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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

JELATIN VE KITOSAN BiYOPOLIMERLERININ KULLANILMASIYLA
IMMUNOGLOBULIN G TAYINI iCIN PROTEIN A IMMUNOSENSORU
GELISTIRILMESI VE ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERININ INCELENMESI

Gizem OZBEK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Emel EMREGUL

Bu tez ¢aligmasinda otoimmiin hastaliklar sirasinda kan ve beyin-omurilik sivisinda (BOS)
miktar1 artan Immiinoglobiilin G (IgG) tayinine yonelik impedimetrik immiinosensorler
gelistirilmistir. Biyouyumluluklart yiiksek, biyokirlenmeleri az ve toksik 6zellik gostermemeleri
nedeniyle jelatin, kitosan dogal polimerleri ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilarak hazirlanan
platin perde-baski (screen-printed) elektrotlara; IgG’ye yiiksek affinite gosteren Protein A (PrA)
immobilize edilmistir. Ayrica yliksek ylizey alanlar1 sayesinde immiinosensorlerin duyarliligini
arttirmak ve tayin limitini diisiirmek amaciyla altin nanopartikiilleri (AuNPs) kullanilmistir.
Polimer ve nanopartikiil miktarlari, c¢apraz baglayict konsantrasyonlart ve PrA
konsantrasyonlar1 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) ve Doniisiimlii Voltametri
(CV) kullanilarak optimize edilmig; Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) kullanilarak yiizey karakterizasyonlart gerceklestirilmistir. Kullanilan
polimer ve kompozit yapinin termal kararliliklarin1 degerlendirmek amaciyla Termogravimetrik
Analiz (TGA), molekiiler yapilarini aydinlatmak amaciyla infrared spektroskopisi (FT-IR)
yonteminden faydalanilmistir. Immiinosensérlerin pratikte kullamlmasinda &nem arz eden
tekrar iretilebilirlik ve raf omrii ¢aligmalar1 yapilmis; ayrica farkli antijenlerle immiinosensor
denenerek spesifik olmayan baglanmalarin etkisi arastirilmigtir. EIS, CV, SEM ve AFM ile
yapilan karakterizasyon caligsmalari; PrA’nin tasiyici sistemlere etkin bir sekilde immobilize
oldugunu gostermistir. Tasarlanan immiinosensorlerden en diisiik tayin limitine sahip olan
jelatin/kitosan-AuNPs-PrA immiinosensoriidiir. Gelistirilen immiinosensér Multipl Skleroz
teshisi konulmus hastadan ve saglikli kisiden alinan BOS ve serum ile test edilmistir.

Ekim 2014, 128 sayfa

Anahtar Kelimeler: Jelatin, Kitosan, Immiinoglobiilin G, Protein A, Elektrokimyasal Impedans
Spektroskopisi, Immiinosensor.



ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT AND INVESTIGATION OF ELECTROCHEMICAL PROPERTIES OF
PROTEIN A IMMUNOSENSOR USING GELATIN AND CHITOSAN BIOPOLYMERS
FOR IMMUNOGLOBULIN G DETECTION

Gizem OZBEK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Emel EMREGUL

In this thesis impedimetric immunosensors were developed for the detection of Immunoglobulin
G (IgG) in blood and cerebrospinal fluid (CSF) whose levels increase during autoimmune
diseases. Protein A (PrA a protein with a high affinity to 1gG, was immobilized onto screen-
printed electrodes using gelatin, chitosan natural polymers and combinations of them due to
their high biocompatibility, low biofouling and non-toxicity. Gold nanoparticles (AuNPs) were
also used to increase sensitivity and decrease detection limits by means increasing the surface
area. The amount of polymer and nanoparticles, crosslinker concentrations and PrA
concentrations were optimized using Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) and
Cyclic Voltammetry (CV). Surface characterization was carried out with Scanning Electrone
Microscopy (SEM) and Atomic Force Microscopy (AFM). Thermogravimetric Analysis (TGA)
was used to evaluate the thermal stability of polymer and composite structure, and infrared
spectroscopy (FT-IR) was used to explain the molecular structure. Reproducibility and shelf-
time, which are important for practical use of immunosensors, has been evaluated.
Immunosensor trials were perdformed for different antigens for the non-specific binding.
Results showed PrA to be immobilized on the carrier systems efficiently. The designed
immunosensors have low detection limits and show lineer response for broad ranges of IgG
concentration. It has been shown that the immunosensor prepared using gelatin/chitosan-
AUNPs-PrA has a lower detection limit. The developed immunosensor was used for the
detection of IgG in Cerebrospinal Fluid (CSF) and serum. The immunosensor was tested in real
samples with serum obtained from healty patients and those diagnosed with Multiple Sclerosis.

October 2014, 128 pages

Key Words: Gelatin, Chitosan, Immunoglobulin G, Protein A, Electrochemical Impedance
Spectroscopy, Immunosensor
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SIMGELER DiZiNi

A Mikroamper

uM Mikromolar

pumol Mikromol

um Mikrometre

A Potansiyel diisiisii

Q Ohm
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® Acisal frekans
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Ca Cift tabaka kapasitansi
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ng Nanogram

nm Nanometre

0O, Molekiiler Oksijen
pPg Pikogram

Pt Platin

q Yiik yogunlugu

R Direng

Rct Yiik transfer direnci
Rs Cozelti direnci

Rp Polarizasyon direnci
S Saniye

t Siire

u Unite

vV Volt

wW Warburg impedansi
Xe Kapasitif rezistans
z Impedans

Kisaltmalar dizini

Ab Antikor

Ag Antijen

Ag/AgCI Glimiis/Giimiis kloriir

AFM Atomik Kuvvet Mikroskobu
Anti-MBP Anti-Miyelin Basic Protein
AP Alkalen fosfataz

AuNPs Altin Nanopartikiil

Aq Cozelti

BDM Bochris, Devanathan veMuller modeli
BOS Beyin-Omurilik Sivisi

BSA Bovin Serum Albumin
CEA Karsino embriyonik antijen



CFU Koloni olusturan {inite
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DNA Deoksiribo Niikleik Asit

ELISA Enzim-bagli immiinosorbant assay
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MSS Merkezi Sinir Sistemi
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1. GIRIS

Pratik, duyarli, hizli ve ¢ogu zaman ekonomik analiz olanag1 saglayan biyosensorler;
spesifik etkilesim Ozelligi gosteren biyomolekiillerin uygun iletim ve O&l¢lim
sistemleriyle birlestirilmesinden olusan biyoanalitik sistemlerdir. IUPAC ise
elektrokimyasal biyosensdrleri; elektrokimyasal bir iletici ile dogrudan birlestirilmis
biyokimyasal bir reseptdr kullanilarak, analitik bilgileri spesifik olarak kantitatif ya da
yar1 kantitatif bir sekilde sunabilen, herhangi baska bir sistemden bagimsiz cihaz olarak
tanimlanmistir (Thevenot vd. 1999). Immiinosensorler ise; taniyict element olarak
imminoaktif maddelerin kullanildigi biyosensoér ¢esididir. Klasik immiinotest
(immiinoassay) yaklasimindan ortaya ¢ikan immiinosensor teknolojisi; antijen ile
antikor gibi biyomolekiiller arasinda meydana gelen spesifik reaksiyon sonucunda

kompleks olusumu esasina dayalidir (Parkinson ve Pejcic 2005).

Immiinosensérlerin temel ilkeleri 1959 yilinda Yalow ve Berson tarafindan ortaya
atilmis ve insan kanindaki insiilin-baglayici antikorlarin tayini i¢in radyoimmiinotest
gelistirilmesine olanak saglamistir. Antijen veya antikorlarin sensdr platformuna
immobilizasyonuyla iiretilen immiinosensorler; 6l¢iim prensibine gore elektrokimyasal
(potansiyometrik, —amperometrik, kondiiktometrik, impedimetrik vb.), optik,
mikrogravimetrik, piezoelektrik olmak iizere dort ana baslik altinda toplanabilir (Lowe
1996, Ekins 1999, Luppa vd. 200). Patel 2002, Immiinosensérlerin gogu optik ya da
elektrokimyasal esashidir. Elektrokimyasal immiinosensorlerde belirleme, genel olarak
ya elektroaktif isaretleyiciler kullanilarak ya da g¢ogunlukla glukoz oksidaz gibi
enzimlerle isaretleme yoluyla yapilmistir. Olgiim prensibine gore smiflandirilmis olan
bu immiinosensorler, ayrica dogrudan ve dogrudan olmayan olarak da

siiflandiriimaktadir (Martin 2001).

Immiinosensér  teknolojileri gelistirilmesinde serumda o-fetoprotein’den
immiinoglobulinlere, siitte progesteron tayinine, g¢evre analizlerinde pestisitlerden
herbisitlere, pankreatik karsinomada tiimér antijenlerinden gidalarda mikroorganizma

tayinine kadar ¢cok genis alanlarda caligmalar yapilmistir (Aizawa 1991, Gizeli ve Lowe



1996, Mahoney vd.1996, Ghindilis vd.1998, Cavic vd.1999, O’sullivan vd.1999,
Mullett vd.2000, Morgan vd.1996, Aizawa 1994, Micneil vd.1997, Pearson vd.2000,
Rogers 2000, Price 2000, Hage 1999). Bu arastirmalar arasinda yogun olarak insan
immiinoglobulinleri (IgA, IgM, IgG) tayinine yonelik caligmalar iizerinde durulmustur.
Immiinoglobulinler, serum proteinlerinin globiiler-globiilin kesiminde bulunan
proteinlerdir ve toplam plazma proteinlerinin %  20’sini  olustururlar.
Immiinoglobulinler; immiinoglobulin G (IgG), immiinoglobulin M (IgM),
immiinoglobulin A (IgA), immiinoglobulin D (IgD), immiinoglobulin E (IgE) olmak
lizere bes ana gruba ayrilir. Bu gruplar yapisal olarak boyut, yiik, aminoasit bilesimi ve
karbonhidrat igerigi agisindan farkli olan glikoproteinlerle ilgilidir (Martin 2001). 1gG
serumdaki immiinoglobulinlerin yaklagik %80’ini olusturur ve viriislerle savasta 6n

planda rol alir (Kiligturgay 2003).

Nanoteknolojinin biyosensorlere uyarlanmasiyla ortaya ¢ikan nanobiyosensorler
giiniimiizde oldukca popiiler bir konudur. Nanopartikiillerin en biiyiik 6zelligi olan
yiiksek ylizey alant/hacim oram1 sayesinde nanopartikiillerle modifiye edilmis
elektrotlarin ylizey alanlar1 artmakta ve daha etkin immobilizasyon yapilabilmektedir.
Nanopartikiiller ayrica elektron transfer hizim1 da arttirarak sensér duyarliligini
arttirmakta ve tayin limitini disiirmektedir. Metal oksitler, stilfiirler, nanokristaller ve
nanotiipler tanisal alanda oldukc¢a yaygin olarak kullanilan nanopartikiillere 6rnek

verilebilir (Shimizu vd. 2008, Schultes vd. 2007).

Otoimmiin hastaliklar; tiim viicudu etkileyen kronik ve sistematik hastaliklardir.
Sistematik lupus eritematozis, romatoit artrit, inflamatuar barsak hastaligi, multipl
skleroz, tipl diyabet, sedef hastaligi, vaskiilit gibi pek ¢ok Ornegi olan otoimmiin
hastaliklar sirasinda bagisiklik sistemi ¢ok aktiftir ve viicudun kendi dokularina saldirip
zarar vermesine yol acar. Hastaliklarin her biri farkli belirtiler gostermesine ragmen
ortak noktalar1 kan ve Beyin-Omurilik Sivisinda (BOS) hiicre yikimina bagh

immiinoglobulin miktar1 artmasidir.



Bu tez galismasinda otoimmiin hastaliklar sirasinda kan serumu ve beyin-omurilik
stvisinda (BOS) miktart artan immiinoglobulin G (IgG) tayinine yonelik impedimetrik
immiinosensorlerin tasarlanmasi tizerine ¢alisilmistir. Tasiyic1 sistem olarak jelatin,
kitosan, jelatin/kitosan kompozitleri ve altin (AuNPs) nanopartikiilleriyle karisimindan
olusan nanotasiyicilar kullanilmistir. Capraz baglayici kullanilarak tastyict polimer
sistemi i¢cine hapsedilen protein A (PrA); Pt screen printed elektrotlar iizerine
immobilize edilmistir. Polimer miktarlari, nanopartikiil miktarlari, capraz baglayici
konsantrasyonlari, PrA konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri Elektrokimyasal

Impedans Spektroskopisi (EIS) ve Déniisiimlii Voltametri (CV) ile optimize edilmistir.

Kitosan, kitosan-PrA, jelatin/kitosan, jelatin/kitosan-PrA  seklinde hazirlanan
immobilizasyon jellerinin yiizey karakterizasyonlari Taramali Elektron Mikroskopisi
(SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile Bilkent Universitesi Ulusal
Nanoteknoloji Arastirma Merkezinde (UNAM) yapilmistir. Jelatin ve Kitosan
polimerlerinin karisimiyla elde edilen kompozitlerin karakterizasyonlar1 ise TGA ve
FTIR teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica raf omrii, farkli antikorlarin
kovalent olmayan baglanma etkisi ve tasarlanan immiinosensorlerin yanit siireleri de
belirlenmistir. Gelistirilen immiinosensorlerden en diisiik tayin siniria sahip olani ile
BOS ve serum c¢aligmalart yapilarak immiinosensorlerin  biyolojik 6rneklere

uyarlanabilirligi iizerine ¢alisilmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyosensorler

Sensorler; fiziksel Dbiiyiiklikleri elektrik sinyallerine doniistiiren cihazlardir.
Biyosensorler ise biyolojik bir numunedeki analiti algilayan sensorlerdir. Klasik
elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensdrler hazirlanabilirken;
sisteme biyomateryalinde katilmasiyla diger bir¢ok maddenin tayini miimkiin hale
gelmistir. Biyosensorler; islenmemis numunedeki analitlerin derisimlerindeki degisimi
dogru, hizli, tersinir ve tekrar edilebilir bir sekilde o6lgmek ig¢in kullanilirlar.
Biyosensorler farkli bilim dallarmin bilgi birikiminden yararlanilarak tiiretilmis,
biyolojik molekiillerin segimlilik 6zellikleri ile elektronik tekniklerin islem yeteneginin
birlestirilmesi ile olusturulmus biyoanalitik cihazlardir (Edelman ve Wang 1991). Sekil
2.1 https://weizmanngroup.uchicago.edu/page/dna-biosensors adresinden degistirilerek

alimmustir).

ANALIT =

sivvar poNDsTimGCl

SinyaL

TRANSDUSER

https://weizmanagroup.uchicago.edu/page/dna-biosensors

Sekil 2.1 Biyosensoriin genel yapisinin sematik gosterimi

Biyosensorlerin  tarihi  1950°1i  yillarinin  ortalarinda L.C. Clark’in  Cincinnati

hastanesinde (Ohio, ABD) yapilan bir ameliyatta kandaki O, miktarmin elektrot
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yardimiyla izlenmesine dayanir. 1962°de Clark ve Lyons, 1967°de Updike ve Hick
tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik gelistirilen enzim elektrotlar1 ilk
biyosensor drneklerini olusturmaktadir (Akyilmaz 2008). Glukozoksidaz (GOD) enzimi
ile O, elektrodu birlestirerek kan glukoz diizeyini 6lgmeye yonelik olarak tasarlanan
analitik sistem sayesinde enzimin yiiksek spesifikligi ile elektrodun tayin duyarlilig

bilestirilmistir.

Zaman i¢inde hizla gelisen biyosensorler giinlimiizde saglik alani basta olmak iizere;
cevre analizlerinde, askeri sahada, gida, farmasdtik ve kimya endiistrilerinde
kullanilmaktadir (Telefoncu 1999). Yiiksek spesifiklik, renkli ve bulanik ¢ozeltilerde
dogrudan Sl¢time olanak saglama, genis konsantrasyon araliginda tayin biyosensdrlerin
avantajlar1 arasinda sayilabilir. Dezavantajlar1 ise; reseptor olarak kullanilan
biyomolekiiliin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan etkilenmesi ve bu

durumun kullanim émriinii azaltmasidir (Telefoncu 1999).

2.1.1 Biyoreseptorler

Biyosensorler bircok sensor gibi reseptdr ve doniistiiriicti olmak iizere iki ana yapidan
ibarettir. Eger reseptdr biyomolekiiler bir yapida ise buna biyoreseptor adi verilir.
Biyoreseptorler analiti fark edebilen biyomolekiillerdir. Biyoreseptor olarak enzim,
doku kesitleri, mikroorganizma, membranlar igine yerlesmis kimyasal reseptorler,
niikleik asit/DNA, organeller, antijen ve antikorlar kullanilabilmektedir. En yaygin

kullanilan biyoreseptorler spesifikliklerinden dolay: enzimler ve antikorlardir.

Biyosensorler, kullanilan biyoreseptor tiiriine gore, biyokatalitik esasli ve biyoafinite
esasli olmak iizere iki sekilde gruplandirilabilir (Thevenot vd. 1999). Biyokatalitik
esasli biyosensorler, sensor ortaminda bulunan makromolekiiller (biyokatalizor)
tarafindan katalizlenen bir reaksiyon temeline dayanir. Enzim, hiicre ve doku
kesitlerinin yaygin olarak kullanildig1 biyokatalitik esasli biyosensorlerde, sensor

yiizeyindeki substrat biyokatalizér yardimiyla tiiketilir (Thevenot vd. 1999).



Biyoafinite esaslt biyosensorlerde ise biyosensoriin biyolojik yapisinda bulunan
makromolekiiller ile analit etkilesir ve bir dengeye ulasilir. Dengeye ulasilmasiyla analit
ile makromolekiiller daha fazla etkilesime giremez (Thevenot vd. 1999). Biyoafinite
esasli biyosensorlerde en ¢ok kullanilan biyoreseptorler antikorlar/antijenler ve reseptor
hiicrelerdir. Biyoreseptor olarak antijen/antikor c¢iftinin kullanildig1 biyosensorler

“immiinosensor” olarak adlandirilir.

Immiinosensorlerin temel ¢alisma prensibi; tasiyict bir tabaka iizerine immobilize
edilmis antikora spesifik antijenin baglanmasiyla gerceklesen immiinokimyasal
reaksiyondur. Antijen ile antikor arasinda gergeklesen bu spesifik baglanma
reaksiyonunun afinite sabiti ¢ok biiylik oldugundan baglanma tersinmezdir. Sistemin
tekrar kullanilabilmesi i¢in uygun ¢ozeltiler kullanilarak antijen/antikor kompleksinin

ayrilmasi gerekmektedir (Thevenot vd. 1999).

Immiinosensérlerde tasityici tabaka {izerine immobilize edilmis spesifik bir antikora,
antijenin baglanmasiyla immiinokimyasal bir reaksiyon ortaya g¢ikar. Antikor/antijen
arasinda gergeklesen bu spesifik reaksiyonun baglanma ve afinite sabiti ¢ok biiyiiktiir,
genellikle baglanma tersinmezdir. Bu sistemler kullanildiginda elde edilen sensorler tek
kullanimliktir, sistemin tekrar kullanilabilmesi i¢in uygun c¢ozeltiler kullanilarak

antikor/antijen eslesmesinin ayrilmasi gerekmektedir.

2.1.2 ileticiler

lleticiler; diger adiyla transduserler, reseptdrlerin biyolojik reaksiyonunu o6lgiilebilir
fiziksel bir sinyale dontstiiriirler. Biyokimyasal reaksiyonun oOzelligine gore

transduserler kullanilir.
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Sekil 2.2 Biyosensor tasariminda kullanilan transduser gesitleri

Potansiyometrik, amperometrik ve kondiiktometrik olmak iizere siniflandirilan
elektrokimyasal biyosensorlerde sinyal ¢iktis1 akim, voltaj, iletkenlik ya da impedanstir
(Thevenot vd. 1999, Telefoncu 1999, Hou 2005). Potansiyometrik biyosensorlerde iyon
secici elektrotlar, pH veya tek degerli iyonlara duyarli cam elektrotlar kullanilmaktadir
ve elektrot potansiyeli dogrudan analit konsantrasyonu ile iligkilidir. Amperometri genel
olarak belirli bir potansiyeldeki akim siddetinin Olglimii esasina dayanir ve akim
yogunlugu yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir
fonksiyonudur. Kondiiktometrik biyosensorlerde; elektriksel alan varliginda ¢ozeltideki
elektrik yiikii iyonlar tarafindan taginmaktadir. Cozeltinin iletkenligi ¢cozeltide bulunan

tiim iyonik tiirlerin katkisiyla olugur.



Optik biyosensérlerde sinyal ¢iktisy; renk ya da 151k siddeti degisimidir. Iletici sistem
olarak kullanilan optik ozellik gosteren lifler {izerine uygun molekiiliin immobilize
edilmesiyle hazirlanan optik biyosensorler; etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal

ya da fizikokimyasal degisimin Ol¢lilmesi esasina dayanir.

Enzim termistérleri ya da entalpimetrik enzim sensorleri olarak da adlandirilan
kalorimetrik (termal) biyosensdrlerde sinyal c¢iktisi sicakliktir. Temel ilkesi, bir
enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak substrat

konsantrasyonunun belirlenmesidir.

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin
Olgiilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensoriin segiciligi, kristal
yiizeyindeki madde ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle iliskilidir. Sensor
yiizeyinde bir madde adsorplandigi veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin rezonans

frekansindaki degisimin 6l¢iilmesiyle sonuca ulasilir.

2.1.3 Immiinosensorler ve immiinosensorlerin siiflandirilmasi

Biyoreseptor olarak antikorlarin kullanildig: biyosensorler antikor temelli biyosensorler
ya da immiinosensérler olarak adlandirilirlar. Immiinosensériin temel calisma prensibi
antikor ile antijen arasinda gerceklesen spesifik reaksiyon sonucu kompleks olusumu
esasina dayanir. Klasik immiinoassay yaklasimi sonucu ortaya ¢ikan immiinosensdrler
ile son derece 0zgiil ve duyarli analizler yapilabilir. Uygun transduser ile antikor
eslestirilerek ilag, hormon, virilis, bakteri, pestisit, biyomedikal maddeler gibi farkl

birgok maddenin tayini i¢in immiinosensorler gelistirilebilir (Dong 2002).

Antijen veya antikorlarin  sensdr  yiizeyine immobilizasyonuyla iretilen
immiinosensorler, genel olarak 6l¢lim prensibine gore siniflandirilirlar. Elektrokimyasal
(potansiyometrik, amperometrik, kondiiktometrik), optik, piezoelektrik ve termometrik

duyar elementler immiinosensorler i¢in sensdr platformu olarak kullanilmaktadir.
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Immiinosensérlerin cogu optik ya da elektrokimyasal esashidir. Elektrokimyasal
immiinosensorlerde belirleme, genelde ya elektroaktif isaretleyiciler kullanilarak ya da
enzim isaretleme yoluyla yapilir. Olgiim prensibine gore smiflandirilmis olan bu

immiinosensorler, ayrica direkt ve indirekt olarak da siiflandirilmaktadir (D’Orazio

2003).

Direkt immiinosensorler; antikor/antijen kompleksi olusumuyla sinyalde fiziksel
degisim meydana gelmesi temeline dayanir. Elektrot olarak; membranlar, piezoelektrik
materyaller veya optikce aktif yiizey materyalleri kullanilir. Cozeltide hedef analit;
duyarli matriks Tlzerinde bulunan antikor ya da antijen ile etkilesir. Olusan
immiinokompleks formu, hedef analitin Gl¢lilmesine izin veren elektrot potansiyeli,
membran potansiyeli, gergek piezofrekans veya optik 6zellikler gibi yiizeyin fiziksel
Ozelliklerini  degistirir. Bununla beraber yiizeyde molekiillerin non-spesifik
adsorpsiyonundan kaynaklanan potansiyel problemleri de s6z konusudur (D’Orazio
2003).

Indirekt immiinosensérler ise baglanmanim gdzlenebilmesi icin antikor ya da antijene
konjuge edilen isaretleyiciler esasina dayanir. Isaretleyici olarak enzim, elektrokimyasal
olarak aktif molekiiller ve lipozomlar kullanilabilir. indirekt immiinosensérlerde birgok
farkl1 yolla immiinokompleks olusturulabilir; ancak son adimda potansiyometrik,
amperometrik veya optik Olciimlerle belirlenebilen bir isaretleyicinin olmasi
gerekmektedir. Dogrudan tayin diisik duyarlilik ve diistik kesinlik nedeniyle
potansiyelde degisimlere neden olabilir. Bu nedenle sensér duyarliligini arttirmak
amaciyla genellikle immiino reaktantlara enzim isaretleyiciler baglanarak indirekt tayin

yapilir (Rogers2000).

Immiinosensérlerde; antijen ile antikor arasinda gerceklesen spesifik baglanma
reaksiyonunun afinite sabiti ¢ok biiyiik oldugundan baglanma tersinmezdir. Bu nedenle
immiinosensér ¢ogunlukla tek bir kez kullanilabilmektedir. Sistemin tekrar
kullanilabilmesi i¢in uygun c¢ozeltiler kullanilarak antijen/antikor kompleksinin

ayrilmasina yonelik ¢alismalarda literatiirde mevcuttur (Parkinson ve Pejcic 2004).



Immiinosensérler de  biyosensdrler  gibi  elektrokimyasal — (potansiyometrik,
amperometrik, kondiiktometrik, impedimetrik vb.), optik, mikrogravimetrik
(piezoelektrik) ve termometrik olmak iizere 4 sinifa ayrilirlar. Biitliin bu immiinosensor
sistemleri ya direkt immiinosensor olarak ya da indirekt immunosensor olarak ¢alisabilir
(Luppa vd. 2001).

2.1.3.1 Elektrokimyasal immiinosensorler

Yapilan literatiir —arastirmalarinda  elektrokimyasal temele dayanan sensor
platformlarinin digerleriyle karsilastirildiginda ¢ok daha yaygin olarak kullanildig
goriilmistiir. Stefan vd. (2010) tarafindan yapilan bir c¢alismada elektrokimyasal
immiinosensorlerin klinik analizlerde popiilaritesinin gittikce arttigi ve bunun 6zellikle

sensor tasarimi gelisiminden kaynaklandigi tizerinde durulmustur.

P = Analit H
Omek gozeltisi & = anal Elektrokimyasal
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Sekil 2.3 Elektrokimyasal immiinosensoriin genel ¢alisma prensibi (Helali 2013)

Elektrokimyasal bir immiinosensoriin ¢alisma prensibi sekil 2.3’te gosterilmistir.
Biyoreseptor tabaka iizerinde antikorlarin immobilize oldugu elektrokimyasal bir
immiinosensor sisteminde; analizlenecek numune igerisinde antikora spesifik maddeler
bulunabilecegi gibi, spesifik olmayan baska maddelerde bulunabilir. Kompleks olusum
reaksiyonu yalnizca birbirine spesifik antijen-antikor arasinda gergekleseceginden
baglanmadan Onceki ve sonraki durum arasindaki fark elektrokimyasal 1iletici
yardimiyla Olgiilebilir sinyal haline getirilir; bdylece degerlendirme yapilir.
Elektrokimyasal immiinosensorler; potansiyometrik, amperometrik, kondiiktometrik ve

impedimetrik olmak iizere dort farkli grup altinda incelenebilir.
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i.Potansiyometrik immiinosensérler: Potansiyometrik Ol¢lim iyon segici elektrot
kullanilarak; iyonik reaksiyon nedeniyle olusan potansiyel degisiminin Olgiilmesi
temeline dayanir. Calisma elektrodunun ylizeyi segicilik i¢in modifiye edilmistir ve
potansiyel farki calisma elektrodu ile referans elektrot arasinda akimin ge¢medigi bir
anda olgiiliir. Potansiyometrik immiinosensor sistemlerin énemli dezavantaji, antikor-
antijen baglanmasindan dolayr olusan potansiyel degisiminin ¢ok kii¢iikk olmasi ve
Nernst esitligine uygun davranmamasi olarak ifade edilmektedir (1-5 mV) (Martin
2001).

ii. Amperometrik immiinosensorler: Amperometrik 6l¢lim; sabit gerilim altinda bulunan
elektrokimyasal hiicreden gecen akim yogunlugunun o6l¢iilmesi temeline dayanir.
Genellikle “yaban turpu” peroksidaz (HRP), oksidorediiktaz veya alkalen fosfataz (AP)
gibi elektrokimyasal aktif maddelerin isaretleyici olarak kullanildigi amperometrik
immiinosensorlerde elektroaktif bilesenlerden kaynaklanan girisim etkileri gortilebilir
(Martin 2001). Bu problem farklt polimer tasiyicilar ile hazirlanan elektrotlarin
kullanilmastyla giderilebilir (Parkinson ve Pejcic 2005).

iii. Kondiiktometrik immiinosensorler: Kondiiktometrik esasli biyosensorler, iletkenlik
ile biyo tanima olayr arasindaki iliskiyi kullanir. Cogu reaksiyon iyonik tiirlerin
konsantrasyonundaki bir degisimini igerir ve bu ¢ozeltide elektriksel iletkenligin veya
akimin degisimine neden olabilir. Bir kondiiktometrik biyosensor, belli uzaklikta
bulunan iki metal elektrot (genellikle platin veya glimiis) igerir. Normalde elektrotlara,
aralarindaki akimin siirdiiriilebilmesini saglayan bir alternatif akim voltaji uygulanir.
Bir biyo tanima olay1 boyunca iyonik bilesim degisir ve bir ohm metre (ya da multi
metre), metal elektrotlar arasindaki iletkenlik degisimini 6lgmek icin kullanilir. Diger
elektrokimyasal yontemlerle karsilastirildiginda teknigin en biiyiik dezavantaj
duyarliligin diisiik olmasidir. Bu problemi 6nlemek igin son zamanlarda biyolojik

sensOr fonksiyonlart gdsteren, iyon kanalli iletken immiinosensorler tanimlanmistir.
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2.1.3.2 Optik immiinosensorler

Optik ceviricilerin kullanildigr immiinosensorler; 11k iletimindeki degisimin Olgiilmesi
temeline dayanirlar. Optik esasli sensorlerde; 6l¢iim sistemi, madde derisimine baglh
olarak absorbans veya luminesansta degisim gosteren bir boya igerir veya CO,, O, veya
pH degisimi gibi bir fizikokimyasal 6zellikten faydalanilir. Optik fiberlerin kullanildig:
fotomerik algilama yonteminde biyoreseptorler optik fiberler iizerine yerlestirilmistir.

Bu sensorlerde en 6nemli etken fiber boyunca 1sik iletiminin etkinligidir.

Immiinosensér teknolojisinde en yaygin kullanilan optik sistem SPR (yiizey plazmon
rezonans) temelli cihazlardir. Bir SPR immiinosensor; immobilize bir antikor
tabakasiyla modifiye edilen klasik bir SPR cihazdir. Antijen, immobilize antikora
baglandiginda SPR cihazi, antikorlarin bulundugu metal tabaka iizerine diisen 15181n
adsorpsiyon agisindaki bir degisim olarak; kirma indisindeki ani degisimi tayin eder

(Marty vd. 1998, Parkinson ve Pejcic 2005).

Optik ileticiler biyosensor ailesinin ticari olarak en fazla tiiketilenidir. Optik
biyosensorler patojen tayininde ve hastaliklarin teshisinde dikkate deger ilgiye sahiptir.
Optik esasli analiz sistemleri arasinda SPR ticari olarak en popiiler olanidir. Piyasada
mevcut olan en Onemli iki sistemden birisi olan BIAcoreTM en biiyiik pazar
konumundadir. Kullanim kolaylig1 oldugundan ve alisilagelmis cihazlar oldugundan

laboratuvar arastirmalarinda yaygin olarak kullanilirlar.

2.1.3.3 Piezoelektrik immiinosensorler

Piezoelektrik algilama; piezoelektrik kristal yiizeyinde bulunan biyoreseptor ile analitin
reaksiyona girmesi sonucunda ortaya ¢ikan kiitle artisina bagl olarak, kristalin rezonans
frekansindaki degisimin Olciilmesi temeline dayanir (Eggins 1996). Kiitle hassasiyetli
algilama prensibine dayali bu tip biyosensorlerde genellikle kuvars (quartz) kristalli
ankastre kiris (cantilever) kullanilmaktadir (Ziegler ve Gopel 1998, Loung vd. 2008).
Bu tip aygitlarin yardimiyla kiitlede meydana gelen en ufak degisimler bile
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algilanabilmektedir. Piezoelektrik iletim metodunun kullanimi kolaydir ancak pahali
yontemdir, bu nedenle direkt analizlerde tercih edilir. Kristal rejenerasyonu, nispeten
yiiksek inkiibasyon zamani, diisiik secicilik, proteinlerin veya diger biyomateryallerin
nonspesifik baglanmalari, yikama isleminden sonra kapli materyalin kaybi,
immobilizasyonda ve kaplamada karsilasilan zorluklar gibi problemler bu teknigin

bilinen sinirlamalaridir.

2.1.3.4 Termometrik immiinosensorler

Analit ile biyoreseptor arasinda gergeklesen reaksiyonlarin entalpi degisimlerinin
Olciildiigli termometrik immiinosensorlerde sicakligin dlgiilmesi i¢in optik, mekanik
veya elektriksel metotlar kullanilabilir. Sicaklik degisimiyle dogrusal olarak elektrik
sinyali elde etmek miimkiin oldugu i¢in; termal immiinosensdrlerin olusturulmasinda en

kullanigh yontem olarak elektriksel metot kabul gérmektedir (Eggins 1996).

2.2 Antikorlar ve Immiinoglobulinler

Antikorlar, viicudun immiin (bagisiklik) sisteminin bir pargast olan, B lenfositler
tarafindan gereksinim duyuldugunda iiretilen, “Ab” ile simgelenen protein yapisindaki
molekiilleridir. Antijen ise immiin yanita neden olan ve viicut tarafindan yabanci olarak
taninan molekiiler maddelerdir ve “Ag” ile simgelenir. Antikorlar; viicuda giren yabanci
maddeyi yani antijeni taniyarak immiin sistemi harekete gecirirler. Antijen-antikor
arasinda  gerceklesen  spesifik  reaksiyondan faydanilarak  immiinosensorler

gelistirilmistir.

Immiinoglobulinler ise, serum proteinlerinin y-globiilin kesiminde bulunan, polipeptit
ve karbohidrattan olusan glikoproteinlerdir ve toplam plazma proteinlerinin % 20’sini
olustururlar (Kiligturgay 2003). Immiinoglobulinlerin; viriisleri etkisizlestirme, bakteri
cokeltme, parazit oldiriiciiliik, zehirsizlestirme, damar gecirgenligini arttirma gibi

biyolojik islevleri vardir. Immiinoglobulinler en az bir ana birimden olusmustur ve bu
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ana birim 4 polipeptit zincirini kapsamaktadir. Bu 4 polipeptit zincir birbirinin ayn1 iki
ikiz gibidir. Aminoasit sayisi1 fazla ve dolayisiyla molekiil agirligi yiiksek olan agir
zincir (H), diisiik olan hafif zincir (L) olarak adlandirilmaktadir. Immiinoglobulin
molekiilii, agir ve hafif zincirlerden olusan Fab (antigen binding fragments/antijen
baglanma bolgesi) pargasindan, antijenle spesifik olarak birlesir (Sekil 2.4). Antikorun
antijen ile birlestigi ylizeyin biiyiikligii, 8-12 aminoasit veya 3-6 glukoz molekiilliik bir
determinant grubunu kavrayacak kadardir. Antikorun antijen ile birlestigi bu bdlge
“paratop” olarak adlandirilir (Telefoncu 1999). Antikorun; hiicre reseptorlerine ve
monositlere baglanmasint saglayan bdolge ise Fc (cell binding fragments) olarak

adlandirilmaktadir.

Antijen baglan:
T\/ bolgeleri Mﬁ
\ ‘>-— ™ 3 \

Fab pargasi

Fc pargasi

Sekil 2.4 1gG molekiiliiniin sematik gdsterimi

Immiinoglobulinlerde hafif zincirler Y harfi seklindeki molekiiliin kol kisimlarinda
bulunurken; agir zincirler hem gévde hem kol kisminda bulunurlar. Kollarda hafif ve
agir zincir arasinda, govdede ise iki agir zincir arasinda bulunan baglar, polipeptid

zincirleri bir arada tutarak 1gG molekiiliinii olustururlar. H ve L zincirlerinde; tiim
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polipeptit zincirlerinde oldugu gibi NH; ile sonlanan amino terminal u¢ ve COOH ile
sonlanan karboksi terminal u¢ bulunur. IgG molekiiliinde Y harfinin iki kolunun ug
kisimlar1 amino terminal uglardir. Cy; ve Cyp bolgeleri “mentese bolgesi” olarak
adlandirilabilir. Bu bolgedeki esneklik sayesinde molekiiliin Fab kollar1 acilip

kapanabilir; bdylece antijene baglanmasi kolaylasir.

Antikorlar farkli substratlarin varliginda uygun antijenin taninmasina imkan saglayan,
yiiksek spesifiklige sahip yapilar olduklarindan biyolojik tanima materyali olarak
siklikla kullanilir. Immiin cevapta antijenlerin epitop ya da antijenik determinant
denilen spesifik bolgeleri rol oynar. Ayrica epitop; uygun antikor i¢in baglanma
bolgesidir (Martin 2001).

Teoride antikorlar sinirsiz sayida antijenik determinant i¢in hazirlanabilmektedir. Bazi
antikorlar antijenin etkinligine bagli olarak antijenin farkli bolgelerine baglanabilir ve
bu antijen i¢in farkli spesifiklige sahip olarak iiretilebilirler. Epitop spesifikliginde
farkliliklara sahip olan ve farkli alt siniflara ait olan bu heterojen antikorlar poliklonal
antikor olarak adlandirilmaktadir. Ayni antijenin ayni epitopuna baglanan, antijen i¢in
ayni ilgi ve spesifiklige sahip antikorlara ise monoklonal antikorlar denilmektedir.
Monoklonal antikorlar; poliklonal antikorlardan daha yiiksek spesifiklige sahip

olmalarina ragmen; antijene daha diisiik ilgi gosterirler (Martin 2001).

Immiinoglobulinler (lg) boyut, yiik, aminoasit bilesimi ve karbohidrat igerigi bakimdan
immiinoglobulin G (IgG), immiinoglobulin M (IgM), immiinoglobulin A (IgA),
immiinoglobulin D (IgD) , immiinoglobulin E (IgE) olmak iizere bes ana gruba ayrilir

(Sekil 2.5).
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IgG IgA (dimer) IgM (pentamer) igbh IgE

v chain b chain € chain

Sekil 2.5 Immiinoglobulinlerin molekiiler yapilari

Fetiis; immiinoglobulin iiretimine 20.haftada baslamasina ragmen; dogumda herhangi
bir enfeksiyon durumu yoksa Ig seviyesi c¢ok diisiiktiir. Yeni dogan; plasentadan
gecebilen IgG ile korunur. 2-3 aylikken anneden gecen IgG’ler hizla kaybolmaya baglar
ve yerine IgM ve IgG sentezi sentezlenir. IgM seviyesi 4.ayda yetiskin diizeyine
ulagirken; IgG seviyesinin yetiskin diizeyine ¢ikmasi 5 yasi bulur. IgA ise ¢ok daha
yavas bir hizla yiikselerek yetiskinlikte normal serum konsantrasyonuna ulasir

(Demirkiling 2006).

IgA; normal serumun %15’ini olusturur ve serumda monomer halinde bulunmasina
ragmen; viicut salgilarinda dimer ya da polimer halinde bulunur (Erbil 2007). Dis
salgilarin ve serumun major antikoru olan IgA; gbzyasinda, burun-bogaz salgisinda,
solunum yolu, sindirim yolu ve genital kanal salgilarinda bulunur. Birlestigi viriis ve
bakterilerin mukoz zarlara baglanmasin1 engelleyerek viicudu korur. Siroz, inflamatuar
barsak hastaliklari, kronik karaciger hastaliklari sirasinda serum miktar: artar. Kanda

normal 1gA seviyesi:70-500 mg/dL’dir (Demirkiling 2006).

IgM; antijenlerin etkisiyle viicutta ilk {iretilen immiinoglobulin olup; antijen-antikor
birlesmesi reaksiyonlarinin ¢ogundan sorumlu antikordur. Viicudun antijenle
karsilasmasindan hemen sonra serum diizeyi hizla artan IgM; daha sonra yerini uzun
siire koruyucu etkinlik gosteren IgG simnifi antikorlara birakir. Fagositozu kolaylastiran
IgM’in aglitiinasyon yetenegide fazladir. Makrofaj ve nétrofillere baglanamayan IgM;
on kollu pentamerik bir yapiya sahip olmas1 nedeniyle kan-beyin bariyerini ve plasenta

engelini gegemez. Plasentay1 gecemediginden yeni doganda bulunmasi bebekte olasi bir
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enfeksiyonu isaret eder. BOS’ta 3 mg/dL iizerindeki degerler bakteriyel menenjit
lehinedir (Erbil 2007). Kanda normal IgM seviyesi 50-210 mg/dL’dir (Demirkiling
2006).

IgD; 151 ve proteolitik etki ile gabuk bozulan, dayaniksiz bir yapiya sahip bir antikordur.
Ortalama Omri iki giin olan IgD; B lenfositlerin iizerinde fazla miktarda bulunur.
Insiilin, penisilin ve tiroid antijenlerine kars1 etkilidir. Kandaki normal IgD seviyesi 0,1-
4mg/dL’dir (Demirkiling 2006).

IgE; viicutta en az seviyede bulunan monomerik yapidaki antikordur. Fc kismiyla mast
hiicrelerine ve bazofillere yapisarak antijen reseptorii gorevi goriir. Bu duyarlilagmis
hiicrelerin antijenle tekrar karsilasmasi durumunda mast hiicreleri ve bazofiller
degraniile olur. Alerjene maruz kalindiginda, astimda, Wiscott Aldrich sendromunda
serumdaki seviyesi artar. Kandaki normal IgE seviyesi 0.01-0.9 mg/dL’dir (Demirkiling
2006).

Bu gruplar iginde virlislerle savasta On planda rol alan IgG; serum
immiinoglobulinlerinin yaklasik %80’ini olusturur (D’Orazio 2003). IgG damardan
disartya kolaylikla sizar ve plasenta yoluyla fetiise gecebilir. Bakteri, viriis ve toksinlere
kars1 uzun siireli koruyuculuk saglayan IgG; Fab kismiyla mikroplara baglanir, Fc
kismiyla ise fagositlere baglanarak fagositozu kolaylastirir. Kanda normal 1gG seviyesi
600-1200mg/dL’dir (Demirkiling 2006).

1960 yilinda homojen insan IgG miyelom proteinine karsi spesifik poliklonal tavsan
anti serumu kullanilarak yapilan ¢aligma ile IgG’nin IgG1, 1gG2, IgG3 ve IgG4 olmak
tizere dort ayn alt smnifi oldugu ortaya ¢ikarildi. IgG’lerin agir zincir yapilarindaki
aminoasit diziminin %95’1 ayn1 olmasina ragmen; disiilfid kopriilerinin farkh
aminoasitler arasinda kurulmasiyla IgG’nin {i¢ boyutlu molekiil yapisinda ufak
degisiklikler meydana gelmektedir. Ayrica y agir zincir tipi de alt smiflar arasinda
farklilik gostermektedir (Sekil 2.6). IgG1, 1gG2 ve IgG4’tin molekiil kiitleleri 146 kDa
iken IgG3’lin molekdil kiitlesi 170 kDa’dur. Serum seviyeleri I[gG1> IgG2> IgG3=IgG4
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seklinde olan IgG’lerin molekiil esneklikleri de IgG3> IgG1 > IgG4 > 1gG2 seklinde
degismektedir (Meulenbroek 2008).

1gG1 1gG2

19G3 IgG4

Sekil 2.6 IgG alt siniflarinin molekiil yapilart (Meulenbroek 2008)

Kan ve BOS’taki IgG diizeyi otoimmiin hastaliklarda, merkezi sinir sistemi demiyelizan
hastaliklarinin degerlendirilmesinde, ndrolojik hastaliklarin ayirici tanilarinda 6nem arz
etmektedir. Otoimmiin hastaliklarin yaninda; kronik karaciger hastaliklari, rahim igi
ara¢ gibi durumlarda viicut sivilarindaki 1gG miktarinda artis olurken; AIDS, 16semi,
Wiscott Aldrich sendromu gibi hastaliklarda miktari azalir ve kiginin bagisiklik sistemi
zayiflar (Erbil 2007).
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Cizelge 2.1 Serum ve BOS’ta normal 1gG degerleri (Erbil 2007)

KAaM (mg/dL)
0-4 ay 141-930

5-8 ay 250-1190
9-11 ay 320-1250

1-3 yas A400-1250
4-6 yas 560-1307

7-9 yas 598-1379
10-12 yvas |638-1453
13-15 yas |680-1531
16-17 yas [724-1611
=18 yas &00- 1500
BOS (mg/dL)
0-15yas |(1,50-5,50
16-60 yas |3,30-6,.10
=00 yvas 4, 20-0,40

2.2.1 Antikor-Antijen baglanma giicii

Antikor-antijen baglanmasi; antijen yiizeyindeki epitop ile antikorun Fab kisminin
ucundaki V bolgesi arasinda olur. Ag-Ab birlesmesi kimyasal bir olay olsa da;
birlesmede ¢ok kuvvetli olmayan, diisiik enerjili baglar rol oynar. Her ne kadar zayif
kuvvetler baglanmada etkili olsa da Ag-Ab birlesmesi son derece spesifik bir
reaksiyondur ve genellikle baglanma tersinmeze yakindir. Ag-Ab birlesmesi sirasinda
iki molekiil birbirine ne kadar yakinsa ve baglanma bolgeleri birbirine ne kadar
uygunsa; baglanma o kadar siki ve saglam olmaktadir (Martin 2001).
Ag-Ab birlesmesi sirasinda etkin olan kuvvetler

e Hidrojen baglari,

e Elektrostatik etkilesimler,

e Van der Waals etkilesimleri ve

e Hidrofobik etkilesimlerdir.
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Elektrostatik etkilesimler, zit yiiklii molekiiller arasindaki itme-¢ekme kuvvetleri ve
polaritesi yiiksek molekiiller arasindaki dipol-dipol etkilesimler olabilir. Ozellikle
protein yapisindaki molekiillerde polipeptit omurgasindaki karbonil gruplar1 ile polar
aminler kalicit dipollere yol agarlar. Elektrostatik etkilesimlerin bir alt grubu olarak
hidrojen baglar1 diisiiniilebilir. Hidrojen bag; flor, oksijen, azot gibi elektronegatif bir
atoma bagli hidrojenin kismi art1 yiiklenmesi sonucunda; bagka veya ayni molekiildeki
elektronegatif atom ile yaptig1 kuvvetli bagdir. Hidrojen baglar1 ve elektrostatik
etkilesimler hem molekiiller aras1 kararliliga hem de antikor-antijen baglanmasinin
kuvvetine katki saglarlar. Hidrojen baglarindan daha zayif olan Van der Walls
kuvvetleri; elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller arasinda meydana gelir.
Birbirine yakin molekiillerin olusturdugu elektrik alan; bu kuvvetlerden sorumlu gegici
dipolleri olusturur. Bu etkilesimler kismen zayif olsalar bile; bircok farkli etkilesimi
biinyesinde barindirdiklarindan toplam baglanma siddetinin %50’sini olusturabilirler
(Martin 2001). Hidrofobik etkilesimler apolar molekiiller ile su arasinda meydana gelen
itici kuvvetlerdir. Termodinamik kararliligin saglanmasinda, polar olmayan bolgeler
entropinin etkisiyle bir reaksiyon bdlgesinde bulunuyorsa, molekiiller aras1 kararliligin

ve baglanma siddetinin artmasina yol agarlar.

Antikorda var olan dipoller ile antijenin dipolleri etkilestiginde; baglanma i¢in uygun
yonelmeyi saglayabilmek adina ortak hareket ederler. Ag-Ab molekiilleri arasindaki
kararliligin saglanmasinda elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglar1 en 6nemli

katkiy1 saglarken; diger kuvvetler tamamlayici etki yapar (D’Orazio 2003).

2.2.2 Antikor-Antijen baglanma kinetigi

Cozeltide antikor-antijen arasinda gerceklesen reaksiyon denklemi asagidaki gibidir.
Ab, serbest antikoru, Ag serbest antijeni, AbAg antijen antikor kompleksini gosterir ve

ka Ve Kgq sirastyla birlesme (assosiasyon) ve ayrisma (dissosiasyon) sabitidir.

Ka

kg

Ab + Ag

Ah'ﬂ‘g Kompleksi

2.1)
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Ab-Ag arasinda gelisen etkilesimlerin temel termodinamik prensibi ise esitlik (2.2)’de
verildigi gibidir.
ka  AbAg

Td [Ab][Azg]
2.2)

Immiinosensérlerde kullanilan antikorlar ve antijenler tasiyict kati yiizeye farkli
yontemlerle immobilize edilirler. Immobilizasyon basamaklar1; kullanilacak antikor
veya antijenin yapisina gore degisebilir ve bu durum baglanma kinetigini

etkileyebilmektedir (D’Orazio 2003).
2.3 Otoimmiin Hastalklar

Saglikli bir bagisiklik sistemi; viicudun kendi hiicreleri ile viicuda giren yabanci
hiicreleri ayirt etme konusunda olaganiistii yetenege sahiptir. Ancak bazen bagisiklik
sisteminde meydana gelen aksakliklar nedeniyle viicut kendi hiicre veya dokularini
“yabanc1” olarak algilayarak onlar1 yok etmeye calisir. Enflamasyona sebep olan, doku
ve organlara zarar veren bu tip hastaliklara otoimmiin hastaliklar denilmektedir. Organa
0zgli veya organa 0zgii olamayan olmak tizere iki farkli tipte ortaya ¢ikan otoimmiin
hastaliklar tek bir dokuyla sinirli kalabildigi gibi, bircok dokuya ayni anda zarar
verebilir. Otoimmiin hastaliklarin; Akut dissemine ensefalomyelit, aplastik anemi,
¢olyak hastaligi, Hashimito tiroidi, Guillain Barre sendromu (GBS), Lambert-
Eatonmiyastenik sendromu (LEMS), multiple skleroz (MS), romatoidartrit, Sjogren
sendromu, Tip 1 diyabet, iiveit, vitiligo, lilseratif kolit, pernisiyoz anemi, toksik guatr,
Addison hastaligi, Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) gibi birgok farkli ¢esidi
bulunmaktadir. Otoimmiin hastaliklara genetik yatkinhigin yaninda; yas, cinsiyet,
yasanilan bolge, kullanilan ilaglar, hormonlar, beslenme gibi farkli etkenler de sebep

olabilmektedir.

Otoimmiin hastaliklarin her birinin kendine 6zgii teshis yontemleri olsa da; hastaligin

siiflandirilmasinda ve alt gruplariin belirlenmesinde; klinik tablonun yaninda hastanin
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otoantikor seviyesi de takip edilmektedir. Otoantikorlarin laboratuvar tanisi immiino
kimyasal ve immiino metrik metodlar ile yapilmaktadir. immiinokimyasal metotlar ile
otoantikorlarin varligmi ya da yoklugunu tanmimlayan Kkantitatif degerlendirmeler
yapildig1 gibi; genellikle ELISA gibi immiinometrik metotlar ile otoantikor

konsantrasyonlarinin kantitatif 6l¢iimii yapilmaktadir.

Gliniimiizde kanser ve kalp-damar hastaliklarindan sonra; o6liime sebebiyet veren
hastaliklar siralamasinda otoimmiin hastaliklar iigiincii sirada yer almaktadir. Bu tez
calismasinda otoimmiin hastaliklar (6zellikle MS, romatoid artrit, Sjogren sendromu,
sistematik lupus eritematozis (SLE)) sirasinda kanda ve BOS’ta miktar1 artan IgG

tayinine yonelik immiinosensorler tasarlanmistir.

2.3.1 Beyin Omurilik Sivis1 (BOS)

BOS, beynin koroidpleksusu tarafindan iiretilen, renksiz bir sividir. Beyin ve omurilik
icin mekanik ve immiinolojik koruma saglayan bu sivinin toplam hacmi yetiskinlerde
140-170 mL kadardir. BOS’un protein igeriginin %80’inden fazlasi plazmanin ultra
filtratindan kaynaklanir ve prealbumin, alblimin ve transferin gibi kiiciik molekiiler
agirlikli proteinler yoniinden zengindir. Plazma lipitlerini igermeyen BOS’un pH’1 kan

pH’ma yakindir.

BOS o6rnegi genellikle lombar ponksiyon ile elde edilir. BOS analizi; subaraknoid
kanamalar1 ile beyin ve omurilik zarlarin1 tutan iltihabi hastaliklarin tanisinin
koyulmasinda 6nemli yer tutar. Alinan BOS 6rneginin gézle muayenesi, bakteriyolojik

ve sitolojik incelemesi ile biyokimyasal analizleri yapilir.

BOS normalde su berrakliginda ve renksiz bir sividir. BOS’un bulanik goriinmesi,
protein ve lipit konsantrasyonundaki artisa ya da enfeksiyona bagli olabilir. BOS un
goriiniimii bazen pembe, turuncu veya sar1 olabilir. BOS’un rengindeki bu degisim
ksantokromi olarak adlandirilir. Ksantokromi genellikle eritrosit yikimindan

kaynaklanir ve BOS dolagimmi bozan tiimoriin, eski beyin kanamasinin, indirekt
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bilirubin diizeyinde artisin habercisidir. Bakteriyel menenjitte BOS hafif bulanik ve
iltihaplidir.

BOS’ta en sik yapilan biyokimyasal test, protein tayinidir. BOS normal kosullarda ¢ok
az protein igerir ve bunun %80’inden fazlasi plazmadan kaynaklanir. BOS
proteinlerinin ¢ogunu albiimin olusturur. Serum proteinlerinin BOS proteinlerine orani
200:1°dir. BOS proteini i¢in normal deger 15-45 mg/dL’dir. BOS’ta protein
diizeylerinin artmast kan beyin Dbariyeri hasari, merkezi sinir sisteminde

immiinoglobulin sentezinin artmasi veya sinir dokusu dejenerasyonuna bagli olabilir.

Otoimmiin hastaliklarin teshisinde serum ve BOS’ta bulunan IgG’nin; serum ve

BOS’taki albiimine orani kullanilarak hesaplanan IgG indeksi 6nem arz etmeketedir.

lgG(BOS) / IgG(serum)

|gG indeksi =
Albumin(BOS) / AlbUmin(serum)

Yukaridaki formiil kullanilarak hesaplanan IgG indeksi 0.7°den biiyiikse kiside

otoimmiin hastalik varlig1 ya da kan beyin bariyeri hasarindan siiphelenilir.

2.4 Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimini ve bu etkilesim sonucunda
gerceklesen kimyasal dontistimler ile fiziksel degisimleri inceleyen bilim dalidir.
Elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede yiiriitiilen elektrokimyasal tepkimeler
reaksiyonun elektron transferi veya elektron gegisi seklinde gerceklestigi yiikseltgenme-
indirgenme (redoks) tiirii tepkimelerdir. Reaksiyonlarin hizlari, mekanizmalari ve
elektrot-analit arasindaki elektron transfer siiregleri iizerinde aragtirma olanagi saglayan
elektrokimya ayni zamanda kimyasal enerjinin elektrik enerjisine doniisiimiini de

inceler (Fisher 1996). Elektrot yiizeyinin yapisi, kullanilan ¢ozeltideki tiirler ve
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aktiviteleri, uygulanan potansiyel gibi faktorler yiik transfer prosesinin gergeklestigi hizi

degistirerek reaksiyon dinamiklerini etkiledigi i¢in bu faktorler iyi analiz edilmelidir.

Ornegin; metalik bir elektrot (m) ¢ozelti (aq) igerisindeki reaktant molekiilleri gibi bir

elektron kaynagina konursa elektrot/¢ozelti ara-yiizeyinde bir yiik transferi

gerceklesecektir.

Fe** (aq) + e<> Fe?* (aq) (2.3)

Bu reaksiyon bir siire sonra dengeye ulasir ve elektrot/cozelti ara-yiizeyindeki elektron
transferi iki faz arasinda potansiyel farki yaratarak net bir yiik ayrimi ile sonuglanir

(Fisher 1996). Elektrot/¢6zelti ara-yiizeyindeki potansiyel diisiisti A@pys:
Apmis= pm— @s (2.4)

om metal potansiyeli ve gs ise ¢ozelti potansiyelidir. Sekil 2.7°de Elektrot/¢6zelti ara-

yiizeyindeki potansiyel degisimi gosterilmistir (Derkus 2012).

Potansiyel

Dy —

Metal Cozelti

Elektrod Yiizeyinden Ulﬂklli

Sekil 2.7 Elektrot/cozelti ara-ylizeyinde potansiyel degisimi
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2.4.1 Elektriksel cift tabaka

Iki faz arasinda potansiyel farki olusturan yiik transfer ayrmm, paralel kapasitdrler
arasinda biriken yiikler gibi diisiiniilebilir. Polarizasyon potansiyelinin uygulanmasi ile
elektrot yiizeyindeki yiik kontrol edilebilir. Elektrot yiizeyinde, spesifik adsorpsiyonla
stern tabakasi i¢ine girerek yiizey potansiyelini degistirebilen iyonlara “potansiyel
belirleyen iyonlar” denir. Potansiyel belirleyen iyonlar her sistem igin farklilik
gostermektedir. Bu iyonlar; katiyr olusturan iyonlar, ¢oziinebilir metaller, ylizey
iyonlari, hidrojen iyonlari, hidroksil iyonlar1 ve yiizey iyonlar1 ile kompleks
olusturabilen iyonlar1 igermektedir. Baz1 iyonlar elektrostatik ¢cekim kuvvetine ek olarak
yiizey aktivitesi de gosterirler. Kovalent baglar, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler
gibi etkilerden dolayi stern tabakasinda kuvvetli bir sekilde absorplanan iyonlar elektrot
yiizeyinde yiiksek konsantrasyonda bulunur (Shaw 1970, Fuerstnau vd.1984, Fuerstnau
ve Chander 1985). Elektrot yiizeyinde yiiksek konsantrasyonda bulunan iyonlar,
dengeleyici iyonlarin varhigi ile yiizeyden uzaklasildikga belli bir mesafeden sonra
cozelti igerisinde normal konsantrasyona ulasirlar. Kimyasal dengeye ulasildiginda
elektrot yiizeyindeki elektrik yiikii ile dagilmis halde bulunan iyonlarin olusturdugu
elektrik yiikii dengelenmis olur. Boylece kondansatoriin ters elektrik yiiklii levhalarina
benzeyen, elektriksel olarak nétr; fakat ¢ozeltiye gore bir potansiyel farki olan elektriksel

cift tabaka olusmaktadir.

Elektriksel cift tabakayr agiklayan ilk modeli, Helmholtz ve Perrin tarafindan ortaya
atilmistir. Bu modele gore elektrot yiizeyindeki fazla yiik, ¢ozeltideki tek tabaka halinde
bulunan karsit yiikler tarafindan nétralize edilir. Yiklerin elektrostatik gilic ya da
cozeltideki dipollerin yeniden diizenlenmesi ile yeniden dagilimi, elektriksel olarak

ndtral bir yiizeyin olugmasini saglar.
gm=-gs (2.5)
gm metal ylizey tiizerindeki yik yogunlugunu; -gs ise mono molekiiler ¢ozelti

tabakasinin yiik yogunlugunu gostermektedir. Helmholtz, elektrot ile ¢ozeltideki iyonlar

arasinda solvasyon tek tabakasinin olabilecegini, boylelikle elektrot tarafindan ¢ekilen
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elektronlarin ara-yiizeye, bu iyonlarin solvasyon kabuklari tarafindan sinirlanan bir
mesafeye kadar yaklasabileceklerini farz etmistir. Elektriksel potansiyel, yiiklii
yiizeyden ¢ok kisa bir mesafede lineer olarak hizla sifira inmektedir. Bu nedenle,
iyonlarin yeniden-diizenlenmesi ile olusan potansiyel diisiisii lineerdir ve yalnizca Dis
Helmbholtz Tabakas1 (Outher Helmholtz Plane, OHP) denilen, elektrot yiizeyi ile bu tek-

tabaka arasindaki bolgede gozlenir.

Fazla negatif yiik

+
oy s
(<] 3 Q
£ + COZELTI =
i 0
w4 =

y £

i (NN

Fazla pozitif yiik T AraYiizeydeki Elektrik
Alan

Sekil 2.8 Helmbholtz ¢ift tabaka modeli ve elektrot potansiyelinin lineer olarak sifira
inmesi

Gouy ve Chapman 1910 yilinda yaptiklar1 bagimsiz ¢alismada Helmholtz ‘un ¢ift tabaka
kuramina iyonlarin Brown hareketini de ekleyerek yeni bir goriis 6ne siirmiislerdir.
Elektriksel ¢ift tabakadan birincisi, adsorplanmanin olustugu i¢ tabakadir; ikincisi ise,
iyonik hareketlerin s6z konusu oldugu difiizyon tabakasidir. Difiizyon tabakas: gelisi
giizel termik hareketler yaninda, elektriksel kuvvetlerden de etkilenmektedir. Difiizyon
tabakasindaki elektriksel yiik dagilimi, Gouy ve Chapman’a gore Boltzmann dagilimina
uymaktadir. Sekil 2.9.b’de yiizeyde adsorplanan iyon ile benzer ve zit 6zellik gosteren
iyonlarin yiizeyden olan uzakliklarina gore konsantrasyon degisimi gosterilmektedir.
Adsorplanmanin oldugu tabaka, sabit (hareketsiz) olarak diisiiniilmektedir. Bu teori,
asagidaki kabul ve modele dayanir (Shaw 1970, Fuerstnau ve Chander 1985, Atalay
1986, Leja 1983, Ugar 1983, Ucar 2004, Cebe 1987, Kocak 2008).
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Sekil 2.9 Gouy-Chapman elektriksel ¢ift tabaka modeli (Ugar 2004)

a. Yiizeydeki elektrik yiikii ve denge iyonlar1
b. Iyon konsantrasyonunun yiizeyden uzakliga gore degisimi
C. Yiizeyden uzakliga gore potansiyelin degisimi

Stern ise, Helmholtz-Perrin modeli ile Gouy-Chapman modelini birlestirmistir. Stern’in

onerdigi bu yeni elektriksel ¢ift tabaka modeli iki katmandan olusmaktadir:

e Yiikli yiizeye yakin mesafede adsorbe olmus ve kuvvetli bir sekilde yiizeyde

tutulan zit yiiklii iyon tabakasi.

e Gouy-Chapman’in dagilmis iyonlar tabakas: modelindeki gibi zit iyonlardan

olusan dagilmis iyonlar tabakas:.

Bu iki katmani Stern tabakasi adim1 verdigi hayali bir tabaka ile ayirmistir ve bu

tabakanin yiizeye olan uzaklig1 yaklasik olarak hidrasyona ugramis bir iyon yarigapi
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kadardir. Bu teoriye gore elektriksel potansiyel, ¢ift tabakanin sabit pargasinda hizla
lineer olarak, difiiz pargada ise derece derece diiser, yani Gouy-Chapman modelinde

oldugu gibi belirgin bir potansiyel diisiisii gozlenmez.

@ @

o %@ e
>l ¥ +
Sl ® @ » ¢

@, @ -

2 + T +

o §

y E
w v --------- --------- Yuzey potansiyeli
AN
§ R Fomeneee Stern potansiyeli
£ S Zeta potansiyeli

Uzaklik
Sekil 2.10 Stern elektriksel ¢ift tabaka modeli

Iyonlar bir miktar suyu yiizeylerine baglayarak hidrasyona ugruyorsa, elektrot yiizeyi de
bir miktar suyu yilizeyine baglayarak ‘kayma yiizeyini’ olusturmaktadir. Stern ylizeyine
cok yakin olan kayma ylizeyi sabit degildir. Etrafi su ile ¢evrili iyonlar elektrot yiizeyine
cok fazla yaklasamaz. Bu nedenle ylizey potansiyeli stern tabakasina kadar lineer olarak
Stern potansiyele diiserken, daha sonra azalan konsantrasyonla birlikte stern potansiyel

de sifira diiser.

Bunlara ek olarak, Stern, kati yiizeyinden d uzaklikta bilesik ¢ift tabakanin Helmholtz
kismi ile iyonlarin spesifik adsorpsiyonu kavramini agiklamistir.  Spesifik
adsorplanmisve hidrasyona ugramamis bu iyonlar tabakasi “I¢ Helmholtz yiizeyi”

(Inner Helmholtz Plane, IHP) olarak bilinir. Hidrasyona ugrayan iyonlar d mesafede
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elektrostatik veya Van der Waals kuvvetlerinin ya da hidrofobik iliskinin etkisiyle
yiizeye adsorbe olurlar. Bu ise “Dis Helmholtz yiizeyi” (Outher Helmholtz Plane, OHP)
olarak bilinir (Lejal983).

Metal ylzeyi  _ Dig Helmholtz yiizeyi (OHP) s

" ;

&, - Su molekilleri tarafindan ‘

*i";!#“ m sarilmis katyon [}
Adsorblanmis .A.'fv‘_-,‘i ]

. -4 -2
L m:‘ ® Helmholtz model

N
@
@

£ Gouy-Chapman model

‘ @, &
Diflizyon tabakasi ® = ®
i¢ Helmholtz yiizeyi (IHP)

Cift Tabaka Modeli Stern model

Sekil 2.11 Cift tabaka modeli ve Helmholtz, Gouy-Chapman, Stern tarafindan yorumlanmasi

1947 yilinda Grahame, ¢oziinemeyen ya da solvasyon kabugunu kaybetmis bir iyonun
¢ozilinebilen bir iyona gore, elektrot ylizeyine daha fazla yaklasabilecegini gostererek
Stern’in One siirdiigli modeli gelistirmistir. Dolayisiyla elektrot ylizeyi ile direkt olarak
temasta olan iyonlar spesifik olarak adsorplanir ve I¢ Helmholtz Tabakasini (Inner
Helmholtz Plane, THP) olusturur. Diger taraftan ¢oziinen iyonlar non-spesifik olarak

adsorplanir ve OHP bolgesini olusturur (Derkus 2012).

Son olarak 1963°te Bochris, Devanathan ve Muller ¢6ziicii olarak suyu model alarak bir
goriis ileri siirmiislerdir (BDM modeli). Su molekiillerinin dipollerinin elektrot yiizeyine
olan yakinliklar1 nedeniyle sabitlenmis bir sirada oldugunu kabul eden bu model

giinimiizde de gegerliligini koruyan ve elektriksel ¢ift tabakay1 tanimlayan modeldir.
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Metal tabaka
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adsorplanmig iyon

Sekil 2.12 BDM modelin sematik gdsterimi

2.4.2 Elektrokimyasal iImpedans Spektroskopisi (E1S)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi elektrot-¢ozelti ara yiiziiniin incelenmesinde,
kiitle transfer oranlarinin 6l¢iilmesinde ve elektrot yiizeyinde gerceklesen reaksiyonlarin
incelenmesinde kullanilan bir 6lglim teknigidir. Bir bagka deyisle; temelinde elektriksel
devre bilesenlerinin bulundugu, son derece duyarl elektrokimyasal bir yontemdir (Bard
ve Faulkner 2001). Elektrot kinetigi, korozyon g¢aligmalari, kati faz elektrokimyasi,
biyoelektrokimya gibi bir¢ok farkli alanda kullanilan impedans ol¢iim metotlarinin
temeli 1886 yilinda Oliver Heaviside tarafindan yapilan ¢aligmalara kadar
dayanmaktadir (Josephs 1971). Yapilan elektrokimyasal hiicre temelli galismalarin
hepsinde bir devre olusturulmaktadir. Esdeger devre kullanilarak deneysel spektrumlar,
ilgili teorik egrilere rahatlikla oturtulabilmekte ve elektriksel parametre verileri elde
edilebilmektedir. Direng, kapasitans ve karmasik impedans elemanlarini igeren bu
devrelerin sisteme uygulanmasi, elektriksel hiicre igeriginin anlasilabilmesi i¢in oldukca
onemlidir. Sisteme uygulanan sinyal ile alinan tepkinin orantili oldugu bu sistemlerde

devrelerin miimkiin oldugunca basit ve anlagilabilir sekilde olusturulmasi onemlidir
(Yuan vd.2010).

Onceki boliimde anlatildign gibi elektrot-gozelti ara yiiziinde gerceklesen etkilesimi
aciklayan elektriksel ¢ift tabaka; ¢ozeltideki iyonlarin biriktigi bolgedir. Yani burada
olusan ara ylizey yiikleri depolar ve kapasitor gibi davranir. Paralel basit bir kapasitoriin

biitiinlesik kapasitansi (2.6) esitliginde goriildiigi gibidir:
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C=q/E (2.6)

Burada; q, kapasitor diizlemleri arasina E potansiyel farki uygulandigi durumdaki yiik
miktarini gostermektedir. Elektrokimyasal hiicrelerde ¢ift tabakanin kalinligi, uygulanan
potansiyel farki ile orantilidir. Bu degisken kapasitans degeri, alternatif akim impedans
spektroskopisi  (Alternating current Impedance spectroscopy, AC-Impedance
Spectroscopy) ile olgiilebilmektedir. Bu yontem ile elektrokimyasal hiicreye siniisoidal
sinyal pertiirbasyonlar1 uygulanir ve farkli elektrokimyasal siire¢lere karsi olusan akim

analizlenir (Derkus 2012).

EI genelde elektrokimyasal hiicreye AC potansiyeli uygulanarak ve hiicreden gecen
akim belirlenerek Olgiiliir. Uygulanan siniisoidal pertiirbasyon E; esitlik (2.7)’de
verildigi gibidir:

E:= Eo Sin (ot) (2.7)

E:, t anindaki potansiyel; Eo, sinyal genligi ve o=2xf agisal frekanstir (f frekans, Hertz).
Bu potansiyele kars1 olusan cevap, potansiyel ile ayni frekansta fakat farkli genlik ve faz
acisina sahip zaman bagimli bir AC akim sinyalidir. Impedimetrik sisteme uygulanan

siniisoidal uyar1 ve alinan cevap grafigi sekil 2.13’te gdsterilmistir.

\Zaman —»

\
\

\
\

Sekil 2.13 impedimetrik sisteme uygulanan siniisoidal uyar1 ve alinan cevap

= lo -Sin (ot+ ¢) (2.8)
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Elektrokimyasal ¢ift tabaka yukaridaki esitlige (2.8) bir kapasitif devre elemani
eklemektedir. Diger elektrot prosesi de zamana bagh diflizyondur. Bu nedenle direng
yerine impedans kullanilmaktadir. Sistemde zamanla degisen alternatif akim
kullanildigindan frekans 6lglimii sistemin ana temasi olarak ele alinir. Bunun sonucunda

elde dilen impedans Ohm yasasina benzetilmeye ¢alisilirsa esitlik (2.9) elde edilir:

E,  EpSin(wt) Sin(wt)

I,  Iy(Sin(wt +#) °Sin(wt + ¢)

(2.9)

Yukaridaki esitlikte (2.9) Z impedansi, E potansiyeli, I akimi; t zamaninin fonksiyonunu
gostermektedir. AC akim siniisoidal bir karakter gosterdiginden akim ile potansiyel
arasindaki zamana baglh fark sinilis fonksiyonu ile aciklanir. Buna gore sistem AC
impedansini 0lgmekte, boylelikle alternatif akim impedans spektroskopisi (Alternating
current impedance spectroscopy, AC-Impedance Spectroscopy) adimi almaktadir. Bu
esitlikten impedansin genlik (Zg) ve faz kaymasi (¢)’'na bagl olarak tiiretildigi
goriilebilir. Bu, impedansin bir vektdr gibi degerlendirilebilmesine olanak saglar.
Sadece R direncinden olugmus basit bir sisteme ohm yasast uygulanirsa, akim ve

uygulanan potansiyel arasinda esitlik (2.10) da goriilen denklem elde edilir:
i=ER (2.10)
Burada faz agisi sifirdir. Kapasitor i¢in de ayni iligki kurulabilir:
I = (AE/X;).Sin(ot + 7t/2) (2.11)

R yerine X. (kapasitif rezistans) konur; faz agis1 7/2’dir. (2.12) da verilen esitlikte J

degeri (v-1) yerine konursa kompleks diizelmede siniisoidal cevap elde edilir.
E=-jX.i (2.12)

Bir kapasitor ve rezistoriin seri baglanmig durumu igin toplam potansiyel diismesi, her

bir elementin toplanmasiyla (2.13) ve (2.14) esitlikleri elde edilir.
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E=Eg+Ec=i(R—jXo) (2.13)

E=1z (2.14)

Esitlik (2.14) de goriilen Z impedans1 verir. Impedans, devre tarafindan énlenen akim
gociiniin Olgiilebilmesini saglar. Bu durumdan sonra akim, voltaj ile 90°'lik faz agisi

yapmayacaktir. Faz acisi:

tano=X/R=1/oRC (2.15)

R ve — jXc aynm1 zamanda gercek ve sanal impedans olarak Z" ve Z'’seklinde de
gosterilebilir. Z ise gercek ve sanal impedansin toplamidir. Meydana gelen akim da ayni
frekansta salinim yapmaktaysa da voltajdan farkli genlik ve acidadir. Bu siire¢, donen
bir vektdr (rotating vector) lizerinde ya da kompleks bir diizlemde fazdr iizerinde

(Armand diyagrami) gosterilebilir:

Akim
"""" .. o=2nf
by
E ‘-‘\ X
2 s AN o
\2 : .
’ . : N .
¥ Y Potansiyel

Sekil 2.14 ¢ faz acisi ile ayrilmis ve akim-potansiyel degisimini gosteren fazor

Z=27+jZ, (2.16)

Bu yontemde faz-igi bilesen (Z;) sistemin direnci ile ilgiliyken faz-dis1 bilesen (Z;) daha
cok yalitkan tabakalarin olusumu ile ilgilidir. Farkli birgok grafik arasindan
impedimetrik verilerin gdsterimi i¢in en fazla sanal impedansin gercek impedansa kars1
grafige gecirilmesi ile elde edilen Nyquist Grafigi kullanilmaktadir. Bu grafikteki her

bir nokta farkl bir frekans degerine aittir.

33



: R,
R,
0 0
e~
|Z]
¢ z
(a) (b) -
R, R,

Sekil 2.15 Tipik bir Nyquist impedans spektrum grafigi

Yukaridaki impedans egrisine bakildiginda bir frekans taramasi séz konusudur. Bu
impedans spektrum profili R; direncine (a) ait degerle baslayan ve (b) degeriyle biten,
toplam1 R; + R, olan bir yarim daire seklindedir. Ry degeri ¢ozelti direncini gosterirken
R, direnci yiik transfer direncini (R¢) gostermektedir. impedimetrik dlgiimlerin ilk
anlarinda yiiksek frekans (diisiik enerji) pertiirbasyonlar1 uygulanarak ¢ozelti direnci
Olciiliir. Daha sonra frekans azalir, enerji yavas yavas artar ve tarama bolgesi elektrot
yiizeyine dogru kayar. Bu kisimda diren¢ en fazla oldugu i¢in Nyquist grafiklerde
kapasitif diren¢ en st degerlerde gozlenir. Frekans azaldik¢a direncin artist
gozlenmistir ve bir noktadan sonra impedans egrisi diiz bir egri halini almistir. Frekans
en diisiik, enerji en yliksek halini aldiginda elektromanyetik dalgalar elektrot icerisine
girerek Nyquist grafiginde difiizyon olarak gézlenen dogrusal kismi olustururlar. Bu

diiz egri Warburg impedansini gostermektedir (Uygun 2012, Derkus 2012).

Zw=o(w) (1 —j) (2.17)

Esitlik (2.17)’teki o agisal frekans, o ise Warburg katsayisidir.

Devre cizilebilmesi, elde edilen impedans egrisinin devre iizerine oturtulmasi i¢in ara
yiizey karakterizasyonunun dogru bir sekilde yapilmasi ve hangi tabakanin hangi devre

elemanina karsilik geldiginin iyi Dbilinmesi gerekmektedir. EIS’nde ara yiiz
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ozelliklerinin incelenmesi Randles hiicresi olarak tabir edilen elektrokimyasal hiicrenin
devre iizerine oturtulmasiyla yapilir. Sekil 2.16’da goriilen Randles devresi elektrot
yiizeyindeki ¢ift tabakanin rezistoriine (R¢) paralel baglanmis kapasitorden (C) ve onlara
seri olarak baglanmis ¢Ozelti direncinden meydana gelir. Warburg impedans1 (W) ise

elektroda frekans bagimli difiizif transportu gostermektedir.

-II—-‘J

W

Ke

Sekil 2.16 Randles devresi

Genellikle impedans spektrumlar: Nyquist ve Bode diyagramlari olmak {izere iki farkli
diyagramda kullanilmaktadir. Bu iki diyagramin ortak noktasi impedansi frekansin
fonksiyonu olarak sunmalaridir. Nyquist diyagrami 6l¢iim alinan farkli frekanslardaki
Olctimiin her noktasinda gergel ve sanal degerlerine kars1 frekans egrisi olusturmaktadir
(Yuan vd.2010). Bode diyagrami ise impedans sonuglarinin alternatif bir sunumudur.
Modiil ve fazin log[Z] ile tanimlanmasi ile ¢izilir. Bode normalde frekansin logaritmik
karsiligidir bu nedenle her onlu 6l¢iimde ayni numaralar1 gosterir (Yuan vd.2010). Bode
grafiginde olglimler uzun zaman almaz, diisiik frekanslarda polarizasyon direnci (Rp)
belirlenebilir. Her iki diyagramda yiiksek frekanstan diigiik frekansa dogru bir tarama
gergeklestirir. Bu sayede baslangi¢ direnci bulunabilmektedir. Deneysel verilere gore
hangi diyagramin kullanilacagi belirlenir, eger deneysel veriler dagmik ise Bode

Diyagrami, tam yarim daire seklinde ise Nyquist Diyagrami tercih edilir.

a . b A
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Sekil 2.17 Nyquist ve Bode diyagramlar: (Uygun 2012)
a. Nyquist diyagrami b. Bode diyagrami
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2.4.3 Doniisiimlii Voltametri (Cyclic Voltammetry, CV)

Voltametri, Volt-amperometri kelimesinden tiiretilmis olup, elektrokimyasal hiicreye
uygulanan potansiyel sonucu, hiicrede gergeklesen kimyasal degisimin sebep oldugu
akimin Olgiildiigii tekniklerin genel adidir. Elde edilen akim—potansiyel egrisine
voltamogram adi verilmektedir. Voltametri deneyleri T{glii elektrot sisteminde
gerceklestirilir. Potansiyeli degisen elektrot, calisma elektrotu adini alir. Calisma
elektrotu; incelenen elektrokimyasal olaymn gerceklestigi elektrottur ve islevi
elektrokimyasal 6l¢iim bolgesini olusturmaktir. Calisma elektrodu iizerinde maddelerin
indirgenmesinden dolay1 olusan akima katodik akim, yiikseltgenmesinden dolay1 olusan
akima anodik akim denir. Bu elektrotlar amaca bagli olarak soy (inert) veya soy
olmayan metallerden se¢ilebilir. Voltametride ¢alisma elektrotu olarak civa, platin,
altin, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, camsi karbon, karbon

cloth elektrot) gibi elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kullanilan ikinci elektrot potansiyeli deney siiresince sabit kalan referans elektrottur. Bu
elektrot polarizlenmeyen elektrot olarak da tanimlanir. Referans elektrotun potansiyeli
yeterince sabit olup, pil hiicresinde potansiyeli dlgiilen diger elektrotlara kiyasla bir
karsilastirma gorevi goriir. Yeterince sabit teriminden kasit, potansiyelindeki degisimin;
akim, zaman ve degiskenlerdeki degismelerden minimum o6l¢iide etkilenmesidir. Bu
elektrotlar genel olarak ikinci tiirden metalik elektrotlar olarak bilinirler. Referans

elektrot olarak Ag/Ag+, Ag/AgCl, SHE ve SCE yaygin sekilde kullanilir.

Kullanilan tigiincii elektrot yardimei elektrottur. Karsit elektrotta denilen bu elektrodun
gorevi elektronlar i¢in kaynak ve havuz olusturmak, bdylece pilden akimin gegmesini
saglamaktir. Soy metallerden segilen karsit elektrodun potansiyeli genellikle 6lgiilmez.
En sik kullanilan karsit elektrot platin (Pt) elektrottur.

Denge halindeki elektrokimyasal hiicreye; disaridan denge potansiyelinden farkli bir
potansiyel uygulanirsa, sistem yeniden dengeye ulasmaya calisir ve bu sirada bir

elektrot tepkimesi olur, yani devreden akim geger. Voltametrik hiicrede yer alan ve alani

36



cok kiiciik olan bir mikro ¢alisma elektrodu ile bir karsilastirma elektrodu arasina
uygulanan ve degeri zamanla degistirilen potansiyele karsi, caligma elektrodu ile karsit
elektrot (iki elektrotlu hiicrelerde ¢alisma elektrodu ile referans elektrot) arasindaki
akim Olgtliir. Elektrot yiizeyinde olusan akim, birim yiizeye gelen madde miktar ile

orantilidir. Akim esitlik (2.18) de goriildiigii sekilde hesaplanir.

i = NFAQ(0,1) (2.18)

Bu esitlikte q(0,t); elektrodun birim yiizeyine t aninda gelen madde miktaridir. Fick
kanunlar olarak ifade edilen diferansiyel denklemlerin, genisleyen kiiresel elektrot i¢in
¢oziiliip, q degerinin yukaridaki (2.18) esitliginde yerine konulmasiyla Ilkovig esitligi
(2.19) elde edilir:

ig = 0,732nFCD*?m?3t+6 (2.19)
Bu esitlikte (2.19) terimlerin agiklamalar1 asagidaki gibidir.

i: akim (A)

n: aktarilan elektron sayisi, mol (e/mol)

F: Faraday sabiti (mol/mol e’

C: ana ¢ozeltideki elektroaktif madde konsantrasyonu (mol/cm?)
D: difiizyon katsayisi(cm?/s)

m: akis hizi (g/s)

t: zaman (saniye (s))

Dontistimlii voltametri teknigi elektrokimyasal teknikler icinde en sik kullanilan
tekniktir. Bu teknikte potansiyel, zamanla dogrusal olarak degistirilir. Uygulanan
potansiyelin zamanla degisim grafigi sekil 2.18’de verilmistir. Potansiyel taramasi bir
E1 baslangi¢ potansiyeli ve E2 potansiyeli arasinda yapilirsa metot dogrusal taramali
voltametri adin1 alir (LSV). Eger E2 potansiyeline ulastiktan sonra ayni tarama hiziyla
ilk tarama yOniine gore ters yonde tarama yapilirsa metodun adi doniistimlii voltametri

olur. Ters taramada potansiyel E1’de sonuglanabilecegi gibi farkli bir E3 potansiyeline
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de gotiiriilebilir. Ileri taramada indirgenme olmussa ters taramada yiikseltgenme
meydana gelir. LSV analitik calismalar i¢in uygun bir metottur. Fakat elektrot

mekanizmalarinin incelenmesinde, adsorpsiyon olaymin arastirilmasinda ve kinetik

calismalarda CV teknigi daha ¢ok kullanilir (Derkus 2012).

L Dingii1
Epitis

Potansiyel

Tlen
Tarama

Doniis
Potansiveli

Zaman

Sekil 2.18 Doniisiimlii voltametri tekniklerinde potansiyel taramasinin zamanla degisimi

Elektroda hizli bir potansiyel taramast uygulandigi zaman potansiyel, standart
indirgenme potansiyeli degerine yaklasilinca madde indirgenmeye baglar. Potansiyel
negatiflestik¢e elektrot yilizeyindeki maddenin indirgenme hizi ve buna bagl olarak da
akim artar. Indirgenme hiz1 yeterince biiyiikse akimu, elektrot yiizeyine difiizyonla gelen
madde miktar1 kontrol eder. Zamanla difiizyon tabakas1 kalinlagacagindan difiizyon hizi
azalir ve akim da azalmaya baslar. CV’de elde edilen pik akimmin biyiikligi

elektroaktif maddenin konsantrasyonu, aktarilan elektron sayisi, elektrot yiizey alani ve

difiizyon katsayisi ile degisir.

Dontigiimlii voltametri tekniginin avantajlarindan birisi de yontemin degisik tarama
hizlarinda uygulanabilmesidir. Boylece elektrot tepkimesi ile olusan ara iriinlerin
kararliliklar ile ilgili konular belirlenebilmektedir. Ara iiriinlerin yan1 sira adsorpsiyon,
difiizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna etki eden kimyasal reaksiyon olaylarini da
belirlemek miimkiindiir (Derkus 2012). Ayrica tarama yoniiniin degistirilmesi ile

reaksiyon mekanizmasi ve kinetik veriler hakkinda bilgi edinilebilir. Elektrot ylizeyinde
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gerceklestirilen modifikasyonlarin takibi de yine doniislimlii voltametri teknigi

yardimiyla yapilmaktadir.

Bu karakterizasyon tekniginde gesitli redoks problarin elektrokimyasal davranislarindan
faydalanilir. Redoks problar, yalin elektrot yilizeyinde tersinir ve ¢ok yiiksek hizda
elektron transferi gerceklestiren maddelerdir. Karakterizasyon sirasinda modifiye
elektrot yiizeyi ile yalin elektrot yiizey arasindaki farklar, ¢esitli redoks problar yardimi
ile kolaylikla anlasilabilir. En c¢ok kullanilan redoks problara bu tez calismasinda
kullanilan potasyum ferrosiyaniir (Ks[Fe(CN)]s)’in yani sira dopamin, ferrosen,

askorbik asit 6rnek gosterilebilir.

Bu redoks problardan birinin ¢6zeltisi hazirlandiktan sonra uygun potansiyel aralifinda
once ¢iplak elektrot calisma elektrodu olarak kullanilarak, sonra da modifiye elektrot
kullanilarak CV’si alinir. Bu voltamogramlar karsilastirilarak modifiye edilmis yilizeyin
elektrokimyasal 6zellikleri belirlenebilir. Sekil 2.19°daki voltamogramlarda, yalin camsi
karbon elektrot yiizeyinde K3(Fe(SNC))’in elektron aktarimi oldukg¢a hizliyken (kesikli
voltamogram), polimer modifiye edilmis camst karbon yiizeyinde (gizgisel

voltamogram) ferriizosiyanatin elektron aktarim hizi kismen bloke edilmistir (Garcia
vd. 2001).

% 4 .~ Yahn elektrod
204 }
,'// T—
>
e
™ e
x4 ; Modifiye elektrod
{
a4

——————y—————y—— v ——y— - - - v -—y
o 2 - a

E/V

Sekil 2.19 K3(Fe(SNC)’1n yalin bir camsi karbon (GC) elektrot Yyiizeyinde (kesikli
voltamogram) ve polimer ile modifiye edilmis GC’de davranigi1 (Garcia
vd.2001)
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2.4.3.1 Tersinir reaksiyonlarin doniisiimlii voltamogrami

Elektrot reaksiyonu;

O+ne=R (2.20)

esitlik (2.20)’de goruldigi gibi ise, ve baslangigta ¢ozeltide yalmiz O maddesi
bulunuyor, ayrica elektron aktarimi disinda herhangi bir kimyasal reaksiyon
gerceklesmiyor ve elektrot ylizeyinde adsorpsiyon olayr meydana gelmiyor ise i-E
grafigi pik seklinde gozlenir ve tarama hizi arttik¢a pik yiiksekligi artar. Doniistimlii
voltametride akimin maksimum oldugu noktadaki pik potansiyeli Ep olarak adlandirilir.
Potansiyel taramasi geriye dogru yapildiginda tarama hizli ise elektrot yiizeyinde yeteri
kadar R bulunacagindan Eo degerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde R
yiikseltgenmeye baglayacaktir. Bu nedenle ters taramada anodik pik olusacaktir. Ters
tarama esnasinda; Eo degerine kadar O indirgenmeye yani R olugsmaya devam edecektir.
Ters taramada potansiyel pozitiflestikge, Nernst esitligine gore R ylizey konsantrasyonu
azalacak ve yeteri kadar pozitif degerlerde sifira gidecektir. Ancak deney sirasinda
yiizeyde olusan R, c¢ozeltiye dogru diflizleneceginden ters tarama akimi katodik
akimdan biraz daha diisiik olacaktir. Tersinir “O + ne = R” reaksiyonunun CV

voltamogrami sekil 2.20°de verilmistir.

Sekil 2.20 Tersinir bir elektrot reaksiyonun doniisiimli voltamogrami
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Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi 25°C sicaklikta asagidaki esitlikle (2.21)

gosterilir. Bu esitlige Randles — Sevcik esitligi ad1 verilir.

(ip)eer = 2,69 x10°n**ADo"2Cov*? (2.21)

Bu esitlikteki terimlerin anlamlar: asagidaki gibidir;
ip: Pik akim1 (A)

Do: O tiiriiniin difiizyon katsayis1 (cm?/s)

v: Tarama hizi (V/s)

Co: O tiirliniin ana ¢6zelti konsantrasyonu (mol/cm3)

Tersinir durumda Ep tarama hizina baglh degildir. Bir tersinir indirgenme reaksiyonunda

Ep ile Eyp arasindaki iliski (2.22) esitligindeki gibidir.

E =£H—1_1.R_n;

(2.22)

CV teknigi ile sistemin tersinirlik testi yapilabilir. Bunun igin sistemin bazi Kriterlere

uymasi gerekmektedir (Greef vd. 1990). Bu kriterler sunlardir:

1. ip - v grafigi dogrusal olmalidir.

2. E)— E,* = 59/n mV veya E, — Epp = 57/n mV olmalidr.

3. Ep, tarama hiz1 ile degismemelidir.

4.,/ iy =1 olmal ve bu oran tarama hiz ile degismemelidir.

12

5. Ep’ten daha negatif potansiyellerde akim, t™ ile orantili olmalidir.

Bir sistemin tersinir olmasi igin yukaridaki kriterlerin hepsinin saglanmasi gereklidir.

Tersinir sistemlerde biitiin potansiyellerde elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan

biiyiik oldugu i¢in elektrot yilizeyinde Nernst esitligi gegerlidir.
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(2.23)

2.4.3.2 Tersinmez reaksiyonlarin doniisiimlii voltamogram

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeteri kadar biiyiik olmadigindan elektrot
yiizeyinde Nernst esitligi gegerli degildir. Bu durumda CV voltamograminin sekli,
tersinir durumdan farklidir. Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok diisiik ise, elektron
aktarim hiz1 kiitle aktarim hizindan daha yiiksektir ve sistem tersinir gibi gozlenebilir.
Tarama hiz1 arttikca kiitle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile ayn1 seviyeye gelir. Bu
durum tarama hiz1 arttikca anodik ve katodik pik potansiyellerinin birbirinden
uzaklagmasi ile belli olur (Sekil 2.21). Tersinmez elektron aktarim reaksiyonlarinda
standart hiz sabiti tersinir reaksiyonlardakine gore daha kiicliktiir. Tamamen tersinmez
sistemlerde anodik pik gozlenmez. Anodik pik gozlenmeyisi her zaman sistemin
tersinmez oldugunu ispatlamaz. Elektron aktarim basamagimi takip eden ¢ok hizli
kimyasal bir reaksiyon varliginda yani olusan iiriin, hizl1 bir sekilde baska bir maddeye

dontistiiglinde de anodik pik gozlenmeyebilir.

’\—/ﬁ
- . — A, E"‘c‘a/v

: / » = E'EcO/v
a
T I -
L — L X E-ESV
0.2 0.1 0.0 -0.1 -0.2

Sekil 2.21 Tersinmez bir elektrot reaksiyonunda CV ile farkli tarama hizlarinda anodik ve
katodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklagmasi(Turan vd. 2008)

a. 0,13 V/s, b.1,3 V/s, c. 4 VIs, d. 13 V/s
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Dontisiimlii voltametri ile tersinmez bir reaksiyonun taninma kriterleri (Greef vd.1990)

1. Anodik pik gézlenmez.

2 ipk, tarama hizinin karekokii ile dogru orantili olarak degisir.

3. Epk kaymasi1 tarama hizindaki 10 kat artmada 30/ocn,, kadardir.
4. |Ep-Epr| = 48/(acne) mV’dur.

2.4.3.3 Yari-tersinir reaksiyonlarin doniisiimlii voltamogram
Yar tersinir reaksiyonlarda akim diflizyon hiz1 ve elektron aktarim hizi ile birlikte

kontrol edilir. Tersinir, yari tersinir ve tersinmez durumlar igin akim, tarama hizinin

karekokiine kars1 grafige gegirilirse sekil 2.22°deki gibi bir grafik elde edilir.

Tersinmez

~
7
7 vy,

»
»

Sekil 2.22 Doniistimlii voltametride pik akiminin tarama hizinin karekoki ile degisimi

Dontigiimlii voltametride bir reaksiyonun yari tersinirlik kriterleri ise ( Greef vd. 1990 )

1. |p, Vl/Z

ile artar ancak dogrusal degildir.

2. Epk, tarama hizi ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif
degerlere kayma yontindedir.

3.ip* /iy =1 olmahdir. (o = 0,5 ise)

4, Epk — Ep*fark: diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagmalidir.
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2.5 Biyolojik Materyallerin immobilizasyonu

Elektrot ylizeyinin uygun kimyasallar ile modifikasyonu biyosensorlerin hazirlanmasi
i¢in olduk¢a 6nemli bir adimdir. Elektrot yiizeyindeki kati/sivi ara fazinda gergeklesen
elektrokimyasal reaksiyonlarin hizlarinin ve se¢imliliginin kontroliinii saglayan elektrot
modifikasyonuna yonelik ilk ¢aligmalar 1970’11 yillarda baglamistir (Lana ve Huubard
1973, Moses 1975). Elektrot tasariminda kullanilacak olan biyoreseptoriin, ileticinin,
elektrot yiizeyinin kimyasal ve fiziksel yapisina bagli olarak farkli immobilizasyon

yontemleri kullanilmaktadir.

Biyolojik materyallerin elektrot yiizeyine basarili bir sekilde tutturulmasi ise
biyosensorlerin gelistirilmesinde en kritik adimdir. Biyosensor performansina dogrudan
etki eden immobilizasyon basarisi biyosensoriin; calisma ve saklama siiresi, cevap

zamani, tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklerini etkilemektedir (Andreescu ve Sadik 2004).

2.5.1 Tastyiciya baglama yontemi

Tastyiciya baglama yontemi immobilizasyon icin kullanilan en eski yOntemdir.
Tastyiciya baglama kovalent, iyonik veya adsorptif bicimde uygulanabilir. En kritik
adimi biyomateryale uygun tasiyict secilmesidir.  Tasiyict seciminde partikiil
blytikligl, toplam yilizey alani, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orani,
tastyicinin kimyasal bilesimi gibi kriterler esas almir. Immobilizasyonda kullanilan
tasiyicilar dogal veya sentetik olabilir. En sik kullanilan dogal tasiyicilar seliiloz,
nisasta, dekstran, jelatin, aktif karbon ve cam; sentetik tasiyicilar ise polistiren,
poliakrilamit, polimaleikanhidrit, polimetakrilat, silika jel ve iyon degistirici

rec¢inelerdir.
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Sekil 2.23 Tastyictya baglama yonteminin sematik gosterimi

Tastyiciya adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyonda; suda ¢dziinmeyen adsorbanin
enzim ¢ozeltisi ile karistirilmast ve enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi
temeline dayanir. Biyomolekiiliin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan kuvvet Van der
Waals kuvvetleridir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar; aktif
karbon, gozenekli cam, diatome topragi, CaCOs, kiil, silikajel, bentonit, hidroksiapatit,
nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir. Adsorpsiyonla baglama yoOnteminin avantaji;
yontemin basitligi, uygulama kolayligi ve immobilizasyon gergeklestirilirken biyoaktif

maddenin (genellikle enzim) saflastirilmasina olanak saglamasidir.

Iyonik baglama ise; iyon degistirmeye yetenegine sahip, suda ¢dziinmeyen tastyicilar ile
enzimin iyonik olarak baglanmasi temeline dayanir. Iyonik baglama 1liman kosullarda
gerceklestiginden enzim konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklik meydana
gelmez. Ancak iyonik bag; kovalent bag kadar saglam karakterde olmadigindan enzim

kaybr olabilir.

Kovalent baglama; tasiyici ile enzim zincirindeki aminoasitlerin tasidig: reaktif gruplar
iizerinden gergeklesir. Immobilizasyon kosullarina oldukca dikkat edilmesi gereken
kovalent baglama yonteminde kullanilacak tasiyicinin suda ¢oziinmemesi ve mekanik

olarak kararli olmasi gerekmektedir.
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2.5.2 Capraz baglama

Kiiclik molekiillii iki veya ¢ok fonksiyonlu reaktifler ile biyomolekiil arasinda bag
olusturularak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusmasin1 saglar. Capraz baglama
derecesi pH’a, kullanilan reaktif konsantrasyonuna ve immobilize edilecek
biyomolekiile baglidir. Bu yontemde biyomolekiil kuvvetli bir sekilde baglandigindan
desorpsiyon ¢ok diistiktiir.

Sekil 2.24 Capraz baglama yonteminin sematik gosterimi

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu dort farkl sekilde gerceklestirilir;

1) Biyomolekiiliin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu.

2) Biyomolekiiliin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu.

3) Biyomolekiiliin suda ¢6ziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu.

4) Biyomolekiiliin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonu.

En sik kullanilan capraz baglama reaktifleri; bu tez calismasinda da kullanilan
glutaraldehitin yani1 sira; izosiyanat tiirevleri, bisdiazobenzidin, N-Npolimetilen ve 2-5-

difloro-2-4-dinitro benzendir.
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2.5.3 Tutuklama yontemi

Tutuklama; enzim molekiiliinii belli bir alanda durmaya zorlamaktir, bu sayede enzim
bulundugu cevreden disariya ¢ikamaz. Tutuklama islemi polimer matriks i¢indeki
kafeslerde  gerceklestirilebilecegi  gibi  yar1  gecgirgen  membranlar  ig¢inde
mikrokapsiilleme ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz
baglama ile immobilizasyondan ayiran temel fark; enzim molekiiliiniin fiziksel veya

kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir (Tischeriand ve
Wedekind 1999).

2.5.3.1 Mikrokapsiilleme

Bu yontem biyomolekiiliin yar1 gegirgen bir membran i¢inde tutuklanmasindan ibarettir.
Mikrokapsiillerin  biiytikliigi 1-100 pm arasinda degismektedir (Tischeriand ve
Wedekind 1999). Bu yontem ile biyomolekiil immobilizasyonu; siirekli ve siirekli
olmayan yar1 gegirgen membran mikrokapsiillerde tutuklama olmak {izere iki grupta
incelenebilir.  Sitirekli  mikrokapsiillerde  ¢erceve  membran  kati,  siireksiz
mikrokapsiillerde ise sivi bir tabakadir. Her iki grupta da immobilizasyonda kullanilan

cerceve maddesinin (membran) yar1 gegirgen olmasi zorunludur.

Sekil 2.25 Mikrokapsiilleme igleminin sematik gosterimi
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2.5.3.2 Polimer kafeste tutuklama

Yontemde enzim molekiilleri yiiksek derecede ¢apraz bagli polimerin baglari arasinda
tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir. Polimerizasyon ve
capraz baglanmanin olustugu ortamda enzim de bulundugu takdirde biyomolekiil ¢apraz

baglama sonucu Olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir.

Sekil 2.26 Polimer kafeste tutuklamanin sematik gosterimi

Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N metilenbisakrilamit ile ¢apraz baglanmis
poliakrilamittir. Capraz bag yiizdesinin asir1 olmas1 durumunda; substrat biyomolekiiliin
aktif merkezine ulagmakta zorlanir ve biyomolekiil aktivite kaybina ugrayabilir.
Yontemin avantaji ise; kolay uygulanmasi ve c¢ok az miktar enzim kullanilarak
gerceklestirilmesidir. Ayrica kimyasal baglanma olmadigindan yiikli tasiyiciya gerek
duyulmamaktadir.

2.6 Nanosensorler

Fonksiyon verilebilen nano boyutlu yapilar1 nanopartikiiller, nano ¢ubuklar, nano teller,
nano gozenekli ve nano boyutlu, ¢ekirdek-kabuk yapilar1 olarak smiflandirabiliriz

(Asefa vd. 2009). Nano Ol¢iide materyallerin kimyasal algilamada, biyomedikal
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caligmalarda ve biyolojik analizlerde kullanilmasi giliniimiizde olduk¢a yaygindir

(Schultes vd.2007,Shimizu vd.2008).

Nanopartikiiller 100 nm’den kiiciik, elektron tutucu etkiye, gecici miknatistik 6zelligine,
yiizey plazmon rezonanst gibi Ozelliklere sahip bilesiklerdir. Boyutlar1 ve sahip
olduklar1 o6zellikler nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre olabilen
nanopartikiillerin kullanildig1 sensorler nanosensér adi ile anilmaktadir. Biyosensorler
i¢in ilk nanopartikiil uygulamalar1 1970’li yillarda 5-50 nm c¢apinda koloidal altin
kullanimi1 ve elektron mikroskop i¢in immuno histokimyasal prob kullanimi ile
baslamistir (Hayatt 1989).

Aragtirmalar peptid, protein ve niikleik asit gibi biyolojik molekiillere baglanabilen ve
optik, elektronik ya da manyetik Ozelliklere sahip nanopartikiillerin gelistirilmesi
tizerinde yogunlasmistir (Portakal 2008). Burada kullanilan nano boyutlu malzemenin
manyetik olmasit spesifik hiicrelerin ayriminda, tanilanmasinda kolaylik saglayan bir
ozelliktir. Ayrica son yillarda protein, enzim, antikor-antijen gibi biyoaktif yapilarin
immobilizasyon asamalarinda da kullanilmaya baglanmistir. Nanomalzemelerin
kullanim alaninin  6nemli  bir kismini da mikroorganizma tayin c¢aligmalari
olusturmaktadir. Farkli nano yapilar kullanilarak bakteri ile secgici olarak etkilesebilen,

hizli tayin ve dogru dl¢iime olanak saglayan sensorler gelistirilmektedir.

Nanopartikiillerin en biiylik avantajlar1 yiiksek yiizey alani/hacim oramidir. Elektrotlar
nanopartikiillerle modifiye edildiklerinde hem elektrodun yilizey alanimi arttirarak
immobilizasyon verimini arttirmakta hem de elektron aktarim hizini arttirarak daha

diisiik tayin limitlerine inilebilmesine olanak saglamaktadirlar.

Nanopartikiiller kullanilarak hedefe yonelik birgok sensor modeli gelistirilmistir.
Nanopartikiil bazli sensorler, altin, giimiis, demir oksit gibi metal ve metal oksit

ozelliginde olabilirler.
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Altin nanopartikiiller (AuNPs) kiigiik boyutlarindan dolay: sensor teknolojisinde etkili
bir kullanim alanma sahiptir. Tipik bir sentezde AuNPs sentezinde AuCls gibi altin
tuzlar1 indirgen bir ajan tarafindan indirgenir ve Au iyonlar1 ¢ekirdekleserek altin
partikiilleri olustururlar. Ortama katilan bir yiizey aktif madde de sentez esnasinda
olusan nanopartikiillerin agregasyonunu engeller ve koloidal sivinin stabilizasyonu

saglanir.

AuNPs’lerde kullanilan pargaciklarin biiyiikliigii azaldikca pargaciklarin rengi kirmiziya
kayar. Ayrica agregasyon ile de renk degisimi gézlenir. Bunun en bilinen 6rnegi evde
yapilan gebelik testlerine alternatif olarak gelistirilen sensordiir. Biiyiikliikleri 50
nm’nin altinda AuNPs kullanilarak hazirlanan bu testler; gebe kadinlarin salgiladigi
hCG (insan koryonikgonadotropini) hormonun igindeki antikora baglanir. Boylece testi
yapan kisi hamile ise AuNPs antikora baglandigindan renk degisimi gozlenir. 2008
yilinda Rojanathanes vd.altin nanopartikiiller kullanarak idrarda gebelik testi
gelistirmislerdir. 9nm’lik altin nanopartikiillerin kullanildigi bu c¢alismada hamile olan
ve olmayan kisilerden alinan idrar numunelerine esit miktarda (500 pL) AuNPs
eklenmistir. Hamile kisilerden alinan idrar numunesine AuNPs eklendiginde numunenin
rengi pembeye donerken, hamile olmayan kisilerde renk griye donmiistiir. Daha once
WH Accu Test; WHPM Inc.El Monte, CA tarafindan %100 hassaslik ile iiretilen
hamilelik test stripleri ve UV-VIS ile yontemin dogrulugu karsilastiriimigtir. Y6ntemin
hassaslig1, spesifikligi ve dogrulugu %100 olarak belirtilmistir. Ayrica 1 haftalik deney
sliresi boyunca sonuglarin stabil oldugu gorilmiistiir. Glikoz ve keton cisimlerinin

sisteme girisimine yonelik herhangi bir etki gézlenmemistir (Rojanathanes 2008).

Bu tez ¢alismasinda iistiin ozellikleri nedeniyle 5.5x10™ partikiil/mL’lik 5 nm
capindaki AuNPs kullanilmistir. Ayrica kullanilan nanopartikiiliin sivi halde olmasz;

immobilizasyon jellerinin hazirlanmasinda kolaylik saglamistir.
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2.7 Cahismada Kullanilan Biyomolekiiller, Tasiyic1 Sistemler, Nanopartikiiller ve
Capraz Baglayicilar

2.7.1 Protein A (PrA)

PrA; Staphylococcus aureus gram negatif bakterisinin gesitli suslar1 tarafindan tiretilen
olduk¢a kararli bir hiicre yiizey reseptoriidiir. Tek polipeptit zincirinden olusan ve
molekiil agirligr 42 kDa olan PrA; aspartik ve glutamik asit¢e zengin, ancak sistein
icermeyen 4 tekrarli dizinin birlegsmesiyle olusmustur. Yapisinda triptofan bulunmaz ve
yalnizca 4 adet tirozin kalintis1 igerir. PrA’nin yapisinda triptofanin bulunmamasi PrA
ve 1gG molekiillerinin UV spektrumlarinin ayrilmasinda énemlidir. Triptofan iceren
IgG molekiilii triptofanin karakteristik pik verdigi 280 nm’de absorbans piki
olustururken; yapisinda triptofan igermeyen PrA bu piki olusturmaz ve bdylece

spektrumlar farklandirilir (Yang vd. 2003).

Immiinoglobulinlerin Fc bolgesine baglanan PrA; immiinoglobulinlerden 6zellikle

IgG’ye yiiksek afinite gostermektedir.

Cizelge 2.2 Farkli immiinoglobulinlerin PrA ’ya ilgisi (BioLabs)

Tir Immuncglobuin PrA'ya baglanma
1g9G (normal) 4+
19G1 b4
g2 bt
insan 19G3
g4 -+
Ight
lgf

IgE

51



Ayn1 zamanda anti-tiimor, toksik ve kanserojen aktivitelerde dahil olmak tizere birgok
biyolojik fonksiyonda rol alan PrA; bagisiklik diizenleyici olarak islev gordiigii gibi

anti-fungal ve anti-parazitik 6zellikte géstermektedir.

2.7.2 Tastyicilar

2.7.2.1 Jelatin

Jelatin; basta domuz, sigir, balikk olmak iizere hayvanlarin deri, kemik ve bag
dokularinin kaynatilarak kollajenin geri doniissiiz olarak hidrolize edilmesiyle iiretilen,
yar1 seffaf, renksiz, besleyici 6zelligi olmayan, tatsiz bir maddedir. Jelatin; 3000 ile
20000 arasinda degisen molekiil agirligina sahip, kollajen hidroliz {iriinlerinin heterojen
bir karisimidir. Farkli zincir uzunluklart igeren polipeptit yapisindaki jelatin su ve
organik c¢oziiciilerde ¢ozlinmez, ancak su ¢eker. Hidrojel 6zelligi gdsteren jelatin; kivam
arttirici, film olusturucu ve jellestirici bir maddedir. Polipeptit baginda sirali sekilde
lisin-prolin-prolin ve glisin-prolin-hidroksiprolin amino asitlerinin tekrari ile olusan

lineer bir polimerdir.

NH:2

NH:J:H 04

0 ¢ ¢ N(S Ho
NH—L—NH-T-NH —\I‘NH‘L“'N
0 C 0O H 0 0
CHy--NHA-NH—L-N g
cH, M o/ \

"CH3
0

Sekil 2.27 Jelatin polimerinin zincir yapisi

Yapisinda %385-92 arasinda protein bulunduran jelatinin yapisinda bulunan diger
maddeler; mineral tuzlar ve kurutma sonrasinda bile mevcudiyetini siirdiiren sudur. A

ve B tipi olmak iizere iki farkli c¢esidi bulunan jelatinin kalitesi; {iretim prosesi ve
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kullanilan hammadde ile dogrudan iligkilidir. A tipi jelatin ile kollajenin aminoasit
icerigi hemen hemen aynidir. B tipi jelatinde ise glutamin ve asparajinamino asitlerinin
neredeyse tamami glutamik asit ve aspartikasite donismdstiir. Yine kollajen ve
dolayisiyla jelatin igerisinde, triptofan hi¢ yoktur; metiyonin, sistin ve tirosinamino

asitlerinin oraniise yok denecek kadar azdir.

Fotograf, kozmetik, gida, tip ve eczacilik gibi birgok farkli alanda kullanimi olan
jelatinin en belirgin 6zelligi sicakliga bagl olarak geri doniisiimlii jel olusturma
ozelliginde olmasidir. Yani ¢ozeltiden jele, jelden cozeltiye cok kisa bir sicaklik

araliginda, bozunmaya ugramadan bir¢ok defa dontisebilir.

Jelatin yapisindaki aminoasit molekiilleri, sulu ortamda kutuplu iyonlar gibi davranirlar.
Karboksil (-COOH), hidroksil (-OH) ve amin (-NH;) fonksiyonel gruplarina sahip olan
jelatin; izoelektrik nokta altinda pozitif (+) 6zelliktedir. 100°C gibi yiiksek sicakliklarda
protein yapist denatiire oldugundan jelatin kivam arttirici ve jellestirici 6zelliklerini

kaybeder.

2.7.2.2 Kitosan

Kitin; seliilozdan sonra diinyada en fazla bulunan ikinci dogal biyopolimerdir. Kitosan
ise Kitinin N-deasetillenmis tiirevidir. Kabuklu deniz hayvanlarindan, mantar hiicre
duvarindan ve planktondan elde edilen Kitinin kimyasal yapisi esas olarak poli-[-(1,4)-

2-asetamid-2-deoksi-B-D-glukopiranoz] yapisindadir.
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CH,OH
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Sekil 2.28 Kitin ve kitosanin molekiil yapilari

Kitin ve kitosanin azot igeriginin fazla olmasi, ticari agidan ilgi gormelerine neden
olmustur. Kitinin azot igerigi, deasetilasyon derecesine gore % 5-8 (genellikle %6.9)
arasinda degismektedir. Azot icerigi seliilloza gore yiiksek olan kitin ve kitosan
(selilozda azot miktart % 1.25 civarinda) Ozellikle atik sularda metal baglayict

(selatlastirici) olarak kullanilirlar.

Kitosanin ¢o6ziinirliigii, kimyasal modifikasyonlari, film veya lif olusumu gibi
kullanimlar1 agisindan da olduk¢a 6nemli bir parametredir. Asidik ortamda NH; grubu -
NH** seklinde bulunmakta ve ortamdaki anyonik gruplarla elektrostatik olarak
etkilesime girmektedir. Protonlasmis durumda katyonik polielektrolit davranisi
gostermekte, viskoz ¢ozeltiler olusturmakta ve zit yikli molekiill ve yiizeylerle
etkilesime girebilmektedir. Kitosan katyonik yapist nedeniyle pH<6 ortaminda asetik

asit, formik asit ve laktik asit gibi organik asitler yardimiyla ¢6ziiniir.
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Kitosan sahip oldugu; biyouyusabilirlik, antibakteriyal, antifungal ve antitimoral etki,
hemostatik, agir metal, protein ve yag adsorpsiyon, biyodegradasyon gibi &zellikleri ve
ayrica hidrojel 6zelligi gostermesi nedeniyle bircok alanda yaygin kullanim alanina
sahiptir. Bu kullanim alanlarinin basinda kontrollii ilag salimi1, biyosensér uygulamalari,

hiicre kiltiirti, gida ve su aritim sistemleri yer almaktadir.

2.7.3 Altin Nanopartikiiller

+13

Bu tez ¢alismasinda {istiin 6zellikleri nedeniyle 5.5x10" " partikiil/mL’lik 5 nm ¢apinda

Sigma’dan (St Louis, MO, USA) alinan AuNPs kullanilmustir.
2.7.4 Capraz baglayici

Bu tez ¢alismasinda (-NH?) ve (-OH) fonksiyonel gruplarini igeren jelatin ve kitosan
biyopolimerleri i¢in kullanilan g¢apraz baglayici glutaraldehittir (GA). Glutaraldehit
biyokimyasal caligsmalarda amin-reaktif bifonksiyonel ¢apraz baglayici olarak kullanilan

keskin kokulu, renksiz sividir.

O o
= - . >
/C._((_,I 12)3_(’\

H H

Sekil 2.29 Glutaraldehit molekiil yapisi

Glutaraldehitin her iki ucu da reaktif oldugundan bir¢ok biyomolekiilii bir araya
getirmek amaciyla kullanilabilir; boylece ¢6ziiniir yapi, ¢oziinmez 6zellik kazanir ve
biyomolekiiller giicli bir sekilde baglanmis olur. Glutaraldehit ile c¢apraz bagh
agregasyon immobilizasyonu, c¢apraz bagli immobilizasyon c¢esidinin bir alt kiimesi

olarak diisiiniilebilir. Ayrica zaman tasarrufu ve diisiik maliyet imkan1 saglamaktadir.
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Sekil 2.30 Jelatin/kitosan polimerlerinin glutaraldehit ile baglanma mekanizmasi

Jelatin ve kitosan polimerleri glutaraldehit kullanilarak baglanmistir. Sekil 2.30°da
goriilen mekanizma ile gergeklesen baglanma modelinde jelatin J ile sembolize
edilmistir. Fonksiyonel grubu -NH, olan kitosan ve jelatin; glutaraldehit molekiiliindeki
karbonil karbonuna niikleofilik atak yapmis; reaksiyon sirasinda 2 molekiil su yapidan
ayrilmig ve baglanma tamamlanmistir. Jelatinin yapisinda birden fazla NH; grubu
bulundugundan yukarida gorillen mekanizma devam etmis ve capraz bagh

jelatin/kitosan yapisi elde edilmistir.

2.8 Kaynak Arastirmasi

Biyosensorlerin tarihi 1950°1i yillarin ortalarinda Clark’in ameliyat sirasinda kanin O;
miktarm1 bir elektrot ile izlemesine dayanir (Cincinnati Hastanesi, Ohio, ABD).
Biyosensor terimi ise ilk kez 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan kullanilmistir.
Clark ve Lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O; elektrodu ile birlestirerek kanin
glukoz diizeyini dlgmeyi basarmuslar; boylece biyolojik sistemin yiiksek spesifikligi
(enzim) ile fiziksel sistemin duyarliliginin (elektrot) birlestirildigi analitik sistemi
gelistirmiglerdir (Lucadou vd.1988). Yaklasik elli yillik bir siiregte hizli bir sekilde
gelisim gosteren biyosensor liretim ¢alismalart giinlimiizde yeni bir bilim dali haline

gelmistir ve artik “Biyomateryal Bilimi” olarak adlandirilmaktadir (Meyers vd. 2008).
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Biyosensorler giiniimiizde klinik teshis, tibbi uygulamalar, biyoreaktorler, gidalarda ve
tarimda kalite kontrol, endiistriyel atik su denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi
gibi pek ¢ok farkli alanda kullanilmaktadir (Turner ve Pickup 1985, Lucadou vd.1988,
Richter 1993, Turner 1994, Naimushin 2002, Aykut ve Temiz 2006, Meyers vd. 2008,
Pan vd. 2010).

Immiinosensorler icin ise ilk adimi 1959 yilinda Yalow ve Berson; insan kanindaki
insiilin-baglayici antikorlarin tayini i¢in radyoimmiinassay gelistirilmesini saglamistir.
Bu ilk adimdan sonra farkli immiinolojik hastaliklarin teshisine yonelik pek cok
immiinosensor gelistirilmistir. Immiinosensérler iizerine yapilan ¢alismalar son otuz

yilda katlanarak artmaktadir.

Haga vd. (1980) spin membran immiinotest ve enzim immiinotest yontemlerinin
avantajlarini birlestirerek tiofilin antijeninin tayinine yonelik bir oksijen elektrot
gelistirmistir. Sistemi amplifiye etmek i¢in lipozomlar kullanilmig ve tiofilinin 4 x 10°°
M ’e kadar (0.7 ng/mL) tayini yapilabilmistir. Boitieux vd. (1984) serumda antijen
varligint amperometrik olarak belirlemeye yonelik yeni, hassas ve sik kullanilan
immiinokimyasal tekniklerden daha az zaman alan bir metot gelistirmislerdir. Ayrica
immiinokimyasal tekniklerde izotop kullanimindan kaynaklanan sorunlari model antijen
olarak hepatit B yiizey antijenini kullanarak bertaraf etmislerdir. Antijene spesifik
antikor jelatin membrana immobilize edilerek (kat1 faz sandvi¢ modeli) hazirlanan
immiinosensdr ile hedef antijenin tayini diisiik limitlerde ve hizli bir sekilde
gerceklestirilmistir. Rishpon ve Rosen (1989) LDH izoenzimin tayini igin
immiinoelektrokimyasal bir teknik Onermislerdir. Bu c¢alismada izoenzim LDHS5’e
spesifik monoklonal antikor camsi karbon elektroda kovalent olarak immobilize

edilerek izoenzimin serumda tayini gerceklestirilmistir.

Parry vd.(1990) serumda, plazmada ve tiim kanda rubella antikorunun tayini i¢in optik
bir immiinosensor gelistirmislerdir. Baska bir reaktif gerektirmeyen ve 10 dakikadan
daha kisa bir siirede sonug¢ alinabilen immiinosensoriin tayin limiti 30 IU/mL, regresyon
katsayist  %94°tiir. Antikor-antijen arasinda meydana gelen spesifik reaksiyon;

molekiillerin  birbirlerine kars1  gosterdikleri yiiksek afinite nedeniyle geri-
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doniistimsiiz/tersinmez olarak kabul edilir, dolayisiyla gelistirilen immiinosensorler tek
kullanimliktir. Ancak Bright vd. (1990) sensorii olumsuz bir sekilde etkilemeden
gelistirilen immiinosensoriin tekrar kullanilabilirligi iizerine g¢alismislar; gelistirilen
immiinosensorii uygun kosullar altinda 4 ay boyunca saklayarak 50 kez Olgiim
alabilmislerdir. Mirhabibollahi vd. (1990) saf kiiltiir ve gidalarda Staphylococcus
aureus tayini i¢in amperometrik bir immiinosensor gelistirmistir. Gelistirilen bu
immiinosensorde taniyici biyomateryal olarak protein A kullanan c¢alisma grubu;
geleneksel ELISA metodundan 20 kat fazla duyarlilikta, 0.1 ng/mL seviyesinde,
Staphylococcus aureus tayini yapabilmistir. Muratsugu vd. (1993) bir akis hiicresi
kullanarak insan-serum albiimini (Human Serum Albiimin, HSA) tayini igin
piezoelektrik bir immiinosensor gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu sistem ile 0,1-100
ug/mL araliginda o6l¢iim yapabilmislerdir. Konig ve Gratzel (1994) farkli Herpes
simpleks viriis tiirlerinin tespiti amaciyla piezoelektrik immiinosensor gelistirmislerdir.
Bu amagla oncelikle farkli viriis yilizey antijenlerini temsil eden sentetik peptidler
kullanilarak monoklonal antikorlar iiretilmis; iiretilen antikorlar protein A araciligiyla
kristal ylizey {izerine immobilize edilmistir. Uygun sartlar altinda saklanan
immiinosensoriin 8 hafta boyunca stabilitesini korudugu goriilmiis ve aktivitesini

kaybetmeden 18 kez kullanilabilir oldugu bildirilmistir.

Chu vd. (1995) insan IgM tayinine yonelik gelistirdikleri piezoelektrik immiinosensor
ile 5-93 pg/mL araliginda tayin yapabilmistir. Ayrica gelistirilen immiinosensoriin
tetrahidrofuran ile yikanarak, aktivite kaybi olmaksizin 20 kez tekrar kullanilabildigi
bildirilmistir. Toppozada vd. (1997) Erythroxylum tiirlerinin yaprak ekstrelerinde
kokain benzeri alkaloid miktarin1 hizli bir sekilde belirlemek i¢in fiber optik
floroimmiinosensor gelistirmislerdir. Kokainin major metaboliti olan benzoilekgonine
kars1 gelistirilmis monoklonal antikor; kuvars fiber iizerine kovalent olarak immobilize
edilerek biyolojik algilama elemam olarak kullanilmistir. Immiinosensér sonuglarini
degerlendirmek amaciyla aymi Orneklerin gaz kromatografisi ile analizleri
gerceklestirilmis  ve aralarinda anlamli  bir fark goriilmemistir.  Gelistirilen
Immiinosensériin 37°C’de fosfat tamponu icerisinde aktivitesini kaybetmeden 14 giin
kullanilabilir oldugu belirtilmistir. Sanden vd. (1998) camsi karbon elektrot kullanarak,

yarismali immiinoassay prensibine dayanan nitrobactere spesifik amperometrik
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immiinosensor gelistirmislerdir. Monoklonal birincil antikor ve alkalin fosfataz etiketli
ikincil antikor kullanarak gelistirdikleri immiinosensoriin elektroaktif {irlinii 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfattir. Immiinosensoriin tayin limiti yaklasik olarak mL’de 3x10°

nitrobakter hiicresi olarak bildirilmistir.

Su ve grubu (2000) giimiis kapli piezoelektrik kuvars kristal elektrodu istenmeyen
oksidasyondan korumak amaciyla polistiren ve karboksi-poli(vinilklorid) ile modifiye
etmis; ardindan damlatma ve daldirma olmak tizere iki farkli immobilizasyon teknigi
kullanarak yontemlerin basarisini arastirmiglardir. AFM ve SEM teknikleri kullanilarak
polimerlerin morfolojisi incelenmis; polistiren ile damlatma teknigi kullanilarak
kaplanan elektrot ylizeyinin in situ sivi faz analizleri i¢in daha uygun oldugu
bildirilmigtir. O’Connor ve c¢alisma grubu (2004) AFM ve rezonans Raman
spektroskopisi kullanarak karakterize ettikleri tek duvarli karbon nanotiip yapisina
(SWNT) anti-biyotin antikoru adsorbe ederek ve adsorbe etmeden yaban turbu
peroksidaz (HRP) tayini gerceklestirmislerdir. Biyotin adsorbe edilmis SWNT
kullanilarak gelistirilen immiinosensoriin tayin limiti 2.5 pmol/mL iken; biyotin ile
etiketlenmeden kullanilan SWNT ile gelistirilen immiinosensoriin tayin limiti 16

nmol/mL olarak bildirilmistir.

Diaz-Gonzalez vd. (2005) elektrot olarak referans, karsit ve ¢alisma elektrodunun ayni
sablon tizerinde oldugu baski devre screen printed karbon elektrot kullanarak
mikobakteryum tiiberkiiloz’un tayinine yonelik voltametrik bir immiinosensor
gelistirmistir. Ag360 antijeninin bu elektrot lizerine immobilizasyonu ile hazirlanan bu
sistem ile 1 ng/mL seviyesinde tayin yapilabilmistir. Liao ve Cui (2007);
noralinflamasyonda 6nem arz eden sitokinlerden biri olan trombosit tiirevli biiylime
faktorii BB (PDGF-BB) tayinine yonelik aptamer tabanli biyosensor gelistirmislerdir.
Inflamasyon derecesinin takibi ve tedavinin seyri agisindan olduk¢a &nemli olan
PDGF’in erken donemde belirlenmesi amaciyla yapilan bu g¢alismada non-faradik
elektrokimyasal impedans spektroskopisi kullanilarak tayin ger¢eklestirilmistir.
Antikora kiyasla daha ucuz olan ve daha kolay kullanilan aptamer silikon elektrot
yiizeyine immobilize edilmis; 1pug/mL alt tayin limiti olarak bildirilmistir. Panini ve

calisma grubu (2008) cok duvarli karbon nanotiip ile modifiye edilmis cams1 karbon
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elektrodu mikro akiskan sisteme entegre ederek serumda prostat spesifik antijen (PSA)
tayinine yonelik bir immiinosensor gelistirmislerdir. Serumda bulunan PSA’y1
etiketlemek amaciyla yaban turbu peroksidaz (HRP) kullanilan bu sistemde
elektrokimyasal tayin siiresi 1 dakika; toplam analiz siiresi 30 dakika, regresyon
katsayist 0.99 olarak belirtilmistir. Sensoérden alinan sonuglar; ELISA ve spektrometre
sonuclartyla  karsilastirilmis, standart sapma  %4.5 olarak hesaplanmis  ve
elektrokimyasal sistemin daha hassas oldugu bildirilmistir. Radi vd.(2009) okratoksin A
(OTA) tayinine yonelik etiketsiz bir immiinosensor gelistirmislerdir. Bu amagla 4-
karboksifenil modifiye edilen screen printed altin elektrotlara antikor immobilize
edilmis ve 1-20 ng.mL " lineer araliginda OTA tayini gergeklestirmislerdir. Tayin limiti
0.5 ng/mL olarak bildirilmistir. Khan ve Dhayal (2009) yine OTA tayinine yonelik
gelistirdikleri impedimetrik immiinosensorde kitosan-polianilin biyopolimerleri ile
indiyum-kalay-oksit (ITO) elektrot yiizeyini fonksiyonellestirerek, yiizeye anti-rabbit
IgG immobilize ederek 1-10 ng/mL lineer araliginda OTA tayini gergeklestirmislerdir.

Malhotra ve calisma grubu (2010) bas ve boyundaki skuamoz hiicre karsinomasinin
(HNSCC) bagisiklik, enflamasyon ve anjiyojenik tepkileriyle iliglili olan interlokin-6
(IL-6) tayinine yonelik elektrokimyasal immiinosensor gelistirmislerdir. Oncelikletek
duvarl karbon nanotiip (SWNT) yapisina IL-6’ya spesifik antikor (Abl) immobilize
edilmis ve etiketleyici olarak yaban turbu peroksidaz (HRP) kullanilarak c¢ok diisiik
(<30 pg.mL™) seviyelerde IL-6 tayini gergeklestirilmistir. iki farkli enzimle etiketleme
yontemi kullanilarak IL-6 konsantrasyon araligi 6l¢iilmiistiir. Ab2 karboksillenmis ¢ok
duvarli nanotiiplere immobilize edilmis; ayni etiketleme yontemi kullanilarak hazirlanan
immiinosensorler ile 0,5 pg.mL™ alt tayin limitine inilebilmistir. En iyi sonuglar;
Streptavidin-HRP etiketleme kompleksine baglanmis biyotinlenmis Ab2 kullanilarak
hazirlanan immiinosensorler ile elde edilmistir. Bu yontemle elde edilen immiinosensor
sonuglar1 ile ELISA sonuglar1 arasinda fark gorilmemistir. Li vd. (2011) serumda
koryonikgonadotropin (hCG) tayinine yonelik etiketsiz, amperometrik immiinosensor
tasarlamiglardir. Bu amagla hCG altin nanokiireciklere immobilize edilmis, indikator
olarak hidrokinon redoks tiiri kullanilmig; alt tayin simir1 0.0034 ng/mL olarak
bildirilmistir. Shamsipur ve ¢alisma grubu (2012) ¢ok duvarli karbon nanotiipler ile

modifiye ettikleri camsi1 karbon elektrodu kullanarak H,O; tayinine yonelik literatiirdeki
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ilk enzim tabanli impedimetrik katalaz nanobiyosensoriinii gelistirerek; 5-1700 nM
lineer araliginda H,0, tayini gergeklestirebilmislerdir. Zarei vd. (2012) oncelikle ¢ok
duvarli karbon nanotiiplere Fe;O3 nanoparcaciklart ekleyerek manyetik bir
nanokompozit yapist elde etmislerdir. Ardindan bu nanokompozit yapiya Goat-anti
human 1gG (anti-hIlgG)’yi kovalent olarak baglamis ve altin elektrot yiizeyine
immobilize etmislerdir. Hazirlanan biyo-nanokompozit yapisi insan tetanoz 1gG tayini

amaciyla kullanilmis ve 25 ng/mLtayin limitine kadar inilebilmistir.

Ohno vd. (2012) insan immiinoglobulin A (IgA) tayinine yonelik etiketsiz,
impedimetrik immiinosensor gelistirmiglerdir. Reseptor olarak Anti-IgA kullanan Ohno
vd.fotolitografi teknigi kullanarak kuartz cam levha ylizeyini elektrot olarak
kullanmislardir. IgG ve si@ir serum alblimin gibi proteinler ile girisim etkisi
gozlenmeyen immiinosensor sistemi ile 0,01-100 ng/mL lineer araliginda tayin
gerceklestirilebilmistir. Loo ve ¢alisma grubu (2012) bozunabilir elektrokimyasal baski
elektrot yiizeyini fiziksel absorosiyon ile grafit oksit (GPO), grafen oksit (GO),
elektrokimyasal azaltilmis (ER-GO) ve termal azaltilmis grafen oksit (TR-GO)
modifiye ederek IgG tayinine yoOnelik immiinosensor gelistirmislerdir. Gelistirilen
immiinosensoriin spesifikligi BSA kullanilarak test edilmistir. En yiiksek sinyallerin
alindigt TR-GO ile ger¢ek numunelerde analiz yapmigslardir. Bu amagla modifiye
edilmis elektrotlara anti-IgG inkiibe edilmis, BSA ile spesifik olmayan girisim
engellendikten sonra IgG tayini gerceklestirilmistir. Redoks probu olarak [Fe(CN)6]3'/4,
yontem olarak EIS kullanan Loo vd.0.3-7 mg/mL lineer aralifinda tayin
gerceklestirebilmislerdir. Ojeda ve c¢alisma grubu (2013) streptavidin  modifiye
manyetik boncuklarla perde baski (screen printed) elektrotlar1 fonksiyonellestirerek
serumda ve anne siitlinde leptin tayinine yonelik immiinosensor gelistirmislerdir.
Girigim etkisini incelemek amaciyla kortizol, estradiol, progesterone, prolaktin, insan
bliylime hormonu (hGH), adrenokortikotropin (ACTH) iceren numuneler analizlenmis
ve yontemin spesifikligi arastirilmistir. Bu amagla anti-leptin ile modifiye edilmis ve
edilmemis biyotin kullanilarak sandvi¢ tipi immiinoassay yaklagimiyla streptavidin
modifiye manyetik boncuklarla fonksiyonellestirilmis screen printed elektrot yiizeyine
immobilize edilmistir. Ortamda leptin varliginda leptin/anti-leptin  eslesmesi

hedeflenmistir. Daha sonra ortama alkalin fosfataz isaretli IgG gonderilmistir. Alkalin
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fosfataz varliginda ortama eklenen 1-naptil fosfat; 1-naftola doniisecek ve agiga ¢ikan
elektoronun yol actigi degisiklikler DPV yontemi kullanilarak izlenecektir. Lineer
kalibrasyon araligi 5-100 pg.mL™, tayin limiti 0.5 pg.mL™ olarak bildirilmistir. Elshafey
ve ¢alisma arkadaslar1 (2013) kanser biyomarkerlarindan biri olan epidermal biiyiime
faktor reseptorii (EGFR) tayinine yonelik gelistirdikleri immiinosensorde; altin elektrot
ylizeyini elektobiriktirme yontemiyle altin nanopartikiillerle kaplamis ve yiizeye protein
G immobilize ederek anti-EGFR’nin  inkiibasyonunu  gergeklestirmislerdir.
Elektrokimyasal impedans spektroskopisi kullanilarak gergeklestirilen Olgiimler ile
fosfat tamponu i¢inde 0.34 pg/mL’nin altinda; tam kanda ise 0.88 pg/mL seviyesinde
EGFR tayini bildirilmistir.

Sun ve grubu (2014) sentezledikleri karboksilik asit fonksiyonel grubu igeren ¢ok dalli
poliester nanopartikiil yapisin1 kitosan ve altin nanopartikiiller ile kombinlemis;
ardindan anti-CEA ekledikleri bu immobilizasyon ¢ozeltisi ile camsi karbon elektrot
yizeyini modifiye etmislerdir. Spesifikligi test etmek amaciyla gelistirilen
immiinosensor glukoz, askorbik asit, iirik asit, I[gG ve BSA Ornekleri ile denenmis;
sensoriin spesifikligi, stabilitesi ve tekrar kullanilabilirligine vurgu yapilmistir. Kanda 1-
10'fg/mL lineer araliginda CEA tayini gerceklestirilmis ve alt tayin limiti 0.251 fg/mL ,
spesifiklik %2100 olarak bildirilmistir. Li ve Sailor (2014) IgG tayine yonelik
gelistirdikleri optik biyosensorde tasiyict yiizey olarak nano dlgekli TiO; ile kapladiklar
pordz silikon film (PSi) yapisimi kullanmiglardir. Bu amagla O3 kullanarak okside
ettikleri PSi yapisini, spin kaplama yontemi kullanarak sol-jel halindeki TiO, ile
fonksiyonellestirmislerdir. Elde ettikleri PSi-TiO, kompozit yapisinin karakteriasyonu
icin FT-IR, X ismlann kinmmim (X-Ray diffraction, (XRD)), SEM, reflective
interferometric Fourier transform spektroskopisi (RIFTS) kullanan Li ve Sailor;
olusturduklart film yapisinin pH 2-12 araliginda kararli oldugunu goérmiislerdir.
Gelistirilen film yapisina fiziksel absorpsiyon ile PrA immobilize edilip; farkli
kaynaklardan aliman IgG’ler ile sistem etkilestirilmis, optik kalinliklar1 kiyaslanarak
yontemin hassaslhigi aragtirllmistir. Tavuktan alinan IgG sisteme inkiibe edildiginde
herhangi bir etkilesim olmazken; koyundan alinan IgG inkiibasyonundan sonra optik

kalinligin arttig1 goriilmiistir.
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Wang ve calisma grubu (2014) o-fetoprotein (AFP) tayinine yonelik gelistirdikleri
immiinosensdrde mezapor silika nanopartikiil etrafin1 yaban turbu peroksidaz (HRP) ve
Ferroferrik oksit (FesOs) nanopartikiilii ile kaplayarak elde ettikleri yapiyr sinyal
amplifiye edici olarak kullanmiglardir. Yontem olarak CV kullanilan c¢aligmada
Olctimler H,O, varliginda ve yoklugunda gerceklestirilmistir. Tasiyic1 yiizey olarak
grafen levha (GS) kullanan Wang ve grubu elektron transferini desteklemek amaciyla
tiyonin (TH) kullanmiglardir. Primer antikor olarak kullandiklari AFP1’1 TH ile
modifiye ettikleri GS levha flizerine immobilize ederek anti-AFP/AFP eslesmesi
saglandiktan sonra taniyici yiizeyi olusturmuslardir. Daha sonra mezapor silika
nanopartikiil-Fe3O, yapisina AFP2 inkiibe edip; sinyal amplifikasyonu ve spesifik
olmayan baglanmanin engellenmesi i¢in ortama HRP gonderilmistir. Taniyict yiizeyde
bulunan anti-AFP ile AFP2 eslesmesi saglanmistir. Gelistirilen immiinosensérde 0.01-
25 ng/mL araliginda tayin gerceklestirilmig; alt tayin limiti olarak 4 pg/mL
bildirilmistir.

Bu tez calismasinda yiiksek ylizey alani/hacim orani saglayan, iyi biyouyusabilirlige
sahip altin nanopartikiiller kullanilmistir. Literatiir taramasinda AuNPs kullanilan farkli
sensOr tasarimlart goriilmiistiir. 2008 yilinda Rojanathanes vd.altin nanopartikiillerin
ortamda bulunan analite baglandiginda renk degistirme ozelligini kullanarak evde
yapilan idrarda gebelik testine alternatif bir test gelistirmisler; yontemin hassasligini,

spesifikligini ve dogrulugunu %100 olarak bildirmislerdir (Rojanathanes 2008)
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3. CALISMANI3N AMACI

Bu tez caligmasinda giinlimiizde kalp damar hastaliklar1 ve kanserden sonra oliime
sebebiyet veren hastaliklar siralamasinda 3. olan otoimmiin hastaliklardakanda ve
BOS’ta seviyesi ylikselen IgG tayinine yonelik PrA immiinosensoriini gelistirilmistir.
Otoimmiin hastaliklarda viicut kendi hiicrelerini yok ettiginden erken teshis oldukca
onemlidir. Ayrica hastaligin seyri sirasinda en onemli kriter kan ve BOS’taki IgG
seviyesidir. Gelistirilen immiinosensor ile gergek numunelerde pratik, ekonomik, hizli

ve dogru olarak IgG tayini yapmak amaglanmaktadir.

Tez kapsaminda otoimmiin hastaliklarda IgG tayinine yonelik kitosan, jelatin/kitosan
polimerleri  kullanilarak  kitosan-PrA,  jelatin/kitosan-PrA  immiinosensorleri
gelistirilmistir. Daha diislik tayin limitine ve yiiksek spesifiklige ulasmak amaciyla
jelatin/kitosan  kompozitine AuNPs ilave edilerek jelatin/kitosan-AuNPs-PrA
imminosensorii  gelistirilmistir. Sunulan tezde Kitosan-PrA, jelatin/kitosan-PrA,
jelatin/kitosan-AuNPs-PrA  olmak iizere 1{i¢ ayrt immiinosensor tasarlanmistir.
Nanopartikiil varliginda ve yoklugunda hazirlanan immobilizasyon jelleri platin screen
printedelektrotlara immobilize edilmis; dontisimli  voltametri, elektrokimyasal
impedans  spektroskopisi, SEM ve AFM ile karakterizasyon calismalar
gerceklestirilmistir.  Optimizasyon c¢aligmalart  EIS  kullanilarak  tamamlanmus;
gelistirilen immiinosensorlere ait kalibrasyon grafikleri ¢izildikten sonra BOS ve serum

denemelerine gegilmistir.

Tez caligmasi sirasinda PrA’nin afinite gosterdigi diger antikorlarin girisim etkisini
incelemek adma gelistirilen immiinosensorler kullanilan IgG ile ayni miktarda anti-
TNFa, anti-MOG, anti MAG ile inkiibe edilmis; gelistirilen immiinosensorlerin IgG’ye
yiiksek spesifiklik gosterdigi  goriilmistiir. Calisma tamamlandiginda otoimmiin
hastaliklar sirasinda serum ve BOS’ta miktar1 artan IgG’nin tayini i¢in en uygun

immiinosensdr sistemi Onerilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullamlan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan Protein A (PrA), human imminoglobulin G (hIgG), altin
nanopartikiil (AuNPs), Bovin Serum Albiimin (BSA), anti-Tiimo6r nekroz faktor alfa
(anti-TNFa), anti-myelin oligodendrosit glikoprotein (anti-MOG), anti-myelin iliskili
glikoprotein (anti-MAG), jelatin, kitosan, glutaraldehit (%25), potasyum kloriir (KCI),
sodyum bikarbonat (NaHCOg3), potasyum ferrosiyanid ve potasyum ferrisiyanid
(Fe(CN)6*™®), hidroklorik asit (HCI), aminoasetik asit, tris(hidroksimetil)aminometan
Sigma (St Louis, MO, USA)’dan; sodyum hidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0) ve
disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na;HPO,4.12H,0) Merck’den temin edilmistir.

Tiim tez ¢aligmasi boyunca kullanilan de-iyonize su, MilliPore kullanilarak >18.2

MQcm direncinde olacak sekilde elde edilmistir.

Gelistirilen immiinosensorlerin gercek 6rneklerde denenmesi amaciyla kullanilan BOS
ve serum, 04-121-12 no’lu etik kurul karari ile Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi,

Noroloji A.B.D.’nda yatmakta olan RRMS’li ve saglikli hastalardan temin edilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

Calismalarda elektrokimyasal Ol¢iimde “Gamry Instrument Impendace Analyzer-

Framework Version 5.50 software” kullanilmistir.
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4.1.3 Kullanilan elektrotlar

Tim deneyler 1mL’lik elektrokimyasal hiicre i¢inde PineResarch marka seramik
tabanli, ¢ok kullanimlik Platin screen printedelektrotlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
Karsit, ¢alisma ve referans elektrot iceren screen printed elektrotlarin ve hiicrenin resmi

Sekil 4.1°de verilmistir.

/ large counter electrode
r

2mm OD
working
electrode

(O—AgiAgCI reference electrode

Q |

Sekil 4.1.a.Kullanilan platin screen-printed elektrotlar b.Ol¢iimlerin alindig1 hiicre
sistemi

Kullanilan elektrotlarin H,SO4 (0.05 M ) ¢dzeltisinde 100 mVs™ tarama hizinda 0.3 ile
+1.2 V arasi dontisiimlii voltametrileri ile kimyasal temizligi gergeklestirilmistir. Daha
sonra elektrotlarin pH’ 1 7.4 olan fosfat tamponunda (0.05 M pH 7.4) 100 mVs™ tarama
hizinda -0.5 ile +0.5 V aras1 doniisiimlii voltametrileri alinarak elektrotlar kullanima
hazir hale getirilmistir. Kullanilan tiim screen printed elektrotlarin temizligi bu sekilde

yapilmustir.

4.1.4 Kullamlan ¢ozeltiler

0.1 M NaH;P0O4.2H,0 ve 0.1M Nay;HPO4.12H,0 ayr1 ayri hazirlanmistir. Fosfat
tamponu (0.05 M, pH 7.4) bu ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmistir. Calismalarda
kullanilan diger ¢ozeltiler fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.4) kullanilarak hazirlanmstir.
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Capraz baglayict glutaraldehit ¢ozeltisi fosfat tamponu (0.05 M,pH 7,4) kullanilarak
0.125 M olacak sekilde hazirlanmistir.

Kitosanin %2.5’luk stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve tiim deneyler boyunca ayni stok ¢ozelti

kullanilmistir. Jelatinin (%7.5) stok ¢ozeltisi hazirlanmugtir.

Kullanilan PrA (1 mg/mL) olacak sekilde karbonat tamponunda (0.05 M, pH 9.6)

olacak sekilde hazirlanmuistir.

Deneylerde kullanilan IgG’nin stok ¢ozeltisi 10 mg/200 mL fosfat tamponunda (0.05 M,

pH 7.4) olacak sekilde hazirlanmais; ana stoktan seri seyreltme yontemi ile kullanilmistir

Bu tez calismasinda iistiin 6zellikleri nedeniyle 5.5x10™™ partikiil/mL’lik 5 nm ¢apinda
AuNPs kullanilmistir.

Elektrokimyasal olgtimlerin gerceklestirilebilmesi igin 1 mL’lik hiicrede 5 mM olacak
sekilde Fe(CN)GA'/ % ¢ifti ve 0.1 M KCI kullanilmistur.

Immiinosensorler hazirlandiktan sonra PrA immobilize olmamis tasiyict matriksin,
fonksiyonel gruplarma IgG’nin spesifik olamayan baglanmasini 6nlemek amaciyla
%0.1°lik bovin serum albiimin (BSA) kullanilmigtir. Ayrica optimize immunosensorlere
spesifik olmayan baglanmalar1 tespit etmek amaciyla IgG ile ayn1 miktarda anti-TNFa,
anti-MOG, anti MAG kullanilmustir.

Yapay BOS hazirlamak amaciyla 124 mMNaCl, 1.2mM KCI, 1.25 mM KH,POy,
26mM NaHCOg3, 10 mM glukoz, 2 mM MgSO,, 2 mM CaCl; saf suda ¢oziilerek pH’1
7.4’e getirilmistir.

Yapay serum hazirlama amaciyla 4.037 g NaCl, 0.109 g KCl, 0.100 g KH,POq4, 0.185 ¢
CaCl,.2H,0 ve 0.129 g MgSQO,4.7H,0 500 mL ultra saf suda ¢oziildii. Ardindan IgG,
BSA ve tris(hidroksimetil)aminometan ilave edilerek hazirlanan serum -20°C’de

saklanmustir.
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Immiinosensérlerin raf dmriiniin arastirilmasinda eliisyon ¢ozeltisi olarak aminoasetik

asit (0.1 M, pH 3.0) kullanilmistir.

4.2 Yontem

4.2.1 immobilizasyon jellerinin hazirlanmasi

Kitosan-PrA clektrotlarinin hazirlanmasinda kitosan (%2.5) stok ¢ozeltisinden istenilen
miktarlarda kitosan; ependorfa alindiktan sonra fosfat tamponu (0.05 M, pH 7,4)
eklenmis 15 dakika bekletilerek polimerin sismesi saglanmigtir. Daha sonra kitosanin
¢oziinmesi igin fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.4) igeren ependorf sicaklign 50°C olan
sicak su banyosuna daldirilmis ve kitosan ¢oziindiikten sonra sicaklik 32°C’ye
diisirilmiistir. ~ Fosfat tamponunda (0.05 M, pH 7.4) c¢ozilmis PrA farkh
konsantrasyonlarda eklenmis ve homojenizasyonun saglanmasi i¢in vortekslenmistir.
Son olarak, ¢apraz baglayici glutaraldehit ortama ilave edildikten sonra immobilizasyon

jeli hazirlanmastir.

Jelatin/kitosan kombinasyonlarinin hazirlanmas1 amaciyla 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 8, 10
oranlarinda jelatin/kitosan karisimlart hazirlanmistir. Istenilen miktarlarda tartilarak
ependorfa alinan jelatin (%7.5) fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.4) i¢inde yarim saat
bekletilerek sismesi saglanmistir. Daha sonra jelatinin ¢6ziinmesi i¢in ependorf,
sicaklign 50°C olan sicak su banyosuna daldirilmis ve kitosan eklenmistir. Kitosan ve
jelatin ¢ozlindiikten sonra, kitosan ile ayni prosediir kullanilarak immobilizasyon jelleri

hazirlanmustir.

Nanopartikiil destekli immiinosensorlerin hazirlanmasi igin jelatin/kitosan kompozitine
AUNPs ilave edilerek homojenizasyonu saglanmis, PrA ve ¢apraz baglayici ilave edilip

tekrar vortekslenerek immobilizasyon jelleri hazir hale getirilmistir.
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4.2.2 Immiinosensorlerin hazirlanmasi

Immobilizasyon jeli hazirlandiktan sonra, Pt screen printed elektrot yiizeyine
immobilizasyon jeli (2 nL) damlatilarak, immobilizasyon islemi yapilmistir. immobilize
elektrotlar hazirlandiktan sonra 2 saat kurumaya birakilmis ve ardindan baglanmayan
PrA’nin uzaklastirilmasi igin igerisinde fosfat tamponu (0.05 M pH 7.4) bulunan 3 ayr1
tipte 5’er dakika bekletilmis ve bu yikama tiiplerinde baglanmayan PrA varligi
arastirtlmistir.  Son olarak non-spesifik baglanmalarin  onlenmesi igin elektrotlar

%0.1’lik BSA’ya daldirilmig ve yikandiktan sonra 6lgiimler i¢in hazir hale getirilmistir.

KiTOSAN + PB ol —
[l e
p—— . \/‘
‘ ‘::y;;);f& . ‘ VERTAKS ‘.

Yikama tiiplerinde
baglanmayan PrA varhg
arastinimistir.

Sekil 4.2 Immiinosensdrlerin hazirlanmasinin sematik gosterimi

4.2.3 Olciimlerin alinmasi

Elektrokimyasal ol¢iimlerin gerceklestirilebilmesi icin 1 mL’lik hiicrede 5 mM olacak

sekilde Fe(CN)GA" ¥ ¢ifti ve 0.1 M KCI kullanilmistir. Impedans dl¢iimleri elektrotlarin
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kararli hale geldigi 180 mV acik devre potansiyeli (OCP)’nde alinmistir. PrA
immobilize elektrodun yiik transfer direnci (Ret(1)) ve IgG inkiibe edilmis elektrodun
yiik  transfer  direnci (Ret(2))  kullamilarak  relatif ~ impedans (RI)
[RI=[Rct(2)—Rct(1)]/Rct(1)] hesaplanmustir. Tezde yapilan tim deneyler en az ii¢ kez

tekrar edilmis ve sonuglarin ortalamasi alinarak grafikler ¢izilmistir.

4.2.4 Termogravimetrik analizlerin gerceklestirilmesi

Jelatin, kitosan ve jelatin/kitosan kompozit yapisinin termal kararlhiliklarinin
karsilastirilmast amaciyla TGA’lar1 alinmistir. Bu amagla kati halde bulunan jelatin,

kitosan ve jelatin/kitosan (1:1) kompoziti kullanilmustir.

4.2.5 FT-IR spektrumlarmin alinmasi

FT-IR spektrumunun alinmas1 amaciyla; 6rnekler 4.2.1°de belirtilen prosediirde oldugu
gibi hazirlanarak; saat camu lizerine almmis ve kuruduktan sonra analizi
gerceklestirilmigtir. Jelatin ve jelatin/kitosan jellerinin hazirlanma prosediirii kitosan ile

aynidir.

4.2.6 SEM mikrogramlarinin alinmasi

Polimer, PrA immobilize polimer filmlerinin morfolojileri SEM ile goriintiilenmis, PrA
immobilizasyonunun basaris1 incelenmistir. SEM mikrograflar1 Bilkent Universitesi

Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkez (UNAM) biriminde alinmistir.

4.2.7 AFM goriintiilerinin alinmasi

Polimer, PrA immobilize polimer filmlerinin ii¢ boyutlu yiizey topografyast AFM ile
gorlintiillenmis, PrA immobilizasyonunun basaris1 incelenmistir. AFM goriintiileri
Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkez (UNAM) biriminde

alinmustir.
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4.2.8 Optimizasyon ¢alismalari

4.2.8.1 Polimer optimizasyonlari

Immobilizasyon sartlarnin optimize edilmesinde ilk olarak kitosan konsantrasyonlar

denenmistir.

Immobilizasyon jeli igerisinde PrA (5 npg/mL) ve glutaraldehit (0.004 M)
konsantrasyonlar1 sabit tutularak degisik konsantrasyonlarda kitosan (%0.125-1.0)
iceren immobilizasyon jelleri, Pt screen printedelektrotlarin yiizeylerine immobilize
edilmisgtir. Degisen kitosan konsantrasyonlarina karst relatif impedans grafigi

¢izilmistir.

Jelatin/kitosan ~ oranlarinin ~ optimizasyonunun  gergeklestirilmesi ~ amaciyla
immobilizasyon jeli icerisinde bulunan PrA (5 pg/mL) ve glutaraldehit (0.004 M)
miktarlar1 sabit tutulmustur. Bu amagla immobilizasyon jeli igerisinde 0.5, 0.75, 1, 1.5,
2, 4, 8, 10 farkli jelatin/kitosan (J/K) oranlari kullanilarak J/K oranina karsi relatif

impedans grafikleri ¢izilmis ve optimum J/K orant bulunmustur.

4.2.8.2 AUNPs optimizasyonlari

Jelatin/kitosan-PrA immiinosensor sistemi igin en uygun nanopartikiil konsantrasyonu
tespit edilmistir. Bu amagla immiinosensor jeli igerisinde J/K (1:1), glutaraldehit (0.004
M), PrA (0.1 pg/mL) konsantrasyonlari sabit tutularak hazirlanan immobilizasyon
¢ozeltisine 0.090, 0.18, 0.27, 0.36, 0.45, 0.63, 0.81 uL altin nanopartikiil (5 nm)
eklenmistir. Elektrotlardan alinan cevaplar degerlendirilerek optimum nanopartikiil

miktar1 bulunmustur.

4.2.8.3 Capraz baglayici optimizasyonlar:

PrA’nin kitosan ve jelatin/kitosan tasiyici sistemlerine immobilizasyon i¢in ¢apraz

baglayici olarak 0.001-0.008 M araliginda glutaraldehit kullanilarak immobilizasyonlar
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gerceklestirilmis ve en uygun capraz baglayict konsantrasyonu arastirilmigtir.
Optimizasyon ¢alismalarinda ¢apraz baglayict disinda PrA, kitosan, J/K miktarlar1 sabit

tutulmustur.

4.2.8.4 PrA optimizasyonlari

Kitosan, jelatin/kitosan tasiyici sistemlerine 0.05-2.0 ug/mL araliginda PrA eklenerek
immobilizasyon jelleri hazirlanmis ve en uygun PrA miktart arastirilmastir.

Optimizasyon ¢aligmalarinda PrA disindaki tiim parametreler sabit tutulmustur.

4.2.8.5 pH optimizasyonlari

Immiinosensérlerin gelistirilmesinde en uygun tampon sisteminin belirlenmesi amaciyla
pH optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Bu amagla asetat tamponu (0.05 M, pH 5.0),
fosfat tamponu ( 0.05 M, pH 7.4), karbonat tamponu (0.05 M, pH 8.5 ve 9.0)

denenmistir.

4.2.8.6 Immiinosensor cevabina IgG inkiibasyon siiresinin etkisi

Gelistirilen kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-PrA immiinosensorlerinden en iyi cevabin
alinmasi i¢in IgG’nin inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Bu amagla gelistirilen
immiinosensorler 15, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakika IgG ile inkiibe edilerek impedimetrik

cevaplar 6l¢lilmiis ve optimum inkiibasyon stiresi bulunmustur.

4.2.9 Tekrar uretilebilirlik ve raf 6mrii

Gelistirilen immiinosensorlerin 6zellikle pratikte kullaniminda biiyiikk 6nem arz eden
tekrar tiretilebilirligin arastirilmasi amaciyla her bir immiinosensor 10 kez seri olarak

hazirlanmis ve asagidaki formiil kullanilarak % standart sapmalar hesaplanmistir.

standartsapma
RSD = ——x100%
ortalamadeger
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Hazirlanan immiinosensorlerin raf dmrii aragtirllmistir. Her bir immiinosensdr kullanim
sonrast aminoasetik asit tamponla (0.1 M, pH 3) desorbe edilmis, fosfat tamponunda
(0.05 M, pH 7.4) yikanmus, +4 C’ta fosfat tamponunda saklanmis ve 10 giin boyunca
her giin &l¢iim alinmustir. Immiinosensoérlerin  impedimetrik yanmitlarindaki  diisiis

degerlendirilerek kullanim siiresi belirlenmistir.
4.2.10 Immiinosensorlerin elektrokimyasal davramslar:

Gelistirilen immiinosensorlerin impedans grafikleri ve CV’leri karsilagtirilmis ve PrA-
IgG etkilesiminin tersinir olup olmadig1 incelenmistir. Elde edilen Nyquist grafikleri

g6z onilinde bulundurularak immiinosensorlerin impedans devre modelleri ¢izilmistir.
4.2.11 Spesifik olmayan baglanmalarin incelenmesi

Gelistirilen immiinosensorlerdeki en Onemli parametrelerden biri immiinosensoriin
spesifikligidir. Tez kapsaminda gelistirilen Kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-PrA
immiinosensorlerine farkli antikorlar inkiibe edilerek immiinosensorlerin spesifikligi
aragtirtlmistir. Bu amagla kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-PrA immiinosensorlerine 1gG
ile ayn1 konsantrasyondaki anti-TNFo, anti-MOG, anti-MAG ile inkiibe edilmis ve
asagidaki formiil kullanilarak sensorlerin % spesifiteleri incelenmistir.

lies - Ix

% Spesifite = —"I x 100
lg&

4.2.12 Kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi

Hazirlanan kitosan-PrA, J/K-PrA ve J/K-AuNP-PrA immiinosensorlerinin kalibrasyon
grafiklerinin ¢izilmesi amaciyla optimum elektrotlar hazirlanmig ve tizerlerine farkli
konsantrasyonlarda IgG inkiibe edilmistir. Kitosan-PrA, jelatin/kitosan-PrA ve
jelatin/kitosan-AuNP-PrA imiinosensorleri i¢in st limitler sirasiyla 1000 ng/mL, 5000
ng/mL ve 2500 ng/mL’dir. Gelistirilen tiim immiinosensorlerle 5000 ng/mL seviyesinde

ol¢iim gergeklestirilebilmis; ancak lineer araligin bozulmasi sebebiyle yliksek degerlere
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yer verilmemistir. Alt limit ise sinyal alinabilen en diisiik konsantrasyon olmak tizere

genis bir aralikta IgG kullanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.

4.2.13 Gelistirilen immiinosensorlerin BOS ve serumda denenmesi

Gelistirilen immiinosensorlerden tayin limiti en disik olan J/K-AuNP-PrA
immiinosendrii; Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Noroloji ABD’deki RRMS’li

hastalardan 04-121-12 no’lu etik kurul izni ile alinan BOS ve serum oOrnekleri ile

denenmistir.
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5. BULGULAR

5.1 FT-IR Spektrumlarimin Degerlendirilmesi

Tastyic1 ylizey karakterizasyonunun degerlendirilmesi amaciyla; jelatin, kitosan ve

jelatin/kitosan polimer karisiminin FT-IR ile analizi gergeklestirilmistir.

Ta"f-.um\ . R0 i‘ A
= J\‘\\ St A /W'\‘\"?M Mg\
: o ’

\ l\ A
Kitosan “‘4

, Jelatin/Kitosan-GA

3900 3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900 700
1/cm
Sekil 5.1 Jelatin, kitosan ve jelatin/kitosan karisiminin FT-IR analiz sonuglari

Jelatinin verdigi spektrum incelendiginde; 3400-3200 cm™de amino grubunun
olusturdugu N-H gerilmesi, 1620 cm™de karbonil grubundan kaynaklanan C=O
gerilmesi, 1520 cm™ de -NH egilmesi, 1410 cm™ —CH,-C=0’daki —CH, egilmesi, 1200
cm™ C-N gerilmesi, 1100 cm™ de C-O gerilmesi gozlenmektedir (Hasirc1 2010).

Kitosanin verdigi spektrumda ise; 3600-3400 cm™ de hidroksil grubunun olusturdugu
O-H gerilmesi, 3400-3200 cm™ de amino grubundan kaynaklanan N-H gerilmesi, 2860
cm™ de sikloalkan grubunun C-H gerilmesi, 1600 cm™ de amino grubunun —NH,
egilmesi, 1150 cm™ C-gerilmesi ve son olarak 1050 cm™ de C-O gerilmesi
gozlenmektedir (Hasirc1 2010).
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Jelatin ve kitosan polimerlerinin, capraz baglayict olarak glutaraldehit kullanilarak
olusturulan kompozitinin FTIR spektrumu incelendiginde, 2900 cm™ de glutaraldehitten
kaynaklanan C-H gerilmesi ve 1630 cm™ de aldehitin karbonil grubunun C=0 gerilmesi
gozlenmektedir. 2300 cm™ ila 1900 cm™arasindaki piklerin varligi capraz baglayict
glutaraldehit kullanilmasiyla olusan amin ve karbon-karbon arasi baglari kanitlar
niteliktedir. Genel olarak polimer karisimi tek polimerlere ait spektrumla
kiyaslandiginda kitosana olduk¢a benzer bir profil vermistir. Elde edilen bu bilgiyle
polimer karistmiin jelatine ait -OH ve -NH reaktif gruplarin1 ve kitosana ait

polisakkarit yapiy1 korudugu sonucuna varilabilmektedir.
5.2 Termogravimetrik Analiz Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Kullanilan tasiyici sistemlerin termal kararliliklarinin anlagilabilmesi amaciyla jelatin,
kitosan ve jelatin/kitosan polimer karigiminin termogravimetrik analizleri N,

atmosferinde gergeklestirilmistir.

Sekil 5.2°de termogram jelatinin TGA analiz sonucu goriilmektedir. Jelatin; iki
basamakli bir bozunma egrisi vermistir. Ilk bozunmanin jelatin yapisinda bulunan sudan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Jelatinin tamami1 60 dk i¢inde bozunmaya ugramastir.

DTA TGA Temp
uV mg C

50.00- 10.00 ' ' 800.00
» \ 600.00
0.00 |~ /

5.00 2 4 400.00

B 200.00

-0.00 .

-0.00 20.00 40.00 60.00 80.00
Time [min]

4 -0.00

Sekil 5.2 Jelatine ait TGA egrisi
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Sekil 5.3’de verilen kitosanin TGA egrisi incelendiginde; iki asamali bir kiitle kayb1
goriilmektedir. Ilk asamadaki kiitle kaybinin kitosanin yapisinda bulunan sudan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Tkinci asamadaki kiitle kaybi ise biiyiik miktarda olup;
kitosan tamamen bozunmaya ugramistir. Kimyasal olarak B(1-4)2-acetamido-2-deoxy-
D-glucose (veya N-asetilglukozamin) tekrarlanan birimlerinden olusan bir polimer olan

kitosan, icerdigi B bagindan dolay1 yapisal olarak jelatinden daha kararlidir.

DTA TGA Temp
uVv mg C
I 5.00
20.00 f . . 800.00
! | L NG
0.00- P
! 300 600.00
-20.0q 2 00'; 400.00
40.00 1.00 I
! : \ 200.00
| -0.00
-60.00- i \
¢ L ) L L LA e T 1 T e L DV POCS A 0 TURMDI B 1 A1
-0.00 20.00 40.00 60.00 80.00
Time [min]

Sekil 5.3 Kitosana ait TGA egrisi

Sekil 5.4’te verilen jelatin/kitosan kompozitinin termogrami incelendiginde ise
kompozitin 40 dk’da %55’inin bozuldugu ve bozulma firiinlerinin kararli olmadigi
goriilmistiir. Kitosanin yapisinda bulunan B baglarmin kararliigi ve glutaraldehit
yardimiyla olusturulan capraz baglar sebebiyle jelatin/kitosan kompozitinin yalnizca
jelatin ve yalnizca kitosan polimerleriyle kiyaslandiginda ¢ok daha kararli oldugu ve

tamamen bozunmaya ugramadig1 goriilmustiir.
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DTA
uVv
20.00°

0.00-
-20.00

-40.00¢

-60.00-
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mg C
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6.00 I
e _ | 300.00
4.00 T i N !
| TT— {20000
r — 1
2.00- |
. | 100.00
-0.00 4 . . |
-0.00 10.00 20.00 30.00 40.00
Time [min)

Sekil 5.4 Jelatin/kitosan polimer karigimina ait TGA egrisi

5.3 SEM Mikrograflarinin Degerlendirilmesi

Jelatin, kitosan, J/K ve J/K-PrA filmlerinin morfolojileri SEM ile goriintiilenmis, PrA

immobilizasyonunun basarist incelenmistir. Filmlerin morfolojileri hakkinda bilgi

edinmek amaciyla alinan SEM goriintiilerinin ¢aligma potansiyeli 5 kV’tir.
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Sekil 5.5. a. Jelatin, b.Kitosan, c.Jelatin/Kitosan, d.Jelatin/Kitosan-PrA SEM
mikrograflari

Sekil 5.5.a’da jelatin elektrodunun SEM mikrografi goriilmektedir. Jelatinin elektrot
yiizeyinde adacikli yapilar olusturdugu, tamamen dagilmadigi ve yer yer bosluklar
olusturdugu goriilmektedir. Sekil 5.5.b’de goriilen kitosan film yapisinin ise jelatine

kiyasla daha homojen bir dagilim gdsterdigi goriilmektedir.

Jelatin/kitosan polimer karisiminda homojen bir yapi goriilmesine ragmen; elektrot
yiizeyinde yer yer agikliklar goriilmiistiir (Sekil 5.5.c). Bu acikliklarin kullanilan
polimerlerin hidrojel &zelliklerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Mikrograflar
tamamen kurumus elektrotlar kullanilarak alinmistir. Hazirlanan elektrotlar fosfat
tamponunda (0.05 M, pH 7.4) bekletildiginde polimerler siserek bosluklari dolduracak

ve elektrot yiizeyi tamamen polimerle kaplanmis olacaktir. Ayrica yalnizca kitosan

79



kullanilarak elde edilmis mikrografla karsilastirildiginda kompozit yapinin elektrot
yiizey alanini arttirdign goriilmektedir. Jelatin/kitosan karisimina PrA immobilize
edildiginde (Sekil 5.5.d) homojen dagilmis polimer yiizey iizerinde PrA’lar
goriilmektedir. Elde edilen mikrograf J/K yapisina PrA immobilizasyonunun basarili bir

sekilde yapildigin1 kanitlamaktadir.

5.4 AFM Bulgular

Immiinosensdr karakterizasyonunda SEM ve AFM olgiimleri birbirini tamamlayici
tekniklerdir. SEM analizlerinde ylizeyin yiiksek ¢ozilintirliikli fakat ti¢ boyutlu olmayan
goriintiileri elde edilirken, AFM 1i¢ boyutlu goriintiiler saglayarak ylizey topografyasi
hakkinda detayli bilgi vermektedir. Jelatin, kitosan, J/K ve J/K-PrA filmlerinin ig
boyutlu yiizey topografyasi hakkinda bilgi edinmek ve SEM sonuglarini desteklemek

amaciyla AFM ile goriintiilenmis, PrA immobilizasyonunun basarisi incelenmistir.

Sekil 5.6. a.Jelatin b. Kitosan c.Jelatin/Kitosan d.Jelatin/kitosan-PrA AFM bulgular1
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Yalnizca jelatin kullanildiginda elde edilen film topografyasinin homojeniteden uzak
oldugu goriilmektedir (Sekil 5.6.a). Kitosan kullanilarak olusturulan filmin topografyasi
incelendiginde ise kitosanin olduk¢a homojen, diiz bir yap1 olusturdugu goriilmektedir
(Sekil5.6.b).  Jelatin/kitosan kompozit yapisi kullanilarak olusturulan filmin
topografyasinda ise ylizey alaninin bariz bir sekilde arttigr goriilmiistiir (Sekil 5.6.c).
Sekil 5.6.d’de ise PrA immobilize edilmis jelatin/kitosan kompozit yapisinin AFM
mikrografi goriilmekte ve mikrograf PrA immobilizasyonunu kanitlar niteliktedir. Elde
edilen AFM mikrograflari ile SEM goriintiileri birbirini destekler nitelikte olup, bu da

gercgeklestirilen immobilizasyonlarin bagarisini kanitlar niteliktedir.

5.5 Optimizasyon Calismalari

Yapilan tiim optimizasyon ve kalibrasyon ¢alismalarinda sinyal olarak relatif impedans

kullanilmastir.

Relatif impedans = [Rct(2)—Rct(1)] /Rct(1) (5.1)

Rct(1), PrA immobilize elektrodun yiik transfer direnci ve Rct(2) ise IgG inkiibe edilmis
elektrodun yiik transfer direncidir. Impedans olgiimleri elektrotlarin kararli hale geldigi

180 mV acik devre potansiyeli (OCP)’nde alinmistir.

5.5.1 Polimer konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

PrA’nin IgG’ye baglanmasi i¢in en uygun polimer miktarinin bulunmasi amaciyla
polimer optimizasyonlart yapilmistir. Bu amagla PrA (5ug/mL) ve glutaraldehit
(0.004M) konsantrasyonlari sabit tutularak farkli miktarlarda polimerler denenerek
polimer konsantrasyonlarina karsi relatif impedans grafikleri ¢izilmis ve optimum
polimer miktarlar1 bulunmustur. Polimer optimizasyon calismalarinda 1ug/pul IgG

kullanilmistir.
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Sekil 5.7 Kitosan konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

Kitosan optimizasyonu amaciyla %0.125-1.0 araliginda kitosan denenmis ve
optimizasyon grafigi Sekil 5.7°de gosterilmistir. Kullanilan kitosan oraninin artmastyla,
elektrot yiizeyine daha fazla PrA immobilize olmus, bu da sinyalin artmasim
saglamistir.  Ayrica  diisik  miktarlarda  polimer  kullanilarak  hazirlanan
immiinosensorlerin mekanik kararliliklarinin da az oldugu goriilmiistiir. Yiiksek kitosan
orani ise tasiyict gozeneklerinin kiiclilmesine neden olmus, bu durum PrA-lgG
etkilesmesini kisitladigindan sinyalde diisiis gozlenmistir. Ayrica yiiksek miktarda
polimer kullanildiginda immobilizasyon jelinde katilasma gozlenmis, bu da
immobilizasyonun saglikli yapilamamasma neden olmustur. Elde edilen veriler

neticesinde en uygun tastyici konsantrasyonu % 0.5 kitosan olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.8 Jelatin/Kitosan oraninin immiinosensor cevabina etkisi

Jelatin/Kitosan oraninin optimizasyonu amaciyla 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 8, 10 oranlarinda
jelatin/kitosan denenenmis, elde edilen veriler neticesinde ¢izilen optimizasyon grafigi
sekil 5.8’de verilmistir. Deneysel sonuglardan en uygun tasiyici oraninin 1:1 J/K oldugu

belirlenmistir.

5.5.2 AuNPs miktarinin immiinosensor cevabina etkisi

PrA immobilizasyon verimini ve elektron transfer hizini arttirarak tayin simirini
distirmek i¢in  5nm’lik  AUNPs nanopartikiiller —kullanilmistir.  Tasarlanan
immiinosensdrlerden maksimum verim alabilmek i¢in AuNPs nanopartikiil miktar

optimize edilmistir.
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Sekil 5.9 Altin nanopartikiil konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

AuNPs nanopartikiil miktarinin optimizasyonu amaciyla jelatin/kitosan karigimi (1:1)
tasiyict olarak kullanilmistir. Bu amagla hazirlanan immobilizasyon ¢ozeltilerine 0.090,
0.18, 0.27, 0.36, 0.45, 0.63, 0.81 pL altin nanopartikiil eklenerek jelatin/kitosan-AuNPS-
PrA elektrotlart hazirlanmis ve impedans yanitlar arastirilarak optimum deger 0.45 puL
olarak belirlenmistir (Sekil 5.9). Diisiik nanopartikiil miktarlar1 yiizey alanini gerektigi
kadar arttiramazken; yiiksek nanopartikiil miktarlar1 ise polimer yiizeyini tamamen

kaplayarak direnci arttirmakta ve elektron transferini inhibe etmektedir.

5.5.3 Capraz baglayici1 konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

PrA’nin polimer yiizeylere immobilizasyonunda ¢apraz baglayici olarak 0.001-0.01M
konsantrasyon araliginda glutaraldehit kullanilarak immobilizasyonlar gergeklestirilmis

ve en uygun ¢apraz baglayici konsantrasyonu arastirilmistir.
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Sekil 5.10 Glutaraldehit konsantrasyonunun kitosan-Pra immiinosensor cevabina etkisi

Kitosan-PrA immiinosensér cevabina glutaraldehit konsantrasyonunun etkisinin
incelenmesi amaciyla ¢izilen optimizasyon grafigi Sekil 5.10°da goriilmektedir. PrA’nin
kitosan tasiyici sistemine immobilizasyonu i¢in optimum glutaraldehit konsantrasyonu

0.004 M olarak bulunmustur.
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Sekil 5.11 Glutaraldehit konsantrasyonunun jelatin/kitosan-Pra immiinosensor
cevabina etkisi

Sekil 5.11°de jelatin/kitosan kompozit yapisi kullanilarak hazirlanan immiinosensorlere
GA konsantrasyonun etkisini gosteren optimizasyon grafigi verilmistir. Optimum GA

konsantrasyonu 0.004M olarak bulunmustur.

Yalnizca kitosan polimerinin kullanildigi immiinosensor sistemiyle; jelatin/kitosan

kompozit yapisi kullanilarak hazirlanan immiinosensorlerde 0.04M GA kullanilmustir.

Daha yiiksek GA konsantrasyonlarinda polimerin kendi i¢inde ¢ok fazla capraz bag
yaparak gozenekli yapiin kiigiildiigii, siki bir polimer yapinin olustugu; buna bagh
olarakta PrA-IgG etkilesiminin  kisitlandigr  diistiniilmektedir.  Disik  GA
konsantrasyonlarinda ise yiizeye yeterince PrA baglanamamis bu da sinyalde azalmaya
neden olmustur (Sungur vd. 2004, Emregiil 2005). Ayrica diisiik GA konsantrasyonu
kullanilarak  hazirlanan  immiinosensorlerin  mekanik  kararliliklarinda  azalma

gozlemlenmistir.
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5.5.4 PrA konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

Tasarlanan immiinosensorlerde taniyict biyoelement olan PrA’nin optimizasyonu
amaciyla onceki c¢alismalarda bulunan optimum polimer ve ¢apraz baglayici oranlari
sabit tutularak farkli PrA konsantrasyonlarinda immiinosensorler hazirlanmis ve

impedimetrik yanitlar incelenerek optimum PrA konsantrasyonlar1 bulunmustur.
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Sekil 5.12 Protein A konsantrasyonunun kitosan-PrA immiinosensor cevabina etkisi

Kitosan tasiyict sistemine PrA immobilizasyonunda % 0.5’lik kitosan ve 0.004 M
glutaraldehit miktarlar1 sabit tutularak 0.05-5.0 pg/mL konsantrasyon araliginda PrA
iceren immiinosensdrler hazirlanmis ve sekil 5.12°de goriilen optimizasyon grafigi elde
edilmistir. PrA’nin Kitosana immobilizasyonu igin optimum PrA konsantrasyonu 0.1

ug/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 5.13 Protein A konsantrasyonunun jelatin/kitosan-PrA immiinosensor cevabina etkisi

Jelatin/kitosan  tasiyict  sistemine PrA  immobilizasyonunda PrA  miktarinin
optimizasyonu amaciyla 1:1 jelatin/kitosan orani ve 0.004 M glutaraldehit miktarlar
sabit tutularak 0.05-2.0 pg/mL araliginda PrA igeren immiinosensorler hazirlanmustir.
Jelatin/kitosan tastyict sistemi i¢in optimum PrA konsantrasyonu 0.1 pg/mL
bulunmustur (Sekil 5.13).

Artan PrA konsantrasyonuyla PrA-PrA arasinda ¢apraz baglar olusmus ve optimum
tasiyici sistemine agir1 yiikleme sonucu gozeneklerde tikanma meydana gelmis; bu da

sinyalde diislise neden olmustur.

5.5.5 immiinosensér cevabina IgG inkiibasyon siiresinin etkisi

Inkiibasyon siiresinin immiinosensdr cevabi iizerine etkisinin tespiti amaciyla
immobilizasyon jeli ile kaplanmig Pt screen printed elektrotlar IgG ile 15, 30, 45, 60, 75
ve 90 dakika inkiibe edilerek impedimetrik cevaplar 6l¢iilmiis ve optimum inkiibasyon

stiresi arastirilmastir.
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Sekil 5.14 Inkiibasyon siiresinin kitosan-PrA immiinosensér cevabina etkisi

Bu amagla gelistirilen kitosan immiinosensorii i¢in optimum inkiibasyon siiresi 60

dakika olarak bulunmustur (Sekil 5.14).
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Sekil 5.15 Inkiibasyon siiresinin jelatin/kitosan-PrA immiinosensdr cevabina etkisi
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Jelatin/kitosan tastyici sistemi kullanilarak hazirlanan immiinosensorii igin optimum
inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak bulunmustur (Sekil 5.15). Literatiir incelendiginde
daha kisa (Kong 2011), daha uzun (Zarei 2012) ve hemen hemen ayni inkiibasyon

siiresine sahip (Lin 2011) immiinosensor ¢alismalart oldugu goriilmiistiir.
5.5.6 pH optimizasyonu

Immiinosensorlerin gelistirilmesinde asetat, fosfat, karbonat tamponlar1 kullanilarak pH
(5-9) optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla elektrokimyasal 6lgiimiin alinacagi
hiicre igerisinde asetat tamponu ( 0.05 M, pH 5, 6.5), fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.4),
karbonat tamponu (0.05 M, pH 8.3 ve 9) denenmistir.

172 I I I I I I

1,0 % .

o
o
1
1

Relatif Impedans
o
»
1

o
ESN
1

1

0.2 . -

pH

Sekil 5.16 Kitosan-PrA immiinosensorii i¢in pH optimizasyon grafigi

Gelistirilen kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-PrA immiinosensorleri igin optimum pH

degeri 7.4 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.17 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensorii i¢in pH optimizasyon grafigi

Hem Kkitosan-PrA; hemde J/K-PrA immiinosensorleri i¢in optimum pH 7.4 olarak
belirlenmistir. Optimum pH; biyolojik molekiillerin en kararli halde bulundugu
araliktadir. Daha diisiik ve daha yiiksek pH’larda hem IgG’nin hem de PrA’nm 3
boyutlu yapist bozulmakta; bu durumda aralarindaki etkilesimi engellemektedir (Sun

vd. 2011).

5.6 Tekrar Uretilebilirlik

Gelistirilen immiinosensorlerin pratik kullaniminda biiyiik 6nem arz eden tekrar
uiretilebilirlik calismasi amaciyla her bir immiinosensérden 10’ar adet hazirlanmis ve
1ug/uL IgG ilavesi ile impedimetrik cevaplar degerlendirilerek asagidaki formil ile %

relatif standart sapmalar1 hesaplanmstir.

standartsapma
RSD = ——x100%
ortalamadeger
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Kitosan-PrA immiinosensoriniin

tekrar {retilebilirliginin  grafigi

sekil 5.18°de

verilmigtir.
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Sekil 5.18 Kitosan-PrA immiinosensdriiniin tekrar iiretilebilirlik degerlendirmesi

Grafige gore ortalama deger 1.037; relatif standart sapma %1.5 olarak hesaplanmaistir.

Elde edilen sonuglar gelistirilen Kitosan-PrA immunosensoriin tekrar {iretilebilirliginin

oldukca iyi oldukea 1yi oldugunu kanitlamaktadir.

Jelatin/kitosan-PrA immiinosensoriiniin tekrar iretilebilirliginin grafigi sekil 5.19°da

verilmistir.
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Sekil 5.19 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensorii igin tekrar tiretilebilirlik degerlendirmesi

Grafige gore ortalama deger 1.078; relatif standart sapma % 2.14 olarak hesaplanmuistir.
Elde edilen sonuglar gelistirilen immunosensorlerin tekrar iiretilebilirliginin oldukea iyi

oldugunu kanitlamaktadir.
5.7 immiinosensorlerin Kullanim Omrii

Immobilizasyon kosullar1 optimize edildikten sonra gelistirilen immiinosensorlerin
kullanim Smrii tespit edilmistir. Immiinosensdr her kullanim sonrasi aminoasetik asit
tamponuyla (0.1 M, pH 3) desorbe edilmis, fosfat tamponunda (0.05 M, pH 7.4)
yikanmus, 4°C’ta fosfat tamponunda saklanmis ve her giin Ol¢clim alinmigtir.
Immiinosensérlerin impedimetrik yanitlarindaki diisiis degerlendirilerek kullanim siiresi

belirlenmistir.
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Sekil 5.20 Kitosan-PrA immiinosensoriiniin kullanim siiresi

Kitosan-PrA immiinosensorii 10 giin boyunca aktivitesini korumustur (Sekil 5.20).
Immiinosensériin impedimetrik yamti 10. giiniin sonunda %66’ya diismiistiir. Kitosan
lizerine PrA immobilizasyonu biyolojik aktiviteyi biiyiikk oranda korusa da;

denatlirasyonun bir sonucu olarak immiinosensor aktivitesinde diisiis gézlenmistir.
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Sekil 5.21 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensoriiniin kullanim stiresi

Jelatin/kitosan-PrA immiinosensorii 10 giiniin sonunda aktivitesinin %72’sini korudugu

goriilmistiir (Sekil 5.21).

5.8 Gelistirilen immiinosensorler i¢cin Spesifik Olmayan Baglanmanin incelenmesi
Optimize kitosan-PrA ve J/K-PrA, immiinosensorlerine farkli antikorlarin spesifik
olmayan baglanma etkisi incelenmistir. Bu amagla immiinosensorlere IgG ile aym

konsantrasyondaki (1pg/pL) anti-TNFa, anti-MOG, anti-MAG ile inkiibe edilmis ve %

spesifiteler [%spesifite= ((lige-1x)/114c)x100] formiiliine gore hesaplanmistir.
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Sekil 5.22 Kitosan-PrA immiinosensorii i¢in spesifik olmayan baglanmalarin

incelenmesi

TNF MOG VAG TNF + MOG +MAG QG

Sekil 5.23 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensorii i¢in spesifik olmayan baglanmalarin

incelenmesi

96



Jelatin/kitosan-PrA  immiinosensoriiniin  ise  anti-TNFa, anti-MOG, anti-MAG
antijenlerine karg1 gosterdigi spesifiklik ile IgG’ye karsi gosterdigi spesifiklikler
kiyaslandiginda gelistirilen immiinosensoriin IgG’ye karst %92 spesifiklige sahip

oldugu goriilmiistiir.

5.9 Gelistirilen Immiinosensorlerin Elektrokimyasal Davramslari

Gelistirilen immiinosensorlerin yiizey modifikasyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla;
immiinosensorlerin  farkli modifikasyon basamaklarinda EIS ve CV’leri alinarak

degerlendirilmistir.

Sekil 5.24°te Pt screen printed elektrot {izerine yapilan jelatin/kitosan modifikasyonu ve
sonraki islemler sonucu impedans degisimini gosteren Nyquist grafigi verilmistir.
Grafikten goriilebilecegi gibi ¢iplak elektrot (b) jelatin/kitosan kompoziti ile modifiye
edildikten sonra (d) impedans artis gostermistir. Bu artig; elektrot yiizeyinin
jelatin/kitosan kompoziti ile basarili bir sekilde kaplandigini ve kompozitin yalitict
etkisi oldugunu gostermektedir. Sisteme nanopartikiil ilave edildiginde ise (a) yiik
transfer direnci, ¢iplak elektrodunkinin altina diismiistiir. Bu durum; nanopartikiiliin yiik
transfer hizin1 ve ylizey alanini arttirict 6zelligiyle agiklanabilir. Nanopartikiillerin bu
Ozelligi sayesinde daha diisiik tayin simirina inilebilmistir. Jelatin/kitosan-AuNPS ve
jelatin/kitosan tastyici sistemine PrA immobilize edildiginde (¢ ve f) egrileri elde
edilmistir. PrA immobilizasyonu sonucunda impedansin artmasi; PrA’nin ekstra bir
diren¢ yaratmasindan kaynaklanmaktadir. IgG inkiibe edildiginde ise PrA-l1gG
eslesmesi gerceklesmis ve impedanslarda artis gézlenmistir. Jelatin/kitosan-AuNPs-PrA
elektroduna IgG inkiibasyonu ile (e), jelatin/kitosan-PrA elektroduna IgG inkiibasyonu
ile (f) egrileri elde edilmistir.
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Sekil 5.24 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensoriiniin impedans degisimini gosteren
Nyquist grafigi

a.Jelatin/kitosan-AuNPs elektrot b.Ciplak elektrot c.Jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektrot d.Jelatin/kitosan
elektrot e.IgG inkiibe jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektrot f.Jelatin/kitosan-PrA elektrot g.1gG inkiibe
jelatin/kitosan-PrA elektrot

Sekil 5.25°te Pt screen printed elektrot lizerine yapilan jelatin/kitosan modifikasyonu ve
sonraki islemler sonucu doniisiimlii voltamogramlarda meydana glen degisimler
gosterilmistir. Ciplak elektrottan (b) gegen akim yogunlugu yaklagik olarak 0.002
uA.cm? iken; jelatin/kitosan modifikasyonu sonucu (d) 0.0008 pA.cm™ seviyesine
inmistir. Akim yogunlugunda meydana gelen bu azalma jelatin/kitosan kompozitinin
basaril1 bir sekilde elektrot yiizeyine kaplandigin1 gdstermektedir. Elektrot yiizeyinde
cok az da olsa elektrot aktariminin gerceklesiyor olmasi; SEM ve AFM goriintiileriyle
elde edilen homojen film yapisiyla aciklanabilir. Jelatin/kitosan tasiyici sistemine PrA
immobilize edildiginde (f) elektrottan gecen yiik yogunlugunda bir miktar artma
olmustur; bu durumun PrA yapisinda bulunan farkli molekiillerin elektron aktarimini
arttirdigr  gorlisiiyle aciklanabilir. Elektrot ylizeyine altin nanopartikiiller ilave
edildiginde elektrottan gecen yiik yogunlugu c¢iplak elektrottan fazladir (a).
Jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektroda IgG inkiibe edildiginde (e), jelatin/kitosan-PrA
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elektroda IgG inkiibe edildiginde (g) voltamogrami elde edilmistir. Elde edilen CV

sonuglari ile; impedans sonuglari birbirini destekler niteliktedir.
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Sekil 5.25 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensoriiniin doniigiimlii voltamogrami

a.Jelatin/kitosan-AuNPs elektrot b.Ciplak elektrot c.Jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektrot d.Jelatin/kitosan
elektrot e.IgG inkiibe jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektrot f.Jelatin/kitosan-PrA elektrot g.IgG inkiibe
jelatin/kitosan-PrA elektrot

Anodik ve katodik pik potansiyelleri kullanilarak hesaplanan formal potansiyeller
(Eo'=(Ep,at+Ep,k)/2) 1IgG inkiibe jelatin/kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-AuNPS
elektrotlar i¢in sirasiyla 117 ve 121 mV olarak hesaplanmistir. Ayrica pik ayrimlari
(AEp = Ep,a—Ep,k) siras1 ile 87 ve 145 mV olarak bulunmustur. Bu sonuglar IgG inkiibe
jelatin/kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektrodundaki elektron transferinin

yar1 tersinir oldugunu gostermektedir.

Immiinosensérlerde, immiinoreaksiyonlari dogasi geregi kinetik bir reaksiyon degil
baglanma olay1 meydana gelmektedir. Bu nedenle immiinosensorlerde bir iiriin ya da

analit difiizyonu degil, elektron diflizyonu gerceklesmektedir. Bu nedenle
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immiinosensorlerin - Nyqusit grafiginde difiizyonu gosteren dogrusal kisim
goriilmemekte, sadece yarim daire grafigi olugsmakadir. Bu egriye uygun devre modeli
ise ¢ozelti direnci (Rs), ¢ift tabaka kapasitanst (Cq) ve yilk transfer direncinden

meydana gelen, Warburg impedansini igermeyen Randles devresidir.

Ca
| |
Rs 11
- Rt =
1
—

Sekil 5.26 Gelistirilen immiinosensorlere ait Randles devresi

5.10 Kalibrasyon Grafikleri

Tasarlanan immiinosensorlere farkli IgG konsantrasyonlari uygulanarak lineer aralik ve

tayin limiti belirlenmis, kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

Optimizasyonu tamamlanan kitosan-PrA immiinosensoriiniin kalibrasyon grafiginin
hazirlanmast amaciyla 7.8125-1000 ng/mL IgG konsantrasyonlart denenmis,
determinasyon katsayisi (RZ) 0.98 olarak bulunmustur (Sekil 5.26). Daha diisiik

konsantrasyonlarda anlamli degerler elde edilememistir.
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Sekil 5.27 Kitosan-PrA immiinosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Optimizasyonu

grafiginin hazirlanmasi amaciyla 7.8125-5000 ng/mL IgG konsantrasyonlari denenmis,
determinasyon katsayisi yiiksek konsantrasyon bdlgesi (500-5000 ng/mL) i¢in R?=0.98,
diisiik konsantrasyon bdlgesi (7.8125-125) i¢in R’=0.98 olarak bulunmustur (Sekil

5.27).

tamamlanan

jelatin/kitosan-PrA
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Sekil 5.28 Jelatin/Kitosan-PrA immiinosensorii i¢in kalibrasyon grafikleri
a.500-5000 ng/pL aralig1 b.7.8125-125ng/pL aralig

Optimizasyonu tamamlanan jelatin/kitosan-altin nanopartikiil-PrA immiinosensdriiniin

kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi amaciyla 3.95-2500 ng/uL IgG konsantrasyonlari
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denenmis, determinasyon katsayisi yiiksek konsantrasyon bolgesi (250-2500 ng/pL) i¢in
R?=0.99; diisik konsantrasyon bolgesi (3.95-125 ng/uL) i¢in R?=0.98 olarak
bulunmustur  (Sekil 5.29). Ayrica nanopartikiill ~kullanmadan  hazirlanan
immiinosensorlerde tayin sinir1 7.8125 ng/uL iken nanopartikiil kullanilarak hazirlanan

immiinosensorlerde 3.95 ng/uL alt tayin sinirina kadar inilebilmistir.
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Sekil 5.29 Jelatin/Kitosan-AuNPs-PrA immiinosensorii i¢in kalibrasyon grafikleri
a. 3.95-125 ng/uL araligi b. 250-2500 ng/uL araligt
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Cizelge 5.1 Gelistirilen immiinosensdrlerin ¢alisma kosullar1 ve performanslari

Jelatin-PrA Kitosan-PrA Jelatin/Kitosan- | Jelatin/Kitosan-
PrA AUNPs-PrA

Polimer %4 %0.5 1:1 (oran) 1:1 (oran)
Nanopartikiil - - - 27.5x10™
tanecik
Capraz 0.002 0.004 0.004 0.004
baglayici
M
PrA, pg/mL 0.5 0.1 0.1 0.1
inkiibasyon 60 60 30 30
siiresi, dk
pH 7.4 7.4 7.4 7.4
Tekrar
iiretilebilirlik, 3.6 15 2.3 -
standart sapma
%
Kullanim siiresi 10 giin 10 giin 10 giin
(giin) ve -
kullanim siiresi %58 %66 %72
sonu aktivitesi
%
Formal - - 87 121
potansiyel, mV
Pik ayrimi, mV - - 117 145
Devre modeli Randles Randles Randles Randles
Dogrusal 15.625-1000 7.8125-1000 7.8125-5000 3.95-2500
aralik, ng/plL
Tayin limiti, 15.625 7.8125 7.8125 3.95
ng/ulL
Determinasyon 0.96 0.98 0.98/0.98 0.99/0.98

katsayisi, R?

Kalibrasyon

grafigi y=0.004x+0.0084 | y=0.0047x+0.18
denklemi (Diisiik Bolge) (Ditisiik Bolge)
[y=relatif y=0.00051x+0.18 | y=0.001x+0.066

impedans y=0.00025x+0.68 | y=0.00079x+0.68
(ohm), x=IgG (Yiiksek Bolge) (Yiksek Bolge)
(ng/pL)]

5.11 BOS ve Serum Calismalari

Tasarlanan immiinosensorlerden en diigiik tayin limitine sahip olan jelatin/kitosan-

AUNPs-PrA immiinosensdrii ile Ankara Universitesi Ibni Sina Hastanesi Néroloji
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Boliimiinde yatmakta olan hastalardan alunan gercek biyolojik ornekler kullanilarak

caligmalar yapilmistir. Sonuglar ¢izelge 5.2°de goriildiigi gibidir.

Cizelge 5.2 Gelistirilen J/K-AUNPsS-PrA immiinosensdriiniin ger¢ek numunelerle

denenmesi
IgG IgG (BOS) BOS
(Serum) (mg/L) IgG
(g/L) indeksi
KONTROL 12.6 19.2 0.404
JIK-AuNPs-PrA 12.76+0.38 19.15+0.57 0.400
MS hastasi 15.2 90.3 1.79
JIK-AuNPs-PrA 14.94+0.45 91.5+2.75 1.83

Gelistirilen J/K-AUNPs-PrA immiinosensorii ile elde edilen sonuglar ile hastane
sonuglarinin birbiriyle uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir. Gelistirilen sensoriin en
biiylik avantaji yiiksek dogruluk ile kisa siirede sonuca ulagmaya imkan vermesidir.
Gilintimiizde ELISA ile yapilan IgG analiz sonucu 2 giinde ¢ikmaktayken; gelistirilen

immiinosensor kullanilarak 135 saniye i¢inde sonuca ulagsmak miimkiindiir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada; otoimmiin hastaliklar sirasinda serum ve BOS’ta miktar1 artan IgG tayini
icin spesifik, duyarli, hizli ve kolay sonu¢ verecek PrA immiinosensoriiniin
gelistirilmesi  hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; PrA immobilizasyonu ig¢in
kitosan, jelatin/kitosan kompoziti ve jelatin/kitosan-AuNPs karisimi kullanilmistir.
PrA’nin tasiyict sistemlere immobilizasyonu amaciyla ¢apraz baglayict olarak

glutaraldehit kullanilmistir.

Ik olarak FT-IR yardimiyla kullanilacak olan polimer yapilarm ve kompozitin icerdigi
baglarin analizi gergeklestirilmistir. Genel olarak kompozit yapi; tek polimerlere ait
spektrumla kiyaslandiginda kitosana oldukg¢a benzer bir profil vermistir. Elde edilen bu
bilgiyle polimer karisiminin jelatine ait -OH ve -NH reaktif gruplariile Kitosana ait

polisakkarit yapiy1 korudugu sonucuna varilabilmektedir.

Ardindan kullanilan jelatin ve kitosan polimerleri ile jelatin/kitosan kompozit yapisinin
1s1l kararhiliklarinin degerlendirilmesi amaciyla TGA’lar1 gerceklestirilmistir. Analiz
sonucunda jelatinin tamamen bozunmaya ugradigi ve termal olarak kararsiz bir yapi
sergiledigi gorlilmiistiir. Yapisinda  bagi bulunan kitosanin pargalanmasi; jelatin ile
kiyaslandiginda daha uzun siirmiistiir. Tez ¢alismasinda kullanilan polimer ve kompozit
tasiyicilar arasinda termal olarak en kararli yapimn jelatin/kitosan kompozit yapisi
oldugu goriilmiistiir. Kitosanin yapisinda bulunan [ baglarinin  kararlilign ile
glutaraldehit yardimiyla jelatin ve kitosan arasinda olusturulan ¢apraz baglarin termal

kararlilig: arttirdig1 diistiniilmektedir.

Hazirlanan polimer, polimer-PrA filmlerinin SEM ve AFM gorintiileri alinmig ve
morfolojik degerlendirme yapilmistir. Yalnizca jelatin kullanilarak olusturulan film
yapisinda yer yer bosluklarin olmasi; jelatinin kuru ortamda kaldiginda biiziiliip, tampon
igine daldirildiginda sisme 6zelligi gostermesinden kaynaklanmaktadir. Olgiimler
icerisinde tampon bulunan hiicrelerde gerceklestifinden deneyler sirasinda jelatinin
siserek elektrot ylizeyini kaplayacaktir. Kitosanin ise elektrot yiizeyini tamamen

kapladig1r goriilmektedir. Jelatin/kitosan kompozit yapisi kullanildiginda ise elektrot
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yiizey alaninin artarak daha fazla PrA’nin yiizeye tutunabildigi goriilmiistiir. SEM ve
AFM sonuglar1 birbirini destekler nitelikte olup; PrA’nin tasiyici yiizeye immobilize

edildigini kanitlamaktadir.

Immiinosensdrlerden maksimum performans alabilmek amaciyla tastyict miktarlari,
nanopartikiil miktarlari, ¢apraz baglayici ve PrA konsantrasyonlari, inkiibasyon siireleri
optimize edilmistir. Daha sonra EIS ve CV sonucglart degerlendirilerek
immiinosensorlerin elektrokimyasal yapilari incelenmistir. PrA’nin spesifik olamayan
baglanmalarinin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanan immiinosensorlere 1gG ile ayn
miktarda anti-TNFa, anti-MOG, anti-MAG inkiibe edilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Immiinosensérlerin klinige uyarlanmasinda énem arz eden tekrar
uretilebilirlik ve kullanim Omrii parametreleri calisilarak, elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir. Kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi amaciyla genis araliklarda IgG
konsantrasyonlarinda denemeler gerceklestirilmistir. Son olarak immiinosensorlerin
klinik uygulamasi amaciyla saglikli ve MS’li hastadan alinan BOS ve serum ile

calismalar yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

Degisik polimer miktarlar1 kullanilarak hazirlanan immiinosensorlerin impedimetrik
cevaplar1 degerlendirilerek en uygun tasiyict oranlari arastirilmistir. Kitosan igin
%0.125-1.0, jelatin/kitosan igin 0.5-10 (oran) araliklarinda polimerler kullanilarak
hazirlanan immiinosensorler ile yapilan optimizasyon caligmasi sonucunda; kitosan igin
% 0.5, jelatin/kitosan i¢in 1:1 orani en uygun tasiyici miktarlari olarak tespit edilmistir.
Yiiksek polimer konsantrasyonu; baglanan PrA’nin artmasina; dolayisiyla sinyalde
artisa sebep olmustur. Ayrica polimer konsantrasyonunun artmasi; gelistirilen
immiinosensdriin  mekanik kararlilifinda da artis saglamigtir.  Optimum polimer
miktarindan sonra ise ¢ok siki istiflenen polimer molekiilleri; polimer film ylizeyindeki
gbzenekli yapmin bozulmasma neden olmustur (Sungur vd. 2004, Emregiil 2005).
Gozenekli yapinin bozulmasiyla; PrA yiizeyde tutunamadigi i¢in PrA-IgG eslesme orani
azalmis; bu da sinyalde azalmaya sebebiyet vermistir. Yapilan literatiir taramasinda
kitosanin genellikle % 0.5-% 1 oranlarinda (Yu vd. 2004, Luo vd. 2005) kullanildig:

gorilmiistiir.
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Kitosanin; hemostatik (Ong 2008), yag baglayici (Gades 2005), yara iyilestirici (Hiroshi
2001), biyoyapistirict (George 2006) ozellikleri yami sira; antimikrobiyal ozellikte
olmas1 (Zivanovic 2007; Sarasam 2008), ve biyolojik olarak yenilenebilir (Khor, 2003)
olmasi1 sebebiyle daha ¢ok doku miithendisligi uygulamalar1 yaygindir. Ayrica kitosanin
sert dokularda osteogenesisi (Klokkevold 1996) ve osteoiletkenligi (Tang 2008)
gelistirdigini, yumusak dokularda yara iyilestirme yetenegi (Ishihara 2002) oldugunu
belirten ¢alismalar mevcuttur. Kitosanin literatiirde karsilasilan diger kullanim alanlari;
toksik olmayan parcalanma fiiriinleri ve reaktif gruplar1 ile ilag yapilarma kolayca
baglanmasi nedeniyle ila¢ etken madde tasiyicist (Kas 1997,Agnihotri 2004), kemik
cimentolarinin gelistirilmesinde katki malzemesi olarak kullanilmasi (Rochet 2009), gen
tastyict sistemler (Dang 2006), kontrollii salim sistemleri (Yilgor 2009), yumusak doku
ya da kikirdak doku miihendisligi i¢cin doku destek malzemeleri (Wang 2005, Tigh
2009), viriis ve bakterilere kars1 antimikrobiyal ajan (Rabea 2003) seklinde siralanabilir.
Jelatin suda ¢oziinebilen ve in vivo ortamda ¢ok hizli bir sekilde bozunabilen bir
yapidir. Sensor yiizeyi modifikasyonunda tasiyict olarak kullanilmasinin (Wael 2010)
yant sira; toksik olmayan parcalanma {irlinleri nedeniyle doku miihendisliginde yapay
deri malzemeleri (Kawai 2000), kardiyak doku miihendisligi icin doku destek
malzemeleri (Rosellini 2009) ve yara oOrtiisii malzemeleri (Ulubayram 2001) olarak

kullanim1 bulunmaktadir.

Jelatin/kitosan kompozit yapisinin epitel kok hiicreleri igin tasiyict (Mata vd. 2013),
yara iyilesmesinde doku iskelesi (Alizadeh vd. 2013, Enrione vd. 2013) olarak

kullanildig1 ¢alismalar literatiirde mevcuttur.

Literatiirde jelatin/kitosan kompozit yapisinin kullanildigi sensér c¢aligmasina

rastlanmamuistir.

Jelatin/kitosan-AuNPs immiinosensdr sisteminde AuNPs optimizasyonu amactyla farkli
konsantrasyonlarda AuNPs (5.5-49.5x10™° tanecik igeren altin nanopartikiil
konsantrasyonlar1) denenmistir. Elde edilen veriler neticesinde optimumAUNPS
konsantrasyonu 27.5x10™ tanecik AuNPs olarak belirlenmistir. Diisiik miktarda

nanopartikiil kullanimi yiizey alanim yeterli sekilde arttirmazken; yliksek miktarda
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nanopartikiil kullanildiginda polimer filmin gozenekleri tamamen nanopartikiil ile
dolmakta; bu da direnci arttirarak elektron transferini inhibe etmektedir. Immiinosensor
gelistirilirken sivi halde bulunan AuNPs kullaninmi ayrica uygulama kolayligi
saglamistir. Kat1 nanopartikiiller kullanildiginda tartim yapilmasi, jel sistemi icerisine
nanopartikiiliin homojen bir sekilde dagitilmasi, hazirlanan immobilizasyon jelinin
homojen olarak elektrot ylizeyine birakilmasi zaman zaman sikintilara sebep
olabilmektedir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan sivi haldeki AuNPs ile bu sikintilar
bertaraf edilmistir. Polimer karisimina NP ilavesinden sonra yapilan vorteksleme islemi
ile tamamen homojen bir karisim elde edilmis ve bu sayede elektrot yiizeyinde

nanopartikiil topaklanmasi gibi sorunlarla karsilagilmamustir.

PrA’nin tasiyici sistemlere immobilizasyonunda ¢apraz baglayici olarak 0.001-0.008 M
konsantrasyon araliginda glutaraldehit kullanilmigtir. Optimum glutaraldehit miktari
hem kitosan ve hem jelatin/kitosan i¢in 0.004 M olarak belirlenmistir. Artan GA
konsantrasyonu ile PrA’nin polimer yiizeye baglanmasi artmistir. Ancak yiiksek
miktarda ¢apraz baglayici kullanimi; polimerlerin kendi i¢indeki ¢apraz baglanmalarini

arttirmig, PrA inaktivasyonuna sebep olmustur (Sungur vd. 2004, Emregiil 2005).

IgG’ye yiiksek afinite gosteren PrA’nin optimizasyonu amaciyla kitosan i¢in 0.05-5.0
ug/mLkonsantrasyon araliginda; jelatin/kitosan igin 0.05-2.0 pg/mLkonsantrasyon
araliginda ¢aligilmistir. Optimum PrA konsantrasyonu her iki immiinosensor sistemi
icinde 0.1 pug/mL olarak belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonda PrA kullanilmasi
durumunda polimer filmin tasiyict gozeneklerinde asirt doygunluk meydana geldigi i¢in
elektron difizyonu engellenmekte ve elektron transfer hizi azaldigindan sinyalde de

diisiis gbzlenmektedir.

Optimum glutaraldehit miktar1 hem kitosan ve hem jelatin/kitosan igin 0.004 M);
optimum PrA konsantrasyonu ise her iki immiinosensor sistemi i¢inde 0.1 pg/mLolarak
belirlenmistir. Jelatin/kitosan kompozit yapisi kullanildiginda daha fazla glutaraldehit
kullanilmast gerektigi diisliniilebilir. Ancak immobilizasyon jellerinin hazirlanma

asamasinda polimerlerin birbirine baglanmasi amaciyla ekstra bir ¢apraz baglayici
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eklenmemis; bunun yerine vorteksleme islemi yapilarak polimerlerin fiziksel
etkilesimler ile bir araya gelmesi hedeflenmistir. Kullanilan PrA miktar1 da her iki
immiinosensor sistemi i¢in aynidir. Kullanilan tasiyici sistemlerde hem kitosanin hem
de jelatin/kitosan kompozitinin fonksiyonel gruplari -NH, ve —OH’tir. Ayn1 miktarda
PrA’nin tasiyici sistemlere immobilizasyonu amaciyla ayni konsantrasyonda capraz

baglayiciya ihtiya¢ duyulmustur.

PrA’nin IgG'ye en iyi sekilde baglanmasini saglamak amaciyla IgG inkiibasyon siireleri
(15, 30, 45, 60, 75 ve 90 dk inkiibe edilerek) optimize edilmistir. Gelistirilen Kitosan
immiinosensOrii i¢in optimum inkiibasyon siiresi 60 dakika olarak bulunurken;
jelatin/kitosan immiinosensorii icin 30 dakika olarak bulunmustur. Immobilizasyon
jelleri hazirlanirken jelatin/kitosan karisiminin mekanik kararliliginin daha fazla oldugu
ve jelin daha yogun oldugu gozlenmistir. Jelatin/kitosan karisimi kullanilarak hazirlanan
elektrotlar 15 dakika i¢inde kuruyarak 6l¢liime hazir hale gelmis; 30 dakika inkiibasyon
stiresi beklenip 6l¢lim alindiginda en yiiksek sinyaller elde edilmistir. Yalnizca kitosan
kullanilarak hazirlanan elektrotlar ise daha ge¢ kurumus (yaklasik 30 dakika),
dolayisiyla daha ge¢ Olglime hazir hale gelmistir; 60 dakika inkiibasyon siiresi
doldugunda ise en yiiksek sinyaller elde edilebilmistir. IgG’nin optimum inkiibasyon
siiresinden sonra etkinligini kaybettigi diisiiniilmektedir. Literatiir incelendiginde daha
kisa inkiibasyon siiresine sahip (Kong 2011), daha uzun inkiibasyon siiresine sahip
(Zarei 2012) ve hemen hemen aymi inkiibasyon siiresine sahip (Lin 2011)

immiinosensor ¢alismalart oldugu goriilmistiir.

Gelistirilen immiinosensorlerin performanslarinin  degisimi asetat, fosfat, karbonat
tamponlar1 kullanilarak farkli pH’larda (pH=5-9 arasi) degerlendirilmis ve pH
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimum deger gelistirilen her iki immiinosensor
sistemi i¢cin de 7.4 olarak bulunmustur. Kitosanin pH<6.5’te 1iyi ¢0Ozlindigi
bilindiginden asetat tamponu (pH=5-6.5) kullanilarak alinan o&lgiimlerde kitosanin
kismen ¢0ziindiigli ve film yapisinin bozuldugu goézlenmistir. Film yapisinda meydana
gelen bozulma nedeniyle sinyaller diisiiktiir. Degisen pH protein yapisina sahip olan

tasiyic1 sistemlerin {i¢ boyutlu yapisinda degismeye, konformasyonun bozulmasina
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sebebiyet verdiginden sinyallerde azalma gozlenmistir. Optimum pH degeri her iki

immiinosensor sistemi i¢in proteinlerin en kararli halde bulundugu araliktadir.

Gelistirilen immiinosensorlerin  pratik uygulanmasinda O6nem arz eden tekrar
iiretilebilirlik arastirmasi amaciyla her bir elektrottan 10’ar adet hazirlanmis ve
verdikleri impedimetrik yanitlarin yakinlhigi arastirilmistir. Elde edilen egrilerin relatif
standart sapmalar1 kitosan-PrA immiinosensorii i¢in  %1.5; jelatin/kitosan-PrA
immiinosensorii i¢in ise %2.14 olarak hesaplanmistir. Yalnizca jelatin kullanilarak
hazirlanan immiinosensoriin relatif standart sapmasi %3.6’dir. Kitosan tek basina
tastyici ylizey olarak kullanildiginda tamamen homojen bir film yapis1 elde edildiginden
standart sapma da diisiiktiir. Jelatinin ise hidrojel 6zelligi dolayisiyla sisme ve biiziilme
davraniglar1 gosternesi, film yapisinda deformasyona neden oldugundan standart sapma
yiiksektir. Jelatin/kitosan-PrA immiinosensoriiniin  standart sapmast kitosan-PrA
immiinosensoriine gore daha yiiksek olmasi beklenen bir sonuctur ve jelatinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Gelistirilen immiinosensorlerin  raf Omiirlerinin arastirilmasit amaciyla yapilan
calismada; kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-PrA immiinosensorlerinin 10 giin boyunca
aktivitelerini korudugu gozlenmistir. Kitosan-PrA immiinosensoriiniin impedimetrik
yanitt 10. giiniin sonunda %66’ya; ve jelatin/kitosan-PrA immiinosensoriiniin
impedimetrik yanit1 ise %72’ye diigmiistiir. Jelatin/kitosan film yapisinin kitosan film
yapisina gore daha kararli oldugu TGA, SEM ve AFM c¢alismalarinda agik bir sekilde
goriilmiistiir. En kararli film yapisinin jelatin/kitosan kompoziti kullanilarak hazirlanan
immiinosensdrlerde meydana geldigi, bu sonugtan da anlasilmaktadir. Literatiirde
kullanim 6mrii sonunda daha diisiik (Li vd. 2011, Zhang vd. 2008) ve daha yiiksek
(Ordonez ve Fabregas 2007, Kong vd. 2011) aktivitelere sahip immiinosensor

caligmalar1 bulunmaktadir.

Immiinosensor tasarrminda kullanilan PrA’ nin farkli biyomolekiillere afinite gdsteren
bir hiicre yiizey reseptorii oldugu bilindiginden spesifik olmayan baglanmalarin
degerlendirilmesi amaciyla; immiinosensore anti-TNFo, anti-MOG, anti-MAG inkiibe

edilmis ve sinyaller degerlendirilmistir. Gelistirilen kitosan-PrA immiinosensorlerinin

111



anti-TNFo, anti-MOG ve anti-MAG’a gosterdikleri spesifiteler sirasiyla %7, %14 ve
%38’dir. Jelatin/kitosan-PrA immiinosensoriiniin ise anti-TNFa, anti-MOG, anti-MAG
antijenlerine kars1 gosterdigi spesifiklik sirastyla %8, %19, %9 olarak hesaplanmustir.
Tez kapsaminda gelistirilen immiinosensorlerin IgG’ye karst yliksek spesifiklige (en az

%81) sahip oldugu goriilmiistiir.

Gelistirilen immiinosensorlerin CV voltamogramlar: kullanilarak formal potansiyelleri
ve pik ayrimlari hesaplanmis, immiinosensorlerin tersinirligi arastirilmistir. Nyquist
grafikleri incelendiginde, immiinosensorler igin en uygun devre modelinin Randles
devresi oldugu gorilmiistiir. Anodik ve katodik pik potansiyelleri kullanilarak
hesaplanan formal potansiyeller (Eo’=(Ep,a+Ep.k)/2) IgG inkiibe jelatin/kitosan-PrA ve
jelatin/kitosan-AuNPS elektrotlar i¢in sirasiyla 117 ve 121 mV olarak hesaplanmistir.
Ayrica pik ayrimlar1 (AEp = Ep,a—Ep,k) siras1 ile 87 ve 145 mV olarak bulunmustur. Bu
sonuglar IgG inkiibe jelatin/kitosan-PrA ve jelatin/kitosan-AuNPs-PrA elektrodundaki
elektron transferinin yar1 tersinir oldugunu gostermektedir. Impedans ve CV
grafiklerindeki degisimler literatiirdekilerle uyum igerisindedir (Pei vd. 2001, Tang vd.
2007, Zhang vd. 2008, Li vd. 2008, Wu vd. 2009, Kong vd. 2011).

Gelistirilen immiinosensorlerin  optimizasyonlart tamamlandiktan sonra; ¢esitli
konsantrasyon araliklarinda IgG’ler inkiibe edilerek kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Kitosan-PrA igin 7.8125-1000 ng/mL; jelatin/kitosan-PrA i¢in 7.8125-5000 ng/mL;
jelatin/kitosan-AuNPs-PrA i¢in 3.95-2500 ng/uL konsantrasyon araliginda IgG
kullanilmistir. Kitosan-PrA immiinosensorii icin determinasyon katsayist (R?) 0.98
olarak bulunmustur. Jelatin/kitosan-PrA i¢in iki lineer aralik belirlenmis yiiksek
konsantrasyon (250-5000 ng/mL) bolgesi i¢in R* = 0.98, diisiik konsantrasyon bolgesi
(7.8125-125) igin R?=0.98 olarak bulunmustur. Altin nanopartikiil kullanilarak
hazirlanan immiinosensériin yiiksek konsantrasyon bélgesi (250-2500 ng/pL) icin R*=
0,99, diisiik konsantrasyon bélgesi (3.95-125 ng/uL) icin R?=0.98 olarak bulunmustur.
Ayrica nanopartikiil kullanmadan hazirlanan immiinosensorlerde tayin siirt 7.8125
ng/puL iken, nanopartikiil kullanilarak hazirlanan immiinosensorlerde 3.95 ng/uL alt

tayin sinirina kadar inilebilmistir. Kullanilan altin nanopartikiil ile elektrot yiizey alani
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arttirtlmis; boylece ylizeye daha fazla PrA immobilizasyonu gereklestirilmistir. PrA-1gG

eslesmesi arttigindan daha diisiik tayin limitine inilebilmistir.

Tez galismasinin son agamasinda en diisiik tayin limitine sahip jelatin/kitosan-AuNPs-
PrA immiinosensorii ile BOS ve serum calismasi yapilmistir. BOS ve serum calismast
icin saglikli ve MS’li hastalardan alinan Orneklerin igerdigi IgG miktarlar
immiinosensor ile Sl¢iilmiis; hastaneden aliman ELISA sonuglariyla karsilastirilmistir.
Immiinosensér ile elde edilen sonuglar ile hastane sonuglarinin birbiriyle uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Sonuglar toparlandiginda; hazirlanan immiinosensorlerden en kararsizimin yalnizca
jelatin tastyicisi kullanilarak hazirlanan immiinosensor oldugu goriilmiistiir. Tayin limiti
yiiksek; determinasyon katsayisi diigiik olan jelatin-PrA immiinosensorii i¢in kullanilan
optimum PrA miktar1 da diger immiinosensorlerin optimum miktarlarindan daha fazla
oldugundan ekonomik olmadigi ve klinik kullanim i¢in uygun olmadigi
diistiniilmektedir. Pratik kullanima imkan vermeyen sonuglar ve diisiik performans
nedeniyle deney songlarina tez kapsaminda yer verilmemistir. Tasiyici yiizey olarak
kitosanin kullanildigi immiinosensor ile jelatin/kitosan kompozitinin kullanildigi
immiinosensoriin optimum PrA ve GA miktarlart ile tayin limiti ve determinasyon
katsayilar1 aynidir. Ancak jelatin/kitosan polimer karigimi kullanildiginda yiizey alam
arttigindan  daha st seviyelerde IgG iceren numunelerin analizleri de
gerceklestirilebilmistir. Ayrica jelatin/kitosan kompozit yapisinin inkiibasyon siiresi
daha kisa oldugundan, kisa siirede sonuca ulasabilmek adina klinik kullanimda daha
avantajli  olacagi  disiiniilmektedir.  Nanopartikiil ilaveli jelatin/kitosan-PrA

immiinosensorii ise daha diisiik tayin limitine inilmesine olanak saglamistir.
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Cizelge 6.1 Literatlirdeki IgG tayinine yonelik immiinosensorler ile tez ¢alismasiin

karsilastirilmast
Ref Immiinosensor Etiket Metod | Ink. | Tekrar | Kullan | Alttayin
stiresi tire m limiti
(dk) tim omrii
(%
RSD)
Pei ve . %
ark Au disk elekt/ | Sterptavidin- CV ve 60 8 - 2 pg/mL
(2001) anti-gG biyotin EIS (n=6)
Liu
vd.(20 | CPE/CdFe204 HRP Ampero 50 % 4.5 | 14 giin | 180 ng/m
06) mag.NP/ Anti metri (n.=4) | stabil L
19G
Wang %
ve Pt/PB/3DSG/ %3.9 90.3 0.56
Tang | Nanogold/Anti- HRP Ampero 7 (n=11) | (8 ng/mL
(2008) IgG ] giin)
Zhong %57 | %89 0.1
vd.(20 ITO/Si02/ HRP cv 25 (n=5) | (32 nmol/L
09) Anti-1gG giin)
Tang | Au/poly(amido Ferrosen QCM/ %
vd.(20 amine) G4 karboksi CvV 60 - 90.2 | 1.5x10°
09) dendrimer/ Au- aldehit (ﬂ?lw (17 mol/L
SiO, /anti-IgG =) giin)
Shiang _
vd.(20 | AuNDs/PrA - Lumines | 60 - - 10 nM
10) ans
Li ve ITO- NS Fluoresc
ark. aluminum Fluorophere ence 20
(2014) | oksit(NAO)/PD microsco | 40 - - pg/mm?
MS/PrA pe
Pt (screen- % %
Tez printed)/ J/K- - EIS 30 2.14 72 3.95
AUNPs-PrA (n=10 | (10 ng/mL
) giin)
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Literatiir aragtirildiginda IgG tayinine yonelik farkli immiinosensor ¢alismalart oldugu
goriilmistiir. Bu immiinosensor ¢alismalart ile tez kapsaminda gelistirilen J/K-AuNPs-
PrA immiinosensoriiniin  sonuglarinin  kargilagtirmasin1  igeren ¢izelge 6.1°de
gorilmektedir. Pei ve ¢alisma arkadaslar1 gelistirdikleri immiinosensoérde altin disk
elektrot kullanmig, yiizeye anti-lgG immobilizasyonu yaparak 1gG tayini
gerceklestirmiglerdir. Elektrokimyasal yontem olarak CV ve EIS kullanan Pei
vd.sterptavidin-biyotin ile etiketleme prosediiriinii kullanmiglardir (Pei vd. 2001). Liu
ve c¢alisma grubu ise camsi karbon elektrot yiizeyini manyetik nanopartikiiller ile
modifiye ettikten sonra, Wang ve Tang ise platin elektrot yiizeyini altin nanoparcaciklar
ile modifiye ettikten sonra; modifiye yilizeye anti-IgG immobilize etmis ve HRP ile
enzim isaretleme yontemi kullanilarak amperometrik olarak IgG tayini
gerceklestirmislerdir (Liu vd.2006, Wang ve Tang 2008). Zhong ve g¢alisgma grubu ise
elektrot olarak kullandiklari indiyum-kalay oksit (ITO) yiizeyini SiO2 ile modifiye
ederek; modifiye yiizeye anti-IgG immobilize etmis; yine HRP ile isaretleme yontemini
kullanarak CV yontemiyle IgG tayini gerceklestirmislerdir (Zhong vd. 2009). Tang
vd.etiketleyici ajan olarak ferrosen karboksi aldehit kullanmis; SiO2 ve dendrimer ile
modifiye ettikleri altin elektrot yiizeyine anti-lgG immobilize ederek CV ve QCM
teknikleri ile IgG tayini ger¢eklestirmislerdir (Tang vd. 2009). Shiang vd.ise altin
elektrot ylizeyini altin nanopargaciklar ile modifiye ederek; PrA immobilizasyonu
gerceklestirmis ve luminesans spektroskopisi ile IgG tayini gergeklestirmislerdir. Li
vd.ise floresans teknigini kullanarak ITO-aluminyum oksit-PrA ile modifiye ettikleri

elektrot ile floropor isaretli IgG tayini gergeklestirmislerdir (Li vd. 2014).

Literatiir taramasinda IgG tayini i¢in gelistirilen immiinosensorlerde genellikle enzim
ile isaretleme yontemi kullanildif1 goriilmiistiir. Isaretleme yontemi sensér tasarimina
hem ekstra bir maliyet hem de daha uzun hazirlama prosediirii ekledigi i¢in ekonomik
degildir. Ayrica c¢izelge incelendiginde gelistirilen immiinosensorlerin tekrar
tiretilebilirliklerinin diisiik oldugu goriilecektir. Bu agidan degerlendirildiginde tez
kapsaminda gelistirilen J/K-AuNPs-PrA immiinosensoriiniin olduk¢a basarili oldugu
goriilmistir. Kullanim Omriiniin ise kullanilan aminoasetik asit tamponundan dolay1
diger immiinosensorlere gore daha diisiik oldugu diisiiniilmektedir. IgG tayini amaciyla

giiniimiizde kullanilan ELISA yontemi ile sonuglar 2 giin sonra ¢ikmaktayken J/K-
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AUNPs-PrA immiinosensorii igin tayin siiresi 105 s’dir. Ayrica Immiinosensoriin
kullanim1 i¢in pahali kitlere, yetistirilmis personele ihtiya¢ duyulmamas: da bir
avantajdir. Gelistirilen immiinosensoriin 3.95 ng/mL alt tayin limiti ile esdegerlerine

kiyasla basaris1 kanitlanmistir.
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