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YUMUSAK DOKU KANSERLERI UZERINE IMMUNO-SIiTOSENSOR
GELISTIRILMESI

Bu tez calismasinda, oncelikle Lao.2sFeo.7sFeO3 nanopargacigr sol-jel yontemi
kullanilarak sentezlenmistir. Nanoparcaciklar (Lao.25F€0.75F€03), yiiklii poliakrilonitril
nanolifler (PANNf), kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyinde -elektro-egirme ile
hazirlandi. Bir diger asamada ise karsinoembriyonik antijen (CEA) biyobelirteg
reseptorii olarak CEA antikorlar1 (Anti-CEA) ile yiiklendi. Son olarak, CEA tespiti
icin PGE/PAN+Lao 2sFeo 75Fe0s/Anti-CEA kullanildi.  Uretim  adimlar,  bir
[Fe(CN)s]*™* probu  varhginda  dongiisel  voltammetri  ve  elektrokim-
yasal empedans spektroskopisi ile karakterize edildi. Optimizasyon asamalar1 ve hiicre
calismalar1 differansiyel puls voltammetre (DPV) kullanilarak gergeklestirildi. Bu
kompozit sistemin kullanimi, CEA'nin etiketsiz tespiti i¢in yeni bir immiinosensor
gelistirme yaklagimidir. Optimum kosullar altinda, PGE/PAN+Lao.2sFeo.7sFeOs/Anti-
CEA immiino-sensdriin tayin sinirt LOD (3 s/m)= 1,48 ng/mL, alt tayin sinir1 LOQ =
(10 s/m ) = 4,94 ng/mL, tekrarlanabilirlik (RSD)=%1,46 (n=5) ve antijen
konsantrasyonu i¢in 0,1-10 ng/mL dogrusal ¢alisma araliginda R?=0,9984 olarak
bulunmustur. Sonuclar, sunulan sistemle CEA konsantrasyonundaki ¢ok kiiciik
degisikliklerin bile algilanabilecegini gdostermistir. Ayrica dopamin ve askorbik asit
iceren gergek serum Orneklerinde immiinosensor geri kazanimi 98,94 + 7,43 olarak
bulunmustur. Farkli kanser biyobelirteclerinin klinik taramasinda biiyiik potansiyele
sahiptir. Sitosensor olarak, 48 saatlik inkiibasyondan sonra RT-4, MDA-MB-231,
T98G ve MCF-7 hiicrelerinin PGE/PAN, PGE/PAN/Lag2sFeo7sFeOs modifiye ve
antikor/antijen kapli (PGE/PAN/Lao2sFeo7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA) yiizeylere
olan temasi ile olugsan akim diisiisiiniin kanserli hiicrelerin yogunlugu ile baglantili
oldugu sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Immiino-sitosensér, Karsinoembriyonik antijen (CEA),
Nanopartikiil, Kalem Grafit Elektrot, PAN nanolif, Kanser hiicresi
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF IMMUNO-CYTOSENSOR ON SOFT TISSUE
CANCERS

In this thesis, first of all, Lao.2sFeo.7sFeOs nanoparticle was synthesized using
the sol-gel method. Nanoparticles (Lao.2sFeo7sFeOz), coated polyacrylonitrile
nanofibers (PANNT), were prepared by electrospinning on the pencil graphite electrode
(PGE) surface. In another step, carcinoembryonic antigen (CEA) was loaded with
CEA  antibodies  (Anti-CEA) as a  biomarker  receptor.  Finally,
PGE/PAN+Lao 25Feo.7sFeOs/Anti-CEA was used for CEA detection. The fabrication
steps were characterized by cyclic voltammetry and electrochemical impedance
spectroscopy in the presence of a [Fe(CN)s]** probe. Optimization steps and cell
studies were performed using differential pulse voltammetry (DPV). The use of this
composite system is a novel immunosensor development approach for label-free
detection of CEA. Under optimum conditions, detection limit (LOD) of
PGE/PAN+Lag 25Feo.7sFeOs/Anti-CEA immunosensor LOD (3 s/m) = 1,48 ng/mL,
limit of quantification (10s/m ) = 4,94 ng/mL, reproducibility 1,46% (n=5) and
R?=0.9984 for antigen concentration within a linear working range of 0,1-10 ng/mL.
The results showed that even very small changes in CEA concentration could be
detected with the presented system. Also, immunosensor recovery in real serum
samples containing dopamine and ascorbic acid was found as 98,94 + 7,43. It has great
potential in clinical screening of different cancer biomarkers. As cytosensor, after 48
hours of incubation, the binding of RT-4, MDA-MB-231, T98G and MCF-7 cells to
PGE/PAN, PGE/ PAN/Lag2sFeo7sFeOs modified and antibody/antigen coated
(PGE/PAN/Lao 2sFeo7s FeOs/Anti-CEA/BSA/CEA) surfaces was evaluated by
correlating the decrease in current with the amount of cancer cells.

Keywords: Immuno-cytosensor, Carcinoembryonic Antigen (CEA), Nanoparticle,
Pencil Graphite Electrode, PAN nanofiber, Cancer cell



KISALTMALAR

A : Alan

AE . Amplitiidli Potansiyel

BSA : S18ir Serum Albumini

C : Kapasitans

Cv : Doniisiimlii Voltammetri

CEA : Karsino Embriyonik Antijen

CE : Yardimci Elektrot

CNTs : Karbon Nanotiipler

DPV : Diferansiyel Puls VVoltammetrisi

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

DC : Dogru Akim

DMF : Dimetilformamit

dPBS : Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin
ERBB2 : Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptérii 2 (HER2)
Estep : Potansiyel Adim

EDS : Enerji Dispersiv Spektrum

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit

EIS : Empedans Spektroskopisi

FESEM : Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu
FISH : Floresan In Situ Hibridizasyon

FBS : Fetal Bovin Serumu

I : Akim

IR : Direng Potansiyel

LOD : Gozlenebilme Sinir1

LOQ : Tayin Sinirt

Lao.2sFeo.7sFe03 : Perovskit Manyetik Nano Pargacik

M : Mitoz

mir21 : Mikrorna2l

MDA-MB-231 : Uclii Negatif Meme Adenokarsinomu
MCF-7 : Ostrojene Duyarli insan Meme Kanseri
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GIRIS

Bireysel yasantimizin her anma dokunan bilim ve teknoloji ile biiyiiylip
gelismekteyiz. Sanayi devrimi ile baslayan ve yillardir artarak devam eden
kentsellesme ile birlikte bilim ve teknoloji hayatimizin her alanina sirayet edip
degisikliklere yol agmistir. Bu farkliliklart hem ¢evre hem de tiim canlilarin yasam
kosullarinda gozle goriilebilir sekilde gozlemleyebiliriz. Ornegin, biz insanlarin bir
yandan yasam konforu artarken diger yandan da bir¢ok saglik problemi beraberinde
gelmektedir, bu baglamda bilim ve teknoloji birgok fayda saglarken insani pasifize
eden bir yasam tarzina itmektedir. Bilim ve teknolojinin eski hareketliliginden
alikoydugu insanoglu bu pasifize olmus yasam tarzi i¢erisinde saglik problemlerini de
bu hayat tarz1 ile birlikte getirmistir. Giiniimiizde kanser bu saglik problemlerinden
birine ornek olarak verilebilir. Kanser gelismis olan diinya tlkelerinde degil, tiim
diinya tilkelerinde biiyiik bir sorun haline gelmektedir. Bu bulgu ile birlikte
giinlimiiziin en heyecan verici ¢aligmalarinin ¢ogunun temeli atilmistir (Weinberg,
1996). Kanseri, hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiylimesi ve gogalmasi
olarak ifade edebiliriz (Ozdem, 2021). Kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran
en Onemli oOzellik kontrolsiiz biiylimeleri ve metastaz yapmalaridir. Kanser
hiicrelerinin; kontrollii hiicre oliimiine diren¢ gosterme, biiylimeyi inhibe eden
faktorlerden kagma, immiin sistem hiicrelerinden ka¢ma, ¢ogalmayi destekleyen
sinyal mekanizmasinin devamliligi, anjiyogenezi indiikleme, 6liimsiizliigii kazanma
ve metastaz yapabilme gibi 6zellikleri kanserin tedavi ve tanisini zorlastirmaktadir
(Kahveci ve Lagin, 2019). Erken asamada kanserin teshisi ve tedavisinin belirlenmesi
kanserli yapinin kontrolii i¢in son derece 6nem tagimaktadir (Guo vd., 2014). Kanser
dokusunun tanimlanmasinda immunohistokimyasal yontemler kullanilmaktadir
(Aslan, 2013; Tepeli, 2015). Bununla birlikte FISH (floresan in situ hibridizasyon),
sitogenetik ve molekiiler yontemler de kullanilmaktadir.

Sonug olarak kanser hiicresinin belirlenmesinde kullanilan ¢ogu yontem ¢ok
maliyetli, zaman alici, cihazlarin kullaniminin karmasikligi, kullanimlarinin merkezi
veya hastane tabanli laboratuvarlarin olmasi ve bu ¢alismalart stirdiirebilecek uzman
personel ihtiyact gerektirmektedir. Bu sebeplerden dolay1 yiiksek duyarlilikta dogru

sonuglarin elde edilmesinde problemler gozlemlenebilir. Bu nedenle bilim insanlari



kanserli hiicreyi belirlemek i¢in diger yontemlere kiyasla daha hizli analiz eden, basit
islem ve cihaz kullanimi gerektiren, minimum miktarlarda ve hassas 6l¢iim yapabilen
alternatif yontemleri aramaya yoOnelmislerdir (Aslan, 2013; Tepeli, 2015). Son
zamanlarda yapilan arastirmalar dogrultusunda, canlilarin dogal mekanizmalarindan
faydalanilarak olusturulan birgok biyosensor ¢alismalarinin oldugu goriilmektedir.
Yumusak doku kanserleri iizerine immiino-sitosensor gelistirilmesine yonelik
caligmalarin da yer aldig1 arastirmalar bulunmaktadir. Kanserin teshisinde genellikle;
niikleik asitler, proteinler, sekerler, tiim hiicreler, sitokinetik parametreler, sitogenetik
parametreler ve viicut sivilarinda bulunan kiigiik metabolit biyobelirteglerinin
kullanimi goriiliir. Bu biyolojik yapilar kanser belirteci olarak kullanilmaktadir
(Senkus, 2021). Kanser hiicresine 6zgii ve hiicre zar1 lizerinde yer alan spesifik yapilar
kanserin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu veriler 1518inda, bilimsel ve
teknolojik gelismeler ile birgok kanser ¢esidinin tani ve tedavisinin daha etkin bir
sekilde yapilabilecegi umut edilmektedir. Analitlerin elektrokimyasal tayininde
nanopartikiiller sinyali artiran etkili belirleyicilerdir. Diger yandan nanopartikiillerin
metal ile modifiye edilmesi; iletkenlik ozellikleri, elektrokimyasal fonksiyonlari ile
biyomalzeme yapilarinin tasarlanmasini miimkiin kilmaktadir. Sulu ¢ozeltilerin iginde
farkli biyoisaretleyicilerle kolaylikla isaretlenebilen nanopartikiiller, spesifik optik
ozellikleri i¢inde barindirmaktadir. Ayrica nanopartikiiller biyomolekiiller i¢in naturel
ortamlarina  benzer bir ortam sunduklarindan  biyo-yapilarin  yiizeye
immobilizasyonunda nano partikiil (Np)’ler fazlasiyla tercih sebebidir (Bharati vd,
2000; Xiao vd., 1999). Tiim bu kazanimlarindan &tiirii nanopartikiil temelli biyosensor
uygulamalarinda Np’lerin tercihi 6nem kazanmaktadir. Bu partikiillerin elektrot
yapisinda meydana getirdigi degisimler ile daha genis ylizey alanlari temin edilerek bu
biyomateryaller i¢in en uygun bir baglanma yiizeyi elde edilerek daha hassas bir
elektrokimyasal 6l¢tim sonucu elde edilebilmektedir (Song vd., 2006). Fizikokimyasal
ozellikleri birlestirilerek elde edilen bilesenlere bu sekilde {istiin vasiflar
kazandirilabilir. Son zamanlarda ise grafenden daha iistiin 6zellikler gosterebilecegi
ongoriilerek iki boyutlu dikalkojen nanoyapilari bilim camiasinda biiyiik 1ilgi
¢ekmektedir. Wu vd., (2017)’a gore treonin ile modifiye edilmis bir PGE kullanarak
olusturduklart mini-elektrokimyasal sistemle 3,0x10° ile 7,0x10° hiicre/mL

konsantrasyonlarinda Olgiimler almistir. Farkli antikanser molekiillerin kanser



hiicrelerindeki etkisini tespit etmek igin bir sitosensor gelistirmeyi hedeflemistir.
Huang vd. 2010’a gore karbon nanotiipleri kitosan vasitasiyla anti-CEA antikorlariyla
kaplayarak elektrokimyasal bir immiinosensor gelistirmistir (Huang vd., 2010; Wu vd,
2017). Antikorlar biiyiik molekiillerdir ve kimyasal olarak stabiliteleri diisiiktiir. Bu
nedenle oOzellikle immiinosensoriin gelistirme c¢alismalarinda antikorlarin sensor
yiizeylerine immobilizasyonu ciddi sorunlar dogurmaktadir. Bu nedenle antikorlara
baglayici olarak kullanilabilecek tek zincirli DNA ve RNA’lardan olusan
oligontikleotidler ile kii¢lik peptid yapilarindan olusan aptamerler tercih edilmeye
baslanmistir. Baska bir c¢alismada ise microRNA, mir21’in meme Kkanseri
hiicrelerindeki diizeyini hesaplamak i¢in PGE ylizeyi biyotinlenmis hedef DNA ile
kaplanmistir. Bu sayede hiicre lizatlarindaki mir21 diizeyinin tespit edilmesi
hedeflenmistir (Kilic vd., 2012). Literatiirde ¢esitli kanser hiicrelerini tespit eden PGE
yapida sensorler bulunmasia ragmen kanser hiicrelerini belirleyen PGE immiino-

sitosensor ¢alismasina rastlanmamustir.



1. GENEL BiLGILER

1.1. Literatiir Ozeti

1.1.1. Kanser

Canlinin varolusundan beri yasam ve 6liim hep yan yana anilmistir. Asirlardan
beri siiregelen 6liim i¢in sebep genellikle farkli hastaliklar olmustur. Farkina varilan
bu hastaliklarin etkilerini en aza indirgeyebilmek amaciyla farkli yontemlerle farkl
calismalar gerceklestirilmistir.

Son yillarda kanser, insidans1 ve mortalitesi bakimindan diinya genelinde hizla
artan bir hastalik tiiriidiir. Kanser tiirlerinin dagilimi iilkelere goére farklilik
gostermektir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli saglik problemlerinden
biri oldugu goriilmektedir (DeSantis vd., 2015). Kanserin goriilme sikligi ve gesitliligi;
cografi konum, tibbi uygulama ve saglik altyapisi, cinsiyet, ¢alisma ortami, yas ve
geleneksel yasam tarzi farkliliklar1 gibi bir¢cok faktore bagli olarak degisim
gostermektedir (Torre vd., 2015).

Canlilar, hiicrenin bdliiniip ¢ogalmasi ile islevsel farklilligr olan farklilagmis
hiicrelerden meydana gelmektedir. Bir hiicreden meydana gelen déllenmis yumurtanin
boliinmesiyle ¢ogalan hiicreler belirli bir isleme ugrayarak biitiin bir organizmay1
olustururlar. Hiicreler bolinmeye baslamadan once belirli bir boyuta ulasirlar.
Hiicreler boliinme evresinde kromozom sayilarini ilk duruma gore iki katina ¢ikarmis
olurlar ve bu kromozonlar yavru hiicrelere esit sekilde dagitilir. Hiicrede hiicre
boliinme isleminin hatasiz gerceklesebilmesi ic¢in hiicre dongiisii kontrol noktalari
bulunmaktadir. Hiicre dongiisii kontrol noktalari, bir hiicrenin DNA replikasyonu gibi
onemli siireglerin tamamlanmasini saglar (Kastan ve Bartek, 2004). Hiicre dongiisii
kontrol noktalari, genetik hatalarm yavru hiicrelere aktarilmasini engeller. Ug ana
hiicre dongiisii kontrol noktas1 vardir; G1/S kontrol noktasi, G2/M kontrol noktas1 ve
is mili montaj kontrol noktasi/mitotik kontrol noktas1 (SAC). SAC, kromozom
ayriminin dogru bir sekilde gerceklesmesini ve mitozda metafazdan anafaza geciste,
mikrotiibiil kusurlarina veya hatali bir kinetokor baglanmasina yanit olarak aktive
edilmesini saglar (Schwartz ve Shah, 2005; Nicklas, 1997). Hiicreler ayrica hasarl
DNA ile mitoza girdiklerinde SAC'de hapsedilir (Nitta.vd., 2004). SAC'nin



inaktivasyonu, kromozomun yanlig ayrilmasina ve andploidiye yol acabilir (Holland
ve Cleveland, 2009). G1/S ve G2/M kontrol noktalari, hasarli veya eksik
kromozomlarin yavru hiicrelere iletilmesini 6nlemek i¢cin DNA hasarina yanit olarak
baslatilir. DNA hasar1 kontrol noktalari, hiicrelere hasarli DNA'y1 onarmak i¢in zaman
saglar (Swift ve Golsteyn, 2016). DNA hasar1 onarillamaz ise, hiicreler yaglanmay1
(bliylime durmasi) veya hiicre 6liimiinii baglatabilir. G1/S kontrol noktas1 hiicrelerin
hasarli DNA'y1 kopyalamasini engellerken, G2/M kontrol noktas1 hiicrelerin hasarl
DNA ile boliinmesini 6nler (Kastan ve Bartek, 2004). G1/S kontrol noktasi, p53 veya
p21 olmadiginda veya islevsel olmadiginda ¢alismaz (Deng vd., 1995). Bu kontrol
noktasi kanser hiicrelerinde genellikle kusurludur ¢iinkii birgogunun ya p53, pRb ya
da p21'i kodlayan genlerinde mutasyonlar vardir (Schwartz ve Shah, 2005). Bu, kanser
hiicreleri i¢in mevcut olan tek DNA hasar1 kontrol noktasinin G2/M kontrol noktasi
oldugu anlamina gelir (Kastan ve Bartek, 2004).

Bu genlerin herhangi birinin fonksiyonunda meydana gelen degisikliklerin
biitiin bir sistemi olumsuz etkileyebildigi tespit edilmistir. Saglikli hiicrelerde G1, S
ve G2 kontrol noktalart dogru bir sekilde tamamlanmaktadir. Bu kontrol noktalar:
hiicrelerin kontrollii ¢cogalmalari i¢in 6nemlidir. Bu koordinasyonda olusabilecek bir
hata kromozomun bir bdlimiiniin silinmesi ve esit dagilmamasi gibi kromozomal
hastaliklara sebep olabilir.

Kanserlerde goriilen ¢esitli gen amplifikasyonlari, delesyonlar, insersiyonlar ve
nokta mutasyonlar1 gibi farkli formlar kromozomal hastaliklarda tanimlanmistir.
Kanser tiirleri bulunduklar1 dokuya veya yere gore adlandirilir (Krause ve Van Etten,

2005).

1.1.1.1. Meme Kanseri

Genellikle kanser, meydana geldigi yap1 veya organdan sonra isimlendirilir.
Meme kanseri, meme dokusundan kaynaklanan hiicrelerin diizensiz biiylimesi ve
cogalmasi anlamina gelmektedir. Meme kanseri, meme dokusunu olusturan hiicre
gruplarinin herhangi bir yerinde kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan kanser
cesididir. Meme, glandiiler dokular ve stromal dokular olmak {iizere iki ana doku
tipinden olusmaktadir. Glandiiler dokular siit tireten bezleri ve siit kanallari

icermektedir. Stromal dokular ise memenin yaglh ve lifli bag dokularini icermektedir.



Meme ayrica hiicresel sivilar1 ve atiklar1 uzaklastiran lenfatik doku-bagisiklik sistemi
dokusundan meydana gelmektedir (Sharma vd., 2010). Meme kanseri, dstrojen veya
progesteron reseptorleri ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (ERBB2; eski
adiyla HER?2) i¢in molekiiler belirteclerin varligina veya yokluguna gore 3 ana alt tipe
ayrilir: Hormon reseptorii pozitif/ERBB2 negatif (hastalarin %70'i), ERBB2 pozitif
(%15-20) ve tiglii negatif (tiim 3 standart molekiiler belirtegten yoksun tiimorler; %15).
Meme kanserlerinin %90'indan fazlasi tan1 aninda metastatik degildir. Metastatik
hastalig1 olmayan kisiler i¢in terapotik hedefler, tiimoriin yok edilmesi ve niiks
etmenin &nlenmesidir. Uclii negatif meme kanserinin tekrarlama olasilig1 diger 2 alt
tipten daha fazladir, evre I iiglii negatif tiimdrler i¢in 5 yillik meme kanserine 6zgii
sagkalim oran1 %85 iken hormon reseptdrii pozitif ve ERBB2 pozitif i¢in %94 ila
%99'dur (Key vd., 2001). Meme kanserinin kaynagi tam olarak bilinmemektedir.
Fakat en sik goriilen tiirii; meme kanallarindan kaynaklanan “duktal” kanser olarak

bilinen kanserlerdir (Baykara, 2016).

1.1.1.2. Beyin Kanseri

Bircok kanser tiiriiniin tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen,
beyin tiimorleri, derin ve ¢oziilmemis bir klinik sorun tegkil etmektedir. Diger
tiimorlerin ¢ogunda oldugu gibi, erken teshis ve iyilestirme, olumlu bir prognoz ile
iligkilidir (Koo vd., 2006). Beyin kanser timor hiicreleri vaskiiler endotelinin segici
ozelliklerinde farklilasmaya neden olabilir bununla birlikte segici olan kan beyin
bariyerinde de bozulmalara sebebiyet verebilir. Beyinde gorevli hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi ile olusan tiimor adi verilen kitlelerin zamanla ¢evre dokulara yayilim
gostermesi, beyin kanseri olarak ifade edilebilir. (Meyers vd., 2012; Simsek ve Dicle,
2013; Baykara 2016).

1.1.1.3. Mesane Kanseri

Mesane, karin alt boliimiinde yer alan idrar1 biriktiren ve bosaltmaya yarayan
dinamik bir organdir. Mesane kanseri, ylizeysel bir yerinde veya mesanenin bagka bir
yerinde goriilmesi seklinde karsimiza g¢ikar. Mesane kanseri, hastalarin %70'inde
tekrarlama egiliminde olan ancak genellikle yasami tehdit etmeyen yiizeysel tiimorler

ve %30'unda uzak metastazlardan kaynakli yliksek 6liim riski ile iligkili kasa invaziv



hastalik olarak ortaya cikan heterojen bir hastaliktir. Tim mesane kanserlerinin ana
bagvuru semptomu agrisiz hematiiridir (Kamat vd., 2016). Kanserin kendini
tekrarlayabilmesi durumunda hastaligin ilerlemesi de s6z konusu olabilir. Bu durumun
gerceklesmesi ile kanser derinleserek kas tabakasina ilerler ve daha da ilerleyerek

mesane disina ¢ikip ¢evre dokulara da yayilabilir (Citgez vd., 2020).

1.1.2. Karsino Embriyonik Antijen (CEA)

1965°de tanimlanan ilk tiimor antijenlerinden biri karsinoembriyonik antijen
(CEA)’dir. Karsinoembriyonik antijen immiinoglobulin ailesinden bir glikoproteindir.
CEA seviyesi birgok farkli neoplazi formunda mevcut olabilir. CEA meme
timorlerinde lobiiler karsinomlardan ziyade duktalde daha yaygin olarak
goriilmektedir (Benjamin ve Lima, 2020).

Bu caligmada, insan mesane kanseri hiicre dizisi RT-4 (ACC 412), MDA-MB-
231 (iicli negatif meme adenokarsinomu), MCF-7 (0strojene duyarli insan meme
kanseri, CEA pozitif hiicre) ve T98G (glioblastoma multiforme) kullanilarak
karsinoembriyonik antijen (CEA) biyobelirte¢ tayini igin bir elektrokimyasal
biyosensor sunuldu. Karsinoembriyonik antijen (CEA), ¢esitli tiimor tiplerinin klinik
teshisi icin 6nemli dl¢ilide ele alinmaktadir. Karsinoembriyonik antijen (CEA), cesitli

tiimor tiplerinin klinik tanisi i¢in 6nemlidir.

1.2. Elektroanalitik Yontemler

Elektrokimya, elektrotlarin bulunduklar1 konumdan hareket edebilme yetenegi
sonucu ortamda olusan bu kimyasal siirecin incelenmesi olarak ifade edilebilir. Bu
stire¢ dahilinde elektronlarin ortam igindeki hareketine bagl olarak, yiikseltgenme
veya indirgenme reaksiyonu olarak bilinen bir tepkimede elektronlarin bir elementten
digerine hareketleriyle iiretilebilen yanita elektrik denir. Elektroanalitik kimya,
cozeltilerin elektrokimyasal bir hiicrede yapilarin elektriksel davraniglarini ve iletken
ara yiizeyler arasindaki elektrik enerjisi ile kimyasal tepkimeler arasindaki iligkileri
inceleyen analitik kimyanmn Onemli bir bilim dalidir. Hedeflenen yapilarin
elektrokimyasal Ozelliklerini analiz etmek i¢in kullanilan bu yoOntemlere de
elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik yontemler, bir elektrokimyasal

hiicredeki analit ¢ozeltisinin elektrokimyasal Ozelliklerini ve redoks tepkime



basamagmin tiriinli es zamanli olarak tanimlayabilmektedir. Elektroanalitik
yontemlerin diger yontemlere gore maliyetinin daha uygun olmasi ve kullanim
durumunun daha yaygin olmasi elektroanalitik yontemlerin ayirici 6zelliklerindendir
(Aslan, 2013). Ustelik elektroanalitik yontemler, ¢evrenin ve endiistriyel malzemelerin
takip edilmesinde ve bilimsel bircok ¢alisma alaninda kullanilmaktadir.
Elektroanalitik yontemlerin smiflandirilmasinin  sematik gosterimi  Sekil 1°de
verilmistir (SKOOG vd., 1998). Elektroanalitik yontemler, Sekil 1°de goriildiigi gibi
analiz ortaminin tamaminda ve ara yiizeyinde gerceklesen yontemler olarak iki ana
baslik altinda agiklanabilir. Analiz ortaminin tamamindaki gerceklesen yontemler
¢oOzeltinin tamaminda meydana gelen olaylar1 incelemek i¢in olusturulmustur. Diger
yontem olan ara yiizey yontemleri ise elektrotun yiizeyi ile elektrot ylizeyinde mevcut
konumdaki tabakada esit olarak dagilmis olan karisim arasinda gergeklesen olaylari
inceler. Bu yontemler, ortamda olusan akimin varligina ya da yokluguna bagl olarak
statik ve hareketli olmak {izere iki gruba ayrilir. Bu ¢alismada kullanilan yontemlerin
hizlarinin ve seciciliklerinin farkliliklar1 bulunmaktadir. Akimin 6nemli gorildigi

dinamik yontemleri elektroanalitik kimyada daha ¢ok kullanim alanina sahip oldugu

goriilebilir (Aslan, 2019).
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Sekil 1. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi

1.2.1. Voltammetri
Voltammetri, bir potansiyel degisikligi ile ortaya ¢gikan akimin olgiilmesi ve

hedef analit hakkinda verilerin elde edilmesinde kullanilan elektro-analitik bir yontem

olarak ifade edilebilir (Grieshaber vd., 2008).

1.2.1.1. Déniisiimlii VVoltammetri (CV)

Doénitistimlii voltammetri (CV), elektroaktif yiizeylerle ilgili elektrokimyasal
Ozellikleri incelemek ic¢in kullanilan bir elektrokimyasal tekniktir. CV, redoks
reaksiyonlarinin mekanizmalarinin, bir reaksiyonun tersinirliginin ve ¢ozeltideki bir
elektroaktif tiirtin elektron transfer kinetiginin anlagilmasini saglayan ¢ok yonlii bir
elektrokimyasal yontemdir (Manea, 2014; Hameed, 2016). CV, termodinamik redoks
prosesleri, heterojen elektron transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve birlestirilmis
kimyasal reaksiyonlar veya adsorpsiyon prosesleri hakkinda hizl bilgi saglar (Aristov
2015). Her tiir uygulamada elektrot malzemesini karakterize etmek i¢in yapilan en

onde gelen elektrokimyasal deneydir (Manea, 2014).
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CV deneyi, calisma elektrodunda (WE) taranan potansiyel ile referans
elektroda (RE) gore ii¢ elektrotlu bir diizenleme kullanir (Aristov, 2015; Manea, 2014;
Hameed, 2016). Genellikle potansiyel, liggen bir potansiyel dalga formu kullanilarak
birkag mV s ila birkag V s mertebesinde sabit bir hizda iki u¢ deger arasindaki
zamanla dogrusal olarak ileri ve geri taranir (Brownson vd., 2014). Potansiyel ileri ve
geri tarandikga, elektrottan analiti oksitleyen veya azaltan bir akim akar ve WE ile
kars1 elektrot arasindaki akim (I) 6lgiiliir. Daha sonra dongiisel voltammogramini elde
etmek i¢in potansiyele karsi ¢izilir. Dongiisel voltammogramimn dikkatli analizi ile
analitin oksidasyon ve indirgeme potansiyelleri ve elektrokimyasal reaksiyonda yer
alan tiirlerin difizyon katsayilar1 da bulunabilir.

Sekil 2°de, elektrokimyasal olarak tersinir ve difiizyon kontrollii redoks islemi
i¢in tipik bir dongiisel voltammogrami gosterilmistir (Hameed, 2016). CV'deki 6nemli
parametreler, anodik ve katodik tepe akimlari (Ipc ve lpa) ve karsilik gelen tepe
potansiyelleridir (Epc ve Epa) (Hameed, 2016). Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi (JUPAC) s6zlesmesine gore anodik akim pozitif, katodik akim ise
negatiftir. Pik akimi i¢in ifade, 25°C'de RandlesSevcik ifadesi ile su sekilde verilir:

I, = (2,69x10%)3/2ACDY/?V*/2 (1)

Burada lp, A'daki tepe akimidir; n, redoks reaksiyonunda yer alan elektronlarin
sayisidir; A, cm? cinsinden elektrot alanidir; D, cm? s cinsinden difiizyon katsayisidir;
C, mol cm™ cinsinden elektroaktif tiirlerin toplu konsantrasyonu; ve V, V s™'deki
tarama hizidir. Potansiyel eksenlerdeki (Ep) tepe noktalarmmin konumu, redoks
isleminin denge potansiyeli ile ilgilidir. Tersinir bir ¢ift icin denge potansiyeli,

Denklem 'de verildigi gibi Epa Ve Epc arasindadir.

_ (Epa - Epc)

EO
2

(2)
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Sekil 2. Elektrokimyasal olarak tersinir ve difiizyon kontrollii redoks islemi i¢in tipik
bir dongiisel voltammogram

Aktarilan elektronlarin sayisini belirlemek icin kullanilabilen ve bir Nerst
davranist i¢in gerekge olarak kullanilabilen bir tersinir ¢ift i¢in tepe potansiyelleri

arasindaki fark denklem 'de verilmistir.

AE, = Epq — Epe = 0,059nV (3)

CV olgtimii; ilaglari, herbisitleri, bocek oldiiriiciileri, gida katki maddelerini ve
kirleticileri analiz etmek i¢in nanomalzemelerin elektrokimyasal karakterizasyonunda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.2.1.2. Differansiyel Puls Voltammetrisi (DPV)

Diferansiyel puls voltammetrisinde (DPV), Sekil 3’de gosterildigi gibi smirh
genlige sahip kisa darbeler (t = 10-100 ms) (AE = 1-100 mV) lineer olarak artan bir
DC rampasina eklenir (Parry vd. 1965; Vassos vd. 1973; Christie ve Osteryoung 1976;
Krause 1969). Bu, puls akimmin yani sira, egimli DC rampasi nedeniyle bir DC
akiminin da elde edildigi anlamina gelir. Pratik olarak akim, bir puls uygulanmadan
once (I1) ve puls uygulandiktan sonra (I2) élgiiliir. Ilk akim DC rampasina atfedilirken,
I - I farki potansiyel pulsin akimini yansitir. Puls akimmin elde edilen

voltammogramlari, Sekil 4’de gosterilen bir sekle sahiptir (Parry vd. 1965). Sekil 4a'da
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lineer taramali, doniisiimlii veya normal puls voltammetride elde edilen ortak
voltammogram  gosterilirken, Sekil 4b'de diferansiyel puls voltammogram
gosterilmektedir. Diferansiyel puls voltammetrisindeki sinyal, iki sinyal (pulstan
hemen Onceki sinyal ve pulsin sonundaki sinyal) arasindaki farkin sonucudur. Bu
nedenle, Sekil 4a'da pulslarin ortak voltammogramin kiigiik bir kismini kapsadigi ve
voltammetrik dalganin biikiilme noktasinda I> ve 1 arasindaki farkin maksimumunun
elde edilecegi goriilebilir. Bu nokta yarim dalga potansiyeline karsilik gelir; bu
nedenle, DPV'deki tepe potansiyeli, ongoriilen oksidasyon veya indirgeme
reaksiyonunun yarim dalga potansiyeli ile aynidir. Diferansiyel darbe
voltammetrisinde elde edilen tipik algilama limitleri 1x10® moll™, ¢6zme kapasitesi

40mV ve ayirma kapasitesi 1x10°%/1'dir.

Potanzivel (V)

Zaman {z)

Sekil 3. Diferansiyel puls voltammetrisinde uygulanan potansiyelin degisim profili
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Ipc (MA)
lpuise (HA)

Eip Eip
(a) Potansiyel (V) (b) Potansiyel (V)

Sekil 4. Diferansiyel puls voltammetrisinde elektrik akimi sinyali grafigi
(a) uygulanan ve dogrusal artan DC rampasindan kaynaklanan DC akimi sinyali ve (b)
potansiyel pulslarin uygulanmasindan kaynaklanan sinyal

1.2.2. Voltammetride Kullamilan Elektrot Yapilari

1.2.2.1. Cahisma Elektrotlar

Calisma elektrodu (WE), bir elektrokimyasal hiicrenin en 6nemli bilesenini
temsil eder. En cok ilgi ¢eken elektron transferleri WE ile ¢6ziim arasindaki arayiizde
gerceklesir. Bir calisma elektrotu malzemesinin se¢imi deneysel basari icin ¢ok
onemlidir. Bu baglamda birkag énemli faktor dikkate alinmalidir. i1k olarak, malzeme,
elektrot kirlenmesi olmadan ideal olarak hizli, tekrarlanabilir elektron transferi ile
analit ile uygun redoks davranis1 sergilemelidir. ikinci olarak, belirli bir elektrolit
cozeltisinde elektrotun iizerinde gerceklestirdigi potansiyel pencere, en yliksek
derecede analit karakterizasyonuna izin vermek i¢in miimkiin oldugunca genis
olmalidir. Ek olarak, malzemenin maliyetini, islenebilme veya faydali bi¢imlere
doniistiiriilebilme 6zelligini, bir 6l¢limiin ardindan ylizey yenileme kolayligini ve
toksisiteyi icermektedir (Lovric, 2002).

Analitik voltammetride analit genellikle bir elektrolit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziiliir
ve hem oksitlenmis hem de indirgenmis formlar ¢ozeltide ¢oziiniir oldugunda buna
elektrokimyada redoks elektrotu denir. En basit durumda elektrot, elektrolit ¢ozeltisine
daldirilmis metalik bir iletkendir. Elektrot yiizeyinde, ¢ozlinmiis elektro aktif iyonlar,
iletken ile bir veya daha fazla elektron degistirerek yiiklerini degistirir. Bu
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elektrokimyasal reaksiyonda, hem indirgenmis hem de oksitlenmis iyonlar ¢ozeltide
kalirken, iletken kimyasal olarak inerttir ve yalnizca elektron kaynagi ve havuzu olarak
hizmet eder. Elektrot teknik terimi genellikle iletkeni destekleyen tiim mekanik
parcalar1 da igerir (6rnegin, donen bir disk elektrotu veya statik civa damlali elektrot)
ayrica; iletkenin veya yiizeyinin tiim kimyasal ve fiziksel modifikasyonlarini igerir
(6rnegin, bir civa film elektrotu, bir enzim elektrotu, bir karbon elektrotu, vb.). Ancak
bu terim, elektrolit ¢6zeltisini ve elektrot/¢ozelti ara yiizeyindeki bir ¢ift katmanin
iyonik kismini kapsamaz (Lovric, 2002).

Voltammetri elektrotlar1 genellikle kat1 ve sivi metallerden (Bockris ve Khan,
1993; Heyrovsky ve Kuta, 1966) veya karbondan (Kinoshita 1988) yapilir. Daha az
siklikla metal oksitler veya polimerler kullanilir (Gerischer, 1997). Birincil metalik
iletken, ikincil bir iletkenin ince bir filmi (6rnegin, civa veya oksitler ve polimerler)
(Doblhofer, 1994) veya altin altliklar {izerindeki tiyoller gibi kovalent olarak bagli
yabanci atomlar veya molekiillerden olusan bir tek tabaka ile kaplanabilir. Bunlara
kimyasal olarak degistirilmis elektrotlar denir. Elektrot yilizeyinin kimyasal hazirligi,
Olciimden Once, ayr1 bir prosediirde veya analitik protokoliin ayrilmaz bir pargasi
olarak yerinde gergeklestirilebilir. Voltammetrik yontemlerde ¢alisma elektrotlarinda
polarlanmanin olabilmesi i¢in kiiciik yilizey alanina sahip olmasi istenmektedir. Mikro
elektrotlarin  kullanilmasi ile numunedeki elektroaktif tiirlerin daha az
elektrokimyasal tepkimeye girererek elektrotlarin bilesimleri sabit kalir. Boylelikle
ayni numunenin defalarca voltammogrami alinabilmektedir. Sekil 5°de voltammetride

kullanilan elektrotlarinin siniflandirilmasi gosterilmistir (Tural vd. 2003).
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Sekil 5. Voltammetride kullanilan elektrotlarin siniflandirilmasi

1.2.2.1.1. Kat1 Elektrotlar

Kat1 elektrotlar, metalden olusan (platin, altin vb.), karbon kokenli elektrotlar
(bor karbiir, grafit, camims1 karbon, empreyene (gomme) karbon, pirolitik grafit ve

karbon pasta gibi) veya bir kat1 elektrot iizerine kaplanmis film elektrotlardir (Tural

vd., 2003).

Altin ve platin elektrotlarin genel 6zellikleri benzerdir (Schmid ve Curley-

Fiorino, 1975). Altin elektrotlarin elektroanalitik uygulamasina bir 6rnek civa izlerinin
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belirlenmesidir (Brainina ve Neyman, 1993). Giimiis elektrotlar, halojenlerin ve
stlfirlin siyirma voltammetrisi i¢in kullanilabilir. Elektroanalizde sadece sporadik
olarak kullanilan diger metaller rodyum, paladyum, germanyum, galyum ve
kursundur. Platin ve altin elektrotlar yiiksek safliga sahip metallerden yapilir.
Voltammetrik tekniklerde kat1 elektrot olarak en ¢ok platin kullanilmaktadir. Platin ve
altin elektrot dogrudan kullanildig1 gibi, ylizeyi degisik kimyasal islemlerden
gecirilerek de kullanilabilir. Altin, belli bir derisime kadar oksijeni sogurmadigi igin,
bazi ¢caligmalarda platine gore daha iyi bir elektrot malzemesidir.

Karbon elektrotlar, genis bir anodik potansiyel araligina, diisiik elektriksel
dirence, diisiik akima ve tekrarlanabilir yiizey yapisina sahiptirler. Bu elektrotlar,
spektral saflikta grafit, cams1 karbon, sivi veya kati baglayicili grafit tozu, karbon
lifleri ve yliksek oranda yonlendirilmis pirolitik grafit gibi ¢esitli malzemelerden
yapilir (Kinoshita, 1988; Tungel vd., 1996). Gézenekleri doldurmak ve boylece arka
plan akimin1 azaltmak i¢in grafit cubuklar parafin ile emprenye edilmelidir. Cubugun
dairesel yiizeyi parlatilir ve disk elektrot olarak kullanilir. Cams1 karbon, dnceden
modellenmis bir polimerik recinenin, 300°C'den artan sicakliklarda ve 1200°C'de
bitirme sicakliklarinda atmosfer ortaminda c¢ok yavas karbonizasyonuyla iiretilir.
Malzeme makroskopik olarak izotropiktir ve mevcut gézenekler sikica kapatildigi i¢in
gorliniiste gozeneksizdir. Capraz bagl grafit benzeri tabakalardan olusur. Camsi
karbon silindirin tabani ayna cilasi ile parlatilir ve silindir, sabit veya donen bir disk
elektrotu olusturmak icin yalitkan bir malzeme ile sikica oturan bir tiip i¢inde kapatilir
(Wang, 1994; Rusling, 1984; Thornton vd., 1985; Hu vd., 1985; Taylor vd., 1973;
Wang ve Hutchins, 1985; Evans ve Kuwana, 1977; Stutts vd., 1983; Wightman vd.,
1984; Fagan vd., 1985; Hershenhart vd., 1984; Cox vd., 1988; Shearer vd., 1972;
Tjaden vd., 1976; Ozkan vd., 1988; Senturk vd., 1988; Yilmaz ve Biryol, 1988; Ozkan
vd., 2000). Karbon fiberler, polimer tekstillerin yiiksek sicaklikta pirolizi ile iiretilir. 5
- 20 pm capindaki elyaf, cam kapiler i¢inde epoksi regine ile kapatilir ve mikro elektrot

olarak kullanilir.
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1.2.2.1.2. Modifiye Elektrotlar

Voltammetride kullanilan elektrotlarin ¢aligma kosullarinin sinirlt olmasindan
dolay elektrotlarin kimyasal ya da elektrokimyasal nitelikleri degistirilerek modifiye
elektrotlar gelistirilir. Modifiye yiizeylere sahip elektrotlar1 hazirlamak igin pek ¢ok
farkli deneysel yaklasim oldugundan, kimyasal olarak modifiye edilmis bir elektrotun
tanimin1 vermek zordur. En yaygin olani, metalik bir iletkenin yiizeyine belirli bir
bilesigin veya belirli bir kimyasal grubun eklenmesine dayanan yontemlerdir (Labuda,
1992). Bu bilesiklere degistiriciler denir (Downard, 2000). Gorevleri, bir analit ile
kimyasal olarak reaksiyona girmek ve elektrot reaksiyonunu modifiye etmektir.

1.2.2.2. Referans Elektrotlar

Cogu elektrokimyasal o6l¢iimde, elektrokimyasal hiicredeki elektrotlardan
birinin sabit bir potansiyelde tutulmasi gerekir. Referans elektrot, calisan bir elektrotun
potansiyelinin (6rnegin Voltammetride) veya bir gosterge elektrotunun kontroliine izin
verir. Standart hidrojen elektrodu, elektrokimyasal cihazlarda temel bir referans
elemani roliinii oynar; ancak pratikte bu durumun gerg¢eklesmesi zordur. Bu nedenle,
cogu deneyde ikincil referans elektrotlar: tercih edilir. Tkincil bir referans elektrot su
kriterleri karsilamalidir: (1) Kimyasal ve elektrokimyasal olarak tersinir olmalidir, yani
potansiyeli Nernst denklemi tarafindan yonetilir ve zamanla degismez; (ii) Elektrottan
kiigiik bir akim gectiginde ve bu kadar kiigiik bir akim akigindan sonra orijinal degerine
geri dondiigiinde potansiyel hemen hemen sabit kalmalidir (yani polarize olmayan bir
elektrot); ve (iii) Potansiyelin termal katsayis1 kiiglik olmalidir. Tiim bu 6zellikleri ayni
Olctide sunan bir referans elektrot bulunmamakla birlikte, baz1 elektrotlar bu ideal
davranisa c¢ok yakindir. Genel olarak, ikincil referans elektrotlar1 ikinci tiirden
elektrotlardir, yani bu metalin bir tuzunun bir ¢6ziiniirliik dengesine ve az ¢oziiniir
metal tuzunun sabit bir anyon konsantrasyonunu igeren bir elektrolit ¢ozeltisine
baglanan metal elektrotlardir. Bu tiir elektrotlara ek olarak, baz1 6zel durumlar i¢in
baska referans sistemleri de mevcuttur. Referans elektrotun, elektrokimyasal sistemde

kullanilan ayn1 elektrolit ¢ozeltisine yerlestirilebilmesi ideal olacaktir (Scholz, 2010).
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1.2.2.3. Yardima (Karsit) Elektrotlar

Potansiyel, tanim geregi, dogrudan olgiilebilen bir sey degildir. Bunun yerine,
uygulanan potansiyelin 6l¢iimii, 6nce bir referans noktasinin olusturulmasini ve bu
referans noktasina gore bireysel potansiyellerin olgiilmesini gerektirir. Bu, hiicreye
referans elektrot ad1 verilen ikinci bir elektrot yerlestirilerek ve iki elektrot arasindaki
enerji farki olarak potansiyel Olgiilerek gerceklestirilir. Referans elektrotlar, iyi
tanimlanmis aktivite degerlerinde bulunan, zamanla ve degisen sicaklikla kararli olan
yar1 hiicre bilesenleri kullanilarak olusturulmalidir. Sabit, tekrarlanabilir elektrot
potansiyellerine sahip olmalidirlar. Cogumuzun asina oldugu referans yari hiicre,
birim aktivitede hidrojen iyonlari igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis, tizerine hidrojen
gazinin adsorbe edildigi, platin gibi atil bir katidan olusan standart hidrojen
elektrotudur (SHE). iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, iizerinden
akim gectigi icin, yliksek akimlarda polarlanir. Ayrica ¢ozelti direnci yiiksek ise bu
direnci yenmek i¢in gerekli olan potansiyel (IR) 6nemli bir diizeye c¢ikar. Bu iki
nedenden dolay1 calisma elektrodunun polarizasyon potansiyeli hatali okunabilir.
Bunun sonucu olarak i = f (E) egrileri yatiklagirlar ve belirli bir noktadan sonra pikler
kaybolur (Tungel.vd., 1996). Bu sorun, sistemde iiglincii bir elektrot kullanilarak

¢Ozlimlenir.

1.2.3. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopi

Elektrokimya, elektron transferini igeren tiim heterojen kimyasal reaksiyonlari,
elektrot yiizeylerindeki reaksiyonlar: etkileyen homojen reaksiyonlar, ara ylizeylerin
ozelliklerini (¢ift tabaka) ve elektrolitlerin y18in 6zelliklerini kapsayan bir disiplindir.
Elektrokimyasal reaksiyonlar, enerji doniisiimii ve depolamasti, korozyon, sensorler ve
biyosensor uygulamalarinin yani sira aliiminyum ve klor gibi ticari malzemelerin
tretimi dahil olmak {izere ¢esitli arastirma alanlarinin temelinde yer almaktadir.
Dongiisel  voltammetri, kronoamperometri ve kronopotansiyometri, taramali
elektrokimyasal mikroskopi ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) gibi
cesitli elektrokimyasal tekniklerin gelistirilmesi, bu reaksiyonlarin genis uygulama
alanlarinda caligilabilmesi i¢in gereklidir. Bu tekniklerin her biri, enstriimantasyon ve
modellemedeki gelismelerin bir sonucu olarak son yillarda onemli ilerleme

gostermistir (Bard ve Faulkner, 2001; Orazem ve Tribollet, 2017).
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Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), malzemelerin 6zelliklerini ve
elektrot reaksiyonlarini aragtirmak icin giiglii bir aragtir. EIS'nin pil performansina,
metal ve alasim korozyonuna ve elektrokimyasal biyosensorlere uygulamalari ¢okca
vurgulanmistir. Elektrokimyasal empedans 6lgiimleri, hem arastirilan mekanizmaya
hem de elektrot geometrisi gibi digsal parametrelere baghdir.

Bir elektrot-elektrolit ara ylizeyindeki bir elektrokimyasal reaksiyon, her biri
farkli hizlarda meydana gelen bir dizi ¢ok asamali prosese (kiitle taginimu, yiik transfer
prosesleri, adsorpsiyon) ayristirilabilir. Bireysel adimlar zamana baglhidir ve farkli
zaman Olgeklerinde ortaya cikabilir. Bu nedenle, elektrokimyasal sistemlerin
degerlendirilmesini kolaylagtirmak i¢in, secilen frekanslarda toplanan elektrokimyasal
sistemin yanitina (akim veya potansiyel) dayali zamana bagli mekanizmalarin
analizini saglayan EIS gibi tekniklerin kullanilmasi gerekmektedir. EIS teknigi,
elektriksel bir araylizde meydana gelen elektrokimyasal mekanizmalarin tek bir
Olgiimde anlagilmasini sagladigr icin genis c¢apta uygulanabilir. Bu temel
mekanizmalar arasinda ticari pillerin ¢alistirilmasi, metallerin ve alasimlarin
korozyonu ve elektrokimyasal biyosensorler yer alir.

EIS tekniginin tarihsel gelisimine bakildiginda 19. yiizyilin ortalarinda
alternatif akim kullanan ilk elektrolit iletkenlik 6l¢iimiinden (Kohlrausch ve Nippoldt,
1869; Kohlrausch, 1873) araylizey kapasitans 6l¢timiine (Wien, 1869) kadar degisim
gosterdigi gortilmektedir. EIS, ilk potansiyostatlar ve donen disk elektrotu gibi
aletlerin  gelistirilmesinden  yararlanmigtir.  Potansiyostatlar, denge redoks
potansiyelinde bir elektrota atifta bulunulan ¢alisma elektrotu potansiyelinin
kontroliinii saglar ve donen disk elektrot, reaktanlarin ve {iriinlerin elektrot yiizeyine
Iyi bir sekilde tasinmasini saglar. Elektrokimyasal reaksiyonlarin varliginda veya
yoklugunda gozenek geometrisinin bir fonksiyonu olarak empedans yanitini
tanimlayan gdzenekli elektrotlar i¢in matematiksel modellerin gelistirilmesi, karmasik
elektrokimyasal sistemlerin daha iyi anlasilmasini saglamistir (de Levie, 1963). EIS
ayrica elektrot yiizeylerinde ara adsorpsiyonun, 6zellikle adsorbe edilmis reaksiyon
ara irilinleri ile birlestirilen elektrokimyasal reaksiyonlar, homojen veya heterojen
kimyasal  reaksiyonlarla  birlestirilmis  elektrokimyasal  reaksiyonlar  ve
fotoelektrokimyasal reaksiyonlar dahil olmak iizere cok asamali mekanizmalarin daha

1yi anlagilmasini saglamistir.
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EIS, dogrusal, zamanla degismeyen sistemlerin analizinde yaygin olarak
kullanilan bir tiir transfer fonksiyonu 6l¢timiidiir (Orazem, 2017). Bir elektrokimyasal
sistem durumunda, ana zorluk, sistemin Ol¢iim boyunca sabit bir durumda kalmasi
gerektigidir. EIS, Sekil 6’da gosterildigi gibi, elektrokimyasal sistemi farkli
frekanslarda uyarmak igin kii¢iik genlikli bir potansiyel veya akim kullanir (Orazem,
2017). Sistemin bu bozulmaya tepkisi (akim veya potansiyel) Olgiilerek, bir
elektrokimyasal hiicre durumunda sistemin elektrokimyasal empedansi olan bir

transfer fonksiyonu hesaplanir. Empedans, Z, su sekilde ifade edilebilir:

Z(w)

_V(w) ‘V(w) (COS(D((U) +jSiTl¢(w)) =Zy +]jZ; (4)

CI(w)  |I(w)

Burada o, f frekansina (Hertz cinsinden) o = 2xf ile baglh acisal frekanstir, ¢
girig ve ¢ikis sinyalleri arasindaki faz agisidir ve j = -1 sanal sayidir. ~ V ve ~ |
degiskenleri, siniisoidal bir fonksiyonun genligini ve fazini agiklayan karmasik
zamanla degismeyen sayilar olan fazorlerdir. Denklem ile tanimlandigi gibi
elektrokimyasal empedans, gercek kismi Zr, frekansa bagl bir direng ve sanal kismi
Zj, frekansa bagli bir reaktans olan, karmasik bir sayidir. Genellikle ger¢ek kismi Z!'
ve sanal kismi Z" ile gosterilmektedir. Ayrica gercek kismin 'r' alt indisi ile

gosterilmesi ve sanal kismin 'j' alt indisi ile gosterilmesi sik¢a kullanilmaktadir.
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Sekil 6. Bir EIS 6l¢limii almak i¢in gerekli adimlar

Sekil 6a. Bir calisma elektrotu (WE), bir kars1 elektrot (CE) ve bir referans
elektrotu (RE) igeren bir elektrokimyasal sistemi ifade eder. Potansiyel E(t), ¢alisma
ve referans elektrot arasina uygulanir ve ortaya ¢ikan akim (1) 6lgiiliir. Sekil 6b,c. bu
ornekte, WE ve RE arasinda yiiksek frekanslardan diisiik frekanslara amplitiidlii (AE)
bir periyodik pertiirbasyon sinyali uygulanir ve bu pertiirbasyona verilen
elektrokimyasal tepki lineer alanda olgtliir. Sekil 6d,e. Empedans verileri genellikle
Nyquist veya Bode temsillerinde sunulur ve faradaik empedans, ZF i¢in bir anlam
¢ikarmak i¢in incelenen sistemin mekanik bir yorumunun kullanildigi esdeger bir
devre ile temsil edilebilir. (a, CPE ile iligkili parametre; o, agisal frekans; CPEq, ¢ift
katmanli sabit fazli eleman; EIS, elektrokimyasal empedans spektroskopisi; f, frekans;
0, faz acis1; Q, CPE ile iligkili parametre; Re, omik direng; Zj, empedansin sanal kismu;
Z:, empedansin gercek kismi ifade eder).

EIS olgtimleri, incelenen sistemin dogrusal, kararli ve nedensel oldugu
varsayimlari altinda tiiretilen Kramers Kronig iligkilerine uyacak sekilde
tasarlanmalidir. Uygun bir sinyal-giiriiltii oran1 ile dogrusal bir yanit elde etmek igin
gereken pertiirbasyon genligi, ¢alisilan her sistem icin genellikle deneysel olarak

belirlenir. Potansiyostatik modiilasyon igin tipik bir genlik 10 mV civarinda
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olabilsede, yiiksek direngli yaglama sivilarinin empedans tepkisi i¢in 1 V kadar biiyiik
genlikler kullanilabilir.

1.3. Biyosensor

Yasamakta oldugumuz her an bir canlinin gézle goriilebilir veya direkt gozle
goriilemeyen mikroskop yardimiyla goriilebilen yasama dair gizli silahlarim
kesfetmekteyiz. Canlinin dogasinda var olan canliya 6zgii bilinen ve bilinmeyen
birgok savunma mekanizmas:1 bulunmaktadir. Ornegin, kopeklerin koku alma
duyularmin insanlardan 100.000 kat daha giiglii olmasi, yilan baliklarinin tonlarca su
icerisine birka¢ damla ilave edilen yabanci maddeyi hizla algilamalari, kelebeklerinin
eslerinin yaydigi birkag molekiilii hissetmeleri, alglerin ise zehirli maddelere karsi
hassas duyarlilik gostermeleri gibi (Tiiylek, 2021). Bilim insanlar1 tarafindan
kesfedilen bu mekanizmalar bir biyosensdriin olusturulmasinda 6nemli bir basamaktir.
Biyosensor ile ilgili ¢alismalar 1950'lerin ortalarina kadar dayanmaktadir (Keskin ve
Arslan, 2020). Clark ve Lyons’un kandaki glukoz miktarint bir elektrot yardimi ile
Olgmeyi basarmislardir (Kougianos, 2006; Kirsch vd., 2013). Elde edilen veriler
neticesinde yeni bir cihaz gelistirilmistir. Bu cihaz yiiksek 6zellikli biyolojik sistem ve
secici tayin duyarliligt olan fiziksel bir sistemi igeren iki Onemli sistemin
birlestirilmesi ile olusturulmustur. Bu cihazlar tasmabilir, diisik maliyetli ve
biyosensorde 6zgiilliigiine sahip olmasi kullanimini geleneksel tekniklere gore giiglii
bir alternatif haline gelmektedir (Velasco-Garcia ve Mottram, 2003). Bu o6zellikleri ile
genis bir uygulama alaninda kendine yer edinmistir. Biyosensor hedef analit yapinin
derisimi kullanilarak 6l¢iilebilir bir sinyal elde edebilmek amaciyla biyolojik algilayici
ve fiziksel doniistiiriicii ile birlestirilmis cihazlardir (Kougianos, 2006). Biyolojik
materyal tayin edilecek bilesen ile etkilesime girer. Elektrokimyasal optik,
kalorimetrik 6zelliklerdeki doniistiiriictiler kullanilarak anlamli sinyaller olusturulur

ve analitin tayini gerceklestirilir.

1.3.1. Biyosensor Tanim
Biyosensor, hedeflenen analit ile spesifik olarak etkilesime giren uygun bir
biyoreseptor arasindaki etkilesimi ile olusan kimyasal bir tepkimenin sinyal ¢eviriciler

yardimut ile elektriksel sinyallere doniistiiriildiigli analitik bir cihaz olarak tanimlanir.
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Daha genel bir ifade ile biyosensorler; ortamdaki molekiillerin varhigimi ya da
aktivitesini  biyolojik molekiillerin  yardimiyla saptayan cihazlar olarak

tamimlanmaktadir (Kougianos, 2006; Su vd., 2011).

1.3.2. Biyosensor Yapisi

Bir biyosensoriin genel yapisi 3 temel birlesenden meydana gelmektedir.
Bunlar, reaksiyon sirasinda hedeflenilen analiti tanima kapasitesine sahip bir
biyobilesen (biyoreseptor), biyolojik veya kimyasal reaksiyondaki biyobilesen ve
analitin etkilesimi sonucu olusan Sinyaleri elektronik sinyale doniistiiren bir gevirici
(transduser) ve olusan bu sinyallerin iselenebildigi elektronik boliimlerinden
olusmaktadir (Bhalla vd., 2016; Song vd., 2021). Analit, bir ortamda tespit edilmesi
hedeflenilen bir madde olarak bilinmektedir. Biyoreseptor, hedeflenilen analiti taniyan
ve etkilesime girebilen bir molekiil yapisidir. Enzimleri, hiicreleri, deoksiriboniikleik
asit (DNA) ve antikor yapilarini biyoreseptore 6rnek olarak verebilir. Biyo-tanima,
hedef analit ile biyoreseptdriin etkilesiminin 151k, 1s1, pH veya kiitle degisimi gibi farkli
etkenler ile sinyallerin olusum siirecidir. Bir biyosensordeki doniistiiriicii, biyolojik
veya kimyasal reaksiyon siiresince tepkimeyi 6lgiilebilir bir sinyale doniistiirmesidir.
Genel bir biyosensoriin yapist, Sekil 7'de gosterilmektedir (Harpaz vd., 2017).

Biyospesifik yakalama

° o - = ; varliklar
q | -
] | 3 ]
*m iy ’ @y ] 7 */..\ \\"// Antikor % DNA
/0) \0) ® ol \ «» Enzim ‘©7Tiim hiicre
- WA “w"?l((, NN - '
i @ 24 e iy D Kimyasal arayiiz

« Kovalent « Absorpsiyon «Capraz

’ ' o Tuzak o Kapsiilleme baglama
A ‘ | ] B Doniistiirticii

— — Elektrokimyasal Optik
 Potansiyometrik « Absorbans
« Amperometrik * Liiminesans

Akustik * Floresan
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Sekil 7. Bir biyosensoriin genel yapisi
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1.3.3. Bir Biyosensoriin Calisma Mekanizmasi

Bir biyosensoriin algilayici yilizey tabakasi ile hedef analit arasinda biyolojik
veya kimyasal bir etkilesim sonucunda tepkime gerceklesir. Bu tepkime ile analit
biyoreseptore baglanarak ortamda bulunan substratin tiikenmesi mikro-gevrede bir
elektrokimyasal degisime neden olur. Cihazda bulunan gevirici birim ortamda
gerceklesen bu degisimi algilar ve elektriksel sinyale ¢evirir. Elde edilen bu sinyaller
elektronik boliim tarafindan okunur ve yorumlanabilir verilere donistiirilir. Sekil
8‘de bir biyosensoriin ¢alisma mekanizmasi gosterilmektedir (Biswas vd., 2017;

Velasco-Garcia ve Mottram, 2003).

Biyosensor
Ornek Biyoreseptor | Déoniistiiriicii | Elektronik | Veri isleme
. Enzim
.+ AntitiE Elektrodlar
. ** Niikleik asit Transistorler
*. * ® Mikrorganizma  1Crmistorler | Gislendirict Mikroelektronik
. Doku Optik fiberler
A 0
' Hiier Piezoelektrik
+ uere Kkristaller

Yapay biyolojik
reseptorler

Sekil 8. Bir biyosensoriin ¢alisma mekanizmasi

1.3.4. ideal Bir Biyosensoriin Ozellikleri
Her biyosensoriin sahip olmasi gereken belirli statik ve dinamik 6zellikler

vardir. Bu 6zellikler biyosensoriin performasini etkileyebilir (Bhalla vd., 2016).

1.3.4.1. Secicilik

Segicilik bir biyosensorii olusturan 6nemli 6zelliklerden biridir (Hall, 1990).
Secicilik 6zelligi, ortamda bulunan birgok madde igerisinden tanimlanmasi istenen
analiti tespit edebilme yetenegidir. Sensoriin analit konsantrasyonundaki birim

degisime verdigi tepki olarak da ifade edilebilir (Wilson, 2005). Ornegin, kanda tespit
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edilmesi gereken bir anijenin yani analitin antikor yani biyoreseptdr ile etkilesim olay1

bu durum i¢in 6rnek gosterilebilir (Nikhil vd., 2016).

1.3.4.2. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, bir biyosensoriin birden fazla deneysel siiregte ayn1 yanitlar
tiretebilme yetenegidir (Nikhil vd., 2016). Yeniden iiretilebilir sinyaller, bir
biyosensériin giivenilirligini ve saglamligin1 gosterebilir (Kiling vd., 1996; Ozer vd.,
2014).

1.3.4.3. Hassasiyet
Hassasiyet, bir numunenin her O&l¢iimiinde sensoriin benzer sonuglar
cikarabilmesi biyosensoriin dogrulugunu ve gercek degere yakin bir ortalama deger

saglama yetegini gosterir (Keskin ve Arslan, 2020).

1.3.4.4. Kararhhk

Kararlilik, bir biyosensoriin 6nemli 6zeliklerinden biridir. Numune icerisinden
hedeflenilen maddenin tespiti saglanirken, biyosensoriin ¢evresel etkenlere karsi
biyoalgilama sisteminin gosterdigi kararliligidir. Bu etkiler, biyosensdriin 6l¢iimii
sirasinda ¢ikis sinyallerinde sapmalara neden olabilir. Bu durum biyosensoriin
kesinligini ve dogrulugunu olumsuz yonde etkileyebilir (Nikhil vd., 2016; (Wilson,
2005).

1.3.4.5. Duyarhhk

Bir biyosensor tarafindan hedeflenilen analitin minimum analiz miktari, onun
tespit limitini (LOD) veya hassasiyetini tanimlar. Bir analiti tespit etmek i¢in bir
biyosensor gereklidir (Keskin ve Arslan, 2020). Bir biyosensoriin yiiksek duyarliliga

sahip olmasi1 beklenmektedir.

1.3.4.6. Dogrusallik
Dogrusallik, matematiksel ifadesi y = mc olarak formalize edilen,
dogrusal ¢izgi iizerinde 6l¢iilen sinyallerin dogrulugunu gosterir; formiilde c, analitin

konsantrasyonu, y ifadesi ise ¢ikis sinyalini simgelemektedir. Biyosensoriin duyarlilig
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ise m harfi ile gosterilmektedir. Dogrusallik, biyosensoriin yanitinda gerekli olan
analitin konsantrasyonundaki en kiiciikk degisikligi ve test edilen analitin
konsantrasyon aralig ile iliskilendirilebilir (Keskin ve Arslan, 2020; Nikhil vd., 2016).

1.3.5. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi
Biyosensorler iki farkli sekilde simiflandirilabilir. Birincisi kullanilan

doniistiiriicii tipine gore, ikincisi biyoreseptor tipine gore siiflandirma yapilabilir.

1.3.5.1. Biyosensorlerin Déniistiiriicii Tipine Gore Siniflandirilmasi
Biyosensorler doniistiiriicii tipine goére dort gruba ayrilabilir. Tablo 1’de
doniistiiriiciiler kisaca verilmistir. Bunlar; optik, kalorimetrik, piezoelektrik ve

elektrokimyasal biyosensdrlerdir (Pejcic vd., 2006).

Tablo 1. Biyosensorlerin doniistiiriicii tipine gore siniflandirilmasi

Biyosensorler Siniflandirma

e Fotometri Esasli Biyosensorler (Optik Lifler)

e Fluorometri Esasli Biyosensorler (Optik Lifler)

Optik
e Biyoliiminesans Esasli Biyosensorler (Optik
Lifler)
Kalorimetrik e Termistorler (Is1, Izotermal, izoperibol)
Piezoelektrik o Piezoelektrik Kristaller
e Amperometrik Esasli Biyosensorler (Elektrotlar)
Elektrokimyasal e Potansiyometrik Esasli Biyosensorler (Elektrotlar)

e Yariiletken Esasli Biyosensorler (Transistorler)

1.3.5.1.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensdrler basit, tasimnabilir, hizli, segici ve yiiksek
duyarlilikta olmalar1 nedeniyle termal, optik, piezoelektrik biyosensorlere gore
oldukca genis bir yelpazede uygulama alanina sahiptir. Elektrokimyasal
biyosensorlerin olusturulmasinda genellikle altin, giimiis, karbon veya platinden elde
edilen elektrotlar tercih edilmektedir. Elektrokimyasal biyosensorlere amperometrik,

potansiyometrik, kondiiktometrik  biyosensorler oOrnek olarak  verilebilir.
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Elektrokimyasal biyosensorler, diislik tespit limiti, 6zgiillik, yapim ve kullanim

kolaylig1 gibi avantajlar sunduklart i¢in en kapsamli arastirilan biyosensorlerdir
(Ronkainen vd., 2010).

1.3.5.2. Biyosensorlerin Biyobilesene Gore Siniflandirilmasi

Biyosensorlerin olusturulmasinda enzimler, niikleik asitler, antikorlar, doku ve
organeller, niikleik asitler, mikroorganizmalar gibi ¢esitli biyobilesenler
kullanilmaktadir. Biyosensorler biyobilesenlerine gore Sekil 9°da verildigi gibi bes alt

grupta incelenebilir.

Biyosensorleri Biyobilesenlerine Gére Siniflandiriimasi

Enzim Mikrobiyal DNA
Biyosensorler Biyosensorler Biyosensorler

immiinosensérler Sitosensérler

Sekil 9. Biyosensorlerin biyobilesene gore siniflandirilmasi

1.3.5.2.1. Enzim Biyosensorler

Biyosensorlerde yaygin olarak kullanilan biyolojik bilesenlerden biri
enzimlerdir (Mar vd., 2002). Enzimler, katalize ettikleri cok sayida reaksiyonu, cesitli
katalitik aktivitenin substratlarini, {irlinlerini ve inhibitorlerini tespit edebilmesi gibi
nedenler ile tercih edilmektedir. Enzimler dogal proteinlerdir. Kimyasal reaksiyonlarla
karsilastirlldiginda oldukga secici ve hassastirlar, diger bir oOzelligi farkl
transdiiksiyon mekanizmalar1 ile kombinasyonu ile kullanilabilir. Enzimin kararligi ise
biyosensdriin omriinii belirleyen etkenlerden biridir. Enzimatik olarak katalize edilen

bir reaksiyonda, diger molekiiliin ortamda olmasini gerektirir. Bu molekiiller kofaktor
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olarak adlandirilan inorganik iyonlar veya kompleks organik molekiillerden olusabilir.
Enzimatik biyosensorler, sinyalin numunedeki analitin  konsantrasyonuyla
iliskilendirilebilecegi bir kimyasal doniistiiriicliniin kullanimina dayanmaktadir. Sekil

10’da enzim biyosensdriiniin genel goriiniimii verilmistir (Ttlylek, 2017).
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Sekil 10. Enzim biyosensorleri

1.3.5.2.2. Mikrobiyal Biyosensorler

Mikrobiyal biyosensor diger adiyla mikroorganizma bazli biyosensorler,
analitin konsantrasyonu ile orantili olarak Olgiilebilir bir sinyal iiretmek icin
mikroorganizmalar1 fiziksel bir doniistiiriicii ile biitlinlestirilmis analitik bir cihaz
olarak ifade edilebilir. Giiniimiizde c¢evre, gida ve biyomedikal uygulamalarda
mikrobiyal biyosensorler ¢okga tercih edilmektektir. Bu durum yeni kesiflere ve
beraberinde farkli tekniklerin tartigsilmasi ile baslayan voltammetri, mikrobiyal yakit
hiicresi, floresan, biyoliiminesans temelli mikrobiyal biyosensorlerin iiretimine
yonlendirmistir (Alhadrami, 2017). Sekil 11°de mikrobiyal biyosensoriin sematik

gosterimi verilmigstir (Balootaki ve Hassanshahian 2014).
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Biyolojik Sinyal

Mikroorganizma

-

< &
Mikroelektronik

Elektrik Sinyali

Sekil 11. Mikrobiyal biyosensdriin sematik gésterimi

1.3.5.2.3. DNA Biyosensorler (Genosensorler)

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, DNA’nin yapisinda bulunan bir baz
ciftinin (adenin timin ve sitozin-guanin) belirlenmesinde kullanilmaktadir. DNA
biyosensorler genetik hastaliklarin teshisinde, biyolojik tiirlerin tespitinde uygun aday
biyosensorler olarak kabul gormektedir (Monosik vd., 2012). Sekil 12°de DNA

biyosensorii (Genosensorler) goriiniimii verilmistir (Monosik vd., 2012).

Analit

N
%

X _#

Elektrot

Sekil 12. DNA biyosensorii (Genosensorler) goriiniimii
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1.3.5.2.4. Immiinosensorler

Immiinosensérler, biyosensorlerin biiyiik bir alt sinifin1 olusturmaktadir. Bu
immiino-biyosensor yapilar1 kati bir destek {izerinde sabitlestirilmis antijen-
antikorlar1 igermektedir. Sonug olarak, kati-sivi arayiiziinde bir antijen ve antikor
etkilesimi meydana gelir. Immiinosensérlerin tercih edilmesinin en énemli nedenleri,
hassasiyetleri ve secici olmasidir. Immiinosensére en popiiler 6rnek gebelik testidir.
Immiinosensorler, makro ve mikromolekiil yapilarini tespit etmek icin ¢okga tercih
edilmektedir (Alhadrami, 2017; Rogers, 2000). Sekil 13’de immiinosensériin sematik
bir gésterimi verilmistir (Zhang vd., 2019).

Etiket Elektrokimyasal yanit

-
s,
,
s,
,
s,
.,
.

Tespit Antikoru
(Ab2)

Analit

Antikor Yakalama
(Abl)

Nanomalzeme

Sekil 13. Immiinosensdriin sematik bir gosterimi

1.3.5.2.5. Sitosensorler (Cytosensor)

Hiicre tabanli elektrokimyasal biyosensorler, canli hiicreyi biyospesifik
algilama bileseni olarak kullanan ve canli hiicreyi uygun mikro-ortam kosullarinda,
fizyolojik parametreyi tanima ve hiicreler arasindaki etkilesim ile hiicrenin kantitatif
analizi i¢in elektriksel sinyallere doniistiirebilen bir tiir sensordiir (Kaur vd., 2018).

Sekil 14’de sitosensoriin (Cytosensor) sematik gosterimi verilmistir (Meng vd., 2016).
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Sekil 14. Sitosensoriin (Cytosensor) sematik gosterimi
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1.3.6. Biyosensoriin Kullamim Alanlari

1.3.6.1. Gida Endiistrisi

Gilinlimiizde  kullandigimiz ~ gidalarin  kalitesinin =~ ve  giivenliginin
saglanmasinda, gida endiistrisine biiyiik sorumluluk diismektedir. Geg¢misten
giiniimiize kadar gidalarin glivenligini ve kalitesini test etmek i¢in birgok geleneksel
ve kimyasal yontemler kullanilmistir. Geleneksel yontemlerin yorucu, zaman alic1 ve
maliyetli olmas1 alternatif bir yontem olan biyosensdrlere yonelim saglamistir.
Biyosensorlerin verimli, segici, kisa siirede yanit vermesi ve uygun maliyetli olmasi
tercih haline getirmektedir. Ornegin, arastirmacilar tarafindan biranin yaslanmasini
izlemek i¢in bir biyosensor olan kobalt ftalosiyaninden faydalanilmigtir (Singh vd.,

2021).

1.3.6.2. Tip Bilimleri

Diyabetik hastalarin glukoz seviyelerinin belirlenmesinde uzmanlik
gerektirmeyen evde kullanim kolayligi olan biyosensorlerden faydalanilmaktadir.
Diinya genelinde giderek artan kardiyovaskiiler hastaliklar ve kalp yetmezligi, bircok

canlinin oliimiine sebebiyet vermektedir. Kalp rahatsizliklarini tespit ederek hayat
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kurtarmada etkili olan elektrokimyasal biyosensorler verimli ve uygun maliyetli olusu
ile tercih edilmektedir. Bir diger floresan bazli elektrokimyasal biyosensorler, kanser

hastalarinda enzim seviyelerinin takibi i¢in kullanilmistir (Singh vd., 2021).

1.3.6.3. Savunma Sanayi

Gelismekte olan bilim ve teknoloji ile birlikte yasadigimiz ¢agda savas
alanlarinda da bakteri, viriis, toksin gibi biyolojik savas ajanlar1 kullanilmaktadir.
Elektrokimyasal biyosensdrler, biyolojik savas ajanlar1 yliksek hassasiyet ve

secicilikle tespit etmek i¢in etkin bir sekilde kullanilabilir (Singh vd., 2021).

1.3.6.4. Cevre

Cevre kirliligi insan sagligi lizerinde etkisi nedeniyle yasam kalitesini
bozabilir. Hedef analitlerin hem nicel hem de nitel tespiti i¢in amaca bagli olarak
duyarl ve segici yontemlere ihtiya¢ vardir. Biyosensorler, kimyasal ajanlarin, organik
Kirleticilerin, potansiyel olarak toksik elementlerin ve saglik tehlikesi olusturabilecek
patojenlerin tespiti icin c¢evresel izlemede yaygin bir kullanom bulmustur.
Immiinosensérler, aptasensorler, genosensorler ve enzimatik biyosensdrler gibi
biyosensorler, cevresel izleme icin en ¢ok tercih edilenler arasindadir. Bunlarin
biyolojik reseptorler olarak antikorlari, aptamerleri, niikleik asitleri ve enzimleri
kullandig1 bilinmektedir. Ornegin, organofosfat ve karbamat gibi pestisitleri tespit
etmek ve bunlarin c¢evre {iizerindeki etkilerini izlemek icin biyosensdrler
gelistirilmistir. Biyosensorler, renk, 1sik, floresan veya elektrik akimini dlgerek

kirleticileri tespit eder (Justino vd., 2017; Nigam ve Shukla, 2015).

1.3.6.5. Metabolik Miihendisligi ve Bitki Biyolojisi

Metabolik miihendislik, mikroorganizmalarin kimyasallar, yakitlar ve
farmasotikler iiretmek igin kullanildigi alanlardan biridir. Metabolik miihendislik,
stirdiiriilebilir kalkinma yolunda onemli bir adimdir. Biyosensorler, metabolizma
stirecini izleyebildikleri ve kontrollii kimyasal ve yakit iiretimine yardime1 olduklar
icin metabolik miihendislikte onemlidir. DNA'nin goriintiilenmesi ve dizilenmesi,
bitki bilimi alaninda devrim meydana getirdi. Geleneksel olarak, enzimleri,

reseptorleri, tasiyicilart ve substratlart izlemek icin spektroskopik yoOntemler
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kullanilmaktadir. Biyosensorlerin gelistirilmesi, bu tiir siireclerin izlenmesine
yardimcr olmakla birlikte hizli ve etkilidir. Elektrokimyasal biyosensorler, pH
seviyesinin bir bitki tiirli lizerindeki etkisini izlemeye yardimci olmus ve genetik

miihendisliginde hayati bir rol oynamistir (Zhu vd., 2021).

1.4. Nanoteknoloji

Giliniimlizde hayatin pek c¢ok alaninda ihtiyaglarimizi karsilamak ve
yasantimizi kolaylastirmak igin bilim ve teknoloji kullanilmaktadir. Bilim ve
teknolojinin yardimi ile yeni bulus ve icatlar gelistirilmektedir. Nanoteknoloji bu
gelismelerin olusturulmasinda bir arag olarak kullanilmaktadir (Kii¢iikyildirim ve
Akdogan Eker, 2012). Nanoteknolojinin yardimu ile istenilen malzemenin boyutunun
kiigiiltiilmesi ve 0Ozelliklerinin gelistirtirilmesi saglanilabilir. Baska bir deyisle
Nanoteknoloji, istenilen malzemede atomik Olgekte gergeklestirilen isleme
teknolojisidir.  Nanoteknoloji ~ terim  olarak ilk kez 1974’te  Tokyo
Universitesinde Norio Taniguch tarafindan kullanilmistir (Ramsden, 2018).
Nanoteknoloji o donemlerde revagta olmayan bir konu olmasina ragmen kendi
alanlarinda isim yapmis bir¢ok bilim insaninin ¢alismalarima yon vermistir.
Nanoteknoloji kullanilarak malzeme tiizerinde farkli boyutta, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklere sahip metrenin milyarda bir biriminde g¢alisilarak gelistirilmis

malzeme ortaya cikartilabilir (Perker, 2010; Kiigiikyildirim ve Akdogan Eker, 2012).

1.4.1. Nanomalzeme

Insanhigin baslangicindan giiniimiize kadar kullanmis oldugumuz birgok
malzeme ve aygitlar hacimsel olarak biiyiik boyutlu yapilardan olugsmaktadir (Tiiylek,
2016). Bu biiyiik boyutlu malzemlerden farkli ve daha gelistirilmis 6zellikler igeren
nano yapili malzemeler nanomalzeme olarak ifade edilmektedir. Nanomalzemeleri
olusturabilmek i¢in giiniimiizde kullanilan geleneksel yontemler ile birlikte farkli
teknolojik tiretim yontemleri de kullanilmaktadir. Giiniimiizde nanoteknoloji alaninda
kullanilan farkli iiretim yontemleri ile gelistirilen yeni fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozelliklere sahip yapilar olusturulmaktadir. Bir malzemenin olusturulmasinda
oncelikli olarak dogada var olan ¢ogu yap1 bilim insanlari tarafindan incelenir. Yapilan

bilimsel ve teknolojik caligmalar dogrultusunda elde edilen veriler incelenerek
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yapilarin 6zellikleri hakkinda bilgi elde edilmeye caligilir. Bilim insanlarin ulastigi
veriler dogrultusunda ihtiyaca gore yapi lizerinde yeni diizenlenmeler yapilarak farkli
yapilara sahip malzemeler ortaya ¢ikartilir. Yapilan bu incelemeler ile dogada var olan
bircok canlinin yap1 ve hiicre iglevi gézlemlenilmistir. Elde edilen sonuglar ile yeni
nanomalzemeler iretilmistir. Nanoteknoloji alaninda yapilan ¢aligmalar ile
nanomalzemeye yonelim goriilmektedir. Nanomalzemeye olan bu yonelim ile daha
kullanisli, kaliteli ve maliyeti uygun kiiclik iiriinler ortaya ¢ikarilmaktadir.

Bir nanomalzeme igerigi en az bir tane malzemeden olusmaktadir (Wu vd.,
2020). Nanomalzemelerin islenebilir 6zelligi sayesinde olaganiistii yiizey alanlari elde
edilebilir (Baig vd., 2021). Nanomalzemeler birbirinden farkli manyetik, elektriksel,
optik, mekanik ve katalitik 6zellikler kullanilarak elde edilebilir. Nanomalzemenin
boyutu, sekli, sentez kosullart ve islev durumu uygun sekilde kontrolii saglanilarak

ayarlanilabilir.

1.4.2. Nanoparcagik

Nanoteknoloji alaninda kullanilan ve boyutlar1 10-100 nm araliginda
degiskenlik gosteren malzemeler nanoparcacik veya nano yapilar olarak ifade
edilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2007). Nano yapilar, kii¢iik boyutu ve hedeflenebilir
Ozellikleri ile birgok alanda ilgi gérmektedir (Navalakhe ve Nandedkar, 2007). Nano
yapilar insan hiicre boyutundan 100-10.000 kat daha kiiciiktiir. Bu 6zelligi nano
yapinin biyomolekiiler; enzimler reseptor yapilar ile etkilesimini kolaylastirir. Nano
yapilar viicudun farkli bolgelerine ulasarak gozle goriilemeyecek hastaliklar tespit
etme ve tedavi sunma potansiyeli tagimaktadir. Nanopargacik kullanilarak hastaligin
gidisat1 hakkinda detayl: bilgiyi saglayan klinik ¢aligmalar ytriitiilmektedir.

Nanopargaciklar; metaller (altin, giimiis), metaloksitler (6rnegin; titanyum
dioksit (TiO2), silikon dioksit (SiO2)), inorganik malzemeler (karbon nanotiipler,
kuantum noktalart1 (Quantum Dot (QD)), polimerik malzemeler ve lipitlerden
olusturulabilir. Nanoteknolojide kullanilan diger araglar nanokristaller, cantilever,
dendrimerler, nanokabuklar (NanoShell) ve nanoteller (Nanowire ( NW )) igerir. Bu
yapilar ile elde edilen tiriinler, teshis ve tedavi amagli ¢alismalar i¢in kullanilabilir. Bu

dogrultuda nano yapilar i¢in nanomalzemenin temelini olusturdugu sdylenebilir.
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1.4.3. Yapilarda Kullanilan Nanomalzemeler ve Kullanim Amaclari

Nanobilimi, yaklagik 1-100 nm arasinda nano 6l¢ekteki malzemeleri ve iki ve
tic boyutlu molekiiler diizeydeki temel yap1 taslarini birlestirerek iyi tanimlanmis
nanoyapilar veya nanomalzemeler iizerinde yapilan ¢alismalari igerir. Nanopartikiiller
genel olarak iki ana grup altinda ele alinmaktadir. Bunlar: Karbon nanotiipler veya
fullerenler gibi karbon bazli malzemeler inorganik nanopartikiiller: Metal oksitler
(¢inko oksit, demir oksit, titanyum dioksit ve seryum oksit gibi), metaller (altin, glimiis
ve demir) ve kuantum noktalar1 (kadmiyum siilfiir ve kadmiyum selenit) dir (Smith
vd., 2015).

1.4.3.1. Altin Nanoparcaciklar

Altin nanopargaciklar (AuNP'ler), protein etkilesimlerinin tanimlanmasi i¢in
immiinokimyasal ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Bir numunede DNA parmak izinin
belirlenmesinde laboratuvarda faydalanilmaktadir. Bazi antibiyotiklerin tespiti igin
altin nanoparcaciklardan yararlanilabilir. Ornegin; streptomisin, gentamisin ve
neomisin gibi antibiyotikler i¢in kullanilmaktadir. Altin nanogubuklarin kanser
hiicrelerini tespit etmek amaciyla kullanimda oldugu goriilmektedir (Mohammadi vd.,

2014).

1.4.3.2. Manyetik Nanoparcaciklar

Fes304 (Ferro-ferrik oksit) ve FeoOs (demir(lll)oksit veya ferri oksit) gibi
manyetik nanoparcaciklarin biyouyumlu oldugu bilinmektedir. Kanser tedavisi, kok
hiicre siniflandirmasi, rehberli ilag dagitimi, gen tedavisi ve DNA analizinde aktif

olarak ¢alismalarda kullanilmaktadir (Yalgin vd., 2021).

1.4.3.3. Alasim Nanoparcaciklar

Alasim nanoparcaciklari, farkli yapisal 6zellik gosteren davraniglar sergiler.
Ag (giimiis), metal dolgu maddeleri arasinda en yiiksek elektrik iletkenligine sahiptir.
Diger bir¢gok metalden farkli olarak, oksitli yapilar1 daha iyi iletkenlige sahiptir.
Rastgele veya sirali bir diizenlemeye sahip olabilirler. Rastgele karistirilmig

nanoalagimlar genellikle alagimli nanopargaciklar olarak adlandirilirken, sirali karisik
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nanoalasimlar birbirine karismis veya metaller arast nanopargaciklar olarak

adlandirilir (Thota vd., 2018).

1.4.3.4. Giimiis Nanoparc¢aciklar

Glumiis nanopartikiiller (AgNP'ler), benzersiz fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden dolay1 tibbi, gida, saglik, tiikketici ve endiistriyel amaclar dahil olmak
lizere ¢esitli alanlarda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bunlar optik, elektriksel ve
termal, yliksek elektriksel iletkenlik ve biyolojik Ozellikleri igerir. Kendine has
ozellikleri nedeniyle, antibakteriyel ajanlar, endiistriyel, ev ve saglikla ilgili tirtinlerde,
tiiketici tiriinlerinde, tibbi cihaz kaplamalarinda, optik sensorlerde ve kozmetikte, ilag
endiistrisinde, gidada, cesitli uygulamalar i¢in kullanilmistir. Endiistride, teshiste,
ortopedide, ilag dagitiminda, antikanser ajanlar olarak ve nihayetinde antikanser
ilaglarinin tiimor oOldirticii etkilerini arttirmigtir (Chernousova ve Epple, 2013).
Bakterilere ve viriislere kars1 antimikrobiyal 6zellik gosteren giimiis nanopargaciklari

yaygin olarak kullanilan nanomalzemelerdir.

1.5. Kanserin Tam ve Tedavisinde Kullanmilan Nanoteknolojik Araglar

1.5.1. Nano - Cantilever (Nano- Manivela)

Sensor, ortamda olusan elektriksel, termal veya optik sinyalleri algilayan ve
yanit olusturan sistemdir (Johnson ve Mutharasan, 2012). Bir Nano — Cantilever
sensoriin yapist Sekil 15'de sematik olarak gosterilmistir (Johnson ve Mutharasan,
2012). Cantilever (manivela) sekilde goriildigii gibi nano boyutlarda bir ¢ubuktan
dallanmig aralikli yan ¢ubuklardan olusmaktadir. Bu yap1 iizerine istenilen analit ile
etkilesim saglayabilen antikor ile kaplama islemi yapilir. Nano-Cantilever, yapisinda
olusan kiitlesel degisimlere yiiksek duyarlilik gosterir. Ortamda olusan bazi frekanslar
biiylik genliklerde salinma egilimi gosterir. Bu olay sistemde yiizey biyokimyasal
etkilesimlerine bir yanit olusturur. Sistemde molekiiler baglanmanin algilanmasi igin
rezonans frekansindan faydalanilmaktadir. Nano-Cantilever sensoriinde farkli
rezonans modlar1 kullanilabilir. Sekil 16’da farkli rezonans modlart gosterilmektedir
(Johnson ve Mutharasan, 2012). Ideal Nano-Cantilever sensdrleri enine, burulma

(biikiilme, torsiyon), yanal ve boyuna mod olarak adlandirilir.
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Sekil 16. Konsol sensorlerinde bulunan ¢esitli rezonans modlarinin genel semast
Geleneksel konsol (A) ve ideallestirilmis konsol sensorlerinde (B-E), Enine mod (B),
burulma modu (C), yanal mod (D) ve boyuna mod (E) gosterilir

1.5.2. NanoShell (NanoKabuk) (NS)

NanoShell parcaciklar, 6zel bir prosediir kullanilarak elde edilen nano
kompozit malzemelerin bir sinifin1 olusturmaktadir (Kalele vd., 2006). Bu iiriinler
kanser teshis ve tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilmis nano yapilardir. NanoShell
yapilari, bir malzemenin bagka bir malzeme pargacigi ile kaplandigi ince bir tabakadan
olusur. NanoShell pargaciklari baska bir deyisle altin ile kaplanmis kiigiik kiire
seklinde boncuklardir (Singh vd., 2008). NanoShell’i olusturan katmanlarin kalinligi
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1s18in belirli dalga boyunu absorbe edecek sekilde tasarlanabilir. Deneysel
arastirmalarda, NanoShell’in kizil 6tesi 1sikta insan dokusundaki kanser hiicrelerine
kolayca niifuz ettigi goriiliir. NanoShell, kanser hiicrelerini taniyan antikorlara
baglanarak c¢evre hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreyi basariyla yok eder. Sekil

17°de NanoShell parcacik yapist verilmistir (Singh vd., 2008).

Lazer\-j Is1

Sekil 17. NanoShell parcacik

1.5.3. Quantum Dot (Kuantum Noktasi) (QD )

Quatum Dots olarak adlandirilan bu yapilar, yariiletken olan Kadmiyum Selen
(CdSe), Kadmiyum Telliir (CdTe), Indiyum Fosfor (InP) veya Indiyum Arsenik (InAs)
gibi yariiletken metallerin sentezi ile olusturulmaktadir (Pal ve Nayak, 2010). Bu
yapilar ultraviyole 1s1kla uyarildiginda parildayan ve 2 ile 10 nanometre ¢apinda kii¢iik
kristal yapida goriilmektedir. Quantum Dot’lar kanser teshis ve tedavisinde floresan
problar olarak kullanilmaktadir. Floresans problar proteinlere gore farkli optik ve
elektrik ozellige sahiptir. Quantum Dot’lar yaydiklar1 1518in dalga boyu boyutlari
degistirilerek ayarlanabilmektedir. QD’lar caplarina gore farkli renklerde 15181
yayabilir. Sekil 18’de Quatum Dots yapisi verilmistir (Pal ve Nayak, 2010).
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Sekil 18. Quatum Dots yapist

1.5.4. Nanotubes (Nanotiipler)

Nanotubes yapilart bir DNA molekiiliiniin yaklagik yarisi biiyiikliigiindedir
(Singh vd., 2008). Nanotiip ve nano ¢ubuklar kanserin olusumundan sorumlu DNA ile
iligkili genlerin tanimlanmasinda yardimeci arag olarak kullanilmaktadir. Kansere
neden olan bolgelerin yerinin tespit edilmesinde kullanilir. Mutasyon olan bolgede
oncelikle etiketleme islemi yapilir. Nanotiip ucu kullanilarak DNA ‘nin fiziksel sekli
belirlenir ve bir bilgisayar yardimi ile goriintii haritaya cevrilir. Bu teknik ile goriintii
tizerinde mutasyonlu bdlgeler belirlenir. Sekil 19’da nanotiip yapisinin sematik

goriiniimii verilmistir (Delgado vd., 2008).

Sekil 19. Nanotubes yapisi
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1.5.5. Nanopores (Nanoporlar)

Nanopore yapilar1 kullanilarak DNA iizerindeki her bazin sekli ve elektriksel
ozellikleri izlenilebilir (Singh vd., 2008). Boylece DNA iizerinde kanser ile baglantili
olan hatali baz dizilimlerini ¢dziimlemek i¢in kullanilmaktadir. Sekil 20’de nanopore

yapist verilmistir (Si vd., 2014).

Sekil 20. Nanopore yapilari

1.5.6. Nanowire (Nanotel) (NW)

NW-’ler insanin bir sag¢ telini sarmalayan ve kimyasal tepkimeleri algilayabilen
nano yapilardir. Nanoteller bir viriis yapisindan yaklasik bes kat daha kii¢iiktiir (Pal ve
Nayak, 2010). Nanoteller metal, yariiletken veya polimer yapili malzemeler
kullanilarak elde edilebilir (Oylar ve Tekin, 2011). Bu yapilar kanserin teshis ve
tedavisinde énemli bir yere sahiptir. Nanotel yapilar1 birden fazla analiti eszamanl
olarak saptayabilir. Protein ile kaplanan nanoteller islevsel 6zellikler kazandirilarak
kanserin teshisinde kulllanilmaktadir. Sekil 21°de Nanowire (Nanotel) yapili bir
sensOr verilmistir (Zhang ve Ning, 2012).
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Sekil 21. Nanowire (Nanotel) yapili bir sensor (S: Source Elektrot; D: Drain
Elektrot)

1.5.7. Dendrimer

Dendrimer yap1 bir dizi foksiyonel grubun i¢ ¢ekirdek ile baglantili dig
katmanlarindan meydana gelmektedir (Pal ve Nayak, 2010). Kanser tani ve
tedavisinde dendrimer yapilardan faydalanilmaktadir. Kanserli dokuyu goriintiilemede
kullanilan dendrimer yapi 10 ila 100 nanometre c¢apindadir. Bir dendrimer yapi
tizerinde farkli fonksiyonel gruplar bulunabilir ve bu fonksiyonel gruplar hedeflenen
yapiya gore sekillendirilebilir. Yap1 yiizeyinin bu 6zelligi, hedefe yonelik ilag tasima
islemini ideal kilmaktadir. Dendrimer yap1 ylizeyine yerlestirilen uygun ligandlar
kanserli hiicre ile etkilesimi saglamaktadir. Dendrimer yapmin bu 6zelligi,
aragtirmacilar tarafindan hedef hiicreye yonelik ila¢ tasima amactyla kullanilmaktadir.
Hiicrenin ilag ile etkilesiminden sonra dendrimer yapisina eklenen floresan molekiileri
ile hedeflenen kanserli hiicrenin basarili bir sekilde imha edildiklerinin sinyali
verilebilmektedir (Singh vd., 2008). Kanser hiicrelerine yonelik yapilan ¢alismalar ile
birlikte genetik mutasyonlarin  tespit edilmesinde dendrimer yapilardan

faydalanilmaktadir. Sekil 22°de dendrimer yapisis1 verilmistir (Azar vd., 2013).
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Sekil 22. Dendrimer yapisi

1.5.8. Karbon Naneotiipler (CNTs)

Karbon periyodik cetvelde sembolii C ile gosterilen dort degerlik atomuna
sahip 6nemli bir kimyasal elementtir. Bu 6zelligi ile karbon atomlari kendi aralarinda
veya farkli elementlerle tekli, ikili ve tglii kovalent bagli uzun atom zincirleri
olusturabilirler. Ayrica karbon canlinin temel yapi tasi elementlerinden biri olup
canliin hayatinda 6nemli bir yere sahiptir. Karbon atomlari, ayn1 kimyasal bilesime
ragmen farkli fiziksel 6zelliklere sahip farkli fiziksel yapilar olusturan yapiya ve atom
boyutuna sahiptir (Yuca, 2010; Kour vd., 2020).

Karbon nanotiipler igeriginde karbon atomlarindan olusan yogunlastirilmis bir
dizi benzen halkasindan meydana gelmektedir (Pal ve Nayak, 2010). Bilim insanlar1
tarafindan yakin zamanda grafit ve elmas yapilar ile birlikte diger bir karbon formu
olan fulleren yapilar kanser tedavi ve tamisinda kullanilmak tizere gelistirilmistir.
Kanserli hiicreye 6zgii liretilen karbon nanotiipler, ylizeyi hiicresel alim i¢in hedefe
yonelik proteinlerle degistirilebilir. Karbon nanotiipleri kanserli bir meme hiicresinin
hiicre yilizeyindeki reseptorlerine 6zgii antikorlar ile islevsel hale getirerek meme
kanserinin tespiti i¢in biyosensor gelistirmeye yonelik kullanilmaktadir (Dewan vd.,
2016). Son yillarda, karbon nanotiip igerikli biyosensorler, kanser tanisi, doku

miihendisligi, hiicre izleme ve etiketleme, ilag ve biyomolekiillerin dagitiminda yaygin
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olarak kullanilan nanomalzemelerden biri olmay1 basardigi goriilmektedir. Benzersiz
yapilari ile karbon nanotiipler saglamlilik, elektrokatalitik aktivitesi, minumum yiizey
kirliligi, elektrik ve 1s1 iletkenligi gibi 6zelliklerine sahip olmasindan dolay1 bir¢ok
malzeme yapiminda tercih edilmektedir. Karbon Nano Tiipler (CNT), silindirik nano
yapili karbon allotroplaridir. Grafit plakalarin silindirik bir sekle biikiilmesiyle
olusturulur. Uzunluk / ¢ap oran1 = 132000000 / 1 gibi benzeri goriilmemis seviyelere
ulasir. Bu bagka hi¢gbir madde veya malzemede bulunmayan bir 6zelliktir. CNT'ler ¢ok
farkli 6zelliklere ve niteliklere sahiptir: Elektronik, optik, mekanik, termal ve diger
ozellikleri diger malzemelerden 6nemli dl¢iide farklidir (Sharma ve Bhargava, 2013).

Sekil 23°de 3 farkli tiirde tek duvarli nanotiip ¢esidi: a) Zig-Zag Tipi b) Koltuk Tipi c)

Helisel Tip verilmistir (Dresselhaus vd., 1995).

Sekil 23. 3 Farkl: tiirde tek duvarli nanotiip ¢esidi: a) Zig-Zag tipi b) Koltuk tipi c)
Helisel tip

1.6. Nanoteknolojinin Biyosensorlerde Kullanmilma Nedenleri
i. Cesitli ozelliklere sahip kimyasal ajanlarin, mikroorganizmalarin ve
minerallerin analizinin yapilmasi,
ii. Nano yapili cihazlarin diger cihazlara gore daha az enerji tiiketmesi,
iii. Nano yapili malzemeler kullanilarak ¢alismalarin  kolaylikla

gergeklestirilebilmesi,

iv. Nano yapilt malzemelerin kullanilmas: ile yiiksek hassasliga sahip
olunmasi,

V. Kompleks yapiya sahip malzemelerin analizlerini kolaylastirmasi,

Vi. Nanoteknoloji kullanilarak iiretilen biyosensorlerin kullanim 6émriiniin

daha uzun olmasi,
vil. Nano yapili biyosensorlerde difiizyon olayinin meydana gelmemesi,
viii. Nanoteknolojinin kullanim1 ile canli hiicrelere zarar verilmeden
caligmalarin gergeklestirilebilmesi, nanoteknolojinin biyosensorlerde

kullanilma nedenleri olarak sayilabilir (Tiiylek 2017).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Sol-Jel Yontemi ile Lao.2sFeo.7sFeO3 Nanopar¢aciginin Sentezlenmesi

Lao.osFeo.7sFeO3  nanopargacigmmin - hazirlanmasinda  sol-jel  yontemi
kullanilmistir.  Sol-jel (soliisyon-jellesme) yonteminde ilk olarak metal-oksit
cozeltileri / metal tuzlari, nitratlar, hidroksitler ve oksitler gibi inorganik bilesikler
belirli oranlarda su ve asitle birlestirilerek ¢ozelti haline getirilir ve bu ¢ozelti 1siticili
manyetik karistiricida belirli sicakliklarda karistirilir.

6 gr Lao.>s Feo.7sFe03 bilesiginin sentezlenmesi i¢in baslangi¢ malzemeleri olan
La(NOz3)3:Fe(NO3)3 ve FeOs saf malzemelerinin stokiyometrik oranlar1 hesaplanarak
malzemelerden ka¢ gram kullanilmas: gerektigi bulundu. Miktarlar1 hesaplanan
malzemeler hassas terazide olgtildiikten sonra ayr1 ayr1 beherlerde belirli miktarda saf
su ile manyetik karistirict kullanilarak ¢ozdiiriildii. Tam ¢oziinme gergeklesince
¢ozdiiriilen kimyasallar bir beherde birlestirildi ve sonrasinda {izerine belirli oranlarda
sitrik asit ve etilen glikol eklendi. Kullanilan etilen glikolun gérevi yapiyi jellestirmek,
sitrik asitin gorevi ise yapiyr selatlamaktir. Cozelti 250 °C sicaklikta manyetik
karistiricida jellesme goriilene kadar karistirildi. Jellesme olustuktan sonra elde edilen
jelimsi ¢okeltinin belli sicaklikta yakilmasinin ardindan malzeme, icerisindeki organik
maddelerin ¢okeltiden uzaklastirilmasi i¢in ayarlanan sicakliktaki kiil firinina alinarak
12 saat firmlandi. Bu islemler sonucunda elde edilen malzeme, bilesiklerin
homojenligini saglamak amaciyla ogiitiilerek toz halde nanopargacik elde edildi. Sekil
24’te elde edilen cozeltinin belirli sicaklikta jellesme asamalari ve tiim islemler

sonucunda elde edilen toz nanopargacik gosterilmistir.
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Sekil 24. Elde edilen ¢ozeltinin belirli sicaklikta jellesme asamalar1 ve tiim islemler
sonucunda elde edilen toz nanopargacik

2.2. Elektrospinning (Elektro-egirme) Yontemi

Elektro-egirme yontemi, birka¢ nanometreden mikrometre mertebelerinde
capa sahip katkili/katkisiz polimer liflerin iiretilebilmesi i¢in diisiik maliyetli ve etkili
bir yontemdir (Reneker vd., 1996). Polimer temelli elektro-egirik nano-lifler birim
hacim basina genis yiizey alani, mekanik dayaniklilik, yiiksek porozite (gozeneklilik),
1yi gegirgenlik ve termal kararlilik gibi bircok 6nemli 6zellige sahiplerdir (Huang vd.,
2003). S6z konusu avantajlarindan dolay1 bu teknik oldukea ilgi ¢ekmektedir. Ciinkii
bu yontem yara iyilestirme (Faranji vd., 2020), ilag iletimi/teslimi (Asadi vd., 2020),
fotovoltaikler (Drew vd., 2002), kapasitor elektrot (Aslan vd., 2021), elektronik
olmayan gaz sensorii (Reyes vd., 2016) gibi c¢esitli kullanim alanlarina sahip liflerin
basit iliretimine olanak saglamaktadir. Bu yontemin temel c¢alisma prensibi, polimer

¢ozeltisinin piskiirtiildiigii igne ucu ile liflerin toplandigi metal toplayici arasina
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yiksek bir elektrik alan uygulanmasi ile diizgiin liflerin elde edilmesine
dayanmaktadir. Uretilen liflerin morfolojisi bircok iiretim parametresinden
etkilenmektelerdir. Bu parametreler baslica ii¢ gruba ayrilmaktadir. Birinci grup;
uygulama voltaji, igne-toplayici aras1 mesafe, polimer ¢ozeltisi besleme (pompalama)
hiz1, igne i cap bilyiikliigii gibi elektro-egirme parametreleridir. ikinci grup; polimer
cozeltisi yogunlugu ve viskozitesi, ¢oziicii, ¢ozelti iletkenligi ve ylizey gerilimi gibi
¢dzelti parametrelerinden olusmaktadir. Ugiincii grup ise ortam sicaklig1 ve bagil nem
gibi ¢evresel parametrelerdir (Okutan vd., 2014; Cramariuc vd., 2013; Haider ve

digerleri, 2018; Beachley vd, 2009; Jacobs vd., 2010).

2.3. Malzeme ve Yontem

Konak malzeme olarak Sigma Aldrich firmasindan ticari olarak elde edilen
poliakrilonitril (PAN) polimeri kullanilmigtir. PAN’1n tipik olarak molekiiler agirlig
150,000 wt’dir. PAN molekiili giiglii nitril gruptan olusmaktadir. Boylece, kutuplu
yapidadir ve diger kutuplu molekiiller ile etkilesimini arttirabilmektedir. Cok diisiik
cift kirllmaya (yaklasik 0,01) sahip oldugu i¢in seffaf nano-liflerin iiretiminde ya da
liflerin kilif malzemesi olarak kullanilabilmektedir. Elektro-egirme isleminde PAN’1
¢ozmek i¢in Sigma Aldrich firmasindan temin edilen ve daha fazla saflastirilmayan
“Reagent Plus” sinifi dimetilformamit (DMF) kullanilmistir. DMF, giiglii kutuplu bir
yapidadir boylece PAN’1 ¢ozebilmektedir.

Lao.25Fe0.7sFe03 katkili PAN liflerinin iiretilmesi asamasinda ilk olarak uygun
miktarda nano-malzemenin belirlenmesi i¢in miktar optimizasyonu yapilmistir. Bu
amagla PAN’a oranla kiitlece farkli degerlerde nano-malzeme igeren polimer
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin igerikleri ve igerik miktarlar1 Tablo 2’de
verilmektedir. Tiim polimer ¢ozeltileri kiitlece %8 PAN olan PAN/DMF icermektedir.
Nano-malzeme igerigi LaoosFeg7sFeO3 ornekleri igin sirasiyla kiitlece %1, %3, %S5,

%7 ve %9 nano-malzeme olan PAN/nano-malzeme seklindedir.
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Tablo 2. Polimer ¢ozeltileri ve igerik oranlari

Ornek Adi PAN:DMF PAN:Lao.2sFeo.75sFe0Os3
(kiitlece) (kiitlece)
LaoosFeo75Fe03 %1 8:92 99:1
Lag.2sFeo.75FeO3 %3 8:92 97:3
LaoosFeg7sFe03 %5  8:92 95:5
Lag2sFeo7sFeOs %7  8:92 93:7
LaoosFeg7sFe03 %9  8:92 91:9

Hazirlanan polimer ¢ozeltileri ayri ayr1 olmak iizere Inovenso S1 marka
elektro-egirme cihazi kullanilarak egirilmistir. Bu cihaz yatay diizlemde yerlestirilmis
0,001 ml/sa dogruluga sahip programlanabilir enjektor (igne) pompasi ve azami 40,0
kV uygulayabilen gii¢c kaynagindan olusmaktadir. Cozeltinin piiskiirtiildiigii igne ucu
pozitif kutup, metal lif toplayici ise negatif kutup olarak ayarlanmaktadir. Piiskiirtme
ignesi olarak 0,8 mm dis ¢apa ve 0,5 mm i¢ c¢apa sahip standart medikal enjektor
kullanilmaktadir. Egirilen nano-malzeme katkili PAN liflerinin elektrokimyasal
Olctimlerinin gerceklestirilebilmesi icin grafit cubuklarin (kalem ucu) {izerine
kaplanmistir. Bu ¢ubuklar 2 mm kalinliga sahiplerdir ve Makro firmasi tarafindan
tiretilmektedir. Liflerin homojen ve diizgiin sekilde grafit cubuklar {izerine
kaplanabilmesi i¢in metal lif toplayicisinin orta kismma Mugla Sitki Kogman
Universitesi Fizik Boliimii 6gretim elemani Dr. Cagdas KOCAK 1 gelistirmis oldugu
“doniis kontrollii gubuksu elektrot lif toplayici aparati” entegre edilmistir. Bu sisteme
gore, liflerin toplanacagi ¢ubuksu elektrot aparata lif jetine paralel olacak sekilde
yerlestirilir ve aparat biinyesindeki bir DC motor tarafindan c¢ubuksu elektrotun
donmesi kontrollii olarak saglanir. Bu sayede egirilen lifler elektrot etrafinda homojen
sekilde kaplanir. Piiskiirtme ignesinin ucu ile grafit gubuk ucu arasindaki mesafe 23
cm olarak belirlenmistir. Tiim lif tiretimlerinde metal kutuplar arasina 14 kV sabit
gerilim uygulanmistir. Enjektor pompasi her bir ¢ozeltide farkli olmak tizere enjektor
(igne) ucundan ¢ikan diizgiin lif jetinin elde edilebilmesi i¢in 0,100 ml/sa ile 0,700
ml/sa arasinda degisen hizlarda besleme yapmistir. Tiim lif {liretimleri sabit 26°C
sicaklik ve %36 bagil nem ortaminda gergeklestirilmistir. Optimum elektrokimyasal
degerlerin belirlenmesi i¢in her bir ¢ozeltiden 3 grafit cubuk {izerine kaph lifler
egirilmistir. Yapilan elektrokimyasal 6l¢iimler sonucunda %35 nano-malzeme katkili

PS5 Orneginin optimum sonuclart verdigi belirlenmistir. Miktar optimizasyonu
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sonucunda P5 ornegi iceren 30 ¢ubuksu elektrot iiretilmistir. Her bir elektrot etrafina
20 dk boyunca lif kaplanmistir. Sekil 25°de Elektro-egirme sistemi resmi ve diyagrami
verilmistir. Sekil 26’da Poliakrilonitril (PAN)’1n kimyasal formiilii verilmistir. Sekil
27°de Nano-malzeme kapli grafit gubuk elektrot gosterilmistir.

Déner Toplayici Aparat

Polimer Cozeltisi
Cubuksu elektrot (grafit gubuk)

§ Enjektor Pompasi @ |

Egirilen Lifler

P
y

|
, Giig Kaynaglo

Sekil 25. Elektro-egirme sistemi resmi ve diyagrami

A
N

Sekil 26. Poliakrilonitril (PAN)’1n kimyasal formiilii
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Sekil 27. Nano-malzeme kapli grafit cubuk elektrot

2.4. Kullanilan Cihazlar

Elektokimyasal Ol¢imler, Metrohm marka Potansiyostat-Galvonostat
PGSTAT 204 ve yiiksek giris empedansina sahip potansiyometrik sistemlerde alindi.
Bilgisayar kontrollii olan AUTOLAB PGSTAT 204 cihazlarinin sinyalleri Nova 2
yazilimi ile degerlendirilmistir. Deneyler, oda sicakliginda Metrohm marka ve 6zel
tasarlanmig hiicreler kullanilarak gerceklestirilmistir. Referans elektrot olarak
Ag/AgCl ve yardimci elektrot olarak Pt elektrot kullanilmistir. Maddelerin tartim
isleminde, weightlab marka WSA-224 model hassas terazi kullanildi. Tampon
cozeltilerin pH 6l¢limii, Metrohm marka pH metre cihazi ile yapildi. Biitiin tampon
cozeltilerin hazirlanmasinda saf su kullanildi. X-1g1mm1 kirinim analizi Rigaku marka
SmartLab X-1s1m1 difraktometresi kullanilarak gergeklestirildi. SEM goriintiileri JEOL
marka JSM-6510 model taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi.
Olgiimlerin sonuglarmin grafiksel olarak gosterilmesinde Origin programi kullanildi.
Sekil 28’de gelistirilen immiinositosensorlerin dl¢limiiniin yapilmasinda kullanilan

diizenek verilmistir.
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Sekil 28. Gelistirilen immiinositosensorlerin dl¢limiiniin yapilmasi.

2.5. Kullanilan Kimyasallar

Antijen (Cloud-clone corp. RPA150HU01 P20190723756) CEA kullanildi.
Antikor (RPC343Hu01 P20190723746 HSPAS) kullanildi. Bovine serum albiimin
protease free lyophilised (BSA) kullanildi. pH ayarlamasi yaparken kimyasal bilesen
olarak KH2POs (Potassium phosphate monobasic) ve KCI (potassium chloride)
kullanildi. Potasyum ferrosiyaniir (K4Fe(CN)s)-3H20), potasyum hekzasiyanoferrat
(K3Fe(CN)e) Sigma'dan satin alinmistir. Potasyum kloriir (KCl), Potasyum dihidrojen
fosfat (KH2P04), Merck'ten satin alindi. Ferri ferro yapiminda K3, K4 ve KCI kimyasal
bilesenleri kullanildi. Aragtirmada kullanilan kimyasallar analitik dereceliydi ve daha
fazla saflagtirilmadan kullanildi.

Hiicre kiiltlirii materyalleri; RPMI 1640, DMEM diisiik ve yiiksek glucose,
tripsin/EDTA (TE), fetal bovin serumu (FBS), dulbecco fosfat tamponlu salin (dPBS)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Los Angeles CA, USA) firmasindan satin
alindi. Hiicre niikleusunu boyamak i¢in Hoechst, bisBenzimide H33342 Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO) firmasindan satin alindi.
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2.6. Lao.2sFeo.7sFeO3 Nanoparc¢acigimin Karakterizasyonun SEM Analizi

Lao.2sFeo.7sFeO3 Orneginin morfolojisi toz olarak kuru ortamda SEM ile
karakterize edilmis ve SEM goriintiileri Sekil 29’da gosterilmistir. Goriintiiler,
nanokristallerin bir araya toplandigini (agglomeration) ve pargaciklarin kiiresel
olduklarmi gostermektedir. Parcacik boyutlarinin ise yaklasik olarak 50 nm oldugu
tespit edilmistir.

Sekil 30’da ise Laog.2sFeo7sFeOs katkilt PANnf SEM goriintiisti verilmektedir.
Elde edilen nanoliflerdeki Laog 2sFeg.75sFeO3 nano pargaciklarin bir kismi isaretlenerek
belirtilmistir. Fiberler igerisindeki Lao 25F€0.7sFe03 nano pargacik dagilimi1 morfolojik
olarak benzerlik gostermektedir ve elde edilen fiberlerin ¢aplar1 yaklagik olarak 0,400

um olarak belirlenmistir.
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Sekil 29. Lag 2sFeo.7sFeOs nanoparcaciklarin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri
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2.7. Perovskit Manyetik Nanoparcacik Modifeye Elektrot ile Immiino-Sitosensor
Gelistirilmesi
Perovskit manyetik nanopargacik modifeye elektrot ve immiino-sitosensor

hazirlama fabrikasyon asamasi gergeklestirildi. Fabrikasyon adimlarinin sematik
gosterimi  Sekil 31°de verilmistir. Modifiye elektrot anti-CEA ¢06zeltisine
daldirildiktan sonra BSA c¢ozeltisine daldirilarak 6zel olmayan adsorpsiyonlari
engellemek igin disarda kalan aktif béliimler kapatilacaktir. Immiinosensériin ¢aligma
prensibi bir antijen-antikor iligkisine dayanmaktadir. Bu nedenle sensor yiizeyine
tutturulmus antikor miktar;; CEA antijenleri eklendiginde meydana gelen
impedimetrik degisim vasitasiyla olgiilecektir. Elde edilen biyosensdrler dncelikle 1

saat CEA proteinleriyle inkiibe edilerek impedimetrik 6l¢iimler gergeklestirilecektir.

@ PAN ‘ LagsFeqzsFe0; Y Anti-CEA . BSA CEA A Hiicre

Sekil 31. immiino-sitosensér fabrikasyon adimlarinin sematik gosterimi

2.8. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi
Calismada insan mesane kanseri hiicre hatti RT-4 (ACC 412) (rekiiran,

farklilasmis transiyonel papiller mesane tiimort, klinik stage T2, histolojik grade G1)
ve MDA-MB-231 (iiglii negatif meme adenokarsinoma), MCF-7 (6strojen duyarl
insan meme karsinomu), T98G (glioblastoma multiforme), %10’luk Fetal Bovine
Serumu (FBS) (Sigma-Aldrich) ve %1°lik Penisilin/Streptomisin iceren RPMI 1640
Medium besi ortami igerisinde, 37 °C’de %5 CO: varliginda hiicre kiltiirii
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Kiiltir isleminde kullanilan tim soliisyonlar
kullanimdan 6nce 0,22 pum filtreler ile steril edildi. RT-4 ve MDA-MB-231 hiicreleri
RPMI ile MCF-7 ve T98G hiicreleri ise sirasiyla DMEM diisiik glukoz ve DMEM
yiiksek glukoz medyalarda biiyiitiildii. Hiicreler T75 flasklarda kiiltiire edildi ve TE
muamelesi ve hiicre toplama isleminden 6nce %75’lik monolayer alan yogunluguna

ulagmasi saglandi.
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2.9. Hiicre Sayim

Kiiltiire edilen hiicreler T75 flasktan Tripsin/EDTA uygulamasiyla
toplandiktan sonra hiicre slispansiyonu, 1500 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Sonra iki
kez dPBS ile yikandi. Canli hiicrelerin sayisi, hemositometre kullanilarak tripan mavi
boya dislama yontemi ile belirlendi. Olii hiicreler tripan mavisini hiicre igine
alacagindan 6lii/toplam hiicre sayist 6lii hiicre oraninin degerlendirilmesini sagladi.
Canli hiicre sayis1 kullanilarak deneyler i¢in belirlenen hiicre sayisi i¢in seyreltmeler

yapildi.

2.10. Olgiimler Icin Verilen Tiiplerdeki Hiicrelerin Hazirlanmasi

1,5 ml dPBS iginde 7,5 x 10° hiicre, 15 mL’lik falcon tiiplerine aktarildi. CEA
antikoru ve antijeni ile isleme tabi tutulmus (PGE/PAN-+Lag2sFeo7sFe0s/Anti-
CEA/BSA/CEA), PGE/PAN kapli ve PGE/PAN+Lao 25Feo.75Fe03 sitosensor problari
tiiplere daldirild1 ve 120 dk siireyle inkiibe edildi.

2.11. Hiicre Yapismasi Deneyi ve Fluoresans Goriintiileme

Sensor problart (PGE/PAN, PGE/PAN+Lag2sFeo7sFe03, PGE/PAN+Lao.2s
Feo.7s Fe0z/Anti-CEA/BSA/CEA ile kaplanmis) ilk 6nce UV 15181 altinda sterilize
edildi. Daha sonra 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucuga bir sensor olacak
sekilde yerlestirildi ve 7,5 x 10° hiicre igeren %10’luk FBS ile zenginlestirilmis 5 ml
besi yeri ile kaplandi. Tiim hiicre serileri daha dnce tarif edildigi gibi biiyiitiildii. 48
saat inkiibasyondan sonra besi ortami uzaklastirildi ve sitosensor problari,
baglanmamus hiicreleri uzaklastirmak i¢in dPBS ile yikandi. Sitosensor yiizeyine bagh
hiicreleri goriintiilemek i¢in hiicreler Hoechst boyasi ile boyandi ve goriintiiler
inverted floresan mikroskobu (DFC450C kamera ile donatilmis Leica DM-IL-LED,
Leica microsystems GmbH, Wetzlar, Almanya) kullanilarak elde edildi. Hiicre sayisi,
Image J yazilimi, hiicre sayim programi (National Institutes of Health, Bethesda, MD,

USA) kullanilarak tiim sitosensorlerin yiizeyi igin belirlendi.
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2.12. istatistiksel Analiz
Gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Student’s T-test, GraphPad Prism
sirim 6,01 yazilimi (GraphPad Yazilimi, San Diego, CA) kullanilarak. P<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2.13. Optimizasyon Prosediir Caliymalar:

Analitik kosullarin en iyi duruma getirilmesi amaciyla siirdiiriilen ¢alismalarda
diferansiyel puls voltammetrisinden (DPV) faydalanilmistir. Bu tez ¢calismasinda pH,
sicaklik, immiinokimyasal inkiibasyon siiresinin yanitlar iizerine etkisi diferansiyel
puls voltammetrisi (DPV) yontemi ile incelenmistir. DPV dlciimleri neticesinde
voltammogramlar elde edilmis ve akim degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu amagla gelistirilen
biyosensoriin antijenle baglanma 6ncesi iletimin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Farkli pH degerlerindeki tampon cozeltiler igerisinde baglanma oOncesi ve sonrasi
elektrokimyasal dl¢limler alinarak akim farklari grafige gecirilmistir. Optimum pH ve
sicaklik belirlendikten sonra bu kosullar kullanilarak immiinosensériin antijen
cozeltisi icerisinde optimum inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Optimum siire
belirlendikten sonra immiinosensoriin antijene verdigi elektrokimyasal yanitlarin
kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu egriden faydalanilarak belirtme alt sinir1 (LOD) ve
saptama alt sinir1 (LOQ), bagil standart sapma (RSD) degerleri gibi biyosensdriin
analitik kabiliyetini gosteren parametreler hesaplanmistir, son olarak ise gelistirilen
immiinosensoriin performansit ger¢ek serum 6rneklerinde denenmistir. Gergek serum
orneklerinde bulunan antijenlerin biyosensore baglanma kabiliyeti yine baglanma
oncesi ve sonrasinda elde edilen akim degerleri farki kiyaslanarak belirlenmistir.
Biyosensoriin antijene gosterdigi spesifiklik hedef antijeni ve farkli antijenleri aym
anda iceren gercek serum ve sonrasinda ayni igerige sahip tampon ¢ozelti igerisinde
Olctilerek kiyaslanmis ve farklanmalar yine yiizde girisim olarak serum c¢ozelti igin
verilmistir. Boylece ger¢ek 6rneklere yonelik analizler konusunda daha saglam veriler
elde edilmistir. Tiim Sl¢limler minimum ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve akim

sonuglari standart sapma degerleriyle birlikte ifade edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Gelistirilen Elektrodun Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Sekil 32°de nanokompozit modifiye (PGE/PAN+Lag2sFeo75FeO %3, %5 ve

%9) elektrotlardan elde edilen dongiisel voltammogramlar, Sekil 33°de ise

nanokompozit modifiye elektrotlardan elde edilen EIS spektrumlari verilmistir.
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Sekil 32. Nanokompozit modifiye elektrotlarin voltammogramlari

a) PGE/PAN+Lao 25Feq 75FeO3, %3, b)%5 ¢) %9 (Tarama hizi: 100 mV / s)

Sekil 32’de perovskit manyetik nano parcacik modifiye elektrotlarin farkl

yiizdelik oranlarinin karsilagtirillmasina ait CV voltammogramlart gosterilmektedir.

Perovskit manyetik nano parcacik modifiye elektrotlarinin yiizdesel oranlarinin

karsilagtirilmast yapildiginda %3 ve %9’luk orana kiyasla
yanitinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 33. Nanokompozit modifiye elektrotlarin elektrokimyasal empedans
spektrumlari

a) PGE/PAN+Lao 25Feo,7sFe03, %3, b)%5 ¢) %9. (Tarama hizi: 100 mV / s, frekans:
10* ile 10! Hz araliginda gerceklestirilmistir)

Sekil 33’de perovskit manyetik nano pargacik modifiye elektrotlarin farkli
yiizdelik oranlarmin karsilastirilmasina ait EIS grafigi gosterilmektir. Perovskit
manyetik nano parcacik modifiye elektrotlarinin yiizdesel oranlarinin karsilastirilmasi
yapildiginda %3 ve %9’luk orana kiyasla %35’lik oranin Nquist cemberin daha kiiciik
oldugu goriilmektedir. Bu dogrultuda empedansin diisiik akim yanitinin ise yliksek
oldugu sonucuna varilmaktadir. Bu durum dongiisel voltammogram sonuglarinin

dogrulugunu kanitlamstir.

3.2. Immiinosensoriin Optimizasyon Prosediirii
Analitik kosullarin en iyi duruma getirilmesi amaciyla siirdiiriilen bu tez
calismasinda diferansiyel puls voltammetri (DPV) yontemi kullanilarak; pH, sicaklik,

inkiibasyon yanitlar1 lizerine etkisi incelenmistir.
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3.3. Immiinosensoriin Yiizey Karakterizasyonu

Sekil 34’de SEM goriintiileri farkli biliylitme oranlarinda PGE/PAN+
Lao2sFeo.75Fe03 elektrot yiizeyini gostermektedir. Sekil 34A x500 biiyiitme oraninda
Sekil 34B x2000 biiyiitme oraninda, Sekil 34C, x10000 biiyiitme oraninda SEM
goriintiileri  goriilmektedir. Sekil 34C’de PGE iizerine kaplanan PAN+
Lao 2sFeo.7sFe03 liflerin ¢ap degerleri goriilmektedir. Bu SEM goriintiisiinden PAN+

Lao.25Fe0.7sFe03 liflerin ortalama ¢ap degerinin 410 nm oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 34. PGE/PAN+Lag 25Feo 75FeO3 elektrot yiizeyinin farkli biiylitme oranlarinda
SEM goériintiileri
A x500 biiyiitme oraninda, B x2000 biiyiitme oraninda, C x10000 biiyiitme oraninda
SEM goriintiileri goriilmektedir.
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Sekil 35’de malzemenin EDS spekturumu gosterilmektedir. Sekil 35°A’da
malzemenin genel yapisina ait spektrum B) PAN-+Lag2sFeo7sFeO3 malzemesine ait
spektrum goriilmektedir. Sekil 35A’da malzemenin genel yapisina ait EIS spektrum
incelendiginde malzeme yapisinin biiylik oranda (%98,1) C igerikli oldugu, ayrica Na
(%51,2) ve Al (%0,7) icerdigi tespit edilmistir. Sekil 35B’de PAN+Lap 2sFeo.75Fe03
malzemesine ait EIS spektrumu incelendiginde malzeme yapisinin biiyiik oranda
(%88,7) C igerikli oldugu, ayrica O (%10,9) ve Fe (9%0,4) i¢erdigi tespit edilmistir. Bu

durum malzemede FeO fazlarinin olustugunun gostergesidir.
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Sekil 35. Malzemenin EDS spekturumu
A) Malzemenin genel yapisina ait spektrum B) PAN+Lag2sFeo 7sFeOs malzemesine
ait spektrum.
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3.4. Lao2sFeo.7sFeO3 XRD Analizi

Sol jel yontemi ile tiretilen Lao.2sFeo.7sF€0O3 nanoparcaciginin kristal yapisini
incelemek icin XRD (X-1smm1 Kirinim Yontemi) kullanilmistir. Sekil 36’da
LagosFeo7sFeOs  orneginin @ XRD grafigi  verilmistir. Bilesigin - XRD sonucu
incelendiginde yapinin perovskite yapiya sahip oldugu fakat yapida ayrica Fe;Os,
FesOs ve Laz03 safsizlik fazlarinin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuca goére
bir miktar Fe iyonun perovskite matrisinin yapisina girdigini ve istenilen perovskite
yapisini olusturdugunu, fakat safsizlik fazlarinin varhigi, A bolgesine (ABOs tipi
perovskite bilesigi; (Lai-xFex)FeOs) katkilanmak istenen Fe atomlarinin iyonik yarigap
farkindan dolay1 (La (117,2 pm), Fe (69 pm)) yapidan ayrisarak perovskite yap1 yerine
farkli bir kristallesme seklinde birlestigini gdstermektedir. Bu durumun Oniine
gecebilmek i¢in perovskite yapinin olusturulmasi adina, daha yiiksek 1sil islem
sicakligi uygulanmasi gerekmektedir. Fakat bu durum pargaciklarin nano boyutlar

yerine daha biiylik pargacik boyutlarinda biiylimesine sebep olacaktir.
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Sekil 36. Lap 2sFeo.7sFeO3 XRD analizi
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3.5. Immiinosensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Voltammogramlar distan ige a) PGE/PAN+Lao2sFeo.7sFeO3, b) PGE/PAN+
Lao.2sFeo.7sFeOs/AntiCEA, ¢) PGE/PAN+Lap2sFeo7sFeOs/AntiCEA/BSA d) PGE/
PAN+Lag 25Feo.75FeO3/AntiCEA/BSA/CEA  olarak verilmistir. PGE/PAN+Lag 25
Feo.7sFeO3 modifiye edilmis elektrot yiizeyine anti-CEA baglanmasi ile birlikte pik
akiminda azalma gozlenmistir. Bu durum elektrot yiizeyinde bulunan elektroaktif
kisimlarin Ortiildiigiinii ve baglanmanin basariyla gergeklestirildiginin isaretidir.
Elektrot yiizeyinde kaplanmamis kisimlarin BSA ile bloklanarak aktiflesmesi
saglanmistir. Islem sonrasinda elde edilen elektrot karsino embriyonik antijeni (CEA)
igerisine daldirilmig ve anti-CEA ile CEA arasinda immiinokompleks olusumundan
dolay1 akim yanitinda diisiis gozlenmistir. Bu bulgular ayn1 zamanda Sekil 37B’de
etkili bir elektrokimyasal teknik olan elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
ile dogrulanmugtir.

Sekil 37B’de spektrumlar sirasiyla a) PGE/PAN+Lag.2sFeo75sFe03, b) PGE/
PAN+Lao 25Feo.75Fe03/Anti-CEA, ¢) PGE/PAN+Lao 25Feo.75FeOz/Anti-CEA/BSA ve
d) PGE/PAN+Lag2sFeo7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA i¢in empedans spektrumlari
verilmigtir.

Direng yiikii transfer degeri (Rct), PGE/PAN+Lag 2sFeo.75sFeO3 353 Q olarak
hesaplandi. EIS spektrumlarinda Nyquist grafiklerin yar1 ¢emberlerinin artmasi,
elektrot yiizeyinde bulunan iletken kisimlarin kapanarak yiizeydeki direncin,
dolayisiyla empedansin arttiginin gostergesidir. Sunulan EIS davranisi, Sekil
37A’daki CV verilerinin bulgulariyla tutarlidir. Antikor kaplanmasi sonrasinda akim
yanitinin bir miktar diistiigii ve yarigemberin biraz daha arttig1 goriilmektedir. Son
olarak beklenildigi lizere antijen baglanmasi neticesinde en diisiik akim degerini
gosteren CV voltammogrami elde edilirken, en genis yaricembere sahip EIS
spektrumu bu baglanma sonrasinda elde edildi. Bu kisimda yapilan caligmalar
neticesinde immiinosensoriin hazirlanmasi1 basariyla gerceklestirilebilir ve akim
yanitlarindaki  diisiis  karakterizasyonun saglikli bir sekilde yiiriitiildigiini
gostermektedir. Bundan sonraki optimizasyon ¢aligmalarinda antikor baglanmis olan
elektrot yanitindan antijen baglanmis olan elektrodun yaniti ¢ikartilarak elde edilen
akim farki grafiklere yansitilmistir. Optimum kosullar antikor ile antijenin en iyi

baglanmay1 gosterdigi ortam olacaktir. Bu durum akimdaki diisiisiin yiiksek olmasi
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seklinde gozlenecektir. Nitekim elektrot yiizeyindeki antikorlara baglanma ne kadar

yiiksek olursa elektrot yiizeyinde olusan biyofilm kalinlig1 o kadar yiiksek olacak ve

elektrodun aktif yiizey 6zelligi de

o kadar artacaktir.
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Sekil 37. Immiinosensériin dongiisel voltammogramlar ve elektrokimyasal
empedans spektrumlari

a) PGE /PAN+Lag2sFeo75Fe0s,

b) PGE/PAN+Lao 25Feo.7sFeO3/Anti-CEA,

c)

PGE/PAN+Lao 25 Feo7sFeOs/Anti-CEA/BSA, d) PGE/PAN+Lag2sFeo7sFeO3 /Anti-
CEA/BSA/CEA empedans spektrumlar1 (SmM[Fe(CN)g] >+ iceren 50 mM PBS (
pH 7.4) icerisinde, -0.4 V- +1.0 V, 100 mV s tarama hizinda, frekans: 10* ile 10" Hz

araliginda gerceklestirilmistir.
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3.6. pH Optimizasyonu

pH'nin immiinosensor davranisi tizerindeki etkisi pH 6 (22,363 pA), pH 6,6
(28,596 nA), pH 7 (37,471 pA), pH 7,4 (48,935 nA), pH 7,5 (14,775 pA) ve pH 8 (13
nA) degerleri igin arastirildi. Sekil 38’de pH 6, Sekil 39°da pH 6,6, Sekil 40°da pH
7, Sekil 41°de pH 7,4, Sekil 42°de pH 7,5, ve Sekil 43°de pH 8,0 i¢in antikor ve
antijen iceren elektrotlarin DPV voltammogramlar karsilastirmali olarak verilmistir.
Fizyolojik pH’nin da 7,4 civarinda oldugu goz 6niine alinarak yapilan ¢alismada (Sekil
44°de) pH 7,4’de elde edilen akim yanitinin maksimum oldugu gézlemlenmistir. Bu

pH degeri optimum pH olarak belirlendi ve daha sonraki ¢alismalar igin kullanildu.
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Sekil 38. Immiinosensor pH 6 igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 39. Immiinosensor pH 6,6 igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait

grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 40. Immiinosensor pH 7 igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 41. immiinosensor pH 7,4 igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait
grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 42. Immiinosensér pH 7,5 igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait
grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 43. Immiinosensor pH 8 icin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot

60

Akim (pA)
(5] P n
= o [e=]
1 1 |

]
o
1

pH

Sekil 44. Immiinosensdriin pH 6, pH 6,6, pH 7, pH 7,4, pH 7,5 ve pH 8 araliginda
optimizasyon ¢alismasina ait grafik
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3.7. Sicakhik Optimizasyonu

Inkiibasyon sicakligmin gelistirilen immiinosensériin iizerindeki etkisi, 10 ng /
mL CEA ile 25°C (Sekil 45), 30°C (Sekil 46), 35°C (Sekil 47), 40°C (Sekil 48) ve
45°C’deki (Sekil 49) akim degerleri belirlenmistir. Akim degerleri 25°C (0,743 pA),
30°C (0,8091 pA), 35°C (4,82479 pA), 40°C (2,3984 pA) ve 45°C (2,3957 nA) olarak
tespit edilmistir. Akim farki 35°C'ye kadar artti ve sicaklik 35°C'nin iizerine
cikildiginda akim degerleri sert bir sekilde azaldi (Sekil 50). Bu dogrultuda; 35°C

sicaklig1 bu ¢alisma i¢in optimum c¢alisma sicakligi olarak secilmistir.
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Sekil 45. immiinosensér 25°C igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 46. immiinosensér 30°C icin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 47. Immiinosensor 35°C igin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 48. immiinosensdr 40°C icin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 49. Immiinosensor 45°C icin elektrotlarin DPV voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 50. Iimmiinosensériin 25°C, 30°C, 35°C, 40°C ve 45°C araliginda sicaklik
optimizasyonuna ait optimizasyon grafigi

3.8. Inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu

35 °C'de, pH 7,4 baglanma ortaminda 10 ng/mL CEA c¢ozeltisi igin
immiinokimyasal inkiibasyon siiresinin etkisi arastirildi. Sekil 51'de gosterildigi gibi,
inkiibasyon siiresinin immiinosensoriin akimi tizerindeki etkisi 20 (4,8147 pA), 25
(40,385 pA), 30 (36,117 pA), 35 (19,2628 pA) ve 40 (13,0337 pA) dakika arasinda
arastirildl (Sekil 51-55). Sekil 56°da elde edilen akim farki degerlerinden 25 dakika
inkiibasyon stiresi uygulandiginda maksimum degere ulagmasi ve sonrasinda keskin
bir diisis goriilmesi sonucunda 25 dakika optimum inkiibasyon siiresi olarak

kullanildi.
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Sekil 51. Immiinosensor 20 dk inkiibasyon siiresi i¢in elektrotlarin DPV
voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 52. immiinosensér 25 dk inkiibasyon siiresi i¢in elektrotlarin DPV
voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot

73



40 a
30 -
<
£ 20-
-
<
10
b
0 —
T N T T T T T T T M T T T T T

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
Potansiyel (V)
Sekil 53. Immiinosensor 30 dk inkiibasyon siiresi i¢in elektrotlarin DPV

voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 54. Immiinosensér 35 dk inkiibasyon siiresi igin elektrotlarin DPV

voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 55. immiinosensér 40 dk inkiibasyon siiresi i¢in elektrotlarin DPV

voltammogramlarina ait grafik
a) antikor ve b) antijen igeren elektrot
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Sekil 56. Immiinosensoriin inkiibasyon siirelerinin optimizasyon ¢alismasina ait 20,
25, 30, 35 ve 40 dk’larda ayr1 ayr1 DP voltammogramlarindan elde edilen akimlar
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3.9. immiinosensoriin Analitik Performansi

3.9.1. Analitiksel Karakteristik

Optimum kosullar belirlendikten sonra immiinosensoériin CEA belirleme
duyarliligr incelenmistir. PGE/PAN+LaozsFeo7sFe0s/Anti-CEA  immiinosensoriin
optimum kosullarda bulunan farkli derisimlerde hazirlanan CEA ¢0zeltilerine
daldirilarak elde edilen akim farklanmalar1 hesaplanmistir (Sekil 57). Bu degerler
degisen CEA konsantrasyonlarina karsi grafige gegirilerek immiinosensoriin CEA
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Dogrusal ¢alisma araligi 0,1- 10 ng/mL olarak
bulunmus (R? =0,9984), tayin sinir1 LOD (3s/m)= 1,48 alt tayin smir1 LOQ= 4,494 ve
bagil standart sapma RSD=1,46 (n=5 igin) seklinde hesaplanmistir (Sekil 58).

Anti CEA
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Sekil 57. CEA Immiinosensoriiniin, CEA igin
a) 0,1b)0,5¢c)1d)5e) 10 ng/mL dogrusal araligina ait DPV voltammogramlari
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Sekil 58. CEA’larin farkli derisimleri (0,1-10 ng/mL) i¢in kalibrasyon grafigi

3.10. Hiicre Sonugclar:

Bu caligmada, 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin PGE/PAN,
PGE/PAN/Lap2sFeo7sFeOs modifiye ve antikor/antijen kapli (PGE/PAN/Lag.2s
Feo.7sFe03/Anti-CEA/BSA/CEA) yiizeylere yapismasi degerlendirildi (Sekil 59).
CEA negatif hiicre hatlar1 olarak bilinen RT-4, MDA-MB-231 ve T98G hiicrelerinde
PGE/PAN/Lag 25Feo 75FeOs/Anti-CEA/BSA/CEA iizerindeki hiicre sayisinda azalma
gozlendi. Ancak MCF-7 (CEA pozitif) hiicrelerinde PGE/PAN/Lao.2sFeo.7sFeOs/Anti-
CEA/BSA/CEA yiizeyine yapisan hiicre sayisinin diger hiicre hatlarina gore anlamh
derecede yiiksek oldugu bulundu. Hem PGE/PAN hem de PGE/PAN/La.2sFeo.75FeO3
yiizeylerinde nispeten diisiik sayida MCF-7 hiicresi gosterilmistir. ilging bir sekilde,
PGE/PAN ve PGE/PAN/Lag2sFeo7sFeOs yiizeylerine, MCF-7 hiicrelerine kiyasla
diger hiicre serilerinde belirgin sekilde daha fazla sayida hiicre yapigsmasi gozlendi.
Elde edilen sonuglar, PGE/PAN/Lao.2sFeo.7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA ile islenmis
yizeyin, CEA-pozitif hiicre serisi MCF-7'nin yapigmasimi artirdigt sonucuna

varilabilir.
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Sekil 59. Modifiye ve antikor/antijen kapli ylizey goriintiileri ile hiicre sayilar1 ve

hiicre serileri goriintiiler
A’da 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin PGE/PAN, PGE/PAN/Lao.2s
Feo7sFeO3 modifiye ve antikor/antijen kapli (PGE/PAN/Lag2s Feg7sFeOs/Anti-
CEA/BSA/CEA) yiizey goriintiileri. B’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin
PGE/PAN, PGE/PAN /Lag.25Feo.7sFeO3 modifiye ve antikor/antijen kapli (PGE/PAN/
Lao2sFeo.7sFe03/Anti-CEA/BSA/CEA) yiizeylerde hiicre sayilart ve hiicre serileri
gosterilmektedir.
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Sekil 60. Sitosensoriin dongiisel voltammogramlari
a) PGE/PAN, b) PGE/PAN/MCF-7, c¢) PGE/PAN/Lag2sFeo.7sFeOs/MCF-7, d)
PGE/PAN/Lap.2sFeo.7sFeOs/Anti-CEA /BSA/CEA/MCF-7 voltammogramlar (5 mM
[Fe(CN)s] >*) iceren 50 mM PBS ( pH 7,4) igerisinde, 100 mV s? tarama hizinda
gerceklestirilmistir.)

MCF-7  hiicre hattinin PGE/PAN, PGE/PAN/Lag2sFeo7sFeOs  ve
PGE/PAN/Lap 25Feo 75FeOs/Anti-CEA/BSA/CEA modifiye elektroduna ait dongiisel
voltammogramlar1 Sekil 60’da verilmistir. Sekil 60a’da PGE/PAN yalin modifiye
elektrodunun akim yanitinin en yiiksek oldugu goériilmektedir. Sekil 60b’de PGE/PAN
modifiye eletroduna MCF-7 hiicre immobilizasyonunda akim yamti disisi
gozlemlenmistir. Sekil 60c’de PGE/PAN/Lao 25Feo0.7sFeO3 modifiye eletrodun MCF-7
hiicre immobilizasyonunda ise akim yanitimin  arttirdigi  goriilmektedir.
PGE/PAN/Lap2sFeo7sFeOs/MCF-7  modifiye  sitosensorin -~ PGE/PAN/MCF-7
modifiye sitosensoriine gore akim yanitinin arttigi, bu artisin Lag2sFeo75FeOs
nanopargacik kaynakl oldugu tespit edilmistir. Sekil 60d’de
PGE/PAN/Lap 25Feo.7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA modifiye immiinosensoriine MCF-7
hiicresi immobilizasyonunda akim yanitinda fark edilebilir bir diislis gézlemlenmistir.
Bu durum antikor-antijen etkilesiminin saglikli bir sekilde gergeklestigini ve ayni

zamanda hiicre hattinin baglanmasiyla akim yanitinin diistiigiinii gostermektedir.
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Sekil 61. Sitosensoriin elektrokimyasal empedans spektrumlari
a) PGE/PAN, b) PGE/PAN/MCF-7, c) PGE/PAN/Lag2sFeo7sFeOs/MCF-7, d)
PGE/PAN/Lap 25Feo.7sFeOs/Anti-CEA /BSA/CEA/MCF-7 empedans spektrumlart (5
mM [Fe(CN)s] ) igeren 50 mM PBS ( pH 7.4) igerisinde, frekans: 10* ile 10" Hz
araliginda gergeklestirilmistir.

MCF-7 hiicre hattinin PGE/PAN, PGE/PAN/MCF-7, PGE/PAN/Lap2s
Feo.7sFeO3 ve PGE/PAN/Lao 25Feo.7sFeOz/Anti-CEA/BSA/CEA modifiye elektroda
ait empedans spektrumlari Sekil 61°de verilmigtir. Burada PGE/ PAN/Lao.2s5Feo.7s
FeOs/MCF-7 akim yanitin1  arttirirken  PGE/PAN/Lag2sFeors  FeOs/Anti-
CEA/BSA/CEA/MCEF-7 modifiye elektrot akim yanitini azalttigi
gozlemlenmistir. Burada maksimum elektron iletimi saglanan PGE/PAN modifiye
elektrodun mor renkli spektrumunda en yiiksek egimli dogrusal kisim elde edilmistir.
(Sekil 61a). PGE/PAN/MCF-7 modifiye elektroda ait spektrumda ise PGE/PAN
modifiye elektroda gore yaricap1 daha yiiksek bir gember elde edilmistir (Sekil 61b).
PGE/PAN/Lap 2sFeo7sFeOs/MCF-7  modifiye  elektrotta ise  Lao2sFeo.7sFeOs
nanopargaciktan kaynakli olarak akim yanitinin arttig1 dolayisiyla modifiye elektroda
ait daha yiiksek egimli dogrusal bir grafik elde edilmistir (Sekil 61c). Modifiye
elektrodun CEA ile muamelesi sonunda elde edilen PGE/PAN/ Lao 2sFeo.7sFeOs/Anti-
CEA/BSA/CEA/MCF-7 modifiye immiino-sitosensor en diisiik egimli dogrusal kismi
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olan spektrumu olusturmustur (Sekil 61d). Bu durum antikor-antijen etkilesiminin
saglikli bir sekilde gergeklestigini ayn1 zamanda hiicre hattinin baglanmasiyla akim

yanitinin distiigii gézlemlenmistir.
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Sekil 62. Sitosensoriin dongiisel voltammogramlari
a) PGE/PAN/Lao.2sFeo.7sFeO3/Anti-CEA/BSA/CEA, b) PGE/PAN/Lao.2sFeo.75Fe03/
Anti-CEA/BSA/CEA/MDA-MB-231, c) PGE/PAN/Lao 2sFeq.75sFeO3/Anti-CEA/ BSA
ICEA/T98G, d)PGE/PAN/Lag 2sFeq.75FeO3/Anti-CEA/BSA/CEA/MCF-7 voltammog
ramlar (5 mM [Fe(CN)s] ) iceren 50 mM PBS (pH 7,4) igerisinde, -0.4 V- +1.0 V,
100 mV s tarama hizinda gergeklestirilmistir.

Sekil 62’de nanopargacik modifiye immiino-sitosensdre ait dongiisel
voltammogramlar verilmistir. Bu tez calismasinda MCF-7, MDA-MB-231, T98G
hiicre hatlar1  kullanildi. MCF-7, MDA-MB-231, T98G herbir hiicre
hattinin PGE/PAN/Lag 2sFeo.75 FeO3/Anti-CEA/BSA/CEA modifiye immiinosensore
ait voltammogram grafiklerinin karsilastirilmast Sekil 62°de verilmistir. Sekil
62a’da PGE/PAN/Lag.25 Feo.7sFeOz/Anti-CEA/BSA/CEA modifiye immiinosensoriin
akim yanitinin Sekil 62b’de PGE/PAN/Lao.25 Feo.7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA/MDA-
MB-231 immiino-sitosensoriin akim yanitinin en yiiksek oldugu goriilmektedir. Sekil
62b’de PGE/PAN/Lao 25Feo.75Fe03/Anti-CEA/BSA/CEA/MDA-MB-231  immiino-
sitosensor, akim yanitim arttirirken Sekil 62c¢’de PGE/PAN/Lag 2sFeq 75sFeOs/Anti-
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CEA/BSA/CEA/T98G modifiye immiino-sitosensdr ise akim yanitini azaldigi
gozlemlenmistir.  Sekil 62d‘de PGE/PAN/Lao. 2s5Feo.7sFeO3/Anti-CEA/BSA/CEA/

MCF-7 immiino-sitosensoriin akim yanitinin en diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 63. EIS karakterizasyonuna ait empedans spektrumlari
a) PGE/PAN/Lao.2sFeo.7sFeO3/Anti-CEA/BSA/CEA, b) PGE/PAN/Lao.2sFeo.75Fe03/
Anti-CEA/BSA/CEA/MDA-MB-231, ¢) PGE/PAN/Lao 2s5Feo.75sFeO3/Anti-CEA/BSA
ICEA/T98G, d)PGE/PAN/Lag 2sFeq 75FeO3/Anti-CEA/BSA/CEA/MCF-7 empedans
spektrumlar1 (5 mM [Fe(CN)s] >7*) igeren 50 mM PBS ( pH 7.4) igerisinde, -0.4 V-
+1.0 V, 100 mV s! tarama hizinda, frekans: 10* ile 10! Hz arahgnda
gerceklestirilmistir.

Sekil 63’te  nanoparcacitk modifiye immiino-sitosensor elektrodun
elektrokimyasal empedans spektrumlarina ait goriintiiler1 verilmistir. Bu tez
calismasinda MCF-7, MDA-MB-231, T98G hiicre hatlar1 kullanildi. MCF-7, MDA-
MB-231, T98G herbir  hiicre hattinin PGE/PANY/Lag 25Feo.75sFeO3/Anti-
CEA/BSA/CEA modifiye elektroda ait empedans grafiklerinin karsilastirilmasi Sekil
63’te verilmistir. Sekil 63a’da PGE/PAN/Lao 25Feo.75Fe03/Anti-CEA/BSA/CEA
modifiye immiinosensoriin Nquist egrisinin en yiiksek dogrusal kisima sahip oldugu
goriilmektedir. Sekil 63b, 63c, 63d’de seklinde nquist egrisinin en yiiksekden en

diisiige dogru dogrusallligin azaldig1 gozlemlendi.
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Sekil 64. Sitosensoriin dongiisel voltammogramlari
a) PGE/PAN/MCF-7, b) PGE/PAN/MDA-MB-231, c) PGE/PAN/T98G
voltammogramlar (5 mM [Fe(CN)s] >+ iceren 50 mM PBS ( pH 7.4) igerisinde, 100
mV s tarama hizinda gergeklestirilmistir.)

Sekil 64’te nanopargacik modifiye elektrodun dongiisel voltammogramlarina
ait goriintiileri verilmistir. Bu tez calismasinda MCF-7, MDA-MB-231, T98G hiicre
hatlar1 kullanildi. MCF-7, MDA-MB-231, T98G herbir hiicre
hattinin PGE/PAN modifiye  elektroda  ait  voltammogram  grafiklerinin
karsilastirilmas: Sekil 64’te verilmistir. Sekil 64a’da PGE/PAN/MCF-7 modifiye
sitosensoriin -~ akim  yanitinin  en  ylksek oldugu goriilmektedir.  Sekil
64a’da PGE/PAN/MCF-7 modifiye sitosensoriin akim yanitin1 arttirirken  Sekil
64b’de PGE/PAN/MDA-MB-231  modifiye sitosensoriin  ise akim  yanitini
azalttigr gézlemlenmistir. Sekil 64b’de PGE/PAN/MCF-7 modifiye sitosensor, akim
yanitint arttirirken Sekil 64c’de PGE/PAN/T98G modifiye sitosensoriin ise akim

yanitini azalttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 65. Sitosensoriin elektrokimyasal empedans spektrumlari
a) PGE/PAN/MCF-7, b) PGE/PAN/MDA-MB-231, c¢) PGE/PAN/T98G empedans
spektrumlar (5 mM [Fe(CN)s] >7#) iceren 50 mM PBS ( pH 7.4) igerisinde, -0.4 V-
+1.0 V, 100 mV s! tarama hizinda, frekans: 10* ile 10 Hz arahginda
gerceklestirilmistir.

MCF-7, MDA-MB-231, T98G herbir hiicre hatlarinin modifiye elektroda ait
elektrokimyasal —empedans spektrumlart  Sekil 65°de  verilmigstir.  Sekil
65a’da PGE/PAN/MCF-7 modifiye elektrodun akim yaniti artarken Sekil
65c’de PGE/PAN/T98G  modifiye  elektrodunun  akim  yanitin1  azalttigi
gbzlemlenmistir. Burada en igteki yaricember maksimum elektron iletimi saglanan
Sekil 65a’da PGE/PAN/MCF-7 modifiye sitosensore aittir. Daha  sonraki
yarigember MDA-MB231 immobilize edilmis Sekil 65b’de PGE/PAN/MDA-MB231
modifiye sitosensor ait Nquist egrisi elde edilmistir. Modifiye sitosensor T98G ile
muamelesi sonunda elde edilen Sekil 65¢’de PGE/PAN/T98G modifiye sitosensor en

biiyiik yaricapl yarigemberi vermistir.
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Sekil 66. Sitosensoriin dongiisel voltammogramlari
a) PGE/PAN/Lag2s Feo7sFeOs/MCF-7, b) PGE/PAN/Lag.2sFeo7sFeOz/MDA-MB-
231, ¢) PGE/PAN/Lap 2sFeo.7s FeO3 /T98G voltammogramlar (5 mM [Fe(CN)s] *74)
iceren 50 mM PBS ( pH 74) igerisinde, 100 mV s?! tarama hizinda
gergeklestirilmistir.)

Sekil 66°da nanoparcacik modifiye elektrodun dongiisel voltammogramlarina
ait gorlntiileri verilmistir. Bu tez ¢calismasinda MCF-7, MDA-MB-231, T98G hiicre
hatlar1 kullanildi. MCF-7, MDA-MB-231, T98G herbir hiicre
hattinin PGE/PAN/Lao 2sFeo.7sFeO3 modifiye elektroda  ait  voltammogram
grafiklerinin karsilastirilmas1 Sekil 66’da verilmistir. Yapiya hiicre baglandiginda
sitosensoriin daha farkli bir akim yanit1 verdigi goriillmektedir. MCF-7, MDA-MB-
231, T98G herbir hiicre hattinin PGE/PAN modifiye sitosensore ait voltammogramlari
Sekil 66’da verilmistir. Burada Sekil 66a’da PGE/PAN/Lag 25Feg.75sFeO3s/MCF-7
modifiye sitosensor akim yanitim1 arttirrcken  Sekil  66¢’de PGE/PAN/Lao.2s
Feo7sFe03/T98G modifiye sitosensoriin ve Sekil 66b’de PGE/PAN/Lao.2sFeo.75
FeOs/MDA-MB-231 modifiye sitosensoriin akim yanitini azalttigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 67. EIS karakterizasyonuna ait empedans spektrumlari
a) PGE/PAN/Lao.25Feo.7sFe03/MCF-7, b) PGE/PAN/Lao.2s Feo.7sFeOs/MDA-MB-231,
c) PGE/PAN/Lag 2sFeq75Fe03 /T98G ait empedans spektrumlart (5 mM [Fe(CN)g]
3747 iceren 50 mM PBS ( pH 7.4) igerisinde, -0.4 V- +1.0 V, 100 mV s? tarama
hizinda, frekans: 10* ile 10! Hz araliginda gergeklestirilmistir.

MCF-7, MDA-MB-231, T98G herbir hiicre
hattinin PGE/PAN/Lag 25 Feo 7sFe03 modifiye elektroda ait elektrokimyasal empedans
spektrumlart  Sekil 67’de verilmistir. Burada Sekil 67a’da PGE/PAN/Lao 25
Feo7sFeOs/MCF-7  modifiye sitosensor akim  yamitini  arttirirken — Sekil
67c’de PGE/PAN/Lao2sFe0.7sFe03/T98G  modifiye sitosensoriin - akim  yanitini
azalttigr gozlemlenmistir. Burada en icteki yarigember maksimum elektron iletimi
saglanan Sekil 67a’da PGE/PAN/La.2sFeo 7sFeOs/MCF-7 modifiye sitosensdre aittir.
Daha sonraki yarigember MDA-MB-231 immobilize edilmis Sekil 67b’de PGE/PAN/
Lao.2sFeo.7sFeOs/MDA-MB-231 modifiye sitosensore ait yarigapt daha yiiksek bir
cember elde edilmistir. Modifiye elektrodun T98G ile muamelesi sonunda elde
edilen Sekil 67c’de PGE/PAN/Lao.2sFeo.7sFeO3/T98G modifiye sitosensor en biiyiik

yaricapli yarigemberi vermistir.
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3.11. Secimlilik ve Kararhhk

Secimlilik ve kararlilik gelistirilmis immiinosensoriin se¢imliligini incelemek
lizere alman insan serum igerisinde CEA ile es zamanli ve es derisimli (10 ng/ml)
olarak muhtemel girisimci ajanlardan askorbik asit ve dopamin ¢ozeltileri eklenmistir.
Serum antijen dopamin Askorbik asit igeren ¢ozeltide %2’lik bir azalma, serum antijen

Askorbik asit igeren ¢ozeltide ise %8’lik bir azalma, gozlemlenmistir.
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Sekil 68. Elektrodun uzun vadeli kararliligi (n = 3)

Gelistirilen elektrodun kararliliginin degerlendirilmesi, DPV dl¢limlerinden
elde edilen akim degerleri kullanilarak 15 giin boyunca her giin gerceklestirilmistir. 1,
3, 7 ve 15 giinliik sonuglar Sekil 68'de verilmistir. Biyosensoriin ilk tepkisini 1. Giinde
% 0,01 3. giinde %1, 7. giinde %1 ve 15. glinde %1 oraninda azalma goériilmiistiir.
Gelistirilen biyosensor kullanilmadigi zamanlarda buzdolabinda 4 °C'de muhafaza
edilmistir. Elektrodun ¢ok iyi bir uzun vadeli stabiliteye sahip oldugu sonucuna
varilmistir. RSD degerleri sirasiyla hesaplandi ve 15. giinde (n = 3) % 6,48 olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 69. Tiim girisimci ajanlarin CEA immiinosensdriin yanitlarina ait
DPVvoltammogramlar grafigi

CEA igin gelistirilmis immiinosensoriin  se¢imliligini incelemek iizere
hazirlanan ¢ozeltiye CEA ile es zamanlh ve es derisimli (10 ng/mL) olarak tiim
girisimci ajanlardan dopamin ve askorbik asit ilave edilerek ¢aligmalar yiiriitilmustiir.
Sekil 69’daki veriler gbz Oniinde bulunduruldugunda tiim girisimcilerin CEA
belirlenmesinde agik bir sekilde farkedilebilir bir etki meydana getirmemis olmasi
antijen-antikor arasindaki immiinoreaksiyonun seg¢imliliginin makul bir seviyede

oldugu tespit edilmistir.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda PGE/PAN+Lao.2sFeo.7sFeO3 modifiye elektrodu iizerine
anti-CEA immobilize edilerek CEA tespitinde kullanilmak {izere yeni ve duyarli bir
immiinosensor gelistirilmistir. Bir diger asama ise SitosensOr agamasi; RT-4, MDA-
MB-231 ve T98G hiicrelerinde PGE/PAN/Lag.2sFeo.7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA
tizerindeki hiicre sayisinda azalma gozlenitken, MCF-7 hiicrelerinde ise
PGE/PAN/Laop 25 Feo.7sFeO3/Anti-CEA/BSA/CEA yiizeyine yapisan hiicre sayisinin
diger hiicre hatlarina gore anlamli derecede yiiksek oldugu goézlemlendi.
Elektrokimyasal ¢alisma sonuglarinda elektrokimyasal yanitlarin hiicre sonuglari ile
etkilestigi  goriilmiistiir. PGE/PAN/Lao 2sFeo7sFeO3z modifiye elektrotlar  akimi
arttirmustir. Ancak PGE/PAN/Lag 25 Feo.75sFeO3z/Anti-CEA/BSA/CEA modifiye olunca
baglanma farklanmalarinin olustugu gézlemlenmistir.

Hem PGE/PAN hem de PGE/PAN/Lao.2sFeo.7sFeOs yiizeylerinde nispeten
diisiik sayida MCF-7 hiicresi gosterilmistir. Normalden farkli bir sekilde, PGE/PAN
ve PGE/PAN/Lap2sFeo 7sFeOs yiizeylerine, MCF-7 hiicrelerine kiyasla diger hiicre
serilerinde belirgin bir sekilde daha fazla sayida hiicre yapismasi gézlendi. Elde edilen
sonuglardan, PGE/PAN/Lao 2sFeo.7sFeOs/Anti-CEA/BSA/CEA ile islenmis yiizeyin,
CEA-pozitif hiicre serisi MCF-7'nin yapismasini artirdigi sonucuna varilabilir.
Bilesigin XRD sonucu incelendiginde yapinin perovskite yapiya sahip oldugu fakat
yapida ayrica Fe2Os, Fe3O4 ve Laz03 safsizlik fazlarinin oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde CEA immiinosensorleri iizerine yapilmig ¢aligmalara ait veriler
Tablo 6'da verilmistir. Tablo 3'de verilen ¢alismalar incelendiginde {istiin iletken
malzemelerle modifiye edilmis elektrotlar kullanildigi goriilmektedir. Bu tez
caligmasinda tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar (PGE) iki boyutlu malzemeler ile
modifiye edilerek kullanildi ve istiin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile elektrot
malzemelerinin duyarliligini arttirdigr tespit edildi. Giinlimiizde yaygin olarak
kullanilan ELISA dahil olmak iizere diger CEA immiinosensorler ile elde edilen LOD
degerleri de bu calismada tespit edilen degerden daha yiiksek oldugu saptanmuistir.
Bununla birlikte, bu tez c¢alismasinda kullanilan yontem, maliyeti yiiksek
nanomalzemeler veya kapsamli elektrot yiizey modifikasyonlar1 icermemekte ve bu
yontemin literatiirdeki ¢aligmalara kiyasla daha genis bir dogrusal aralik gosterdigi

goriilmektedir.
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Tablo 3. Gelistirilen immiinosensoriin 6nemli analitik parametrelerinin diger
elektrokimyasal CEA immiinosensorleri ile karsilagtirilmasi

Algillama Matrisi Metodoloji RSD LOD Referans
(Dogrusal (Tayin
arahk) Simir
Araligy)
AgNPs-rGO modified-SPEs Donitistimlii 500-4000 42,0 Lee vd.,
Voltammetri (CV) ng/ mL ng/mL 2017
GR/MBs-Abl/CEA/ADb2- Doéniigtimlii 560ng/mL 50ng/mL Jinvd,
AUNPs-HRP Voltammetri (CV) 2014
pFTO/hCCI/CEA-APBA) Elektrokimyasal 25ng/mL- 3,0ng/mL Trutave
Impedans 1500 ng/mL Salesa,
Spektroskopisi 2019
(EIS) ve
Dontistimlii
Voltammetri (CV)
PEDOT:PSS/Ag/ anti-CEA Elektrokimyasal 6-20 ng/mL 2,68 Kumar vd.,
Impedans ng/mL 2016
Spektroskopisi
(EIS)
Carbon electrod/AuNPs Dogrusal Tarama 15-100 4,4ng/mL  Marques
Voltammetrisi ng/mi vd., 2014
(LSV)
HRPConA/CEA/MCH-Apt/gold Déniistimlii 5-40 ng/mL  3,4ng/mL Wang vd.,
Voltammetri (CV) 2017
TMB*%/AuNPs/ Anti-CEA-HRP/ Geleneksel ~0,075 2,5ng/mL  Mavd.,
Immiinolojik Test ng/mL 2017
Yontemi
SPES/Ag/tPSA Amperometrik 5-100 1,86 Biscay vd.,
Yo6ntem ng/mL ng/mL 2015
GSPEs/AuNPs/Anti-HER?2 Elektrokimyasal 0-40 6,0 ng/mL  Ravalli vd.,
Impedans ng/mL 2015
Spektroskopisi
(EIS) Déniigiimlii
Voltammetri (CV)
Auwsilicon chip Elektrokimyasal 2,5-250 >8 Wang vd.,
Impedans ng/mL 2010
Spektroskopisi
(EIS)
Differansiyel Puls 0,1-10 1,48 Bu ¢alisma
PGE/PAN+Lag 2sFeo,71sFeOs/Anti- Voltammetrisi ng/mL ng/mL

CEA/BSA/CEA

(DPV)

[LOD = 3 x (koér numunenin standart sapmasi) / (kalibrasyon egimi)], n=3 6l¢iim i¢in kdr numunenin

standart sapmasi1 hesaplandi]

[%RSD = [(1 ng/mL CEA standart sapmasi) / (akim 6l¢iimlerinin ortalamasi)]x100, n=3 6l¢iim i¢in 1
ng/mL CEA standart sapmas1 hesaplandi]

Bu ¢alismada kanserin teshis ve tanisinda yardimci olabilecek, kararli, saglam

ve emsal teskil edecek calismalarla kiyaslandiginda umut vaat edici, kolay ve duyar

bir immiino-sitosensor gelistirilmistir.
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4.1. Oneriler

Kanser tanisinda pek ¢ok tedavi seceneklerinin sunuldugu giiniimiizde, sirali
tedavi sistemleri ile ilerlemis veyahut metastatik kanser hastalar1 i¢in dogru tedavinin
secilmesini kolaylagtirict ve yonlendirici biyolojik belirteclerin ¢alisilmasi 6nem
tasimaktadir.

Bu tez calisgmasinda CEA analizi ile gergeklestirilen 0,1-10 ng/ml LOD
seviyesi elde edildi. Cok daha iyi LOD seviyesi ile birgok ¢alisma olmasina ragmen
bu calismada elde edilen LOD degeri daha dnce yapilanlardan daha iyi sonuglar
sunmustur. Ayrica; tekrarlanabilirlik, kararlilik, immiinosensor sonuglarinin stabilitesi
ve segiciligi tatmin edicidir. Gelecekteki ¢aligmalar i¢in gelistirilen immiino-sitosensor
farkli biyobelirteclere ve farkli yontemlerle zenginlestirerek diger birgok
elektroanalitik caligmalara onciiliik edecegi diistiniilmektedir.

RT-4 hiicre ile elektrokimyasal olarak yanit alinamadigi i¢in degerlendirme
yapilamamistir. Ancak CEA negatif hiicre hatlari olarak bilinen RT-4 {izerindeki hiicre
sayisinda azalma gozlemlendigi i¢in bu hiicre hatt1 i¢in elektrokimyasal agidan
degerlendirme yapilamamustir.

Bu hiicre igin ilerleyen caligmalarda etiketleme yapilarak elektrokimyasal

Olctimlerle yeni elektrotlar gelistirebilir.
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