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ONSOZ

Tez kapsaminda kanser ve ndrolojik hastaliklarin erken teshisine yonelik
immunosensor ve niikleik asit biyosensor gelistirilmesi amaglanmistir. Rahim agzi
kanserine neden olan HPV’nin en yiiksek riskli HPV16 tipine ait bir elektrokimyasal
HPV16 DNA biyosensorii gelistirilmistir. Ek olarak, norolojik hastaliklarin tespitinde
kullanilan GFAP biyobelirtecinin immiinosensorii gelistirilmistir. Her iki biyosensor
calismasinda manyetik mikroboncuklar kullanilmistir ve hizli, tekraredilebilir, ucuz ve

duyarl alternatif bir yontem gelistirilmesi amaglanmastir.
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BSA S1g1r serum alblimin

BSS Bagil standart sapma

Btn-DADb Biyotinlenmis koyun anti-insan GFAP tayin antikoru
CAb Fare anti-insan GFAP yakalama antikoru
CaCl, Kalsiyum kloriir

DIG Digoksigenin

DNA Deoksiriibo niikleik asit

DPV Diferansiyel puls voltametri

DSP Ditiyobis (siiksinimid propiyonat)

Ea Etanolamin

EBV Epstein-Barr viriis

EDC 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimid
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

EIS Elektrokimyasal empedans yontemi

GFAP Rekombinant insan Glial Fibriler Asidik Proteini
H.0, Hidrojen peroksit

Hb Hemoglobin

HBV Hepatitis B viriis

HCI Hidroklorik asit

HCV Hepatitis C viriis

HHV-8 Insan Ucuk Viriisii

HIE Hipoksik-iskemik ensefalopati

HIV Insan bagisiklik eksikligi viriisii

HPV Insan Papilloma Viriis

HQ Hidrokinon

HRP Horseradish peroksidaz

HSA Insan Serum Albumin



HTLV-1 Insan Lenfotropik viriis-1

[o]€) Immiinoglobiilin G

KCI Potasyum klortir

KH2PO4 Monopotasyum fosfat

KSHV Kaposi Sarcoma—Herpes viriisii

LAMP Dongii aracili amplifikasyonu

m Egim

MB Manyetik mikroboncuk

MB-COOH Karboksil ile fonksiyonlagtirilmig manyetik boncuklar
MB-Neut Neutravidin ile fonksiyonlastirilmis manyetik boncuklar
MB-Strep Streptavidin ile fonksiyonlastirilmis manyetik boncuklar
MCI Hafif biligsel bozukluk

MCV Merkel Hiicresi Polyomavirus

MES 2-(N-morfin) etanosiilfonik asit

MIP Baskilanmis polimerik film

MRI Manyetik rezonans goriintiileme

MWCNT Cok duvarli karbon nanotiip

Na;HPO,4 Disodyum fosfat

NaCl Sodyum Kloriir

NaH,PO, Monobazik sodyum fosfat

NDD Norodejeneratif bozukluklar

NHS N-hidroksisiiksinimid

PBS Fosfat tampon tuzu

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

Prot A-HRP Protein A- Horseradish Peroksidaz

Prot A-PolyHRP-40 Protein A- Poly-Horseradish Peroksidaz -40
Prot A-PolyHRP-80 Protein A- Poly-Horseradish Peroksidaz -80
ProtA Protein A

ProtG Protein G

RNA Riboniikleik asit

S100B S100 kalsiyum baglayici protein B

SPCE Perde baskili karbon elektrot

SS Standart Sapma

Strep-HRP Streptavidin- Horseradish Peroksidaz

TAS Tayin alt sinir1



TBI
TRIS-HCI
TS

VD

VNW

Travmatik beyin hasari

Tris hidroksimetil aminometan hidrokloriir
Teshis Sinirt

Vaskiiler demans

Dikey nanotel
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1. GIRIS

1.1.Onkovirisler

Kanser, diinyada yasami tehdit eden en 6liimciil hastaliklardan biridir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin verilerine gére 2018 yilinda diinyada yaklasik 18,1 milyon yeni
kanser vakasi ortaya ¢ikarken, 9,6 milyon kisi de kanserden yasamini yitirmistir
(McGuire, 2016). Kanser, viicudumuzda cesitli bolgelerdeki (organ veya doku)
hiicrelerin diizensiz olarak boliinlip ¢ogalmasiyla beliren bir hastalik grubudur. Kanser
hiicreleri, kontrol disinda biiyiimelerine ve istilaci hale gelmelerine imkan tantyan
birgok yolla normal hiicrelerden farklilik gosterirler. Kanserli hiicreler, Deoksiriibo
niikleik asit (DNA) iplik¢igindeki hasardan dolay1 olusur. Hiicrenin normal yasam
siklusunda DNA hasar1 olsa da hiicre ya bunu onarir ya da 6liir. Kanserli hiicrelerde
hasarlanmis DNA onarilamaz ve kontrolsiiz ¢ogalma baslar. DNA, ¢evresel etkenler
(kimyasallar, viriisler, tiitlin {irtinleri veya asir1 glines 111 vs gibi) nedeniyle hasar

gorebilir.

Insanlarda goriilen kanserlerin yaklasik %40’inda timér viriisleri etkendir.
Timor virtsleri baglica Riboniikleik asit (RNA) ve DNA viriisleri olmak tizere iki
kategoriye ayrilirlar. Onkovirilisler veya timor viriisleri, kansere neden olabilen
viriisler i¢in kullanilan genel bir terimdir. Viriislerin kanserojen etkilerini nasil
olusturduklarina dair mekanizmalar kesin olarak bilinmemekle beraber, deney
hayvanlarindan elde edilen verilere gore su sekilde agiklanmaktadir. Onkoviriisler,
hiicre tireme dongiisiinii kontrol eden uyaric1 ya da baskilayic1 genlerden birinin
kopyasina sahiptirler. Kanser ile iliskisi, bu genlerden herhangi birinin ekspresyonunu
degistirmelerine baglidir (Toyoshima, 1989). DNA virlisleri dogal olarak
konakladiklar hiicreye girdiginde ¢ogalarak hiicre 6liimiine sebep olur. Ancak dogal
olarak konaklamadiklar1 hiicrelere girdiklerinde kendine benzer viriisleri
olusturamazlar. Kosullar uygun ise, hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan genetik yapiya

katilir ve birlikte ¢ogalirlar. Bu sekilde degisime ugrayan hiicre, timor hiicresi 6zelligi



kazanir. Onkojenik RNA viriisleri ise, ters transkriptaz enzimi (RNA'dan DNA yapan

enzim) icerirler ve bdylece kendi RNA'larinin DNA 6rnegini ¢ikarirlar.

Cizelge 1.1. Kansere neden olan viriisler ve kanser tiirleri.

Kansere Neden Olan Baslica Viriisler Kanser Tiirii

HPV Rahim agz1 kanseri

EBV Burkitt lenfoma

HBV ve HCV Karaciger kanseri

HIV Kaposi sarkomu, Agresif B hiicreli
lenfoma, Rahim agz1 kanseri

HHV-8 Kaposi sarkomu

KSHV Castleman hastaligi

MCV Cilt kanseri

HTLV-1 Losemi/Lenfoma

Cesitli kansere neden olan viriislerin basinda insan papilloma viriis (HPV),
Epstein-Barr viriis (EBV), hepatitis B viriis (HBV) ve hepatitis C virlis (HCV), insan
bagisiklik eksikligi virtisii (HIV), insan uguk viriisii (HHV-8), insan lenfotropik viriis-
1 (HTLV-1), merkel hiicresi polyomavirus (MCV) gelmektedir (Mui ve ark., 2017).

Kansere neden olan viriisler ve kanser tiirleri Cizelge 1.1°de verilmistir.

1.1.1. insan Papilloma Viriisii

Insan papilloma viriisii, cinsel yolla bulasan en yaygin enfeksiyon hastaliklarmin
basinda gelmektedir (Wang, Sparano, and Palefsky, 2017). Kadin ve erkeklerin genital
bolgelerinde kalici enfeksiyon sonucu malign degisikler gozlenmektedir. Deri ve
mukoza hiicreleri enfekte etmektedir. Ayrica, vajina, vulva, penis ve aniis kanserine
de yol agtig1; bas ve boyun bolgesi, gdz konjunktivasi, kulak kanallari, nazal siniisler,
oral kavite gibi diger bolgelere de bulasabildigi bilinmektedir (Satterwhite ve ark.,
2013).



Alphapapillomaviriis (Alfa-PV) tipi HPV’ler oral ve genital mukoza yiizeylerini
enfekte ederken; Betapapillomaviriis (Beta-PV), Gammapapillomaviriis (Gama-PV),
Mupapillomaviriis (Mu-PV) ve Nupapillomaviriis (Nu-PV) tipine ait HPV'ler genital
olmayan mukoza ve cildi enfekte ederler (Bernard ve ark., 2010). Ozellikle rahim agz1
(serviks) kanseri, geng kadinlari etkileyen ciddi bir sorun haline gelmistir (Chow ve
ark., 2010). Diinya’da gen¢ kadinlarda yaygin olarak goriilen ikinci kanser hastaligi
olan rahim agzi kanseri, gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek siklikta goriilmekte ve

6liimlere neden olmaktadir (Woodman ve ark., 2007).

Kanserli hiicreleri tetikleme acgisindan ve bulagsma egilimi gosterdigi viicut
bolgesine gore HPV ler siniflandirilmaktadir. Diisiik riskli HPV’ler genital sigillere ve
yiiksek riskli HPV’ler ise rahim agzi, vulva, aniis gibi genital bolgedeki hiicrelerin

anormal degisikligi sonucu kansere neden olmaktadir.

Gliniimiizde 200°den fazla papillomaviriis genotipi tanimlanmig olup, yaklasik
olarak 120 tipi insanlardan izole edilmistir (Bernard ve ark., 2010). Uluslararasi
Kanser Arastirma Kurumu (IARC), yiiksek riskli HPV tipini (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59,68, 73 tipi) (Harari ve ark., 2014); disiik riskli HPV tipini ise
anogenital sigil ve lezyonlarla iliskili olan HPV 6 ve 11 oldugunu bildirmistir (Bernard
ve ark., 2010).

Yiiksek riskli HPV 16 ve 18 rahim agzi1 kanser olgularinin %99’undan sorumlu
oldugu en sik goriilen genotiplerdir (Bernard ve ark., 2010). Yapilan caligmalar
sonucunda Hausen ve ark 1976'da rahim agz1 kanserinin Papillomaviriis ile iligkisini
tespit etmis ve 1983°te %50-60’1nda HPV 16 genotipi, 1984’te %10-12’sinde ise HPV
18 genotipini saptamiglardir (Gissmann ve ark., 1977). Hausen'in bu g¢alismalari
kendisine 2008 yilinda Nobel Tip Odiiliinii kazandirmis ve kanser onleyici sentetik
agilarin yapilandirilmasina da dnciiliik etmistir. Rahim agz1 kanseri ile birlikte, vulva,
aniis, orofaringeal kanserlerine de sebep olan HPV 16 ve 18 genotipi viriislerinin as1

caligmalar1 da hiz kazanmistir (Lindenbach ve ark., 2007).



Memeli, balik, siirlingen, kus gibi farkli omurgalilar1 enfekte edebilen
papillomaviriis cinsi, Papillomaviridae ailesi i¢inde siniflandirilir. HPV, yaklasik 7-8
kb uzunlugunda, ¢gembersel ¢ift sarmalli DNA yapisinda, 50-60 nm ¢apinda olan, 72
kapsomerli zarfsiz, ikosahedral simetrili bir genoma sahiptir (Boscolo-Rizzo ve ark.,
2013). Cift sarmallit HPV DNA’sinin yalnizca bir ipligi, viral gen ekspresyonu igin
bir¢ok gene ait bilgiyi tastyan polisistronik mRNA transkriptini olusturur.

HPV genomu fonksiyonel olarak 3 bdlgeye ayrilir: replikasyonundan ve hiicre
transformasyonundan sorumlu proteinleri sifreleyen bir “erken” bolgesi (E1, E2 E4,
E5, E6, E7); viral kapsid proteinleri sifreleyen bir “Geg¢” bolgesi (L1 ve L2) ve sifre

olmayan “non-coding region (NCR)” bolge olmak tizere ii¢ bolgeden olusur.

Lcn \ %

B00O/A

E1- Replikasyon

E2- Replikasyon ve transkripsiyon

E4- Viral salinim

E5- Transformasyon

E6- Transformasyon

E7- Transformasyon

L1- Major kapsid proteini

L2- Minor kapsid proteini

LCR- Promotor ve hizlandinc element
Viral orijin

7000
¥ poly-A (late)

HPY

Sekil 1.1. HPV genomun yapisi.

HPV genomunun yapis1 Sekil 1.1°de verilmistir. Erken gen bolgesindeki E6 ve
E7 viral genlerin transkripsiyonunu diizenlerken, ge¢ gen bolgesindeki L1, major
kapsid proteinini ve L2 ise mindr kapsid proteinini kodlamaktadir. Erken gen
bolgesinde yer alan ve bazi HPV tiplerinde bulunan E3 ve ES8, son yillarda
kesfedilmistir (Berg, 2010). E8’in E2 bdlgesinin delesyonu sirasinda ortaya ¢iktigi
diistiniilmekte olup reseptor protein replikasyonundan sorumludur (Sanclemente ve
ark., 2002). HPV genotipi ve tip say1 sistemi, L1 protein dizileri arasindaki biyolojik

homolojilerine gore belirlenmistir.



HPV genotipler, 1970°li yillarda bilim adamlarinin papillomaviriis genomunu
klonlamay1 bagarmalari ile ortaya ¢ikmistir. Boylece yiiksek riskli HPV tipi ile rahim
agz1 kanser arasinda giiclii bir iliski tespit edilmistir. Bu nedenle HPV DNA’y1 tespit
edilip belirlemesinin klinik ve epidemiyolojik a¢idan onemi agik¢a goriilmektedir.
Yiiksek riskli HPV tipleriyle olusan enfeksiyonlarin tespit edilememesi, uygun
tedavinin yapilmamasi gibi durumlarda, enfeksiyon- 6zellikle genital bolgede- invaziv
karsinoma kadar ilerleyebilir. Rahim agzindan alinan siirlintii 6rneklerinde ileri ve orta
derecede onkojenik risk tasityan HPV tiplerinin DNA’smin tespit edilmesi, rahim agzi
kanserinin tahmininde biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu durum rahim agzi1 kanser
taramasinda ve prekiirsor lezyonlarin tespitinde, HPV DNA testlerinin sitolojiye
ilaveten yardimci bir tarama testi olarak veya PAP (Papanicolau) Smear testi yerine

alternatif olarak tek basina bir tarama testi olarak kullanilmasina yol agmustir.

Kanser taramalarinda PAP Smear testi oldukca 6nemlidir ama rahim agzi
lezyonlarinda klinik olarak spesifikligi oldukca diisiiktiir ve hatali sonu¢ verme
olasihig: yiiksektir. Kolposkopik biyopsi rahim agzi lezyonlarinin %33-50’sini tani
veya Ornekleme hatalarindan dolay1 yanlis sonug verebilir. Bu sebeple molekiiler tani
yontemlerinin uygulanmasina yiiksek dereceli lezyonlarin ve karsinomlarin tespiti
acisindan gereklidir. Boylece, sitolojinin duyarliligi rahim agzi bolgede arttirilabilir ve

yanlis sonuglar en aza indirgenmis olur.

Rahim agz1 kanser tarama programlari, bu kanserin goriilme sikligini ve 6liim
oranlarini azaltmak igin son derece dnemlidir. Ulkemizde de PAP smear, HPV DNA
taramas1 gibi ¢esitli yontemlerle rahim agzi kanser tarama programlarinin
gelistirilmesi ve taramalarin toplumun geneline yayilmasi amaglanmistir (Aydogdu ve
ark., 2018). Erken tanida kullanilan PAP smear testi hastaya zarar vermeden, maliyeti
diisiik, ayrica tedavi yiikiinii, morbidite ve mortaliteyi azaltan bir testtir. Fakat, HPV
DNA’smin saptanmasinin, PAP ile karsilastirildiginda daha yiiksek hassasiyet ve
Ozgiilliige sahip oldugu goriilmektedir. Bu sinirlamalar, yeni kullanilabilir teknolojiler

icin aragtirmacilar niikleik asit biyosensore yonlendirmistir.



1.2.Glial Fibriler Asidik Protein Biyobelirteci

ABD Ulusal Saglik Enstitiileri biyobelirtegleri “nesnel olarak Olctilebilen ve
normal veya hastalik siireglerinin gostergeleri ve terapotik miidahaleye farmakolojik
tepkiler olarak degerlendirilebilen molekiiller” olarak tanimlamistir (Atkinson, ve ark.,
2001).

Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP); astrositlerde bulunan ve astrositlerin
fizyolojik ve patolojik durumlar1 hakkinda bilgi veren bir proteindir (Florio ve ark.,
2010). Serumdaki GFAP konsantrasyonundaki degisiklikler hem serebral dokudaki
astrosit degisikliklerini hem de kan beyin bariyerindeki harabiyeti gosterirler.
Hipoksik-iskemik yenidogan bebeklerde yapilan bir ¢alismada periventrikiiler beyaz
cevherdeki astrositlerin hem hacimlerinde hem sayilarinda hem de GFAP diizeylerinde
azalma goriilmiis ve hipoksi-iskeminin astrosit harabiyeti yaparak hiicre oliimiini
arttirdigr belirtilmistir (Sullivan ve ark., 2010). Serum GFAP diizeylerindeki artigin
hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE)’nin agirligi ile yakin iliskide oldugu
bildirilmistir. Dogumda yiiksek serum GFAP konsantrasyonu sebat ediyorsa bu agir
veya orta derecede neonatal HIE oldugunun diisiindiirmektedir. Serum GFAP
konsantrasyonu >0,08 pg mL ! ise anormal prognoz igin pozitif prediktif degeri %100
diir (Chalak ve ark., 2014). Calismalara gore; neonatal HIE tanis1 igin GFAP diizeyinin
esik degeri 0,007 ng mL™* olarak alindiginda duyarlilik ve &zgiilliik %77 ve %78
olarak belirtilmistir (Jiang ve ark., 2014). Neonatal HIE takibinde; Klinik pratikte
dogumdan sonraki ilk 96 saatte serum GFAP konsantrasyonundaki degisikliklerin
bilinmesi bazal gangliyon ve beyaz cevher harabiyetinin ve ilerideki motor gelisimin
nasil olacaginin belirlenmesinde de 6nemlidir. Boyle olgularda doktorlar en erken
donemde hipotermi tedavisini ve diger ndro-koruyucu tedavileri baslamaktan
¢ekinmeyeceklerdir. Ennen ve arkadaslari; MRI normal HIE’li bebeklerde, HIE ve
MRI anormallikleri olan bebeklerde ve saglikli kontrollerde dogumdan bir hafta sonra
serumda GFAP diizeylerine bakmislar; saglam kontrol bebeklerin degerleri ile
kiyaslandiginda en yiiksek diizeyler HIE ve MRI bozuk olanlarda, ikinci yliksek MRI
normal HIE’li bebeklerde bulunmustur. Bu ¢alisma dogumdan sonraki ilk bir haftada

artmis serum GFAP diizeylerinin beyin harabiyetinin derecesi yani sira bu hastalarin



tedavilerinin sonuglarinin da takip edilmesini saglayacagini gostermistir (Ennen ve
ark., 2011). Tiim bu arastirmalarin sonuglart GFAP’1n neonatal HIE de olduk¢a 6nemli
bir biyobelirteg oldugunu gostermektedir.

Kafa i¢inde kanama oldugunu gosteren biyobelirteg¢ verileri ¢ok nadirdir ve
genelde glial hiicrelerden daha ¢ok salinan GFAP gibi proteinleri igerir. GFAP
astroglial hiicrelerden salinan, 50 kDa agirliginda intraseliiler bir proteindir. Yap1 ve
hiicre gociinden sorumlu filament yapida beyin dokusuna spesifik bir proteindir.
GFAP, sadece 50-52 kDa biiyiikligiindeki ¢oziinmiis maddelerin gegebildigi kan-
beyin bariyerinin korunmasina yardimci olur. Bu etkenlere bagli olarak, GFAP,
Onerilen bir biyolojik belirte¢ olarak merkezi sinir sistemi hastaliklarinin
caligmalarinda ¢ok dikkat ¢ekmektedir (Missler ve ark., 1999). Eng ve arkadaslar
tarafindan 1969 yilinda astrositlerin karakterizasyonu ve izolasyon calismalar
yapilmig ve astrositler ayri bir yapisal protein olan GFAP ile saptanmistir (Bignami ve
ark., 1972).

GFAP, astrositlerde bulunan ana yapisal tip I1I ara filament proteinidir ve astrosit
proliferasyonun, astrogliozis’in bir gostergesidir. Orta filament (IF) III proteini olarak,
GFAP, periferik sinir sistemi, mide-bagirsak hiicreleri ve merkezi sinir sistemindeki
astrositlerdeki miyelinsiz Schwann hiicrelerinde bulunurlar (Wang ve ark., 2017).
GFAP, hiicre iskeletinin olusumu, mitoz, sinyal iletimi, KBB yapisinin korunmasi ve
hiicre hareketlerinin saglanmasinda Onemlidir. Ayrica, bu protein sinir hiicre
aksonlarinin yalitimini saglayan miyelinin iretim ve korunmasini saglayan
astrositlerin diger hiicrelerle etkilesiminde 6nemli bir rol oynar. Biyolojik siviya
GFAP’in ve GFAP’1n pargalanma iirliniiniin hizli salimi, beyin travmasi, omurilik
yaralamalar1 ve inmeden sonra gozlenmistir. GFAP’in miyelinizasyonun

devamliliginda da rol oynadigi diistindiirmektedir (Sugaya-Fukasawa ve ark., 2011).

Norodejeneratif bozukluklarin (NDD) dogru teshisi, yogun bir arastirma
konusudur. NDD arasinda, Alzheimer hastaligi (AD) ve vaskiiler demans (VD),

yaslilar arasinda bilissel bozulmanin yaygin nedenleridir. Histopatolojik olarak AD,



hiicre dis1 amiloid-B (AB) plak olusumu ve beyinde anormal fosforile tau proteini
tireten hiicre i¢i noronal yumaklarin varligi ile tanimlanabilir (Osborn, Kamphuis,
Wadman, and Hol, 2016). Bununla birlikte, AD ve VD arasindaki paralel sonuglar,
AD’nin klasik noropatolojik  degisiklikleri (plaklar ve yumaklar) VD’de
gozlemlenebilir oldugunu dogrulamistir (MacLin ve ark., 2019).

Pozitron emisyon tomografi (PET) teknolojisi ve beyin omurilik sivis1 (BOS)
analizi kullanilarak belirlenmis biyobelirteclerin tanisal dogrulanmasina yardimeci
olmak adma 6liim sonras1 parametreler klinik a¢idan degerlendirilir (Jack ve ark.,
2018)(Chatterjee ve ark., 2021). Ayrica PET goriintilemenin maliyeti ve lomber
ponksiyonun invazivligi bu yontemlerin standart klinik uygulamada kullanilmasini
zorlastirmaktadir (Reiman ve ark., 2012; Cicognola ve ark., 2021). Bu anlamda, kan
bazli biyobelirteclerin daha az zarar verici doku olusumlari nedeniyle, ilk klinik tani
testleri i¢in farkl bir alternatiftir. Fosforile edilmis tau tiirleri (Janelidze ve ark., 2020;
Lantero ve ark., 2020) ve AP 42/40 oran1 (Nakamura ve ark., 2018), AD’yi saptamak
icin umut verici kan biyobelirtegleri olsa da, diger kan biyobelirtecleri demansin

teshisinde elde edilen sonucun dogruluk oranini artirmaya yardimci olabilir.

Norodejeneratif rahatsizliklar, reaktif astrogliosis olarak bilinen bir siire¢ olan
astrositlerin, molekiiler, morfolojik ve fonksiyonel yeniden sekillenmesi ile ilgilidir
(Escartin ve ark., 2021). Astrositler, sinaps modiilasyonu, homeostaz, besinlerin
taginmasi, beyin sinyalleri ve yapisal destek ile iligkili glial hiicrelerdir (Osborn ve
ark., 2016).

Bir tiir beyin hasari meydana geldiginde, astroglial hiicrelerinin belirli
belirteclerin ifadesini yiikselterek beyin hasarini kontrol altina almaya calisan
astrogliosis adi verilen bir reaksiyonu gerceklesir. Astrogliosis, AD, VD ve
frontotemporal demans gibi beyin bozukluklarinda yaygin bir néropatolojik bulgudur
(Wallin ve ark., 1996). Astrogliosis genellikle, astrositlerin ara filamentlerinin ana
protein bileseni olan (Escartin ve ark., 2021) ve beyin dokusuna 6zgii olan (Eng ve

ark., 2000) yiiksek seviyelerde GFAP ekspresyonu ile kendini gosterir. Sadece



astrositlerin 6liimiinden sonra interstisyel siviya salinir (Pelinka ve ark., 2004) ve
ardindan kan-beyin bariyerini gegerek kan dolagimina girer (Huebschmann ve ark.,
2020). GFAP, hastanin lomber ponksiyonundan sonra BOS’ta genellikle dlgiilen bir
biyobelirtectir ve AD ve VD hastalarinda yiikseldigi bulunmustur (Petzold ve ark.,
2004;Bellaver ve ark., 2021). Kan plazmasindaki GFAP o6lgliimii, etkilenen kiginin
icinde olabilecegi AD asamasinin dogru ve daha az invaziv olarak tanimlanmasi i¢in
BOS’tan GFAP olgtimiinden daha iyi sonug¢ verir. Plazmadaki GFAP
konsantrasyonunun AD’nin erken evresinde tespit edildigi ve hastaligin ilerlemesi
sirasinda arttig1 gozlenmistir bu da onu erken evre ve minimal invaziv AD teshisi i¢in
ozellikle umut verici bir biyobelirteg yapmistir (Benedet ve ark., 2021; Chatterjee ve
ark., 2021).

ND biyobelirtegleri tespit etmek i¢in mevcut yontemler arasinda, biyosensorler,
ozellikle elektrokimyasal biyosensorler, yiiksek hassasiyetleri, diisiik maliyetleri, basit
kullanimlari, hizli tepkileri ve sahada operasyonlari nedeniyle bir alternatif analiz
yontemi olugturmaktadir. Simdiye kadar GFAP tayininde kullanilan elektrokimyasal
immiinosensorler (Arya ve ark., 2013; Khetani ve ark., 2018; Gonzalez-Lopez ve ark.,
2020; Timilsina ve ark., 2021), geleneksel yontem olarak kullanilan yontemlere
(enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA), immunohistokimya ve western blot
analizi) uyumlu bir alternatif oldugunu kanitlamistir. Geleneksel yontemlerde pahali
cihaz, uzman kullanim sinirlamasi ve tasima zorlugu gibi sorunlar yaganmaktadir
(Petzold ve ark., 2004; Weigel ve ark., 2010; Vos ve ark., 2010; Papa ve ark., 2012;
Simani ve ark., 2018).

1.3.Elektrokimya

Elektrik enerjisi ile kimyasal enerji arasindaki doniisiim sonucunda fiziksel
degisiklikleri inceleyen bilim dalina elektrokimya denir. Elektrokimya bilim dalinin
kesfi, 1793 yilinda Alessandro Volta’nin elektrik bilimi ve kimya bilimi arasindaki
iliskinin aragtirmasima dayanmaktadir. Tuzlu su ¢ozeltisi igerisinde u¢ kisimlarinda

bulunan ¢inko ve bakir metal elektrotlar arasindaki kimyasal tepkime sonucunda



elektrik iiretilmistir. Boylece volt, ilk elektrokimyasal hiicreyi gelistiren bilim adami

olmustur (Kelter ve ark., 2019).

1.3.1.Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrokimyasal ¢aligmalarda, elektron aligverisini olugsmasimni saglayan
heterojen tabakalar meydana gelir. Bu heterojen tabakalar, ¢ozeltinin karistirilmasiyla
olusur. Karistirma hizina bagl olarak iki farkli akis alan1 olusur. Karigtirma hizi daha
az olan bolge laminar akis bolge iken, karistirma hizi daha yiiksek olan bolgede
calkantili akis bolgesi olusur. Laminar akis bolgesinde akis daha yumusak diizgiindiir
fakat calkantili akis bolgesinde akis dalgali ve diizensizdir. Laminar akis bolgesi,
elektrokimyasal hiicre igerisinde elektrot yilizeyine daha yakindir. Heterojen tabaka

sistemleri Sekil 1.2°de gosterilmistir (Skoog ve ark., 1998).

o
T

Durgun ¢ozeltinin

O BN BN BN BN BN BN B B B N O E O w— Nerst Diflizyon
" Tabakasi
+
-+
“+
-
Laminar akis _ :
e . ‘
bolgesi -
-
-
-

Turbulent akisg
tabakas s E J)
N ey

Sekil 1.2. Elektrokimyasal tabakalarin sematik gosterimi.

Elektrot yiizeyinden & cm uzakliktaki akis bolgesi arasinda “Nernst difiizyon
tabakas1” bolgesi olusmaktadir. Bu bolgede, akis hizi neredeyse sifirdir, bu bolgede
durgun ve sabit bir ¢ozelti tabakas1 olusur. Tabaka kalmligi yaklasik 102-10° cm
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arasindadir. Kiitle aktarim, bu tabakada difiizyon veya gog¢ yoluyla olusur (Bard ve
ark., 2001).

1.3.2.Kiitle Aktarim Islemleri

Elektrokimyasal hiicre icerisinde analiz edilecek bir maddenin, bir yerden baska
bir yere hareket etmesi sirasinda aktarim mekanizmasina dayanmaktadir. Bu

mekanizmalar 3 farkli sekilde gerceklesir (Grinberg ve ark., 2019):

Difiizyon: Iki farkli ¢ozelti arasindaki konsantrasyon farkindan meydana gelen
aktarim tiiriidiir. fyon veya molekiil cok yogun bdlgeden az yogun bdlgeye dogru
hareketi ile gerceklesir ve konsantrasyon dengeye gelinceye kadar devam etmektedir.

Difiizyon hizi, konsantrasyon farki ile dogru orantilidir.

Gog: Cozelti icerisindeki iyonlarin ve elektrotlarin elektrostatik etkilesimine
dayanan bir yontemdir. Boylece, bir potansiyel degisimi nedeniyle iyonlarin elektrota
dogru yonelmesi gerceklesir. Elektrokimyasal hiicrede anyonlar anoda, katyonlar

katoda dogru hareket eder.

Konveksiyon: Mekanik bir gli¢ uygulanmasi sonucunda ¢ozelti igerisindeki
hareketlenmeyi saglar. Karigtirma, titresim, elektrotun hareket ettirilmesi, sicaklik
degisimi ya da yogunluk degisimi gibi ortamda hareketlilik saglar. Dogal

konveksiyonun, kiitle aktarimi tizerinde herhangi bir etkisi bulunmamaktadir.
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1.3.3.Elektrokimyasal Akimlar

Elektrokimyasal yontemlerde bir gerilim uygulanmasi durumunda kapasitif

akim ve faradayik akim olmak {izere iki farkli akim gergeklesir(Wang, 2006):

Kapasitif akim (Ic): Bir elektrokimyasal hiicre i¢erisinde elektrot daldirildiginda,
elektrolit ¢ozeltisinde negatif yiikle yliklenir ve pozitif yiiklii iyonlar1 kendine dogru
cekmeye baslar. Negatif ve pozitif iyonlariin etkilesimi ile elektrot ve elektrolit
cozeltisi arasinda bir elektriksel ¢ift tabaka meydana gelir. Bu elektriksel ¢ift tabaka
bir kapasitor gibi davramis gosterir ve yiikseltgenme-indirgenme reaksiyondan
bagimsiz bir akim olusur. Bu akima kapasitif akim denir. Bu akimin var olmasi, dogru

bir 6l¢iim yapilmasini engellemektedir.

Faradayik akim (If): Bir elektrolit ¢ozeltisi igerisinde analiz edilecek bir
maddenin bir elektrotun yiizeyi ile yiikseltgenme-indirgenme tepkimesi sonucunda
ortaya ¢ikan akima denir. Reaksiyon sonucunda elektrottaki degisen maddenin
miktari, elektrolit ¢dzeltisi igerisinde gecen akim ile dogru orantilidir. Bu kurala
Faraday kanunu denmektedir. Nernst tabakasi icerisinde, analiz edilecek madde ve
tirinlerin konsantrasyonlari yalnizca elektrot yiizeyinden uzakligin bir fonksiyonu

olarak degisiklik gostermektedir.

Cozelti ile elektrot arasinda akim ilerlerken elektrotlardan birinde ytikseltgenme

digerinde indirgenme tepkimesi meydana gelir.
O (yiikseltgenmis hal) + ne~ & R(indirgenmis hal)
Alman bilim adam1 W. Nernst tarafindan ortaya konulan denklemde elektroaktif

tiirlin elektrot yilizeyindeki derisime bagl olarak elektrot potansiyeli belirlenmektedir.

Nernst denklemi su sekilde agiklanir (Skoog ve ark.,1998):
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E9: Yiikseltgenme-indirgenme tepkimesi i¢in standart potansiyel
R: Gaz sabiti (8,314 JKmol™?)

T: Sicaklik (°K)

n: Tepkimede transfer edilen elektron sayisi

F: Faraday sabiti (96487 kulomb)

1.3.4. Elektroanalitik Yontemler

Elektrokimya prensibi, ¢ozelti/elektrolit igerisindeki elektron verme
(yiikseltgenme) ve/veya elektron alma (indirgenme) (redoks) tepkimeleri sonucunda
elektron transferine dayanmaktadir. Bu tepkimeler, elektrokimyasal hiicre iginde
gerceklesmektedir. Elektrokimyasal hiicre igerisinde analiz edilecek maddenin
elektrokimyasal davranisini incelemek i¢in yapilan kantitatif analiz yOntemine
“Elektroanalitik yontem” adi verilmektedir. Elektroanalitik yontemler ile akim,
potansiyel ve zamana karsilik elektrik sinyalleri elde edilmektedir. Elektroanalitik
yontemler Olgiilen elektrik sinyaline gore alt gruplar halinde siniflandirilmaktadir

(Newman ve Thomas-Alyea, 2004):
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Elektroanalitik

Yontemler
: 1
Ara Yiizeye Ana ¢dzeltiye
iligkin iliskin
Yontemler Yoéntemler

|
Statik l Dinamik l Kondiktometrik l N .
Yontemler Titrasyonlar Kondiiktometri
I
I ]

P el Kontrollit
Potansiyometrik c . SR 1n potansiyel
Y éntemler Potansiyometri sabl} tutuldu.gu altmda calisan
yontemler . i
yontemler
[ I T |
l Kulometrik l Elektrogravimetri . Elektrogravimetri 3 N .
Titrasyonlar (Katle) Voltametri (Agir) Amperometri Kulometri

Sekil 1.3. Elektroanalitik yontemlerin siniflandiriimasi.

Elektroanalitik yontemlerde, calisma elektrotunun polarize olup olmamasina
bagli olarak yontemler ikiye ayrilir: Polarize olmayan elektrotlar ile yapilan
caligmalardaki tepkime dengededir ve en yaygm kullanilan yontem potansiyel
6l¢timiine dayanan potansiyometridir. Polarize olan ¢alisma elektrotunda ise disaridan
gerilim uygulanmasi halinde tepkime gercgeklesir. Polarize elektrotlarin kullanildigi en

yaygin yontem voltametri ve amperometridir (Bard ve Ketelaar, 1976).

Voltametri yonteminde, uygulanan gerilime bagli olarak hiicreden gecen elektrik
akimi olgiiliir. Elde edilen akim degeri, analiz edilen maddenin derisimi ile dogrusal
bir orantiya sahiptir. Amperometrik yontem de ise, uygulanan sabit bir potansiyel de
zamana bagli olarak elde edilen akim degeri 6l¢iiliir. Kondiiktometri ise, iletkenlik

6l¢limiine dayanan bir elektroanalitik yontemdir (Bard ve Ketelaar, 1976).
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1.3.4.1. Voltametri

Elektroanalitik yontemler arasinda en yaygin kullanilan voltametrik yontem,
1920 yillinin baslarinda Cekoslovak Kimyact J. Heyrovsky tarafindan bulunan
polarografik yontemin ¢alisma prensibine dayanarak gelistirilmistir. Bir
elektrokimyasal hiicre icerisinde polarize halde bulunan calisma(indikator)
elektrotunun, uygulanan sabit olmayan potansiyele karsilik elde edilen sinyalin
Ol¢iilmesinden faydalanarak elektroaktif maddelerin incelendigi bir yontemdir. Bu
yontem ile gerileme karsilik elde edilen akim degerinin sinyal egrisine

“voltamogram’’ adi verilmektedir (Skoog ve ark., 1998).

1.3.4.2. Voltametride Kullamlan Uyarma Sinyalleri

Voltametrik yontemde, calisma elektrotuna zamanin fonksiyonu olarak farkli
potansiyellerin uygulanmasi sonucunda farkli dalga sekillerinde uyarici sinyaller elde
edilmektedir. Verilen sinyallere gore karakteristik akim meydana gelir. Voltametride

en sik kullanilan farkli sekildeki uyarici sinyaller Cizelge 1.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 1.2.Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri.

Isim

Voltametri

Uyan Sinyali
E

Ucgen

Doniigtimlii Voltametri

Zaman =

Diferansiyel Puls

Diferansiyel Puls Voltametri

Zaman 2>

Kare Dalga

Kare Dalga Voltametri

Zaman =

Dogrusal Taramali

Hidrodinamik Voltametri

Zaman >

1.3.4.2.1. Doniisiimlii Voltametri

Elektroaktif

maddenin  mekanizmasini

aydinlatirken,  optimizasyon

caligmalarinda ve tepkimeye giren maddelerin tayininde kullanilan en yaygin

voltametrik yontemdir. Caligma elektrotuna dogrusal olarak artan bir potansiyel

uygulanip, bitis potansiyeline geldiginde bu sefer azalan bir potansiyel uygulanir. Bu

yontem, akim gerilimin bir fonksiyonu olarak ol¢iilir. Akim cevabi potansiyel ile

dogrusal olarak artar ve azalirken potansiyel doniisiimii gerceklesir. Ileri ve geri yonde

tarama, birden fazla uygulanabilmektedir. ileri ydnde tarama sirasinda bir indirgenme
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tepkimesi olmussa, geri yondeki pik indirgenme sirasinda olusan iiriiniin elektrotta

yeniden yiikseltgenmesinden dolay1 olusur (Bard ve Faulkner, 2001).

1.3.4.2.2. Diferansiyel Puls Voltametri

Diferansiyel puls voltametrisi, periyodik olarak sabit biiyiikliikteki pulsun
calisma elektrotuna uygulanmasi ile gerceklesir. Dogrusal bir tarama sirasinda iki defa
akim olgiiliir: ilk olarak pulsun tam basladig1 esnada; ikinci olarak pulsun bitmesine
yakin bir siirede 6l¢iiliir. Bu iki akim arasindaki fark Al puls olarak verilir. Uygulanan
potansiyele karsi1 akim farki arasindaki iliski ile bir grafik elde edilir. Bu grafik
diferansiyel puls voltamogrami olarak adlandirilir. Bu yontemin en biiyiik iistiinligi
yiiksek hassasiyete sahip olmasidir, bdylece daha diisiik duyarlilik snirma (107 M-10"
8 M) kadar 6l¢iim yapabilirler. Bunun nedenlerinden biri iki yar1 dalga potansiyeli
arasindaki 0,04-0,05 V fark olmast durumunda bile pik maksimumlar1 elde
edilebilmesi; ikincisi ise kapasitif akim en diisiik, faradayik akimin en yiiksek oldugu
anda Ol¢limiin yapilmasindan kaynaklanir. Bu yontem, ayni zamanda ¢ok kiigiik

miktarlardaki maddelerin analizine de olanak saglamaktadir (Skoog ve ark., 1998).

1.3.4.2.3. Kare Dalga Voltametri

Kare dalga voltametresiyle, goreceli olarak genis dikdortgensel dalgalarin
calisma elektrotuna uygulanmasi ile gerceklesir. Gerilim, merdiven basamaklari
seklinde uygulanir. Bu dalgalarin dongii siiresi, gerilim basamaklarinin siiresine esittir
ve ortalama 5-10 ms arasindadir. Dikdortgensel dalganin pozitif ucunda ve negatif
ucunda olmak {izere iki akim elde edilir. Bu iki akim arasindaki farka karsilik
uygulanan potansiyel grafigi ile kare dalga voltamogrami elde edilir. Elde edilen akim

pikinin ytiksekligi ile analit derisimi arasinda dogrusal bir orant1 vardir.
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Kare dalga voltametresiyle, ¢cok hizli bir gerilim tarama hiz1 ile kisa siirede
Olclimii tamamlanir. Bu yontem ile 6l¢iim ¢ok hizli oldugu icin hassasiyeti azaltarak
daha diisiik konsantrasyonlarda belirgin bir akim sinyali elde edilemeyebilir. Bunun
nedeni kisa puls araliklarinin kullanilmasi daha diisiik faradayik akim/kapasitif akim

oranina sebep olur (Skoog ve ark., 1998).

1.3.4.2.4. Dogrusal Taramah Voltametri

Dogrusal taramali voltametresiyle, belirli bir hizla elektrot potansiyelinin
arttirllmasi ve azaltilmasiyla ile gerceklesir. En basit voltametrik yontemde, uygulanan
potansiyel sonrasinda elde edilen akimin fonksiyonu olarak voltametrik dalga
(sigmoidal seklinde) olusur. Belirgin bir pik gérebilmek i¢in potansiyel tarama hiz1 5-

20 mVs* araliginda, yar1 dalga potansiyel farki en az 0,2 V civarinda olmalidir.

Dikdortgensel dalganin pozitif ucunda ve negatif ucunda olmak tizere iki akim
elde edilir. Bu iki akim arasindaki farka karsilik uygulanan potansiyel grafigi ile kare
dalga voltamogrami elde edilir (Wang, 1948).

1.3.4.3. Amperometri

Clark ve Lyons, 1962 yilinda enzim katalizorliigiinde kandaki oksijen miktarmin
oOl¢lilmesine dayanan bir amperometrik biyosensor gelistirmistir. Yiikselgenen veya
indirgenen elektroaktif maddenin akim farkinin 6l¢lilmesiyle analit konsantrasyonun
belirlendigi en eski sensordiir (Clark ve Lyons, 2006). Daha sonra, 1973 yilinda
Guilbault ve Lubranove tarafindan hidrojen peroksit 6l¢iimiine dayanan glikoz oksidaz

enzimi ile hazirlanmis glikoz biyosensorii gelistirilmistir (Guilbault ve Montalvo,
2002).

. Glikoz Oksidaz . .
Glikoz+ O, —» Glukonik asit +H>02
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Glikoz tayini i¢in {i¢ farkli amperometrik nesilden bahsedilmektedir;

e Birinci nesil amperometrik biyosensor:

Bu biyosensor tipi ile oksijen ve hidrojen peroksit tayini esasina dayanir. Birinci
nesil yontemde, hidrojen peroksitin yiiksek secicilik elde etmesi i¢in yiiksek potansiyel
uygulanmaktadir fakat yiiksek g¢alisma potansiyelinin uygulanmasi dezavantajdir.

Diger bir dezavantaji ise oksijen agigidir (Turner, 1989).

o [kinci nesil amperometrik biyosensor:

Birinci nesilde yiiksek potansiyel uygulamasini engellemek i¢in, enzimin aktif
merkezi ile elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferini saglayan yapay elektron
tasiyict kullanilmistir. Yapay elektron tasiyici olarak; organik, inorganik kompleksler
ve polimerler kullanilmaktadir. Ferrosiyanid, kinonlar, ferrosen tiirevleri, iletken
organik tuzlar drnek olarak verilebilir. Bu tasiyicilar, oksijen degisiminden bagimsiz

olarak ¢alisir ve oksijenden daha kolay indirgenebilirler (Turner, 1989).

o Uciincii nesil amperometrik biyosensor:

Ikinci nesilde toksik maddelerin kullanimmi &nlemek igin yapay elektron
tastyict kullanilmadan dogrudan akim uygulanarak enzim aktif merkezi ile elektrot
yiizeyi arasinda bir elektron transferi gerceklesmektedir. Boylece kan numunesindeki

oksijen konsantrasyondan kaynaklanan hatalar giderilmis olur (Turner, 1989).

Amperometri, biyoanalizde en yaygm kullanilan tekniklerden biridir. Sabit
uygulanan potansiyelde akimin olgiilmesi prensibine dayanan bir yontemdir.
Elektroaktif maddenin redoks potansiyele bagli olarak, yontemin duyarliligi degisir.
Potansiyel, analitin indergenip-yiikseltgendigi pikin alt seviyesine gore segilir.

Konveksiyon kosullarinda, potansiyel uygulandiginda tampon ¢ozeltisi igerisinde

19



akim sabitlendikten sonra analit eklenmesiyle degisen akimin zamana kars1 grafigine
amperogram denir. Amperogramda analitin eklendigi ilk akim degeri ile, eklendikten

sonra sabitlenen akim degeri arasindaki akim farki hesaplanir (Patel, 2020).

Akim (nA, pA), dontistiiriiciide meydana gelen elektrokimyasal tepkinin hizi ile
tanimlanir. Amperometrik Ol¢iimlerin ¢ogunlukla calisma elektrotu perde baskili
elektrotlardir. Amperometrik teknik, biyolojik maddelerin analizinde yaygin olarak
kullanilan akim duyarliligi ve tekrar edilebilirligi ytliksek, kisa siirede cevap elde

edilebilen biyosensorler i¢in yaygin olarak kullanilir.

1.3.5. Elektrokimyasal Hiicre Bilesenleri

Elektrokimyasal hiicre igerisinde genellikle tgli  elektrot  sistemi
kullanilmaktadir. Bir ¢alisma elektrot, bir referans elektrot ve karsit elektrottan
meydana gelmektedir. Elektrokimyasal hiicre igerisinde elektroaktif maddelerin
yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonu sonucunda yiik transferinin oldugu elektrot
calisma (indikator) elektrottur. Referans elektrot, analiz siliresinde potansiyeli
degismeyen metal ve metal tuzundan olusan elektrotlardir. Karsit elektrot ise, ortamda
istenmeyen akimlar1 onlemek ve elektrigin ¢ozeltiden gecerek calisma elektrotuna
aktarilmasini saglamaktadir. Elektrotlar, baglant1 kablosuyla potansiyostata baglanir.
Elektrokimyasal hiicre, elektrokimyasal tepkimelerin gergeklestigi hiicredir. Hiicre
icerisinde, akim iletimini destekleyebilecek destek elektroliti olarak adlandirilan bir
¢ozelti bulunmaktadir. Elektrokimyasal sistem, yukarida bahsedilen ti¢ elektrotun
destek elektroliti igerisine daldirilmast ve elektriksel baglanti kablosuyla

potansiyostata baglanmasiyla olusur (Skoog ve ark., 1998).

1.3.5.1. Calisma (indikator) Elektrotu

Yiizeyinde yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinin gerceklestigi polarize

olabilen elektrotlardir. Calisma elektrotu, elektrot malzemesine gore civa, kati ve
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modifiye elektrot olarak cesitlilik gostermektedir. Kat1 elektrotlar karbon ve metal
temelli elektrotlar olarak siniflandiriimaktadir. Elektrot se¢iminde; ¢alisma gerilim
aralig1, analit ve ¢oziicliniin 6zelligi dnemlidir. Gliniimiizde perde baskil1 elektrotlar,
tek kullanimlik, kiigiik hacimli ¢ozeltilerde kullanim kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Ideal bir calisma elektrotu; diisiik artik akima ve genis potansiyel araligina sahip
olmal, elektrot yiizeyi kolayca tekrar kullanilabilir olmali, diisiik maliyetli ve toksik

olmayan malzemelerden iiretilmelidir (Merkogi ve Alegret, 2007).

1.3.5.1.1. Civa Elektrot

1959 wyilinda Nobel bilim o6diilii almis Heyrovsky tarafindan bulunmusg
voltametrenin dnciisii olan polarografi tekniginde kullanilan ilk ¢alisma elektrotudur.
Damlayan civa, asili damlayan civa, duragan civa damla ve civa ince film elektrot alt
bagliklarin1 olusturur. Civa elektrotunun en biiyiikk avantaji, hidrojen iyonlarinin
indirgenebilmesi i¢in yliksek bir asir1 gerilime ihtiya¢c duyulmasidir. Dezavantaji ise

civa oldugu i¢in, kullanimi1 sakincalidir.

1.3.5.1.2. Kat1 Elektrot

Elektroaktif maddelerin, civa ile etkilesime girmesi nedeniyle 1950 yilinda kati
elektrotlar yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Ayrica civa elektrotlar sinirh
caligma potansiyel araligina sahip iken, kati elektrotlar + 2,0 V calisma araligina
sahiptir. Mekanik olarak, kat1 elektrotlar daha kararlidir. Kat1 elektrotlarin dezavantaj
ise safsizliklarin yiizeye yapismasi nedeniyle tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir.
Bu nedene, kati elektrotlarin homojen bir yiizeye sahip olmasi i¢in parlatma ve
cilalama gibi 6n islemler gerekir. Metal ve karbon elektrot olarak alt baslikta

smiflandirilir.
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e Metal Elektrot:

Soy metaller, metal elektrotlarin iiretiminde kullanilir. Altin, platin, gimiis, nikel
ve bakir elektrotlart metal g¢aligma elektrotuna O6rnek olarak verilebilir. Metal
elektrotlarin avantaji, yiiksek iletken bir yiizeye sahip olmalaridir. Dezavantaj ise,
elektrot ylizeyindeki metalin, analiz edilecek madde ile beklenmeyen etkilesime

girmesi ve sistematik hata olusturabilmesidir.

e Karbon Elektrot:

Karbon elektrotlar, elektrigi iyi iletmesi, inert olmasi, zemin akimlart diisiik
olmasi ve genis bir potansiyele sahip olmasi nedeniyle giiniimiizde yaygin kullanilan

bir kat1 elektrot grubudur.

Camst Karbon Elektrot:

Yiiksek sicaklik direncine ve mekanik 6zellige sahip camsi saf karbon yiizeyi
ince grafit tabakalarin birbirine kurdele gibi ge¢mesiyle olusur. Yiiksek elektrik
iletkenligine sahiptir, bu nedenle elektrokimyasal yoOntemlerde yaygin olarak
kullanilir. Elektrot yiizeyinin temizlenmesi ve aktive etmek ic¢in aliimina yardimiyla

parlatma islemi gerekir.

Karbon Pasta Elektrot:

Yiiksek saflikta ve diisiik mikron boyutuna sahip olmasi nedeniyle grafit tozu,
inert organik bir baglayici sivi (nujol, mineral yag, parafin) ile karistirilip karbon
yiizeyi olusturulur. Hazirlana karbon yiizeyi, teflon ylizeyindeki yuvarlak bosluga
doldurulur. Elektrotun dezavantaji elde edilen sonuglarin tekrar edilebilirligin diisiik

olmasidir.

22



Perde Baskili Karbon Elektrot:

Ug elektrotlu konveksiyonel elektrot sistemine alternatif olarak tek bir yiizeyde
ti¢ elektrotun bulundugu bir elektrot tiiriidiir. Perde baskili karbon elektrotlar, sert bir
seramik ya da polimer yapili yiizeyde referans, karsit ve ¢alisma elektrotu birlikte
bulunurlar. Bir piiskiirtme miirekkep yardimiyla perde baski teknigi kullanilarak yiizey
olusturulur. Karbon ve platin miirekkep calisma elektrotu igin, giimiis miirekkep
referans elektrot icin kullanilir. Istege bagl olarak ¢alisma elektrotu icin altin ya da
sentezlenmis nanomateryal miirekkebi de kullanilabilir. Kii¢iik hacimlerde (40-50 puL)
damlatma miktar1 ile numune analiz edilebilir. Tek kullanimlik olmasi nedeniyle
yiizey kirliligi ile yaganan sorunlar en aza indirgenmis olur. Son yillarda yaygin olarak
niikleik asit biyosensorli ve immunosensor gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Uzun

tiretim siireci ve pahali maliyete sahip olmasi gibi dezavantajlart vardir.

1.3.5.2. Referans Elektrot

Bir elektrokimyasal hiicre igerisinde elektrik akimi iletimi sirasinda g¢alisma
potansiyeli, sabit bir potansiyele karsilik net degeri belirlenir. Bu nedenle potansiyeli
sabit, Nernst esitligine uyumlu, ideal polarize olmayan bir referans elektrot kullanilir.
Metal ve metal tuzundan olusan elektrotlar kullanilir. Ag/AgCI ve doygun kalomel

elektrot (Hg/Hg2Cl2) en yaygin kullanilan referans elektrotlardir.

1.3.5.3. Karsit (Yardima) Elektrot

Elektrokimyasal hiicre igerisinde ikili elektrot sistemlerinde polarizasyon
potansiyelinin kaymasi akim potansiyel egrisinde bazi piklerin okunmamasina neden
olmaktadir. Bu nedenle Ol¢iim hatalarim1 ortadan kaldirmak i¢in karsit elektrot
kullanilmas1 gerekmektedir. Elektrokimyasal hiicre igerisinde elektrik akiminin
calisma elektrotuna iletilmesi i¢in gerekli elektrottur. Elektrokimyasal hiicre igerisinde

analit ile kimyasal reaksiyona girmez, fakat elektrigi iyi iletir. Hiicre icerisinde
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referans elektrot ile ¢alisma elektrotu arasinda konumlandirilir. Karsit elektrotun
yiizey alani, ¢caligma elektrotuna gore daha genis olmasi beklenir. Platin tel en yaygin

kullanilan karsit elektrottur.

1.4. Biyosensorler

1.4.1. Biyosensoriin Tarihi

[lk biyosensor, 1950°1i yillarda ameliyat esnasinda kandaki oksijen miktarimni bir
elektrot ile takip edilmesiyle baslamistir. Yari-gegirgen bir diyaliz membrani
yardimiyla standart bir oksijen elektrotunun glikoz oksidaz ile ince bir tabaka halinde
kaplanmasiyla ilk enzim elektrotu hazirlanmistir. 1975 yilinda Yelloy Springs
Instruments tarafindan ilk ticarilestirilmis biyosensor ile kan ve idrardaki glikoz
tayinine yonelik irlin gelistirilmistir. Bu glikoz biyosensorii, glikoz oksidazin
katalizledigi bir tepkime sonucunda hidrojen peroksitin amperometrik Sl¢iimii esasina
dayanmaktadir. Clark ve Lyons tarafindan ilk kesfedilen ve giderek artan yogun
calismalar sonucunda gilinlimiizde biyoteknoloji, biyomedikal, eczacilik, savunma

sanayi, ¢evre analizi ve gida alaninda 6nemli katkilarda bulunmaktadir.

1.4.2. Biyosensoriin Yapisi

Biyosensorler, analiz edilecek maddeyi taniyacak biyolojik tanima yiizeyi
(biyoalgilayici) ve bu etkilesimi fizikokimyasal g¢evirici (transducer) yardimiyla
Olctilebilir elektronik sinyale ¢eviren sistemin birlestirilmesiyle olusan analitik biyo-
dedektorlerdir. Ayni zamanda biyolojik bir ortamda, biyoalgilayici varliginda

biyolojik analitin indirekt ve direkt dl¢lilmesi esasina dayanir.

Biyosensor sistemler, herhangi bir hastalik tiirline iliskin spesifik ve yiiksek

hassasiyet gosteren biyobelirtegleri, viicuttaki serum, tiikiirik, BOS gibi ¢ok az
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hacimlerdeki viicut sivilarindan alinan &rneklerde tayin edebilme 6zelligi ile klinik

uygulamalarda 6ne ¢ikmaktadirlar.

Biyosensorler; biyoalgilayict ve gevirici olarak iki kisimdan olusur (Sekil 1.4);

Antikor
Hiicre
Enzim
Protein
Niikleik asit

Kiitle Degisimi
Piezoelektrik

Termal
Termistorler

Elektrokimyasal
Potansiyometrik

Kondiiktometrik
Amperometrik
Transistorler

Biyoalgilayicilar Ceviriciler Elektronik Sistem
Optik Sinyal Cogaltici
Florimetri
Fotometri
Liiminesans

Sinyal iglemci

Zaman

Sekil 1.4.Biyosensoriin temel bilesenleri.

1.4.3. Biyoalgilayicilar

Ortamda analiz edilmesi istenilen biyolojik/kimyasal madde, biyoalgilayici ile

etkilesmesi sonucu sinyal olusur. Biyoalgilayicilar, segici ve kararli bir yapida olmasi

istenir. Tanima yiizeyi; enzim, antikor, niikleik asit, hiicre ve doku pargalarindan

olusur. Enzim, antikor ve niikleik asittin yiizeye immobilizasyonu kolay iken, nispeten

hiicre ve doku pargalarinin immobilizasyonu zordur.
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1.4.3.1. Biyoalgilayic1 Cesitlerine Gore Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

1.4.3.1.1. Enzim Biyosensorleri

Kandaki glikoz 6l¢limii nedeniyle en eski ve en yaygin kullanilan biyosensor
tiriidiir. Ticarilestirme yoniinden de piyasadaki iirlinlerin yaklagik %85’ini enzim
biyosensorleri olusturmaktadir. Enzim, ortamdaki substrat ile katalizlenerek kimyasal
bir reaksiyon olusur. Enzim, substratina karsi yiiksek se¢icilige sahiptir. Enzimin
ylizeye immobilizasyon i¢in kullanilan yontemler, adsorpsiyon (kovalent olmayan
baglama), kovalent baglama, tutuklama, ¢capraz baglamadir. Enzim immobilizasyonun
amaci, katalitik aktivitesini kaybetmeden, fiziksel olarak hareketini sinirlamaktir.
Boylece tekrar kullanilabilir olmasi, uygun olmayan kosullara kars1 dayanikli olmasi,
enzimi ortamdan uzaklastirarak reaksiyonun sonlandirilabilmesi ve iriinlerden
kolayca ayrilabilir olmasi nedeniyle enzimin yiizeye immobilizasyonun birgok

tstiinliigii vardir.

1.4.3.1.1.1. Enzim Immobilizasyon Y 6ntemleri

e Adsorpsiyon:

Enzimin elektrot ylizeyine hidrojen baglari, elektron geg¢is kompleksleri, Van
der Waals baglar1 gibi kovalent olmayan etkilesimler ile tutunmasi esasina dayanir.
Streptavidin, dogada bilinen en kuvvetli non-kovalent bag ile biyotine baglanmaktadir.
Streptavidin-biyotin baglanmasi; yiiksek pH, sicaklik, organik ¢oziiciiler, deterjanlar
(sodyum dodesil siilfat-SDS, Triton gibi) ve proteolitik enzimlerden etkilenmedigi i¢in
kullanim1  yaygindir.  Bircok biyosensdr c¢alismasinda bu  baglanmadan

faydalanilmaktadir.
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e Kovalent baglama:

Karboksil(-COOH), hidroksil(-OH), amin (-NH>), tiyol (-SH) gibi gesitli reaktif
gruplart yiizey iizerine baglanmasi gerekmektedir. Aksi takdirde reaktif gruplari
kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) yoOntemiyle yiizeyde olusturulur.
Biyomolekiil kovalent bag ile ylizeye baglanir ya da biyomolekiil 6nceden uygun bir
materyal ile kovalent bag olusturur ve bu biyokomposit elektrot yiizeyinde film
halinde kaplanir. Kovalent bag ile enzimin yiizeye tutturulmasi pH, sicaklik, iyon
siddetindeki degiskenliklere kars1 olduk¢a direnglidir, boylece biyosensoriin dmriinii

uzatir. Fakat, aktivasyon kaybina neden olabilir.

Biyotin, protein ve niikleik asitlere kovalent olarak baglanabilme 6zelliginden
dolay1 proteinleri ve niikleik asitleri isaretleme isleminde kullanilir. Baglanma
ozelliginden faydalanilarak biyotinlenmis problar hazirlanir ve bu biyotinlenmis

hibritlerin tayini, enzimatik veya kimyasal 1s1ldama (kemiluminesans) ile yapilabilir.

e Tutuklama:

Yiiksek molekiiler agirlikli biyomolekiiller, dogal jel maktriksleri ile ylizeyde

tutuklanarak immobilize olurlar.

e (Capraz Baglama:

Kiigiik molekiil yapisina sahip iki ya da daha fazla fonksiyonel grup iceren
reaktiflerin enzim molekiilleri arasinda suda ¢6ziinmeyen biyokompozitlerin
olugmasini saglar. En yaygin kullanilan ¢apraz baglayici iki fonksiyonel grup igeren

gluteraldehittir.
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1.4.3.1.2. immiinosensorler

Immiinosensérler, antikor ile antijen arasindaki biyoafinite esasina dayanan bir
yontemdir. Antikorlar, plazma proteinin %20’sini olusturmaktadir ve ¢ogu antikor
glikoprotein (karbonhidrat ve aminoasit yapili) grubu olan immiinoglobulinler (Ig)
olarak adlandirilirlar. Antikor, viicut igerisine disaridan giren yabanci bilesiklere
(mikroorganizmalar) karsi bagisiklik sistemi tarafindan iretilen protein yapili
bilesiklerdir. Antijen ise, viicuda giren toksinler, bakteriler, viriisler, yabanci kan
hiicreleri gibi antikor olusumuna neden olan yabanci molekiillerdir. Antijenler,
spesifik bir antikorun ortamda bulunmas1 durumunda spesifik olarak baglanir. Boylece

immiinosensor kullanimai ile yiiksek segicilikte antijen tayin edilebilir.

Antijen ile antikor arasindaki reaksiyonu temel alan ii¢ farkli immiinosensor

yontemi vardir. Bunlar:

e Direk immiinosensorler:

Biyoalgilayici olarak yiizeye tutturulan antikorun, antijeni taniyarak, birbiriyle
etkilesime girmesi esasina dayanir. Bir diger adiyla etiketsiz immiinosensorler,
dogrudan antijen-antikor kompleksi olusumundan kaynaklanan fiziksel veya kimyasal
degisimini, etiketleme islemine gerek kalmadan tespit edebilmektedir. Ancak etiketsiz
immiinosensorlerde, elde edilen cevaplar lizerinde spesifik olmayan adsorpsiyonun

olumsuz etkileri vardir.

Bu olay, immunosensor duyarliliginin azalmasina neden olur. Bu nedenle, uygun
bir bloke edici ajanin kullanilmasi gereklidir. Surfaktanlar gibi bloke edici ajanlar
(Tween 20, polietilen glikol), kazein, sigir serum albiimini (BSA) ve altin yiizey igin

tiyonik bilesikler) kullanilir.
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e [Indirekt immiinosensorler:

Bir diger adiyla etiketli immiinosensorler, hassas ve ¢ok yonlii algilama
yetenegine sahip olmasinin nedeni bir veya birkac etiketten iiretilmis olmasidir.
Indirekt 6l¢iimlerde, enzim (Horseradish peroksidaz, katalaz ve glikoz oksidaz, alkalin
fosfat) ve elektroaktif bilesikler (ferrosen, prusya mavisi (6zellikle antijen ya da
antikor elektroaktif olmadigi durumlarda)) yaygin olarak kullanilir. Etiketli
immiinosensorlerde, etiketler bir elektron transferi elde etmek igin bir antikora veya
antijene baglanabilir ve 6l¢iim sirasinda tespit edilen etiket sayisinin hedef analitlerin
sayisina karsilik geldigi varsayilir (Mollarasouli ve ark., 2019). Etiketli
immiinosensorlerin, yiiksek hassasiyet ve diisiik adsorpsiyonun etkisi gibi bazi
avantajlara sahip iken biyomolekiillerin etiketleme reaksiyonundaki farklilik antijen

antikor baglanma etkinligi izerinde olumsuz sonuglar gosterebilir.

o Sandvi¢ Immiinosensor:.

Birden fazla epitopu olan biiyik antijenlerin tayini igin sandvig
immiinosensorler kullanilir. Bu yontem, fazla miktarda birincil ve ikincil antikor ve
iki antikor arasinda antijenden olugsmaktadir. Kati substrat yiizeyine immobilize edilen
antikora yakalama antikoru (birincil antikor), antikor-antijen kompleksine baglanan ve
elde edilen sinyalin tespitine neden olan antikora da tespit antikoru (ikincil antikor)
denir. Prob olarak enzimle etiketlenmis tespit antikorunun katalitik reaksiyonundan bu

sinyaller meydana gelmistir.

Bir "tek bolge" analizi, hareketsizlestirilmis bir antijen ile etiketli bir antikor
arasindaki immiinoreaksiyona dayanir. Baglanma olayinda ¢kelmeyi dnlemek icin
baglanmamuis etiketli antikor yikanarak uzaklastirilir, boylece bagl antikor tarafindan
elde edilen sinyal Olgiilebilir. Sandvi¢ immiinosensorler, yiiksek hassasiyet, genis
dinamik aralig1 gibi avantajlara sahip olmasina ragmen, kiiciik molekiil agirligina

(<1000 kDa) sahip analitlerin analizinde kullanigh degildir.
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o Yarismalr immiin0sSensor:

Smirli sayidaki antikor baglanma bdlgelerine erisebilmek igin birbirleri ile
yarisan enzim etiketli ve etiketi olmayan analitlerdeki bir epitopa sahip kiigiik

antijenlerin tayini i¢in kullanilir. Biyoalgilayici olarak antikor ylizeye baglanir.

1.4.3.1.3. Niikleik Asit Biyosensorii

E. Palecek tarafindan 1960 yilinda niikleik asitlerin elektroaktif oldugu
kesfedildikten (Palecek, 1960) sonra 1996 yilinda J. Wang ve ¢alisma grubu DNA
hibridizasyon tayinine yonelik ilk elektrokimyasal DNA biyosensoriinii
tasarlamiglardir (Wang ve ark., 1996). Giiniimiize kadar niikleik asit biyosensor
calismalar1 hiz kesmeden devam etmektedir. Mutasyona ugramis DNA diziliminin
analizi, DNA-ilag¢ etkilesim mekanizmasini aydinlatmak, bulasic1 hastaliklara neden
olan virlislerin DNA diziliminin analizi gibi pek ¢ok calisma yapilmistir. DNA
analizleri i¢in giiniimiizde jel elektroforezi, membran blot gibi yavas ve yogun bilgi
gerektiren pek ¢ok analiz yontemi vardir. Fakat, klasik yontemlere alternatif olarak

elektrokimyasal yontemler son zamanlarda genis bir calisma potansiyeline sahiptir.

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, genosensor olarak da ifade edilmektedir.
Hastanin genetik bozuklugu ya da bulasict hastaliklarin kisa bir siire igerisinde
belirlenmesiyle ilgili ¢calismalara yeni bir boyut kazanmistir. Tiim ¢alisma ekibinin
hastaliklarin erken tanisina yonelik klinikte rahatlikla kullanabilecegi, ucuz, hizl,
kiiciik boyutta cihaz tasarimi Amerika Birlesik Devletleri'ndeki bazi biiyiik firmalar

tarafindan baglatilmistir.

Biyomedikal ve ¢evre arastirmalarinda, niikleik asit analizi temelde DNA
hibridizasyonuna baghdir. Tanima yilizeyine tutturulan kisa ve tek sarmal yapida
oligoniikleotid prob dizisi ile sentetik hedef DNA dizisinin birleserek, ¢ift sarmal

olusturmasi1 esasina dayanir. Olusan c¢ift sarmal DNA’ya hibrit, bu etkilesime
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hibridizasyon denir. Oligoniikleotid dizisinden olusan prob ile hedef dizisi arasindaki

etkilesim, gevirici sistem sayesinde Olglilebilen bir elektrik sinyaline doniistiiriiliir.

e Tipik bir genosensoriin dort basamakta tasarimi yapilir:
o Oligoniikleotid prob dizisinin yiizeye immobilizasyonu
o Sentetik hedef DNA dizisi ile hibridizasyon
o Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi

o Enzim etiketinin etkisi

1.4.3.1.3.1. Oligoniikleotid Prob Dizisinin Yiizeye immobilizasyonu

Yiizeye tutturulan oligoniikleotid problar, biitiin bir DNA zincirinden ziyade,
polimeraz zincir reaksiyonuyla sentezlenen dizi sayisi 18-40 bazlik kisa DNA
parcalaridir. Immobilizasyon ne kadar giiclii ve diizenli olursa, hibridizasyon o kadar
kolay olacaktir. Boylece baglanmalari kimyasal ya da fiziksel olumsuz etkenlerden en
az seviye de etkilenecektir. Oligoniikleotid problar gesitli yontemler ile yiizeye

immobilize edilebilir:

-Adsorpsiyon ile probun yiizeye immobilizasyonu:

Adsorpsiyon yontemi, kisa DNA ya da RNA dizi probunun yiizeye kolayca
tutturulmasi i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir. Elektrot yiizeyine DNA ya da RNA
dizisi adsorbe olur. Elektrokimyasal 6n islem gerektirmeksizin ucuz ve kisa

immobilizasyon siiresi icerisinde gerceklesir.

-Elektrostatik ile probun yiizeye immobilizasyonu:
DNA ya da RNA dizi probunun elektrostatik kuvvet 6zelliginden faydalanarak,

elektrot yiizeyine tutunur. Elektrot yiizeyine pozitif potansiyel uygulanarak, negatif

yiiklii fosfat yapisina sahip DNA’nin elektriksel ¢ekim kuvveti esasina dayanir.
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-Kovalent bag ile probun yiizeye immobilizasyonu:

Karbodiimit ve silan yapilari, DNA ya da RNA dizi probunun kovalent bag ile
elektrot ylizeyine tutturulmasinda kullanilir. Altin elektrot (altin nanopartikiil ile
modifiye edilmis elektrot ya da tek kullanimlik perde baskili altin elektrotlar)
yiizeyine, altin—SH (tiyol) arasindaki giiclii afinite etkisinden yararlanarak, 3-
merkaptopropiyonik asit ya da L-sistein/sisteamin yapilarinda bulunan —SH (tiyol)
grubunun yiizeye tutunmasi saglanir. Molekiiliin diger ucunda kalan -OH (hidroksil)
grubunun etil karbodiimit (EDC)/ N-Hidroksi siiksinimit (NHS) gibi kovalent ajanlar
kullanilarak aktive edilmesi ile amino grubu iceren DNA probunun yilizeye kuvvetli

bir sekilde baglanmasi saglanir.

- Avidin-Biyotin Etkilesimi Nedeni ile Streptavidinle Kapli Yiizeye Biyotinle

Isaretlenmis Problarin Tutturulmasi:

Biyotin ile isaretlenmis problar, streptavidin kapli manyetik boncuklar ile
modifiye edilmis elektrotlar ile streptavidin ve biyotinin birbirine olan gii¢lii afinitesi

nedeniyle spesifik sekilde etkilesime girerler.

1.4.3.1.3.2. Sentetik Hedef DNA Dizisi ile Hibridizasyon

Niikleik asit hibridizasyonu, elektrot ylizeyindeki tek zincirli probun,
belirlenmek istenen hastaliga yonelik tek zincirli hedef DNA dizisi ile kararli hidrojen
bag1 olusturarak, kararl bir dubleks molekiiliin olusturulmasidir. Hibridizasyon islemi

belli bir siire igerisinde notr pH ortaminda gergeklestirilir.

32



1.4.3.1.3.3. Spesifik Olmayan Baglanmalarin Engellenmesi

Niikleik asit biyosensorlerde hedef DNA dizisinin proba sabitlenmis elektrot
yiizeyleri hem hedef dizi ile hem de hedef diziden farkli baz dizilimine sahip dizilerle
hibritlesme kosullarinda aktif rol oynar. Spesifik olmayan baglanmalarin en aza
indirgenmesi i¢in her bir immobilizasyon basamaginin ardindan yikama islemi

yapilmaktadir.

1.4.3.1.3.4. Enzim Etiketinin Etkisi

Biyoalgilama yaklasimlarin sinyal amplifikasyon stratejilerinde kullanilan
nanomalzemelere alternatif olarak, ¢oklu etiketler veya ¢oklu enzim etiketleri son
zamanlarda ¢ok sik kullanilmaktadir (Munge ve ark., 2005; Mani ve ark., 2009;
Chikkaveeraiah ve ark., 2012). Sinyal amplifikasyonu, uygun dedektor
biyoalgilayicilarina (oligoniikleotidler veya spesifik antikorlar) daha fazla sayida
coklu etiket veya coklu enzim etiketleri baglanarak niikleik asit biyosensoriin
hassasiyetini artirir. Geleneksel enzimatik etiketleri, spesifik antikor fragmanlarini,
tek bir enzim molekiilii veya birden fazla enzim birimi iceren bir homopolimer ile
konjuge edilmis immiinoglobulinler (Valat, Limoges ve ark., 2000) hem de bir enzim
molekiilii ile konjuge edilmis sekonder antikorlari, genis bir Fc bélgesini baglayabilen
bakteriyel antikor baglayici proteinleri kullanarak farkli etiketleme stratejileri

kullanilmaktadir (Ruiz-Valdepenas Montiel ve ark., 2018).

Horseradish peroksidaz (HRP) yaban turpu bitkisinin kokiinden ekstrakte edilir.
HRP enzimi, demir (III) ve protoporpirin IX (genellikle hem grubu olarak adlandirilan)
farkli tiirde metal merkezleri ve iki kalsiyum atomu igerir (Azevedo ve ark., 2003).
H202’in indirgenmesini katalizleyen bir metaloenzimdir. HRP igeren biyosensorler
kullanildiginda, H2O2’in diisiik potansiyellerde tayinini gergeklestirerek girisim
etkilerini azaltmak miimkiindiir (Veitch, 2004).
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Geleneksel Strep-HRP, HRP’ye 6zgii etiketli antikorlar ve tek bir HRP molekiilii
veya birden fazla HRP molekiilii iceren bir homopolimer ile konjuge edilmis
bakteriyel antikor baglayici proteinlerin kullanimini igeren farkl etiketleme stratejileri
karsilagtirilmistir. Protein  A-HRP, Prot A-Poly-HRP 40, Prot A-Poly-HRP80,
AntilgG-HRP ve Histostar enzim etiketleri bu ¢alismada kullanilmistir.

1.4.4. Manyetik Tabanh Elektrokimyasal Biyosensorler

Manyetik boncuklar, kanser teshisi i¢in 6nemli olan ¢oklu protein tespiti igin
hassas ve kolay bir metadolojiye sahiptir. Polimer kaplamali manyetik boncuklar,
hemen hemen her biyomolekiiliin baglanmasina uygun yiizey kimyasi ile 0,5 ila 10

um arasindaki ¢aplarda ticari olarak temin edilebilir.

Yiizey fonksiyonel gruplari, aktiflestirilmis karboksil, amin, epoksi, hidroksil,
tosil ve N-hidroksi siiksinimit (NHS) igerir. Boncuklar ayrica streptavidin, biyotin,
protein A (ProtA), protein G (ProtG), IgG, IgE ve IgM gibi yiizey molekiilleri ile de

bulunmaktadir.

Paramanyetik boncuklar en ¢ok protein yakalama, ayirma ve tagima ig¢in
faydalidir, ancak agregasyon meydana gelebilir. Manyetik boncuklara veya ortak
nanopartikiillere bagli enzimler, poliniikleotitler veya metal kompleksler gibi ¢oklu
etiketlerin kullanimi, optik ve elektrokimyasal immiinoanalizlerde duyarlilig1 biiyiik
Olciide arttirmak icin kullanilabilir. Antikorlarla veya diger protein yakalama
ajanlaniyla  konjuge edilmis manyetik boncuklar, bu analitik islemleri
gerceklestirmenin basit ama etkili bir yolunu saglamaktadirlar. Manyetik boncuklar,
birim hacim basina yiiksek yiizey alanlarina ve iyi stabiliteye sahiptir ve kat1 yiizeylere
kiyasla ¢ozelti tiirlerini iceren hizli kinetik islemlerine olanak saglarlar. Manyetik
olmayan nanoparcaciklarin aksine manyetik mikroboncuklarin biiyiik bir avantaji,

basit, ucuz miknatislarla yonlendirme kolayligidir.
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Manyetik mikroboncuk (MB)’larin gelistirilmesi ve uygulanmasi ayirma ve
tespit metodolojilerinde son yillarda biiyiik ilgi gérmektedir (Kuramitz, 2009). Bunun
baslica nedeni, MB’lerin sergiledigi cok yonliiliik, yiiksek yiizey alani, kimyasal ve
fiziksel kararlilik, diisiik toksisite ve yiiksek biyouyumluluktur (Afkhami ve ark.,
2013). MB’ler, biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in uygun polimerik bir dis
katmanla ¢evrili bir paramanyetik veya siiperparamanyetik ¢ekirdekten olusur
(Pedrero ve ark., 2012). Manyetik mikroboncuklarin fonksiyonellestirilmesi,
biyoalgilama ve niikleotid dizilerin tanima yiizeyine baglanmasi acisindan MB’lerin
performansini artirir. Giiniimiizde, ticari olarak temin edilen MB’ler, farkli biyolojik

tiirlerin analizinde yaygin olarak kullanilir.

Boylece, MB’ler farkli sekilde islevsellestirilebilir: (a) biyotinlenmis niikleik
asitleri, aptamerleri, peptitleri, proteinleri vb. yakalamak i¢in uygun streptavidin; (b)
antikorlar spesifik olarak baglayan protA veya protG; (c) oligoniikleotidler; veya (d)
etiketli rekombinant proteinlerin vb. spesifik olarak yakalanmasi i¢in afinite ligandlar
(Palecek ve Fojta, 2007).

MB’lerin  modifikasyonu, (a) ¢oziinmiis tiirler ve boncuklarin yiizeyinde
hareketsiz hale getirilmis biyomolekiiller arasinda daha kisa reaksiyon siireleri, (b) kati
platform olarak MB’ler kullanilarak sensor sisteminin kolayca minyatiirlestirilmesi,
(c) gerekli reaktif hacimlerinin ve iiretilen atiklarin azaltilmasi, (d) daha kisa analiz
stireleriyle daha diisiik tespit limitleri elde etmek (Kuramitz, 2009) dahil olmak iizere
analitik agidan 6nemli avantajlar saglamistir. Tiim bu 6zellikleri nedeniyle MB’ler,
minyatiirlestirme, diisiik maliyet ve kullanim kolayligi gibi avantajlar1 olan
elektrokimyasal biyosensorlerin tasarimi ig¢in ilgi cekici bir platform olusturur.
Elektrokimyasal enzim bazli biyosensorler, immiinosensorler ve niikleik asit bazli
biyosensorlerde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Hsing ve ark., 2007; de Dios
ve Diaz-Garcia, 2010; Albers ve ark., 2003).

Yiizey tosil-, NHS-aktif ve epoksit gruplari, biyomolekiilleri ¢apraz baglama

maddeleri olmadan dogrudan baglamak i¢in kullanilabilir. Manyetik mikroboncuklar
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streptavidin ile kaplanmistir, biyotin etiketli biyomolekiilleri yakalayabilir. ProtA
kapli partikiiller, yonlendirilmis immobilizasyon i¢in antikorlarin Fc bolgelerine secici

olarak baglanabilir.

Kaplanmis
biyomolekul

Magnetik
cekirdek

Aktif fonksiyonel grup

Sekil 1.5. Fonksiyonellesmis manyetik mikroboncuk gesitleri.

Birincil antikorlarla konjuge edilmis manyetik mikroboncuklar, bir manyetik
alan tarafindan bir sensor ylizeyinde tutulabilir. Hedef antijenler daha sonra manyetik
mikroboncuklar {izerinde yakalanabilir ve ardindan enzim etiketli ikincil antikorlar
eklenebilir. Protein konsantrasyonuyla orantili bir akim, enzim etiketi i¢in bir substrat
igeren bir ¢ozelti eklenerek ve enzim tirliniinii elektroliz etme potansiyeli kullanilarak

veya enzimle elektron aligverisi yapan bir araci kullanilarak {iretme prensibine dayanir.

MB’ler yalnizca ayirma igin degil, ayn1 zamanda optimize edilmis DNA
hibridizasyonu igin bir platform olarak da hizmet eder (Palecek ve Fojta, 2007). Bir
hibridizasyon olay1 diger elektrot ylizeyinde ayr1 ayr1 tespit edilir. Tespit ya igsel DNA

elektroaktivitesine ya da kimyasal modifikasyon, enzim etiketleri, nanopartikiiller,
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elektroaktif boncuklar vb. dahil olmak {izere ¢esitli DNA etiketlemelerine dayanir ve

oOl¢iilen sinyalleri biiyiik 6lctide yiikseltir.

DNA hibridizasyon sensorlerinde, tanimlanmis bir niikleotid dizisine (prob
DNA) sahip ssDNA, bir yiizey lizerine immobilize edilir. Prob, dizisi analiz edilen
(hedef DNA, tDNA) ¢ozeltideki bagka bir ssDNA ile birlestirilir. Dizi, DNA probunun

tamamlayici ise, hibrit dsSDNA olusur.

1.4.5. Biyosensor Validasyon Parametreleri

Ideal bir biyosensdr gelistirmek igin belli fiziksel 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Ideal bir biyosensdriin  validasyon parametreleri asagida

siralanmaktadir:

1.4.5.1. Duyarhhk

Biyosensorler, analitte meydana gelen degisime karsilik aninda elde edilen
cevap vermesi duyarlilign gosterir. Yiiksek duyarliliga sahip bir biyosensor, analit
miktarindaki degisim ile dogru bir oranti gosterir. Duyarlilik ¢alisma analitinin
derisimi degistiginde cevabin ne kadar degistigini gdsteren bir parametredir. Bir
yontemin duyarliligs ne kadar yiiksekse seciciligi o kadar diisiiktiir. Tyi bir analitik
yontemde duyarlilik orta seviyelerde tutulurken segiciligin yiiksek seviyede olmasi

beklenir.

1.4.5.2. Segicilik

Ideal biyosensérlerin, en Onemli parametrelerinden biri segiciliktir. Bir

kompleks igerisinde tek basina analiz edilecek maddenin belirlenmesi oldukca
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onemlidir. Gelistirilen biyosensorler sadece hedef analit derisimindeki degisime cevap

vermelidir, aksi takdirde analiz sonucunda hata meydana gelmektedir.

1.4.5.3. Dogrusallik ve Dogrusal Arahk

Belli bir aralikta bir analitin miktar1 veya derisimi ile elde edilen sinyalin dogru
orantili olarak degismesi ve kantitatif tayin ¢alismalarinda gerekli bir parametredir.
Dogrusallik, analit derisimin, sinyale olan karsilig1 grafiksel olarak ifade edilir.
Kalibrasyonun grafigi dogrusal bir ¢izgi olusturuyorsa, olusturdugu konsantrasyon
araligina “dogrusal aralik” denir. Bu dogrusal aralik ile elde edilen denklemdeki
korelasyon katsayisinin 1’e yaklagmasi durumunda biyosensoriin dogrusallig

degerlendirilir.

1.4.5.4. Dogruluk

Dogruluk, analiz sonucunda elde edilen degerin gercek degere yakinligi olarak
tanimlanabilir; bir diger tanimda da dogruluk analiz sonucunda elde edilen degerin
referans deger olarak tanimlanmis degere yakinlig1 olarak ifade edilir. Dogruluk ve
kesinlik arasinda ¢ok yakin bir iliski vardir; dogruluk kesinlige baglidir. Dogruluk geri
kazanim calismalari ile belirlenir ve geri kazanim sonuglar1 %100’e ne kadar yakinsa

yontemin o kadar dogru oldugu diisiiniiliir.

Dogruluk hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in asagidaki yontemlerden biri ya da
birkag1 kullanilir:

e Referans standart ile karsilastirma:

Bir elektroanalitik yontemin dogrulugunu test etmek i¢in, referans olarak

kullanilan bir standart maddenin de analiz edilmesi gerekir. Standart maddenin
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sonuglari referans olarak alinabilir. Yontemin dogrulugunun belirlenmesi igin ti¢ farkl
konsantrasyon seviyesi belirlenerek, en az 9 6l¢tim alinir ve elde edilen sonuglar %geri

kazanim sonuglarina doniistiirerek dogruluk degeri elde edilir.

o Kor matriks ortaminda bilesigin geri kazanima:

Bu yontemde ise destek ¢6zeltisine farkli derisimlerde analiz edilecek maddenin
etken madde eklenir. Dogrusal olarak artan oranla (%50, 75, 100, 125 ve 150) ekleme
yapilir. Her seviyede en az 3 dlglim yapilir. %bagil standart sapma ve %bagil hata

sonugclari ile degerlendirilir.

o Bagka bir referans yontemi kullanarak sonuglarin kiyaslanmas:

Bu yontemde gelistirilen yontem ile 3 farkli derisimde, iiger 6l¢iim alir ve bu
degerler % geri kazanim olarak ifade edildikten sonra, sonuglar referans olarak kabul
edilen degerler ile istatiksel olarak karsilastirilir. Bunun i¢in student t ve F testleri
kullanilir. t testi ile iki yontemle elde edilen sonuglarin ortalama degerleri arasinda
fark, F testi ile de iki yontemle elde edilen sonuglarin standart sapmalar1 arasindaki
fark karsilastirilir. Hesaplanarak bulunan deger, teorik ¢izelgede yer alan degerden
kiiciik ise gelistirilen yontemin, referans yontem kadar hassas oldugunu gosterir.

Sonuclar %bagil standart sapma ve %bagil hata ile ifade edilir.

1.4.5.5. Teshis Sinir1

Teshis sinir1 (TS), gelistirilen biyosensorler ile analitin teorik olarak tespit
edebilecegi en diisiik derisimi ifade etmektedir. Sinyal/giiriiltii oram1 ydntemi
kullanildiginda genellikle 3:1 orami kullanilir. Teshis sinir1 asagida denklem ile

hesaplanabilir;

TS =3 S/m
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Bu denklemde s standart sapmayi, m ise ilgili kalibrasyon ¢izgisinin egimini

ifade etmektedir. TS ve duyarlilik arasinda dogrusal bir baglant1 bulunmaktadir.

1.4.5.6. Tayin Alt Sinir1

Kesin olarak tayin edebilecegi en diisiikk seviyedeki konsantrasyonun
saptanmastyla Tayin alt sinir1 (TAS) degeri bulunur. Sinyal/giiriiltii oran1 yontemi
kullanildiginda genellikle 10:1 orani kullanilir. Tayin alt sinir1 asagida denklem ile

hesaplanabilir;

TAS =10 S/

TAS degerinin her zaman TS’den daha biiyiik olmas1 beklenir. TAS ve TS

arasinda asagida belirtilen bir iligki bulunmaktadir.

TAS=3,3x TS

1.4.5.7. Raf Omrii

Biyosensoriin kullanim 6mriinii kisitlayan en 6nemli unsur, biyolojik ¢eviricinin
aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica biyosensoriin, kalibrasyon sikligi,
kararlilik, tekrarlanabilirlik gibi diger olgiitlerini de etkilemektedir. Biyosensoriin
onemli bir 6zelligi, normal kosullar altinda duyarliligini koruyabildigi uzun bir
kullanim 6mriine sahip olmasidir. Kullanim 6mrti, yapilan toplam 6l¢iim sayisina veya
oOl¢iilen analit derisiminin biiyiikliigiine baglidir. Yiiksek derisimler duyarliligin daha
hizl1 bir sekilde diismesine sebep olabilir. Ayrica, analit derisimine bagli olmaksizin,
numunelerin i¢inde deaktivasyon islemini hizlandiran diger kimyasal tiirler de
bulunabilir. Bir diger 6nemli 06zellik ise biyosensoriin muhafaza edilmesi ve

kullanilmast arasinda gecen zamanin uzunlugudur.
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1.4.5.8. Kesinlik

Kesinlik rastgele ve orta seviyedeki hatalarin sikligini veren son derece 6nemli
bir analitik niteliktir ve bir numuneye ayni yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda

analitin tayini igin elde edilen sonuglarin birbirine yakinligi seklinde tanimlanabilir.

Kesinlik belirlenen deger ¢evresinde dagilan rastgele hatalar1 6lger ve genellikle
tekrar eden analizlerin standart veya bagil standart sapmasi seklinde ifade edilir.

Kesinlik ti¢ seviyede incelenir;

Tekrar edilebilirlik: Giin igi kesinlik olarak da ifade edilebilir. Giin igerisinde en
az 5 defa tekrarlanmis sonuglarin bagil standart sapmalarinin %1°den kiiciik veya ona
esit olmasi beklenir, ancak biyolojik analizlerde bu oran %5’e kadar kabul edilebilir

seviyededir.

Orta kesinlik: Laboratuvar icerisinde deneysel farkliliklarii belirtir; deney
giinleri, deneyi yapan analizci, cihaz farklilig1 sayilabilir. Ayrica ayni laboratuvarda
farkli zamanlarda alinan 6l¢timlerin birbirine yakinlig: orta kesinlik olarak ifade edilir
ve bagil standart sapmalarinin %?2’den kiiciik veya ona esit olmasi istenir, biyolojik

madde analizlerinde bu oran %5’e kadar kabul edilebilir seviyededir.

Tekrar elde edilebilirlik: Farkli laboratuvarlarda, laboratuvar arasinda elde
edilen sonuglarin birbirine yakinlig1 tekrar elde edilebilirlik ile ifade edilir. Bagil
standart sapmalarinin %2’den kiicliik ya da esit olmasi istenir, biyolojik madde

analizlerinde bu oran %10’a kadar kabul edilebilir seviyededir.
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1.4.6. Yapilmis Elektrokimyasal Cahsmalar

1.4.6.1. GFAP Tayinine Yonelik Yapilmis Calismalar

GFAP gibi bir¢ok biyobelirte¢ tayini i¢in yaygin olarak kullanilan yontemler
arasinda sivi kromatografi, ELISA, western blot, enzim immunoassay (EIA) ve
radyoimmunoassayler bulunmaktadir. Kromatografik yontemlerden olan sivi
kromatografi ise, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ¢oziinmiis bilesenleri bile yiiksek
hassasiyetle ayirip analiz eden bir yontemdir. Modern bir kromatografi yontemi olan
yiikksek performanshi sivi kromatografi (HPLC), yiiksek ayrim giicii ve bir¢ok
laboratuvarda bulunmasi agisindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayirma
yontemlerinden olan elektroforez ve kromatografi temelli yontemlerdeki zaman alan
numune hazirligi, yiiksek maliyetli cihazlar ve nitelikli personel ihtiyaci dezavantaj
olusturmaktadir. Bu teknikler arasinda en yaygin kullanilani, kullanimi kolay olmasi
nedeniyle ELISA testidir. ELISA testinin hizli cevap siiresi ve kolay kullanim
avantajlarina ragmen genis yiizey alani nedeniyle, biiylik miktardaki ornekler icin
uygun olmakla beraber kiigiik miktardaki ornekler i¢in uygun degildir (Cizelge 1.3)
(Ganau ve ark., 2015).

Diger taraftan elektrokimyasal yontemler, biyobelirtegleri teshis etmek ig¢in
biyosensdr ve aptasensorlerde yaygin olarak kullanilirlar. Biyomolekiil ve
elektrokimya arasindaki uyum yiiksek segicilige sahip cihazlar ile biyobelirteglerin
hassas tayinini saglar. Katalitik 6zellikte olan nanomateryaller ile modifiye edilmis
kat1 elektrotlarin kullanimi, biyomolekiillerin tespitinde onemli bir yere sahiptir

(Eivazzadeh-Keihan ve ark., 2018).

Immiinosensdrler, doniistiiriicii yiizeyindeki antikor ve antijen arasindaki
etkilesime dayanan biyosensdrlerdir. Antijen veya antikoru teshis etmek i¢in ¢evirici-
tantyict tabakaya immobilize edilmis tiirler sirasiyla antikor ve antijendir. Bu
molekiiller arasindaki kuvvetli baglanma nedeniyle immiinosensdrler, bilimsel alanda

cok yiiksek secicilik ve ¢ok yiiksek hassasiyet ile uygulama sunarlar. Elektrokimyasal
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cevirici tarafindan iretilen elektriksel sinyallerin Ol¢imiini elektrokimyasal
Immiinosensorler  gergeklestirir.  Bu  sinyaller voltametrik, kondiiktometrik,
impedimetrik, potansiyometrik olabilir. Spesifik, basit, tasmabilir ve tek kullanim
ozelliginden dolayr immunosensor birgok teshis de kullanilmaktadir (Felix ve Angnes,
2018).

Cizelge 1.3.Diger tayin yontemleri ve biyosensor karsilagtirmast.

Biyosensor Ustiinliikleri Dezavantajlan

Hizli es zamanli teghis Sinirh uygulama
Diisiik maliyet

Tasinabilir

Kolay Hazirlanabilir

Tekrar Kullanilabilir

Diisiik organik ¢6ziicii tiiketimi

Segicilik

Klasik Analiz Yontemler Ustiinliikleri Dezavantajlar
Secicilik Yiksek Maliyet
Duyarlilik Numune hazirlama siiresi

Yiiksek organik ¢oziicii tiikketimi
Yiiksek teknolojik cihazlar
Uzman eleman eksikligi

Uzun siiren galigma

Tekrar kullanilabilir olmamasi

GFAP tayini i¢in yapilan biyosensorleri inceledigimizde manyetik
mikroboncuklar ile yapilmis GFAP calismasi olmamasi tezin 6zglinliigiinii gosterir
niteliktedir (Cizelge 1.4). Wang T. ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis oldugu bir
calismada perde baskili elektrot (SPCE) yiizeyini GFAP ile baskilanmis polimerik film
kaplayarak GFAP tespiti icin biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensoriin daha hassas
olabilmesi i¢in ¢cok duvarli karbon nanotliip (MWCNT) ile yiizey modifiye edilmistir.
GFAP ile baskilanmis polimerik film (MIP) kapli biyosensor kolayca, diisiik maliyet
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ile hizli ve basit bir sekilde hazirlanmis ve bu sekilde porlu yiizey olusturulmustur.
Perde baskili karbon elektrotlar ile taginabilir boyutta biyosensor gelistirilerek
diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi kullanilmistir. Tayin alt sinir1 0,04 pgmL ™
olarak bulunmus ve tiim ol¢iimler pgmL ™ seviyesinde elde edilen hassas ve dogru

verilerle gergeklestirilmistir (Wang ve ark., 2017).

Nasr B. ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada GFAP bagh
fonksiyonellestirilmis dikey nanotel (VNW) elektrotlarin, fizyolojik kompleks ve
serum ortamimnda GFAP antikorunun (Ab) 2,9 ngmL™*- 290 pugmL ™! araligindaki
konsantrasyonuna duyarliliginda olduk¢a hassas bir sensor gelistirmislerdir. Bu
gelistirilen immunosensor tavsan serumunda uygulanmistir (Nasr ve ark., 2015).
GFAP'!n tespiti i¢in nano-immiinosensor tasarlamak amaciyla, DNA-protein
konjligatlarinin biyolojik tahlillerini ve DNA yonlendirmeli immobilizasyonu (DDI)
cogaltma i¢in DNA barkodlama kombinasyonu kullanilmistir. Nanograft teknigi ile en
uygun aygit duyarliligi icin DNA prob yogunlugunun kontrolii ile minyatiir bir cihaz
tiretilmistir. Buradaki sonuglar, kritik 6nem tasiyan biyolojik belirteclerin tespiti i¢in
tasarlanmis nano-immiinoarraylerin duyarlilik ve 6zgilliiglinii test etmek i¢in ilk adim
atilmistir. Bu teknik ile ELISA tabanli proteomiklerin karsilastirilmasi igin bir

alternatif immiinosensor olusturulmustur (Ganau ve ark., 2015).

Arya ve ark., 2013’te yapmis oldugu c¢alismada travmatik beyin biyobelirteg
teshisi i¢in etiketsiz elektrokimyasal biyosensor tasarlamislardir. Mikrodisk elektrot,
tarak yapisina sahip makroelektrotlar ve altin elektrotun anti-GFAP ile yiizey
modifikasyonu saglanmistir. Ditiyobis (siiksinimid propiyonat) (DSP) yiizey baglayici
ajan olarak kullanilmistir. Serbest halde bulunan DSP’i engellemek i¢in etanolamin
(Ea) kullanmilmistir. Elektrokimyasal empedans yontemi (EIS) ile GFAP tayini
yapilmistir. Gelistirilen bu elektrokimyasal biyosensér ile 1 pgmL-100 ngmL™
araliginda GFAP tayini yapabildiklerini ¢alismalarinda belirtmislerdir (Arya ve ark.,
2013).
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Abeyrathne ve ark., 2016°da yaymladiklar1 ¢alismalarinda farkli ve dolayli bir
GFAP tayini yaklasim sunmustur. Timor varhi§inda veya travma sonrasinda artan
GFAP miktarina bagl olarak iiretilen GFAP oto-antikoru tayini i¢in bir immiinoassay
temelli dieletrik biyosensor gelistirmislerdir. Dielektrik sensorler, ortamdaki bir
molekiilin konsantrasyon fakini sensér empedansindaki farka dayanarak olgen
sistemlerdir. Ekip bu sensor sisteminin hassasiyetini 2,9 pgmL ™ olarak bildirmistir

(Abeyrathne ve ark., 2016).

Kang ve ark., 2016 yilinda fareler ile yapilmis ¢alismada beyine implante
edilebilir silikon basing sensoriinii gelistirmislerdir. Gelistirilen sistemin ileriki
calismalar igin GFAP ve benzeri biyobelirteglerin tayininde timit vadeden bir sistem
oldugu belirtilmistir (Kang ve ark., 2016). Khetani ve ark., GFAP i¢in polietilenimin
kapli grafen perde baskili elektrot kullanarak bir impedimetrik immiinosensor
gelistirmislerdir (Khetani ve ark., 2018). Dogrusal aralik, 1 pgmL™ ila 100 ngmL™*
arasinda bulunmustur. Ayrica, yerinde incelenen GFAP belirteci, tek kullanimlik
immiinoelektrokimyasal hiicre olarak kullanilan mikrosantrifiij tiipiinde analizi
gerceklesmistir, ve kronoamperometri ile GFAP'in yoklugu ve varligi arasinda ayrim
yapmak mimkiindiir (Gonzalez-Lopez ve ark., 2020). GFAP tayini i¢in nanokompozit
bazli bir elektrokimyasal immiinosensor rapor edilmistir. Altin nanoteller, karbon
nanotiipler ve indirgenmis grafen oksit nano parcaciklardan olusan nanogozenekli bir
kompozit malzemeden olusmustur. 0,01- 10 ngmL™ araliginda GFAP tayini igin
gelistirilmistir (Timilsina ve ark., 2021).

Agostini ve ark., 35 pM (1,75 pgmL™?) konsantrasyon seviyesinde GFAP" tespit
edebilen ¢ip iizerinde ultra yiiksek frekanshi bir yiizey akustik dalga lab-on-chip
sistemleri gelistirmislerdir (Agostini ve ark., 2021). Ma ve ark., GFAP biyobelirtecini
tayin etmek i¢in GFAP'a 0zgli antikorlarla modifiye edilmis karbon noktalar
kullanarak bir floresan sandvi¢ immiin testi gelistirmislerdir. Ticari serum 6rneginde
GFAP’1n TS degerini 25 pgmL™ olarak bulunmustur (Ma ve Su, 2011). Enzim etiketi
kullanmaksizin, GFAP tespiti i¢in organik alan etkili transistor (OFET) tabanli bir
biyosensor gelistirilmis ve TS degeri 1 ngmL™ bulunmustur (Song ve ark., 2017).
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Gliniimiizde, GFAP biyobelirtecinin belirlenmesi i¢cin TS degerleri 10-1500
pgmL? arasinda degisen ve test siireleri 60 ila 240 dakika arasinda gelistirilmis cesitli
ticari ELISA kitleri de mevcuttur. Fakat, ELISA yontemi, nispeten maliyetli ekipman
(ELISA plaka okuyuculari), zor tasinabilir ve minyatiirlestirme gibi dezavantajlara

sahiptir.

Ayrica, GFAP biyobelirtecinin 20 dakika ile 3 saat 30 dakika arasinda test siiresi
ve TS degerlerine 0,2 ile 15 pg mL ™ arasinda ulastigini iddia eden Simoa® (Quanterix)
ve prototipler | STATTM (Abbott) ve ARCHITECT® (Abbott) gibi ticarilesmis

otomatik immiino analiz yontemleri vardir (Korley ve ark., 2021).

Cizelge 1.4. GFAP tayini i¢in gelistirilen biyosensor / sensor tipleri ve performanslari.

Cevirici Tipi Tamiyic1 Tabaka Tespit Limiti  Referans
/Performansi

Elektrokimyasal MIP/MWCNTSs/SPCE/DPV 0,04 uLmL™* (Wang ve ark,
2017)

Elektrokimyasal Ea/anti-GFAP/DSP/AU/EIS 1,0 pgmL* (Arya ve ark.,
2017)

Elektrokimyasal Planar interdijital dielektrik 2,9 pgmL* (Abeyrathne ve

prob/GFAP ark., 2016)
Elektrokimyasal VNW!/etiketsiz immunosensér 2,9 ngmL™* (Nasr ve ark., 2015)

Yukarida gorildiigi {lizere, GFAP tayini i¢in {retilen sensdr ya da
biyosensorlerde yapilan tiim yillari kapsayan taramamizda goriildiigi tizere, sensor
caligmalar1 elektrokimyasal agirlikli olmakla birlikte olduk¢a az sayidadir. Bu tez
kapsaminda GFAP tayinine yonelik gelistirilecek biyosensoriin - performans
parametresi olarak da hassasiyet disinda, tekrarlanabilir, tasmabilir ve kolay

uygulanabilir olmasi 6nem arz etmektedir.

1.4.6.2. HPV16 DNA Tayinine Yonelik Yapilmis Calismalar

HPV DNA biyosensorleri ile yapilmis ¢aligmalarin bir kismi1 6zetlenmistir.

Danielly S. Campos-Ferreira ve galisma arkadaslar1 (2013), rahim agzi kanseri olan
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hastalardan DNA ekstrakte ederek ve sentetik DNA HPV 16 viriisii lizerinde galigsarak
elektrokimyasal biyosensor gelistirmislerdir. 18,13 nM’nin tespit sinir (TS) degeri ile
18,75 nM ile 250 nM arasinda bir dogrusal kalibrasyon araligi elde edilmistir. Bu
sonuglar, HPV'ler i¢in yeni kiigiik, taginabilir bir algilama sistemi gelistirerek, erken
evrede enfeksiyonu tespit edip tan1 konulmasinda var olan analiz yontemlerine bir

alternatif sunmaktadir (Campos-Ferreira ve ark., 2013).

Martin Bartosik ve arkadaslari (2016), hedef HPV DNA'nin manyetik
mikroboncukla modifiye edilmis DNA problari ile etkilesime girdigi elektrokimyasal
cip gelistirmislerdir. Gelistirilen sistemde antidigoksigenin-peroksidaz cevabini takip
etmislerdir (Bartosik ve ark., 2016a). Bartosik M. ve ark., elektrokimyasal
amperometrik ol¢iimle manyetik boncuk ile modifiye edilmis perde baskili elektrot
kullanilarak dongii aracili amplifikasyonu (LAMP) ile paralel HPV16 ve HPV18 DNA
zincirinin analizini yapmislardir. HPV pozitif hasta 6rnekleri ve kanser hiicre hattina
uygulanmistir (Bartosik ve ark., 2018). Bartosik M. arastirma grubundan bir baska
aragtirmaci ise, streptavidin ile islevsellestirilmis manyetik mikroboncuk yiizeyine
biyotinlenmis HPV16 DNA immobilize etmislerdir. Daha sonra digoksigenin (DIG)
etiketli dongii aracili amplifikasyonu yiizeye immobilize edildikten sonra antiDIG-
HRP etiketi ylizeye tutturulmus ve amperometrik 6l¢lim alinmistir. 61 adet serviks

doku 6rneginde ¢alismalar gerceklesmistir (Anton ve ark., 2020).

Qingfeng Lv ve arkadaslar1 2019 yilinda karbodiimidazol ile modifiye edilmis
elektrot ytlizeyini tasarlayarak, HPV16-E7 DNA sekansinin tayin alt sinir1 1 fM olarak
bulmuslardir. Duyarliligr arttirmak i¢in, hedef HPV16-E7 DNA dizisi altin
nanoparcacik (GNP) lizerine konjuge edilmistir (Lv ve ark., 2019). Daha 6nce yapilan
caligmalara bakildiginda, anti-DNA/RNA antikoru kullanilmadigi ve Horseradish
peroksidaz homopolimeri ile konjuge edilmis bir enzim ile sinyal hassasiyetine yonelik

bir ¢calisma yapilmadigr goriilmiistiir.

Avelino K. ve ark. HPV tayini i¢in polipirol film ve Altin nanopartikil ile
niikleik asit biyosensorii gelistirmisler ve kalibrasyon araligi 100 pgmL™-1 fgmL™

olarak bulmuslardir. TS ve TAS degeri 0,89 pgmL™ ve 2,70 pgmL? olarak elde
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edilmistir (Avelino ve ark., 2021). Ayni ekibin bir baska ¢alismasinda ise, altin
nanopartikiil icerisindeki polianilin matriksine dayanan bir nanoyapili platform
gelistirmislerdir. HPV16 igin kalibrasyon aralign 1 pgmL™- 100 pgmL™* ve TS degeri
7,43 pgmL! bulunmustur (Avelino ve ark., 2020).

Campos-Ferreira S.  ve ark., altn elektrot yilizeyine I-sistein
elektropolimerizasyonu  uygulayarak, elektrokimyasal =~ DNA  biyosensori
gelistirmislerdir. HPV16 probu yiizeye immobilize edilmistir. Ol¢iim, HPV16 probu
ve hedef DNA arasinda hibridizasyondan once ve sonra metilen mavisi indirgenme
DPV sinyaline dayanmaktadir. Gelistirmis olduklar1 elektrokimyasal DNA
biyosensorleri ile ¢alisma araligir 18,75-250 nM, TS degeri 18,13 nM bulunmustur
(Campos-Ferreira ve ark., 2013). Ayn1 ekip 2016 yilinda, kalem grafit elektrot ile
plasmidden klonlanmis guaninsiz 23 mer HPV16 dizisini yiizeye immobilize
etmislerdir. HPV16 DNA biyosensérii 40-5000 pgmL™ ¢alisma araliginda ve teshis
smirt 500 nM bulunmustur (Campos-Ferreira ve ark., 2016).

Farzin L. ve ark. amin-iyonik sivilar ile islevsellestirilmis indirgenmis grafen
oksit immunosensor platformu ile elektrokimyasal HPV16 DNA tayini yapilmistir.
Gelistirilen immunosensor ile HPV16 pozitif bas-boyun kanser hastalarina
uygulanmistir. Lineer aralik 8,5- 10,7 nM ve TS degeri 1,3 nM olarak bulunmustur
(Farzin ve ark., 2020). L. Civit ve ark. altin ¢alisma elektrotlarinin modifikasyonu i¢in
bir tiyollenmis prob ve bir bipodal alkanetiyolden olusan bir immobilizasyon stratejisi
kullanmislardir. HPV16, HPV18 ve HPV4S5 tayini i¢cin HRP etiketli sandvi¢ yontemi
ile calismiglardir. Calisma araligi 0,1-10 nM, TS degeri 200 pM olarak bulmuslardir
(Civit ve ark., 2012). Jimenez A.M. ve ark., ticari streptavidin ile
fonksiyonellestirilmis manyetik mikroboncuklara alternatif olarak kendileri manyetik
mikroboncuklari sentezlemislerdir. Elektrokimyasal ve PCR yontemi ile HPV16 DNA
zincir analizi ile gelistirilen biyosensoriin  karsilagtirmasini  yapmislardir  ve
elektrokimyasal yontemin performansini daha yiiksek bulmuslardir (Jimenez ve ark.,
2016).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Deneyde Kullanilan Elektrokimyasal Sistemler ve Laboratuvar Cihazlar:

a) Potansiyostat: CHI812B cihazi ve Autolab PGSTAT302N cihazi

b) Yazilim: CHI programi ve Nova 2.1

c) Elektrokimyasal deney hiicresi

d) Elektrot baglanti kablosu (Dropsens CAC)

e) Elektrotlar:
I.  Calisma Elektrot: Perde baskili karbon elektrot (DropSens DRP-110)
Il.  Referans Elektrot: Ag/AgCl elektrot (3 M NaCl) (BASi MF 2052)

f) Manyetik Toparlama Standi (Invitrogen, Thermo-Scientific, ABD)

g) Teflon Manyetik yatak (El yapimi)

h) Hassas Terazi (Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Almanya)

i) Termal-Calkalayici Inkiibator (UnivortempMT100 (Universal Labortechnik

Leipzig, Almanya))

J) pH Metre (Hanna instruments, ABD)

K) Santrifiij (Thermo-Scientific, ABD)

) Ultrasonik Banyo (Selecta, Isvigre)

m) Otoklav (HICLAVE, HV-85L, HIRAYAMA, Almanya)

n) Cesitli hacimlerde kapakli cam balon jojeler, beherler, meziir

0) Otomatik mikro pipetler ve uygun pipet uglari

p) Farkli hacimlerde (0,2mL, 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL) santrifiij mikrotiipler

2.2.Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan biyolojik malzemelerden dolayr kromatografik ve/veya

analitik saflikta kimyasal maddeler kullanilmistir.
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Cizelge 2.1. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Madde Firma

Tris hidroksimetil aminometan Sigma-Aldrich
Etilendiamin tetraasetik asit Sigma-Aldrich
Sodyum Kloriir Scharlau
Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich
Hidrokinon Sigma-Aldrich
Hidrojen Peroksit Sigma-Aldrich
Disodyum fosfat PanReac
Mono bazik sodyum fosfat Scharlau

Yiizeyi bloke eden tampon
Ultrasonik Saf Su

Potasyum Kloriir

Mono potasyum fosfat
2-(N-morfin) etanosiilfonik asit
1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)
karbodiimid
N-hidroksisiiksinimid
Etanolamin

Tris (hidroksimetil) aminometan
Si1g1r serum albiimin

Kalsiyum Kloriir

GFAP ELISA kit

S100 kalsiyum baglayici protein B
Hemoglobin

Insan serum albiimin

Ticari Insan Serumu

Immiinoglobiilin G

Thermo-scientific

Scharlau
Labkem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
R&D Systems
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Cizelge 2.2. Deneyde kullanilan GFAP ELISA kit igerisindeki kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Firma

Fare anti-insan GFAP yakalama R&D Systems
antikoru

Biyotinlenmis koyun anti-insan R&D Systems
GFAP tayin antikoru

Rekombinant insan GFAP standarti R&D Systems
Streptavidin-HRP R&D Systems
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2.3.Deneylerde Kullamlan Cozeltiler

a) pH 7,4 baglama-yikama Cozeltisi (B&W)
b) pH 7,4 fosfat tampon tuzu (PBS)(1X)
c) 0,05 M fosfat tamponu (pH 6,0)

d) 0,1 M fosfat tamponu (pH 8,0)

e) 10 mM hidrokinon (HQ)

f) 0,1 M hidrojen peroksit (H202) (%30)
g) Bloke eden tampon (%1 kasein)

h) 0,025 M MES tamponu

i) EDC/NHS karisim ¢6zeltisi

J) 1M etanolamin ¢ozeltisi

k) 10 mM TRIS-HCI ¢ozeltisi

I) Reaktif seyreltme ¢ozeltisi

m) Substrat ¢ozeltisi

n) Yikama Cozeltisi

0) Durdurma Cozeltisi

2.4.Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneysel caligmalarda, oligoniikleotid/proteinleri ve manyetik
mikroboncuklarin kolayca yiizeye immobilize eden, spesifik olmayan analitlerin
baglanmasini engelleyen ve kolayca oligoniikleotidler/proteinleri ¢ozebilen ¢ozeltiler

secilmistir.

Baglama-Yikama Cézeltisinin (B&W) Hazwrlanmasi (pH 7,4):
B&W tamponu i¢in 10 mM TRIS-HCI, I mM EDTA ve 2 mM NacCl ayni1 balon

joje i¢inde hazirlanmistir. 5 M HCl ¢ozeltisi ile pH 7,4 degerine ayarlanmistir. Otoklav

yardimuiyla steril hale getirilmistir.
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Fosfat Tampon Tuzunun Hazirlanmas: (PBS)(1X):

PBS tamponu i¢in 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCl, 0,01 M Na;HPO4 ve 0,0018
M KH2PO4 ayni1 balon joje i¢inde hazirlanmistir. 5 M HCIl ¢6zeltisi ile pH 7,4 degerine

ayarlanmistir. Otoklav yardimiyla steril hale getirilmistir.

0.05 M Fosfat Tamponunun Hazirlanmas: (pH 6,0):

Fosfat tamponu i¢in 10X stok fosfat tamponundan 50 mL meziir yardimiyla
balon jojeye aktarilip, ultrasonik saf su ile 1 L ye tamamlanmistir. 5 M HCI ¢ozeltisi

ile pH 6,0 degerine ayarlanmistir.

0,1 M Fosfat Tamponunun Hazwrlanmasi (pH 8,0):

Fosfat tamponu i¢in Na,HPO4 ve NaH2PO4 kimyasal maddeleri hassas terazide
tartilarak, ayni balon joje i¢inde hazirlanmistir. 5 M HCI ¢ozeltisi ile pH 8,0 degerine

ayarlanmistir.

10 mM Hidrokinon (HQ) Cozeltisinin Hazirlanmasi:

11 mg hidrokinon kimyasal maddesi hassas terazide tartilip, I mL mikrosantrifiij

tiip igerisinde pH 6,0 fosfat tamponu ile hazirlanmistir.

0,1 M %30 Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisinin Hazirlanmasi:

50 uL H20: ¢ozeltisi mikro pipet ile alinip, S mL hacminde balon joje icerisinde

pH 6,0 fosfat tamponu ile hazirlanmistir.

0,025 M MES Tamponunun Hazirlanmasu:

0,490 gram MES kimyasal maddesi hassas terazide tartilip, 100 mL balon joje

igerisinde distile su ile hazirlanmistir ve pH 5,0 degerine ayarlanmistir.
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EDC/NHS Kariwsim Cozeltisinin Hazirlanmast.

EDC ve NHS kimyasal maddesi hassas terazide 1:1 oraninda tartilip 1 mL

mikrosantrifiij tlip igerisinde pH 5,0 MES tamponu ile hazirlanmistir.

1,0 M Etanolamin Cozeltisinin Hazirlanmasti:

Etanolamin ¢ozeltisinden 30 pL alinip, 0,5 mL mikrosantrifiij tiip i¢inde pH 8,0

fosfat tamponu ile hazirlanmstir.

0,1 M TRIS-HCI Cozeltisinin Hazirlanmast:

1,211 gram TRIS-baz kimyasal maddesi hassas terazide tartilir, 100 mL balon

joje icerisinde distile su ile hazirlanmistir ve pH 7,2 degerine ayarlanmistir.

Reaktif Seyreltme ¢ozeltisi:

Reaktif seyreltme ¢ozeltisi olarak 1% BSA igeren PBS ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Yikama Cozeltisi:

Yikama ¢ozeltisi olarak 0,05% Tween® 20 iceren PBS ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Durdurma Coézeltisi:

Durdurma ¢6zeltisi olarak 2N H2SO4 kullanilmaistir.

2.5.Deneyde Kullanilan Manyetik Mikroboncuklar

Elektrot yiizeyinde bir manyetik taban olusturmak amaciyla ¢esitli manyetik

mikroboncuklar kullanilmistir.
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Cizelge 2. 3. Modifikasyon sirasinda kullanilan gesitli manyetik mikroboncuklar

Kimyasal Madde Kisaltmasi Firma
Streptavidin ile fonksiyonlastirilmis manyetik ~ MB-Strep Invitrogen
boncuklar

Neutravidin ile fonksiyonlastirilmis manyetik ~ MB-Neut SpeedBeads™
boncuklar

Karboksil ile fonksiyonlastirilmis manyetik MB-COOH Invitrogen
boncuklar

2.6. Deneyde Kullanilan Oligoniikleotid Dizileri

Deneyde her biri 40 mer olan B-Cp-RNA ve HPV-16-1753-DNA

oligoniikleotid dizileri kullanilmastir.

Cizelge 2.4. Oligoniikleotid dizileri.

Oligoniikleotid dizileri Kisaltmasi Firma
5’-Biotin- B-Cp- RNA IDT
UACGCAAUUUUGGAGGCUCUA Technologies
UCAUCAUACACA UUGGAGA-3 (40 mer)
5'TCTCCAATGTGTATGATGATAGA HPV-16- IDT
GCCTCCAAAATTGCGTA (40 mer) 1753-DNA Technologies

2.7.Deneyde Kullamlan Oligoniikletoidlerin Hazirlanmasi

B-Cp-RNA ve HPV-16-1753 DNA oligoniikleotid stok ¢ozeltileri, 100 mM
olarak PBS (pH 7,40) tamponunda hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler, kiigiik hacimlerde
200 pL’lik mikrosantrifiij tiiplere ayrilarak, -80°C derin dondurucu da muhafaza
edilmistir. B-Cp-RNA B&W tamponu ile seyreltilirken; HPV-16-1753-DNA PBS ile

seyreltilmistir.
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2.8. Deneyde Kullanilan Enzim Substratlar:

Sensoriin kararliligini, tekrar kullanilabilirligini ve verimliligini arttirmak

amactyla cesitli enzim substratlar1 kullanilmistir.

Cizelge 2.5. Enzim Substratlari.

Enzim Substratlar1 Firma
Streptavidin- Horseradish Peroksidaz R&D Systems
Protein A- Horseradish Peroksidaz Sigma-Aldrich

Protein A- Poly-Horseradish Peroksidaz -40  Antibodies-online
Protein A- Poly-Horseradish Peroksidaz -80  Fitgerald
Immiinoglobiilin G- Horseradish Peroksidaz ~ Abcam

Histostar MBL Life Science

2.9.Niikleik Asit Biyosensor Gelistirme Basamaklar:

@ & & & D D D D D D D

Manyetik mikroboncuk se¢imi

Manyetik mikroboncuklarin B&W ¢ozeltisi ile yikanmasi
Biotinlenmis RNA probunun baglanmasi

Manyetik mikroboncuklarin PBS ¢6zeltisi ile yikanmasi
DNA hibridizasyonu

Manyetik mikroboncuklarin BB ¢6zeltisi ile yikanmasi
Antikorun baglanmasi

Manyetik mikroboncuklarin BB ¢ozeltisi ile ytkanmasi
Enzim etiketinin baglanmasi

Manyetik mikroboncuklarin BB ¢6zeltisi ile yikanmasi

Kronoamperometrik 6l¢iim

2.9.1. Manyetik Mikroboncuklarin Secimi

5 uL Streptavidin ile fonksiyonlastirilmis manyetik mikroboncuk (MB-Strep)

stispansiyonu ve 4 pL Neutravidin ile fonksiyonlastirilmis manyetik mikroboncuk

stispansiyonu (MB-Neut) kullanilmustir.
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2.9.2. Manyetik Mikroboncuklarin B&W Cozeltisi ile Yikanmasi

Manyetik mikroboncuklar 1,5 mL mikrosantrifiij tiiptine eklenir, 50 uL. B&W
cozeltisi igerisinde siispansiyon haline gelir. Manyetik boncuklarin ayrilmasi igin
mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama standinda 2 dk bekletildikten sonra,

mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. Bu yikama islemi 2 defa gergeklestirilir.

2.9.3. Biotinlenmis RNA Probunun Baglanmasi

MB-Strep iizerine 25 pL Biyotin ile isaretli RNA prob dizisi (B-Cp-RNA),
termal-galkalayic1 inkiibatorde (950 rpm, 37°C kosullarda) belli siire araliginda yiizeye

immobilize edilmistir.

2.9.4. Manyetik Mikroboncuklarim PBS Cozeltisi ile Yikanmasi

Inkiibasyondan sonra B-Cp-RNA/MB-Strep siispansiyonun yikanmasi igin
mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama standina yerlestirilir ve 2 dk bekletildikten
sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklagtirilir. Daha sonra 50 pL PBS ¢ozeltisi
eklenir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢6zelti uzaklastirilir. PBS
ile yikama islemi 2 defa gergeklestirilir. Bu yikama islemi yiizeye baglanmayan prob

dizileri uzaklastirmak i¢in yapilir.

2.9.5.DNA Hibridizasyonu

MB iizerine immobilize olan Biyotin ile isaretli RNA prob dizisi, 25 pL PBS’de
hazirlanmis hedef HPV16 DNA dizisi ile termal-calkalayici inkiibatérde (950 rpm,
37°C kosullarda) belli siire araliinda adsorpsiyon yoluyla hibridizasyonu
gerceklesmistir.
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2.9.6. Manyetik Mikroboncuklarin BB Cozeltisi ile Yikanmasi

Hibridizasyon isleminden sonra Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep
slispansiyonun yikanmasi i¢in mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama standina
yerlestirilir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢6zelti uzaklastirilir.
Daha sonra 50 uL BB c¢ozeltisi eklenir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet
yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. BB ile yikama iglemi 2 defa gerceklestirilir. Bu
yikama islemi hibrit olmayan hedef DNA dizilerini uzaklastirmak icin yapilir.

2.9.7. Antikorun Baglanmasi

DNA/RNA hibridizasyon c¢aligmalarinda, benzersiz baglanma ozelliklerine
sahip spesifik ve ¢ok yonlii biyoalgilayicilar olmasi nedeniyle antikor igeren

protokoller niikleik asitlerin belirlenmesine oldukg¢a fayda saglamaktadir.

Hibridizasyon sonrasi 25 pL. BB’ de hazirlanmis anti-DNA/RNA antikoru,
termal-galkalayic1 inkiibatorde (950 rpm, 37°C kosullarda) Hedef HPV16 DNA/B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine immobilize edilmistir.

2.9.8. Manyetik Mikroboncuklarin BB Cozeltisi ile Yikanmasi

Immobilizasyon isleminden sonra anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 DNA /B-Cp-
RNA/MB-Strep slispansiyonun yikanmast i¢in mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama
standina yerlestirilir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti
uzaklagtirilir. Daha sonra 50 uL BB ¢ozeltisi eklenir ve 2 dk bekletildikten sonra,
mikropipet yardimiyla c¢ozelti uzaklastirilir. BB ile yikama islemi 2 defa
gerceklestirilir. Bu yikama islemi yiizeye baglanmayan anti-DNA/RNA antikoru

uzaklastirmak i¢in yapulir.
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2.9.9.Enzim Etiketinin Baglanmasi

Poly-HRP, kovalent HRP homopolimeri igeren gelistirilmis bir enzimatik
etikettir. Sulu ¢ozeltilerde stabildir. Enzimin aktivitesini arttirir. Poly-HRP kovalent
bag ile proteinlere baglanir. Tek ya da birden fazla HRP igeren homopolimer ile

konjuge edilmis proteinler yontemin duyarliligini ve segiciligini arttirir.

Anti-DNA/RNA antikoru baglanip, baglanmayan antikoru uzaklastirdiktan
sonra 25 uL BB ¢ozeltisi ile hazirlanmis Protein A-HRP, Prot A-Poly-HRP 40, Prot
A-Poly-HRP80, AntilgG-HRP ve Histostar enzim etiketleri kullanilmistir. Termal-
calkalayic1 inkiibatorde (950 rpm, 37°C kosullarda) belli bir siire immobilize

edilmistir.

2.9.10. Manyetik Mikroboncuklarin BB Cozeltisi ile Yikanmasi

Immobilizasyon isleminden sonra enzim etiketi/anti-DNA/RNA/Hedef HPV16
DNA /B-Cp-RNA/MB siispansiyonun yikanmasi i¢in mikrosantrifiij tiipler manyetik
toplama standina yerlestirilir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla
¢ozelti uzaklastirilir. Daha sonra 50 pL. BB ¢ozeltisi eklenir ve 2 dk bekletildikten
sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklastirillir. BB ile yikama islemi 2 defa
gerceklestirilir. Bu yikama islemi yilizeye baglanmayan enzim etiketini uzaklastirmak

icin yapilir.

2.9.11. Kronoamperometrik Ol¢iim

Elektrot yiizeyine baglanan DNA/RNA homokonjugatlari, H.O2/HQ sistemi
kullanilarak amperometrik o6l¢iimlerde bir HRP-konjuge sekonder antikor ile
etiketlenen proteinler tarafindan taninir. HQ elektron transfer aracina, H>O> enzim
substrat1 eklenerek yiikseltgenme mekanizmasina dayanir. H2O2'nin HRP tarafindan

enzimatik indirgenmesini ve HQ tarafindan HRP'nin oksitlenmesini igerir.
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Manyetik mikroboncuklar 50 uL BB ¢ozeltisi ile yikama islemi tamamlandiktan
sonra her amperometrik Olglimden 6nce 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) ile
stispansiyon hale gelmistir. Manyetik mikroboncuk silispansiyonu, ¢alisma
elektrotunun yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde (50 pL) damlatilir ve manyetik
yatak yardimiyla potansiyostata baglanir. Manyetik mikroboncuklar ile yiizeyi
kaplanmus elektrot, elektrokimyasal hiicreye daldirilir.

Elektrokimyasal hiicre igerisinde bulunan 6l¢iim ¢6zeltisi, 1 mM HQ varliginda
50 mM pH 6,0 fosfat tamponu igermektedir. Amperometrik 6l¢iim sirasinda -0,2 V
teshis potansiyeli uygulanmis ve harici giimiis/giimiis kloriir referans elektrotu
kullanilmistir. Akim sabitlendiginde 50 uL 0,1 M H202 (%30) enzim substrat ¢6zeltisi
elektrokimyasal hiicreye eklenmistir. Amperometrik cevap, enzim substrati
eklenmeden hemen 6nceki akim degeri ile eklendikten sonra akim sabitlendigindeki
degerin arasindaki fark alinir. Amperometrik cevaplarin S/B degerleri kiyaslanarak
optimum sonuglar elde edilir. B degeri kontrol ve S degeri hedef HPV16 DNA akim

degerini gostermektedir.
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2.10. GFAP immunosensor Gelistirme Basamaklar1
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Sekil 2.1. GFAP immiinosensor sematik gosterimi.
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MES tamponu ile yikanmasi
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2.10.1. Karboksil Gruplu Manyetik Mikroboncuklarin MES Tamponu ile
Yikanmasi

Karboksil gruplu manyetik mikroboncuklar (MB-COOH) 1,5 mL mikrosantrifiij
tiiptine aktarilir, 50 uL. MES tamponu igerisinde slispansiyon haline gelir. Manyetik
mikroboncuklarin  yikanmasi i¢in Once termal-calkalayici (25°C, 950 rpm
kosullarda)’da 10 dk ¢alkalanir, ardindan mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama
standinda 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. Bu
yikama iglemi 2 defa gerceklestirilir.

2.10.2. Mikroboncuklarin Karboksil Gruplarinin EDC/sulfo-NHS ile
Aktiflestirme

Manyetik mikroboncuklarin yiizeyindeki karboksil gruplarin aktive edilmesi
icin, yeni hazirlanmis bir EDC/sulfo-NHS karisim ¢ozeltisi 1:1 oraninda hazirlanmis
ve termal-galkalayicida (950 rpm, 25 °C kosullarda) 35 dakika inkiibasyonu

saglanmustir.

2.10.3. MES Tamponu ile Yikanmasi

Yiizeyi aktive edilmis karboksil gruplu manyetik mikroboncuklarin siipernatant:
mikropipet yardimiyla uzaklastirilir ve 50 pL MES tamponu ile siispansiyon haline
gelir. Manyetik boncuklarin yikanmasi mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama
standinda 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢6zelti uzaklastirilir. Bu
yikama islemi 2 defa gerceklestirilir.

2.10.4. Yakalama Antikorunun Yiizeye Baglanmasi

MB-COOH f{izerine yakalama antikoru (CAD), termal-galkalayici inkiibatorde
(950 rpm, 25 °C kosullarda) belli siire araliginda yiizeye immobilize edilmistir.
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2.10.5. MES Tamponu ile Yikanmasi

Immobilizasyon isleminden sonra CAb/MB-COOH siispansiyonu yikanmasi
i¢in mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama standina yerlestirilir ve 3 dk bekletildikten
sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. Daha sonra 50 pL MES ¢ozeltisi
eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. Bu

yikama iglemi 2 defa gercgeklestirilir.

2.10.6. Etanolamin ile Yiizeyin Bloke Edilmesi

CAb/MB-COOH yiizeyindeki antikorlarin = baglanma yonleri farklilik
gosterebilir. GFAP standartinin yiizeye baglanma problemini engellemek ve yana
dogru egik halde bulunan antikorlar1 bloke etmek i¢in etanolamin kullanilmistir. 1 M
etanolamin, 60 dakika termal-galkalayici inkiibatérde (950 rpm, 25 °C kosullarda)
CAb/MB-COOH yiizeyine immobilize edilmistir.

2.10.7. TRIS-HCI ve PBS Cozeltileri ile Yikanmasi

Yiizeyin bloke edilmesi isleminden sonra CAb/MB-COOH siispansiyonu
yikanmasi i¢in mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama standina yerlestirilir ve 3 dk
bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. Daha sonra 50 pL
0,1 M TRIS-HCI ¢ozeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla
¢ozelti uzaklastirlir. En son 50 uL PBS ¢ozeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra,
mikropipet yardimiyla ¢6zelti uzaklastirilir. Bu yikama islemi 2 defa gergeklestirilir.

2.10.8. GFAP Standarti ve Tespit Antikor Karisiminin Yiizeye Baglanmasi

CAb/MB-COOH yiizeyi bloke edildikten sonra GFAP standart: ve btn-DADb
antikor karisimi, termal-calkalayici inkiibatérde (950 rpm, 25 °C kosullarda) belli siire

araliginda yiizeye immobilize edilmistir.
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2.10.9. BB Cozeltisi ile Yikanmasi

Immobilizasyon  isleminden  sonra  GFAP-+btn-DAb/CAb/MB-COOH
siispansiyonu yikanmasi i¢in mikrosantrifiij tlipler manyetik toplama standina
yerlestirilir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢6zelti uzaklastirilir.
Daha sonra 50 pL BB ¢ozeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet

yardimiyla ¢ozelti uzaklastirilir. Bu yikama islemi 2 defa gerceklestirilir.

2.10.10. Strep-HRP Cozeltisinin Yiizeye Baglanmasi

Strep-HRP ¢ozeltisi belli oranlarda BB ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. 25 pLL BB
¢ozeltisi ile hazirlanmis Strep-HRP, termal-galkalayici inkiibatorde (950 rpm, 37°C

kosullarda) belli bir siire immobilize edilmistir.

2.10.11. BB Cozeltisi ile Yikanmasi

Immobilizasyon isleminden sonra Strep-HRP/GFAP+DAb/CAb/MB-COOH
siispansiyonun yikanmasi i¢in mikrosantrifiij tiipler manyetik toplama standina
yerlestirilir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardimiyla ¢ozelti uzaklagtirilir.
Daha sonra 50 pL BB ¢ozeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet

yardimiyla ¢6zelti uzaklastirilir. Bu yikama islemi 2 defa gerceklestirilir.

2.10.12. Kronoamperometrik Ol¢iim

Elektrot yiizeyindeki Strep-HRP/GFAP+btn-DAb/CAb/MB-COOH, H202/HQ
sistemi kullanilarak amperometrik 6l¢iimlerde bir HRP-konjuge sekonder antikor ile
etiketlenen proteinler tarafindan taninir. HQ elektron transfer aracina, H2O2 enzim
substrat1 eklenerek ylikseltgenme mekanizmasina dayanir. H2O2'nin HRP tarafindan

enzimatik indirgenmesini ve HQ tarafindan HRP'nin oksitlenmesini igerir.
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Manyetik mikroboncuklar 50 pL. BB ¢ozeltisi ile yikama islemi tamamlandiktan
sonra her amperometrik Olglimden 6nce 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) ile
siispansiyon hale gelmistir. Manyetik mikroboncuk silispansiyonu, c¢alisma
elektrotunun yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde (50uL) damlatilir ve manyetik
yatak yardimiyla yatak yardimiyla potansiyostata baglanir. Manyetik mikroboncuklar
ile ylizeyi kaplanmig elektrot, elektrokimyasal hiicreye daldirilir. Elektrokimyasal
hiicre icerisinde bulunan 6l¢iim ¢ozeltisi, | mM HQ varliginda 50 mM pH 6,0 fosfat
tamponu igermektedir. Amperometrik Ol¢iim sirasinda -0,2 V teshis potansiyeli
uygulanmis ve harici giimiig/glimiis kloriir referans elektrotu kullanilmigtir. Akim
sabitlendiginde 50 uL 0,1 M H202 (%30) enzim substrat ¢ozeltisi elektrokimyasal
hiicreye eklenmistir. Amperometrik cevap, enzim substrati eklenmeden hemen 6nceki
akim degeri ile eklendikten sonra akim sabitlendigindeki degerin arasindaki fark alinir.
Amperometrik cevaplarin  S/B  degerleri kiyaslanarak optimum sonuclar elde

edilecektir. B degeri kontrol ve S degeri GFAP akim degerini gdstermektedir.

2.11. Deneyde Kullanilan Orneklerin Hazirlanmasi

2.11.1. Ticari Insan Serumunun Hazirlanmasi

ABD insan erkek plazmasindan hazirlanmis serum ¢ozeltisi satin alinmustir.
Ticari sentetik serum ¢6zeltisi igerisindeki diger biyolojik molekiillerin ¢6kmesi igin
asetonitril ilave edilerek 25 dk 3500 rpm ultrasantrifiij islemi yapilmistir. Stipernatanti
alinarak, GFAP c¢ozeltisi belli miktarda ilave edilmistir.

2.11.2. Beyin Doku Protein Analizi

Analiz edilen beyin dokusu oOrnekleri, CIEN Vakfi'nin Doku Bankas: (BT-
CIEN)’ndan alinmistir. Beyin doku bankasinin protokoliine gore, vakalarin
noropatolojik teshisi ve siniflandirilmasi uluslararasi1 konsensiis kriterlerine gore
yapilmistir ve tiim bireylerden yazili aydinlatilmis onamlar1 alinmistir. Beyin doku

ekstraksiyonu, belirtilen protokole gore yapilmistir (Barderas ve ark., 2012)(Barderas
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ve ark., 2013). Kisaca, doku 6rnekleri, bir proteaz inhibitor kokteyli (Sigma) ile PBS
icinde %0,5 SDS ile mekanik olarak kiigiik pargalar halinde hazirlanmistir ve
hazirlama siirecinde kuru buz igerisinde muhafaza edilmistir. Son olarak 10.000
rpm'de santrifiij edilerek fazlara ayrilmistir. Elde edilen beyin doku ekstraktlar
kullanilincaya kadar -80 °C'de saklanmuistir. Protein ekstraktlari, once SDS PAGE %10
jellerinin Coomassie boyamasiyla, 6rnegin kalitesi degerlendirilmistir (Razzino ve
ark., 2020).

2.12. ELISA Yontemi ile GFAP Analizi

Standart bir yontem olan ELISA teknigi ile GFAP analizi yapilarak, gelistirilen
immunosensoriin, standart bir analiz yontemiyle karsilagtirilmasi yapilmistir. ELISA
ve biyosensdr hazirlanirken ayn1 immunokonjugatlar kullanilmistir. Oncelikle ELISA
plakas1 hazirlanmustir. Tastyic1 protein olmaksizin PBS ile CAb antikoru (4 pgmL™)
seyreltilmistir. Mikroplakalarin kuyucuklar1 50 pL. CAb antikor ¢ozeltisi ile kaplanip,
gece boyunca inkiibasyonu gerceklesmistir. Cozelti uzaklastirdiktan sonra, yikama
¢ozeltisi ile li¢ kez yikanir. Ardindan yiizeyi bloke etmek i¢in 300 pL reaktif seyreltme
¢ozeltisi ile kaplanir ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir. Cozeltiyi uzaklastirdiktan
sonra, tekrar yikama ¢ozeltisi ile {i¢ kez yikanir. Reaktif ¢ozeltisi ile seyreltilmis GFAP
ve/veya beyin doku ekstraktlari, 50 pL, ile kaplanir ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilir. Cozeltiyi uzaklastirdiktan sonra, tekrar yikama ¢ozeltisi ile ti¢ kez yikanir.
Reaktif ¢ozeltisi ile seyreltilmis Strep-HRP, 50 pL, ile kaplanir ve oda sicakliginda 20
dk inkiibe edilir. Cozeltiyi uzaklastirdiktan sonra, tekrar yikama ¢ozeltisi ile ti¢ kez
yikanir. Substrat ¢ozeltisi, 50 pL, ile kaplanir ve oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilir.
Ardindan durdurma ¢ozeltisi, 25 pL, ile kaplanir. inkiibasyon siiresince 151a maruz
birakilmamistir. ELISA Mikroplaka okuyucuda, 450 nM dalga boyunda ol¢iimler

alinmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Hedef HPV16 DNA'sinin Belirlenmesi i¢in Niikleik Asit Bazhh Biyosensor
Gelistirilmesine Dayal Elde Edilen Bulgular

3.1.1. Fonksiyonlastirilmis Manyetik Mikroboncuklarin HPV16 DNA Sinyaline
Etkisinin Incelenmesi

MB-Strep ve MB-Neut manyetik mikroboncuklar, mikrosantrifiij tiip i¢erisinde
yontem 2.9.1° de anlatildig1 gibi uygulanmis ve optimizasyon ¢alismasi yapilmuistir.
MB-Strep, B&W ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 25 pL 0,1 uM B-Cp-RNA probu 30
dk inkiibe edilmistir. 50 uL PBS ile 2 defa manyetik mikroboncuklar yikandiktan sonra
25 uL PBS ve 0,1 nM hedef HPV16 DNA dizisi 30 dk inkiibasyon islemi yapilmistir.
50 puL BB ile 2 defa MB-Strep yikandiktan sonra 25 pL 2 pgmL™ anti-DNA/RNA
antikoru 15 dk inkiibasyon islemi yapilmistir. Son olarak, 50 uL. BB ile 2 defa MB-
Strep yikandiktan sonra 25 uL BB ile 1/1000 seyreltilmis AntilgG-HRP 15 dk
inkiibasyon islemi yapilmistir. Inkiibasyon islemi termal-calkalayicida 950 rpm, 37°C
sicaklikta gergceklesmistir.

Hedef DNA sinyali iizerine farkli fonksiyonlastirilmis  manyetik
mikroboncuklarin  etkisi yontem 2.9.11°de anlatildigi  gibi incelenmistir.
Amperometrik cevap ve S/B oran1 Sekil 3.1°de yer almaktadir. MB-Strep ile modifiye
edilmis niikleik asit biyosensorii ile elde edilen S/B oran1 29,30 iken, MB-Neut ile
hazirlanan niikleik asit biyosensoriin S/B orani 14,35 olarak bulunmustur. Her iki
fonksiyonlagtirllmig manyetik mikroboncuklar ile hazirlanan niikleik asit
biyosensoriin S/B orani incelendiginde MB-Strep ile hazirlananla daha yiiksek deger

elde edilmistir.
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Sekil 3.1. Manyetik mikroboncuklarin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etkisinin
karsilastirma grafigi.

3.1.2. Biotinlenmis RNA Prob Konsantrasyonun HPV16 DNA Sinyaline
Etkisinin Incelenmesi

5 pL MB-Strep mikroboncuklar yontem 2.9.2°de belirtildigi gibi yikanmustir.
MB-Strep yikandiktan sonra biyotin ile isaretli RNA (B-Cp-RNA) prob dizisinin MB-
Strep ylizeyine yontem 2.9.3’te anlatildigi gibi uygulanmis ve farkl
konsantrasyonlardaki B-Cp-RNA prob dizisinin optimizasyon ¢alismasi yapilmustir.
25 uL farkli konsantrasyonlardaki (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 pgmL™) B-Cp-RNA
probu 30 dk inkiibe edilmistir. 50 uLL PBS ile 2 defa mikroboncuklar yikandiktan sonra
25 uL PBS ve 1,0 nM hedef HPV16 DNA dizisi 30 dk inkiibasyon islemi yapilmistir.
50 uL BB ile 2 defa mikroboncuklar yikandiktan sonra 25 pL 2 pugmL™? anti-
DNA/RNA antikoru 15 dk inkiibasyon iglemi yapilmistir. Son olarak, 50 pL BB ile 2
defa MB-Strep yikandiktan sonra 25 pL. BB ile 1/1000 seyreltilmis AntilgG-HRP 15
dk inkiibasyonu yapilmstir. inkiibasyon islemi termal-calkalayicida 950 rpm, 37°C
sicaklikta gerceklesmistir.
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B&W tampon ¢ozeltisinde hazirlanmig farkli konsantrasyonlardaki B-Cp-RNA
prob dizisinin hedef DNA sinyali iizerine etkisi yontem 2.9.11°de anlatildigi gibi
incelenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki B-Cp-RNA prob dizisine karsilik elde

edilen amperometrik cevap ve S/B orami Sekil 3.2°de gosterilmistir.

MB-Strep mikroboncuklara 30 dk boyunca inkiibasyonu saglanmig farkli
konsantrasyondaki (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 pgmL™) B-Cp-RNA prob dizisinin
S/B orani sirasiyla; 1,20; 11,14; 7,20; 18,33; 35,17; 35,24 bulunmustur. Sekil 3.2 dekKi
verilere gore 0,25 pgmL™ B-Cp-RNA prob sinyali ile en iyi niikleik asit biyosensor

cevabi elde edilmistir.

4000

[ ]o.onmDNA

- — |35
3500 {HII 1.0 "M DNA
L 30
3000 -
L 25
2500 -
< L 20
< 2000 -
' - 15
1500 -
L 10
1000 -
500 - J
0 I_‘__

0.01 0.05

S/B

]
a1

]
o

B-Cp-RNA Konsantrasyonu, ugmL'1

Sekil 3.2. B-Cp-RNA prob konsantrasyonun kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki grafigi.

3.1.3.Biotinlenmis RNA Prob immobilizasyon Siiresinin HPVV16 DNA Sinyaline
Etkisinin Incelenmesi

MB-Strep yikandiktan sonra Biyotin ile isaretli RNA prob dizisinin MB-Strep
yiizeyine yontem 2.9.3’ te anlatildig1 gibi uygulanmis ve 0,25 ugmL™ B-Cp-RNA prob

dizisinin inkiibasyon siiresinin optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. 25 pL 0,25 pgmL~
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1 B-Cp-RNA probu farkli siirelerde (0; 15; 30; 45; 60; 90 dk) inkiibe edilmistir. 50 uL
PBS ile 2 defa mikroboncuklar yikandiktan sonra 25 uL. PBS ve 1,0 nM hedef HPV16
DNA dizisi 30 dk inkiibasyon islemi yapilmistir. 50 uL BB ile 2 defa MB-Strep
yikandiktan sonra 25 pL 2 pgmL? anti-DNA/RNA antikoru 15 dk boyunca
inkiibasyon islemi yapilmigtir. Son olarak, 50 pL BB ile 2 defa MB-Strep yikandiktan
sonra 25 pL BB ile 1/1000 seyreltilmis AntilgG-HRP 15 dk boyunca inkiibasyon
islemi yapilmustir. Inkiibasyon islemi termal-calkalayicida 950 rpm, 37°C sicaklikta
gerceklesmistir.

0,25 pgmL? B-Cp-RNA prob dizisinin MB-Strep yiizeyine farkli siirelerdeki
inkiibasyonu, hedef HPV16 DNA dizisinin sinyaline etkisi yontem 2.9.11°de
anlatildig1 gibi incelenmistir. Sekil 3.3’te verilen 0; 15 dk; 30 dk; 45 dk; 60 dk; 90 dk
inkiibasyon siireleri i¢in S/B oranlar1 sirasiyla 0,78; 29,4; 43,0;43,84; 33,55; 36,6
olarak bulunmusgtur. Elde edilen sonuglara gore 30 dk inkiibasyon siiresi B-Cp-RNA

probunun yiizeye immobilizasyonu i¢in yeterli olmustur.
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Sekil 3.3. B-Cp-RNA prob immobilizasyon siiresinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki
grafigi.
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3.1.4. Hedef HPV 16 DNA Dizi immobilizasyon Siiresinin Biyosensér Sinyaline
Etkisinin Incelenmesi

5 uL MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 0,25 pgmL™ B-Cp-RNA probu 30 dk
inkiibe edildikten sonra mikroboncuklar 2.9.4°te agiklanan yontem ile yikanmuistir.
MB-Strep yikandiktan sonra hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-RNA/MB-Strep
yiizeyine yontem 2.9.5’te anlatildig1 gibi uygulanmis ardindan PBS ve 1,0 nM hedef
HPV16 DNA dizisinin inkiibasyon siire optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. 25 pL
PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisinin farkli siirelerde (0; 15 dk; 30 dk; 45 dk;
60 dk; 90 dk) inkiibasyon islemi yapilmistir. 50 uLL BB ile 2 defa mikroboncuklar
yikandiktan sonra 25 pL 2 pgmL™ anti-DNA/RNA antikoru 15 dk inkiibasyon islemi
yapilmustir. Son olarak, 50 uLL. BB ile 2 defa mikroboncuklar yikandiktan sonra 25 uLL
BB ile 1/1000 seyreltilmis AntilgG-HRP 15 dk boyunca inkiibe edilmistir.

PBS ¢ozeltisinde hazirlanmis 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisinin B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine inkiibasyon siiresinin, hedef DNA sinyaline etkisi yontem
2.9.11°de anlatildig1 sekilde incelenmistir. Farkli HPV16 DNA inkiibasyon siirelerine
(0; 15; 30; 45; 60 dk) karsihik S/B orani sirasiyla 36,68; 40,83; 35,53; 29,26
bulunmustur. Sekil 3.4’teki verilere gore Hedef HPV16 DNA dizisinin yiizeye

immobilizasyonu i¢in 30 dk inkiibasyon siiresi yeterli olmustur.
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Sekil 3.4. Hedef HPV16 DNA immobilizasyon siiresinin biyosensor sinyaline etki grafigi.

3.1.5.DNA/RNA Antikor Konsantrasyonun DNA Sinyaline Etkisinin
incelenmesi

5 pL MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 30 dk 0,25 pgmL™ B-Cp-RNA probu
inkiibe edildikten sonra 30 dk boyunca PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-
Cp-RNA/MB-Strep yiizeyine immobilize edilmistir. MB-Strep mikroboncuklar
Yontem 2.9.6°da acgiklandigi sekilde yikandiktan sonra anti-DNA/RNA antikoru
Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep yiizeyine yontem 2.9.7” de anlatildig1 gibi
uygulanmis ve farkli konsantrasyonlardaki anti-DNA/RNA antikor optimizasyon
calismasi yapilmustir. 25 pL farkli konsantrasyonlardaki (0; 0,25; 0,5; 2; 4 ngmL™)
anti-DNA/RNA antikoru 15 dk boyunca inkiibasyon igslemi yapilmigtir. Son olarak, 50
uL BB ile 2 defa MB-Strep yikandiktan sonra 25 uL BB ile 1/1000 seyreltilmis
AntilgG-HRP 15 dk inkiibasyon islemi yapilmustir.

BB c¢o6zeltisinde hazirlanmis farkli  konsantrasyonlardaki anti-DNA/RNA
antikorunun, hedef DNA sinyaline etkisi yontem 2.9.11°’de anlatildigi sekilde
incelenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki anti-DNA/RNA antikoruna karsilik elde
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edilen amperometrik cevap ve S/B orani Sekil 3.5’te gosterilmistir. Farkl
konsantrasyondaki (0; 0,25; 0,5; 2; 4 ngmL™) anti-DNA/RNA antikoruna karsilik S/B
orani sirasiyla; 1,09; 11,68; 20,88; 40,47; 38,73 bulunmustur. Sekil 3.5’teki verilere
gore 2 pgmL ™ anti-DNA/RNA sinyali ile en iyi niikleik asit biyosensor cevabi elde

edilmistir.
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Sekil 3.5. DNA/RNA antikor konsantrasyonun kontrol ve HPVV16 DNA sinyaline etki
grafigi.

3.1.6.DNA/RNA Antikor immobilizasyon Siiresinin HPV16 DNA Sinyaline
Etkisinin Incelenmesi

5 uL MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 30 dk 0,25 ugmL™ B-Cp-RNA probu
inkiibe edildikten sonra 30 dk PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine immobilize edilmistir. Mikroboncuklar yikandiktan sonra
anti-DNA/RNA antikoru Hedef HPVV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep yiizeyine yontem
2.9.7°de anlatildig1 gibi uygulanmis ve 2 ugmL™® DNA/RNA antikorunun inkiibasyon
siiresinin optimizasyon ¢alismasi yapilmustir. 25 pL 2 pgmL? anti-DNA/RNA farkli
stirelerde (15; 30; 45; 60 dk) inkiibasyon islemi yapilmistir. Son olarak, 50 pL BB ile
2 defa MB-Strep yikandiktan sonra 25 pL. BB ile 1/1000 seyreltilmis AntilgG-HRP 15
dk inkiibasyon islemi yapilmustir. Inkiibasyon islemi termal-galkalayicida 950 rpm,
37°C sicaklikta gergeklesmistir.
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2 ngmL* DNA/RNA antikorunun Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep
yiizeyine farkli siirelerdeki inkiibasyonun, hedef DNA sinyaline etkisi yontem
2.9.11°de anlatildig1 gibi incelenmistir. Sekil 3.6” da verilen 15 dk; 30 dk; 45 dk; 60
dk inkiibasyon siireleri i¢in S/B oranlari sirasiyla 57,60; 41,63; 37,6; 40,0 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore 15 dk inkiibasyon siiresi DNA/RNA

antikorunun yiizeye immobilizasyonu i¢in yeterli olmustur.
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Sekil 3.6. DNA/RNA antikor immobilizasyon siiresinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline
etki grafigi.

3.1.7.Enzim Etiket Seciminin Incelenmesi

5 uL MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 30 dk 0,25 pgmL™ B-Cp-RNA probu
inkiibe edildikten sonra 30 dk PBS ve 0,1 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine immobilize edilmistir. Ardindan, 15 dk 2 pgmL?
DNA/RNA antikoru Hedef HPVV16 DNA /B-Cp-RNA/MB-Strep ylizeyine immobilize
edilmistir. MB-Strep mikroboncuklar 2.9.8’de agiklanan yontem ile yikandiktan sonra
enzim etiket se¢imi i¢in yontem 2.9.9°da anlatildig1 gibi farkli enzim etiketleri ile

optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Son olarak, 25 pL farkli enzim etiketleri (Protein
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A-HRP, Prot A-Poly-HRP 40, Prot A-Poly-HRP80, AntilgG-HRP ve Histostar) 15 dk

boyunca inkiibasyon islemi yapilmustir.

BB ¢0zeltisinde hazirlanmus farkli enzim etiketlerinin, hedef HPV16 DNA

sinyaline etkisi yontem 2.9.11’de anlatildig1 sekilde incelenmistir. Enzim etiketlerine

karsilik elde edilen amperometrik cevap ve S/B orani Sekil 3.7°de gosterilmistir. Farkl
enzim etiketlerine (Protein A-HRP, ProtA-Poly-HRP40, ProtA-Poly-HRP80, antilgG-
HRP ve Histostar) karsilik S/B orami sirasiyla; 1,96; 5,71; 25,4; 9,57; 29,36

bulunmustur. Sekil 3.7°deki verilere gore antilgG-HRP sinyali ile en iyi niikleik asit

biyosensor cevabi elde edilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli enzim etiketlerinin kontrol ve HPVV16 DNA sinyaline etki grafigi.

3.1.8. AntilgG-HRP ve Prot-A-Poly-HRP80 Enzim Etiketlerinin Karsilastirilmasi

AntilgG-HRP ve Prot-A-Poly-HRP80 enzim etiketleri ile gelistirilen niikleik asit

biyosensorlerin  birbirine

yakin

S/B  degerleri

konsantrasyonlarda Hedef HPV16 DNA dizisi

elde edildigi

icin

farklt

icin kalibrasyon denklemi

olusturulmustur. Egim degerleri de birbirine yakin ¢ikmistir fakat Prot A-Poly-HRP80
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enzim etiketi ile kontrol sinyal degeri yiiksek ¢iktigi i¢in AntilgG-HRP ile devam

edilmistir.
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Sekil 3.8. AntilgG-HRP ve Prot-A-Poly-HRP80 enzim etiketleri ile gelistirilen niikleik asit
biyosensorlerin kalibrasyon egrilerinin karsilastirilmasi.

3.1.9.Enzim Etiketi Konsantrasyonun HPV16 DNA Sinyaline EtkKisinin
incelenmesi

5 uL MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 30 dk 0,25 ugmL™ B-Cp-RNA probu
inkiibe edildikten sonra 30 dk PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine immobilize edilmistir. Mikroboncuklarin yikama isleminin
ardindan 15 dk 2 pgmL! DNA/RNA antikoru, Hedef HPV16 DNA /B-Cp-RNA/MB-
Strep ylizeyine immobilize edilmistir. Mikroboncuklar yikandiktan sonra BB ile
seyreltilmis AntilgG-HRP enzim etiketi, anti-DNA/RNA/Hedef HPVV16 DNA/B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine yontem 2.9.9’da anlatildigi gibi uygulanmis ve farkli
seyrelme oranlart ile AntilgG-HRP enzim etiket optimizasyon ¢alismasi yapilmistir.
25 uL farkli AntilgG-HRP enzim etiketi seyrelme oranlari (1/100; 1/250; 1/500;
1/1000; 1/2500; 1/5000; 1/10000) ile 15 dk boyunca inkiibasyon islemi yapilmuistir.
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Son olarak, yontem 2.9.10°da anlatildig1 gibi 50 uL BB ile 2 defa mikroboncuklar

yikanmistir.

AntilgG-HRP enzim etiketi seyrelme orani, hedef HPVV16 DNA sinyaline etkisi
yontem 2.9.11°de anlatildig1 sekilde incelenmistir. Farkli seyrelme oranlarindaki
AntilgG-HRP enzim etiketi kullanilarak kontrol ve 1,0 nM hedef DNA sinyallerini ve
S/B oranlarimi gosteren grafik Sekil 3.9’da verilmistir. Farkli seyrelme oranlarindaki
(1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2500, 1/5000, 1/10000) AntilgG-HRP enzim etiketine
karsilik S/B orani sirasiyla 5,70; 17,60; 27,53; 56,30; 56,32; 53,17; 51,15 bulunmustur.
Sekil 3.9°daki verilere gore 1/1000 antilgG-HRP enzim etiketi sinyali ile en iyi niikleik

asit biyosensor cevabi elde edilmistir.
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Sekil 3.9. AntilgG-HRP seyrelme oranlarinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki grafigi.

3.1.10. Enzim Etiketinin Immobilizasyon Siiresinin DNA Sinyaline Etkisinin
Incelenmesi

5 uL MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 30 dk 0,25 ugmL™* B-Cp-RNA probu
inkiibe edildikten sonra 30 dk PBS ve 1,0 nM Hedef HPVV16 DNA dizisi B-Cp-
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RNA/MB-Strep yiizeyine immobilize edilmistir. Ardindan, 15 dk 2 pgmL?
DNA/RNA antikoru, Hedef HPV16 DNA /B-Cp-RNA/MB-Strep yiizeyine
immobilize edilmistir. MB-Strep mikroboncuklar yikandiktan sonra BB ile 1/1000
oraninda seyreltilmis AntilgG-HRP enzim etiketi, anti-DNA/RNA/Hedef HPV16
DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep yiizeyine yontem 2.9.9” da anlatildig1 gibi uygulanmis ve
AntilgG-HRP inkiibasyon siiresinin optimizasyon calismasi yapilmistir. Son olarak,
yontem 2.9.10°da anlatildig1 gibi 50 uL BB ile 2 defa MB-Strep yikanmuistir.

AntilgG-HRP enzim etiketinin, anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 DNA/B-Cp-
RNA/MB-Strep yiizeyine farkli siirelerdeki inkiibasyonun, hedef HPV16 DNA
sinyaline etkisi yontem 2.9.11°de anlatildig1 gibi incelenmistir. Sekil 3.10” da verilen
15 dk; 30 dk; 45 dk; 60 dk inkiibasyon siireleri i¢in S/B oranlari sirasiyla 41,67; 52,91;
50,95; 29,65 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gére 30 dk inkiibasyon siiresi

AntilgG-HRP enzim etiketinin yiizeye immobilizasyonu i¢in yeterli olmustur.
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Sekil 3.10. AntilgG-HRP inkiibasyon siiresinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki
grafigi.
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3.1.11. Elektrokimyasal Niikleik Asit Biyosensor Protokoliiniin DNA Sinyaline
Etkisinin incelenmesi

Niikleik asit biyosensoriin gerekli optimizasyon caligmalari tamamlandiktan

sonra protokol basamaklarinin optimizasyon calismalar1 yapilmistir. Protokoller,

Tablo 3.1° de agiklanmaktadir.

Cizelge 3.1.Niikleik asit biyosensor protokollerinin DNA sinyaline etkisinin incelenmesi.

B-Cp-RNA, Hedef HPV16 DNA anti-DNA/RNA | AntilgG-HRP
Protokol — .antikoru )
(In kupasyon (inkiibasyon siiresi 30 dk) (Inkiibasyon (Inkiibasyon
Siiresi 30dk) siiresi 30 dk) | siiresi 30 dk)
3 0nM 2 pgmL? 1/1000
1nM (30 dk) (30 dk)
0 nM + 2 pgmL? (30 dk) 1/1000
2A 30 dk
1nM +2 pgmL (30 dk) (30dk)
0,25 uM
- 0nM 2 ugmL1+1/1000
1nM (30 dk)
0 NM + 2 pgmL1+1/1000 (30 dk)
1
1 nM + 2 pgmL-1+1/1000 (30 dk)

Niikleik asit biyosensoriin HPV16 DNA, anti-DNA/RNA antikoru, AntilgG-
HRP enzim etiketi konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinin optimizasyon c¢alismalari
Protokol 3 ile yapilmigtir. MB-Strep mikroboncuk yiizeyine 30 dk boyunca 0,25
ugmL™ B-Cp-RNA probu inkiibe edildikten sonra protokol optimizasyon calismasi
yapilmistir. Ug basamakli protokolde (Protokol 3) sirasiyla HPV16 DNA, anti-
DNA/RNA antikoru ve AntilgG-HRP enzim etiketi ylizeye immobilize edilmistir. 2A
basamakli protokolde (Protokol 2A) 6ncelikle hedef HPV16 DNA ve anti-DNA/RNA
antikor karigimi, ardindan AntilgG-HRP enzim etiketi yilizeye immobilize edilmistir.
2B basamakli protokolde (Protokol 2B) oncelikle HPV16 DNA, ardindan anti-
DNA/RNA antikoru ve AntilgG-HRP enzim etiket karigimi yiizeye immobilize
edilmistir. 1 basamakli protokolde (Protokol 1) HPV16 DNA, anti-DNA/RNA
antikoru ve AntilgG-HRP enzim etiket karisimi tek bir immobilizasyon ile yiizeye
tutturulmustur.
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Uygulanan protokoliin, hedef HPV16 DNA sinyaline etkisi yontem 2.9.11°de
anlatildigr gibi incelenmistir. Sekil 3.11” de verilen Protokol 3; Protokol 2A, Protokol
2B ve Protokol 1 i¢in S/B oranlan sirasiyla 65,48; 26,78; 96,30; 54,15 olarak
bulunmustur. Sonuglara gore Protokol 2B ile en iyi niikleik asit biyosensor cevabi elde

edilmistir.

16000 {L_]0.0 nM DNA
B 1.0 nM DNA 100
14000 4 /'\
\
12000 4 /
/ 80
\
10000 - / N
E ] / \ %
+ 80001 / \ 60
6000 - /
\ /
4000 4 \ 40
\
2000 - \
0 20
3 2A 2B 1

Sekil 3.11. Niikleik asit biyosensor protokollerinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki
grafigi.

3.1.12. Anti-DNA/RNA Antikoru ve Enzim Etiket Karisimi Immobilizasyon
Siiresinin DNA Sinyaline Etkisinin Incelenmesi

Bolim 3.1.11°de verilen bulgulara gore protokol 2B ile en iyi niikleik asit
biyosensorii elde edilmistir. Manyetik mikroboncuk yiizeyine 0,25 pgmL™ b-Cp-RNA
probu 30 dk immobilize edildikten sonra Protokol 2B’ e gére nce Hedef HPV16 DNA
dizisi 30 dk immobilize edilmistir. Ardindan 2 ugmL™ anti-DNA/RNA antikoru ve
1/1000 AntilgG-HRP enzim etiket karisimi inkiibasyon siiresi optimizasyon ¢alismasi

yapilmustir.

79



2 pgmL? anti-DNA/RNA antikoru ve 1/1000 AntilgG-HRP enzim etiket
karisiminin MB-Strep yiizeyine farkli siirelerdeki inkiibasyonun, hedef DNA sinyaline
etkisi yontem 2.9.11°de anlatildig1 gibi incelenmistir. Sekil 3.12” de verilen 15 dk; 30
dk; 45 dk; 60 dk inkiibasyon siireleri i¢cin S/B oranlar1 sirasiyla 102,90; 106,76; 88,85;
76,90 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gére 30 dk inkiibasyon siiresi anti-
DNA/RNA antikoru ve AntilgG-HRP enzim etiketi karisiminin  yiizeye

immobilizasyonu i¢in yeterli olmustur.
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Sekil 3.12. DNA/RNA antikoru ve enzim etiket karisiminin inkiibasyon siiresinin kontrol ve
HPV16 DNA sinyaline etki grafigi.

3.1.13. Hedef DNA i¢in Niikleik Asit Biyosensorii ile Yapilan Analiz
Calismalarina liskin Bulgular

Niikleik asit biyosensOriinlin her asamasi i¢in optimizasyon c¢aligsmalari
gerceklesmistir. Elde edilen optimum niikleik asit biyosensorii su sekilde
tasarlanmistir: 5 pL Manyetik mikroboncuk yiizeyine 0,25 pgmL™ b-Cp-RNA probu
30 dk immobilize edildikten sonra Protokol 2B’ e gore 6nce Hedef HPV16 DNA dizisi
30 dk immobilize edilmistir. Ardindan 2 pgmL™ anti-DNA/RNA antikoru ve 1/1000
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AntilgG-HRP enzim etiketi karigimi 30 dk immobilize edilmistir. Her asama arasinda

manyetik mikroboncuklar yikanmustir.

Elde edilen optimum verilere gore gelistirilen niikleik asit biyosensorii hedef
HPV 16 DNA’nin tayini i¢in uygulanmistir. Hedef DNA 0,002-0,5 nM derisim
araliginda dogrusal bir egri gostermistir. Amperometrik teknik ile hedef HPVV16 DNA
derisimi — sinyal arasinda elde edilen dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 degeri

asagidaki gibidir:
ip (NA)=17521C (nM)- 14,877; r = 0,999 (n=9)
9 farkli konsantrasyon degerlerinin amperometrik yontem ile l¢timleri alinarak
hedef HPV 16 DNA icin elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 3.13’te ve

amperogramlar Sekil 3.14’te verilmistir.
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Sekil 3.13. Hedef HPV 16 DNA ig¢in elde edilen kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 3.14. Farkli konsantrasyonlarda Hedef HPV 16 DNA i¢in elde edilen amperogramlar.
Amperometri teknigi ile elde edilen veriler kullanilarak kalibrasyon egrisine ait

regresyon analizi sonuglar1 ve hesaplanan validasyon parametreleri Cizelge 3.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.2. Hedef HPV 16 DNA i¢in elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuclar1 ve gerekli validasyon parametreleri

Amperometri
Dogrusal Araligi(nM) 0,002-0,5 nM
Egim (nA M) 17521
Kesisim(nA) -14,877
Korelasyon Katsayisi 0,999
Egimin Standart Hatas1 430,67
Kesisimin Standart Hatasi 82,63
Yakalama Siniri(nM) 0,000519
Tayin Alt Siniri(nM) 0,001731
Akimin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) 7,99
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Yakalama sinirt 3 ss/m ve tayin alt sinir1 10 ss/m formiilleri ile hesaplanmistir
(Ozkan, 2012). Formiillerde bulunan ss, kontrol sinyallerinden elde edilen on tekrarli
Olclimiin standart sapmasini, m ise kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir.
Yakalama sinir1 ve tayin alt sinir degerleri de sirasiyla 0,519 pM ve 1,731 pM olarak

hesaplanmustir.

3.1.14. Hedef DNA icin Niikleik Asit Biyosensorii ile Yapilan Stabilitesinin
Calismalarina iliskin Bulgular

Bu calismada, gelistirilen niikleik asit biyosensoriiniin stabilitesinin incelenmesi
icinl.,4.,7.,14.,21.,28. giinlerde 0,1 nM Hedef HPVV16 DNA dizisinin amperometrik
cevaplari elde edilmistir. Elde edilen verilere gore stabilite calismasi Sekil 3.15°te

verilmistir.
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Sekil 3.15. Gelistirilen niikleik asit biyosensoriin stabilitesi.
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3.2. GFAP Tespiti icin Antikor/Antijen Bazh Biyosensér (Immiinosensor)
Gelistirilmesine Dayali Elde Edilen Bulgular

3.2.1.CAb Antikor Konsantrasyonunun GFAP Sinyaline Etkisinin Incelenmesi

Karboksil gruplu manyetik mikroboncuklar (MB-COOH), oncelikle santrifiij
mikrotiip icerisinde yontem 2.10.1°de anlatildig1 gibi yikanmistir. MB-COOH, MES
coOzeltisi ile yikandiktan sonra karboksil gruplarinin aktive edilmesi i¢in ydntem
2.10.2.°de anlatildigi gibi EDC/sulfo-NHS karisim ¢o6zeltisine 35 dk maruz
birakilmistir. 50 pL MES ile 2 defa MB-COOH yikandiktan sonra farkli
konsantrasyonlardaki CAb ¢ozeltisinin optimizasyon ¢aligmasi yapilmistir. 25 pL
farkli konsantrasyonlardaki (0; 10; 25; 50 pgmL™) CAb ¢ézeltisi 15 dk yiizeye inkiibe
edilmistir. Sonra yiizeyin bloke edilebilmesi i¢in 1 M etanolamin ¢o6zeltisi ile 60 dk
inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH mikroboncuklar TRIS-HCI ve PBS ile yikandiktan
sonra GFAP/btn-DADb antikor karigim ¢ozeltisiyle 60 dk inkiibe edilmistir. 50 L BB
ile 2 defa MB-COOH mikroboncuklar yikandiktan sonra BB ile seyreltilmis 1/250
Strep-HRP ¢ozeltisi ile 60 dk inkiibasyon islemi yapilmistir. Inkiibasyon islemi termal-
calkalayicida 950 rpm, 25°C sicaklikta gerceklesmistir.

GFAP standartinin sinyali iizerine farkli konsantrasyondaki CAb ¢6zeltisinin
etkisi yontem 2.10.4’te anlatildig1 gibi incelenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki CAb
cozeltisine karsilik elde edilen amperometrik cevap ve S/B orani Sekil 3.16°da yer
almaktadir. MB-COOH mikroboncuklara 15 dk boyunca inkiibasyonu saglanmis farkl
konsantrasyondaki (0; 10; 25; 50 ugmL?) CAb ¢dzeltisinin S/B orani sirastyla; 0,89;
1,29; 2,60; 2,60 bulunmustur. Sekil 3.16°daki verilere gére 25 pgmL™ CAb sinyali ile

en iyl immunosensor cevabi elde edilmistir.
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Sekil 3.16. CAb antikor konsantrasyonun kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.

3.2.2.CAb Antikorunun Inkiibasyon Siiresinin GFAP Sinyaline Etkisinin
Incelenmesi

MB-COOH mikroboncuklar yikanip ve aktive edildikten sonra CAb ¢ozeltisi
MB-COOH yiizeyine yontem 2.10.4’ te anlatildig1 gibi uygulanmis ve 25 pgmL™* CAb
inkiibasyon siiresinin optimizasyon calismasi yapilmistir. 25 puL 25 ugmL™* CAb
cozeltisi farkl siirelerde (15 dk; 30 dk; 60 dk; 90 dk) inkiibasyon iglemi yapilmistir.
CAb/MB-COOH mikroboncuklarin yiizeyi bloke edilip, yikandiktan sonra GFAP/btn-
DAb  antikor karisim  ¢Ozeltisi  ylizeye immobilize  edilmistir.  Btn-
DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yiizeyi yikandiktan sonra Strep-HRP immobilize
edilmistir. Inkiibasyon islemi termal-calkalayicida 950 rpm, 25°C sicaklikta
gerceklesmistir.

25 ugmL? CAb ¢bzeltisinin, MB-COOH yiizeyine farkli siirelerdeki
inkiibasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi yontem 2.10.4’te anlatildigi gibi
incelenmistir. Sekil 3.17” de verilen 15 dk; 30 dk; 60 dk; 90 dk inkiibasyon siireleri
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icin S/B oranlart sirasiyla 2,44; 1,63; 1,06; 1,03 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglara gore 15 dk inkiibasyon siiresi CAb’1n yiizeye immobilizasyonu i¢in yeterli

olmustur.
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Sekil 3.17. CADb antikor inkiibasyon siiresinin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.

3.2.3.Protokollerin GFAP Sinyaline Etkisinin Incelenmesi

MB-COOH mikroboncuklar yikanip ve aktive edildikten sonra 25 ugmL™* CAb
cozeltisi MB-COOH yiizeyine 15 dk inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH
mikroboncuklarin yiizeyi bloke edilip, yikandiktan sonra protokol optimizasyon
calismasi yapilmistir. GFAP immunosensoriin CAb, GFAP, btn-DAb, Strep-HRP
konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinin optimizasyon caligmalarina ait veriler
Protokol 3’ e gre yapilmistir. Ug basamakl1 protokolde (Protokol 3) sirastyla GFAP,
btn-DAb ve Strep-HRP yiizeye immobilize edilmistir. 2B basamakli protokolde
(Protokol 2B) oncelikle GFAP standartt ve btn-DADb karisimi, ardindan Strep-HRP
yiizeye immobilize edilmistir. 2A basamakli protokolde (Protokol 2A) o6ncelikle
GFAP, ardindan btn-DAb ve Strep-HRP karisimi yiizeye immobilize edilmistir. 1
basamakli protokolde (Protokol 1) GFAP, btn-DAb ve Strep-HRP karisimi tek bir

immobilizasyon basamagi ile yiizeye tutturulmustur.
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Uygulanan protokoller, Cizelge 3.3’te Ozetlenmistir. Sekil 3.18’de verilen
Protokol 3; Protokol 2A, Protokol 2B ve Protokol 1 igin S/B oranlari sirastyla 0,90;

2,5; 3,2; 2,8 olarak bulunmustur. Sonuglara gére Protokol 2B ile en iyi immiinosensor

cevabi elde edilmistir.

Cizelge 3.3. Immiinosensor protokollerinin GFAP sinyaline etkisinin incelenmesi.

CAb GFAP standarti Btn-DAb Strep-HRP
Protokol inkii . P P
(In kitbasyon (Inkiibasyon siiresi 30 dk) (Inkiibasyon (Inkiibasyon
Siiresi 30dk) siiresi 30 dk) | siiresi 30 dk)
3 0 ngmL? 0,50 ugmL* 1/1000
7.8 ngmL-! (30 dk) (30 dk)
N 0ngmL™ + 0,50 ugmL* (30 dk) 1/1000
7,8 ngmL + 0,50 pgmL* (30 dK) (30 dk)
25 ugmL?
" 0 ngmL? 0,50 ugmL*+1/1000
7,8 ngmL*! (30 dk)
) 0 ngmL™ GFAP + 0,50 pgmL1+1/1000 (30 dk)
7,8 ngmL GFAP + 0,50 pgmL=+1/1000 (30 dk)

1000 5

800 - w)

600 - _ - ’ L 3

| . P
g S - o
N n
400 - -2
\
\
200 - . L1
0 -0

Sekil 3.18. Immiinosensér protokollerinin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.

2A 2B
Protokol
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3.2.4.Btn-DAb Konsantrasyonun GFAP Sinyaline Etkisinin incelenmesi

MB-COOH mikroboncuklar yikanip ve aktive edildikten sonra 25 pgmL™ CAb
¢ozeltisi MB-COOH vyiizeyine 15 dk inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH
mikroboncuklarin yiizeyi bloke edilip, yikandiktan sonra GFAP/ btn-DAb karisim
¢ozeltisi farkli konsantrasyonlarda btn-DAb (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 ugm L) optimizasyon
calismalar1 yapilmistir. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yiizeyi yikandiktan sonra
Strep-HRP immobilize edilmistir. inkiibasyon islemi termal-¢alkalayicida 950 rpm,
25°C sicaklikta gergeklesmistir.

Btn-DAb  ¢ozeltisinin ~ MB-COOH  mikroboncuk  yiizeyine  farkli
konsantrasyonlardaki inkiibasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi incelenmistir.
Sekil 3.19° da verilen 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 ugmL™? btn-DAb konsantrasyonu igin S/B
oranlari sirastyla 2,74; 3,18; 1,94; 1,88 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore
0,25 pgmL? btn-DAb konsantrasyonu btn-DAb’m yiizeye immobilizasyonu igin

yeterli olmustur.
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Sekil 3.19. Btn-DADb antikor konsantrasyonun kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.
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3.2.5.[GFAP]+ [Btn-DAD] Inkiibasyon Siiresinin GFAP Sinyaline Etkisinin
Incelenmesi

MB-COOH mikroboncuk yikanip ve aktive edildikten sonra 25 pgmL™* CAb
cozeltisi MB-COOH yiizeyine 15 dk inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH
mikroboncuklarin yiizeyi bloke edilip, yikandiktan sonra GFAP/btn-DAb karisim
coOzeltisi farkli stirelerde (15, 30, 45, 60, 90, 120 dk) optimizasyon calismalari
yapilmistir. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yiizeyi yikandiktan sonra Strep-HRP
immobilize edilmistir. Inkiibasyon islemi termal-calkalayicida 950 rpm, 25°C

sicaklikta gerceklesmistir.

Btn-DAb/GFAP karisim ¢6zeltisinin MB-COOH mikroboncuk yiizeyine farkli
stirelerdeki inkiibasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi gibi incelenmistir. Sekil
3.20° de verilen 15, 30, 45, 60, 90, 120 dk inkiibasyon siireleri i¢in S/B oranlar1
strastyla 2,02; 3,17; 3,35; 6,75; 4,0; 3,2 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclara gére
btn-DAb/GFAP karisim ¢6zeltisinin 60 dk immobilizasyon siiresi yeterli olmustur.
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Sekil 3.20. [GFAP]+ [Btn-DAb] inkiibasyon Siiresinin kontrol ve GFAP sinyaline etki
grafigi.
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3.2.6.Strep-HRP Seyreltme Oraninin GFAP Sinyaline Etkisinin Incelenmesi

MB-COOH mikroboncuk yikanip ve aktive edildikten sonra 25 pgmL™ CAb
cozeltisi MB-COOH yiizeyine 15 dk inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH
mikroboncuklarin yiizeyi bloke edilip, yikandiktan sonra GFAP/btn-DAb karisim
cozeltisi 60 dk inkiibe edilmistir. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yiizeyi
yikandiktan sonra Strep-HRP immobilize edilmistir ve farkli konsantrasyonlarda
Strep-HRP (1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 1/2500) optimizasyon ¢alismalari
yapilmustir. Inkiibasyon islemi termal-galkalayicida 950 rpm, 25°C sicaklikta
gerceklesmistir.

Strep-HRP  ¢ozeltisinin -~ Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH  mikroboncuk
yiizeyine farkli konsantrasyonlardaki inkiibasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi
incelenmistir. Sekil 3.21° de verilen BB ile seyreltilmis 1/100; 1/250; 1/500; 1/1000;
1/2500 btn-DAb konsantrasyonu igin S/B oranlari sirasiyla 1,75; 6,08; 3,93; 3,18; 2,94
olarak bulunmustur. BB ile seyreltilmis 1/250 Strep-HRP ¢ozeltisi ile en iyi sonug elde

edilmistir.
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Sekil 3.21. Strep-HRP seyreltme oraninin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.
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3.2.7.Strep-HRP Inkiibasyon Siiresinin GFAP Sinyaline Etkisinin incelenmesi

MB-COOH mikroboncuk yikanip ve aktive edildikten sonra 25 pgmL™* CAb
cozeltisi MB-COOH yiizeyine 15 dk inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH
mikroboncuklarin yiizeyi bloke edilip, yikandiktan sonra GFAP/btn-DAb karisim
cozeltisi 60 dk inkiibe edilmistir. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yiizeyi
yikandiktan sonra Strep-HRP inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Inkiibasyon

islemi termal-galkalayicida 950 rpm, 25°C sicaklikta gergeklesmistir.

Strep-HRP  ¢6zeltisinin -~ Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH  mikroboncuk
yizeyine farkli siirelerdeki inkiibasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi
incelenmistir. Sekil 3.22” de verilen 15, 30, 45, 60, 90 dk inkiibasyon siireleri i¢in S/B
oranlar1 sirasiyla 7,97; 6,75; 9,71; 13,67; 9,97 olarak bulunmustur. Elde edilen

sonuclara gore Strep-HRP ¢ozeltisinin 60 dk immobilizasyon siiresi yeterli olmustur.
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Sekil 3.22. Strep-HRP Inkiibasyon Siiresinin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.
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Cizelge 3.4. Test edilen ¢alisma aralig1 ve segilen deger ¢izelgesi.

Parametreler Calisma Arahgi Secilen deger
CAb konsantrasyonu, pg mL* 0-50 25
CAb inkiibasyon siiresi, dk 15-90 15
Protokol 1-3 2B
GFAP/btn-DADb karigim inkiibasyon siiresi, dk 15-120 60
Btn-DAb konsantrasyonu, ug mL* 0,1-1,0 0,25
Strep-HRP seyrelme orani 1/50-1/2500 1/250
Strep-HRP inkiibasyon siiresi, dk 15-120 60

Bu deneysel parametreler icin test edilen ¢alisma araligi ve her parametre i¢in en

uygun deger Cizelge 3.4’te verilmistir.

3.2.8.GFAP Icin immunosensér ile Yapilan Analiz Cahsmalarma iliskin
Bulgular

Elde edilen sinyal ile GFAP standart konsantrasyonu arasinda 0,24 — 31,6 ng
mL? araliginda dogrusal bir kalibrasyon grafigi (r = 0,999) gézlemlenmistir. Egim ve

kesisim degerleri sirasiyla 45 + 2 nA mL ng™ ve 114 + 28 nA olarak bulunmustur.

TS ve TAS, sirasiyla 3sb/m ve 10sb/m esitliklerine gore hesaplanarak bulunur;
standart sapma (ss), GFAP yoklugunda 10 amperometrik 6lgiim ile hesaplanirken, m

lineer denklemin egimine esittir.

Buna gore elde edilen TS ve TAS degerleri sirasiyla 67 pg mL™ ve 203 pg mL™!
olarak bulunmustur. Plazmada GFAP, Alzheimer patolojisini tespit eder ve hafif
bilissel bozuklugu olan hastalarda gelecekte Alzheimer demansina iliskin 6ngorii

sunmaktadir (Teitsdottir ve ark., 2021).
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Elde edilen duyarlilik, Hafif Bilissel Bozukluk (MCI)-AD durumunda plazmada
54,1 pg mL? bir esik degeri belirlenmis olan GFAP’ 1 ayirt etmek igin yeterli degildir
(Cicognola ve ark., 2021). Bununla birlikte, bu tip hastalarin omurilik sivis1 analiz
edilerek 1 ng mLin iizerindeki konsantrasyonlarm immiinoplatform ile ayirt
edilebildigi rapor edilmistir. Ulasilan TS'nin, Travmatik beyin hasar1 (TBI) olusan
hastalardan alinan serumda GFAP i¢in bulunan esik degerinden (1.5 ug mL?) yaklagik
alt1 kat daha kii¢iik olmasi dikkat ¢ekicidir (Pelika ve ark., 2004).

Immunosensériin tekrarlanabilirligi, 7,8 ng mL™ GFAP i¢in ayni giin icerisinde
ayni sekilde 7 farkli immiinoplatformun amperometrik cevaplarindan elde edilen bagil
standart sapma (BSS) degeri ile incelenmistir. Elde edilen BSS degeri, %8,2,

gelistirilen immunosensoriin kabul edilebilir tekrarlanabilirligini dogrulamastir.
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Sekil 3.23. GFAP biyobelirteci i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusu ve farkl
konsantrasyonlarda GFAP i¢in elde edilen amperogramlar

3.2.9. Stabilite Cahismasi

GFAP i¢in immunosensoOriin stabilite calismasi, MB-COOH mikroboncuk
yikanip ve aktive edildikten sonra 25 pgmL™ CAb ¢ozeltisi MB-COOH yiizeyine 15
dk inkiibe edilmistir. CAb/MB-COOH mikroboncuklarin ylizeyi bloke edilip,
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yikandiktan sonra CAb/MB-COOH immunokonjugatlar1 0,01 mol L't PBS pH 7,5'te
hazirlanarak, 4 ©°C'de buzdolabinda muhafaza edilmistir. CAb/MB-COOH
immiinokonjugatlari stabilite ¢calismasimin yapildigi belli giinlerde 0 ve 7,8 ng mL™*
GFAP/ 0,25 pugmL™? DAb karisim ¢ozeltisi yiizeye 60 dk immobilize edilmistir.
Ardindan 1/250 Strep-HRP ¢ozeltisi yiizeye 60 dk immobilize edilmistir. Inkiibasyon
islemi termal-galkalayicida 950 rpm, 25°C sicaklikta gergeklesmistir. 12 giin boyunca
elde edilen amperometrik sinyaller i¢in 6l¢iilen S/B orani degeri acgisindan anlamli bir
fark elde edilmemistir. Boylece daha o©nceden hazirlanan CAb/MB-COOH

immunokonjugatlari, analiz giinii daha kisa siirede cevap alinmasina imkan saglar.

10

———————————————————————— +3S

S/B

0 Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v Ll

0 2 4 6 8 10 12
Gunler

Sekil 3.24. GFAP immunosensorii i¢in stabilite ¢aligmasi.

3.2.10. Secicilik Calismasi

Gelistirilen imminosensoriin, insan viicudundaki sivilarda bulunan bazi
potansiyel girisim yapabilen maddeler varliginda GFAP sinyali incelenmistir. 5 mg
mL? insan serum albiimini (HSA), 10 mg mL ~ bovin serumu albiimin (BSA), 10 ng
mL ! S100 kalsiyum baglayic1 protein B (S1008), 5 mg mL* hemoglobin (Hb) ve 0,01

mg mL %, 0,1 mg mL ! ve 1,0 mg mL ! insan immiinoglobulin (hIgG) yoklugunda ve
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varliginda yapilan 0,0 (B) ve 7,8 ng mL ! GFAP standartlar1 i¢in amperometrik sinyal
elde edilmistir.
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Sekil 3.25. Gelistirilen immiinoplatformun amperometrik cevaplari ((A) GFAP standart (B)
10 mg mL1BSA, (C) 10 ng mL* S1008, (D) 5 mg mL* HSA, (E) 0,01 mg mL%, (F) 0,1 mg
mL?, (G) 1,0 mg mL* higG ve (H) 5 mg mL* Hb.)

GFAP i¢in gelistirilen immunosensdrlerin diger interferans maddeleri varliginda
tespit edilmesi miimkiin olmasina ragmen hem hlgG (G cubuklari) hem de Hb (H
cubuklari) varliginda S/B oranimmi 6nemli 6lgiide degistirmistir. hlgG varliginda,
yabanci immiinoglobulinlerin Fc kismindaki epitoplar1 baglayabilen hayvan
proteinleri (insan anti-hayvan antikorlari, HAAA) ile reaksiyona giren mevcut insan
antikorlarini etkileyebilir (Korley ve ark., 2021). Hemoglobin varliginda elde edilen
daha biiylik sinyaller, intrinsik peroksidaz aktivitesi ile agiklanabilir (Grigorieva ve
ark., 2013). Ek olarak, kullanilan GFAP ELISA spesifikasyonlarina gore, 200 ngmL"
! rekombinant insan proteini (lamin B1, menin, presenilin-1 N-terminal fragmani,
S100A1 ve S100B) test edildiginde GFAP immiinosensorlerde yer alan antikorlarla

capraz reaktivite gdstermezler.
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3.2.11. Beyin Dokusu Protein Ekstraktinin Analizi

Saglikl1 bireylerden ve bunama teshisi konan hastalardan alinan beyin dokusu
protein ekstraktlarinda endojen GFAP igeriginin belirlenmesi i¢in gelistirilen
immiinosensor kullanilmistir. Bu tiir bireyler su sekilde smiflandirildi: demansi
olmayan kontrol havuzu (Havuz Kontrol), vaskiiler demans (VD) veya Alzheimer
hastalig1 (AD Braak IV, AD Braak V ve AD Braak VI) teshisi konan hastalar ve AD
hastalig1 teshisi konan hastalarin havuzu (Havuz AD Braak IV ve Havuz AD Braak
V). Bu havuz aymi Braak evresinde hastalik teshisi konan 4 hastadan alinan

numunelerin birlestirilmesi ile hazirlanmistir.

6,25 ile 500 ng arasindaki beyin dokusu protein ekstrakti kullanilarak AD Braak
V hasta havuzu ve kontrol grubu icin elde edilen amperometrik sinyallerin
karsilastirilmasi ile tespiti ger¢eklestirmek igin gereken beyin dokusu protein ekstrakte

miktar1 optimize edilmistir.

Sekil 3.26’da gosterilen sonuglar, daha kii¢iik miktarlarda beyin dokusu protein
ekstraktinin, AD Braak V hastalar1 ve saglikli bireyler arasinda daha iyi bir ayrim
(AD/H orani) sagladigini1 géstermistir. Bu nedenle, se¢ilen 6rneklerde GFAP tayinini
gerceklestirmek icin 6,25 ng se¢ilmistir.
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Sekil 3.26. Beyin doku miktariin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafigi.

Beyin doku ekstraktlarda var olan potansiyel matris etkisi, 6,25 ng protein
doku ekstraktina standart ekleme yontemiyle artan konsantrasyonlarda GFAP standart
cozeltisi (5-25 ng mL™Y) eklenerek test edilmistir. GFAP standartlariyla (45 + 2 nA
mL ng?) hazirlanan lineer kalibrasyon grafiklerinin egim degerleri ile standart ekleme
kalibrasyon grafigi (50 + 3 nA mL ng?) karsilastirildiginda, énemli bir fark tespit
edilememistir (texp = 0,903 <t = 4,303), bdylece bu ekstrakt miktar1 kullanilarak
hicbir belirgin matris etkisinin gozlemlenmedigi sonucu ortaya ¢ikmistir. GFAP
proteini, GFAP standartlarinin kalibrasyon grafigine 6,25 ng beyin doku

ekstraktlarinda olciilen amperometrik cevaplarin interpolasyonu ile tayin edilmistir.
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Sekil 3.27 Kontrol grubu (turuncu) ve AD V havuzu (siyah)’ a ait amperogramlari

Sekil 3.27°de, kontrol grubu (turuncu) ve AD V havuzu (siyah)’ a ait

amperogramlar gostermektedir.
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Sekil 3.28. AD hastalarindan ve AD havuzundan alinan 6rneklerdeki GFAP seviyeleri
Sekil 3.28'de gosterildigi gibi, AD hastalarindan ve AD havuzundan alinan
orneklerdeki GFAP seviyeleri, literatiirde bildirilenlerle uyumlu olarak, saglikh
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bireylerden alinan 6rneklerden 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir (Cicognola ve ark., 2021,
Chatterjee ve ark., 2021; Benedet ve ark., 2021). AD Braak V numunesi i¢in elde
edilen 6nemli 6l¢iide diisiik sinyalin nedeni, bireyler arasindaki heterojenlik olarak

aciklanabilir.

Ek olarak, VD hastas1 ayrica daha 6nce beyin omur ilik sivisinin analizinde
bildirildigi gibi kontrol hasta havuzundan daha biiyiik bir GFAP konsantrasyonu elde
edilmistir (Wallin ve ark., 1996). Cizelge 3.5’te, ayn1 immiinoreaktifleri iceren ELISA
metodolojisiyle ve gelistirilen immiinoplatform kullanilarak GFAP'nin belirlenmesi

i¢in elde edilen verileri 6zetlemektedir.

Cizelge 3.5. MB tabanli immunoplatform ve ELISA ile elde edilen veriler.

MBs-tabanh immiinoplatform ELISA
(")rnek texp
[GFAP]* BSS, % [GFAP]* BSS %
Kontrol 0,56 £ 0,01 49 0,58 £ 0,03 8,2 0,591
VD 43+0,2 8,4 42+0,1 3,4 0,445
AD Braak IV 50+0,2 5,4 50+0,3 11,0 0,151
AD Braak V 1,06 £ 0,05 7,8 0,82 +0,01 1,2 5,208
AD Braak VI 11,2+ 05 7,2 10,9 +0,2 3,2 0,601
AD Braak IV
8,7+0,1 1,6 75+0,1 25 8,900
Havuz
AD Braak V
10,5+0,1 2,0 10,1 +0,2 2,8 2,159
Havuz

Cizelge 3.5'teki istatistiksel karsilastirma, 8 drnegin 6'sinda texp < ttab = 2,776

olarak gostermektedir.
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Ek olarak, Sekil 3.29.’de gosterilen korelasyon grafiginin egim degeri ((0,9 +
0,1) ve kesisme noktast (0,0 £ 0,6); r= 0,998), analiz edilen numunelerin yiiksek
karmasikligina ragmen her iki metodoloji ile saglanan sonuglar arasindaki biiyiik
korelasyonu dogrulamistir. Bu nedenle, bu sonuglar, yalnizca 6,25 ng ham ekstrat
kullanilarak ve 2 saat i¢inde bu tiir numunelerdeki GFAP igerigini 6l¢mek igin

gelistirilen metodolojinin alternatif bir yontem olacagini kanitlamigtir.
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GFAP[g sal: NOpg™
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GFAP[mmunosensor)s ngl’lg_l

Sekil 3.29. ELISA ve immunosensor korelasyon grafigi.

3.2.12. Ticari Serum Orneginde GFAP analizi

Gelistirilen immiinosensoriin uygulanabilirligi, ticari insan serumundaki farkli
GFAP konsantrasyonlarinda Sekil 3.30'da gosterilen bir kalibrasyon egrisi ile
degerlendirilmistir. Optimize edilmis ¢alisma kosullari altinda, GFAP konsantrasyon
degeri 0,24-31,2 ng mL? arasinda dogrusal bir egri elde edilmistir (r= 0,997). TS ve
TAS sirastyla 71 pg mL™? ve 217 pg mL* olarak bulunmustur.

Ic (nA) = (23 +£2) (nA mL ng) [GFAP] (ng mL™) + (22 £24) (nA)
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Sekil 3.30. Ticari Serumda GFAP biyobelirteci i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusu
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4. TARTISMA

Tez calismast kapsaminda hedef HPV16 DNA dizisi i¢in niikleik asit
biyosensorii gelistirilmistir. Gelistirilen niikleik asit biyosensoriiniin dncelikle
optimizasyon basamaklar1 incelenmistir. Ardindan optimum kosullarda gelistirilen

biyosensoriin analitik performansi degerlendirilmistir.

Niikleik asit biyosensor ¢alismasinda oOncelikle manyetik mikroboncuk
optimizasyon c¢aligmasi yapilmistir. Biyosensor igin ¢aligma elektrotu olarak perde
baskili karbon elektrot (SPCE) kullanilmistir. Iki farkli manyetik mikroboncuk ile
hazirlanmis biyosensorlerin, destek ve hedef HPV16 DNA dizisinin sinyallerinden

elde edilen sinyal/kontrol (S/B) orani dikkate alinarak, sonuglar degerlendirilmistir.

MB-Neut ile hazirlanan biyosensor, MB-Strep ile hazirlanan biyosensore kiyasla
spesifik olmayan daha yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. Bu nedenle, S/B degeri
incelendiginde MB-Strep mikroboncuk kullanilmis biyosensor ile daha yiiksek S/B

degeri elde edilmistir.

Mikrosantrifiij tiipiine eklenen 5 pL. MB-Strep mikroboncuk miktari, daha 6nce
streptavidin kapli manyetik mikroboncuk ile gelistirilen niikleik asit biyosensorlerinde
kullanilan referans miktar1 dikkate alinarak, belirlenmistir (Ruiz-Valdepenas Montiel
ve ark., 2018)(Ruiz-Valdepeiias Montiel ve ark., 2017).

MB-Strep mikroboncuklar her bir asamadan 6nce mikrosantrifiij tlip igerisinde
yikanmasi gerekir. Bunun nedeni, ylizeye tutunamayan biyolojik maddelerin
uzaklagsmast ve magnet yardimiyla hedef DNA =zincirinin, mikroboncuklara
baglanmasinm1 kuvvetlendirmektir. Béylece, manyetik mikroboncuk yiizeyine tutunan
biyolojik maddeler ile gelistirilen biyosensoriin hizli ve verimli sinyal vermesine

olanak saglar. Her asamadan sonra manyetik mikroboncuklarin iki defa yikanmasi
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onerilmektedir. Yikama ¢ozeltisi uzaklastirilip, ylizeye tutturulacak biyolojik madde

cozeltisi mikroboncuklar resiispande edilir.

B-Cp-RNA prob, biyotin-streptavidin etkilesimi yoluyla streptavidin kapl
MB'ler iizerinde spesifik bir etkilesime girerler. Streptavidin ve biyotin arasindaki
etkilesim, en gii¢lii non-kovalent etkilesimlerinden biridir. B-Cp-RNA probunun farkli
konsantrasyonda (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 ugmL™) kontrol ve hedef sinyalleri
incelenmistir. S/B oran1 incelendiginde, en iyi sonug 0,25 pgmL* B-Cp-RNA probu

kullanilarak elde edilmistir.

B-Cp-RNA prob konsantrasyonlar1 i¢in kontrol (B) sinyalleri arasinda belirgin
bir fark yoktur sadece 0,01 pgmL™ B-Cp-RNA ile elde edilen B sinyali diger
konsantrasyon degerlerine gore daha diisiik okunmustur, bu yiizden de S/B degeri
yiiksek goziikkmektedir. Ancak, hedef DNA'nin 1,0 nM ‘si i¢in dlgiilen akimin, 0,25
pgmL? 'ye kadar b-Cp-RNA konsantrasyonu ile onemli 6lgiide arttigini
gostermektedir. 0,5 pgmL? B-Cp-RNA probu immobilize edildiginde kisith
hibridizasyon verimliliginden dolay1 S/B orani sabit kalmistir. Ayrica, yiiksek B-Cp-

RNA konsantrasyonu hassasiyeti engelleyebilir.

B-Cp-RNA probunun MB-Strep yiizeyine immobilizasyonu igin 0-90 dk
inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. S/B orani degerlendirildiginde, 30 dakika

yeterli bir inkiibasyon siiresi olarak kabul edildi.

MB-Strep mikroboncuklar spesifik bir biyotinlenmis RNA probu ile modifiye
edilmis ve sentetik hedef HPV16 DNA'y1r dogrudan hibridizasyon yoluyla yiiksek
secicilikte yakalamak i¢in kullanilmistir. B-Cp-RNA probu hedef HPV16 ile tam
eslesecek sekilde sentezlenmistir. Ruiz-Valdepenas Montiel, V. ve ark.’nin yaptig bir
calismada 24 mer ve 40 mer’lik iki farkli zincir uzunlugu ile niikleik asit biyosensorii
gelistirmiglerdir. Elde edilen sonuglara gore 40 mer zincir uzunluguna sahip DNA ve
RNA zincirleri ile daha hassas bir biyosensor gelistirdiklerini ifade etmislerdir (Ruiz-
Valdepenas Montiel ve ark., 2017).
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Tez calismasinda HPV16 tam genom dizileri, NCBI veri tabanindan alindi
(National Center for Biotechnology Information, 2022). Hedef zincir igin HPV16
DNA genomu 1753 niikleotidinden 40 mer fragmanimi Bartosik M. ve ark.,,
elektrokimyasal ¢alismasinda kullanmistir (Bartosik ve ark., 2016b). Tez ¢alismasinda
da belirtilen (5"TCTCCAATGTGTATGATGATAGAGCCTCCAAAATTGCGTA)
HPV16 DNA zinciri referans alinmistir. HPVV16 DNA dizisinin farkli immobilizasyon
stireleri 0- 90 dk arasinda incelenmistir. 30 dakika immobilizasyon siiresi, en yiiksek
spesifik akima ve S/B oranina ulagsmak igin yeterli olmustur. Daha uzun inkiibasyon
stireleri i¢in spesifik tepkilerde gozlenen kademeli azalma, sterik etki ve

aglomerasyondan kaynaklanabilir.

Antikor olarak kullanilan DNA/RNA hibritlerine kars1 yiiksek afiniteye sahip
ticari bir antikorun kullanimi ile dogrudan DNA/RNA hibridizasyon yapilmistir.
Belirli bir dubleks tipine yonelik segiciliklerinden ayr1 olarak, bu spesifik antikorlar,
herhangi bir hedef niikleik asittin saptanmasi i¢in ¢ok yonlii tanima elemanlaridir.
Bununla birlikte, kii¢iik epitoplar1 (boyut olarak ~6 baz ¢ifti), DNA/RNA

heteroduplekslerinin uzunlugunu degistirerek analitik duyarliligini arttirmaktadir.

Daha sonra, farkli konsantrasyonlardaki DNA/RNA antikorun HPV16 DNA
sinyaline etkisi incelenmistir. 0; 0,25; 0,5; 2; 4 pgmL™ anti-DNA/RNA degerleri
arasinda en iyi HPV16 DNA sinyali 2 pgmL™? ile elde edilmistir. 2 pgmL™? anti-
DNA/RNA’nin 15-60 dk arasinda immobilizasyon siiresinin HPVV16 DNA sinyaline

etkisi incelenmistir ve 15 dk inkiibasyon siiresi yeterli olmustur.

Hem geleneksel enzim etiketleri (Strep-HRP gibi) hem de spesifik antikor
fragmanlar1 ve bir enzim molekiilii veya bakteriyel antikor baglayici proteinler ile
konjuge edilmis ikincil antikorlar gibi niikleik asit biyoalgilamasinda ¢ok yaygin
kullanilmayan enzim etiketleri kullanilarak farkli  etiketleme stratejileri
karsilagtirilmistir. Anti-DNA/RNA antikor etiketlemesinin tek bir HRP molekiiliiyle
veya birden fazla HRP molekiilii iceren bir polimerle konjuge edilmis ikincil antikorlar

veya bakteriyel antikor baglayici proteinlerle karsilastirilmasinda elde edilen sonuglar,
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ProtA-HRP80 ve antilgG-HRP enzim etiketleri ile daha yiiksek hassasiyet elde
edildigini gostermistir. ProtA-HRP80 ve antilgG-HRP enzim etiketlerinin
amplifikasyon faktorii 1,27 olarak bulunmustur. AntilgG-HRP enzim etiketiyle
birlikte gelistirilen niikleik asit biyosensorii ile elde edilen sinyal(S) degeri ProtA-
HRP8O0 ile hazirlanan niikleik asit biyosensoriine gore diisiiktiir. ProtA-HRP80 enzim
etiketinin daha yiiksek hassasiyete sahip olmasinin nedeni, enzim baglanma bdlgesinin
fazla olmasidir. Fakat ProtA-HRP40 ve ProtA-HRP80 ile gelistirilen niikleik asit
biyosensoriin spesifik olmayan adsorpsiyon oldukga yiiksektir. Bu yiizden, S/B orani
degerlendiginde, antilgG-HRP enzim etiketi tercih edilmistir.

En uygun enzim etiketi antilgG-HRP segildikten sonra, enzim etiketi seyrelme
oranlar1 (1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 1/2500; 1/5000; 1/10000) incelenmistir. S/B
degeri, antilgG-HRP nin seyrelme orani kii¢lik konsantrasyon (1/10000)’dan 1/1000’e
kadar bir artig gozlenmistir ve 1/1000 oraninda en yiiksek S/B degerini elde ettikten
sonra daha yliksek konsantrasyonda S/B degeri sabit kalmistir. 1/1000 antilgG-
HRP’nin 15-60 dk arasinda immobilizasyon siiresinin HPV16 DNA sinyaline etkisi

incelenmistir ve 30 dk inkiibasyon siiresi yeterli olmustur.

Niikleik asit biyosensdr parametrelerinin  optimizasyon ¢aligmalari

tamamlandiktan sonra, HPV16 DNA biyosensor protokol ¢alismasi incelenmistir.

Niikleik asit biyosensorii icin, streptavidin kapli manyetik mikroboncuk
ylizeyine Oncelikle biyotinlenmis RNA probu immobilize edilir. Devaminda, Tablo
3.1.°de belirtilen farkli protokol ¢aligmalar1 yapilmistir. Birincisi (1); Hedef HPV16
DNA, anti-DNA/RNA antikoru ve antilgG-HRP karisimi; ikincisi(2B); ilk basamak
Hedef HPV16 DNA, ikinci basamak anti-DNA/RNA antikoru ve antilgG-HRP
karisimi, ligiinciisii (2A); ilk basamak Hedef HPV 16 DNA ve anti-DNA/RNA antikoru
karisimi, ikinci basamak antilgG-HRP enzim etiketi, dordiinciisii (3); sirasiyla Hedef
HPV16 DNA, anti-DNA/RNA antikoru ve antilgG-HRP immobilize edilmistir. S/B

orani degerlendirildiginde, en 1yi sonug¢ Protokol 2B ile elde edilmistir.
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Manyetik mikroboncuk iizerinde immobilize edilen heterodupleksler, dnceden
bir HRP homopolimeri ile konjuge edilmis bir antikor ile etiketlenmis spesifik bir
DNA/RNA antikor karisimi immobilize edilir. Boylece duyarlilik artmis olur.
DNA/RNA antikoru ve enzim etiket karisiminin inkiibasyon siiresinin hedef HPV16
DNA zincirine etkisi incelenmistir. Spesifik olmayan cevap(B), inkiibasyon siiresi
arttikca artmistir. Bu nedenle 30 dakika inkiibasyon siiresi ile immobilize edilmis
heterohibritlerin verimli bir sekilde etiketlenmesi yeterli olmus ve daha sonraki

caligmalar i¢in bu inkiibasyon siiresi secilmistir.

Sonug olarak gelistirilen HPV16 DNA niikleik asit biyosensorii i¢in, 5 pL. MB-
Strep yiizeyine 0,25 pgmL™ B-Cp-RNA 30 dk immobilize edilmistir. Hedef HPV16
dizisi 30 dk yiizeye immobilize edilmistir. Ardindan optimize edilmis 2 pgmL™ anti-
DNA/RNA ve 1/1000 anti-lgG-HRP karisimi 30 dk boyunca yiizeye immobilize
edilmistir. Elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensoriin analiz siiresi yikama ve dl¢iim

stiresiyle birlikte yaklasik 60 dk oldugunu ifade edebiliriz.

Manyetik mikroboncuklar 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiinde hazirlanmistir.
Amperometrik 6l¢iim icin manyetik mikroboncuklar fosfat tamponu ile resuspande
edilip, manyetik teflon yatak iizerindeki SPCE yiizeyine damlatilmigtir. H2O2/HQ

sistemi kullanilarak amperometrik 6l¢tim alinmistir.

Gelistirdigimiz HPV16 DNA niikleik asit biyosensoriin analitik performansi
degerlendirilmistir. Kalibrasyon araligir 0,002-0,5 nM derisim arasinda dogrusal bir

egri gostermistir, TS ve TAS degerleri de 0,5 pM ve 1,7 pM olarak bulunmustur.

Gelistirilen niikleik asit biyosensoriin stabilite calismast yapilmistir. Stabilite
calismasinda, streptavidin ile islevsellestirilmis manyetik mikroboncuklar ylizeyine
biyotinlenmis RNA probu baglanip, manyetik mikroboncuklar PBS ile resuspande
edilerek buzdolabinda muhafaza edilmistir. Belli araliklarda alinan dl¢iimler i¢in ayni
giin 6nce kontrol ve hedef HPV16 DNA immobilize edilip sonra antiDNA/RNA ve
antilgG-HRP karisim ¢ozelti immobilize edilerek H2O2/HQ araciligiyla amperometrik
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6l¢iim alinmistir. Kontrol sinyalinde 30 giin boyunca bir diislis gézlenmemistir fakat
hedef HPV16 DNA sinyallerin 15 giin stabil kaldig1 sonrasinda sinyalde bir diisiis

oldugu gbzlemlenmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen immunosensor ile GFAP biyobelirtecinin analizi
yapilmistir. Karboksil ile fonksiyonellestirilmis manyetik mikroboncuklar (MB-
COOH) kullanilmigtir. Karboksil manyetik mikroboncuklar, streptavidin ile
fonksiyonellestirilmis manyetik mikroboncuklara (MB-Strep) gore daha dayaniklidir.
MB-COOH, MB-Strep manyetik mikroboncuklarda oldugu gibi her bir
immobilizasyon basamagi arasinda belli ¢ozeltiler ile yikama islemi gerceklesmistir.
MB-COOH manyetik mikroboncuklar daha 6nce yapilmis ¢alismalarda belirtildigi
gibi mikrosantrifiij tiipiine 3 pL ilave edilmistir (Mufioz-San Martin ve ark., 2020;
Arévalo ve ark., 2021; Valverde ve ark., 2021). Daha sonra karboksil gruplarinin
aktive edilmesi icin EDC/NHS karisim ¢6zeltisine belli bir siire maruz birakilmistir.
Yiizeye CAb antikoru farkli konsantrasyonda (0; 10; 25; 50 pgmLt) immobilizasyonu
ile kontrol ve 7,8 ngmL™* GFAP belirtecinin sinyali iizerindeki etkisi incelenmistir. En
iyi sinyal 25 pgmL™ CAb antikoru ile elde edilmistir. 25,0 ug mLY'den kiiciik cAb
konsantrasyonlari, sinirli CAb yiiklemesi nedeniyle diisiik amperometrik cevap

vermistir.

Farkl: siirelerde (15; 30; 60; 90 dk) CAb antikoru’nun GFAP sinyali iizerine
etkisi incelendiginde 15 dk immobilizasyon igin yeterli olmustur. 25 ugmLY'den daha
biiyiik CAb konsantrasyonlar ve 15 dakikadan uzun inkiibasyon stiresinde daha diisiik
GFAP sinyali gozlenmistir. Bunun nedeni, daha uzun siirede ve yiiksek
konsantrasyonda immobilize edilen CAb antikoru, GFAP antijenini tanimasini
zorlagtig1 ve sterik engel gozlendigi i¢in daha kiigiik S/B oranlarina neden olmustur.
CAb/MB-COOH yiizeyinde CAb immobilizasyonundan sonra kalan aktif gruplar

bloke etmek i¢in etanolamin kullanilmustir.

Gelistirilen immunosensoriin protokol ¢alismasi yapilmistir. 4 farkli protokoliin

kontrol ve GFAP sinyaline etkisi incelenmistir. GFAP immunosensorii i¢in, karboksil
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kapli manyetik mikroboncuk yiizeyine 6ncelikle CAb immobilize edilir. Devaminda,
Cizelge 3.3.’de belirtilen farkli protokol ¢alismalart yapilmistir. Birincisi (1); GFAP,
Btn-DADb antikoru ve Strep-HRP karisimi; ikincisi(2B); ilk basamak GFAP ve Btn-
DADb antikoru karisimi, ikinci basamak Strep-HRP, {igiinciisii (2A); ilk basamak
GFAP, ikinci basamak Btn-DAb ve Strep-HRP karisimi, dordiinciisii (3); sirasiyla
GFAP, Btn-DAD ve Strep-HRP immobilize edilmistir. S/B oran1 degerlendirildiginde,

en iyi sonug¢ Protokol 2B ile elde edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda btn-DAb (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 pgmL™) optimizasyon
calismalar1 yapilmistir. 0,25 ugmL™? btn-DADb antikoru ile hazirlanan biyosensériin,
S/B orani en yiiksek bulunmustur. 0,25 pgmL'den yiiksek btn-DAb konsantrasyonu
ile, kontrol sinyaldeki kademeli artis S/B oraninda diisiise ve sabitlenmeye neden oldu.
Bu davranig, daha gii¢lii spesifik olmayan adsorpsiyon ve sterik engellemeden

kaynakli oldugunu ifade edebiliriz.

GFAP/btn-DAD karisim ¢ozeltisi farkl siirelerde (15, 30, 45, 60, 90, 120 dk)
immobilizasyon ¢alismasi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére GFAP/btn-DAb

karisim ¢ozeltisinin 60 dk immobilizasyon siiresi yeterli olmustur.

Farkli seyrelme oranlarinda (1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 1/2500) Strep-HRP
enzim etiketinin, S/B sinyaline etkisi incelenmistir. 1/250 seyreltme orani ile en iyi
sonug elde edilmistir. Daha sonra farkli siirelerde 1/250 Strep-HRP enzim etiketinin

S/B orani incelendiginde 60 dk immobilizasyon siiresi ile en iyi sonug elde edilmistir.

Sonug olarak gelistirilen GFAP immunosensorii i¢in, 3 uL. MB-COOH yiizeyi
once aktive edilmistir daha sonra, 25 ugmL™ CAb antikoru yiizeye 15 dk immobilize
edilmistir. Yiizey bloke edildikten sonra, GFAP/btn-DAb karisimi 60 dk yiizeye
tutturulur. Ardindan optimize edilmis 1/250 Strep-HRP 60 dk boyunca yiizeye
immobilize edilmistir. Béylece sandvi¢ immunokonjugatlariyla bir elektrokimyasal
immunosensoOr gelistirilmistir. Elektrokimyasal GFAP immunosensoriin hazirlik ve

analiz siiresi yaklasik 2 saat oldugunu ifade edebiliriz.
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Manyetik mikroboncuklar 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiinde hazirlanmistir.
Amperometrik 6l¢iim i¢cin manyetik mikroboncuklar fosfat tamponu ile resuspande
edilip, manyetik teflon yatak iizerindeki SPCE ylizeyine damlatilmistir. -0,2 V

potansiyel uygulayarak, H>2O2/HQ sistemi kullanilarak amperometrik 6l¢tim alinmistir.

Gelistirdigimiz GFAP immunosensoriin analitik performansi
degerlendirilmistir. Kalibrasyon egrisi, 0,24 — 31,6 ng mL™? GFAP arasinda dogrusal
bir egri gostermistir. TS ve TAS degerleri de sirastyla, 67 pgmL™ ve 203 pgmL* olarak
bulunmustur. Yontemin kabul edilebilir tekrarlanabilirligi %BSS, %38.,2, ile
dogrulanmistir. Gelistirilen GFAP biyosensoriin serumdaki analizi, ticari serum
cozeltisine disaridan GFAP biyobelirteci ekleyerek gergeklesmistir. GFAP
konsantrasyonu 0,24-31,2 ngmL? arasinda dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. TS ve TAS sirastyla 71 pgmL™? ve 217 pgmL? olarak bulunmustur. Fakat,
elde ettigimiz tayin sinir1, Alzheimer hastaligina sahip bireylerin plazmasindaki esik
degeri (54,1 pg mL™?) icin yeterli degil iken (Cicognola ve ark., 2021), Alzheimer
hastalarmin omurilik sivisindan almmus &rneklerde, 1 ngmL™in {izerindeki GFAP
konsantrasyonunun ayirt edilebildigi rapor edilmistir. Ayrica, travmatik beyin hasari
gerceklesmis hastalarin serumunda, GFAP i¢in esik degeri 1,5 pg mL™* bulunmustur
(Pelika ve ark., 2004). Bizim elde ettigimiz TS nin, bu esik degerinden yaklasik alti

kat kiiglik olmasi, gelistirilen biyosensoriin uygulanabilir oldugunun bir gostergesidir.

GFAP immunosensoriiniin stabilitesi degerlendirmek icin, belli siirelerde 6l¢iim
almak i¢in immunokonjugatlari ayni giin hazirlanmistir. CAb/MB-COOH
immunokonjugati, PBS ile resuspande edilip, buzdolabinda 6l¢lim alinacagi giine
kadar muhafaza edilmis ve belli 6l¢lim araliklarinda sirasiyla GFAP/btn-DAb karigimi
sonrasinda Strep-HRP immobilize edilmesiyle kontrol ve 7,8 ngmL™ GFAP sinyalleri
elde edilerek S/B orani degerlendirildiginde 12 giin boyunca elde edilen amperometrik
sinyaller i¢in 6lgiilen S/B oraninda anlamli bir fark elde edilmemistir. Boylece daha
onceden hazirlanan CAb/MB-COOH immunokonjugatlari, analiz giinii daha kisa

stirede cevap alinmasina olanak saglamistir.
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Immunosensériin  secicilik ¢alismasinda, insan viicudunda bulunan bazi
potansiyel girisim yapabilen biyomolekiillerin, GFAP biyobelirteg sinyali tizerinde bir
etkisi olup olmadig1 incelenmistir. hIgG ve Hb maddeleri varliginda GFAP sinyalinde
farklilik gozlenmistir. Bunun nedeni hlgG varliginda insan anti-hayvan antikorlari ile
reaksiyona girebilir olmasi; Hb varliginda GFAP sinyalindeki artisin intrinsik
peroksidaz aktivesinden kaynaklanabilir olmasidir (Grigorieva ve ark., 2013). Diger
interferans maddeleri (BSA, S1008, HSA), varliginda GFAP sinyalinde 6nemli bir

degisim gozlenmemistir.

Immiinosensdr parametreleri optimize edildikten sonra, analitik performansi
degerlendirilmistir. Saglikli bireylerden ve Alzheimer teshisi konan hastalardan alinan
beyin doku drneklerinde GFAP analizi yapilmistir. GFAP tespiti i¢in kullanilan beyin
doku ekstraktlar1 6,25 ile 500 ng arasinda optimize edilmistir. En diisiik beyin doku
ekstrakt konsantrasyonu (6,25 ng), GFAP tayini igin segilmistir. Gelistirilen
immunosensoriin kalibrasyon denkleminde elde edilen egim (45 + 2 nA mL ng?) ile,
standart ekleme yOntemiyle beyin doku ekstraktina eklenen GFAP’in kalibrasyon
denkleminde elde edilen egim (50 = 3 nA mL ng™?) arasinda 6nemli bir fark tespit
edilememistir (texp = 0,903 < tiap = 4,303). Elde edilen sonuca gore belirgin bir matriks

etkisi olmadig1 sonucuna varilmaistir.

GFAP standartlariin kalibrasyon grafigi 6,25 ng beyin doku ekstraktlarinda
Ol¢iilen amperometrik cevaplarin interpolasyonu ile tayin edilmistir. Sekil 3.27° e
bakildiginda kontrol grubuna ait sinyalin, Alzheimer teshisi konan hastalardan alinan
orneklerin sinyalinden daha kiiciik oldugu gozlemlenmistir. Alzheimer teshisi konan
hastalardan AD Braak V numunesi i¢in elde edilen sinyalin diisiik olmasinin nedeni,

bireyler arasindaki heterojenlikten olabilir.

Gelistirilen immunosensor, rutin bir analiz yontemi olan ELISA ile

karsilagtirmas1 yapilmustir. 8 farkli saglikli ve AD hastalig1 teshisi olan hastalarin beyin
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doku ekstraktlarindan alinan 6rneklerin konsantrasyon degerleri Cizelge 3.5°te
incelenmistir. Gelistirilen immunosensér ve ELISA yontemleriyle elde edilen
konsantrasyon degerlerinin karsilastirilmasi texp < ttab = 2,776 ile her iki metodoloji
arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu gostermistir. Ek olarak Sekil 3.29°da belirtilen
GFAP ile immunosensor arasindaki korelasyon grafigindeki egim degeri ve kesigsme

noktasi da bu korelasyonu desteklemektedir.

Gelistirdigimiz GFAP immunosensorii, daha 6nce yapilmis ¢alismalar ile benzer
dogrusal araliklar ve TS degerleri bulunmustur. Giris 1.4.6.1. kisminda bahsedilen
daha once gelistirilmis elektrokimyasal sensorlerin hi¢birinde beyin doku ekstraktinda

GFAP analizi yapilmamustir.

Bu yontemlerin yiiksek duyarliligina ragmen, bu ¢aligmada bildirilen metodoloji
GFAP'in belirlenmesi i¢in uygundur ve uygun bir maliyetle ve farkli numunelerde

GFAP analizi i¢in umut vadetmektedir.
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5.SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda kanser ve norolojik hastaliklarin erken teshisine yonelik
immunosensdr ve niikleik asit biyosensor gelistirilmesi amag¢lanmistir. Rahim agzi
kanserine neden olan HPV’nin en yiiksek riskli HPV 16 tipine ait bir elektrokimyasal
HPV16 DNA biyosensorii gelistirilmistir. Ek olarak, ndrolojik hastaliklarin tespitinde
kullanilan GFAP biyobelirtecinin immunosensorii gelistirilmistir. Her iki biyosensor
calismasinda manyetik mikroboncuklar kullanilmistir ve hizli, tekraredilebilir, ucuz ve

duyarli alternatif bir yontem gelistirilmesi amag¢lanmistir.

Tezin ilk kisminda elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensorii gelistirilirken
gerekli belli parametrelerin optimizasyonu gergeklesmistir. Manyetik mikroboncuk
secimi, b-Cp-RNA prob konsantrasyonu ve immobilizasyon siiresi, hedef DNA
immobilizasyon siiresi, anti-DNA/RNA antikor konsantrasyonu ve immobilizasyon
siiresi, enzim etiketinin belirlenmesi, enzim etiketinin seyrelme orant ve
immobilizasyon siiresi, biyosensor protokolii incelenmistir. Niikleik asit biyosensor
calismasinda biyotin-streptavidin etkilesiminden faydalanmak amaciyla MB-Strep
kullanilmistir. Hedet HPV16 DNA sentetik genomul753 niikleotidinden 40 mer
fragman1 kullanilmigtir ve belirtilen zincirin B-Cp-RNA probu kullanilmistir. Enzim
etiket se¢imi, gelistirilen niikleik asittin duyarlilig1 i¢in olduk¢a 6nemlidir. IgG-HRP
enzim etiketinin anti-DNA/RNA antikoru ile etkilesimi biyosensoriin performansini

da oldukga arttirdigini gostermistir.

Immobilizasyon ortami1 950 rpm, 37°C’de optimize edilen kosullar altinda termal
calkalayicida gerceklesmistir. Her immobilizasyon asamasindan Once manyetik

mikroboncuklar belli tamponlar ile yikanmustir.

Sonug olarak gelistirilen HPV16 DNA niikleik asit biyosensori i¢in, 5 pLL MB-
Strep yiizeyine 0,25 pgmL™ B-Cp-RNA 30 dk immobilize edilmistir. Hedef HPV16
dizisi 30 dk yiizeye immobilize edilmistir. Ardindan optimize edilmis 2 ugmL™ anti-
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DNA/RNA ve 1/1000 anti-IgG-HRP karisimi 30 dk boyunca yilizeye immobilize
edilmistir. Elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensoriin analiz siiresi yaklasik 60 dk

oldugunu ifade edebiliriz.

Optimum kosullar altinda gelistirilen elektrokimyasal HPV16 DNA
biyosensoriin, analitik performansi degerlendirilmistir. Hedef DNA 0,002-0,5 nM
derigim araliginda dogrusallik elde edilmistir. Teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri

sirastyla 0,5 pM ve 1,7 pM olarak bulunmustur.

Bu degerler, tez kapsaminda gelistirilen HPV16 DNA biyosensoriiniin,
literatiirdeki elektrokimyasal ¢alismalarda elde edilen teshis sinirlarindan daha diisiik
olup, duyarli bir biyosensor gelistirildigi ifade edilmistir. Gelistirilen HPV16 DNA
biyosensoriin stabilite ¢alismasi yapilmistir. 15 giin boyunca sinyallerde 6nemli bir

farklilik gériinmez iken, 15 giinlin sonunda bir azalma gézlemlenmistir.

Tezin ikinci kisminda, elektrokimyasal GFAP immunosensoriin gelistirilmesi
icin gerekli parametrelerin optimizasyonu gergeklesmistir. CAb konsantrasyonu ve
immobilizasyon siiresi, biyosensor protokolii, btn-DAb konsantrasyonu, Strep-HRP
seyrelme orant ve inkiibasyon siiresi, biyosensdr protokolii incelenmistir. Bu
calismada MB-COOH manyetik mikroboncuklar kullanilmistir. Karboksil gruplar
EDC/NHS ile aktive edilmesi sonucu, CAb antikorunun yilizeye daha kuvvetli
baglanmasina neden olmustur. CAb antikoru immobilize edildikten sonra, ylizeyin
bloke edilmesi igin etanolamin kullanilmistir. Immobilizasyon ortami, 950 rpm,
25°C’de optimize edilen kosullar altinda termal g¢alkalayicida gerceklesmistir. Her
immobilizasyon asamasindan once manyetik mikroboncuklar belli tamponlar ile

yikanmugtir.

Sonug olarak gelistirilen GFAP immunosensorii i¢in, 3 phL MB-COOH yiizeyi
once aktive edilmistir daha sonra, 25 ugmL™ CAb antikoru yiizeye 15 dk immobilize
edilmistir. Yiizey bloke edildikten sonra, GFAP/btn-DAb karisimi 60 dk yiizeye
tutturulmustur. Ardindan optimize edilmis 1/250 Strep-HRP 60 dk boyunca yiizeye
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baglanmistir. Boylece sandvi¢ immunokonjugatlariyla bir elektrokimyasal
immunosensor gelistirilmistir. Elektrokimyasal GFAP immunosensdriin analiz stiresi

yaklasik 2 saat oldugunu ifade edebiliriz.

Optimum kosullar altinda gelistirilen elektrokimyasal GFAP immunosensoriin,
analitik performans: degerlendirilmistir. GFAP biyobelirtegi, 0,24 — 31,6 ng mL*
derigim araliginda dogrusallik elde edilmistir. Teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri
sirasiyla 67 pg mL? ve 203 pg mL™? olarak bulunmustur. Elde edilen teshis siniri,
norolojik rahatsizlig1 olan hastalarin plazmasindaki GFAP esik degeri i¢in yeterli
degildir. Bu tip hastalarin omurilik sivisindan alinacak numuneden elde edilecek
GFAP miktar1 i¢in yeterli bir duyarlilikta olabilir. Tez kapsaminda ¢alistigimiz beyin
doku ekstraktlarinda GFAP analizi ile olduk¢a olumlu sonuglar elde edilmistir.
Gelistirilen biyosensor ayn1 zamanda, standart ELISA yontemiyle de karsilastirilmigtir

ve istatiksel verilere gore yiiksek korelasyonu sahip bir biyosensor gelistirilmistir.

Gelistirilen GFAP immunosensor ile, HSA, BSA, S1008 biyomolekiillerinin
varliginda GFAP sinyalinde 6nemli bir degisiklik gozlemlenmedigi, fakat higG ve Hb
varliginda GFAP sinyalinde degisiklik gozlemlenmistir. GFAP  ELISA
spesifikasyonlarina gore rekombinant insan proteini test edildiginde GFAP

immiinosensorlerde yer alan antikorlarla ¢capraz reaktivite gdstermezler.

GFAP immunosensoriin stabilitesi incelendiginde, 12 giin boyunca elde edilen
sinyallerde anlamli bir fark elde edilmemistir. Boylece, daha once hazirlanmig
immunokonjugatlar1 hazirlanmas1 durumunda, analiz siiresinin daha kisa olmasina

imkan saglamistir.

Gelistirilen her iki biyosensor dlgiimleri, -0,2 V teshis potansiyeli uygulanmis
ve harici glimiis/glimiis kloriir referans elektrotu kullanarak, amperometrik teknik ile
gerceklesmistir. Perde baskili karbon elektrot yiizeyine, hazirlanan manyetik

mikroboncuk damlatilir ve manyetik yatak lizerine tutturulur ve elektrokimyasal hiicre
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icerisine daldirilir. H2O2/HQ sistemi kullanilarak, 50 mM pH 6,0 fosfat tamponu

icerisinde Ol¢iim gergeklesmistir.
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OZET

Kanser ve Norolojik Hastaliklara Yonelik Elektrokimyasal Biyosensor Sistemlerinin

Gelistirilmesi

Tez kapsaminda, niikleik asit biyosensorii ve immunosensor elektrokimyasal sistemleri
geligtirilmistir. Rahim agz1 kanserine neden oldugu bilinen yiiksek riskli HPV16 tipi DNA
zincirinin ve ndrolojik hastaliklarin erken teshisinde kullanilan GFAP biyobelirtecinin
elektrokimyasal analizi yapilmistir. Basit, hizli, ucuz, hassas, kolay ve uygulanabilirlik
bakimindan varolan yontemler ile karsilastirmak igin, HQ/H.O, sistem kullanilarak HRP
enzim etiketi ve manyetik mikroboncuk ile kaplanmis tek kullanimlik elektrot yilizeyinde
amperometrik 6l¢tim ile her iki biyolojik platformu gelistirmek tez kapsaminda amaglanmustir.

Hedef DNA dizisine uygun yakalama ve tespit problart kullanarak sandvig
hibridizasyon yontemi ile HPV16 DNA tayini ve HRP ile konjuge edilmis ticari bir ikincil
antikor ile enzim etiketinin baglanmasiyla bu heterohibritlerdeki 6-baz ¢ifte sahip epitoplari
taniyabilen amperometrik 6l¢iim ile RNA heterohibritlerinin analizi i¢in biyolojik platform
gelistirilmistir.

Optimum kosullar altinda gelistirilen elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensoriin,
analitik performansi degerlendirilmistir. Hedef DNA 0,002-0,5 nM derisim araliginda
dogrusallik elde edilmistir. Teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla 0,5 pM ve 1,7 pM
olarak bulunmustur.

HRP ile etiketlenmis sandvi¢ immiinoplatformun ilk GFAP tayini i¢in manyetik
mikroboncuk tabanli immunosensor gelistirilmistir. Optimum kosullar altinda gelistirilen
elektrokimyasal GFAP immunosensoriin, analitik performansi degerlendirilmistir. GFAP
biyobelirteci, 0,24 — 31,6 ng mL* derisim aralidinda dogrusallik elde edilmistir. Teshis sinir1
ve tayin alt siir1 degerleri sirastyla 67 pg mL* ve 203 pg mL™* olarak bulunmustur.

Bu immiinoplatform, matriks etkisi olmadan yalnizca 6,25 ng protein beyin
ekstraktlarinda saglikli denekler ile nérodejeneratif hastalik teshisi konan hastalarda sadece 2
saat icinde GFAP biyobelirte¢ konsantrasyonu belirlendi ve ayirt edildi ayn1 zamanda uzun
stiren ELISA metodolojisi ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Sézciikler GFAP, HPV, Immunosensor, Niikleik asit biyosensor, Manyetik

mikroboncuk
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SUMMARY

Development of Electrochemical Biosensor Systems for Cancer and Neurological
Diseases

During the thesis, electrochemical bioplatforms of nucleic acids and immunosensors
were developed. Electrochemical analysis of the high-risk DNA strand of HPV16, known to
cause cervical cancer, and of the biomarker GFAP, used in the early diagnosis of neurological
diseases, was performed. To develop competitive tools compared to existing ones in terms of
simplicity, speed, affordability, sensitivity and point-of-care application, the objective pursued
in this PhD thesis, both bioplatforms are based on the implementation of the corresponding
bioassays on the surface of magnetic microparticles, enzymatic labeling with the HRP enzyme,
and amperometric transduction on disposable electrodes using the system HQ/H,O5.

The bioplatform developed for HPVV16 DNA determination involves the formation of a
sandwich hybridization assay using RNA capture and detection probes complementary to the
target DNA sequence to be determined and the recognition of RNA heterohybrids formed by
a commercial antibody capable of recognizing 6-base pair epitopes in these heterohybrids,
which is enzymatically labeled prior to amperometric transduction with an HRP-conjugated
secondary antibody.

The analytical performance of the electrochemical HPVV16 DNA biosensor was
evaluated under optimum conditions. The concentration range was obtained 0.002-0.5 nM of
target DNA. Limit of detection and limit of quantification were found 0.5 pM and 1.7 pM,
respectively.

The immunoplatform for GFAP determination, the first one developed so far based on
magnetic microbeads, comprises a sandwich immunoassay and enzymatic labeling with HRP.
In the optimal experimental conditions, also exhaustively evaluated, this immunoplatform
offered a limit of detection of 67 pgmL™ for the amperometric detection of standards and
selectivity compatible with clinical applicability to assist in minimally invasive
neurodegenerative diagnosis and prognosis. This immunoplatform demonstrated the ability to
differentiate between healthy subjects and patients diagnosed with neurodegenerative diseases
in only 2 h by determining the concentration of the target biomarker in protein brain extracts
without matrix effect and using only 6.25 ng of sample per determination, providing accurate
results in line with those obtained by the long-established ELISA methodology.

Keywords: GFAP, HPV, immunosensor, magnetic microbeads, nucleic acid biosensor
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