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OZET

Bu tezin amaci, insan enerji dengesinde 6nemli rolii olan leptin hormonunun, tayini igin
etiketsiz bir elektrokimyasal immiinosensor gelistirilmesidir. Bunun igin, tez kapsaminda, camsi
karbon elektrot (GCE), ilk olarak, CoFe2O, nanopartikiil ve kitosan (CHI) ile modifiye edildi ve
hazirlanan elektrot GCE/CoFe20s-CHI olarak adlandirildi. Bu  elektrot  yiizeyinde
elektrokimyasal biriktirme yontemi ile altin nanopartikiil (AuNP) biriktirildi. GC/CoFe,0.-
CHI/AuNP elektrot yiizeyine belli derisimde anti-leptin antikor ¢ozeltisinden ilave edildi.
Sonrasinda spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek icin elektrot yiizeyine bovin serum albiimin
ilave edildi. GCE/CoFe,04-CHI/AUNP/Ab/BSA olarak belirtilen elektrot, leptin tayini igin
etiketsiz immiinosensor olarak kullanildi. Bunun igin, immiinosensor leptin antijeni ile muamele
edildi ve inkiibasyona birakildi. Elektrokimyasal 6l¢tim adimi, redoks medyatorii iceren ¢ozelti
kullanilarak, diferansiyel puls valtomogramlari alinarak gerceklestirildi. Bunun yaninda
hazirlanan elektrotlarn morfolojik 06zellikleri taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve
elektrokimyasal ozellikleri ise elektokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), doniistimli
voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile incelendi. Calismada uygun antikor
derigimi ve calisma pH’s1 gibi calisma kosullar1 optimize edildi ve immiinosensoriin tekrar
uretilebilirligi degerlendirildi. Hazirlanan etiketsiz elektrokimyasal esasli immiinosensor ile
leptin hormonu igin dogrusal ¢alisma araligi 1— 4000 ng ml~ olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimya, Etiketsiz immiinosensor, Leptin antikoru, Leptin
tayini, Obezite
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SUMMARY

The aim of this thesis is to develop a label-free electrochemical immunosensor for the
determination of leptin hormone, which has an important role in human energy balance. For this
purpose, glassy carbon electrode (GCE) was first modified with CoFe,O4 nanoparticle and
chitosan (CHI), and the prepared electrode was named GCE/CoFe,04-CHI. Gold nanoparticles
(AuNP) were deposited on this electrode surface by electrochemical deposition method. A
certain concentration of anti-leptin antibody solution was added to the GC/CoFe;04-CHI/AUNP
electrode surface. Then bovine serum albumin was then added to the electrode surface to
prevent non-specific binding. The electrode designated as GCE/CoFe,04,-CHI/AuNP/Ab/BSA
was used as a label-free immunosensor for leptin determination. For this, the immunosensor was
treated with leptin antigen and left to incubate. Electrochemical measurement step was carried
out by using a solution containing redox mediator, taking differential pulse valtomograms. In
addition, the morphological properties of the prepared electrodes were examined by scanning
electron microscopy (SEM) and their electrochemical properties by electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV). In the
study, working conditions such as appropriate antibody concentration and working pH were
optimized and the reproducibility of the immunosensor was evaluated. Linear working range for
leptin hormone was determined as 1—4000 ng ml-1 with the prepared label-free electrochemical
based immunosensor.

Keywords: Electrochemistry, Label-free immunosensor, Leptin antibody, Leptin
determination, Obesity
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1. GIRIS
Son yillarda, sanayilesmis iilkelerin ¢ogunda, obezite prevelansinin artmasi biiyiik bir

sorun haline gelmektedir (He vd., 2013). Ozellikle bat1 yasam tarzini benimseyen iilkelerde,

obezitenin gittikge artan bir saglik problemi haline geldigi bilinmektedir.

Obezite nedenlerini aragtiran caligmalar, cevresel faktorlerin Onemini gosterse de,
genetik faktorlerin etkisi de, azzimsanmayacak kadar yiiksektir. Obezitenin, ¢ok sayida ¢evresel
ve genetik faktoriin etkisiyle olusan kronik bir hastalik oldugu gésterilmistir (Livingstone, 2000;
Reach ve George, 1992). Besin alimi ve enerjinin harcanmasini dengeleyen mekanizmalar
bireyin obez ya da zayif olmasinda belirleyicidir. Enerji dengesini diizenleyen obez (ob) genin
varliginm 1994 yilinda gosterilmesi, obezite alaninda bir heyecan yaratmistir. Jeffrey Friedman
tarafindan bu genin {riinii olan leptin hormonunun saptanmasi, bu hormonun enerji

dengesindeki roliinii de ortaya koymaktadir (Zhang vd., 1994).

Leptin hormonu, yag dokusunda iiretilen ve 167 amino asitten olusan bir peptittir.
Leptin seviyesi, viicut yag miktar1 ile dogru orantilidir ve kalori aliminda akut degisikliklerle
dalgalanir. Beyindeki ve periferik dokularda eksprese edilen spesifik leptin reseptorlerine
baglanarak, enerji homeostazi, néroendokrin fonksiyon ve metabolizmanin diizenlenmesinde
hayati bir rol oynar. Insanlarda dolasimdaki leptin diizeyleri obezite, metabolik anormallikler,
infertilite ve kanser ile yakindan iligkilidir. Ayrica bazi ¢aligmalarda, leptin hormonunun, bilis,
bagisiklik fonksiyonu ve kemik metabolizmasinda da rol oynayabilecegini gosterilmistir. Tiim
bu bilgiler, leptini oldukg¢a énemli bir konuma getirmektedir. Bu nedenle, birden fazla sistemde
sadece leptinin gesitli fonksiyonlarini degil, ayn1 zamanda hastaliklarla iligkisini kesfetmek i¢in

leptin miktarinin belirlenmesi oldukg¢a 6nemlidir (Dong vd., 2014).

Leptin tayini i¢in radyoimmiinoassay (Landt vd., 1998), immiinofonksiyonel test
(Kratzsch vd., 2002), enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) (Theriault vd., 2001), kapiler
elektroforez (Ashwell vd., 2001; Richards ve Poch, 2002) ve lokalize yiizey plazma rezonansi
(Kim vd., 2011) gibi ¢esitli analitik yontemler mevcuttur. Bununla birlikte, bu tayin yontemleri
pahali, zahmetli veya zaman alic1 yontemlerdir. Basit 6n islem, diisiik maliyet, hizli tayin ve
yiiksek duyarlilik gibi avantajlar1 nedeniyle elektrokimyasal immiinosensorler, pek ¢ok
biyolojik molekiil gibi leptin tayini i¢in de kullanilabilir (Cai vd., 2019; Chen vd., 2010; Dong
vd., 2014).

Elektrokimyasal immiinosensorler, basit hazirlama, iyi duyarlilik ve ozellikle, ilgili

antijene spesifik olarak baglanan antikor kullanimindan kaynakli, yiiksek secicilik gibi pek ¢ok



avantaja sahip, kigiiltillebilen analitik cihazlardir. Bu nedenle, elektrokimyasal
immiinosensorler, biyomolekiilleri tayin etmek i¢cin kullanilan 6nemli analitik tekniklerden biri
haline gelmistir. Elektrokimyasal immiinosensorler sandvi¢ tipte hazirlanabilir. Bu durumda,
antijen, birincil ve etiketlenmis ikincil antikor arasina hapsedilir. Bununla birlikte, etiketleme
islemi zaman alicidir, maliyetlidir ve genellikle biyomolekiillerin denatiire olmasina yol
acabilir. Sandvi¢ protokoliiniin yani sira, antikor-antijen baglanmasimin dogrudan tayinine
dayali, etiketsiz immiinosensorler de yiiksek duyarlilifi, diisiik maliyeti ve minyatiirlestirme
kolayligi nedeniyle, biyomolekiillerin nicel tayini i¢in Onemli bir analitik teknik haline
gelmistir. Cogu antikor ve antijen, dogasi geregi redoks cifti olarak hareket etmezler; bu
nedenle, elektron medyatorleri, elektrokimyasal sinyal iiretmek igin elektrot yiizeyine
baglanmali veya algilama ¢ozeltisine ilave edilmelidir. Bunun yaninda, diger pek ¢ok sensor
sisteminde oldugu gibi, sinyal, genis bir yiizey alam1 sagladiklar1 ve elektrot yiizeyindeki
biyomolekiillerin ~ stabilitesini  gelistirdikleri igin ¢esitli nanomateryaller kullanilarak

gliglendirilebilir (Zhao vd., 2011).

Bu tez calismasinda, leptin proteinin tayini igin, etiketsiz elektrokimyasal bir
immiinosensor gelistirmek hedeflenmektedir. Bu amagla, CoFe;QOa, Kitosan ve altin nanopartikiil
ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotlarin yiizeyine anti-leptin antikoru immobilize
edilerek bir immiinosensér hazirlandi. Immiinosensér hazirlama basamaklari, doniisiimlii
voltametri, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve diferansiyel puls voltametri gibi
teknikler kullanilarak incelendi. Immiinosensér yiizeyine, leptin antijen ¢dzetisi ilave edilerek
anti-leptin ve leptin proteini ile immiinokompleks olusumu saglandi.  Elektrokimyasal
immiinosensor sisteminde dlgiimler, uygun bir redoks mediyatorii olarak bilinen [Fe(CN)g]3/*
redoks cifti kullanilarak gergeklestirildi. Yapilan literatiir taramasi 1s181nda, bu tez ¢alismasinda
hazirlanmas1 hedeflenen immiinosensor ile leptin tayinine yonelik calismalarin olmadigi

gOriilmiigtiir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Leptin

Leptin bir adinopektindir ve ince anlamina gelen Yunanca leptos kelimesinden
tiiremistir (Dinger ve Giirler, 2015; Triantafyllou vd., 2016). Leptin, Friedman ve arkadaslart
tarafindan kesfedilen, besin alimimi ve viicut kompozisyonunu diizenlemede rol oynayan, 146
amino asitlik bir protein hormonudur (Chen vd., 2010). Leptin, ilk olarak, obeziteye direncli bir
hormon olarak tamimlanmustir. Bununla birlikte, sonraki c¢alismalar, leptinin, vaskiiler
fonksiyonlar, rejenerasyon, iltihaplanma ve bagisiklik ile de iligkili oldugunu gostermistir
(Zhang vd., 2018). Leptin, obezite (0b) geni tarafindan eksprese edilen 16 kDa'lik bir proteindir
ve agirlikli olarak adipositlerde sentezlenir (Chow ve Phoon, 2003). Ancak mide epitel astari,
plasenta, kas, beyin, hipofiz ve hipotalamus gibi diger dokularda da leptinin eksprese edildigi
goriilmiistiir (Ojeda vd., 2013).

Obezite geninin bir Uriinii olarak bilinen leptin, enerji alimini ve enerji tiiketimini
diizenlemede anahtar rol oynar. Leptinin ventromedial ¢ekirdege baglanmasi, beyne tokluk hissi
sinyalleri verir. Saglikli bireylerde, leptin azalmasi, hipotalamustaki néropeptid iiretimini artirir,
bu da istahi artirir ve dolayisiyla enerji tiiketimi artar. Leptin seviyesi, bazal metabolizma,
hematopoez, termojenez, iireme ve anjiyogenezi etkiler. (He vd., 2013). istah, enerji
metabolizmasi, dogurganhigin ve adiposit lipit depolarinin miktarinin  diizenlenmesinde,
periferik bir hormon goérevi goriir (Ojeda vd., 2013). Aym1 zamanda, anoreksiya nervozali
hastalarda leptin derisiminin diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum, leptin hormonunun, viicut

agirligi metabolizmasinda etkili oldugunu giiglendiren bir kanittir (Imagawa vd., 1998).

Bu hormonun seviyesi, dogrudan enerji durumunu yansitir ve yaglanma, istah ve kilo
arasinda merkezi bir baglant1 olarak goriiliir. Hipotalamik diizeyde gida alimimi ve enerji
titketimini kontrol ederek, viicut agirhigimin diizenlemesine katkida bulundugu goriilmektedir.
Insanlarda leptin; obezite, istahin diizenlenmesi, enerji harcanmasi ve iireme ile iliskilidir.
Leptin eksikligi sadece obezite ile ciddi bir sekilde iligkili degildir, ayn1 zamanda leptinin,
iireme, hematopoez, pubertal gelisim, hipotalamik amenore ve kemik metabolizmasi {izerindeki
etkileri olan bir dizi belirgin anormallik ile de iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Normal
seviyeler, kadmlarda 3,7-11,1 ng mL * ve erkeklerde 2,0-5,6 ng mL * iken, obez kisilerde
ortalama serum leptin seviyesinin 31 ng mL™*’a kadar yiikseldigi goriilebilir. Bu nedenle leptin
miktarinin dogru bir sekilde izlenmesi leptinin roliinii anlamak agisindan 6nemlidir (He vd.,

2015; Ojeda vd., 2013).



Literatiir taramasi 1s1ginda, leptin hormonun 6zellikleri ve sézkonusu kaynaklar Cizelge

2.1’de 6zetlenmektedir.

Cizelge 2.1. Leptin hormonunun 6zellikleri.

Ozellik Kaynak

Ik kez, 1994 yilinda Jeffrey Friedman tarafindan kan dolasiminda (Zhang vd., 1994)
kesfedilmistir. Viicut agirligi denetimindeki roliinii; gida alimini
engelleyerek ve enerji harcamasini uyararak gerceklestirir.

Baslica adipozitler tarafindan salgilanir ve adipoz dokuyla ayni oranda  (He vd., 2013)
viicutta da bulunabilir. Baglangicta obeziteye direngli bir hormon

olarak tanimlanmstir. Leptin, 146 amino asit i¢ceren bir hormon olarak

viicut agirliginin denetiminde 6nemli rol oynar.

Bazi hormonlar gibi pulsatil bigiminde salgilanir, giiniin degisik (Licinio vd., 1997)
saatlerinde farkl salgilanirken sabahlan yiiksek salgilanir.

Antiobezite hormonu olarak da tanimlanan leptin, bu etkiyi bazal (Procaccini vd., 2012)
metabolizmay1 etkileyerek gdstermektedir.

Viicut agirligi denetimindeki roliinii; gida alimimi engelleyerek ve (Zhang vd., 1994)
enerji harcamasini uyararak, agirlik kazanimini azaltarak

gerceklestirir.

Leptin, bir yag depo sensorii olarak diisiiniilebilir. (Farooqi vd., 2002)
Saglikl1 bireylerde, yas artisiyla serum leptin seviyesini artirdig1 ve (Yanvd., 2002)

kadinlarda erkeklere oranla ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
BKI 25 iizerindeki farkli yas gruplarindaki kolesterol ve trigliserit
degerleri, yiiksek olan kadinlarda, saglikl bireylere gore, ¢ok daha
yiiksek oranlarda saptanmustir. Erkeklerde ilerleyen yas, obezite ve
hiperlipidemi ile 6nemli derecede artisa rastlanmis, bu karsilastirma
obez ve hiperlipidemik bireylerde yapildiginda, 6nemli bir fark
goriilmemistir.

Leptin eksikligi, sadece, obezite ile iligkili degildir, ayn1 zamanda (Kelesidis vd., 2010)
iireme, hematopoez, pubertal gelisim, hipotalamik amenore ve kemik

metabolizmasinda etkili bir dizi belirgin anomaliye neden olur. Ayni

zamanda hiperfaji(tikinircasina yeme), ileri obezite, diyabet,

norendokrin anormallikler ve kisirliga da neden olur.

Pro-inflamatuar sitokinlere benzer olarak yardimei T hiicresi (Galgani vd., 2010)
farklilagmasini tesvik eder, bazi hayvan ¢aligmalarinda gosterildigi
gibi otoimmiin yanitlarin baglamasini ve ilerlemesini modiile eder.

Bugiine kadar, hem protein hem niikleik asit seviyelerinde, leptin gen ekspresyonundaki
degisiklikleri tayin etmek icin kapiller elektroforez, immiinoyakalama / kiitle spektrometrisi ve
enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) dahil olmak iizere gesitli yontemler bildirilmistir.
(Imagawa vd., 1998; Richards vd., 2000; Wang ve Heilig, 2012). Bu yontemler giivenilirdir,
ancak pahali ekipman ve zahmetli prosediir gibi bazi sinirlamalar1 vardir. Bu nedenle, leptini
tayin etmek i¢in hassas, hizli ve dogru bir yontem, klinik analiz i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir

(He vd., 2015). Bu baglamda, elektrokimyasal sensorler 6nemli bir alternatif olusturabilir.



2.1.1. Leptin hormonun fonksiyonlar:

Leptin hormonunun fonksiyonlar1 Sekil 2.1°de 6zetlenmektedir.

— tiroid hormon sentezinin
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!
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Sekil 2.1. Leptin hormonunun fonksiyonlari (Thomas, 2019).

Leptin hormonu ve iligkili oldugu bazi 6nemli durumlar asagida verilmektedir:

Leptin-obezite

Leptin, beyindeki hipotalamik reseptorlere baglanarak, istah kontrol merkezlerini
modiile eder ve enerji alimi ile enerji kullanimi arasindaki dengeyi diizenler. Merkezi leptin
reseptorlerinin  dolmasi, sempatik sinir sisteminin aktivitesini artirir, bu da termojenezle
periferik hedef dokularda enerji tiiketimini uyarir. Bu iki sistemin koordineli diizenlenmesiyle,
leptin, enerji harcama oranlarini, enerji alimiyla dengeleme islevi goriir. Leptin, ayrica, viicut
1s1sin1 ve bazal metabolizma hizimi disiirerek, aclik sirasinda, enerji rezervlerini koruma iglevi
goriir. Bu nedenle leptin, gida kaynaklar yeterli oldugunda, enerji homeostazini siirdiirmek ve
yeterli olmadiklarinda ise, hayatta kalmak icin iglev goren karmasik bir dizi davranigsal ve
metabolik sistemi entegre etmek i¢in merkezi olarak hareket eden ¢evresel bir sinyaldir (Gettys,

2004).



"Lipostat" olarak tanimlanan leptin geni klonu olan ob, viicut agirligi dengesini
korumak igin enerji alimi ve kullanimi arasindaki dengeyi diizenler. Ob/ob farelerinin
adipositleri leptin tiretmez ve leptin yoklugu, hiperfaji, morbid obezite ve diyabet ile karakterize
edilen bir metabolik sendroma neden olur. Bu eksiklik, obez olma egiliminin 6nemli bir nedeni
oldugunu goéstermistir. Ob/ob farelerinin ekzojen leptin ile tedavisi obezitelerini diizeltir ve kilo
kaybinin bir kismi gida alimindaki azalmayla meydana gelir. Leptin enjekte edilmis ob/ob
farelerinin besin alimindaki farkliliklardan ziyade, diger gruba gore daha fazla kilo kaybettigi
goriilmiigtiir. Bu sonuglar, leptinin enerji tiikketimini diizenlemekteki fizyolojik roliiniin énemli

oldugunu gostermektedir (Gettys, 2004).

Leptin, gida alimini ve enerji kullanimini diizenleyen néroendokrin déngiiniin temel bir
bilesenidir ve sempatik sinir sistemi (SNS) aktivasyonunu diizenleyen birincil etken olarak
kabul edilmektedir. Leptin, ilgili dokulardaki bos enerji dongiileri {izerindeki etkisiyle, yag
oksidasyonunu artirarak, SNS'yi aktive eder. Hipotalamustaki leptine yanit veren néronlarin
ikinci bir popiilasyonu, néropeptit Y (NPY) ve agouti ile iligkili peptidi (AgRP) birlikte ifade
eder. Bu istah1 aktive eden peptitlerin ekspresyonu, leptin tarafindan azaltilir. Boylece, leptinin
enerji homeostazi iizerinde tam etkisini saglamasi, bu iki hipotalamik ¢ekirdek popiilasyonunun

karsilikli diizenlenmesi yoluyla gergeklesir (Gettys, 2004).

Leptin-insiilin direnci ve metabolik sendrom

Leptin reseptorii mutasyonu olan hem ob/ob, hem de db/db farelerinin yani sira,
konjenital leptin eksikligi olan insanlarda, insiilin direnci goriilmektedir ve metabolik sendrom
belirtileri vardir (Harris, 1998). Ob/ob fare susunda leptin tedavisi, kilo kaybi saglanmadan 6nce
hiperglisemi ve hiperinsiilinemiyi iyilestirir (Sadaf Faroogi vd., 2002). Dogustan leptin eksikligi
olan insanlarda, leptin tedavisinin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), yiiksek yogunluklu
liproprotein (HDL) ve trigliserit diizeylerini de iyilestirdigi gosterilmistir (Harris, 1998).

Deri alt1 yag dokusu olmayan lipoatrofili fare modelleri, leptin iiretmek i¢cin mevcut
olan yag eksikliginden dolay1 hipoleptinemiktir ve hiperglisemi, insiilin direnci ve hiperlipidemi
gibi metabolik anormalliklere sahiptirler. Ob/ob farelerde leptin uygulamasindan sonra,
metabolik parametrelerdeki gelismeler géz Oniine alindiginda, lipoatrofik farelerin ekzojen

leptine de yanit verebilecegi hipotezi dne siiriilmistiir (Gavrilova vd., 2000).



Leptin-amenore

Hipotalamik amenore, organik hastalik yoklugunda, hipotalamik-hipofiz-gonadal
eksenin islev bozukluguna bagli olarak adet dongiilerinin kesilmesi olarak tanimlanir. Asirt
egzersiz, stres ve diisiik besin alimi ile tanimlanan anoreksiye nervoza ve kadin atletlerde sik
goriilen kadin sporcu {iglemesi durumunda, beslenme bozuklugu, menstrual diizende bozukluk

ve kemik sagliginda bozukluk goriiliir (Kelesidis vd., 2010).

Hipotalamik amenoresi olan kadinlarin hipoleptinemik oldugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Audi vd., 1998). Bu kadinlarda leptin replasmani tedavisi sadece ostrojen, tiroid
hormonlar1 ve insiilin-benzeri IGF-1 diizeylerini normallestirmekle kalmayip ayni zamanda

menstrual dongiiyii de diizenlemistir (Welt vd., 2005).

Leptin-lipoatrofi

Nadir goriilen konjenital lipoatrofi sendromlari olan kisilerde siddetli insiilin direnci,
hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi  vardir. Gozlemsel ¢alismalar, bu kisilerin
hipoleptinemiye sahip oldugunu gostermistir (Pieroni vd., 1998). Birka¢ ¢alisma, rekombinant
leptin ile tedavinin insiilin direncini gelistirdigini, hepatik glukoneogenezi bastirdigini,
hemoglobin Alc'yi ~3.5 oraninda diistirdiigtinii, hiperlipidemiyi iyilestirdigini ve karaciger

yaglanmasinin iyilesmesine katkida bulundugunu gostermistir (Musso vd., 2005).
2.1.2. Leptin tayin yontemleri

Leptinin tayini i¢in, radyoimmiinoassay (RIA), enzime bagli immiinosorbent testi
(ELISA), radyoimmiinoassay, immiinosensor, kilcal elektroforez ve lokalize yiizey plazma
rezonans gibi duyarlilik ve spesifitesi yiiksek farkli yontemler kullanilmigtir (Kim ve Son,
2016). Bunlardan baska nanoarray yontemleri de gelistirilmistir. Ancak, asagida antijen-antikor

etkilesimine dayali baz1 yontemler iizerinde durulacaktir.

Radyoimmiinoassay

Immiinoassay, genel olarak, 6zellikle protein yapisindaki antijenik tiirlerin tayini igin,
antikor ve antijen arasindaki spesifik baglanma etkilesimini kullanan bir tayin yontemidir
(Hekimoglu, 2006). Immiinoassay yontemlerinde, temel olarak etiket adi verilen yapilar
kullanilir. ilk olarak, radyoizotop etiket kullanilarak, 1959 yilinda R.S. Yalow ve S.A Berson
tarafinda insiilin hormonu i¢in bir radyoimmiinoassay yontemi gelistirilmistir. Leptin

hormonunun tayininde radyoimmiinoassay yontemi basit, spesifik ve duyarli analizler sunar



(Dong vd., 2014). Bunun yaninda, leptin fizyolojisi ile ilgili bilgilerin elde edilmesinde,
RIA’nin bulunmasi 6nemli dl¢iide katki saglamustir. Landt vd. tarafindan 1998’de yapilan bir
calismada, hem serbest hem de bagli leptinin tayini yapilmistir. Dogrusal tayin araligr 0,5-50
pg/L bulunmus ve sican serumunda leptin derisiminin dogru oOlgiilebilecegi bir RIA
gelistirilmisgtir (Landt vd., 1998). Ayrica, Ma ve arkadaslari tarafindan, insan serumundaki
leptin tayin i¢in RIA yontemi gelistirilmistir (Ma vd., 1996). Bir baska ¢aligmada ise, Widjaja
ve caligma grubu yine serumdaki leptinin belirlenmesi i¢in benzer bir RIA yontemi
gelistirmiglerdir (Widjaja vd., 1997). Ancak radyoizotoplarin kullanimlarinin getirdigi saglik
acisindan tehlike, yeni etiketlerin kullanildigr assay yontemlerinin gelistirilmesi {izerine

yogunlagilmasina neden olmustur.

Enzime bagh immiinosorbent testi (ELISA)

Bu yontem son 30 yildir kullanilan ve siklikla protein yapili antijenlerin tayini i¢in
tercih edilen bir yontemdir. Ozellikle tibbi laboratuvarlarda, in vitro tan1 amaglh kullanilan bu
testler, enzim etiketlerin kullanildigi assay yontemlerdir. Bu tiir assaylerde radyoaktif
izotoplarin yerine enzim etiketleri kullanilmaktadir. ELISA yontemi, antikorlarmn hedefe
ulagsmasinda elverigli kosullar saglar ve basit bir enzimatik reaksiyon fiizerine temellenmistir,
dolayisiyla, kullanimi kolaydir. ELISA testlerinde 96 kuyucuklu platelerin kullanimi ayrica,
hizli bir sekilde sonu¢ alinmasina ve coklu analizlerin yapilmasina olanak saglar. Assay
formatindaki esneklikten dolay1 (yarismali, sandvi¢ veya direk), hem antijen (6zellikle kiiglik
molekiiller) hem de antikorlarin tayininde kullanilabilir (Lequin, 2005).

Leptin tayinine yonelik ELISA temelli pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Imagawa ve
arkadaglar tarafindan plazma ve beyin omurilik sivisindaki leptini tayin etmek i¢in, ELISA
temelli bir yontem gelistirmigtir. Leptin i¢in gbzlenebilme sinir1 0,78 pg/ml belirlenmis ve
anorektik hastalarin kanlarinda leptin tayini i¢in yontemin kullanilabilirligi aragtirilmistir.
(Imagawa vd., 1998). ELISA teknigine dayali gelistirilen bagka bir ¢aligmada, gozlenebilme
smir, 0,40 ng/ml olarak bulunmus ve tek asamali sandvig ELISA sisteminin, tayini
basitlestirdigi ve tayin siiresini RIA’ya oranla 90 dakika azalttigi goriilmiistir (Kimura vd.,
2000).

Biitiin bu avantajlariin yaninda, ELISA optik bir uygulamadir ve bazi sinirliliklar
mevcuttur. Bunlardan bazilari, agir ve gicli yogun 151k kaynaklarina, detektorlere,
monokromatora ihtiyag duymalari, kompleks renkli orneklerden gelen hatali sonuglarin

goriilebilmesidir (Lequin, 2005).



Floroimmiinoassay (FIA)

Baz1 florofor tiirlerin etiket olarak kullanildig1 assay yontemidir. Bunun yaninda, {istiin
ozelliklerinden dolayi, lantanit selatlarinin kullamldigi, zaman gecikmeli floroimmiinoassay
(TR-FIA) yontemi siklikla kullanilan FIA yontemidir. Geleneksel ELISA'ya {istiin bir alternatif
saglayan FIA, yiiksek hassasiyet, genis dinamik aralik, yiiksek stabilite ve miikemmel esneklik

sunan bir assay yontemidir (Tuomola vd., 1997).

Literatiirde leptin tayini i¢in hazirlanan FIA yontemleri mevcuttur. Kim ve Son
tarafindan yapilan bir ¢alismada, leptinin tayin i¢in gézlenebilme sinir1i, 0,01 ng/ml olarak
belirlenmis ve sandvig tipi ELISA ile duyarlilik agisindan kiyaslandiginda, FIA yonteminin
daha duyarli oldugu sonucu ¢ikmistir (Kim ve Son, 2016).

Biyolojik sivilardaki bilesiklerin 6l¢iimiinde FIA'nin en énemli avantaji, diger analitik
tekniklerle elde edilemeyen yiiksek hassasiyet ve asirt duyarliliga olanak saglamasidir (Darwish,
2006).

Immiinosensérler

Immiinosensérler, immiinokimyasal reaksiyonun bir transdiiser aracilig ile izlendigi
afinite-ligand temelli biyosensorlerdir. Tiim immiinosensorlerin temel 6zelligi, kararli bir
kompleks olusturmak i¢in antijenlerin, antikorlar tarafindan molekiiler olarak taninmasidir. Bu,

immiinosendrlerin, immiinoassay metodolojisine benzer yoniidiir. (Luppa vd., 2001).

Leptin tayini i¢in pek ¢ok immiinosensor gelistirilmistir. Bununla ilgili ¢alismalar

literatiir taramasi kisminda verilmektedir.
2.2. Biyosensorler ve Immiinosensorler

Kimyasal sensorler, kimyasal bilgileri, analitik olarak faydali bir sinyale doniistiiren bir
cihazdir. Kimyasal sensorler, bir kimyasal (molekiiler tanima sistemi) ve bir fizikokimyasal
doniistirtct (transdiiser) adi verilen iki temel bilesen igerir. Biyosensorler biyokimyasal bir

tanima sisteminin bulundugu kimyasal sensorlerdir (Turner vd., 1987).

Biyosensor; biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyali Slgiilebilir ve islenebilir
elektriksel sinyale doniistlirebilen, kimyasal veya fiziksel transdiiser ile birlestirilmis biyolojik

algilama materyali igeren bir cihaz veya enstriimandir (Yanbin, 2006).

Bir biyosensor asagida belirtilen 6zelliklere sahip olmalidir:
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e Biyoaktif veya bir biyotanima materyali icermeli,

e Bu materyal ilgi duyulan tiirdeki maddeleri ya da bir analiti tanimali,

e Biyotanima materyali bir transdiiser ad1 verilen aygitla yakin temas iginde olmali,

e Bir biyosensor, biyolojik veya kimyasal etken bir maddeye secici olarak, hizla ve
stirekli sekilde reaksiyon gostermelidir (Ramirez vd., 2009).

Sekil 2.2’de bir biyosensoriin yapisi ve bilesenleri sematize edilmektedir.

Transducer -
. l ’ Sinyal

) Biyotanima amplifikasyon
Analit ¥ X p ¥
elementi ve sonug¢larin
okunmasi

Sekil 2.2. Bir biyosensoriin tipik yapisi ve bilesenleri.

Ik biyosensér, Clark ve Lyons (Yanbin, 2006) tarafindan bir glukoz tayini igin
gelistirilen ve bir oksijen elektrot iizerine, glukoz oksidaz enziminin immobilize edilmesi ile
hazirlanan bir enzim elektrottur. Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyon ile glukoz, glukonik

asit ve hidrojen perokside doniisttrilir (Wang, 2006).
Glukoz + O, —%% Glukonik asit + H,0,

Enzimatik reaksiyon sonrasinda olusan hidrojen peroksit, asagidaki reaksiyon uyarinca
calisma elektrrodunda yiikseltgenir. Olusan yiikseltgenme akimi hidrojen peroksit ve dolayisiyla
da glukoz derisimi ile orantilidir (Wang, 2006).

H,0, —" 52H*+0,+ 2e (0,6V vs. DKE)

Biyolojik tiirlerin tayin edilmesinde, pek ¢ok yontem olmasina ragmen, bu yontemlerin
¢ogu zaman alic1 uzun prosediirler igerirler ve pahali aletlere gereksinim duyarlar (Dong vd.,
2014). Biyosensorlerin diger yontemlere gore avantaji, hiicreler, dokular, enzimatik substratlar
ve proteinler gibi pek ¢ok farkli biyolojik tiiriin bir transdiiser vasitasiyla tayin edilebilmesidir.
Diger avantajlar1 ise boyutunun fonksiyonel olarak ayarlanabilmesi ve kiiclik hacimlerle

calisilabilme olanaginin olmasidir (Ramirez vd., 2009).
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Biyosensorler, gerek biyotanima (biyoalgilama) elementleri, gerekse kullanilan
transdiiser ¢esidi temel alinarak ¢esitli sekillerde siniflandirilabilir (Yanbin, 2006). Sekil 2.3’te

bu siniflandirma sunulmaktadir.

BIYOSENSOR

BIYOBILESEN TRANSDUCER
| |

- amperometri
Afinite Kataliz Elektrokimyasal | potansiyometri
imdedimetri

: W\ N .
Antikor \n’ Enzim c kondiktometri

Termal
« A
Hucre J Mikroorganizma [— - -
; | Piezoelektrik

Absorbans
DNA Optik SPR

Floresans
Liminesans

Sekil 2.3. Biyosensorlerin siniflandirilmast.

Biyosensor yapisindaki biyobilesen tiirline gore yapilan siniflandirmada, biyosensorler,
biyokatalitik ve biyoafinite temelli biyosensorler olarak ayrilabilir. Biyokatalitik biyosensorde,
biyobilesen olarak genellikle enzimler kullanir ve tanima olayina bir katalitik tepkime eslik
eder. Baglanma olayini izlemek igin tasarlanmis biyoafinite temelli biyosensorlerde ise,
biyomolekiiler tanima igin reseptdrler, lektinler, niikleik asitler, membranlar, hiicreler, antikorlar
veya antikorla iligkili yapilar kullanilir. Antikorlar ve antikorlarla iligkili yapilar kullanildiginda,

bu biyosensodrler immiinosensor olarak adlandirilir (Luppa vd., 2001).

Biyosensorde kullanilan transdiiser ¢esidine gore yapilan siniflandirmada, biyosensdrler
kalorimetrik, piezoelektrik (kuartz kristal mikrobalans), optik (absorbans, yiizey plazmon
rezonans, liiminesans ve floresans) ve elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik,

iletkenlik ve impedans) esasli olabilir (Yanbin, 2006).

Kalorimetrik esasli biyosensorler, biyobilesen tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda
1s1 degisimin Olgimi tizerine temellenir. Piezoelektrik esasli biyosensorlerde, bilebilesen ve
analit arasindaki kompleks olusumu sonrasi, salinim rezonansindaki degisimin 6l¢iimii, tayinin
temelini olusturur. Optik esasli biyosensorlerde ise biyobilesen ve analit arasinda meydana

gelen reaksiyon, optik parametreler yoluyla izlenir (Mello ve Kubota, 2002).
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Elektrokimyasal esasli biyosensor ise, biyobilesenin uygun bir elektrokimyasal bir
transdiiser ylizeyine immobilize edilmesi ile hazirlanan ve nicel ya da yari-nicel tayin yapma
olanagi saglayan cihazlardir (Thevenot vd., 2014). En sik karsilasilan biyosensor tipi olarak
belirtilebilir. Bu biyosensorlerde, biyokimyasal reaksiyon sirasinda bir elektrokimyasal sinyal
olusur ve bu sinyal tayin edilmek istenen tiiriin tiiketimi ya da iiretimi ile iliskilendirilir.
Elektrokimyasal biyosensorler, potansiyometrik, amperometrik ve kondiiktometrik olarak

gruplandirilabilir (Mello ve Kubota, 2002).

Biyobilesenin se¢imiminden sonra, bu tiiriin transdiiser olarak tercih edilen yap1
tizerine baglanmasi gerekir. Bu islem immobilizasyon olarak adlandirilir ve genel olarak
adsorpsiyon, kovalent baglama, c¢apraz baglama ve tutuklama en ¢ok tercih edilen

immobilizasyon yontemleridir (Yanbin, 2006).

Fiziksel adsorpsiyon yontemi, biyobilesenin, transdiisere dogrudan ya da bir film ile
modifiye edilmis transdiisere, hidrofobik kuvvetler, iyonik ve Van der Waals kuvvetleri ile
baglanmasidir. Diger yontemlere gore olduk¢a basit bir yontemdir ve biyobilesenin
denatiirasyonuna yol a¢maz. Bununla beraber, bu immobilizasyon yontemi, c¢alisma
kosullarindaki degisikliklere hassastir ve transdiiser yiizeyinden biyobilesenin ayrilmasi gibi
olumsuzluklar gorilebilir. Tutuklama yénteminde, biyobilesen, bir polimer veya matriks yapi
icerisine hapsedilir. Ancak, biyobilesenin hapsedilmesi, tayini yapilacak tiir ile etkilesimini
bozabilir veya biyobilesen matriks i¢inden sizabilir. Biyoelementin, transdiisere kovalent
baglanmas: isleminde, biyoelement ve transdiiser yiizeyin fonksiyonel gruplar bulunmalidir.
Bu immobilizasyon yonteminde, biyoelementin yapisal degisikligi meydana gelebilir, ancak
adsorpsiyon ile karsilastirildiginda, daha gilivenilir bir yontemdir. Kovalent baglama ydntemi,
genellikle, glutaraldehit gibi bazi reaktiflerin kullanimi ile ¢apraz baglama seklinde de
yapilabilir. Ayrica, karbodiimit ve N-hidroksisiiksinimit de c¢apraz baglama isleminde
kullanilabilecek reaktifler arasinda sayilabilir (Arya vd., 2008).

Immiinosensérler, biyobilesen olarak antikorlarin kullanildigi ve antikor-antijen
etkilesiminin uygun bir transdiiser ile izlendigi, afinite-ligand temelli bir biyosensor g¢esitidir.
Tim immiinosensorlerin temel O6zelligi, kararli bir kompleks olusturmak icin antijenlerin
antikorlar  tarafindan molekiiller olarak taninmasindan kaynaklanan &zgilligidiir.
Immiinosensérler, tercih edilen transdiiser cesidine gore, elektrokimyasal (potansiyometrik,
amperometrik veya kondiiktometrik kapasitif), optik, mikrogravimetrik ve kalorimetrik esasl

olabilir (Luppa vd., 2001).
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Immiinosensérler, ayrica, etiketsiz (dogrudan) veya etiketli (dolayli) olarak da
ayrilabilir. Dogrudan immiisensorlerde, antijen-antikor kompleksinin olusumu, fiziksel
degisikliklerin izlenmesi ile belirlenebilir. Dolayli immiinosensorlerde ise, kullanilan etiketin

cevabi izlenerek antijenin tayini yapilir (Luppa vd., 2001).

Antikor-antijen arasindaki spesifik etkilesimi temel alan immiinosensdrler, genis oranda
kullanim alani bulmustur (Lim ve Ahmed, 2015). Bunlar arasinda da 6zellikle, elektrokimyasal
bir doniisimle antijen-antikor etkilesimlerinin  6zgiilliigline dayanan elektrokimyasal
immiinosensorler, maliyeti, basitligi, hassasiyeti, minyatiirlestirme 6zellikleri ve hizli analitik

cevap verme gibi avantajlari nedeniyle en fazla tercih edilenleridir (Moka vd., 2015).
2.2.1. Elektrokimyasal immiinosensorler

Tip alaninda, gida endiistrisinde ve cevresel izlemde, pratik kullanima uygun analiz
sistemlerine ihtiyag vardir. Ozellikle klinik kimyada, yiiksek duyarlilik ve spesifite ile hizl1 tan
yapabilecek tayin sistemleri gerekmektedir. Antikorlar, hayvanlar ve insanlarda yabanci
maddelere karsi immiinolojik cevap proteinleridir ve kendi spesifik antijenine (Ag) karst
iiretilirler. Immiinoassay yonteminde, genelde, antikor veya antijen, mikrotiter plate ad1 verilen
plakalara kaplanir ve Ornegi iceren tamamlayict maddeler eklenerek bir immiinokompleks
olusturulur. Tanima olayini belirleyebilmek i¢in radyoizotoplar, enzimler ya da floroforlar etiket

olarak kullanilir (Ramirez vd., 2009).

Elektrokimyasal immiinosensor, antikor-antijen reaksiyonunun 6zgiilliigii ve afinitesini,
elektrokimyasal teknigin yiiksek hassasiyet, diisiik maliyet, yliksek verimlilik ve taginabilirlik
Ozelliklerini birlestiren analitik cihazlardir. Elektrokimyasal immiinosensorler en ¢ok klinik

analizlerde uygulama alan1 bulmaktadir (Sun vd., 2018).

Genel olarak, ¢cogu analit (antijen veya antikor) bir elektrokimyasal reaksiyonda redoks
bileseni olarak hareket edemediginden, elektrokimyasal immiinosensér hazirlanirken,
elektrokimyasal olarak aktif bir etiketin kullanim gerekliligi dogar. Immiinosensérler, etiketlerin
kullanilip kullanilmadigina bagli olarak, iki kategoriye ayrilabilir: etiketli ve etiketsiz. Etiketli
immiinosensorlerin ¢ogunda, etiketli bir ikincil antikor kullanilmaktadir. Ayrica hazirlanan
konjugatlarin aktivitesi dikkatlice kontrol edilmeli ve bazi ek reaktifler ve prosediirler dahil
edilmelidir. Etiketleme islemi zaman alicidir, maliyetlidir ve ¢ogu zaman modifiye
biyomolekiillerin denatiirasyonuna yol agabilir. Bununla beraber, etiketsiz immiinosensor,

Ozellikle basit hazirlama prosediirii icermesi, daha uygun maliyetli olmas1 ve antikorlarin veya
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antijenlerin aktivitelerinin korunmasi nedeniyle avantajli goriinmektedir (Moka vd., 2015).

Sekil 2.4°te bir etiketli ve etiketsiz immiinosensdrler sematik olarak verilmektedir.
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Sekil 2.4. (A) etiketli ve (B) etiketsiz immiinosensorlerin sematik gosterimi.

Etiketli immiinosensdrler ya da dolayli immiinosensorler, genellikle, oldukca hassas ve
cok yonlii saptamaya izin veren bir veya birkag etiketten {iretilen sinyale dayanir. Enzimler,
ornegin horseradish peroksidaz, katalaz ve glukoz oksidaz, alkalin fosfataz en ¢ok etiket olarak
kullanilan yapilardir. Etiketli immiinosensorlerde, etiketler bir antikora veya antijene
baglanabilir ve 0l¢iim sirasinda belirlenen etiket sayisinin hedef analit sayisina karsilik geldigi
varsayilir. Etiketli immiinosensorler, yiiksek hassasiyet ve spesifik olmayan adsorpsiyonun
sinyal {izerindeki etkisinin diisiik olmas1 gibi avantajlara sahipken, ilave islem basamaklar
gerektirmesi ve etiketlerin her zaman ayni etkinlikte olamamasi gibi bazi dezavantajlarla karsi

karsiya kalmaktadir (Mollarasouli vd., 2019).

Etiketsiz immiinosensorler, diger bir deyisle, dogrudan immiinosensorler, etiketlemeye
gerek kalmadan dogrudan, antijen-antikor kompleksi olusumundan kaynaklanan fiziksel veya
kimyasal degisiklikleri tespit edebilir. Bu tip immiinosensorde, etiket kullanmaya gerek

duyulmadigr i¢in, hizli ve gercek zamanli analizlerde kullanilabilir. Bu nedenle, etiketsiz
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immiinosensorlerin, klinik tayin i¢in kullanilmasi, son yillarda giderek artmistir. Bununla
birlikte, etiketsiz immiinosensorler, yanitlar {izerine spesifik olmayan adsorpsiyonun etkisi
gortilebilir. Genel olarak, bir antijen-antikor (Ag-Ab) etkilesimi olmadiginda sinyal
gozlenmemelidir, ancak substratin yiizeyindeki antijenin veya diger proteinlerin spesifik
olmayan baglanmasi nedeniyle, her zaman kiigiik bir sinyal elde edilir. Bu durum, uygun bir
bloke edici maddenin kullanilmas: ile engellenebilir (Mollarasouli vd., 2019).

Etiketsiz immiinosensdrlerde, ferrisiyaniir siklikla redoks medyatdrii olarak kullanilir.
Bu redoks medyatorii, diisik zemin akimi gésterir ve iyi tammlanmis bir ¢ift redoks pikine

sahiptir. Ferrisiyaniir ile elde edilen elektrokimyal sinyal ¢ok kararlidir (Yang vd., 2014)

Bir elektrokimyasal immiinosensoriin, performansi, genel olarak, elektrot arayliiziiniin
ozelliklerine baglidir. Bu sebepten, kullanilacak elektrot yiizeyinin, iletken polimerler, grafen
veya grafen tlirevlerinin nanokompozitleri ya da nanopartikiillerle modifiye edilmesi ile elde

edilen cevaplar artirilabilmektedir (Gao vd., 2015).
2.3. Elektrot Modifikasyonu

Elektrot modifikasyonu, sensdrlerin duyarliligini, segiciligini, kararliligini ve cevabini
artirmak i¢in polimerler, nanomalzemeler ve biyolojik ajanlar gibi g¢esitli malzemeler
kullanilarak, farkli kimyasal ve fiziksel yontemlerle gergeklestirilen bir tekniktir. Modifikasyon,
¢ok diisiik tayin smirina sahip kiigiik miktarlardaki analitin karmasik bir ortamda tayin
edilmesini saglar (Kaya vd., 2020). Sekil 2.5’te bu amagla kullanilan bazi yapilar verilmistir.
Sekilde goriilebilecegi gibi, calisma elektrotlar1 cesitli iletken veya yari iletken polimerik
filmlerle kaplanabilir. Bunun yaninda grafen, grafen oksit, tek ya da ¢ok duvarli karbon
nanotiipler gibi karbon temelli yapilar ile ¢aligma elektrotlar1 modifiye edilerek, cevap
gelistirilebilir. Ayrica, bu tez ¢aligmasinda da kullanilacak olan, kitosan gibi biyolojik yapilarda,
elektrot modifikasyonu ve biyoaktif tiirliin immobilizasyonunu kolaylastirmak amaciyla
kullanilabilir. Ayn1 sekilde, metal ya da metal oksit nanopartikiiller elektrodun yiizey alaninin
genisletilmesi ve iletkenligin artirillmasi i¢in kullanilabilir. Bunlar arasinda altin, glimiis,
paladyum vb. metal nanopartiilleri ve ZnO, SnO,, Al;,O3, Fe;0s, Fe;04, CoFe;04, ZrO,, TiO,,
CeO; gibi metal oksit nanopartiikiilleri en ¢ok tercih edilen nanoyapilardandir (Nikolova ve
Chavali, 2000).
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Sekil 2.5. Elektrot modifikasyonu i¢in kullanilan bazi yapilar.

Bu tez calismasinda, leptin tayini i¢in etiketsiz bir immiinosensor hazirlamak igin,
calisma elektrodu olarak kullanilan camsi karbon elektrot (GCE), bir metal nanopartikiil olarak
altin nanopartikiil (AuNP) ile bir metal oksit nanaopartikiil olarak CoFe,O, ile, ve bir
biyomolekiil olarak kitosan (CHI) ile modifiye edildi. Kullanilan bu yapilar ile ilgili bilgi

asagida verilmektedir.
2.3.1. Altin nanopartikiiller (AuNPler)

Altin nanopartikiiller (AuNP'ler), en kapsamli olarak incelenen nanomateryallerden
biridir. Pek ¢ok benzersiz optik, kimyasal, elektriksel ve katalitik 6zelliklere sahip olduklari i¢in
AuNP'ler, biyolojik ve kimyasal algilama uygulamalari igin ilgi ¢eken bir nanopartikiil olmustur
(Jans ve Huo, 2012). Sekil 2.6.’da AUNP 'lerin kullanim alanlar1 6zetlenmektedir.

Kolloidal altin olarak da bilinen AuNP'ler, nanometre biiyiikligiindeki altin
parcaciklarinin bir siispansiyonudur. Bu kolloidal soliisyonlarin tarihi, dekoratif amaglarla cami
boyamak i¢in kullanildiklari Roma donemine dayanmaktadir. Ayrica Cin ve Misir’da kolloidal
altin, terapdtik ve dekoratif amagla kullanilmigtir. Kolloidal altinin, bilimsel olarak
degerlendirilmesi, kolloidal altin ¢ozeltilerinin, bulk altindan farkli 6zelliklere sahip oldugunu
sOyleyen Michiael Faraday'in 1850'lerde yaptigi ¢alismalara kadar baslamadi (Arteaga vd.,
2010; Mody vd., 2010). AuNP'ler, biiyiik ylizey-hacim orani, iyi elektriksel 6zellikler, giiglii
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adsorpsiyon kabiliyeti, yiiksek ylizey reaksiyon aktivitesi, kiiciik partikiil boyutu ve iyi ylizey
ozellikleri gibi birgok mitkemmel 6zellige sahiptirler (Lian vd., 2012).

biyosensorler

kimyasal sensorler
[ goriintiileme

biyolojik ]

AuNPler

[ tan1 analizleri

ilag salinimi ]

[ kanser tedavisi ]

Sekil 2.6. AuNP'lerin baz1 kullanim alanlari.

Monodispers kiiresel altin nanopartikiillerin sentezi igin en yaygin yontem Turkevich ve
arkadaglar1 1951'de ve daha sonra Frens ve arkadaslari tarafindan Onerilen yontemdir. Cesitli
kolloidal altin preparatlar1 incelenip, ¢ekirdeklenme ve biiylime siireci {izerine caligilmistir.
Kolloidal altin hidrofobiktir ve optik mikroskobun ¢oziiniirliik sinirinin altindadir. Ancak tek
tek kolloidal pargaciklarin incelenmesine izin veren ¢6ziiniirliige sahip elektron mikroskobunun
gelistirilmesiyle, kolloidal altin preparatlarinin sekli, ortalama boyutu ve boyut dagilimi iizerine
kapsamli ¢aligmalar yapilabilmistir (Turkevich vd., 1951). Bu yontem, indirgeyici ajan olarak
sitrat kullanilarak hidrojen tetrakloroaurat (HAuCls) gibi altin tuzlarinin Kimyasal olarak

indirgenmesini igerir. Bu yontem, ¢ap olarak 10-20 nm araliginda monodispers AuNP'ler iiretir.

Bu tez kapsaminda, AuNP'ler kullanilarak, etiketsiz bir eletrokimyasal immiinosensor
hazirlamak ve sensoriin bu sekilde elektriksel iletkenligini ve cevabini iyilestirilmek
amaglanmaktadir. Arya vd.’nin 2011°de yaptig1 bir ¢alismada, galisma elektrotlari, AuNPler ile
modifiye edilmis ve etiketsiz bir elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada,
AuNP nanomalzemesinin, genis ylizey alani/hacim orani ile sensoriin duyarliligini artirdigt

sonucuna vartmustir (Arya vd., 2011).
2.3.2. Kobalt ferrit nanopartikiiller (CoFe204)

Manyetik nanopartikiiller, kataliz, manyetik sivilar, sensorler ve ayirma/saflastirma gibi

uygulama alanlarinda ilgi géren materyallerdir. Bunun yaninda yiizey katalitik aktivitesine sahip
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ve dusiik maliyetli bir materyal olan spinal tipi bir ferrit olarak, kobalt ferrit (CoFe20.), geri
dontstiirtilebilir nanokatalizor olarak (Wang ve Astruc 2014) sensor uygulamalarinda (Liu vd.,
2019) ve fotokatalizor (Du vd., 2016) olarak kullanim olanagi bulmustur.

Kobalt ferrit nanopartikiiller, kendine 06zgii, elektrik, Kkatalitik, manyetik, optik ve
medikal 6zellikleri sebebiyle kataliz, sensorler, bilgi depolama sistemleri, tibbi teshis ve terapi
gibi potansiyel uygulamalara sahiptir. CoFe;Os nanopartikiiliin avantaji, ayn1 doygunluk
manyetizasyonuna sahip manyetit ile karsilastirildiginda, bir sira daha biiyiikk kristalin
anizotropidir. Bu nedenle, kobalt ferritin manyetik momenti, benzer partikiil boyutuna sahip

manyetit veya maghemite gore ¢ok daha yavas gevser (Malinowska vd., 2020).
2.3.3. Kitosan (CHI)

Kitosan (CHI), temel olarak kabuklu hayvanlarin dis iskeletinden, ozellikle de
karideslerden izole edilen dogal bir polimerdir. Kitinin, tam veya kismi deasetilasyonundan elde
edilen bir D-glukozamin ve N-asetil-glukozamin kopolimeridir (Sekil 2.7.). Izolasyon islemi,
kitin ekstraksiyonu ve izolasyonu, demineralizasyon ve deasetilasyon dahil olmak iizere birkag
admmu igerir. CHI, toksik olmayan, biyolojik olarak pargalanabilen, biyouyumlu ve amin
acisindan zengin bir polimer olarak kabul edilmekte ve iyi film olusturma yetenegine sahip
oldugu vurgulanmaktadir. CHI, seliiloza benzer bir yapiya sahiptir ancak, her polimer zincirinde
reaktif amino ve hidroksil fonksiyonel gruplari tasir. Fizikokimyasal ozelliklerin nadir
kombinasyonundan dolay1, gida, tarim, biyoloji ve eczacilik gibi bir¢cok alanda yaygin olarak
uygulanmigtir. Ayrica, amperometrik biyosensorlerin yapimi i¢in bir immobilizasyon matrisi

olarak da kullanilmistir (Adlim ve Zarlaida, 2015; Ergiin, 1999; Lian vd., 2012).

OH ] OH
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Sekil 2.7. Kitosanin monomerik birimleri.
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2.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Elektrokimyasal Teknikler

Elektroanalitik teknikler, elektrik ve kimya arasindaki etkilesimle, yani akim, potansiyel
veya ylik gibi elektriksel biiylikliiklerin 6l¢iimleri ve bunlarin kimyasal parametrelerle iliskisi ile
ilgili tekniklerin genel adidir. Elektriksel 6l¢limlerin analitik amaglar i¢in kullanilmasi, ¢gevresel
izleme, endiistriyel kalite kontrol veya biyomedikal analiz dahil olmak iizere g¢ok cesitli
alanlarda uygulamalar bulmustur. 1980'lerin ortalarindan bu yana, ultramikroelektrotlarin
gelistirilmesi, 6zel arayiizler ve molekiiler tek katmanlarin tasarimi, biyolojik bilesenlerin ve
elektrokimyasal doniistiirticiilerin birlestirilmesi, voltametrik tekniklerin gelistirilmesi dahil

olmak tizere pek ¢ok gelisme, elektroanalizin popiilaritesini artirmistir (\Wang, 2006).

Homojen yigin (bulk) c¢ozeltileri igeren birgok kimyasal Ol¢iimiin  aksine,
elektrokimyasal prosesler, elektrot-¢6zelti arayiiziinde gergeklesir. Elektroanalitik 6l¢timlerin iki
ana tiiri mevcuttur: potansiyometrik ve potansiyostatik 6l¢timler. Her iki tip de, elektroimyasal
hiicreyi olusturan en az iki elektrot (iletken) ve numune (elektrolit) ¢dzeltisi gerektirir. Iki
elektrottan biri hedef analite (analitlere) yanit verir ve bu nedenle ¢alisma elektrodu olarak
adlandirilir. Referans elektrot olarak adlandirilan ikincisi, sabit potansiyele sahiptir (yani,

¢ozeltinin 6zelliklerinden bagimsizdir) (Wang, 2006).
Bu bilesenler elektrokimyasal hiicreyi olusturur.
2.4.1. Potansiyostatik teknikler

Potansiyostatik teknikler, potansiyel kontrollii tekniklerdir ve elektrot-¢ozelti ara-
yilizeyindeki yiik transfer siirecleri ve dinamik (sifir-akim olmayan) durumlara dayalidir.
Burada, elektrot potansiyeli, bir elektron transfer reaksiyonu tiiretmek i¢in kullanilir ve ortaya
cikan akim olgilir. Boyle kontrol edilebilir bir parametre, kimyasal tiirleri bir elektron
kazanmaya veya kaybetmeye zorlayan "elektron basmci" olarak goriilebilir. Buna gore, ortaya
cikan akim, elektronlarin elektrot-¢cozelti arabirimi boyunca hareket etme hizimi yansitir.
Potansiyostatik teknikler, boylece elektroaktif olan, yani indirgenebilen veya yiikseltgenebilen

herhangi bir kimyasal tiirlin tayini i¢in kullanilabilir (Wang, 2006).
Potansiyel kontrollii tekniklerinin avantajlart,

e Yiiksek hassasiyet,
o Elektroaktif tiirlere kars1 secicilik,
e Genis bir dogrusal aralik,

e Tasmabilir ve diisiik maliyetli enstriimantasyon,
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e Alisilmadik ortamlarin analizine izin veren ¢ok ¢esitli elektrotlarin kullanilabilmesi,
e Son derece diigiik gdzlenebilme sinirlari,

e Cok kii¢iik (5—20-uL) numune hacimleriyle ¢aligilabilme (Wang, 2006).

Faradaik akim

Elektroaktif tiirlerin yiikseltgenme durumundaki bir degisiklikten kaynaklanan akim,
Faraday yasasmna uydugu icin faradaik akim olarak adlandirilir. Faradaik akim, redoks
reaksiyonunun oraninin dogrudan bir dlgiisiidiir. Voltamogram olarak bilinen ortaya ¢ikan akim-
potansiyel grafigi, akim sinyalinin [dikey eksen (ordinat)] uyarma potansiyeline [yatay eksen
(apsis)] karst bir goésterimidir. Voltametrik yanitin tam sekli ve buyikligi, elektrot
reaksiyonunda yer alan siirecler tarafindan yonetilir. Toplam akim, 6rnek ve bos ¢dzeltiler igin

faradaik akimlarin yani sira, faradaik olmayan sarj arka plan akiminin toplamdir.

Elektrot reaksiyonunun yolu olduk¢a karmasik olabilir ve birkag adimda
gergeklesebilir. Bu tiir reaksiyonlarin hizi, dizideki en yavas adimla belirlenir. Basit
reaksiyonlar yalnizca elektroaktif tiirlerin elektrot yiizeyine toplu olarak taginmasini, arayiiz
boyunca elektron transferini ve iirlinlin ¢dzeltiye geri taginmasini igerir. Daha karmagik
reaksiyonlar, gercek elektron transferinden Once veya sonra gelen ek kimyasal ve ylizey
islemlerini igerir. Reaksiyonun net hizi ve dolayisiyla olgiilen akim, tepkenlerin kiitlesel
taginmasi veya elektron transfer hizi ile sinirlandirilabilir. Daha yavas bir siire¢ hiz belirleme
adimi olacaktir. Belirli bir reaksiyonun kiitle tarafindan kontrol edilip edilmedigi tasima veya
elektron transferi genellikle Olgiilen bilesigin tiiriine ve ¢esitli deneysel kosullara (elektrot
malzemesi, ortam, ¢alisma potansiyeli, toplu tasima modu, zaman 6lgegi, vb.) gore belirlenir.
Belirli bir sistem igin, hiz belirleme adimi1 bu nedenle arastirilan potansiyel araliga bagli olabilir.
Genel reaksiyon, yalnizca elektroaktif tiirlerin yiizeye ulagma hiz ile kontrol edildiginde (yani,
basit bir elektron transferi), akimin toplu tagima ile smirlt oldugu sdylenir. Bu tiir tepkimelere

tersinir tepkimeler denir (Wang, 2006).

Kiitle tasinma vollar::

Elektroaktif maddeler elektrokimyasal bir siirecte ii¢ sekilde tasinabilir:

e Diflizyon - derisim farkliliklarin1i en aza indirmeyi amaglayan, yiiksek derigimli
bolgelerden diisiik bolgelere dogru derisim gradientinin etkisi altindaki kendiliginden

tasinma.
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e Konveksiyon - biiyiik bir fiziksel hareketle elektroda tasima; konveksiyon i¢in ana itici
giic, c¢oOzeltinin karistirilmast veya akmast veya elektrotun dondiiriilmesi veya
titrestirilmesi ile iligkili harici mekanik enerjidir. Yogunluk gradyanlarinin bir sonucu
olarak dogal olarak da konveksiyon meydana gelebilir.

e Gog -yliklii parcaciklarin bir elektrik alan1 boyunca hareketidir (Wang, 2006).
2.4.2. Elektrokimyasal hiicre bilesenleri

Faradaik akimlarin aktig1 elektrokimyasal hiicreler, galvanik veya elektrolitik hiicreler
olarak smiflandirilir. Galvanik hiicre, elektrotlara baglandiklarinda bir iletken tarafindan
kendiliginden reaksiyonlarin olustugu hiicrelerdir. Bu hiicreler genellikle kimyasal enerjiyi
elektrik enerjisine doniistiirmede kullanilir. Elektrolitik hiicrede ise, agik devreden voltajin
uygulanmasiyla hiicrenin potansiyeli etkilenir. Bu hiicreler elektrik enerjisini harcayarak

kimyasal reaksiyonlar1 ger¢eklestirmek i¢in kullanilir (Wang, 2000).

Ug elektrotlu hiicreler, kontrollii potansiyel ¢alismalarinda yaygin olarak kullamilir.
Hiicre genellikle 5-50 mL hacimli kapali bir beherdir ve bu behere daldirilmig ¢ elektrot
(caligma, referans ve yardimci) bulunur. Caligma elektrodu, ilgili reaksiyonun meydana geldigi
elektrot iken, referans elektrot numune bilesiminden bagimsiz olarak kararli ve tekrarlanabilir
bir potansiyel saglar. Bu amacla genellikle, Ag/AgCl veya doygun kalomel referans elektrotlar
tercih edilir. Platin tel veya grafit ¢ubuk gibi inert bir iletken malzeme genellikle akim tasiyan
yardimc1 elektrot olarak kullanilir. Ug elektrot ve oksijensizlestirici gazin kabarciklarmi
cikarmak i¢in kullanilan tiip hiicre kapagindaki bes delikte desteklenir. Ug elektrotlu hiicreyi,
yerlesik gaz kontroliinii ve manyetik karigtiriciyr uygun kapakla birlestiren eksiksiz sistemler
ticari olarak mevcuttur (Wang, 2006). Sekil 2.8.’de boyle bir elektrokimyasal hiicre

goriilmektedir.

Calisma elektrodu Inert gaz
{Referans elektrot
Karsit elektrot U
Teflon kapak
'§\»'.—.- 3;‘.
‘\.._ l Cam hiicre

Sekil 2.8. Voltammetrik 6lglimler i¢in bir hiicrenin sematik gdsterimi.
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Elektrokimyasal hiicre bilesenleri ve 6zellikleri Cizelge 2.2°de 6zetlenmektedir.

Cizelge 2.2. Elektrokimyasal hiicre bilesenleri ve 6zellikleri.

Hiicre Bileseni

Ozellikleri

Ornek

Calisma Elektrodu

e Uzerinde elektrokimyasal olayin

e Caligma elektrodu, yiiksek sinyal-

gerceklestigi elektrottur.

giiriiltii karakteristikleri ve

tekrarlanabilir bir yanit saglamalidir.

e Caligma elektrotunun se¢iminde, hedef
analitin redoks davranisi ve 6l¢iim igin
gerekli potansiyel bolge iizerindeki arka
plan akimi, potansiyel pencere,

elektriksel iletkenlik, yiizey

tekrarlanabilirlik, mekanik ozellikler,
maliyet, kullanilabilirlik ve toksisite goz

oniinde bulundurulmalidir.

Civa, karbon veya inert
metallerden (6zellikle
platin ve altin)
hazirlanmus elektrotlar

Referans Elektrot

Caligsma elektrodunun potansiyelinin

kiyaslandig elektrottur.

Analit bilesiminden bagimsiz olarak
tekrar edilebilir, kararli ve sabit bir

potansiyel saglar.

Ag/AgCl, doygun
kalomel elektrot, standart
hidrojen elekrodu

Karsit Elektrot

Sinyal kaynagindan ¢ikan elektrigin
cozelti icerisinden gegerek caligma
elektroduna aktarilmasini saglayan
(akim tasiyici elektrot) ve tepkimeye
girmeyen (inert) bir iletken materyalden

olusan elektrottur.

Platin tel elektrot

Destek elektrolit

Elektrokimyasal 6l¢timler ig¢in destek
elektrolit i¢eren bir ¢ozelti ortami

gerekir.

Coziicii secimi, 6ncelikle analitin
¢Oziiniirligii, redoks aktivitesi ve
elektriksel iletkenlik, elektrokimyasal
aktivite ve kimyasal reaktivite gibi
¢oziicii Ozellikleri tarafindan belirlenir.

Sulu (gesitli tuz
¢ozeltileri, tamponlar) ve
susuz ¢ozeltiler
(asetonitril, propilen
karbonat,
dimetilformamid (DMF),
dimetilsiilfoksit (DMSO)
veya methanol)

2.4.3. Doniisiimlii voltametri

Doniistimlii voltametri (CV), elektrokimyasal tepkimeler hakkinda nitel bilgi elde

etmek icin en yaygin kullanilan tekniktir. CV, genellikle bir elektroanalitik calismada

gerceklestirilen ilk deneydir. Ozellikle, elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin konumunu

ve ortamin, redoks islemi {izerindeki etkisinin uygun bir sekilde degerlendirilmesini saglar.

Teknik, ticgen sekilli bir potansiyel dalga formu kullanarak, sabit bir ¢alisma elektrodun
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potansiyelinin dogrusal olarak taranmasini igerir (Sekil 2.9 (A)). Aranan bilgiye bagli olarak

tekli veya ¢oklu ¢evrimler kullanilabilir. Potansiyel tarama sirasinda, potansiyostat, uygulanan

potansiyelden kaynaklanan akimi Slger. Ortaya ¢ikan akim-potansiyel grafigi, doniistimlii bir

voltamogram olarak adlandirilir (Sekil 2.9 (B)).

(A)
— Déngii 1
Ebitis _
—_ Geri /‘\
U.) I
o tarama \ / .
AN\
5 Iler1 \ X
A tarama AV \
Ebaslangic Potansiyelin
degismesi
Zaman
(B)
=
=
S
]
R O——+R
.'r\'.
|III \\\
AN
2 iler; |
'é er1 tarama B / /
____z"___:___?_l___-_‘-_--:{l ______ ;L__:G__F ______
\ II
\ |
‘ ﬁ."l Geri tarama
:% LY
el
Qo 0—R
Potansiyel

Sekil 2.9. (A) Donistimlii voltametri deneyinde potansiyel-zaman uyarma sinyali (B) Tersinir

bir O + ne— < R redoks islemi i¢in tipik doniisiimli voltamogram (Wang., 2006)
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Sekil, tek bir potansiyel dongii sirasinda tersinir bir redoks ¢iftinin yanitini
gostermektedir. Baslangigta sadece yiikseltgenmis O formunun mevcut oldugu
varsayllmaktadir. Bu nedenle, ilk yar1 dongii i¢in, herhangi bir azalmanin olmadig1 bir degerden
baslayarak, negatife giden bir potansiyel tarama segilir. Uygulanan potansiyel redoks islemi icin
karakteristik E° 'ye yaklastik¢a, bir katodik akim, bir zirveye ulasilana kadar artmaya baslar.
Indirgenme isleminin gergeklestigi potansiyel bolgeyi gectikten sonra potansiyel taramanin
yonil tersine g¢evrilir. Ters tarama sirasinda, R molekiilleri (ileri yarim dongiide iretilir ve
yiizeyin yakininda birikir) tekrar O'ya yeniden yiikseltgenir ve bu da anodik bir tepe olusturur
(Wang, 2006).

2.4.4. Diferansiyel puls voltametrisi

Barker ve Jenkin tarafindan sunulan puls voltametrik teknikler, voltametrik 6lgiimlerin
tayin sinmirlarim1 diistirmeyi amaglamaktadir. Faradaik ve faradaik olmayan akimlar arasindaki
orani énemli dlgiide artirarak, bu tiir teknikler, 108 M derisim seviyesine kadar tayine izin verir.
Biiytik olglide gelistirilmis performanslar1 nedeniyle, modern puls teknikleri, analitik
laboratuvarda biiylik 6l¢iide klasik yontemlerin yerini almigtir. Cesitli puls tekniklerinin tiimii
bir akim / potansiyel adim (kronoamperometrik) deneyine dayanmaktadir. Her biri yaklasik 50
ms'lik bir siireye sahip olan bu tiir potansiyel adimlarin bir dizisi, ¢alisma elektrotuna uygulanir.
Potansiyel kademelendirildikten sonra, sarj akimi hizla (iissel olarak) ihmal edilebilir bir degere
diiserken, faradaik akim daha yavas azalir. Boylece puls Omriiniin sonundaki akimi

ornekleyerek, sarj akimina kars etkili bir ayrim saglanir (Wang, 2006).

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), organik ve inorganik tiirlerin eser seviyelerini
6lgmek ic¢in son derece yararli bir tekniktir. Diferansiyel puls voltametrisinde, dogrusal bir
potansiyel rampasinda st iiste binen sabit biiytlikliikteki pulslar, diisiisiin bitiminden hemen
once ¢alisma elektroduna uygulanir. Akim, puls uygulamasindan hemen 6nce ve puls dmriiniin
olmak iizere iki kez uygulanir. Ilk akim, ikinciden ¢ikarilir ve bu akim farki [Ai =i (t2) - i (t1)]
uygulanan potansiyele karsi grafiklerinir (Sekil 2.10). Elde edilen diferansiyel puls
voltamogram, yiiksekligi analitlerin derigsimi ile dogru orantili olan akim tepesinden olusur
(Wang, 2006).
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Akim

Potansivel

Sekil 2.10. Tipik bir diferansiyel puls voltamogrami (Wang, 2006).

2.4.5. Empedans spektroskopisi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), kimyasal olarak modifiye edilmis
elektrotlarin 6zelliklerini aragtirmak ve elektrokimyasal reaksiyon oranlarini anlamak igin etkili
bir tekniktir. Empedans direngler, kapasitorler veya indiiktorlerin kombinasyonlarindan olusan
bir devreden bir akim gegtiginde karsilasilan tamamen karmagik bir direnctir. Elektrot-¢ozelti
araylizeyinde meydana gelen elektrokimyasal doniisiimler, deneysel empedans spektrumlarina
karsilik gelen elektronik esdeger devre bilesenleri kullanilarak modellenebilir. Ara ylizey

olaylarim1 modellemek igin 6zellikle yararli olan, Randles ve Ershler elektronik esdeger devre

modelidir (Sekil 2.11).

Cq
L_AMN \ L
VY '-,*'I' VT

R, w

Sekil 2.11. Randles ve Ershler elektronik esdeger devre modeli (Wang, 2006).

Burada Cg: ¢ift katmanli kapasitansi, Rs: elektrolit ¢ozeltisinin direnci, Rp: elektron

transfer direnci, W: iyonlarin ¢dzeltiden elektrot ylizeyine difiizyonundan kaynaklanan Warburg

empedansini ifade eder.
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Empedans spektroskopisi, elektrokimyasal hiicreye, kiigiik genlikli bozucu bir
sinilizoidal potansiyel sinyalinin (@ frekansinda) uygulanmasini ve akim yanitinin 6lgiilmesini
icerir. Nyquist grafigi olarak bilinen grafikler genellikle, eksen iizerinde uzanan yarim daire
seklindeki bir bolgeyi ve difiizyonla smirl siireci tanimlayan diiz bir ¢izgiyi igerir (Sekil 2.12).
Bu tiir spektrumlar, elektron transfer kinetigini ve diflizyon o6zelliklerini ¢ikarmak igin
kullanilabilir. Cok hizli elektron transfer siirecleri durumunda, empedans spektrumu sadece
dogrusal kismi igerirken, cok yavas elektron transfer siiregleri biiylik bir yarim daire bigimli
bolge ile karakterize edilir. Yarim gemberin ¢ap1 elektron transfer direncine esittir. Temel
elektrokimyasal ¢aligmalara ek olarak, bu teknik, biyoafinite olaylar: iizerine temellenen, DNA
biyosensorleri ve elektrokimyasal immiinosensor ¢alismalarinda da oldukga yararh bir teknik

olarak bilinmektedir (Katz ve Willner, 2003; Wang, 2006).

Rs Rct

Sekil 2.12. Tipik bir Nyquist grafigi.

2.5. Leptin Tayini I¢in Yapilan Bazi Calismalar
Asagida leptin tayinine yonelik bazi calismalar 6zetlenmektedir.

Ojeda ve arkadasglarinin yaptigi bir calismada, anne siitii ve serumda, Ieptin
hormonunun miktarinin belirlenmesi i¢in tek kullanimlik bir elektrokimyasal immiinosensor
hazirlanmas1 amag¢lanmigstir. Sandvig tipte hazirlanan formatta, streptavidin ile islevsellestirilmis
manyetik boncuklar, biyotinlenmis anti-leptin antikoru ve sonrasinda hedef analit (leptin) ile
muamele edilmistir. Daha sonra monoklonal anti-leptin antikoru ve ve alkalen fosfataz etiketli
IgG antikorunun ilavesi ile hazirlanan siispansiyon bir perde baskili elektrot {izerine
damlatilmistir. Bir miknatis vasitastyla immiinokonjiigatlar1 tasiyan manyetik boncuklar, karbon
elektrotlar iizerinde tutulmus ve enzim substratt olan 1-naftil fosfatin ilavesi sonrasi,
differansiyel puls voltametrisiyle (DPV) elektrokimyasal o&lgimler gergeklestirilmistir.

Hazirlanan sensor ile dogrusal caligma araligi ve gozlenebilme siniri, sirasiyla, 5-100 pg/mL ve



27

0,5 pg/mL olarak belirlenmistir. Hazirlanan immiinosensoriin gergek numunelerde tayin igin

etkili olabilecegi vurgulanmigtir (Ojeda vd., 2013).

He ve arkadaslart 2013 yilinda, sinyal yiikseltici olarak hemin/G-dortlii DNAzim
kullanarak, insan leptin tayini igin bir kemiliiminesans immiindsensor gelistirmislerdir. Bu
sistemde, birincil antikor (insan leptin antikor) ilk olarak 96-kuyulu bir mikroplate baglanmis ve
sonrasinda insan leptini ve biyotinlenmis ikincil antikor sandvi¢ tip bir immiinkompleks
olusturacak sekilde kuyulara ilave edilmistir. Tayin igin, kuyulara, hemin/G-dortlii DNAzim ile
etiketli streptavidin eklenerek, streptavidin-biyotin etkilesimi saglanmistir. DNAzim, giicli
alkali ortamda, H.O; ile, liminoliin kemiliiminesans katalitik aktivitesinde artigsa yol agmustir.
Hazirlanan immiinosensériin optimum kosullar altinda, gézlenelebilme sinirt ve ¢alisma araligi,

sirastyla, 1,9 pg ml* ve 10-1000 pg ml* olarak bulunmustur (He vd., 2013).

Dong ve c¢alisma arkadaslarimin 2014’te yaptigi bir ¢alismada, leptin tayini i¢in tek
duvarli karbon nanotiip/kitosan filmle modifiye edilmis camsi karbon elektrot kullanilarak
sandvig tipte bir elektrokimyasal immiindsensor gelistirilmistir. Hazirlanan modifiye elektrota,
anti-insan leptin antikoru immobilize edilmis, sonrasinda ise elektrot yiizeyine, hedef insan
leptini ilave edilerek, antijen-antikor kompleksinin olusmasi saglanmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, biyotinlenmis anti-insan leptin antikoru ve alkalen fosfataz (ALP) etiketli
streptavidin ilavesi yapilarak sandivi¢ tipte immiinosensér format: tamamlanmistir. ALP
enzimin substrati olan a-naftil fosfatin ilavesi sonrasi, elektrokimysal Ol¢iim asamasina
gegilmistir. Hazirlanan immiinosensér ile leptin igin 0,05 ng ml*-500 ng ml? ¢alisma araligi
elde edilmis ve gozlenebilme siir1 30 pg ml? olarak saptanmistir. Calismada, klinik tan1 amaglh
kullanilan yontemlere, calismada hazirlanan elektrokimyasal immiindsensoriin, basit hazirlik
asamalari, diigiik maliyet, hizli tayin ve yiiksek duyarlilik gibi avantajlara sahip olmasindan
dolay1 giiclii bir alternatif olacagi vurgulanmistir. Bunun yaninda elektrot modifikasyonununda
kullanilan kitosan yapisinin 6zellikleri vurgulanmustir. Kitosanin bol miktarda -NH2 ve -OH
fonksiyonel gruplara sahip, biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir ve toksik olmayan
dogaya sahip bir polisakkarit oldugu, kimyasal olarak inert, yapiskanlik ve iyi film olusturma
yetenegi gosterdigi vurgulanmig ve bu 6zelliklerinin, kitosani, biyosensor gelistirmede 6nemli

materyallerden biri yaptig1 belirtilmistir (Dong vd., 2014).

He ve arkadaslarinin 2015’te yaptig1 bir baska ¢alismada ise, insan serumunda leptin
tayini i¢in kemiliiminesans immiindsensor gelistirilmistir. Bu sensor i¢in dogrusal ¢alisma
aralif1 ve gdzlenebilme sinuri, sirasiyla, 1,0 pg mL1-8,0x102 pg mL? ve 0,3 pg ml? olarak

belirlenmistir. Bu c¢alismada hazirlanan sensor, Katalitik hemin/G-dortli DNAzimleri ve
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fonksiyonel siiperparamagnetik nanokompozitleri kullanilarak ¢oklu sinyal amplifikasyon
stratejisiyle sandvig¢ tip bir kemiliiminosensordiir. Bu immiinosensorde FesO4/Poli (dopamin)/
Au yanmin iizerine monoklonal anti-insan leptin antikoru immobilize edilmistir. Sonrasinda
insan leptin, Dbiyotinlenmis tayin antikorlar1 ve streptavidin-DNAzimler s6zkonusu
nanokompozitler iizerine sandvi¢ tip immiinokompleks olusturacak sekilde eklenmistir. Bu
kemiliiminesans temelli sensorde, sinyal amplifikasyonu i¢in luminol-H,O; substrat sistemi
tercih edilmistir. DNAzimler, peroksidaz enzimi gibi davranarak dogal enzim horseradish
peroksidazdan daha yiiksek katalitik aktivite sergiledigi, bu yiizden de hazirlanan
immiinosensoriin, hastalik tarama ve klinik anlamda kullanilabilecegi vurgulanmigtir (He vd.,

2015).

Kim ve Son tarafindan, leptin tayini igin, bir mikroplaka tizerinde hazirlanan sandvig
tipte immiinoassay formati ile Eu(IIT) etiket kullanilarak bir lantanit temelli floroimmiinoassay
(FIA) gelistirilmistir. Hazirlanan immiinoassay formati sigan serumunundaki leptinin 6lgiimiine
uygulandiginda, s6z konusu yontemin oldukga etkili oldugu ve ticari olarak temin edilen

sandvig tipte ELISA yontemi ile rekabet edebildigi vurgulanmistir (Kim ve Son, 2016).

Zhang vd. tarafindan, serumda, leptinin tayini i¢in tek duvarli karbon nanotiip-kitosan
nanokompozitleri kullanarak elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada tek
duvarli karbon nanotiiplerin immobilize biyomolekiiliin elektriksel iletkenligini artirmasi,
kitosanin ise fazla sayida amino ve karboksil grubuna sahip olmasi gibi 6zellikleri sebebiyle,
bunlar kullanilarak bir kompozit materyal hazirlanmis ve bu kompozit ile modifiye edilmis bir
cams1 karbon elektrot ¢alisma elektrodu olarak kullanilmustir. Elde edilen elektrot ile leptin i¢in
dogrusal ¢aligma araligi ve gozlenebilme siniri, sirastyla, 0-1000 ng mL* ve 5 pg mL™olarak
bulunmustur. Basit ve etkili leptin biyosensorlerin klinik ve deneysel ¢aligmalarda potansiyel

uygulama i¢in uygun oldugu vurgulanmustir (Zhang vd., 2018).

Cai ve arkadaglarmin yaptigt bir c¢alismada, alkolik olayan yagh karaciger
bozuklugunun (NAFLD) hayati bir biyobelirteci olarak kabul edilen leptinin tayini i¢in etiketsiz
bir immiinosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada, gozenekli grafen ile islevsellestirilmis siyah
fosfor (PG-BP) kompozitine dayali hazirlanan immiinosensor ile gozlenebilme sinirinin ve
dogrusal calisma araliginin, sirastyla, 0,036 pg/mL ve 0,150-2500 pg/mL oldugu goriilmiistiir.
S6z konusu leptin immiinosensoriiniin, klinik olarak NAFLD'nin erken taranmasi ve teshisi i¢in

kullanilabilecegi vurgulanmstir (Cai vd., 2019).
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2.6. Altin Nanopartikiil (AuNP) ile Yapilan Calismalar

2020 yilinda, Sehit ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, altin nanopartikiiller ile
modifiye edilmis molekiiler baskili polimerler (AuNP-MIP'ler) kullanilarak, yiiksek hassasiyet
ve secicilige sahip enzimatik olmayan elektrokimyasal bir glukoz sensorii gelistirmistir. AuNP-
MIP temelli sensoriin, glukoza yiiksek bir duyarlilik gosterdigi, ancak, AuNP igermeyen MIP
yapisinin Yiiksek derisimlerde bile glukoz tayininin yapilamadigi goriilmiistiir (Sehit vd., 2020).

Rizwan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, tiimdr tanisi i¢in kullanilan bir belirteg
olan karsinoembriyonik antijen i¢in AuNP, tek duvarli karbon nanotiip ve kitosan temelli
elektrokimyasal bir immiinosensor gelistirilmistir. Hazirlanan sensor ile ¢alisma araliginin 100
fg/ mL-400 ng/mL araliginda oldugu belirlenmistir. AuNP’lerin iyi iletkenligi, genis ylizey
alani, biyomolekiillerle biyouyumlulugu ve antikor immobilizasyonuna yardimci olma gibi

ozelliklerinin, immiinosensoriin sinyalini gliglendirdigi vurgulanmistir (Rizwan vd. 2019)

Liu ve arkadaslarmin yaptigi bir caligmada, prokalsitonin tayini igin AuNP ile
gliglendirilmis bir elektrokimyasal immiinosensor hazirlanmistir. Bunun igin, grafen oksit
nanoyapraklar sentezlenmis ve bunun {izerine birincil antikorlar immobilize edilmistir. Sinyal
aract olarak ise yaban turpu peroksidazi ile etiketlenmis ikincil antikor kullanilmustir.
Calismada, AuNP’lerin, elektrodun, antikor baglanma bolgelerini genislemesini saglarken, ayni

zamanda da elektriksel iletkenligi artirdigi vurgulanmistir (Liu vd. 2019).
2.7. CoFe204 ile Yapilan Bazi Calismalar

Queiroz ve Dadamos tarafindan yapilan bir ¢alismada, noradrenalin tayini igin, kobalt
ferrit nanopartikiiller ve karbon nanotiipler ile modifiye edilmis elektrokimyasal bir sensor
hazirlanmistir. Sensdriin, genis bir potansiyel araliginda cevap gosterdigi ve yiiksek iletkenlige
ve kararliliga sahip oldugu goriilmiistiir. Modifikasyon i¢in kullanilan yapilarin, cams1 karbon

elektrota gore elektron transferini oldukg¢a hizlandirdigi belirlenmistir (De queiroz vd., 2018).

Kumary vd’nin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, parasetamoliin tayini i¢in, camsi
karbon elektrot yiizeyinin, CoFe,O, ile modifiye edilmesi ile elektrokimyasal bir sensor
hazirlanmigtir. Bu sensoriin, modifiye edilmemis elektrota gore, yiiksek redoks aktivitesi
gosterdigi ve iyi kararliliga, tekrarlanabilir cevaplara ve yiiksek duyarliliga sahip oldugu
goriilmiistiir. CoFe204 nanopartikiillerin kimyasal kararlilik ve genis spesifik ylizey alan

sagladig1 vurgulanmistir (Kumary vd., 2013).
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2.8. Kitosanla Yapilan Baz1 Calismalar

Zhang vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada, islevsellestirilmis tek duvarli karbon
nanotiipler (SWCNT), bunlarin suda dagilimini kolaylastiran ve homojen bir ¢ozelti olugmasini
saglayan kitosan ¢ozeltisi igerisinde disperse edilmistir. Hazirlanan kompozitin, elekrotun
iletkenligini ve elektron transfer hizim artirdigi gorilmistiir. Kitosan kullanilmadiginda,
SWCNT’ler ile hazirlanmis sensoriin daha az duyarli oldugu, bu sebepten de kitosan ile

hazirlanan sensoriin 6zgiil, kararli ve cevaplarinin tekrarlanabilir oldugu vurgulanmstir ( Zhang
vd., 2018).

Liang ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada, hepatit B yiizey antijenin tayini igin,
AUNP, ferrosen-dalli kitosan ve ¢ok duvarli karbon nanotiip temelli etiketsiz bir immiinosensor
gelistirilmigtir. Hazirlanan immiinosensoriin  analitik performansinin, {iretilebilirliginin ve
kararliliginin, kullanilan yapilar sayesinde gelistigi ve klinik tayinlerde uygun bir sensor yapisi

oldugu vurgulanmistir (Liang vd., 2011) .
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Yontemler

Elektrokimyasal deneyler, Sekil 3.1°de gosterilen, 5 girisli standart elektrot hiicre stand1
ile birlikte Autolab-PGSTAT 204 ve Ivium CompactStat potansiyostat/galvanostat cihazlari
kullanilarak gerceklestirildi. Calisma elektrotu olarak 3 mm g¢apinda camsi karbon elektrot veya
bu elektrotun modifiye edilmesi ile hazirlanan elektrot kullanildi. Referans ve karsit elektrotlar
olarak, sirastyla Ag / AgCI (3 mol L-*NaCl) elektrot ve bir platin tel elektrot tercih edildi.

Tez kapsaminda belirtilen cihazlarla, dontisimli voltametri (CV), diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) deneyleri gerceklestirildi

ve ilgili cihazlarin yazilimlari ile sonuglar degerlendirildi.

Sekil 3.1. Elektrokimyasal 6l¢iimlerde kullanilan cihazlar ve ve hiicre standi.

Tez kapsaminda kullanilan diger cihazlar ise Cizelge 3.1 de verilmektedir.



Cizelge 3.1. Calismada kullanilan diger cihazlar, markalar ve kullanim amagclari.

Kullanilan Cihazlar Marka Kullanim Amaci

Elektronik terazi Shimadzu Kimyasal maddelerin tartilmasi

pH metre Mettler-Toledo Cozelti pH’sinin 6l¢iilmesi
Otomatik mikro pipetler Eppendorf Cozelti hazirlama ve ¢ozelti ilavesi
Isiticili manyetik karistiric Isolab Cozeltilerin karistirilmasi

Saf su cihazi Millipore Synergy  Cozeltilerin hazirlanmasi

Etiv Binder

Antikor ve antijen etkilesim

basamaklarinin uygulanmasi

Taramali Elektron Mikroskobu FEI Nova
NanoSEM 650

Elektrotlarin ylizey
karakterizasyonu

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallarin isimleri ve temin edildikleri firmalar.

Kimyasal Madde Firma
Anti-leptin antikoru Abcam

Leptin protein Abcam
Kitosan Sigma
CoFe;04 nanopartikiil Sigma-Aldrich
Tetrakloroaurik (111) asit trihidrat (HAuCl4.3H,0) Acros Organics
Si1gir Serum Albiimin (BSA >%098), Sigma-Aldrich
N- (3-Dimetilaminopropil) -N'-etilkarbodiimid (EDC) Sigma-Aldrich
N-Hidroksisiiksinimid (NHS) Sigma-Aldrich

Di-sodyum monohidrojenfosfat dihidrat (Na;HPO4.2H,0)
Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH2PO4.2H,0
Asetik asit

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCI)

Potasyum kloriir (KCl)

Etil alkol (CHIsCHI,OH)

Hidroklorik Asit (HCI)

Potasyum ferri siyaniir (KsFe(CN)s.H.0O
Potasyum ferro siyaniir (KsFe(CN)s.H20

Siilfiirik Asit (H>SO4)

Riedel de Haén
Riedel de Haén
Merck

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Acros Organics
Sigma-Aldrich

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Elektrokimyasal temizleme c¢ozeltisi

Siilfiirik asit (H2SOs4) ¢ozeltisi, elektrotlarin elektrokimyasal olarak temizlenmesi
asamasinda kullamldi. Bunun i¢in derisimi 0,5 mol L olacak sekilde, belli hacimde alinan stok

H,SO4 ¢ozeltisi, saf su igerisinde ¢oziildii ve hacim ultra saf su ile tamamlandi. Hazirlanan

¢Ozelti 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
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3.3.2. Potasyum ferri/ferro siyaniir ¢ozeltisi (redoks prob cozeltisi)

Elektrokimyasal 6lgiimler, 5,0 mmol L* KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (1/1) ve 0,1 mol L*
KClI igeren derisimi 0,1 mol L™ pH’s1 7,0 olan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) kullanilarak
gergeklestirildi. Bunun igin KsFe(CN)e/KsFe(CN)s ve KCIl katilari uygun miktarda tartilip,

hazirlanan PBS i¢inde ¢6ziildli. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
3.3.3. Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS)

0,1 mol L? derisimde fosfat tamponu hazirlamak i¢in hesaplanan miktarlardaki sodyum
dihidrojenfosfat dihidrat ve disodyum monohidrojenfosfat dihidrat tartilarak saf suda ¢oziildii.
Tampon pH’s1 0,1 mol L NaOH ve 0,1 mol L* HsPO4 ¢ozeltileri kullanilarak ayarlandi.

Hazirlanan ¢6zelti buzdolabinda 4 °C ’de muhafaza edildi.
3.3.4. Anti-leptin antikor ¢ozeltisi

Anti-leptin antikor ¢6zeltisi, Abcam firmasindan temin edilen derisimi 1 mg/mL olan
poliklonal anti-leptin antikor ¢ozeltisinin, 0,1 mol Lt PH’s1 7,0 olan fosfat tampon ¢dzeltisi

(PBS) ile seyreltilmesi ile hazirlandi. Cozeltiler kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.
3.3.5. Leptin cozeltisi

Istenen derisimde leptin ¢ozeltileri, derisimi 1 mg/mL olan rekombinant insan leptin
protein ¢dzeltisinin, derisimi 0,1 mol L pH’s1 7,0 olan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile
seyreltilmesi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler, uygun bir sekilde kisimlara ayrildi ve -20

°C’de depolandi.
3.3.6. Immiinosensor hazirlama asamasinda kullanilan cozeltiler

% 1’lik asetik asit ¢ozeltisi: % 1’lik asetik asit ¢gozeltisi, stok asetik asit ¢dzeltisinin

uygun miktarda seyreltilmesi ile hazirlandi.

% 0,5 ‘lik kitosan ¢ozeltisi: % 0,5°lik kitosan (CHI) ¢ozeltisi, uygun miktardaki katinin
% 1’lik asetik asit ¢ozeltisine eklenmesi ve 3 saat boyunca manyetik karistiricida ¢dzeltinin

karigtirilmasi ile hazirlandi.

CoFe 0s-kitosan ¢ozeltisi: 2 mg CoFe2O4 nanopartikiil tartildi ve 1 ml ultra saf su i¢inde
2 saat boyunca ultrasonikatdrde tutularak disperse edildi. Bu dispersiyondan 500 pL alinarak,
aynt hacimde % 0,5’lik kitosan ¢ozeltisi igine ilave edildi ve 10 dakika boyunca
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ultrasonikatorde karismasi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi ve

her kullanim 6ncesi 10 dakika sanikatorde tutuldu.

HAUCI, (Tetrakloroaurik asit) ¢ozeltisi: Derisimi 0,6 mmol L olacak sekilde tartilan
kat1 madde, 0,5 mol L? derisimdeki H,SO, ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti

4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

EDC/NHS ¢ozeltisi: Derisim oranlar1 4:1 olacak sekilde N- (3-Dimetilaminopropil) -N'-
etilkarbodiimid (EDC) ve N-Hidroksisiiksinimid (NHS) katilar1 uygun miktarda tartildi, belli
miktarda saf su i¢inde ¢oziildii ve hacim yine saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.
3.4. Elektrot Temizleme Islemi

Modifiye edilmemis camsi karbon elektrot (GCE), 0,05 pm’lik aliimina bulamaci
kullanilarak temizleme pedi tizerinde mekanik olarak temizlendi ve saf su ile yikandi. Daha
sonra elektrot sirasiyla etanol ve nitrik asit i¢inde 3 dakika siireyle ultrasonikatorde tutuldu ve

havada kurutuldu.

Kirletici maddelerin daha fazla uzaklastirllmasin1 saglamak i¢in ise, elektrotlar
elektrokimyasal olarak temizlendi. Bunun igin, GC elektrot, 0,5 mol H,SO4 ¢6zeltisine daldirildi
ve 100 mV s tarama hizinda (-0,5) —(+1,6) V potansiyel araliginda, 20 dongii ile doniisiimlii
voltametri teknigiyle tarama yapildi. Elektrot saf su ile yikandi ve oda sicakliginda kurumaya

birakildi.
3.5. Etiketsiz Elektrokimyasal Immiinosensoriin Hazirlanmasi

Boliim 3.4°te anlatildigi gibi, temizlenen camsi karbon (GC) elektrotlarin yiizeyine,
CoFe;0s-kitosan ¢ozeltisinden 10 pL olacak sekilde damlatildi ve elektrot ylizeyinin oda
sicakliginda kurumalar saglandi. Bu elektrot, GCE/CoFe,O,-CHI olarak belirtildi. Sonrasinda,
altin nanopartiiliil (AuNP), GCE/CoFe;0.-CHI yiizeyine, 0,6 mmol L™ HAUCI, igeren 0,5 mol
L HSO4 ¢ozeltisi iginde, 100 mV s tarama hizinda (-0,2) — (+1,2) V potansiyel araliginda, 15
dongii ile doniigiimli voltametri kullanilarak elektrodepozite edildi. Ardindan elektrot havada
kurumaya birakildi. Hazirlanan elektot GCE/CoFe;O4-CHI/AuNP olarak adlandirildi.
Hazirlanan elektrotun yiizeyine etkin bir sekilde antikor immobilizasyonunu saglamak igin
EDC/NHS ¢ozeltisi elektrot yiizeyine ilave edildi ve belli bir siire inkiibasyona birakildi. Daha
sonra, modifiye elektrot yiizeyine 10 pL belli derisimde anti-leptin antikoru (Ab) eklendi ve 37°
C'de gece boyu inkiibasyona birakildi. Bu elektrot, GCE/CoFe,OQs,-CHI/AUNP/AbL olarak
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belirtildi. Siire sonunda, elektrot, yiizey lizerindeki spesifik olmayan baglanmayi bloke etmek
icin, elektrot, 40 dakika boyunca % 0,2’lik sigir serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi ile muamele
edildi. Bu islem sonunda leptin tayini igin elektrokimyasal etiketsiz bir immiinsensor
hazirlanmis oldu. Leptin tayininin yapilmasi asamasinda ise, hazirlanan GCE/CoFe;Os-
CHI/AuNP/ADb/BSA elektrot yiizeyine belli derisimdeki leptin ¢ozeltilerinden 10 pL olacak
sekilde ilave edildi ve gerekli 6lgiimler yapildi. Sekil 3.2°de etiketsiz leptin immiinosensorii

hazirlama basamaklar1 sunulmaktadir.

5 mg kitosan/1 mL % 2 mg CoFe;0./1 mL
1'lik asetik asit distile su
*
0’ .
. Y
500 pL O‘ ’, 500 pL

~
e

camsi karbon elektrot

Sekil 3.2. Etiketsiz leptin immiinosensor hazirlama basamaklari.

3.6. Immiinosensériin Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

Modifiye elektrotlarin, nanometre olgeginde, topografik analizi igin taramali elektron
mikroskobu (SEM) siklikla kullanilmaktadir. Tez kapsaminda, modifiye edilmemis (GCE) ve
her modifikasyon adimmi sonrast hazirlanan immiinosensoriin yiizey morfolojisi SEM

kullanilarak aragtirildi.
3.7. Doniisiimlii Voltametri ile Immiinosensoriin Ozelliklerinin incelenmesi

Doniigiimlii voltametri (CV) teknigi, tiirlerin indirgenme ve yiikseltgenme siireclerini

arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan giiglii ve popiiler bir elektrokimyasal tekniktir (Elgrishi
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vd., 2018). Bunun yaninda elektrotlarin yiizey oOzelliklerinin arastirilmasinda ve sensor
hazirlama prosediiriiniin basarili olup olmadigi da CV teknigi ile degerlendirilebilir. Bolim
3.5’de belirtildigi gibi hazirlanan elektrotlarin, elektrokimyasal 6zelliklerini karakterize etmek
ve elektrot hazirlama prosediiriinii degerlendirmek igin, ilk olarak, doniisiimlii voltametri (CV)
tekniginden yararlanildi. Bu amagla, GCE, GCE/CoFe;O4-CHI ve GCE/CoFe;04-CHI/AuNP,
GCE/CoFe204-CHI/AuNP/Ab  ve  GCE/CoFe204-CHI/AUNP/Ab/BSA  olarak  belirtilen
elektrotlar, ayr1 ayr hiicre ortamina yerlestirildi. Hiicreye, 5,0 mmol L™ Fe(CN)e*"*~ ve 0,1 mol
L* KClI igeren 0,1 mol L* PBS konuldu ve (-0,2) — (0,6) V (Ag/AgCl’e kars1) potansiyel
araliginda ve 50 mV s? tarama hizinda CV’ler kaydedildi. Her bir elektrot igin elde edilen

voltamogramlar karsilastirildi.

Bunun yaninda, hazirlanan immiinosensor kullanilarak, tarama hizinin, ferri/ferro
siyaniir redoks ciftinin elektrokatalitik 6zellikleri iizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in, GCE,
GC/CoFe,04-CHI/AUNP ve GC/CoFe,04-CHI/AUNP/AL/BSA elektrotlar i¢in Ag/AgCl’e karsi
(-0,2) — (+0,6) V (Ag/AgCl’e kars1) potansiyel araliginda 5,0 mmol L Fe(CN)s*"*~ ve 0,1 mol
L? KCI igeren 0,1 mol L'* PBS iginde ve 25-250 mV s* tarama hizlarinda voltamogramlar
alindi ve grafiklendi. Tarama hizinin karekokiine karsi anodik ve katodik pik akimlari

grafiklendi ve immiinosensoriin elektron transfer 6zelligi belirlendi.
3.8. Empedans Spektrokopisi ile Iimmiinosensériin Ozelliklerinin Incelenmesi

Elektrokimyaal Empedans Spektrokopisi (EIS), immiinosensorlerin arayiiz 6zelliklerini
karakterize etmek igin kullanilan tekniklerden biridir. Empedans spektrumlari bir yarim daire ve
bir dogrusal boliim igerir. Daha yiiksek frekanslardaki yarim daire kismi, elektron transferiyle
sinirli stirece karsilik gelirken, daha diisiik frekanslardaki dogrusal kisim, difiizyonla sinirlt
stireci temsil eder. Elde edilen yarim dairenin ¢api, elektron transfer direncine (Rer) esittir (Fan
vd., 2013). Bu sebepten immiinosensoriin hem elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi hem
de yapim asamasinin test edilmesi i¢in, GCE, GCE/CoFe;04-CHI ve GCE/CoFe;04-CHI/AUNP,
GCE/CoFe;04-CHI/AuNP/Ab  ve  GCE/CoFe:04,-CHI/AUNP/Ab/BSA  olarak  belirtilen
elektrotlarin, 5,0 mmol L Fe(CN)s* /3~ ve 0,1 mol L KCI igeren 0,1 mol L PBS i¢inde, 5
mV genlikte ve 10° — 0,01 Hz aralifinda frekansa sahip siniizoidal bir sinyal uygulanarak, EIS
Olgtimleri gerceklestirildi. Her bir elektrot i¢in Nyquist diyagramlar1 ¢izildi ve Re degerleri
birbirleriyle karsilastirildi. Bunun yaninda immiinosensor i¢in uygun esdeger devre modeli elde

edilen verilere gore ¢izildi.
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3.9. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Elektrokimysal  Olglimler i¢in, hazirlanan GCE/CoFe,Os-CHI/AuNP/Ab/BSA
immiinosensor farkli derisimlerdeki, leptin antijeni (Ag) ile muamele edildi. Elektrotlar, antikor-
antijen kompleksinin olusmasini saglamak i¢in belli bir siire inkiibasyona burakildi ve siire
sonunda, GC/ CoFe;0,-CHI/AUNP/Ab/BSA/Ag elektrot, 5,0 mmol L Fe(CN)s* /3~ ve 0,1 mol
L KCl igeren 0,1 mol L PBS igeren hiicreye daldirild1 ve diferansiyel puls voltametri (DPV)

teknigi ile dl¢timler alindi.

DPV olgiimleri i¢in kullanilan parametreler:

Potansiyel aralig1 (-0,2) — (+1,1) V vs. Ag/AgCl
Tarama hiz 0,065 Vst

Modiilasyon amplitiidii 0,05V

Aralik suresi 0,2s

Adim potansiyeli: 0,01V

Leptin antijeni ve leptin antikoru arasindaki immiinolojik reaksiyon, redoks tiiriine
(Fe(CN)s* /%) ait pik akimlarindaki degisiminin belirlenmesi yolu ile izlendi. Degisen antijen

derigime kars1 immiinolojik reaksiyona yanittaki mevcut degisiklik analitik sinyal olarak alindi.
3.10. Optimizasyon Cahismalari

Tayin ¢ozetisinin pH’s1 ve immiinosensor yapiminda kullanilacak olan antikor derigimi,

immiinosensor performansini etkiledigi i¢in bu ¢aligsma sartlart optimize edildi.

Kullanilan redoks prob ¢dzeltisinin pH’sinin  voltametrik cevap tlizerine etkisini
belirlemek icin, farkli pH (5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0) degerlerindeki, 5,0 mmol L Fe(CN)s*'*~ ve 0,1
mol L KCl igeren 0,1 mol L PBS icinde, GC/CoFe,0s-CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrotlarin
(-0,2) — (+1,1) V vs. Ag/AgCl potansiyel araliginda ve 0,05 V s tarama hizinda DPV’leri
alindi. Voltamogramlardan belirlenen akim degerleri pH ile iliskilendirilerek, hazirlanan

immiinosensor i¢in en uygun ¢ozelti pH’s1 belirlendi.

Benzer sekilde, immiinosensér yapiminda kullanilacak olan antikor derigimi, uygun
antijen-antikor kompleksinin elde edilmesi i¢in 6nemli bir parametredir. Bu amagla GC/
CoFe;04-CHI/AUNP elektrotlara, farkli derisimlerde (0,1 -20 pg/mL) antikor ¢ozeltileri ilave
edildi ve sonraki basamaklar ayni sekilde uygulanarak, GC/CoFe.O4-CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag
elektrotlar hazirlandi. Her bir elektrotun, 5,0 mmol L Fe(CN)s* /3~ ve 0,1 mol L KCl igeren
0,1 mol L PBS iginde (-0,2) — (+1,1) V vs. Ag/AgCl potansiyel araliginda ve 0,05 V s™ tarama
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hizinda DPV’leri alindi. Voltamogramlardan belirlenen akim degerleri, antikor derisimi ile

iliskilendirilerek uygun antikor derisimi belirlendi
3.11. Hazirlanan Immiinosensér ile Leptin Tayininin Yapilmasi

GCE/CoFe;0s-CHI/AUNP/AB/BSA  olarak  belirtilen — immiinosensérlere  farkli
derisimlerde (1-4000 ng/mL) leptin antijen (Ag) ¢o6zeltisinden ilave edildi ve antikor-antijen
arasinda immiiiinokompleksin olugmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, GC/CoFe;0.-
CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrotlarmin, ayr1 ayri1, 5,0 mmol L [Fe(CN)6]*/* iceren 0,10 mol L-
1 KCI ¢ozeltisinde Ag/AgCl’ kars1 (—0,2) ile (+1,1) V potansiyel araliginda ve 50 mV s* tarama
hizinda diferansiyel puls voltamogramlar: kaydedildi. Her bir derisim i¢in voltamogramlardan

belirlenen pik akimlari, derisime karsi grafiklendi ve leptin icin ¢aligma araligi belirlendi.
3.12. immiinosensériin Tekrar Uretilebilirliginin Belirlenmesi

Hazirlanan  immiinosensoriin  tekrar  {retilebilirliginin ~ degerlendirilmesi  i¢in,
GC/CoFe;04-CHI/JAUNP/AD/BSA elektrotlara farkli derisimlerde leptin antijeni (Ag) eklendi ve
inkiibasyona birakildi. Her bir derisim icin ii¢ ayr1 elektrot hazirlandi. GC/CoFe,0s-
CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrotlariin ayri ayri, 5,0 mmol L [Fe(CN)6]*/* igeren 0,10 mol L
KCI ¢ozeltisinde Ag/AgCl’ kars1 (- 0,2) ile (+1,1) V potansiyel araliginda ve 50 mV s tarama
hizinda diferansiyel puls voltamogramlar kaydedildi. Her bir derisim igin voltamogramlardan

akim degerleri belirlendi ve her derisim icin % bagil standard sapma degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez caligmasinda, leptin proteinin tayinine yonelik etiketsiz bir elektrokimyasal
immiinosensor hazirlanmasi hedeflenmektedir. Bu amacla, camsi karbon elektrotlar, CoFe2Oa-
kitosan (CHI) ve altin nanopartikiiller (AuNP) ile modifiye edildi. Anti-leptin antikorlarin (Ab),
hazirlanan CoFe;O4-CHI/AUNP elektrotun yiizeyine, immobilizasyonu saglandi. Spesifik
olmayan baglanmalar si§ir serum albliimin (BSA) ile engellendikten sonra, hazirlanan
immiinosensor (GCE/ CoFe;04-CHI/AUNP/Ab/BSA), leptin antijeni (Ag) ile muamele edilerek,
leptin tayinine yonelik bir sensor hazirlanmis oldu. Asagida tez kapsaminda elde edilen bulgular

verilmekte ve sonuglar degerlendirilmektedir.
4.1. Iimmiinosensoriin Yiizey Karakterizasyonu

Taramali elektron mikroskobu (SEM), yari iletkenlerden nano malzemelere, yasam
bilimlerinden tipa kadar pek ¢ok arastirma alaninda yiizey topolojisi ve nano nesnelerin seklini
incelemek icin yaygin olarak uygulanan bir tekniktir (Lin vd., 2018; Liu vd., 2019). Bu tez
kapsaminda da hazirlanan immiinosensoriin, hazirlama basamaklarinda, ylizey o6zellikleri

Boliim 3.6°da belirtildigi gibi SEM ile arastirildi ve Sekil 4.1°de verildi.
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Sekil 4.1. (A) GCE/ CoFe;04-CHI (B) GCE/ CoFe.04-CHI/AuNP (C) GCE/ CoFe;04
CHI/AuNP/Ab (D) GCE/ CoFe;04-CHI/AuNP/Ab/BSA (E) GCE/CoFe,04-CHI/AUNP/ Ab/
BSA/Ag ile elde edilen SEM goriintiileri.
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Sekiller incelendiginde, CoFe,O.-CHI ile modifiye edilmis elektrotla kitosanin iyi bir
film olusturma 6zelliginden dolay1 olduke¢a gézenekli ve piiriizli bir yapr gozlenmektedir (Sekil
4.1 (A)). GCE/CoFe;0,-CHI yiizeyine AuNP’ler biriktirildiginde ise, belirgin bir toplanma
olmaksizin kiiresel bir sekil olusturma egilimde olan partikiillerin yiizeye biriktigi goriilebilir
(Sekil 4.1 (B)). GCE/CoFe;0:-CHI/AuNP yiizeyinine sira ile leptin antikoru (Ab), bovin serum
albiimin (BSA) ve leptin antijenin ilavesi ile hazirlanan elektrotlarda diger elektrotlara gore
daha piiriizsiiz bir yiizey yapisinin olustugu ve ylizeyin morfolojisinin degistigi sdylenebilir

(Sekil 4.1 (C)-(E)).
4.2. Doniisiimlii Voltametri Teknigi ile Immiinosensoriin Karakterizasyonu

Doniistimlii voltametri (CV), modifiye elektrot yilizeyinin 6zelligini arastirmak igin
etkili ve kullanight bir yontemdir (Liang vd., 2011). Hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal
oOzelliklerini karakterize etmek ve degerlendirmek icin ilk olarak CV teknigi kullanildi. Bu
amagcla, Boliim 3. 7°de anlatildig1 gibi, soz konusu elektrotlarin 5,0 mmol L Fe(CN)s* >~ ve 0,1
mol L* KCI igeren 0,1 mol L PBS igeren hiicrede (-0,2) — (+0,6) V (Ag/AgCl’e karsi)
potansiyel araliginda ve 50 mV s? tarama hizinda CV’leri alindi (Sekil 4. 2). Ayrica,

voltamogramlardan belirlenen pik akimlari ve pik potansiyelleri Cizelge 4.1°de verilmektedir.

200 A
100
g
-~ 0
£
=
<
-100 -
(b)GCE/CoFe 0,-CHI
—— (¢)GCE/CoFe 0,-CHIAuNP
2200 - —— (d)GCE/CoFe0,-CHI/AuNP/Ab
—— (¢)GCE/CoFe O,-CHI/AuNP/Ab/BSA
: : : .

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potansiyel, V vs. Ag/AgCl

Sekil 4.2. (a) GCE (b) GCE/CoFe;04-CHI (¢) GCE/CoFe;O4-CHI/AUNP (d) GCE/CoFe,0.-
CHI/AuNP/Ab  (e) GCE/CoFe;0,-CHI/AuNP/Ab/BSA ile elde edilen doniisiimlii
voltamogramlar.
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Cizelge 4.1. Hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmasi.

Elektrot Ipas PA ipks LA E, V
GCE 85,0 -75,4 0,310/0,160
GCE/CoFe;04-CHI 126,3 -156,2 0,340/0,150
GCE/CoFe;04-CHI/AuNP 157,7 -187,2 0,330/0,200
GCE/CoFe204-CHI/AuNP/Ab 108,8 -96,3 0,06/-0,09
GCE/CoFez04-CHI/AuNP/Ab/BSA 97,5 -120,6 0,320/0,150

Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1 degerlendirildiginde, her bir elektrotla, tek bir indirgeme ve
yiikseltgenme piki elde edildi. Bununla birlikte, GCE/ CoFe,Os-CHI ile elde edilen indirgenme
ve yiikseltgenme pik akimlarinin, GCE ile elde edilenlerden daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil
4.2 (a) ve (b)). Bu sonug, GC/CoFe;O4-CHI elektrotta, modifiye edilmemis elektrota gore,
kolaylastirilmis bir redoks siirecini gostermektedir. Elektrokimyasal indirgenme kullanilarak
altin  nanopartikiiller (AuNP), GC/CoFe,0:-CHI elektrot yiizeyinde biriktirildi  ve
GCE/CoFe;04-CHI/AuNP elektrot hazirlandi. Bu elektrotla en yiiksek pik akimlarinin elde
edilmesi, elektrot bilesenlerinden CoFe;Os ve AuNP’lerin sinerjitik etkisinden kaynaklandigi
sOylenebilir (Sekil 4.2.(c)).

Ferrit ailesinin spinal tipte bir tiyesi olan CoFe;Os, ucuz ve kolay iiretilmesi,
elektrokataliz aktivitesi, giicli sliper paramanyetik davranig, miikemmel biyouyumluluk, biiyiik
kimyasal kararlilik ve yiiksek elektromanyetik performans gostermesi, ¢evre acisindan giivenli
olmas1 ve yiiksek yiizey alam1 gostermesi gibi Ozellikleri nedeniyle sensorlerde ve
biyosensorlerde kullanilan manyetik NP'lerden biridir (Con vd., 2017; Katowah vd., 2019). Au
nanopartikiiller (Au NP'ler), genis yiizey alani, yiiksek kimyasal stabilite, iyi biyouyumluluk ve
biyomolekiiller ile elektrot arasinda elektron transferini kolaylastirma yetenegi gibi mitkemmel
ozellikleri nedeniyle elektrokimyasal alanlarda ¢ok kullanilan nanoyapilardandir (Peng vd.,
2016). Bu nedenle, her iki materyalinde iistiin Ozellikleri nedeniyle CoFe;Os ve AuNP
kombinasyonunun redoks tiirii ve elektrot arasinda elektron aktarimini iyilestirdigi sdylenebilir.
GC/CoFe;04-CHI/AUNP elektrotun redoks ciftinin davranisi iizerine etkisi kanitlandiktan sonra,
bu modifiye elektrotun leptin tayinine yonelik etiketsiz bir immiinosensor hazirlanmasi igin
kullanilip kullanilmayacagi arastirildi. Bunun i¢in, GCE/CoFe;O0s-CHI/AuNP yiizeyine anti-
leptin antikoru immobilize edilerek GCE/CoFe;O4-CHI/AuNP/ADb elde edildi. Hazirlanan bu
elektrotun, yukarida belirtildigi gibi, 5,0 mmol L Fe(CN)e*"*~ ve 0,1 mol L KCl igeren 0,1
mol L PBS igeren hiicrede (-0,2) — (0,6) V (Ag/AgCl’e kars1) potansiyel araliginda CV’si
alind1 (Sekil 4.2 (d)). Sekil incelendiginde, bu elektrotla modifiye elektrota gore pik akimlarinin
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azaldigi ve pik potansiyellerininde daha negatif potansiyellere kaydigi goriildi. Cevabin
azalmasi, elektrot yiizeyine antikorun immobilize edilmesine ve elektrot ile transferin antikor
tabakasi tarafindan engellenmesine (Fan vd., 2013) baglanabilir. Sonrasinda, GC/CoFe;O4-
CHI/AuNP/AD elektrot, sigir serum albiimin (BSA) ile muamele edilerek spesifik olmayan
baglanma bolgeleri bloke edildi ve kaydedilen voltamogramda pik akimlarinda azalmanin
devam ettigi goriilda (Sekil 4.2(e)).

Pik akimlarindaki goriilen bu azalma, elektron transferini bloke eden bir tabakanin
elektrot yiizeyinde olustugunu ve bdylece [Fe(CN)s]>”* “in elektrokimyasal reaksiyonunun
bozuldugunu gostermektedir (Lim ve Ahmed 2015). Sonug olarak, immiinosensoriin basarili bir

sekilde hazirlandig1 soylenebilir.

Elektrot reaksiyon kinetikleri, tarama hizinin pik akimlar1 tizerine etkisi calisarak
arastirildi. Bu amagla, GC, GC/CoFe;Os,-CHI/AuUNP ve GC/CoFe;O4s-CHI/AUNP/Ab/BSA
elektrotlarin farkli tarama hizlarinda (25-250 mV s), 5,0 mmol L Fe(CN)s*"*~ ve 0,1 mol L*
KCl igeren 0,1 mol L* PBS igeren hiicre ortaminda CV’leri kaydedildi (Sekil 4.3). Her bir
elektrot i¢inde tarama hizinin artigi ile pik akimlarinin arttigi gézlemlendi. Bunun yaninda, Sekil
4.3’teki veriler kullanilarak her bir elektrot igin, tarama hizinin karekokiine karsilik anodik ve

katodik pik akimlar1 grafige gecirildi (Sekil 4.4).

Sekil incelendiginde, elektrotlarda, tarama hizinin karekokiine karsi pik akimlarin
gecirilmesi ile elde edilen grafiklerin dogrusal oldugu goriilebilir. Bu durum, elektrot
reaksiyonunun baslica difiizyon kontrollii islemle yiiriidiigiinii gostermektedir. Diflizyon
kontrollii prosesler 6zellikle nicel tayinler i¢in ideal bir kiitle aktarim yoludur (Mobin vd.,
2010).
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Sekil 4.3. (A) BGCE (B) GCE/ CoFe;04-CHI/AUNP (C) GCE/CoFe;04-CHI/AuNP/Ab/BSA ile
farkli tarama hizlarinda elde edilen doniigiimlii voltamogramlar.
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Sekil 4.4. (A) BGCE (B) GCE/ CoFe;04-CHI/AUNP (C) GCE/ CoFe,04-CHI/AuNP/Ab/BSA
ile tarama hizinin karekokiine olarak karsi pik akimlar: grafikleri.
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Lim ve Ahmet tarafindan, rekombinant sigir somatotropinin tayini i¢in karbon
nanofiber temelli etiketsiz bir immiinosensér hazirlanmistir. Bu ¢alisma immiinosensoriin
yilizeyindeki reaksiyonun kinetiginin incelenmesi amaciyla cesitli tarama hizlarinda CV’ler
alinmis ve tarama hizinin karekokiine karsi pik akimlar1 grafige gegirildiginde egrilerin dogrusal
oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmada hazirlanan immiinosensdrde, elektrot reaksiyonunun difizyon

kontrollii proses ile ylridiigii vurgulanmistir (Lim ve Ahmed, 2015).

Sangili ve arkadaglar1 tarafindan, Kkanser antijen 125 biyobelirteci i¢in, AuNP-
indirgenmis grafen oksit nanokompozit temelli etketsiz bir immiinosensdr hazirlanmistir.
Modifiye elektrodun elektrokimyasal ozelliklerinin arastirilmast amaciyla, farkli tarama
hizlarinda CV’ler kaydedilmis ve tarama hizinin karekokii ile pik akimlarinin dogrusal degistigi
belirlenmistir. S6z konusu elektrotta elektron aktarim prosesinin difiizyon kontrollii oldugu

belirtilmistir (Sangili vd., 2020).

Liang ve calisma arkadaslarinin hepatit B yiizey antijenin tayini i¢in gelistirdikleri
etiketsiz immiinosensorde, tarama hiziyla pik akimlarmin dogrusal olarak arttigi belirlenmistir.
Bu durum hazirlanan bu immiinosensorde elektrot reaksiyonunun yiizey kontrollii bir siire¢

oldugunu gostermektedir (Liang vd., 2011).
4.3. Emdedans Spektroskopi Teknigi ile Immiinosensoriin Karakterizasyonu

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) teknigi, elektrot yiizeyine
malzemelerin yiizeyine yliklenmesiyle meydana gelen empedans degisiklikleri hakkinda bilgi
saglamak icin yararhdir. EIS spektrumlariin yarim daire bigimli kismi, yiiksek frekanslarda
elektron transfer siirecini, dogrusal kisim ise daha diisiik frekanslarda difiizyon siirecini gosterir.
Yarim dairenin capi, elektron transfer direncine (Ret) esdegerdir (Haji Hashemi vd., 2017).
Immiinosensériin elektrokimyasal dzellikleri ve asamal1 fabrikasyon siireci EIS ile de calisildi.
Bunun i¢in Boliim 3.8°de belirtildigi gibi, 5,0 mmol Lt Fe(CN)s*"*~ ve 0,1 mol L KCl iceren
PBS ¢ozetisi iginde, 10° ile 0,01 Hz frekans araliginda her bir elektrodun empedans

spektrumlari alindi. Sekil 4.5 her bir elektrot i¢cin Nyquist diyagramlarim gostermektedir.
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Sekil 4.5. (a) GCE (b) GCE/ CoFe;04-CHI(c)GCE/CoFe204-CHI/AUNP (d)GCE/ CoFe;0s-
CHI/AuNP/ADb (e) GCE/ CoFe;0s-CHI/AuNP/Ab/BSA ile elde edilen empedans spektrumlari
(¢ozelti: 5,0 mmol Lt Fe(CN)s** ve 0,1 mol L* KCl igeren 0,1 mol L PBS).

Sekil 4.5. incelendiginde, ¢ozelti ve elektrot arayiizii arasinda yiiksek elektron transfer
direnci gosteren yarim dairelerin ¢api, GC, GCE/CoFe;04-CHI ve GC/CoFe;O4-CHI/AUNP
elektrotlarda sirasiyla yaklasik olarak 1220 ohm, 156 ohm ve 47 ohm olarak belirlendi.
Modifiye elektrot ile daha diisiik elektron transfer direnci ve daha yiiksek bir iletkenlik elde
edildigi goriilmektedir. Bu, hazirlanan filmin etkili yiizey alani, iyi elektrokatalitik davranisi,
miikemmel iletkenlik o6zelliklerine bagli olabilir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak hazirlanan
GCE/CoFe;04-CHI/AuNP‘un etkili bir sekilde bir immiinosensér hazirlanmasi igin
kullanilabilecegi distintilmektedir. Sonrasinda, bu elektrot ylizeyine anti-leptin antikoru
immobilize edildiginde, Sekil 4.5 (d) de verilen Nyquist egrisinin ¢apinin arttig1 ve yaklasik 345
ohm oldugu goriildii. Bu hidrofobik oOzellikteki antikor tabakasinin elektrot ¢ozelti arayiizii
arasindaki elektron akisini engellemesinden kaynaklanabilir (Han vd., 2020; Zhao vd., 2011).
GC/CoFe;04-CHI/AuNP/Ab elektrottaki aktif baglanma bdlgelerini bloke etmek igcin BSA
uygulamasindan sonra kaydedilen Nyquist egrisinin ¢apinda daha fazla artis oldugu ve Ret
degerinin yaklasik 452 ohm oldugu goriildi (Sekil 4.5(e)). Elektrot yiizeyinden olusan
hidrofobik ozellikteki tabakanin Ret degerinde artisa neden oldugu ve elektron transferinin
engellendigi sdylenebilir (Sangili vd., 2020; Wei vd., 2020; Zhang vd., 2016). Sonug olarak, CV
ve EIS tekniklerinden elde edilen sonuglarin birbiri ile uyustugu ve immiinosensoriin basarili bir

sekilde hazirlandigi sdylenebilir.
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Elde edilen empedans spektrum verileri kullanilarak esdeger devre modeli ¢izildi ve
Sekil 4.6°da verildi. Sekilde, Re: elektron transfer direncini, Rs ¢ozelti direncini, CPEgq sabit faz

elemanini, W ise Warburg direncini ifade etmektedir.

R5 CPE;]]
AN >

Sekil 4.6. immiinosensor i¢in dnerilen esdeger devre modeli.

Lien ve arkadaglarinin yaptugi bir ¢calismada insan koryonik gonadotropin hormonu i¢in
impedimetrik bir immiinosensor gelistirilmistir. Sekil 4.6’da onerilen esdeger devre modeli bu

caligmada onerilen ile uyumlu oldugu goriilmistiir (Lien vd., 2011).

Sangili ve arkadaslar tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, yumurtalik kanserinde
biyobelirteg olarak kullanilan CA 125 tayini i¢in bir indirgenmis grafen oksit ve AuNP temelli
etiketsiz bir immiinosensor hazirlanmigtir. Bu ¢alismada onerilen devre modeli tezde 6nerilen

model ile uyumludur (Sangili vd. 2020).

4.4, Diferansiyel Puls Teknigi ile Immiinosensériin Leptine Cevabinn

Arastirilmasi

Etiketsiz immiinosensorlerde, antikor ve antijen redoks aktif yapilar olmadig: igin,

cevap, bir medyatdriin kullanilmasi ile anlamlandirilir. Genellikle, Fe(CN)g* "3~

redoks ¢ifti,
etiketsiz elektrokimyasal immiinosensor sistemlerinde kullanilan meydatorlerden biri olarak
bilinmektedir. Bu redoks medyaydrii, diisiik zemin akimina sahiptir, iyi tanimlanmis bir ¢ift
redoks piki verir ve bu cift ile elde edilen elektrokimyasal sinyal ¢cok kararlidir. Bu sebeplerden
dolayr immiinosensoriin kararhigint gelistirmek icgin tercih edilir (Yang vd., 2014). Cesitli
etiketsiz immiinosensdr ¢alismalari incelendigine, Fe(CN)g* 3~

kullanildig1 goriilebilir (Amouzadeh Tabrizi vd., 2016; Lim ve Ahmed, 2015; Gao vd., 2015).

redoks ciftinin medyator olarak

Bu c¢aligmalarda elektrokimyasal cevap, diferansiyel puls teknigi ile arastirildigi ve pik

akimlaridaki azalmanin temel alindig1 belirlenmistir.

Boliim 3.5’te belirtildigi gibi, hazirlanan immiinosensoriin leptin tayini igin kullanip
kullanilmayacagini aragtirmak icin ilk olarak, GC/CoFe,O4-CHI/AUNP/Ab/BSA olarak

adlandirilan elektrot yiizeyine, belli miktarda leptin antijen ¢ozeltisinden damlatildi ve GC/
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CoFe;0s-CHI/AUNP/Ab/BSA/Ag  elektrot elde edildi. Antjen ve antikor arasinda
immiinokompleksin olugmasi i¢in 40 dakikalik inkiibasyon sonunda, diger elektrotlarla beraber
(GCE, GCE/CoFe;04-CHI, GCE/CoFe;04-CHI/AuNP, GCE/CoFe,04-CHI/AuNP/Ab ve GCE/
CoFe;04-CHI/AuNP/AB/BSA) 5,0 mmol L*Fe(CN)e*"*~ ve 0,1 mol L* KCI igeren 0,1 pH 7,0
PBS ¢ozeltisi igerisinde (-0,2) ile (+1,1) V potansiyel araliinda ve 50 mV s? tarama hizinda
diferansiyel puls voltamogramlar1 alind1 (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. (a) GCE (b) GCE/ CoFe;0.-CHI(c)GCE/CoFe;04-CHI/AUNP (d) GCE/ CoFe;Os
CHI/AUNP/Ab (e) GCE/CoFe;04-CHI/AUNP/AbL/BSA (f) GCE/CoFe,04,-CHI/AuUNP/Ab/BSA/
Ag ile diferansiyel puls voltamogramlar1 (¢ozelti: 5,0 mmol L Fe(CN)s* "%~ ve 0,1 mol L* KCI
iceren 0,1 mol L PBS).

Sekil 4.7 incelendiginde, CV ve EIS sonuglarini destekleyecek sekilde, modifikasyon
adimlarinda pik akimlarinin artig, ancak, antikor ve BSA muamelesi sonrasinda pik akimlarinin
azaldig1 goriilebilir (Sekil 4.7(a)-(e)). Benzer sekilde elektrot yiizeyinde hidrofobik yapidaki
immiinokompleksin olusmasi ile pik akimlart daha da azalmaktadir (Sekil 4.7(f)). Elektrot
yilizeyindeki immiinokompleks olusumu, elektron medyatorii ile elektrot arasinda elektron
transferi engellendiginden, sinyal akimi yanitinda bir azalmaya neden oldugu icin bir elektron
transferi ve kiitle transferi yalittm katmani gorevi gérmektedir. (Lim ve Ahmed, 2015; Yang
vd., 2014). Bu durum, bu tez caligmasinda etiketsiz olarak leptin tayinin yapilma prensibini
olusturmaktadir (Sekil 4.8). Buna gore, ylizey Ozellikleri degistik¢e, redoks tiirliniin elektrot
yiizeyinde yiikseltgenmesi engellenmekte ve pik akimlari azalmaktadir. Antijen ve antikor

etkilesimi ¢ok spesifik oldugu i¢in elde edilen sinyal, tayin i¢in kullanilabilir.
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Sekil 4.8. Hazirlanan etiketsiz immiinosensdriin tayin prensibi.

Etiketsiz immiinosensér ¢aligmalar1 incelendiginde, cesitli redoks medyatorleri
kullanilarak benzer bir yaklagimla tayin mekanizmalarini olusturduklar1 goriilebilir (Liang vd.,

2011; Shi ve Ma, 2011; Zhao vd., 2011).
4.5. Optimizasyon Calismalari

Boliim 3.10°da beliritildigi gibi, optimum immiinosensor cevabini elde edebilmek igin,
hazirlanan immiinosoriin hassasiyetini etkileyen faktorler olan, kullanilan redoks ¢6zeltisinin

pH’s1 ve immiinosensor hazirlarken kullanilan antikor derisimi optimize edildi.
4.5.1. Cozelti pH’sinin optimizasyonu

Elektrokimyasal cevabin belirtlenebilmesi igin kullanilan redoks ¢dzeltisinin pH’s1
immiinosensoriin performansini etkileyen en 6nemi faktorlerden biridir (Qiao vd., 2014). Bu
amagcla pH’s1 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0 olan 5,0 mmol L Fe(CN)s*”*~ ve 0,1 mol L KCl igeren 0,1
mol LPBS ¢ozeltisi igerisinde, bolim 3.10°da  belirtildigi  gibi, GC/CoFe;O.-
CHI/AUNP/Ab/BSA/Ag elektrodun -0,2 ile +1,1 V potansiyel araliginda 50 mV s tarama
hizinda diferansiyel puls voltamogramlari alindi. Elde edilen voltomogramlardan belirlenen pik
akimlar1 ¢ozelti pH’sina karsi grafige gegirildi (Sekil 4.9). Sekil incelendiginde pH 5,0 ve 6,0 da
yiiksek pik akimlarinin elde edilmesi, immiinosensor yiizeyinde, redoks ¢iftinin cevabinin
uygun bir sekilde engelenmedigini gostermektedir. Bunun yaninda pH 7,0’de redoks ¢iftinin

akimlarmin, elektrot yiizeyinde antikorun uygun bir sekilde baglanmasmma ve
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immiinokompleksin basarili bir sekilde olugmasina bagl olarak azaldigr goriilmektedir.
Cozeltinin pH’s1 8,0’e yiikseltildiginde ise ¢ok fazla bir degisikligin olmadig1 belirlendi. Daha
asidik ve daha bazik redoks ¢ozeltileri, antikor ve antijen i¢in uygun ortam olusturmadiklari,
antikorun biyolojik aktivitesinin azalmasina ve antijen-antikor kompleksinin ayrigmasina yol
acabilecegi icin ¢alisilmadi (Qiao vd., 2014; Gao vd., 2015 ; Yang vd., 2014). Bu nedenlerden
dolay1 redoks ¢ozeltisinin pH’s1 7,0 olarak segildi ve sonraki deneyler bu pH’da gergeklestirildi.

5 6 pH 7 8

Sekil 4.9. Redoks prob ¢ozeltisinin pH'sinin DPV yanitlari {izerine etkisi.

4.5.2. Leptin antikor derisimin optimizasyonu

Leptin tayini i¢in etiketsiz bir immiinosensor hazirlanmasi amaciyla, GC/CoFe;O4-
CHI/AuNP elektrotlarin  yiizeyine leptin antikoru immobilize edilerek GC/CoFe;Os-
CHI/AuNP/Ab elektrodu hazirlandi. Sonrasinda bovin serum albiimin ve belli miktardaki leptin
antijen ilavesi ile dlgiim basamagina gegildi. Immiinosensér hazirlanirken kullanilacak antikor
derisimi, sensoriin cevabi i¢in 6nemli bir parametredir. Cilinkil antikor ve antijen arasinda etkin
bir immiinokompleks yapisinin olugsmasi cevabin biiyiikliigiinii etkiler. Bu amag i¢in, farkli
derigimlerde (0,1 — 20 pg/mL) leptin antikor (Ab) ¢ozetisinden, GC/CoFe,04-CHI/AuNP/Ab
elektrot yiizeyine belli miktarda eklenerek antikor molekiillerin immobilizasyonu saglandi.
Yukarida belirtildigi gibi, hazirlanan immiinosensorler, leptin antijeni (Ag) ile muamele
edilerek, her bir elektrodun 5,0 mmol L [Fe(CN)6]*"* ve 0,10 mol L* KCl igeren 0,1 M PBS
cozeltisinde (-0,2)-(+1,1) V potansiyel araliginda 50 mV s? tarama hizinda diferansiyel puls
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voltamogramlar1 alindi. Elde edilen voltamogramlarda yiikseltgenme sinyali gosterge olarak

kullanildi ve antikorderisimine karsi grafiklenige gegirildi (Sekil 4.10).

(0,1-1 pg/mL)
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Anti-Leptin antikor derisimi (ug/mL)

Sekil 4.10. DPV yanitlart {izerine antikor derigiminin etkisi.

Sekil incelendiginde, antikor derisiminin artmasiyla, redoks probunun pik akimlarinin
azaldig goriilmektedir. Bu durum, antikor derisimimin artisi ile elektrot yiizeyinde daha etkin
bir immiinokompleks tabakasinin olustugu ve redoks tiiriiniin yiikseltgenmesinin engellendigi
seklinde yorumlanabilir. Ancak antikor derisimin 10 pg/mlL’dan daha yiiksek olmasina, pik
akiminda 6nemsiz bir azalma eslik etmektedir. Bdylece, artan derisimlerde, antikor ve antijen
arasindaki reaksiyonun bir doygunluga ulasildigi sdylenebilir (He vd., 2009). Uygun antikor
derigimi olarak yeterli cevabin elde edildigi ve doygunluk derisiminin altinda olan 10 pg/mL
secildi ve biitiin deneylerde bu deger kullanildi.

4.6. Hazirlanan Immiinosensor ile Leptin Tayinin Yapilmasi

Bolim 3.11°de belirtildigi gibi hazirlanan immiinosensoriin, leptin antijenin tayininde
kullanip kullanilmayacagii arastirmak igin, GC/CoFe,O4-CHI/AUNP/Ab/BSA elektrotlar
tizerine farkli derisimlerde leptin antijen (Ag) ¢ozetileri ilave edildi ve antikor-antijen arasinda
immiinokompleks olusmasi igin belli bir siire inkiibasyonda tutuldu. Inkiibasyondan sonra,
GC/CoFe,04-CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrotlarn 5,0 mmol L Fe(CN)s*”*~ ve 0,1 mol L*
KCl igeren 0,1 mol Lt PBS ¢ozeltisi igerisinde, (-0,2) ile (+1,1) V potansiyel araliinda 50 mV
s tarama hizinda diferansiyel puls voltamogramlar1 alindi1 (Sekil 4.11 (A)). Voltamogramlar

incelendiginde, leptin derisimin artisi ile redoks tiirliniin yiikseltgenme pik akimlarinin azaldigi
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goriilebilir. Bu durum, elektrot yiizeyinde yalitkan bir tabakanin olusumuyla, elektriksel

iletkenligin azalmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu voltamogramlardan belirlenen akim degerleri, leptin antijen derisimine kars1 grafige
gecirildi (Sekil 4.11 (B)). Grafik incelendiginde, leptin derisimi ve pik akimlari arasinda
dogrusal olmayan bir iligki oldugu goriilebilir. Bu durum antikor-anijen gibi tiirlerin
etkilesimine dayanan ligand temelli sensor sistemleri igin olagan bir davranmistir (Findlay ve
Dillard, 2007). Bu sebepten grafigi dogrusal hale getirebilmek i¢in yaklagimlardan bir tanesi de
derisim degerlerinin logaritmas1 alinarak grafigi tekrar olusturmaktir. Sekil 4.11 (C)’de
goriilebildigi gibi leptin derisimine kars1 pik akimlarmi grafiklenmesi ile y = -20,7+119,9 (R? =
0,9927) denklemlendirelebilen kalibrasyon grafigi elde edilmektedir. Boylece hazirlanan
immiinosensor ile leptin tayini igin elde edilen dogrusal ¢aligma araligi 1-4000 ng/mL olarak,

gozlenebilme sinir1 ise 1 ng/ml olarak belirlendi.
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Sekil 4.11. (A) GC/CoFe.0s-CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrodun farkli antijen derigimlerinde
elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari (B) GC/CoFeO4-CHI/AUNP/Ab/BSA/Ag
elektrodun  antijen  derisimine karst akim degeri grafigi (B) GC/CoFe;0s-
CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrodun antijen derigiminin logaritmasi karsi akim degeri grafigi.
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Cizelge 4.2. Leptin tayini i¢in yapilan elektrokimyasal ¢alismalar.

Hazirlanan Elektrot Etiket p Calisma Gozlenebilm  Literatiir
H Arah@ e Simir1
BSA/GIu/Cys/AuNPs/PG-BP/GCE  Etiketsiz 7, 0,150-2500 0,036 pg/mL  Cai vd., 2019
4  pg/mL
G/PPy/PPa/Au Etiketsiz 2, 10-100000 10 ng/mL Chen vd.,
7 ng/mL 2010
AP-1gG/anti-leptin/leptin/leptin- Alkalin 9, 5-100 pg/mL 0,5 pg/ mL Ojeda vd.,
Biyotin/Strept-MB fosfataz 0 2013
Ap-anti-ab/anti-leptin/leptin- Etiketsiz 0-1000 ng/mL 5 pg/mL Zhang Q vd.,
SWCNTs/CS/GCE 2018
SPGE/4-MBA/Leptin-Ab/BSA Etiketsiz 7, 100  pg/ml-1 100 pg/mL Seong ve
0 pg/ml Heo.,2017
GP/PGA/anti-leptin/BSA Etiketsiz 8, 0.02 pg/mL- 0.00813 pg/ Ozcanvd.,
0 20 pg/mL mL 2021
TEGCnSH/ HOOCC10SH/ALP Alkalin 8, 100 pg /mL-10 13,6 pg/ mL Nishimura
etiketli Ab fosfataz 5 ng/mL vd., 2011
SPGE/DTSSP/ab/Leptin/ p- sung ve
Biyotinlenmis fenilendia -  0,1-20 ng/ml 0,033 ng/ml Heo. 2020
ab/Streptavidin-HRP/oPD min ’
GCE/CoFe204-CHI/AuNP/Ab/ Etiketsiz 7, 1-4000 ng/ml 1 ng/mL Bu ¢alisma
BSA/Ag 0

Cizelge 4.2.de leptin tayini i¢in gelistirilmis elektrokimyasal sensorler incelendiginde,
bazi calismalarda, sensoriin etiketsiz (Cai vd., 2019; Ozcan ve Sezgintiirk, 2021; Seong ve Heo,
2017; Wang vd., 2019, Zhang vd., 2018) baz c¢alismalarda ise sensoriin etiketli oldugunun
gortilmiistir (Nishimura vd., 2011; Ojeda vd., 2013; Sung ve Heo, 2020). Bu tez galismasinda

elde edilen calisma aralig1 ve diger degerlerin karsilastirilabilir nitelikte oldugu sdylenebilir.
4.7. Tekrar Uretilebilirliginin Belirlenmesi

Hazirlanan  immiinosensoriin - tekrar  {iretilebilirliginin  degerlendirilmesi  igin,
GC/CoFe,04-CHI/AUNP/AD/BSA elektrotlara, farkli derisimlerde leptin antijeni (Ag) eklendi
ve inkiibasyona birakildi. Her bir derisim igin ii¢ ayr1 elektrot hazirlandi. GC/CoFe2Q0s-
CHI/AuNP/Ab/BSA/Ag elektrotlarmin ayri ayri, 5,0 mmol L [Fe(CN)6]*/* iceren 0,10 mol L
KCl ¢ozeltisinde Ag/AgCl’e kars1 (—0,2) ile (+1,1) V potansiyel araliginda ve 50 mV s’ tarama
hizinda diferansiyel puls voltamogramlar kaydedildi. Her bir derisim igin voltamogramlardan
akim degerleri belirlendi ve her derisim i¢cin % bagil standard sapma degerleri hesaplandi
(Cizelge 4.3)



Cizelge 4.3. Hazirlanan immiinosensoriin tekrar tiretilebilirligi.
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Derisim (ng/mL %BSS
1 0,6
10 3,8

100 6,07
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, anti-obezite hormonu olarak bilinen leptin tayini igin etiketsiz
elektrokimyasal bir immiindsensor gelistirildi. Bu amagla ilk olarak camsi karbon elektrodlarin
yiizeyine, CoFe;Os-kitosan ¢ozeltisinden 10 pL olacak sekilde damlatildi ve elekrot
yiizeylerinin kurumalari saglandi. Boylece GC/CoFe204-CHI elektrodu elde edildi. Sonrasinda
altin nanopartiilil (AuNP), GCE/CoFe;04-CHI yiizeyine, doniisiimlii voltametri kullanilarak
elektrodepozite edildi. Ardindan elektrot havada kurumaya birakildi. Hazirlanan elektot
GCE/CoFe;04-CHI/AuNP olarak adlandirildi. Hazirlanan elektrodun yiizeyine etkin bir sekilde
antikor immobilizasyonunu saglamak i¢cin EDC/NHS c¢ozeltisi elektrot yiizeyine ilave edildi ve
belli bir siire inkiibasyona birakildi. Daha sonra, modifiye elektrot yilizeyine 10 pL belli
derisimde anti-leptin antikoru (Ab) eklendi ve 37° C'de gece boyu inkiibasyona birakildi. Bu
elektrot GCE/CoFe,04-CHI/AuNP/Ab olarak belirtildi. Siire sonunda, elektrot, yiizey iizerine
40 dakikaboyunca % 0,2’liksigir serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi ile muamele edildi. Bu islem
sonunda leptin tayini igin elektrokimyasal etiketsiz bir immiinsensér hazirlanmig oldu. Leptin
tayininin yapilmasi asamasinda ise hazirlanan GCE/CoFe;04-CHI/AUNP/ADB/BSA elektrot
yiizeyine belli derigimdeki leptin ¢ozeltilerinden 10 pL olacak sekilde ilave edildi ve gerekli
Olctimler yapildi.

Yapilan yiizey ve elektrokimyasal karakterizasyon ¢aligmalari sonrasinda bakildiginda,
elektrot modifikasyonu ve sonrasinda immiindsensor fabrikasyonunun basarili bir sekilde

gerceklestirildigi goriildii.

Immiindsensériin yiizey karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) yontemi
ile incelendi. Modifiye elektrodun o&zellikleri elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile

belirlendi.

Immiin6lojik reaksiyonun miktar degisimine yanitinin uygunlugunun arastirilmasi

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile degerlendirildi
Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda optimum pH degeri; 7,0 olarak belirlendi.

Leptin tayininin insan serumunda belirlenmesi igin yapilan dlgiimlerde gézlenebilme

siirinin 1 ng/mL oldugu goriildii. Dogrusal ¢alisma araligr 1-4000 ng/ml olarak saptandi.

Hazirlanan immiindsensoriin tekrar tiretilebilirliginin miimkiin oldugu belirlendi.
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Sonug olarak; hazirlanan GCE/CoFe.Os-CHI/AUNP/Ab modifiye elektrotunun gergek
insan serum Orneginde miktar analizi i¢in kullanilabilirliginin uygun oldugu, basit, duyarli,
kolay ucuz hazirlanabilme ekipmanlar1 ve hizli 6l¢iime olanak tanimasiyla tibbi aragtirmalar i¢in

gelistirilerek bir alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.
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