Voltamogramlardan elde edilen AI degerlerinden yararlanilarak her bir antikor
inkiibasyon siiresi i¢in Al-antikor inkiibasyon siiresi grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.36B).
Sekil 4.36B’ye gore AFP immunosensorlerinin 30, 45 ve 60 dk Anti-AFP inkiibasyon
sliresi igin Al degerlerinin sirasiyla 4,30 pA, 9,48 pA ve 11,82 pA oldugu belirlenmistir.
30 dk Anti-AFP inkiibasyon siiresi ile hazirlanan immunosensorlerin antikor-antijen
etkilesimi i¢in gecen siire yeterli gelmedigi Al degerlerinden anlagilmaktadir. 45 ve 60 dk
Anti-AFP siiresi ile hazirlanan immunosensorlerin Al degerleri ise birbirine yakindir.
Ancak en yiiksek akim cevabi 60 dk Anti-AFP inkiibasyon siiresi ile hazirlanan
immunosensorler ile elde edilmistir. Sonuglara gore optimum Anti-AFP inkiibasyon

stiresi 60 dk olarak belirlenmistir.

Optimum Anti-AFP inkiibasyon siiresi belirledikten sonra antijen inkiibasyon siirelerini
optimize etmek i¢in, farklit AFP inkiibasyon siirelerine sahip immunosensorler (15 dk, 30
dk, 45 dk ve 60 dk) hazirlanmis ve 1 ng mL™ AFP antijenleri ile inkiibe edilmistir. Daha
sonra hazirlanan immunosensorler ile 5 mM FF ¢ozeltisinde DPV dlglimleri yapilmstir.
Voltamogramlardan elde edilen Al degerlerinden yararlanilarak her bir antijen
inkiibasyon siiresi i¢in Al-antijen inkiibasyon siiresi grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.36C). Sekil
4.36C’ye gore AFP immunosensorlerinin 15, 30, 45 ve 60 dk AFP inkiibasyon siiresi i¢in
Al degerlerinin smrasiyla 23,32 pA, 11,82 pA, 12,22 pA ve 11,97 pA oldugu

belirlenmistir. 30, 45 ve 60 dk antijen inkiibasyon siirelerinde hazirlanan

113



immunosensorlerin Al degerleri birbirine ¢ok yakin ve 15 dk’ya gore diistiktiir. 15 dk
AFP inkiibasyon siiresi ile hazirlanan immunosensorlerin Al degerleri ise tiim siirelerin
iginde en yiiksek olanidir. Sonuglara gore optimum antijen inkiibasyon siiresi 15 dk olarak
belirlenmistir. Daha sonraki ¢alismalarda optimum sartlarda AFP immunosensorleri

hazirlanmistir.

4.3.2.3 AFP immunosensorlerinin analitik performansi

Tezin bu bolimiinde, AFP immunosensorlerinin analitik parametreleri olan dogrusal
tayin araligi, tekrarlanabilirlik, uygulama kararlilig1, depolama kararliligi, rejenerasyonu
sunulmus ve tartigilmistir. Bu amagla ilk olarak dogrusal tayin araligi belirlenmistir.
Dogrusal tayin araliginin belirlenmesi i¢in, optimum c¢alisma parametrelerinde hazirlanan
AFP immiinsensérleri kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki (0,1-250 ng mL™) AFP
antijenlerinin analizi DPV metodu ile 5 mM FF ¢ozeltisinde gerceklestirilmistir. Al
degerlerinden yararlanilarak her bir immunosensor i¢in AI-C grafigi ¢izilmis ve Sekil

4.37°de verilmistir. Grafikten yararlanilarak tespit limitleri ve tayin araliklar

belirlenmistir.
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Sekil 4. 37 AFP immunosensérleri igin 0,1 ile 250 ng mL™? araliginda artan AFP
konsantrasyonuna kars1 Al grafigi
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Sekil 4.37°deki grafikten faydalanarak tespit limitleri ve tayin araliklar1 da belirlenmistir.
Sekil 4.37°deki grafikte AFP konsantrasyonu arttikga Al degerleri de dogrusal olarak
artmaktadir ve r degeri 0,9960’tir. Gelistirilen immunosensorlerin dogrusal aralig1 0,1 ile

250 ng mL%, duyarlig1 ve LOD degeri ise sirasiyla 0,24 pA mL ng™ ve 21,21 ng mL ™ dir.

Literatiirde yer alan etiketli ve etiketsiz AFP immunosensorleri ile bu calismada
gelistirilen etiketsiz AFP immunosensoriiniin performans karsilagtirmasi Cizelde 4.10’da

verilmistir.
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Cizelge 4. 10 Literatiirde yer alan etiketli ve etiketsiz AFP immunosensdrleri ile bu ¢alismada gelistirilen etiketsiz AFP immunosensoriiniin
performans karsilastirmasi

Formiilasyon | Tespit aralhig: | Dogrusal arahk | Metot | Referans
Etiketli AFP immunosensorleri
SPCE/OMC@AUNP-ANtiAFP/AFP/AuPtNP-MB-AFP 3,33 fgmL! 10 fg mL!- DPV Rong et al. 2021
100 ng mL!
GCE/ AuNPs@ZIF-8-AntiAFP/AFP/ A1-C4bp a-AntiAFP 0,033 pg mL* 0,1- 100000 pg mL 't | DPV Li et al. 2022
GCE/MB-AnNtiAFP/AFP/ZIF-8-Anti AFP 0,032 pg mL* 0,0001 -100 ng mL™* DPV Wang et al. 2023
Etiketsiz AFP immunosensorleri
GCE/Thi/Chit/HRP/AuNP/ANtiAFP/BSA/AFP 0,03 pg mL* 0,10-10000 pg mL* (4 Luetal. 2018
GCE/MCHS@MnO,/AntiAFP/BSA/AFP 0,03 ng mL? 0,10-420 ng mL? SWV Zhu et al. 2020
GCE/ izoorientin/AntiAFP/BSA/AFP 0,0002 ng mL* 0,001-10 ng mL* DPV Shi et al. 2020
GCE/3D-CuFC-C/ AntiAFP/BSA/AFP 1,40x108 ng mL*! 2,25x108-2,25x102 (64 Guo et al. 2022
ng mL?
GCE/ CBNP@ PdNP/ANtiAFP/BSA/AFP 0,0039 ng mL™! 0,005-1000 ng mL*! SWvV Olorundare et al.
0,0131 ng mL* EIS 2023
GCE/ RGO@PtNPs/MoS,/AntiAFP/BSA/AFP 0,12 pg mL? 1-10°pg mL? DPV Zhang et al. 2024
ITO/3-TMSPM/ AntiAFP/BSA/AFP 0,01 pg mL?! 0,05-100 pg mL?! EIS Ozcan vd. 2024
SPCE/MWCNT-COOH/PAADes/AuUNP/ANntiAFP/BSA/AFP 21,21 ng mL?! 0,10-250 ng mL? DPV Bu ¢calisma
3D-CuFC-C: Cu,[Fe(CN)g]-C nanokristalleri BSA: Bovin serum albumin HRP: Yaban turpu peroksidazi MWCNT-COOH: Karboksil fonksiyonlu ¢ok
3-TMSPM: 3-(Trimetoksisilil)propil metakrilat CBNP: Karbon siyahi nanopartikiilleri ITO: Indiyum kalay oksit duvarli karbon nanotiip
Al-C4bp a: C4-baglayici protein Chit: Kitosan MB: Manyetik nanoboncuk OMC: Mezogozenekli karbon
AuNP: Altin nanopartikiiller CV: Doniistimlii voltametri MB:Metilen mavisi PdNP: Paladyum nanopartikiilleri
AuPtNP:Altin platin nanopartikiil GCE: Camsi karbon elektrot MCHS: Mezogozenekli karbon igi bos kiire Thi: Tiyonin
MnO,: Mangan dioksit ZIF-8: Zeolitik imidazol ¢ergeveler 8
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Cizelge 4.10°da yer alan etiketli elektrokimyasal AFP immunosensorlerinin dogrusal
calisma araliklarinin oldukca genis oldugu gozlenmis olsa da bu calismalarda ikincil
antikor maliyeti artirmaktadir. Ayrica immunosensOr hazirlanmasinda kullanilan sinyal
yiikselticilerin hazirlanma asamalar1 zaman alicidir. Etiketsiz AFP immunosensorleri ise
etiketli AFP immunosensorlerine gore daha hizli ve pratiktir. Caligmamizda yer alan AFP
immunosensorleri ile insan serumundaki AFP seviyeleri tayin edilmistir ve yiiksek geri
kazanimlar elde edilmistir. Bundan sonraki kisimda AFP immunosensorlerinin analitik
performansi olan tekrarlanabilirlik, uygulama kararliligi, depolama kararliligi ve

rejenerasyon parametreleri incelenmistir.

AFP immunosensorlerin tekrarlanabilirliklerinin belirlenmesi igin tayin araliklarinda
secilen AFP konsantrasyonunda (25 ng mL™), optimum c¢alisma parametrelerinde
hazirlanan AFP immunosensorleri ile DPV metodu ile 5 mM FF ¢6zeltisinde 10 tekrarl
DPV olgiimleri yapilmistir. AFP immunosensorlerinin tekrarlanabilirlikleri icin RSD
%4,80 (n=5) olarak hesaplanmistir. Bu bulgular, gelistirilen AFP immunosensorlerinin
tek kullanimlik olmasmma ragmen AFP’yi bes tekrara kadar analiz edebildigini

gostermektedir.

Optimum c¢alisma parametrelerinde hazirlanan AFP immunosensorlerinin uygulama
kararlihgi, 25 ng mL™ konsantrasyonundaki AFP antijeninin 60 giin boyunca belirli
zaman araliklarinda Ol¢iilmesi ile gerceklestirilmistir. AFP’nin analizi i¢in gelistirilen
AFP immunosensorleri DPV metodu kullanilarak dort paralelli ve ti¢ tekrarli olarak
Ol¢iilmiistiir. Al degerlerinden yararlanilarak %o0rtalama bagil Al-giin grafigi ¢izilmis ve

Sekil 4.38°de verilmistir.
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Sekil 4. 38 AFP immunosensorlerinin uygulama kararhhgi: %ortalama bagil Al-giin
grafigi

Sekil 4.38’deki grafikte ilk giine gore AFP immunosensoriiniin yanit1 3. giinde %7,84
azalmistir. Daha sonra ise 5. giinde %11,54, 10. giinde %15,92, 15. giinde %16,60, 20.
giinde %17,23 30. giinde %22,35 ve 60. giinde %37,15 oraninda diisiis gdstermistir. AFP
immunosensoriiniin uygulama kararliligi 60. giiniin sonunda %37,15 azalmis olsa da AFP
antijenine kars1 yanit vermeye devam etmistir. Sonug olarak AFP immunosensorleri 60.

giine kadar cevap vermistir.

AFP immunosensorlerinin - depolama kararliligini incelemek igin ise 10 ayri
immunosensor hazirlanmigtir. +4°C’de depolanan AFP immunosensorleriile 1., 2., 4., 6.,
8.,12., 16., 20. ve 24. haftalarda AFP antijenlerinin (25 ng mL™) analizi DPV metodu ile
gergeklestirilmistir. Al degerlerinden yararlanilarak %ortalama bagil Al-hafta grafigi

cizilmis ve Sekil 4.39’da verilmistir.
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Sekil 4. 39 AFP immunosensoérlerinin depolama kararhhgi: %ortalama bagil Al-hafta
grafigi

Sekil 4.39°daki grafigi gore 1. haftada %5,47°1ik, 2. haftada 50,84’liikk 4. haftada
%54,85’1ik, 8. haftada %61,33’lik, 16. haftada %63,99’luk, 20. haftada %72,18’lik ve
24. haftada %80,18’lik azalis gozlenmistir. AFP immunosensérlerinin uygulama
kararlilig1 2. haftada %50,84’liikk bir azalis gostermis olsa da 24. haftada hala yanit

vermektedir.

Gelistirilen AFP immunosensorlerinin - rejenerasyon ile tekrar kullanilabilme
potansiyelleri de degerlendirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, gelistirilen AFP
immunosensorlerinin - rejenerasyonunu  incelemek igin, AFP immunosensorleri
hazirlandiktan sonra 10 mM HCI ¢6zeltisiyle muamele edilmistir. 2 dakika sonra, tekrar
AFP (25 ng mLY) ile inkiibe edilmis ve ardindan AFP analizi yapilmistir. AFP
iImmunosensorlerinin AFP antijenine olan cevabi igin%ortalama bagil Al-rejenerasyon

sayis1 grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.40’ta verilmistir.
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Sekil 4. 40 AFP immunosensoérlerinin rejenerasyon ¢alismalari: %ortalama bagil Al-
rejenerasyon sayist

Sekil 4.40’a gore AFP immunosensorlerinin 1. rejenerasyondan sonra %12,54°1ik, 2.
rejenerasyondan sonra %30,71°1lik ve 3. rejenerasyondan sonra ise %29,77°1ik bir sinyal
azalis1 elde edilmistir. Ancak 3. rejenerasyondan (%29,77) sonra beklenen diisiis
goriilmedigi i¢in 4. rejenerasyon ¢alismasina devam edilmemistir. Bu sonuglara gére AFP

immunosensorlerinin 2 kere rejenere edilebildigi anlagilmaktadir.

4.3.2.4 AFP immunosensorlerinin seciciligi

AFP immunosensoriiniin segiciligi, diger yumurtalik kanseri biyobelirtegleri, CA125 ve
HE4 varliginda gerceklestirilmistir. Bu amagcla ayr1 ayr1 CA125, HE4, AFP c¢ozeltileri,
HE4-CA125 igeren bir ¢ozelti ve CA125-HE4-AFP igeren bir ¢bzelti hazirlanmis ve
hazirlanan immunosensorler bu antijen ¢ozeltileriyle inkiibe edilmistir. 5 mM FF
cozeltisinde DPVolclimleri yapilmis ve bu antijenlerin girisim yapip yapmadigi test

edilmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4. 41 AFP immunosensorlerinin secicilik testi: %ortalama bagil Al-antijen cevabi

Sekil 4.41°e gore AFP immunosensorlerinin HE4, CA125 ve HE4-CA125 antijenlerine
kars1 cevabi distiktir (%3,5’un altinda). CA125, HE4 ve AFP (karisim) ile inkiibe
edildiginde ise girisim %3,4 olarak hesaplanmistir. Antijen karisimina AFP
immunosensorlerinin yanitinin %5’in altinda oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gore,
AFP immunosensorlerinin diger yumurtalik kanser biyobelirtegleri varliginda AFP’ye

kars1 1yi bir segicilik gosterdigi anlamina gelmektedir.

4.3.2.5 AFP immunosensorleri ile gercek numune analizi

Gergek numune analizi uygulamast i¢gin AFP immunosensorleri hazirlanmistir ve satin
alian insan kan serumunda AFP’yi tespit etmek i¢in kullanilmigtir. Bu amagla 1:100
oraninda seyreltilen insan serumu drneklerine bilinen miktarda (25 ng mL™t) AFP ilave
edilerek, insan kan serumu numuneleri hazirlanmistir (Bilgi Kamag vd. 2020; Erdem ve
Bilgi Kamag vd. 2021; Bilgi Kamag vd. 2023a; Yilmaz ve Bilgi 2024). Kan serumu
numunelerinde AFP seviyelerinin &lgiilmesi igin oncelikle 25 ng mL? AFP
Immunosensorii hazirlanmis ve elektrokimyasal tayini DPV metodu ile yapilmistir. Ipaort
degerlerinden faydalanarak %geri kazanim ve %hata degerleri hesaplanmistir (Cizelge

4.11).
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Cizelge 4. 11 Gelistirilen immunosensorler ile insan kan serumunda AFP analizi

Eklenen AFP | Hesaplanan AFP | %Geri kazamim %Hata
konsantrasyonu konsantrasyonu
25,0ng mL™* 25,28 ng mL™* 97,80 2,20

Cizelge 4.11°e gore geri kazanim %97,80 ve hata %2,20 olarak belirlenmistir. Bu
sonuglara gore yiiksek geri kazanimlar elde edilmis ve kan serumunda AFP seviyesi

basaril1 bir sekilde tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yumurtalik kanseri, diinya ¢apinda kanserli kadinlar arasinda 6nde gelen 6liim nedenidir.
Vakalarin %70'inden fazlasinda ileri evrelerde teshis konulmaktadir. Yumurtalik
kanserinin erken evrelerde teshisinde kullanilan FDA onayli biyobelirte¢ler olan CA125,
AFP ve HE4 umut vaat etmektedir. Bu biyobelirteglerin yumurtalik kanseri teshisinde
spesifikligi oldukca yiiksek olmasina ragmen, rutin testleri maliyetlidir. Bu tez
calismasinda yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in, ti¢ ayr1 etiketsiz elektrokimyasal
immunosensor sistemi basit, hizli ve tek kullanimlik SPCE’ler ile hasta basi testlerine

uygun olarak gelistirilmistir.

CA125 immunosensorlerin  hazirlanmasinda ilk olarak dontstiriicii kistm  olan
SPCE/PTBpes/AuNP’ler hazirlanmistir. Bu elektrotlarin morfolojik karakterizasyonlar:
SEM/EDX analizleri ile, kimyasal analizleri FTIR ve XRD ile ve elektrokimyasal
karakterizasyonlari CV, DPV ve EIS metotlar1 kullanilarak yapilmistir. Yapilan
karakterizasyonlarin sonuglarina gore SPCE/PTBpes/AUNP’lerin basarili bir sekilde
hazirlandigr kanitlanmistir. SPCE/PTBpes’lerin optimum dongii sayist 30 n olarak
bulunmustur. Immiinosensorlerin  hazirlanmasinda  ikinci olarak, Anti-CA125
SPCE/PTBpes/AuNP’lerin yiizeyine immobilize edilmistir. Biyomateryallerin elektrot
ylizeyine giiclii immobilizasyonu biyosensorlerin performansi iizerinde oldukga etkilidir.
AuNP yiizeyinde 4-MOH ve CTES ile SAM tabakalar1 olusturulmus, ardindan ¢apraz
baglayici ile yiizey aktive edilmis ve sonug olarak Anti-CA125’ler elektrotlarin yiizeyine
kovalent olarak (EDC-NHS) immobilize edilmistir. ~ Hazirlanan CA125
immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonlar1 CV, DPV ve EIS metotlariyla
yapilmistir ve yapilan elektrokimyasal karakterizasyonlarin sonuglarina goére CA125
immunosensorleri basariyla hazirlanmistir. Hazirlanan CA125 immunosensorlerinin
optimum c¢alisma kosullar1 (antikor konsantrasyonu, antikor ve antijen inkiibasyon
stireleri) EIS metodu kullanilarak belirlenmistir. Optimum Anti-CA125 konsantrasyonu
5 ug mL? olarak, optimum Anti-CA125 inkiibasyon siiresi 45 dk ve optimum CA125
inkiibasyon siiresi ise 30 dk olarak belirlenmistir. CA125 immunosensorleri ile dogrusal
konsantrasyon araliklarinda EIS metodu ile CA125’in elektrokimyasal analizleri

gerceklestirilmistir. CA125 immunosensorleri i¢in duyarlik, LOD ve r degerleri
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hesaplanmistir. Hazirlanan CA125 immunosensorlerinin tekrarlanabilirlikleri 50 pg mL”
1 CA125 konsantrasyonunda test edilmis ve RSD degerleri hesaplanmistir. CA125
immunosensorlerinin tekrarlanabilirligi 7 tekrara kadar (RSD %4,78) cevap vermistir.
Gelistirilen CA125 immunosensorlerinin uygulama kararliliklart 60 giin boyunca
incelenmis, tek kullanimlik olarak hazirlanan immunosensdrlerin analizinde 60. glinde
dahi CA125 antijenlerine cevap verdigi gozlenmistir. CA125 immunosensorlerinin
depolama kararliliklar1 ise 24 hafta depolama siiresince incelenmis ve immunosensorlerin
analizinde 24. hafta depolama siiresi sonunda dahi CA125 antijenine cevap vermistir.
Hazirlanan CA125 immunosensorlerinin segicilik testleri HE4 ve AFP varliginda
gerceklestirilmis ve CA125 immunosensorlerinin CA125 antijenine karsi yiiksek
secicilik gosterdigi gozlenmistir. CA125 immunosensoérlerinin tek kullanimlik olsa bile
rejenerasyon testleri yapilmis ve besinci rejenerasyon sayisinda dahi CA125
immunosensorlerinin, CA125 antijenine yanit verdigi goriilmiistiir. Gelistirilen CA125
immunosensorleri bilinen miktarda CA125 igeren insan kan serumu numunelerindeki
CA125 analizlerinde kullanilmis ve %95’in {istiinde geri kazanim elde edilmistir. Bu tez
kapsaminda hizh, pratik, tek kullanimlik, etiketsiz CA125 immunosensorleri
gelistirilmistir. Insan kan serumunda CA125 seviyeleri gelistirilen CA125
immunosensorleri  kullanilarak EIS metodu ile Ol¢lilmistir. Gelistirilen CA125
immunosensorleri gelecekte hedeflenen baska kanser biyobelirteclerinin tespitinde daha

hassas ve daha segici immunosensorlerin gelistirilebilecegine isaret etmektedir.

HE4 immunosensorlerinin hazirlanmasinda ~ SPCE/MXene-COOH/AuUNP’ler
hazirlanmistir. Elektrotlarin morfolojik karakterizasyonlart SEM/EDX ile, kimyasal
analizleri FTIR ve XRD ile ve elektrokimyasal karakterizasyonlar1 CV, DPV ve EIS
metotlart  kullanilarak yapilmigtir. SPCE/MXene-COOH/AuNP‘lerdeki AuNP’nin
optimizasyonlar1 (konsantrasyon ve dongli sayisi) yapilmis ve optimum HAuCls
konsantrasyonu 6 mM, dongli sayist 15 n  olarak belirlenmistir. Yapilan
karakterizasyonlarin sonucglarina goére SPCE/MXene-COOH/AuNP’lerin basarili bir
sekilde hazirlandigi kanitlanmistir. HE4 immunosensoérlerinin hazirlanmasinda ikinci
olarak Anti-HE4, SPCE/MXene-COOH/AuNP’lerin  yiizeyine immobilize edilmistir.
AuNP yilizeyinde 6-MHA ile SAM tabakalar1 olusturulmus, ardindan ¢apraz baglayici
(EDC-NHS) ile yiizey aktive edilmis ve sonug olarak Anti-HE4’ler elektrotlarin yilizeyine
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kovalent olarak immobilize edilmistir. Hazirlanan HE4 immunosensorlerinin
elektrokimyasal karakterizasyonlar1 CV, DPV ve EIS metotlariyla yapilmistir ve yapilan
elektrokimyasal karakterizasyonlarin sonuglarina géore HE4 immunosensorleri basariyla
hazirlanmisttr.  HE4  immunosensorlerin - optimum  ¢alisma  kosullari  (antikor
konsantrasyonu, antikor ve antijen inkiibasyon siireleri) DropStat ile DPV metodu
kullanilarak belirlenmistir. Optimum Anti-HE4 konsantrasyonu 10 nM, optimum Anti-
HE4 inkiibasyon siiresi 45 dk ve optimum HE4 inkiibasyon siiresi ise 30 dk olarak
belirlenmistir. Optimum ¢alisma kosullar1 belirlendikten sonra HE4 immunosensorlerinin
analitik performans ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. HE4 immunosensorleri ile dogrusal
konsantrasyon araliklarinda DropStat ile DPV metodu ile HE4’lin elektrokimyasal analizi
gerceklestirilmistir. HE4 immiinsensorleri i¢in duyarlik, LOD ve r degerleri
hesaplanmistir. DPV  metodu ile 5-250 pM konsantrasyon araligi i¢in HE4
iImmunosensorlerinin tespit limiti 0,34 pM olarak hesaplanmistir. Hazirlanan HE4
immunosensorlerinin tekrarlanabilirlikleri 50 pM HE4 konsantrasyonunda test edilmis ve
RSD degerleri hesaplanmistir. HE4 immunosensorlerinin tekrarlanabilirligi 7 tekrara
kadar (RSD:%3,38) cevap vermistir. Gelistirilen HE4 immunosensorlerinin uygulama
kararliliklar1 60 giin boyunca incelenmis, tek kullannmlik olarak hazirlanan
immunosensorlerin - analizinde 60. giinde dahi HE4 antijenlerine cevap verdigi
gozlenmistir. HE4 immunosensorlerinin depolama kararliliklart ise 24 hafta depolama
sliresince incelenmis ve immunosensorlerin analizinde 24. hafta depolama siiresi sonunda
dahi HE4 antijenine cevap vermistir. Hazirlanan HE4 immunosensoérlerinin segicilik
testleri CA125 ve AFP varliginda karisimi varliginda gergeklestirilmis ve HE4
immunosensorlerinin HE4 antijenine kars1 yiiksek segicilik gosterdigi gozlenmistir. HE4
immunosensorlerinin rejenerasyon testleri yapilmis ve iiglincli rejenerasyon sayisinda
dahi HE4 immunosensorleri, HE4 antijenine yanit vermistir. Gelistirilen HE4
immunosensorleri DropStat ile pM cinsinden bilinen miktarda HE4 igeren insan kan
serumu numunelerindeki HE4 analizlerinde kullanilmis ve %95’1n iistiinde geri kazanim
elde edilmistir. Dropstat ekranindan HE4 seviyeleri dogrudan pM olarak okunmaktadir.
Yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in gelistirilen HE4 immunosensorleri DropStat ile
20-30 saniyede pM seviyelerindeki HE4’i kolaylikla tayin edilebilmektedir. Bu tez
kapsaminda hizli, pratik, tek kullanimlik, etiketsiz HE4 immunosensorleri gelistirilmistir

ve kan serumunda HE4 seviyeleri pM olarak Olgiilmiistiir. Kan numunelerinde HE4
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analizinde kullanilmasi; gelecekte hedeflenen baska kanser biyobelirteglerinin tespitinde
daha hassas ve daha seg¢ici immunosensorlerin gelistirilebilecegine isaret etmektedir. Tez
kapsaminda DropStat ile HE4 immunosensorleri gelistirilmis ve POCT olarak

kullanilmaya adaydir.

AFP immunosensorlerin - hazirlanmasinda ilk olarak donistiiriici  kisstm  olan
SPCE/MWCNT-COOH/PAADpes/AuNP’ler hazirlanmistir. Bu elektrotlarin morfolojik
karakterizasyonlart SEM/EDX analizleri ile, kimyasal analizleri FTIR ve XRD ile ve
elektrokimyasal karakterizasyonlari CV, DPV ve EIS metotlar1 kullanilarak yapilmustir.
SPCEMWCNT’lerin optimum MWCNT-COOH miktar1 3 LBL, SPCEMWCNT-
COOH/PAADEs’lerin  optimum dongii sayist 20 n olarak bulunmustur. Yapilan
karakterizasyonlarin sonuglarma gore SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lerin
basaril1 bir sekilde hazirlandig1 kanitlanmistir. Iimmiinosensérlerin hazirlanmasinda ikinci
olarak Anti-AFP, SPCE/MWCNT-COOH/PAApes/AuNP’lerin yiizeyine immobilize
edilmistir. AuNP yiizeyinde 6-MOH ve APTES ile SAM tabakalar1 olusturulmus,
ardindan ¢apraz baglayici ile yiizey aktive edilmis ve sonu¢ olarak Anti-AFP’ler
elektrotlarin yiizeyine kovalent olarak (GA) immobilize edilmistir. Hazirlanan AFP
immunosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonlar1 CV, DPV ve EIS metotlariyla
yapilmistir ve yapilan elektrokimyasal karakterizasyonlarin sonuglarima goére AFP
immunosensorleri basariyla hazirlanmigtir.  Hazirlanan AFP  immunosensorlerinin
optimum c¢alisma kosullar1 (antikor konsantrasyonu, antikor ve antijen inkiibasyon
stireleri) DPV metodu kullanilarak belirlenmistir. Optimum Anti-AFP konsantrasyonu 5
png mL? olarak, optimum Anti-AFP inkiibasyon siiresi 60 dk ve optimum AFP
inkiibasyon siiresi ise 15 dk olarak belirlenmistir. AFP immunosensorleri ile dogrusal
konsantrasyon araliklarinda DPV metodu ile AFP’nin elektrokimyasal analizi
gerceklestirilmistir. AFP  immiinsensorleri icin duyarlik, LOD ve r degerleri
hesaplanmustir. Hazirlanan immunosensérlerinin tekrarlanabilirlikleri 25 ng mL™* AFP
konsantrasyonlarinda test edilmis ve RSD degerleri hesaplanmigtir. AFP
immunosensorlerinin tekrarlanabilirligi 5 tekrara kadar (RSD:%4,80) cevap vermistir.
Gelistirilen AFP immunosensorlerinin  uygulama kararliliklart 60 giin  boyunca
incelenmis, tek kullanimlik olarak hazirlanan immunosensorlerin analizinde 60. giinde

dahi AFP antijenlerine cevap verdigi gézlenmistir. AFP immunosensoérlerinin depolama
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kararliliklar1 ise 24 hafta depolama siiresince incelenmis ve immunosensorlerin
analizinde 24. hafta depolama siiresi sonunda dahi AFP antijenine cevap vermistir.
Hazirlanan AFP immunosensorlerinin segicilik testleri HE4 ve CA125 varliginda
gerceklestirilmis ve AFP immunosensorlerinin AFP antijenine karsi yiiksek segicilik
gosterdigi gozlenmistir. AFP immunosensdrlerinin rejenerasyon testleri de yapilmis ve
Ikinci rejenerasyon sayisinda AFP immunosensdrlerinin, AFP antijenine yanit verdigi
goriilmiistiir. Gelistirilen AFP immunosensorleri bilinen miktarda AFP igeren insan kan
serumu numunelerindeki AFP analizlerinde kullanilmis ve %97°nin tistiinde geri kazanim
elde edilmistir. Bu tez kapsaminda hizli, pratik, tek kullanimlik, etiketsiz AFP
immunosensorleri gelistirilmistir ve kan serumunda AFP seviyeleri DPV metodu ile
Olciilmiistiir. Gelistirilen AFP immunosensorleri gelecekte hedeflenen baska kanser
biyobelirteglerinin tespitinde daha hassas ve daha segici immunosensorlerin

gelistirilebilecegine isaret etmektedir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in, hizli, pratik ve
etiketsiz CA125, HE4 ve AFP immunosensorleri basari ile gelistirilmistir. Kullan-at

olarak hazirlanan bu immunosensdrler POCT’de kullanima adaydir.

BAP ve 1002-A projeleri ile desteklenen bu tez kapsaminda elde edilen bulgulardan
yararlanilarak SCIE indeksleri tarafindan taranan dergilerde 1 adet 6zgiin arastirma
makalesi yayinlanmigtir. Uluslararasi kongrelerde 4 adet 6zet bildiri sdzel olarak, 1 adet
Ozet bildiri poster olarak sunulmustur. Doktora tez konusunu kapsayan bilim alani ile
ilgili SCIE indeksleri tarafindan taranan dergilerde 10 adet makale, TR Dizin kapsaminda
hakemli dergilerde 2 adet 6zgiin arastirma makalesi yayinlanmistir. Doktora tez konusunu
kapsayan bilim alan ile ilgili uluslararasi kongrelerde 24 adet 6zet bildiri (15 s6zel sunum
ve 9 poster sunum) olarak, ulusal kongrelerde 8 adet 6zet bildiri (8 s6zel sunum) olarak

sunulmustur.
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