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ONSOZ

Beyin hasari, viicut i¢i ve disindan beyinde meydana gelen bir hasar sonucu
santral sinir sisteminde gegici veya daimi ndrolojik fonksiyon bozukluklarinin
olusmasidir. Fiziksel kayiplar, biligsel ve davranigsal, psikolojik ve sosyal problemler
gelisebilmesi ve daha ¢ok gen¢ verimli ¢cagda olusmasi nedeniyle 6nemli bir halk
sagligr sorunudur. Biyobelirtecler, beyin hasarmin diizeyinin ve siddetinin
belirlenmesinin yanisira morbidite ve mortalite ile de yakindan iligkilidir. Bu tez
caligmasi kapsaminda bir beyin hasar1 biyobelirteci olan Leptin’nin tayini i¢in ilk kez
aptamerler ve molekiiler baskili polimerler kullanilarak elektrokimyasal biyosensorler
gelistirilmistir. Gelistirilen bu sensorler insan serum ve plazma 6rneklerinden Leptin

tayini i¢in yiiksek hassasiyet, dogruluk ve kesinlikle uygulanmistir.

Oncelikle, lisansiistii egitim hayatima basladigim ilk giinden beri kendisinden
giic aldigim, bilgi, birikim ve tecriibesiyle bana her zaman yol gosteren, bilimsel
anlamda bana her kapiy1 agan ve hatta yeni olanaklar saglayan, moral ve destegini hi¢
eksik etmeyen, akademik olarak da sosyal olarak da beni giiclendiren, kendisini hem
bilimsel hem de insani yoniiyle her zaman 6rnek aldigim ¢ok degerli ve saygideger

danisman hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ya sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismalarima basladigim andan itibaren beni destekleyen, sabr1 ve ilgisini
hi¢ eksik etmeyen, kiymetli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak bana yardimci
olan degerli es danmisman hocam Dog¢. Dr. Gézde AYDOGDU TIG’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Kiymetli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak ¢alismalarimda bana destek

veren degerli hocam Prof. Dr. Sibel A. OZKAN’a tesekkiirlerimi sunmayi borg bilirim.

Birlikte gerceklestirdigimiz tiim calismalar ve her tiirlii aktivitede beraber ¢ok
giizel zamanlar gecirdigimiz i¢in ve her zaman bu grubun bir iiyesi olarak kendimi ¢ok
sanslt hissettigim i¢in arastirma grubumuzun ¢ok degerli tiyeleri Dr. Bur¢in BOZAL
PALABIYIK, Uzm. Kim. Miih. Didem Nur UNAL, Uzm. Ecz. Ozge SELCUK, Dr.
Cigdem KANBES DINDAR ve Dr. Md. Zahirul KABIR e ¢ok tesekkiir ederim.
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flk biyosensér ¢alismamda bana destek olan, her an ve saat sorunlarima
¢oziimler getiren, sonsuz destegi ve anlayisi i¢in hem bir hoca hem bir abla olan Dog.

Dr. Seving KURBANOGLU’na cok tesekkiir ederim.

Her tiirli sikintimda ve mutlulugumda yanimda olan, bu zorlu siireci
giizellestiren ve daha birgok giizel hatirasi i¢in degerli arkadasim Uzm. Ecz. Tugrul
Mert SERIM’e ¢ok tesekkiir ederim.

Birlikte ¢ok giizel anilar biriktirdigimiz hem mutlulugumda hem iizlintiilerimde
her zaman yanimda olan ve dostlugumuzun sonsuza kadar siirecegine inandigim
sevgili dostlarrm Alize AYGUN, Aylin GURLEYIK, Ceyda BILGINAY, Sercan
GURLEYIK ve Metin BILGINAYa essiz yardimlar1 ve destekleri icin ¢ok tesekkiir

ederim.

Desteklerini  her zaman hissettigim, sevinglerimi ve iizlintiilerimi
paylasabildigim, tiniversitede baslayan giizel arkadasligimiz i¢in Gizem Gokge
KARADAG, Melih KARADAG, Fulya KOC GURLER ve Cagatay GURLER’e ¢ok

tesekkiir ederim.

Her giin kahve sohbetiyle dertlesebildigim, her kosulda beni sabirla dinleyen ve
her zaman desteklerini hissettigim arkadaslarim Selva BILGE YUCEL ve Abdullah
YUCEL’e ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora 6grenimim boyunca sagladiklar1 katkilar ve desteklerinden dolay1
Analitik Kimya Anabilim Dali’nin degerli 6gretim iiyeleri, 6gretim elemanlar1 ve idari

personeline tesekkiir ederim.

Doktora caligmalarim siiresince 100/2000 YOK Doktora Bursu Programi
kapsaminda bursiyerleri olmaktan gurur duydugum Yiiksekogretim Kurulu

Bagskanligi’na (YOK) maddi ve manevi bakimdan yardimlari igin ok tesekkiir ederim.

Doktora g¢aligmalarim boyunca Bilim Insani Destek Programlari Baskanligi
(BIDEB) tarafindan yiiriitiilen 2211/A Yurt I¢ci Genel Doktora Burs Programi

kapsaminda bursiyerleri olmaktan gurur duydugum Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
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Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) saglamis oldugu maddi ve manevi yardimlardan

dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora c¢alismalarimin son asamasinda Arastirma Destek Programlari
Baskanligi (ARDEB) tarafindan yiiriitiilen 1002-B Acil Destek Modiilii kapsaminda
1227695 nolu proje destegi ile katkida bulunan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) saglamis olduklar1 destekleri igin tesekkiir ederim.

Hayat seriivenimde hep yanimda olan, birlikte simardigimiz, beraber
sevindigimiz ve en zor anlarimda bile destegini hi¢ eksik etmeyen kardesim Can

ERKMEN ve esi Gokge KAYA ERKMEN’e sonsuz tesekkiir ederim.

Son olarak, bugiinlere gelebilmem i¢in her zaman yanmimda olan,
gerceklestirmek istedigim hayallerim i¢in sonsuz sevgiyle bana cesaret veren ve destek
olan, evlatlar1 olmaktan hep gurur duydugum biricik annem Hatice Miijjgan ERKMEN

ve babam Yusuf ERKMEN’e sonsuz minnetle tesekkiir ederim.



X

6-MCH
AFM

Apt
APTMS
Au NP’ler
BH

BNC
BOS

BP

BSA
BSS
CDC
CesNbOy
CEK
CeO>
CNBr

CS

DEA
DNA
DPV
DTSSP 3,30-
DV

EDC
EDS
EDTA
EIS

Ep

FDA U.S.

SIMGELER VE KISALTMALAR

Numune ortalamast
6-merkapto-1-hekzanol

Atomik kuvvet mikroskobu

Aptamer

(3-Aminopropil)trietoksisilan

Altin nanopartikiiller

Beyin hasari

Biyonanokapsiil

Beyin omurilik s1visi

Siyah fosfor

Si1g1r serum albiimini

Bagil standart sapma

Centers for Disease Control and Prevention
Seryum niobat

Camsi karbon elektrot

Seryum oksit

Siyanojen bromiir

Kitosan

Dietanolamin

Deoksiribo niikleik asit

Diferansiyel puls voltametrisi

dithiobis (sulfosuccinimidyl propionate)
Dontigtimlii voltametri
Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
Enerji dagilimli X-151n1

Etilendiamin tetraasetik asit
Elektrokimyasal impedans spektroskopisi
Potansiyel

Food and Drug Administration



GFAP Gliyal fibriller asit proteini

GKS Glasgow Koma Skalast

Glu Glutaraldehit

HAUCI4 Tetra kloroaurik asit

HMDC Hekzametilen diisosiyanat

HSA Insan serum albiimini

I Akim

ICH Uluslararas1 uyum konferansi (International Conference on

Harmonization)
IL-6 Interlokin-6
ITO-PET Indiyum kalay oksit kapl polietilen tereftalat
K3[Fe(CN)s]-:3H.O  Potasyum ferrisiyaniir
Ka[Fe(CN)6]-:3H,O  Potasyum ferrosiyaniir

KBB Kan beyin bariyerin

KCI Potasyum kloriir

m Egim

MBs Manyetik boncuklar

MgCl2 Magnezyum klortir

MIP Molekiiler baskili polimerler
MPA Merkaptopropiyonik asit

n Kesisim

NaCl Sodyum kloriir

NHS N-Hidroksisukkinimid

NIP Baskilanmamis polimer
NSE Noron spesifik enolaz

oPD orto-fenilendiamin

PBE Perde baskili elektrot

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
PG Gozenekli grafen

PGA Poliglutamik asit

PP Polifenol

PPa Pirol propiyonik asit

Xi



PPy

Pt NK’ler
Pt NP’ler
r

r2

Rt

rGO

RNA

Rs

S

SBDP
SDS
SELEX
SEM
Strep-ALP
SWCNTs
TAS

TBH

TE

TiO2
TNF-a
TRIS-HCI
TS
UCH-L1
XRD
ZnO NP’ler

Polipirol

Platin nanokiireler

Platin nanopartikiiller

Korelasyon katsayisi

Regresyon katsayist

Yiik transfer direnci

Indirgenmis grafen oksit

Riboniikleik asit

Cozelti direnci

Standart sapma

Spektrin pargalanma {iriinleri

Sodyum dodesil siilfat

Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
Taramali1 elektron mikroskobu
Streptavidin-alkalen fosfataz

Tek duvarli karbon nanotiipler

Tayin alt sinir1 (LOQ)

Travmatik beyin hasari

Tris-EDTA

NP’ler Titanyum dioksit nanopartikiiller
Tiimor nekroz faktor-A

Tris hidroksimetil aminometan hidrokloriir
Teshis sinir1 (LOD)

Ubikuitin C-terminal hidrolaz-L1
X-1s1n1 difraktometresi

Cinko oksit nanopartikiiller

Xii



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.

Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

SEKILLER

Ideal bir biyosensoriin sematik gdsterimi 11

Aptamer ile hedef analit arasinda gerceklesen etkilesimin sematik

gosterimi 12
SELEX yonteminin sematik gosterimi 13
Elektrokimyasal yontemlerin siiflandirilmasi 16
Hedef analit i¢in MIP hazirlama prosediiriiniin sematik gdsterimi 21

Gelistirilen etiketsiz aptasensoriin hazirlik basamaklarinin sematik
olarak gosterimi 37
Gelistirilen sandvig tip aptasensoriin hazirlik basamaklarinin sematik
olarak gosterimi 38

Gelistirilen Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlik basamaklarinin sematik

olarak gosterimi 40
Tipik bir doniisiimlii voltamogram 42
DPV yonteminde kullanilan dalga formu 43
Tipik bir Nyquist impedans spektrum grafigi 44
Randles devresinin sematik gosterimi 45

Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elde edilen

doniistimlii voltamogram egrileri (A) ve Nyquist egrileri (B) 49
5 mM Fe(CN)e*"* redoks ¢ozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkli

tarama hizlarindaki doniigiimlii voltamogram egrileri 50
Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait SEM
goriintiileri 52
Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait EDS
spektrumlari 53

Farkl1 TiO2 NP’ler derigsimlerinin 5§ mM Fe(CN)e>* redoks ¢ozeltisinin

Rct degerlerine etkisinin grafigi (A), farkli dongii sayilarinin 5 mM
Fe(CN)6*"* redoks ¢ozeltisinin R degerlerine etkisinin grafigi (B) 54
5 mM Fe(CN)g>"* redoks ¢ozeltisinin Ret degerlerine karsilik farkl

Aptl baglanma siirelerinin grafigi (A), 5 mM Fe(CN)e>* redoks
cozeltisinin Rt degerlerine karsilik farkli Aptl derisimlerinin grafigi

(B), 5 mM Fe(CN)s*"* redoks ¢ozeltisinin Ret degerlerine karsilik
aptasensor ile Leptin arasindaki farkl etkilesim siirelerinin grafigi (C) 55
Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin tayini i¢in Nyquist ve

kalibrasyon egrileri o7

Xiii



Sekil 3.8. Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin ile birlikte ¢esitli girisim
yapan maddelerin varliginda 5 mM Fe(CN)s®"* redoks ¢ozeltisinin
Rct degerleri
Sekil 3.9. Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan
maddeler i¢in elde edilen Nyquist egrileri.
Sekil 3.10. Gelistirilen etiketsiz aptasensoriin tekrar tiretilebilirligi
Sekil 3.11. Gelistirilen etiketsiz aptasensoriin stabilitesi
Sekil 3.12. Sandvig tip aptasensoriin hazirlanmasi agsamalarinda elde edilen
dontistimlii voltamogram egrileri (A) ve Nyquist egrileri (B)
Sekil 3.13. 5 mM Fe(CN)s®"* redoks ¢ozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkl
tarama hizlarindaki doniistimlii voltamogram egrileri.
Sekil 3.14. Sandvig tip aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotalara ait
SEM goriintiileri
Sekil 3.15. Sandvig tip aptasensoriin hazirlanmasi agsamalarinda elektrotlara ait EDS
spektrumlari.
Sekil 3.16. Sandvi¢ tip aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait
XRD kirinim desenleri.
Sekil 3.17. Farkli ZnO NP’ler derisimlerinin 5 mM Fe(CN)s®'* redoks
cozeltisinin Ret degerlerine etkisinin grafigi
Sekil 3.18. Sandvig tip aptasensdrde a-naftol’e ait DP voltamogramlari
Sekil 3.19. a-naftol’un akim degerlerine karsilik farkli Aptl derisimlerinin
grafigi (A), a-naftol’un akim degerlerine karsilik farkli Apt2
baglanma siirelerinin grafigi (B), a-naftol’un akim degerlerine
karsilik farklt Apt2 derigimlerinin grafigi (C), a-naftol’un akim
degerlerine karsilik aptasensor ile Leptin arasindaki farkli etkilesim
stirelerinin grafigi (D)
Sekil 3.20. Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin tayini icin DP
voltamogramlar1 ve kalibrasyon egrileri
Sekil 3.21. Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan
maddelerin varliginda a-naftol’e ait akim degerleri
Sekil 3.22. Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan
maddelerin varliginda elde edilen DP voltamogramlari
Sekil 3.23. Gelistirilen sandvig tip aptasensoriin tekrar iiretilebilirligi
Sekil 3.24. Gelistirilen sandvig tip aptasensoriin stabilitesi
Sekil 3.25. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda elde edilen
doniistimlii voltamogram egrileri (A) ve Nyquist egrileri (B)
Sekil 3.26. 5 MM Fe(CN)s* redoks ¢ozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkl
tarama hizlarindaki doniisiimlii voltamogram egrileri
Sekil 3.27. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait SEM
goriintiileri
Sekil 3.28. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi agsamalarinda Au NP’ler/Pt
NK’ler/PBE’ye ait EDS spektrumlari
Sekil 3.29. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait AFM
gortintiileri

59
60
62
62
65
66
68
69

70

71
72

73
75
76
76
79
80
83
84
86

87

88

Xiv



Sekil 3.30. Farkli Pt NK’ler derisimlerinin 5 mM Fe(CN)e>"* redoks ¢ozeltisinin
I degerlerine etkisinin grafigi (A), Ret degerlerine etkisinin grafigi
(B), farkl1 dongii say1larinin 5 mM Fe(CN)s*"* redoks ¢ozeltisinin I
degerlerine etkisinin grafigi ve Rt degerlerine etkisinin grafigi (D)

Sekil 3.31. I ve Al degerlerine karsilik elektropolimerizasyon farkli dongii sayilarmin
etkisi (A), 30 dongii ile oPD’nin elektropolimerizasyonu (B),
uzaklastirma stiresinin etkisi (C) ve yeniden baglanma siiresinin
etkisi (D)

Sekil 3.32. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda farkl
elektrotlarda 5 mM Fe(CN)e*"* redoks ¢ozeltisine ait DP
voltamogramlari

Sekil 3.33. Apt-MIP hibrit sensor kullanilarak Leptin tayini icin DP
voltamogramlar1 ve kalibrasyon egrileri

Sekil 3.34. Gelistirilen Apt-MIP hibrit sensoriin tekrar iiretilebilirligi (A),
Olciim tekrarlanabilirligi (B), stabilitesi (C) ve Leptin ile ¢esitli
girisim yapan maddelerin varliginda segiciligi (D)

92

94

95

97

XV



CIZELGELER

Cizelge 1.1. Leptin tayinine yonelik yapilmis ¢caligmalar 31
Cizelge 2.1. Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler 32
Cizelge 2.2. Tez ¢aligmalar1 kapsaminda kullanilan aptamer dizileri 33

Cizelge 2.3. Tez calismalar1 kapsaminda kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar 33
Cizelge 2.4. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri 41
Cizelge 3.1. Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda kullanilan
elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin karsilagtirilmasi ol
Cizelge 3.2. Etiketsiz aptasensor kullanilarak geri kazanim ¢aligsmalarina ait sonuglar
63
Cizelge 3.3. Sandvig tip aptasensoriin hazirlanmasi agamalarinda kullanilan
elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin karsilagtirilmasi 67
Cizelge 3.4. Sandvig tip aptasensor kullanilarak geri kazanim ¢alismalarina ait sonuglar
81
Cizelge 3.5. Apt-MIP hibrit sensorii kullanilarak geri kazanim ¢alismalarina ait

sonuglar 99

XVi



1. GIRIS

1.1. Beyin Hasan

1.1.1. Genel Bilgiler

Giiniimiizde, beyin hasar1 (BH), yiiksek mortalite ve morbiditeye sahip dnemli
saglik problemlerinden biridir. Bu terim, meydana gelen bir hasar sonucunda sag kalan
kisilerde klinik diizeyi ve yasam kalitesini ifade etmektedir (Feigin ve ark., 2014). BH,
travmaya bagli olarak meydana gelebilecegi gibi beyinde kan akimi ve oksijen
oksijenizasyonun bozuldugu c¢esitli hastaliklarda, kalp ve akciger fonksiyonlarinin
durmasi1 sonrasinda ve cesitli metabolik hastaliklarin sonucunda da goriilebilir
(Bradley ve ark., 2004). Travmatik beyin hasar1 (TBH) kapali veya a¢ik yaralanmalar
sonucunda goriiliirken, edinilmis beyin yaralanmalar1 kalitsal veya dejeneratif bir
neden olmadan ortaya cikmaktadir. Travmatik olmayan beyin yaralanmalarindan
inmede, beyne giden kan akisinda kayip oldugu icin bir piht1 veya beyindeki kanama
sonucunda BH goriilebilir. Ayrica, gesitli iyi ve kotii huylu beyin tiimorleri veya
beyindeki enfeksiyonlar da beyin dokusunda hasara neden olabilir. Beyin hiicrelerine
yeterince oksijen gitmediginde (anoksi durumu), edinilmis yaralanmalarda,
bogulmalar, yiliksek dozda ilag alimi, karbon monoksit veya kursun zehirlenmesi,
cesitli kirleticilere maruz kalma, ¢esitli enfeksiyonlar ve beyindeki ndbetler gibi farkl
durumlar da BH’ye sebep olabilir (Nall, 2021). Beyinde hasarin goriildiigii bolgeye
gore de dengesizlik, bulanik gérme, biling bulaniklig1, konusma giicliigii, bas agrisi,
bellek problemleri ve ndbet gibi ¢esitli semptomlar goriilebilmektedir (Nall, 2021).
BH’nin insan saglig: lizerinde hem kisa hem de uzun vadeli etkileri vardir; bunlar,
yagam tarzini minimum diizeyde etkileyen semptomlardan giinliik aktiviteleri
engelleyebilecek fiziksel, duygusal ve psikososyal degisikliklere kadar uzanmaktadir
(Nall, 2021).



1.1.2. Epidemiyolojisi

Kafa travmasina bagli hasarlar dnemli saglik sorunlarina ve sosyoekonomik
problemlere yol agmaktadir. TBH insidanst 100,000 kiside 180-250 arasinda iken,
TBH’ye bagli 6liim orani yilda 100,000 kiside 14-30 arasindadir (Bruns ve Hauser,
2003; Kinoshita, 2016). Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) yilda yaklasik 1,7-2,0
milyon TBH vakasi yasanmaktadir (CDC, 2013). Buna ek olarak ABD Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC; Centers for Disease Control and Prevention),
yaklasik 5,3 milyon ABD vatandasinin TBH’nin yaratmis oldugu etkilerle yagamlarini
stirdiirdiiglint belirtmektedir. Her y1l TBH geg¢iren Amerikalilarin yaklasik yarisi en
azindan bazi kisa vadeli sakatliklarla miicadele etmek durumunda kalmaktadir. En
yiiksek TBH oranlar1 cocuk yas grubunda (0-4 yas), ergenlerde ve geng eriskinlerde
(15-24 yas) goriiliirken, yaslhlarda (>65 yas) goriilme siklig1 da yine farkli sebeplerden
olmasina ragmen yiiksektir. Giiniimiizde, en yaygin goriilen TBH sebepleri, yliksekten
diisme ve motorlu tasit kazalaridir (Langlois ve ark., 2006). Erkeklerde TBH goriilme
sikligi, kadinlara gore ti¢ kat daha fazladir (Teasdale ve Jennett, 1974). Teshis konulan
kafa travmalarinin %80-90’1 hafif kafa travmasi iken, kalan %210-20’1ik kesim de orta-
agir kafa travmasidir. ABD’de kafa travmasi gegiren 500,000 olgunun %10’u agir
olarak siniflandirilmigtir. Agir kafa travmasi gegiren 50,000 kadar hastanin tigte biri
tedaviye ragmen hayatlarin1 kaybederken, kurtulanlarda degisik seviyelerde nérolojik

hasarlar goriilmiistiir (Narayan ve ark., 2002).

1.1.3. Patofizyolojisi

BH’de fiziksel etkenlere bagli olarak travmanin oldugu anda olusan birincil
hasarda sinir hiicrelerinde hasar meydana gelmekte, ikincil hasarlanmada ise beyin
O0demi ya da kafa ici basing artis1 gibi sebeplerden o6tiirli, kan akiminda azalma ve
oksijenle hiicrelerin beslenmesinde bozulma gibi farkli sebepler hiicre hasarinda rol
oynamaktadir (Chesnut ve ark., 1993). Ikincil hasar, birincil hasardan dakikalar ila
giinler sonrasinda meydana gelebilir ve hipoksi, iskemi, beyin 6demi, kafa igi

basincinda artig gibi klinik bulgular goriilmektedir. BH meydana geldigi zaman, hiicre



ici kalsiyumun artmasina neden olan glutamat ve aspartat gibi uyarici
norotransmiterlerin salinmasiyla ndronlarda depolarizasyon meydana gelmektedir.
Hiicre i¢i kalsiyum, enzim kaspazlarinin ve serbest radikallerin aktivasyonuna neden
olur, dogrudan veya dolayli olarak apoptotik siireclerle bozulma gergeklesir, bu
stiregler bir dizi mekanizmay1 aktive eder. Noronal hiicrelerdeki bozulma, bu hiicrelere
daha fazla zarar veren ve kan beyin bariyerinde (KBB) bozulmaya ve daha fazla beyin
0demine neden olan enflamatuar yanitla iligkilidir. Tiim bu siireg, birkag¢ arabulucu
aracihigiyla da ileri veya geri diizenlenir. Ikincil yaralanma asamasindan sonra,
anatomik, molekiiler ve fonksiyonel diizeyde yeniden yapilanmadan olusan iyilesme

periyodu gelmektedir (Galgano ve ark., 2017).

Kafatasinin hacmi 3 ayr1 igerikten olusmaktadir: beyin parankimi (%83), beyin
omurilik sivist (BOS, %11) ve kan (%6) (Smith, 2008). Bu igeriklerin her biri
kafatasinin i¢indeki homeostatik ortam i¢in dnemlidir. Bununla birlikte, intrakraniyal
hacim normal bilesenlerinin hacmini astiginda, telafi edici mekanizmalar dizisi
gerceklesir. Travma esnasinda olusan mekanik etkiyle, beyinde kafatasinin iginde
basing dalgas: goriiliir. Iletilen bu kuvvet degisiklikleri beyin dokusuna yansitir. Dalga
etkisi ve fiziksel giicle birlikte beyinde sinir uzantilarinda, damarlarda, kemiklerde
hasar meydana gelir (Jamieson ve Yelland, 1968). Bu travmalar sonucunda, dura
disina kanama (Jamieson ve Yelland, 1968), dura altina kanama, kontiizyonlar ve

beyin i¢ine kanamalar (Marshall ve ark., 1968) goriilmektedir.

Travmatize olmus bir beyinde hem hiicre hasarina bagli hem de KBB’nin
bozulmasina bagli 6dem goriilebilir. Vendz tikanikliktan kaynaklanan, kiitle etkisi ile
intrakraniyal hacimde bir artis meydana gelebilir. Beyin dokusu sikistirilamamaktadir,
bu yiizden 6demli beyin dokusu baslangicta omurilik bolmesinden BOS ¢ikigina neden
olur. Ozellikle vendz kdkenli olan kan da beyinden uzaklasmis olur. Eger uygun
miidahale yapilamazsa maksimum tolerasyon sinir1 asilir ve patolojik olarak beyin

dokular sikisarak 6liim meydana gelir (Greenberg, 2006).

Son yillarda, arasgtirmacilar baz1 6zellikli gruplarda hafif TBH’ nin uzun vadeli

sonuclarina odaklanmislardir. Bu gruplardaki kisilerin beyinleri iizerinde yapilan



patofizyolojik aragtirmalarda Alzheimer benzeri bulgularin goriilmesi dikkat cekmistir
(McKee ve ark., 2009). BH’nin tiiriine gore hiicresel diizeyde beyinde gergeklesen
hasar da farklidir. Ornegin TBH'nin patofizyolojisi incelendiginde sadece akut bir olay
olmadig1, ayn1 zamanda doku, hiicresel ve hiicre alt1 biyolojik reaksiyonlarin ¢oklu,
paralel, etkilesimli ve birbirine bagimli basamaklarindan olusan ilerleyici ve gecikmis
bir ndron hasar1 ve iyilesmesi siireci oldugu artik kabul edilmektedir. Sinir hiicrelerinin
birbirleriyle olan iletisiminde 6nemli olan aksonlar, uzun olmalar1 nedeniyle, beyne
yonelik fiziksel travmaya kars1 6zellikle savunmasizdir. Bu nedenle aksonal hasar hem
bolgesel hem de yaygin beyin travmalarinda sik goriilen bir durumdur ve tiim siddetli
TBH’larinda goriilebilir (Smith ve ark., 2003). Ancak ek olarak, néron govdeleri,
dendritler ve sinapslar da TBH kaynakli hasara maruz kalir (Merlo ve ark., 2014).
Benzer sekilde, sadece noronlar yaralanma riski altinda degildir, ayn1 zamanda
astroglia hiicreleri ve miyelin olusturan oligodendrositler de bu durumdan etkilenir
(Wang ve ark., 2018).

1.1.4. Travmatik Beyin Hasar1

TBH beyinde hasara neden olan bir yaralanma tiirtidiir. Kafatasina bir darbe
gelmesi, kafanin bir yere ¢arpmasi veya sarsilmasi durumlarinda ortaya ¢ikabilir. Bu
durum ¢ogu zaman kapali bir kafa travmasi olarak sonuglanir. Bir nesne kafatasina
niifuz ettiginde de TBH meydana gelebilir, bu da delici alet yaralanmasina bagl agik
bir kafa travmasi olarak isimlendirilir. TBH belirtileri hafif, orta veya siddetli
oOl¢iilerde olabilir. Siddetli TBH ciddi fiziksel ve psikolojik semptomlara, komaya ve
hatta 6liime neden olabilir (Medline Plus, 2020). Travmatik beyin yaralanmalari kapali
kafa travmasi seklinde olabilir. Kafatasina gelen darbeyle, iceri gii¢ niifus etmeden
beyinde yaralanma veya Odem olusabilir. Beyin sarsintisindan dolayr beyin

fonksiyonlar1 etkilenir ve hiicre hasar1 veya kanama goriilebilir (Nall, 2021).

Giiniimiizde TBH morbiditesi ve mortalitesi yiiksek bir acil durumdur (Peeters
ve ark., 2015). Cesitli iilkelerde farkli oranlarda olmakla birlikte TBH nin biiyiik kismi1

diismelerden ve aragla yapilan kazalardan kaynaklanmaktadir. Yasa gore bakildiginda;



bebeklik doneminde kaza disi travmalar, ¢ocuklarda diismeler, genglerde spor
kaynakli travmalar, erigskinlerde ara¢ kazalar1 ve yaslilarda da diismeler 6n plandadir
(Corrigan ve ark., 2010). TBH gecirmis hastaya klinik yaklasimda durumun
ciddiyetini belirlemek tizere hafif, orta, agir gibi siniflamalar yapilir. Bu amagla en sik
Glasgow Koma Skalasi (GKS) kullanilmaktadir (Sternbach, 2000). GKS’ye gore,
siddetli (GKS 3-8), orta (GKS 9-12) ve hafif (GKS 13-15) seklinde siiflama yapilir.
Bu tarz siniflamalar kullanilarak hastalara miidahale edilmektedir. Bunun yaninda

bilgisayarli tomografi de klinik yaklasimda 6nem tasimaktadir (Sternbach, 2000).

1.1.5. Beyin Hasarinda Biyobelirtecler

Serum biyobelirtegleri, bircok organ hasarmin tanisinda yaygin bigimde
kullanildig1 gibi BH’nin gostergesi olarak da sik¢a kullanilmaktadir. Ancak BH’yi
gosterecek tek bir degisken bulmak oldukg¢a zordur. Beyin kompleks bir organdir ve
diger organlara gore daha az homojen yapisi vardir. Bu yiizden, BH’nda 6len tek bir
doku veya tek bir hiicre degildir. Dolasima karigan enzimler veya proteinler farkli
hiicrelere ait oldugu i¢in tek bir belirtecin kullanilmasi zordur. Bu yiizden, tani ve
prognoz agisindan klinik bulgular diginda, radyolojik bulgularin da degerlendirilmesi
gerekmektedir (Berger, 2006).

TBH sonrasi hiicrede genomik, proteomik ve lipidomik degisiklikler meydana
gelirken, TBH oksidatif stres, ndrotransmiter disfonksiyon ve mitokondriyal yetmezlik
gibi farkl siiregleri de etkilemektedir. Bu nedenle, TBH tanisinda biyobelirteglerin
kullanilmasi ikincil beyin hasarini ve uzun vadede olabilecek bozukluklari en aza
indirgemek, klinik 6ngoriiyti arttirmak ve segilecek tedavi yontemlerinin uygunlugunu
belirlemek i¢in biiylik 6nem tagimaktadir (Kochanek ve ark., 2008 ve Sandler ve ark.,
2010). Bu amaca yonelik, TBH hastalarinda biyobelirte¢ seviyeleri, BOS, serum,
plazma ve/veya tam kan gibi erisilebilir biyolojik sivilarda dl¢iilebilmektedir. TBH
hasta gruplarinda biyobelirteg¢  seviyeleri, yaralanmamis saglikli  kontrol
popiilasyonuna kiyasla akut fazda (yaralanma sonrasi 3 saat ila 24 saat) yiiksektir.

Ayrica, biyolojik sivida tespit edilen biyobelirteg, ana kaynak olarak yarali beyinden



tiiretilmeli veya kaynaklanmalidir. TBH 6zgii biyobelirtecler, ¢esitli immiinolojik test
yontemleri kullanilarak kolayca belirlenmeli ve 6l¢iilmelidir. Yine benzer sekilde, bu
biyobelirtegler Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA; U.S. Food and
Drug Administration) tarafindan kabul edilen tahlil performans gereksinimlerini
karsilamali; tekrarlanan testlerde giivenilir ve tutarli sonuglar vermelidir. Bu
biyobelirtegler, GKS ve bilgisayarli tomografi anormalligi ile tespit edildigi gibi
TBH’nin siddetine duyarli olmalidir. Ayrica, BH’m1 takiben 48 saatlik bir zaman
diliminde biyolojik sivilardan birinde tekrarlanan tespitlere izin vermelidir (Ilginel ve
ark., 2018 ve Wang ve ark., 2018).

Son on yilda birgok farkli molekiiliin TBH'nin potansiyel biyobelirtegleri olarak
test edildigi ve bunlarin amaca uygun olarak kullanilabilecegi literatiir ¢aligmalariyla
kanitlanmistir. Ancak, simdiye kadar hi¢cbir molekiiliin, néral doku hasarinin
derecesini tahmin etmek veya sonucun tahminine yardimci olmak i¢in kapsamli bir
klinik tan1 arac1 olarak kullanilacak kadar spesifik ve hassas oldugu kanitlanmamustir.
TBH’nin potansiyel biyobelirtegleri olarak néron spesifik enolaz (NSE), timér nekroz
faktor-A (TNF-a), gliyal fibriller asit proteini (GFAP), S100B protein, interlokin-6
(IL-6), miyelin temel proteini, spektrin pargalanma iriinleri (SBDP), ubikuitin C-
terminal hidrolaz-L1 (UCH-L1), tau proteinleri de dahil olmak iizere farkli molekiiller
ve cinsiyet hormonlari i¢in arastirmalar yapilmis ve bu amacla kullanilabilecekleri
kanitlanmistir (Forde ve ark., 2014). Simdiye kadar kullanilan biyobelirteglerin
kapsadig1 siiregler aksonal yaralanma, dendritik yaralanma, ndronal hiicre gdvdesi
hasar1, demiyelinizasyon, sinaptik yaralanma ve astroglia hiicre hasar1 ve mikroglia
yanitlarini icermektedir (Zetterberg ve Blennow, 2016). Bu amaglarla kullanilan

biyobelirteglere bakilacak olursa:

Noron hiicresi govde hasari: NSE (Berger ve ark., 2002 ve Bohmer ve ark., 2011)
ve UCH-L1 (Kobeissy ve ark., 2006).

Astroglial biyobelirte¢ler: GFAP (Okonkwo ve ark., 2013), S100B protein
(Cervellin ve ark., 2012).



Tim hiicre olimi biyobelirtegleri olarak spektrin par¢alanma fiiriinleri:

SBDP150, SBDP145, SBDP120 (Pike ve ark., 2001 ve Yokobori ve ark., 2015).

Gecikmis  aksonal yaralanma ve demiyelinizasyon biyobelirtegleri:
Norofilament proteinler (Posmantur ve ark., 1998) ve temel miyelin proteinleri
(Ringger ve ark., 2004).

Subakut, kronik TBH biyobelirtegleri: IL-13, IL-6 IL-8 ve TNF-o (Gordon ve
ark., 2006), tau protein ve amiloid-beta peptidleri (Ap1-40, Ap1-42) (Sorokina ve
ark., 2010) siklikla kullanilmaktadir.

1.1.6. Beyin Hasarinda Leptin

Baslangigta bir tokluk hormonu oldugu diisiiniilen Leptin’in, zaman igerisinde
yapilan arastirmalar ile ¢ok farkli amaglar i¢cin kullanilabilecek bir molekiil oldugu
bulunmustur (Otero ve ark., 2005). 1994 yilinda klonlandigindan bu yana, Leptin’in
enflamatuar yanit1 diizenlemedeki rolii giderek belirginlesmistir. Hem Leptin’in yapisi
hem de reseptdriiniin yapisi, Leptin’in bir sitokin olarak simiflandirilabilecegini
gostermektedir (Fantuzzi ve Faggioni, 2000). Leptin’in sekonder yapisi, IL-6, IL-1,
16semi inhibitor faktorii ve siliyer norotrofik faktorii iceren uzun zincirli sarmal
sitokinler ailesi ile benzerliklere sahiptir (Zhang ve ark., 1997). Leptin reseptorleri
diyabet geni tarafindan kodlanmaktadir. IL-6 tipi sitokin reseptorlerinin glikoprotein
130 sinyal ileten alt biriminin homologudur (Baumann ve ark., 1996). IL-1, IL-6, TNF-
a veya lipopolisakkarit dahil olmak tizere farkli enflamatuar uyaranlarin Leptin mRNA
ekspresyonunu ve ayrica Leptin seviyelerini diizenledigi bircok calismada

gosterilmistir (Sarraf ve ark., 1997).

Ayrica, Leptin enflamatuar diizenleyici hiicreler tarafindan iretilmektedir
(Sanna ve ark., 2003). Bununla beraber, Leptin, C- reaktif protein (CRP), TNF-a ve
IL-6 {retimini arttirtr, bu da Leptin salgilanmasinin enflamatuar siirece

katilabileceginin gostergesidir (Wolf ve ark., 1999).



Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alismada Leptin’in sinir sisteminde de énemli bir
role sahip oldugu gosterilmistir. Matarese ve ark. (2001) deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit ile ilgili yirittiikleri bir ¢alismada, Leptin eksikligi olan farelerin
multipl skleroz gelisimine diren¢ gosterdigi bulunmustur. Sanna ve ark. (2003)
yiriittiikleri bir ¢aligmada ise, Leptin’in otoimiin ensefalomiyelit sirasinda merkezi
sinir sistemine sizan hem makrofajlar hem de T hiicreleri tarafindan eksprese edildigi
gosterilmistir. Leptin’in  merkezi sinir sistemindeki enflamatuar hastaliklarin
gelisimine katilabilecegi ve beyin hasarinin, Leptin gen ekspresyonunu indiikleyebilen
IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi cesitli enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu arttirdigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Baker ve ark., 1974; Faggioni ve ark., 2001 ve
Otero ve ark., 2006).

Brown ve ark. (2008) gergeklestirdikleri bir ¢alismada, beyin korteksi Leptin
MRNA ekspresyonu ve serum Leptin diizeyinin iskemik fare beyninde ve TBH olan
sicanlarda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sierra-Johnson ve ark. (2007) yaptiklar
caligmanin sonucunda, erigkinlerde intraserebral kanama sonrasi, plazmadaki yiiksek
Leptin seviyesinin mortalite ile iliskili oldugunu gostermistir. Dong ve ark. (2010)
yetiskinler lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, intraserebral kanamadan sonra plazma
Leptin seviyesinin arttigin1 gostermistirlerdir, hasta gruplarindaki yiiksek Leptin
seviyeleri, kotii klinik sonucu ve 6liimii iyi 6ngormekteydi. Ayrica bu galismada
intraserebral kanamada plazma Leptin seviyesinin CRP seviyesi ile iliskili oldugu
bulunmustur. Elde edilen bulgular Leptin’in beyin hasarmin inflamatuar siirecine

katkida bulunabilecegini diisiindiirmekteydi.

Lin ve ark. (2012) yirittiikleri bir calismada TBH olan ¢ocuklarda plazmadaki
yiiksek Leptin seviyelerinin 6 aylik 6liimii potansiyel olarak predikte ettigi sonucu
¢ikmistir. Bu ¢aligmada kabul edilen plazma Leptin seviyeleri, tiim hastalarda saglikli
bireylere kiyasla anlamli derecede artmuistir. Elde edilen sonuglara gére Leptin’in
prognostik degeri, 6 aylik klinik sonug i¢in GKS’dakine benzer bulunmustur. Toklu
ve ark. (2018) sican frontal korteksi ve beyinciginde asir1 basing patlama
yaralanmasina bagli olarak oksidatif stres ve ndroinflamasyon yanitina baktiklar1 bir

caligmada, serumda NSE, TNF-a ve Leptin’in seviyelerinin yiikseldigi yiikseldigi



belirtilmistir. Serum Leptin seviyesi, patlamaya maruz birakilan sican gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P <0,01) (Toklu ve ark.,
2018). Sonug olarak yapilan g¢alismalarla, Leptin’in TBH’nda yeni bir prognostik

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir.

1.2. Biyosensorler

Ingilizcede “sense”, yani algilama kelimesinden tiiretilen sensér kelimesi
algilayic1 anlaminda kullanilan bir terimdir. Genel olarak, sensorler, kontrol ve siire¢
elektronigi, yazilm ve algilayici agi igeren cihaz ya da sistemler olarak da
tanmimlanabilmektedir. Insan veya hayvanlarin duyu organlari olan burun, kulak, g6z,
dil ve deri, sensor olarak verilecek temel orneklerdir. Kimya laboratuvarlarinda
siklikla kullanilan turnusol kagidi da sensorlere ornektir. Sensorler, kimyasal ve
elektronik yanitlari, okunabilir sinyallere doniistiiren cihazladir. Kimyasal reaksiyona
bagl olarak turnusol kagidinda meydana gelen renk degisimi, goriiniir 151k altindaki
absorbans degisikliginden kaynaklanmaktadir. Bir baska 6rnek ise pH metrede okunan
dijital cevaptir, bu cevap ¢ozelti ve elektrot arasindaki potansiyel degisimine bagh
olarak elde edilmektedir (Arregui, 2010; Borisov ve Wolfbeis, 2008; Dubach ve Clark,
2013; Kurbanoglu, 2016 ve Thevenot ve ark., 2001).

Sensorler, bulunduklar1 ortam igerisinde meydana gelen fiziksel veya kimyasal
degisikliklere ve bu ortamda bulunan madde miktarina bagh olarak cevap tretirler.
Kiitle, sicaklik, iletkenlik, kuvvet veya ses gibi fiziksel degisimleri okunabilir
sinyallere doniistiiren sensorler fiziksel sensorler iken, ortamdaki kimyasal degisimleri
okunabilir sinyallere doniistiiren sensorler kimyasal sensorler olarak siniflandirilabilir.
Biyosensorler ise hedef analitin taninmasindan sorumlu olan biyolojik bir molekiil
varliginda, analit ile biyolojik molekiil arasinda meydana gelen reaksiyondaki
degisimi 6lgen sensorlerdir (Borisov ve Wolfbeis, 2008; Buerk, 1993; Eggins, 2002;
Janata ve ark., 1994 ve Tamayo ve ark., 2013).



Clark ve Lyons’un (1962) kandaki glukoz miktarinin o6lgiilmesi igin
gelistirdikleri sistem biyosensorlerin ilk kesfidir. Bu calismada platin elektrot
ylzeyine oksido-rediiktaz enzimi olan glikoz oksidaz bir diyaliz membrani
kullanilarak immobilize edilmistir. +0,6 V’da hidrojen peroksit olusumu ve elde edilen
sinyalin izlenmesine dayali olarak tasarlanan bu sensor sayesinde ilk biyosensor

olusturulmustur.

Canlilar miitkemmel sayilabilecek algilama ve tepki mekanizmalarina sahiptir.
Bu algilama ve tepki mekanizmalar1 da biyosensorlerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol
oynamistir. Miiren baliklar1 tonlarca su igerisindeki az bir miktarda bulunan yabanci
maddeyi algilayabilirken, kelebekler ise partnerlerinin biraktigi ¢ok az miktardaki
maddeyi algilayabilme yeteneklerine sahiptir. Yosunlar toksik ve zararli maddelere
kars1 oldukga duyarli iken, kopeklerdeki koku alma duyular1 insanlara gore yiiz bin kat
daha iyidir. Canlilara bu algilama &zelliklerini veren biyolojik molekiillerin analiz
sistemleri ile birlestirilmesi, biyosensorlerin temelini olusturmaktadir (Buerk, 1993;
Chen ve ark., 2013; Gronow, 1991 ve Turner, 2013).

Biyosensorler, biyolojik algilama elemanin (Biyobilesen) miikemmel segicilik
ozelliklerini ve gelen bilgiyi okunabilir kullanish bir sinyale doniistiiren modern
elektronik teknikleri (Doniistiiriicii) birlestiren sistemlerdir. IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry)’in yaptigi tanima gore biyosensorler,
doniistiiriicii ile dogrudan bagli olan, bir biyobilesen kullanilarak ayrintili kantitatif

bilgi saglayan entegre bir cihazlardir (Thevenot ve ark., 2001).

Biyosensorlerin temel ¢alisma mekanizmasi, hedef analitin ¢6zelti ortamindan
biyobilesene dogru difiizyon yoluyla tasinmasi ve bu sayede analit ile biyolosenin
duyarli bir sekilde reaksiyona girmesine dayanmaktadir. Analit ile biyobilesen
arasinda gerceklesen bu reaksiyon sonucunda, yeni bir iirlinlin olugmasi, elektron
transferi, pH degisimi veya 1s1 salinimi gibi farkli doniisiimler meydana gelmektedir.
Doniistiiriicii yakininda meydana gelen bu degisimler, donistiiriiciilerin kendi
ozelliklerine gore optik, elektrokimyasal veya termal gibi anlamli bir sinyal olarak

goriilmektedir (Altay, 2021 ve Sezgintiirk, 2020).
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Biyosensorler temel olarak iki kistmdan olugsmaktadir. Biyosensorler icin farkl
siniflandirmalar yapilsa da temel olarak biyobilesen ve doniistiiriicti kisimlarina gore
smiflandirma en yaygin kullanilanlardir. Hedef analite spesifik olarak baglanabilen
antikor, enzim, hiicre, niikleik asit veya aptamer gibi katalitik ve affinite 6zellikler
tasiyan biyolojik molekiiller, biyobilesenleri olugturmaktadir. Analit ile biyobilesen
arasinda gergeklesen biyokimyasal reaksiyon sonrasinda ortaya ¢ikan bilgiyi anlamli
sinyale doniistiiren ve elektrokimyasal, optik, termal, piezolelektrik veya manyetik
Ozellikleri bulunan elektronik cihazlar ise doniistiiriicii kismini olusturmaktadir (Sekil

1.1.) (Thevenot ve ark., 2001 ve Tiiylek, 2017).

Analit Biyobilesen Doniigtiiriicii Sinyal isleme
oD g * Niikleik asitlerf{é * Elektrokimyasal
a * Hiicreler .’ * Optik
[ " & * Antikorlar . " * Termal "‘—E_,é
‘{3?- Qo * Enzimler {@“ * Akustik N )
D = « Aptamerler 55 « Piezoelektrik — -

Sekil 1.1. ideal bir biyosensoriin sematik gdsterimi

Ideal bir biyosensorde bulunmasi gereken 6zellikler;

e Kullanilacak biyobilesen hedef analite kars1 oldukca spesifik olmalidir.

e Ortam kosullarina gore degisebilecek sicaklik ve pH etkenlerden miimkiin
oldugunca az etkilenmelidir.

e Elde edilen cevaplar cihaz veya ortam kaynakl giiriiltiillerinden arindirilmis
olmalidir.

e Qelistirilen biyosensor uzun kullanim 6mrii sergilemelidir.

e Degisen Ol¢lim ortamlarinda tekrarlanabilir ve kararli olmalidir.

o Gelistirilen biyosensoriin yiiksek duyarliliga sahip olmast ve istenilen
diizeyde tayin sinirina imkan saglamasi gerekmektedir.

e Gelistirilen biyosensoriin genis bir dl¢iim aralig1 sergilemesi ve minimum
kalibrasyon gereksinimine ihtiya¢ duymasi gerekmektedir.

¢ Kilinik uygulamalarda kullanilabilir olmasi i¢in biyouyumlugu yiiksek olmali

ve toksik etkileri olmamalidir.
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e Gelistirilen biyosensor basit, ekonomik ve kiigiiltiilerek taginabilir nitelikte
olmalidir (Altay, 2021 ve Grieshaber ve ark., 2008).

Bu tez calismasi kapsaminda biyobilesen olarak aptamerler ve doniistiiriicii
olarak elektrokimyasal yontemler kullanildig: i¢in aptamer tabanli elektrokimyasal

sensoOrler daha ayrintili olarak agiklanacaktir.

1.3. Aptamerler

Aptamerler, hedef analitlere kars1 yiiksek afinite ve 0zgiilliik ile baglanabilme
yeteneklerine sahip sentetik ve tek iplikli deoksiribo niikleik asit (DNA) veya
riboniikleik asit (RNA) oligoniikleotidlerdir. Aptamer kelimesi, Latince de ‘uymak’
anlamina gelen ‘aptus’ ve birim anlamina gelen ‘meros’ kelimelerinin birlesmesiyle
tiiretilmis ve ‘uyumlu olan birim’ anlamima gelmektedir. Ilk olarak, 1990 yilinda
birbirinden bagimsiz li¢ farkli arastirma grubu tarafindan bildirilen aptamerler,
spesifik lic boyutlu yapilarim1 kendilerine 6zgii sekonder ve tersiyer katlanmalar
yaparak olusturabilmektedir. Bu sayede aptamerler, Sekil 1.2°de gosterildigi gibi
ilaclara, pestisitlere, amino asitlere, enzimlere, 6karyotik hiicrelere ve diger bircok
hedef molekiillere yiiksek etkinlik ve 6zgilinliikle baglanabilirler (Bayra¢ ve Kandemir,
2018; Ellington ve Szostak, 1990; Robertson ve Joyce, 1990 ve Tuerk ve Gold, 1990).

&',

O . -
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Aptamer dizisi Fonksiyonel aptamer Aptamerin hedefe badlanmasi

Sekil 1.2. Aptamer ile hedef analit arasinda gergeklesen etkilesimin sematik gosterimi (Sun ve
Zu, 2015)

Aptamerler, kesfedildikleri ilk yillardan bu yana biyosensdrlerin biyobilesen

elemani olarak, klinik analizler, hastaliklarin teshisi igin gelistirilen sensorler ve yeni
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ilag tasarimlar1 dahil bircok alanda uygulamalari bulunan biyolojik molekiillerdir.
Aptamerlerin biyolojik tanima elemani olarak kullanildig1 biyosensdrler, aptasensor
olarak adlandirilmaktadir. Son yillarda, aptasensorler, eser element tayininde, ¢evresel
Kirleticilerin analizinde, biyobelirte¢lerin miktar tayininde ve ¢esitli teshis alanlarinda
gereksinimleri karsilayabilecek giiglii bir analitik teknik olarak dikkat ¢ekmektedir
(Baird, 2010 ve Bilici, 2019).

Aptamerler, ilaclar, metal iyonlar1, proteinler ve hatta biitiin hiicreler gibi hedef
analitlere spesifik olarak SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment; Ustel Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi) y&ntemi
kullanilarak iretilirler (Sekil 1.3). SELEX ydntemi sayesinde, in vitro ortamda bir
oligomer kiitiiphanesi (rastgele dizilim havuzu) kullanilarak, hedef analit i¢in analitin
sekline, niikleotit dizilimine ve yapisinda bulunan tanima reseptorlerine bagl olarak
aptamer dizilimi segilebilmektedir. SELEX yoOntemi, hedef analite karsi en uygun
aptamer diziliminin secilmesi i¢in tekrarli olarak gergeklestirilen 3 ana basamaktan
olusmaktadir (Song ve ark., 2012; Stoltenburg ve ark., 2007 ve Zhuo ve ark., 2017).

Nukleik asit havuzu

AN
* o (
/ 2N Hedef Molekull
Hedef ile baglanan o)
nukleik asitlerin o‘g,

cogaltiimasi 4

+

SELEX DONGUSU

Hedef Molekll ile
nukleik asitlerin
inkubasyonu

S

Baglanmayanlarin
Hedef Molekul ile uzaklastiriimasi
yeniden inkubasyon

*+

Sekil 1.3. SELEX yonteminin sematik gosterimi (Zhuo ve ark., 2017)
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Birinci basamak rastgele DNA veya RNA oligoniikleotitlerini i¢eren oligomer
kiitiiphanesinin olusturulmasidir. Ikinci basamakta aday aptamer dizilimlerinin hedef
analit ile etkilesimi gergeklestirilir ve son basamakta ise, hedef analit ile etkilesime
giren aptamer dizilimleri g¢ogaltilarak saflastirilmaktadir. SELEX yonteminde ilk
olarak, 10'3-10 rastgele tek iplikli DNA veya RNA oligoniikleotidlerinden olusan
kiitiiphane, optimum sicaklik ve uygun tampon ¢ozelti ortaminda hedef analit ile
inkiibe edilmektedir. Aptamer diziliminin belirlenmesi igin ikinci basamakta, bu
kiitiiphanede bulunan oligoniikleotidlerin sadece %0,1-0,5’i hedef analit ile etkilesime
girmektedir. Hedef analit ile etkilesime girmeyen diger oligoniikleotidler ise ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Sonraki basamakta ise olas1 aptamer dizilimleri etkilesime giren
oligoniikleotidler arasindan oldugu i¢in bu oligoniikleotidler hedef analitten
ayristirilmaktadir. Ayristirilan bu oligoniikleotidler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanilarak ¢ogaltilmaktadir ve SELEX dongiisii 8-15 kere tekrar edilmektedir. Son
olarak, hedef analite spesifik olarak belirlenen aptamer dizilimleri tekrar
saflastirilarak, dizi analizinin gercgeklestirilmesiyle islem tamamlanir. Gliniimiizde de
SELEX yontemi, hedef analit kars1 en giiclii baglanma afinitesi sergileyen aptamerin
in vitro olarak se¢ilmesi igin temel yontem olarak tercih edilmektedir (Kilig, 2021 ve
Zhuo ve ark., 2017).

Aptamerlerin hedef analite bagli olarak konformasyonel degisimler
gostermelerinin yan1 sira birgok avantajlari sayesinde aptasensorlerin uygulama
alanlar1 giinden giine artmaktadir. Aptamerler, biyosensorlerde biyobilesen olarak
kullanilan enzim veya antikor gibi molekiillere kiyasla daha kiiciik boyuttadirlar. Bu
sayede aptamerler iyonlar gibi daha kiigiik hedef analitelere baglanabilirler (Zhou ve
ark., 2014 ve Wang ve ark., 2015).

Aptamerler, genellikle 20-100 farkli DNA ya da RNA bazindan olusan kisa
oligoniikleotid dizilimleri ve daha kararli molekiillerdir. Bu sayede ozellikle
elektrokimyasal yontemlerde kullanilan elektrot yiizeylerine immobilizasyonlar
yiiksek yogunluklarda dahi miimkiin olmaktadir. Oligoniikleotitlerden olusan
aptamerler, sicaklik ve pH gibi degisebilen ortam kosullarinda daha stabildir. Enzimler

veya antikorlar asir1 ortam kosullarinda denatiire olurlar, ancak, aptamerler ortam
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kosullar1 yeniden tersine ¢evrildiginde ii¢ boyutlu yapilarint yeniden kazanirlar. Bu
da daha uzun saklama ve kullanim siiresi gibi avantajlar saglar (Catuogno ve Esposito,
2017 ve Hamula ve ark., 2008).

Hedef analit i¢in spesifik aptamer dizilimleri belirlendigi takdirde karmasik
sistemlere gerek duyulmadan, biiylik miktarda, yiiksek tekrarlanabilirlik ve saflikla
kolayca daha az maliyetle sentezlenebilirler. Antikorlar veya enzimlerin tiretilebilmesi
igin (~6 ay) bir canliya ihtiya¢ duyulurken, aptamerlerin in vitro olarak seg¢ilebilmesi
ve tiretiminde (~3-7 hafta) herhangi bir canliya ihtiya¢ duyulmamasi toksisite agisinda
da avantaj saglamaktadir. Ayrica, aptamerler afinite ve kararliliklarin1 kaybetmeden
farkli uygulamalar i¢in floroforlar, nanopartikiiller, enzimler, amino (-NHz) ya da tiyol
(-SH) gibi gruplarla kolayca modifiye edilebilirler (Catuogno ve Esposito, 2017; Chen
ve Yang, 2015 ve Hamula ve ark., 2008).

1.4. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, temel olarak kimyasal siirecleri, elektrik enerjisi ile bir araya
getiren kimyanin bir alt alanidir. Elektrokimya elektrot-¢ozelti ortamina disaridan bir
elektriksel etkinin yapilmasi ile olusan akim, potansiyel veya zaman gibi cevaplarin
incelendigi yontemlerin tiimiinii kapsamaktadir. Elektrokimyasal yontemlerde
elektron aligverisinin gergeklestigi yiikseltgenme/ indirgenme reaksiyonlari elektriksel
iletkenlige sahip iki elektrodun varligindan elektrokimyasal bir hiicrede gerceklesir
(Kelter ve ark., 2009).

Elektrokimyada kullanilan elektrotlarla temas halinde bulunan ve bu elektrotlar
ile elektron aligverigini saglayabilen ¢o6zelti ile elektrotlar arasinda olusan ara

yiizeydeki kimyasal/fiziksel degisiklikler esastir (Bozal Palabiyik, 2015).

Elektrokimyasal hiicrelerde ylikseltgenme reaksiyonlart anot boliimiinde
gerceklesirken, indirgenme reaksiyonlari ise katot boliimiinde gerceklesmektedir. Bu

hiicreler genel olarak galvanik ya da elektrolitik olmak iizere iki farkli sekilde
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siiflandirilabilir. Kimyasal reaksiyona bagli olarak olusan enerjinin elektrik
enerjisine kendiliginden doniisiimii galvanik hiicrelerde meydana gelirken, elektrolitik
hiicrelerde elektrik enerjisi bir dis kaynaktan saglanmalidir. Elektrokimyasal

yontemler detayli olarak Sekil 1.4’teki gibi siniflandirilabilir (Skoog ve ark., 2007).

Elektrokimyasal Yéntemler

Ara Yiizeye lliskin Yontemler Ana Cézeltiye Iliskin Yontemler
I
Statik Yontemler Dinamik Yontemler Y
(Hacim)
o e N Kontrolli potansiyel
Potansiyometrik Potansiyelin sabit altinda calisan o 5 R
Titrasyon (Flacim) (ntuldugu ydutemler yl'inte%nlesr Kondiiktometri (G=1/R)

Potansiyometri Kulometrik .
(E) titrasyon (Q=If) Voltametri (I=f( E ))
Elektrogravimetri Elektrogravimetri
(Kiitle) (agirhk)

Amperometrik titrasyonlar
(hacim)

Kulometri
(E sabit)

Sekil 1.4. Elektrokimyasal yontemlerin siniflandirilmasi (Skoog ve ark., 2007)

Elektrokimyasal calismalar genellikle iki ya da {i¢ elektrodun bulundugu
hiicrelerde gerceklestirilmektedir. Bu hiicrelerde elektronlarin hareketlerine gore
potansiyellerini 6lgmek veya kontrol etmek i¢in metal veya yart iletken
malzemelerden yapilmis elektrotlar kullanilmaktadir. Elektrokimyasal hiicreler
kullanilan elektrot sayisina gore tanimlanmaktadir. Yapilacak analize gore de elektrot
sayis1 degisiklik gostermektedir. iki elektrotlu sistemlerde bir tane ¢alisma elektrodu
ve bir tane de potansiyeli sabit olan referans elektrot bulunur. Elektrokimyasal
analizlerde en sik kullanilan hiicreler ise ii¢ elektrotlu sistemlerdir. Ug elektrotlar:

sistemlerde ¢alisma ve referans elektrotlara ek olarak yardimei (karsit) elektrot bulunur

(Wang, 2006).

Calisma elektrodu: Bir elektrokimyasal hiicrede kullanilan ¢alisma elektrodu
analit ile ilgili kimyasal reaksiyonun gerceklestigi elektrottur. Cozeltideki analit veya

elektroaktif molekiillerin elektron aligveris reaksiyonlari calisma elektrodunun
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ylizeyinde gerceklesmektedir. Calisma elektrodunun potansiyeli referans elektroda
bagl olarak degismektedir. Glinlimiizde, karbon temelli kati elektrot olarak camsi
karbon elektrot (CKE), karbon pasta elektrot veya perde baskili karbon elektrotlar ya
da metal temelli kat1 elektrotlar olarak platin, altin ve giimiis elektrotlar en ¢ok tercih

edilen elektrotlardir (Bard ve ark., 2008).

Referans elektrot: Referans elektrot, ideal olarak polarize olmayan bir davranig
sergileyen, sabit ve bilinen bir potansiyeli olan elektrottur. Bu elektrodun potansiyeli
analit ve elektroaktif molekiillerin derisiminden etkilenmez. Bu yiizden caligma
elektrodunun potansiyelinin karsilastirilmast amaciyla kullanilmaktadir. Ag/AgCl
elektrot ve doymus kalomel elektrotlarin (Hg/Hg2Clo) referans elektrot olarak

kullanimi daha yaygindir (Bard ve ark., 2008).

Yardimci (karsit) elektrot. Yardimcr elektrotlar, elektrokimyasal hiicredeki
elektrik akiminin ¢o6zelti icinden gecirilip caligma elektroduna aktarilmasi igin
kullanilan elektrotlardir. Yardimci elektrotlarin kimyasal olarak inert olmasi ve
elektrigi iyi ileten malzemelerden segilmesi gerekmektedir. Bu amagla, platin ve

titanyum gibi metal elektrotlar en gok tercih edilendir (Bard ve ark., 2008).

Analiz edilecek hedef analitin kiitlesi, iletkenligi veya hiicrenin elektriksel
kapasitesinin 6lclildiigli ana ¢ozeltiye iliskin yontemlerin ¢aligma prensibi, hiicrenin
i¢indeki kiitlenin omik impedansin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Hiicredeki tiim iyonlar
iletkenligi etkileyebilmektedir bu yilizden kondiiktometri gibi bu yontemler yeteri
kadar spesifik degillerdir (Ivaska, 2008).

Calisma elektrodu ylizeyinde meydana gelen kimyasal tepkimelere dayali
yontemler, kullanilan elektrodun polarize olup olmamasina bagli olarak ikiye ayrilir.
Polarize olmayan elektrotlarin kullanildig: yontemlerde tepkimeler denge halindedir.
Potansiyometride oldugu gibi hiicrenin termodinamik niteliklerinin dikkate alindig1 bu
yontemlerde elektrot tepkimesi i¢in elektroda disaridan bir gerilim uygulanir (lvaska,
2008).
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Polarize elektrotlarin kullanildigi yontemler olarak voltametri ve kulometri diger
yontemlere kiyaslandiginda spesifik ve hassasiyetleri bakimindan 6ne ¢ikmaktadir.
Voltametrik yontemlerde hiicre icinden gecen elektrik akimi, uygulanan gerilimin bir
fonksiyonu olarak olgiilmektedir ve hedef analitin derisimine baglh olarak dogrusal

davranig sergilemektedir (Ivaska, 2008).

Tez c¢aligmalar1 kapsaminda kullanilan elektrokimyasal yontemler gere¢ ve

yontem boliimiinde detayli olarak anlatilmistir.

1.5. Nanomalzemeler

Gelistirilen sensoriin ¢alisma potansiyeli veya hassasiyeti gibi bircok etmeni
kontrol etmek ve hazirlanan sensore yon verilebilmesi icin ¢alisma elektrodunun
ylizeyini modifiye etmek siklikla kullanilan bir yontemdir. Gilinlimiizde malzeme
bilimi ve elektronik cihazlardaki gelismeler, elektrokimyasal sensorler ile elde
edilmesi istenen yiiksek duyarlilik, secicilik ve kullanim kolaylig1 gibi gereksinimlerin
karsilanmasinda fayda saglamaktadir. Boyutlart 100 nanometre ve altinda olan
nanoboyutlu malzemelerin elektrokimyasal sensorlere entegre edilmesi, yiiksek
hassasiyet, secicilik ve kullanim kolaylig1 saglayan biyosensorlerin gelistirilmesinin

ontinii agmustir (Xie ve ark., 2022).

Calisma elektrotlarinin yiizeyini modifiye etmek i¢in nanomalzemelerin
kullanilmaya baslanmasi 1990°1u yillara dayanmaktadir. Nanomalzemeler, polimerler
veya biyomalzemeler gibi ¢esitli modifikasyon ajanlar1 bu amacla kullanilirken,
elektrodepozisyon, damlatma veya iginde bekletme gibi farkli yontemler ile yiizeyler
modifiye edilebilir (Edwards ve ark., 2007).

Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan nanopartikiiller, nanokiireler,
nanokristaller, nanotiipler, nanoteller veya nanogubuklar, hacimsel yapilarina kiyasla
sahip olduklar1 iistiin kimyasal ve fiziksel ozellikleri sayesinde, yiiksek aktiviteli

katalizorlerin gelistirilmesi, yeni sensor platformlarinin hazirlanmasi, hidrojen
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tiretimi, biyolojik analiz sistemleri veya tip da goriintiileme cihazlar1 gibi bir¢ok farkl

alanda kullanilmaktadir (Kant ve ark., 2022).

Nanopartikiiller kimyasal olarak olduk¢a aktif malzemelerdir. Bu malzemeler,
tyilestirilmis elektriksel, optik, manyetik ve mekanik 6zelliklere sahiptir. Yiiksek
ylizey/hacim oram1 ve saglayan nanopartikiiller, boyutlarimin yani sira kontrol
edilebilinen sekillerinin ve morfolojilerinin sayesinde 6n plana ¢ikmaktadir (Pramanik

ve ark., 2021).

Metalik ve metal oksit nanopartikiiller, kolayca sentezlenebilmeleri, toksik
olmamalari, uzun siireli kimyasal stabiliteleri, biyouyumluluklari, katalitik 6zellikleri
ve sistemin elektron transfer 6zelliklerini iyilestirilmesi gibi avantajlar sunmaktadir.
Altin nanopartikiiller (Au NP’ler) yiizeylerine biyolojik molekiillerin kolay
baglanabilmesi, yiiksek ylizey reaktivitesi ve kolay sentez prosediirleri nedeniyle, cok
kullanilan metalik nanopartikiillerdendir. Platin nanopartikiiller (Pt NP’ler)
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari da dahil olmak iizere farkli reaksiyonlarda
katalitik olarak iistiin aktivite ve kararlilik sergiledikleri i¢in literatiirde siklikla

kullanilmaktadir (Khan ve ark., 2021 ve Pingarron ve ark., 2008).

Metal oksit nanopartikiiller arasinda titanyum dioksit nanopartikiiller (TiO2
NP’ler) 3¢V’ den yiiksek elektron band bosluguna sahip ve UV bolgede absorbsiyon
veren partikiillerdir. TiO2 NP’lerin kimyasal olarak kararli olmalarinin yani sira, toksik
olmamalari, ucuz olmalari, optik ve biyolojik 6zellikleri c¢esitli uygulamalarda
kullanimina olanak saglamaktadir. Bir bagka metal oksit nanopartikiil olan ¢inko oksit
nanopartikiiller (ZnO NP’ler) genis bant aralifina sahip ve yan iletken olma
ozellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir. ZnO NP’ler yiliksek mekanik, termal ve kimyasal
kararliliga sahiptir. Yiiksek baglanma enerjileri, ekonomik olmasi, optik ve
piezoelektrik ozellikleri ve uygun nanopartikiiller ile doplandiginda sergiledikleri
yuksek iletkenlikleri sayesinde c¢ok genis uygulama alanlarinda kullanilmaktadir

(Arig, 2010 ve Shetti ve ark., 2019).
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Biyosensor tasarimlarinda, biyobilesenlerin en iyi immobilizasyonlari igin
modifiye ajanlar olarak iletken veya fonksiyonellestirilmis polimerlerin kullanilmasi
da diinya c¢apinda son derece yaygindir. Polimerin en temel 6zelligi polimerin
omurgasinda ardisik olarak siralanmis ¢ift baglarin bulunmasidir. Karbon atomlari
arasinda pespese siralanan tek ve cift baglar, kuvvetli bir kimyasal bag olan “sigma”
bag1 icerirken, her ¢ift bagda daha zayif ve az lokalize olmus bir “pi” bagi
bulunmaktadir. Ayrica polimerlere elektron ve “bosluk™ larin sayisini arttirmak igin

farkli dopant maddeler eklenerek iletkenlikleri arttirilabilir (Gerard ve ark., 2002).

1.5.1. Molekiiler Baskili Polimerler

Biyosensorlerin hazirlanmasinda yiiksek hassasiyet ve segicilik en Onemli
parametrelerdir. Son yillarda molekiiler baskili polimerler (MIP), hedef analitin
taninmasi i¢in yapay yani hedef analite 6zel reseptorler olarak popiiler hale gelmistir.
MIP’ler, yapisal olarak benzer molekiillere kiyasla, hedef analit igin yiiksek afinite ve
secicilik sergilerler. Ortam kosullarindaki sicaklik, basing ve pH’da meydana
degisimlere kars1 direncleri yiiksek iken, daha uzun siire stabiliteleri sayesinden bir¢ok
uygulamada kullanilmaktadirlar. Dahast MIP’ler, kolay hazirlanma prosediirleri,
hazirhik maliyetlerinin diisiik olmasi, tekrar kullanilabilme potansiyellerinin
bulunmasi ve ¢esitli doniistiiriiciilere uyarlanabilmesi gibi avantajlar sunmaktadir

(Alvarez-Lorenzo ve Concheiro, 2013 ve Antuna-Jimenez ve ark., 2012).

MIP’ler, antikorlarin ve enzimlerin karakteristik 6zelligi olan hedef analite segici
baglanmay1 taklit edebilen sentetik materyallerdir. MIP’lerin tasariminda asil amag hedef
analiti biyolojik molekiiller kadar 1yi tantyan sentetik reseptorlerin hazirlanmasidir. Temel
olarak MIP’ler de anahtar-kilit etkilesimine dayanmaktadir. Bu etkilesimden genellikle van
der Waals baglari, hidrojen baglari, iyonik ve hidrofobik etkilesimler gibi non-kovalent
baglar etkili rol oynar. Bu baglamda, MIP’lerin ¢alisma prensibi de sentetik polimerler
icinde hedef analitin taminmast i¢in yapay bosluklarin olusturulmasma dayanmaktadir. Sekil
1.5’te goriilecegi gibi, MIP ylizeylerin hazirlanmasi temel olarak ii¢ ana basamaktan

olugsmaktadir. Birinci basamak monomer ve sablon gorevi géren hedef analit varliginda 6n
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polimerizasyon komplekslerinin olusturulmasmi kapsamaktadir. Ikinci basamak ise
hazirlanan kompleksin polimerizasyonunu kapsamaktadir. Son olarak, sablon gorevi goren
hedef analitin yiizeyden uzaklastirilmasini igermektedir (Bozal Palabiyik ve ark., 2020 ve

Selvolini ve Marrazza, 2017).

Basarili bir MIP temelli sensoriin hazirlanmasi i¢in kritik 6neme sahip ii¢ konu
vardir: 1) Hedef analitin yeniden baglanmasi sonucu elde edilen sinyali yiiksek
hassasiyetle 6l¢ebilen doniistiiriicliniin gelistirilmesi; 2) Hedef analit ile optimum kosullar
altinda yiiksek afinite ve 6zgiilliik sergileyen baskili polimerlerin se¢ilmesi; 3) gelistirilen

MIP sensoriiniin doniistiiriicii ile birlestirilmesi (Saylan ve Denizli, 2019).

MIP’leri olusturmak igin 5 farkli temel bilesene ihtiyag vardir. Bu bilesenler,
fonksiyonel monomer, hedef analit (kalip molekiil), capraz baglayici, baslatic ve ¢oziiciiden
olusmaktadir. Stabil ve etkili bir MIP sensorii tasarimi i¢in bu bilesenlerin en uygun sekilde

secilmesi de onem tagimaktadir (Saylan ve Denizli, 2019 ve Liu ve Dykstra, 2022).

Fonksiyonel monomer /\' J

_

UE!I & -

Hedef
analit

Segici MIP Polimerizasyon
etkilesim

44—

Hedef analitin
uzaklastirilmasi

Baskili polimer Polimer matriks

Sekil 1.5. Hedef analit i¢in MIP hazirlama prosediiriiniin sematik gosterimi (Liu ve Dykstra,
2022)
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1.5.1.1. Hedef analit (Kalip molekiil)

MIP sensorlerin tasariminda analizi yapilmak istenen ilag, pestisit, protein veya
hormon gibi pek ¢ok molekiil hedef analit (kalip molekiil) olarak segilebilmektedir.
Hedef analitler polimerizasyon siirecinde kararli kalabilmelidir. Ayrica, bu analitlerin
kimyasal yapisi, polimerizasyonu etkileyebilecek fonksiyonel gruplar igermemelidir

(Moreno ve ark., 2013).

1.5.1.2. Fonksiyonel monomer

MIP tasariminda kullanilan fonksiyonel monomer, yiizeydeki bosluklara hedef
analitin baglanmasi i¢in gerekli fonksiyonel gruplar1 saglayan en kritik bilesendir. Bu
yiizden, yiizeyde stabil bir polimer tabakasi olusturmak i¢in hedef analit ile en uygun
sekilde etkilesebilen monomerin secilmesi 6nemlidir. Gliniimiizde, ticari olarak temin
edilebildikleri gibi hedef analite 6zgii sentezlenebilen monomerlerin ucuz, kimyasal
olarak kararli, biyouyumlu ve toksik olmamalar1 gerekmektedir. Anilin, orto-
fenilendiamin (oPD), dopamin, etakrilik asit ve 2-akrilamido-1-etansiilfonik asit gibi
farkli maddeler MIP sensorlerde siklikla kullanilan monomerlere 6rnek olarak

verilebilir (Adumitrachioaie ve ark., 2018).

1.5.1.3. Capraz baglayici

Capraz baglayici, MIP sensorlerdeki bosluklart stabilize etmek, fonksiyonel
baglanma bolgelerini yerinde tutmak ve polimerin gozenekli yapisini arttirmak i¢in
kullanilan bilesendir. Ancak, ¢apraz baglayicilarin kullanimi her zaman zorunlu
degildir. Uygun miktarda ¢apraz baglayici kullanilmadigi zaman, polimer ylizeyde
istenilen diizeyde tanima bolgeleri olusmazken, asir1 miktarda kullanilirsa daha az

sayida tanima bolgesi olusabilir (Li ve ark., 2019).
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1.5.1.4. Coziicii

MIP yiizeylerde gozenek olusturucu olarak islev goren c¢oziiciiler,
polimerizasyon reaksiyonu i¢in ortami olusturarak hem kiitle transferini
kolaylastirmak hem de hedef analitin baglanma bolgelerine erisimini kolaylastirmak
icin kullanilmaktadir. Kovalent baskilamada metanol veya dimetilformamit gibi polar
coziciiler kullanilirken, kovalent olmayan baskilamada asetonitril, kloroform veya
toluen gibi polar olmayan ya da diisiik polaritedeki ¢oziiciiler kullanilmaktadir (Bozal
Palabiyik ve Uslu, 2020 ve Moreno ve ark., 2013).

1.5.1.5. Polimerizasyon baslatici

Baglaticilar polimerizasyonun baglamasini saglamak icin kullanilan azo- veya
peroksi- yapili bilesiklerdir. MIP’ler hazirlanirken baglaticinin  kullanilmasiyla
elektropolimerizasyon, fotopolimerizasyon veya serbest radikal polimerizasyonu
stirecleri devam ederek polimer tabakalari olusur. Ancak, capraz baglayici gibi

baglaticinin da kullanimi her zaman zorunlu degildir (Moreno ve ark., 2013).

MIP’lerin sergiledigi yiiksek secicilik ve duyarlilik gibi avantajlari gelistirilen
sensOrlerin kullanim performasini arttirmak ic¢in analitik uygulamalarda siklikla
kullanilmaktadir. MIP’ler sahip olduklar1 kimyasal kararlilik sayesinde tibbi teshis,
gida analizi ve kalite kontrolii, cevre analizi, ila¢ analizi ve biyomedikal uygulamalar
gibi birgok farkli alanda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Rahman ve ark.,
2022).

Son yillarda, MIP’ler ve aptamerler cesitli hedef analitlerin farkli matrislerden
analizi i¢in bagimsiz olarak siklikla kullanilmaktadir. Yine de MIP ve aptamerlerin
uygulamalarini sinirlayan bazi dezavantajlar bulunmaktadir. Bu dezavantajlarin
istesinden gelmek icin MIP'lerin ve aptamerlerin birlestirilmesiyle hazirlanan hibrit
sensorler, ¢ok yonlii kullanim, hedef analite karsi artan Ozgiillik ve afinite gibi

ozellikleriyle &n plana ¢ikmaya baslamustir (Ali ve Omer, 2022).
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1.6. Biyosensorlerde Validasyon

Ilaglar, proteinler ve biyobelirtecler gibi kimyasal molekiillerin analizleri igin
gelistirilen yontemlerin gegerliligini gostermek metot validasyonu ile miimkiin
olmaktadir. Gelistirilen bir yontemin uluslararasi gecerlilie sahip olmasi igin,
Uluslararas1 uyum konferansi (ICH, International Conference on Harmonization) ve
FDA gibi uluslararast kuruluslar tarafindan belirlenen kurallar dogrultusunda

validasyon c¢alismalar1 yapilmalidir (Kurbanoglu ve ark., 2018).

Gelistirilen analiz yontemi i¢in validasyon parametrelerinin belirlenmesi
gerekliligi ilk kez 1978 yilinda ABD’de ortaya atilirken, biyoanalitik yontemlerin
validasyon gereklilikleri ise 1991 yilinda Karnes tarafindan belirtilmistir. 1992 yilinda,
Shah ve arkadaglarinin, "Analytical Methods Validation: Bioavailability,
Bioequivalence and Pharmacokinetic Studies” kongresinde yayinladiklari raporda
validasyon parametreleri i¢in degerlendirme kriterleri ve kabul edilme limitleri

belirlenmistir (Karnes ve ark., 1991 ve Shah ve ark., 1992).

Biyolojik kokenli molekiiller kolaylikla bozulabilirken, kontamine olma
thtimalleri yiiksektir. Biyolojik molekiiller olduk¢a hassas, saklama kosullar1 zordur.
Sicaklik ve pH gibi degisen ortam sartlarinda farkli tepkimeler sergilerler. Bu yiizden,
biyolojik molekiiller ile ¢alisilirken ekstra 6zen ve 6nem gosterilmesi gerekmektedir.
Gelistirilen biyosensorler genel olarak tek kullanimlik veya ayni giin ig¢inde ¢ok
kullanimlik olarak tasarlanmaktadir. Biyosensoriin raf dmrii incelenmek istenildiginde
baska maddelerden kontamine olmamasina dikkat edilerek saklanmalidir.
Tekrarlanabilirlik veya tekrar iiretilebilirliklerinin degerlendirilmesi igin ise farkli
biyosensorler hazirlanmaktadir. Bu nedenle biyosensorlerde bagil hata (BH) ve bagil
standart sapma (BSS) limitleri normal molekiillerin analizleri igin belirlenen
limitlerden daha genistir (Aboul Enein ve ark., 2000 ve Huber, 2007).
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1.6.1. istatistiksel Hesaplamalar

Gelistirilen bir yontem i¢in validasyon sonuglarinin yorumlanmasi ve
degerlendirilmesi igin bazi istatistiksel hesaplamalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Temel
olarak bunlar; ortalama, standart sapma, BH ve BSS’dir. Ortalama degeri sonsuz
sayidaki ornek igin gercek ortalama veya sinirli sayida elde edilen sonuglar igin
numune ortalamasi olarak iki farkli sekilde hesaplanabilir. Ancak, pratik olarak sonsuz
sayida numune sonucu elde edilemeyecegi i¢in, numune ortalamasi (x) sinirli sayida
elde edilen sonuglarin deney sayisina  boliinmesiyle esitlik  1.1°den
hesaplanabilmektedir. Bu esitlikte, numune sayisi (n) ile, numunelerin 6l¢iim sonuglari

ise (i;) ile gosterilmektedir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996).
x = L= (1.1)

Standart sapma, elde edilen sonuglarin birbirine yakinligin1 gostermektedir.
Standart sapmanin sonuglarin “dagilim1” ile dogrudan iligkilidir ve gergek standart
sapma (o) veya numunenin standart sapmasi (S) olarak iki farkli sekilde
hesaplanabilmektedir. Pratik olarak 6l¢tim sonuglarini degerlendirmek igin “S” esitlik
1.2’den hesaplanmaktadir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996).

Z?:l(xi_f)z

n—1

S = (1.2)

Bagil standart sapma (BSS), 6l¢iim degerleri arasindaki belirsizligin ifade
edilmesi i¢in kullanilan bir istatistiksel terimdir. BSS, sonuglarinin dagilimimnin olmasi
gereken degere uzaklhigini belirtmektedir ve esitlik 1.3’¢ gore % cinsinden
hesaplanmaktadir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996).

%BSS = Zx100 (1.3)

25



Bagil hata (BH, %Sapma) ise dogruluk ile iligkili bir istatistiksel terimdir.
Kaynagi bilinen ve 6lgiilebilen hatalar sonucunda, 61¢iim sonuglarinin ortalama degeri
olmas1 gereken degerden uzaklasir ve bu sapma % cinsinden ifade edilmektedir.
Numune ortalamasi (xX) ve kabul edilen deger (n) kullanilarak esitlik 1.4’teki gibi
hesaplanmaktadir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996).

BH = [“u;"] x100 (1.4)

Biyosensorler kullanilarak 6zellikle kantitatif amacglh gelistirilen yontemlerde
validasyon parametrelerinden secicilik, dogruluk, dogrusallik ve kesinligin mutlaka

belirlenmesi gerekmektedir (FDA, 2003 ve FDA, 2015).

1.6.2. Segicilik

Segicilik, gelistirilen bir biyosensoriin validasyonu i¢in degerlendirilmesi
gereken ilk ve ve Onemli validasyon parametresidir. Secicilik, hedef analit i¢in
gelistirilen yontemin analiz ortamindaki safsizliklar, bozunma iiriinleri ve diger
bilesiklerden etkilenmeden dogru ve kesin olarak tayin edilebilmesidir. Analiz
ortamindaki farkli maddelerin varlig1 girisim etkisine sebep olarak analiz sonuglarinda
hatalara yol acabilir. Bu ylizden gelistirilen bir yontemin segiciligi degerlendirilirken
girisim etkisi yaratmayacak ortamda elde edilen sonuglar ile biyolojik ortamda dogal
olarak bulunan molekiiller, safsizliklar ya da hedef analit ile benzer yapidaki
molekiillerin eklendigi ortamda elde edilen sonuglar karsilastirilmaktadir (FDA, 2003;
FDA, 2015; Peters ve Maurer, 2002 ve Srinubabu ve ark., 2006).

1.6.3. Dogrusallik

Dogrusallik, artan analit derisimlerine karsi dlgililen cevabin derisim ile dogru
orantili olmasim ifade etmektedir. Dogrusalli§in belirlenmesi i¢in en az bes farkl

analit derisiminin cevabina bakilmali ve her bir derisim i¢in en az {li¢ kez Ol¢clim
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yapilmalidir. Dogrusalligin incelenmesi i¢in analit derisimine kars1 6l¢iilen cevaplar
grafige gecirilerek bir dogru denklemi elde edilir. Bu dogru denkleminden hesaplanan
egim (m), kesisim (n), korelasyon katsayis1 (r) ve regresyon katsayisi (r%) parametreleri
kullanilarak dogrusallik ifade edilmektedir. Gelistirilen yontem ile hedef analit
derisimin en yiiksek ve en diisiik oldugu dogrusal aralik ‘calisma araligi’ olarak
tanimlanmaktadir. Gelistirilen bir yontemin dogrusal oldugunun sdylenmesi i¢in r ve
r? degerlerinin 1’e olduk¢a yakin olmasi istenir (FDA, 2003; FDA, 2015; Peters ve
Maurer, 2002 ve Srinubabu ve ark., 2006).

Validasyon sonuglarina gére dogrusalligi  gosteren parametrelerden
yararlanilarak, gelistirilen yontemin performansi teshis sinir1 (TS, LOD) ve tayin alt
smirmin (TAS, LOQ) hesaplanmasiyla da gosterilebilir. Esitlik 1.4 ve 1.5’ten
goriilecegi gibi, TS ve TAS hesaplamaya dayali olarak, ¢alisma araliginda en diisiik
derisim i¢in elde edilen cevabin standart sapmasi ve dogrusallik grafiginin egimi
oranlanarak hesaplanabilir. TAS dogrusal ¢alisma araligindaki en diisiik derisimden

biiyiik, TS nda ise kiiciik olamaz (Ozkan, 2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

33x0

TS =

(1.5)

10x o

TAS =

(1.6)

TS ve TAS, gozleme dayali olarak da belirlenebilmektedir. TS, hedef analit i¢in
cevabin gozlenebildigi en diisiik derisim noktas1 iken, TAS ise hedef analit miktarinin
kesin ve dogru olarak tayin edilebildigi en diisiik derisim noktasidir. Ayrica, TS ve
TAS degerleri sinyalin giirtiltiiye oranlanmasi ile de belirlenebilmektedir. Elde edilen
cevabin, ortam giiriiltiisiine oran1 3¢ esit oldugu nokta TS derisimi, 10’a esit oldugu

nokta ise TAS derisimi olmaktadir (Ozkan, 2012 ve Ozkan ve ark., 2015).
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1.6.4. Duyarhhk

Duyarlilik, dogrusal calisma araliginda elde edilen kalibrasyon dogrusunun
egimi ile ifade edilmektedir. Dogrunun egiminin artmasi duyarhiligi arttirmaktadir.
Duyarlilik, gelistirilen yontemin, literatiirde daha once rapor edilmis yontemler ile

Karsilastirilmasi acisindan 6nem tasimaktadir (Ozkan, 2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

Ayrica TS degeri de duyarliliginin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Gelistirilen yontem i¢in kalibrasyon dogrusunun egimi ne kadar biiyiik, TS degeri de

ne kadar kiiciik ise yontem o kadar duyarlidir (Ozkan, 2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

1.6.5. Kesinlik

Kesinlik, gelistirilen bir yontem icin tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik
(tekrar tretilebilirlik) ya da tekrarlanabilirligin 6lgiisii olarak hesaplanan validasyon
parametresidir. Kesinlik, ayn1 giin veya farkli giinlerde, birden fazla 6l¢iim sonucunun
degerlendirilmesi ile belirlenirken, elde edilen bu sonuglarin birbirine yakinliginin
ifadesidir. Bir yontemin kesinligi ti¢ farkli asamada %BSS degerlerinin hesaplanmasi
ile belirlenebilir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015 ve Peters ve Maurer, 2002).

Tekrarlanabilirlik: Optimum deneysel sartlarda, ayni ¢ozelti, numune ve arag
geregler kullanilarak kisa bir siire zarfindan gergeklestirilen 6l¢lim sonuglarinin

degerlendirilmesidir (Ozkan, 2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

Orta kesinlik: Gelistirilen bir yontem ile elde edilen sonuglari etkileyebilecek
giin, analizci, kullanilan cihaz veya laboratuvar i¢indeki farkliliklar gibi parametrelerin
degerlendirilmesi icin kullanilan ve %BSS ifade edilen kesinlik 6lciisiidiir (Ozkan,

2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

Tekrar elde edilebilirlik (tekrar iiretilebilirlik): Ayn hedef analit i¢in, optimum

analiz sartlarinda gelistirilen yonteminin farkli laboratuvar ortaminda veya ayni
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laboratuvarda farkli cihazlar (farkli biyosensorler) kullanilarak daha genis bir zaman
araliginda elde edilen dl¢iim sonuglarinin %BSS cinsinden ifade edilmesidir (Ozkan,

2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

Her zaman zorunlu olmasa da son yillarda kesinligin iginde degerlendirilen
tutarlilik ise gelistirilen bir yontemin farkli laboratuvar, cihaz ve analizci ile
serisi/markas1 degisen kimyasallar ile Olglimlerin tekrarlanmasini ifade eden

validasyon parametresidir (FDA, 2003 ve FDA, 2015).

1.6.6. Dogruluk

Dogruluk, gelistirilen yontem ile elde edilen cevaplarin, referans degere
yakinliginin bir gostergesidir. Yontemin dogrulugu icin, elde edilen bu cevaplarin
referans degere miimkiin olduk¢ca yakin olmasi istenir. Analitik yontemlerde
dogrulugun belirlenmesi igin “geri kazamim” yolu izlenebilir. Geri kazanim
calismalari, analiz ortamina disardan ilave edilen hedef analitin, analiz ortamindan
hangi oranda geri kazanilabildigini gostermek i¢in gerceklestirilir (FDA, 2003; FDA,
2015 ve Peters ve Maurer, 2002).

Ayrica, dogruluk, gelistirilen yOntemin referans bir yontem ile
karsilastirilmasiyla, hedef analitin kor matris ortamina ilave edilmesiyle ve standart
ekleme yontemleri kullanilarak degerlendirilebilir. Dogruluk i¢in elde edilen sonuglar
%BSS ve/veya %BH degerleri raporlanarak verilir (FDA, 2003; FDA, 2015 ve Peters
ve Maurer, 2002).

1.6.7. Saglamhk

Saglamlik, gelistirilen bir yontemin gilivenilirligini degerlendirmek i¢in
kullanilan bir validasyon parametresidir. Ortam sicaklig1, ¢ozeltilerin pH’s1, kullanilan

tamponlarin derigimi gibi deneysel sartlarda meydana gelen kiiciik degisiklerin analiz
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sonuclarni etkilemediginin gostergesidir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015 ve FDA,
2015).

1.6.8. Stabilite

Validasyon ¢alismalarinda her zaman zorunlu olmayan bu parametre gelistirilen
yontemin gilivenilirligi ve saglamligiyla dogrudan iliskilidir. Analit, numune ve
tampon ¢oOzelti gibi kullanilan tiim ¢ozeltilerin stabiliteleri degerlendirilmelidir.
Biyosensor c¢alismalarinda kullanilan biyolojik molekiiller kolayca kontamine
olabilirler. Bu yiizden hazirlanan biyosensorlerin farkli bilesiklerden kontamine
olmadan saklanmas1 gerekmektedir (Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015; FDA, 2003
ve FDA, 2015).

Literatiir galismalar1 incelendiginde (Cizelge 1.1) farkli biyolojik 6rneklerden
Leptin tayinine yonelik ¢ogunlukla antikor temelli immunosensér bulunmaktadir.
Ancak, antikorlarin iiretiminde canli hayvana ihtiya¢ duyulmasi, yliksek sicakliklarda
kararsiz yapilari, daha kisa raf Omiirleri gibi dezavantajlari vardir. Son yillarda,
aptamerler ekonomik, daha uzun siire kararl kalabilme ve kolay {iretim siireglerine

sahip olmalarindan dolay1 antikorlara rakip molekiiller olarak ilgi gérmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, Leptin tayinine yonelik ilk kez aptamer temelli
elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesi amacglanmistir. Biyobilesen olarak
sadece aptamerler kullanilarak farkli modifikasyon yiizeylerinde etiketsiz bir
impedimetrik aptasensor ve voltametrik temelli bir sandvi¢ aptasensor gelistirilmistir.
Ayrica aptamerler ve MIP’ler ile birlestirilerek Leptin’in ultra hassas ve segici tayini
igin hibrit sensor tasarlanmistir. Bu sensorlerin hassasiyetini arttirmak igin elektrot
ylzeyleri metal, metal oksit ve polimerik nanomalzemelerle modifiye edilmistir.
Ayrica, gelistirilen aptasensorler ve hibrit sensor kullanilarak Leptin’in insan serum

ve plazma Orneklerinden analizi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
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Cizelge 1.1. Leptin tayinine yonelik yapilmis ¢aligmalar

- Sensor Dogrusal TS
Olgiim prensibi ~ Elektrot tasarumi Biyobilesen arahk (pg/mL) Uygulama Ref.
_ (pg/mL) _ _
Elektroklmyafal CKE Glu/AuNPs/PG- Antikor 0,150-2500 0,036 Ins?n serum Cai ve ark.,
immunosensor BP ornegi 2019
Elekuokimyasal - e swenTsics Antikor 0-1000 15 ~ Imsanserum - Zhang veark.,
biyosensor ornegi 2018
. Insan serum .
Elekuokimyasal - ppie strept-MBs Antikor 5-100 05  veamesiti ~ Cleddveark,
immunosensor . . 2013
Ornekleri
. EDC/NHS/MP . .
Elektrokimyasal - pge yjAuce,NbO/  Antikor 0,512,000 04138  nsanplazma o Liuveark,
immunosensor Ornegi 2021
Ce0O,
. - B C)ZCHI’I ve
Elektrokimyasal - Grafit = 0 \pgpga  Antikor 0220 000813  [msanserum g itiirk,
1Immunosensor kaglt ornegl 2021
Elektrokimyasal Altin 1000- Insan serum Mihailescu ve
MIP sensor _elektrot PPIMIP - 32,000 110 bmei ark., 2020
Elektrokimyasal Protein - 4 g 4 Insan serum Chen ve ark.,
immunosensor CKE G/PPy/PPa/Au Antikor 1x10°1x10 1x10 Ornegi 2010
Elektroklmya§al CKE SWNTS/CS Antikor 50-5x10° 30 Ins?n serum Dong ve ark.,
immunosensor ornegi 2014
Elektrokimyasal Insan serum Uludag ve
X . ITO-PET CNBr/HMDC Antikor 0,05-100 0,0287 IS Sezgintiirk,
Immunosensor ornegi 2022
Elektroklmyafal CKE rGO-Au-ZZ- Antikor 0,001-1000  0,00087 Fa[e serum Zhang ve ark.,
immunosensor BNC ornegi 2022
Elektroklmyaﬁal CKE APTMS/AUNP Antikor 0,00012- 0,00025 ) Shukla ve ark.,
immunosensor 2600 2022
Kemllummes:ins Optik Fe304polld0pa Antikor 1-800 03 Il’lS?l’l serum He ve ark., 2015
immunosensor cam mine/Au Ornegi
e Hemin/G- :
Kemiltiminesans  Kuyucuk o oy e Antikor 10-1000 1,9 Insan serum 0 o e 2013
immunosensor lu plaka Ornegi
DNAzymes
ELISA PBKE DTSSP Antikor  100-20,000 33 Farcyiggga  Sung ve Seok
ornegi Heo, 2021
Floresans Aptamer Insan tiikiirik ~ Cavallo ve ark.,
aptasensor ) kompleks Aptamer 10-1000 10 Ornegi 2021
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Cahsmalar1 Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve

temin edildikleri firmalar Cizelge 2.1 ve ¢izelge 2.2.” de detaylandirilmigstir.

Cizelge 2.1. Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler

. Saflik :

Kimyasal Madde Derecesi (%) Firma
Leptin >97 Sigma-Aldrich
Titanyum dioksit nanopartikiiller (TiO2 NP’ler) >99 Sigma-Aldrich
Cinko oksit nanopartikiiller (ZnO NP’ler) >99 Sigma-Aldrich
Platin nanokiireler (Pt NK’ler) - Sigma-Aldrich
Tetra kloroaurik asit (HAUCl4) >99 Sigma-Aldrich
Etanol >99,8 Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir (KCI) >99 Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir (NaCl) >99 Sigma-Aldrich
Magnezyum kloriir (MgCly) >99 Sigma-Aldrich
Potasyum ferrisiyaniir (K3[Fe(CN)s]-3H20) >99 Sigma-Aldrich
Potasyum ferrosiyaniir (K4[Fe(CN)s]-3H20) >99 Sigma-Aldrich
6-merkapto-1-hekzanol (6-MCH) 97 Sigma-Aldrich
Dietanolamin (DEA) >98 Sigma-Aldrich
Streptavidin-alkalen fosfataz (Strep-ALP) - Sigma-Aldrich
a-naftil fosfat >98 Sigma-Aldrich
Ortofenilendiamin (oPD) >99 Sigma-Aldrich
Tris hidroksimetil aminometan hidrokloriir (TRIS-HCI) >99 Sigma-Aldrich
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) >99 Sigma-Aldrich
Asetik asit - Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat (SDS) >97 Sigma-Aldrich
Ticari insan serumu - Sigma-Aldrich
Ticari insan plazmasi - Sigma-Aldrich
Insan serum albiimini (HSA) >98 Sigma-Aldrich
Sigir serum albiimini (BSA) >98 Sigma-Aldrich
Haptoglobin >95 Sigma-Aldrich
Glukoz >99,5 Sigma-Aldrich
Glutatyon Referans standart Sigma-Aldrich
Norepinefrin Referans standart Sigma-Aldrich
I-sistein >98 Sigma-Aldrich
I-lizin >98 Sigma-Aldrich
Dopamin Referans standart Sigma-Aldrich
Askorbik asit 99 Sigma-Aldrich
Parasetamol Referans standart Sigma-Aldrich
Interleukin-6 (IL-6) >97 Sigma-Aldrich

C- reaktif protein (CRP) - Abcam

Tiimor nekroz faktor-A (TNF-a) - Abcam
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Cizelge 2.2. Tez calismalar1 kapsaminda kullanilan aptamer dizileri

Saflik
Aptamer dizisi Kisaltmas1  Derecesi Firma
(%)
5" -SH-(CH2)e- ;
GTTAATGGGGGATCTCGCGGCCGTTCTTGTTGCTTATACAy APt HPLC  Metabion
3'-(Biotin)-( Trietilen Glikol)- Apt2 HPLC Metabion

CAATTACCCCCTAGAGCGCCGGCAAGAACAACGAATATGT-S

2.2. Tez cahsmalar1 Kapsaminda Kullamlan Cihazlar ve Ekipmanlar

Tez calismalar1 kapsaminda kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar marka ve

modelleri belirtilerek ¢izelge 2.3 de detaylandirilmistir.

Cizelge 2.3. Tez ¢aligmalar1 kapsaminda kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar

Sarf malzeme/Ekipman Marka-Model
Perde baskili elektrot (PBE) Dropsens DRP-C110
Potansiyostat — galvanostat sistemi AUTOLAB 302N-PGSTATH/I(:IIg;7:;)2. 1.2 yazilimi (Eco Chemie,
pH Metre ORION 720A (Thermo Fisher, Massachusetts, ABD)
Hassas Terazi KERN, ABT 220-5DM
Vorteks karistiric ISOLAB Laborgeridte GmbH (Eschau, Almanya)
Ultrasonik Banyo Bandelin SONOREX (Bandelin Electronic GmbH & Co. KG)

FoudSiECimlerdafRiETkh cam LSkl ISOLAB Laborgerate GmbH (Eschau, Almanya)

jojeler
Otomatik mikro pipetler ve uygun Eppendorf AG (Almanya)/ ISOLAB Laborgerite GmbH (Eschau,
pipet uglart Almanya)
Ultra saf su cihazi PURELAB Option-Q (ELGA LabWater, Birlesik Krallik)
Taramali elektron mikroskobu (SEM) ZEISS EVO 40 (Merlin, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya)

X-igim1 difraktometresi (XRD) APD 2000 PRO (G.N.RC. jl.lrt.lll.r-tﬁ:?\lly(/)tlcii:l:;;)truments Group, Agrate

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) NanoMagnetics marka AFM sistemi

2.3. Deneysel Cahismalarda Kullamlan Cozeltiler ve Cozeltilerin

Hazirlanmasi

TiO2 NP’lerin hazirlanmasi

4,0 mg, 2,0 mg, 1,0 mg ve 0,5 mg TiO2 NP’ler ayr1 olarak hassas terazide
tartildiktan sonra, her birine 1 mL etanol ¢ozeltisi ilave edilmis ve ultrasonik banyoda

1 saat karigtirilmistir.
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ZnO NP’lerin hazirlanmasi

1,0 mg, 0,5 mg, 0,25 mg ve 0,1 mg ZnO NP’ler ayr1 olarak hassas terazide
tartildiktan sonra, her birine 1 mL etanol ¢ozeltisi ilave edilmis ve ultrasonik banyoda

1 saat karistirilmastir.

HAUCI4 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50 mM’lik HAuCly stok ¢ozeltisi hazirlamak igin, 170 mg HAuCl4 hassas olarak
tartilmis ve 10 mL ultra saf su ile tam olarak ¢éziinmesi saglanmistir. Au NP’lerin
elektrodepolanmasi i¢in bu ¢ozeltiden yeterli hacimde alinarak 0,1 M KCl ¢6zeltisinde

gerekli seyreltmeler yapilmustir.

Fe(CN)6*>"* redoks cozeltisinin hazirlanmasi

Tiim elektrokimyasal dlgiimlerde kullanilan 5 mM redoks ¢ozeltisini hazirlamak
icin, 0,165 g KsFe(CN)s, 0,211 g KsFe(CN)e, ve 0,745 g KCl hassas olarak tartilip,

100 mL balon joje igerisinde ultra saf su ile hazirlanmistir.

TRIS-HCI tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

20 mM TRIS-HCI tampon ¢ozeltisini hazirlamak igin 0,315 g TRIS-HCI, 0,584
g NaCl, 1, 49 g KCI ve 0,048 g MgCly’den hassas olarak tatilip ultra saf suda

¢oziildiikten sonra, toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmis ve pH 7,4’e ayarlanmustir.

6-MCH cozeltisinin hazirlanmasi

Spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek i¢in 1 mM 6-MCH ¢0zeltisi, yogunlugu
0,981 g/mL olan %97’lik 6-MCH’den 2,82 pL alinarak 20 mL’ye ultra saf su ile

tamamlanarak hazirlanmstir.

34



Tris-EDTA (TE) tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Aptamer stok ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in 10 mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA
iceren TE tampon ¢ozeltisi litresinde 1,576 g Tris-HCI ve 0,372 g EDTA igerecek
sekilde hazirlanmistir. Cozeltinin pH's1 0,5 M NaOH kullanilarak 8,0’e ayarlanmustir.

Stok aptamer c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

100 uM tiyol modifiye Aptl ve 100 uM biyotin modifiye Apt2 stok ¢ozeltileri
pH 8,0 TE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden
farkl1 derisimlerdeki aptamer c¢ozeltileri de TE tampon ¢ozeltisi kullanilarak

hazirlanmis ve -20 °C’de saklanmustir.

Stok Leptin c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Uygun miktarda kat1 Leptin alinarak derisimi 1,0 mg/mL olacak sekilde Tris-
HCl (20 mM, pH 8,0) tampon ¢o6zeltisinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok
cozeltilerden farkli derisimlerdeki Leptin ¢ozeltileri de Tris-HCI tampon ¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanmis ve -20°C’de saklanmustir.

DEA tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,1 M (pH 9,6) DEA tamponu hazirlamak i¢in, 0,49 mL DEA ¢d6zeltisi, 4,76 mg
MgCl; ve 0,373 mg KCI hassas olarak tartilip ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlanmig
ve ¢ozeltinin pH's1 0,5 M NaOH kullanilarak 9,6’ya ayarlanmistir.

Strep-ALP enzim konjugati ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok Strep-ALP enzimi 2 mL DEA tamponunda ¢oziilerek 1407 U/1 mL

derisimde olacak sekilde hazirlanmistir. Enzim-BSA karigim, sirasiyla 1U/mL strep-
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ALP enzimi ve 8 mg/mL BSA igerecek sekilde DEA tamponu kullanilarak

hazirlanmistir.

a-naftil fosfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 mg a-naftil fosfat hassas olarak tartilip, 1 mL DEA tampon c¢ozeltisinde

¢oziilerek hazirlanmistir.

Ticari insan serum ve plazma 6rneklerinin hazirlanmasi

ABD kaynakli erkek plazmasindan elde edilmis insan serumu ve insan plazmasi
ornekleri ticari olarak satin alinmustir. Oncelikle bu ¢ozeltiler 1:10 (h:h) oraninda Tris-
HC1 (20 mM, pH 8,0) tampon ¢dzeltisi kullanilarak seyreltmistir. Gelistirilen her
sensor i¢in bellirli miktarlarda Leptin ¢ozeltisi bu orneklere ilave edilmis ve geri

kazanim ¢alismalari i¢in kullanilmustir.

Secicilik calismalarinda kullanilan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Gelistirilen sensorlerin segiciliklerini incelemek icin HSA, BSA, haptoglobin,
glukoz, glutatyon, norepinefrin, I-sistein, I-lizin, dopamin, askorbik asit ve

parasetamol belirlenen derisimlerdeki stok ¢ozeltileri ultra saf suda hazirlanmistir.

2.4. Leptin Tayini i¢in Etiketsiz Aptasensoriin Hazirlanmasi

Tez calismalar1 kapsaminda, Leptin tayini i¢in etiketsiz aptasensoriin hazirlik
basamaklar1 Sekil 2.1°de gosterilmektedir. Ik modifikasyon adimi olarak 10 pL TiO2
NP’ler (1,0 mg/mL) PBE calisma yiizeyine damlatilarak, oda kosullarinda tam olarak
kurumaya birakilmistir.  Ikinci adimda, elektrot yiizeyinde Au NP’lerin
elektrokimyasal olarak biriktirilmesi saglanmistir. Bu amagla 1 mM HAuCly

¢ozeltisinde 60 uL elektrot yiizeyine damlatilmis, 50 mV/s tarama hizinda (-0,3)-
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(+1,2) V potansiyel araliginda, 15 dongii say1s1 ile doniisiimlii voltametri (DV) teknigi

kullanilarak elektrokimyasal biriktirilmesi gergeklestirilmistir (Chiang ve ark., 2019).

Modifiye ylizey ultra saf su ile yikanip kurutulduktan sonra kullanilmistir. Daha sonra,

I, 5 uM Aptl c¢ozeltisi modifiye elektrot yiizeyine damlatilmis +4°C’de 3 saat

bekletilmistir. Yiizey Tris-HCI yikama c¢ozeltisi ile yikandiktan sonra, spesifik

olmayan baglanmalar1 6nlemek i¢in 6-MCH ile 1 saat etkilestirilmistir. Bir sonraki

adimda, yikama c¢ozeltisi yikanan ylizeye artan konsantrasyon Leptin c¢ozeltisi

damlatilmis ve 30 dakika etkilesim siiresi sonunda gelistirilen aptasensor dl¢timler i¢in

hazir hale gelmistir. Son olarak, 5 mM Fe(CN)g>"* redoks ¢ozeltisinden 60 pL

aptasensor yiizeyine damlatilmig ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

Olctimleri alinmustir.
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Sekil 2.1. Gelistirilen etiketsiz aptasensoriin hazirlik basamaklarinin sematik olarak gésterimi
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2.5. Leptin Tayini I¢in Sandvic Tip Aptasensériin Hazirlanmasi

Tez calismalar1 kapsaminda, Leptin tayini i¢in sandvi¢ tip aptasensoriin hazirlik
basamaklar1 Sekil 2.2°de gosterilmektedir. ilk olarak, 0,25 mg/mL derisimindeki ZnO
NP’lerden 10 pLL PBE calisma yiizeyine damlatilmis ve oda kosullarinda tam olarak
kurumaya birakilmistir. Sonraki adimda, 60 pL HAuCls (1 mM) ¢6zeltisi sensor ylizeyinde
Au NP’lerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi igin damlatilmistir. 50 mV/s tarama
hizinda (-0,3)-(+1,2) V potansiyel araliginda ve 15 dongii saysi ile DV teknigi kullanilarak
ZnO NP’ler/PBE yiizeyi Au NP’ler ile modifiye edilmistir. Modifiye elektrodun yiizeyi
ultra saf su ile yikanip kurutulduktan sonra Aptl immobilizasyonu igin kullamlmistir. Daha
sonra 0,5 uM Aptl cozeltisi Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE’ nin yiizeyine damlatilmis ve
hazirlanan elektrot 1 gece boyunca (yaklasik 16 saat) +4°C’de bekletilmistir. Yiizey yikama
cozeltisi ile yikandiktan sonra, 1 saat boyunca spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek
amaciyla 6-MCH ile etkilestirilmistir. Aptl modifiye elektrot artan derisimlerde Leptin
cozeltisi ile 30 dakika boyunca etkilestirildikten sonra yikama ¢ozeltisi ile tekrar yikanmustir.
Bu iglem sonrasinda, sandvig temelli aptasensorii olusturmak i¢in, 1,5 uM biyotin modifiyeli
Apt2 ¢ozeltisi yiizeye damlatilmis ve 30 dakika boyunca Apt2-Leptin etkilesimi
saglanmigtir. Hazirlanan ylizeye Strep-ALP enzim konjugati damlatilarak 20 dakika
boyunca etkilestirilmis ve ardindan yilizey 0,1 M DEA tamponu ile yikanmistir. Son
basamakta ise, gelistirilen aptasensor yiizeyine 1,0 mg/mL a-naftil fosfat damlatilmis ve o-
naftol olusumu i¢in 20 dakika bekletildikten sonra a-naftol sinyalini takip etmek icin

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ol¢timleri almmustir (Rapini ve Marrazza, 2017).
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Sekil 2.2. Gelistirilen sandvig tip aptasensoriin hazirhk basamaklarinin gematik olarak gosterimi
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2.6. Leptin Tayini i¢in Apt-MIP Hibrit Sensoriin Hazirlanmasi

Tez calismalar kapsaminda, Leptin tayini icin Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlik
basamaklar Sekil 2.3’te gosterilmektedir. Oncelikle elektrotlarin modifikasyonu igin 10
uL Pt NK’ler (0,02 pg/mL) PBE yiizeyine damlatilmis, oda sicakliginda tam olarak
kurumasi saglandiktan sonra yiizey ultra saf su ile yikanmigtir. Sonraki agamada, Au
NP’ler, Pt NK’ler/PBE yiizeyine DV yontemi kullanilarak elektrokimyasal olarak
biriktirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 0,1 M KCI igerisinde 1 mM HAuCls igeren
cozeltiden 60 pL alnarak elektrot ylizeyine damlatilmistir. DV yonteminin c¢aligma
sartlari, 50 mV/s tarama hizinda (-0,3)-(+1,2) V potansiyel araliginda, 15 dongii sayisini
kapsamaktadir. Apt-MIP hibrit sensoriiniin hazirlanmasi i¢in ikinci asamada TE tampon
¢ozeltisi icinde hazirlanan Aptl ¢ozeltisi (1,5 pM) 95 °C'de 2 dakika bekletilmistir. Aptl
¢ozeltisi oda sicakligina geldikten sonra, bu ¢ozelti 25 pg/mL Leptin 37 °C'de 1 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra, elde edilen Apt[Leptin] kompleksinin 10 pL'si Pt
NK’let/Au NP’ler/PBE'min yiizeyine damlatilmis ve 1 gece boyunca +4 °C’de
bekletilmistir. Elde edilen elektrot, bu adimda Apt[Leptin]/Pt NK’let/Au NP’ler/PBE
olarak adlandirilmigtir. Molekiiler baskilama adimina gegmeden Once Apt[Leptin]
kompleks olusumundan sonra ylizeyde kalabilecek olast serbest aptamer molekiillerini
doyurmak i¢in 10 pL Leptin (25 pg/mL) yiizeye damlatilarak 20 dakika bekletilmistir ve
ardindan modifiye elektrot yilizeyi durulanmistir. Apt-MIP  hibrit  sensoriiniin
hazirlanmasinin son asamasinda, birinci agamadan elde edilen Apt[Leptin]/Pt NK’ler/Au
NP’ler/PBE'nin yiizeyi tizerinde oPD polimerinin elektropolimerizasyonu ile MIP
olusumu gerceklestirilmistir. Bu amacla, oPD (5 mg/ 5 mL), modifiye elektrot yiizeyine
damlatilmig O ile 0,8 V (tarama hizi 50 mV/s) potansiyel araliginda ardisik 30 dongii
uygulanarak DV yontemi ile elde edilmistir. Daha sonra, polimer kapli elektrot
(oPD/Apt[Leptin]/Pt NK’ler/Au NP’ler/PBE) yiizeyinden Leptin molekiillerini ¢ikarmak
icin %5 (h/h) asetik asit ve %5 (a’h) sodyum dodesil stilfatin (SDS) ile 1:1 oraninda
karistiralarak hazirlanan uzaklastirma c¢ozeltisi kullanilmistir. MIP temelli sensoriin
olusturulmasi i¢in OPD/Apt[Leptin]/ Pt NK’ler/Au NP’ler/PBE 30 dakika uzaklastirma
cozeltisinde bekletildikten sonra, ylizey yikanmustir. Ek olarak, dnerilen hibrit sensoriin
etkinligini dogrulamak icin, aym prosediir kullanilarak, ancak Leptin icermeyen

molekiiler baskilt olmayan bir polimer yiizey (NIP) hazirlanmistir. En son agamada sensor
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yiizeyine artan konsantrasyonlarda Leptin ilave edilerek 60 dakika baglanma siiresinin

sonunda 5 mM Fe(CN)s* redoks ¢ozeltisinin DPV 6lgiimleri alinmustir.

PBE Pt NK'ler/PBE Au NP'ler/Pt NKler/PBE Apt[Leptin]/Au NP"ler/Pt NK'ler/PBE
i w A &
== & X ; 2 ,
Py’ b R E

/3

[P\
‘J‘ // \\\ MIP/Apt/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE MIP/Apt/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE PoPD/Apt[Leptin]/Au NP*ler/Pt NK'ler/PBE

// J, \\ (Leptin yeniden baglandiktan sonra)
yel

Sekil 2.3. Gelistirilen Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlik basamaklarinin sematik olarak
gosterimi

2.7. Tez Cahsmalar1 Kapsaminda Kullanilan Yontemler

2.7.1. Voltametri

Voltametri, polarize olabilen bir ¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasina bir
potansiyel uygulandigi zaman, bu potansiyelin bir fonksiyonu olan ve ¢alisma elektrodu
ile yardimei elektrot arasinda okunan akimin dlgiilmesi ilkesine dayanir. VVoltameteri, elde
edilen bu akim cevabina bagl olarak hedef analit igin bilgi edinmeyi saglayan bir grup
elektrokimyasal yontemlerdir. Voltametri kullanilarak elde edilen potansiyel-akim egrileri

“voltamogram” olarak adlandirilmaktadir (Bard ve ark., 2001).

Voltameteride c¢alisma elektroduna degeri zamanla degisen potansiyel
uygulanmasi i¢in farkli dalga sekillerine sahip uyarma sinyalleri kullanilabilmektedir.
Voltametrik yontemlerde en c¢ok kullanilan uyarma sinyalleri Cizelge 2.4’te
gosterilmistir. Voltametrik yontemlerin sahip olduklar1 avantajlar sayesinde ilag etken
maddeleri ve biyobelirte¢ analizleri, gida, ¢cevre ve adli tip gibi bir¢ok farkli alanda

uygulamasi bulunmaktadir (Bard ve ark., 2001 ve Skoog ve ark., 2007).
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Cizelge 2.4. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri (Skoog ve ark., 2007)

Isim Dalga sekli Voltametri tiirii
E /
. / { Polarografi
Dogrusal taramals / Hidrodinamik voltametri
Zaman
E 4%
/) Diferansiyel puls
. . i iyel pu
Diferansiyel puls /) voltametrisi
/
Zaman—
E
Kare dalga m | | Kare dalga voltametrisi

Ucggen A At Déniisiimlii voltametri

/N /S \

!

/NS O\

Zaman——

2.7.1.1. Doniisiimlii voltametri

Dontigiimlii voltametri (DV) gilinlimiizde en yaygin kullanilan elektrokimyasal
yontemlerin basinda gelmektedir. Her ne kadar kalitatif amaclh analizlerde kullanimi
daha az olsa da indirgenme/yiikseltgenme tepkimelerinin incelenmesinden, tepkimeye
giren maddelerin veya olusan {irlinlerin tayinlerinde, elektrot mekanizmalarinin
incelenmesinde veya kinetik calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemde,
potansiyel dogrusal olarak bir pik noktasina kadar kayar ve ayni hizda baslangi¢
noktasina kadar geri doner. Potansiyeldeki bu degisime kars1 farkli akim cevaplari
olusur. Bu yiizden, DV’de okunan akim degerleri gerilimin bir fonksiyonu olarak
ol¢iilmektedir (Bard ve ark., 2001; Marken ve ark., 2010 ve Skoog ve ark., 2007).
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1960’11 yillarda Nicholson ve Shain tarafindan gelistirilen DV, elde edilen akim
gerilim egrisinin sekline tamamen bagimli olmadan analizi miimkiin kilmak i¢in
tasarlanmis daha basit bir yontemdir. DV yontemi kullanilarak elde edilen akim-gerilim
egrilerine doniistimlii voltamogram (Sekil 2.4.) denmektedir. Bu voltamogramlarin pozitif
potansiyel bolgelerinde elde edilen akim cevaplari anodik, negatif potansiyel bolgelerinde
elde edilen akim cevaplar ise katodik pikleri ifade etmektedir. Bir voltamogramda hem
anodik hem de katodik pikler gozlenmisse reaksiyon tersinirdir. Ancak, sadece anodik
veya katodik piklerden biri gézlenmisse reaksiyon tersinmezdir. Bunlara ek olarak, DV
yontemi adsorpsiyon veya diflizyon kontrollii reaksiyonlarin mekanizmalari, elektron
aktarim mekanizmasi ve yiizey modifikasyonunun aydinlatilmasi gibi pek c¢ok alanda
kullanim imkanina sahiptir (Bard ve ark., 2001; Bozal Palabiyik, 2015; Marken ve ark.,
2010 ve Skoog ve ark., 2007).

Akim

s

Potansiyel

Sekil 2.4. Tipik bir doniisiimlii voltamogram (Bozal Palabiyik, 2015)

2.7.1.2. Diferansiyel puls voltametrisi

Elektrokimyasal ¢aligmalarda yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonlarindan
kaynaklanmayan faradayik akimin varligi istenen bir durum degildir. Faradayik
akimin etkisini azalttig1 icin daha hassas sonuglar sunan diferansiyel puls voltametrisi

(DPV), voltametrik yontemler arasinda en ¢ok kullanilandir. Ciinkii, bu yontemde
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uygulanan puls sekline bagli olarak akimin 6l¢iilmesi faradayik olmayan akimlarin

etkisini azaltmaktadir (Bard ve ark., 2001 ve Wang, 2006).

DPV’nin temeli dogrusal olarak artan potansiyele karsi sabit biiyiikliikte pulslar
uygulanmasina dayanmaktadir. Birinci akim pulsun basladigi noktadan hemen 6nce
olgiiliirken, ikinci akim ise pulsun bittigi noktadan hemen once 6l¢iiliir (Sekil.2.5). Bu
akimlar arasindaki fark alinarak, potansiyelin bir fonksiyonu olarak toplam akim
degeri elde edilmis olur. Elde edilen bu akim degeri hedef analitin derisimi ile dogru

orantili olarak degigsmektedir (Bard ve ark., 2001 ve Wang, 2006).

Glniimiizde teknolojide yasanan gelismeler ile DPV, analitik veya kinetik
amaglarla, nano-molar seviyelerinde analiz imkani sunan olduk¢a hassas bir yontem

olarak on plana ¢ikmaktadir.

Puls siiresi

- -

Potansiyel
Puls genligi

Basamak
yiiksekligi

Zaman

Sekil 2.5. DPV yonteminde kullanilan dalga formu (Bard ve ark., 2001 ve Wang, 2006)

2.7.2. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Impedans terimi, ilk kez 1886 yilinda Oliver Heaviside tarafindan kompleks
sayilarin elektrik devrelerine uyarlanmasiyla literatiire girmistir. Kesfedildigi ilk
zamandan bu yana impedans temelli 6l¢lim yontemleri, korozyon, elektrot kinetigi,
katt faz elektrokimyasi ve biyoelektrokimya gibi birgok alanda siklikla
kullanilmaktadir (Josephs, 1971).
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Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), temel olarak frekans diizleminde
elektriksel bilgiler saglayabilen bir karakterizasyon yontemidir. Elektrokimyasal hiicrede
meydana gelen siiregler kapasitor ve rezistorler kullanilarak EIS yonteminde kolayca
modellenebilir (Bard ve Faulkner, 1980 ve MacDonald, 1987).

EIS’in temel c¢alisma prensibi elektrokimyasal hiicreye bir AC (Alternating
current impedance spectroscopy) potansiyeli uygulanmasi ve hiicreden gegen akimin
belirlenerek ol¢iilmesine dayanmaktadir. Uygulanan bu potansiyele karsi elde edilen
cevap, zamana bagli olarak degisen, potansiyel ile ayni frekansta fakat farkli genlik ve
faz agisina sahip bir AC akim sinyalidir. EIS ile elde edilen deneysel verilerin ilgili
teorik egrileri, uygun esdeger devre kullanilarak kolaylikla elde edilmektedir (Bard ve
Faulkner, 1980 ve MacDonald, 1987).

Farkli bir¢ok grafik bulunsa da impedimetrik verilerin gdsterilmesi icin en
yaygin kullanilan grafik Nyquist Grafigidir. Nyquist grafigi (sekil 2.6), sanal
impedansin ger¢ek impedansa kars1 grafige gecirilmesi ile elde edilmektedir. Bu
grafikte her bir nokta farkli bir frekans degerine karsilik gelmektedir (Barsoukov ve
MacDonald, 2005; Derkus, 2012 ve Orazem ve Tribollet, 2008).

-
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Sekil 2.6. Tipik bir Nyquist impedans spektrum grafigi (Derkus, 2012)
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Sekil 2.6°da tipik bir Nyquist grafigi ile ilgili elektriksel devre gdsterilmektedir.
Bu impedans spektrumu incelendiginde spektrumun profili ‘a’ degerinden baslayan Ry
direncinin ve ‘b’ degeriyle biten R2’nin toplami olan bir yarim daire seklindedir.
Burada, ¢ozelti direnci R; ile gosterilirken, yiik transfer direnci Rz (Rc) ile ifade
edilmektedir. Impedans spektrumunun sanal impedans kisminin maksimum degeri,
kapasitoriin kapasitans degerine esittir. Elektrokimyasal sistemler igin elde edilen
birgok impedans spektrumu bu tip diyagramlara uyum saglayabilmektedir.
Spektrumdaki dogrusal olan bolge ise elektrot yiizeyi ve ¢6zelti arasindaki kiitle
aktarimiyla ilgili olan bolgedir (Barsoukov ve MacDonald, 2005; Derkus, 2012 ve
Orazem ve Tribollet, 2008).

Impedimetrik &lgiimlere ilk baslandigi anda, yiiksek frekans (diisiik enerji)
pertiibrasyonlar1 uygulanir ve ¢ozelti direnci (Rs) Olgilmektedir. Zamanla frekans
azalarak, enerji de yavas yavas artmaktadir. Bu sayede, tarama bolgesi elektrot yiizeyine
dogru hareket etmektedir. Bu bolgede, direng maksimum degerde oldugundan Nyquist
grafiklerdeki kapasitif direng¢ en tist degerlerde gozlenmektedir. Frekansin en diisiik,
enerjinin ise en yiiksek oldugu zaman elektromanyetik dalgalar elektrot igerisine hareket
ederek Nyquist grafigindeki difiizyon ile ilgili dogrusal kismi olusturmaktadir
(Barsoukov ve MacDonald, 2005; Cruz-Manzo ve Greenwood, 2022 ve Derkus, 2012).

Bu davranis, sekil 2.7°de gosterilen Randles devresi kullanilarak agiklanabilir. Bu
devre, elektrot yiizeyinde bulunan ¢ift tabakanin rezistoriine (Re) paralel olarak baglanan
bir kapasitorden (C) ve onlara seri olarak baglanan ¢ozelti direncinden olugmaktadir.
Frekansa bagimli olarak diflizyondan kaynakli olusan Warburg impedansi ise ‘W’ ile
gosterilmektedir (Bigdeli ve ark., 2021 ve Cruz-Manzo ve Greenwood, 2022).

Sekil 2.7. Randles devresinin sematik gosterimi
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EIS, diger elektrokimyasal yontemlere kiyasla benzersiz avantajlara sahiptir.
Ciinkii, bu yontem spesifik olarak mevcut ve potansiyel arasindaki transfer
fonksiyonunu tahmin edebilmektedir. Elektrokimyasal analizlerde kullanilan EIS
temelli yontemler, hedef analitin spesifik biyolojik molekiil ile reaksiyona girmesi
sonucu meydana gelen etkilesimlerde, elektrokimyasal analiz sonucunda olusan
kapasitansin ara yiizeyde tasiyabilecegi maksimum yiik miktar1 hakkinda bilgi
saglamaktadir. Difiizyon Kkatsayilarmin, kimyasal reaksiyon veya elektrokimyasal
sistemin mikroyapisal 6zelliklerini belirlemek amaciyla siklikla tercih edilmektedir

(Kumar ve Kalkal, 2021).
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3. BULGULAR

3.1. Etiketsiz Aptasensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Leptin tayini i¢in gelistirilen etiketsiz aptasensoriin hazirlik agsamasindaki her
elektrodun elektrokimyasal davranislari, Fe(CN)s>* redoks ¢ozeltisinin DV ve EIS
cevaplart incelenerek gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak, PBE, TiO>
NP’ler/PBE, Au NP’ler/PBE, Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE ve Aptl/Au NP’ler/TiO2
NP’ler/PBE’nin dongiisel voltamogramlari kaydedilmistir (Sekil 3.1A). Yalin PBE’de
Fe(CN)6*"* cozeltisine ait tersinir reaksiyon 6zelligi gosteren anodik ve katodik pik
akimlar1 elde edilmistir. PBE'nin TiO2 NP'ler ve Au NP'ler ile modifikasyonundan
sonra, TiO2 NP'lerin ve Au NP'lerin sagladiklar: elektriksel iletkenlik nedeniyle anodik
tepe akimlar sirasiyla 1,1 kat ve 1,24 kat artmistir. Au NP'lerin TiO2 NP’ler/PBE
ylizeyine modifiye edilmesiyle tepe akiminda 1,48 katlik artis elde edilmistir. Bu artis,
TiO2 NP'ler ve Au NP'ler arasindaki gelismis sinerjistik etki sayesinde meydana
gelmistir. Bununla birlikte, Apt1 molekiillerinin Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE yiizeyine
immobilize edilmesi pik akiminda dramatik bir disiis ve tepe akiminda kayma
meydana gelmistir (Cizelge 3.1). Bu durum, Fe(CN)e>"* redoks ¢ozeltisi ile negatif
yiiklii Aptl molekiilleri arasindaki olasi elektrostatik itme kuvvetine baglanabilir (Zhu
ve ark., 2019). Ayrica, Aptl molekiilleri yiizeydeki elektron transfer siirecini

engelledigi i¢in akim sinyalinde diisiis goriilmiistiir.

Ayrica, DV kullamilarak elektrotlarin yiizey alanlari Randles—Sevéik esitligine
(Esitlik 3.1) gore hesaplanmustir (Li ve ark., 2021) (Sekil 3.2).

Ip = 2.686 x 10°n3/24 ¢ DY/?p1/? (3.1)

Bu esitlikte;

Ip: Pik akimi1 (A)
A: Elektroaktif yiizey alani (cm?),
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D: Difiizyon sabiti (cm?/s),
c: Redoks ¢ozeltisinin derisimi (mol/cm3),
v: Tarama hiz1 (V/s),

n: Aktarilan elektron sayisi

ile ifade edilmektedir.

Au NP'ler ve TiO2 NP'lerin birlikte kullanimi, PBE'nin yiizey alaninda kayda
deger bir artisa yol agmistir. Bu durum, daha fazla Aptl molekiiliiniin yilizeye
baglanmasini kolaylastirarak, gelistirilen etiketsiz aptasensoriin performansini diger
ylizeylere kiyasla etkili bir sekilde iyilestirebilmistir. Ayrica, Aptl immobilizasyonu
sonrast, Aptl molekiillerinin elektron transfer siirecini engelleyen dogasi yiizey
alaninin azalmasina yol agmistir (Cizelge 3.1).

Gelistirilen etiketsiz aptasensér icin her elektrodun EIS &lgiimleri Fe(CN)g>"+
redoks ¢ozeltisi kullanilarak alinmistir. Elde edilen impedans spektrumlart esdeger
devreye uydurularak Ret degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.1B). Cizelge 3.1°de
goriilecegi gibi, PBE, TiO2 NP’ler/PBE ve Au NP’ler/PBE'nin Ret degerleri sirasiyla
304, 219 ve 136 Q olarak hesaplanmistir. Diger elektrotlara kiyasla Au NP’ler/TiO2
NP’ler/PBE'nin Ret degeri dramatik olarak 50 Q'a diismiistiir. Kademeli olarak azalan
Rct degerleri, modifiye elektrodun, elektron transfer siirecini iyilestirdigini agikga
gostermistir.  Modifiye elektrot yiizeyine Aptl ve Leptin molekiillerinin
immobilizasyonu ile Re degerlerindeki artis, biyolojik molekiillerin yiizeye
baglanmasiyla olusan kompleksler ve artan sterik engellerden kaynaklanmaktadir (Fei
ve ark., 2015). Sonug olarak hem DV hem EIS sonuglari etiketsiz aptasensoriin Leptin

tayini i¢in basariyla iiretildigini gostermistir.
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Sekil 3.1. Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elde edilen doniisiimlii
voltamogram egrileri (A) ve Nyquist egrileri (B)

49



200

1504

100 4

50

[ (uA)

-100

-150

200

100

<
=
L= 0+
250 mV/s
=100 T
10 mV/s
=200 T T T T T
0,2 0,0 0,2 0.4 0,6
E,(V)
300
200
100 4
<
=
=
. U -

-100 4

!

200 - 10 mV/s

— — .
0,2 0,0 02 0,4 0,6
E.(V)

Sekil 3.2. 5 mM Fe(CN)¢*™ redoks c¢ozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkli tarama
hizlarindaki doniistimlic voltamogram egrileri (A) PBE, (B) TiO, NP’ler/PBE, (C) Au

NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE, ve (E) Aptl/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE
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Sekil 3.2. (Devam) 5 mM Fe(CN)g"* redoks ¢ozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkli tarama
hizlarindaki doniisiimlii voltamogram egrileri (A) PBE, (B) TiO, NP’ler/PBE, (C) Au
NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE ve (E) Aptl/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE

Cizelge 3.1. Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi agamalarinda kullanilan elektrotlarin
elektrokimyasal 6zelliklerinin karsilagtirilmasi

Elektrot IPa IPc EPa EPc AEp Rct Elektroaktif yl'izey
@ @A M MV (@ alani (cm?)

PBE 88,64 8244 0298 -0,046 -0,344 3040 0,093

TiO2 NP’ler/PBE 9833 87,91 0259 -0,034 -0293 2190 0,116

Au NP’ler/PBE 110,00 9429 0,266 -0,073 -0,339 136, 0,131

Au NP’ler/TiO 131,83 10343 0,193 -0,095 -0,288 50,0 0,158
NP’ler/PBE ' ' ' ' * ' *

Aptl/Au NP’ler/TiO2
NP ler/PBE 100,54 68,77 0,254 -0,117 -0,371 5550 0,121
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3.2. Etiketsiz Aptasensoriin Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen aptasensor icin elektrotlarin ylizey morfolojileri SEM  yontemi
kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.3’te goriildiigi gibi, yalin PBE piiriizsiiz ve daha koyu
bir ylizeye sahiptir. PBE’nin TiO2 NP’ler ile modifiye edilmesiyle degisen morfoloji ve
artan ylizey purizliliigi elektrot yiizeyinde TiO, NP’lerin varligini dogrulamistir. Au
NP'lerin PBE yiizeyinde elektrodepolanmasiyla yiizeyde homojen olarak dagilmis parlak
pargaciklar Au NP'lerin modifikasyonunu gostermistir. Ayrica, Au NP'lerin, TiO;
NP'ler/PBE yiizeyinde biriktirilmesiyle TiO2 NP'lerin bosuklarindaki ve tizerindeki parlak
morfoloji modifikasyonun basarili olarak gerceklestigini desteklemistir. Son adimda,
Aptl molekiillerinin immobilizasyonu ile goriilen fibril benzeri yapilar etiketsiz

aptasensoriin basarili olarak liretimini gostermistir.

Sekil 3.3. Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi agsamalarinda elektrotlara ait SEM goriintiileri
(A) PBE, (B) TiO2 NP’ler/PBE, (C) Au NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE, (E)
Aptl/Au NP’ler/TiO, NP’ler/PBE (25.00 kx) ve (F) Aptl/Au NP’ler/TiO, NP’ler/PBE (50.00
kx)
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Ayrica, enerji dagilimli X-151n1 (EDS) yontemi TiO2 NP'lerin, Au NP'lerin ve

Aptl'in elementel analizi i¢in kullanilmistir. Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE'nin EDS

spektrumlari (Sekil 3.4A) incelendiginde Ti ve Au pikleri belirgin sekilde goriiniirken,
Aptl/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE’de (Sekil 3.4B) azot ve sodyumun varligi Aptl

molekiillerinin immobilizasyonunu gostermistir.
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Sekil 3.4. Etiketsiz aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait EDS spektrumlari
(A) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE, (B) Aptl/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE

3.3. Etiketsiz Aptasensor Icin Deneysel Kosullarin Belirlenmesi

Gelistirilen aptasensoriin en yiiksek performansi sergilemesi igin farkli deneysel

parametrelerin optimizasyon calismalari gergeklestirilmistir. Bu amagla TiO, NP’lerin

derisimi, Au NP’lerin elektrodepozisyonu icin dongii sayisi, Aptl molekiillerinin

immobilizasyon siiresi, ve derigsimi, ve Leptin’in aptasensore baglanmasi i¢in inkiibasyon

siiresi Fe(CN)e>™* redoks ¢ozeltisinin EIS yamtlar takip edilerek incelenmistir.
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[k modifikasyon katmani olarak, TiO, NP'lerin derisimi 0,5 ile 4,0 mg/mL arasinda
degistirilmistir. Sekil 3.5A'dan goriilecegi gibi, 1,0 mg/mL TiO2 NP'ler kullanildig1 zaman
en diisiik Retdegeri elde edilmistir. Ikinci adimda, 1,0 mM HAuCls derisimi sabit tutularak
Au NP'lerin elektrodepolanmasi i¢in 5, 10, 15, 20 ve 25 dongii sayilart denenmistir. 15
dongii sayis1 kullanildig1 zaman en diistik Retdegeri elde edilirken artan dongii sayilarinda
onemli bir farklilk gézlemlenmemistir (Sekil 3.5B). Sonug olarak artan iletkenlik ve
elektron transferine baglh olarak en diisiik Ret degerinin elde edildigi 1,0 mg/mL TiO2

NP'ler derigimi ve 15 dongii sayis1 optimum olarak belirlenmistir.

100 4
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c 50:
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Sekil 3.5. Farkli TiO, NP’ler derisimlerinin 5 mM Fe(CN)s*™* redoks ¢ozeltisinin Rt
degerlerine etkisinin grafigi  (A), farkli déngii sayilarmin 5 mM Fe(CN)¢*™* redoks
cozeltisinin Ret degerlerine etkisinin grafigi (B)
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TiO2 NP’ler ve Au NP’ler i¢in optimum degerler belirlendikten sonra, Aptl
molekiillerinin  immobilizasyon sliresinin  R¢t  degerine  etkisi  incelenmistir.
Immobilizasyon siiresi kademeli olarak 3 saate kadar arttirildikga, aptasensdriin Ret degeri
artmis ve daha sonrasinda sabit olarak devam etmistir (Sekil 3.6A). Bu davranig, Aptl
molekiillerin baglanma bdlgelerinin modifiye yiizeyde 3 saatte doygunluga ulastigim

gostermektedir. Bu nedenle, optimum immobilizasyon siiresi olarak 3 saat se¢ilmistir.

Aptl derisimimin gelistirilen aptasensoriin Ret degeri tizerindeki etkisi 0,5 ile 3,0
M arasinda degisen derisimlerde incelenmistir. 0,5 uM ile 1,5 uM derigim araliginda
Rct degerinin kademeli olarak arttigi goriiliirken, derisim 2,0 uM ve 3,0 uM’a
yiikseltildiginde R¢t degerinde keskin bir diisiis goriilmistiir (Sekil 3.6B). Aptl
molekiillerinin konformasyonuna ve sterik engellere bagli olarak maksimum Rgt

degerinin elde edildigi 1,5 uM Aptl derisimi optimum olarak seg¢ilmistir.

Son olarak, Leptin’in aptasensore baglanma siiresi 10 pg/mL Leptin derisimi
sabit tutularak 5, 15, 30, 45 ve 60 dakikalarda incelenmistir. 30 dakikaya kadar Rct
degeri artarken, 30 dakika sonrasinda Aptl-Leptin kompleksinin doygunluguna bagh
olarak Rt degerinde bir farklilik gozlemlenmemistir (Sekil 3.6C). Bu nedenle, Leptin

tayini i¢in optimum baglanma siiresi olarak 30 dakika olarak se¢ilmistir.
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400

R (Q)

3004

200

100 4

T T T T T T T T T T T
30 dakika | saat 3 saat 6 saat 12 saat 18 saat

Siire

Sekil 3.6. 5 MM Fe(CN)s*"* redoks ¢ozeltisinin Ret degerlerine karsilik farkli Aptl baglanma
siirelerinin grafigi (A), 5 mM Fe(CN)*"* redoks ¢dzeltisinin Re degerlerine karsilik farkls
Aptl derisimlerinin grafigi (B), 5 mM Fe(CN)s*/* redoks ¢ozeltisinin Ret degerlerine karsilik
aptasensor ile Leptin arasindaki farkl etkilesim stirelerinin grafigi (C)
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Sekil 3.6. (Devam) 5 mM Fe(CN)s** redoks ¢ozeltisinin Re degerlerine karsilik farkli Aptl
baglanma siirelerinin grafigi (A), 5 mM Fe(CN)¢*™* redoks ¢ozeltisinin Re; degerlerine karsilik
farkli Aptl derisimlerinin grafigi (B), 5 mM Fe(CN)s*/* redoks ¢dzeltisinin R degerlerine
karsilik aptasensor ile Leptin arasindaki farkli etkilesim siirelerinin grafigi (C)

3.4. Etiketsiz Aptasensor ile Leptin’nin Elektrokimyasal Tayini ve Yontem

Validasyonu

Gelistirilen aptasensoriin analitik performansi, optimum deneysel kosullar

3-/4-

altinda artan Leptin derisimine kars1 Fe(CN)g”"* redoks ¢ozeltisinin Ret degerleri elde

edilerek incelenmistir. Bu amagla, 1 pg/mL-100 pg/mL (Sekil 3.7A) ve 100 pg/mL-1
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ng/mL (Sekil 3.7B) olmak tizere iki farkli Leptin derisimi aralifinda EIS 6l¢timleri
kaydedilmistir. ilk kalibrasyon araligimda (1 pg/mL-100 pg/mL araliginda), Ret (Q)
=10,78 CLeptin [pg/mL]+ 681,68 regresyon denklemi; R?=0,999 elde edilirken, ikinci
kalibrasyon araliginda (100 pg/mL-1 ng/mL) araliginda) Rct (€2) =0,943 Clreptin
[pg/mL]+ 1646,63 regresyon denklemi; R?=0,999 elde edilmistir. Elde edilen
sonuglar, gelistirilen aptasensoriin artan Leptin derigimlerine karst miikemmel bir

dogrusallik sagladigini gostermistir (Sekil 3.7C).

Ikinci kalibrasyon araligindaki regresyon denkleminin daha diisiik egimi, artan

34 redoks c¢ozeltisi arasindaki

Leptin derisimine bagli olarak aptasensor ile Fe(CN)e
elektron transferinin siirlanmasindan kaynaklanmaktadir. Bu da ilk kalibrasyon
araligina gore azalan hassasiyete yol agmaktadir. Ayrica, ilk kalibrasyon araligi
kullanilarak gelistirilen aptasensor ile Leptin’in TS ve TAS’1 belirlenmistir. Regresyon
denkleminin egimine bagli olarak hesaplamalara gore, TS degeri 0,312 pg/mL, TAS

degeri ise 1,0 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 3.7. Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin tayini i¢in Nyquist ve kalibrasyon egrileri (A)
1 pg/mL-100 pg/mL derisim araliginda Nyquist egrileri, (B) 100 pg/mL-1 ng/mL derisim
araliginda Nyquist egrileri, (C) 1 pg/mL-100 pg/mL (i¢ grafik) ve 100 pg/mL-1 ng/mL derigim
araliklarinda kalibrasyon egrileri
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Sekil 3.7. (Devam) Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin tayini i¢in Nyquist ve kalibrasyon
egrileri (A) 1 pg/mL-100 pg/mL derisim araliginda Nyquist egrileri , (B) 100 pg/mL-1 ng/mL
derisim araliginda Nyquist egrileri, (C) 1 pg/mL-100 pg/mL (i¢ grafik) ve 100 pg/mL-1 ng/mL
derisim araliklarinda elde kalibrasyon egrileri
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3.4.1. Etiketsiz Aptasensor I¢in Secicilik Calismasi

Gelistirilen aptasensoriin performansini degerlendirmede kritik bir faktor olarak
kabul edilen segicilik, 50 pg/mL Leptin igeren 50 pg/mL HSA ve BSA, 2,2 mg/mL
haptoglobin, 0,5 mM glukoz, 5 mM glutatyon, 2,0 ng/mL norepinefrin ve 360 uM 1-

sistein varliginda ayr1 olarak degerlendirilmistir.

Optimum deneysel kosullar altinda, Sekil 3.8'de goriildiigii gibi, Rct degerlerinde
kiiciik farklar gozlemlenmistir. Muhtemel girisim etkili molekiiller varliginda olan
%geri kazanim ve %BSS sonugclar1 degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore %geri
kazanim degerleri %97,72-108,44 araliginda ve biyosensorler i¢in ihmal edilebilir BSS
(£%9,0) degerleri ile bulunmustur (Sekil 3.8). Elde edilen sonuglar, Leptin igin
gelistirilen aptasensoriin spesifik olmayan adsorpsiyonlara duyarsiz oldugunu, sadece

Leptin tayini i¢in yiiksek segicilik sergiledigini gostermistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8. Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin ile birlikte ¢esitli girisim yapan maddelerin
varliginda 5 mM Fe(CN)s*"* redoks ¢dzeltisinin Ret degerleri

59



1250
1000 70!
- g
5o =
a 7504 u:i B
— ° 00 1200 1500 400 m.
L L] o
H = ®
N 5004 v u m ® s} &
I ¥ = % "
' ™ Sget Yy
8 . "
250 4
1809 g u
B Leptin
0 ® Leptin + HSA
T T T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Z'(Q)
1250
1250
o B
1000 4 ] m:
S o
| o
= 750 = ;'/ -
G |
~ 600 1200 1s0 2400 sooigl
= P .
N 500 L ¢ J wa o
h "] ® |
LI “n
v o8 Seset®
w0 &
®  Leptin
o ® Leptin + BSA
T T T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Z'(Q)
1250
1000
|
..
a 750 =e
~ g0 1200 s 2400 ool
= g i : ] FA
N 500 - - ® ®
1 [} ™ ..
a e
o [}
250
a
‘ B [eptin
04 ® Leptin + Haptoglobin
T T T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000}
()]
1250 ;
- D
1000 - g 0]
500 o
250 o
~ 7504 N ]
G 600 1200 1800 M0 J0ddg
= ) (4
z s @ o om
N 500 ] “a
' 5 % e
e om"
“ Boagee
04 @ U
[
i B Leptin
04 ® Leptin + Glukoz
T T T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Z'(Q)

Sekil 3.9. Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan maddeler i¢gin elde
edilen Nyquist egrileri. A) HSA, (B) BSA, (C) haptoglobin, (D) glukoz, (E) glutatyon, (F)

norepinefrin ve (G) I-sistein
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Sekil 3.9. (Devam) Etiketsiz aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan maddeler
icin elde edilen Nyquist egrileri. (A) HSA, (B) BSA, (C) haptoglobin, (D) glukoz, (E)
glutatyon, (F) norepinefrin ve (G) I-sistein

3.4.2. Etiketsiz Aptasensor I¢in Tekrar Uretilebilirlik ve Stabilite Calismalar

Gelistirilen aptasensoriin tekrar tretilebilirliginin incelenmesi igin bes farkl
aptasensoriin ayni deneysel kosullar altinda 50 pg/mL Leptin derisimine karsi EIS

Olciimleri kaydedilmistir (Sekil 3.10). Bes farkli aptasensoriin Rct degerlerinin
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%BSS’si 1,40 olarak bulunmustur. Elde edilen sonug, gelistirilen aptasensoriin Leptin

tayininde miikemmel derecede tekrarlanabilirlik sergiledigini gostermistir.
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Sekil 3.10. Gelistirilen etiketsiz aptasensdriin tekrar tiretilebilirligi

Gelistirilen aptasensoriin stabilitesi, elektrodun 10 giin boyunca 4 °C'de
bekletilmesiyle degerlendirilmistir. Sekil 3.11°de gorildigli gibi, gelistirilen
aptasensor Leptin’e karst 3 giin boyunca baglangi¢ sinyalinin %96’sim1 korurken,

aptasensoriin bir hafta siireyle kullanilabilir oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.11. Gelistirilen etiketsiz aptasensoriin stabilitesi
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3.4.3. Etiketsiz Aptasensor Kullanilarak insan Serum ve insan Plazma

Orneklerinden Leptin Analizi

Gelistirilen aptasensoriin pratik olarak uygulanabilirligi, ticari olarak temin edilen
insan serumu ve insan plazma Omneklerine standart ekleme yontemiyle Leptin ilavesi
yapilarak degerlendirilmistir. Serum ve plazma orneklerinden elde edilen analiz sonuglar1
Cizelge 3.2°de verilmistir. Geri kazanim degerleri %96,40-107,79 araliginda kabul
edilebilir %BSS degerleri ile bulunmustur. Bu sonuglar gelistirilen etiketsiz aptasensoriin

Leptin tayini i¢in basarili bir sekilde uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Cizelge 3.2. Etiketsiz aptasensor kullanilarak geri kazanim c¢aligmalarina ait sonuglar

Ornek Eklenen miktar (pg/mL) Bulunan miktar (pg/mL) Geri kazamim (%) %BSS”
1,0 1,08 107,79 9,84
insan serum ornegi 10,0 10,07 100,69 7,53
50,0 51,24 102,47 7,98
1,0 0,97 97,03 7,90
insan plazma 6rnegi 10,0 9,64 96,40 9,94
50,0 49,75 99,50 6,71

*Elde edilen %BSS degerleri 5 6l¢lime ait sonuglardir.

3.5. Sandvi¢ Tip Aptasensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Leptin tayini i¢in gelistirilen sandvig¢ tip aptasensoriin her bir modifikasyon
asamasinin karakterizasyonunu DV ve EIS yontemleri ile incelenmistir. Sekil
3.12A'da goriildiigi gibi, ZnO NP’ler ile modifiye edilmis PBE'nin anodik tepe akimi
(98,77 nA), yalin PBE’nin tepe akimi (80,19 pA) ile kiyaslandiginda artmistir. Akim
degerindeki bu artig, ZnO NP'lerin redoks molekiilii ile elektrot arasinda dogrudan
elektron transferini arttirdigini gostermektedir. PBE yiizeyi Au NP'ler ile modifiye
edildikten sonra, Au NP'lerin yiiksek iletkenligi ve miikemmel elektrokatalitik
ozellikleri, akim degerinin 116,00 pA'ya kadar yilikselmesini saglamigtir. Dahasi, Au
NP’ler/ZnO NP’ler/PBE’de en yliksek tepe akimi (162,22 pA) elde edilirken, pik
potansiyelinde 127 mV'luk daha negatif bir potansiyele kayma meydana gelmistir. Bu,

63



Au NP'lerin elektrokimyasal Kkatalitik aktivitesinden ve Au NP'ler ile ZnO NP'ler
arasindaki sinerjik etkiden kaynaklanmaktadir (Yang ve ark., 2022).

Daha sonra, tiyol etiketli Aptl molekiilleri, Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin
ylizeyinde immobilize edildiginde, Aptl modifiye yiizeyin akim degeri 113,77 pA'ya
kadar digmistiir. Bu, Aptl molekiillerinin Au-S kovalent baglart yoluyla elektrot
ylizeyinde basarili bir sekilde immobilize edildigini gostermektedir. Sonraki adimda,
Leptin’in inkiibasyonu ile, Leptin’in elektroaktif olmayan ozelliginden dolay1 akim
degeri 100,21 pA’ya kadar dismistir. Son adimda ise, biyotin etiketli Apt2
molekdilleri, Leptin/Aptl/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE yiizeyine immobilize
edildiginde, akim degeri 75,20 pA’ya kadar azalmistir. Akim degerindeki kademeli bu
azalmalar yiizeydeki biyolojik molekiillerin yogunluklarinin artmasiyla, elektron

transferinin inhibisyonuna baglanabilir (Cizelge 3.3).

Ayrica, elektroaktif yiizey alaminin belirlenmesi farkli tarama hizlarmda Fe(CN)s>
" redoks ¢ozeltisinin doniisiimlii voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 3.13). Randles—
Sev¢ik esitligine (Esitlik 3.1) gore, PBE'in elektrokimyasal yiizey alam 0,097 cm? iken,
Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin elektrokimyasal yiizey alam 0,195 cm?dir. Yiizey
alanindaki bu artig Apt1 molekiillerinin yiizey iizerinde daha etkin bir sekilde immobilize

olabilecegini ve aptasensoriin performansini arttirabilecegini gostermektedir.

Elektrokimyasal karakterizasyonun ikinci adiminda, EIS Olglimleri alinarak
elektrotlarin Ret degerleri belirlenmistir. Sekil 3.12B'de goriildiigii gibi, yalin PBE,
ZnO NP’letr/PBE, Au NP’ler/PBE ve Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin Rt degerleri
sirastyla 305,0 €, 199,0 Q, 134,0 Q ve 56,0 Q olarak bulunmustur. ZnO NP'lerin yar1
iletken ozellikleri ve Au NP'lerin miikemmel iletkenligi sayesinde Rct degerindeki
azalma, Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin Aptl molekiillerinin immobilizasyonu i¢in
uygun bir ylizey oldugunu gostermektedir. Aptl, Leptin ve Apt2 molekiilleri, yiizeye
sirastyla immobilize edildikten sonra, Rct degerleri sirasiyla 390,0 Q, 696,0 Q ve
1030,0 Q 'a kadar yiikselmistir. R¢t degerlerindeki bu artislar, elektron transferinin,

biyolojik molekiiller tarafindan inhibe edilmesi ger¢egine baglanabilir. Sonug olarak,
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birbirini destekler nitelikte olan tiim DV ve EIS sonuglari, gelistirilen aptasensoriin

Leptin tayini i¢in basariyla iiretildigini gostermektedir.
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Sekil 3.12. Sandvi¢ tip aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elde edilen doéniigiimlii
voltamogram egrileri (A) ve Nyquist egrileri (B)
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Sekil 3.13. 5 mM Fe(CN)¢®™* redoks ¢ozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkli tarama
hizlarindaki dontigiimlii voltamogram egrileri. (A) PBE, (B) ZnO NP’letr/PBE, (C) Au
NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, (E) Aptl/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, (F)
Leptin/Aptl/Au  NP’ler/ZnO NP’ler/PBE ve (G) Apt2/Leptin/Aptl/Au  NP’ler/ZnO
NP’ler/PBE
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Cizelge 3.3. Sandvi¢ tip aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda kullanilan
elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Ipa Ipc Era AEp Ret Elektroaktif yiizey
Elektrot wy  @d v M v @ alami (cm?)

PBE 8019 7007 0322 -001 0342 3050 0,097

ZnO NP’ler/PBE 9877 9130 0308 -0007 0315 199,0 0,119

AU NP’ler/PBE 116,00 104,89 0240 -0,08 0320 1340 0,139

Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE 162,22 17492 0,195 -009 0285 _ 56.0 0,195
Aptl/Au NP’ler/ZnO

e 11377 9867 0190 -0,106 0296 390,0 0,136

Leptin/Aptl/Au
NP g 10021 9292 0210 -008 0290 6960 0,120
Api2/Leptin/AptL/Au 7520 5660 0252 -008 0332 10300 0,091

NP’ler/ZnO NP’ler/PBE

3.6. Sandvi¢ Tip Aptasensoriin Yiizey Karakterizasyonu

Leptin tayini igin gelistirilen sandvig tip aptasensoriin yiizey morfolojisi, SEM,

EDS ve XRD analizleri ile aydmlatilmistir. Sekil 3.14’te goriildiigi gibi, yalin PBE

nispeten piiriizsiiz bir karbon tabakasi yilizeyine sahiptir. ZnO NP’ler ile modifiye

edilen PBE'de esit olarak dagilmis kiiresel gozenekli yapilari modifikasyonu agikca

gostermektedir. Ayrica, sadece Au NP'lerin elektrokimyasal biriktirilmesiyle, PBE

tizerinde Au NP'lerin kiiresel olarak homojen ve diizgiin dagilimi goriilmektedir.

Dahasi, Au NP'lerin ZnO NP'ler/PBE'nin yiizeyinde elektrodepolanmasiyla

goriilen parlak ve arka plandaki los parcaciklar sirasiyla yiizeydeki Au NP'ler ve ZnO

NP'lerin varligin1 géstermektedir. Apt1 molekiillerinin yiizeye immobilize edilmesiyle

degisen yiizey morfolojisi, immobilizasyonu dogrular niteliktedir.
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Sekil 3.14. Sandvi¢ tip aptasensoriin hazirlanmasi1 asamalarinda elektrotalara ait SEM
goriintiileri (A) PBE, (B) ZnO NP’ler/PBE, (C) Au NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/ ZnO
NP’ler/PBE, (E) Au NP’ler/ ZnO NP’ler/PBE (geri sagilim); (25.00 kx) ve (F) Aptl/Au
NP’ler/ ZnO NP’ler/PBE (80.00 kx)

Ek olarak, Sekil 3.15A’da goriildiigii gibi EDS spektrumundan elde edilen
elementel analiz sonuglari, Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE yiizeyinden, %60 oraninda
ZnO NP’lerin ve %20 oraninda Au NP’lerin oldugunu dogrulamistir. Sekil 3.15B'de
goriildiigi gibi, agirlikca %10 azot varligi, Aptl molekiillerinin yiizey iizerinde

basaril1 bir sekilde immobilizasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.15. Sandvig tip aptasensoriin hazirlanmasi asamalarmda elektrotlara ait EDS spektrumlari.
(A) Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, (B) Aptl/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE

Ayrica gelistirilen aptasensor i¢in hazirlanan modifiye elektrotlarin kristalografik
yapis1 XRD kullanilarak karakterize edilmistir. Sekil 3.16A'da goriilebilecegi gibi, 20'de
38,3°, 44,4° ve 64,4°'lik kirinim tepe noktalar1 sirastyla Au NP'lerin (111), (200) ve (220)
diizlemleriyle iliskilendirilebilir. Elde edilen sonuglar, HAuCls onciisii kullanilarak
elektrodepozisyon yoluyla PBE yiizeyinin metalik Au NP'ler ile basarili bir sekilde
kaplandigim1  gostermistir. Ayrica, ZnO NP'lerin XRD modeli Sekil 3.16B'de
gosterilmistir. 260=31,8, 34,5, 36,3, 47,6, 56,8, 63,0 ve 68,7'de gbzlemlenen tepe noktalari
sirastyla ZnO NP’lerin (100), (002), (101), (102), (110), (103) ve (112) diizlemleri ile
iligkisini dogrulamistir (Salih ve ark., 2016). Dahasi, PBE yiizeyinde hem ZnO NP'lerin
hem de Au NP'lerin varhiginda elde edilen XRD sonuglar1 (Sekil 3.16C), kirmim
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deseninde ek tepe olmadigmi yani elektrodun miikemmel bir safliga sahip oldugunu

ortaya koymustur.
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Sekil 3.16. Sandvig tip aptasensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait XRD kirinim
desenleri. (A) Au NP’ler (B) ZnO NP’ler ve (C) Au NP’ler/ZnO NP’ler

3.7. Sandvi¢ Tip Aptasensor Tasarimi icin Elektrot Modifikasyonu

Gelistirilen aptasensoriin algilama performansini giiglii bir sekilde etkileyen ilk
faktor, Apt molekiillerinin ylizeye basarili bir sekilde immobilizasyonudur. Bu amagla,
ilk olarak, ZnO NP’lerin derisimi 0,10 ile 1,0 mg/mL arasinda degistirilmistir. Sekil
3.17A'da goriilduigii gibi, elektrot ylizeyinde 0,25 mg/mL ZnO NP’ler, 0,1 mg/mL ZnO
NP’lere gore elektrot yilizeyinin Ret degerinde bir azalmaya neden olurken, 0,5 mg/mL
ve 1,0 mg/mL ZnO NP’ler kullanildiginda Ret degeri artmistir. Bu artis, yiizeydeki
elektron transferini engelleyen bdylece hassasiyette bir azalmaya neden olan kalin
tabakalardan kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak 0,25 mg/mL ZnO NP'ler elektrot
ylzeyinde yiik transferini kolaylastirarak yiik transfer direncinde gézlemlenebilir bir

azalmaya neden oldugu i¢in optimum olarak secilmistir.
Au NP'lerin elektrot ylizeyi iizerindeki boyutunu ve dagilimini etkileyen dongii

sayist 5 ile 25 arasinda degistirilmistir. Sekil 3.17B'de gosterildigi gibi, dongii sayist 5

ile 15 arasinda degistirildiginde Rct degeri azalma egilimi sergilemistir. Dongii sayisi
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20 ve 25 yapildiginda ise Ret degeri artan bir egilim sergilemistir. Bunun nedeni ise,
15 dongii sayisindan sonra, daha az erisilebilir ylizey alanlarina ve diisiik iletkenlige
sahip daha kalin bir film olusumunun meydana gelmesidir. Sonu¢ olarak artan
iletkenlik ve elektron transferine bagli olarak en diisiik Rt degerinin elde edildigi

0,25 mg/mL ZnO NP'ler derisimi ve 15 dongii sayis1 optimum olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.17. Farkli ZnO NP’ler derisimlerinin 5 mM Fe(CN)53"4' redoks ¢oOzeltisinin Rt
degerlerine etkisinin grafigi (A), farkli dongii sayilarinin 5 mM Fe(CN)e>"* redoks ¢dzeltisinin
Rt degerlerine etkisinin grafigi (B)

3.8. Sandvic Tip Aptasensor Icin Deneysel Kosullarin Belirlenmesi

Sinyal amplifikasyon stratejisinin uygulanabilirligini kontrol etmek i¢in a-

naftol’iin Leptin’e karst mevcut yanit1 farkli elektrotlar kullanilarak incelenmistir.

71



Sekil 3.18'de goriildiigii gibi, PBE yiizeyinde hi¢bir nanomalzeme olmadiginda
olusturulan sandvig¢ yapi ile 0,07 pA'lik bir akim elde edilmistir. SPE yiizeyi ZnO
NP'ler ve Au NP'ler ile modifiye edildiginde, mevcut akim degerleri sirasiyla 0,30 pA
ve 3,75 pA olarak elde edilmistir. Elektrot yiizeyinde hem ZnO NP'ler hem de Au
NP'ler varken, akim degeri diger elektrotlara gore %220,0’lik (15,4 pA) artis
sergilemistir. Bu sonuglar, ZnO NP'lerin ve Au NP'lerin aptasensoriin iletkenligini
daha da artirabilecegini gostermistir. Ayrica, akimdaki 6nemli artis, ZnO NP'ler ve Au
NP'lerin kombinasyonunun elektrot yiizeyinde Apt ve Leptin molekiillerinin daha

etkin immobilizasyonuna olanak sagladigini gostermistir.

m—— Apt2/Leptin/Apt1/PBE

14 4 e Apt2/Leptin/Apt1/ZnO NP'ler/PBE

w— Ap12/Leptin/Apt1/Au NP'ler/PBE

e Apt2/Leptin/Apt1/Au NP'ler/ZnO NP'ler/PBE

[ (nA)

0,0 0,1 0,2 03 0.4

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Ep (V)

Sekil 3.18. Sandvig tip aptasensorde a-naftol’e ait DP voltamogramlari

Bu ¢alismada, gelistirilen aptasensoriin Leptin analizine yonelik en iyi
performans1 gostermesi i¢in bazi kritik deneysel faktdrler optimize edilmistir. Ilk
olarak, farkli Aptl derisimlerinin a-naftol’iin mevcut yanit1 iizerindeki etkisi 0,05 ile
2,0 uM Aptl derisimlerinde incelenmistir. Sekil 3.19A'da goriildiigii gibi, 0,5 uM
Aptl derisimine kadar akim sinyali yiikselirken sonrasinda doygun bir cevap
sergilemistir. Bu nedenle sonraki deneyler i¢in optimum Aptl derisimi 0,5 uM olarak
belirlenmistir. lkinci bir parametre olarak Apt2'nin immobilizasyon siiresi

incelenmistir. Sekil 3.19B'de gosterildigi gibi, mevcut akim sinyali 5 dakikadan 30
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dakikaya kadar artan bir egilim gostererek 30 dakika sonra dengeye ulagmistir. Bu
sonuglar Apt2 i¢in optimum immobilizasyon siiresinin 30 dakika olarak

secilebilecegini gostermistir.

Bir baska parametre olarak, Apt2 derisiminin Leptin tayini tizerindeki etkisi,
Apt2 derigiminin 0,5 ile 3,0 puM arasinda degistirilmesiyle incelenmistir. Sekil
3.19C’de gorildiigii gibi, en yiiksek akim degerinin elde edildigi 1,5 uM Apt2 derisimi
optimum deger olarak se¢ilmistir. Son olarak, aptasensdriin performansini etkileyen
en onemli parametre olarak Leptin’in baglanma siiresi incelenmistir. Baglanma
stiresinin optimizasyonu igin 50,0 pg/mL Leptin yiizeyde 5 ile 60 dakika arasinda
inkiibe edilmistir. Akim sinyali 30 dakikaya kadar yiikselmeye devam ederken, 30
dakikadan sonra Apt molekiilleri ve Leptin tamamen etkilesime girerek doygunluk
davranig1 gostermistir (Sekil 3.19D). Bu nedenle, gelistirilen aptasensor igin Leptin’in

optimum baglanma siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.19. a-naftol’un akim degerlerine karsilik farkli Aptl derisimlerinin grafigi (A), a-
naftol’un akim degerlerine karsilik farkli Apt2 baglanma siirelerinin grafigi (B), o-naftol’un
akim degerlerine karsilik farkli Apt2 derisimlerinin grafigi (C), a-naftol’un akim degerlerine
karsilik aptasensor ile Leptin arasindaki farkli etkilesim siirelerinin grafigi (D)
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3.9. Sandvi¢ Tip Aptasensor ile Leptin’nin Elektrokimyasal Tayini ve

Yontem Validasyonu

Optimum deneysel kosullar altinda, gelistirilen sandvi¢ tipi aptasensoriin
analitik performansi, a-naftol’iin akim sinyalinin degisimi artan Leptin derisimlerine
bagli olarak incelenmistir. Sekil 3.20A ve 3.20B’de, artan Leptin konsantrasyonlarinda
a-naftol’iin DP voltamogramlar gosterilmistir. Artan Leptin derisimi ile sirasiyla 0,01
ile 5,0 pg/mL (Sekil 3.20C) ve 5,0 ila 100,0 pg/mL (Sekil 3.20D) derisim araliklarinda
dogrusallik elde edilmistir. Ik ve ikinci dogrusal kalibrasyon aralig1 icin regresyon
denklemleri sirastyla I (uA) =1,69 Crepiin [Pg/mL] +0,46 (R?=0,998) ve I (nA) =0,14
Ceptin [pg/mL] + 8,12 (R?=0,999) olarak bulunmustur.

Gozlemlenen iki dogrusal kalibrasyon araligmin farkli nedenlerle agiklanabilir.
Diisiik Leptin derisimlerinde, a-naftil fosfat substrati artan difiizyon etkileri nedeniyle
hizla a-naftol’e doniistiigli igin elektrot yiizeyindeki lokal derisim hizla tiikkenir ve
sensdriin daha yiiksek hassasiyet sergilemesine olanak saglar. Ote yandan, daha yiiksek
Leptin derisimlerinde, enzim ve substrat arasindaki enzimatik reaksiyonun siiresi
uzamaktadir. Bu yiizden, olusan reaksiyon {iriinlerinin elektrot yiizeyini kirletme olasilig1
ile daha diisiik bir egim olusmaktadir. Ayrica, daha yiiksek analit derisimlerinde
reaksiyon, Michaelis-Menten tipi enzim kinetiginde tarif edildigi gibi bir doyma
seviyesine ulasmaya baslar (Gholizadeh ve ark., 2012 ve Zhou ve ark., 2022).

[k kalibrasyon aralig1 kullanilarak gelistirilen sandvig tip aptasensor ile Leptin’in TS
ve TAS’1 belirlenmigtir. Regresyon denkleminin egimine bagli olarak hesaplamalara gore,

TS degeri 0,0035 pg/mL, TAS degeri ise 0,01 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 3.20. Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin tayini i¢in DP voltamogramlari ve
kalibrasyon egrileri (A) 0,01 pg/mL-5 pg/mL derisim araliginda elde edilen DP
voltamogramlari, (B) 5 pg/mL-100 pg/mL derisim araliginda elde edilen DP voltamogramlari,
(C) 0,01 pg/mL-5 pg/mL derisim araliginda elde edilen kalibrasyon egrileri ve (D) 5 pg/mL-
100 pg/mL derisim araliginda elde edilen kalibrasyon egrileri

3.9.1. Sandvi¢ Tip Aptasensor Icin Secicilik Calismasi

Gelistirilen aptasensoriin segiciligi, 2,5 pg/mL HSA, BSA, 1-lizin, haptoglobin,
dopamin, askorbik asit ve parasetamoliin her birinin 250 pg/mL Leptin igeren
karisimlarinin  aptasensor yiizeyine inkiibe edilmesiyle degerlendirilmistir. Sekil
3.21'de gosterildigi gibi, 2,5 pg/mL Leptin 5 pA kadar yanit verirken, miidahale eden
bilesiklerin varliginda akim cevab1 4,37 pA-4,90 pA araliginda degismektedir. Elde
edilen sonuglar, gelistirilen aptasensoriin %87,5 ile %98 arasinda degisen geri kazanim
degerleri ile herhangi bir sinyalden etkilenmeden Leptin’in tayini igin yiiksek

secicilige sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.21. Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin ile gesitli girisim yapan maddelerin
varliginda a-naftol’e ait akim degerleri
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Sekil 3.22. Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan maddelerin
varliginda elde edilen DP voltamogramlar1 (A) HSA, (B) BSA, (C) I-lizin, (D) haptoglobin,
(E) dopamin, (F) askorbik asit ve (G) parasetamol; (Siyah ¢izgiler: sadece Leptin icin elde
edilen DP voltamogramlart; Kirmizi ¢izgiler: Leptin ve gesitli girisim yapan maddelerin
varliginda elde edilen DP voltamogramlari)
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Sekil 3.22. (Devam) Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan
maddelerin varliginda elde edilen DP voltamogramlari(A) HSA, (B) BSA, (C) I-lizin, (D)
haptoglobin, (E) dopamin, (F) askorbik asit ve (G) parasetamol; (Siyah ¢izgiler: sadece Leptin
icin elde edilen DP voltamogramlar;; Kirmizi gizgiler: Leptin ve ¢esitli girisim yapan
maddelerin varliginda elde edilen DP voltamogramlar)
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Sekil 3.22. (Devam) Sandvig tip aptasensor kullanilarak Leptin ile ¢esitli girisim yapan
maddelerin varliginda elde edilen DP voltamogramlari(A) HSA, (B) BSA, (C) I-lizin, (D)
haptoglobin, (E) dopamin, (F) askorbik asit ve (G) parasetamol; (Siyah ¢izgiler: sadece Leptin
icin elde edilen DP voltamogramlar;; Kirmizi gizgiler: Leptin ve ¢esitli girisim yapan
maddelerin varliginda elde edilen DP voltamogramlari)
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3.9.2. Etiketsiz Aptasensor I¢in Tekrar Uretilebilirlik ve Stabilite

Calhismalanr

Gelistirilen aptasensoriin tekrarlanabilirligi, optimum kosullar altinda hazirlanan
bes farkli aptasensorden elde edilen mevcut akim yanitlarina gore degerlendirilmistir.
Sekil 3.23’te goriildigii gibi, 50,0 pg/mL Leptin’in aptasensorlere inkiibasyonundan
sonra, elde edilen sonuglar %1,5 BSS degeri ile aptasensoriin yiiksek bir

tekrarlanabilirlik sergiledigini gdstermistir.
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Sekil 3.23. Gelistirilen sandvig tip aptasensoriin tekrar Uretilebilirligi

Ayrica gelistirilen aptasensoriin stabilitesinin degerlendirilmesi igin, aptasensor
15 giin boyunca +4°C’de muhafaza edilmistir. Sekil 3.24’te goriildiigii gibi, gelistirilen
aptasensor Leptin’e kars1 bir hafta boyunca baslangi¢ sinyalinin %85’ini korurken,

aptasensoriin on giin siireyle kullanilabilir oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.24. Gelistirilen sandvig tip aptasensoriin stabilitesi

3.9.3. Sandvic Tip Aptasensér Kullanilarak insan Serum ve insan Plazma

Orneklerinden Leptin Analizi

Gelistirilen aptasensoriin pratik olarak uygulanabilirligi insan serum ve plazma
orneklerinde Leptin igerigini belirlenmesiyle gosterilmistir. Bu amagla ilk olarak serum
ve plazma Ornekleri 1:10 (h/h) oraninda seyreltilmis ve bu Orneklere standart ekleme
yontemi ile 0,5, 5,0 ve 50,0 pg/mL olmak iizere ii¢ derisimde Leptin ilavesi yapilmistir.
Gelistirilen aptasensdr ile optimal kosullar altinda insan serum ve plazma 6rneklerinden
Leptin’in geri kazanim degerleri, sirasiyla %96,31-103,49 (%BSS: %7,71-9,90),
%97,80-108,79 (%BSS: %7,26-9,94) olarak bulunmustur (Cizelge 3.4). Elde edilen
analitik sonuglar, basit bir numune hazirlama prosediiriine sahip olan aptasensoriin

giivenilirligini ve gecerliligini gostermistir.
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Cizelge 3.4. Sandvig tip aptasensor kullanilarak geri kazanim ¢alismalarina ait sonuglar

“ Eklenen miktar Bulunan miktar Geri kazanim o -

Ornek (pg/mL) (pg/mL) (%) /0BS5S

0,5 0,48 96,31 9,90

. 511" 102,15 8,97
Insan serum 6rnegi 50

517" 103,49 8,67

50,0 50,60 101,19 7,71

0,5 0,54 108,79 9,94

. 512" 102,39 8,53
Insan plazma 6rnegi 50

5,32™ 106,40 8,88

50,0 48,90 97,80 7,26

“Birinci kalibrasyon araligi kullanilarak elde edilen sonuglardir.
“Ikinci kalibrasyon aralig1 kullanilarak elde edilen sonugclardir.
"™Elde edilen %BSS degerleri 3 6lgiime ait sonuglardir.

3.10. Apt-MIP Hibrit Sensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Onceki aptasensorlerde de bahsedildigi gibi, Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlik
asamasindaki elektrot yiizeylerinin karakterizasyonu DV ve EIS yontemleri
kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.25A’da goriildiigii gibi PBE, Fe(CN)e>"*- redoks
cozeltisinin karakteristik anodik ve katodik piklerini sergilemektedir (88,6 nA). PBE
ylizeyi sirastyla, Pt NK’ler ve Pt NK’lerin iizerine Au NP’ler ile modifiye edildiginde
redoks ¢ozeltisinin tepe akimi sirasiyla 109,8 pA, 142,0 pA’ya kadar 6nemli 6lgiide
artmistir. Bu artis AuNP’ler/Pt NK’lerin elektrot yiizeyinde elektron transferini
hizlandirdigin1  ve elektrokimyasal sinyali arttirdigini  gostermektedir.  Elektrot
yiizeyindeki Au NP'ler, Apt[Leptin] kompleksi ile inkiibe edildiginde akim degerinde
azalma meydana gelmistir (97,6 pA). Bu azalis, elektrot yiizeyinde Apt[Leptin]
kompleksine bagli olarak olusan yalitkan tabakadan kaynaklanmaktadir. Sonraki
asamada, oPD’nin elektropolimerizasyonu ile elde edilen iletken olmayan polimer
film tabakasi (PoPD), yiik transferini neredeyse tamamen bloke ettigi i¢in akim
sinyalinde 6nemli derecede bir diisiis meydana gelmistir. Daha sonra, uzaklagtirma
cOzeltisi kullanilarak Leptin sablon molekiilleri polimer film tabakasindan
c¢ikarildiginda, ti¢ boyutlu film tabakasinda Fe(CN)s>/* redoks molekiillerinin elektrot
ylizeyine tekrar ulasabilecegi Leptin'in uzamsal yapisi, sekli ve boyutuyla eslesen

baskili bosluklar olugmaktadir. Bu durum, hazirlanan sensoriin tepe akiminin (22,2
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uA), PoPD kapl ylizeye kiyasla, belirli bir dereceye kadar artmasiyla sonuglanmustir.
Son agsamada, Leptin molekiilleri yeniden sensor yiizeyine baglaninca tepe akiminda
azalma meydana gelmistir (16,6 uA). Bu azalis, Leptin’in yeniden baglanmasiyla
baskili bosluklarin kapanmasi ve buna bagh olarak elektron transferinin

engellemesinden kaynaklanmaktadir.

EIS yontemi kullanilarak Sekil 3.25B’de goriildiigii gibi yalin PBE’nin Rt
degeri 304 Q olarak bulunmustur. PBE yiizeyi Pt NK’ler ve Au NP’ler ile modifiye
edildiginde Pt NK’ler/PBE ve Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE’nin R¢t degerleri sirasiyla 151
Q ve 60,4 Q olarak bulunmustur. Ret degerlerindeki bu azalis yalin PBE’ye kiyasla
elektron transferinin kolaylagsmasindan kaynaklanmaktadir. Modifiye yiizeye
Apt[Leptin] kompleksinin inkiibe edilmesi ile Ret degeri 300 Q'a kadar artmistir. Bu
artis, elektron transferinin zorlasmasi ve kompleksin varligindan dolay1 elektrot
ylizeyinde olusan daha biiyiilk bir sterik engelden kaynaklanmaktadir. Bu da
kompleksin, yiizeye basarili bir sekilde immobilizasyonunu dogrulamaktadir.
Apt[Leptin]/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE yiizeyinin oPD ile kaplanmasindan sonra,
beklenildigi gibi Ret degerinde (14,4 kQ) 6nemli bir artis gézlemlenmistir. Ret'deki bu
artig, yiizeyde daha fazla sterik engellerin olusmasindan kaynaklanmaktadir. POPD ile
kaplanmis ylizey, uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra, Ret degeri (422 Q)
Apt[Leptin] kompleksinden Leptin'in  ¢ikarilmasiyla  sterik/konformasyonel
kisitlamadaki azalmalardan kaynakli olarak azalmigtir. Son olarak, bir 6nceki adimda
hazirlanan Apt-MIP hibrit sensorii yiizeyinde Leptin'in inkiibasyonu nedeniyle, Ret
degeri 749 Q’a yiikselmistir. Bu artis, elektrot yiizeyindeki bosluklara hapsolmus
Leptin nedeniyle elektron transferindeki daha biiylik engelden kaynaklanmaktadir.
Sonug olarak, elde edilen DV ve EIS bulgulari birbiri ile iyi bir uyum i¢inde Apt-MIP

hibrit sensoriin basaril bir sekilde tiretildigini dogrulamistir.
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Sekil 3.25. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda elde edilen doniistimlii

voltamogram egrileri (A) ve Nyquist egrileri (B)
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Ayrica, elektroaktif yilizey alaninin belirlenmesi amaciyla Pt NK’ler ve Au
NP’ler ile modifiye edilmis elektrotlar igin farkli tarama hizlarinda Fe(CN)63-/4-
redoks ¢ozeltisinin doniistimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 3.26). Randles—
Sev¢ik esitligine (Esitlik 3.1) gore, PBE'nin elektrokimyasal yiizey alani 0,097 cm?
iken, Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin elektrokimyasal yiizey alan1 0,175 cm?’dir. Yiizey
alanindaki bu artig Apt[Leptin] kompleksinin yiizey {izerinde daha etkin bir sekilde

immobilize olabilecegini ve hibrit sensoriin performansini arttirabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 3.26. 5 mM Fe(CN)s** redoks cozeltisinin elektrot yiizeylerinde farkli tarama
hizlarindaki doniisiimlii voltamogram egrileri (A) PBE, (B) Pt NK’ler/PBE, (C) Au
NP’ler/PBE, ve (D) Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE

3.11. Apt-MIP Hibrit Sensoriin Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen hibrit sensor i¢in yiizey karakterizasyonu SEM goriintiilerinin

incelenmesiyle gergeklestirilmistir. Sekil 3.27A'da goriildiigii gibi yalin PBE piiriizsiiz
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bir morfolojiye sahiptir. PBE yiizeyi Pt NK’ler ile modifiye edildiginde Sekil
3.27B'den de anlasilacag: gibi elektrot yiizeyindeki homojen olarak dagilmis tek tip
kiireler modifikasyonun basarili oldugunu gostermistir. Sekil 3.27C, Au NP’lerin PBE
ylzeyine basarili bir sekilde elektrodepolanmasini dogrularken, Au NP’lerin Pt
NK’ler/PBE yiizeyine modifiye edilmesiyle degisen yiizey morfolojisi Sekil 3.27D'de
goriilmektedir. Apt[Leptin] kompleksinin Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE yiizeyinde
immobilizasyonundan sonra, elde edilen elektrotun SEM goriintiisiindeki (Sekil
3.27E) fibril yapilar, kompleksin varligim1 gostermistir. Sekil 3.27F’deki SEM
goriintiisii Apt[Leptin]/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE lizerine oPD
elektropolimaerizasyonu ile kaplanmis polimer tabakasinin varligini gostermektedir.
Leptin’in sensor ylizeyinden ¢ikarilmasiyla Sekil 3.27G'de degisen ylizey morfolojisi,
Leptin'nin matristen basariyla ¢ikarildigini dogrulamaktadir. Sekil 3.27H'da goriildigi
gibi Leptin igermeyen baskilanmamis polimer (NIP)’in yiizey morfolojisinin farklilig1
ve ylizeyde bozulma olmamasi, gelistirilen hibrit sensoriin yilizey karakterizasyonunu

dogrulamaktadir.
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Sekil 3.27. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda elektrotlara ait SEM goriintiileri (A)
PBE, (B) Pt NK’ler/PBE, (C) Au NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (E)
Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (F) PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE,
(G) MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (H) NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt
NK’ler/PBE (50.00 kx)
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Ayrica, EDS yontemi modifiye ¢alisma elektrodu yiizeyindeki, Pt NK'lerin ve Au
NP'lerin elementel analizi i¢in kullanilmistir. Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin EDS
spektrumlart (Sekil 3.28) incelendiginde belirgin sekilde goriinen Pt ve Au pikleri

modifikasyonun basarili oldugunu gostermistir.

IC| Ka
Element Wt % At % K-Ratio 4 A F
ClKa C K 77.33 94 .35 0.2284 1.0315 0.2863 1.0000
o K 1.52 1.39 0.0018 1.0170 0.1151 1.0000
R1K 1.09 0.59 0.0067 0.9527 0.6464 1.0014
ClK 6.37 2.64 0.0479 0.9345 0.8036 1.0000
PtL 8.65 0.65 0.0669 0.7126 1.0862 1.0000
AuL 5.04 0.37 0.0388 0.7119 1.0831 1.0000
Total 100.00 100.00
AuMsz
PtMa
Aulb
Aulb
AuLg
PtLg
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 keV

Sekil 3.28. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE’ye
ait EDS spektrumlari

Ayrica, gelistirilen hibrit sensor i¢in yiizey karakterizasyonu AFM goriintiilerinin
incelenmesi ile de gerceklestirilmistir. Tiim olgiimler 3x3 um? tarama alaninda ve oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Yalin PBE, Au NP’ler ve Pt NK’ler ile modifiye edilmis
PBE, Apt ve Leptin kompleksinin immobilizasyonu, polimer kaplama, hibrit sensor ve
NIP i¢in elde edilen iki boyutlu (2D) ve ti¢ biyutlu (3D) topografik goriintiiler sekil 3.29'da
gosterilmistir. Elde edilen AFM goriintiileri, elektrotlarin yiizey 6zelliklerini anlamak icin
bir kanit niteligindedir. PBE, Au NP’ler/ Pt NK’let/PBE, Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt
NK’ler/PBE, PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/
Pt NK’let/PBE ve NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE’nin ylizey
puriizliiliklerinin kok ortalama kare (RMS) degerleri sirasiyla, 27,7 nm, 55,0 nm, 59,5

nm, 70,0 nm, 64,0 nm ve 69,4 nm olarak bulunmustur. Ozellikle MIP ve NIP sensérlerin
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arasindaki yiizey derinliginin farkli olmasi molekiiler baskilama isleminin basarili bir

sekilde gerceklestigini gostermektedir.

Sekil 3.29. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi agamalarinda elektrotlara ait AFM goriintiileri (A)
PBE, (B) Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (C) Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (D)
PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (E) MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt
NK’ler/PBE, (F) NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE
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Sekil 3.29. (Devam) Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi agamalarinda elektrotlara ait AFM
goriintiileri (A) PBE, (B) Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (C) Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt
NK’ler/PBE, (D) PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (E) MIP/Apt[Leptin]/Au
NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (F) NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE
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3.12. Apt-MIP Hibrit Sensoriin Tasarim Icin Elektrot Modifikasyonu

Gelistirilen hibrit sensoriin ilk asamasinda, Pt NK’lerin derisimi 0,005 ile 0,04
ug/mL arasinda degistirilmistir. Hem DV hem de EIS yontemleri kullanilarak yapilan
optimizasyon calismalarina gore elektrot yiizeyine 0,02 ug/mL Pt NK’ler modifiye
edildiginde en yiiksek akim sinyali ve en diisiik Ret degeri elde edilmistir (Sekil 3.30A ve
Sekil 3.30B). Au NP’lerin elektrodepolanmasi i¢in dongii sayist 5-25 araliginda
degistirildiginde, en yiiksek akim sinyali ve en diisiik Ret degeri 15 dongii sayisinda elde
edilmigstir (Sekil 3.30C ve Sekil 3.30D). Tiim sonuglar degerlendirildiginde, 0,02 pg/mL
Pt NK’ler ve 15 dongii sayist hem iletkenligin artmast hem de elektrot yiizeyinde yiik

transferinin kolaylagmasi nedeniyle optimum degerler olarak sec¢ilmistir.

160 300

I (nA)

R (Q)

0,005 0,01 0,02 0,04 0,005 0,01 0,02 0,04

Pt NK'lerin derisimi (ug/mL) Pt NK'lerin derigimi (ug/mL)
120

160

I(pnA)

R, ()

5 10 15 20 25 5 10 15 20 25

Dongil sayisi Dongii sayisi

Sekil 3.30. Farkli Pt NK’ler derisimlerinin 5 mM Fe(CN)e** redoks ¢ozeltisinin I degerlerine
etkisinin grafigi (A), Re degerlerine etkisinin grafigi (B), farkli dongii sayilarinin 5 mM
Fe(CN)e*™* redoks ¢ozeltisinin 1 degerlerine etkisinin grafigi ve R degerlerine etkisinin
grafigi (D)



3.13. Apt-MIP Hibrit Sensérii I¢in Deneysel Kosullarin Belirlenmesi

Apt-MIP hibrit sensériinde DV kullanilarak yapilan elektropolimerizasyon
isleminde elde edilen polimerik film tabakasinin kararliligit ve kalinlig1 sensor
performansim1  etkileyen en kritik parametredir. Bu amagla, OPD’nin
elektropolimerizasyonu i¢in 10, 25, 30 ve 40 dongii sayilar1 ile kaplamalar yapilmistir.
Her kaplama i¢in sonuglar, Leptin’in ylizeyden uzaklastirilmasi ile elde edilen
sensoOriin pik akimi ve Leptin’in yeniden baglanmasindan sonra elde edilen pik akimi
arasindaki fark (AI) degerleri karsilastirilarak belirlenmistir (Sekil 3.31A). Sonug
olarak, kararli ve stabil bir polimer film tabakasinin olustugu 30 dongii sayis1 sonraki

deneyler igin optimum olarak belirlenmistir (Sekil 3.31B).

Apt-MIP hibrit sensoriinde, Leptin’e 6zgii kararli ve tekrarlanabilir 6zellikte
spesifik bosluklarin olusabilmesi igin uzaklagtirma ¢dzeltisinin (Asetik asit:SDS;
1:1,h/h) etkilesim siiresi degerlendirilmistir. Bu amagla 5 ile 60 dakika araliginda farkli
stireler denenmistir. Sekil 3.31C’de goriildiigii gibi sensor yiizeyinden Leptin’in

uzaklastirilmasi i¢in en etkili stirenin 30 dakika oldugu belirlenmistir.

Hedef analit Leptin’in sensor ylizeyine yeniden baglanma islemi gelistirilen
sensoriin performansin1 dogrudan etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Baglanma
stiresinin optimize edilmesi i¢in farkli inkiibasyon siirelerinde (15, 30, 60 ve 120
dakika) denemeler yapilmistir. Leptin’in baskili yiizeydeki bosluklara asir1
doygunluktan kaginarak kararli bir bigimde baglanabilmesi ve gelistirilen sensoriin
yeniden kullanilabilir olmasi i¢in en iyi ve etkili baglanma siiresi 60 dakika olarak
secilmistir (Sekil 3.31D).
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Sekil 3.31. T ve Al degerlerine karsilik elektropolimerizasyon farkli dongii sayilarinin etkisi (A), 30
dongii ile oPD’nin elektropolimerizasyonu (B), uzaklastirma siiresinin etkisi (C) ve yeniden

baglanma siiresinin etkisi (D)
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Sekil 3.31. (Devam) I ve Al degerlerine karsilik elektropolimerizasyon farkli dongi
sayilarinin etkisi (A), 30 dongii ile oPD’nin elektropolimerizasyonu (B), uzaklastirma
stiresinin etkisi (C) ve yeniden baglanma siiresinin etkisi (D)

3.14. Apt-MIP Hibrit Sensérii ile Leptin’nin Elektrokimyasal Tayini ve

Yontem Validasyonu

Gelistirilen hibrit sensor icin DV ve EIS yontemleri ile elde edilen 6nceki sonuglari

>+ redoks ¢ozeltisi kullanilarak DPV 6l¢iimleri de alinmustir.

dogrulamak amaciyla Fe(CN)s
Sekil 3.32°de goriildiigii gibi yalin PBE yaklagik 9,02 uA’lik tepe akimima sahiptir. PBE
yiizeyi Pt NK’ler ve Au NP’ler ile modifiye edildigi zaman Fe(CN)s>**'nin difiizyonunun
artmasina bagl olarak tepe akimi 24,4 uA’ya kadar yiikselmistir. Apt[Leptin] kompleksinin
yiizeye immobilizasyonu ile 13,0 pA’ya kadar diisen akim sinyali elektron aktariminin
zorlasmasindan kaynaklanmaktadir. Daha sonra, yiizeyin OPD ile kaplanmasina bagl olarak
MIP filminin olugmasi, elektron aktarimmi tamamen engelleyerek akim sinyalinin 0,76
pA’ya kadar diismesine yol agmustir. Leptin molekiillerinin yiizeyden uzaklastirilmasindan
sonra artan akim degeri (13,4 pA) MIP filmindeki bosluklarin Fe(CN)g***'nin difiizyonunu
arttirmasina baglanabilir. Son asamada, Leptin’in yeniden baglanmasiyla diisen akim sinyali

(11,1 pA), DPV sonuglarmin DV ve EIS sonuglar ile tutarh oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.32. Apt-MIP hibrit sensoriin hazirlanmasi asamalarinda farkli elektrotlarda 5 mM
Fe(CN)s*/* redoks ¢ozeltisine ait DP voltamogramlari

Gelistirilen Apt-MIP hibrit sensoriiniin analitik performansi 1 fg/mL-10 pg/mL

araliginda artan Leptin derisimlerinde Fe(CN)e*/*

¢ozeltisinin DPV  Glgiimlerinin
gergeklestirilmesiyle degerlendirilmistir (Sekil 3.33A). Hem Apt-MIP hibrit sensorii hem
de NIP temelli elektrotlarin kalibrasyon grafikleri i¢in Al degerlerine karsilik Leptin
derisimlerinin logaritmasi kullamlarak elde edilmistir. MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt
NK’ler/PBE sensorii ile Leptin derisimi ve Al degeri arasindaki dogrusal iligki, Al (LA)
=3,06 LogClLeptin [pg/mL] + 9,19 (R?=0,999) regresyon denklemi ile elde edilmistir (Sekil
3.33B). llgili kalibrasyon arahigi kullanilarak gelistirilen Apt-MIP hibrit sensorii ile
Leptin’in TS ve TAS’1 belirlenmistir. Regresyon denkleminin egimine bagl olarak

hesaplamalara gore, TS degeri 0,31 fg/mL, TAS degeri ise 1,0 fg/mL olarak bulunmustur.

Ayrica, gelistirilen hibrit sensoriin hem performansinin kontrol edilmesi hem de
dogrulanmas1 amactyla Leptin igermeyen NIP temelli sensoriin artan Leptin derigimlerine
kars1 cevabi incelenmigtir. NIP temelli sensorde Leptin’e spesifik yiizeyin olusmamasindan
dolay1 dogrusal bir yanit elde edilememistir (Sekil 3.33B). Bu da gelistirilen hibrit sensoriin
Leptin’e kars1 secici oldugunu bir kez daha gostermistir.
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Sekil 3.33. Apt-MIP hibrit sensor kullanilarak Leptin tayini i¢in DP voltamogramlar1 ve
kalibrasyon egrileri (A) 0,001 pg/mL-10 pg/mL derisim araliginda elde edilen DP
voltamogramlari, (B) 0,001 pg/mL-10 pg/mL derisim araliginda elde edilen kalibrasyon

egrileri
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3.14.1. Apt-MIP Hibrit Sensérii I¢cin Secicilik, Tekrar Uretilebilirlik ve
Stabilite Calismalar

Apt-MIP hibrit sensoriin tekrarlanabilirligi iki farkli sekilde incelenmistir. Ilk
olarak, optimum kosullar altinda hazirlanan tek sensor ile Leptin’in cevabi
incelenmistir. Tek sensor kullanilarak alinan bes Ol¢limiin sonuglarina gore %BSS,
%2,48 olarak bulunmustur (Sekil 3.34A). Ayrica ayni yontemle bes bagimsiz
MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE sensorii hazirlanarak Leptin derisimi igin
karsilik gelen DPV sinyalleri kaydedilmistir. 0,1 pg/mL Leptin i¢in analiz sonuglarina
gore i¢in %2,39'luk BSS degeri bulunmustur (Sekil 3.34B). Sonug olarak, elde edilen
veriler gelistirilen hibrit sensoriin yiiksek tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik

sergiledigini gostermistir.

Gelistirilen hibrit sensoriin stabilitesi 15 giin boyunca +4°C’de bekletilmesiyle
incelenmistir. Bu hibrit sensor 15. giiniin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %90’ 11

koruyarak kayda deger bir stabilite sergilemistir (Sekil 3.34C).

Ayrica, gelistirilen hibrit sensoriin segiciligi, MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt
NK'’ler/PBE yiizeyinde 0,1 pg/mL Leptin varliginda 10 pg/mL HSA, 10 pg/mL BSA, 10
pg/mL haptoglobin, 100 pg/mL glukoz, 10 ng/mL CRP, 200 pg/mL IL-6 ve 780 pg/mL
TNF-o’nin ayr1 karisimlarimin DPV 6l¢timlerinin alinmastyla degerlendirilmistir (Sekil
3.34D). DPV sinyallerinden elde edilen %97.2 ile %101,5 arasinda degisen geri kazanim
degerleri, miidahale eden bilesiklerin varliginin gelistirilen sensoriin tepkisi iizerinde
onemsiz bir etkiye sahip oldugunu géstermistir. Bu sonuglar, hedef analit Leptin ile hibrit

sensOr ylizeyi arasinda gerceklesen etkilesimin spesifik oldugu gercegiyle tutarli olmustur.
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Sekil 3.34. Gelistirilen Apt-MIP hibrit sensoriin tekrar iiretilebilirligi (A), Olglim
tekrarlanabilirligi (B), stabilitesi (C) ve Leptin ile ¢esitli girisim yapan maddelerin varliginda
seciciligi (D)
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3.14.2. Apt-MIP Hibrit Sensorii Kullanilarak insan Serum ve insan

Plazma Orneklerinden Leptin Analizi

Gelistirilen hibrit sensoriin gercek numune analizlerinde uygulanabilirligini
degerlendirmek i¢in, insan serum ve plazma orneklerinden Leptin'in belirlenmesi i¢in
geri kazanim c¢aligmalart gergeklestirilmistir. Serum ve plazma 6rnekleri (1:10; h/h)
oraninda ¢dziicii icerisinden seyreltildikten sonra bu orneklere ti¢ farkli derisimde
Leptin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Apt-MIP hibrit sensorii kullanilarak elde edilen yiizde
geri kazanim degerleri Cizelge 3.5’te gosterilmistir. %106,3 ile %108,66 arasinda
hesaplanan geri kazanim degerleri gelistirilen sensoriin - gercek Orneklerde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Cizelge 3.5. Apt-MIP hibrit sensorii kullanilarak geri kazanim ¢aligsmalarina ait sonuglar

Ornek Ekle(gge’?mnlli)k tar BUIU(?;TnT;ktar Geri kazanim (%) %BSS*
0,01 106,23 106,23 6,36
insan serum ornegi 0,1 107,03 107,03 5,44
1,0 1078,40 107,84 2,89
0,01 108,50 108,50 7,24
insan plazma 6rnegi 0,1 108,25 108,25 7,66
1,0 1086,60 108,66 3,98

*Elde edilen %BSS degerleri 5 6l¢iime ait sonuglardir.
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4. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda aptamerler kullanilarak ilk kez, Leptin tayinine
yonelik elektrokimyasal sensorler gelistirip bu sensorlerin performanslart incelenmistir.
Ilk olarak Leptin’e spesifik ve baglanma affinitesi en yiiksek olan aptamer kullanilarak
etiketsiz impedimetrik bir aptasensor tasarlanmistir. Daha sonra, hassasiyeti arttirmak
amactyla enzim etiketli sandvig temelli bir aptasensor tasarlanmaistir. Son olarak MIP’lerin
segicilik 6zelligi ve aptamerlerin miikkemmel baglanma 6zellikleri birlestirilerek bir hibrit
sensOr tasarimi gergeklestirilmistir. Gelistirilen sensorlerin hassasiyetlerini arttirmak igin
caligma elektrotlart ¢esitli nanomateryaller ile modifiye edilmistir. Deneysel kosullarin
optimizasyonlar1 ve gelistirilen sensorler i¢in validasyon calismalari tamamlandiktan
sonra, Leptin’in insan serum ve insan plazma 6rneklerinden analizi basarili bir sekilde

uygulanmustir.

Leptin tayinine yonelik ilk olarak TiO> NP’ler ve Au NP’ler ile modifiye edilmis
yiizeyler kullanmilarak etiketsiz impedimetrik bir aptasensor  gelistirilmistir.
Karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan DV ve miktar tayini i¢in kullanilan EIS temelli
elektrokimyasal yontemlerde 5 mM Fe(CN)s*™* redoks ¢ozeltisinden yararlanilarak
elektrokimyasal Ol¢limler gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada, elektroaktif ozellikte
olmayan Apt ve Leptin i¢in herhangi bir elektrokimyasal sinyal olmadig i¢in dogrudan
Olgim yerine dolayli 6l¢lim yaklasimi tercih edilmistir. Apt ve Leptin arasindaki
etkilesime bagli olarak Fe(CN)e>™ redoks sinyalinde meydana gelen degisimlerin
izlenmesi, dogrudan yontemlere gore kiyasla daha hassas sonuglarin elde edilmesini

saglamustir.

[k asamada PBE’ler kimyasal ve termal kararliliklari, uygun maliyetli olmalari,
biyouyumluluklar1 ve ¢evre dostu olmalart nedeniyle segilen TiO2 NP’ler ile modifiye
edilmistir. EIS yontemi kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmasia gore TiO2
NP’lerin derigimi 1,0 mg/mL olarak belirlenmistir. Modifikasyonun ikinci agamasinda ise
TiO2 NP’ler iizerinde, Au NP’lerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi

gergeklestirilmistir.  Sensor yiizeyinde Au NP'lerin  kullanilmasi, Apt’in yiizeye
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immobilizasyonu i¢in daha aktif baglanma bolgeleri saglar. Literatiir incelemesi sonucu
belirlenen 1 mM stok HAuUCl; ¢ozeltisi 0,1 M KCl igerisinde hazirlanmustir. TiO2 NP’ler
modifiye yiizeye bu ¢ozeltiden damlatilmus ve (-0,3) -(+1,2) V potansiyel araliginda ve 15
dongii sayisi ile DV yontemi uygulanmustir. TiO2 NP’ler modifiye yiizeyin Au NP'ler ile
modifiye edilmesiyle, Au NP'lerin miikemmel iletkenligi sayesinde tepe akimi ve
elektroaktif ylizey alaninda anlamli bir artis ve Ret degerinde anlamli bir azalis elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar Au NP'ler/TiO2 NP’ler/PBE’nin aptasensor tasarimi i¢in

kararli ve 1yi bir performans sergileyen ylizey oldugunu gostermistir.

Optimizasyon ¢aligmalarinin ikinci adiminda NP’ler ile modifiye yiizeyde Apt ve
Leptin arasindaki maksimum etkilesimin saglanmasi i¢in Apt molekiillerinin
immobilizasyon siiresi, derisimi ve Leptin ile baglanma siiresi optimize edilmistir. Apt
immobilizasyonu i¢in siirenin etkisini degerlendirmek i¢in, 30 dakika ile 18 saat arasinda
degisen farkli siirelerde Ret degerleri incelenmistir. Maksimum Rt degerinin elde edildigi
3 saat, modifiye yiizey lizerindeki baglanma bdolgelerinin Apt molekiilleri ile tamamen
doygunlugunu gostermistir. Apt derisiminin etkisini gérmek icin, 0,5 ile 3,0 uM arasinda
degisen farkli Apt derisimlerinde Rt degerleri incelenmistir. Ret degerindeki en yiiksek
artig (~11,1 kat), sonraki ¢alismalar i¢in optimum Apt derisimi olarak secilen 1,5 uM ile
elde edilmistir. Leptin'nin Apt ile baglanma siiresini optimize etmek i¢in, aptasensorler,
sirastyla 5, 15, 30, 45 ve 60 dakika siireyle Leptin ¢ozeltisiyle (10 pg/mL) inkiibe
edilmigtir. 30 dakikaya kadar atan sonrasinda ise doygunluk davranigi sergileyen Rt
degeri, Leptin tayini i¢in optimum baglanma siiresinin 30 dakika olarak segilebilecegini
gostermistir. Ayrica gelistirilen aptasensoriin ylizey morfolojilerinde meydana gelen
degisimleri incelemek icin alinan SEM gortintiileri ve EDS sonuglart aptasensoriin basarilt

sekilde tiretildigini gostermistir.

Optimum kosullar altinda, gelistirilen aptasensor 1,0-100,0 pg/mL ve 100,0-1000,0
pg/mL araliklarinda artan Leptin derisimine kars1 dogrusal ¢alisma arali§i sergilemistir.
1,0-100,0 pg/mL araligindaki regresyon denklemiyle daha biiyiik egim elde edilmistir. Bu
durum 1,0-100,0 pg/mL araliginda artan hassasiyetle sonuglanmaktadir. Daha yiiksek
Leptin derisim araligindaki (100,0-1000,0 pg/mL) egimin azalis, artan streik engellerden
dolayr Fe(CN)s*>"* molekiillerinin yeteri kadar elektrot yiizeyine (Apt/Au NP’ler/TiO;,
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NP'ler/PBE) ulagamamasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, ilk kalibrasyon araliginin
regresyon denklemi kullanilarak hesaplanan TS (0,312 pg/mL) ve TAS (1,0 pg/mL)

degerleri aptasensoriin gelismis hassasiyetini gostermektedir.

Gelistirilen aptasensoriin analitik performansi, Leptin tayini i¢in daha 6nce rapor
edilen literatiir yontemleri ile karsilagtirildiginda, bu aptasensér Leptin tayini icin
gelistirilmis ilk aptamer bazli elektrokimyasal yontem olma O6zelligini tasimaktadir.
Aptamer teknolojisine dayali olarak gelistirilen Au NP’ler/TiO; NP’ler tabanli bu
aptasensor, literatiirde daha once bildirilen sensorlerin cogundan daha genis bir ¢caligma
araligma sahiptir (Cavallo ve ark., 2021; He ve ark., 2013; He ve ark., 2015; Mihailescu
ve ark., 2020; Ojeda ve ark., 2013; Ozcan ve Sezgintiirk, 2021 ve Sung ve Seok Heo,
2021). Ayrica, gelistirilen aptasensor ile elde edilen TS degeri sayesinde bazi
elektrokimyasal immunosensorler, kemiliiminesans temelli sensorler ve MIP temelli
sensorlere kiyasla artan hassasiyet sergilemistir (Chen ve ark., 2010; Dong ve ark., 2014;
He ve ark., 2013; Mihailescu ve ark., 2020; Ojeda ve ark., 2013 ve Zhang ve ark., 2018).
Antikor temelli yéntemler (Cai ve ark., 2019; Liu ve ark., 2021 ve Ozcan ve Sezgintiirk,
2021). TS agisindan bazi faydalar sunsa da gelistirilen aptasensor 6zellikle diisiik tiretim
maliyeti, daha kisa analiz siiresi, tek kullanimlik ve basitlik, diisiik toksisite ve yliksek
stabilite gibi avantajlara sahiptir.

Gelistirilen aptasensoriin tekrarlanabilirligi farkli aptasensorlerin hazirlanmasiyla
incelenmistir. Farkli aptasensorlerin Leptin’e kars1 verdikleri cevaplarin %BSS degerinin
%1,4 olarak bulunmasi aptasensoriin tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu gostermistir.
Gelistirilen bu aptasensoriin seciciligi, kanda yiiksek oranda bulunan HSA ve BSA gibi
proteinler, glukoz, haptoglobin, glutatyon, norepinefrin ve I-sistein varliginda Leptin’in
tayini ile degerlendirilmistir. %9’dan kii¢iik bulunan BSS ve %99,93 ile %102,43 arasinda
elde edilen %geri kazanim degerleri aptasensoriin Leptin’e kars1 yiiksek seciciligini
gostermistir. Ayrica, gelistirilen aptasensoriin bir hafta boyunca kullanilabilir olmasi

pratik uygulamalarda avantaj saglayabilecektir.

Gelistirilen etiketsiz aptasensoriin insan serum ve plazma orneklerinden analizleri,

serum ve plazma ¢ozeltilerinin tampon ile seyreltilmesi ve disardan belirli derisimlerde
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Leptin eklenmesiyle incelenmistir. %96,40 ile %107,79 arasinda elde edilen %geri
kazanim sonuglar1 aptasensdriin herhangi bir numune hazirlama asamasina gerek olmadan

biyolojik sivilarda basarili bir sekilde kullanimina olanak saglamaktadir.

Tez calismalarmin ikinci kisminda, Leptin tayinine yonelik etiketli iiretim
stratejisine dayali sandvig tip aptasensor gelistirilmistir. Oldukca hassas ve ¢ok yonlii
analize imkan saglayan etiketli yontemlerde 6lglim prensibi bir veya birkag etiketten

tiretilen sinyallerin degerlendirilmesine dayanr.

Etiketli sensorlerde, etiket olarak siklikla kullanilan horseradish peroksidaz glukoz
oksidaz ve alkalin fosfataz gibi enzimler hedef analite veya hedef analitin spesifik antikoru
ya da aptamerine baglanabilir. Etiketli sensorler sagladiklar yiiksek hassasiyet ve spesifik
olmayan adsorpsiyonlarin sinyal {izerindeki etkisini minimuma indirdikleri i¢in sensor

tasarimlarinda siklikla kullanilmaktadir.

Bu calismadaki aptasensor, modifiye ylizey iizerine kendiliginden immobilize
edilen tiyol fonksiyonlu Aptl, Leptin ile etkilestirildikten sonra biyotinlenmis Leptin
baglayan bagka bir Apt2 molekiilii ile sandvi¢ yontemine gére gelistirilmistir. Oncelikle
yalin PBE yiizeyi ZnO NP’ler ile damlatip kurutma prensibine gore modifiye edilmistir.
Fe(CN)e>™ redoks sinyalindeki degisimler takip edilerek farkli derisimlerdeki ZnO
NP’ler i¢in optimizasyon calismalart yapilmistir. Ardindan, ZnO NP’ler modifiye
yiizeyde Au NP'lerin biriktirilmesi i¢in DV yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde, dongii
sayisimn 5 ile 15 arasinda degistirilmesiyle Fe(CN)e*™ redoks sinyaline ait R
degerlerinin davranisi incelenerek optimum dongii sayisi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar, en diisiik Ret degerinin 0,25 mg/mL ZnO NP'ler derisimi ve 15 dongii sayisinda
elde edildigini gostermistir. Artan iletkenlik ve yiizey ile Fe(CN)s*>"* redoks molekiilii
arasinda kolaylasan elektron transferi Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE nin aptasensor tasarimi
icin uygun bir ylizey oldugunu gostermistir. Au NP’ler/ZnO NP’let/PBE, Aptl
molekiillerinin immobilizasyonu i¢in etkili ve genis bir yiizey alan1 saglarken, Strep-ALP
ile a-naftil fosfat arasinda gerceklesen indirgenme reaksiyonu sirasinda elde edilen

elektrokimyasal sinyali ylikseltmeye katki saglamigtir.
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Aptasensoriin maksimum performansi sergilemesi i¢in Aptl’in derisimi, Apt2’in
immobilizasyon siiresi ve derisim ve Leptin’in inkiibasyon siiresi optimize edilmistir.
Optimizasyon c¢aligmalari, etiket olarak kullanilan ALP ile substrat olarak kullanilan a-
naftil fosfat arasindaki reaksiyon fiiriinii o-naftol’iin akim sinyalleri takip edilerek

gerceklestirilmistir.

Ik olarak, 0,05 ile 2,0 uM arasinda farkli Aptl derisimleri incelenmistir.
Maksimum akim sinyalinin goriildigi 0,5 uM optimum deger olarak seg¢ilmistir. Bu
asamada aptasensoriin hazirlik asamalarindaki modifikasyon ve etkilesim siireleri dikkate
alindiginda, gelistirilen aptasensdriin pratik kullanimi i¢in Aptl’in immobilizasyon siiresi
1 gece (~18 saat) olarak belirlenmistir. Ikinci bir parametre olarak Apt2'nin
immobilizasyon siiresi, 5 ile 60 dakika arasinda incelenmistir. Maksimum akim sinyalinin
goriildiigii 30 dakika optimum deger olarak se¢ilmistir. Aptasensor performasini etkileyen
enzim etiketinin, yiizeye baglanmasini etkileyen énemli faktérden biri Apt2'nin derisimi
ise 0,5 ile 3,0 uM arasinda degistirilmesiyle incelenmistir. Maksimum akim sinyalinin
elde edildigi 1,5 pM Apt2 derisimi optimum deger olarak segilmistir. Son olarak,
Leptin’in baglanma siiresi 5 ile 60 dakika arasinda incelenmistir. Apt molekiilleri ve
Leptin arasindaki etkilesime gore maksimum akim sinyalinin elde edildigi 30 dakika
optimum deger olarak segilmistir. Ayrica, helistirilen aptasensor igin SEM goriintiileri,

EDS ve XRD analizleri ile yilizey morfolojileri incelenmistir.

Optimum kosullar altinda, gelistirilen aptasensor 0,01-5,0 pg/mL ve 5,0-100,0
pg/mL araliklarinda artan Leptin derisimine kars1 dogrusal ¢alisma araligi sergilemistir.
0,01-5,0 pg/mL araligindaki regresyon denklemiyle daha biiyiik egim elde edilmistir. Bu
durum ilk dogrusal ¢alisma araliginda artan hassasiyetle sonuglanmaktadir. 0,01-5,0
pg/mL caligma araliginda a-naftil fosfat, difiizyon etkilerinin artmasiyla nedeniyle daha
hizli a-naftol’e doniistiigli i¢in elektrot yiizeyindeki lokal Leptin derisimi hizla tiikenir.
Boylece aptasensoriin hassasiyeti artmaktadir. Ancak, daha yiiksek Leptin derisimlerinde,
ALP ile a-naftil fosfat arasindaki enzimatik reaksiyon daha uzun bir siire devam eder. Bu
da olusan reaksiyon iirtinlerinin elektrot yilizeyini kirletme olasilig ile daha diisiik bir egim

sergilemektedir (Gholizadeh ve ark., 2012 ve Zhou ve ark., 2022). Ayrica, ilk
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kalibrasyon araliginin regresyon denklemi kullanilarak hesaplanan TS (0,0035 pg/mL) ve
TAS (0,01 pg/mL) degerleri aptasensoriin gelismis hassasiyetini gostermektedir.

Literatlir calismalar1 incelendiginde, Leptin tayini i¢in tek duvarli karbon
nanotiipler, pirol, polidopamin ve demir (II, III) oksit gibi ¢esitli nanomalzemelerin
kullanildig1 EIS, amperometrik ve kemiliiminesans yontemlerine dayali elektrokimyasal
sensorler Onerilmistir. Gelistirilen bu elektrokimyasal sensorler kullanilarak Leptin 0,3
pg/mL'ye kadar belirlenebilmistir (Chen ve ark., 2010; Dong ve ark., 2014; He ve ark.,
2015 ve Mihailescu ve ark., 2020). Ayrica, elektrokimyasal immiinosensorler ve ELISA
yontemlerine dayali dayali analitik ¢alismalar Leptin’in 0.00813 pg/mL seviyelerinde
belirlenmesini saglamistir (Cai ve ark., 2019; Liu ve ark., 2021; Ojeda ve ark., 2013;
Ozcan ve Sezgintiirk, 2021; Sung ve Seok Heo, 2021 ve Zhang ve ark., 2018). Ek olarak,
floresan temelli bir aptasensor ile 10 pg/mL seviyesinde Leptin tayini yapilabilmistir
(Cavallo ve ark., 2021). Ancak bu yontemlerin diisiikk dogruluk, yiiksek maliyet, sicaklik
ve pH gibi ¢evresel faktorlere karsi asir1 duyarlilik, diisiik stabilite ve diisiik raf 6mrii gibi
bazi dezavantajlar1 vardir. Sonug olarak, gelistirilen bu aptasensoriin sadece metalik NP'ler
ve enzim etiket stratejisine dayanarak dogrusal bir konsantrasyon araliginda, diisiik TS ve
diisiitk maliyet avantaji, diger yontemlere kiyasla 6nemli olgiide gelistirilmis tstiinliik

sunmaktadir.

Gelistirilen sandiv¢ tip aptasensor, tekrarlanabilirligi (%BSS=%1,4), HSA, BSA, I-
lizin, haptoglobin, dopamin, askorbik asit ve parasetamol varliginda segiciligi, on giin
boyunca korudugu stabilitesi ile Leptin tayini i¢in 6nemli avantajlar sunmaktadir. Dahasi,
herhangi bir numune hazirlama asamasina gerek olmadan insan serum ve plazma
orneklerinden Leptin tayini i¢in elde edilen %geri kazanim oranlart (%96,31-%108,79),

gelistirilen aptasensoriin pratik olarak kullanilabilirligini gostermistir.

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda son olarak Leptin tayinine yonelik, MIP'lerin ve
Apt’lerin tanima 6zelliklerini sinerji haline getirebilen hibrit sensor gelistirilmistir. Apt-
MIP hibrit sistemi, daha yiiksek baglanma Ozellikleri gosteren sentetik reseptorler
olusturarak makromolekiilerin baskilanmasini  kolaylastirmaktadir. Bu caligmada

oncelikle yalin PBE yiizeyi Pt NK’ler ile damlatip kurutma prensibine gére modifiye
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edilmigtir. Sonrasinda, Pt NK’ler modifiye ylizeyde Au NP'lerin biriktirilmesi i¢in DV
yontemi kullamlmistir. Onceki ¢alismalarda oldugu gibi, Pt NK’lerin derisimi ve Au
NP'lerin elektrodepolanmasi i¢in dongii sayist hem DV hem de EIS yontemleri
kullanilarak Fe(CN)e** redoks sinyalindeki degisimlerin takip edilmesiyle optimize
edilmistir. Artan elektroaktif yiizey alami ve iletkenlik ile yiizey ile Fe(CN)s>"* redoks
molekiilii arasinda kolaylasan elektron transferi baz alimarak maksimum akim degerinin
ve en diisiik Ret degerinin elde edildigi 0,02 pg/mL Pt NK’ler derisimi ve 15 dongii sayist
optimum degerler olarak bulunmustur. Ayrica, DV ve EIS sonuglarinin birbirini

desteklemesi optimizasyonun basarili oldugunu gostermistir.

Calismalarin devaminda, tiyol fonksiyonlu Aptl ile Leptin 37 °C'de 1 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Daha sonra, Apt[Leptin] kompleksinin Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin
yiizeyinde immobilize olmasi i¢in 1 gece boyunca bekletilmistir. Molekiiler baskilama
adimin gergeklestirmeden Once yiizeydeki serbest Apt molekiillerini doyurmak igin
Leptin ile 30 dakika daha inkiibe edilmistir. Bu hibrit sensor gelistirilirken MIP yiizey
olusturulmasi i¢in fonksiyonel monomer olarak OPD kullanilmistir. Polimerizasyon
adiminda, Apt[Leptin]/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBEnin yiizeyi DV yontemi uygulanarak
elektropolimerizasyon yoluyla polimer kapli (POPD) kapli yiizey olusturulmustur. Sonraki
basamakta uzaklastirma cozeltisi ile Leptin POPD yiizeyinden uzaklastirilarak hibrit
sensOr gelistirilmistir. Analiz i¢in hibrit sensor ylizeyine farkli derisimlerde Leptin
inkiibasyonu ile kalibrasyon elektrotlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan elektrotlarin
optimizasyonu ve miktar tayini i¢in kullamilan DV, DPV ve EIS temelli elektrokimyasal
olgiimlerde Fe(CN)e>* redoks ¢ozeltisinin sinyali takip edilmistir. Bu 6l¢iimlerde hedef
analit Leptin’in sensor yiizeyinden uzaklastiriimasi ve yeniden baglanmasindan sonra elde
edilen Fe(CN)¢*™* redoks molekiiline ait pik akimlarmm arasindaki farklar
degerlendirilmistir. Boylece, cok daha diisiik derisimlerde calisilarak daha hassas sonuglar

elde edilmistir.

Optimizasyon calismalarinda POPD elde edilmesi icin dongii sayisi, optimize
edilerek 30 dongii sayisinin optimum oldugu bulunmustur. PoPD/Apt[Leptin]/Au
NP’let/Pt NK’ler/PBE yiizeyinden Leptin’in uzaklastirilmast i¢in optimum siire 30 dakika
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olarak belirlenmistir. Leptin’in hibrit sensor ylizeyine yeniden baglanmasi i¢in optimum

stire ise 1 saat olarak belirlenmistir.

Gelistirilen hibrit sensor ile 1,0 fg/mL-10,0 pg/mL derisim araliginda dogrusal
calisma aralig1 elde edilmistir. Bu araliktaki regresyon denklemi kullanilarak hesaplanan
TS (0,31 fg/mL) ve TAS (1,0 fg/mL) degerleri gelistirilen hibrit sensoriin, literatiirdeki
tim caligmalara gore daha diisiik derisim seviyesine inerek, gelismis hassasiyetini

gostermektedir.

Apt-MIP hibrit sensorii i¢in hem tek sensor kullanilarak alman bes olglimiin
sonuglart hem de bes bagimsiz sensor kullanilarak Leptin’e karsi elde edilen sonuglar
hibrit sensoriin yiiksek tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik sergiledigini gostermistir.
Bu hibrit sensoriin 15 giin boyunca baslangi¢ aktivitesinin %90’ m1 korumasi gelistirilen
aptasensorlere kiyaslama iyilestirilmis stabilitesini gostermektedir. Ayrica, Leptin
varliginda HSA, BSA, haptoglobin, glukoz, CRP, IL-6 ve TNF-a ile gergeklestirilen
segicilik ¢alismalarmin sonuglari, gelistirilen hibrit sensoriin sadece hedef analit Leptin’e

spesifik bir sensor gelistirildigini dogrulamustir.

Son olarak, insan serum ve plazma 6rneklerinden Leptin analizi i¢in, seyreltilmis
serum ve plazma orneklerine ti¢ farkli derisimde standart Leptin ¢ozeltileri ilave edilerek
geri kazanim calismalar1 gerceklestirilmistir. %106,23 ile %108,66 arasinda degisen
%geri kazanim degerleri hibrit sensoriin biyolojik analizlerde basarili bir sekilde

uygulanabilecegini gostermistir.

Sonug olarak, Leptin tayini icin gelistirilen etiketsiz aptasensor, sandvig tip
aptasensor ve hibrit sensor literatiirde yer alan diger yontemlerle karsilastirildiklarin daha
ekonomik, uygulamasi daha kolay, ¢cok daha hassas ve cevre dostu 6zellikleri sayesinde

On plana ¢ikmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢calismasinda beyin hasari biyobelirteclerinden olan Leptin’in insan serum
ve plazma Orneklerinden ultra hassas ve segici tayini i¢in aptamer temelli
elektrokimyasal biyosensorler gelistirilmistir. Gelistirilen aptasensorlerin ve hibrit
sensOriin ~ optimizasyon ve validasyon c¢alismalar1  yapilarak  sonuglar

degerlendirilmistir.

Giris boliimiinde beyin hasarindan, beyin hasarinda Leptin’in roliinden,
aptamerler, elektrokimyasal yontemler ve biyosensorlerde validasyon iglemleri ile
ilgili detayli bilgiler verilmistir. Calismalarda kullanilan aptamer molekiillerinin
ozellikleri, avantajlar1 ve se¢imi ile sensOr hassasiyetini arttirmak icin kullanilan
metalik, metal oksit ve polimerik nanomalzemelerin karakteristik ozellikleri bu

boliimde detaylandirilmistir.

Gereg ve yontem boliimiinde dncelikle calismalarda kullanilan kimyasal ve sarf
malzemeler, cihazlar ve ekipmanlar, kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve gelistirilen
sensorlerin  hazirhk asamalar1  anlatilmistir.  Calismalarda  kullanilan  tiim
elektrokimyasal yontemler bu bolimde 6zetlenmistir. Gelistirilen aptasensorler ve
hibrit sensoriin elektrokimyasal ve morfolojik karakterizasyonlari, deneysel
kosullarinin optimizasyon adimlari, elektrokimyasal tayinleri, tekrarlanabilirlik,
secicilik ve girisim gibi validasyon karakteristikleri ve stabilite c¢alismalarina ait

sonuglar ise bulgular béliimiinde sunulmustur.

[lk olarak; Leptin tayinine yonelik ilk elektrokimyasal aptasensor gelistirilmistir.
Gelistirilen aptasensor icin elektrot yiizeyi TiO2 NP’ler ve ardindan Au NP’ler ile
modifiye edilmistir. Bu aptasensor, modifiye elektrot yiizeyine tiyol fonksiyonlu DNA
Apt’inin immobilize edilmesiyle iiretilmistir. Artan derisimlerde Leptin ¢ozeltisinin
Apt ile modifiye edilmis elektrota inkiibe edilmesiyle kalibrasyon elektrotlar
hazirlanmis ve EIS oOlclimleri gerceklestirilmistir. Gelistirilen aptasensoriin

elektrokimyasal ve morfolojik karakterizasyonu icin DV, EIS, SEM ve EDS
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yontemlerinden yararlanilmigtir. Gelistirilen aptasensor, artan Leptin derisimlerinde
iki dogrusal aralikta (1,0-100,0 pg/mL ve 100,0-1000,0 pg/mL) yiiksek bir performans
sergilemistir. Ayrica, 0,312 pg/mL'ye esit TS degeri aptasensoriin hassasiyetini
gdstermistir. Insan serum ve plazma 6rneklerinde Leptin’i belirlemek i¢in kullanilan
aptasensor, %96,40-107,79 araliginda geri kazanim degerleri ile iyi derecede dogruluk
sergilemistir. Sonug olarak, gelistirilen impedimetrik aptasensoriin sahip oldugu
secicilik, hassasiyet ve stabilite sayesinde Leptin tayinine yonelik yeni ve umut verici

bir elektrokimyasal platform oldugu séylenebilir.

Bir sonraki basamakta, insan serumu ve insan plazmassi 6rneklerinden Leptin’in
hassas tespiti i¢in sandvig tip bir elektrokimyasal aptasensor tasarlanmistir. Gelistirilen
aptasensoriin 6l¢lim prensibi, ZnO NP’ler ve Au NP’ler ile modifiye edilmis ylizey
izerinde tiyol ve biyotin fonksiyonlu Apt’lerin Leptin ile etkilesimi ve artan Leptin
derigimlerinin ALP enzimi ile a-naftil fosfat substrati arasindaki biyokimyasal
reaksiyona verdigi cevaba dayanmaktadir. ZnO NP’ler ve Au NP’lerin arasindaki
sinerjistik etki, aptasensoriin elektrokatalitik aktivitesini 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir.
Elde edilen yiiksek yilizey alani, elektrot yiizeyine daha fazla Apt molekiiliiniin
baglanmasina olanak saglamistir. Optimum kosullar altinda, gelistirilen aptasensor,
0,0035 pg/mL TS degeri ile 0,01 pg/mL ile 100,0 pg/mL arasinda genis bir dogrusal
calisma aralig1 sergilemistir. Gelistirilen aptasensor, viicut sivilarinda ¢ok bulunabilen
protein ve bilesiklerin varhiginda mitkemmel secicilik saglarken, iyi derece
tekrarlanabilirlik ve stabiliteye sahiptir. Ayrica gelistirilen aptasensor, insan serum ve
plazma orneklerinden %96,31 ile %108,79 araliginda iyi geri kazanim oranlartyla
basartyla uygulanabilmistir. Sonug olarak, elde edilen tiim sonuglar, gelistirilen

aptasensoriin pratik uygulamalar i¢in fizibilitesini gostermistir.

Son olarak; Leptin’in ultra hassas ve segici tayini i¢in Apt ve MIP temelli hibrit
sensor gelistirilmistir. Ilk asamada Apt ve Leptin kompleksinin yiizeye daha etkin
baglanabilmesi i¢in elektrot yiizeyi Pt NK’ler ve Au NP’ler ile modifiye edilmistir. Bu
sayede daha genis bir yiizey alani ve iletkenlik saglanmistir. Hibrit sensor
hazirlanirken  polimerizasyon basamaginda, fonksiyonel ~monomer olarak

biyouyumlulugu ve stabilitesi yiiksek olan oPD kullanilmistir. Elektropolimerizasyon
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icin dongii sayisi, uzaklastirma ¢ozeltisinin uygulama siiresi ve Leptin’in yeniden
baglanma siiresi optimize edilmistir. Elektrot yiizeylerinin yapist DV, EIS ve SEM
yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir. Gelistirilen Apt-MIP hibrit sensorii,
0,31 pg/mL TS degeri ile 1,0 fg/mL ile 10,0 pg/mL arasinda genis bir dogrusal ¢alisma
aralig1 sergilemistir. Girigsim ¢aligmalarina ve insan serum ve plazma 6rneklerinden
yapilan geri kazanim caligsmalarina ait sonuglar, gelistirilen hibrit sensoriin hem
uygulanabilirligini hem de dogrulugunu goéstermistir. Sonug olarak gelistirilen bu
hibrit sensoriin Leptin tayini igin en hassas, kararli, segici ve stabil bir sensér platformu

oldugu soylenebilir.

Sonug olarak tez ¢alismalari kapsaminda gelistirilen tiim sensorlerin, ekonomik,
basit numune hazirlama prosediiriine sahip, ¢ok diisiik Leptin derisimlerinde duyarli,
secici ve stabil gibi iistiin 6zellikleri sayesinde Leptin’in biyolojik drneklerden erken
tayin i¢in olduk¢a avantajli analitik yontemler olarak degerlendirilebilecegi on

goriilmektedir.
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OZET

Beyin Hasar1 Biyobelirteclerinin Biyolojik Numunelerden Erken Teshisine

Yonelik Analitik Yontem Gelistirilmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Leptin tayinine yonelik ti¢ farkli 6zgiin elektrokimyasal
biyosensor platformunun gelistirilmesi amaglanmistir. Bu platformlarda, biyobilesen olarak
aptamerler kullanilarak Leptin tayinine yonelik ilk kez elektrokimyasal aptasensorler ve hibrit
sensdr gelistirilmistir. Ik aptasensér tasariminda, aptamerlerin yiizeye etkin bir sekilde
immobilizasyonu igin, perde baskili elektrotlar titanyum dioksit nanopartikiiller ve altin
nanopartikiiller modifiye edilmistir. Aptasensdriin performasina etki eden aptamer derisimi,
immobilizasyon siiresi ve Leptin ile etkilesim siiresi optimize edilmistir. Fe(CN)e*/* redoks
molekiiliniin impedans yanitlar1 takip edilerek 1,0-100,0 pg/mL ve 100,0-1000,0 pg/mL
olmak iizere iki derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir. Bu aptasensor icin, teshis sinir1
ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla 0,312 pg/mL ve 1,0 pg/mL olarak bulunmustur. Leptin
tayinine yonelik sandvig tip aptasensoriin tasarimi igin elektrotlarin yiizeyi ¢inko oksit
nanopartikiiller ve altin nanopartikiiller modifiye edilmistir. Tiyol fonksiyonlu aptamerin
derigimi, biyotin fonksiyonlu aptamerin derisimi ve immobilizasyon siiresi ve Leptin ile
etkilesim siiresi optimize edilmistir. Sandvi¢ yapida enzim etiketi olarak kullanilan alkalen
fosfataz enzimi ve substrati a-naftil fosfat arasindaki reaksiyon iiriinii a-naftol’iin akim
sinyalleri takip edilerek, 0,01 pg/mL ile 100,0 pg/mL derisim araliginda dogrusallik elde
edilmistir. Bu aptasensor igin, teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla 0,0035 pg/mL
ve 0,01 pg/mL olarak bulunmustur. Son sensoér tasariminda ise, aptamerlerin ve molekiiler
baskili polimerlerin benzersiz 6zellikleri birlestirilerek hibrit sensor gelistirilmistir. Bu sensor
icin calisma elektrodunun yiizeyi platin nanokiireler ve altin nanopartikiiller modifiye
edildikten sonra, polimer kaplama igin polimerizasyon dongii sayisi, uzaklastirma ¢ozeltisinin
uygulama siiresi ve Leptin’in yeniden baglanma siiresi optimize edilmistir. Fe(CN)e>"* redoks
molekiiliiniin akim cevaplar1 takip edilerek 1,0 fg/mL-10,0 pg/mL derisim aralifinda
dogrusallik elde edilmistir. Bu hibrit sensor igin, teshis siirt ve tayin alt sinir1 degerleri
sirastyla 0,31 fg/mL ve 1,0 fg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen {i¢ sensor ic¢in de
gerceklestirilen tekrarlanabilirlik, secicilik, geri kazanim ve stabilite calismalari, bu
sensorlerin Leptin analizi i¢cin mevcut yontemlere kiyasla daha avantajli ve alternatif olarak
tercih edilebilecek sensorler oldugunu gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Aptasensor, Beyin Hasari, Molekiiler Baskili Polimerler, Leptin,
Validasyon
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SUMMARY

Development of Analytical Methods for Early Diagnosis of Brain Injury

Biomarkers from Biological Samples

Within the scope of this thesis, it is aimed to develop three different novel
electrochemical biosensor platforms for Leptin determination. In these platforms,
electrochemical aptasensors and hybrid sensor were developed for the first time for the
determination of Leptin using aptamers as biocomponents. In the first aptasensor design,
screen printed electrodes were modified with titanium dioxide nanoparticles and gold
nanoparticles for efficient immobilization of aptamers to the surface. Aptamer concentration,
immobilization time and interaction time with Leptin, which affect the performance of the
aptasensor, were optimized. By following the impedance responses of the Fe(CN)¢*/*redox
molecule, the linearity was obtained in two concentration ranges, 1.0-100.0 pg/mL and 100.0-
1000.0 pg/mL. For this aptasensor, the limit of detection and lower limit of quantitation were
found to be 0.312 pg/mL and 1.0 pg/mL, respectively. For the design of the sandwich type
aptasensor for Leptin determination, the surface of the electrodes was modified with zinc oxide
nanoparticles and gold nanoparticles. The concentration of thiol-functionalized aptamer, the
concentration and immobilization time of biotin-functionalized aptamer, and the interaction
time with Leptin were optimized. By following the current signals of a-naphthol, the reaction
product between alkaline phosphatase enzyme used as enzyme label in sandwich structure and
its substrate a-naphthyl phosphate, the linearity was obtained between 0.01 pg/mL and 100.0
pg/mL concentration range. For this aptasensor, the limit of detection and lower limit of
guantitation values were found to be 0.0035 pg/mL and 0.01 pg/mL, respectively. In the final
sensor design, a hybrid sensor was developed by combining the unique properties of aptamers
and molecularly imprinted polymers. For this sensor, after the surface of the working electrode
was modified with platinum nanospheres and gold nanoparticles, the number of
polymerization cycles, the application time of the removal solution, and the rebinding time of
Leptin were optimized for the polymer coating. By following the current responses of the
Fe(CN)¢*"*redox molecule, the linearity was obtained in the concentration range of 1.0 fg/mL-
10.0 pg/mL. For this hybrid sensor, the limit of detection and lower limit of quantitation values
were found to be 0.31 fg/mL and 1.0 fg/mL, respectively. The reproducibility, selectivity,
recovery and stability studies performed for all three sensors have shown that these sensors
are more advantageous and alternative sensors for Leptin analysis compared to other existing
methods.

Keywords: Aptasensor, Brain Injury, Molecular Imprinted Polymers, Leptin, Validation
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