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OZET

KARBON NANOFIBER TEMELLI KOMPOZITLERE DAYALI
ELEKTROKIMYASAL APTASENSORLERIN GELISTIRILMESI VE
UYGULAMALARI

MARAL, Meltem

Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damigmant: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN

Temmuz 2022, 69 sayfa

Calismamizda oncelikle karbon nanomalzeme temelli tek kullanimlik kalem grafit
elektrotlar (PGE) gelistirilip ve optimize edilerek, ardindan aktive edilmis protein C (APC)'ye
hedefli DNA aptameri ile APC'nin etkilesimine dayali elektrokimyasal aptasensor gelistirildi.
Bu kapsamda, kalem grafit elektrot yiizeyleri karbon nanofiber (CNF) ve iyonik sivi (IL)
nanokompoziti ile modifiye edilerek CNF-IL modifiye edilmis tek kullanimlik grafit elektrotlar
(CNF-IL/PGE) hazirlandi. CNF-IL/PGE elektrotlarin mikroskobik ve elektrokimyasal

karakterizasyonuna yonelik deneyler gerceklestirildi.

Tez caligmamizda, APC'ye spesifik DNA aptamer (DNA-Apt) kullanilarak APC-
aptamer ile etkilesimi ¢ozelti fazinda gergeklestirildi. APC’nin elektrokimyasal tayininde CNF-
IL/PGE elektrotlar ile elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) yontemi kullanildi.
Boylece, APC'yi spesifik ve duyarli bir sekilde algilayacak aptamerlere dayali bir yontem
karbon nanomalzeme temelli elektrotlar kullanilarak gelistirildi. APC’ye spesifik DNA
aptamerin hedefi olan APC ile etkilesiminin yanisira aptamer-antidot ¢ifti (AD22) ile APC
etkilesimi gelistirilen CNF-IL/PGE kullanilarak impedimetrik yontem ile arastirildi.

Aptamer ile etkilesimi sonrasinda APC'nin hizli, giivenilir ve sec¢imli sekilde
impedimetrik tayinini miimkiin kilacak CNF-IL temelli aptasensor teknolojisi ilk defa
gelistirildi. Tez kapsaminda elde edilen c¢iktilar benzer biyomolekiiler etkilesimlerin hizli ve
giivenilir gekilde duyarli ve se¢imli tayinini miimkiin kilacak yeni aptasensorlerin

gelistirilmesine model olacaktir.

Anahtar sozciikler: Karbon nanofiberler; iyonik sivi; Aktive edilmis protein C;

elektrokimyasal empedans spektroskopisi; aptasensorler
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DEVELOPMENT AND APPLICATIONS OF ELECTROCHEMICAL
APTASENSORS BASED ON CARBON NANOFIBER COMPOSITES

MARAL, Meltem
MSc in Material Sciences and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN
July 2022, 69 page

In this study, carbon nanomaterial-based disposable pencil graphite electrodes (PGE)
were firstly developed and optimized. Accordingly, these electrodes were applied for the
detection of interaction of activated protein C (APC) with its DNA aptamer. In this context,
CNF-IL modified disposable graphite electrodes (CNF-IL/PGE) were prepared by modifying
the surface of pencil graphite electrode with carbon nanofiber (CNF) and ionic liquid (IL)
nanocomposite. The experiments for microscopic and electrochemical characterization of CNF-

IL/PGE electrodes were then carried out.

In this study, interaction between APC and its aptamer was performed in solution phase
using APC-specific DNA aptamer (DNA-Apt), and electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) method was used in combination with CNF-IL/PGE in order to monitor the detection of
biointeraction. The interaction of APC with its DNA aptamer as well as the interaction of APC
with aptamer-antidote pair (AD22) were performed in solution phase and then impedimetric

detection was performed by using CNF-IL/PGE.

CNF-IL-PGE was used for the first time in the literature to detect impedimetrically the
interaction of APC with its DNA aptamer, which will enable rapid, reliable and selective
determination of APC in solution phase. The results obtained within the scope of the study will
be a model for the development of new aptasensors that will provide the rapid and reliable

sensitive and selective detection of similar biomolecular interactions.

Keywords: Carbon nanofibers; ionic liquid; Activated protein C; electrochemical

impedance spectroscopy; aptasensors
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Tez calisgmam kapsaminda, degerli danismanim Sayin Prof. Dr. Kadriye Arzum
ERDEM GURSAN’mn bu alandaki engin bilgi ve tecriibelerinden yararlanarak, lisans
O0grenimim boyunca ilgi duydugum elektrokimyasal aptasensélerin gelistirilmesine yonelik
caligsmalara yer vermeme olanak sagladigi i¢in tesekkiirlerimi sunarim. Son 20 yilda karbon
nanomalzeme ile modifiye edilerek gelistirilen elektrotlar yeni yiizeyler, daha segici ve
hassas analizleri miimkiin kilan aptamer tabanli biyosensor teknolojisi gelistirmek icin
miikemmel bir ortam sunmustur. Tez ¢alismamizda karbon nanofiber-iyonik sivi kompozit
temelli tek kullanimlik grafit elektrotlar gelistirilerek aptamerlere dayali elektrokimyasal

protein analizinde uygulamalar1 ger¢eklestirilmistir.
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1.GIRIS

Biyosensorler, elektrotlarin  ylizeyindeki biyokimyasal reaksiyonu izlemek igin
tasarlanmistir ve algilama elemanlari olarak cesitli biyomolekiiller kullanilmistir. Biyosensorler
biyo-afinite ve biyo-katalitik siire¢ler olmak iizere iki temele dayanmaktadir. Bir biyosensoriin
tasariminda farkli tipte biyoreseptor molekiilleri (proteinler, dogal ve yapay niikleik asitler,
karbonhidratlar vb.), bunlarin kombinasyonlar1 ve makromolekiiler diizenekler ve hatta tiim

hiicreler veya doku pargalar1 kullanilabilir.

Protein C (PC), asir1 pihtilasmanin 6nlenmesi i¢in antikoagiilan mekanizmaya katilan bir
zimojen proteindir. PC'de ciddi eksiklikler ven6z tromboz veya neonatal purpura fulminans ile
iligkilidir. Aktive edilmis protein C (APC), PC yolunun anahtar enzimidir. APC, aktif olmayan
onctl protein C'den tiireyen bir serin proteaz olup Va ve VlIlla faktorlerini etkisiz hale getirerek
giiclii bir dogal antikoagiilan gorevi goriir. APC’nin terapotik kullanimi siddetli sepsiste ve
onemli bir inflamasyon bileseni olan ¢esitli hastaliklarda degerlendirilmektedir. PC ve APC'nin
obezite, pnomoni, yaygin damar i¢i pihtilasma, sepsis, kronik bobrek yetmezligi, vb. gibi

bozukluklarda potansiyel bir roliinii ortaya koyuldugu ¢alismalar mevcuttur.

Kontrolsiiz iltthaplanma ve pihtilagma, sepsisin iki ayirt edici 6zelligidir. Endojen protein
C ve APC azalmasi ile sepsiste hastaligin seyrinin kétiilesmesi arasinda bir iliski oldugunun
kesfedilmesinden sonra, bu hastalarin tedavisinde kullanilmak {izere rekombinant insan APC
(rhAPC) gelistirilmistir. APC, protein S’ye baglanarak daha fazla trombin olusumunu 6nlemek
tizere faktdr Va ve VIIIa’ y1 inhibe eder ve bdylece kanin pihtilagsmasini diizenler. Bu nedenle,
plazmada dolasan APC'yi 6lgmek icin uygulanacak bir yontem tedavinin izlenebilirligi
acisindan olduk¢a 6nemlidir (Hamedani et al.,, 2016; Colin ve Annane, 2008; Gruber and
Griffin, 1992; Katsuura et al., 1996; Mezzano et al., 2001; Oto et al., 2020; Ruf, 2010; Sola et
al., 2009). Bu kapsamada APC’ye spesifik aptamerlere dayali biyosensorlerin literatiirde
uygulamalar1 mevcuttur (Erdem et al., 2014a; Erdem and Congur, 2014a, 2014b, 2014c;
Hosseini Ghalehno et al., 2019; Koyun et al., 2019). Dolayisiyla tez calismasinda 6zellikle
sepsis tedavisinde kullanilan aktive edilmis protein C (APC)’ye spesifik aptasensor

gelistirilmesi ve uygulamalar1 hedeflenmistir.

Tez calismasinda Oncelikle karbon nanomalzeme temelli tek kullanimlik elektrotlar

gelistirilmis ve optimize edilmis, ardindan APC'ye hedefli DNA aptameri ile APC'nin



etkilesimine dayali elektrokimyasal aptasensor uygulamalari gerceklestirilmistir. Bu kapsamda,
elektrokimyasal analizleri yapacagimiz elektrot ylizeyi karbon nanofiber (CNF) ve iyonik siv1
(IL) nanokompoziti ile modifiye edilmis ve CNF-IL modifiye tek kullanimlik grafit elektrotlar
(CNF-IL/PGE) hazirlanmistir. Hazirlanan CNF-IL/PGE elektrotlarin  mikroskobik ve
elektrokimyasal ylizey karakterizasyonu gerceklestirilmistir. APC ve APC'ye spesifik DNA
aptamerin farklt konsantrasyonlarda ¢o0zelti fazinda etkilesimine yonelik deneysel
parametrelerin incelenmesinin yani sira, etkilesim siiresi ve Ol¢iim yontem kosullarinin

optimizasyonu arastirilmistir.

DNA aptameri varliginda APC’nin hizli, gilivenilir ve se¢imli sekilde impedimetrik
tayinini miimkiin kilacak tek kullanimlik CNF-IL temelli elektrotlarin gelistirilmesi ve APC
tayinine yonelik uygulamalari tez kapsaminda hedeflenmis olup, tez ¢alismasinda gelistirilen
APC aptasensor teknolojisinin benzer biyomolekiiler etkilesimlerin hizli ve giivenilir sekilde
duyarli ve se¢imli tayinini miimkiin kilacak yeni aptasensor calismalarina da yon vermesi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Elektrokimyaya Giris

Elektrokimya, kimya biliminin bir alt dal1 olup elektronik bir iletken (metal, grafit, veya
yari iletken) ile iyonik bir iletken (elektrolit) arayiizeyinde gerceklesen reaksiyonlar1 inceler.
Bu alanin biiyiik bir kismu, bir elektrik akiminin gegisinin neden oldugu kimyasal degisiklikler
ve kimyasal reaksiyonlar ile elektrik enerjisinin iiretilmesinin incelenmesiyle ilgilidir.
Elektrokimya, ¢ok ¢esitli alanlar1 (6rnegin, elektroforez ve korozyon), cihazlari (elektrokromik
ekranlar, elektroanalitik sensorler, piller ve yakit hiicreleri) ve teknolojileri (metallerin

elektrokimyasal yolla kaplanmas1 vs.) kapsar (Bard et al., 2022).

Elektrokimyasal sistemlerde, elektriksel iletken olan bir elektrot ve iyonik bir iletken olan
elektrolit fazlar arasindaki arayiiz boyunca yiikiin taginmasini etkileyen siiregler ve faktorler
incelenir. Yik, elektronlarin hareketi ile elektrot araciligiyla taginir. Temel elektrot

malzemeleri:

v" Kat1 metaller; Pt, Au,
v" Sivi metaller; Hg, amalgamlar

v" Yari iletkenler; indiyum-kalay oksit, Si,
seklindedir.

Elektrolit fazinda yiik, iyonlarin hareketi ile taginir ve en sik kullanilan elektrolitler, su
veya susuz bir ¢oziicii iginde H, Na" gibi iyonik tiirler igeren sivi ¢ozeltilerdir (Bard et al.,

2022).

Elektrokimyasal hiicre ortaminda maddenin elektrot yiizeyine aktarilmasi iyonik gog¢
(migrasyon), konveksiyon (karigtirma) ve diflizyon olmak iizere ii¢ farkli sekilde
gerceklesmektedir. Elektrokimyasal hiicredeki anot ile katot arasindaki gerilim farkinin
olusturdugu elektriksel alanin etkisiyle iyonlar ters yiklii elektrotlara dogru hareket etme
egilimine girerler. Boylece iyonik gé¢ denilen olayla madde aktarimi ger¢eklesir. Konveksiyon,
cozeltinin karistirildigi durumlarda elektrot araylizeyine madde aktarimi olan diger bir

yontemdir (Skoog ve ark., 1996).



Bir hiicrede meydana gelen genel kimyasal reaksiyon, iki elektrottaki gercek kimyasal
degisiklikleri tanimlayan iki bagimsiz yar1 reaksiyondan olusur. Her bir yar1 tepkime (ve
dolayisiyla elektrotlarin yakinindaki sistemin kimyasal bilesimi), ilgili elektrottaki arayiizey

potansiyel farkina tepki verir (Bard et al., 2022).

Referans elektrotlar; Uluslararasi kabul gérmiis ilk referans elektroda, standart hidrojen

elektrotu (SHE) veya normal hidrojen elektrotudur (NHE). Denge reaksiyonu asagidaki gibidir;
2H" +2¢ — H;

Potansiyeller genellikle, deneysel bir bakis agisindan ¢ok uygun olmayan SHE disindaki
referans elektrotlara gore olciiliir ve alintilanir. Diger bir referans elektrodu, doymus kalomel
elektrottur (SCE). Potansiyeli SHE'ye kars1 0,242 V'dir. Gergeklesen reaksiyonu asagidaki
gibidir;

HgoClox) + 2e” — 2Hgs) + 2CT°

Diger bir referans elektrot SHE’e kars1 0.222 V potansiyele sahip giimiis-giimiis kloriir
elektrottur. Referans elektrot sabit bir yapiya sahip oldugundan potansiyeli sabittir. Bu nedenle,
hiicredeki herhangi bir degisiklik ¢alisma elektroduna atfedilebilir. En yaygin kullanilan ve bu
calisma kapsaminda kullanilacak olan giimiis-giimiis kloriir referans elektrodunun denge

reaksiyonu ve Nernst esitligi 25° C’de asagidaki gibidir;
AgClyw +e — Agw +CI

Bu elektrot referans elektrot olarak kullanildiginda literatiirde "Ag/AgCl" olarak

tanimlanmas1 yaygindir.

Calisma elektrotlary; Bir elektrokimyasal sistemde reaksiyonun gerceklestigi elektrottur
(Bard et al., 2022; Kissinger and Heineman, 2018). Ug elektrotlu bir elektrokimyasal sistemde,
calisma elektrotu iizerindeki reaksiyonun bir indirgeme veya bir oksidasyon olmasina bagh
olarak, calisma elektrotu katot veya anot olarak adlandirilabilir. En yaygin kullanilan ¢alisma

elektrotlar agagidaki gibidir (Koyun et al., 2012).

v" Camsi Karbon Elektrot,
Kalem Grafit Elektrot,
Ekran Baskil1 Elektrot,
Altin Elektrot,

v
v
v
v' Guimiis Elektrot,



v' Indiyum Kalay Oksit Kapli Cam Elektrot,
v' Karbon Pasta Elektrot.

Yardimcl elektrotlar; Calisma ve yardimci elektrotlar arasinda bir akim ve/veya
potansiyel uygulandigi zaman, iki elektrotlu sistemde, diger degiskenler dlgtilebilir. Yardimet
elektrot, calisma elektrotu katot olarak gorev gordiigiinde anot olarak; anot olarak gorev
gordiigiinde katot olarak islev goriir. Meydana gelen yar1 reaksiyon hizli olarak gerceklesip,
calisma elektrodundaki siireci kisitlamamalidir. Yardimci elektrodun potansiyeli, referans
elektrota karst 6l¢iilmez, ancak calisma elektrotunda meydana gelen reaksiyonu dengelemek
icin ayarlanir ve bu konfigilirasyon, ¢alisma elektrotunun potansiyelinin bilinen bir referans

elektrota kars1 6l¢tilmesine izin verir. Yardimci elektrot;

v' Altin,
v’ Platin,
v" Karbon

gibi inert malzemelerden {iretilir (Koyun et al., 2012).

2.2 Elektrokimyasal Ol¢iim Teknikleri

Elektrokimyasal teknikler, nispeten diisiik maliyetli enstriimantasyon ile genis dogrusal
dinamik araligin yani sira yliksek hassasiyet, dogruluk ve kesinlik sunan gii¢lii ve ¢cok yonlii
analitik tekniklerdir. Daha hassas darbe yontemleri gelistirildikten sonra, elektroanalitik
caligmalar endiistriyel, ¢evresel uygulamalarda ve dozaj formlarinda ve 6zellikle biyolojik
numunelerde ila¢g analizlerinde daha dilizenli olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
elektroanalitik teknikler, bu yaklagimi kullanarak yiiksek derecede dogruluk, kesinlik,
hassasiyet ve secicilik ile farmasotik agidan ilgi ¢ekici bir¢ok sorunu kolayca ¢6zebilir. En
kullanishi elektroanalitik tekniklerden bazilari, elektrot-¢cozelti arayliziine uygulanan
potansiyellerin siirekli olarak degistirilmesi kavramina ve sonugta ortaya ¢ikan Olciilen akima
dayanmaktadir (Farghaly et al., 2014). Elektrokimyasal biyosensdrlerin yapist ve caligma
prensibi Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Elektrokimyasal biyosensdrlerin yapisi ve ¢alisma prensibi.

Voltametri terimi, bir elektroanalitik teknikler sinifin1 ifade eder ve belirli bir elektrotta
elde edilen akim-voltaj 6l¢iimiinii belirtmek i¢in kullanilir. Polarografi, sabit bir civa damlasi
akis1 ile damlayan civa elektrotu kullanilarak elde edilen akim-voltaj dl¢limiine atifta bulunan
0zel bir voltametri durumudur (Heyrovsky, J, 1992). Jaroslav-Heyrovsky adli Cek kimyager
Polarografi'yi ilk kez 1922'de tanitmis ve bunun i¢in 1959 Nobel Kimya Odiilii'nii almistr.
Elektrot olarak civa damlasiin kullanilmasi, bir dizi uygulanan potansiyel lizerinde kullanim
icin bize muazzam bir alan ve temiz, kirlenmemis elektrot yiizeyi saglar. Voltametri, ii¢
elektrotlu bir hiicrede ortaya ¢ikan voltaj-akim-zaman iliskisine dayanir: ¢alisma elektrotu,
referans elektrot ve yardimei veya karsi elektrot. Bu iliski, calisma elektroduna potansiyel (E)
uygulandiginda aciklanabilir ve elektrokimyasal hiicreden akan ortaya ¢ikan akim (i)
kaydedilecektir. Uygulanan potansiyel degistirilebilir veya ortaya ¢ikan akim bir siire boyunca

(t) kaydedilecektir (Farghaly et al., 2014).



2.2.1 Dongiisel voltametri (CV)

Dongiisel voltametri (CV), elektro analitik kimyanin bir ¢ok alaninda 6nemli ve yaygin
olarak kullanilan bir yontem haline gelmistir. Kantitatif tayin i¢in nadiren kullanilir, ancak
redoks reaksiyonlarinin incelenmesi ve meydana gelen kimyasal reaksiyonlar hakkinda ¢ok
fazla bilgi almak i¢in yaygin olarak kullanilir (Wang et al., 2000). Dongiisel voltametri, voltaj
tarama yOniiniin tersine ¢evrildigi hizli bir voltaj tarama teknigidir. Calisma elektroduna hem
ileri hem de geri yonde uygulanan potansiyel uygulanirken, ortaya ¢ikan akim kaydedilir. ileri
ve geri yondeki tarama hizt normalde aynmidir. CV, tek dongii veya ¢ok dongii modlarinda

kullanilabilir (Farghaly et al., 2014).

Dongiisel voltametride Slgiilen parametreler, anodik ve katodik pik potansiyeli (Epa ve
Eyc), anodik ve katodik pik akimi (Ipa ve Ipc) ve katodik ve anodik akimlarin pik potansiyeli

degerlerinin yarisina ulastig1 yar1 pik potansiyelleridir (Epi12) (Farghaly et al., 2014).
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Sekil 2.2. CV voltamogrami. Ip,; anodik pik akim, E,.; Anodik pik potansiyeli, I,; katodik pik akimi, Ej; katodik
pik potansiyeli.

2.2.2 Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Diferansiyel puls voltametrisinde, dogrusal voltametrideki artan dogru akim

potansiyeline, sabit genlikli pulslar bindirilir. Puls uygulamasindan 6nce ve sonra akim 6lgiiliir,



bu akimlar arasinda olusan fark potansiyele karsi grafige aktarilir. Boylece pik seklinde bir

voltamogram elde edilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 DPV voltamogrami.
2.2.3 Elektrokimyasal empedans spektrokopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, genellikle siniizoidal olan uygulanan bir
pertiirbasyonun farkli frekanslarinda bir elektrik sisteminin empedans 6zelliklerinin dlglimiine
dayanir. Normalde ve kesinlikle sensor uygulamalarinda, bu siniizoidal voltaj bozulmasi,
spektrum analizini basitlestiren dogrusal bir yanit elde etmek icin 10 mV genlik seviyesinde

kiigiiktiir (Brett, 2022; Chakraborty et al., 2019).

Empedans, gercek ve zahiri olmak {lizere iki bilesenden olusmaktadir ve Gergek
empedansin x ekseninde, zahiri empedansin y ekseninde oldugu grafik Niquist egrisi olarak

adlandirilmaktadir (Monk, 2002).

Bir elektrot-¢cozelti arayiizii, en basit haliyle, arayilizey bolgesinde yiik ayrimini temsil
eden bir kapasitans ve arayiiz boyunca yiik (genellikle elektron) hareketine kars1 direnci temsil
eden bir direng ile modellenebilir. Yiik aktariminin olmadigi, uygulanan potansiyelin faradaik
olmayan bdlgesinde, sadece bir kapasitans yeterlidir. Arayiiz boyunca elektron hareketinin
oldugu yerde, yiik ayrimi1 olmadig1 i¢in bu siirecler paralel olarak gerceklesir. Bir elektrot veya
modifiye elektrot-¢ézelti araylizlinin empedanst dogrudan Olciilebilir.  Empedans
deneylerinden elde edilen veriler, diger faktorlerin yani sira, arastirilan genis zaman 6lcekleri

aralig1 nedeniyle, voltametrik deneylerden daha fazla bilgi igerir. Bu, elektrot yiizeyindeki ve



elektrot-cozelti arayiiziindeki degisiklikleri arastirmak i¢in daha hassas bir teknik oldugu, ancak

yorumlamay1 daha da zorlagtirabilecegi anlamina gelir (Brett, 2022; Chakraborty et al., 2019).

=7 L" Denklem 2.1

Denklem 2.1°de; Z empedans, Z’ gercek empedans, Z*° hayali empedans, j ise Vv—1‘ye
esittir (Brett, 2022; Chakraborty et al., 2019).

Q WRCyq =1
B
a
C
-
Rq
Z' (Q)

Sekil 2.4 (A) Faradaik elektron transfer reaksiyonu, (B) Kapasitif arayiizey tepkisi. Z;empedans, Z’; gercek

empedans, Z*; zahiri empedans.

2.3 Sensor ve Biyosensorler

Sensor, fiziksel bir 6zelligi algilayan veya olgen ve onu kaydeden, gdsteren veya bagka

sekilde yanit veren bir ara¢ olarak tanimlanabilir. Ug tip sensdr vardir; kimyasal sensorler,
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fiziksel sensorler ve biyosensorler. Fiziksel sensorler, sicaklik ve basing gibi fiziksel
biiyiikliiklerin dl¢tilmesi ile ilgilidir. Kimyasal sensor, belirli bir analite kimyasal reaksiyon
yoluyla secici bir sekilde yanit veren ve analitin kalitatif veya kantitatif tayini i¢in kullanilabilen
bir cihazdir. Kimyasal sensor, kimyasal veya tanima katmani ile kaplanmis transdiiksiyon
elemani olarak tanimlanabilir. Bu katman, hedef analit ile etkilesime girerek etkilesimden

kaynaklanan kimyasal degisiklikleri transdiiksiyon elemaniyla elektrik sinyaline ¢evirir.

Biyosensorler, belirli bir tanima eleman1 kullanarak bir hedefin varligini tespit eden ve
ardindan tanima elemani ve ilgili analitin etkilesimi tarafindan indiiklenen kiitle, optik,
elektronik veya manyetik sinyal degisikliklerini izleyen cihazlardir. Molekiiler tanima sonug
olarak kullanilan ajanlar, reseptdrler, enzimler, antikorlar, niikleik asitler, molekiiler baskili
polimerler ve benzeridir. Geleneksel olarak, klinik teshis ve genomik/proteomik ¢alismalar i¢in
en cok kullanilan tanima bilesenleri, afiniteye dayali antikorlar ve niikleik asitlerdir (Xu et al.,

2009).
2.3.1 Biyosensorlerin calisma prensipleri

Biyolojik katman, analit ile spesifik etkilesimden sorumluyken, doniistiiriicii bu
etkilesimden gelen bilgileri dlgiilebilir bir sinyale doniistiiriir (Cui et al., 2021; Wang et al.,
2020; P. Xu et al., 2020). Ornegin, mekanik déniistiiriiciiler analit-biyoreseptdr etkilesimini
biikiilme veya rezonans frekansindaki bir degisiklige, optik doniistiiriiciiler genellikle 151k
frekans1 veya yogunlugundaki bir degisiklige ve elektrokimyasal doniistiiriiciiler akim,
potansiyeldeki degisime dayali sinyale doniistiiriir. En son asamada, okuma sistemi bu
degisikliklerin miktarin1 6lger (Jiang et al., 2017; Shen et al., 2020; Zhou et al., 2020).
Egilmedeki degisiklikler, rezonans frekansindaki degisiklikler, akim ve potansiyel gibi
elektrokimyasal parametrelerdeki degisiklikler ve optik 6zelliklerdeki degisiklikler, uygun bir
okuma sistemi ile dlgiilen fiziksel olaylar arasindadir (Huang et al., 2021). Sekil 2.4’de

biyosensor siirecini sematik olarak gdstermektedir.
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ANALIT BIYORESEPTOR SINYAL DONUSTURUCULER ELEKTRIKSEL SINYAL

Kolorimetrik Renk

OPTiK Liminesans Isik Siddeti
Floresans Istk Siddeti
Yiizey plazmon rezonans stk Siddeti

KALORIMETRIK Termistor

KUTLE Piezoelektrik Frekans Degigimi
Quartz kristal mikrobalans Frekans Degigimi

ek, oot Mo

: Potansiyometrik Voltaj

Kondiiktometrik iletkenlik
Impedimetrik Direng

Sekil 2.5. Biyosensor ve bilesenlerinin sematik gésterimi.
2.3.2 Biyosensor tipine gore simflandirma

Bir biyosensor, bir doniistiiriiciiye ¢esitli fiziksel ve kimyasal yollarla eklenebilen hassas
bir biyolojik katman igerir (Liu et al., 2019; Wang et al., 2021a, 2021b). Biyo reseptdr, tespit
icin biyokimyasal bir mekanizma kullanan biyolojik bir molekiiler tiir (antikor, enzim, protein
ve niikleik asit) veya canli biyolojik sistemdir (hiicre, doku ve organizma). En yaygin
biyoreseptdrler, antijen-antikor etkilesimlerine, niikleik asit etkilesimlerine (iki tamamlayici
iplik), enzimatik etkilesimlere (enzim-substrat), hiicresel etkilesimlere (mikroorganizmalar,
proteinler) ve biyomimetik veya sentetik biyoreseptorlere dayanir (Chen et al., 2019; Huang et

al., 2021, 2013; Stephenson et al., 2013; Zhang et al., 2020).

2.3.2.1 Doniistiiriicii tipine gore siniflandirma

Doniistiiriicti olusumu ve analit ile reseptor arasindaki etkilesimin dl¢iilebilir bir fiziksel

fenomene donlisme hizidir. Doniisiim c¢ok c¢esitli sekillerde yapilabilir ve biyosensorler
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kullanilan doniistiirme sisteminin tipine gore siniflandirilabilir. Yaygin doniistiirme

sistemlerinin siniflandirilmasi sunlart igerir:
1) Piezoelektrik biyosensdrler
2) Termal biyosensorler
3) Optik biyosensorler
4) Elektrokimyasal biyosensorler

ilgili alt gruplara ayrilir. Mevcut doniistiirme sistemleri, yukaridaki yontemlerden biri veya

bunlarin bir kombinasyonudur.

Optik teknikler: Analit-reseptor etkilesimi, absorpsiyon ve emisyonun yogunlugu veya
frekansi, ylizey elektronlarinin rezonans frekansi, kirilma acist vb. gibi optik 6zelliklerde
degisikliklere yol acabilir. Biyosensorler, farkli spektrokimyasal o6zellikleri (absorpsiyon,
floresan, fosforesans, Raman, yiizey elektron rezonansi, kirilma, difiizyon, vb.) kaydederek

farkli spektroskopi tiirlerini kullanabilir (Dhara et al., 2014; Huang et al., 2021).

Elektrokimyasal teknikler: Elektrokimyasal algilama, biyosensorlerde kullanilan bir
baska doniistiirme yontemidir. Elektrokimyasal teknikler, bagimsiz olarak veya son derece
hassas floresan optik teknigi gibi optik algilama yontemleriyle birlikte kullanilabilir (Gao et al.,
2021b; Hu et al., 2020; Huang et al., 2021; Lin et al., 2020; Yu et al., 2020). Bir¢ok analit gii¢cli
floresana sahip olmadigindan ve molekiilleri floresan etiketle etiketlemek genellikle zor bir
islem oldugundan, elektrokimyasal doniisiim ¢ok faydali olabilir (Ma et al., 2021; Qu et al.,
2018; Q. Xu et al., 2020). Biyoreseptor tarafindan saglanan secicilik ile elektrokimyasal
Olclimlerin hassasiyetini birlestirerek, floresan biyosensorlerle karsilastirilabilir algilama siniri

elde edilir (Cao et al., 2020; Huang et al., 2021).

Kiitleye duyarh teknikler: Analit-biyoreseptor etkilesiminden kaynaklanan kiiciik kiitle
degisikliklerinin 6l¢iilmesi, biyosensorlerde kullanilan bagka bir doniistiirme seklidir (Gao et
al., 2021a; Sun et al., 2019; Wu et al., 2020; Yang et al., 2020). Bu yontem piezoelektrik
kristallere dayanmaktadir. Bu kristaller, bir elektrik sinyalinin uygulanmasi nedeniyle belirli bir
frekansta titresir. Salinim frekansi, kullanilan elektrik frekansina ve kristalin kiitlesine baglhdir;
bu nedenle kimyasal baglar nedeniyle kiitle arttiginda, kristalin salinim frekans1 degisir ve
ortaya ¢ikan degisiklik elektriksel olarak 6l¢iiliir ve eklenen kiitleyi degerlendirmek i¢in
kullanilir (Cao et al., 2020; Huang et al., 2021).
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2.4 Karbon Nanomalzemeler

Karbon nanomalzemelerin, yiizeylerinde ayni anda bir¢ok algilama olayr meydana
gelebilmektedir. yn1 zamanda biyomolekiillerin baglanmasi ¢ok kolay bir sekilde miimkiin
olmasi nedeniyle, genis ylizey alanlarindan dolay1, elektrokimyasal biyosensorler i¢in yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bu malzemeler, onlar1 biyosensorlerde kullanim igin potansiyel aday
haline getiren; elektronik, optik, fiziksel ve mekanik 6zelliklere sahiptirler. Bu malzemeler ayni

zamanda biyolojik olarak oldukc¢a uyumludur. Kullanim alanlar;

e flac salmim sistemleri,

¢ Biyosensorler,

¢ Foto-termal ajanlar,

¢ Anti enflamatuar ajanlar,

¢ Doku Miihendisligi iskeleleri.

Karbon nanotiipler veya Grafen bazli elektrokimyasal sensorler daha yiiksek hassasiyete,
daha yiiksek segicilige, hizli elektron transfer hizina ve diigiik algilama limitlerine sahiptir.
Karbon nanomalzemeler, elektrokimyasal biyosensorlerde kullanim igin potansiyel kilan
yiiksek bir ylizey/hacim oranina, elektriksel iletkenlige ve mekanik dayanima sahiptir

(Gergeroglu et al., 2020; Zaytseva and Neumann, 2016; Zhang and Du, 2020).

2.4.1 Karbon nanofiberler

Karbon nanomalzemelerin gelismis bir tiirii olan karbon nanofiberler, karbon nanotiiplere
benzer iletkenlige ve kararliliga sahiptir. Karbon nanofiberler, karbon nanotiiplere kiyasla
biyomolekiillerin baglanmasi i¢in daha islevsellestirilmis ylizey alanina sahiptir. Yizey
fonksiyonel gruplari, sadece ¢Oziiniirliklerini arttirmakla kalmayip ayn1 zamanda
biyomolekiiller ile segici etkilesimlerini de arttiran kimyasal islemle karbon nanofiberlere dahil
edilebilir. Karbon nanofiberler, karbon nanotiiplere en temel ayirt edici 6zelligi, karbon
nanofiberlerin dis duvarinda karbon nanotiiplerden daha fazla kenar alan1 saglayan, elektroaktif

analitlerin elektron transferini kolaylastirabilen, cesitli sekillerde grafen tabakalarinin
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istiflenmesidir. Egsiz kimyasal ve fiziksel 6zellikler karbon nanofiberleri elektrot malzemeleri

ve immobilizasyon substratlar1 olarak kullanilmasini saglamistir (Kour et al., 2020).

S 1um = onal A =
DEFA H Wo= 2.4mm Signa! A= InLens ) exiss]
} EHT= 500KV 9= 2500KX Date: T Oct 2020

Sekil 2.6. Karbon nanofiber SEM goriintiisii.

2.4.2 Karbon nanomalzeme temelli biyosensorler

Nanomalzeme ile modifiye edilen yeni yiizeyler, daha segici ve hassas analizleri miimkiin
kilan niikleik asit biyosensor teknolojisi gelistirmek i¢in miikemmel bir ortam sunmustur

(Erdem, 2007).

Biyosensorleri gelistirmek i¢in karbon bazli nanomalzemelerin uygulanmasi, yliksek bir
yiizey/hacim orani, iyi kimyasal kararlilik ve biyouyumluluk gibi avantajlarindan dolay1 biiyiik
ilgi gormiistiir (Ramnani et al.,, 2016; Wang and Dai, 2015; Yoon et al., 2020). Karbon
nanomalzemelerin gelismis bir tiiri olan karbon nanofiberler (CNF'ler), karbon
nanotiiplerinkine (CNT) benzer iletkenlige ve kararlilifa sahiptir. Karbon nanofiberlerin
elektrokimyasal biyosensodrlerinde tek basina uygulamalari oldugu gibi, farkli 6zellikteki
iletken polimerler ve diger iletken malzemelerle olusturdugu kompozitlere dayali
elektrokimyasal biyosensorlerin niikleik asit (Eksin and Erdem, 2016), ila¢c (Apetrei and
Apetrei, 2017) ve aptamerlere dayali protein tayinine (Erdem et al., 2015) vb. gibi analitlerin

duyarl ve se¢imli analizlere uygulandig1 goriilmiistiir.
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2.5 Iyonik Sivilar

Iyonik sivilar (IL), iyi ¢6zme zellikleri, yiiksek iletkenlik, uguculugu olmayan, diisiik
toksisite, genis elektrokimyasal potansiyel aralig1 ve iyi elektrokimyasal kararliliga sahiptir

(Wei and Ivaska, 2008) .

Iyonik sivilar, birgok avantaja sahip olduklari igin geleneksel organik ¢dziiciilerin yerine
kullanilmistir. Iyonik s1v1 temelli (biyo)sensorlerin en ¢ok uygulama alani elektrokimya olup,
bunlarin ¢ogunda iyonik sivnin hem kullanildig1 gortilmiistiir (Eksin et al., 2013; Erdem et al.,

2014; Liu et al., 2007; Zhao et al., 2005).

2.6 Aptamerler

Aptamerler, hedefe 6zgii hassas ve segici biyoalgilayicilari tasarlamak i¢in kullanilan
DNA veya RNA temelli sentetik niikleik asit sinifi olarak bilinir (Erdem et al., 2015).
Aptamerler ozellikle ilaglar, toksinler, amino asitler, proteinler ve canli hiicreler gibi organik
veya inorganik hedeflerini tanimlayabilen oligoniikleotidlerdir (Erdem et al., 2015, 2014a,
2009; Famulok et al., 2007; Koyun et al., 2019; Rohrbach et al., 2012; Tombelli et al., 2005;
Willner and Zayats, 2007). Bununla birlikte, aptamerler yiiksek baglanma afinitesi, daha iyi
stabilizasyon ve antikorlara kiyasla daha uzun raf 6mrii gibi baz1 {istiin 6zellikler sunarlar.

Aptamerler hedeflerini geri doniisiimlii olarak yakalayabilir ve serbest birakabilirler.

2.6.1 Aptamer tabanh impedimetrik biyosensorler

Aptamerlerin hedeflerini afinite ve yiiksek 6zgiilliik ile bagladiklart gosterilmistir. Ay1lma
sabitleri mikromolar degerden pikomolar alti degerlere kadar degismektedir. Ayrica, cogu
durumda aptamerler sadece ayni kokenli proteinleri baglamakla kalmaz, ayni zamanda

islevlerini etkili bir sekilde inhibe eder (Famulok et al., 2007).

Elektrokimyasal aptasensorlerde en sik kullanilan impedimetrik aptasensorler, elektrot
ylizeyleri, redoks probu ve elektrot arasindaki yiik aktarimi nedeniyle diisilk empedansa

sahiptir. Hedef analit ile aptamer baglandiktan sonra, elektrot yilizeyinde yiik transferini
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engellendigi i¢in yliksek empedans gozlemlenmektedir. Bu strateji literatiirde birgok hedef
molekiiliin belirlenmesine yonelik calismalarda siklikla kullanilmistir (Chakraborty et al.,

2019) ve bu ¢alismalardan bazilar1 Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. 1. Aptamer tabanli impedimetrik biyosensorlerine 6rnekler.

Hedef K "
8 aynaklar
Molekiil Elektrot Ornek y
CNT - (Khan et al., 2018)
CHIT-GO-PGE - (Erdem et al., 2014b)
MWCNT-SPEs - (Rohrbach et al., 2012)
LYS
CNF-SPE, sekiz kanalli
Serum (Senturk et al., 2021)
perde baskili elektrotlar
CNF-SPE Serum (Erdem et al., 2015)
THR PGE Serum (Eksin et al., 2015)
Histamin Au - (John Ho et al., 2020)
Insan
Serumu (Duan et al., 2020)
miRNA-155 | Pttel/ TizC.Tx@FePcQDs Ornekleri
APC G2-PS/MULTI-SPES. Serum (Erdem and Congur, 2014b)
APC G2-PS/SPE Serum (Erdem and Congur, 2014c¢)

Kisaltmalar: APC: Aktive edilmis protein C, THR: Trombin, LYS: Lizozim, GO: Grafen oksit, MWCNT: ¢ok
duvarli karbon nanotiip, CNF: Karbon nanofiber, G2-PS: ikinci nesil dendrimer, CHIT: Kitosan, MULTI-SPES:
sekiz kanall1 perde baskili elektrot, FePcQDs: demir ftalosiyanin kuantum noktalari, SPE: Perde baskili elektrot,
CNT: Karbon nanotiip, Pt: Platin, Au: Altin, PGE: Kalem grafit elektrot.

2.7 Aktive Protein C
Protein C (PC), asir1 pihtilagmanin 6nlenmesi i¢in antikoagiilan mekanizmaya katilan
bir zimojen proteindir. PC'de ciddi eksiklikler vendz tromboz veya neonatal purpura fulminans

ile iligkilidir. Aktive edilmis protein C (APC), PC yolunun anahtar enzimidir. APC, aktif
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olmayan onciil protein C (PC) 'den tilireyen bir serin proteaz olup faktér Va ve faktor VIlla

etkisiz hale getirerek gii¢lii bir dogal antikoagiilan gorevi goriir.

Kontrolsiiz iltihaplanma ve pihtilagsma, sepsisin iki ayirt edici 6zelligidir. Endojen
protein C ve APC azalmasi ile sepsiste hastaligin seyrinin kotiilesmesi arasinda bir iligki
oldugunun kesfedilmesinden sonra, bu hastalarin tedavisinde kullanilmak {izere rekombinant
insan APC (thAPC) gelistirilmistir. Aktive protein C (APC), protein S’ye baglanarak daha fazla
trombin olusumunu Onlemek iizere faktér Va ve VIIIa’ y1 inhibe eder ve bdylece kanin

pihtilasmasini diizenler (Colin and Annane, 2008; Ruf, 2010).

APC’nin siddetli sepsiste terapotik kullanimi degerlendirilen ve 6nemli bir inflamasyon
bileseni olan; ayrica obezite, pndmoni, yaygin damar i¢i pihtilagsma, sepsis, kronik bobrek
yetmezligi, vb gibi rahatsizliklarda uygulandigini gosteren calismalar mevcuttur (Becher et al.,

2018; Mezzano et al., 2001; Schouten et al., 2015; Sola et al., 2009; Wada et al., 2014).

Aktif protein C (APC), trombin olusumunun kritik bir diizenleyicisidir. APC’nin bu
ozelligi tromboz olusumunu 6nler. Fazla APC olusumu travmaya bagli koagiilopati gibi kanama
riskini artirir. Bu nedenle, APC aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu, bazi klinik durumlarda

kan pihtilasabilirligini arttirabilir.

APC inhibisyonu i¢in serpinler, antikorlar ve aptamerler gibi farkli molekiiller ve
bunlarin Travmaya bagli koagiilopati (TIC) ve hemofili tedavisinde yeni terapdtik stratejiler
olarak potansiyel kullanimlarina yonelik umut verici sonuglar rapor edilmistir (Balkaransingh

and Young, 2017; Hamedani et al., 2016a; Polderdijk et al., 2017; Shetty and Ghosh, 2015).

Hamedani vd., ¢alismasinda (Hamedani et al., 2016), APC'den etkilenen plazma ve tam
kan pihtilasma modellerinde APC  spesifik DNA aptameri olan HS02-52G'nin kan
pihtilagsmasinin restorasyonu iizerindeki etkisini arastirmiglar ve bu calismada tasarlanmig
HS02-52G ndétralize edici antisens dizisinin (APC spesifik aptamerin birebir eslenigi
oligoniikleotitler) en etkin olani arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, HS02-52G ile
eslenigi olan antisens dizisi AD22 varliginda olusan aptamer-antisens ciftinin etkin bir APC
inhibitorii olarak etki gdsterilmesi nedeniyle bu "antidot ¢ifti"nin, APC inhibe edici yeni bir
ilacin gelistirilmesi agisindan giiclii bir aday oldugu rapor edilmistir (Hamedani et al., 2016).
Yeni ve biyoteknolojik {irlin olan aptamer-antisens antidot ¢iftinin, drnegin travmaya bagh
koagiilopatide (Chang et al., 2016) potansiyel olarak akut APC ile iligkili kanama
komplikasyonlar1 i¢in olasi tedavi segcenegi olarak Onerildigi belirtilmistir (Hamedani vd.,

2016). Bu nedenle, plazmada dolagan APC'yi hizli, se¢cimli ve duyarli bir sekilde 6lgmek i¢in
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gelistirilecek bir yontem ve aptamere dayali yontem ile ayn1 zamanda APC'nin etkilesim
mekanizmasini kontrol edebilmek adina aptamer-antisense dayali antidot ciftinin APC ile

etkilesim mekanizmasinin anlasilmasi oldukca 6nemlidir.

APC seviyesini 6lgmek icin ¢esitli analizler mevcuttur. Bu analiz yontemleri, gerekli
numune miktari, tayin siiresi ve tayin sinir1 bakimindan farklilik gosterirler (Oto et al., 2020).
APC seviyesini O0lgmek i¢in yapilan arastirmalarin ¢ogu, enzimin APC'nin, spesifik bir
monoklonal (mAb) veya poliklonal antikor (polAb) kullanilarak tespit edildigi ve APC
amidolitik aktivitesinin, spesifik bir kromojenik substrat kullanilarak 6l¢iildiigii enzim saptama
analizleridir (ECA) (Gruber and Griffin, 1992; Katsuura et al., 1996; Li et al., 2005; Orthner et
al., 1993; Takazoe et al., 1999). Diger bir grup, PC aktivasyonu iizerine salinan aktivasyon
peptidini dlger (Bauer et al., 1984). Sandvi¢c ELISA'a dayana bir bagska deney grubu ise, iki
antikor, bir monoklonal anti-PC antikoru ve bir anti-PC inhibitérii (PCI) antikoru kullanilarak
APC tayini gergeklestirmistir (Espana et al., 2001, 1996; Fernandez et al., 2006; Martos et al.,
2016). Son yillarda APC analizi rapor edilen diger ¢alismalarda aptamer temelli biyosensdrlerin
gelistirilmesi ve uygulamalarina yoneliktir (Erdem et al., 2014a; Erdem and Congur, 2014a,

2014c, 2014b; Hosseini Ghalehno et al., 2019; Koyun et al., 2019)

Erdem ve ark. bir caligmasinda (Erdem and Congur, 2014a), DNA aptamer ve onun hedefi
olan APC arasindaki etkilesimin izlenmesi ve APC nin sec¢imli ve duyarl tayini i¢in dendrimer
temelli impedimetrik aptasensor gelistirilmistir. 2019 yilinda Koyun ve ark. (Koyun et al.,
2019), insan APC'sinin spesifik tayini i¢in oldukca duyarl ve segici etiketsiz bir yiizey plazmon
rezonans aptasensorii gelistirmistir. Ayrica 2019'da Ghalehno ve ark. (Hosseini Ghalehno et al.,
2019) redoks gostergesi olarak metilen mavisi kullanarak APC'nin tayini i¢in segici ve duyarli

bir elektrokimyasal aptasensorii rapor etmistir.
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Tablo 2. 2. Aktive protein C’yi 6l¢mek i¢in rapor edilen yontemlerin 6zellikleri.

APC tayin
Yontem Kaynaklar
yontemi
(Gruber and Griffin, 1992)
(Orthner et al., 1993)
(Katsuura et al., 1996)
mAD (Takazoe et al., 1999)
ECA -
(Liaw et al., 2003)
(Li et al., 2005)
ELISA mAb (Espana et al., 1996)
OECA Oligoniikleotid (Miiller et al., 2012)
mAb (Espana et al., 2001)
polAb (Fernandez et al., 2006)
ELISA
mADb (Martos et al., 2016)
EIS (Erdem and Congur, 2014c)
EIS (Erdem and Congur, 2014b)
DPV (Erdem and Congur, 2014a)
EIS, CV (Erdem et al., 2014a)
DNA aptamer
DPV (Hosseini Ghalehno et al., 2019)
SPR (Koyun et al., 2019)

Kisaltmalar: ECA: Enzim Yakalama Deneyi, Polab: Poliklonal Antikor, Mab: Monoklonal Antikor, OECA:
Oligoniikleotid Bazli Enzim Yakalama prosediirii, EIS: Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi, SPR: Yiizey
Plazmon Rezonansi, CV: Déngiisel Voltametri, DPV: Diferansiyel Puls Voltametrisi, FBS: Yapay Serum
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Kullamilan Cihazlar

Potansiyostat - AUTOLAB-PGSTAT 30 (FRA 2 modiilii igeren, NOVA 1,11 yazilimli; Eco
Chemie, Hollanda)

Calisma elektrodu — Kalem grafit elektrot (Kalem; Rotring, kalem ucu; Tombow 0.5 HB)
Referans elektrot — Ag/AgCl (BAS, Model RE-5B, W. Lafayette, ABD)

Yardimci elektrot — Platin tel

Faraday kafesi

Terazi — (Mettler Toledo AB204-S)

pH metre — Orion 420A

Vorteks — Biosan V1

Manyetik karistiric1 — IKA

Sonikator — Bandelin Sonorex
3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

1-biitil-3-metilimidazolyum hekzaflorofosfat (IL), Sigma

N,N-dimetilformamid (DMF), Sigma

Aktive edilmis Protein C (APC), Haematologic Technologies (Amerika Birlesik Devletleri)
Karbon nanofiber (CNF), Sigma

Trombin (THR), Sigma

Si1gir serumu albiimin (BSA), Sigma

Protein C (PC), Sigma

Sodyum kloriir (NaCl), Sigma

Sodyum Hidroksit (NaOH), Sigma
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K2HPOy4 (Di potasyum hidrojen fosfat), Sigma
KH>PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat), Sigma
Potasyum hekzasiyanoferrat (III), Sigma
Potasyum hekzasiyanoferrat (II) trihidrat, Sigma
Asetik asit, Sigma
Ultrasaf su

Oligoniikleotit dizileri

Aktive edilmis protein C (APC) Haematologic Technologies (Amerika Birlesik
Devletleri) firmasindan ve antisens dizisi (AD22) ile APC’e spesifik DNA aptameri (DNA-Apt)
Ella Biotech GmbH (Almanya) firmasindan satin alindi. DNA-Apt ve AD22 baz dizilimleri

asagida verilmistir.

DNA-Apt: 5'-NH;- GCC TCC TAA CTG AGC TGT ACT CGA CTT ATC CCG GAT
GGG GCT CTTAGG AGG C-3".

AD22: 5’ ATCCGGGATAAGTCGAGTACAG-3’

3.2.1 Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanisi

3.2.1.1 Tampon cozeltilerin hazirlanisi

Ultra saf su kullanilarak hazirlanan tampon c¢ozeltileri, cam siseler igerisinde buz

dolabinda saklandi.
0,50 M asetat tampon cozeltisinin hazirlams1 (pH 4,8; ABS)

0,5 M asetat tampon ¢ozeltisi litresinde; 28.9 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol)
icermektedir. Cozeltinin pH's1 0,1 N HCI ve/veya 0,1 N NaOH ilave edilmesiyle 4,8 degerine

pH metre ile dlciilerek ayarlandi.
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0,05 M fosfat tampon cozeltisinin hazirlamis1 (pH 7,4; PBS)

0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde; 1,36 g (0,01 mol) KH2POs, 6,96 g (0,04 mol)
K>2HPO4 ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) igermektedir. Cozeltinin pH's1 0,1 N HCI ve/veya 0,1 N

NaOH ilave edilmesiyle 7,4 degerine pH metre ile dl¢tilerek ayarlanda.
Redoks probu ¢ozeltisinin hazirlanisi

EIS 6lciimlerinde kullanilacak redoks probu, 2,5 mM Fe(CN)¢* ™ ve 0,1 M KCl
igerecek sekilde 200 mL saf su igerisinde hazirlandi. CV o6l¢limlerinde kullanilacak redoks

probu, 2 mM Fe(CN)s >+ ve 0,01 M KCl igerecek sekilde 200 mL saf su igerisinde hazirlandi.

3.2.2 Aptamer oligoniikleotit ve protein cozeltilerinin hazirlanmasi

Aptamer ¢Ozeltisinin hazirlanmasinda literatiirdeki mevcut prosediir (Erdem et al.,
2014a; Erdem and Congur, 2014c) izlenerek yapilmistir. Ancak stok ¢ozeltisi (500 pg/mL) ultra
saf su kullanilarak, seyreltilmis ¢ozeltileri PBS (pH 7.4) ¢6zeltisi kullanilarak yapildi.

AD22 stok ¢ozeltisi hazirlanmasinda literatiirdeki mevcut prosediir (Hamedani et al.,
2016) izlenerek yapilmistir. AD22 (1000 pg/mL) seyreltilmis ¢ozeltileri PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi
kullanilarak yapildu.

Aptamer, AD22 ve APC stok ¢ozeltileri -20°C de saklandi.
3.2.3 Karbon nanofiber (CNF) ve Iyonik sivi (IL) ¢ézeltisinin hazirlamis:

%S5 IL ¢ozeltisi DMF kullanilarak hazirlandi ve 5 dk siire ile ultrasonik banyo icerisinde
sonike edildi. DMF igerisinde % 5 konsantrasyonunda olacak sekilde IL ¢ozeltisi, 5 dakika siire
ile ultrasonik banyo igerisinde sonike edildi. 500 pg/mL CNF ¢ozeltisi hazirlamak i¢in uygun
miktarda CNF tartilarak, tizerine % 5 IL ¢ozeltisi ilave edildi ve hazirlanan kompozit ¢ozelti 25

dk boyunca sonike edildi (Eksin and Erdem, 2016).
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3.3 Yontem

Elektrot yiizeyine kompozit modifiye edildi. APC ve DNA-Apt c¢ozelti fazinda
etkilesimi ardindan elektrot yilizeyine immobilize edildi (Sekil 3.1). Tiim deneyler oda

sicakliginda gergeklestirilmistir.

a) \ f 400
w \@ -~ 350
. J 300
| 1,4V,30sn _ 250
S 200
H .. a
PGE  CNF-IL kompozit gozelti > N 150 . e
(30 dk modifikasyon) & 100 R
N el

f 500 §
b) ol [
+ — ~ 100 200 300 400 500 600 700
zZ(Q)

impedimetrik Olgiimler

s 5

APC DNA-Apt AD22

Sekil 3.1. Elektrokimyasal APC tayinine yonelik gelistirilen impedimetrik aptasensdre ait deneysel prosediirii

gosteren sema. (a) AD22 antisens molekiilii yoklugunda, (b) AD22 antisens molekiilii varliginda.

3.3.1. CNF-IL kompozit ¢ozeltisinin hazirlamsi ve PGE yiizeyinin CNF-IL ile

modifikasyonu

Elektrotlara 30 saniye boyunca + 1,40 V uygulanarak elektrokimyasal aktivasyon islemi
gergeklestirildi. Elekrotlar hazirlanan CNF-IL ¢ozeltisine daldirilarak belirli bir siire bekletildi.
Ardindan 10 dk stire ile kurutuldu.

3.3.2 Elektrotlarin taramal elektron mikroskobu (SEM) ile mikroskobik

karakterizasyonu

Elektrotlarin mikroskobik karakterizasyonu i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM)
Olctimleri kullanildi. PGE, CNF modifiye PGE, IL modifiye PGE ve CNF-IL modifiye PGE,
ZEISS GeminiSEM cihaz1 kullanilarak CBU-DEFAM (Manisa)’da hizmet alimi yapilarak
farkli ¢oziiniirliik boyutlarinda SEM 6l¢timler gergeklestirildi.
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3.3.3 Elektrotlarin elektrokimyasal yontemlerle karakterizasyonu

Elektrotlarin ylizey modifikasyonu 6ncesi ve sonrasi elektrokimyasal davranisi, 2 mM
Fe(CN)s ** redoks probu ¢ozeltisinde CV &l¢iimii alinarak incelendi. Yiikseltgenme sinyali,

indirgenme sinyali, ylik gecisi verileri degerlendirilerek incelendi.

34 redoks

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) 6l¢timleri, 2,5 mM Fe(CN)g
probu icerisinde, 100 mHz ile 100 kHz frekans araliginda + 0,23 V potansiyelinde 10 mV
sinusoidal sinyalde Ag/AgCl/3 M KCl'ye kars1 faraday kafesi icerisinde gergeklestirildi. Bu
teknik hem elektrokimyasal yiizey karakterizasyonunda hem de APC ve ona spesifik aptamerin

etkilesiminin incelenmesinde kullanildi.
3.3.4 1L yiizdeki degisimin aptasensor yanitina etkisinin incelenmesi

500 pg/mL CNF ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra % 2, % 3, % 5 ve % 7 IL olacak sekilde
iyonik sivi ile karigtirilarak hazirlanan karistim 25 dk boyunca sonike edildi. Elektrotlar
hazirlanan ¢ozeltilere daldirilarak bekletildi. Elektrotlar 10 dk boyunca kurutularak ardindan
elektrokimyasal davranisi incelendi. Elektrotlarin modifikasyonu oncesi ve sonrasinda CV
olgtimleri gercgeklestirildi. Redoks probuna ait yiikseltgenme sinyali, indirgenme sinyali, yiik

gecisi verileri degerlendirildi.

3.3.5 DNA-Apt konsantrasyondaki degisimin aptasensor yanitina etkisinin

incelenmesi

Hazirlanan CNF-IL modifiye elektrotlar kullanilarak 0,2 pg/mL APC varliginda degisen
aptamer konsantrasyonlarinda ( 0,005, 0,001 ve 0,1 pg/mL) amino isaretli DNA-Apt ile ¢ozelti
fazinda 5 dk boyunca (Erdem et al., 2014a), etkilesimi gerceklestirildi. Hazirlanan ¢ozeltiler
icinde 10 dk boyunca bekletilerek pasif adsorbsiyon yontemi ile elektrot yiizeyine
immobilizasyonu gerceklestirildi. Immobilizasyon sonrasi elektrotlar PBS ¢ozeltisi ile yikand.

Empedans 6l¢limleri gerceklestirilerek Ret degerindeki degisimler incelendi.

3.3.6 DNA-Apt ile APC etkilesimi sonrasi immobilizasyon siiresinin aptasensor

yanitina etkisinin incelenmesi

Hazirlanan CNF-IL modifiye elektrotlar kullanilarak, 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,6
pg/mL APC’nin ¢6zelti fazinda 5 dk boyunca etkilesimi gergeklestirildi. Elektrotlar hazirlanan
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cozeltide 10 ve 20 dk boyunca bekletilerek pasif adsorbsiyon yontemi ile elektrot yiizeyine
immobilizasyonu gerceklestirildi. Empedans Ol¢timleri gerceklestirilerek Rct degerindeki

degisimler incelendi.

3.3.7 APC konsantrasyonundaki degisimin aptasensor yamtina etKisinin

incelenmesi

Hazirlanan CNF-IL modifiye elektrotlar kullanilarak 0,1 pg/mL DNA-Apt varliginda
degisen APC konsantrasyonlarinda ( 0,4, 0.6, 0.8, 1, 1,2 ve 1,4 ug/mL pg/mL) APC ile ¢ozelti
fazinda 5 dk boyunca, etkilesimi gergeklestirildi. Hazirlanan ¢ozeltiler iginde 10 dk boyunca
bekletilerek pasif adsorbsiyon yontemi ile elektrot ylizeyine immobilizasyonu gerceklestirildi.
Immobilizasyon sonras1 elektrotlar PBS ¢ozeltisi ile yikandi. Empedans 6lgiimleri

gerceklestirilerek Rct degerindeki degisimler incelendi.

3.3.8 AD22 konsantrasyonundaki degisimin aptasensor yanitina etkisinin

incelenmesi

Hazirlanan CNF-IL modifiye elektrotlar kullanilarak, 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,6
ng/mL APC varliginda degisen AD22 konsantrasyonlarinda (0,005, 0,1 ve 0,2 ng/mL) AD22
ile ¢ozelti fazinda 1 dk boyunca, etkilesimi gergeklestirildi. Elektrotlar hazirlanan ¢ozeltide 10
dk boyunca bekletilerek pasif adsorbsiyon yontemi ile elektrot ylizeyine immobilizasyonu

gerceklestirildi. Empedans 6lgiimleri gergeklestirilerek Ret degerindeki degisimler incelendi.

3.3.9 Aptamer-AD22 ile APC etkilesim siiresinin aptasensor yanitina etkisinin

incelenmesi

Hazirlanan CNF-IL modifiye elektrotlar kullanilarak, 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,6
pg/mL APC ve 0,1 pg/mL AD22 konsantrasyonlarinda etkilesimi ile ¢ozelti fazinda 1-2-5 dk
boyunca etkilesimi gerceklestirildi. Elektrotlar hazirlanan ¢6zeltide 10 dk boyunca bekletilerek
pasif adsorbsiyon yontemi ile elektrot ylizeyine immobilizasyonu gerceklestirildi. Empedans

Olctimleri gerceklestirilerek Ret degerindeki degisimler incelendi.
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3.3.10 CNF-IL modifiye elektrotlarin yapay serum ortaminda APC analizine

uygulanabilirliginin incelenmesi

CNF-IL modifiye elektrotlarin yapay serum ortaminda impedimetrik APC analizine
uygulanabilirligi PBS tamponu (pH 7,40) kullanilarak 1:500, 1:1000 ve 1:2000 oraninda
seyreltilen  fetal sigir  serumu  (FBS)  kullanilarak  incelendi.  Elektrotlar
seyreltilmemis/seyreltillmis FBS 6rneklerine daldirildi ve 30 dk siire ile bekletildi. EIS teknigi

kullanilarak empedans 6l¢iimleri gergeklestirildi.

3.3.11 Yapay serum ortaminda APC ve DNA-Apt etkilesiminin aptasensor

yanitina etkisinin incelenmesi

0,1 pg/mL DNA Apt ile 1:2000 oraninda seyreltilmis FBS ortaminda hazirlanan farkli
konsantrasyonlarda APC c¢ozeltileri (0,2, 0,4 ve 0,6 ug/mL) 5 dk boyunca karistirilarak
etkilesim gerceklestirildi. Elektrotlar hazirlanan ¢dzeltiler icinde 10 dk boyunca bekletilerek
pasif adsorbsiyon yoOntemi ile elektrot yiizeyine immobilizasyonu gerceklestirildi.
Immobilizasyon sonrasi elektrotlar PBS ¢ozeltisi ile yikandi. Empedans &lgiimleri

gergeklestirilerek Ret degerindeki degisimler incelendi.

3.3.12 Yapay serum ortaminda AD22 etkilesiminin aptasensor yanitina etkisinin

incelenmesi

APC ile aptamerin etkilesimin AD22 varliginda/yoklugunda, AD22 varliginda APC ile
aptamerin etkilesimi ger¢ek drneklerde uygulanabilirligini géstermek amaciyla FBS ortaminda
incelendi. 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,6 ng/mL APC ile 1:2000 oraninda seyreltilmis FBS
ortaminda hazirlanan 0,1 pg/mL AD22 ¢ozelti fazinda 1 dk karigtirilarak etkilesim
gerceklestirildi. Elektrotlar hazirlanan ¢ozeltiler iginde 10 dk boyunca bekletilerek pasif
adsorbsiyon ydntemi ile elektrot yiizeyine immobilizasyonu gergeklestirildi. Immobilizasyon
sonras1 elektrotlar PBS ¢ozeltisi ile yikandi. Empedans olglimleri gerceklestirilerek Rct

degerindeki degisimler incelendi.
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3.3.13 CNF-IL/PGE ile impedimetrik APC tayininde secimliliginin yapay serum

ortaminda incelenmesi

Gelistirilen yontem APC analizinde se¢imliligi, diger proteinler varliginda (BSA, PC ve
THR) test edildi. 0,1 pg/mL aptamer ile 1:2000 oraninda seyreltilmis FBS ortaminda hazirlanan
0,6 ug/mL pprotein ¢ozeltileri (APC, PC, THR, ve BSA) c¢ozeltileri 5 dk boyunca karistirilarak
etkilesim gerceklestirildi. Elektrotlar hazirlanan ¢ozeltiler i¢inde 10 dk boyunca bekletilerek
pasif adsorbsiyon yontemi ile elektrot yilizeyine immobilizasyonu gerceklestirildi.
Immobilizasyon sonrasi elektrotlar PBS ¢ozeltisi ile yikandi. Empedans &lgiimleri

gerceklestirilerek Rct degerindeki degisimler incelendi.
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4. BULGULAR

4.1 Elektrotlarin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Mikroskobik

Karakterizasyonuna Ait Bulgular:

PGE, IL/PGE, CNF/PGE, CNF-IL/PGE yiizeylerinin 1 ve 2 pm ¢oziiniirliikte SEM ile
mikroskopik karakterizasyonuna taramali elektron mikroskobu ile gerceklestirildi. Sekil 4.1°de
PGE, IL/PGE, CNF/PGE, CNF-IL/PGE yiizeylerinin 1 ve 2 pm ¢6ziiniirliikte SEM fotograflari

gorlilmektedir.

Sekil 4.1. PGE (a,b), IL/PGE (c,d), CNF/PGE (e,f) CNF-IL/PGE (g,h)nin 5.0 kV hizlandirma potansiyeli ile

sirasiyla 1 um ve 2 um ¢oziiniirliige elde edilen SEM goriintiileri.
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Sekil 4.2. (A) PGE , (B) CNF/PGE, (C) IL/PGE, (D) CNF-IL/PGE yiizeylerine ait EDX spektrumlart.

4.2 Elekrotlarin Elektrokimyasal Yéntemlerle Karakterizasyonuna iliskin
Bulgular:

Yontem 3.3.3°de belirtildigi gibi, doniistimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak
Olctimle alind1 ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.3’de gosterildi. PGE, IL-PGE, CNF-PGE,
CNF-IL/PGE modifiye elektrotlar ile 6l¢iilen ortalama anodik akim (Ia) ile katodik akim (Ic)
degerleri ve relatif yiik (Qa ve Qc) degerleri ve hesaplanan yiizey alanlar1 (A) (Tablo 4.1)’de

verildi.

Akim (pA)

02 04 06 08 1
Potansiyel (V)

-04 -02 0 1,2

Sekil 4.3. (a) PGE, (b) PGE (kontrol), (c) CNF/PGE, (d) IL/PGE ve (¢) CNF-IL/PGE ile 0,1 M KCl ¢o6zeltisinde
elde edilen voltamogramlar, (a) PGE, (b) PGE (kontrol), (c) CNF/PGE, (d) IL/PGE ve (e) CNF-IL/PGE ile redoks

prob ¢dzeltisinde elde edilen voltamogramlar (n=3).
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Tablo 4.1. PGE, PGE (kontrol), CNF/PGE, IL/PGE ve CNF-IL/PGE ye ait ortalama anodik pik akimi (Ia), katodik

pik akim1 (Ic), anodik relatif yiik Qa (mC), katodik relatif yiik Qc (mC) ve hesaplanan yiizey alan degerleri (A)

(n=3).
A (cm? A (cm?
Elektrotlar Ia (uA) Q+(mC) ) Ic (nA) Q-(mC) )
62,66 + 1,30+ 0,97 =
PGE 0,189 | 80,06 + 20,57 0,242
20,89 0,26 0,23
PGE 71,77 £ 141+ 1,07 +
0,217 84,91 + 16,62 0,256
(kontrol) 17,09 0,13 0,10
81,94 + 148 + 1,12+
CNF/PGE 0,247 94,43 + 15,47 0,285
16,04 0,16 0,12
125,58 + 1,68 + 1,28 +
IL/PGE 0,379 | 114,71 + 65,89 0,346
6,14 0,13 0,08
CNF- 128,47 + 1,74 + 116,975 + 1,35 +
0,388 0,353
IL/PGE 3,39 0,05 26,27 0,04

Yontem 3.3.3°de anlatildig1 gibi elektrotlarinin empedans spektroskopisi teknigi ile

karekterizasyonunda Olgiimlerde elde edilen Niquist diyagramlar1 ve empedans verilerine

uygun basit esdeger devre modeli (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5)’de verildi.
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Sekil 4.4. (a) PGE, (b) PGE (kontrol), (¢c) CNF/PGE, (d) IL/PGE, (e) CNF-IL /PGE ile gergeklestirilen 6lgtimlerde
elde edilen Niquist diyagramlar1 ve empedans verilerine uygun basit esdeger devre modeli. I¢ sekil: Empedans
verilerini diizenlemede kullanilan esdeger devre modeli. lgili parametreler; Rs ¢ozelti direncidir. C, ¢ift tabaka
kapsitansi, Rct ise elektrot/elektrolit ara yiizeyindeki yiik transfer direncidir. Sabit faz element W, elektrot

yiizeyinde kiitle transferinden kaynaklanan Warburg empedansini gdstermektedir.

Tablo 4.2. PGE, PGE (kontrol), CNF/PGE, IL/PGE, CNF-IL/PGE elektrotlar: ile EIS dlgiimlerinde elde edilen
ortalama Rct degerleri (n=3).

Rct degerindeki %o
Elektrotlar Ortalama Rct degeri (Ohm) % RSD
degisim
PGE 56,68 + 19,76 - 34,86
PGE (kontrol) 208,40 + 33,53 267,71 Artis 16,09
CNF/PGE 159,00 + 41,32 23,70 Azalig 25,99
IL/PGE 62,05+ 19,80 70,23 Azalig 31,91
CNF-IL/PGE 53,22+ 3,63 74,46 Azalig 6,82

Elektrot yilizeyine 0,2 pg/mL DNA-Apt immobilizasyonundan sonrasi elde edilen Niqusit
diyagramlar1 Sekil 4.6’de gosterildi. Gorliniir kism1 kaplama degerleri (Janek et al., 1998)
DNA-Apt immobilize edilmis PGE ve CNF-IL modifiye PGE i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi.



32

350 . 350
. — a
300, =4 - , 300 -
—b .‘ : — b
250+ . R 250 |
S 200 G 200
N 150} _ N 150 L ]
w00f o - 100 ' w -
- - ‘.‘. '-‘V.-.‘ c :_ '." — ]
50} 1/ | ;"—% 1 50+ (‘-/ A
Rs N ‘:‘{Rs —
of Bet W 1 0 ) Rot W 1
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600 700
Z'(Q) Z(Q)

Sekil 4. 5. 0,2 ug /mL DNA-Apt immobilizasyonu oncesi ve sonrasi (A) (a) PGE, (b) DNA-Apt/PGE, (B) (a)
CNF-IL/PGE, (d) DNA-Apt/CNF-IL/PGE, 2.5 mM Fe(CN)s 3 * igeren redoks prob ¢ozeltisinde alinan dlgiimlerin
Niquist egrileri (n=3).

4.3 IL Yiizdesinin Optimizasyonuna Y onelik Bulgular
Bolim 3.3.4’de anlatildig1 gibi IL yiizdesindeki degisimin yanita etkisi voltametrik
yontemle incelendi (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. IL yiizdesindeki degisim varliginda 6lgiilen ortalama anodik akim degerleriile hesaplanan % RSD ve
Ia degerindeki artis yiizdesi (n=3).

Elektrotlar Ia (nA) % RSD Ia degerinde % artis
DMF/PGE 71,77 £ 17,08 23,81 -
CNF-% 2 IL/PGE 96,90 + 17,57 18,13 35,01
CNF-% 3 IL/PGE 120,28 + 13,76 11,44 67,6
CNF-% 5 IL/PGE 128,46 + 3,39 2,64 79
CNF-% 7 IL/PGE 123,09 + 4,33 3,52 71,5

4.4 DNA-Apt Konsantrasyonuna Yonelik Bulgular

Oncelikle PBS ve TBS ortaminda hazirlanmis APC ile aptamer etkilesimi incelenmistir.
Tampon ortaminin aptasensdr yanitina etkisi Tablo 4.4’de gosterilmektedir. Deneyler, PBS
icerisinde hazirlanmis DNA-Apt ile PBS ve TBS ortaminda hazirlanmis APC, 0,005 pg/mL
DNA-Apt: 0,2 png/mL APC (1:4 oran1) etkilesiminde gergeklestirilmistir.



Tablo 4.4. iki farkli ortamda hazirlanan 0,2 ug/mL APC ile 0,05 pg/mL DNA etkilesimi ve elde edilen ortalama
Ret degeri (n=3) ve % degisim degeri.
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Deneysel gruplar

PBS ortaminda
hazirlanan APC ile
etkilesim deney grubu

TBS ortaminda
hazirlanan APC ile
etkilesim deney grubu

Rct degeri (Ohm)
DNA-Apt (kontrol grubu) 233,6 42,18
DNA-Apt : APC 371+41,01 242,5 + 62,93
APC (kontrol grubu) 200,5 + 85,56 209 + 28,28
DNA-Apt’e0 gt')rengt degerindeki % 58 Artis %3 Artis
% degisim

Boliim 3.3.5°de anlatildig1 gibi APC’nin sabit konsantrasyonda Dna-Apt konsantrasyonu
potimize 0,005 pg/mL—0,1 pg/mL konsantrasyonunda degisen aptamer varliginda deneyler

gerceklestirildi. APC ile aptamer etkilesimi 6ncesi ve sonrasinda Rct degerleri dlgiildii. Elde

edilen Niquist egrileri Sekil 4.6°de gdsterildi.
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Sekil 4.6. 0,2 pg/mL APC ve (A) 0,005 pg/ml DNA-Apt, (B) 0,01 pg/ml DNA-Apt (C) 0,1 pg/mL pg/ml DNA-
Apt varliginda elde edilen Niquist egrileri: (a) DNA APT/CNF-IL/PGE, (b) APC/CNF-IL/PGE, (c) APC/DNA-
Apt /CNF-IL/PGE.
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4.5 DNA-Apt ile APC Etkilesiminde Immobilizasyon Siiresinin Aptasensor

Yamitina Etkisinin incelenmesine Yonelik Bulgular

Yontem 3.3.6’de anlatildig gibi, optimum kosullarda DNA-Apt’nin APC ile etkilesimi
sonrasinda immobilizasyon siiresi 10 ve 20 dakikada gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar,

Sekil 4.7°da verilmistir.

500

450 - 10 dakika 20 dakika

A
400 - ( \ [ A \

350 4

300 4 ‘
I
250 A ! |

Rct (Ohm)

200 4
150 A
100 A

CNF-IL/PGE

PGE

PGE
DNA-Apt + APC —

CNF-IL/PGE
DNA-Apt
DNA-Apt + APC
APC
DNA-Apt

APC

|
%

Sekil 4.7. 0,1 pg/mL. DNA-Apt varliginda, 0,6 pg/mL APC’nin etkilesimi sonrasi farkli immobilizasyon
stirelerinde elde edilen ortalama Rct degerlerini (n=3) gdsteren histogramlar.
4.6 APC Konsantrasyonundaki Degisimin Aptasensor Yanitina EtKisinin

Incelenmesine Yonelik Bulgular

3.3.7°de anlatildig1 gibi, 0,4-1,4 ng/mL arasinda degisen farklit APC konsantrasyonlarinda
cozelti fazinda DNA-Apt ile etkilesiminde APC konsantrasyonunun yanit iizerindeki etkisi

incelendi. Niquist diyagrami ve kalibrasyon grafigi Sekil 4.8’de gosterildi.
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Sekil 4.8. 0,1 pg/mL DNA-Apt varliginda, (A) Farkli konsantrasyonlarda APC'nin varliginda/yoklugunda elde
edilen Niquist diyagramlari, (B) Kalibrasyon grafigi.

4.7 Farkh Konsantrasyonlarda AD22’nin APC-Aptamer Etkilesiminde EtkKisinin

Incelenmesine Yonelik Bulgular

Bolim 3.3.8’de anlatildig1 gibi, AD22 konsantrasyonunun etkilesim {izerindeki etkisi,
optimize edilmis kosullar altinda incelendi. 0,1 pg/mL DNA-Aptnin 0,6 pg/mL APC ile
etkilesimi, li¢ farkli konsantrasyonda (0,005, 0,1, ve 0,2 pg/mL) AD22'nin varliginda ve
yoklugunda incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.5’de gdsterildi.
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Tablo 4.5. Farkli konsantrasyonlarda AD22’nin DNA-Apt ile etkilesimi Ooncesi ve sonrasi dlgiilen ortalama Rct

degerleri (n=3).

Sadece AD22 0,1 ng/mL DNA-
varhginda Apt ve eslenegi olan Rct
Deney grubu olciilen Rct AD22 varhginda | % RSD | degerindeki
degerleri oOlciilen ortalama degisiklik
(Ohm) Rct degerleri (Rct)
0,1 pg/mL DNA-Apt
(kontrol grubu) 213,33 + 14,15 - 6,63 | 6,63 Kat Artis*
0,05 ng/mL AD22 317,50 + 82,73 206,00 + 22,63 10,98 | % 35,12 Azalis
0,1 pg/mL AD22 318,00 + 30,14 366,00 += 71,39 19,51 % 15,09 Artis
0,2 pg/mL AD22 345,00 + 92,93 293,33 + 64,94 22,14 | % 14,98 Azalis

*CNF-IL/PGE yiizeyine sadece DNA-Apt immobilizasyonu sonrasinda olgiilen ortalama Rct

degerinde 6,63 kat artis gozlendi.

0,1 pg/mL DNA-Apt 'nin 0,6 pg/mL APC ile etkilesimi, 0,1 ng/mL konsantrasyonunda

AD22'min yoklugunda ve varliginda yaniti incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.6 de

gosterildi.
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Tablo 4.6. 0,1 pg/mL AD22 varliginda 0,1 pg/mL DNA-Apt ile 0,6 pg/mL APC’nin etkilesimi oncesi ve

sonrasinda Ol¢iilen Rct degerleri (n=3).

No Deney grubu Ortalama Rct % Rct degerindeki
degerleri (Ohm) | RSD degisiklik

1 DNA-Apt (kontrol grubu) 213,33 +£ 14,15 6,63 | 6,08 Kat Artis*
2 AD22 (kontrol grubu) 318,00 + 30,14 9,48 | 9,07 Kat Artis*
3 DNA-Apt + AD22 366,00 += 71,19 19,51
4 DNA-Apt + APC 329,50 + 48,37 14,68
5 AD22 + APC 276,75 + 89,41 32,31
6 DNA-Apt + AD22 + APC 287,50 +17,31 6,02

1. Deney grubundan, 4. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

2. Deney grubundan, 5. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

3. Deney grubundan, 6. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

% 54,45 Artis

% 12,97 Azalis

% 21,44 Azalis

4. Deney grubundan, 6. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

% 12,75 Azalig

APC (kontrol grubu)

248,25 + 21,17
% RSD =% 8,53

7,08 Kat Artig*

*CNF-IL/PGE yiizeyine sadece DNA-Apt veya AD22 veya APC immobilizasyonu sonrasinda

Olgiilen ortalama Rct degerinde sirasiyla, 6,08; 9,07 ve 7,08 kat artis gozlendi.

4.8 Aptamer-AD22 ile APC Etkilesim Siiresinin Yamita Etkisinin Incelenmesine

Yonelik Bulgular

Yontem 3.3.9’de anlatildigi gibi, optimum kosullarda aptamer-AD22’nin APC ile

etkilesimi 1, 2 ve 5 dakika siireyle gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, Sekil 4.9°da

verilmistir.
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Sekil 4.9. 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,1 pg/mL AD22’nin varliginda 0,6 ng/mL APC’nin farkli etkilesim etkilesim

3) gosteren histogramlar; A) 1 dakika B) 2 dakika C) 5 dakika.

stirelerinde elde edilen ortalama Rct degerlerini (n
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4.9 CNF-IL/PGE’nin Yapay Serum Ortaminda Impedimetrik APC Analizine
Uygulanabilirligine Yonelik Bulgular

CNF-IL kompozit modifiye elektrotlarin yapay serum ortaminda impedimetrik APC
analizine uygulanabilirliginin incelenmesi Boliim 3.310°de belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Elde edilen Niquist diyagramlar1 Sekil 4.10’da gosterildi.

A goof—
400 } - : E

g %00} :

N 200 K i
100} e Tl s ] ]

ol f a b Lo |
100 200 300 400 500 600 700 800
Z' (Q)

B °|
400 | . ]
300} L

iy 200 R

: e & wb as
100} ; - N ]
0—" . . . , . . ‘“’ Bes d
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Z' (Q)

C 400
300 |

c

= 200

N
100f L

r 4 RNt f—
¥ b 2 ¢ (=l 1
0 L . , Rgt IW 4
100 200 300 400 500 600 700 800
Z'(Q)

Sekil 4.10. A) 0,1 ug/mL DNA-Apt varliginda, a) PBS kontrol grubunda, b) FBS kontrol grubunda, B) CNF-IL
modifiyeli PGE elektrotlar ile, a) 1:500, b) 1:1000, c) 1:2000 seyreltme oranlari, C) 1:2000 seyreltme oraninda, a)
0,1 pg/mL DNA-Apt, b) 0,6 pg/mL APC, c) 0,1 ng/mL DNA-Apt ile 0,6 ng/mL APC arasindaki etkilesim (n=3).
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4.10 Yapay Serum Ortaminda Farkli Konsantrasyonlarda APC’nin Impedimetrik

Tayinine Yonelik Bulgular

Bolim 3.3.11°de anlatildigi  gibi, 0,2-0,6 pug/mL araligina farkli APC
konsantrasyonlarinda aptamerin APC ile yapay serum ortaminda etkilesmesi incelendi. Niquist

diyagrami ve kalibrasyon grafigi Sekil 4.11°de gosterildi.

A
400+ 0,6 pg/mL APC
0,4 pg/mL APC
0,2 ug/mL APC
300 0 pg/mLAPC
<)
N 200 .
ot Faw
100 200 300 400 500 600 700
Z'(Q)
B
500
400
.g 300 -
e
"6' 200 1 y=184.67x + 225.81
o 100 - R*=0.98
0 . . . - - -
o o1 02 03 04 05 0,6
APC Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.11. 0,1 pg/mL DNA-Apt varliginda, (A) Yapay serum ortaminda farkli konsantrasyonlarda APC'nin
varliginda/yoklugunda elde edilen Niquist diyagramlari, (B) Yapay serum ortaminda elde edilen kalibrasyon

grafigi.
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4.11 Yapay Serum Ortaminda Aptamer-AD22 ile APC Etkilesiminin Incelenmesine

Yonelik Bulgular

Optimum kosullarda aptamer-AD22’nin APC ile etkilesimi yapay serum ortaminda

incelendi. Elde edilen sonuglar, Sekil 4.12°da gosterildi.

Rct (Ohm)

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

DNA-Apt
APC

DNA-Apt + AD22

AD22

AD22 + APC

DNA-Apt + APC

DNA-Apt + AD22 + APC

Sekil 4.12. Yapay serum ortaminda 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,1 pg/mL AD22’nin varliginda 0,6 pg/mL APC’nin

etkilesiminde elde edilen ortalama Rct degerlerini (n=3) gosteren histogramlar.

Tablo 4.7. Yapay serum ortaminda 0,1 pg/mL AD22 varliginda 0,1 pg/mL DNA-Apt ile 0,6 pg/mL APC’nin

etkilesimi 6ncesi ve sonrasinda 6l¢iilen Rct degerleri (n=3).

Ortalama Rct

Rct degerindeki

No Deney grubu degerleri % RSD
degisiklik
(Ohm)

1 DNA-Apt (kontrol grubu) 225,50 £21,76 9,65 9,5 Kat artig*
2 AD22 (kontrol grubu) 262,75 + 33,36 12,7 11,16 Kat artig*
3 DNA-Apt + AD22 379,75 £ 42,84 11,28
4 DNA-Apt + APC 385,25 £ 46,02 11,94
5 AD22 + APC 226,50 = 39,79 17,57
6 DNA-Apt + AD22 + APC 295,75+ 18,41 6,24
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1. Deney grubundan, 4. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

2. Deney grubundan, 5. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

3. Deney grubundan, 6. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

% 70,84 Artis

% 13,79 Azalig

% 22,25 Azalig

4. Deney grubundan, 6. Deney
grubuna Rct degerlerindeki %
degisim

% 23,36 Azalig

APC (kontrol grubu)

259,75 £ 74,71
% RSD =% 28,76

11,036 Kat artig*

*CNF-IL/PGE yiizeyine sadece DNA-Apt veya AD22 veya APC immobilizasyonu sonrasinda

Olgiilen ortalama Rct degerinde sirasiyla, 9,5, 11,16 ve 11,036 kat artis gozlendi.

4.12 CNF-IL/PGE ile impedimetrik APC Tayininde Secimliliginin Yapay Serum

Ortaminda Test Edilmesine Yonelik Bulgular

APC aptasensoriin se¢imliligi diger proteinler, BSA, PC, THR varliginda test edildi ve

impedimetrik dl¢timler alindi. Elde edilen Niquist diyagramlari Sekil 4.13’de ve sonuglar Tablo

4.8’de gosterildi.




44

350, ——4a
—Db
300/ c
250 ——f
€ 20 —e .
' 150 R co
100 iteceee e
_._.._'- IRLE LT . ‘._. '._.'._ e 0" A e I
50} Z O |
O i f Ret W 1
100 200 300 400 500 600 700
Z' (Q)

Sekil 4.13. 0,1 pg/mL DNA-Apt ile, (a) 0,6 pg/mL APC, (b) 0,6 pg/mL PC, (c¢) 0,6 pg/mL THR, (d) 0,6 pg/mL,
(e) 0,6 pg/mL BSA’nin 1:2000 FBS:PBS ortaminda etkilesimi sonrasi elde edilen Niquist diyagramlart.

Tablo 4.8. 1:2000 FBS:PBS seyreltilmis serum ortaminda 0,1 pg/mL DNA-Apt ile sirasiyla 0,6 pg/mL APC, PC,

THR, BSA’nin etkilesimi 6ncesi/sonrasi dlgiilen ortalama Ret degerleri (n=3).

Ortalama Rct Ortalama Rct
% RSD
degerleri (Ohm) degerlerindeki degisim

DNA-Apt 238 +6,24 2,62 8,99 Kat Artis *
APC 235,33 + 19,60 8,33 8,89 Kat Artig *

PC 241,60 + 61,52 25,46 9,12 Kat Artig *

THR 218,20 + 57,95 57,95 26,56 Kat Artig *

BSA 196,25 + 37,40 37,40 19,06 Kat Artig *

DNA-Apt + APC 332,50 + 14,27 4,29 % 41 Artig
DNA-Apt + PC 257,33 +£29,54 11,48 % 6,51 Artis

DNA-Apt + THR 202,00 + 33,60 16,63 % 7,42 Azalis
DNA-Apt + BSA 157+£9,19 5,84 % 19,74 Azalig

*CNF-IL/PGE yiizeyine sadece DNA-Apt veya APC veya diger proteinler (PC, THR, BSA)
immobilizasyonu sonrasinda olgiilen ortalama Rct degerinde sirasiyla, 8,99; 8,89, 9,12, 26,56

ve 19,006 kat artis gozlendi.
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5. TARTISMA
5.1 Elektrotlarm Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Ile Mikroskobik

Karakterizasyonuna Yonelik Bulgular Ile ilgili Tartisma

SEM teknigi ile herbir elektrot (PGE, IL/PGE, CNF/PGE, CNF-IL/PGE) ylizeyinin
mikroskopik karakterizasyonu gergeklestirildi. Piirlizli bir ylizey yapisina sahip PGE
elektrotlarin SEM goriintiileri Sekil 4.1°de gosterildi. PGE yiizeyinin IL ile modifikasyonundan
sonra, elektrot yiizeyi daha piiriizsiiz, parlak ve homojen yapiya sahip oldugu goriildii.
Elektrotlar karbon nanofiber ve iyonik sivi kompoziti ile modifiye edildikten sonra elektrot
yilizeyinde daha katmanli, piiriizlii ve ipliksi goriinimlii bir modifikasyonun gergeklestigine

karar verildi.

Yiizey karakterizasyonu i¢in Enerji Dagilimli X-1sin1 spektroskopisi (EDX) analizi
uygulanistir. Sekil 4.2°de gosterilen EDX sonuglari incelendiginde ve karbon nanomalzeme
olan karbon nanofiber (CNF) ile iyonik siv1 (IL) (CsHi5FsN2P) kimyasal formiilleri géz 6niine

alindiginda,

1. PGE yiizeyindeki karbon (%) agirlik diizeyinin CNF ve CNF-IL modifikasyonlari
sonrasinda, giderek azaldigi goriilmiistiir. PGE yiizeyindeki karbon (%) agirlhik
diizeyinin CNF-IL kompozit modifikasyonu sonrasi azalmasi, PGE yiizeyinde
karbon katmanlarindan olusan grafit tabakasinin nanokompozit malzeme ile
modifikasyonunun bir sonucudur.

il. PGE yiizeyine IL modifikasyonu sonrasi, yiizeyde F ve P elementlerinin varligi
goriilmiistiir. PGE ylizeyine IL ve CNF-IL modifikasyonlar1 sonrasinda, F ve P
elementlerinin (%) agirlik diizeyinin giderek azaldigi ve PGE yiizeyine en fazla
kaplanmanin CNF-IL kompozit modifikasyonu varliginda gerceklestigi

goriilmiistiir.

PGE yiizeyinde gerceklestirilen her bir modifikasyonun varligt hem SEM hem de EDX

analiz sonuglar ile gosterilmistir.
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5.2. Elektrotlarin Elektrokimyasal Yontemlerle Karakterizasyonuna Yonelik

Bulgular ile Ilgili Tartisma

CV ve EIS gibi elektrokimyasal yontemleri kullanilarak, gelistirilen tek kullanimlik
CNF-IL/PGE’lerin elektrokimyasal karakterizasyonu gerceklestirildi.

PGE yiizeyine CNF ve IL modifikasyonu oncesi ve sonrasinda elektrotlar ile redoks
probu c¢ozeltisinde yapilan oOlgiimlerde Olgiilen sinyaller ve yiik gecisindeki degisimler
incelendi. PGE, CNF-PGE, IL-PGE ve CNF-IL/PGE elektrotlarla elde edilen katodik pik akimi
(Ic), yiik miktar1 Q (mC) ve hesaplanan yiizey alani A (cm?) degerleri Tablo 4.1°de gosterildi.
PGE, CNF-PGE, IL-PGE’ye kiyasla, CNF-IL/PGE elektrotlar1 ile Slgiilen akim ve yik
degerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi. Randles-Sevcik denklemi (Cummings ve Elvis,
1978) ile hesaplanan elektrot yiizey alan degerlerine gore, PGE, CNF-PGE, IL-PGE’ye kiyasla
CNF-IL/PGE’ nin en genis yiizey alanma sahip (A=0,38 cm?) yiizey oldugu belirlendi (Sekil
4.3).

Tablo 4.2°de EIS ile dl¢iilen Ret degerleri verildi. PGE ile ortalama Rct degeri, 56,68 +
19,76 Ohm iken, PGE (kontrol) ile 208,40 + 33,53 Ohm IL-PGE ile 62,05 + 19,80 Ohm, CNF-
PGE 159,00 + 41,32 Ohm, CNF-IL/PGE ise 53,22 + 3,63 Ohm diren¢ degerleri 0l¢iildii.
Elektrot yiizeyine kompozit modifikasyonu sonras1 Rct degerlerinde azalis gozlendi (Sekil 4.4).

Elde edilen Rct Olclimlerine gore; PGE (kontrol) ile 208,40 = 33,53 Ohm direng
Olciilirken, CNF-IL/PGE ile 53,22 + 3,63 Ohm olarak ol¢iilmiistiir. CNF-IL kompoziti
modifikasyonu varliginda Rct degerindeki % 74,46‘lik azalis, CNF-IL kompozit ¢ozeltisi ile
elektrot arayiizli arasinda elektron transferini arttirici etkisi ile aptasensoriin iletkenligini

arttirmasi ile agiklanabilir (Erdem et al., 2014a; Erdem and Congur, 2014b, 2014c).

CNF-IL/PGE ve PGE icin gériiniir kismi kaplama degerleri (0is¥) (Janek et al., 1998)
hesaplandi. Elektrot yiizeyine 0,2 pg/mL DNA-Apt immobilizasyonu sonrasinda PGE ve CNF-
IL/PGE’nin Rct degerlerinde artis gézlenirken, DNA-Apt immobilizasyonu varliginda CNF-
IL/PGE ile Ret degerindeki artisin PGE’ye kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4.5).
CNF-IL/PGE ve PGE igin goriiniir kismi kaplama degerleri (01s®) sirasiyla 0,91 ve 0,83 olarak
hesaplandi.
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DNA-Apt'nin negatif yiiklii fosfat gruplari, anyonik [Fe(CN)s]>*~

iyonlarinin elektrot
ylizeyine ulagsmasini engellemektedir ve bundan dolayr Rct degerlerinde artis meydana
gelmektedir. Negatif yiikli DNA-Apt ve anyonik redoks probu arasindaki itme kuvvetinin
artmasi nedeniyle Rct degerlerinde artig goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar literatiirde dnceki
rapor edilen ¢aligmalar ile desteklemektedir (Bini et al., 2007; Erdem et al., 2014a; Senturk et

al., 2021).

Iletken dzellikteki karbon nanofiber (Kour et al., 2020; Eksin and Erdem, 2016), iyonik
stvi1 ile olusturduklart kompozit yapinin elektrot ylizeyinde homojen modifikasyonu sayesinde
CV c¢alismasinda en yiiksek akim degeri (Sekil 4.3. ve Tablo 4.1), EIS ¢alismasinda ise en diisiik
Rct degerinin (Sekil 4.4 ve Tablo 4.2) CNF-IL/PGE ile elde edilgi gozlendi . Dolayisiyla, EIS

teknigi ile elde edilen sonuglarin CV sonuglar ile uyumlu oldugu sonucuna varildi.

5.2.2 IL Yiizdesinin Optimizasyonuna Yonelik Yoénelik Bulgular ile Tlgili

Tartisma

CNF-IL kompozit modifikasyonunda iyonik sivi yiizdesindeki degisimin aptasensor
yanitina etkisi incelendi ve EIS 6l¢limleri sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 4.3’de verildi.
CNF-IL kompozitinde iyonik siv1 yiizdesi % 2’den % 5’e arttik¢a dl¢iilen akim degerinin arttig1
ve % RSD degerlerinde % 18,13 den % 2,64’e distiigli gozlenmistir. 1L yiizdesi,
% 5°den % 7’ ye arttirlldiginda dlgiilen akim degerinde azalis elde edilmistir. % 5 Iyonik sivi
ile hazirlanan CNF-IL kompozit modifiye elektrotlarla en yiliksek ve en tekrarlanabilir akim
degeri elde edilmesi nedeniyle ¢alismamizda optimum iyonik sivi yiizdesinin % 5 olmasina

karar verildi.

5.3 DNA-Apt Konsantrasyonuna Yonelik Bulgular Ile ilgili Tartisma

PBS i¢inde hazirlanmis aptamer ile PBS veya TBS i¢inde hazirlanmis APC etkilesimi
incelendi. 0,05 pg/mL DNAAPT : 0,2 ug/mL APC (1:4) etkilesimi 6ncesi ve sonrasi elde edilen
sonuglara gore, en yiiksek artis yilizdesi (% 58) PBS ortaminda hazirlanan APC’nin DNA-Apt
ile etkilesimi varliginda gozlendi. Bu nedenle, PBS ortaminda hazirlanan APC ile deneylere

devam edilmesine karar verildi (Tablo 4.4).
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0,2 pg/mL APC varliginda etkilesim gerceklestirilerek DNA-Apt konsantrasyonu
optimize edildi. 0,005, 0,01 ve 0,1 pg/mL DNA-Apt konsantrasyonlarinda APC ile etkilesim
oncesi/sonrast Ret degerleri lciildii (Sekil 4.6). Olgiilen Ret degerlerine gore en yiiksek artis
% 47,43 ile 0,1 ng/mL DNA-Apt : 0,2 ng/mL APC (1:2) varliginda (334,67 + 54,37 Ohm ve
% RSD =% 16,25, n=3) gozlendi.

APC, izoelektrik noktasi nedeniyle negatif bir yapiya sahiptir (pl:4.4—4.8) ve aptamerin
redoks probunda negatif yapiya sahip olamasi (pH 5.93) daha fazla APC molekiilii ile
etkilesime girmesine neden olmaktadir. Bundan dolay1r APC konsantrasyonu artarken Rct

degerinde artis gozlenmistir (Haemtech, 2022).

Calismamizda optimize edilen 0,1 pg/mL DNA-Apt konsantrasyonu ile devam

edilmesine karar verildi.

5.4 DNA-Apt ile APC Etkilesiminde Immobilizasyon Siiresinin Aptasensor

Yanitina Etkisinin incelenmesine Yoénelik Bulgular Ile flgili Tartisma

0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,6 pg/mL APC konsantrasyonunda, 10 ve 20 dk
immobilizasyon siiresi ¢aligmasi gerceklestirildi. Elde edilen ortalama Rct degerlerine gore
(290,83 £+ 33,03 Ohm, % RSD =% 11,36), 10 dk immobilizasyon siiresinde en tekrarlanabilir
sonuglar elde edilmesinden dolay1 10 dk etkilesim siiresi ile devam edildi (Sekil 4.7).

5.5 APC Konsantrasyonundaki Degisimin Aptasensor Yanitina EtkKisinin

Incelenmesine Yonelik Bulgular ile ilgili Tartiyma

Tampon ortaminda 0,1 pg/mL aptamer ile 0,4-1,4 pg/mL konsantrasyon aralifinda
APC etkilesimi Oncesi/sonrasinda EIS teknigi ile alinan 6l¢lim sonuglarina gore, dlgiilen Ret
degerinin 0,4 pg/mL APC’den 1,4 ng/mL APC’ye kadar dogrusal bir sekilde arttig1 gézlendi
(Sekil 4.8). 0,6 ng/mL APC konsantrasyonunda en tekrarlanabilir sonuglar (281 + 26,39 Ohm
ve % RSD = % 9,38, n=3) elde edildigi i¢cin AD22 varliginda aptamer ile APC etkilesiminin

incelendigi ¢calismada optimum APC konsantrasyonu olarak 0,6 pg/mL belirlendi.
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Tampon ortaminda 0-1,4 pg/mL APC konsantrasyon arali§inda 6l¢iilen Rct degerlerine
gore elde edilen kalibrasyon grafiginde (Sekil 4.8-B), y=137,73x + 213,12 regresyon denklemi
elde edilmis olup % 97 giivenirlikle Miller ve Miller yontemine gore (Miller and Miller, 2010)
tayin sinir1 0,23 pg/mL (3.83 nM) olarak bulunmustur. Gelistirilen aptasensoriin hassasiyeti

354,97 Ohm.mL/pg.cm? olarak hesaplanmistir.

5.6 Farkh Konsantrasyonlarda AD22’nin APC-Aptamer Etkilesiminde EtKisinin

Incelenmesine Yonelik Bulgular ile ilgili Tartiyma

AD22 konsantrasyonunun aptasensor yanitina etkisi 0,005, 0,01 ve 0,2 pg/mL AD22
konsantrasyonlarinda, 0,1 pg/mL DNA-Apt ile AD22 arasindaki etkilesim varliginda incelendi.
Elde edilen Rct degerlerindeki (Tablo 4.5) degisime gore, 0,1 pg/mL AD22 konsantrasyonunda
Ol¢iilen Ret degerinde (366,00 = 71,39 ve % RSD = % 19,51; n=3) kontrol grubuna kiyasla %
15,09 artis gozlendi. Ret degerindeki artisin 0,1 pg/mL AD22 konsantrasyonunda gdzlenmesi

nedeniyle, calismada AD22 konsantrasyonunun 0,1 pg/mL olmasina karar verildi.

AD22 konsantrasyonunun etkisi, 0,1 pg/mL DNA-Apt, 0,6 ng/mL APC ve 0,1 pg/mL
AD22 varliginda incelendi. APC’nin DNA-Apt-AD22 ile etkilesim ncesi/sonrast dlciilen Ret
degerleri AD22 varliginda ve yoklugunda Tablo 4.6’da gosterildi. DNA-Apt-AD22 ile APC
arasindaki etkilesim sonrasinda 6l¢iilen ortalama Rct degeri 287,50 + 17,31 Ohm (% RSD =%
6,02 n=3) olarak bulundu (Tablo 4.6). DNA-Apt-APC etkilesimi varliginda 6l¢iilen ortalama
Rct degerine (366 = 71,19 Ohm ve % RSD= 19,51 , n=3) kiyasla, AD22 varliginda DNA-Apt-
AD?22 ile APC etkilesiminde dlciilen Ret degerinde % 21,44 azalis gozlendi.

5.7 Aptamer-AD22 Ile APC Etkilesim Siiresinin Yanita Etkisinin Incelenmesine
Yonelik Bulgular ile Ilgili Tartisma

0,1 pg/mL AD22 varliginda AD22-DNA-Apt’in APC ile etkilesimi 1, 2 ve 5 dakikalik

siirelerde gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.9°da gosterildi.

DNA-Apt ile AD22 arasinda etkilesim sonucunda elde edilen sonuglar sadece DNA-Apt
veya sadece AD22 gibi kontrol gruplarinda elde edilen Rct degerlerine gore kiyaslandiginda
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Rct degerlerinde bir artis gdzlendi (Sekil 4.9-A, B,C). Bunun sebebi DNA-Apt ile onun bir
boliimii ile eslenigi olan AD22 arasinda hibridizasyonun gerg¢eklesmesi (Hamedani et al.,
2016); dolayisiyla cift sarmal yapinin olugmasi sonucu elektrot yiizeyine DNA-APT-AD22
immobilizasyonunda elektrot yiizeyinde mevcut negativitenin artmasidir. 0,1 pg/mL DNA-Apt
kontrol grubunda ortalama Rct degeri 201,33 £+ 18,15 Ohm (% RSD =% 9,01, n=3) olarak
oOl¢iiliirken, 0,1 ng/mL AD22 ve 0,1 pg/mL DNA-Apt arasindaki etkilesim sonucu ortalama Rct
degeri 344,67 + 39,17 Ohm (% RSD =% 11,36, n=3) olarak 6l¢iildii ve % 82,64 artis gdzlendi
(Sekil 4.9-A).

1 dakika etkilesim siiresinde, 0,1 pg/mL AD22, 0,1 pg/mL DNA-Apt ve 0,6 pg/mL APC
arasindaki etkilesim sonucunda ortalama Rct degeri 292 + 55,76 Ohm (% RSD =% 19,10, n=3)
olarak ol¢iildii. DNA-Apt-AD22 ile APC etkilesiminde elde edilen sonuglara bakildigi zaman
(Sekil 4.9).;

(i) AD22 ile DNA-Apt arasinda etkilesim varliginda olgiilen ortalama Rct degerine
(344,67 £ 39,17 Ohm ve % RSD =% 11,36, n=3) gore % 15,28 azalis gozlendi. 2
ve 5 dakika APC etkilesim siirelerinde ise bu degisim sirasiyla, % 0,29 azalig ve
% 18,76 artis seklinde gozlendi.

(i) DNA-Apt ve APC arasinda etkilesim varliginda olciilen ortalama Rct degerine
(313,13 £ 96,76 Ohm ve % RSD =% 30,87, n=3) gore % 6,80 azalis gozlenirken
daha tekrarlanabilir sonuglar elde edildigine karar verildi. 2 ve 5 dakika APC
etkilesim stirelerinde ise bu degisim sirasiyla, % 26,50 artis ve % 52,54 artis seklinde

gozlendi.

0,6 ug/mL APC kontrol grubunda ortalama Rct degeri 255 £ 19,97 Ohm (% RSD= % 7,83,
n=3) olarak ol¢iiliirken, 0,1 pg/mL AD22 ile 0,6 pg/mL APC arasindaki etkilesim varliginda
ortalama Rct degeri 271 + 108,19 Ohm (% RSD = % 39,85, n=3) olarak ol¢iilmiistiir (Sekil
4.9). APC’nin DNA Aptameri etkilestiginde Olciilen Rct degerine (313,13 £ 96,76 Ohm)
kiyasla, APC’nin AD22 ile etkilesiminde 6l¢iilen Rct degerinin (271 &= 108,19 Ohm) daha diistik
oldugu ve APC kontrol grubuna kiyasla yaklagik % 6 oraninda Rct degerinde bir artigin
gozlendigi tespit edildi. Dolayisiyla literatiirde daha 6nce rapor edilen ¢alismanin Hamedani et
al., 2016) sonuglarina paralel olarak AD22’nin spesifik olarak APC ye baglanmadigina karar

verildi.
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5.8 CNF-IL/PGE’nin Yapay Serum Ortaminda Impedimetrik APC Analizine
Uygulanabilirligine Yénelik Bulgular ile Ilgili Tartisma

CNF-IL/PGE ile yapay serum ortaminda elektrokimyasal APC analizine
uygulanabilirligi test edildi. Deneyler, PBS (pH 7,40) ile 1:500, 1:1000 ve 1:2000 oraninda
seyreltilen fetal sigir serumu (FBS) kullanilarak gerceklesti. CNF-IL/PGE yiizeyine farkli
seyreltme oranlarinda FBS immobilizasyoun sonrasi en diisiik ve en tekrarlanabilir Rct degeri
(279 £ 33,15 Ohm ve % RSD =% 11,88, n=3) 1:2000 FBS ortaminda elde edildi (Sekil 4.10-
B-¢). 0,1 pg/mL DNA Aptile 0,6 pg/mL APC’ nin 1:2000 FBS ortaminda etkilesimi sonrasinda
sadece DNA-Apt varliginda 6l¢iilen Rct degerine kiyasla % 15 artis elde edilmistir (Sekil 4.10-
C, a-c). Elde edilen sonuglara gére 1:2000 oraninda seyreltilmis FBS ortaminda deneylerin

gergeklestirilmesine karar verildi.

5.9 Yapay Serum Ortaminda Farkh Konsantrasyonlarda APC’nin impedimetrik

Tayinine Yonelik Bulgular Ilgili Tartisma

1:2000 FBS ortaminda 0,1 pg/mL aptamer ile 0,2-0,6 pg/mL konsantrasyon araliginda
APC etkilesimi Oncesi/sonrasinda EIS teknigi ile alinan 6l¢iim sonuglarina gore, dlciilen Rct
degerinin 0,2 pg/mL APC’den 0,6 ng/mL APC’ye kadar dogrusal bir sekilde arttig1 gozlendi
(Sekil 4.11-A).

Yapay serum ortaminda 0-0,6 pg/mL APC konsantrasyon araliginda olgiilen Rct
degerlerine gore elde edilen kalibrasyon grafiginde (Sekil 4.11-B) y=184,67x + 225,81
regresyon denklemi elde edilmis olup % 98 giivenirlikle Miller ve Miller yontemine gore
(Miller and Miller, 2010) tayin sinirt 0,11 pg/mL (1.83 nM) olarak bulunmustur. Gelistirilen

aptasensdriin hassasiyeti 475,953 Ohm.mL/ug.cm? olarak hesaplanmistir.
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5.10 Yapay Serum Ortaminda Aptamer-AD22 Ile APC Etkilesiminin

Incelenmesine Yonelik Bulgular ile ilgili Tartiyma

Yapay serum ortaminda AD22 varlifinda DNA-Apt-AD22 ile APC’nin etkilesimi;
0,1 ug/mL DNA-Apt, 0,6 ng/mL APC ve 0,1 pg/mL AD22 varliginda incelendi. EIS teknigi
Ol¢ciimler alindi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.12 ve Tablo 4.7’de gosterildi.

Literatiirde daha 6nce rapor edilen sonuglara (Erdem et al., 2014a; Erdem and Congur,
2014a, 2014b, 2014c) benzer olarak, tampon ortaminda ve yapay serum ortaminda DNA-Apt
ile APC etkilesiminde Olgiilen Rct degerinde sadece DNA aptameri varliginda olgiilen Ret
degerlerine kiyasla yiiksek bir artig (sirasiyla % 54,45 ve %70,84) gozlemlendi (Tablo 4.6 ve
Tablo 4.7).

APC’nin DNA-Apt-AD22 ile etkilesim Oncesi/sonrasi Olciilen Rct degerleri AD22
varliginda ve yoklugunda Tablo 4.7°de gosterildi. DNA-Apt-AD22 ile APC arasindaki
etkilesim sonrasinda dl¢iilen ortalama Ret degeri 295,75 + 18,41 Ohm (% RSD =% 6,24, n=3)
olarak bulundu (Tablo 4.7). DNA Apt-APC etkilesimi varliginda 6lciilen ortalama Rct degerine
(385,25 £ 46,02 Ohm ve % RSD = % 11,94, n=3) kiyasla, AD22 varliginda DNA-Apt-AD22
ile APC etkilesiminde 6lciilen Rct degerinde % 23,23 azalis gozlendi.

5.11 CNF-IL/PGE ile impedimetrik APC Tayininde Secimliliginin Yapay Serum
Ortaminda Test Edilmesine Yonelik Bulgular le Tlgili Tartisma

Se¢imlilik deneylerinde 0,1 pg/mL DNA-Apt ile 0,6 pg/mL APC (veya diger proteinler
varliginda, PC/THR/BSA) proteinleri arasinda etkilesim sonrasinda EIS ile Rct degerleri
olciildii (Sekil 4.13). Aptamerin proteinlerle etkilesimi sonrasinda APC, PC, THR ve BSA
varliginda ortalama Rct degerleri sirastyla 332,50 = 14,27 Ohm (% RSD = % 4,29, n=3), 257,33
+ 29,54 Ohm (% RSD = % 11,48, n=3), 202,00 + 33,60 Ohm (% RSD = % 16,63, n=3),157 +
9,19 Ohm (% RSD = % 5,84, n=3) olarak 6l¢iildii (Tablo 4.8). Elde edilen sonuglar, APC'ye
spesifik DNA aptamerin FBS gibi karmasik bir 6rnek ortaminda bile hedef proteinini diger

benzer proteinlere kiyasla yiiksek se¢imlilikte algilayabildigini gostermektedir.

Literatiirde APC tayinini rapor eden ¢alismalardan bazilari1 Tablo 6.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 6. 1. Literatiirde APC tayinine yonelik gelistirilen yontemlerin kiyaslanmasi

Kullanilan Algilayici .
Yintem Ajan Tayin sinir Kaynaklar
5 pmol/l (Gruber and Griffin, 1992)
27 pmol/l (Orthner et al., 1993)
- (Katsuura et al., 1996)
ECA mAb 0,6 pmol/l (Takazoe et al., 1999)
5 pmol/l (Liaw et al., 2003)
14 pmol/l (Li et al., 2005)
ELISA mADb 1,8 pmol/l (Espaiia et al., 1996)
OECA Oligoniikleotid 1,5 pmol/l (Miiller et al., 2012)
mADb 1,8 pmol/l (Espafia et al., 2001)
ELISA polAb 5 pmol/l (Fernandez et al., 2006)
mADb 1,7 pmol/l (Martos et al., 2016)
Tampon ortaminda
0,74 pg/mL,
EIS DNA aptamer Yapay serum (Erdem and Congur, 2014c)
ortaminda, 2,03 pg/mL
Tampon ortaminda
1,81 pg/mL,
EIS DNA aptamer Yapay serum ortaminda (Erdem and Congur, 2014b)
0,02 pg/mL
DPV DNA aptamer 2,35 pg/mL (Erdem and Congur, 2014a)
Tampon ortaminda 0,94
pg/mL,
Ccv DNA aptamer v (Erdem et al., 2014a)
apay serum ortaminda
1,5 yg/mL
SPR DNA aptamer 27 pmol/l (Koyun et al., 2019)
DPV DNA aptamer 1,8 pmoll (Hosseini Ghalehno et al.,
2019)
Tampon ortaminda 0,23
pg/mL,
EIS DNA aptamer | Yapay serum ortaminda T )
0,11 ug/mL ez calismasi

Kisaltmalar: ECA: Enzim Yakalama Deneyi, Polab: Poliklonal Antikor, Mab: Monoklonal Antikor, OECA:
Oligoniikleotid Bazli Enzim Yakalama prosediirii, EIS: Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi, SPR: Yiizey
Plazmon Rezonansi, CV: Dongiisel Voltametri, DPV: Diferansiyel Puls Voltametrisi, FBS: Yapay Serum
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6. SONUC VE ONERILER

Aktive edilmis protein C (APC), PC yolunun anahtar enzimi olup aktif olmayan 6nciil
protein C (PC) 'den tiireyen bir serin proteazdir. Endojen protein C ve APC azalmasi ile sepsiste
hastaligin seyrinin kotiilesmesi arasinda bir iliski oldugunun kesfedilmesinden sonra, bu
hastalarin tedavisinde kullanilmak iizere rekombinant insan APC (thAPC) gelistirilmistir.
APC’nin siddetli sepsiste terapotik kullanimi degerlendirilen ve onemli bir inflamasyon
bileseni olan; ayrica obezite, pndmoni, yaygin damar i¢i pihtilasma, sepsis, kronik bobrek
yetmezligi, vb gibi rahatsizliklarda uygulandigin1 gosteren ¢alismalar literatiirde mevcuttur
(Becher et al., 2018; Mezzano et al., 2001; Schouten et al., 2015; Sola et al., 2009; Wada et al.,
2014).

APC trombin olusumunun kritik bir diizenleyicisi olup APC’nin bu 6zelligi tromboz
olusumunu onler. Fazla APC olusumu travmaya bagh koagiilopati gibi kanama riskini artirir.
Bu nedenle, APC aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu, bazi klinik durumlarda kan
pihtilagabilirligini arttirabilir. APC inhibisyonu i¢in serpinler, antikorlar ve aptamerler gibi
farkli molekiiller ve bunlarin Travmaya bagl koagiilopati (TIC) ve hemofili tedavisinde yeni
terapOtik stratejiler olarak potansiyel kullanimlarina yonelik umut verici sonuglar rapor
edilmistir (Balkaransingh and Young, 2017; Hamedani et al., 2016; Polderdijk et al., 2017,
Shetty and Ghosh, 2015).

Hamedani vd., caligmasinda (Hamedani et al., 2016), APC'den etkilenen plazma ve tam
kan pihtilasma modellerinde APC  spesifik DNA aptameri olan HS02-52G'nin kan
pihtilasmasinin restorasyonu tiizerindeki etkisini aragtirmiglar ve bu c¢aligmada tasarlanmis
HS02-52G noétralize edici antisens dizisinin (APC spesifik aptamerin birebir eslenigi
oligontikleotitler) en etkin olani arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére, HS02-52G ile
eslenigi olan antisens dizisi AD22 varliginda olusan aptamer-antisens ¢iftinin etkin bir APC
inhibitorii olarak etki gosterilmesi nedeniyle bu "antidot ¢ifti"nin, APC inhibe edici yeni bir
ilacin gelistirilmesi agisindan gii¢lii bir aday oldugu rapor edilmistir (Hamedani et al., 2016).
Yeni ve biyoteknolojik {iriin olan aptamer-antisens antidot c¢iftinin, 6rnegin travmaya bagh
koagiilopatide (Chang et al.,, 2016) potansiyel olarak akut APC ile iliskili kanama
komplikasyonlar1 icin olas1 tedavi secenegi olarak Onerildigi belirtilmistir (Hamedani vd.,
2016). Bu nedenle, plazmada dolasan APC'yi hizli, se¢imli ve duyarl bir sekilde 6lgmek igin

gelistirilecek bir yontem ve aptamere dayali yontem ile ayn1 zamanda APC'nin etkilesim
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mekanizmasint kontrol edebilmek adina aptamer-antisens dayali antidot ciftinin APC ile

etkilesim mekanizmasinin anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Tez calismasinda birinci boliimiinde karbon nanofiber-iyonik sivi kompozit temelli
elektrotlar gelistirilmis olup APC’ye spesifik DNA aptameri kullanilarak gelistirilen

elektrotlarin impedimetrik APC analizlerinde uygulanabilirlikleri gosterilmistir.

Calismamizda elektriksel iletkenligi ve elektrot yiizey alanini arttirarak daha kararli bir
ylizey saglanmasi amaciyla tek kullanimlik kalem grafit elektrot yiizeyi karbon nanofiber ve

iyonik s1vi kompoziti ile modifiye edilmistir.

CNF-IL modifiye PGE yiizeyinin mikroskopik karakterizasyonu SEM ve EDX,
elektrokimyasal karakterizasyonu CV ve EIS teknikleri ile incelenmistir. Optimize edilen
deneysel kosullarda impedimetrik APC analizi gergeklestirilmis olup gelistirilen aptasensoriin
diger proteinlere karsi secimlilligi test edilmistir. Optimum kosullar altinda gerceklestirilen
deneylerde, APC i¢in tayin smir1 tampon ortaminda 0,23 pg/mL (3,83 nM) ve yapay serum
ortaminda 0,11 pg/mL (1,83 nM) olarak bulunmustur. Gelistirilen aptasensoriin hassasiyeti
tampon ortaminda ve yapay serum ortaminda sirastyla, 354,97 Ohm.mL/pg.cm? ve 475,953
Ohm.mL/pg.cm? olarak hesaplanmistir. Literatiirde mevcut galigmalarla kiyaslandigi zaman
(Erdem et al., 2014a; Erdem and Congur, 2014a, 2014b, 2014c; Fernandez et al., 2006; Hosseini
Ghalehno et al., 2019; Koyun et al., 2019; Martos et al., 2016; Orthner et al., 1993) elektrotlarin
hazirlanmasi ve tayin siiresi acisindan tez ¢aligmasinda daha kisa siirede ve maliyeti daha diistik

bir yontemle duyarl ve se¢imli bir sekilde APC analizi miimkiin olmustur.

Literatiirde ilk defa CNF-IL/PGE kullanilarak hem tampon hem de yapay serum
ortaminda APC ile APC spesifik DNA aptamerin etkilesimi ve APC analizi impedimetrik
yonteme dayal1 gergeklestirilmistir. Ayrica APC inhibisyonunda etkili olan aptamer-antisens
ciftinin (DNA-Apt-AD22; antidot ¢ifti) APC ile etkilesiminin elektrokimyasal yonteme dayali
incelenmesi gelistirilen CNF-IL/PGE kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tez calismasinda karbon nanomalzeme CNF ve iyonik sivi kompozit temelli tek
kullanimlik elektrotlarin gelistirilmesi sayesinde uygulamasi pratik ve maliyeti diisiik bir
yontemle, kisa siirede hassasiyeti ve glivenirliligi yiiksek sonuglar veren APC’ye spesifik
elektrokimyasal aptasensor gelistirilmesi ve APC analizlerine yonelik uygulamalart miimkiin
olmustur. APC ile ona spesifik DNA aptamerin farkli konsantrasyonlarda etkilesiminin

impedimetrik yonteme dayali aptasensor teknolojisi ile incelenmesi; ayrica APC
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inhibisyonunda etkili olan aptamer-antisens c¢iftinin APC ile etkilesiminin incelenmesi

gerceklestirilmistir.

Tez c¢alismasinda elde edilen ciktilar, gelecekte yeni biyoteknolojik ilaglarin
gelistirilmesi  agamasinda etkilesim mekanizmalarinin  aydinlatilmasinda  aptasensor
teknolojilerin kullanilarak aragtirmalara yon vermesi agisindan katki saglayabilir. Ayrica, tez
kapsaminda elde edilen ¢iktilar benzer biyomolekiiler etkilesimlerin hizli ve giivenilir sekilde
duyarli ve sec¢imli tayinini mimkiin kilacak yeni aptasensdrlerin gelistirilmesine model

olacaktir.
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