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AMPEROMETRIK VE iIMPEDIMETRIK BiYOSENSORLER ILE FARKLI TiP
KANSERLERIN BiYOBELIRTECI OLAN CD-105 (ENDOGLIN) TAYINI

Kazim Serkan SUNAL
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisi
Doktora Tezi, Ekim 2021
Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Ebru SAATCI

OZET

Son yillarda, serumda diisiik seviyelerde bulunan kanser biyobelirteglerini kanserin
erken evrelerinde saptamak igin kritik ve hassas analitik yontemlerin gelistirilmesi daha
onemli hale gelmektedir. Elektrokimyasal biyosensorler bu dogrultuda kullanilan
Oonemli tespit sistemlerini olusturmaktadir. Bu dogrultuda manyetik boncuklarin ve
ekran baskili elektrotlarin, elektrokimyasal biyosensorlerde kullanimlar1 yapilan
analizlerin hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi acilarindan onem tagimaktadir. Dahasi,

sensorler tizerinde ¢oklu 6lgiimlere imkan saglamaktadir.

Bu calismada, insan serumunda endoglin (CD-105) tayini igin amperometrik ve
empedimetrik elektrokimyasal immunosensor kitleri gelistirildi. Gelistirilen immun
Olgtime dayali immunosensorler, multipleks bir amperometrik ve tekli 6lgtim yapabilen
bir empedimetrik sistemler kullanilarak tasarlandi. Olglim metodunun olusturulmast igin

ekran baskili multipleks karbon elektrotlar ve manyetik boncuklar kullanildi.

Calismalarin ~ sonucunda, ¢alisma araliklar1 amperometrik ve empedimetrik
immunosensorler igin sirasiyla 2, 4, 10, 16, 25 ng/ml vel, 2, 5, 10, 25, 40 ng/ml CD-105
rekombinant antijen varhiginda bulundu. Yine LOB, LOD ve LOQ o&lgiim degerleri,
amperometrik immunosensor igin sirastyla 0.6, 1.1 ve 4.1 ng/ml olarak bulundu. %
CVv=3.2 olarak gosterildi. Empedimetrik immdinosensor icin LOD ve LOQ 6lguim
degerleri sirasiyla 0.2, 0.4 ve 2 ng/ml olarak bulundu. %CV=2.7 olarak gdosterildi.

Anahtar Kelimeler: Amperometrik Immiinosensér, Empedimetrik immiinosensor,
Endoglin, CD-105, Kanser
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DETERMINATION OF DIFFERENT TYPES OF CANCER BIOMARKER CD-
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ABSTRACT

In recent years, it has become more important to develop critical and sensitive analytical
methods to detect low levels of cancer biomarkers in serum in the early stages of cancer.
Electrochemical biosensors constitute important detection systems used in this
direction. Therefore, the use of magnetic beads and screen-printed electrodes in
electrochemical biosensors is important in terms of sensitivity and reproducibility of the

analyzes performed. Moreover, it allows multiple measurements on sensors.

In this study, amperometric and impedimetric electrochemical immunosensor kits were
developed for the determination of endoglin (CD-105) in human serum. The developed
immunosensors were designed using a multiplex amperometric and an impedimetric
system capable of single measurement. Screen printed multiplex carbon electrodes and
magnetic beads were used to establish the measurement method.

As a result of the studies, the working ranges were found for the presence of 2, 4, 10,
16, 25 ng/ml and 1, 2, 5, 10, 25, 40 ng/ml CD-105 recombinant antigen for the
amperometric and impedimetric immunosensors, respectively. Again, LOB, LOD and
LOQ measurement values were found to be 0.6, 1.1 and 4.1 ng/ml for the amperometric
immunosensor, respectively. It was shown as % CV=3.2. LOD and LOQ measurement
values for the impedimetric immunosensor were found to be 0.2, 0.4 and 2 ng/ml,

respectively. It was shown as %CV=2.7.

Keywords: Amperometric Immunosensor, Impedimetric immunosensor, Endoglin, CD-
105, Cancer
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GIRIS
Biyobelirtegler, normal, biyolojik ya da normal olmayan sireclerle gerceklesen
hiicresel, molekiiler ya da biyokimyasal degisikliklerdir. Belirtecler, tedavi sonucu
biyolojik, farmakolojik ya da patolojik siirecleri cevaplari 6lgme ve degerlendirmede
kullanilmaktadirlar. Kanser aragtirmasi ve tespitinde biyobelirte¢ kanserin bedende
oldugunu gosterir. Bir tiimor belirteci, bir timorii normal dokudan ayirt eden, bir
tiimore yanitta konak veya tiimoriin kendisi tarafindan tiretilen ya da kan veya salgilarin
Olglimlerine dayali bir tlimor varhigini tespit etmek i¢in kullanilan maddedir [1,2].
Biyobelirte¢ miktarlar1 biyolojik dokuda, sivida ya da hiicrede belirlenebilir.
Gorilintiileme ticretini minimuma indirebilmek ve faydasini en yiiksek oranda tutabilmek

icin biyomarkerler serum, tlkurlkte ve Ure de Olculebilmektedirler [3].

Endoglin (CD-105) bir hiicre yuzey glikoproteini olarak transforming blylme faktori
beta-1 (TGF-betal) veya TGF-beta3’un baglanmasinda gorevli bir reseptordiir, ve insan
endotel hucrelerinin proliferasyonunda en uygun belirteglerdendir. Endoglin etkin
endotel hicrelerine baglanmay1 diisiiniir ve bunlarda timor anjiyogenezinde gorev
alirlar. Bazo calismalarda CD-105’in damar olusumunda yer aldigin1 ve bu sekilde
birgok tiimor tipinde kan damarlarinin anormal gelismesinin kuvvetli bir belirteci
oldugu diisiiniilmektedir. CD-105 tiim6r dokusundaki yeni damarlarda giiclii bir sekilde
eksprese olmaktadir [4].

Biyosensorler, biyolojik sistemler ve sistemlerden alinan bilgiyi analitik olarak
kullanigh bir sinyale doniistiiren iletici sistemlerden olusur. Spesifik bir analit veya
analitler grubunun yagunluguna baglh olarak sinyal olusturur. Elektrokimyasal
biyosensorler yaygin olarak kullanilan biyosensorlerdir.  Diisilk  seviyelerde
biyobelirtegler, diisiik minimum tespit limitleri nedeniyle kanserin erken bir asamada
belirlenmesine yardimci olabilecek fizyolojik numunelerde ¢esitli biyosensorler
tarafindan  Olciilebilinmektedirler. Ayrica, biyo-tanima molekiillerinin yeniden

kullanilmast ve numune hazirlama ile analizi arasinda bir zaman atlamasindan



kacinilmast da bu sistemler tarafindan kolaylagtirllmigtir. Dahasi, ¢oklu

biyobelirteglerin eszamanli tespiti i¢in ¢oklu 6l¢iimlii biyosensorler tiretilmistir [5].

Amperometrik biyosensorler duyarli, giivenilir ve diisiik maliyetli olmasinin yaninda
cevre, endiistri ve klinik gibi ¢esitli alanlardaki uygulamalarda da oldukga etkindirler.
Amperometri yontemi elektroaktif tlrlerin elektrokimyasal olarak indirgenmesi veya
yukseltgenmesi sonucu akimin belirlenmesine dayalidir. Hassas ve kullaniminin rahat
olmasindan dolay1 en fazla tercih edilen biyosensordiir. Genellikle biyolojik molekiil

elektrot Gzerine immobilize edilir [6,7,8].

Biyolojik materyallerin birbirleriyle spesifik etkilesimlerinin izlenmesinde ve kantitatif
analizlerinde, biyosensorlerin hazirlanmasindaki kolayliklardan dolayr tercih edilen
elektrokimyasal —empedans spektroskopisi, (EIS, elektrokimyasal dielektrik
spektroskopisi) immobilizasyon islemi uygulanmis olan sistemlerin, miktarlarindaki
degisimleri, ylizeylerindeki hassasiyetleri, kompleks elektriksel direnglerini analiz
etmek belirlemek i¢in uygulanan hem kolay kullanigsh hem de olduk¢a etkili bir
metotdur. Empedans yontemleri ile analiti ve biyoreseptorii arasindaki etkilesmesinin
belirlenmesinin yani sira, immobilizasyon isleminin gerceklesmesi ve yiizey
modifikasyonunun karakterizasyonlarin1 da basariyla gerceklestirmek olasidir. Bu
ozellikleri empedansa, goriintilleme teknigi kullanilarak ylizey morfolojisinin

gozlenmesinde yardimci olan 6nemli aragtir [9,10].

Elektrokimyasal immunosensorlerde [11] ve floresans [12] araciligiyla DNA
hibridizasyon tanis1 uygulamalarinda kullanilan manyetik boncuklar, belirli ¢ap
boyutuna sahiptirler ve sivi ortamda miknatis araciligiyla manyetik olarak ayrilmaya
uygundurlar. Miknatisin manyetik etkisi uzaklastirildiginda ise manyetik boncuklarin

tekrar ¢ozelti igerisine dagilmaktadirlar [13].

Biyosensor uygulamalarinda kullanilan bir diger malzeme olan baskili elektrotlarin
(SPE) kullanim1 gittikce artmaktadir. Elektrotlar, seramik yilizeyler ya da yalitkan
plastiklerin degisik tiplerinde farkli iletken miirekkeplerin basilmasiyla elde edilmis
elektrotlardir. Kiigiik boyutlu bir seritte ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve yardime1

elektrot ortak bir merkez etrafinda diizenlenirler [14].



Elektrokimyasal metotlar icerisindeki boslugu dolduran, giincellik saglayan baskin bir
analitik aragtir. Bu immiinosensor tasarimiyla endoglin (CD-105) tayini icin yenilikci
bir 6l¢tim teknigi gelistirilmistir. Ayn1 zamanda immobilizasyon igslemi baslamakta olan
sistemlerin, tutar degisimleri, yiizeylerindeki hassasiyetleri, kompleks elektriksel
direnglerini tahlil etmek i¢in uygulanan hem kolay kullanishh hem de oldukga etkileyici
bir yontem olan elektrokimyasal empedans spektroskopisi de bu tez ¢alismamizda yer
almaktadir. Yapilan literatiir taramasinda amperometrik biyosensor yontemi ile kanser
biyobelirteci olan CD-105 (Endoglin) tayininin yapildigi bir ¢alismaya tarafimizdan
rastlanmamistir. Caligmamizin amaci amperometrik ve empedimetrik farkli iki tip
biyosensor ile CD-105 tayinini gergeklestirmektir. Bu yontemlerle belirtecin, kolay ve

giivenilir olarak kantitatif goriiniirligi calisilmistir.

Bu c¢alismada, endoglin (CD-105) tayini i¢in manyetik boncuklara dayali
elektrokimyasal iki farkli immunosensor kiti gelistirildi. Gelistirilen immun o6lgiime
dayali immunosensor, multipleks bir elektronik donanima sahip bir sistemde
olusturuldu. Olgiimler i¢in amperometrik metotta baskili multipleks elektrotlar (8x
SPE’ler) ve empedimetrik metotta tekli karbon elektrotlar kullanildi. Sistem, diger
sistemlere gore yiiksek duyarlilikta, multipleks analiz edilebilme yeteneginde ve

multipleks elektronik bir dizayna sahiptir.



1.BOLUM

GENEL BIiLGILER
1.1. Kanser

Kanser birlikte neden oldugu saglik sorunlarinin disinda, manevi ve maddi yonden uzun
stireli ciddi caba gerektiren bir hastaliktir. Diinyada her sene 14 milyon kisinin
yakalandig1 ve 8,2 milyon insanin 6liimiine neden olan kanser; yas, cinsiyet, dil, din, irk
ayirimi olmaksizin biitlin insanlar1 etkileyebilmektedir. Kanserde bu hizli artis devam
ettigi siirece, 2030 yilinda yaklagik 22 milyon yeni olaym olacagi tahmin edilmektedir
[15].

Kanserin 200 tipi bulunmakta ve bati diinyasinda Oliimlerin takribi %50’sini
olusturmaktadir. Diger bir yandan diinya niifusunun 3’te 1’1 hayatinin bir asamasinda
kanser tedavisi gormektedir. Kanser son 30 yilda iki kattan daha fazla artmistir [16].
Tim diinyada en hayati 6liim sebebi olmakla birlikte kansere bagli 6liimlerin yaklasik
%30’u Onlenebilinmektedir. En fazla goriilen kanser tiirleri kadinlarda ve erkeklerde
farklilik gostermektedir [17]. Erkeklerde en ¢ok goriilen kanserler prostat ve akciger
kanseri iken sigarayla ilisik kanserler erkeklerde etkisini korumaya devam etmektedir.
Kadinlarda en ¢ok goriilen kanser ise meme kanseridir. Hem erkeklerde hem de
kadinlarda ortak olarak bagirsak (kolorektal) kanseri li¢iincii sirada en fazla gorilen

kanser ¢esitidir [15].

Kansere kalitsal yatkinlik, molekiiler tekniklerdeki gelismeler sayesinde daha
belirlenebilir olmaktadir. Bununla birlikte, kanserli hiicrelerdeki mutasyonlarin basit
sekilde analizi, karisik bir siireci agiklamak i¢in yeterli olmayabilir. Kanser hicrelerinin
cevredeki hiicresel mikro ortamlarla karmasik etkilesimi ve iletisimi hem kanser
hiicrelerinin hayatta kalmas1 hem de bu hiicrelerin yayilmasi i¢in gerekli olabilir. Kanser
%90 ¢evresel, %10 oraninda ise kalitsal etkenlere bagli olarak ortaya ¢ikmakta ve

cevresel faktorler arasinda da tiitiin, obezite, alkol ve enfeksiyonlar ilk siralarda yer



almaktadir. Kanserle savasin en dnemli adimi olan tedbir ¢aligmalar1 da bu ve diger
cevresel sebeplerle micadeleyi ve bu micadele konusunda modernlestirilen {ilke

politikalarini icermektedir [18].

Kanser, hiicrelerde DNA’nin hasari sonucu hiicrelerin denetimsiz ya da anormal
bicimde biiylimesi ve ¢ogalmasi olarak agiklanir. Bir hiicrenin kanser hiicresine
doniisiimiinde, hiicrenin biliyiimesinde ve hiicre farklilasmasinda degisiklikler olur. Bu
degisiklikler, DNA ve gen seviyesinde mutasyona sebep olabilir. Bu degisikliklerden
etkilenen onkogenler genler ve timdr baskilayict genler olarak siniflandirilmaktadir.
Onkogenler normal genlerin yilksek seviyede eksprese olmasi ile olusur. Timor
baskilayici genler ise; hiicre boliinmesi, hayatta kalma ya da kanser hiicrelerinin diger
ozelliklerini engelleyen genlerdir. Timor baskilayict genler c¢ogunlukla kalitsal
degisiklikleri indiiklemek icin kanserli hiicreler tarafindan devre dis1 birakilir. Bu
genlerin, transkripsiyonlari sonucu olusan proteinlerle etkilerini ortaya koyarlar.
Kanserin amacladig1 genetik planlamalar insan genomuna dagilmis genlerde yazilidir.
Insan DNA’sinin 23 bin civarinda gen icerdigi belirlenmistir. Bu genlerin 3 bin veya 5
bini kanserde diizeni bozulan genetik programlarda rol alan proteinleri kodlamaktadir.
Gorevini kaybeden bir gen, kritik bir proteinin anormal diizeylerde Gretimine, anormal

bir protein Gretimine veya bir proteinin hi¢ olmamasina neden olabilir [19].
1.2. Tumor Belirtecleri

Timor belirtegleri, egilimli tiimdr veya doku tarafindan suprafizyolojik sesviyelerde
iiretilen, biyokimyasal veya immiinokimyasal yontemlerle hastanin kan doku veya diger
viicut sivilarinda kantitatif Ol¢limleri yapilabilen hormon, enzim, metabolit,
immunglobulin protein yapidaki maddelerdir. Timor belirteglerinin tespitini,
spektrofotometrik, nefelometrik, radyoimminél¢cim (RIA), liminesan immundlgiim

(LIA) ve enzim immundlgiim (EIA) yontemleri ile yapilabilir [20].

Tumor belirtecleri  potansiyel olarak erken malinitelerin taranmasinda, asama
belirlemede, tedavi secimi, prognoz tayini ve hastanin takibinde kullanish olabilen
maddelerdir. Her ne kadar timor belirteglerinin yuksek seviyeleri malinitelerde gortlse
de bircok hormonal ve metabolik farklilik durumunda ve bening hastaliklarda
rastlanabilir. Bazen de bir timor ileri evreye kadar iliskili oldugu proteini tretmeyebilir.
Bir belirte¢ tek bir tiimor ¢esidine 6zel olmayabilir. Fakat doku tanisi konmus bir

malinitenin gozetlenmesinde, tedavi secimi ve ilerleme tahmininde yarar saglarlar [21].



Tiimdr dokusunun mevcutlugunu gosteren ve dokuya ait biyolojik bir karakter olan
tiimor belirteclerinin, hiicre proliferasyonu ve hiicre diferansiyasyonu ile alakasi vardir
bu ylzden o6zellikle kanser tamisi ile takip ve tedavi goren hastalarda, teshisi
desteklemek, tedaviye cevabi kiymetlendirmek, relapslar1 belirlemek ve erken asama
tiimor taramalarinda yararlanilan molekiillerdir. Tiimor belirteclerinin hususi patolojiler;
hepatoma, prostat kanseri ve yumurta kanseri disinda tarama amag¢lhi kullanimi
onerilmemektedir. Neoplastik olmayan durumlarda ytiksek diizeylere ulasabileceginden,
Ozellikle asemptomatik olgularda belirte¢ taramasi Onerilmemektedir. Tanilama amagh

kullanimi kisithidir [22].
Genellikle Gg kategoride incelenir:

1- Tumor Grunleri
2- Sitogenetik farkliliklar

3- Molekiiler isaretleyiciler

Belirtegler 6zgiinliikle serumda, idrarda ya da diger viicut sivilarinda belirlenebilen
enzim, hormon, hiicre igi proteinler ya da hiicre membran antijenlerinden dogmaktadir.
Klinik olarak bir tiimor belirteci %100 6zellikli ve %100 hassas olmalidir. Ayrica timor
diizeylerini gostermeli, tan1 degeri olmali, iiretilebilir ve kullanish 6lgtilebilir olmalidir
[22].

Timor belirtegleri, tan1 yardimcilari, progresif belirtecler, tedavi gostergeleri ya da
tedavi sonrasi izleme gibi kanser yOnetimine yardimci olabilir. Ayni1 zamanda bu
belirtegler, viicut sivilarinda anormal derecede yiiksek miktarlarda bulunabilen
maddelerdir. Kanserin heterojen yapisini yansitan tiimor belirtecleri, ¢esitli timor
kaynakli veya tiimorle iliskili molekiil tiirlerini kapsar. Timor belirtegleri farkli tiimor

cesitleri tarafindan olusturulabilir (Sekil 1.1) [23].

Baska dokularda ve kanserlerde sentezi en az diizevde olmalidir.

Hasta olmayanlarda sentezi minimum olmalidir.

Baska dokularda ve kanserlerde sentez edildiginde imminolojik dzelliklert farkl: olmalidir.
Tiimériin kitlesi ile orantili sentez edilmelidir.

Timérin aktivitest 1le orantils sentez edilmehdir.

Yar1 omrii cok uzun olmamalidir.

Cok kiiciik bir kanser kutlesinde bile 6lgilebilir miktarlarda belirteg dretilmelidir.

LELA

Sekil 1.1.Timor belirteglerinin 6zellikleri [23]



Tumor belirtegleri, iyi karakterize edilmis proteinler (6rn. Hormonlar, enzimler vb),
kiiciik basit molekiiller olabildigi gibi, bunlar1 6lgmek amaciyla kullanilan antikorlar
tarafindan ifade edilebilen ¢ok biiylik heterojen glikoproteinlere dek degisken yapilardir.
Bazi hayati tiimor belirtegleri; rnegin, a-fetoprotein (AFP), karsinoembriyonik antijen
(CEA) ve insan koryonik gonadotropin (hCG)), normal gebelikte fetiiste bulunan fakat
baz1 kanserlerin oldugu yetigskinlerin doku veya viicut sivilarinda yiiksek
konsantrasyonlarda eksprese edilen onkofetal antijenlerdir. TUmdor belirtecleri,
hlcrelerde, dokularda ya da viicut iceriklerinde bulunur ve kimyasal, imminolojik ya da
molekiiler biyolojik metotlar kullanilarak nitelik veya nicelik olarak 6l¢iilebilir. Yapilari
ve Ozellikleri genis Ol¢lide degisirken, kanita dayali klinik uygulamalarini destekleyen

kurallar tiim tiimor belirtegleri igin ortaktir [23].

Aktif kullanim sansit olan c¢ok sayida tiimor belirteci tanimlanmistir. Cok degisik
yapilarda tiimdr belirtecleri olmasina karsin tek bir timor g¢esidine duyarli ve 6zgiin
olan1 bulunamamaktadir. Bununla birlikte su anda kullanilmakta olan belirtegler

evreleme, prognoz ve tekrarlama olasiliginin saptanmasi konusunda yararli olmaktadir

[23].

Mevcut timor belirtegleri, genellikle timor ile iliskili antijenlerdir. Bilinen ilk tumor
belirteci, 1960'l1 yillarda karsinoembriyonik antijen (CEA) olarak tanimlanir. Bunun,
gastrointestinal tiimdrli hastalarin serumunda mevcut oldugu, ancak normal dokularin
icinde bulunmadigi belirlenmistir. Bu ve diger belirte¢lerin s6z konusu timor icin son
derece oOzgiil ve spesifik olacagi tahmin edilmistir. 1847'de asitlestirilmis idrardan bir
proteinin ¢okelmesi klinik olarak kullanilacak ilk tiimor belirteci olan Bence Jones
(1848) proteininin tanimlanmasini saptamistir. Bir ylizyilldan daha uzun bir siire sonra,
Nobel Odiillii Porter, Edelman ve Poulik'in calismalarinin, tiimor plazma hiicreleri
tarafindan salgilanan monoklonal hafif zinciri olarak karakterize edildigi, Bence Jones
proteininin paraproteinler veya M-protein 0l¢llmesi bir¢ok miyelomun tanisinin
temelini olusturmaktadir. Yirminci yilizyiln ilk yarisinda, g¢esitli hormonlarin,
enzimlerin ve izoenzimlerin ve kan grubu antijenlerinin varli1 veya yoklugu malignite
ile iligkili oldugu kabul edildi, ancak 1960'1 yillarda radyoimmiinoassay tekniginin
(RIA) gelismesine kadar, bu goézlemlerin rutin klinik pratige doniistiiriilebilecegini

belirtmistir [24].



Tiumor belirtegleri hem kesif hem de teshis araci olarak daha fazla kullanilmaktadir.
Ilerlemis biyoinformatiklerin destekledigi bu gelismeler (rnegin, sinir aglari, destek
vektorleri makineleri ve diger algoritmalar) kanser teshis, prognoz ve tedavi 6ngoriisi
icin ¢oklu parametrik analiz kullanimini 6zendirmektedir. Tiimdrleri, iyi tanimlanmig
belirli molekiiler Olciitleri karsilayan hastalarin alt gruplarinda etkili olan yeni ve pahali
immiinoterapilerin ortaya ¢ikmasiyla, tiimor belirtecleri giderek daha ©Onemli hale
gelmektedir. Bu belirtecleri 6lgmek icin kullanilan yontemler, belirteclerin saptanmasi
icin yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliige sahip olmalidir. Tiimor belirteglerinin duyarliligi-
Ozgulligl, laboratuarlarda; ROC ve yeterlilik analizleri gibi analitik performans
Olgiitleri ile degerlendirilir. Testin istenen sekilde yapilmasini, test isteminde
bulunanlarin herhangi bir analiz 6ncesi gereksinimin farkinda oldugunu, bunlarin rutin
pratikte yerine getirildigini, analitik performansin titiz bir i¢ kalite kontrolii ve yeterlilik

testi giivenilir olmasini saglamak 6nemlidir [24].
1.2.1. Tumor Belirteci CD-105 (Endoglin)

Hizli ¢ogalan endotel hiicrelerinde, malign dokularin anjiogenik damarlarindaki endotel
hlcrelerinde bol miktarda var olan hiicre membran glikoproteinidir. Birinci olarak
Haruta ve Seon tarafindan 1986’da 16semi ile alakali hiicre yiizey glikoproteini olarak
cikmistir. Cogalma, migrasyon, ekstraselliler matriks dretimi ve hematopoez gibi
birgok hiicresel fonksiyonu diizenleyen, yara iyilesmesi ve anjiogenezde rol alan
Transforming Growth Faktor B (TGF-B) familyasinin bir iiyesidir. Endoglin, TGF-B1 ve
TGF-B3 reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanir. Endotel hiicresindeki TGF-B1’in
inhibitor etkisini antagonize ederek anjiogenezde gorev alir. TGF-B2 reseptoriine
baglanmaz. Son yillarda elde edilen bilgiler endoglin’in, anjiogenezin baskin bir
belirteci oldugunu ve vaskiiler hastaliklarin patogenezinde ve tiimor ilerlemesinde

hayati bir gorev oynadigin1 gostermektedir [25].

CD-105 olarak da bilinen Endoglin, TGF-B siiperfamilyasinin 180 kDa’luk
homodimerik bir ko-reseptordiir. Endoglin, disiilfitbagli ekstraselliiler bir boliime ve
kisa, temel olarak fosforillenmis bir sitoplazmik kuyruk igerir. Endoglin-S formu, 14
aminoasitlik bir sitoplazmik bodlgesi olan 600 aminoasitten olusuyorken endoglin-L
formu 47 aminoasitlik bir sitoplazmik kismi olan 633 aminoasitten olusmaktadir. L-

CD105 baskin olarak endotel hiicrelerinde ifade edilmistir [25].



CD-105’in fonksiyonu hakkinda farkli bakis agilart mevcuttur. Birincisi, ¢ok az bir
ylzde ile TGF-B’e baglanmasidir. Ikincisi, TGF-p yoklugunda, sinyal boliimiiniin
olmamasina ragmen CD-105 in asir1 ekspresyonu ile hiicre morfolojisi ve adezyonunu
etkilemesidir. Bu da TGF-§ sinyalizasyonunda bagimsiz bir fonksiyonun da oldugunu
diistindiiriir. Diger biiyiime faktorleri de CD-105e baglanabilir ve endogline baglanmak
icin reseptor 11 ye ihtiyac duyarlar. CD-105 tim yapist ile ortamda TGF-B olmasa bile
TGF-B 1 ve TGF- 2 ye baglanabilir. Her iki reseptor arasindaki etkilesim farklidir.
TGF-B R 1, sadece kinaz boliimii inaktif oldugunda CD -105 ile etkilesir. TGF-B R II ise
aktif veya inaktif olsada CD-105 ile iliski halindedir. CD105 in sitoplazmik kismi TGF-
B R I ve II tarafindan fosforilize olur. TGF-B R I, daha sonra kompleksten ayrilir.
Ayrica CD-105 in ekspresyonu, TGF-f R II fosforilizasyonunu inhibe ettigi halde,
TGF-B R I’ inkini ise artirir. Sonug olarak Smad 2 proteinlerinin fosforilizasyonunu
arttirir. Smad 2, gen transkripsiyonunu idare eden bir¢ok sinyalinin tamamlayicisi
roliinii oynamaktadir. Ozet olarak CD-105, TGF-B R I ve II ile etkileserek TGF-B

fonksiyonlarini diizenler ve Smad proteininin fosforilizasyonun ayarlar [26].

Endoglinin herediter, hemorajik, telenjiektazi ve kanser anjiyogenezisi gibi bircok
patolojik siirecte rol aldigi belirtilmistir. Ayrica son zamanlarda preeklampsi,
hipertansiyon ve diabetes mellitus gibi metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarla da

iliskili oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur [27].

Insan endoglini geni 9. kromozom uzun kolunda (9q34ter) yerlesmistir ve 15 exondan
olusur. Disiilfid baglar1 ile baglanan 95 kDa agirliginda iki alt birimden olusur. Her bir
alt birim tip 1 integral membran proteini olarak da bilinen endoglinin hiicre disi,
transmembrandz ve sitozolik parcalardan olusur. Sitozolik uglar1 farkli olan iki
izoformu tanimlanmistir. Baskin olan Lizoformda sitozolik u¢ 47 aminoasit igerirken,
mindr izofrom olan S-izoform 14 aminoasit igerir. Bu iki izoform farkli etkilere sahiptir;
genel olarak L-endoglin proanjiyojenik etkilere sahipken, S-endoglin antianjiyogenik
ozelliklere sahiptir. Ayrica yaslhiliga bagli kardiyovaskiiler sistem bozukluklarinin

olusumunda da S-endoglinin katkisinin oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 1.2) [27].
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Sekil 1.2. Endoglin yapisi; disiilfid baglar ile baglanan 95 kDa agirliginda iki alt

birimden olusur [27]

Endoglin etkin endotel hiicrelerine baglanmay1 tercih eder ve bunlarda tlimor
anjiyogenezinde rol alirlar. Bir¢ok c¢alismada CD- 105’in damar olusumunda yer
aldigim1 ve bu sekilde bircok tiimor cesitinde kan damarlarinin anormal gelisiminin
kuvvetli bir belirteci oldugu diistiniilmektedir. CD-105 timor dokusundaki yeni
damarlarda gucli bir bicimde eksprese olmaktadir [28].

Aterosklerozlu ve hiperkolesterolemili hastalarda serum endoglin seviyelerini inceleyen
calismalar mevcuttur. Blann ve ark. ilk kez hiperkolesterolemili hastalarda endoglin
seviyesini yiiksek bulmuslardir [29]. Buradan yola ¢ikarak S-endoglin seviyelerinin
endotel hasar1 ya da fonksiyon bozuklugu ile ilskili olabilecegini ileri slirmiislerdir.
Blaha ve ark. ise hiperkolesterolemili hastalarda aferez sonrasi S-endoglin seviyelerini
aferez Oncesine gore daha disiik bulmuslardir [30]. Ancak S-endoglin seviyesi
kolesterol seviyesi ile korelasyon gostermemistir. Sonug olarak azalmis S-endoglin
seviyesinin, afarez yontemi ile aterojenik maddelerin uzaklastirilmasi sonrasi endotel
fonksiyon bozuklugundaki iyilesmenin ve immiin sistemdeki azalmis aktivasyonunun
bir belirtisi olabilecegini ileri siirmiislerdir. Diger yandan Li ve ark. ise agir koroner
hastaligi olan hastalarin S-endoglin ve TGF-B1 (kuvvetli vazodilatdr) seviyelerini

kontrollere gore daha diisiik tespit etmislerdir. Bu durumu ise dolasimdaki artmis S-
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endoglin/TGF-B1 kompleksi olusumuna baglamislardir. Sonug¢ olarak, aterogenezin
erken asamalarinda endotel hasaria bagli S-endoglin seviyelerinin yiiksek oldugunu,
koroner arterde daha agir seviyedeki aterosklerotik lezyonlarin varliginda ise bu
molekiiliin seviyesinin diistiigiinii ifade etmislerdir. Hiperkolesteroleminin yanisira
miyokard infarktistinde veya plak ruptirinde de S-endoglin molekulinun serum
seviyesinin degistigi belirtilmistir. Yine bu molekiiliin kronik koroner hastalifina sahip
bireylerde kardiyovaskiiler olaylar1 6ngormede kullanilabilecek yeni bir belirteg
olabilecegi ileri siirtilmiistiir [31]. Yakin zamana kadar yapilmis olan caligmalar, kan
damarlarindaki endoglin ekspresyonunun; ilerlemis aterosklerotik lezyonlardaki
neoanjiogenezde, plak stabilizasyonunda, anti-inflamatuvar islevlerde ve endotel
fonksiyon bozuklugunun sinirlandirilmasinda rol oynadigini diisiiniilmektedir. Bunlara
ek olarak, hiperkolesterolemi, ateroskleroz, koroner arter hastalifi, diyabet ve
hipertansiyon artmis kan S-endoglin seviyeleri ile iligkili bulunmustur [32]. Diyabetli
hastalarda kanda artmis ¢Oziinebilir endoglin seviyelerinin damar duvarinda TGF-f§
sinyalizasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir [33]. Bdylece endotel fonksiyon
bozuklugunda, aterosklerozda ve sonu¢ olarak koroner arter hastaligi gelisiminde
onemli olabilecek bir mekanizma tanimlanmistir. Coziinebilir endoglin seviyesinin
Olcimii aterosklerotik siirecin ilerleme hizi ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesi
anlaminda yol gosterici olabilir. Bu nedenle kardiyovaskiiler sistem ile ilgili birgok
hastalikta tedavi agisindan endoglinin potansiyel bir hedef haline gelebilecegi ifade
edilmektedir [33].

1.3. Biyosensorler

Canlilarin ¢evrelerindeki degisimi anlama ve cevap verme sistemleri, biyosensorlerin
ilerlemesi i¢in temel olusturmustur. Biyosensorler; ¢ogunlukla biyolojik tahliller igin
kullanilan bir ¢esit 6zel sensorlerdir ve "International Union of Pure and Applied
Chemistry" (IUPAC) tarafindan, "kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yaniti
optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren sistemler" olarak
betimlemelenmektedir. Son yillarda mikro veya nanoelektronik alanindaki ¢aligmalar
ile biyolojik molekiillerin gergekiistii duyarliliktaki cevap verme kapasitelerinin
kesfedilmesine ve biyosensor teknolojilerinin hizla gelismesine sebep olmustur. Bunun

sonucunda; tip, eczacilik, gida giivenligi, ¢evre kirliligi ve askeri uygulamalar gibi
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birgok alanda kullanilmak tizere farkli tipte biyosensorler gelistirilmeye baslanmistir

[34].

Biyosensorler, biyolojik bir reaksiyonu elektrik sinyaline doniistiiren analitik
cihazlardir. Basit ve kullanim1 kolay olan bu sistemler, karigik biyoanalitik dl¢limlerin
gerceklestirilmesi i¢in biyolojinin hassasiyetini ve spesifikligini fizikokimyasal
transduserlerle birlikte kullanirlar. Genel olarak ii¢ temel bilesenden meydana gelirler.
Bunlar; secici tanima mekanizmasina sahip biyomateryaller, biyoajanlarin analit ile
reaksiyonu sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren
donistiirticiiler (transducer) ve elektrik ya da  diger sinyal isleyicilerdir. Bir
biyosensorde biyolojik materyal olarak, katalitik 6zelliklere sahip olsun veya olmasin
bircok biyolojik molekiil kullanilabilinmektedir. Katalitik o6zellikteki materyaller
enzimler, mikroorganizmalar ve dokular iken; Kkatalitik olmayanlar antikorlar,
reseptorler ve nikleik asitlerdir. Biyosensorlerin bilesenlerinden doniistiirticiiler;
elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik, iletken), optik, piezoelektrik ve
manyetik sistemlerden olusur. Giiniimiizde, biyosensor sisteminin hazirlanmasinda
kuantum noktalar, altin nanopartikiiller, dendrimerler, manyetik nanopartikiiller ve
nanoteller gibi sayisiz nanomalzemeler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, nanofiberler
genis yiizey alani, kontrol edilebilir cap1 ve kalinligi, esnekligi ve gozenekli yapida

olmasi nedeniyle genis bir yer bulmustur (Sekil 1.3) [35].
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Sekil 1.3. Bir biyosensorii meydana getiren ana bilesenleri [35]
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En basta biyosensor 1962 yilinda Clarck ve Lyons tarafindan enzim elektrot yardimi ile
glikoz tespitine yonelik olarak yapilmistir. Biyosensorlerin o yillarda baglayan gelisimi
devam etmektedir. Biyosensor arastirmalarinin  ¢ikis yapmasinin  arkasindaki
yonlendirici giig, ¢ogunlukla diinyadaki onemli sirketlerin biyosensor teknolojisine
derin ilgi gostermesi ve bu alanda diinya pazarinda yer almak istemeleridir.
Biyosensorlerin - diger geleneksel analitik aygitlardan ¢ok daha karli yonleri

bulunmaktadir:

1- Kiiciik olabilme 6zellikleri (tasinabilir cihaz haline getirilebilme, az miktarda 6rnekle

analiz bolgesinde ¢alisma olanagi)
2- Hizli tepki zamani

3- Yiiksek secimlilik (karmasik yapili karisimlarda ayirma/saflagtirma yapilmaksizin

analiz)
4- Kullanim kolaylig1 (kullanimda uzman gerektirmemesi)
5- Maliyetinin az olmasi [36].

Bir biyosensorin fonksiyonu biyolojik aktif materyalin biyokimyasal Ozgiilliigiine
baghdir. Biyolojik materyalin se¢imi 6zellilik, depolama, operasyonel stabilite gibi
bircok etkene baglhidir. Aynm1 zamanda kimyasal bilesik, antijenler, mikroplar,
hormonlar, niikleik asitler ya da tat ile koku parametrelerinin hangisinin tayin edilecegi
biyolojik materyalin se¢imini etkiler. Biyolojik sistem ve iletici sistemin iyi bir sekilde
etkilesmesi yani basarili bir immobilizasyon tekniginin kullanilmast etkili bir

biyosensoriin hazirlanmasinda énemlidir [37].

Son yillarda bir¢ok biyosensor sistemi gelistirilmistir ve bunlar klinik, medikal, ¢evresel
goriintiileme, endiistriyel siireclerin kontrolii ve diger pek ¢ok alanda cesitli analizler
caligmalar i¢in kullanilmistir. Mikrosensor teknolojileri ve biyoteknoloji alanindaki
gelismelere paralel olarak, biyosensorler konusundaki aragtirma ve gelistirme
calismalar1 hizli bir yiikselis gostermektedir. Sensorlerde biyolojik materyalin
kullanilmasimin en o6nemli avantajlarindan biri belirli bilesiklere olan seg¢imliligin
artmasidir. Diger bir avantaj ise; biyolojik ilgisinin oldugu molekiilii direk olarak
tanimasidir. Birgok geleneksel metotda biyomolekiiliin tespiti i¢in 6n hazirlik gereklidir
fakat ¢ogu zaman biyosensorlerde On haazirhiklar gerek duyulmaz. Geleneksel

yontemlerin duyarliligr yiiksektir fakat bunlarin kiigiiltiilmesi zordur. Elektronik ya da
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elektrokimyasal 6l¢iim metotlari, bu yonleri ile diger yontemlere gére daha avantajlidir

(Sekil 1.4) [37].

Elekiriksel
Etkilegim sinyal
Biyosecimli {3 Tletici ' H
.|‘ - membran . m1
' PC
Analit | .
Katalitik  Afinite Optik
¢ l Alkustik
Kalorimetrik
Hiicrele Antibodiler Elektrokimvasal
Dokular Reseptor ]
Enzimler" ¥ Nikleik asitler
Biyomimikler

Sekil 1.4. Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi [38]

1.3.1. Biyosensorlerin Tarihcesi

Biyosensor ifadesini ilk defa Clark ve Lyons (1962) belirtmislerdir. Enzim-elektrot
iligkisini imal eden ikili, bu kompleksi glukoz sensorii olarak kullanmiglardir. Sensér,
oksido-rediiktaz enzim olan glukoz oksidazin platinyum elektrota immobilize
olmasindan ibarettir. Platinyum elektrot enzim bdlgesinden iiretilen H20 tarafindan
+0,6 V’da polarize olur. Basitce bu prensibe gore ¢alisan tarihin ilk biyosensorii 1974
yilinda piyasada Yellow Springs Instrument (YSI) olarak tanimlanmigtir. YSI
sensOriinlin  gelistirilmesinde ana Ozellik yeni membranlardir. Clark burada sandvig
membran kullanmistir. Enzim niikleopor polikarbonat membran ve selilloz asetat
membran arasina hapsolmustur. Bu membranlar normalde ortamin potansiyel yapisini
etkileyecek olan diger icerikleri elimine etmekte ve aracin duyarliligini ve 6zgiinliiglinii
artirmaktadir. Mesela, Clark“mn kullandigi membran H,O>’i diffiize ederken askorbat ve

diger parazitik kimyasallarin gecisini engellemektedir [39].
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Clark ve Lyons“un gelistirdigi ilk biyosensor dizayni membran diyalizator, reaksiyon
bolgesi ve ceviricilerden olusmaktadir. Ikinci dizayn biyosensorlerde Oz yerine,
elektronlar1 enzimin redoks merkezinden elektrodun yiizeyine aktarilan bir elektron

akseptori (redoks mediatorii) kullanilmistir [39].

Biyosensorler 3 temel bilesenden olusur; biyoreseptor, doniistiiriicli ve sinyal siire¢
edici sistem. Biyotanima elementi veya biyoreseptor, spesifik hedef analiti tanimaya
yarayan immobilize biyokomponentten olusur. Bu biyobilesenler siklikla antikorlar,
enzimler ve niikleik asitlerdir. Tranduser ise tanima olaymi Olgilebilir sinyale

dondstiirtirler (Tablo 1.1) [40].

Tablo 1.1. Biyosensorlerin bilesenleri [40]

Anplit Biyobilesen Sinyal Tletici Sistem
{ Bivoreseptiir) i Transdiiser)
Metaller Enzimler Elektrokimyasal Esash
Hormonlar Antikorlar Amperomelri
Enzim-Koenzimler | Hucre-doku kesitleri Potansiyometri

Substrat

Aktivattir — Inhibitiir
Antikor- Antijen
Mukleik asit
Mikroorganizmalar

Virtisler

Mikroorganizmalar
Nukleik asitler
Lipitler

Hitcre organelleri

Reseptorler

Yari iletken esash
Optik esash
Fotometri esash
Fluorometri esash
Biyoluminesans
Piezoelekirik

Kuartz kristal mikrobalans

Analit ile biyoreseptor arasindaki reaksiyon yeni bir kimyasal iriin olusumu, 1s1
salinimi, elektronlarin akisi, pH ve kiitle degisimi gibi ¢esitli kimyasal degisimlere
sebep olmaktadir. Biyokimyasal sinyaller, elektriksel sinyallere ¢eviriciler aracilifiyla

dontigiir. Sonug olarak elektriksel sinyal giiclendirilir ve mikroelektroniklere ve veri
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isleyiciye iletilir. Biyosensorler, kullanilan biyolojik sinyal verme mekanizmasina ve

kullanilan sinyal ileticinin tipine gore gruplandirilir (Sekil 1.5) [40].

BiYOSENSOR

.
Biyoreseptor
—ld I
[ I | | | Transdii ‘
ransauser |
Enzim Antikor DNA Hiicre tabanli Biyometrik
| —

| | | ]
Kalorimetrik Optik
| |

Elektrokimyasal | | Piezoelektrik

Sekil 1.5. Biyosensorlerin siniflandirilmasi [40]

1.3.2. Kullanilan Biyoreseptor Elementine Gore Siniflandirma

Biyotanima elementleri, hedef analitleri tanimadaki gorevinden dolay1 biyosensorlerin
hayati boliimleridir. Bu ylizden biyotanima elementinin se¢imi tam olarak hedef analite
baglidir ve tanima elementinin hedefe yiiksek baglanma affinitesine ve stabilitesine
odaklanilir. Klasik tanima elementleri enzimler, antikorlar, niikleik asitler ve
hiicrelerdir. Ayrica son zamanlarda fajlar, aptamerler, molekiiler baskilanmis polimerler

(MIP) ve affikorlar dnemlidir [41].
e Enzimler

Enzimatik biyosensorlerde, enzim substrati ile belirli bir bigimde etkilesime girer.
Enzimatik biyosensor sistemleri enzimlerin katalizini ya da  hedef tarafindan

inhibisyonunu 6lgebilirler.

a) Enzim analiti metabolize edebilir, bdylece analit konsantrasyonu analitin

katalitik transformasyonu ile 6lgilur.

b) Enzim analit tarafindan inhibe edilebilir, bdylece analit konsantrasyonu

enzimatik iirlin olusumunun azalmasi ile iligkilendirilir.
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Bu durumda, biyosensor sirasiyla tiiketilen veya tretilen tiirleri belirler. Cogunlukla,
enzimatik biyosensorlerde sadece bir enzim kullanilir fakat multi-enzim sistemlerinde

kombine enzimler ayn1 platformda biitiinlestirilir [42].
e Antikorlar

Antikorlar biyosensdrlerde kullanilan popiiler affinite tanilama elementlerindendir. Gida
guvenligi, cevresel izleme, klinik analizler ve fiziki tanilama gibi bir dizi uygulamalarda
genellikle kullanilmaktadirlar. Antikorlar, poliklonal (bir dizi immiin hiicre tarafindan
tiretilen) veya monoklonal (tek kaynaktan; hiicrenin benzer klonlar tarafindan tiretilen)
olabilir. Poliklonal antikorlar, antijenlere cesitli yerlerden veya farkli affinite ile
baglanirlar ve monoklonal antikorlar epitop denen ayni hedef bolgeye esit affinite ile

baglanirlar ve poliklonal antikorlara gére daha belirleyicidirler [43].
e Nukleik asitler

Biyotanima elementi olarak niikleik asitler (DNA ve RNA) antikorlara gore kimyasal
olarak daha belirlidir. Genosensorlerde, hedef DNA veya RNA, yiksek affiniteden
dolay1 DNA veya RNA elementinin hibridizasyonu ile taninir. Hibridizasyon,
tamamlayict DNA baz ciftinin eslesmesi ile hedef DNA dizisinin spesifik bolgesinde
olusur [44].

e Hoicreler

Canli organizmalar mesela bakteri, fungi, maya, alg ve doku-kiiltiir hiicreleri teshis
elementi olarak biyosensorlerde kullanilirlar. Hiicre temelli biyosensorlerde, analitik
sinyal yasayan canli organizmanin genel metabolik durumunun 6lctilmesi ile belirlenir.
Boylece, biiyiimenin inhibisyonu, hiicre canlilif1 ve substrat alim1 analitik sinyal olarak
degerlendirilir. Biyotanima elementi olarak hiicrelerin enzimlere gore tiirlii tistiinliikler1
vardir. Bu avantajlar yiiksek stabilite, azaltilmis saflagtirma basamaklar1 gereksinimi,

ekonomik hazirlama maliyeti, yeterli kofaktor rejenerasyonudur [45].
o Fajlar

Fajlar, bakterileri enfekte eden virlslerdir ve yuzeylerinde peptid ve protein
bulundururlar bunun sonucunda patojenleri tespit etmede biyotanima elementi olarak

kullanilir. Ev sahibi bakteri lizerinde bulunan 6zellikli reseptor molekiillerin taninmasi
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ile olay gerceklesir. Faj biyosensorleri, immunosensorlere gore ¢evre kosullarina daha
saglamdir. Ayrica fajlar bakterilerin tespitinde bakterilere olan spesifikliginden dolay1
oldukca basarilidir. Ciinkii fajlar bakterilere 06zellikli olacak formda kalitsal

miithendislenmistir ve saglam, diisiik maliyetli ve iretimi maliyetsizdir [46].
e Aptamerler

Aptamerler kisa zincirli 30-40 niikleobazdan olusan in vitro ortamda hayvan ve hiicre
kulttrtine gereksinim duyulmadan dretilen oligonukleotidlerdir (RNA ve tek iplikli
DNA). Aptamerlerin hedeflerine yiiksek affinitesi vardir. Tipik olarak benzersiz 3
boyutlu yapiya katlanir ve bu katlanma hedef analitlere 6zellikli baglanmaya olanak
saglar. Termal olarak istikrarli olmalari, tekrar kullanilabilir olmadan immobilizasyon
icin kolay modifiye edilebilir olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. Kimyasal modifiye
edilebilir olmasi analitin stabilitesini, affinitesini ve spesifikligini arttirir. Ek olarak, ¢ok
yonliligl ve liretim sirasinda hayvan kullanimindan kag¢inmasi antikorlarla mukayese
edildiginde en biiylik avantajlarindandir. Aptamerler bir dizi hedef analitlere mesela
toksinler, antibiyotikler ve biyobelirteclere tutunabilir [47].

o Affikorlar

Affikorlar, rekombinant affinite proteinlerin yeni sinifidir ve izolasyonlarindan sonra
hedef protein veya peptidlere 6nemli derecede affinite ve spesifiklige sahip olurlar.
Affikorlarin tek domainleri ve 3 heliks yapilar1 bulunur. Heliks {izerinde 13 adet
aminoasit pozisyonu igerir. Affikorlarin izolasyonu non-immunoglobulin iskeletine
dayanir. Affikorlar goriintiileme, diagnostik ve terapotikler olarak siklikla
kullanilmasina ragmen, biyotanima elementi olarak biyosensorlerde kullanimi yeni
baslamistir. Fakat onlimiizdeki giinlerde hedef analite affinite ve spesifikligi sayesinde

kullanim agisindan potansiyeli bulunmaktadir.
*Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MIP)

Son yillarda biyosensorlerin bir¢ok prototipi Ornegin, enzim ve antikorlarn asiri
kosullarda diisiik stabiliteden dolay1 ticari duruma gelememektedir. Bu yiizden
biyotanima elementi olarak MIP gibi sentetik matrikslerin kullanimi 6nemlidir. MIP’ler
yuksek secicilik, stabilite, sentezinde kisa zaman gereksinimi, yiiksek termostabilite ve
ucuz bedel gibi avantajlar igerir. MIP’ler, fonksiyonel monomerlerin elektrokimyasal

polimerizasyonu ile hedef analit ve ¢apraz baglayici iceren bilesim i¢inde iiretilir. Bu
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yuzden, MIP’ler geometrilerden dolayr hedef molekiillerle olan etkilesimlerinde
spesifiktir ve baglanma spesifikligi tipik antikor-antijen etkilesimi ile farksizdir. Hedef
analiti taklit eden kalip molekiil, molekiiler oyuklara tanima yerlerinin varliginda segici
olarak baglanir. Bu durumda MIP’ler molekiiler baskilanmis bosluklar ile sentetik
capraz baglanmis materyaller olarak ifade edilirler. Bu bosluklarda yapay tanima yerleri

mevcuttur ve bu sayede dogal reseptoriin (6rnegin, antikor) biyolojik aktivitesini taklit

ederler [48].
1.3.3. Kullanilan iletici Sisteme gore Simiflandirma

Biyosensorler kullanilan iletici sisteme gore gruplandirilirlar. Transduser, biyosensoriin
bir bilesenidir ve sinyal tespit etme silirecinde hayati bir gorevi vardir. Transduser,
fiziksel, biyolojik ve kimyasal etkileri elektriksel sinyale yuksek hassasiyet ve en az
bozulma ile doniistiiren aygitlar olarak bilinirler. Arastirmalarda dort temel transduser
deseni bulunmaktadir. Bunlar piezoelektrik, elektrokimyasal, kolorimetrik ve optiktir.
Elektrokimyasal transduserlar, oksidasyon ve redlksiyon tepkimeleri sonucu Uretilen
akimi Slger. Olgiilen bu akimin, elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu ile bagi
bulunmaktadir. Optik transduser, biyotanima elementi sonuncunda olusan absorbans,
fluoresans, fosforesans, refraksiyon ve dispersiyondaki farkliliklar1 6lger. Piezoelektrik
transduser, piezoelektrik materyalden olusur ve biyomateryal piezoelektrik materyal ile
ortliliir. Bu materyal belli bir frekansta titresir. Bu frekans dis kaynakli elektriksel sinyal
ile kontrol edilir ve bu sinyal beli bir seviyede akim diiretir ve hedef analitin

biyomateryale baglanmasi frekansta kaymaya neden olur. (Tablo 1.2) [49].

Tablo 1.2. Transduser se¢imine gore biyosensorlerin siniflandirilmasi [50]

Elektrokimyasal Temelli Biyosensorler | Impidimetrik, Amperometrik,

Potansiyometrik.

Optik Temelli Bivosensorler Fotometrik. Biyoliiminesans.
Fluorometrik

Piezoelektrik Temelli Bivosensorler Mikrokantileverlar, Kuartz kristal
mikrobalans

Kalorimetrik Temelli Biyosensdrler Termistérler
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1.3.3.1. Optik-Optoelektronik Biyosensorler

Optik biyosensorler; tibbi triinler, ulusal giivenlik, biyomedikal incelemeler, ¢evre
izlenmesi, saglik hizmeti ve savas alanlarinda genis uygulamalara sahip kuvvetli
anlama ve analiz araclardir. Elektromanyetik parazitlerden etkilenmedikleri, uzaktan
algilama yapabildikleri ve tek bir aygitda ¢oklu algilama saglayabildikleri
belirtilmektedir. Bu 6zellikler, optik biyosensdrlerin avantajlaridir. Optik transduserler;
absorbans, floresan-fosforesans, kemiliiminesans, reflektans, 1sik sa¢ilimi ya da kirilma
indisindeki degisiklikleri ortaya c¢ikarmaktadir. Genel olarak belirleme protokolleri;
floresan temelli ve etiketsiz belirleme olmak iizere ikiye ayrilir. Floresan temelli
belirlemede hem biyolojik hem de hedef tanimlayict boyalar gibi floresan etiketleriyle
etiketlenmektedirler; floresan varligi hedef molekiillerin varligini ve hedefle
biyoreseptdr arasindaki iligkinin giiclinli ortaya koymaktadir. Etiketsiz belirlemede ise;
hedef molekiiller etiketlenmez ya da degistirilmez ve ger¢ek formlarinda belirleme
yapilmaktadir. Bu tip belirleme kolay ve ekonomiktir ve molekiiler etkilesimin

niceleyici ve kinetik 6l¢iimiine olanak saglar [51].

Optik sensorler, ilk olarak oksijen, karbondioksit ve pH Ol¢limleri i¢in gelistirilmis,
sonralart floresan ve 1sildayan optrodlarin yapimina kadar gelistirilmistir. Segici
biyolojik bilesen, optik fiberin ucundan ve diger uca yerlestirilmis tavsiye ve belirleme
bilesenleri immobilize olmustur. Yiizey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon
Resonance-SPR), kimyasal algilama alaninda optik bir metot olup, metal ylizeyin optik
aydinlatmasi esnasinda ortaya cikar ve bu biyomolekiiler etkilesim analizi icin
uygulanabilmektedir. Yiizey plazmon rezonans i¢in en iyi betimleme; zit yukli
dielektrik sabitlerle iki ortam arasindaki ara yiizeyde yilik yogunlugunun salinimidir.
Plazmonlar, yilizey metal katmandaki uyarilmis serbest elektron kismini ifade
etmektedir. Yiizey plazmon rezonansi uyarmak i¢in dort temel yontem bulunmaktadir.
Bunlar; prizma kuplaji, dalga kilavuzu kuplaji, fiber optik kuplaj ve 1zgaral kuplajdir.
Uygun kosullar altinda ince metal filmin yansitma 6zelligi, ortamin bir tarafindaki optik
farkliliklara karsi olduk¢a hassastir. Bunun nedeni ise yiizey plazmonlarinin smir

kosullarinin hassas problari icermesidir [51].



21

1.3.3.2. Piezoelektrik Biyosensorler

Bu tip biyosensorler, piezoelektrik geregler araciligiyla dalga yayilimindaki rezonans
frekansindaki degisiklik i¢in kullanilan cihazlardir. Bu kurallar, sensor yiizeyindeki
kiitle, viskozite veya yogunluk degisimlerini belirlemek ic¢in var olmaktadir.
Piezoelektrik doniistiiriiciiler, bagisiklik algilama uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilan yapilardir. Bu tip doniistiiriici kullanmanin avantajlari; gercek zamanli
izleme, etiketsiz belirleme ve kullanim kolayligi saglamasidir. Ancak bu ydntemin
hassaslik ve spesifiklik konularinda eksikliklerinin bulundugu da 6ne siiriilmektedir.
Ayrica piezoelektrik biyosensorlerde bigim ve dl¢iimleme sorunlart bulunmaktadir. Bu
sebeple piezoelektrik biyosensorler, optik ve elektrokimyasal biyosensorlere gore daha

az 6nemlidir [52].

Piezoelektrik tesirden yararlanmak i¢in genel yaklasim piezoelektrik kristali, antikorlar
veya enzimler gibi biyolojik malzemelerle 6rnegin hedef molekiil i¢in yiiksek secicilige
sahip bilesiklerle ortiilmektedir. Piezoelektrik kuartz kristal sensorleri basitlikleri
sebebiyle biyoanalitik analizler i¢in ve biyomolekiiler etkilesimlerin karakterizasyonu
icin rekabetci cihazlar olarak buyuk 6nem arz etmektedir. Bu sensorlerde biyoreseptor
kuartz kristalde immobilize durumdadir ve bu da harici alternatif elektrik alanin
uygulanmalarinda rezonans iiretmektedir. Iki interaktif molekiil arasindaki; biri yiizey
izerine immobilize edilmis ve digeri ¢ozelti ya da gaz fazinda serbest olan biyospesifik

reaksiyon, gercek zamanli olarak takip edilebilmektedir [52].
1.3.3.3. Termal Biyosensorler

Termal ol¢timler, biyokimyasal tepkime sirasinda verilen veya absorbe edilen 1sinin
Ol¢timiiyle iliskidir. Toplam 1s1 verme veya absorbsiyonu, molar entalpi ile orantilidir ve
biyokimyasal reaksiyonda olusturulan toplam {iriin molekiillerinin sayisidir. Termal
sensoOrler, bu biyolojik reaksiyonlarin temel 6zelliklerinden yararlanmaktadir. Termal
transduserler ayrica antikor-antijen etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in de uygulanmigstir
ve bu yontem, Termometrik Elisa Testi olarak da ifade edilmektedir. Ancak kullanimi

ve maliyetli enstriimantasyon bu teknigin en biiyilik dezavantajlarindan biridir [53].
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1.3.4. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, analit konsantrasyonuyla iligkili elektrik sinyalini
iiretmek icin alakali analit ile tepkimeye girerek kullanilmaktadir. Ozgiin bir
elektrokimyasal sensor, algilayici elektrot (¢calisma elektrodu) ve elektrolitten ayrilmig
referans elektrot icermektedir. Cogu uygulama igin, ti¢ elektrotlu sistem, yiiksek girdi
empedanshi bir potansiyostata baglh referansla kullanilmaktadir ve hem akim hem de
devrenin tamamlanmasi i¢in bir karsit elektrot bulunmaktadir. Bu sensorler, enzimler ve
hlcreler gibi biyolojik komponentlerin aksiyonuyla elektroaktif tirlerin Uretim ya da
tiiketimlerinin izlenmesine dayanmaktadir. Elektrokimyasal sensorler, 6zellikle glukoz

izlenmesinde yliksek market payina sahip cihazlardir [54].

Potansiyometri, duyusal analizlerde esasli bir yere sahip olan en eski enstriimental
yontemlerdendir. Bu analitik teknik, farkli konsantrasyonlarda ¢esitli iyonlarin
belirlenmesini sagladig1 ve ucuz 6l¢iim ekipmani kullanildigr i¢in kolay uygulamalarda
ilgi ¢ekici bir cihazdir. Potansiyometrik sensorler, iyon segici elektrotlar1 biyolojik
reaksiyonu bir elektrik sinyaline degistirmek i¢in kullanmaktadirlar. Cam elektrodlari,
metal oksit esasli sensorleri ve iyon secici elektrotlart iceren hemen hemen tiim

potansiyometrik sensorler piyasada var olmaktadir.

Potansiyometrik biyosensorler; yiiksek segicikleri, diisiik maliyetleri ve basit olmalari

nedeniyle cevre, saglik ve endiistriyel uygulamalarda genis olarak kullanilmaktadirlar
[55].

Amperometrik biyosensorler, heterojen elektron nakil reaksiyonlarini, yani elektroaktif
maddelerin oksidasyonunu ve indirgenmesini temel alirlar. Transduser olarak
amperometrinin kullanimi kapsamlidir. Kural olarak amperometrik biyosensorlerin
calismasi; calisma ve referans elektrot arasinda uygulanan potansiyel ile ifade
edilmektedir. Yiiklenen potansiyel, net bir akimin akmasina neden olan redoks
reaksiyonlarii tesvik etmektedir. Akimin biiyiikligl, ¢ozeltide bulunan elektroaktif
tirlerin konsantrasyonu ile orantilidir. Hem katodik (indirgeyici) hem de anodik
(oksitleyici) reaksiyonlar amperometrik olarak bildirilmektedir. Amperometrik
sensOrlerin; ¢evresel, klinik ve endiistriyel amaglar i¢in uygun, yiiksek hassaslikta ve
giivenilir oldugu belirtilmektedir. Clark ve Lyons'un yayinindan itibaren, amperometrik

biyosensorler yaygin ve perspektif egilimlerden biri olmustur [56].
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1.3.4.1. Potansiyometrik Biyosensorler

Potensiyometri tayinde, genellikle biyoreseptér iceren bir elektrokimyasal hedef
icerisinde ya bir Grinun elektrokimyasal aktivitesi ya da elektrokimyasal tepkimedeki
bir tepkimenin aktivitesinin gerilimi belirlenmektedir. Potensiyometrik kanilar agik
akim akisi olmayan bir elektrot siireci icerir. Bir elektrot ylizeyinde yiik fazlaligi
birikimi sonucunda elektrot ilizerinde 6nemli miktarda gerilim olusumu prensibiyle
calisir. Potansiyometrik sensorler, uygun biyoreseptorler ve uyumlu transdiserler
kullanarak, bir iyonun iyonofora baglanmasindan kaynaklanan elektriksel gerilimdeki

degisiklikleri takip edilebilmektedir [57].
1.3.4.2. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik doniisiim, elektro aktif tiirlerin elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesi ya
da indirgenmesine bagli olusan, elektroaktif iirlinlin olusturdugu akim degisiminin
Olclimiinii esas almaktadir. Caligma metotunda bir referans elektroda karsi platin, altin,
grafen ya da karbon ¢aligsma elektroduna belirli bir potansiyel uygulanarak yapilir. Elde
edilen akim, direk elektro aktif tiirlerin derisimi ya da biyokatalitik materyal i¢indeki
iiretim ya da tiiketim hizlarinin bir fonksiyonunu ifade eder. (Sekil 1.6) [57].
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Sekil 1.6. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi [57]
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Amperometrik metot, elektron nakil siireglerin izlenmesi ve bir potansiyeldeki akim
siddetinin 6l¢iimii esasina dayanan en eski elektrokimyasal yontemlerdendir. Duyarli ve
kolay bir metot olmasindan dolay1r biyosensorlerde kullanilan en kapsamli analiz
yontemlerindendir. Biyolojik element g¢ogunlukla elektrot iizerinde immobilize edilir.
Amperometrik sensorler stabil potansiyel uygulandiginda iiretilen kararli hal akiminin
belirlenmesini temel almaktadir. Bu biyolojik element tarafindan tiretilen ya da tiiketilen
elektrokimyasal tiirle iliskilidir. Enzimatik reaksiyon sirasinda, elektrokimyasal aktif tiir
enzim tarafindan {iretilirken ya da tiiketilirken bu tiirler elektrotta indirgenir ya da
yukseltgenirler. Amperometrik sensorler, biyokimyasal tepkimede Uretilen Griinlerin
reaksiyonu sonucu g¢alisma elektrodundaki akim degisikligini 6l¢mektedir. Belirlenen
akim siddeti, calisma elektrodunda yiikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin
derisiminin bir fonksiyonudur ve analit derisimi ile orantilidir. Enzim esasli biyosensor
icin en belli 6rnek glukoz oksidaz enzimi ile glukoz tespitidir. Enzimatik tepkime
esnasinda oksijen harcanirken H2O, uretilir ve her ikiside amperometrik olarak tespit
edilebilir. Amperometrik enzim sensdrleri alaninda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Yapilan
son c¢aligsmalarda elektron aktarim aracisi olarak mediyatorler kullanilmis ya da enzimler
kullanilarak aktif merkezden elektroda direk elektron transferi gergeklestirilmistir (Sekil

1.7) [58].

Amperometrik biyosensorlerin olusumu igin, elektron aligverisinde gorevli redoks

enzimi ve elektrotlar arasindaki elektronik baglanti iliskisi 3 kusak seklinde gelismistir:

*Birinci kusak amperometrik elektrotlar: Enzim substratinin ya da {riiniin elektro

aktivitesi Uzerine temellenir.

sIkinci kusak amperometrik elektrotlar: Redoks medyatorlerinin serbest halde ya da

immobilize edilmis biyomolekiillerin kullanimi tizerine temellenir.

«Ugiincii kusak amperometrik elektrotlar: Enzimin redoks aktif bolgesi ile elektrot
ylizeyi arasinda direk elektron tasinmasi tiizerine temel olusturur. Amperometrik

elektrotlarin gelistirilmesinde cesitli yaklagimlar vardir [59].
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Sekil 1.7. Amperometrik enzim elektrotu jenerasyonlar1t a) 1. Nesil Amperometrik
elektrotlar, b) I1. Nesil Amperometrik elektrotlar, c) 111. Nesil Amperometrik elektrotlar
[60].

I. Kusak biyosensorlerin dezavantajlarinin en Onemlisi ¢ok yliksek potansiyel
uygulanmasidir. Bu problem minik redoks aktif molekiiller olan, enzimin redoks etkin
kismi ile elektrot yiizeyi arasinda elektron taginmasini gerceklestiren mediyatorlerin
(ferrosen tiirevleri, ferrosiyanid, iletken organik tuzlar ve kinonlar) se¢imi ve kullanimi1

ile sonuglandirilir.

II. Kusak biyosensorlerde bircok redoks enzimi temelli elektrotlar icin medyatorlerin
kullanim1 uygulanan potansiyeli diisiiriir. Bunun yani sira, mediyatdrler kullanildiklar
elektrotlarda lineer cevap araligini arttirir. Ayrica glukoz elektrotlarinda, bilinen elektrot
kullanim Omriinii uzatirlar ¢linkii enzim aktivitesi i¢in zararli olan hidrojen peroksit
mediyator kullanildigi durumda iretilmez. Dezavantaj olarak mediyatorler sadece
redoks enzimlerine bag kurarak enzim ve elektrot arasinda elektron transferini saglamaz

bununla beraber ¢esitli reaksiyonlara da neden olabilmektedir [61].

II1. Kusak biyosensorler elektron transferi substratin liriine katalitik doniistiiriilmesi ile
iliskilendirilmektedir. Reaksiyonda sorumlu enzimi elektrot ve substrat molekiilii
arasinda mediyator bulunmadan elektron transferini fazlalagtirarak, bir elektro katalizor
vazifesi yapmaktadir. Bu tiir sensorler, genellikle yiiksek segicilik gosterirler, c¢inki
baska reaksiyonlara baslatmadan enzimin redoks potansiyeline es deger potansiyelde
caligirlar. Biyomolekiil ve elektrot yilizeyi arasindaki iligskinin kuvvetli olmasi bu tiir
biyosensorlerin hassasligmi olumlu etkiler. Ilerlemis calismalar yiiksek performansli

amperometrik biyosensorler i¢in redoks enzimi ve elektrot arasinda elektron transferinin
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arttirtlmasi esasina dayanir. Bu diizenlerin gelistirilebilir baska bir 6zelligi ise, dogrudan

elektron transferine dayali enzim esasli amperometrik araglara hedef alinir [62].
1.3.4.2.1. Amperometrik Biyosensorlerde Elektron Transfer Mekanizmasi

Amperometrik biyosensorlerin tasariminda, redoks enzim ve elektrotlar arasindaki
elektron transfer siireci; enzim substratinin veya iriiniin elektro aktivitesi, (birinci
kusak), redoks medyatorlerin serbest bigimde ya da immobilize olarak bulunmasi (ikinci
kusak), ya da enzimin redoks aktif bolgesi ile elektrot yiizeyi arasinda direk elektron

transferi (iiglincii kusak) temel alinir [63].

Birinci nesil biyosensorler dogada, substratin oksidasyonu sonucu indirgenmis duruma
gecen enzimlerin birgogunun prostetik grubunun serbestge diflizlenebilen bir kosubstrat
tarafindan geri kazanilmasi prensibi kullanilmaktadir. Bazi kosubstratlar elektrot
yuzeyinde indirgenip yukseltgenebildiginden enzim ile ¢evirici arasinda ‘“elektron
transfer ajan1” olarak ifade edilmektedir. Enzimin kosubstratinin konsantrasyonundaki
azalma veya kosubstrat ile prostetik grup etkilesimi sonucu olusan {iiriin
konsantrasyonundaki artig, substrat eklenmesiyle uygun bir ¢calisma potansiyeli altinda

Olciilen akim ile belirlenmektedir (Sekil 1.8) [63].
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Sekil 1.8. Enzim ve elektrot arasinda bulunan mediatorlii elektron transferi [63]

Direk elektron transferinde ise enzim ve gevirici yiizey arasinda elektronik acidan
dogrudan bir iletisimin oldugu elektron transfer mekanizmasidir ve elektron transferi
substratin {iriine doniismesiyle eszamanli olarak gerceklesir. Redoks enzimi bir
elektrokatalizor  gibi  davranarak substrattan elektroda elektron transferini

cabuklastirmaktadir. Bu elektron transfer mekanizmasiyla calisan biyosensorlerin



27

enzimin redoks potansiyeline yakin potansiyelde c¢alismasi ile girisim yapan
reaksiyonlardan daha az etkilenmesi daha secici olmalarin1 saglamaktadir. Ayrica
elektrot yizeyi ile biyomolekiil arasindaki yiiksek biitiinlik duyarliligin artmasina da
sebep olmaktadir [63].

Iletken polimerler ile hazirlanan yiizeylerdeki konjuge m-sistemleri sayesinde prostetik
grup ve elektrot arasinda molekiilerin kablolanmasi, enzimin prostetik grubunun
cikarilip pirolkiolin kinon (PQQ) gibi iletken bir uzatma koluyla modifikasyonundan
sonra elektroda baglanip apoenzimin aktive edilmesi direk elektron transferi saglamak

tizere lizerinde yogun ¢alisilan metotlardandir [63].
1.4. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Son zamanlarda empedans temelli imminosensorler biyomolekdillerin, proteinlerin,
hiicrelerin, patojenlerin ve virilislerin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Gelistirilen
elektrokimyasal empedans biyosensorlerinin ¢ogu, antikorlarin elektrot ylizeyinde

hareketsizlestirilmesine bagimlidir [64].

Empedans esas olarak, yliksek frekanslar uygulandigi zaman kapasitans ve indiiktif
degisikliklerden etkilenen bir direncin Olglimiidiir. Elektriksel direng, devre
elemanlarmin elektriksel akima karsi gosterdigi direncgtir. Empedans ise elektrik
akimina karst devrenin gosterdigi direncin karsiligidir. Bu empedans ile direng
arasindaki benzerliktir. Farki ise; empedansin ideal direncin sahip oldugu basit
ozellikler ile degerlendirilmemesidir. Elektrik devresi ile yiizeydeki materyalin
reaksiyon mekanizmast birbirlerine benzetilebilir. Bundan 6tiirti Elektrokimyasal
Empedans Spektroskopisi (EIS) girdilerinin dogru olup olmadigi, kopya oldugu
diisiiniilen bir elektriksel devre ile benzetilerek denet edilir. Model devrelerde en ¢ok
kullanilan devre elemanlar: ise direngler (hiicrede olan ¢dzelti direnci), kapasitorler ve

induktorlerdir [65].

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, yiizey hassasiyetlerini ve tutarlarindaki degisimleri tahlil etmek icin
kullanilan etkileyici ve kullanigh bir yontemdir. Metal korozyon mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda, membranlar boyunca yiik transferi ve ¢ozelti ara yiizeylerinin
karakterizasyonunda ve optimizasyonunda genellikle kullanilmaktadir. Biyosensorlerin
hazirlanma evrelerinin ve biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi ve

niceleyici tespiti icin ¢ok uygundur. Empedans yontemleri ile biyoreseptdr ve onun
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analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesi yani sira, transduserde biyomolekdllerin
immobilizasyonu boyunca meydana gelen yilizey modifikasyonlariin da takip
edilebildigi avantajli bir metottur [66]. Elektrokimyasal islemlerin kantitatif
parametrelerini belirlemek i¢in kullanilabilen elektrot sistemlerinin hem yigin hem de
araylz elektriksel Ozelliklerinin aragtirilmasi igin elit bir teknik gibi goériinmektedir.
Degistirilmis yiizeylerde biyo-tanima olaylari meydana gelirse, arayliz Ozellikleri

degisir. Kisaca, EIS arayiiz bolgesinin parmak izini saglar [67].

Empedansin tek bir frekans disinda baska frekanslarinin belirlenim edilebilmesi sebebi
ile “empedans spektroskopisi” ismini alir. Bu farkli frekanslar sayesinde; ylizeylerin,
tabakalarin veya membranlarin iizerinde gerceklesen degisimler hakkinda bilgi
almabilir. Bu 6n bilgilere ulagim i¢in genellikle esdeger devre sistemleri kullanilarak
analizler yapilir. Cogunlukla diren¢ ve kapasitans olusturan bu devre ile sistemin farkli
fizikokimyasal 6zellikleri de goriiliir. Ayrica sistem; elektrokinetik, difiizyon, partisyon
gibi baslica yasalardan tiireyen nakil fonksiyonlar1 temelinde de tanimlanabilir. Bu
durumda diren¢ veya kapasitanstaki degisimler ¢dzeltinin bir fonksiyonu olarak
tanimlanabilir. Boylece empedansla konsantrasyondaki degisim arasinda iliski

olusturulabilir [68,69].

Empedansin birden fazla frekansi tayin etme 6zelliginden dolay: difilizyon siirecleri,
tabaka, membran veya yiizeylerin degisimleri hakkinda bilgi edinilir. Bu bilgileri elde
etmek icin, empedans spektrumu esdeger bir devre kullanarak analiz islemini
gerceklestirir. Bu devreler genellikle direng ve kapasitanstan icerir. Incelenen sistemin
farkli fizikokimyasal 6zellikleri de bu devre ile acikliga kavusur. Ayrica bu sistem;
partisyon, elektrokinetik, diflizyon gibi temel yasalardan tiiretilmis olan transfer
fonksiyonlartyla da belirtilir. Bu durumdan dolayr ¢ozelti bilesiminin fonksiyonu,
empedans bilesenlerinin (direng veya kapasitans) degisimlerinden meydana
gelmektedir. Konsantrasyondaki degisimle tiim empedans arasinda iliski kurulabilir

fakat bu olay bazi durumlarda gergeklesmektedir [70,71,72].

Elektrot yuzeyinde elektron transferleri olarak bilinen elektrokimyasal reaksiyonlar,
elektrolit direncini, elektroaktif turlerin adsorpsiyonunu, elektrot yiizeyinde yuk
transferini ve toplu ¢ozeltiden elektrot yiizeyine kdtle transferini igerir. Her reaksiyon
siireci, paralel veya seri olarak birlestirilmis direng, kapasitdrler veya sabit faz

elemanlarindan olusan bir elektrik devresi ile ifade edilir. Basit bir elektrokimyasal
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reaksiyon igin en sevilen elektrik devresi modeli, elektrolit direnci (Rs), elektrot /
elektrolit arayiiziinde yiik aktarim direnci (Rct), ¢ift katmanli kapasitans (Cdl) igeren
Randles-Ershler elektriksel esdeger devre modeli ve kiitle transfer direnci (Rmt), ayrica
Warburg empedansi (W) modelleridir (Sekil 1.9) (Sekil 1.10) [67].
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Sekil 1.9. Empedans Devresinin Grafiksel Ifadesi [73]
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Sekil 1.10. Potansiyel-Zaman ve Akim-Zaman biiyiiklerine bagimli olanbir

empedansin matematiksel olarak gosterimi [74]

Cozelti direnci, ¢ozelti iletkenligi ve reaksiyon hiicresinin geometrisi, yani elektrotlar
arasindaki mesafe ve elektrotlar1 baglayan ¢ozelti kesit alani tarafindan olusturulur. Cift
katmanli kapasitans, elektrot ve elektrolit arasindaki elektrostatik etkilesimi gosterir ve
elektrot alanina, dogaya, elektrolit iyonik giiciine ve gegirgenlige baglhdir. Rct ve W

birlikte faradaik empedansi olusturur. Rct, yiik transfer kinetigini yansitir ve kiitle
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transferi sinirlamasi olmadiginda asir1 potansiyelin akima orani olarak ifade edilebilir.
Esdeger devre modelleri kismen veya tamamen deneysel olabilir, her devre bileseni
elektrokimyasal hiicredeki fiziksel bir islemden gelir ve karakteristik bir empedans

davranigina sahiptir [67].

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi‘nin biyosensor uygulamalarinda kullanilmasi
avantajlar1 agisindan 6nemli biiyiiktlir. Bunda EIS’1n analite ¢cok az bir zarar ya da zarar
vermemesi bu yontemi cazip hale getiren baslica etmenlerdendir. Bu zarar dengesi
analizde kullanilan elektrotlarin dmriinii artirmaktadir ve tekrarlanabilirlik ihtimalini de
arttirmaktadir. Duyarli bir ydntem olmasimmin yani sira, modifiye ylizeylerin
molekiillerin zarar goérmeden karakterize olmasma neden olur. Ciinkii uygulanan

potansiyelin genligi oldukea diistiktiir [75].

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi;

- Modifiye elektrotlarin yiizey 6zelliklerinin incelenmesinde,
- Korozyon caligmalarinda,

- Bataryalarda,

- Biyosensor ¢aligmalarinda,

- Metal kaplamada,

- Yar1 iletken elektrotlarda,

- pKa tayininde,

- Biyolojik sistemlerde,

- Yari iletken polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesinde,

- Ince organik filmlerin 6zelliklerinin tespitinde,

- Tletken polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilir [65].
1.5. Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Biyosensorler tip, savunma tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi ve bircok endiistriyel

alanda ¢ok hayati rol oynarlar [76].
Biyosensorlerin muamele alanlar1 sunlardir:

Klinik diyagnostik, biyomedikal bolim
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Proses kontrolii: Biyoreaktor kontrol ve analitigi, gida tiretim ve analizi
Tarla tarimi, bag— bahge tarimi1 ve veterinerlik

Bakteriyel ve viral diyagnostik

Mag tahlili

Endiistriyel atik su denetimi

Cevre koruma ve Kirlilik kontrol

Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

Askeri igletimler

Son yillarda diabet hastalarinda glikoz ol¢iimiinde ve kandaki pek c¢ok biyolojik
iceriklerin in vivo tespitinde gevreyle ilgili olarak toprak, hava ve sudaki pestisit ve
mikotoksin gibi toksiklerin tayinlerinde, patojen tayinlerinde, organofosfatlarin tayin ve
tespitinde, ila¢ sanayinde, gida endiistrisinde, kimyasal ve biyolojik silahlarin

algilanmasinda kullanilmak amaciyla biyosensdrler iiretilmektedir [77,78,79,80].
1.6. ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Secicilik: Gergek bir biyosensdrde en dnemli degiskenlerinden birisi segiciliktir. Bu da
biyosensorlerdeki biyomolekiil kismi ile ilgili bir durumdur. Biyomolekiliin ¢ok dzel
olmasi girisim yapabilecek tiirleri i¢ceren karmasik icerikli 6l¢tim ortamlarinda 6n islem

yapilmaksizin analize olanak saglar.

Kararhilik: Kararlilik kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglhdir.
Biyolojik molekiilin azimli olmasi ise ¢ok sayida analize olanak verecegi igin
biyosensoriin ucuz olmasini saglar. Ayrica; pH, 1s1, nem, ortam O2 yogunlugu gibi
fiziksel degiskenlerden olabildigince az etkilenmesi istenir. Bu ozellik fiziksel
kosullarin degisebildigi laboratuvar dis1 sart ve ortamlarda da giivenilir analizlerin

yapilabilmesine olanak saglar.

Yiiksek Hassasiyet: Biyosensore sabitlenmis biyolojik materyalin sadece belirli
maddelere karsi hassas olmasi, biyosensorlerin 6zelliklerindendir. Hassaslik, biyolojik
sistemlerden gelen maddeler kullanildig1 i¢in genelde c¢ogu klasik yontemden daha

avantajlidir.
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Tekrarlanabilirlik: Gergek bir biyosensor igin, biyosensdr yanitlarinin dogru ve
tekrarlanabilir olmasi ¢ok Onem tasir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa,

biyosensoriin uygulamalarinin o derecede iyi oldugu diisiiniilebilir.

Kullanim Omrii: Biyosensoriin kullanim émriinii smirlayan en énemli faktér, biyolojik
ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin 6l¢iimleme sikligi,

stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger degiskenleri de etkilemektedir.

Sadelik ve Ucuzluk: Dizayn1 sade ve ekonomik, kullanimi rahat biyosensorler ideal
biyosensorlerdir. Bu sebeple ilk biyosensorlerdeki kompleks ve de pahali olan yapilar,
daha sonra basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da maliyetsizlestirilmistir. Ayrica
6l¢iim iinitesinin ucuz ve taginabilir olmasi degisik alanlarda yaygin kullanimina olanak

tanir.

Olgiimleme Gereksinmesi: Ideal bir biyosensdriin hig kalibrasyona gerek duymamasi ya
da en az Olcumleme gereksinmesi istenir. Fakat bu ozellik, teorikte planladigi gibi
degildir, kullanimda gergeklestirilememistir. Kullanim omiirleri boyunca biyosensorler,

siklikla kalibre olmalidir.

Yeterli Seviyede Belirlenim Sinir1: Tasarlanan bir biyosensoriin belirleme sinirinin
belirli bir konsantrasyon seviyesinin altinda olmas1 gerekmektedir. Belirtilen bu sinir,
elektrot yiizeyinin biiyiikliigii, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi,

immobilize edilen madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir.

Cabuk Yanit Zamani: Bir biyosensor elektrodunun yanit zamani elde edilen akim-
zaman egrilerinden belirlenebilir. Mesela elde edilen egride basamaklarin sekli yayvan
ve genigse cevap zamanl uzun , tersi s6z konusu ise cevap zamani kisadir. Yanit
zamaninin kisa olmasi ise biitlin biyosensdrlerin tercihli olarak kullanimlarina yol agan

en Onemli elemanlardandir.

Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve
boyutlarinin minimize edilmesi biyosensor dizayninda onemli yer tutar. Buna karsin,
biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu
kisitlayan en onemli degiskendir. Kii¢iik ve biyouyumlu sistemlerin 6zellikle in vivo

Olctimlere uyarlamada 6nemli Ustiinliikleri bulunmaktadir [81].
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1.7. Belirleme Limiti (Limit of Detection: LOD)

Belirleme limiti (LOD), analitin test numunesindeki varliginin kesin olarak
belirleyebilmek i¢in Olgiilebilen en kiiciik konsantrasyon degerdir. LOD’un belirlenmesi
bilimsel olarak kabul edilen birkag yol vardir. Bunlarin herhangi biri bilimsel gerekce

saglandig siirece kullanilabilir [82].
1.8. Hesaplama Limiti (Limit of Quantification: LOQ)

Dogruluk ve hassasiyet ile belirlenebilen bir analitin 6rnek i¢inde Olgiilen en kiigiik
icerigidir. LOD’de oldugu gibi LOQ’yu belirlemek i¢in bilimsel olarak kabul edilen
birkag¢ yol vardir. Bunlarin herhangi biri bilimsel gerekce olarak kullanilabilir [83,84].

1.9. Biyolojik bilesenlerin immobilizasyonu

Bir biyosensor yapmak icin uygun biyolojik ve fiziksel bilesen se¢ildikten sonra,
bunlarin birbirine baglanmasi siirecine biyolojik bilesen immobilizasyonu olarak
aciklanir. Baglanma isleminde c¢ok bagka metotlar kullanilabilir. Hangi metotun
kullanilacagi, secilen biyolojik ve fiziksel bilesene goére belirlenir. immobilizasyon,
biyobilesenin kararlilig1 ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik avantaj saglar. Biyobilesen

immobilizasyonunda baslica bes metot bildirmektedir [85].
1.9.1. Adsorbsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve basit metottur. Temelde, biyobilesenin
bulundugu ¢ozeltiye, yiizeyi membran ya da film ile ortiilmiis fiziksel bilesen daldirilir
ve belirli bir siire beklenir. Biyolojik bilesen hidrofilik, hidrofobik ya da iyonik
etkilesim ile yiizeyde tutulur. En ¢ok kullanilan adsorbanlar; seliiloz asetat membranlari,
polistren, polivinil Kloriir ve silikadir. Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan
adsorbsiyon ile immobilizasyon saglikli bir yontem degildir ama yine de

biyosensorlerde bagarili uygulamalar: yer alir [85].
1.9.2. Tutuklama

Biyobilesenin polimer jel matrikslerde tutuldugu metotudur. BiyomolekUli iceren
cozelti i¢inde polimerik jel hazirlandigi zaman, jelin donmasiyla biyomolekiil jel
matriks i¢inde hapsolmus olur. Biyosensorlerde bu amagla; poliakrilamid, nisasta,

naylon ve siliastik jel kullanilabilir (Sekil 1.11) [85].
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Sekil 1.11. Kafes tipi tutuklama ve mikrokapsul tipi tutuklama [85]

1.9.3. Capraz baglama

Bu metot biyosensdr hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin birlesimi seklinde agiklanir. Capraz baglayici reaktif olarak glutaraldehit,
hekzametilen, di-izosiyanat, diflorodinitrobenzen yogun kullanilir. Bu reaktifler, kati
desteklere biyomolekiilleri baglayabilirler. Bu nedenle de c¢apraz baglama

biyosensorlerde ¢ok kullanilan immobilizasyon yontemlerindendir (Sekil 1.12).

Sekil 1.12. Capraz baglama yontemi [85]

1.9.4. Kovalent baglama

Bu immobilizasyon tiiriinde biyobilesen, direk fiziksel bilesene ya da fiziksel bilesenin
uygun bir film veya tabaka ile kaplanmig formuna kimyasal bir reaksiyon sonucu

kovalent olarak sabitlenir. Genellikle proteinlerin aminoasit yan zincirlerinde bulunan



35

amino, karboksil, imidazol, tiyol, hidroksil gibi nikleofilik fonksiyonel gruplarla

kovalent baglama olusturulur [86].
1.9.5. Biyolojik baglama

Biyolojik bilesenin film ya da tabakaya biyokimyasal baglama ile tutturulmasidir (Sekil
1.13).

Bivoaktf

Jel icinde Bilesen
tutuklama -

Elektrod yiizeyinde biriktirmne
Capraz baglama

Sekil 1.13. Biyosensorlerde biyobilesen immobilizasyonunda kullanilan yontemler [87]

1.10. Biyosensorlerin Tipta Kullanim Alanlari

Tipta en ¢ok kullanilan biyosensorler enzim biyosensorleridir. Bunun nedenleri arasinda
Olglimlerindeki yiiksek hassaslik, isletim ve kurulumdaki kolaylik ve ticari uygun

doniistiiriicii tiplerinin fazlalig1 yer almaktadir [88].

Tip alaninda sahiplik s6z konusu oldugunda biyouyumluluk ¢ok énemli bir degisken
haline doniismektedir. Viicut i¢i kullanimlar s6z konusu oldugunda enzim igeren
membran lizerinde fibrin birikimi ve platelet olusumu meydana gelebilir veya viicut
dokularinda iltihaplanmalar gergeklesebilir. Bu meselelerin Oniine ge¢gmek adina
biyosensoriin dokuyla iliski edecek yiizeyleri 6zel malzemelerle Ortiiliir. Diger tibbi

biyosensorlere oOrnekler ise iire ve kreatinin elektrotlari, kolesterol elektrotlari,
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asetilkolin elektrotlaridir. Bu sensorler sayesinde ¢ok onemli hastaliklarin tanilamasi
saglanabilir. Mesela iire seviyesi bobrek islevini takip etmekte, kolestrol seviyesinin
gozetimde tutulmasi arterosklerozlarinin engellenmesinde, asetilkolin elektrotu kas

yorulmalarmin degerlendirilmesinde kullanilir [89].

Immiinolojik tepkimelerin dzgiilliigiiniin yiiksek olmasindan dolayi, immiinosensdrler
tipta kullanilmaya ¢ok uygundur. Bu sensorler ilag etken madde Slgiimiinde genis
olarak kullanirlar. Ornegin teofilin sensérii, hamilelik testi igin HCG hormonu sensérii,
kanser teshisi i¢in alfa-fetoprotein sensorii, hepatit B i¢in ylizey antijen sensorii, tipta
kullanilan immiinosensor cesitleridir. Bunun yaninda bu sensdrlerin ¢alismasi igin
stirekli substrat ilavesi gerektiginden in vivo olarak kullanilamazlar. Antijen-antikor
ciftinin olusumu yavastir ve tiirlii adimlar1 kapsar, immiinosensorler aralikli

calismaktadirlar ve devamli kontrolii saglayamazlar [90].

Son senelerde dinyada Cip Uzerinde Laboratuvar (Lab-on-Chip) teknolojisi olarak
tanimlanan mikrosistemler {lizerinde yogunlagilmaktadir. Bu yeni teknolojiyle, tek bir
cipte tiim genomun izlenmesi ve binlerce gen arasindaki etkilesmenin ayn1 zamanda
belirlenmesi saglanabilir. Bu teknolojinin esasi biyosensorlere dayanmaktadir ve bu

cipler kiiciiltiilmiis DNA biyosensorleridir [91].
1.11. Manyetik Boncuklar ve Nanopartikiller

Biyosensor uygulamalarinda elektrot ylizeylerinin hazirlig1 i¢in farkli malzemeler
kullanilmaktadir [92]. Cam ve diger oksit yiizeyler elverisli 6zelliklerinden dolay1
cogunlukla kullanilan malzemelerdi [93]. Ayrica altin [94], mikrog6ézenekli altin, grafit

[95] cams1 karbon ve indium kalay oksit yaygin olarak kullanilan materyallerdir [96].

Nano ve mikropartikiller organik veya inorganik maddelerden yapilmis submikron
parcalardir. Boyutlar1 genellikle 1 mikron ile 1 nm arasinda olabilmektedir. Partikiiller,
sahip olduklar1 essiz kii¢iik boyutlu elektronik ve kimyasal 6zelliklerinden dolay:
biyosensorler ve elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde kullanilmaktadirlar.
Farkli nanopartikiil tiirleri enzim sensorleri, immiinosensorler ve DNA sensorleri gibi
cesitli elektrokimyasal algilama sistemleri i¢in kullanilmistir [97] . Genellikle metal
parcaciklar miikemmel iletkenlik ve katalitik 6zelliklere sahiptir, bu da onlar1 enzimin
redoks merkezleri ve elektrot ylizeyleri arasindaki elektron transferini artirmak igin

uygun hale getirir. Partikiillerin temel fonksiyonlari su sekilde 6zetlenebilir:



37

1- Biyomolekiiliin immobilizasyonunu kolaylagtirmasi (¢ogunlukla oksit nanopargacik)
2- Elektrokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesi

3- Artan yiizey alani iizerinden elektron transferinin gelistirmesi

4- Biyomolekiillerin etiketlenmesi

Manyetik boncuklar siipermagnetizma gosteren iyi sabitlenmis malzemelerdir [98,99].
Bu o6zellikleri nedeniyle ¢ok farkli uygulama alanlarinda goze carpmaktadir. Son
zamanlarda biyoteknolojideki kullanimlar1 ¢ok popiiler hale gelmistir [100,101,102].

Manyetik boncuklarin biyobilesen immobilizasyonundaki bazi avantajlart séyledir:
1- Daha fazla biyobilesen baglanmasi i¢in yiiksek 6zgiinliikte ylizey alani saglarlar.
2- Daha az kirlenme ve diisiik agirlikli transfer direnci saglarlar [103].

Manyetik boncuklarin sensér ve biyolojik uygulamalart hiicreleri veya hedef
biyomolekiilleri baglayabilmelerini gerektirir [104]. Bu amagla yiizey tabakasi uygun
baglama gruplar igerecek sekilde olusturulmaktadir. Boylece polimer kabuk karboksil,
amin, tiyol veya karbonil gibi gruplart icerir. Antikorlar, niikleik asitler ve afinite
reaktifler (6rnegin streptavidin) modifiye manyetik boncuklar ile konjuge olabilirler.
Makrosiklik ligandlar, kriptanlar veya kaliksarenler gibi abiyotik reseptorler de ayni
sekilde baglanabilirler. Reseptor, manyetik pargaciklara tutturulan hedef analit ile
etkilesime girer. Baglanmamis analit molekiilleri daha sonra kolayca yikanir ve
ortamdan uzaklagtirilir. Algilama tabakasindaki hedefin varligi parcaciklar tarafindan
uyarilan ayrilmis manyetik alanda gosterilir. Ornek olarak immunosensor temelli
sandvi¢ immun o6lgim modelinde, farkli ligantlari tasiyan manyetik boncuga antikor

baglanir ve antijenin antikorun 6zgiil bolgesine baglanmasi saglanir [105].

Son yillarda, mikro ve nanomateryallerin elektrokimyasal biyosensorlerde aktif
kullanim1 siklikla goriilmektedir. Bu alanda manyetik partikiillerin sisteme katilmasi
yeni nesil biyosensorlerde 6zel ilgi odagi olmustur. Manyetik partikiiller yillardir
satistadir (6rnegin, BioMag®, Dynabeads®, Adembeads® ve SIMAG®) ve
laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Ozellikle bir sividan saflastirilmak istenen biyolojik
orneklerin eldesinde kullanilmaktadirlar. Manyetik materyallerden (demir, nikel, kobalt,
neonidim-demir-boron, samaryan-kobalt veya magnetit) olusan inorganik bir kor igerir.
Bunun tzerinde polisteren, dekstran, poliakrilik asit veya silikadan olusan bir polimer

tabaka bulunmaktadir. Bu tabaka, fonksiyonel gruplarla (6rnegin amino ve karboksilik
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asit) modifiye edilir. Bu fonksiyonel gruplar sayesinde, manyetik partikullerin ylzeyine
peptitler,  kicuk  molekiller, proteinler, antikorlar ve nukleik asitler
baglanabilinmektedir (Sekil 1.14) [106].

Manyetik partikullerin biyutklukleri birkag nanometre (5-50 nm) ile birka¢g mikrometre
(1-10pum) arasinda degisir. Bu partikiiller, etkili transport, hizli 6l¢iim kinetikleri,
baglanma 6zgiilliigiiniin arttirilmas1 ve isaretleyici olarak etki eder. Kiigclik magnetler
tarafindan sivi ortamdan cekilerek rahatlikla toplanip ayristirilabilir. Magnet ¢ekilince
tekrardan dagilirlar ve bu toplama ve dagilmayla istenmeyen 6rnek icerikleri rahatlikla
yikanir ve uzaklastirilir. Partikiiller niikleik asit, protein, viriis, bakteri ve hiicrelerin

immunomanyetik seperasyonlarinda kullanilir [107].
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Sekil 1.14. Manyetik partikiillerin sematik gdosterimi (A), foksiyonel gruplarla
aktivasyon (B) ve konjuge biyolojik molekuler (C) [80]

Biyosensorler ile ilgili pek ¢ok calismada, screen printed elektrot (SPE) temelli
biyosensorlerin gelistirilmesinde dnemli noktanin elektrot yiizeyi {izerine aktif formda

biyolojik reseptdriin immobilizasyonu oldugu belirtilmistir [108,109,100]. Burada
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sandvi¢ tip immun Ol¢iim ile antijen miktar1 Olgiilmektedir. Bunun i¢in 6ncelikle
biyotinlenmis yakalayict monoklonal antikor streptavidinle modifiye partikiil {izerine
baglanmistir. Sonrasinda ortama antijen ilave edilerek, antijenin antikora baglanmasi
beklenmis ve devaminda alkalen fosfataz isaretli ikincil antikor ortama konularak
antijene baglanmasi saglanmistir. Sonu¢ olarak modifiye edilmis manyetik partikiiller
altinda magnet bulunan SPE’ler iizerine konularak stabilize edilmis ve stabilize edilmis
modifiye partikiiller {izerine enzimin substrati olan 1-NP (1-naftilfosfat) eklenerek,
ac1ga ¢ikan elektro aktif tirtin (1-naftol) differansiyel pulse voltametri ile dl¢tiimektedir
(Sekil 1.15) [111].
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Sekil 1.15. Manyetik boncuklarin modifikasyonu ve baskili elektrotlar (zerinde

biyosensor olgtimleri [111].

1.12. Baskih Elektrotlar (Screen-Printed Electrodes: SPEs)

Baskili elektrotlar son zamanlarda biyosensor calismalarinda siklikla kullanilan ve
basitlik, hizlilik ve ucuzluk bakimindan imit verici olan malzemelerdendir. Baskili
elektrot temelli kullanilip atilabilen biyosensorler biyomolekiillerin, pestisitlerin,
antijenlerin, DNA, mikroorganizmalar ve enzimlerin miktar tayinlerinde yeni ufuklar

agmaktadirlar. Bu durumun en 6nemli avantaji, 6rnek hacminin birkag mikrolitreye
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kadar kiigtiltiilmesidir. Bu da bu cihazlarin diyagnoz sistemlere kolaylikla entegre
edilmelerini saglamaktadir. SPE ylizeyleri ¢ok farkli analitleri 6l¢gmek amaciyla

kolaylikla modifiye edilir. Bu sayede birgok analit az miktarlarda da olsa ol¢iiliir [112].

SPE’lerde calisma elektrotu karbon, altin, platin, giimiis veya karbon nanotiiplerden
yapilmaktadirlar. Elektrotun yapisinda bir ¢alisma, karsit ve referans elektrot bulunur.
Genellikle ¢alisma elektrotu ve karsit elektrot ayni maddeden yapilirken, referans
elektrot farklt maddeden yapilmaktadir. Genellikle giimiis kullanilir. Bu kombinasyon

elektrokimyasal 6l¢timlerde kullanilmaktadir (Sekil 1.16) [112].

Karsit

Elektrot

Calisma
Elektrodu

K. E

baglantis: Referans

Elektrot

C.E

Baglantisi

R.E.
Baglantisi

Sekil 1.16. SPE yapis1 [112]

Amperometrik biyosensorlerin  kullanim alanlari, klasik elektrotlarin SPE’lerle
degistirilmesi sayesinde daha da genislemistir. SPE'ler 6zellikle eser seviyelerdeki
madde analizlerinde bellek etkilerinin ortadan kaldirilmast ve onlarin yerinde in situ
tayin i¢in cazip avantajlari biyosensor ¢alismalarina eklemislerdir. SPE'ler yapisinda
diizlemsel seramik veya plastik destekler gibi farkli materyallerin baskisini icerir. Bu da

SPE'lerin biiyiik esneklikte olmasina yardimci olur [112].
1.13. Enzim —Bagimh immiino Ol¢iimler (ELiZA)

Immunosensérler, Antijen-antikor etkilesimini temel alan muikemmel segicilik
Ozellikleri olan yuksek 6zgullikte biyosensdrdendir. Antijen ve antikorlar birbirlerinin
tayini i¢in biyolojik bilesen seklinde kullanilabilmektedir. Hiicreler, sporlar, toksinler,

mikroorganizmalar, virusler, pestisitler ve endistriyel kirleticilerin tespitinde kullanilir.
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Immunosensérlerde transdiiser olarak elektrokimyasal, optik, kiitle ve termal yapilar yer

alir [113,114].

Immunosensorlerde, klasik ELISA metotlar1 biyosensor iizerine uyarlanmistir. Ornegin,
sandvi¢ ELIZA kantitatif sandvi¢ immiinokimyasal 6l¢iim esasina dayanir. Kuyucularda
bulunan primer antikor tzerine, 6nce antijen (numune), daha sonra enzim (HRP, AChE,
Alkalen fosfataz) isaretli sekonder antikor eklenir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon

ortamina eklenen enzimin substrati renkli reaksiyon vererek, okuma saglanir [115].

ELIZA 6l¢iimlerinde bir enzim ile konjuge edilmis antikor (veya antijen), substrati ile
tepkimeye girerek renkli bir iiriin olusturmaktadirlar. ELIZA testleri antijeni veya
antikoru (sinifa 6zgiil antikor da olabilir) belirlemek i¢in kullanilmaktadirlar. ELIZA
kompleks bir yontem olmamasina ragmen, bu teknikte bircok degisken kontrol
edilmektedir. Kat1 faz, yikama islemleri, kullanilan enzim ve substratlarin se¢imi ve
etkinligi, reaksiyonlarin sonlandirilma zamani, kontrol edilmesi gereken degiskenlerdir.
Kat1 faz olarak cogunlukla mikrotitrasyon plaklari seklinde plastik kullanilmaktadir
[116].

Sandvi¢ ELIZA niceleyici sandvig enzim immiinokimyasal dlgiim temeline dayanr.
Plaka kuyucuklarinda bulunan antikor iizerine, dnce isaretsiz antijen (numune), daha
sonra isaretli antijen ardisik olarak eklenir. Isaretli ve isaretsiz antijen, antikorun
baglanma bdlgesi igin yarisirlar. inkiibasyon sonrasi reaksiyon ortamia eklenen enzim,

antikor-isaretli antijen kompleksine baglanir [117,118].

Bu ¢alismada; Dropsens 1400 ve Multipotentiostat cihazlar1 kullanilarak, 1x ve 8x
SPE’ler ile endoglin (CD-105) tayini elektrokimyasal sistemlere uyarlanmis ve bu
sekilde manyetik boncuklara dayali elektrokimyasal ELIZA kit igerigi tasarimi
gerceklestirilmistir.



2. BOLUM

GEREC VE YONTEM
2.1. Caliymada Kullanilan Gerecler
2.1.1. Kimyasallar
Abcam ab102890 HRP Konjugasyon Kiti
Manyetik boncuklar: Dynabeads-Protein G
HRP substrati: 3,3°5,5’- Tetramethylbenzidine (TMB)
Abcam CD-105 ab2529 monoklonal antikor (Baglanma antikoru)
Abcam CD-105 ab21224 monoklonal antikor (Olgiim antikoru)
Abcam ab54338 Rekombinant Human CD-105 Proteini (Antijen)
Calisma tamponu: PBS pH: 7,4
2.1.2. Cihazlar

Dropsens Multichannel Potentiostat: Amperometri uygulamalarinda kullanildi (Sekil
2.1).

Dropsens pSTAT-i400 Potentiostat: EIS uygulamalarinda kullanildi (Sekil 2.2).

VORTEX MIXER (Labnet international, Inc.): Karisimlarin inkiibasyonunda kullanild
(Sekil 2.3).

MAGNET: Manyetik boncuklari toplama ve yikama kisminda kullanild1 (Sekil 2.4).

DROPSENS-DRP-CAST 8X ve 1X: Analizlerde kullanilan elektrotlar (Sekil 2.5 ve
2.6).

Amperometrik cihaz sistemi: Potentiostat, ara baglant1 kablosu, Dropview software, 8X

elektrotlar, ve 8X magnet (Sekil 2.7)
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Empedimetrik cihaz sistemi: Potentiostat (EIS), baglanti kablosu, 1x Elektrotlar ve 1X
magnet, Dropview software ($ekil 2.8)

Sekil 2.1. Dropsens Cok Kanall1 Potansiyostat

Sekil 2.2. Dropsens uSTAT-i400 Potansiyostat
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Sekil 2.4. Manyetik boncuklar1 toplama ve yikamada kullanilan magnet
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Sekil 2.5. Dropsens 8x DRP amperometrik biyosensor elektrotu.

Sekil 2.6. Dropsens 1x DRP empedans biyosensor elektrotu.
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Sekil 2.7. Amperometri Sistemi: Potansiyostat, elektrot baglantilari, 8x elektrot

vebilgisayar baglantisi
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Sekil 2.8. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi Sistemi: Potansiyostat, elektrot

baglantilari, 1x elektrot ve bilgisayar baglantisi
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2.2. Yontemler
2.2.1. Amperometrik Yontem
Uygulama proseddiri:

1. Antijene (CD-105) kars1 iiretilmis olan monoklonal antikor, CD-105 (rekombinant
antijen) ve Protein G bagli manyetik boncuk (MBs)’lar 45 dk karistirmali olarak
inkiibe edildi. Magnet yardimi ile fazla antikor yikandi.

2. Son olarak HRP ile konjuge CD-105’e kars: iiretilmis poliklonal antikor ortama
konularak karistm 45 dk inkiibe edildi. Devaminda magnet {izerinde calisma

tamponu ile yikandi.

3. Disanida bir 1,5 ml’lik eppendorf tlip i¢inde tamamlanan prosediir sonrasinda
antikorlar, antijen ve HRP baglanmis manyetik boncuklar, 8x baskili elektrotlar
(SPE) tizerine konularak dl¢time gecildi. Bunun i¢in MB lar lizerine HRP substrati

(TMB) eklenerek reaksiyon baslatildi.

4. SPE’ler lizerinde reaksiyon tamamlandiktan sonra ortama uygun sabit voltaj (-200)

uygulanmis ve akimdaki degisim degerleri sonug olarak degerlendirildi.

Sekil 2.9. ‘de metodun sematik gdsterimi verilmektedir.

MAGNET

Electroactive
Product

Protein G-MB Capture CD-105 Detection CD-105 CD-105
Antibody Antibody with HRP (Endoglin)

Sekil 2.9. Amperometrik metot ile gelistirilen Endoglin immunosensér metodunun

sematik gdsterimi
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2.2.2. Amperometrik Endoglin immiinosensér Optimizasyonu
2.2.2.1. Calisma optimize degerleri

Calismada kullanilan Protein-G MB, Monoklonal antikor ve Poliklonal antikor
miktarlar sirasiyla 0.015 mg/ml, 0,29 ve 0,29 pg/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS;
0.138M NaCl, 0.0027M KCI, pH:7.4’diir. Uygulama potansiyeli olarak -200 mV
sisteme uygulanmistir. 0.4 mg/ml TMB and 0,02% H20, HRP substrat1 olarak
kullanildi. Okumalar 10 dk inkiibasyondan sonra gerceklestirildi.

2.2.2.2. Uygulama Potansiyeli Optimizasyonu

Sistem uygulama voltajin1 bulmak amaciyla, 50, 100, 150, 200, -100 ve -200 mV
uygulama potansiyelleri ile amperometrik Ol¢timler yapildi. 10 ve 25 ng/ml Endoglin
konsantrasyonlarinda denenerek karsilastirildi. Optimum uygulama voltaji -200 olarak
bulundu. Enzim isaretli MB’lar 8’li grafen Dropsens elektrotlara 10 pl karistm + 10 pl
TMB olacak sekilde yiiklenerek, sabit voltaj altinda elektrokimyasal reaksiyon izlendi.
Akim degisimleri bulunarak grafikler cizildi.

2.2.2.3. HRP Aktivitesi Okuma Suresi Tespiti

HRP aktivitesi okuma siresi tayininde kullanilan substrat konsantrasyonu. 0.4 mg/ml
TMB and 0,02% H202’dir. Okumalar 5, 10, 15 ve 20. dk’larda yapildi. 10 ng/ml
Endoglin konsantrasyonunda denenerek karsilastirildi. 10. dk optimum inkiibasyon

sliresi olarak belirlendi.
2.2.2.4. Protein-G Kaph Manyetik Boncuk Konsantrasyonu Denemeleri

Ana vialden (30 mg/ml) alman protein-G bagli manyetik boncuklar, 1.5 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde magnet {izerinde hazirlandi. Manyetik boncuk
konsantrasyonu 1,2; 0,06; 0,03; 0,015 mg/ml olacak sekilde kor (antijen hari¢ diger

biitiin komponentler) dl¢timleri yapildi.
Kor: Antijen disinda geri kalan biitiin reaksiyon tiriinleri.

En diisiik kor akim degeri (0,015 mg/ml) optimum olarak kabul edildi.
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2.2.2.5. Monoklonal Endoglin Antikor Konsantrasyonu Optimizasyonu

Monoklonal Endoglin antikor konsantrasyonu optimizasyon calismasinda. Denenen
antikor konsantrasyonlar1 0,07, 0,2, 0,25 ve 0,29 pg/ml’dir. Calismalar 10 ng/ml

Endoglin konsantrasyonunda denenerek karsilagtirildi.

2.2.2.6. HRP ile konjuge Poliklonal Endoglin Antikoru Konsantrasyonu

Optimizasyonu

Poliklonal antikor konsantrasyonlar1 optimizasyon ¢alismasinda 0,04, 0,1, 0,15, 0,2 ve
0,29 pg/ml antikor diliisyonlar1 yapildi. Calismalar 10 ng/ml Endoglin

konsantrasyonunda denenerek karsilastirildi.

Buraya kadar yapilan optimizasyon c¢aligmalarinda 8x DRP SPE elektrotlar

kullanilmuistir.
2.2.2.7. Poliklonal antikorun HRP ile Konjugasyonu

Kullanmadan 6nce tim malzemeleri ve hazirlanan reaktifleri oda sicakligina getirildi.
Etiketlenecek her 10 pL antikora 1 pL Modifier reaktifi eklendi ve hafifce karistirildi.
HRP Konjugasyon Karisimi sisesinin igindeki liyofilize malzeme {izerine bu karisim
pipetlendi ve siispanse edildi. Oda sicakliginda (20-25 ° C) karanlikta 3 saat bekletildi. 3
saat inkiibasyondan sonra, kullanilan her 10 pL antikor i¢in 1 pL Quencher reaktifi
eklendi ve yavasca karistirildi. Konjugat 30 dakika sonra kullanilabilir hale geldi.
+4°C’ye konuldu.

2.2.2.8. EIS Olgtimleri

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) 6lcumleri amperometrik dlcimlerdeki
optimum degerler gz 6niinde bulundurularak yapilmistir. Amperometrik metot i¢inde
tamamlanan MB reaksiyon karigimi ayni sekilde empedans Ol¢iimlerinde de
kullanilmistir. Calismada kullanilan Protein-G MB, Monoklonal antikor ve Poliklonal
antikor miktarlar1 sirasiyla 0.015 mg/ml, 0,29 ve 0,29 pg/ml’dir. Calisma tamponu
0.01M PBS; 0.138M NaCl, 0.0027M KClI, pH:7.4°diir. 0.4 mg/ml TMB and 0,02%
H202 HRP substrati olarak kullanildi.

Direkt akim (DC) etkisinin empedans dl¢lim sonuglart iizerindeki etkisinin arastirilmast
icin, OPC (open circuit potential) Gzerinden, kér ve 5 ng/ml rekombinant antijen

Olctimii alindi. Son olarak, enzimin ilgili substratlar1 eklendi ve 5 dakika reaksiyona
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sokuldu, iiriin elektrokimyasal empedans analizorii ile dlgiildii ve empedans degeri Z

(Q) kaydedildi. Ol¢iim igin, empedans analizdrii i400 Dropsens elektrokimyasal is

istasyonunun parametreleri su sekilde ayarlandi: uyarma voltaji 165 mV ve algilama

araligi 0.1-10* Hz. Olgiim, iki kez tekrarlandi.

Diizlemsel elektrotta 165 mV Ongerilim voltajinda, 1 Hz'de empedans degeri ¢ikarildi

ve empedans degerleri ile antikor konsantrasyonlar1 arasindaki iliski Bode egrileri ile

gosterildi.

2.2.2.9. Serum icinde Rekombinant Endoglin proteini amperometrik élcimleri

Uygulama prosedird:

1.

Antijene (CD-105) kars1 tiretilmis olan monoklonal antikor, serum igine eklenmis
CD-105 (rekombinant antijen) ve Protein G bagli manyetik boncuk (MBs)’lar 45 dk

karistirmal1 olarak inkiibe edildi. Magnet yardima ile fazla antikor yikanda.

Son olarak HRP ile konjuge CD-105’¢ kars: iiretilmis poliklonal antikor ortama
konularak karistm 45 dk inkiibe edildi. Devaminda magnet {izerinde c¢alisma

tamponu ile yikandi.

Disarida bir 1,5 ml’lik eppendorf tiip icinde tamamlanan prosediir sonrasinda
antikorlar, antijen ve HRP baglanmis manyetik boncuklar, 8x baskili elektrotlar
(SPE) tizerine konularak dl¢iime gegildi. Bunun i¢cin MB lar iizerine HRP substrati

(TMB) eklenerek reaksiyon baslatildi.

8x SPE’ler iizerinde reaksiyon tamamlandiktan sonra ortama uygun sabit voltaj (-

200) uygulanmis ve akimdaki degisim degerleri sonug olarak degerlendirildi.

2.2.2.10. Serum icinde Rekombinant Endoglin proteini EIS dl¢timleri

1.

Antijene (CD-105) kars1 iiretilmis olan monoklonal antikor, serum igine eklenmis
CD-105 (rekombinant antijen) ve Protein G bagli manyetik boncuk (MBs)’lar 45 dk

karistirmal1 olarak inkiibe edildi. Magnet yardima ile fazla antikor yikanda.

Son olarak HRP ile konjuge CD-105’¢ kars: iiretilmis poliklonal antikor ortama
konularak karistm 45 dk inkiibe edildi. Devaminda magnet {izerinde calisma

tamponu ile yikandi.
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3. Disanida bir 1,5 ml’lik eppendorf tlip i¢inde tamamlanan prosediir sonrasinda
antikorlar, antijen ve HRP baglanmis manyetik boncuklar, 8x baskili elektrotlar
(SPE) iizerine konularak 6lgiime gegildi. Bunun i¢in MB lar iizerine HRP substrati

(TMB) eklenerek reaksiyon baslatildi.

4. 1x SPE’ler tizerinde MB siispansiyonu (20 pl) ve TMB (20 pl)’ler konularak, 5 dk
inkibe edildi.

5. Olgiim igin, empedans analizorii i400 Dropsens elektrokimyasal is istasyonunun
parametreleri su sekilde ayarlandi: uyarma voltaji 165 mV ve algilama aralig1 0.1-

104 Hz. Olgiim, iki kez tekrarlandi.

6. Diizlemsel elektrotta 165 mV oOngerilim voltajinda, 1 Hz'de empedans degeri
cikarildi ve empedans degerleri ile antikor konsantrasyonlari arasindaki iliski Bode

egrileri ile gosterildi.
2.2.3. istatistiksel analiz

CD-105 analitik egrisi, amperometrik immunosensor i¢in akima karst CD-105
konsantrasyonlar1 ve empedimetrik immunosensoér i¢in empedansa karst CD-105
konsantrasyonlar1 grafikleri ¢izilerek elde edildi. Regresyon analizi, 6rnek ortalamalari

ve standart sapmalar1 (SD) hesaplamak i¢in Microsoft Excel kullanildi.



3.BOLUM

BULGULAR

3.1. Optimizasyon Calismalari

Antikor ve antijen optimizasyonunda monoklonal ve poliklonal antikor
konsantrasyonlari, okuma siiresi, manyetik boncuk konsantrasyonu ve akim degerleri

gibi birden fazla parametre goz oniinde bulundurularak ¢alismalar yapildi.
3.1.1. Uygulama voltajinin belirlenmesi

Sabit uygulama voltajinin belirlenmesinde +100, +150, +200, -100, -150, ve -200 mV
arasindaki voltaj degerleri sisteme uygulandi ve sonug¢ olarak -200 mV optimum
uygulama potansiyeli olarak belirlendi. Calismada kullanilan Protein-G MB,
Monoklonal antikor ve Poliklonal antikor miktarlari sirastyla 0.015 mg/ml, 0.29 ve 0.29
png/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS; 0.138M NacCl, 0.0027M KClI, pH:7.4’diir. 0.4
mg/ml TMB and 0.02% H202 HRP substrat1 olarak kullanildi. Okumalar 10 dk
inkiibasyondan sonra gerceklestirildi (Sekil 3.1).

800
m10ng/ml m25ng/ml

Akim (nA)
S 888 8 8

8

o

200 50 -100 150 100 -200

Uygulama Voltaji (mV)

Sekil 3.1. Uygulama potansiyeli voltametri grafigi
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3.1.2. Reaksiyon suresi tespiti

Reaksiyon (okuma) siiresinin belirlenmesi asamasinda, reaksiyonun 5, 10, 15 ve 20
dk’larinda okumalar gerceklestirildi ve en uygun okuma siiresi 10 dk olarak kabul
edildi. Calismada kullanilan Protein-G MB, Monoklonal antikor ve Poliklonal antikor
miktarlart sirastyla 0.015 mg/ml, 0.29 ve 0.29 pg/ml’dir. Antijen konsantrasyonu 10
ng/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS; 0.138M NaCl, 0.0027M KCl, pH:7.4 diir.
Uygulama potansiyeli olarak -200 mV sisteme uygulanmigtir. 0.4 mg/ml TMB and
0.02% H,O2 HRP substrati olarak kullanildi (Sekil 3.2).

5 10 15 20

TMB inkiibasyon (dk)

350

Akim (nA)
g8 & 8 % 8

un
o

o

Sekil 3.2. Calisma kosullarinda TMB inkiibasyon grafigi

3.1.3. Manyetik Boncuk Konsantrasyonu

Ana vialden (30 mg/ml) alinan protein G bagli manyetik boncuklar, 1.5 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde magnet iizerinde hazirlandi. Manyetik boncuk
konsantrasyonu 1.2; 0.06; 0.03; 0.015 mg/ml olarak denendi. Optimum deger olarak
0,015 mg/ml kabul edildi. Calismada kullanilan Monoklonal antikor ve Poliklonal
antikor miktarlar1 sirasiyla 0.29 ve 0.29 pg/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS;
0.138M NaCl, 0.0027M KCI, pH:7.4’diir. Uygulama potansiyeli olarak -200 mV
sisteme uygulanmistir. 0.4 mg/ml TMB and 0.02% H202 HRP substrati olarak
kullanildi. Okumalar 10 dk inkiibasyondan sonra gergeklestirildi (Sekil 3.3).
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Manyetik boncuk konsantrasyonu kor degerleri goz onilinde bulundurularak yapildi.
Amag, en diislik kor degeri elde ederek dl¢lim limitini olabildigince asagiya ¢ekmekti.
Ciinkii poliklonal antikorun da Protein G’ye baglanmasindan dolay1 kor degeri yliksek
cikmis ve g¢alismay1 etkilemistir. Bu sebeple MB konsantrasyon optimizasyonu Kkor

degerleri iizerinden yapilmistir.
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800
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Manyetik Boncuklar (mg/ml)

Sekil 3.3. Calisma kosullarinda manyetik boncuk miktar1 optimizasyon grafigi

3.1.4 Monoklonal Antikor

1/1500, 1/500, 1/400 ve 1/350 diliisyonlarinda 10 ng/ml antijen konsantrasyonunda
caligildi. Optimum deger 1/400 diliisyon, yani 0,29 pg/ml olarak belirlendi. Calismada
kullanilan Protein-G MB ve Poliklonal antikor miktarlari sirastyla 0.015 mg/ml ve 0.29
pg/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS; 0.138M NaCl, 0.0027M KCI, pH:7.4’diir.
Uygulama potansiyeli olarak -200 mV sisteme uygulanmigtir. 0.4 mg/ml TMB and
0.02% H>O, HRP substrati olarak kullanildi. Okumalar 10 dk inkiibasyondan sonra
gergeklestirildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Caligsma kosullarinda MAb diliisyonu optimizasyon grafigi

3.1.5. HRP isaretli Poliklonal Antikor konsantrasyonu

1/2500, 1/1000, 1/650, 1/500 ve 1/350 diliisyonlarinda 10 ng/ml antijen
konsantrasyonunda ¢alisildi. Optimum deger 1/350, yani 0.29 pg/ml olarak belirlendi.
Calismada kullanilan Protein-G MB ve Monoklonal antikor miktarlari sirasiyla 0.015
mg/ml ve 0.29 pg/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS; 0.138M NaCl, 0.0027M KClI,
pH:7.4’diir. Uygulama potansiyeli olarak -200 mV sisteme uygulanmistir. 0.4 mg/ml
TMB and 0,02% H202 HRP substrati olarak kullanildi. Okumalar 10 dk inkiibasyondan
sonra gerceklestirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. HRP isaretli poliklonal antikor konsantrasyonu optimizasyon grafigi

3.1.6. Antijen konsantrasyonuna bagh amperometrik standart egri grafikleri

Amperometrik metotta 2, 4, 10, 16, 25 ng/ml Kkonsantrasyonlarinda CD-105
rekombinant antijen miktar1 denenerek standart egri olusturuldu (Sekil 3.6)). Calismada
kullanilan Protein-G MB, Monoklonal antikor ve Poliklonal antikor miktarlar: sirastyla
0.015 mg/ml, 0.29 ve 0.29 pg/ml’dir. Calisma tamponu 0.01M PBS; 0.138M NacCl,
0.0027M KCl, pH:7.4’diir. Uygulama potansiyeli olarak -200 mV sisteme
uygulanmistir. 0.4 mg/ml TMB and 0,02% H20> HRP substrati olarak kullanildi.
Okumalar 10 dk inkiibasyondan sonra gerceklestirildi.

Olgiim aralig1 2-25 ng/ml olarak bulundu. LOB, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.6,
1.1 ve 4.1 ng/ml olarak bulundu. %CV=3.2 olarak gosterildi.

Standart egrilere ait amperogram egrileri Sekil 3.7°de verilmektedir. Sekle gore akim

degerinde diizenli bir artis gdzlenmistir.
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Sekil 3.6. 2, 4, 10, 16, 25 ng/ml konsantrasyonlarinda CD-105 rekombinant antijen

varliginda, -200 mV sabit voltaj altinda elde edilen amperometrik standart egri grafigi.
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Sekil 3.7. 2, 4, 10, 16, 25 ng/ml CD-105 rekombinant antijen konsantrasyonlarinda

amperometrik immunosensor standart egri grafigi amperogram goriintiisi.
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3.1.7. Antijen konsantrasyonuna bagh Empedimetrik standart egri grafikleri

Empedimetrik metotta 1, 2, 5, 10, 25, 40 ng/ml konsantrasyonlarinda CD-105
rekombinant antijen miktar1 denenerek standart egri olusturuldu (Sekil 3.8.). Calismada
kullanilan Protein-G MB, Monoklonal antikor ve Poliklonal antikor miktarlar1 sirastyla
0.015 mg/ml, 0.29 ve 0.29 pg/ml’dir. Caligma tamponu 0.01M PBS; 0.138M NaCl,
0.0027M KCl, pH:7.4’dir. Uygulama potansiyeli olarak -200 mV sisteme
uygulanmistir. 0.4 mg/ml TMB and 0,02% H20, HRP substrati olarak kullanildi.
Okumalar 5 dk inkiibasyondan sonra gerceklestirildi (Sekil 3.8).

Olgiim aralig1 1-40 ng/ml olarak bulundu. LOB, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.2,
0.4 ve 2 ng/ml olarak bulundu. %CV=2.7 olarak gosterildi.

Standart egrilere ait bode egrileri Sekil 3.9°da verilmektedir. Sekle gore 1 Hz frekansta
elde edilen, standart konsantrasyonuna bagli empedans degerlerinde diizenli bir azalma
gozlenmistir. Calismanin degerlendirilmesi icin Nyquist egrileri kullanilmamistir. Bode
grafigi, devre kapasitorler ve indiiktorler gibi frekansa bagli bilesenleri igerdiginde
direnci ifade etmek i¢in ¢ok yararl bir ara¢ oldugu i¢in tercih edilmistir. Calismamiz da
Nyquist egrisinde kinetik bolgede bir direng gostermedigi ve diflizyon bolgesinde bir
direng goziktiigli icin Bode egrisi kullanildi. Reaksiyonun kinetik kontrollii degil

difiizyon kontrollii oldugu belirlendi.
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Sekil 3.8. 1, 2, 5, 10, 25, 40 ng/ml konsantrasyonlarinda CD-105 rekombinant antijen

varliginda elde edilen empedimetrik standart egri grafigi.
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Sekil 3.9. 1, 2, 5, 10, 25, 40 ng/ml CD-105 rekombinant antijen konsantrasyonlarinda

empedimetrik immunosensor standart egri grafigi bode goriintiisii.
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3.1.8. Serum i¢i antijen konsantrasyonuna bagh Amperometrik ve Empedimetrik
sinyal grafikleri

Kor, 2, 4 ve 10 ng/ml spike konsantrasyonlarina karsi amperogram egrileri Sekil

3.10°da verilmektedir. Sekle gore akim degerinde diizenli bir artig gézlenmistir.

Kor, 1, 5, 10,20 ve 40 ng/ml spike konsantrasyonlarina karsi bode egrileri Sekil 3.11°de
verilmektedir. Sekle gore 1 Hz frekansta elde edilen, standart konsantrasyonuna bagl

empedans degerlerinde diizenli bir azalma gézlenmistir.
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Sekil 3.10. Kor, 2, 4, 10, ng/ml CD-105 rekombinant antijen konsantrasyonlarinda

amperometrik immunosensdr amperogram gorintisa.
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Sekil 3.11. 1, 2, 5, 10, 20, 40 ng/ml spike CD-105 rekombinant antijen

konsantrasyonlarinda empedimetrik immunosensor bode goriintiisii.

3.1.9. Amperometrik ve EIS metot karsilastirmalari

Her iki metot icin Limit of Blank, Limit of Detection ve Limit of Quantification
degerleri Tablo 3.1°de verilmektedir. Sonuglar karsilastirildiginda EIS’in daha hassas
(pg/ml) oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.1. Amperometrik ve EIS metotlar1 icin LOB, LOD ve LOQ karsilastirmalari

LOB LOD LOQ (ng/ml) | %CV
(ng/ml)
Amperometri 0.6 1.1 4.1 3.2

Empedans 0.2 0.4 2 2.7
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3.1.9. Amperometrik ve EIS metotlari icin serum spike sonuclari
3.1.9.1. Amperometrik metot ile geri kazanim

Hazir serum igerisine Ui¢ farkli konsantrasyonda CD-105 eklenerek geri kazanim
saglanmigtir. Geri kazanim, eklenen miktarin yiizdesi olarak ifade edildi. Denklem su
sekildedir:

Geri kazanim (%) = (6l¢iilen konsantrasyon / zenginlestirilmis konsantrasyon) x 100.

Tablo 3.2°de amperometrik sonuglar i¢in elde edilen CD-105 geri kazanim yiizdeleri

verilmektedir.

Tablo 3.2. Amperometrik biyosensor ile serumdan CD-105 geri kazanim yiizdeleri

Serum i¢i CD-105 (ng/ml) % Geri kazanim
2 74.53

4 93.71

10 108.22

Ortalama 92.15

Sonuglar dogrultusunda, amperometrik biyosensor ile serum icerisiden CD-105 geri
kazanim ortalama yiizdesi 92,15 olarak bulunmustur. Diisiik konsantrasyonlarda elde

edilen geri kazanim yiizdesi, yliksek konsantrasyonlara gore daha diistiktiir.
3.1.9.2. Empedimetrik metot ile geri kazanim

Hazir serum igerisine 5 farkli konsantrasyonda CD-105 eklenerek geri kazanim
saglanmistir. Geri kazanim, eklenen miktarin yiizdesi olarak ifade edildi. Denklem su

sekildedir:
Geri kazanim (%) = (6l¢iilen konsantrasyon / zenginlestirilmis konsantrasyon) x 100.

Tablo 3.3’de empedimetrik sonuclar igin elde edilen CD-105 geri kazanim yiizdeleri

verilmektedir.



Tablo 3.3. Empedimetrik biyosensor ile serumdan CD-105 geri kazanim yiizdeleri
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Serum igi CD-105 (ng/ml)

% Geri kazanim

1 112
5 97.2
10 89.9
20 94.25
40 81.2
Ortalama 90.64

Sonuglar dogrultusunda, amperometrik biyosensor ile serum igerisiden CD-105 geri

kazanim ortalama ytiizdesi 90.64 olarak bulunmustur.



4. BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER
4.1.Tartisma

Kanser, diinya capinda insanlar etkileyen ve hayat1 tehdit eden bir hastaliktir. Cesitli
asamalardan olusan, karmasik genomik veya epigenomik degisiklikleri iceren bir
hastaliktir. Tiimorejenik malignite ve transformasyona neden olmaktadir. Su anda
200'den fazla kanser tiirii tanimlanmustir ve hastalik, tiim diinyada 6liimlerin 6nde gelen
nedeni olarak kabul edilmektedir [119, 120].

Kanser tiirleri i¢in viicut sivilarinda ve histolojik drneklerde cesitli tanisal ve prognostik
belirtecler bulunmaktadir. Ideal biyobelirtec 6zgiil ve kolayca erisilebilen bir biyolojik
stvida saptanabilir olmalidir. Ek olarak, belirte¢ tekrarlanabilir bir test ile olctlebilir

olmal1 ve yeterince ikna edici korelatif klinik verilere sahip olmalidir [121].

Bir hiicrede belirli biyobelirteglerin diizeyindeki, varligindaki veya yoklugundaki
degisiklik, genellikle kanser gelisiminin bir gostergesidir. Bu biyobelirteglerin kansere
Ozgl tespiti ve tanimlanmasi, hastaligin ilerlemesinin erken izlenmesi ve teshisine
yardimc1 olmaktadir. Biyobelirteg tespiti i¢in geleneksel enzime bagli immiinosorbent
testi (ELISA) veya polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli ydntemler
kullanilmaktadir. Her test pahali reaktiflerin kullanimi ve tespit siire uzunlugu gibi
teknolojik sinirlamalara maruz kalirlar. Ayrica, manuel teknikler olan bu yontemler,
tedavi sirasinda hastanin siirekli izlenmesinde yeterli degildir. Kanserde hiicre icinde
birden fazla olay, birden fazla molekilli iceren metabolik reaksiyonlar meydana
geldiginden, dogru teshis ve prognoz i¢in birden fazla biyobelirtecin eszamanli tespiti
gereklidir [122].

Esas olarak kanser biyobelirtecleri, prognostik (iyi huylu ve koti huylu timorler
arasindaki ayirt edici 6zelliklere ve klinik tedavileri etkileyebilen tiimorlerin farklilasma

durumuna dayali olarak) ve hastalik durumuna atifta bulunarak siniflandirilabilirler. Bu
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siiflandirmaya gore ongoriicli (uygulamanin etkisini belirlemek i¢in), farmakodinamik
(belirli bir timor-hasta durumu igin kemoterapdtik ajanlarin dozlarini segmek igin
kullanilir) ve teshisler (bir timoriin evresini ve niiksiinii belirlemeye yardimci) seklinde
siiflamalar bulunmaktadir [123]. Proteinler, kanser tiirlerinin en giivenilir ve en dnemli
biyolojik belirtegleridir. Normal ve habis hiicrelerdeki molekiiler yollarin sonuglari

olduklar1 i¢in hastalik durumu, baslamasi ve ilerlemesi ile iliskilidirler [124].

Son zamanlarda anjiyogenezde 6nemli olan biyobelirteclerden biri endoglindir. CD105
olarak da bilinen endoglin, normal dokularin vaskiiler endotelyumunda zayif veya
negatif ekspresyonla, timor anjiyogenezine katilan aktive edilmis endotel hiicrelerine
tercihli olarak baglanan biliylime faktorii-B1 molekiiliinii doniistirmek igin bir
reseptordiir. Endoglin, hipoksi tarafindan indiiklenir. Bu nedenle, malign neoplazmlarin

neo-anjiyogenezinin degerlendirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir [125].

Endoglin, esas olarak proliferasyon yapan vaskiler endotelyal ve diiz kas hucrelerinde
eksprese edilir ve tiimor anjiyojenez ve enflamasyon sirasinda endotel hiicrelerinde
yiiksek oranda eksprese edilir. Normal dokularda zayif veya negatif ekspresyonu vardir.
Prostat kanseri ile baglantili olarak prostat mikro damar sisteminde eksprese edilir ve
kolorektal, meme ve akciger kanseri metastazi olan hastalarin serumlarinda artar.
Endoglinin, anjiyogenez i¢in gerekli oldugu [126], prolifere olan vaskiilatiirde yogun
eksprese edildigi [127,128] ve hipoksi ile up-regiile edildigi gosterilmistir [129].

Ayrica, akciger, meme, kolorektal, gastrik, karaciger, endometrial, bobrek hiicresi, bas
ve boyun ve over kanserlerinde tiimor damarlarinin prolifere olan endotel hiicrelerinin
plazma membranlarinda yiliksek diizeyde eksprese oldugu bildirilmistir [130]. Bu
durumda, serum CD-105'in, kati timorleri ve diger anjiyojenik hastaliklar1 olan
hastalarin uzun vadeli takip c¢aligmalarinda, erken metastaz belirtilerini ve kanser

niiksiinii izlemek i¢in yararl bir belirteg olabilecegi ongoriilmiistiir.

Timor metastazinin erken tespiti son derece dnemlidir [131]. Son zamanlarda, birkag
caligmada, proliferasyonla iligkili ve hipoksiyle indiiklenebilir bir protein olarak CD-
105'in (EDG, endoglin) iyi bir timor metastaz belirteci olabilecegi gosterilmistir. Bir
timor metastaz belirteci olarak CD-105'in potansiyel faydasi, Norihiko ve digerleri
tarafindan degerlendirilmistir [132]. Diger yandan, kat1 tiimorleri ve diger anjiyojenik
hastaliklar1 olan hastalarda, uzun siireli bir takip c¢alismasinda serum CD-105'in

metastazin erken tanisi i¢in yararli bir belirte¢ olabilecegi gosterilmistir [133].
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Kolorektal kanserde immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen endoglinin sadece
tiimor mikrodamar yogunlugu ile degil, aym1 zamanda hayatta kalma ile de iliskili
oldugunu gosterilmistir. Ayrica, artmis metastatik hastalik gelistirme riski olan hastalari

ongoren degerli bir parametre olarak bildirilmistir [134].

Normal dokulara kiyasla kolon, meme, beyin, akciger, prostat ve rahim agz1 kanseri
dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli endotelyal tiimoérlerde daha fazla CD-105 ekspresyonu
bulunmaktadir. Hastalardan alinan biyolojik sivilarda artan CD-105 seviyeleri,
hastaligin ilerlemesi, metastaz riski, kemoterapi ve dolayisiyla bunlarin izlenmesi,
hastalarin 6zellikle antianjiyojenik tedavilere tepkisinin degerlendirilmesi igin bir
gosterge olarak kullanilmaktadir. Artmig CD-105 seviyeleri ayrica iltihapl dokularda da
tespit edilmektedir. Protein, TGF-beta ile indiiklenen iiretimi modiile ettigi i¢in sadece
kanserle ilgili degil, preeklempsi, romatoid artrit ve epidermolizis biilloza gibi
anjiyogenezle ilgili diger onemli hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinde de tespit

edilmektedir [135, 136].

Yetiskin insan dokularinda endoglin ekspresyonu, proliferasyon gosteren endotelyal
hiicreler, aktive monositler ve kirmizi kan hiicrelerinin 6nciileri olan proeritroblastlarla

sinirhidir [137].

Metastatik meme ve kolorektal tiimorlii hastalar kontrol grubundan anlamli olarak daha
yiiksek serum endoglin seviyeleri sergilemistir [138,139]. Serum endoglin duzeylerinin
de kemoterapi ile azaldigir gosterilmistir [140]. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar
serum endoglin diizeylerinin ileri hastaligi olan hastalar1 ve metastaz gelisme riski
tastyan hastalart siniflandirmak i¢in kullanilabilecegini gostermektedir. Endoglinin
ayrica, kemoterapi sonrasi kanser hastalarinda niiksii izlemek i¢in kullanilabilecegi de
bildirilmistir. Idrar ve serumdaki endoglin diizeylerinin prostat kanserinin saptanmasi ve
takibinde yardimci olabilecegi gosterilmistir [141]. Farkli hastalik tiplerinde goriilen

Endoglin serum diizeyleri Tablo 4.1°de verimektedir.



Tablo 4.1. Farkli hastaliklarda 6l¢iilen serum endoglin seviyeleri
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Hastaliklar Standart Deger Hasta Deger Kaynak

Siddetli Olmayan 2.08 = 0.56 ng/mL 10.21 + 0.86 ng/mL [142]

Preeklampsi

Siddetli Preeklampsi | 2.08 £ 0.56 ng/mL 14.94 + 0.89 ng/mL [142]

Paraganglioma 4.81+ 0.58 ng/mL 8.02 £ 1.67 ng/mL [143]

Hastalar1

Prostat Kanseri 2.353 28.8 ng/mL [144]
ng/mL

SSc Olmadan 4.52 ng/dL 6.89 ng/dL [145]

Yiikseltilmis sSPAP

SScile 4.52 ng/dL 7.07 ng/dL [146]

Yiikseltilmis sSPAP

Diyabetik Periferik 20.6 ng/mL 25.2 ng/mL [147]

Noropatisi

Kolorektal Kanser 3,90 ng/mL 6,71 ng/mL [148]

Akciger Alveol 2.2 ng/mL 12.3 ng/mL [149]

Peritimoral

Akciger Alveol 2.2 ng/mL 26.2 ng/mL [149]

Intratiimoral

Akciger Kanseri 111 pg/mi 4112 pg/ml [150]

CD-105'in  saptanmasi  i¢in  geleneksel immiinanaliz  yOntemleri arasinda

radyoimmiinanalizleri (RIA) ve enzime bagli immiinosorbant analizleri (ELIZA) ve
immiinohistokimyasal analiz yontemleri bulunmaktadir [151]. Bunlarin disinda

biyosensor temelli sistemlerde dl¢limlerde yer almaktadir.

Elektrokimyasal immuinosensorler, boyut, maliyet ve analiz siresinde azalma gibi
avantajlar1 olan spesifik, basit, etiketsiz ve dogrudan tespit yetenekleri ile biiyiik ilgi
gormektedirler.  Geleneksel = immiinoassay  teknikleriyle  karsilastirildiginda,
elektrokimyasal immiinosensorler, antikorlar ve antijenler arasindaki yiliksek diizeyde

spesifik tanima olaylarinin uygun doniistiiriiciilerle birlestirilmesinden yararlanir. Bu
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nedenle, bircok tiirde elektrokimyasal immiinosensdr gelistirilmistir. Ozellikle,
nanopartikiillere dayali gelismis malzemeler, elektrot ylizeyinde daha genis bir ylizey
alani, iyi biyo-uyumluluk ve stabilite sagladiklar1 i¢in su anda temel arastirma
alanlarindan biridir [152].

Manyetik boncuklar ve elektrokimyasal saptamanin kombinasyonu, analitleri hizli ve
hassas bir sekilde algilanmasi i¢in etkili bir strateji saglamaktadir. Cilinkii manyetik
boncuklar, hedeflerin yakalanmasi i¢in homojen tasiyicilar olarak kullanilmalar
nedeniyle baglanmalarda ve baskili elektrotlar ile birlikte kullanimlarda ¢ok etkilidirler.
Manyetik boncuklarin kullanilmasi elektrot modifikasyonlarint 6nlemekte ve ornek

matriks adsorpsiyonu etkisini azaltmaktadir [153,154].

Gilintimiizde klasik immobilizasyon yontemleri terk edilmis ve bunlarin yerine yeni
gelistirilen mikro ve nanomateryal teknolojiler agilmistir. Klasik olanlar, algilama
yuzeyinin Ozelliklerini etkiler veya spesifik olmayan adsorpsiyonlar yoluyla elektrot
ylizeyinin tekrar kullanilmamasina neden olur. Mikro teknoloji, biyomolekiiler
saptamada calisan elektrot yilizeyindeki biyo bileseni sabitlemek igin gelismis bir
teknolojidir. Ekran baskil1 elektrot (SPEs) teknolojisi ile birlestirildiginde, hedef analitin

belirlenmesi i¢in daha verimli, hizli, se¢ici ve hassas hale gelir [155].

Ekran baskil1 elektrotlar (SPE'ler) karbon, altin veya giimiis caligma elektrotlarina sahip
olabilir. Karbon, mikro boncuklarla (MB'ler) ¢alismak i¢in daha makul bir ¢alisma
elektrotudur. Elektrot, daha yiiksek sinyal / giiriiltii yanitlarina ve buna bagli olarak
daha diistik algilama smirina yol agan 6zelliklere sahiptir. Bu kombinasyon, yilizeyin
kolay degistirilmesine izin verir ve calisilan numune miktarin1 azaltir (sadece birkag
mikrolitre). Ayrica, MB'lere ayr1 bir destek iizerinde biyo-bilesenin immobilizasyonunu
yapmamiza izin verilir. Bu durumlarda, elektrot yalnizca bir 6l¢tim cihazi olarak islev
goriir. Tek sorun, tanima elemaninin yiizey elektrodu ile dogrudan temas halinde
olmamasidir. Bunu Onlemek icin, SPE elektrotlarinin yiizeyindeki MB'lerin
stabilizasyonu i¢in manyetik pargalara sahip kii¢iik ekipman kullanilir. Bu strateji

kullanilarak, biyosensoriin hassasiyeti arttirilmaktadir [156,157,158].

Manyetik boncuklara (MB) dayali algilama stratejileri, MB’a dayali olmayanlara
kiyasla gelismis duyarlilik, diisiik tespit limiti, yiiksek sinyal oran1 ve daha kisa analiz
siiresi gibi analitik degerler agisindan avantajlar sunmaktadir [159,160] Bu

Ozelliklerinden dolay1, ozellikle c¢evresel, klinik ve gida numunelerindeki farkli
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analitleri duyarli bir sekilde 6lgmek i¢in MB’lar yeni nesil biyosensorlerde siklikla
kullanilmaktadir. Rocha-Santos (2014) yaptigi calismada, ¢oklu analit tespiti i¢in tek bir
cihazda tespit ve analiz, numune hazirlama, molekiiler etiketleme gibi birka¢ adimin
kombinasyonuna olanak taniyacagindan manyetik partikiil esasli cihazlarin ve

mikroakigkan yapilarin tekli ¢iplere entegrasyonunu 6nermektedir [161].

Biyoalgilayicilarin  elektrot yiizeyine etkili bir sekilde hareketsizlestirilmesi,
biyosensorlerin gelistirlmesindeki en 6nemli adimlardan biridir. En 1yi immobilizasyon
yontemi, maksimum hassasiyet veya stabilite gerektiren biyosensor uygulamasiyla
ilgilidir. Biyoalgilayicilar ile (strept)avidin, lektinler veya sekerler arasindaki afinite
etkilesimlerine dayanan baglanma teknikleri, bunlarin diizenli ve bdlgeye 0zgl bir
sekilde hareketsizlestirmeye ve boylece verimli biyosensorler gelistirmeye izin verir. Bu

baglanma 6zellikleri manyetik boncuklarda da kullanilmaktadir [162].

Elektrokimyasal sensorler, yiiksek hassasiyet ve diisiik maliyetli cihazlar gibi
avantajlarin1  sergilemektedir ve patojen tespiti i¢in uygulanmistir [163,164] Cikis
sinyallerinin tiirlerine bagl olarak, elektrokimyasal analiz yontemleri potansiyometri,
amperometri, voltametri, empedans, iletkenlik ve benzerlerinden olusur. Bunlar
arasinda, amperometri ve empedanstan tiiretilmis immiinosensorler, daha diisiik tespit

limitleri ve minyatiirlestirme kolaylig1 nedeniyle artan bir ilgi ¢ekmektedirler [165,166].

Immiinosensdrler, bir doniistiiriicii yiizeyinde antikor ve antijen arasindaki etkilesimlere
dayanir. Bu molekiiller arasindaki gii¢lii baglanma nedeniyle, oldukg¢a secici ve
hassastirlar [167]. Immiinosensorler genellikle secici konjuge enzime dayali enzim
aktivitesi saptamalar1 ile tamamlanirlar. Enzim aktivitesinin Ol¢lilme asamasi,

immiinosensor tasarimi i¢in son agsamadir [168].

Immiinosensdrler ayrica elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesi igin ¢ok yararl
araclardir. Bu nedenle, kolaylikla tasinabilir bir sensore dontisebilirler. Bu 6zelliginden
dolay1, genellikle tek kullanimliktirlar ve yerinde veya otomatik tespit
gerceklestirebilirler [89]. Amperometrik elektrokimyasal algilama, miikemmel bir
hassasiyete ve genis dogrusal araliga sahiptir. Tespit yoOntemi son yillarda

elektrokimyasal enzim bazli immunodlg¢iimlerin gelismesiyle dikkat cekmistir [168].



70

Son yillarda, biyomolekiillerin, proteinlerin, hiicrelerin, patojenlerin ve viriislerin
saptanmasit  i¢in empedans immiinosensoOrleri  gelistirlmislerdir.  Gelistirilen
elektrokimyasal empedans biyosensorlerinin ¢ogu, antikorlarin elektrot yiizeyinde
hareketsizlestirilmesine baglidir, bu da zaman alicidir ve tekrarlanabilirligi diisiiktiir.
Ayrica, elektrot yiizeyindeki numune matrisinin adsorpsiyonu, saptama dogrulugunun,
hassasiyetin ve kararliligin azalmasina neden olur [169]. Bu nedenle, elektrot
immobilizasyonuna ve 6érnek matris adsorpsiyonuna dayanmayan bir immdiinosensor,

gelistirilmesi oldukca énemlidir.

Empedimetrik imminosensorlerde antikorlar elektrotlar, optik fiber veya yari iletken
cipler lizerinde hareketsiz hale getirilir ve ¢esitli alanlarda umut verici uygulamalari

nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gérmiistiir [170].

Empedans spektroskopisi, yiizeyi modifiye edilmis elektrotlarin elektrik ozelliklerini
arastirmak i¢in etkili bir yontem saglar. Bununla birlikte, genis bir frekans bolgesi
icinde tam bir empedans spektrumunun kaydedilmesi zaman alicidir. Bu nedenle,
empedimetrik teknikler yalnizca enzim bazli empedimetrik biyosensorlerin ¢ogu igin bir
karakterizasyon yontemi olarak kullanilir ve genellikle dolayli izleme stratejileri

benimsenir [171].

Afinite baglayict tabanli empedimetrik biyosensorler, dogrudan ve laboratuvardan
bagimsiz elektrokimyasal immiinosensorler olduklart ve hiz, vasifsiz analistlerin
kullanim1 ve ¢oklu analit sensorlerinin potansiyel gelisimi agisindan bir¢ok potansiyel
avantaja sahip olduklari icin artan ilgi ¢ekmektedir. Son yillarda, afinite-baglanmaya

dayali empedimetrik biyosensorlerin bir¢ok yeni tasarimlari rapor edilmistir [172].

CD-105 tayininde kullanilan yontemler genellikle spektorofometriktir [173]. Bizim
kullandigimiz amperometrik yontem ise biyokimyasal reaksiyonda olusan iirlinlerin
reaksiyonu sonucu ¢alisma elektrodundaki akim degisikligini 6lger [174]. Tablo 4.2 de
farkli ¢alismalarda spektrofotometrik ve amperometrik yontemler ile dlgiilen serum

endoglin seviyeleri gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli Calismalarda Olgiilen Minimum Serum Endoglin Seviyeleri

Kullanilan Yontemler Serum Endoglin Kaynak
Seviyeleri
Spektrofotometri 12.4 (pg/mL) [175]
Spektrofotometri 0.001 ng/mL [176]
Spektrofotometri 10 pg/mL [177]
Spektrofotometri 10 pg/ml [178]
Amperometri 7.07 ng/dL [179]
Amperometri 6.26 ng/mL [180]

Rodriguez ve ark. (2016) tarafindan gerceklestirilen bir calismada klinik uygulamalarda
biyobelirteg olan insan endoglininin (CD105) belirlenmesi igin  bir imminoanaliz
yontem gelistirilmistir. Bu ¢alismada baskili karbon elektrotlarda (SPCE'ler)
amperometrik algilamay1 igeren hassas ve hizli bir yontem sunulmaktadir. Mikro
boyutlu manyetik parcaciklar ve HRP etiketli antikorla daha da sikistirilmis olan hedef
proteini secici olarak yakalamak icin spesifik bir antikorla modifiye edilerek endoglin
Olgtimii  gelistirilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda 5 pmol endoglinin tespiti

gerceklestirilmistir [181].

Coral ve ark. (2010 ) ve Sachan ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismalarda ise
amperometrik yontemle CD-105 (Endoglin ) dlglimleri gergeklestirilmis olup minimum
endoglin seviyesi sirasiyla 7.07 ng/dL  ve 6.26 ng/mL olarak tespit edilmistir
[179,180].

4.2. SONUC

Calismamiz temelinde iki farli yontem gelistirilerek karsilastirilmalar: yapildi. Bunlarin
sonucunda her iki yontem icinde Endoglin (CD-105) o6lgiim metotlar1 olusturuldu.
Karsilagtirma sonucunda EIS metodunun daha hassas oldugu goriildii. Calisma sirasinda

gelistirilen empedimetrik metot yeni bir uygulamadir.

Calismalarin  sonucunda, ¢alisma araliklar1 amperometrik ve empedimetrik
immunosensorler igin sirasiyla 2, 4, 10, 16, 25 ng/ml vel, 2, 5, 10, 25, 40 ng/ml CD-105
rekombinant antijen varlifinda bulundu. Yine LOB, LOD ve LOQ &lgiim degerleri,
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amperometrik immunosensor i¢in sirasiyla 0.6, 1.1 ve 4.1 ng/ml olarak bulundu. %
CV=3.2 olarak gosterildi. Empedimetrik immdinosensor icin LOD ve LOQ 6l¢im

degerleri sirasiyla 0.2, 0.4 ve 2 ng/ml olarak bulundu. %CV=2.7 olarak gosterildi.

Sonuglarin, Tablo 4.2. ile karsilagtirmas1 sonucunda goriildiigii tizere gelistirilen her iki
biyosensorde diger gelistirilen amperometrik biyosensorlerden daha hassastir. Bununla
birlikte spektrofotometrik (ELIZA) ydntemlerinin hassasiyetleri daha yiiksektir. Fakat
elektrokimyasal biyosensorlerin kullanilabilirligi, taginabilirligi ve ucuzlugu s6z konusu

oldugunda, spektrofotometrik yontemlere gore daha avantajlidir.

Gelistirilen her iki tip imminosensdrde serumdan CD-105 tayini ve kanser biyobelirteci
olarak 6l¢imi icin yeterli hassasiyettedir.

4.3. Oneriler

Calismalar dogrultusunda gelistirilen immiinosensér metotlariyla farkli biyobelirtecler
icin de immunosensorlerin tasarlanabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica gelistirilen bu

biyosensorler klinik uygulamalarda da kullanilabilirler.

Her iki tip biyosensoriin gelistirilmesinde piyasada bulunan antikorlar kullanilmaistir.
Eger imkanlar dogrultusunda antijen baglama hassasiyetleri daha yiiksek olan

antikorlarin elde edilir ise hassasiyet daha da arttirilabilinecektir.
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