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Dog. Dr. Fatih DURMAZ

Bu tez caligmasinda, kanser teshis tekniklerinden birisi olan karsinoembriyonik antijen (CEA)
proteininin tayini i¢in iki farkli analitik kullanilarak aptasensor gelistirilmistir. Her bir analitik teknik i¢in
CEA’e spesifik iki farkli aptamer kullanilmistir. Analitik tekniklerden ilki, elektrokimyasal yontem ile
modifiye edilmis piezokristal iizerine baglanan aptamerler kullanilarak kuartz kristal mikrobalans (QCM)
teknigi ile CEA tespitidir. Diger analitik teknik ise yiizey plazmon rezonans ile giiglendirilmis igten tam
yansimali elipsometri (SPRe-TIRE) ile CEA tespitidir. Bu ¢alismada, CEA spesifik aptamerler, sirasiyla,
5- GGGG CGAC GTTG AGAT TCCG CTTG TGTA TTAG TAGT CCCC-3' (antiCEA1, Kp= 37,8 nM)
ve 5'-ATAC CAGC TTAT TCAA TTGG GGTA GGGG GCGA AGCG ATAC CCTA ATCA GC-¥
(antiCEA2, Kp= 3,9 nM) dizilimindedir.

Her iki analitik teknik i¢in kullanilan aptamer platformlari gesitli yontemlerle karakterize edildikten
sonra iki farkli aptamer i¢cin CEA aptasensorleri gelistirilmistir. QCM teknigi kullanilarak antiCEA1 ve
antiCEA2 aptamerleriyle gelistirilen CEA tayin yonteminde 0,1-25 ng/mL CEA derisimi araliginda galigan
sensoOr gelistirilmistir. Bu QCM sensor, sirasiyla y=0.25452x+0,31227 ve y=0,15113x+0,2659 esitlikleri
ile dogrusal kalibrasyon egrisi vermistir. QCM aptasensorlerin tespit sinirlar1 (LOD, sinyal/giirtilti orani 3
olacak gekilde) antiCEA1 platformu i¢in 0,102 ng/mL ve antiCEA2 platformu i¢in 1,416 ng/mL olmustur.
SPRe-TIRE teknigiyle gelistirilen yontemlerde ise 0,01-500 ng/mL CEA derisimi araliginda araliginda
antiCEA ve antiCEA?2 aptasensorleri i¢in, y=0,9764x+4.7766 ve y=0,6571x+1.9496 dogrusal denklemleri
ifade edilen kalibrasyon egrileri elde edilmistir. SPRe-TIRE yonteminden elde edilen LOD degerleri
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strastyla 0,1 ve 2,9 pg/mL olmustur. Her iki teknikle gelistirilen aptasensdrlerin kalibrasyon egrilerinin

belirleme katsayis1 (R? cinsinden) 0,9870 ile 0,9955 arasinda bulunmustur.

Daha yiiksek analiz performansina sahip antiCEA1 aptasensor platformlar igin girisim yapmasi
muhtemel a-fetoprotein (AFP), kanser antijen -125 (CEA-125) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii -
165 (VEGF-165) tiirlerinin girigim etkilerine incelenmistir. Girigim yapma ihtimali olan tiirler CEA
varliginda 500 ng/mL derisimde eklenerek QCM ve SPRe-TIRE i¢in girisim nedeniyle sinyal degisim

miktarlar1 %1,0 ile %4,1 aralifinda elde edilmistir.

Gelistirilen antiCEA1 aptasensorlerinin validasyon testlerinde, gercek numuneleri temsil etmek iizere
insan kan serumu igerisine standart ekleme yontemi kullanilmistir. QCM tekniginde 0,1 ve 10 ng/mL CEA
ve SPRe-TIRE tekniginde ise 1,00 ve 50 ng/mL CEA standardi eklenerek gerceklestirilen testlerde

yontemlerin geri kazanim degerleri %95,5 ile %103,5 arasinda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Aptasensor; Donistiimlii voltametri (CV), Karsinoembriyonik antijen
(CEA), Kuartz kristal mikrobalans (QCM), Yiizey plazmon rezonans ile gii¢lendirilmis i¢ten tam yansimali

elipsometri (SPRe-TIRE)



ABSTRACT

PhD THESIS

DEVELOPMENT OF APTAMER-BASED METHODS FOR
CARCINOEMBRIONIC ANTIGEN DETERMINATION

Ash ERKAL AYTEMUR

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

Advisors: Prof. Dr. ibrahim Ender MULAZIMOGLU
Prof. Dr. Zafer USTUNDAG

2023, 83 Pages

Jury
Prof. Dr. Ibrahim Ender MULAZIMOGLU
Prof. Dr. Ecir YILMAZ
Prof. Dr. Mustafa Oguzhan CAGLAYAN
Prof. Dr. Mustafa TOPKAFA
Assoc. Prof. Dr. Fatih DURMAZ

In this study, aptamer-based methods were developed with two different techniques for the
determination of carcinoembryonic antigen (CEA) protein, which is one of the cancer diagnostic
techniques. Two different CEA-specific aptamers were used for each analytical technique. The first method
is based on the determination of CEA by quartz crystal microbalance (QCM) technique after two separate
selective aptamers are bonded to the piezocrystal with electrochemical nanofilm. The other method is CEA
determination with the help of selective aptamers using the surface plasmon resonance enhanced total
internal reflection ellipsometry (SPRe-TIRE) method. In this study, the CEA-specific aptamers were 5'-
GGGG CGAC GTTG AGAT TCCG CTTG TGTATTAG TAGT CCCC-3' (antiCEA1, Kp= 37.8 nM) and
5'-ATAC CAGC TTAT TCAA TTGG GGTA GGGG GCGA AGCG ATAC CCTA ATCA GC-3’
(antiCEA2, Kp= 3.9 nM), respectively.

After both aptamer platforms were characterized by various techniques, CEA analysis methods were
developed for two different aptamers. In the CEA determination method developed with antiCEA1 and
antiCEA2 aptamers using the QCM technique, the equations y=0.25452x+0.31227 and
y=0.15113x+0.2659 were obtained, respectively, in the concentration range of 0.1-25 ng/mL. The detection
limits of the methods (LOD, S/N=3) were determined as 0.102 ng/mL for the antiCEAL platform and 1.416
ng/mL for the antiCEA2 platform. In the methods developed with the SPRe-TIRE technique, linear
equations y=0.9764x+4.7766 and y=0.6571x+1.9496 were obtained, respectively, for antiCEA1l and
antiCEA2 aptamer platforms in the concentration range of 0.01-500 ng/mL. The LOD values of the methods
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were determined as 0.1 and 2.9 pg/mL, respectively. In the regression analyzes performed in all methods
were developed with both techniques, the R? values ranged between 0.9870 and 0.9955.

For antiCEA1 aptasensor platforms with higher analysis performance, the interference effects of a-
fetoprotein (AFP), cancer antigen-125 (CEA-125) and vascular endothelial growth factor-165 (VEGF-165)
species were investigated. Potentially interfering species were added at a concentration of 500 ng/mL in
the presence of CEA, and the signal change due to interference was obtained for QCM and SPRe-TIRE in
the range of 1.0% to 4.1%.

In the validation tests of the developed antiCEAL aptasensors, the standard addition method to human
blood serum was used to represent real samples. The recovery values of the methods were found between
95.5% and 103.5% by spiked 0.1 and 10 ng/mL CEA for QCM technique and 1.00 and 50 ng/mL CEA for
SPRe-TIRE technique.

Keywords: Aptasensor, Carcinoembryonic antigen (CEA), Cyclic voltammetry (CV), Quartz
crystal microbalance (QCM), Surface plasmon resonance-enhanced total internal reflection ellipsometry
(SPRe-TIRE)
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ONSOZ

Cagimizin yaygin ve 6liimciil hastaliklarindan biri olan kanser tiirlerinin tedavisi kadar
erken ve dogru teshisi de O6nemlidir. Bu amagla her giin yeni kanser teshis ydntemleri
geligtirilmektedir. Bunlardan birisi de pek ¢ok kanser tiiriinde takip edilmesi gereken CEA
tayinidir. CEA, literatiirde pek ¢ok teknikle analiz edilmesine ragmen “Surface plasmon
resonance-enhanced total internal reflection ellipsometry” (SPRe-TIRE) ile tayin edilmemis ve
bu tez calismasiyla birlikte ilk defa bir tayin yontemi gelistirilmistir. Ayrica elektrokimyasal

nanofilm esasli QCM teknigine dayali bir aptasensor de ilk defa gelistirilmistir.

Doktora tez calismalarimda destegini ve bilgi birikimini esirgemeyen, anlayist ve
hosgoriisii ile hep yanimda olan damismanim Prof. Dr. brahim Ender MULAZIMOGLU’na,
akademik hayata adim atmama Vesile olan, bilgisi ve yonlendirmeleri ile hayatima 1s1k tutan, tez
yazimi siiresince her bir soruma sabirla tek tek cevap veren degerli hocam Prof. Dr. Zafer
USTUNDAG ve golgesini iizerimden eksik etmeyen degerli hocam Prof. Dr. ilknur
USTUNDAG’a, akademik olarak oldukga yeni olan aptasensér uygulamalari ile ilgili bilgisi, tez
konseptinin gelistirilmesi, teorik ve deneysel ¢alismalarin degerlendirilmesi konusunda biiyiik

destek aldigim Prof. Dr. Mustafa Oguzhan CAGLAYAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, yoluma ve hayatima eslik eden beni ben yapan sevgili esim Harun
AYTEMUR ve kalbimin asil sahibi minik oglum Eren AYTEMUR’a, her animda yanimda ve

destekei olan sevgili aileme minnettarim.

Caligmalarin tamamlanmasi i¢in 1227678 numarali “1002-A Hizli Destek” projesiyle
finansal destek saglayan TUBITAK a ve 221410001 numarali Doktora Tez Projesi destegi i¢in

Necmettin Erbakan Universitesi’ne tesekkiir ederim.

Asli ERKAL AYTEMUR
KONYA-2023
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1. GIRIS

Kanser kelimesi M.O 3.yy’a dayanan Latince kokenli bir kelime olup yengec
anlamina gelen “canker/carcinos” kelimelerinden tiiretilmistir. O donemde sismis
damarlar, bir yengecin bacaklarina benzetilmis ve Hipokrat tarafindan kullanilmistir.
Yunan hekim Galen ise sisme anlamina gelen “oncos” terimini tercih etmistir (Baykara,
2016).

Kanser, bireyin biiyiime ve gelisimini saglayan kontrol mekanizmalarinin islevini
kaybetmesi sonucu kontrolsiiz boliinen ve ¢ogalan hiicreler sonucu doku veya organlarda
goriilen bir hastalik tiiriidiir (Cooper, 2000). Diinya’da en ¢ok goriilen 6liim nedenleri
arasinda ikinci siradadir. Sadece ABD’de 2018'de 1,7 milyon, 2020°de 1,8 milyon yeni
kanser vakasi tespit edilmis her iki y1lda da yaklasik 600 bin kanser kaynakli 6liim rapor
edilmistir (Lin ve ark., 2021).

Yiizden fazla kanser tiirii vardir ve ¢esitli standartlar getirilerek tedaviler ile ilgi
biiylik ilerleme kaydedilmistir. Bu ¢esitli standartlara ragmen bu hastalik bireye 0zgii
karakteristik bir yap1 gostermektedir ve DNA yapisindaki farkliliklar, tedaviye cevap
verme seklini degistirmektedir. (Sun ve ark., 2019). Giiniimiiziin teknoloji kosullarinda
cesitli tedavi yontemleri gelistirilmistir. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler
basta olmak iizere ¢esitli agilar ve gen terapi yontemleri gelistirilmeye baslanmistir.

Oliimciil bir hastalik tiirii olan kanserin tedavisi kadar teshisi de &nemlidir.
Ozellikle erken evrelerde teshisi hayati 6nem tasir. Ciinkii erken teshis ile kanser tiirii
yayilmadan hizli tedaviye baslanarak hemen 6nlem alma imkani ortaya ¢ikar. Geg teshiste
ayni durum s6z konusu degildir. Gecikmis teshisin neden oldugu 6liim oranlar1 endise
verici seviyededir (Raymond ve ark., 2020) Bunu 6nlemenin tek yolu erken teshis tani
yontemlerinin gelistirilmesidir. Bu erken teshis yoOntemleriyle belirlenecek akciger,
rektum, kolon ve meme kanserlerine dnlem alma islemi de erkenden baslayacag i¢in
hayatta kalma oran1 da hizla artacaktir (American Cancer Society, 2018).

Diinya Saglik Orgiitii Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), 2020 yilinda
diinyadaki kanser c¢esitliligi ve 6liim oranlar ile ilgili veriler sunmustur. Diinya kanser
istatistiklerinden alinan her yas ve her iki cinsiyeti de iceren bir ¢alisma yayinlanmistir.
Cizelge 1.1 ve Sekil 1.1°de degerleri verilen diinya kanser istatistiklerinden elde edilen
verilere gore, 2020 yilinda diinya ¢apinda tahmini 19 milyon kisiye yeni kanser teshisi
konulmustur. Bu yeni teshislerin %11,7°si meme, %11,4’1 akciger, %10’u kolorektum,

%7,3’si prostat ve geri kalani ise diger kanser tiirlerine aittir. 2020 yilinda yapilan bu
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calismada meme kanserinin diinya genelinde en fazla tan1 alan kanser tiirii oldugu rapor

edilmistir.
Cizelge 1.1. 2020 y1l1 yeni kanser vaka tanisi oranlari
2020 Yih Kanser Tiirii Vaka Sayisi, milyon % Vaka

Meme 2,25 11,7
Akciger 2,2 11,4
Kolorektum 19 10
Prostat 1,4 7,3

Mide 1,08 5,6
Karaciger 0,9 4.7
Serviks Uteri 0,6 31
Yutak 0,6 3,1
Diger 8,25 42,9

Kanser Vaka Sayisi (milyon), 2020

2,25
2,2
8,25
19 milyon 19
e
0,6
0,6 0,9 1,08
= Meme = Akciger Kolorektum
Prostat = Mide = Karaciger
= Serviks Uteri = Yutak = Diger

Sekil 1.1. WHO-IARC, 2020 y1li diinyadaki yeni kanser vaka tanis1 oranlari

Cizelge 1.2 ve Sekil 1.2’de bulunan diinya kanser istatistikleri verilere gore yine
her yastan ve her iki cinsiyetten 2020 yili kanser tiirline gore 6liim oranlar1 verilmistir.
Diinya genelinde 2020 yilinda; yaklasik 1,8 milyon kisi akciger, 930 bin kisi kolorektal,
830 bin kisi karaciger, 650 bin kisi meme ve 5 milyon kisi diger kanser tiirleri olmak

tizere yaklasik 9 milyon kisi kanser nedeniyle 6lmiistiir.



Cizelge 1.2. WHO-IARC, 2020 yili diinyadaki kanser kaynakli 6liim sayilar1 ve oranlari

2020 Yih Kanser Tiirii Oliim Sayisi, milyon Oliim Orani, %

Akciger 1,79 18

Kolorektum 0,93 9,4

Karaciger 0,83 8,3

Mide 0,77 1,7

Meme 0,68 6,9

Yutak 0,54 55

Pankreas 0,46 47

Prostat 0,37 3,8

Diger 3,5 35,7

4 .
Oliim sayis1 (milyon), 2020

3,5
3
2,5
2
15
1
0,5
0

m Akciger ® Kolorektum = Karaciger = Mide ® Meme ® Yutak ®mPankreas ® Prostat ® Diger

Sekil 1.2. WHO-IARC, 2020 y1li diinyadaki kanser kaynakli 6liim say1lar

Diinya genelinde oldukga biiylik yeni vaka ve 6liim oranina sahip bu hastalik i¢in
alinabilecek en Onemli Onlemlerden biri erken teshistir. Kanser erken teshisi icin
kullanilan yontemlerin en yaygini ise kanda biyobelirteg tayinidir. Her kanser tiirii igin
bir veya birden fazla biyobelirte¢ olabilir. En yaygin kanser tiirleri i¢in biyobelirteclerin
bazilari; akciger kanseri icin CEA, CA19-9 (Karbon Hidrat Antijen 19-9), SCC (Skuamoz
hiicreli karsinom), CYFRA21-1(Sitokeratin fragman-19), NSE (Noron Spesifik Elonaz),
miR-106a-5p (Mikro RNA106a-5p), KRAS (K-Ras Proteini), ALK (Anaplastic
lymphoma(yag bezesi) kinase); kolon kanseri i¢in CEA, CA19-9, CA24-2(Karbonhidrat
antijen 24-2); karaciger kanser igin AFP (Alfa-Fetoprotein), CEA, miR-1005p,mir-122,
HCCR-1; meme kanseri i¢in CEA, CA27-29 (Karbonhidrat antijen 2-29), CA125
(Karbonhidrat antijen 125), CA15-3 (Karbonhidrat antijen 15-3), HER2 (insan epidermal
biiyiime faktor reseptorii 2), BRCAL (Meme ve Yumurtalik kanseri yatkinlik genleri),
ErB2(Erb-b2 Tirozin kinaz reseptorii), miR-155, miR-261, EGFR (Glomeriiler filtrasyon



hiz1), Mucin-1, VEGF165 (Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii - 165) vb. belirlenmistir.
(Torul, 2016; Topkaya ve ark., 2016).

Bu c¢alismada, diinyada ¢ok sik rastlanan ve 6liim oranlar1 ¢ok yiiksek olan kolon,
rektum, pankreas, meme, akciger ve yumurtalik kanserinde onemli bir erken teshis
indikatorii gorevi goren Karsinoembriyonik antijen glikoproteinin (CEA) disiik
konsantrasyonlarda analizine yonelik aptamer esashi tayin yOntemleri gelistirilmistir.
Calismada hazirlanan sensor platformlar1 lizerine CEA’ya karsi afinitesi yiiksek
aptamerler baglanarak, elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS, impedimetri),

elipsometri ve kuartz kristal mikrobalans teknikleriyle analiz yontemleri gelistirilmistir.
1.1. Karsinoembriyonik Antijen

Kanser, insan sagligini tehdit eden kiiresel 6lgekli 6liimciil bir hastaliktir ve erken
teshisi tedavi bakimindan ¢ok 6nemli bir rol oynar (Hasanzadeh ve ark., 2017). Kanser
biyobelirtegleri, kanserin riskini, olusumunu ve hasta sonuglarini gésteren karakteristik
Olciitlerdir (Wu ve ark., 2020). Bu belirteglerin tayini ile erken bir asamada tespit
edilebilir ve teshis konulabilirse tedavi kolaylasir, hayatta kalma sans1 6nemli 6l¢iide artar
(Altintas ve ark, 2011). Kolon, pankreas, akciger, yumurtalik, meme ve prostat kanser
teshisi i¢in iyi bilinen biyobelirteclerden birisi CEA’dir. CEA, koti huylu tiimor
hiicrelerinin yilizeyinde bulunur, saglikli insanlarda genel olarak bulunmayan ancak
Ozellikle bazi1 kanser tiirlerinde, kanser hastasi kisinin kaninda bulunabilen bir
glikoproteindir. (Aldilaijan ve ark., 2023). CEA oldukga kararli bir molekiildiir, timor
belirteci olarak klinik calismalarda kullanilmaktadir. Insan kaninda bulunan CEA
seviyesi, bircok kanser tayininde kullanilan bir belirte¢ olarak onkolojide biiyiik bir yer
edinmektedir. CEA tayini tek basina kanser hastaligi teshisi icin yeterli degildir,
kanserden siiphelenilen, ozellikle CEA’nin kanda goriilebildigi kanser tiirlerinde
destekleyici bir belirteg olarak kullanilabilir (Stirmegozliier ve Ulugay, 2013). Kanser
niliks ve metastaz durumu i¢in kanda ve tiimor yiizeyinde bulunmasi nedeni ile kanda ve
kist sivilarinda CEA tayini siklikla kullamlmaktadir. Ozellikle kanserli tiimorlerin
alinmas1 ameliyatlarinin 6ncesi ve sonras1 CEA tayinleri, cerrahi sonuglar ile ilgili biiyiik
o6l¢iide fikir vermektedir. Ayn1 zamanda kanser tedavi i¢in siklikla kullanilan kemoterapi
ve radyoterapi yontemlerinin dncesi ve sonrasi kan analizinde de CEA tayini 6nemli rol
oynamaktadir. (Hasanzadeh ve ark., 2017). CEA’y1 tayin etmek i¢in segici ve kararl bir

yontem gelistirmek erken tedavi ve basari sanst i¢in oldukca dnemlidir.



1.1.1. Karsinoembriyonik antijen tayinleri

Biyolojik molekiillerin klasik yontemlerle analizleri, tam tesekkiillii bir
laboratuvar isteyen, maliyeti yiiksek ve zaman alic1 tekniklerden olusmaktadir. Bunun
yerine zaman bakimindan ¢ok daha hizli ve maliyet bakimindan daha uygun biitceli
analizlere imkan saglayan biyoafinite esasina dayali ¢esitli biyosensorler gelistirilmeye
baslanmigtir. Bu sensorlerde, hiz ve uygun biitceli analize imkan tanimasinin yan sira,
giivenilir bir analitik hassasiyete sahip olma beklentisi vardir. Bu amagla literatiirde optik,
piezoelektrik, elektrokimyasal ve spektroskopik tekniklerle analiz yOntemleri
gelistirilmektedir (Parihar ve ark., 2023). Bu durum CEA tayini i¢in de gegerlidir. Optik
analiz yontemleri, biyokimyasal ve gevresel analitleri tespit etmek acisindan daha hizli
ve basit yontemler oldugu i¢in gilinlimiizde daha cok tercih edilen yontem olarak yer
almaktadir. Elektrokimyasal tayin yontemleri ise oldukca yiiksek hassasiyete sahip
oldugu i¢in, boyutlarinin kii¢iik ve maliyetlerinin az olmasindan dolay1 en ¢ok tercih
edilen yontemlerden biridir. Bu tekniklerin gelismesiyle birlikte kanda CEA tespiti i¢in
bircok yontem gelistirilmistir. Genellikle antijene karsi antikor ya da antikora karsi
antijen aramasi yapilabilen enzime bagli immiinoassay yoéntemi (ELISA) (Crulhas ve
ark., 2021; Tang ve ark., 2008; Rosa ve Kumakura, 1995), radyometrik sensor (Nicholson
ve ark., 2015; Szturmowicz ve ark., 1995), florometrik (Qiu ve ark., 2017), piezoelektrik
(Shen ve ark., 2005), yiizey plazmon rezonans (Wu ve ark., 2020), ylizey akustik dalga
(SAW) (Jandas ve ark., 2020) ve elektrokimyasal (Guo ve Feng, 2022; Cai ve ark., 2012)
yontemler ile CEA tayini yapilmaktadir (Wu ve ark., 2020).

1.1.2. Aptamer esash karsinoembriyonik antijen tayinleri

Aptamer, rastgele secilmis tek sarmalli DNA veya RNA oligoniikleotitlerdir ve
yaklagik 1994 yillarinda ¢esitli analitler icin cesitli aptamerler gelistirilmeye baglanmistir
(Xiang ve ark., 2020; Ma ve ark., 2018). Aptamerler, geleneksel antikor tabanli
yontemlere gdre birgok avantaj sunar. Ornegin, aptamerler daha hizli ve daha kolay
tiretilebilir, daha diisiikk maliyetlidir ve daha uzun raf 6mriine sahip olabilir (Khang ve
ark., 2017). Aptamerler, analitik segicilik ve duyarlilik icin gelistirilir ve sensor
caligmalari igin kullanilir. (Thiviyanathan ve Gorenstein, 2012; Song ve ark., 2012).
Boylece herhangi bir analitik etiket gerektirmeden (label free) direk tayinlerde
kullanilabilir (de Melo ve ark., 2020; Poksinski ve Arwin, 2004; Garcia-Caurel, 2013;
Ustiindag ve ark., 2011).



Bununla birlikte bazi dezavantajlar1 da vardir; aptamerlerin kullanimi heniiz
geleneksel yontemler kadar yaygin degildir bu nedenle daha fazla arastirma ve dogrulama

gerektirir.

1.2. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik esasli tanit elemani kullanan sensorlerdir. Sensor
mekanizmasiyla analiz saglayan, algiladigi biyolojik cevaplart elektriksel sinyallere
doniistiiren cihazlardir. Analizi yapilmasi gereken maddelerin s1vi veya gaz ortamda hem
nicel hem nitel tayinini yapabilmektedir. Biyosensorler fizik, kimya, biyoloji, medikal
alanlarin multidisipliner ¢alismasi ile gelistirilen yapilardir. En yaygin tip alaninda olmak
lizere, savunma, miihendislik, eczacilik, tarim, gida alaninda kullanilabilmektedir
(Campanella ve Tomassetti, 2019; Blum ve Coulet, 1991). Biyosensor kullanimin en
biiylik avantaji es zamanl cevap verebilmesi ve maddeye 6zgii bir duyarlilifa sahip
olmasidir. Sicaklik ve pH gibi ortam kosullarina karsi duyarli olmasi ise sensoriin dmriinii
kisaltmaktadir ve bu yiizden yontemin dezavantajli oldugu durumlar ortaya ¢ikmaktadir
(Ustabas, 2010).

Biyosensorlerin tercih edilmesi ve yayginlagsmasi, se¢iciliginin yiiksek ve 6zgiin
olmasi, tekrarlanabilirligi, hizli yanit siiresi, taginabilirligi, ucuzlugu, tasarimi kolay
olmasi, kararliligi ve duyarliligmmin yiiksek olmasi gibi 6zelliklerinden meydana
gelmektedir (Bakay, 2019).

Biyosensorler iki temel kisimdan olusurlar. Bunlar, biyoalgilama yapan reseptor
kismui ve transdiiserden olusur. Genellikle biyoalgilama kismi, enzimler, antikorlar, DNA
tabanli oligoniikleotidler ve aptamerlerden olusur. Algilanan materyalin analitik veriye
doniistiiriilmesini  transdiiserler saglar.  Genellikle elektrokimyasal —sistemler,
kromatografi, spektroskopi, optik, piezoelektrik, termal ve manyetik cihazlar transdiiser
olarak 6rneklendirilebilir (Tiylek, 2021). Daha detayli olarak, kirtlma indisine bagli optik
sistemler, 151k absorpsiyonu ve termal 6zelligin bir arada kullanildig1 optotermal sitemler,
termal sistemler, bir ylizeye tutunan analit miktarini1 dlgen kiitle hassasiyetli sensorler,
kiitle degisimini frekans degisimi olarak algilayan piezoelektrik sistemler, ylizeyde
analitin tutunmasi ile meydana gelen akustik dalganin yayilma hizindaki degisime dayali
sensorler, elektroaktif bir analitin Ol¢lilmesine dayali elektrokimyasal sistemler,
elektriksel sistemler, metal oksit ve organik esasli yari iletken sistemler, elektrolitik

iletkenlige dayali sistemler, manyetik aki degisimine dayali sistemler, paramanyetik



degisimlere bagli manyetik sistemler ve radyasyon esaslt sistemler doniistiiriicii olarak

kullanilmaktadir (Zigal, 2012).

Biyosensor

Biyoreseptor || Doniistiiriicii

O molekiil .
elektrokimyasal
DNA/RNA termal N e
D enzim ¢ _d gliclendirici >
. optik
O ankitor 4 o
O Q

akustik
aptamer piezoelektrik

mikroorganizma ;
D) Veri

Sekil 1.3. Biyosensorlerin genel yapisi

1.2.1. Biyosensorlerin kullanim alanlar

Biyosensorler kullanimi olduk¢a yayginlasan multidisipliner ¢alismalarla bircok
alanda analiz imkan1 saglamaktadir. Bu sensoriin ilk kullanimi ise kanda bulunan glikoz
seviyesinin 0l¢limil i¢in tasarlanmasi ile baglamistir. Sonrasinda kullanim alanlar gittikce
yayginlasmis ve gelismistir. Tip alaninda, biyobelirte¢ tayini, hormon, enzim, bakteri,
virtis, glikoz vb. gibi molekiillerin teshisi ve tayini i¢in kullanilmaktadir (Turner ve ark.,
1987). X-isinlart gibi zararli 1sinlardan korumaya yonelik ¢alismalarda, DNA
analizlerinde, ilac-DNA etkilesimlerinde, ilag analizlerinde, ila¢ etkilesimlerinin
belirlenmesinde, ¢evre alaninda hava, toprak ve su analizlerinde, ¢evre kirliligi
incelemesinde, toksik madde analizinde savunma alaninda ise biyoreaktor kontrol ve

analitik ¢alismalarinda kullanilmaktadir. (Bakay, 2019).
1.3. Tez Calismasinda Kullanilan Teknikler

Tez caligmasinda kuartz kristal mikrobalans (QCM) ve yiizey plazmon rezonans
ile giiglendirilmis igten tam yansimali elipsometri (SPRe-TIRE) sensor teknikleri ile CEA
icin analiz yontemleri gelistirilmistir. Doniisiimlii voltametri (CV) ve Elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) yontemleri karakterizasyon ¢alismalarinda yardimei

teknikler olarak kullanilmistir.
1.3.1. Kuartz kristal mikrobalans (QCM)

Bir kuvvet uygulandiginda elektrik enerjisi, bir elektrik potansiyeli
uygulandiginda ise fiziksel boyutlarda degisim gosteren maddelere piezoelektrik
malzeme adi verilir. QCM Kkiitle algilayict bir teknik olup piezoelektrik 6zelliktedir.

Piezoelektrik malzemelere uygulanan mekanik basingla, malzemenin elektrik alan ya da



potansiyelindeki bir potansiyelinde bir fark meydana gelir. ilk piezoelektrik kristal, 1880
yilinda Jaques ve Pierre Curie tarafindan kesfedilmistir. Jaques ve Curie, baz1 kristal
malzemelere disaridan bir mekanik basing uygulandiginda bu basincin biiyiikliigiine bagh
bir potansiyel farki olustugunu 6ne siirmiislerdir. Sonraki yillarda yapilan aragtirmalarla,
bu potansiyel farkin kristal ylizeyine uygulanan mekanik etkinin dogrudan bir sonucu
degil; bu mekanik etkiye bagli olarak meydana gelen gerilimden dolay: kristal yapidaki
boyut degisimleri ile ilgili oldugu anlasilmistir. Mekanik etkiyle birlikte kristal yiizeyde
titresim meydana gelmekte ve yapidaki atomlar deforme forma gecip tekrar eski halini
almaktadir. Atomlarin bu birim zamandaki konum degisimi ve tekrar eski haline donmesi
olayma osilasyon (salinim) frekansi adi verilir. QCM sensorler, kiitle degisimli mekanik
etki degisimlerine bagli oldugundan kiitleye bagl degisimleri izlemekte yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Her kiitle degisimiyle birlikte salinim frekans farki (Af) ortaya
cikmaktadir. Sensorlerde sicakliktan ve nemden kaynakli frekans farkinda etkilenmenin
en az gozlemlendigi kristal kesim acisina A-T acis1 adi verilir. Buna gore kesilmis

kristallere A-T kesimli kristal ad1 verilir.

Kuartz kristalin salinim frekans degisimi (Af) ile kiitle degisimleri (Am)
arasindaki iliskiyi Sauerbrey (1959), “Sauerbrey Esitligi” ile ifade etmistir;

20mfF 208 w

A Pq g AL/ Pq g

Bu esitlikte; fo, kristalin temel salinim frekansina (Hz); Af, dlciilen frekans farkina

Af =

(Hz); Am, birim alandaki kiitle degisimine (g/cm®); pq, kristalin yogunlugunu (2.648
g/cm®); g ise A-T kesim kristal icin kuvarsin kesim katsayisina (2,947x10! g/cm.s?)
karsilik gelir (Sauerbrey, 1959; Garcia-Jareno, 2000).

Ik QCM calismalar1 kati faz dlgiimler igin kullanilmis fakat osilatdr (uygun
salinim) devrelerinin gelistirilmesiyle birlikte sivi fazda da ol¢limler yapilmistir. 1997
yilinda Kanazawa ve Gordon tarafindan (Kanazawa ve ark., 1997) sivinin yogunlugu (p1-
pL), viskozitesi (n) ve kuvarts kristal rezonatoriin frekansi arasindaki iliskiyi veren esitlik

gelistirilmistir. Buna gore esitlik;

P11

T/ PqHq

seklindedir. Sistem iki tabakali ise frekans degisimleri, her degisim i¢in toplanir.

Af = —f£,%/? (1.2)



Ams ’ P11
Af = Af. + Af, = —f£°| —— + | ———— 1.3
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Burada; f, (Hz), rezonans frekansi; Fq (Hz.cm?/ng), kristalin frekans sabiti
(Fq = Y fo. dg); dq (mm), kristal kalinlig1; Ael (mm?), kristal rezonatdriin elektrot boyutu;
Pq (9/cm3), kristalin yogunlugu; n1 (kg/m.s), stvinin viskozitesi; qi (g/cm?®), sivinin

yogunlugu olarak ifade edilir.

QCM c¢aligmalarinda analitik etikete ihtiya¢ duyulmamaktadir. Olgiim igin
sartlarin saglanmasi gerekmektedir. Ornegin, Yiizey alanimi artirmak i¢in veya tani
elemanin1 yiizeye baglamak i¢in kendiliginden diizenlenen tek tabaka (silanlama,
tiyolleme, amitlesme, esterlesme) veya elektrokimyasal modifikasyon gibi etkilesimlere

thtiya¢c vardir. QCM sensorlerinin kullanim kolayligi, cihaz ve sarflarinin pahali

olmamasi avantajlar1 arasindadir. Ayrica QCM kristalleri defalarca kullanilabilmektedir.

—

Sekil 1.4. Kuartz kristal mikrobalans cihazi

Bu c¢alismada, CEA analizinde hassas bir teknik olan QCM kullanilmistir. Bir
aptasensor platformu olusturmak amaci ile daha kompakt ve daha piiriizsiiz bir yiizey
olmasi i¢in tiyol kopriilii bir nanofilm diazonyum tuzunun elektrokimyasal indirgenmesi
yoluyla QCM kristaline kovalent olarak baglanmistir (Nigmatullin ve ark., 2010).
Elipsometri ve CV teknikleri ile karakterize edilen bu yiizey modifikasyonu ile tek
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tabakaya oldukca benzeyen bir film olusturulmustur (Ustiindag ve ark., 2009; Turan ve
ark., 2008). Altin nanoparcaciklar (AuNP) bu yapiya baglanmis ve iki farkli aptamer bu
nanoparcaciklara immobilize edilerek CEA tayini gerceklestirilmistir. CEA aptamerleri
ve CEA arasindaki etkilesim, kinetik analiz ve analitik performans 6zelliklerini elde
etmek icin gercek zamanli olarak izlenmistir. Bu g¢alisma, QCM tabanli CEA

aptasensorlerinin gelistirilmesi i¢in ilk ¢alisma niteligindedir.

1.3.2. Yiizey plazmon rezonans ile giiclendirilmis icten tam yansimah elipsometri
(SPRe-TIRE)

1902 yilinda Wood tarafindan yapilan bir ¢alismada polarize 1s18in bir kirinim
diizenleyici yilizeyinden bir aynaya dogru yansitildiginda karanlik ve aydinlik bantlar
goriilmistiir (Wood, 1902; Kumar ve ark., 2023). Rayleigh ve Fano bu teorinin gelisimine
katkida bulunmuslar (Shaimanov, 2018). Bu kirimim desenleri yiizey plazmonunun
uyarilmasinda kullanilabilir. Bununla birlikte eszamanli Otto, Kretschmann ve Raether
yiizey plazmon rezonans (SPR) olaymin Kkesin tanimini yapmislardir (Otto, 1968;
Kretschmann ve Raether, 1968). 1980’lerde ise SPR temelli ilk sensor Liedberg ve
arkadaslar1 tarafindan hazirlanmistir (Liedberg ve ark., 1983). SPR, metal yiizeye yakin
filmlerin kirilma indisindeki degisimi dlcerek basit ve dogrudan 6l¢tim yapan bir tekniktir
(Yusmawati ve ark., 2007). Gegirgen olan ve farkli kirilma indislerine sahip iki ortam
arasinda ¢0zelti-prizma nano boyutlu altin veya glimiis kullanmak suretiyle bu yiizeylerde
meydana gelen degisimler optik olarak incelenir (Divya ve ark., 2022). Polarize 151k,
kritik agryla cam prizma gibi kirilma indisi yiliksek bir ortama girdiginde toplam i¢
yansimaya ugrar. Bu esnada soniimlii (evanescent) adi verilen elektromanyetik dalgalar
meydana gelir ve metal filmin i¢ine dogru ilerler (Goswami ve ark., 2015). Boylece belirli
bir kirilma agisinda bu dalgalar, metal yiizeydeki serbest elektronlar ile esleserek ve
rezonansa girerek ylizey plazmon rezonansini olusturur (Capelli ve ark., 2023). Bu
plazmon rezonansi malzemedeki kiigiik degisimlerde bile (optik dalga boyunun 1/1000’i

hassasiyette) optik dl¢iimlere olanak saglar (Barnes ve Sambles, 1987).

Bir sensoriin performansini etkileyen en 6nemli unsurlardan birisi siiphesiz ylizey
etkilesimleridir. Elipsometri yontemi de yiizey etkilesimlerini inceleyen sistemlerden
biridir. Bir elipsometri sisteminde, lineer olarak polarize edilmis bir 15181 belirli
kosullarda bir ylizeyden yansimasi ile elde edilen eliptik olarak polarizlenmis lazer
isinlart  kullanilir.  Sistemdeki optik bilesenler yansima sonucu eliptikligin nasil

degistigini belirler ve bu durumda yiizey filmleri i¢in optik sabitler, filmlerin kalinlig1 vb.
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parametreler belirlenebilir (Arwin, 2000). Kirinim indisi daha yiiksek olan bir ortamdan
daha diistik bir ortama gelen bu 1sinlar, ara ylizeyde igten tam yansima meydana getirir
ve teknik, TIRE ismini alir (Poksinski ve Arwin, 2003). SPR teknigi gibi elipsometri
teknigi de yliksek hassasiyete sahip olan sistemlerden birisidir. Giiglendirilmis i¢ten tam
yansimali elipsometri (TIRE) Ol¢limiine dayali sistemler, bir plazmon rezonans ile
desteklenecekse yiizeyin, plazmon olusumuna miisaade edecek sekilde tasarlanmasi
gerekir. Bunun i¢in prizmanin alt kismi ile analit ¢ozeltisi arasindaki cam slayt iizerine
gecirgen bir metal nanofilm kaplanir. Eger metal film igeren ve plazmon olusumuna
miisait bir elipsometri uygulamasi yapilirsa, yeterince hassas dlglimlere olanak taniyan
klasik elipsometrik 6l¢iimlerden ¢ok daha hassas bir teknik elde edilir. Teknigin ismi
SPRe-TIRE olarak isimlendirilir (Ustiindag ve ark., 2011). Sensérler calismalari igin
uygun ylizeyler olusturuldugunda bu yontem ile sensdr parametrelerinin yani sira

yiizey/analit arasindaki afinitenin kinetigi de incelenebilir (Ustiindag ve ark., 2011).

Elipsometride iki farkli elipsometrik fonksiyon olan A (Delta) ve ¥ (Psi) ile
biyoafinite sistemlerinin analizi gergeklestirilmektedir (Arwin, 2000). Yiizeyden veri
olarak elde edilen bu elipsometrik fonksiyonlar, yiizey 6zelliklerini <+0,001 hassasiyetle
tanimlayabilmektedir (Johs ve Herzinger, 2008). Cok tercih edilen fonksiyonlardan biri
olan ve faz kaymasi olarak da adlandirilan A, yiizeyde biriken malzemelerin dielektrik
fonksiyonlarma duyarhdir. ¥ ise polarize monokromatik 1s18in siddetindeki degisimlere
bagl bir dielektrik fonksiyonudur. (Tolmachev ve ark., 2022). Her iki elipsometrik
degisken, SPR destekli TIRE uygulamalarinda ara yilizdeki degisimlere baglidir (Arwin
ve ark., 2008). Yukarida anlatildig1 gibi, sensor sinyalini TIRE araciligiyla gelistirmek
i¢in, igten tam yansimayi artiran bir Kretschmann konfigiirasyonu ve plazmon rezonans
olusumu i¢in ince bir altin katman kullanilmaktadir (Nabok ve Tsargorodskaya, 2008).
Rezonans saglandiginda, yiizey-analit etkilesimiyle birlikte faz kaymasi1 daha duyarli hale
gelir. Bu plazmon rezonans kosullari, AuNP’larin tercih edilmesiyle daha da

etkinlestirilebilir (Caglayan, 2018).

Bu tez ¢aligmasiyla birlikte tampon ¢dzeltide ve gercek numune olarak insan kan
serumunda CEA'yt belirlemek i¢in ilk defa bir SPRe-TIRE uygulamasi
gerceklestirilmistir. CEA analitine kars1 yiizeydeki afiniteyi saglamak i¢in aptamerlerden
yararlanilmistir. Bu amacla, CEA’ya karst literatiirde rapor edilmis iki farkli afiniteye ve
sekanslara sahip aptamer kullanilmistir. Bu aptamerlerin afinitesi K¢ =~ 37,8 nM (de Melo

ve ark., 2020) ve 3,9 nM (Wang ve ark., 2019) olarak rapor edilmistir. Sensor yiizeyi
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olarak; Cr ve Au film kaplanmis SF10 cam slayt tizerinde 4-merkaptobenzendiazonyum
tuzunun (4MB-DAS) elektrokimyasal indirgenmesi ile 4-merkaptofenil (4MF) filmleri
olusturulmustur. Yiizeye, plazmon rezonansi artirmak amaciyla ve bagla¢ olmasi i¢in

AuNP’lar baglanmistir.
1.3.3. Doniisiimlii voltametri (CV)

Dontistimlii voltametri, asili civa elektrot, klasik bir kat1 elektrot veya perde
baskil1 elektrot iizerine uygulanan potansiyelin kontrol edilmesine ve hiicreden kiigiik bir
akim geg¢mesine dayanan elektroanalitik bir yontemdir (Gosser, 1994). CV, genellikle
molekiiler tiirlerin indirgeme ve ylikseltgenme (oksidasyon) mekanizmalarini aragtirmak
icin yaygin olarak kullanilan giiglii bir elektrokimyasal tekniktir. CV ayn1 zamanda
kataliz de dahil olmak tizere elektron transferi igeren kimyasal reaksiyonlar1 incelemek
icin kullanilir (Eisenhart ve Dempsey, 2018). CV’nin temel 6zelliklerinden birisi, belirli
potansiyel araliginda, farkli tarama hizlarinda, elektroaktif tiiriin pik seperasyonu ve
akimi takip edilerek tiiriin elektrot yiizeyinde adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarim
reaksiyon mekanizmasi1 belirlenebilir. Ayrica katodik veya anodik reaksiyon
mekanizmasi, tiiriin tersinirligi ve kinetik parametreleri de bulunabilir. Sekil 1.5’te
goriildiigii tizere belirli bir tarama hizinda E1 potansiyelinden E> potansiyeline dogru
tarama yapilir, sonra tekrar E1 potansiyeline geri doniiliir. Son potansiyel olarak E; yerine

baska bir potansiyelde de islem tamamlanabilir.

zaman
Sekil 1.5. Doniistimlii voltametride uygulanan potansiyelin zamanla degisimi

Uygulanan potansiyel degerleri arasindaki doniisiimlii voltamogram (akim-

potansiyel grafigi) literatiirde iki tiirlii ifade edilebilir. Amerikan ve IUPAC sistemine

gore doniistimlii voltamogramlar1 Sekil 1.6°da verilmistir.
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Sekil 1.6. Doniisiimlii voltamogramlarin Amerikan ve IUPAC sistemlerindeki gosterimi

Biitiin voltametrik tekniklerle yapilan analizler i¢in analitin difiizyon kontrolli
elektron aktariminin saglanip saglanmadigini anlamak i¢in CV teknigiyle tarama hizi
caligmalar1 yapilir. Randles-Sevcik esitligine uyup uymadigi, pik akimi-tarama hizinin

karekokii grafiginden kontrol edilir. Randles-Sevcik esitligi asagida verilmistir (Bard ve

Faulkner, 2001).
nFvD
i, = 0,446nFAC / TO (1.4)

Bu esitlikte ip, pik akimi; n, elektron aktarim sayisi, F, Faraday sabiti, v, tarama
hiz1 (V/s); A, elektrot yiizey alani1 (cm?); Do, difiizyon katsayis1 (cm?/s) ve C, analitin
konsantrasyonudur. Bu esitlige gore, bir analitin diflizyon kontrollii elektron aktarimi, ip-

v!2 arasindaki dogrusal grafikten ispatlanir (Eisenhart ve Dempsey, 2018).
1.3.4. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi, bir sistemdeki elektriksel direnglerini
ve ylizey 0zelliklerini analiz edebilen 6nemli bir yontemdir. 1980’11 yillarda kullanilmaya
baslanmigtir. Kiitle degisimlerine ve ylizeyde gerceklesen olaylara karsi duyarlilig
nedeniyle membran-¢6zelti ara yiizey karakterizasyonu, korozyon mekanizmalarinin
tespiti, elektrot yiizeyindeki baglanmalarin ve yiizey karakterizasyonlarinin izlenmesi
icin uygundur. Impedans spektroskopisi biyosensérlerin hazirlanma asamalarinin ve
maddeye 6zgii etkilesimlerinin incelenmesi i¢in yogunlukla kullanilmaya baglanmustir.
(Mengitilliioglu, 2018). EIS sistemine genellikle kii¢iik genlikli potansiyel gonderilir. Bu
potansiyelin frekans degisimi ile impedans l¢iimil yani tayin yapilir. Vo Ve lo maksimum

degere ulastiginda potansiyel-zaman ve akim-zaman grafikleri arasinda faza kaymasi
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olciiliir. Impedans karmasik bir degerdir ve genlik agisindaki farkliliklarla birlikte

potansiyel-zaman fonksiyonunu kiyaslayarak faz kaymasini da gosterir. (Yesiller, 2014).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliimde, analiz yontemi gelistirilecek olan CEA hakkinda genel bilgi
derlemesinin yani sira aptamer esasli CEA sensorler hakkinda literatiir bilgisi
arastirllmistir. 9 Aralik 2023  tarihli “Web of Science” (Wo0S) taramasinda,
“carcinoembryonic antigen” anahtar kelimesiyle 20.793 c¢aligmaya rastlanmistir. Sekil

2.1’de detayli alanlar yer almaktadir.

CEA Yaymlar1 (WoS) - 20793 Yaymn

Gastroentoloji Tibbi

Hepatoloji, Uygulamalar, Dahili Tip,

: 1824 1288 1016
Onkoloji, Cerrahi,

7096 2629

Analitik

Kimya 9 Immiinoloji, Biyoteknoloji,
1227 296 938

Sekil 2.1. WoS taramasinda “carcinoembryonic antigen” anahtar kelimesiyle bulunan ¢alismalarin
alanlara dagilim1

Anabhtar kelimeler biraz daha spesifik olarak “determination of carcinoembryonic
antigen” seklinde degistirildiginde 977 ¢alisma tespit edilmistir. Bu ¢aligmalarin alanlara
gore dagilimi Sekil 2.2°de verilmistir. Bu c¢alismalar icinde 59 adet derleme makale
(review article) yer almaktadir.

“Determination of CEA” Yaymlar1i (WoS) - 977 Yayin

Nanoteknoloji,
Elektrokimya, 73

130

Analitik Kimya, Onkoloji, Tibbi

314 220 Uygulamalar,
53

Biyoteknoloji, Biyofizik, Multdisipliner

77 Kimya,
54 43

Sekil 2.2. WoS taramasinda “determination of carcinoembryonic antigen” anahtar kelimesiyle bulunan
calismalarin alanlara dagilimi
Analitik kimya bu alandaki ¢aligmalarin yaklagik %32’sini olustururken, onkoloji
caligmalar1 yaklasik %22 sini, elektrokimya ¢aligmalar1 yaklasik %13 iinii, biyoteknoloji
calismalar1 yaklasik %8’ini, nanoteknoloji caligsmalar1 yaklasik %7’sini kapsamaktadir.
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“Aptasensor + carcinoembryonic antigen” anahtar kelimesiyle 207 eser

bulunmustur. Sekil 2.3’te alanlara dagilimi goriilmektedir.

“Aptasensor + CEA” Yayinlar:i (WoS) - 207 Yayin

Nanoteknoloji, Biyofizik,
42 27
Analitik Kimya,

137 bR
Biyokimya,
Multdisipliner 27
Kimya, -
23 Malzeme Bilimi,
73

Sekil 2.3. WoS taramasinda “Aptasensor + carcinoembryonic antigen” anahtar kelimesiyle bulunan

calismalarin alanlara dagilimi

Tezin temelini olusturan kuartz kristal mikrobalans destekli CEA sensorler
konusunu igeren “quartz crystal microbalance + carcinoembryonic antigen” anahtar
kelimesiyle 24 adet ¢caligma bulunmustur. Ancak aptamer veya aptasensor esasli bir QCM
dokiimanina rastlanmamugstir. Bu, tezin orijinalligini artirmaktadir.

Bir diger WoS taramasinda da yine tezin temelini teskil eden elipsometrik CEA
analizine yonelik sadece bir makale bulunmustur. Bu makale, bu tez calismasindan
basilmis yayindir (Erkal Aytemur ve ark., 2023). Bu ¢alismanin ayni zamanda yiizey
plazmon rezonans ile gii¢clendirilmis bir elipsometrik ¢aligma olmasi da tezin orijinalligi
daha da artirmaktadir. Ozellikle fizik alaninda malzeme karakterizasyonunda kullanilan
elipsometrenin sensor calismalarinda kullanilmasi son on yildir yayginlagmaya
baslamistir (Li ve ark., 2018). Ulkemizde ise bu alanda bir¢ok orijinal makale ve derleme
makaleleri ile Prof. Dr. Mustafa Oguzhan Caglayan ve ekibi onciiliik etmektedir.
(Ustiindag ve ark., 2011; Caglayan ve ark., 2022; Sahin ve ark., 2023; Ertan ve Caglayan,
2021; Caglayan ve Ustiindag, 2020) &nciiliik etmektedir. Diinyada da sayili ekipler
(Wang ve ark., 2013; Ikeda ve ark., 2021; Chegal ve ark., 2005) elipsometrik sensorler

alaninda ¢aligmalar yapmaktadir.

Literatiirde farkli kan serumlarinda CEA seviyeleri bildirilmis olmasina ragmen,
serumda kritik CEA seviyeleri 5-10 ng/mL'den yiiksek oldugunda kanserle iligkili bir
durumda, kanserden siiphelenilmektedir (Hall ve ark., 2019). Bu nedenle, insan kan

serumundaki CEA konsantrasyonu, kanser baslangi¢ tespiti ve dolayisiyla erken teshis
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icin biiylik 6nem arz ettigi gibi tekrarlanan bir vakanin erken tespiti i¢cin de cok dnemlidir

(Li ve ark., 2017; Sun ve ark., 2013).

Son yillarda yapilan ¢alismalar da uzun siireli immunoanaliz protokolleri yerine,
CEA’nin yiizeyde kolaylikla tespit edilebilecegi calismalar 6n plana ¢ikmaya baglamistir
(Wu ve ark., 2020; Ren ve ark., 2019). Asagidaki Cizelge 2.1’de genel olarak gelistirilen

bazi1 CEA analiz yontemlerinin 6zeti yer almaktadir.

Cizelge 2.1. CEA tayini i¢in gelistirilen yontemler ve analitik performanslari
Teknik Calisma Araligi  LOD, ng/mL Referans

Elektrokimyasal (Amperometri) 1 —200 ng/mL 0.5 ng/mL (Shu ve ark., 2013)
Elektrokimyasal (Impedimetri) ~ 0.05—-20 ng/mL  0.023 pg/mL  (Zhao ve ark., 2017)
Elektrokimyasal (\VVoltametri) 1-1000 ng/mL  0.517 ng/mL  (Xiang ve ark., 2017)

Elektrokimyasal
(Potensiyometri) 0.01-100 ng/mL 7.3 pg/mL (Chen ve ark., 2021)

Kolorimetri 0 —120 ng/mL 3 ng/mL (Luo ve ark., 2015)
SPR 1 - 250 ng/mL 0.3 ng/mL (Guo ve ark. 2017)
Floresans 0.4-100ng/mL 0.316 ng/mL  (Bao ve ark., 2018)
Kemiliiminesans 0 —200 ng/mL 0.58 ng/mL  (Khang ve ark., 2017)
LC*-tabanl algilama platformu  0.05-50 pg/mL  0.12 pg/mL  (Ren ve Jang, 2019)
SERS* 1.0 -1000 ng/mL 1.0 ng/mL (Carneiro ve ark., 2019)
SERS 1 -50 ng/mL 0.1 ng/mL (Lin ve ark., 2016)
Floresans immunoanaliz* 0.1-200ng/mL 0.041ng/mL (Ly ve ark., 2018)
Elektrokimyasal immunoanaliz 1.0 -40ng/mL  0.0158 ng/mL (Zhao ve ark., 2019)
QCM immunoanaliz 1.0-15ng/mL  0.86 ng/mL  (Liao ve ark., 2016)
QCM immunoanaliz 3.0 —50 ng/mL 1.5 ng/mL (Tang ve ark., 2006)
QCM immunoanaliz 0.1-100ng/mL 0.09ng/mL  (Jandas ve ark., 2020)
QCM immunoanaliz 0.01-100 ng/mL  0.008 ng/mL  (Chi ve ark., 2020)
SPRe-TIRE* 0,01 -500 ng/mL 0,1 pg/mL (Erkal Aytemur ve ark., 2023)**
QCM aptasensor 0.1-25ng/mL  0.102 pg/mL  Bu calisma

*LC: sivi kromatografisi; SERS: yiizeyde gii¢clendirilmis raman sagilmasi; immunoanaliz: antikor veya
antijenlerden yararlanilarak gelistirilen biyokimyasal bir yontemdir; SPRe-TIRE: Yiizey plazmon
rezonans ile gii¢lendirilmis igten tam yansimali elipsometri

** Bu tez caligmasindan tretilmistir.

Xiang ve arkadaslari tarafindan (2020) yayimlanan derleme makalede, aptamer
esaslt CEA sensorler hakkinda detayli bilgiler verilmistir. Calismada aptamer tabanli
optik CEA biyosensorlerinin “gida giivenligi, yasam bilimleri, ¢evresel kontrol ve tibbi
testler konusunda ilerlemeler kaydettigi belirtilmistir. Aptamer-CEA etkilesimi sonucu
analitle iligkili olarak optik sinyallerin elde edildigi bu teknigin oldukca yayginlagsmaya
basladig1 yiiksek secicilik ve duyarliliga sahip oldugu rapor edilmistir. Optik tekniklerle
aptamer esaslit CEA analizlerinin etiketsiz, hizli ve pratik uygulamalara imkan tanidig:
belirtilmistir. Bu tekniklerden birisi kolorimetrik biyosensor teknigidir. Diisiik maliyeti

ve gorsel takip kolayligi bakimindan cazip sensor tekniklerinden biridir.
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Damborsky ve arkadaslariin (2016) yayinladigi derleme makalede ise genelde
optik biyosensorlerin 6zelde ise SPR’nin iyi bir biyolojik tanima ve algilama yapabilen
analitik bir cihaz oldugundan bahsedilmistir. Optik biyosensorlerin temel amacinin diger
biyosensorlerde oldugu gibi enzim, antikor, antijen, reseptor, niikleik asit, hiicreler ve
dokular dahil olmak iizere birgok biyolojik unsur kullanarak analitin konsantrasyonu ile
dogrudan orantil sinyal liretmek oldugu belirtilmistir. Biyolojik unsurun analit ile olan
etkilesimini tespit etmek icin kullanilan SPR sensorlerine ait c¢alismalari igeren bir
derleme yapilmistir. SPR’1n fiziki olarak ilk kullanim1 1902 yillarinda gozlenmistir. Ve
1983 yilinda SPR ilk kez biyomolekiil etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilmastir.

Long ve arkadaslar1 (2013) aptamerlerin, DNA ve RNA sarmallarindan, SELEX
yontemi ile rastgele secilen tek sarmalli yapilar oldugunu tanimlamistir. Hedefine segici
olarak baglanan aptamer; aptamer ve hedef arasindaki etkilesim, yapinin uyumlulugu,
aromatik halkalarin istiflenmesi, hidrojen baglanmasi, elektrostatik ve van der Waals
etkilesimlerini veya tiim bunlarin kombinasyonunu igerir. Ozgiin karakteristik yapisi
nedeniyle antikorlara iyi bir alternatiftir ve biyosensor calismalarina yeni bir donem
baglatmigtir. Agir metal, amino asitler, proteinler, peptitler, niikleotitler ve ilaglar gibi
kiigiik organik ve inorganik bilesikleri hedef alan aptamerler iiretilebilir. Kolayca
sentezlenir, saflagtirma islemleri kolay ve ucuzdur, antikordan daha kararlidir ve
bozunmaya karsi daha direnglidir. Bir 1sik kaynagi, bir dedektor, bir transdiiksiyon
ylizeyi, bir prizma, antijen, antikor, aptamer gibi bir biyolojik tanima molekiilii ve bir akis

sisteminden olugsan SPR biyosensorii kullanildigini ifade etmislerdir.

Aldewachi ve arkadaslar1 1se 2017 yilinda yaptiklar1 calismalarda, AUNP bagl
aptamerlerin CEA etkilesimlerinin kolorimetrik 6l¢iimleri ile ilgili ¢aligmalar yapmustir.
Altin Nanopartikiiller renkli biyosensorler gelistirilmesi i¢in olduk¢a uygun bir platforma
sahiptir. Boyutlarina, fonksiyonlarina, sekillerine agregasyon durumlarina bagl olarak
farkli renkler gosterebilirler. Nanopartikiillerin bir araya gelmesi veya dagilmasi ile

olusan renk degisikliklerinden yararlanarak biyosensdrler gelistirilmistir.

Esseghaier ve ¢alisma arkadaslar1 2014 yilinda, optik teknik olan yiizey plazmon
rezonans (SPR) teknigini aptasensér tabanli CEA analizinde kullanilmistir. SPR
tekniginin oldukca yliksek hassasiyetli olmasi, etiketsiz ve gergek zamanli 6l¢lime imkan
tanimasi bu teknigi popiiler hale getirmistir. Karboksi terminalli 30 nm ¢apinda manyetik
pargacik siispansiyonu 5 dakika boyunca ultrasonik banyoya konuldu ve pH 5,5’te 10mM
potasyum fosfat ve 0,15 M NacCl ile hazirlanan tampon ile 3 kez yikandi. Yikanmis



19

manyetik nano parcaciklar peptit, EDC, NHS ile calkalanarak oda sicakliginda 24 saat
boyunca karigtirildi. Yine {i¢ kez yikanarak ¢iftlenmemis nanopargaciklar uzaklastirildi.
Nanopargacik blokaj tamponunda 1 saat boyunca inkiibasyonu engellendi ve saklama
tamponun 4°C’de saklandi. Prostata 0zgii kanser antijeninin tayin edecek biyosensor
gelistirildi. SPR teknigi ile prostat kanserini ¢ok kiiclik konsantrasyonlarda tespit
edilebilmesi saglandi.

Jeong ve arkadaslari, 2018 yilinda yazdiklar1 makalede CEA tayininde kullanilan
aptamer esasl optik teknik olarak floresans teknigini ele almistir. Floresans teknigi, cok
yonliiliige sahip, basit, hassasiyeti yiiksek, ¢coklu analit tespitine imkan veren, numuneye
zarar vermeyen tekrarlanabilir bir tekniktir. Floresans sinyallerini nanoboyutlu
ylizeylerde calisilmis ve biyosensér uygulamalari i¢in olduk¢a verimli oldugu
gOriilmiistiir.

Son yillarda literatiirde oldukca fazla yer edinen bir diger teknik ise aptamer esasl
CEA analiz teknigi olarak elektrokimyasal tekniklerdir. Elektrokimyasal teknikler,
enzim, antikor, DNA/RNA, vb. biyomolekiillerin tespitinde olduk¢a etkin olarak
kullanilmaktadir. Impedimetrik, amperometrik, voltametrik ve potansiyometrik teknikler
yaygin olarak tercih edilmektedir (Zhou ve ark., 2017; Shu ve ark., 2013; Xiang ve ark.,
2017; Park ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal ve c¢oziiciiler yiiksek saflikta Merck
(Almanya) ve Sigma-Aldrich (ABD) markadir. Aptamerler, Sentromer (Tirkiye)’den
temin edilmistir. Saf su, ultra saf su (UPW) ozelliginde olup Human Power 17, (18,3
MQcm, G. Kore,) sistemi ile elde edilmistir. Elektrokimyasal dl¢iimler Gamry Referans-
300 (ABD) galvanostat-potansiyostat elektrokimyasal 6l¢iim sistemine bagli bir C3 hiicre
stand1 lizerinde T¢lii elektrot sisteminde alinmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCldoy)
ve yardime1 (karsit) elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Calisma elektrotu, ¢alismanin
tirtine gore farkli olarak kullanilmigtir. Elipsometrik (Optosense, Tiirkiye) sensor
uygulamalarinda altin nanofilm kaplanmis SF-10 cam slayt kullanilirken, QCM (SRS,
QCM-200, ABD) olgiimlerinde altin kristal kullanilmistir.  Elektrokimyasal
karakterizasyonlarda 1,6 mm gapli altin elektrot (BASI-MF-2014, USA) tercih edilmistir.
XPS (PHI 5000 Versa Probe, ULVAC-PHI., ABD) o6l¢iimleri altin kapli cam slayt
tizerinde alinmustir. Elipsometre ile kalinlik O6l¢timleri ELX-02C/01-R (Almanya)
elipsometre cihazi ile altin nanofilmle kapli SF-10 cami iizerinden elde edilmistir.
Nanoparcacik TEM goriintiisii, JEOL Ltd., (Japonya) ile alinmistir. SEM goriintiileri ve
EDX verileri ise, Nova (NanoSEM-650, Belgika) marka SEM cihazindan elde edilmistir.

Calismalarda kullanilan aptamerler asagida Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan Anti-CEA1 ve Anti-CEA2 Aptamerleri

Ayrisma sabitleri

Aptamer  Sekanslar Referanslar

(nM)
: 5'-SH-CeH1-GGGG CGAC GTTG AGAT TCCG de Melo ve ark.,
ANUICEAL 176 TGTA TTAG TAGT CCCC-3' 378 2020
5'-SH-CgH12 -ATAC CAGC TTAT TCAA TTGG Wana ve ark
AntiCEA2 GGTA GGGG GCGA AGCG ATAC CCTA 3,9 3019 0
ATCA GC-3'
CTRL- 5'-HS-(CH,)s-CGGG AATT CTGG CTCT GCGA

Aptamer CATG A-3’

Bu calismada kullanilan, AntiCEA1 i¢in (GGGG CGAC GTTG AGAT TCCG
CTTG TGTA TTAG TAGT CCCC) “http://www.unafold.org/” adresinden sekans
bilgileri elde edilmistir. Sekil 1.1Sekil 3.1’de 0,1 M [Na*] iyon konsantrasyonunda ve 25

°C sicaklikta tek bir olasilikli sekonder yapist verilen AntiCEA1’in serbest enerjisi AG
=-2.15 kcal/mol’diir (Zuker, 2003).
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Sekil 3.1. AntiCEA1’in sekonder yapisi

Yukarida sekonder yapist verilen antiCEA’nin termodinamik enerji dagilimi
degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Cizelgede aptamerin yapisal bilesenlerine karsilik

sekonder yap1 bilesenlerinin serbest enerji degerleri yer almaktadir.

Cizelge 3.2. AntiCEA1’in sekonder yapilarinin enerji dagilimi degerleri

Yapisal bilesen oG Aciklama
Dis halka -1,3 22 ss baz & 1 kapama sarmali
Yigin -2,28 D1s kapama gifti: G4-C21
Yigin -2,24 Dis kapama ¢ifti:c5-g20
Sarmal -4,52 3 baz ¢ift
Sa¢ Tokasi 3,50 Kapama cifti: G6-C19

AntiCEA1’°de oldugu gibi “http://www.unafold.org/” adresinden antiCEA2’nin
sekans (ATAC CAGC TTAT TCAATTGG GGTA GGGG GCGA AGCG ATACCCTA
ATCA GC) bilgileri girilmis ve Sekil 3.2’de (AG =-4,29 kcal/mol i¢in) ve Sekil 3.3’te
(AG =-4,07 kcal/mol i¢in) 0,1 M [Na+] iyon konsantrasyonunda ve 25 °C sicaklikta iki

olasilikli sekonder yapilar elde edilmistir.
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Sekil 3.2. AntiCEA2’in sekonder yapisi (AG =-4,29 kcal/mol)
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Sekil 3.3. AntiCEA2’in sekonder yapis1 (AG =-4,07 kcal/mol)

Cizelge 3.3’te her iki sekonder yapimin enerji dagilimlari, 0,1 M [Na+] iyon
konsantrasyonunda ve 25 °C sicaklik i¢in verilmistir.
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Cizelge 3.3. AntiCEA2’in sekonder yapilarinin enerji dagilimi degerleri

AG, kcal/mol Yapisal bilesen 8G Aciklama
Dis halka -2,54 13 ss baz & 2 kapama sarmali.
Yigin -1,28 Dis kapama cifti: A24-T43
Yigin -1,83 Di1s kapama cifti: G25-C42
Yigin -1,83 Di1s kapama cifti: G26-C41
Sarmal -4,94 4 baz ¢ift
I¢ halka 3,77 Di1s kapama cifti: G27-C40
-4,29 Yigin -2,28 Di1s kapama cifti: G29-C35
Sarmal -2,28 2 baz ¢ift
Sag tokast 1,36 Kapama ¢ifti: C30-G34
Yigin -1,83 Di1s kapama ¢ifti: C4-G20
Yigin -1,47 Di1s kapama ¢ifti: C5-G19
Sarmal -3,30 3 baz gift
Sag tokasi 3,64 Kapama cifti: A6-T18
Dis halka -0,23 19 ss baz & 1 kapama sarmali.
Yigin -0,87 Dis kapama cifti: A16-T46
Yigin -1,01 Dis kapama cifti: T17-A45
Yigin 0,66 Dis kapama cifti: T18-A44
Yigin -0,16 Di1s kapama ¢ifti: G19-T43
Y1gin -1,83 Dis kapama g¢ifti: G20-C42
407 Yi18in -1,83 Dis kapama cifti: G21-C41
1 Yigmn -1,46 Dis kapama gifti: G22-C40
Yigin -0,58 Di1s kapama ¢ifti: T23-A39
Sarmal -7,08 9 baz cift
I¢ halka 4,16 D1s kapama cifti: A24-T38
Yigmn -2,28 Dis kapama gifti: G29-C35
Sarmal -2,28 2 baz gift
Sagtokasi 1,36 Kapama cifti: C30-G34

Calismada kullanilan kontrol aptamer i¢in (CTRL-Aptamer) (CGGG AATT CTGG
CTCT GCGA CATG A) “http://www.unafold.org/” adresinden sekans bilgileri girilerek

0,1 M [Na'] iyon konsantrasyonunda ve 25 °C sicaklikta bes farkli sekonder yapi elde
edilmistir. Bu bes yapinin da serbest enerji degerlerinin pozitif oldugu goriilmiistiir. En
diisiik serbest enerji degerine sahip (AG =0,27 kcal/mol’diir) ve digerlerine gore daha

kararli halinin sekonder yapist Sekil 3.4’te verilmistir.


http://www.unafold.org/results/11/23Dec09-11-54-18
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Sekil 3.4. CTRL-Aptamer’in sekonder yapisi (AG = 0,27 kcal/mol)

Cizelge 3.4’te ise 25 °C sicaklikta serbest enerji degeri 0,27 kcal/mol olan kararli

yapinin enerji dagilimlart sunulmustur.

Cizelge 3.4. CTRL-Aptamerin sekonder yapisinin enerji dagilimi degerleri

Yapisal bilesen oG Aciklama
Di1s halka -0,84 6 ss baz & 1 kapama sarmali.
Yigin -2,24 Dis kapama ¢ifti:C1-G19
Sarmal -2,24 2 baz gift
Sag tokasi 3,35 Kapama cifti: G2-C18

3.2. Kuartz Kristal Mikrobalans Ol¢iimii Esash Aptasensorlerin Hazirlanmasi
3.2.1. Elektrokimyasal ve kimyasal nanofilmlerin hazirlanmasi

Altin kapli QCM kristali ilizerinde CV teknigi kullanilarak diazonyum
indirgenmesi yontemiyle 4-merkaptobenzen diazonyum tuzu (4MB-DAT), 4-
mekaptobenzen (4MB) olarak yiizeye kovalent bag ile baglanmistir. 4-aminotiyofenol
(4ATF, 4-merkaptoanilin, 125,19 g/mol), Morita ve arkadaglarinin (Morita ve ark., 2004;
Isbir ve ark., 2006) gelistirdigi sulu ortam sentezi ile diazonyum tuzuna (4-
merkaptobenzen diazonyum tuzu, 4MB-DAT) donistiiriilmiistiir. Bunun i¢in 100 mg
AATF alinarak kiiciik bir beherde 20 mL 0,5 M HCl igerisinde ¢ozlilmiistiir. Buz banyosu
icinde sogutularak sicakligin 0°C olmasi saglanmistir. 4ATF’nin mol sayisinin 4 kati

olacak sekilde yaklasik 221 mg NaNO2 (69 g/mol), ¢oziilebilecek ¢ok az miktarda saf su
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ile (yaklasik 1-2 mL) ¢6zelti haline doniistiiriilerek buz banyosu icerisinde 0°C’ye kadar
sogutulmasi saglanmistir. Asidik ortamda hazirlanan 4ATF ¢d6zeltisi igerisine damla
damla NaNO; ¢o6zeltisi damlatilmis ve bir manyetik karistirici {izerinde hizla
karistirilmistir (400 rpm). Gaz c¢ikist tamamlana kadar karistirma islemine devam
edilmistir. Karisimin sicakliginin 4°C’yi gegmemesi i¢in gerektiginde diazonyum
cozeltisi (4MB-DAT) buz banyosunda bir siire bekletilmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin,
buzdolabinin derin dondurucu kisminda muhafazasi saglanmistir. Cozeltiler kullanim
oncesi oda sicakliginda bir ultrasonik banyo (Bandelin, Almanya) icerisinde 5 dakika

kadar sonike edilmistir.

QCM sistemine bagli Au kristal, 4MB-DAT ile elektrokimyasal olarak modifiye
edilmistir. Modifikasyon 6ncesi kristal NHa/H202/Su (1:1:5, v: v:v) ¢ozeltisinde 65 °C’de
1 dakika kaynatilarak temizlenmistir. QCM sistemine bagli bulunan Au kristal elektrotu,
ayn1 zamanda t¢lii elektrot sistemine ¢aligma elektrotu olarak baglanmistir. Referans
elektrot olarak Ag/AgCl/KCl(doy), karsit elektrot olarak ise Pt tel kullanilmigtir.
Elektrokimyasal modifikasyon ol¢iimleri Referans-300 (Gamry, ABD) elektroanalizor
sistemi ile alinmustir. Sekil 3.5’te, 4ATF’den elde edilen diazonyum tuzu (4MB-DAT) ve
diazonyum tuzunun elektrokimyasal indirgenmeyle 4MF’in QCM kristaline baglanmasi

sematik olarak gosterilmistir.

NaN02 +
HS NH >

4 ATP 4 MB-DAT

A @
HS—@—N; b — SH
-N,
Au-4MF

Sekil 3.5. 4ATF’nin diazolanarak 4MB-DAT’a doniistiiriilmesi ve diazonyum tuzu indirgenmesiyle Au-
4MF yiizeyinin hazirlanmast

Sekil 3.6’da 4MB-DAT’ 1n Au kristal elektrot tizerindeki 3 dongiiliikk doniistimlii
voltamogrami goriilmektedir. Elde edilen nanofilm Au-4MF (4-merkaptofenil modifiye

edilmis altin yiizey) olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 3.6. 4MB filminin elektrokimyasal olarak Au kristal yiizeyinde elde edilmesinin sematik gdsterimi
ve 4AMB-DAT unun Au kristal elektrot {izerine doniisiimlii voltametri ile ti¢ dongii modifikasyon
voltamogram1 (Referans elektrot: Ag/AgCl/KClgoy.; Tarama hizi: 200 mV/s).

Elde edilen Au-4MF yiizeyi ilizerine altin nanoparcaciklar (AuNPs)
baglanabilmesi i¢in sitrat indirgenmesi yontemiyle (Turkevich & Frens yontemi)
kolloidal olarak AuNPs sentezlenmistir (Frens ve ark., 1973; Turkevich ve ark., 1951).
Bir balon igerisine 150 mL saf suda ¢6ziinmiis, konsantrasyonu 2,2 mM olacak sekilde
trisodyum sitrat (Nascit) konduktan sonra ortalama 90°C’ye kadar 1sitilarak yaklasik 400-
500 rpm’de uzun siire karigtirllmistir. Siddetli karistirma islemi devam ederken iizerine 1
mL, 25 mM HAuCls damla damla eklenmeye baslanmistir. Kaynama sicakligina yakin
renk bordo-kirmiziya dondiigiinde musluk suyu ile balonun digt hizla sogutulmustur.
Boylece nanoparcaciklarin ¢ekirdeklerinin daha fazla biiylimesinin Oniine gecilmistir.
Elde edilen AuNPs kolloidal ¢ozeltisi 200 nm’lik filtreden gegirildikten sonra 2-3 mL’lik
ependorf kaplara alinarak 20.000 rpm’de 10°C’de santrifiij (Hermle Z36-HK, Almanya)
edilmistir. Elde edilen bordo ¢okelekler 2 defa saf su ile (UPW) ve 2 defa etanol ile
yikanarak ayni sartlarda santrifiij edilmistir. Cokelek halindeki AuNPs’lar 100 mL etanol
¢Ozeltisine alinarak sonike edildikten sonra buzdolabinda saklanmistir. Stok
nanoparcacik c¢ozeltisi yaklasik 10 dakika sonikator i¢inde sonike edildikten sonra 10
mL’si alinarak Au/4MB kristalinin bulundugu hiicre i¢ine eklenmistir. Dort saat

beklenerek kendiliginden diizenlenen tek tabaka (SAM) modifikasyonu ile AuNPs’in,
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AuU-4MF yiizeyindeki tiyol (-SH) grubuna baglanmasi saglanmistir (Giizel ve ark., 2010).
Elde edilen yiizey, Au-4MF-AuNP olarak kisaltilmis ve Sekil 3.7°de sematik olarak

gosterilmistir.

Au-4MF Au-4MF-AuNP

Sekil 3.7. Au-4MF-AuNP ylizeyinin sematik olarak hazirlanisi

AuNP ile modifikasyonun ardindan, 5'-ucunda SH ile modifiye edilmis aptamerler
her bir QCM kristaline immobilize edilmistir. Bu amacgla, Au-4MF-AuNP yiizeylerine
1 uM antiCEAL ve antiCEA2'nin PBS (pH=7.,4) igindeki ¢ozeltileri peristaltik pompa
kullanilarak dakikada 20 pL akis hizinda gonderilmis ve 30 dk’da ylizeylerin modifiye
olmasi saglanmistir. Aptamer modifiye edilen yiizeyler antiCEAl ve antiCEA2

platformlar1 olarak isimlendirilmistir.
3.2.2. Modifiye yiizeylerin karakterizasyonu

Elde edilen altin nanopargaciklarin karakterizasyonu, ultraviyole-goriiniir bolge
(uv-vis) spektrofotometresi (Shimadzu UV2550, Japonya), taramali elektron mikroskobu
(SEM, Nova, NanoSEM-650, Belgika) ve enerji dagilimlhi X-1is1m1 (EDX) aksesuari
kullanilarak yapilmistir. Ayrica altin nanopargaciklarin karakterizasyonu gegirimli
elektron mikroskobu (TEM, JEOL Ltd.,, Tokyo, Japonya) ile gergeklestirildi.
Elektrokimyasal diazonyum tuzu indirgeme yontemiyle hazirlanan Au-MF nanofilm
karakterizasyonu igin, her asamada elipsometrik kalinlik &lgtimleri (ELX-02C/01-R
Elipsometre, Almanya) kullanildi. Bu siirecte, 70°’lik aciyla ve 532 nm dalga boyunda
monokromatik yesil lazer 151k kaynagi ile SF10 cami/Cr (3 nm) /Au (32 nm) /organik
nanofilm/hava modeline gore W ve A degerleri kullanilarak (Ustiindag ve ark., 2009;
Turan ve ark., 2008; Ustiindag ve ark., 2011; Erkal ve ark., 2011) yiizey filminin kalinlig

belirlenmistir.
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Ayrica, Au-MF-AuNP yiizeyinin X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS, PHI
5000-Versa Probe, ® ULVAC-PHL. Inc., Japonya/ABD) ile karakterizasyonu yapilmistir.

Cis ve Szp dar bolge yiiksek ¢oziiniirliiklii XPS spektrumlar: yorumlanmastir.

Elektrokimyasal karakterizasyon i¢in, bir QCM kristali yerine 1,6 mm ¢apinda
BASI-MF-2014 (ABD) altin elektrot kullanilmistir. 1 mM KzFe(CN)e redoks probunun

altin ve modifiye elektrot ylizeylerindeki davraniglar1 CV ile incelenmistir.
3.2.3. QCM ile CEA tayin yontemi uygulamalar:

Modifiye QCM kristalleri (Au-4MF-AuNP-ANntiCEA1 ve Au-4MF-AuNP-
AntiCEA?2) iizerine oda sicakliginda (24 + 1°C) 20 pL akis hiziyla 0,1; 0,5; 1,0; 5, 10 ve
25 ng/mL konsantrasyonlarinda standart CEA c¢ozeltileri (PBS iginde, pH=7,4)
gonderilerek kalibrasyon calismalari yapilmistir. Aksi belirtilmedikge, Ol¢limler ve
analizler analitik kosullar1 saglamak icin en az ii¢ kez gerceklestirilmis ve ilgili sonuglar
bu tekrarlarin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi (+ o) olarak ifade edilmistir. QCM
kiitle degisimi (Am), zamana kars1 kaydedilmistir. Elde edilen QCM sensorgramlarindan
yola cikarak, tek bir baglanma kinetigi modeli kullanilarak karmasik olusum kinetigi i¢in
analiz edilmis ve QCM ylizeyindeki aptamerin afinitesi (Kp) belirlenmistir. Ayrica, denge
durumundaki Am degerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Kontrol
aptamerine (CTRL-aptamer) non-spesifik baglanmay1 degerlendirmek i¢in tiim
prosediirler benzer sekilde uygulanmistir. QCM sensoér yontemlerinin dogrulugu ve
kesinligi, standart CEA analitleri (0,5 ve 10 ng/mL) i¢in gelistirilen yontem kosullarinda,
ayn1 giin i¢inde (giin i¢1) ve ardisik 5 gilin boyunca (giinler arasi) belirlenmistir. Girisim
testleri, sensore sirasiyla CA125, VGF165 ve AFP interferanslarini tek tek ve ayni anda
gondererek calisilmistir. Yontemin validasyonu i¢in ger¢cek numune olarak insan serumu
kullanilarak yapilmistir. CEA standartlari serum i¢ine eklenerek sirasiyla 1,0 ve 10 ng/mL
spike edilmek suretiyle (eklenerek) daha iyi sonu¢ veren sensorii i¢in geri kazanim

degerleri belirlenmistir.

3.3. Yiizey Plazmon Rezonans ile Giiclendirilmis icten Tam Yansimah Elipsometri

(SPRe-TIRE) I¢in Aptasensérlerin Hazirlanmasi

Asagida asama asama SPRe-TIRE sensor yiizeylerinin hazirlanmasi,
karakterizasyonu ve CEA uygulamasi i¢in yontem gelistirilmesi i¢in yapilan deneyler yer

almaktadir (Erkal Aytemur ve ark., 2023).
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3.3.1. Cam slaytlarin altin kaplanmasi

Cam slaytlarin altin kaplamast i¢in 2,5 cm x 2,5 cm boyutunda kesilmis SF10 cam
slaytlar1, lizerindeki organik kirleticilerin ve yag kalintilarinin temizlenmesi i¢in nitrik
asit/su (1:3; v/v) ¢ozeltisi icinde kaynama noktasinda 30 dakika tutulmak suretiyle
temizlenmistir. Daha sonra bir plazma sisteminde 30 dakika oksijen plazma ile muamele
edilerek yiizeylerin metal kaplamaya hazir hale getirilmesi saglanmistir. Sonra
kullanilacak slaytlar bir fiziksel buhar biriktirme (PVD, Nanovak, Tiirkiye) sisteminde
sirastyla 2 nm Cr ve 32 nm Au (532 nm yesil lazer altinda, 63° gelis agisinda plazmon
rezonansi elde edebilmek igin) ile kaplanmistir (Ustiindag ve ark., 2011). Bu kaplanmus
yilizey SF10/Cr/Au olarak kisaltilmigtir.

3.3.2. SF10/Cr/Au yiizeyine merkaptofenil nanofilmlerin modifikasyonu ve

karakterizasyon ¢calismalari

4-Merkaptobenzen diazonyum tuzu (4MB-DAS), literatiirde Morita ve ¢aligma
grubunun gelistirdigi yoOntemle sulu ortamda 4-aminotiyofenoliin (4ATF, 4-
merkaptoanilin, 125.2 g/mol) diazolanmasi ile sentezlenmistir (Morita ve ark.,2004).
Bunun icin 100 mg of 4ATF, 20 mL 0,5 M HCl’de ¢6ziilmiis ve manyetik karistirict
tizerinde, bir buz banyosu iginde sicakligi 0°C’de sabit tutulmustur. Manyetik
karigtiricinin karistirma hizi 400 rpm’de tutulmus, ¢ozelti iizerine 0°C’de sogutulmus, 2
mL saf suda ¢6ziilmiis 221 mg NaNO2 (69 g/mol) ¢6zeltisinden damla damla eklenmistir.
Gaz c¢ikist tamamlanana kadar karistirma islemi devam etmis, buz banyosuyla diazonyum

¢ozeltisinin sicakliginin +4°C’nin iizerine ¢ikmasi engellenmistir.

SF10/Cr/Au slayt calisma elektrotu olarak hazirlanmis 4MB-DAS c¢ozeltisine
daldirilarak Ag/AgCl/KClgoy referans elektrotu ve platin tel yardimer elektrotu esliginde
diazonyum tuzunun indirgenerek iletken slayt iizerine kovalent baglanmasi saglanmistir.
Elektrokimyasal modifikasyon 6l¢iimleri Reference-300 elektroanalizor sistemi ile elde
edilmistir. Diazonyum tuzunun indirgenmesiyle olusan 4MF radikalleri, nanofilm olarak
SF10/Cr/Au  elektrot {izerine baglanmig; yilizey, SF10/Cr/Au/4MF olarak
isimlendirilmistir. Nanofilm kapli modifiye elektrot, CV ve EIS ile karakterize edilmistir.

SF10/Cr/Au/4MF ylizeylerinde Cis Ve Szp baglanma enerjilerine ait XPS spektrumlari,
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Al-Ka radyasyon (1486.6 e¢V) kaynakli X-1sin1 fotoelektron spektrometresi (XPS, PHI
5000-Versa Probe, ® ULVAC-PHLI. Inc., Japonya/ABD) kullanilarak elde edilmistir.

3.3.3. SF10/Cr/Au/AMF yiizeyine AUNPs ve aptamerlerin immobilizasyonu

Altin nanoparcaciklarin (AuNPs) sentezi literatiire gore kolloidal ydntemle
yapilmistir (Huang ve Yang, 2003). Sentez i¢in 1,0 mM 25 mL aurik asit (HAuCla) bir
1siticilt manyetik karistirict tizerinde cam bir balona alindiktan sonra kaynama noktasina
kadar 1sitilmistir. Uzerine 2,5 mL indirgeyici ajan olan %1°lik trisodyum sitrat
(NasCeHs07.2H20) ¢ozeltisi damla damla ilave edilmistir. Damlatma esnasinda
cozeltinin siddetli bir sekilde karigtiritlmistir (400 rpm). Bordo rengin olusmasiyla birlikte
1 dk. kadar karistirma islemi devam etmis ve ardindan igerisinde kolloidal ¢6zelti bulunan
cam balonun musluk suyu ile aniden sogutulmasi saglanmistir (Nguyen ve ark., 2010).
Kolloidal ¢6zelti 15.000 rpm'de 10 dakika ultrasantrifiij (Hermle Z36-HK, Almanya) ile
santrifiij edilmistir. Coken nanoparcaciklar sirastyla UPW ve etanol ile tiger defa yikarak
santrifiijlenmistir. Sonra 25 mL’lik etanol ¢6zeltisine alinarak buzdolabinda saklanmastir.
Sentezlenen AuNP ¢ozeltisinden 1’er mL alinip SF10/Cr/Au/4AMF yiizeyine damlatilarak
SAM modifikasyonuyla tiyol (SH) uglu yiizeye nanopargaciklarin baglanmasi saglandi.
Daha sonra nanopargacik igceren ylizeyler, PBS (pH 7.4) i¢inde 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 uM
antiCEA1 ve 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 uM antiCEA?2 olacak sekilde hazirlanmis aptamer
cozeltileriyle etkilestirilerek aptamerlerin yiizeye baglanmasi saglandi (de Melo ve ark.,
2020; Wang ve ark., 2019). Bu aptamerlerin CEA ile etkilesimi sonucu elipsometrik
parametrelerden A’nin  degisimi incelenerek optimize aptamer konsantrasyonlari
belirlenmistir. 5' terminalinden SH-CsHz2 ile dnceden modifiye edilerek temin edilen
aptamerler, SH etkilesimi yoluyla AuNPs ylizeyinde immobilize edilmistir. Yiizeye
baglanacak aptamer (antiCEA1 ve antiCEA2) konsantrasyonlar1 500 ng/mL CEA igin
SPRe-TIRE uygulamalari kullanilarak belirlenmistir. Inkiibasyon siireleri, literatiirdeki
kendiliginden diizenlenen tek tabaka modifikasyonlar1 incelenerek aptamerlerin yiizeye

baglanmasi i¢in 2 saat olarak belirlenmistir. (Park ve ark.,2004; Caglayan ve ark.,2009).
3.3.4. SPRe-TIRE teknigiyle ile CEA tayin yontemi uygulamalari

Elipsometri 6l¢iimlerinde, ylizeyde plazmon rezonansi olugmasi istendigi i¢in tam
yansimali Kretschmann konfigiirasyonu kullanilmistir (Nabok ve Tsargorodskaya, 2008).
Bunun i¢in ol¢iimler SPR olusumu i¢in uygun kalinlikta (32 nm) altin kaplama ile

hazirlanan yiizey iizerinde 532 nm monokromatik yesil lazer kullanilarak alinmistir. A ve
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v degerlerinin sifirlama prosediiriine gore dl¢iim araligi gegen siireye baglidir ve sunulan
verilere gore bu siire 5 saniyedir. Elipsometri dl¢timleri i¢in akig hiz1 3 pL/s ve hacim 50
uL olarak secilmistir. SPR akis hiicresinde oda sicakliginda A degerleri dlgiilmiistiir.
Aptamer platformunun bulundugu hiicreye dnce tampon ¢ozelti gonderilmis ve elde
edilen A degerleri blank olarak kabul edilerek sonradan farkli konsantrasyonlarda
gonderilen analit degerlerinden ¢ikarilmistir. Gelistirilen CEA sensor platformunun

sematik diyagrami Sekil 3.8'de verilmistir (Erkal Aytemur ve ark., 2023).

A, kaymasi :
prizma zaman (dk)
gelen 151n yansiyan isin

000 50

SF10
Au :

w2

eg=g — L — S=%o

Sekil 3.8. CEA analiz yontemi i¢cin SPRe-TIRE sensor platformunun sematik gdsterimi

AntiCEALl ve antiCEA2 aptamer platformlarinda gelistirilen CEA analiz
yonteminin dogruluk ve kesinlik parametreleri giin i¢i ve giinler arast (ardisik 5 giin)
olarak (N=5) belirlenmistir. CEA ile girisim yapmasi muhtemel o-fetoprotein (AFP),
kanser antijeni 125 (CA 125) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF-165) tiirleri
igin girisim ¢aligmalar1 yapilmistir. Sisteme 50 ng/mL CEA ile birlikte 500 ng/mL
konsantrasyona sahip girisim yapmasit muhtemel bu tiirler gonderilerek sensor
performans1 daha yiiksek olan AntiCEA1 platformu {izerinde girisim etkileri

incelenmigstir. AntiCEAT1 sensor platformu iizerinde gelistirilen yontemin validasyonu,
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ticari insan serumu 6rnegi kullanilarak 1 ve 50 ng/mL konsantrasyonlu CEA standartlari

(N=5) spike edilerek yontemin geri kazanim degerleri hesaplanarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

QCM ve SPRe-TIRE yontemleriyle gelistirilen yontemler iki farkli boliimde ayr1

ayr1 degerlendirilmistir.

4.1. Kuartz Kristal Mikrobalans Teknigiyle Aptamer Esash CEA Tayini icin

Yontem Gelistirilmesi

Bu c¢aligma i¢in QCM teknigi i¢in hazirlanan ylizeyler ve AuNP’lar ayr1 ayri

karakterize edilmistir.
4.1.1. QCM teknigi icin hazirlanan yiizeylerin ve AuNP’larin karakterizasyonu

QCM aptasensori i¢in hazirlanan kolloidal AuNP’lar (suda) mor Otesi-goriiniir
bolge spektroskopisi ile karakterize edilmis ve 525,4 nm’deki absorbans spektrumu Sekil
4.1°de verilmistir. Spektrum degerlendirildiginde Mie Teorisine gore 525 nm’deki
nanoparcaciklarin  boyutlar1 yaklasik 15 nm civarindadir (Oldenburg, 2000).
Karakterizasyon sonuglari, modifikasyona yonelik AuNP'lerin basarili ve homojen

sentezini dogrulamistir.
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Sekil 4.1. AuNP’larin mor 6tesi-goriiniir bolge (UV-Vis) spektrumu
Ayni zamanda altin nanopargaciklar, TEM ve SEM goriintiileri alinarak
karakterize edilmistir. Sekil 4.2’de yaklasik 15 nm boyutlu AuNP’larin SEM goriintiileri

verilmistir. Bu deger, Mie Teorisinde hesaplanan deger ile uyumludur.
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Sekil 4.2. AuNP’larin TEM goriintiisii

Sekil 4.3’te 150.000x (kat) biiyiitiilmiis AuNP’larin SEM goriintiileri verilmistir.
Nanoparg¢aciklarin homojenligi bakimindan goriintii 6nemlidir. SEM goriintiisii alinirken
ayn1 zamanda Sekil 4.4’teki EDX spektrumu da alinarak AuNP’larin varligi spektrum

iizerinde 2 keV (Wang ve ark., 2016) civarinda Au piki olarak goriinmektedir.
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Sekil 4.3. AuNP’larin SEM goriintiisi
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Sekil 4.4. AuNP’larmm EDX spektrumu
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32 nm altin nanofilm kapli SF10 slayt ve 4-merkaptofenil ile modifiye edilmis,
SF10-Au-4MF yiizeylerinin Cis Ve Spp yiiksek ¢oziintirliikli dar bolge spektrumlart Sekil
45 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Sekil 4.5’te Au-4MF yiizeyinden elde edilen Cis
bolgesinin fit edilmesiyle 285,6 eV’da aromatik C = C ve 283,5 eV'da C-S'ye karsilik

gelen iki temel pik gozlemlenmistir (de Morais ve ark., 2015).

= Au-4MF verisi
V] C,s- CFiti
R Cj¢= S Fiti
Toplam Fit
e Auverisi

284,3 eV

Au

| N 1 ' I v I N | v 1
290 288 286 284 282 280
Baglanma enerijisi, eV

Sekil 4.5. Au ve Au-4MF yiizeyinde Cys igin yiiksek ¢oziiniirliikli XPS spektrumu
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Sekil 4.6’da ayn1 ylizeyde Szp baglanma enerjilerine ait spektrum fit edildiginde
164,5 eV (Sz'?) ve 163,4 eV (Sz*?)’da iki temel pik elde edilmistir (Soltani ve ark.,
2023; Yeter ve ark., 2021). XPS ol¢timleri, Au-4MF yiizeyindeki aromatik C ve S
atomlarinin varligini kanitlamistir. Au kapli cam slayt ylizeyde bu pikler goriilmemekle

birlikte giirtilti seklinde yer almaktadir.

=  Au-4MF verisi
Szp3/2 Fiti
NN\ Szp”z Fiti

Toplam Fit
o Au verisi

163,4 eV

40 Cps

Au

°
'.Oooooo.o'. °

I v I v I v I v 1
168 166 164 162 160
Baglanma enerjisi, eV

Sekil 4.6. Au ve Au-4MF yiizeyinde Sypicin yiiksek ¢oziiniirliiklii XPS spektrumu

Ayrica Au elektrot (MF2014, BASI, ABD) kullanilarak hazirlanan yiizeylerin
doniisiimlii voltametri ile karakterizasyonlari ¢alisilmistir (Albayati ve ark., 2023;
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Deveci ve ark., 2012; Miilazimoglu ve ark., 2011).
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Potansiyel, V
Sekil 4.7. 1 mM K3Fe(CN)g’tin (0,1 M KCl i¢inde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP yiizeylerindeki
doniistimli voltamogramlar: (TH= 200 mV/s, Ag/AgCl/KClqoy) referans elektrotuna karsi)
Sekil 4.17'de, 0,1 M KCI ile hazirlanan 1 mM potasyum ferrisiyaniiriin

Au-4MF-AuNP  yiizeylerindeki  doniigiimli

(KsFe(CN)s) Au, Au-4MF  ve

voltamogramlar1 gdsterilmektedir.
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Sekil 4.7. 1 mM KsFe(CN)g’iin (0,1 M KCl i¢inde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP yiizeylerindeki
doniistimlii voltamogramlar1 (TH= 200 mV/s, Ag/AgCl/KCl(qoy) referans elektrotuna karst)

Redoks probunun Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP iizerindeki anodik tepe akim
degerleri sirasiyla 10,453 + 0,093, 4,976 + 0,016 ve 6,793 + 0,044 pA olarak
belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Pik akimlarinin degismesi, yilizeylerin
modifiye edildigini ve birbirinden farkli oldugunu gostermektedir. QCM tekniginde
elektriksel iletkenligin bir 6nemi olmadigindan, modifiye yiizeylerde pik akimi degerinin,

Au elektrot yiizeyine gore diisiik ¢itkmasinin bir nemi olmadig diisiiniilmiistiir.

Cizelge 4.1. 1 mM KsFe(CN)g’iin (0,1 M KCl iginde) Au, Au-4MF ve Au-4AMF-AuNP yiizeylerindeki
doniisiimlii voltamogramlarindan (TH= 200 mV/s, Ag/AgCl/KCl(doy)’e kars1) elde edilen pik akimi ve
potansiyel degerleri

Pik potansiyeli, V Pik akimi, pA
Elektrot
Anodik Katodik Anodik Katodik
Au (MF2014) 0,146 0,043 10,453+0,093 10,634+0,145
Au-4MF 0,177 0,01 4,976+0,016 5,468+0,045
Au-4MF-AuNP 0,180 0,015 6,793+0,044 7,285+0,047

Elektrot yiizeyindeki nanofilm katmaninin tek tabaka olmasi, deneylerin
tekrarlanabilirligi agisindan onemlidir. Tek tabaka olusumu ise elipsometre ile kalinlik
Ol¢iimleri yapilarak belirlenebilir. Au-4MF nanofilminin kalinlig1 elipsometrik
Ol¢iimlerle karakterize edilmistir. Doniisiimlii voltametrinin her bir dongii sayisiyla

diazonyum tuzunun indirgenmesi sonucu elde edilen nanofilmlerin kalinliklar
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Cizelge 4.2'de verilmistir. Olgiimler ii¢ farkli noktada beser &lgiim ortalamas: icin elde
edilmistir. Birinci doniistimlii voltamogram sonucu olusan nanofilmin ortalama kalinligi,
iic nokta i¢in (n = 5) 1.21 + 0,17 nm olarak oOl¢iilmiistiir. Bu sonug¢, doniisiimlii
voltametrinin ilk dongiisii sirasinda tek tabakanin olustugunu ve nanofilmin esit bir
sekilde dagildigin1 gostermektedir. Dongili sayist arttikca, ylizeye baglanan molekiiller
lizerine diazonyum indirgenmesiyle olusan yeni radikallerin baglanmasi sonucu ¢ok
tabakal1 filmler olusur (Brooksby, 2004). Tek tabaka olusumuna en yakin kalinligin ilk
dongiiden sonra olustugu gézlemine dayanarak sensor caligmalari igin tek bir dongiiniin

yeterli oldugu belirlenmistir (Erkal Aytemur ve ark., 2023).

Cizelge 4.2. Altin slayt {izerindeki 4MF nanofilmin kalinlig1
Bagil kalinlik (nm, n=5)

CV dongii Kalinlik ortalamasi1 + SD, nm
T 1.nokta 2.nokta 3.nokta
1,32 1,12 1,12
1,05 1,26 1,26
1 1,08 0,98 0,98 1,21+0,17
1,41 0,83 0,83
1,20 1,02 1,02
2,83 2,38 2,27
2,45 2,54 2,93
2 2,35 2,78 2,86 2,59+0,22
2,41 2,63 2,45
2,85 2,49 2,68
3,42 3,15 3,47
317 3,12 3,08
3 3,45 3,27 3,19 3,3240,18
3,16 3,45 3,27
3,28 3,63 3,63

4.1.2. QCM teknigi ile CEA analizi icin yontem gelistirme

QCM kristalinin modifikasyonu ile elde edilen Au-4MF-AuNP yiizeyi iizerine
aptamerlerin immobilizasyonu sonucu elde edilen antiCEA1 ve antiCEA?2 platformlarina
0,1 ng/mL ile 25 ng/mL araligindaki (0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 25 ng/mL konsantrasyonlar
icin PBS'de, pH:7,4) CEA standart cozeltileri gonderilerek QCM ile baglanma
sensorgramlar1 elde edilmistir. Hata! Basvuru kaynag bulunamadi.’de ve Hata! Ba
svuru kaynagi bulunamadi.’da antiCEA1l ve antiCEA2 bagh yiizeylerde, cesitli
konsantrasyonlarda CEA igin sensorgramlar goriilmektedir. Her iki sensorgramda da
CEA aptamer ile CEA arasindaki baglanmanin enjeksiyondan sonraki ilk 5 dakika

icerisinde dengeye ulastig1 gézlendi. 40-50 dakika civarinda, ayrigma siirecini baglatmak
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icin sensor ylizeyine yalnizca tampon ¢ozeltisi (PBS, pH:7,4) gonderilmistir. Analiz,

ayrigma siireci sirasinda dengeye ulasildiginda sonlandirilmistir.
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Sekil 4.8. AntiCEA1 ile immobilize edilmis QCM sensorlerinde cesitli konsantrasyonlarda CEA'nin
saptanmasma yonelik sensorgramlar

Sekil 4.8’den goriildigii gibi, antiCEA1 aptamer ile immobilize edilen yiizeylerde
elde edilen Am (pg/cm?) degerleri, Sekil 4.9’daki antiCEA2 aptamer ile immobilize
edilen ylizeylerden elde edilen degerlerle karsilastirildiginda Am cevabi bakimindan biraz
daha yiiksek bulunmustur (25 ng/mL CEA ig¢in yaklasik %40 daha yiiksek). Bu fark,
antiCEA1 immobilize QCM sensoriiniin alt tayin sinirina (LOD) da yansimaktadir. Her
iki sensor platformunun baglanma kinetigi oda sicakliginda benzer davranis sergilemistir.
5 tekrar i¢in elde edilen giiriiltii degerleri her iki platform i¢in de yaklasik olarak ayni
olup, alinan sinyale gore kiigiik bulunmustur. Dengeye ulastiktan sonraki bekleme
siiresinde meydana gelen dalgalanmalarin oda sicakligindaki kiiciik degisikliklerden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 4.9. AntiCEA2 ile immobilize edilmis QCM sensérlerinde ¢esitli konsantrasyonlarda CEA'nin
saptanmasina yonelik sensorgramlar

Her iki QCM sensoriiniin kalibrasyon egrileri, baglanma denge degerleri (Am

sinyali) kullanilarak hesaplanmis ve Sekil 4.10°de ve Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10. AntiCEA1 iizerinde immobilize edilmis CEA i¢in kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.11. AntiCEA?2 iizerinde immobilize edilmis CEA i¢in kalibrasyon egrisi

Aptamerler ve CEA arasindaki etkilesim, logaritmik bir kalibrasyon egrisi
vermistir. Yar1 logaritmik sensér kalibrasyon egrileri, R? degerleri yaklasik 0,99 olacak
sekilde elde edilmistir. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te iki farkli aptamer platformu tlizerinde

log[CEA] i¢in lineer kalibrasyon egrileri olarak verilmistir.
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Sekil 4.12. AntiCEAL iizerinde immobilize edilmis ¢esitli CEA konsantrasyonlar1 i¢in yari-logaritmik

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.13. AntiCEA?2 iizerinde immobilize edilmis ¢esitli CEA konsantrasyonlar1 i¢in yari-logaritmik

kalibrasyon egrisi
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Aptamerlerin se¢imi sirasinda rastgele havuz kullanilarak gerceklestirilen tissel
secim yontemi, dogast geregi hedefe en yiiksek afinite ile baglanan oligoniikleotid
sekansinin se¢ilmesini saglamaktadir. Ancak, ylizey etkilesimleri ile spesifik olmayan
sinyalin alinma olasiligin1 ortadan kaldirmak i¢in CTRL aptameri immobilize edilmis
QCM sensor ile de kontrol analizi gerceklestirilmistir. Kontrol aptamerinin yukarida
belirtilen yontem ile immobilizasyonunun ardindan, diger aptamerler ile ayn1 yontemle
CEA ile etkilestirilmesi sonucu, sensor sinyalinde yalnizca giiriiltii seviyesi dahilinde bir
degisiklik elde edilmistir (Am= 0,008 pg/cm?). QCM yiizeyinde CEA-aptamer etkilesimi

haricinde spesifik olmayan etkilesimlerin olmadig1 dogrulanmistir.

Baglanma bolgelerinin sayisin1 degerlendirmek i¢in elde edilen kalibrasyon
egrileri hem Langmuir hem de Freundlich kinetigine uymustur. Her iki baglant1 da 0,998
ve tlizeri belirleme katsayilariyla sonu¢lanmistir; bu, CEA ile antiCEA aptamerler
arasindaki kompleks olusumunun her iki izoterme de bagli oldugunu ortaya koymustur.
Sonug olarak Langmuir izoterminin sonuglarina dayanarak CEA-antiCEA aptamer
kompleksi olusumunun tek bir baglanma bolgesi yoluyla meydana geldigi tahmin
edilmektedir. Freundlich kinetigine uymasinin sebebi aptamere tek noktadan baglanan
CEA proteini iizerine baska CEA protein tabakalarinin baglanmasi olabilir. Bu durumda

coklu noktalardan baglanma gibi bir algilama durumu miimkiindiir.

Gelistirilen her iki sensoriin analitik parametreleri Cizelge 4.3’te 6zetlenmistir.
AntiCEA1 ile yapilan c¢alismada Am = 0,25452 x log[CEA] + 0,31227 olarak
hesaplanmis, tiim kalibrasyon dlgiimlerinden maksimum standart sapmanin (6=0,02) ii¢
kat1 olarak hesaplanan LOD degeri 0,102 ng/mL olarak bulunmustur. Benzer sekilde
diger aptamer olan AntiCEA2 platformu i¢in Am = 0,15113 x log[CEA] + 0,2659
denklemi bulunmustur. Tiim kalibrasyon 6lgiimlerinden maksimum standart sapmanin
(o =0,04) ii¢ kat1 olarak hesaplanan LOD degeri 1,416 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu
sensOr analitik performans degerleri, literatiirde CEA tespiti i¢in kullanilan sensdrlerle
uyumludur. Ancak QCM platformu i¢in daha diisiik bir tespit limiti beklenebilirdi. Yine
de sinyal-giiriiltii oranm1 (S/N = 3) ve sensorgramlardaki dalgalanmalar nedeniyle ve
ozellikle de sicakliga bagli degisimler nedeniyle sensoriin LOD ve LOQ degerleri
beklenenden yliksek degerde elde edilmistir. Ancak bu sonuglara ragmen LOD ve LOQ

degerlerinin CEA tespitinde pratik uygulama i¢in yeterli oldugu sonucuna varilabilir.
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Cizelge 4.3. Gelistirilen yontemlere ait analitik parametre verileri (n=5)

cer Deger
Analitik dzellik ANtiCEAL ANtiCEA2
Regresyon denklemi y =0,25452x + 0,31227 y =0,15113x + 0,2659
Egimin standart hatasi 0,01461 0,0067
Kesim noktasi standart hatasi 0,0127 0,0060
R? 0,9870 0,9923
Dogrusal aralik (ng/mL) 0,1-25 0,1-25
Veri noktasi sayist 6 6
Alt tayin sinir1 (ng/mL) 0,102 1,416
Kantitatif tayin sinir1 (ng/mL) 0,306 4,248

QCM'den elde edilen gercek zamanli baglanma verilerinin avantaji kullanilarak
kompleks olusumunun kinetigi ve afinitesi belirlenmistir. Hem antiCEAl hem de
antiCEA2 aptamerlerinin karmasik kinetigi, QCM verileri kullanilarak incelenmis ve
afinite sabitleri hesaplanmistir. Enjekte edilen standart CEA konsantrasyonuna karsi
antiCEA1 ve antiCEA2 aptamerleri icin elde edilen kinetik veriler i¢in eszamanli

grafikler Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.14. AntiCEA1-CEA etkilesimlerinin kinetigi

Sensdrden elde edilen konsantrasyonlar kalibrasyon egrisinden okunmustur. Bu
konsantrasyonda tek bir etkilesim noktasina sahip kompleks i¢in birlesme kinetigi

modeline karsilik gelen fit (uyum) sonuglari kirmizi ¢gizgilerle verilmistir. Afinite sabiti
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(Kp), hem birlesme/ayrisma egrilerini kapsayan hem de bu egrilerden belirlenen Kosf
degerleri kullanilarak yalnizca baglanma egrilerine bakilarak degerlendirilmistir.
Buradaki amag, giirtltiili QCM cevrimigi verilerinden Kp degerini miimkiin oldugunca
dogru bir sekilde tespit etmektir.

100 -

LI D SN AN SN GE 4

CEA derisimi, ng/mL

CEA derisimleri

o- 0,1 ng/mL — Sng/mL
—- 0,5ng/mL - 10 ng/mL
—— 1 ng/mL - 25ng/mL
0,001 Pr—y——v=—y=—v——v—r—v—1 - T 1
0 10 20 30

Sekil 4.15. AntiCEAZ-CEAt ,eg(li(lesimlerinin kinetigi

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de sirastyla antiCEA1 ve antiCEA2 aptamerleri igin
belirlenen Kp degerlerinin dagilimi gosterilmistir. AntiCEA1 ve antiCEA2 igin
birlesme/ayrisma (assosiasyon/dissosiasyon) verilerinden hesaplanan Kp degerleri, CEA
icin 180 kDa'lik bir molekiil agirligi varsayilarak sirasiyla 90 ng/mL (0,27 nM) ve 48
ng/mL (0,5 nM) olarak bulunmustur. Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de goriildiigii gibi
birlesme/ayrilma egrilerinden hesaplanan Kp degerlerinin dagilimi, dogrudan birlesme
egrilerinden elde edilen Kp degerine gore daha genistir. Bunun nedeni, QCM'de zamanla
ve uzun vadeli ¢evrimigi Ol¢limlerde akis ve ortam sicaklifinin Glgiilen degerlerde
sapmalara neden olabilmesidir. Bu sapma, model uydurmanin kalitesini diisiiriir ve
yerlestirme sirasinda R? degerinin 0,90'm altina diismesine sebep olur. Yalnizca birlesme
egrilerinden elde edilen nispeten sabit koff degerlerinin (sirasiyla 0,2486 + 0,04961/dk ve
0,2287 + 0,07201/dk) dogrudan modellemeye yerlestirilmesiyle, standart sapma dikkate
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alinarak dagilimin antiCEA1 igin 134,87 + 74,7 ng/mL (0,75 + 0,42 nM) ve antiCEA2
icin 78,05 £ 24,78 ng/mL (0,43 £+ 0,14 nM) oldugu anlagilmistir. Bu degerler, her iki
aptamer i¢in rapor edilen 37,8 nM ve 3,9 nM degerleri ile karsilastirilabilir sonuglar
vermedi. Ancak doniistiiriicii (transduser) tipindeki ve 6l¢lim yontemindeki farkliliklar,

yiizeyde kiitle aktarimi sinirlamasi olmadiginda farkl: afinite 6l¢iimleriyle sonuglanabilir

(Johansson, 2010).
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Sekil 4.16. AntiCEA1 aptameri i¢in belirlenen Kp degerlerinin dagilimi



50

100

n
=)
|

Afinite, (Kp)

koff = 0,2287 + 0,0720

78,05

%25-%T5

ortalama * %95 C

orta ¢izgi
ortalama

aykir1 degerler |

48,26667

—d

ASSo0S.

I
Assos./ Dissos

Sekil 4.17. AntiCEA?2 aptameri i¢in belirlenen Kp degerlerinin dagilimi

Calismanin bir sonraki asamasinda Onerilen yontemin ve QCM sensoérlerinin

kesinlik ve dogruluk parametreleri incelenmistir. Bu amagla giin i¢i ve giinler arasi

(ardisik 5 giin) testler yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler arasi dogruluk ve kesinlik performansi

[CEA], ng/mL

*%RSD ve %RE Aptamer
0.500 10.00
antiCEA1 0,486+0,017 9,637+0,184
Bulunan deger
antiCEA2 0,511+0,022 0,814+0,224
Giin iQi %RSD antiCEA1 3,50 1,91
antiCEA2 4,31 2,28
antiCEA1 -2,80 -3,63
%RE .
antiCEA2 2,20 -1,86
antiCEA1l 0,494+0,016 10,046+0,227
Bulunan deger
antiCEA2 0,519+0,012 9,859+0,218
Giinler antiCEA1 3,24 2,26
arasi® %RSD )
antiCEA2 2,31 2,21
antiCEA1 -1,20 0,46
%RE .
antiCEA2 3,80 -1,41

*0RSD: yilizde bagil standart sapma; %RE: yiizde bagil hata, Giinler arasi (ardigik bes giin)

Bes numune i¢in giin i¢i kesinlik ve dogruluk sonuglar1 elde edilmis; kesinlik %

RSD ve dogruluk %RE olarak verilmistir. Bu sonuglara gére 0,5 ve 10 ng/mL CEA igin
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%RSD 1,9 ile 4,3 arasinda degisirken %RE 3,6 ile 2,2 arasinda degismektedir. Giinler
aras1 analizler sonuglarina gore 0,5 ve 10 ng/mL. CEA konsantrasyonlari i¢in %RSD
degeri 2,2 ile 3,2 arasinda degisirken %RE degeri 1,4 ile 3,8 arasinda degismektedir. Her
iki aptasensor icin hassasiyet ve dogruluk degerleri %5’in altinda bulunmustur, bu da
basarili analitik sonuclara isaret etmektedir. AntiCEA1 platformu {izerinde 0,5 ng/mL ve
10 ng/mL CEA i¢in giin i¢i ve giinler arasi dogruluk tayini i¢in alinan sensorgramlar
sirastyla Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da verilmistir.

0,7 -

0,6 - -

——— 10 ng/mL
0,5 ng/mL

giin ici, antiCEA1
1 1 1 1 I 1

0 10 20 30 40 50

t, dk
Sekil 4.18. AntiCEA1 platformunda giin i¢i dogruluk ¢aligmast i¢in alinan sensorgramlar




52

= 10 ng/mL
— 0,5 ng/mL

giinler aras1, antiCEA1
I v 1

o 10 20 30 40 50
t, dk

Sekil 4.19. AntiCEAT1 platformunda giinler aras1 dogruluk ¢alismast i¢in alinan sensorgramlar

Ayni sekilde AntiCEA?2 platformu iizerinde 0,5 ng/mL ve 10 ng/mL CEA ig¢in giin

ici ve giinler aras1 dogruluk tayini i¢in alinan Sensorgramlart Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°te

verilmistir.
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Sekil 4.20. AntiCEA?2 platformunda giin i¢i dogruluk ¢alismast i¢gin alinan sensorgramlar
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Sekil 4.21. AntiCEA?2 platformunda giinler aras1 dogruluk ¢alismasi i¢in alinan sensorgramlar

CEA ile girisim yapmast muhtemel AFP, CA125 ve VEGF165 tiirleri i¢in
antiCEA1 aptamer platformu iizerinde girisim testleri yapilmistir. 500 ng/mL
konsantrasyonda bulunan AFP, CA125 ve VEGF165 gibi CEA ile 10 ng/mL CEA’nin
birlikte ikili karigtm seklinde gonderilmesi sonucu elde edilen Am sinyal degisim

yiizdeleri Cizelge 4.5'te verilmistir.

Cizelge 4.5. AntiCEA1 platformu iizerinde girisim yapmast muhtemel 500ng/mL’deki baz: tiirlerin, 10
ng/mL CEA’nin analizine etkileri (%Am degisimi)

Girisim yapmasi muhtemel tiirler % Am degisimi
AFP +4,1
CA 125 +3,0
VEGF-165 +1,0
AFP+ CA 125+ VEGF-165 +3,9

Girisim deneylerinde tiim Ol¢iimlerde %5'in altinda bir pozitif bir sapmayla
sonuglanmistir. Girisim yapmast muhtemel tlirler ile CEA’nin ikili ve ¢oklu

karigimlarinin eszamanli Sensorgramlari Sekil 4.22’te verilmistir.
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Sekil 4.22. Girisim ¢aligmalarinin QCM Sensorgramlari

Son olarak, gelistirilen sensoriin analitik geri kazanim performansi insan
serumuna iki farkli konsantrasyonda eklenen (spike edilen) CEA'nin digerine (antiCEA2
platformu) gore daha iyi performans gosteren antiCEA1 platformu {izerinde tespit
edilmesiyle degerlendirilmis, sonuglar Cizelge 4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.6. insan serumu &rneklerinden antiCEA1 sensér platformu iizerinde CEA'nin analitik geri
kazanim degerleri (N = 5)

Spike miktari (ng/mL) Bulunan CEA miktar1 (ng/mL) % Geri kazanim
1,0 0,954+ 0,280 95,4
10 9,72+ 0,32 97,2

Insan serumu ornegi iizerine 1,0 ve 10 ng/mL CEA spike edilerek gelistirilen
yontemin performanst % geri kazanim degeri olarak belirlenmistir. Geri kazanim
ylzdeleri minimum %95,4 bulunmustur. Bu sonug analitik agidan oldukc¢a basarilidir ve
bu caligmada gelistirilen QCM aptasensorlerini kullanarak gergek orneklerde CEA'yi
tespit etme yetenegini gostermektedir. AntiCEA1 platformu {izerinde, ticari insan serumu

numunesine spike edilen CEA’nin QCM sensorgramlari Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23. insan serumu &rneklerinden antiCEA1 sensér platformu iizerinde 1.0 ve 10 ng/mL CEA'nin

eklendigi QCM sensorgramlart (N = 5)

4.2. Yizey Plazmon Rezonans ile Gii¢clendirilmis Icten Tam Yansimah Elipsometri
(SPRe-TIRE) Teknigiyle Aptamer Esash CEA Tayini Icin Yontem

Gelistirilmesi

Sekil 4.24°te Au kapli SF10 cam slayt (SF10/Cr/Au) lizerinde 4MF nanofilmi,
AMB-DAT nun CV teknigi kullanilarak 3 dongiilii voltamogramiyla elde edilmistir.
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Sekil 4.24. AMB-DAT nun SF10/Cr/Au elektrot yiizeyi lizerindeki 200 mV/s tarama hizindaki ¢coklu
voltamogrami (Ag/AgCl/KCldoy)’e karst)
[Ik dongiide, 4MB-DAT'nun indirgenme pik akimi biiyiik olgiide azalmis ve
neredeyse tiim yiizeyin kaplandigini gostermistir. Son dongii ile birlikte indirgenme piki
tamamryla yok olmustur. Bu durum yiizeyin modifiye oldugunu gdstermektedir (isbir ve

ark., 2005).

Au kapli cam slayt lizerindeki 4MF filminin kalinligimi belirlemek i¢in
elipsometre ile Ol¢iimler alimmistir. Her numune tabaka kalinliginin belirlenmesi
amactyla 10 farkli noktadan 5 tekrarli yapilan y ve A ol¢iimleri elipsometrik modele
uyarlanmigtir. Modifikasyon dongiisii sayisinin katman olusumu iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in hava/organik katman/Au film/Cr film/substrat (SF10) seklinde bes
katmanli bir model uygulanmistir. Model parametreleri sirasiyla SF10 cam substrati, Cr
katmani, Au katmani ve 4MF organik katmani i¢in kirilma indisleri (ve bazilarinin k
degerleri) sirastyla n= 1,73793; n= 3,0390 ve k = 3,330; n= 0,4137 ve k = 2,4083; n=
1,4600 seklindedir (Erkal Aytemur ve ark., 2023). Model sonrasinda elde edilen kalinlik
degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Gortildiigii gibi ilk dongii sonrasinda kalinlik 1,2 nm

civarma c¢ikmistir. Ayrica 2. ve 3. dongiilerde kalinligin yaklasik bir dengeye ulastigi
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goriilmektedir. Kalinlik model basina elde edildiginden, verilen kalinlik degerleri 4MF

nanofilmin yiizeyde birikmesinin bir 6l¢iisii olarak diisiiniilmelidir.

Cizelge 4.7. Altin slayttaki 4 MF nanofilmin elipsometri ile kalinlik degeri

CV dongii sayisi Bagil kalinlik £ SD, nm (n=5)
1 1,247+0,078
2 2,435+0,135
3 2,99540,184

Sekil 4.25’te, 36 mM 4-aminotiyofenol ve 144 mM NaNO3’in 0,5 M HCl i¢indeki
cozeltilerinin  bir  buz  banyosunda  karigtirlmasiyla  elde  edilen  4-
merkaptobenzendiazonyum tuzunun (4MB-DAT) SF10/Cr/Au elektrot yiizeyi tizerindeki

200 mV/s tarama hizindaki voltamogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.25. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s'nin (0,1 M KCl iginde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP
elektrotlar1 tizerinde doniisiimlii voltamogramlart (TH: 200 mV/s, Ag/AgCl/KCloy) referans elektrotuna
kars1)

Nanofilmin elektrokimyasal karakterizasyonu CV ve EIS ile ger¢eklestirilmistir.
Teknikler icin altin nanofilm kapli cam slayt yerine 1,6 mm capinda altin disk elektrot
(BAS, MF-2014, ABD) kullanilmistir. 1 mM KasFe(CN)e/KsFe(CN)g'nin (0,1 M KCl
icinde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP elektrotlar tizerinde CV o6l¢giimleri elde edilen
voltamogramlarin katodik akim degerleri Sekil 4.26’daki siitun grafikte gosterilmistir.
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Redoks probun pik akimiin degismesi, ylizeyin modifiye olduguna isarettir. Au-4MF-
AuNP elektrot iizerinde redoks probun pik akiminin artmasi, elektrotun iletkenliginin

arttigini veya elektrot yiizey alanmin arttigini gosterir. Bu durumlar modifikasyondan

kaynaklanir.

Aju | Au-l4MF | Au-4M]F -AuNP
Sekil 4.26. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s'nin (0,1 M KCl iginde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP
elektrotlari iizerinde doniigiimlii voltamogramlarindan elde edilen katodik pik akimi degerleri (TH: 200
mV/s, Ag/AgCI/KClqoy) referans elektrotuna karst)

Bir diger karakterizasyon ise, elektrokimyasal impedans spektroskopisidir. Ayn
elektrotlar iizerinde redoks prob ¢iftinin yiik aktarim direnci Sekil 4.27°de incelenmistir.
Nyquist egrileri, difiizyon etkili sabit faz eleman1 (Warburg etkili CPE hiicresi) seklinde
fit edilmis Rct degerleri hesaplanmistir. Redoks prob ¢iftinin yiik aktarim direnci AuNP

modifiye yilizeyde azalmistir. Sonuglar CV ile uyumludur.
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Sekil 4.27. 1 mM KsFe(CN)e/KaFe(CN)g'nin (0,1 M KCl iginde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP
elektrotlart tizerinde: EIS teknigiyle elde edilen Nyquist egrileri (Referans elektrot Ag/AgCI/ idi) KClgoy),
Tarama hiz1 200 mV/s, 300kHz-0,2 Hz araliginda)

Elde edilen Nyquist egrilerinden redoks ¢iftinin elde edilen yiik aktarim direngleri
degerleri siitun grafik halinde Sekil 4.28’de gosterilmistir.
600

500

400

200

100

Au | Au4MF ~ Au-4MF-AuNP
Elektrot
Sekil 4.28. 1 mM KsFe(CN)s/KaFe(CN)g'nin (0,1 M KCl iginde) Au, Au-4MF ve Au-4MF-AuNP
elektrotlar1 iizerinde: EIS teknigiyle elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan Rct degerlerinin stitun

grafigi
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CEA analizi i¢in aptamer baglamadan once sensoriin son hali olan Au-4MF-
AuNP yiizeyi XPS kullanilarak karakterize edilmis ve yiizeydeki Cis ve Szp

elementlerinin varligi elde edilen dar bolge XPS spektrumlarindan anlasiimistir.

AuU-4MF-AuNP yiizeyinin Cys dar bolge XPS spektrumu, Sekil 4.29'da verilmistir.

Baglanma
500 - enerjisi

Caromatik 284,6 eV
C-S 285,6 eV
400 - C-N 286,1 eV

Caromatik

100

290 288 286 284 282
Baglanma enerjisi, eV

Sekil 4.29. Au-4MF-AuNP'nin Cys dar bolge yiiksek ¢oziiniirliikklii X-151n1 fotoelektron spektrumu

Ayni ylizeyin Szp dar bolge XPS spektrumu Sekil 4.30°de verilmistir.
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Sekil 4.30. Au-4MF-AuNP'nin Sy, dar bolge yiiksek ¢oziiniirliiklii X-151m fotoelektron spektrumu

Cis’e ait XPS spektrumu yaklasik 285 eV'de genis bir bant olarak gozlenmistir.
Bu pik fit edildiginde ti¢ farkli Cl'in baglanma enerjilerine karsilik geldigi
anlasilmaktadir. Bunlar, Carom, C-S ve C-N'nin Cls pikleri olup sirasiyla 284.6, 285.6 ve
286.1 eV’da pik vermektedir (Giizel, 2010) Carom, fenil kaynakli karbon varligini gosterir.
Merkaptofenil kaynakli S bagli karbonun (C-S) baglanma enerjisi -SH grubunun varligini
gosterir. Ayrica C-N baglanma enerjisi, modifikasyon i¢in kullanilan MB-DAT
sentezinde kullanilan ve iriine safsizlik olarak tutunan 4ATF’den kaynaklanir. Sekil
4.30°daki 168,6 eV ve 163,5 eV olan Sy, pikleri (2,2 ve 2,%?) yiizeyde -SH gruplarmin
varligini gosterir (Eksi ve ark., 2013).

CEA sensorii gelistirmek igin sensor ylizeyine baglanmasi gereken antiCEAL ve
antiCEA2 aptamer konsantrasyonu optimize edilmistir. Bunun i¢in, 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; ve
2,0 pyM antiCEA1 (PBS i¢inde, pH=7,4) ylizeye 2 saatte (Park ve ark., 2004; Caglayan
ve ark.,2009) immobilize edildikten sonra SPRe-TIRE ydntemiyle 500 ng/mL CEA’nin
aptasensor cevaplari alinmistir. Sekil 4.31°de maksimum sensor cevabinin 1,5 UM’lik
antiCEA1 aptameriyle alindig1 goriilmektedir. Benzer sekilde 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 UM
antiCEA2 (PBS i¢inde, pH=7,4) yiizeye 2 saatte immobilize edildikten sonra SPRe-TIRE

yontemiyle 500 ng/mL CEA’nin aptasensor cevaplar1 alinmistir.
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Sekil 4.31. CEA i¢in bagil aptasensor cevabina karsilik platformda kullanilan antiCEA1 aptamer

konsantrasyonu iligkisi

Sekil 4.32’de  maksimum sensor cevabmnin 2,0 UM’k antiCEA2
immobilizasyonu ile alindigr anlasilmistir. Sensor c¢alismalarinda Au-4MF-AuNP
yuzeyleri 1,5 pM’lik antiCEA1 ve 2,0 pM’lik antiCEA?2 ile immobilize edilerek CEA

Ol¢timleri alinmistir.
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Sekil 4.32. CEA icin bagil aptasensor cevabina karstlik platformda kullanilan antiCEA2 aptamer
konsantrasyonu iliskisi

Optimum sartlarda hazirlanan sensor ¢ipleri lizerinde CEA analizleri yapilmistir.
Bu amagla 0,01 ng/mL - 500 ng/mL konsantrasyon araliginda (0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 50,0;
200; 500ng/mL, PBS, pH=7,4) CEA ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra SPRe-TIRE
Ol¢timleri alinmistir. Sensor kalibrasyon grafikleri, PBS'den elde edilen bos sinyalden
CEA varken elde edilen sinyallerin ¢ikarilmasiyla elde edildi. CEA analit
konsantrasyonlarina karsilik antiCEA1 platformu tizerinde bagil sensor cevap verileri
Sekil 4.33’te verilmistir. Her bir veri bes 6l¢iim ortalamasi olarak verilmistir. Benzer
sekilde CEA analit konsantrasyonlarma karsilik antiCEA2 platformu iizerinde bagil

sensor cevap verileri Sekil 4.34’te sunulmustur.
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Sekil 4.33. AntiCEA1 platformu {izerinde cesitli konsantrasyonlardaki CEA’nin sensor cevap egrileri
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Sekil 4.34. AntiCEA?2 platformu {izerinde cesitli konsantrasyonlardaki CEA’nin sensor cevap egrileri
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Ger¢ek zamanli kalibrasyon egrilerinden sensor platformuyla diisiik CEA
konsantrasyonlarinda arasinda nispeten diisiik bir etkilesim sergilendigi gozlenmistir.
Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’te goriildiigl gibi, her iki sensor platformu i¢in sensor cevaplari
oldukca benzerdir. Her iki aptasensor platformu i¢in enjeksiyondan yaklasik 5 dakika
sonra platolar gozlenmistir. Goreceli sensor tepkisi acisindan karsilastirildiginda
antiCEAL1 i¢in elde edilen faz kaymasinin, ayni konsantrasyonda antiCEA2 probundan
elde edilenden yaklasik iki kat daha yiiksek oldugu goriildii. Ancak bu sonug, A cinsinden
daha diisiik sinyallerin zayif analitik performansin kaniti olarak kabul edilebilecegi
anlamina gelmez. Ayrica yiizey etkilesimi sirasinda yiizeyde olusan filmin molekiiler
yogunlugundaki fark, faz kaymasini degistiren tek faktor degildir. Benzer davranis daha
once Hg?* iyon tespiti igin aptamerler kullanilarak yapilan bir calismada da gozlenmistir
(Caglayan, 2020). Calismada, yiizeydeki film yogunlugu Hg?'—aptamer etkilesiminden
sonra Onemli Olgiide degismemistir. Sonug¢ olarak sensoriin analitik performans
degerlendirmesi acisindan bakildiginda, bagil sensor sinyal yogunlugu her iki aptamer
icin farkli olsa da elde edilen sinyallerin buradaki CEA konsantrasyonu araliginda

ayrilmasi i¢in yeterli kabul edilmistir.

Sensor davraniginin, ylizeydeki sinirli sayida mevcut bolge (aptamer problar) ile
etkilesime giren analit i¢cin beklenen logaritmik bir cevap oldugu belirlendi. AntiCEALI

probuyla gelistirilen aptasensoriin kalibrasyon egrisi Sekil 4.35°te verilmistir.

AntiCEA2 probuyla gelistirilen aptasensoriin kalibrasyon egrisi ise Sekil 4.36°da
verilmistir. AntiCEA1 ve antiCEA2 aptamerlerini tasiyan her iki sensor ¢ipi i¢in bu

egriler, ilgili sensor tepkisinin biiyiikliigii haricinde benzerlik géstermistir.
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Sekil 4.35. AntiCEAL platformu {izerinde ¢esitli konsantrasyonlardaki CEA’nin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.36. AntiCEA?2 platformu {izerinde cesitli konsantrasyonlardaki CEA’nin kalibrasyon grafigi
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Her iki sensor grafigi de Sekil 4.37 ve Sekil 4.38’de yari-logaritmik
olcekte>0,98'lik bir R? degeri ile dogrusal olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.37. AntiCEAL1 platformu iizerinde ¢esitli konsantrasyonlardaki CEA’nin yari-logaritmik
kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.38. AntiCEA1 platformu iizerinde ¢esitli konsantrasyonlardaki CEA ig¢in yar1 logaritmik
kalibrasyon grafigi
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Bu kalibrasyon egrilerinden elde edilen analitik parametreler Cizelge 4.8'de
Ozetlenmistir. Bagil sensor cevabinin yogunlugu nedeniyle antiCEA1 aptamerini tagtyan
sensoOr ¢ipinden daha yiiksek bir cevap (~4,8 A, derece) elde edilirken antiCEA?2 i¢in 1,9
civarinda bulunmustur. Analitik ag¢idan her iki sensor platformunun hassasiyetinin bir
Ol¢iisii olan kalibrasyon grafiklerinin egimleri, antiCEA1 i¢in 0,98 A/log [CEA] ve
antiCEA2 i¢in 0,66 A/log [CEA] olarak hesaplanmistir. Bu sonug, antiCEA1 probu
kullanilarak hazirlanan CEA sensériiniin, 6nerdigimiz SPRe-TIRE platformunda analitik

performans a¢isindan daha hassas oldugunu gostermektedir.

Bu hassasiyet ayni zamanda sinyal-giiriiltii oran1 (S/N) dikkate alinarak
hesaplanan tespit ve Ol¢iim sonuglarina da yansimistir. Her iki sensor platformu igin
tekrarlanan analizlerden elde edilen standart sapmalarin ortalamalari, giiriiltii seviyeleri
olarak kabul edilmistir. S/N orami 3 kullanilarak belirlenen LOD degeri antiCEA1
probunu tagiyan sensor i¢in 0,1 pg/mL iken antiCEA2 probunu tagiyan sensor igin 2,9
pg/mL'dir. Bagil sensor tepkilerinde 2 kat fark olmasina ragmen LOD agisindan bu farkin
yaklagik 30 kat oldugu goriildii. Bu, kisaca diisiik konsantrasyon seviyelerinde CEA
etkilesimine cevap olarak faz kaymasi (A) acisindan yetersiz sinyal ayriminin bir sonucu
olarak antiCEA2 platformundan elde edilen giiriiltiiniin bir sonucu olabilir. Yine bu, daha
diisiik afiniteye sahip probun bir sonucu olabilecegi gibi, her iki probun ayni analit ile
etkilesimindeki farkliliklar ve bir prob olarak her iki aptamer dizisinin uzunlugu ve
fonksiyonel gruplarmin bir sonucu olabilir. Kantitatif tayin sinirlar1 (LOQ) da hesaplandi.
LOQ degerleri antiCEAL ve antiCEA?2 problari i¢in sirasiyla 0,3 pg/mL ve 8,7 pg/mL

olarak bulundu.

Cizelge 4.8. Gelistirilen yontemlere ait analitik parametreler (n=5)

. Deger
Analitik ozellik AntiCEAL ANtiCEA2
Regresyon denklemi y=0,9764x+4,7766 y=0,6571x+1,9496
Egimin standart hatasi 0,0468 0,0199
Kesim noktasi standart hatasi 0,0686 0,0359
R? 0,9886 0,9955
Dogrusal aralik (ng/mL) 0,01-500 0,01-500
Veri noktasi sayisi 7 7
Alt tayin siir1 (pg/mL) (S/N=3) 0,1 2,9
Kantitatif tayin sinir1 (pg/mL) 0,3 8,7

AntiCEA1 ve antiCEA2 aptamerini tasiyan SPRe-TIRE sensor platformlarinin
kesinlik ve dogruluk testleri ¢alisilarak giin i¢i ve ardigik bes giin i¢in giinler aras1 olarak
sonuglar Cizelge 4.9°da verildi. 1.0 ng/mL ve 50 ng/mL CEA i¢in giin i¢i ve giinler arast

test sonuclarina gore hem bagil standart sapma hem de bagil hata %5'in altinda
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bulunmustur. Bu sonucglarin her ikisi de analitik performans gereksinimlerini
kargilamaktadir. Her iki sensor platformu igin de bagil standart hata -%>5 ile +%5 arasinda
degerlendirilmistir. Bu dogruluk ve kesinlik sonuglari, diisiik konsantrasyonlarda
CEA'nin tespiti i¢in 6zel olarak kullanilmasi amaglanan bu sensor platformunun analitik

olarak umut verici oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.9. Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik performansi (ortalama= o)

[CEA], ng/mL

Aptamer 1.00 50.00
Bulunan son antiCEAL 1,036+0,050 50,92+1,75
wiu U antiCEA?2 1,050+0,027 51,32+0,24
antiCEAL 4,83 3,44
.. . . 0 1 ’
Giin ici /0 RSD antiCEA?2 2,57 0,47
antiCEAL 3,60 1,84
0 ] b
YORE antiCEA?2 5,00 2,64
T antiCEAL 0.951:£0,045 48.58+1 27
- U antiCEA?2 1,032+0,048 47,78+2.25
Giinler . antiCEAL 473 2,61
arasi &SP antiCEA2 4,65 4,71
antiCEAL ~4.90 355
o, ’ y
Yore antiCEA?2 3,20 -4.44

Aptamerlerin farkli girisim yapmasi muhtemel tiirlere karsi basarisi bilinmesine
ragmen bu ¢aligmada farkli tiirlerle girisim testleri yapilmistir. Aptamerler dogasi geregi
farkli tiirlere karst segici olarak gelistirilmistir. Bu ¢alismada kullandigimiz ve
bildirdigimiz iki aptamer (antiCEAL ve antiCEA2), CEA'ya olan yiiksek afinitesi i¢in
sec¢ilmistir. Bu ¢galismada kullanilan tiim girisimciler, CEA'nin konsantrasyonunun 10 kat1
olarak sekilde eklenmistir (yani 50 ng/mL'ye karst 500 ng/mL). Secilen tiirler AFP,
CA125 ve VEGF-165'tir. Bu tiirlerin, antiCEAL platformunda CEA analiz yonteminin
performans: lizerindeki etkileri Cizelge 4.10’da verilmistir. En yiliksek girisim etkisi
%2,1'lik A kaymasi ile CA125 tiirlinden kaynaklanmistir. Bu deger %5’in ¢ok altinda
kabul edilebilir sinir igerisindedir. Bu nedenle 6nemli bir girisim etkisinin bulunmadigina
karar verilmistir.

Cizelge 4.10. 500 ng/mL konsantrasyonlu baz1 tiirlerin 50 ng/mL CEA analiz yontemi iizerine etkileri
(AntiCEA aptasensérii icin)

Girisim yapmasi
muhtemel tiirler

%A sinyal degisimi

a-Fetoprotein +1,4
CA-125 +2,1
VEDF-165 +1,7

AntiCEA1 sensor platformu iizerinde gelistirilen yontemin gercek numune

tizerinde validasyonu i¢in ticari insan serumu Ornegine 1,0 ve 50 ng/mL CEA spike
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edilerek % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Cizelge 4.11°den goriildigii gibi geri
kazanimlar %95,5 —104 arasinda bulunmustur. Elde edilen bu geri kazanim degerleri,

analitik gerekliliklerin kabul edilebilir sinirlar1 i¢inde bulunmustur.

Cizelge 4.11. Insan serumu 6rneklerinden antiCEA1 sensor platformu iizerinde CEA'nin analitik geri
kazanim degerleri (N = 5)

5 -
Numune Spike miktar1 (ng/mL) Bulunan CEA miktari (ng/mL) kfz(aslil:n
| 1 1,04 £ 0,02 104
50 47,75+ 2,16 95,5
1 0,082 0,02 98,0

I 50 51,76+ 1,65 103,5
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Kuartz Kristal Mikrobalans Teknigiyle Aptamer Esash CEA Tayini I¢in

Sonuclar ve Oneriler

Tezin bu kism, iki farkli aptamer (antiCEAL ve antiCEA2) kullanilarak, CEA
tespiti i¢in bir QCM aptasensoriiniin gelistirilmesi sonuglarint sunmaktadir. Sensor
platformlar1 hazirlanirken, CV kullanilarak 4MB-DAT’ nun indirgenmesi yoluyla 4MF
nanofilminin altin kapli QCM kristal yiizeylerine elektrokimyasal olarak baglanmasi
saglanmistir. Daha sonra, sensoriin performansini arttirmak i¢in yiizeydeki tiyol (-SH)
uclarina AuNP'lar baglanmistir. Son olarak elde edilen Au-4MF-AuNP yiizeyindeki altin

nanopargcaciklara iki farkli aptamer olan antiCEA1 ve antiCEA2 baglanmustir.

Hazirlanan  sensoér  platformlarinin =~ hazirhk  asamalarinda  kullanilan
nanoparcaciklar mor Otesi-goriiniir bolge spektroskopisi, TEM, SEM ve EDX
teknikleriyle karakterize edilmistir. QCM kristali izerine modifiye edilen ylizeyler (Au,
Au-4MF, Au-4AMF-AuNP) de elektrokimyasal CV yontemiyle karakterize edilmistir. Au-
AMF-AuNP yiizeyindeki C ve S atomlari, Cis Ve Szp dar bolge XPS spektroskopisiyle

baglanma enerjileri kontrol edilerek karakterize edilmistir.

Altin kristal ylizeyine modifiye edilecek 4MF nanofilmin kalinlig1 bir elipsometre
yardimiyla kontrol edilerek modifikasyonun tek dongilide yapilmas1 gerektigi sonucuna
varilmistir. Yiizeye baglanan analit kiitlesi bakimindan ¢ok hassas bir teknik olan QCM
kristalinin substrat kismina modifiye edilecek nanofilm tek tabakali ve olduk¢a hafif

olmalidir. Aksi halde teknigin hassasiyeti azalir ve bagil hata miktar: artabilir.

CEA analiz yontemi gelistirmek i¢in 0,1 ng/mL ile 25 ng/mL arasinda degisen
genis bir CEA konsantrasyonu araliginda QCM dl¢limleri alinarak kalibrasyon grafigi
elde edilmistir. Logaritmik konsantrasyon tiirlinde bir degerlendirmeyle dogrusal
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Yontemin alt tayin sinir1 (S/N=3) antiCEA1 platformu
tizerinde 102 pg/mL ve antiCEA?2 platformu {izerinde 1,42 ng/mL olarak belirlenmistir.
Bu LOD degerleri, CEA tespiti i¢in literatiirde bildirilen farkli tekniklerin sonuglariyla
uyumludur (Cizelge 2.1). Ayrica, giin i¢i ve giinler arasi1 bu sonuglara gore 0,5 ve 10
ng/mL CEA icin %RSD degeri 2,2 ile 3,2 arasinda degisirken %RE degeri -1,4 ile 3,8
arasinda hesaplanmistir. Her iki aptasensoriin kesinlik ve dogruluk (% bagil hata olarak)
degerleri %5'in altinda bulunmustur. Analitik sonug¢lar bakimindan sensor cevaplari

tatmin edici degerlerdedir.
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Ayrica aptasensorlerin kinetik analizine gore afinite (KD) degerleri antiCEAT1 i¢in
0,43+0,14 nM ve antiCEA2 i¢in 0,75+0,42 nM olarak hesaplanmistir. Elde edilen iki
farkli aptamer i¢in KD degerleri literatiirde belirtilen KD degerlerinden oldukga diisiik

bulunmustur.

CEA ile girisim yapmasi muhtemel AFP, CA-125 ve VEGF-165 gibi tiirler i¢in
girisim deneyleri yapilmistir. Sensor performans bakimindan daha iyi olan antiCEA1
sensorii ile 500 ng/mL konsantrasyondaki bu tiirler arasinda 10 ng/mL CEA maksimum
%4,1'lik bir sinyal degisimi (Am) olarak basariyla tayin edilebilmistir. Son olarak
antiCEA1 aptasensoriin gergek numune performansi insan serumu numuneleri
kullanilarak test edilmis, geri kazanim degerleri, %95,4 ve %97,2 olarak basaril1 sonuglar
elde edilmistir. Ozetle, bu ¢alisma, QCM platformu ile CEA'nin hassas ve spesifik tespiti
icin iki farkli aptasensoriin basarili bir sekilde kullanildigini vurgulayarak, gelismis CEA

tespit metodolojileri i¢in timit verici sonuglar elde edilmistir.

5.2. Yiizey Plazmon Rezonans ile Gii¢clendirilmis icten Tam Yansimah Elipsometri

(SPRe-TIRE) Teknigiyle Aptamer Esash CEA Tayini I¢in Sonuglar ve Oneriler

Bu ¢alismada SF10 cam yiizeyi Cr ve Au nanotabakalariyla kaplandiktan sonra
elektrot olarak kullanilarak Au yiizey kismma 4MF molekiilleri 4-MB-DAT
indirgenmesiyle elektrokimyasal olarak baglanmistir. Literatiirde 6zellikle SPR, QCM,
Elipsometri gibi sensor tekniklerinde elektrokimyasal nanofilm olusturma islemi ¢ok
yaygin olmamakla birlikte olduk¢a diizgiin ve siki istiflenmis yiizeyler elde edilmistir.
Elde edilen Au-4MF yiizeyindeki nanofilm kalinlig1 bir elipsometre ile kontrol edildi.
elipsometrik sistemler 200 nm’ye kadar olusturulan nanofilmleri rahatlikla 6lcebilir. Bu
calismada doniistimlii voltametri ile {i¢ dongiiniin tamamlanmasi sonucu olusan
voltamogramdan modifikasyonun da tamamlandig1, yaklasik 3 nm kadar bir film olustugu
anlasilmistir. Au-4MF yiizeyindeki tiyol uglarina AuNP baglanarak daha ¢ok aptamerin
baglanabilecegi bir ylizey (Au-4MF-AuNP) gelistirilmistir. Nanopargacik ve ylizey
filmleri cesitli tekniklerle (XPS, CV, EIS) karakterize edilmistir. AuNP ihtiva eden
yiizeye baglanacak antiCEAL ve antiCEA2 aptamerlerinin konsantrasyonlart optimize
edildikten sonra 0,01 ng/mL - 500 ng/mL CEA (PBS i¢inde, pH=7,4) konsantrasyon
araliginda kalibrasyon ¢alismalar1 yapilmistir. AntiCEA 1 ve antiCEA?2 aptamerleri i¢eren
iki farkli platform i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,1 pg/mL ve 2,9 pg/mL olarak

bulunmustur. Yontemin dogruluk (% bagil hata bakimindan) ve kesinlik (% bagil standart
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sapma olarak) degeri giin i¢i ve giinler arasi olarak tespit edilmistir. Yontemin dogruluk
ve kesinligi yiiksek bulunmustur. Ote yandan, énerdigimiz platformun segiciligi de test
edilmis ve girisim yapmasi muhtemel AFP, CA125 ve VEGF-165 tiirlerinin analiz
yonteminin bozucu etkisi arastirilmistir. %3'ten daha az bir maksimum sapma ile
yontemin girisimcilere karsi cevabi oldukea basarili bulunmustur. Y dntemin ticari olarak
temin edilen insan serumundaki performansi basariyla test edilmistir. Geri kazanim
degerleri %95 ile %105 arasindadir. Bu c¢aligmadaki sensor performansi ¢ogunlukla
sensOr caligmalarinda yaygin olarak kullanilan elektrokimyasal, optik, spektroskopik ve
kromatografik tespit stratejilerinden daha iyi bir performans gostermistir (Cizelge 2.1).
Ayrica bu calismada, diger platformlara kiyasla ilk kez SPRe-TIRE teknigi kullanilarak
elektrokimyasal olarak indirgenmis diazonyum tuzu iizerinde kendiliginden birlesen tek
tabaka olusumu kullanilarak yeni bir tespit stratejisi uygulanmasi da bu tiir calismalara
onciiliik  edecektir. Elipsometrik olgtimlerin  biyoalgilamada, o6zellikle saglik
uygulamalarinda biiyiik bir potansiyeli vardir. Bu ¢alismada SPRe-TIRE aptasensoriiniin
CEA tespiti i¢in potansiyeli basariyla ortaya konmus ve bu platformun klinik
uygulamalarda uygulanmasina yonelik ileri caligmalara Onciilik edecegi

distiniilmektedir.
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