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Bu tez calismasinda MS’e neden olan oto-antikorlardan Anti-Miyelin  Temel
Proteini’nin hizli, ekonomik ve giivenilir olarak tayin edecek ve MS teshisinde
manyetik rezonans goriintiilerine destek olacak klinik veriler sunabilecek karbon
nanotlip temelli Miyelin Temel Proteini (MBP) immiinosensoriiniin gelistirilmistir. Bu
amagla tez kapsaminda karbon nanotiipler polietilen glikol ile fonksiyonellenip, tasiyici
materyal olarak jelatin ile kaplanmis karbon baski devre elektrotlara immobilize
edilmis, bu platform {lizerine MBP immobilizasyonu gerceklestirilerek immiinosensor
sistemi tamamlanmistir. Immiinosensdriin ~ optimizasyon ve karakterizasyonu
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), doniisimlii voltametri (CV) ve
Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ile denetlenmistir. Karbon nanotiip
fonskiyonelleme islemi Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Taramali
Elektron Mikroskopisi ile karakterize edilmistir. EIS, CV ve SEM ile yapilan
karakterizasyon arastirmalari, biyoduyarli molekiilin (MBP) yiizeye etkin sekilde
immobilize edildigini ortaya koymustur. Optiumum sartlarin belirlenmesinin ardindan
kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Kalibrasyon ¢alismalar1 immiinosensoriin diisiik tayin
limitine ve genis araliklarda dogrusalliga sahip oldugunu gostermistir. Gelistirilen
immiinosensdre ait kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesinden sonra gercek orneklere
uygulanabilirligi arastirilmistir. Calisma tamamlandiginda insan kanindan bir MS
biyobelirteci olan Anti-MBP’nin dogru ve hizli tayini igin bir immiinosensor
Onerilmistir.
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In this thesis, a carbon nanotube based Myelin Basic Protein immunosensor which is
able to determine Anti-Myelin Basic Protein, a auto-antibody causes Multiple
Sclerosis, rapidly, cost effectively and reliably and provide clinical data in order to
supports magnetic resonance imaging, was developed. For this purpose, carbon
nanotubes were functionalized with polyethylene glycol and immobilized onto
gelatin modified screen printed electrodes and immunosensor system were
completed by immobilizing Myelin Basic Protein on this platform. Optimization and
characterization of immunosensor were inspected with electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry (CV) and scanning electron microscopy
(SEM). Carbon nanotube functionalization process were characterized with Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscopy.
Characterization investigations which were carried out with EIS, CV and SEM show
that bioreceptor molecule (MBP) was successfully immobilized onto surface.
Calibration curves were obtained following defining of optimum conditions.
Calibration studies proved that immunosensor has a low limit of detection and wide
ranges of linearity. Caibration curves were obtained and applicability of
immunosensor to real samples were examined. By completion of studies, an
immunosensor which is able to determine of a MS biomarker, Anti-MBP, rapidly
and sensitive, was proposed.
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1. GIRIS

ITUPAC bir biyosensorii, biyolojik bir tanima elemani kullanan ve segici kantatif ya da
yari-kantatif analitik bilgi saglayan biitiinlesik bir reseptor-iletici cihazi olarak
tanimlamaktadir. Buna karsin bir sistemin biyosensor olarak tanimlanmasinda bazi
sinirlamalar s6z konusudur. Biyosensorlerin, yliksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) gibi ek saflastirma basamaklari i¢eren ve ya ek donanimsal ve spesifik reaktif
eklenmesine dayanan sistemlerden ayri tutulmasi Onerilmistir (Thévenot vd. 1999).
Uzun yillardir gida, su kalitesi kontrolii, saglik, giivenlik ve ¢evresel izleme alanlarinda
tayin ve tani yonelik gittikge artan bir talep s6z konusudur (Cosnier 2003).
Biyosensorler bu alanlarda ihtiyaca cevap veren, hizli, duyarli, spesifik ve ekonomik

sistemler olarak Onemlerini korumakta ve gelisimini siirdiirmektedir (Andreescu ve

Sadik 2004),

Immiinosensérler, biyolojik tanima elemani olarak immiinoaktif maddelerden
yararlanan bir biyosensor cesididir ve antijen-antikor kompleks olusumu temeline
dayanmaktadir. Antijen-antikor etkilesimi son derece segici bir reaksiyondur ve bu
yiiksek spesifiklik, immiinotest (immunoassay) yaklagimindan ortaya ¢ikmis olan
immiinosensorlere onemli Olgiide duyarlilik kazandirmaktadir (Ghindilis vd. 1998).
Immiinosensorlere dair temel ilkeler 1959 yilinda Yalow ve Berson tarafindan ortaya
koyulmus ve insan kanindan insiilin baglayic1 antikorlarin tayini i¢in immiinotest
gelistirilmesine imkan vermistir. Antijenin ya da antikorun sensor platformu iizerinde
sabitlenmesi (immobilizasyonu) ile {iretilen immiinosensorler 6l¢tim prensibi temelinde,
elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik, kondiiktometrik, impedimetrik vb.),
optik, akustik, piezoelektrik ve mikrogravimetrik gibi siniflara ayrilarak incelenebilir.
Immiinosensér teknolojisinde elektrokimyasal ve optik sensorler, kullanm sikligi
acisindan On plana ¢ikmaktadir. Elektrokimyasal immiinosensorlerde biyolojik sinyal
genel olarak elektroaktif bilesenlerden isaretlemede yararlanilmasiyla ya da glikoz
oksidaz ve yaban turbu peroksidaz gibi, reaksiyonu sonucu elektron agiga ¢ikan
enzimlerle isaretleme yaparak elde edilmektedir. Immiinosensérleri sinyal kaynagi
acisindan dogrudan ya da dolayl olarak siniflandirmak da miimkiindiir (Bahadir ve

Sezgintiirk 2015).



Immiinosensérlerin antijen antikor etkilesimi temeline dayanan yiiksek afinite ve
seciciligi ve bu Ozelliklerden kaynaklanan yiiksek duyarliligi, giinlimiizde prostat
spesifik antijen tayininden mikroorganizma izolasyonunda, lipoprotein seviyelerinin
belirlenmesinden kardiyak belirte¢ troponin-I tayinine kadar bir ¢ok alanda ¢alismalar
yapilmasina olanak saglamigtir (Ma vd 2016, Tang vd 2016, Kaur vd 2016, Liu vd
2016). Immiinosensorlerin mikroakiskan teknolojileri gibi yeni ve umut vaat eden
alanlarla birlikte kullanom kazanmasi1 gelecekte bu alanda gerceklestirilecek

caligmalarda daha duyarli ve kesin tayinlere imkan verebilecektir (Choi 2016).

Son yillarda, nanoteknolojinin biyosensor uygulamalarina uyarlanmasiyla ortaya ¢ikan,
oldukg¢a yeni ve popiiler bir konu olan nanobiyosensorler iizerine son derece yogun
calismalar ylriitiilmektedir. Nanopartikiillerin 6nemli 6zelliklerinden olan yiiksek yiizey
alant/hacim orani ve elektron aktarimini arttirma kapasiteleri sayesinde immobilizasyon
verimliligi gozle goriiliir oranda artmis ve daha duyarli sensorlerin gelistirilmesinin 6nii
acilmistir (Bagheryan 2016). Nanobiyosensor alaninda en sik kullanilan nanopartikiiller
metal ya da karbon nanotiipler, nanokristaller, nanoelmaslar, metal oksit ve siilfiirler ve

kuantum noktaciklardir.

Multipl Skleroz (Multiple Sclerosis, MS) diinyada ve Tiirkiye’de siklikla rastlanan
otoimmiin bir hastaliktir. Diinya genelinde 3 milyon, Tiirkiye’de ise 40 bin kadar MS
hastas1 oldugu diisiiniilmektedir. Hastaligin seyri her gecen giin kotiilesme egilimindedir
ve hastalarin ¢ogu icin Oliimle sonlanmaktadir. MS i¢in herhangi bir tedavi
Onerilememis olmakla beraber hastaligin semptomlarin giderilmesi ve hastanin hayat
kalitesinin yiiksek tutulmasina yonelik terapiler gergeklestirilmektedir. Hastalik
tanisinin ~ yiikksek  dogrulukla yapilamiyor olusu bu terapilere baslanmasini
geciktirmektedir. Bu sebepten 6tiirli yiiksek duyarlik ve kesinlikte MS teshisinin erken

donemde koyulabilmesi hasta acisindan yiliksek 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasinda MS biyobelirteclerinden Anti Miyelin Temel Proteini (Anti Myelin
Basic Protein, Anti-MBP)’nin tayinine yonelik karbon nanotiip (Carbon nanotube,

CNT) temelli impedimetrik bir immiinosensdr gelistirilmesi iizerine ¢alisilmistir. Destek



materyal olarak jelatin se¢ilmistir. Bu malzeme {izerine, polietilen glikol ile
fonksiyonellendirilmis karbon nanotiiplerin ¢apraz baglanmasi1 saglanmistir. Bu
malzemeler ile hazirlanan baski devre karbon elektrotlar (Screen printed carbon
electrodes, SPCE) iizerine miyelin kilif yapisinda da bulunan Miyelin Temel Proteini
(Myelin Basic Protein, MBP) gonderilerek sistemin biyo-duyarli elemani immobilize
edilmistir. Karbon nanotiip miktari, ¢apraz baglayici konsantrasyonlari, MBP miktar1 ve
inkiibasyon siireleri Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) ve Déniisiimlii
Voltametri (CV) kullanilarak optimize edilmistir. Karbon nanotiip fonksiyonelleme
basarist Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM) ve Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FTIR) ile denetlenmistir. Jelatin, karbon nanotiip ve MBP
immobilizasyon basaris1 ve yiizey karakterizasyonu Taramali Elektron Mikroskopisi
(SEM) ile incelenmistir. Tasarlanan sistemin en iyi cevap verdigi degerler tespit
edilmis, bu degerler i¢in kalibrasyon grafikleri elde edilerek BOS ve serum g¢alismalari
gerceklestirilmis, boylelikle tiretilen immiinosensoriin gercek drneklere uyarlanabilirligi

denetlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Elektrokimya

Elektrokimya, madde-elektrik etkilesimini ve bu etkilesim ile ortaya ¢ikan kimyasal ve
fiziksel degisimleri inceleyen bilim dalidir. Reaksiyon hizinin tespiti, mekanizmasinin
aydinlatilmas1 ve elektrot ile analizi gergeklestirilen madde arasindaki elektron
aktariminin incelenmesine imkan vermektedir (Fisher 1996). Reaksiyonlar etkileyen
parametrelere 6rnek olarak potansiyel, elektrot yiizeyinin yapisi ve bilesimi, ¢cozeltide
bulunan analit ve diger iyonlarin aktiviteleri ve bunlarin kiitle aktarimlar1 gosterilebilir.
Bu faktorler yiik transfer siirecini etkilediginden dolayr hizi degistirir ve reaksiyon

dinamiklerini etkiler.

Metalik bir elektrodun (m) ¢ozelti igerisinde bulunan reaktant molekiiller (aq) gibi bir
elektrot kaynagina konulmasi sonucunda elektrotla ¢ozelti ara yiizeyinde yiik transferi

gerceklesir.

Fe** (aq) + e & Fe** (aq) (2.1)

Yukarida orneklenen reaksiyon bir siire sonra dengeye ulasir ve elektrot ile ¢ozelti
arasindaki ara yiizeydeki elektron transferi iki faz arasinda potansiyel fark yaratarak net
bir yiik ayrimi ile sonuglanir (Fisher 1999). Elektrot ile ¢ozelti arasindaki ara yiizeyde
gerceklesen potansiyel diisiisti Agnys:

A@mis=pm — ¢S (2.2)



em metal potansiyelini, ¢S ¢dzelti potansiyelini temsil etmektedir. Sekil 2.1°de elektrot

ile cozelti arayiizeyindeki potansiyel degisimi gosterilmistir.

Potansiyel

=)
=
I

Metal | Cozelti

Elektrod Yiizeyinden Uzaklli

Sekil 2.1 Elektrot/cozelti ara-ylizeyinde potansiyel degisimi

2.1.1 Elektriksel cift tabaka

Iki faz arasinda potansiyel fark olusturan yiik ayrim, iki paralel plakanm olusturdugu
kapasitorde biriken yiikler gibidir. Polarizasyon potansiyeli uygulanmasiyla elektrot

yiizeyinin yiikii kontrol edilebilir ya da elektrot ile ¢ozelti arasindaki elektrostatik
etkilesim arttirilabilir.

Elektriksel ¢ift tabakaya dair ilk model Helmholtz tarafindan 1879 yilinda onerilmistir.
Bu modele gore metal elektrot yiizeyinde bulunan fazla yiik ¢ozeltide tek tabaka halinde

bulunan karsit yiikler tarafindan nétrlestirilir. Yiiklerin elektrostatik gii¢ ya da dipollerin

tekrar diizenlenmesi ile bu sekilde dagilmasi elektriksel olarak notr bir yiizeyin

olusmasini saglar.

gm=-gs (2.3)



gm metal yiizeydeki ylik yogunlugunu, gs ise monomolekiiler ¢ozeti tabakasinin yiik
yogunlugunu temsil etmektedir. Helmholtz’a gore elektrot ile ¢ozeltideki iyonlar
arasinda tek solvasyon tabakasi olabilecegini, elektrot tarafindan g¢ekilen elektronlarin
ara yiizeye, bu iyonlarin solvasyon kabuklar1 tarafindan sinirlanan bir mesafeye kadar
yaklagabileceklerini diisiinmiistiir. Bu sebepten iyonlarin tekrar diizenlenmesi ile olusan
potansiyel diisiisii dogrusaldir ve yalnizca Dis Helmholtz tabakasi (Outer Helmholtz
Plane, OHP) denilen, elektrot ylizeyi ile bu tek tabaka arasinda gozlemlenmektedir.

Fazla Negatif Yiik
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Sekil 2.2 Helmholtz ¢ift tabaka modeli

Gouy ve Chapman (1910) yilinda gergeklestirdikleri bagimsiz ¢alismada Helmholtz’un
cift tabaka modeline iyonlarin Brown hareketlerini ekleyerek kurami gelistirmislerdir.
Onlara gore eger iyonlar serbestce dolagabiliyorlarsa OHP i¢in uygun degillerdir ve bu
sebepten metalle iyon arasindaki elektrostatik etkilesim etkisini yitirir ve yiik difiizyon
tabakasina dagilir. Potansiyel diisiisii elektrot yiizeyinin yakininda gerceklesir ancak

OHP’de meydana gelmez.

1924°te  Stern, oOnceki iki modeli birlestirerek Gouy-Chapman-Stern modelini

gelistirmistir. Bu modelde ¢oziinmiis iyonlarin boyutlaru ve su molekiilleri ile sarili



olmalart da hesaba katilmaktadir. Bu sebepten iyonlar elektrot yiizeyine
yaklasamamakta ve elektrot yiizeyi ile OHP arasinda Gouy-Chapman modelinin

ongordigii kadar belirgin bir potansiyel diisiisii meydana getirememektedirler.

@ Diflizyon tabakas:

; Helmholtz tabakasi
V

Sekil 2.3 Gouy-Chapman-Stern elektriksel ¢ift tabaka modelinin sematik gosterimi ve
elektrot/cozelti ara-ylizeyinde potansiyel disiisii

Grahame ise 1947°de ¢oziinmeyen ya da solvasyon kabugunu kaybetmis bir iyonun
coziinebilen bir iyona oranla elektrot ylizeyine daha fazla yaklasabilecegini gostererek
Stern’in modelini gelistirmistir. Bu modelde elektrot ile dogrudan temas halinde olan
iyonlar spesifik olarak adsoplanir ve I¢ Helmholtz Tabakasini (Inner Helmholtz Plane,
IHP) olustururlar. Coziinmeyen iyonlar ise spesifik olmayan bir sekilde adsoplanir ve

OHP bélgesini olustururlar.

Borchris, Devanathan ve Muller ise 1963’te suyun ¢oziicii olarak model alindig1 bir
goriis ortaya atmiglardir. BDM modeli denen bu modelde su molekiillerinin dipolleri
elektroda yakinliklar1 sebebiyle sabitlenmis durumdadirlar. Giintimiizde elektriksel c¢ift

tabakay1 tanimlayan model, BDM modelidir.
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Sekil 2.4 BDM modelin sematik gosterimi ve elektrot/¢ozelti ara ylizeyi potansiyel diisiisii

2.2 Doéniisiimlii Voltametri (Cyclic Voltammetry, CV)

Elektrokimyasal temele dayanan biitiin analiz yontemlerinde elektrot ve daldirildig:
cozelti sistemine elektriksel bir uyarim yapilarak sistemin verdigi cevap Olgiiliir.
Elektrokimyasal tekniklerde en sik kullanilan parametreler akim, potansiyel ve
zamandir, ayn1 zamanda bu parametreler kullanilan yontemin adini da belirler. Bu
yontemleri net akimin sifir oldugu denge anindaki statik yontemler ve denge durumu
disindaki durumlarda net akimin 6lgiildiigli dinamik yontemler olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Akimin kontrol edildigi yontemler kronopotansiyometri ve kulometrik
titrasyonlar olarak iki kisimda siniflandirilabilirken iyon segici elektrotlarin kullanildig:

yontemler net akimin sifir oldugu statik elektroanalitik yontemlerdir.

Voltametrik deneyler ticlii elektrot sistemleri ile gerceklestirilir. Bu elektrotlardan ilki
potansiyel degisiminin uygulandig1i calisma (ya da indikator) elektrottur. Calisma
elektrotu olarak en sik kullanilan elektrot tiirleri platin, altin, civa gibi metal elektrotlar
ve bunlarin yani sira karbon, karbon pasta elektrot, karbon camsi elektrot ve grafit
elektrottur. Sistemdeki ikinci elektrot, dl¢iim esnasinda potansiyeli sabit kalacak olan
referans elektrottur. En sik tercih edilen referans elektrot tiirlerine giimiis/glimiis kloriir
(Ag/AgCl) elektrot ve doymus kalomel elektrot rnek olarak gosterilebilir. Uglii elektrot
sisteminin {i¢lincii ve son elemani karsit elektrottur. Karsit elektrot olarak en sik platib

(Pt) elektrot kullanilmaktadir.



Voltametri yonteminde gozlemlenen akim degerleri, ¢ozeltide bulunan ve ya elektrot
yiizeyine immobilize edilmis maddelerin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi ile elde
edilir. Yikseltgenmeden kaynaklanan akima anodik akim, indirgenmeden kaynaklanan
akima ise katodik akim adi1 verilmektedir. Elektrot yiizeyince olusan akim, birim yiizeye

gelen madde miktart ile orantilidir. Akim su sekilde tanimlanabilir:

i =nFAQq(0,t) (2.4)

Bu denklemde q(0,t) terimi elektrot yiizeyine birim zamanda gelen madde miktarini
temsil etmektedir. Fick kanunlar1 genigleyen kiire elekrot sistemine uygulanip q

degerinin iistteki esitlikte yerine konmast ile Ilkovig esitligi elde edilir:

ig = 0,732nFCDY?m?3t16 (2.5)

Bu esitlikte:

1: akim, A;

n: elektron sayisi, mol (e/mol)

F: Faraday sabiti, (mol/mol e)

C: ¢ozeltideki elektroaktif madde derisimi, (mol/cm®)
D: Difiizyon katsayis, (cm?/s)

m: akis hizi, (g/s)

t: zaman (s)

terimleri ile ifade edilmistir.
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Sekil 2.5 Doniistimlii voltametride uygulanan potansiyelin zamana bagh degisimi grafigi

Doniistimlii  voltametride potansiyel zamana dogrusal olacak sekilde degistirilir.
Potansiyelin zamanla degisimi Sekil 2.5’te grafiklestirilmistir. Potansiyel degisimi, E;
gibi bir baglangi¢ potansiyelinden baslayarak, E; gibi bir bitis potansiyeline dogru, ileri
yonlii olarak ilerler. Bu noktadan sonra, ilk taramanin tersi yonlii olarak, E;
potansiyelinden baslayarak tekrar E; potansiyeline ya da E3 gibi farkli bir potansiyele
kadar geri yonlii tarama yapilir. Eger ileri yonlii taramada bir indirgenme tepkimesi
olmussa, geri yonlii tarama esnasinda yiikseltgenme gergeklesir. ileri ve geri yonlii bu
potansiyel dongiisiinden 6tiirii bu teknige doniisiimlii voltametri denmistir. Bu yontemle
elde edilen pik, akim biiyiikliigli, aktarilan elektron sayisi, elektroaktif tiir derisimi ve

difiizyon katsayisina baghdir.

Dontigiimlii  voltametri elektrokimyasal analiz yontemleri igerisinde oldukca sik
kullanilmaktadir. Bu durumun sebeplerinden birisi farkli tarama hizlarinda o6l¢iim
alinmasina olanak saglamasi ve elektrotta gergeklesen tepkimenin ara iirlinlerinin
kararliliklar ile ilgili fikir saglamasidir. Adsopsiyon, difiizyon ve elektron aktarimina
tesir eden kimyasal degisimleri belirlemek de bu yontemle imkan dahilindedir. leri ve
geri yonlii piklerin analizi ile reaksiyon mekanizmasi hakkinda fikir edinilirken ileri

yonde yapilan tarama ile kinetik veriler elde dilebilir.
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Doniistimlii  voltametri yontemi ile karakterizasyon islemleri gergeklestirilirken,
modifiye edilmis elektrot sisteme c¢aligma elektrotu olarak baglanir ve yiizey
modofikasyonlarinin bagarisinin denetlenmesinde kullanilir. Ayni1 zamanda yiizey
modifikasyonlarinin yilizeye iletkenlik kazandirip kazandirmadigi ya da yilizeyde
herhangi bir yiikseltgenme indirgenme reaksiyonunun yiirliylip ylirimedigini de
anlasilabilir. Bu islemler esnasinda, c¢iplak elektrotun c¢alisma elektrotu olarak
kullanildig1 bir sistemde, elektrot yiizeyinde hizli ve tersinir sekilde ylikseltgenip
indirgenebilen redoks ¢iftlerinin (ya da redoks problar1) elektrokimyasal
davraniglarindan yararlanilir. En sik kullanilan redoks ciftleri arasinda potasyum
ferrisiyanit/ferrosiyanit, dopamin ve ferrosen gosterilebilir. Modifiye edilmemis
elektrotun bu c¢ozeltilere daldirip elde edilen doniisiimlii voltamogrami ile modifiye
edilmis elektrotun voltamogrami karsilastirilarak, yiizeyde ger¢eklesen elektrokimyasal
tepkimeler ve modifikasyon basarisi denetlenir. Sekil 2.6’da indiyum kalay oksit
(Indium tin oxide, ITO) elektrot iizerine epoksi ve antikor modifikasyonlarinin basarisi
dontistimlii voltametri ile incelenmistir (Souiri vd. 2014). Sekilde “a” olarak belirtilen
voltamogram ¢iplak ITO elektroda, “b” olarak ifade edilen voltamogram ITO yiizeyin
epoksilenmesine, “c” olarak belirtilen voltamogram ise monoklonal anti-Legionella
pneumophila antikoruna ait olup, modifikasyonun her basamaginda elektron transferinin
azalmis olmasi, modifikasyonun basarisin1 ortaya koymaktadir. Calismada redoks ¢ifti
olarak potasyum ferrisiyanit/ferrosiyanit kullanilmistir ve referans elektrot olarak

doymus kalomel elektrottan yararlanilmigtir.
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Sekil 2.6 (K3[Fe(CN)]e) nin 200 mV tarama hizinda yali ITO ve diger modifikasyon
basamaklarini gosteren voltamogrami (Souiri vd. 2014)

2.3 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS)

Impedans ifadesi ilk kez 1886 yilinda elektrik miihendisi, matematik¢i ve fizik¢i olan
Oliver Heaviside tarafindan, kompleks sayilarin elektrik devrelerine uyarlanmasiyla
kullanilmistir (Josephs 1971). Impedansa dayali ydntemler korozyon, elektrot kinetigi,
bataryalar ve biyoelektrokimya gibi elektrokimyasal arastirmada kullanilmaktadir. Bu
yontem, frekansa bagli olarak elektriksel bilgi sunan bir karakterizasyon teknigidir.
Elektrokimyasal hiicreye alternatif akim uygulanarak hiicreden gegen akimin izlenerek
Ol¢iimler alinir. Bu alternatif akim, siinisoidal bir perturbasyon yaratir. Uygulanan
sinlisoidal perturbasyona karsi olusan cevap denge durumu potansiyeli ile ayn1 frekansta

fakat farkli genlik ve faz acisina sahip zaman bagimli bir alternatif akim sinyalidir.
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Sekil 2.7 Sisteme uygulanan siniisoidal uyar1 ve alinan cevap

Ohm yasas1 temelinde bir sistemin impedansi:

E _ ESin(at) _7 Sin(wt)
I, 1.Sin(wt+¢) ° Sin(awt+g¢) (2.6)

seklinde ifade edilebilir. Bu esitlik impedansi1 faz acis1 kaymasina bagli olarak

gostermektedir. Bu durum, impedansin vektor diizleminde gosterilmesine olanak saglar.

Akim
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Sekil 2.8 ¢ faz agis1 ile ayrilmis, akim-potansiyel degisimini gosteren fazor

Z2=7Z+jzZ, 2.7)
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Ustteki denklemde impedans, reel ve imajiner olmak iizere iki vektdr olarak
gosterilmektedir. Bu gosterimde reel (faz ici) bilesen sistemin direnci ile ilgiliyken

imajiner (faz dis1) bilesen daha ¢ok yalitkan tabakalarin olusumu ile ilgilidir.

Impedimetrik verilerin incelenmesinde en sik kullanilan iki grafik tiirii Nyquist ve Bode
grafikleridir. Sekil 2.9’da bir Nyquist grafigi ve ilgili sistemin elektriksel devre
elemanlart gosterilmistir. Bu grafikte gosterilen impedans profili (a) noktasinda R; gibi
bir diren¢ degerinden baslayan ve (b) noktasinda sonlanan, toplam degeri R;+R; olan
yarmm bir dairedir ve grafikteki her nokta farkli bir frekans degerine aittir. Olgiimiin ilk
noktalarinda yiiksek frekans, yani diisiik enerji seviyelerinde uyarimlar uygulanir ve
boylelikle ¢ozelti direnci (Rs) Olgiiliir. Frekansin azalmasi, enerjinin artist ile birlikte
taranan bolge elektrot yiizeyine kayar. Elektrot yiizeyinde direng en yiiksek degerini
aldigindan otiirli kapasitif direng maksimum degerine ulasir ve kapasitoriin kapasitans
degeri imajiner impedansin maksimum degerine esittir. R; degeri ¢ozelti direncine
karsilik gelirken R, degeri yiik transfer direncini (R¢) temsil etmektedir. Frekansin
gittikge azalip enerjinin artmasi ile dalgalar elektrot yiizeyinin i¢ine girerek Nyquist

grafiginde difiizyonu temsil eden dogrusal kistm meydana gelir.

Sekil 2.9 Nyquist impedans spekturumu grafigi ve sistemi temsil eden Randles devre modeli

Boe grafiginin (Sekil 2.10) Nyquist grafigine karsi bazi avantajlari oldugundan
bahsedilebilir. Nyquist grafiginde frekansa dair bir bilgi yer almazken Bode grafigi

apsise frekans1 yerlestirir. Aym1 zamanda frekans degerleri logaritmik olarak
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sunuldugundan, daha genis aralikta bir grafik elde edilmis olur. Ayrica elektrokimyasal
sistem Bode grafigi ile daha net bir sekilde belirlenebilir. Diigiik frekans degerlerinde

polarizasyon direncinin belirlenmesinde de Bode grafigi 6n plana ¢ikar.

- - e o~

logw=0

Sekil 2.10 Bode grafigi

2.4 Biyosensorler

Bir biyosensor, biyoduyarli (bioreseptor) bir eleman ve uygun bir ileticinin (transduser)
birlestirilmesinden olusur. Ornek bir biyosensdr semasi sekil 2.11°de goriilmektedir

(Mungroo ve Neethirajan 2014).
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Sekil 2.11 Bir biyosensoriin sematik gésterimi (Mungroo ve Neethirajan 2014)

Biyosensorlerin = siniflandirilmasinda  bir ¢ok kriter g6z Oniine alinabilir. Bu
siniflandirmalar biyoduyarli malzemeye gore, ileticiye gore ve immobilizasyon

teknigine gore yapilabilmektedir (Preda vd. 2011).

2.4.1 Biyoduyarh elemanlar

Biyosensorlerin tasariminda bulunan biyoduyarli elemanlar, biyosensoriin ilgilendigi
analiti belirler ve analitin sensdre baglanmasimi ve ya iletici elemanin sinyale
doniistiirebilecegi kimyasal reaksiyonun gerceklesmesini saglarlar. Biyoduyarl
elemanlar birgok farkli formla olabilecekleri gibi bir analit i¢in birden fazla biyoduyarl
eleman da olabilir. Buna karsilik bir biyoduyarli elemanin birden fazla analite duyarl

olmasi spesifikligi azaltacagindan pek tercih edilen bir durum degildir.
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Enzimler, antijen-antikorlar, niikleik asitler, hiicreler ve hiicresel yapilar ve
biyomimetik-bakteriyofajlar biyoduyarli biyosensér elemanlarima ornek olarak
gosterilebilir. Biyosensor teknolojisinde en sik kullanilan biyoduyarli elemanlar
enzimler ve antijen-antikorlar olsa da son yillarda bakteriyofaj temelli biyosensorler de
onem kazanmistir. Yine son yillarda son derece popiiler olan ve spesifikligi ¢cok yliksek
olan aptamer temelli biyosensorler de biyoduyarli elemanin niikleik asit oldugu

biyosensorlere 6rnek olarak gosterilebilir.

Biyoduyarl
elemanlar
— E—
1 1 1 1 1
Antijen/ i Biyomimetik/
Enzimler . . Nikleik Asitler . Hucre ve Y . .
Antikorlar Hucresel Yapilar Bakteriyofaj
Protein . DNA hibritlesme Hiicresel Biyomimetik
- . = Poliklonal = . N . = .
enzimleri mikrodizileri sistemler polimerler
Rlbonulfleo Peptit nikleik Enzimatik - .
— protein = Monoklonal |f= . e . = Polidiasetilen
- . asitler proteinler
enzimleri

Enzimatik
== Rekombinant |&= Aptamerler — olmayan Bakteriyofajlar
proteinler

Sekil 2.12 Biyoduyarl eleman tipine gore biyosensor siniflandirmasi (Preda vd 2011)

Bu smiflandirmanin yam sira, biyoduyarli elemanin analitle etkilesimine dayanan bir
ayrim da yapilabilmektedir. Analitle etkilesimi afinite temeline dayanan biyosensorlere
biyoafinite esasli biyosensorler, enzim gibi katalitik temele dayanan biyosensorlere

biyokatalitik esasli biyosensorler adi verilmektedir.

Biyokatalitik esasli biyosensorler, biyosensor yiizeyine immobilize edilmis enzim,
hiicre ya da doku gibi bir biyoduyarli eleman icermektedir. Bu biyokatalizorler ortamda
bulunan substrat: siirekli tiiketirler ve sinyal bu katalitik reaksiyon sonucu elde edilir

(Thevenot vd. 1999).
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Biyoafinite esasli biyosensorler ise biyosensor yilizeyinde, ilgilenilen analite yiiksek ilgi
duyan bir biyoduyarli elemanin immobilize edildigi sistemlerdir. Bu sistemde analit ile
biyoduyarli eleman arasinda belli bir slire sonunda denge hali olusur ve daha fazla
tiketilmez. Bu tip biyosensorlerde en sik kullanilan biyoduyarli elemanlar
antijen/antikorlar ve reseptor hiicrelerdir (Thevenot vd. 1999). Biyoduyarli eleman
olarak  antijen/antikor  ciftlerinden yararlanan biyosensorlere  6zel olarak
“immiinosensor’” ad1 verilmektedir. Bu sistemlerde sensor ylizeyindeki tasiyici tabakaya
immobilize edilmis antikor ve antikora spesifik antijenin baglanmasi sonucu
immunokimyasal bir reaksiyon gerceklesir. Antijen-antikor etkilesiminin afinite sabiti
genellikle cok yliksek oldugundan bu baglanma tersinir degildir. Bu durum {iretilen
immiinosensorlerin tek kullanimlik olmasina sebep olur. Bu durumu asmak i¢in zaman
zaman, antijen-antikor kompleksinin ¢éziinmesini saglayan tampon ¢ozeltiler kullanilir

ve sistemin birden fazla kez kullanimina imkan saglanir (Thevenot vd. 1999).

2.4.2 ileticiler

Biyosensor elemanlarindan bir digeri ileticilerdir ve biyoduyarli eleman vasitasiyla
meydana gelen etkilesimi 6lgiilebilir bir sinyale doniistiirmekle gorevlidirler. Idealde
iletici tek basina analitin tayininde yeterli degildir ancak uygun bir biyoduyarli eleman
immobilizasyonu yiizeyine sahip bir iletici, biyolojik etkilesim sonucu ortaya ¢ikacak
olan potansiyel degisimi, elektron aktarimi, sicaklik ve kiitle degisim ya da 15181n
tepkime lirlinli ya da substrati tarafindan sac¢ilmasini algilayabilir. Sekil 2.13’te
ileticilerin genel bir siniflandirilmasi ve her bir grubun en sik kullanilan tiirleri sematize

edilmistir (Preda vd. 2011).
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ileticiler

Elektrokimyasal Optik Kutle degisimi Diger
—Potansiyometrik| = Optik fiberler |}=— Piezoelektrik |p= Kalorimetrik
1| Amperometrik _Spellj:r:sakr;pisi II<\l/IJiakrrt;bKarIi;jrc;—;‘s.I —  Manyetik
Kondiktometrik| f=— FT-IR — Akustik
|| Yok de§i§i.m_i/ — SPR — Manyetoelastik
alan etkisi
— impedimetrik |—  Floresans
— Kolorimetri
— Liminesans

Sekil 2.13 {letici tipine gore biyosensdr siniflandirmasi (Preda vd. 2011)
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En sik kullanilan elektrokimyasal biyosensorler genel olarak potansiyometrik,
amperometrik, kondiiktometrik ve impedimetrik ileticileri  kullanmaktadir.
Potansiyometrik sensorler elektrot potansiyelinin 6l¢imii dogrudan analitin tayinini
saglamaktir. Amperometrik biyosensdrlerde uygulanan potansiyel sonucu olusan akimin
Ol¢iimii yapilmaktadir. Kondiiktometrik biyosensorlerde elektrik alan varliginda elektrik
yikii tasiyan iyonlarm iletkenligi ile ilgilenilir. Optik biyosensorlerde 15181
absorblanmasi, desorblanmasi ya da sacilmasi ile ilgili 6zelliklerden yararlanilir.
Etkilesim esnasinda ya da sonrasinda 1s1gin bu 6zelliklerinin 6l¢iimii ya da etkilesim
sonrast agiga ¢ikan iirliniin 1518a karst davraniginin incelenmesi ile analit derisimi tespit
edilir. Piezoelektrik sensorlerde genel anlamda karakteristik kristal rezonansindaki
degisimin Ol¢limii ile piezoelektrik kristal yiizeyindeki kiitle degisimim incelenmesi
temeline dayanir. Yiizeyde biyoduyarli eleman vasitasiyla biriken kiitlenin kristal
rezonansini degistirmesi, ilgilenilen analitin derisimi ile dogru orantilidir. Diger iletici
tipleri icerisinde ele alinan bir iletici tiiri de kalorimetrik sensorlerde kullanilir.
Biyoduyarli eleman ile analit arasinda gergeklesen etkilesimden dogan entalpi

degisiminin 6l¢limiine dayanir.

2.4.3 immiinosensorler

Daha 6nce de bahsedildigi lizere immiinosensorler, biyoduyarli eleman olarak antijen ya
da antikorun kullanildigi ve bu iki tiir arasindaki kompleks olusturma etkilesimine
dayanan biyosensorlerdir. Antijen-antikor etkilesiminin yiiksek segicilikte olmasi
immiinosensorlerin hassasligini arttiran 6nemli bir faktordiir. Ayrica klinik anlamda bir
cok hastalia dair immiinolojik biyobelirteclerin ortaya koyulmus olmast da

immiinosensoOrlerin Onemini bir kat daha arttirmaktadir.

Immiinosensérlerin ~ temelleri  immiinotest  anlayisindan  ortaya  ¢ikmustir.
Immiinosensérleri, tasarlandiklar: iletici tipine gore elektrokimyasal (amperometrik,
kondiiktometrik, potansiyometri ve impedimetrik), optik, akustik, kalorimetrik ve
akustik olarak smiflandirmak miimkiindiir. Bu tiirler arasinda en sik kullanilan

immiinosensor tiirleri elektrokimyasal ve optik immiinosensérlerdir. Immiinosensérler

20



ayrica dogrudan ya da dolayli olarak da smiflandirilabilmektedirler (Bahadir ve
Sezgintiirk 2015).

Dogrudan immiinosensorlerde elde edilen sinyal antijen-antikor etkilesiminden
saglanmaktadir. Elektrotlar, membranlar, piezoelektrik materyaller ve optik¢e aktif
yiizeyler ilizerine immobilize edilmis antijen ya da antikor, ¢6zelti igerisinde bulunan
ciftiyle etkilesime girer ve bu kompleks olusumu sonucu iletici tarafindan Slgiilebilir
sinyal elde edilir. Dogrudan olmayan yontemlerde ise antijen-antikor etkilesimi, antijen
ya da antikora konjuge edilmis isaret¢inin gdzlenebilmesi igin gergeklesir. Bu
isaret¢inin yiizeye tutunmasi ya da yiizeyden ayrilmasi, dolayisiyla sinyalin artmasi ya
da azalmasi hedef analitin derisimi ile orantili gerceklesmektedir (Martin 2001,
Mohammed ve Desmulliez 2011). Dogrudan ya da dogrudan olmayan yaklasimlara dair

sematik bir gosterim sekil 2.14’te gOsterilmistir.

immobilize Antiien Biyosensor Florofor igaretli
Antikor : ] yiizeyi antikor

Kuantum Uyanm Emisyon FRET
Noktacik Floresansi Floresansi Emisyonu

Sekil 2.14 Antijen-antikor baglanma karakteristiklerine gére immiinosensor tipleri.
(Mohammed ve Desmulliez, 2011)

a. Florofor etiketli ikincil antikor baglanmasi ile olusan sandvi¢ yapisi. b. Isaretli antijen-antikor

kullanilarak tasarlanan yarismali sistemler. C. Isaretli tersiyer antikor ile ileri diizey sandvi¢ yapist. d.
Ikincil FRET ciftli florofor kullanilarak kuantum noktacik iizerinde olusturulan sandvi¢ yapisi.

21



2.4.3.1 Elektrokimyasal immiinosensorler

Immiinosensér teknolojisinde en yaygin kullanilan yaklasim elektrokimyasal temele
dayanan immiinosensorlerdir. Duangkaew ve calisma arkadaslar1 2015 yilinda
gerceklestirdikleri bir arastirmada, nanomateryal alaninda kat edilen gelisimin
elektrokimyasal immiinosensor gelisimine biiyllk oranda agirhk kazandirdigim

bildirmislerdir.

Sensor

Kan ya da serum ; .
gibl kompleks bir :&:‘:’“' m‘"ﬁ"“ Elektriksel sinyal

kangim

Sekil 2.15 Elektrokimyasal immiinosensdrlerin semetik gosterimi (Bahadir ve Sezgintiirk 2015)

Elektrokimyasal immiinosensorler genellikle kan ya da serum gibi, icerisinde birgok tiir
biyolojik molekiil barindiran ¢ozeltilerde ¢aligmak iizere tasarlanirlar. Bu kompleks
karisim igerisinden ilgilenilen analitin segilip tayin edilmesini antijen-antikor
etkilesiminin kayda deger afinitesi saglamaktadir. Bu amag i¢in elektrokimyasal iletici
sistemi lizerine (Ornegin elektrot {lizerine) antijen ya da antikorun immobilizasyonu
saglanir. Bunun ardindan ¢dzelti icerisindeki analit ile immiinolojik kompleks olusumu
gerceklesir ve ilk durumla arada bir farklilik olugsmus olur. Bu farklihigin iletici
vasitastyla Olciilebilir sinyal haline getirilmesi ve degerlendirilmesi gerceklestirilir

(Sekil 2.15).
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Elektrokimyasal immiinosensorlerde iletici sistem olarak kullanilabilen birkag¢ yaklagim
mevcuttur. Bunlardan birisi amperometrik sistemlerdir ve bu sistemlerle ortaya koyulan
immiinosensorlere amperometrik immiinosensorler adi verilir. Bu yaklagimda sisteme
uygulanan sabit potansiyel altinda kimyasal etkilesim sonucu agiga ¢ikan gecen akim
Olciiliir. Bu gibi sistemlerde genellikle immiinoaktif molekiiller enzimlerle isaretlenirler.
Bu isaretleme isleminde en sik glikoz oksidaz, yaban tupu peroksidaz, oksidorediiktaz
ve alkelen fosfataz gibi enzimler kullanilir. Amperometrik immiinosensorlerin en biiytlik
sinirlayicis1 ¢ozelti igerisinde girisim etkisi yapabilecek baska tiirlerin olabilecek

olmasidir.

Bir diger immiinosensdr c¢esidi kondiiktometrik sensorlerdir ve ¢ogu biyolojik
etkilesimin ¢ozeltideki iyonik tiirlerin derisimini degistirmesi temeline dayanir. Bu
degisimin uygun elektrokimyasal diizenekle incelenmesi sonucu analitin derisimine
gecis yapilabilir. Ancak bu sistemin sahip oldugu en biiyiikk dezavantaj, diger

yaklasimlara oranla duyarliligin diisiik olmasidir.

Potansiyometrik immiinosensorler ise iyon segici elektrotta iyonik bir etkilesim sonucu
gerceklesen potansiyel degisimini dlgmek suretiyle tayin yapar. Elde edilen potansiyel
degisim miktar1 Nernst esitliginde yerine yazilarak analit miktar1 tayin edilebilir. Bu
yontemin dezavantaji ise antijen antikor etkilesiminde potansiyel degisiminin diisiik

olmasi ve bazi durumlarin Nernst esitligine uymamasidir.

2.5 Antikorlar

Antikorlar spesifik bir antijene baglanma kapasitesi olan biyomolekiillerdir ve “Ab”
olarak kisaltilir. Antijen ise immiin yanita sebep olan ve viicut tarafindan yabanci olarak

algilanan bir molekiildir ve “Ag” olarak kisaltilir.

Antikorlar, immiinoglobiilinler olarak da adlandirilmaktadirlar ve toplam serum protein

miktarinin =~ %20’sini  olustururlar. Genel olarak immiinoglobiilin A (IgA),
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immiinoglobiilin D (IgD), immiinoglobiilin G (IgG), immiinoglobiilin E (IgE) ve
immiinoglobiilin M (IgM) olarak bes ana smifta gruplandirilmakta olup serum

immiinoglobiilinlerinin %801 IgG’dir.

Immiinoglobiilinlerin yapis1 “Y” seklinde monomerlere sahiptir. IgD, IgE ve 1gG bu
monomer yapisinda immiinoglobiilinlerdir. IgA bu monomerin dimerlesmesinden
meydana gelir. IgM ise monomerin besli yani pentamer formunda bir araya gelmesinden

olusur. Y seklindeki monomerin farkli boliimlerinin farkli gorevleri vardir.

Ig monomerinde dort polipeptit zinciri mevcuttur. Birbirinin aynist olan iki agir zincir
ve disiilfit baglar ile birbirine baglanmis iki hafif zincirin her biri immiinoglobiilin
kisimlar1 (immunoglobulin domains) adi verilen kompartmanlara ayrilir. Bu kisimlar
70-110 amino asit kalintis1 icermektedir ve boyut ya da sekillerine gére degisken ya da
sabit olarak isimlendirilmektedir.

@ 4
®

HOOC COOH

@

Sekil 2.16 Bir immiinoglobiilin monomerinin yapisi

1) Fab bolgesi. 2) Fc bolgesi. 3)Agir zincirler (mavi). 4) Hafif zincir (yesil). 5) Antijen baglanma bdlgesi.
6) Baglant1 bolgeleri
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Agir zincirler a, , €, y ve p gibi Yunan alfabesi harfleri ile ifade edilirler ve antikorun
smifin1 belirlerler. Agir zincir degisken ve sabit olmak tizere iki kisimdan olusur. Sabit
kisimlar ayn1 izotipteki biitiin antikorlar i¢in 6zdestir. Memeli immiinoglobiilinlerinin
hafif zincirlerde A ve x olmak flizere iki tiir vardir. Agir zincirde oldugu gibi hafif

zincirde de sabit ve degisken kisimlar vardir.

Y formunun kollari, antijen baglanma bdlgesini icerir. Bu bolgeye Fab (fragment,
antiden-binding) bolgesi ad1 verilir. Dallanmamis kisma ise Fc (fragment, crystallizable)
bolgesi adi verilmektedir ve immiin hiicre aktivitesinin modiilasyonunda gorev alir.
Antikorun antijeni tanidigi bolgeye paratop, antijenin immiin cevaba sebep olan
bolgesine ise epitop adi verilmektedir. Ayn1 antijene cevap veren antikorlara poliklonal
adi1 verilir. Monoklonal antikorlar ise bir antijenin ayn1 epitopuna cevap vermektedirler.
Bu agidan monoklonal antikorlar poliklonal antikorlara oranla daha yiiksek spesifiklige

sahiptirler ancak afiniteleri daha diistiktiir.

Antikor-antijen baglanmasinda hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, Van der
Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler 6ne ¢ikmaktadir. Elektrostatik kuvvetler
polaritesi yliksek molekiiller arasindaki dipol etkilesimleri ya da yiik tasiyan gruplarin
birbirini itmesi ve ya ¢gekmesinden dogmaktadir. Hidrojen baglar1 bu kuvvetlerin bir alt
grubu olarak distiniiliir ve yiiksek elektronegativiteye sahip bir proton alicinin
tizerindeki ortaklanmamis elektron ¢ifti ile bir proton verici arasinda gergeklesir.
Elektrostatik kuvvetler ve hidrojen baglar1 antikor-antijen etkilesiminin giicline katki
saglamaktadir. Van der Waals etkilesimleri zayif dipoller arasinda meydana gelir. Zaif
etkilesimler olmalarina ragmen fazla sayida etkilesim meydana geldiginden antijen-
antikor etkilesimlerinin yaklasik yarisindan Van der Waals etkilesimleri sorumludur

(Martin 2001).

Immiinoaktif molekiillerin baglanma kinetikleri antikor ile antijen etkilesimini bir denge
reaksiyonu oldugu {izerine kuruludur ve denge reaksiyonlarinin Kkinetigine
benzetilmistir. Birlesme (association) ve ayrilma (dissociation) yonlii tepkimelerin

denge sabitleri orani toplam reaksiyonun denge sabitine esittir.
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_ka_ AbAg
kd [Ab][Ag] (2.8)

2.6 Biyoduyarh Molekiillerin immobilizasyonu

Bir biyosensor ilgilenilen analiti taniyip baglayacak biyoduyarli bir eleman
icermektedir. Bu elemanin sagladigi kimyasal degisim iletici yardimi ile olgiilebilir
sinyale doniistiiriiliir. Biyoduyarli elemanin iletici ile uygun sekilde bir araya getirilmesi
biyosensor tasariminin en Onemli basamaklarindan birisidir. Bu basamagin tasarimi
tiretilecek biyosensoriin  duyarliligindan cevap siiresine kadar bircok Ozelligine

dogrudan etki etmektedir (Kim ve Herr 2013).

Biyolojik materyaller dogrudan iletici ylizeyine baglanabilecekleri gibi, polimer
malzemeler gibi destek malzemelere ya da nanopartikiiller iizerine de
immobilizasyonlart miimkiindiir. Giinlimiizde bu yaklasimlar biyosensor teknolojisinde

On plana ¢ikan tasarim stratejileridirler.

2.6.1 Fizisorpsiyon (Fiziksel adsorpsiyon)

Bir proteinin herhangi bir ylizeye immobilizasyonuna dair en basit ve temel yaklasim
fizisorpsiyon yani fiziksel adsopsiyondur (Sekil 2.17.a). Proteinler bu sekilde ¢esitli
yiizeylere elektrostatik, hidrofobik, Van der Waals ve hidrojen baglar1 gibi
intramolekiiler kuvvetler yardimiyla basitce baglanabilmektedirler. Protein ¢dzeltisinin
immobilizasyon yiizeyinde inkiibe edilmesi ya da mikroakigkan sistemler icin
immobilizasyon yiizeyinde devamli akisinin saglanmasi, karmasik kimyasal siirecler
gerektirmeksizin immobilizasyon yapilmasima imkan verir. Bu teknigin en biiyiik
siirlamasi, fiziksel adsorpsiyon etkilesimlerinin zayif olmasi ve yiizeyde adsorbe olan
protein tabakasinin kararliliginin pH, sicaklik ve iyonik siddet gibi cevresel etkenlere
biiyiik dl¢iide bagli olmasidir (Kim ve Herr 2013).
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(a) Fiziksel (b) Biyoafinite (c) Kovalent
adsorpsiyon etkilegimi baglanma

(d) Uzatici kol kullanimi

Sekil 2.17 Biyoduyarli molekiillerin immobilizasyonunda en sik kullanilan yaklagimlar.
(Kim ve Herr 2013)

a. Fiziksel adsorpsiyon. b. Biyoafinite etkilesimleri. c. Kovalent baglama. d. Uzatici kol yardimu ile
immobilizasyon.

2.6.2 Biyoafinite etkilesimleri

Biyoafinite etkilesimleri, ya da biyospesifik adsoprisiyon, dogada gozlemlenen spesifik
baglanma fenomeninden faydalanmaktadir. Bu teknik, gorece daha giiglii, yliksek
spesifitede ve yonlenmis protein immobilizasyonu sagladigindan otiirii fizisorpsiyona
oranla daha avantajhidir (Sekil 2.17.b). Bu sekilde immobilize protein daha iyi bir
erigilebilirlige sahip olur. Ayrica kimyasal yontemler, pH degisimi ve sicaklik
ayarlamasi gibi islemlerle geri doniisiim saglanabilir ve iiretilen biyosensoriin tekrar
kullanilabilirligi saglanabilir. Afinite saglayacak ara biyomolekiiliin immobilizasyonu
gerekli oldugundan, bu yaklasim genellikle diger bir immobilizasyon yaklasimi

(fizisorpsiyon ya da kovalent baglama) ile birlikte kullanilir. Bu yontemde siklikla
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avidin-biyotin, protein A/G antikorlari, DNA hibritlesmesi ve aptamerlerden yararlanilir
(Kim ve Herr 2013).

2.6.3 Kovalent baglanma

Immobilizasyon yiizeyi ile biyoduyarli molekiil arasinda kovalent bir bag olusumuna
dayanan bu yaklasimda, immobilizasyon ylizeyi aktive edilir ve biyoduyarli elemanin
yiizeye geri doniisiimsiiz olarak baglanmasi saglanir (Sekil 2.17.c). Bu yaklagimla
immobilize edilen biyolojik molekiiller, fizisorpsiyon ya da biyoafinite yaklasimina
oranla yiizeyde daha kararli sekilde tutuklanirlar. Bu yontemde glutaraldehit,
epiklorohidrin (ECH) ya da N-hidroksisiiksinimit (NHS)/1-¢til-3-(3-
dimetilamonipropil) karbodiimit (EDC) ¢ifti gibi c¢apraz baglayicilar yani sira
biyoduyarli eleman ile immobilizasyon yiizeyi arasina uzatict bir kol eklenmesi (Sekil
2.17d) siklikla kullanilir. Proteinlerin aktif boélgelerinden yiizeye baglanmalarindan
kaynaklanan aktivite kaybi, toksik reaktantlar ve karmasik kimyasal siirecler kovalent

baglanma yaklagiminin 6nemli sinirlayicilaridirlar (Kim ve Herr 2013).

2.7 Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler ilk kez lijima tarafindan 1991 yilinda sentezlenmistir (Iijima 1991).
lijima’nin kesfi ve Dunlop ve arkadaslarinin tek duvarli karbon nanotiiplerin kayda
deger oOzellikleri ile ilgili 6n goriileri, diinya ¢apinda bilim insanlarmin dikkatini
cekmistir. Ik etapta fulleren sentezi cabalarinin bir uzantis1 olarak goriilen karbon
nanotlip caligsmalar1 giiniimiizde nanopartikiil temelli teknolojilerin gelistirilmesinde

oldukga iiyiik bir 6neme sahiptir (Sajid vd. 2016).

Karbon nanotiipler ilk olarak elektronik, optik, plastik ve nanoteknolojinin alanina giren
diger materyallerin yapisina katki maddesi olarak eklenmistir. 21. ylizyilin basmndan
itibaren ise eczacilik ve tip alaninda ilag tasima ve terapdtik amaglarla yararlanilir bir

nanopartikiil haline gelmistir. Yiiksek yiizey alani, miikemmel kimyasal kararlilik ve
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yiiksek elektronik poliaromatik yapilari sayesinde olduk¢a genis yelpazede terapotik
ajanlart (ilag, protein, antikorlar, DNA ya da enzimler gibi) absorblayabilir ya da
konjugat olusturabilir (He vd. 2013). Bunlarin yani sira diger nanopartikiillerin de
kullanim alani buldugu klinik diagnostik sistemlerin gelistirilmesinde de karbon
nanotiiplerin etkinligi giin gectikge artmakta, karbon nanotlip temeline dayanan birgok

biyo- ve immiinosensor literatiirdeki yerlerini almaktadir.

Sekil 2.18 Karbon nanotiip yapisi

a. Tek duvarli karbon nanotiip b. Cok duvarli karbon nanotiip

Karbon nanotiipler yalnizca karbon atomlarindan meydana gelir ve birbirine komsu
benzen halkalarinin tiibiiler bir yap1 olusturmak tizere sarilmasi ile olusurlar. Bu sentetik
nanomateryal grafit ve elmasla beraber karbonun igiincii allotropu olan fullerenler
ailesinin bir mensubudur. Yapisinda hem sp2 hem de sp® hibritlesmesinde karbon
atomlar1 bulundurmaktadir. Sahip oldugu katmanlara gore karbon nanotiipler iki sinifa

ayrilir:

e Tek duvarli karbon nanotiipler (Single-walled carbon nanotubes, SWCNT)
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e Cok duvarli karbon nanotiipler (Multi-walled carbon nanotubes, MWCNT)

Tek bir grafen tabakasinin kivirilmasiyla tek duvarli karbon nanotiipler elde edilirken
birden fazla tabakanin kivirilmasi, ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin olusumuna imkan
verir. Tek duvarli karbon nanotiipler genellikle 0,4-2 nm aras1 c¢apa sahip iken c¢ok
duvarli karbon nanotiiplerin 2 ile 100 nm aras1 ¢ap genisligi vardir. Cok duvarli karbon
nanotiiplerin uzunliklar1 0,2’den birka¢ mikrometreye kadar degisebilmektedir (Sajid
vd. 2016). Tek ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin basit bir karsilastirilmas: gizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Tek ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin kiyaslanmasi (He vd. 2013)

Tek duvarh karbon nanotiipler (SWCNT) Cok duvarh karbon nanotiipler MWCNT)

Bir grafen katmamn Birden fazla grafen katmani

Sentez icin kataliz gerekli Katalizorsiiz tretilebilir

Toptan sentezi zor Toptan sentez kolay
Fonksiyonellemede daha ¢ok kusur Daha az kusur ancak gelistirilmesi zor
Saflik diistik Yiiksek saflik

Viicutta birikimi az Viicutta birikimi yiiksek

Kolay karakterizasyon ve degerlendirme Zor karakterizasyon ve degerlendirme
Biikiilmesi kolay Biikiilmesi zor

Karbon nanotiip sentezinde en sik kullanilan yontemler ark bosalmasi metodu, kimyasal
buhar tortusu (chemical vapour deposition, CVD) ve lazer ablasyonudur. Biitiin
yontemlerde birer karbon ve enerji kaynagi vardir. Karbon kaynagi olarak karbon
elektrotlar ya da gazlar kullanilabilecegi gibi enerji kaynagi olarak ise ark bosalmasi,
lazer ya da sicaklik kullanilabilir. Bu metotlarin temelinde tekil karbon ya da bir karbon
grubu olusturarak nanotiip iiretebilecek rekombinasyonlar saglamaktir (Sajid vd. 2016).
Uzun yillardir fulleren sentezinde kullanilmis olan ark bosalmasi metodu karbon
nanotlip sentezinin en kolay ve en sik kullanilan yontemidir. Bu metotta karbon
elektrotlar karbon kaynag olarak kullanilir ve 20 V’luk potansiyel fark ve 50-100 A’lik
akim ile olusturulan ark enerji kaynagidir. Diisiik basinglt inert gaz ortaminda, kobalt,

nikel ya da demir gibi bir katalizor yardimiyla olusturulan arkin karbon elektrot
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yiizeyinden karbonu buharlastirp karsit elektrotta cubuk sekilli karbon yapilar
olugmasina imkan verecek diizeyde yiiksek 1s1 aciga cikarabildigi diisiiniilmektedir. Bu

yontemin gap araligi 0,6-1,2 nm’dir (Sajid vd. 2016).

Lazer ablasyon metodu da karbon kaynagi olarak karbon elektrot kullanmakla beraber
enerji kaynagi olarak lazer kullanilmaktadir. Birbirini takip eden lazer pulslarinin hedefi
esit sekilde buharlastirmasi temeline dayanir. Ikinci lazer pulsunun biiyiik parcalari
kirarak kiigiik parcalar olusturdugu ve bu kiigiik parcalarin nanotiip yapilarina dogru
biiyiidiikleri farz edilmektedir. Gegis metalleri bu yontemde de katalizor olarak
kullanilir. Bu yontemle 100 mikrometre boyunda ve 10-20 nm g¢ap genisliginde
nanotiipler elde edilir (Sajid vd. 2016).

Kimyasal buhar tortusu biiylik capli karbon nanotiip sentezi i¢i kullanilan bir yontemdir.
Metan, asetilen ve karbonmonoksit gibi organik bilesikleri karbon kaynagi olarak olarak
kullanildig1 bu yontemde yiiksek sicaklik karbon bilesiklerinin bozunmasi igin gerekli
enerjiyl saglar. Kobalt ya da demirin katalizor, silika ya da zeolitin destek materyal
olarak kullanildig1 bu yontem biiyiik miktarlarda tek duvarl karbon nanotiip sentezine
imkan vermektedir. Bu yontemlerin (Cizelge 2.2) haricinde alev sentezi metodu ve silan

¢ozeltisi metodu da rapor edilmistir (Sajid vd. 2016).

Cizelge 2.2 Karbon nanotiip sentezinde en sik kullanilan yontemler

Ark bosalma metodu

Kimyasal buhar tortusu

Lazer ablasyonu metodu

Enerji kaynagi elektrik Enerji kaynag yiiksek Yiiksek sicaklikta yiiksek
bosalmasi sicaklik (900° C) yogunlukli lazer pulslari
Karbon kaynagi metan,
Karbon kaynag1 karbon ) . Karbon kagnag1 karbon
karbonmonoksit ve asetilen
elektrot elektrot

gibi gazlar

Saf karbon elektrotlar
MWCNT iretir

Metal doplanmis elektrotlar
SWCNT f{iretir

Yiiksek safsizlik dezavantaji

Karbon kaynaginin metal
katalizorle kat1 destek
materyali iizerinde bozunmasi

CNT dretir

Saf karbon elektrotlar
MWCNT iretir

Metal doplanmus elektrotlar
SWCNT firetir
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Karbon nanotiiplerin mekanik, elektronik ve pratik faydalari olmasma ragmen canl
organizmalar i¢in toksik etkisi vardir. Cok sayida calisma hiicre hatlarinda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu indiikledigi ve mitojen aktiflenmis protein kinaz
(MAPK), aktivator protein-1 (AP-1) ve aktiflenmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-
hafif zincir ¢ogaltict (NF-kB) gibi ROS ile iligkili hiicreler arasi sinyal yolaklarin1 doza
bagli olarak aktive ettigini rapor etmistir. Karbon nanotiiplerin IL-1p, TNF-a, IL-6 ve
IL-8 gibi sitokinlerin makrofajlar ve mezotelial hiicrelerden salgisini stimiile edebildigi

bildirilmistir (Fard vd. 2015).

Yapisal, mekanik ve elektronik 6zelliklerinin yani sira yiiksek yiizey alani/hacim orani
saglayabilmeleri, kolaylikla fonksiyonellenip ilgilenilen 6zellikleri kazanabilmeleri ve
biyouyumluluk kazanabilmeleri karbon nanotiipleri biyosensér alaninda 6nemli bir arag
haline getirmistir. Biyosensor uygulamalarina karbon nanotiiplerin dahil edilmesinin
birka¢ yolu rapor edilmistir. Substrat lizerinde materyalin olusturulmasi, damlatma
metodu ile iletici iizerine karbon nanotiip immobilizasyonu, polimer karigimlarina
karbon nanotiip ilave ederek nanokompozit yapilar elde etme, karbon nanotiipler ile
metal nanopartikiillerin birlikte kullanilmasi bunlardan yalnizca bir kagidir. Karbon
nanotiip temelli biyosensorlerin en biiylik avantajlar1 diigsiik maaliyet ile tiretilebilmeleri
ve elektrokimyasal sensorler 6zelinde oldukca 1yi elektron transferi saglayabilmeleridir

(Yang vd. 2015).

2.7.1 Karbon nanotiiplerin fonksiyonellenmesi

Karbon nanotiiplerin sahip oldugu en 6nemli avantajlardan birisi de ilgilenilen alana
yonelik Ozellikler kazandirma amagli olarak yiizeye farkli fonksiyonel gruplarin
eklenebilmesidir. Dahasi, elektron transferini arttirma amacli olarak enzimlerin karbon
nanotiip tizerine yonlenme kontrolii immobilizasyonu gibi calismalar bildirilmis ve
karbon nanotiiplerin fonksiyonellenmesinin 6nemini bir kez daha ortaya koymustur.
Karbon nanotiip fonksiyonellemesinde en sik kullanilan iki fonksiyonel grup karboksil
ve amino gruplaridir. Bu gruplarin yiizeyde olusturulmasi ile daha farkli ajanlarin

yiizeye immobilizasyonu miimkiin kilinabilmektedir (Babadi vd. 2016).

32



Kovalent ve kovalent olmayan fonksiyonellemeler ile yilizey konjugasyonlar1 ya da geri
dontisiimlii fonksiyonellemeler saglanabilmektedir. Kovalent fonksiyonellemenin ilk
basamagi genelde karbon nanotiip yiizeyindeki defektlerde karboksil fonksiyonel grubu
olusturulur. Bu islem i¢in, katalizérden arindirilmis ham karbon nanotiipler, gii¢lii asit
karisimlart (H2,SO4/HNO3 gibi) ile muamele edilir. Elde edilen karboksil fonksiyonel
karbon nanotiipler bu halleriyle biyolojik materyalle etkilestirilebilecegi gibi,
fonksiyonellemenin ilerleyen basamaklarinda amino gruplariyla da etkilestirilebilirler.
Devam eden fonksiyonelleme islemi i¢in karboksil basamaginin bir sonrasinda tiyonil
kloriir (SOCI,) klorlayict bir ajan ile agil kloriirlerin olusturulmasi hedeflenir. Agil
klortirler, reaksiyon yatkinliklari ¢ok yiiksek oldugu i¢in istenen molekiillerle etkilesimi
kolaylastirir ancak cabuk bozunabilme gibi dezavantajlar1 da mevcuttur. Acil
kloriirlenmis karbon nanotiip bu asamadan sonra hidroksil (-OH) ya da amino (-NH)
gibi gruplarla etkilestirilerek istenen molekiiliin (6rnegin polimer zinciri) karbon

nanotiipe kovalent baglanmasi gergeklestirilmis olur.

Kovalent olmayan karbon nanotiip fonksiyonellemesinde karbon nanotiiplerin aromatik
yapilarindan yararlanilir. Protein gibi igerisinde aromatik aminoasitleri barindiran
yapilarla karbon nanotiiplerin aromatik halkalar1 arasinda p-istiflemesi yolu ile
fonksiyonelleme saglanabilmektedir. Ayrica DNA gibi uzun zincirli molekiillerin
karbon nanotiip yiizeyine sarilmasi da bir baska kovalent olmayan fonksiyonelleme
bicimdir. Son olarak karbon nanotiiplerin polimerlerle kaplanmasi da istenen

fonksiyonelleme 6zelliklerini karsilayabilmektedir.
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Ham CNT

TSWCNTD) l MWCNT )

Fonksiyonellenmig CNT

+

- Kovalent

- Yuklu (amino, karboksil)
- Polimer (PEG, PEI)

- Slirfaktanlar

Biyofonksiyonellenmis CNT

- Proteinler (enzim, antikor, peptit)

- ilaglar (Antibiyotik, antienflamatuar)
- Genetik tlirler (DNA, miRNA)

Sekil 2.19 Karbon nanotiip fonksiyonellemesinin biyolojik uygulamalar1 (Hwang vd 2013)

2.8 Multipl Skleroz (MS)

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin, inflamasyon, demiyelinizasyon, aksonal
bozunma ve glioz ile karakterize olan kronik, immiin-aracili bir hastaligidir. MS teshisi
genellikle 20 ile 50 yas arasinda koyulur ve kadinlarin erkeklere oranla iki ila ii¢ kat
daha fazla yatkinliklar1 s6z konusudur (Streber vd. 2016). 13. yiizyildan itibaren bazi
kaynaklarda MS belirtilerine benzer hastalik Gykiilerine rastlaniyor olsa da, MS’in
klinik ilk tanimlamasi, “Norolojinin babasi” olarak anilan Jean Martin Charcot
tarafindan, 1868 yilinda La Salpetriere Hastanesi’nde yapilmistir (Charcot 1868). MS
hastaligi, beyin ve omurilik beyaz cevherinde ortaya ¢ikan inflamatif plakalarin
norolojik yikima sebep oldugu, birbirini izleyen hastalanma ve iyilesme donemleri ile
ifade edilebilir. Plakalar ¢ok sayida ve farkli zamanlarda ortaya ¢ikmislardir. Her atakta
aksonlar yikima ugramaktadir ve bir sonraki atakta da ayni akson demetinin hasara
ugramast durumda, aksondaki hasar kalici hale gelmektedir. Bu durumda nérolojik

islevlerin sekteye ugramasi, ilerleyen durumlarda ise islevin kaybolmasi s6z konusudur.
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2.8.1 Epidemiyoloji

MS hastaligr genellikle 20 ile 50 yas araliginda goriilmektedir ve ortalama baglangic
yast 30’dur. Buna ragmen hastalik cocukluk caginda ya da 60 yas sonrasi da
gelisebilmektedir. Kadinlarin erkeklere oranla 3 kat daha fazla hastaliga yakalanma
istatistigi mevcuttur. Diinya’da 2,5-3 milyon MS hastasi oldugu diisiiniilmektedir.
Afrika’nin biiyikk bolimi ile Dogu Asya’da 5/100.000 gibi bir goriilme sikligina
sahipken Kuzey ve Orta Avrupa, Kuzey Amerika ve Giineydogu Avusturalya’da bu
oran 100/100.000°e kadar cikmaktadir. Go6¢ {lizerine yapilan calismalarda oOzellikle
ergenlik cagl 6ncesi yasanan go¢ sonucunda, gogcmenlerin yerel toplulukla benzer bir

prevelans sikligina sahip oldugu bildirilmistir (Milo ve Miller 2014).

2.8.2 Kilinik ozellikler ve prognoz

MS hastalar1 merkezi sinir sisteminin farkli kisimlarindan kaynaklanan, tek basina ya da
kombinasyon halinde goriillen olduk¢a cesitli norolojik belirtiler ve isaretler
gostermektedir. Bu belirtiler ani bir atak ya da siirekli bir sekilde ilerleyen sekilde
ortaya cikabilir. Genel belirtileri uyusma, karincalanma, motor glicsiizliigii, gorme
bozukluklari, ¢ift gérme, koordinasyon bozuklugu, bas donmesi, vertigo ve ylirliylis
bozuklugudur. Diger baz1 eslik eden belirti ve isaretler ise yorgunluk, kaslarin kasili
kalmasi, ataksi, sensorsel kayip, noropatik agri, iiriner sistem bozuklugu, seksiiel
disfonskiyon, depresyon ve sicaklik intdleranst gibidir. Yaklasik 10 yillik hastalik
devaminda ylriiyiis bozukluklar1 artmakta ve hastalar genelde destek ile
yiirliyebilmektedirler. Tahmini 6miir 7 ila 10 yil arasinda kisalmaktadir (Milo ve Miller

2014).

2.8.3 Hastalhigin seyri

Her ne kadar hastaligin seyri hastadan hastaya farklilik gosteriyor olsa da dort ana

baslik altinda toplanabilmektedir (Milo ve Miller 2014):
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e Relapsing (atak) — remmiting (iyilesme) MS (RRMS): Yeni ya da 6nceden
ortaya ¢ikmis norolojik semptomlarin agikca ortaya koyulmus ataklarin tam ya
da kismi iyilesmesi ve bu ataklar arasinda hastalik ilerlemesinin olmamasi ile
ifade edilir. Tim MS vakalarinin %80-85’1 RRMS olarak tanimlanmustir.

e Birincil Ilerleyen MS (PPMS): Baslangictan itibaren ilerleyen seyirde devam
eden MS hastalig1 i¢in kullanilir. Zaman zaman yatay seyir ve ufak diizelmeler
olabilir. Tiim hastalarin %10-15 kadar1 birincil ilerleyen MS’den muzdariptir.

e Ikincil Ilerleyen MS (SPMS): RRMS ile baslayan hastaligin atakli ya da ataksiz
ve ufak iyilesmeler ve kismi yatay seyirlerle ilerleyen hal almasi ile ifade edilir.
RRMS hastalariin %50’si 10 yil igerisinde, %90°1 se 25 yil i¢erisinde SPMS’e
dontisiir.

e Atakli Ilerleyen MS (PRMS): Acik akut ataklar ve iyilesmesiz, ilerleyici

karakterde MS hastaligidir. Ataklar arasinda hastalik ilerlemesi devam eder.
Bazi diger MS smiflandirmalar su sekildedir:

e Klinik olarak izole sendrom (CIS): MS siiphesi olan ilk klinik boliim.

e Radyolojik olarak izole sendrom (RIS): Tipik MS lezyonlarinin, klinik kanit
olmaksizin MRI’da goriildiigii boliim. Bazen belirtisiz ya da preklinik MS olarak
adlandirilir.

e lyi huylu MS: Bir hayli tarismali olan bu smiflandirmada hasta, hastalik
baslangicindan sonraki 15 yil igerisinde herhangi bir fonksiyon kaybina
ugramaz.

e Kot huylu MS: Hizli bir ilerleme siireci sonunda, birgok norolojik sistemde
kayda deger miktarda fonksiyon kaybi olmas1 ya da oliimle ifade edilen hastalik
tipidir.

e Tek atakli ilerleyen MS: SPMS’in bir alt tiirii olarak kabul edilen ve nadir
goriilen bu tipte tek bir atak sonrasi ilerleyen tipte bir hastalik seyri vardir.

e Gegis MS: RRMS ile SPMS arasindaki gecis fazini ifade eden bir tiirdiir.
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2.8.4 Patoloji ve patogenez

MS plaklart merkezi sinir sisteminin herhangi bir yerinde; vetrikiiller, optik sinirler,
corpus collosum, uzun traktlar ve omuriligi subpial bdlgeleri ile beyin sapinin beyaz
maddesinde meydana gelebilecegi gibi boz maddede de olusabilmektedir. Bu plakalar
mononiikleer inflamasyon hiicrelerinin (T-lenfositler, monositler/makrofajlar, B ve
plazma hiicreleri) periveniiler infiltratlarindan, demiyelinize olmus aksonlardan, azalmis
sayida oligodendrositten, kesilmis aksonlardan, glioza sebep olan astrosit
proliferasyonundan meydana gelmistir. Geleneksel anlamda MS, T-hiicre aracili

otoimmiin bir hastalik olarak degerlendirilir.

MS biiyiik ihtimalle CD4+ T yardimci tip 1 (Thl) hiicrelerinin, merkezi sinir sistemi
antijenlerine kars1 aktive olmasi ile baslar. Aktive olmus immiin hiicreler hiicre
adezyonu molekiillerinin sentezini arttirir ve interlokin-2, interferon gama ve timor
nekroz faktorii alfa gibi inflamasyon oncesi sitokinleri salgilar. Merkezi sinir sistemine
girdikten sonra T hiicreleri, mikroglia gibi antijen barindiran hiicreler tarafindan ya da
merkezi sinir sistemi antijenleri barindiran dendritik hiicreler tarafindan tekrar aktive
edilebilir. Bu tekrar aktif hale getirme, inflamasyon bdlgesinde baska hiicrelerin de
aktive olmasina, bazi sitokin ve kemokinlerin salgilanmasina sebep olur ve bolgede
buluna mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu saglar. Bununla beraber, cok sayida
miyelin proteinlerini tantyan MHC sinif-I1 kisitli CD8+ sitotoksik T-hiicresi de lezyon
kenarlar1 ve perivaskiiler bolgelerde mevcuttur ve miyelin, oligodendrosit ve akson

hasarini antiken bagimli ya da bagimsiz olarak arttirmaktadir (Milo ve Miller 2014).

2.8.5 Teshis

MS teshisi semptomlarin ve isaretlerin degerlendirilmesi, MRI gibi goriintiileme
sistemlerinden yararlanilmasi ve MS semptomlarint mimik edebilen bagka hastaliklarin

elenmesi yoluyla yapilmaktadir. MS teshisinde kullanilan tek bir laboratuvar testi
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olmamakla beraber, beyin omurilik sivisinin protein yapisinin incelenmesi gibi yardimet

yontemler ile teshis gerceklestirilmeye ¢alisilmaktadir.

MS teshisine yonelik belirli bir standart getirmek amaciyla yapilan ilk Oneri,

Schumacher vd. (1965) tarafindan 1965 yilinda bildirilmistir:

e Norolojik incelemede merkezi sinir sistemi fonksiyonu bozukluguna ithaf
edilebilir objektif anormallikler, teshis i¢in belirtiler yeterli degildir
e Norolojik inceleme ya da medikal gecmiste hastalikla bagdastirilabilecek
merkezi sinir sisteminin en az iki farkli bolgesinde kanit olmali.
e Beynin beyaz maddesinde merkezi sinir sistemi hastalig1 oldugu kaniti
e Iki farkli tipte dagilim:
o 24 saat siirmiis ve kotiiye giden 2 ya da daha fazla atagin en az bir ay
aralikla yasanmis olmasi
o 6 aylik siirecte yavas ya da adim adim kotiilesen belirtiler olmasi
e Hastanin yas1 10 ila 50 arasinda olmalidir

e Hastalik belirtileri MS’den baska bir hastalikla daha iyi aciklanamaz olmalidir.

Bu kriterlerin MS teshisinde standardi olusturmasmin ardindan, klinik testlerin

gelisimiyle beraber Poser vd. (1983) bir bagka kriter sistemini 1983°te 6nermislerdir.
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Cizelge 2.3 MS teshisinde Poser kriterleri (Poser vd. 1983)

Klinik Paraklinik MSS bantlar1 ya da
Ataklar .
lezyonlar lezyonlar artan 1gG endeksi
Klinik kesin 2 2
MS 2 1 ve 1
Laboratuvar 2 1 ya da 1 +
destekli 1 2 +
kesin MS 1 1 ve 1 +
Klinik olas1 2 L
MS 1 2
1 1 1
Laboratuvar
destekli olas1 2 +
MS

Yeni ve etkili terapiler, erken teshis ve tedavi gerekliligi ve MRI goriintiilerinin
kullanilmasi, yaygin bir sekilde kullanilan Poser kriterlerinin revize edilmesini gerekli
kilmigtir. 2000 yilinda Dr. W. Ian McDonald baskanliginda toplanan International Panel
on the Diagnosis of Multiple Sclerosis (Uluslar arast Multipl Skleroz Teshisi Paneli)
Poser kriterlerini tartismis ve uygun degisiklikler 6nermistir (McDonald vd. 2001).

Cizelge 2.4 MS teshisinde McDonald kriterleri (McDonald vd. 2001)

Klinik Goériiniim MS tamisi icin gerekli ek bulgu

> 2 atak Yok

> 2 lezyonun Kklinik kanit1

> 2 atak e MRI

1 lezyonun Kklinik kaniti e MS pozitif BOS ile desteklenmis > 2

MRI’da gozlenen lezyon
e Bir diger klinik atak
tarafindan alana yayilim

1 atak e MRI
> 2 lezyonun Klinik kaniti e ikinci klinik atak
tarafindan alana yayilim
1 atak e MRI
1 lezyonun Kklinik kaniti e  MS pozitif Bos ile desteklenmis > 2

MRI’Da gozlenen lezyon
tarafindan alana yayilim ve
e MRI

e Ikinci atak
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2.9 Cahsmada Kullanilan Biyomolekiil, Tasiyici, Nanopartikiil ve Capraz
Baglayicilar

2.9.1 Miyelin temel protein (Myelin Basic Protein, MBP)

Miyelin Temel Proteini (Myelin Basic Protein, MBP) merkezi sinir sisteminde,
sinirlerin etrafin1 saran miyelin kilifinin 6nemli bir bileseni olan bir proteindir.
Olgunlasan oligodendrositlerde MBP geni tarafindan kodlanan bu proteinin farkli kesim
izoformlart mevcuttur ve bu izoformlar 14-21,5 kDa’luk molekiiler kiitleye sahiptir.
Yetigkin miyelinin biiyiik bir kismini olusturan 18,5 kDa’luk izoform oligodendrosit
membranin sitozolik ylizeylerini bitistirir ve komplakt haldeki miyelinin igerisine
protein difiizyonunu kisitlayan iki boyutlu bir molekiiler elek olusturur. Fakat bu
gorevinin yani sira sitoiskelet olusumu, membran uzamasi, Fyn-aracili sinyalizasyon
yolaklar1 ve kalsiyum homeostazizi gibi etkilesimlerde de yer almaktadir (Harauz ve

Boggs 2013).

Miyelin kompaksyonu

Glikoprotein
Sitoplazmik major
yogun hat (MDL)
Ekstraselliler L
intraperiyot hat (IPL) 1 Gangliosit
M PLP
Katlanmis
MBP

Sekil 2.20 Miyelin kilifin sematik gosterimi. Yesil ile gosterilen bilesen katlanmis MBP
molekiiliinii temsil etmektedir. (Bakhti vd. 2014)

Klasik 18,5 kDa’luk izoform yaklasik 50 yil 6nce ensealojenik determinant olarak izole
edilmistir ve bu protein merkezi sinir sisteminin biitiinleyici bir proteini olarak

oligodendrositlerin sitoplazmik tabakalarini birbirlerine bitistirerek majér yogun hatti
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olusturur. (Harauz ve Boggs 2013). MBP geni knock out edilmis farelerde titreme
modeli olusturulmus ve bu farelerin merkezi sinir sistemi miyelinleri seyrek ve
yapilandirilmamis halde olduklar1 gozlenmistir. Miyelinizasyon mertebesi MBP
seviyesine baglidir. Farkli MBP seviyeleri ile modellenmis farelerde yapilan

caligmalarda miyelin kilifin kalinliginin MBP seviyeleri ile dogru orantili oldugu

kesfedilmistir (Readhead vd. 2006).

Merkezi sinir sistemindeki miyelinlerin agirlik olarak yaklasik %70 kadari lipitlerden
olusmasima ve birgok farkli proteinin yapida bulunmasina ragmen en sik goriilen
proteinler MBP ve PLP (miyelin proteolipit protein)’dir (Kramer vd. 2001). Miyelin
direnci 5000 kat arttirip kapasitanst 50 kat azaltir ve boylelikle sinir iletiminin sinif
liflerine olduk¢a hizli bir sekilde aktarilmasini saglar. Bunun yani sira elektriksel sinir

iletiminin dagilmasini da 6nlemektedir.

MBP’nin BOS’taki normal seviyesi 4 ng/mL degerinden azdir. Bu seviyenin 4 ila 8
ng/mL olmasi merkezi sinir sistemi tramvasi, kronik miyelin yikimi ya da daha énceden
yasanmis olan bir merkezi sinir sistemi tramvasinin diizelme agamasini temsil eder. 9
ng/mL degerinden yiiksek BOS MBP seviyesi etkin miyelin ytkimini gosterir (Lamers
vd. 2003).

2.9.2 Jelatin

Bu tez caligmasinda biyolojik duyarli eleman immobilizasyonunda tasiyic1 unsur olarak

jelatin kullanilmistir.

Jelatin, kolajenin hidrolizi ile elde edilir ve fizyolojik ortamda yiiksek biyouyumluluk
ve biyobozunurluk gosterir. Jelatinin biyolojik bozunumunda olduk¢a az antijen agiga
c¢ikar ve sinidirimin ara basamaklarinda zararsiz metabolik iiriinler olusur (Santoro vd.

2014). Jelatin iiretiminde ¢ikis maddeleri olarak genellikle domuz derisi, sigir postu,
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kemik ve diger kaynaklar kullanilir. Jelatin tiretiminde %39’°luk oranla Bati1 Avrupa basi
¢ekmektedir.

Jelatin polipeptit yapisindadir. Molekiil agirligi 3000 ile 20000 arasinda degismektedir.
Jelatinin biyolojik uygulamalarda en one ¢ikan 6zelligi, bir hidrojel olarak sicakliga
bagli geri doniisiimlii jel olusumudur. Capraz baglayicilarla zincirler arasi baglanma
saglanarak bu sol-gel (¢ozelti-jel) durumu geri doniisiimsiiz hale getirilebilmektedir.
Jelatinin bir diger 6nemli 6zelligi, polipeptit yapisindan dolayi, amin (-NH,), karboksil
(COOH) ve hidroksil (-OH) gibi bir ¢ok fonksiyonel grubu barindirmasi ve bu gruplar

vasitastyla, arzu edilen 6zelliklerin kazandirilabiliyor olmasidir.
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Sekil 2.21 Jelatin monomerinin yapisi

2.9.3 Karbon nanotiipler

Bu tez calismasinda Sinop Universitesi, Malzeme Miihendisligi boliimii 6gretim
tiyelerinden sayin Dog¢. Dr. Mehmet Liitfi Yola ve ekibi tarafindan saglanan karbon
nanotlipler kullanilmistir. S6z konusu karbon nanotiipler karbonil grubu ile

fonksiyonellendirilmistir.
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2.9.4 Capraz baglayicilar

2.9.4.1 (NHS)/ (EDC) capraz baglayic cifti

N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit (EDC)
birlikte kullanildiklar1 takdirde bir karboksil (-COOH) grubu ile bir primer amin
grubunu (R-NH,) birbirine amit bagi ile kovalent olarak baglamaktadir. Etkilesimin ilk
basamaginda EDC karboksil grubu ile birleserek kararsiz bir acilizoilire bilesigi
olusturur. Bu bilesigin NHS ile etkileserek amin gruplarina karsi reaktif NHS esteri
olusturmasi ve olusan bilesigin karsit molekiiliindeki primer amino grubu ile etkilesmesi

sonucu iki molekiil birbiri ile kovalent olarak baglanir.

H* [ H 1
R-COOH + RyN=C=N-R;, —— [Ry-N-C=N-Ri| + HO-N NHS
Polimer EDC 0

B ——  reton
R-CN-R: "\ R

Capraz Ba§  Antijen ya da 0
Antikor

Sekil 2.22 NHS/EDC c¢apraz baglama ciftinin kimyasal etkilesim mekanizmasi

2.9.4.2 Epiklorohidrin (ECH)

1848 wyilinda Marcellin Berthelot tarafindan tanimlanan epiklorohidrin, oksiran
halkasina bagli bir metilen kloriir grubu barindirmaktadir ve IUPAC tarafindan
klorometiloksiran olarak isimlendirilmektedir. Capraz baglama reaksiyonlarinda sikca
kullanilan epiklorohidrin, hidroksil gruplarmin aktive edilmesi ve diger fonksiyonel

gruplara baglanmasinda gorev alir. Bazik ortamda gergeklesen bu reaksiyon, hidroksil
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fonksiyonel grubunun oksijeni ile oksiran halkasinda kismi pozitiflik kazanmis karbon
atomu arasinda olusan bagin halkayr agmasi, yapidan klorun ayrilmasi ve karsit
molekiikde bulunan niikleofil karakterli atom ile baglanmanin saglanmas1 mekanizmasi

ile gerceklesmektedir.

2.10 Kaynak Arastirmasi

Immiinosensér ¢alisma prensibinin temeli Yalow ve Berson tarafindan 1959 yilinda
atilmis, o giinden bu yana bu alandaki bilgi birikimi katlanarak artmistir. Bu alandaki
caligmalar 1980 itibaren yogunlagsmistir. Haga ve arkadaslar1 (1980) gelistirdikleri
oksijen elektrodunda spin membran immiinotest ve enzim immiinotest yontemlerinden
yararlanmig ve tiofilin antijeninin tayinini ger¢eklestirmislerdir. Amplifikasyon ig¢in
lipozomlarin dahil oldugu bu sistemle 4 x 10° M mertebesinde tayin yapmuslardur.
Boitieux vd. (1984) radyoaktif izotoplarla galismaktan dogan engelleri asmak igin,
model olarak sectikleri Hepatit B ylizey antijeni kullanarak immiinosensor sistemi
tasarlamislardir. Jelatin membran iizerine immobilize edilen Hepatit B spesifik antikor
ile kat1 halde sandvi¢ tipinde hazirlanan bu immiinosensor ile Hepatit B antijeninin
diisiik konsantrasyonda ve hizli tayinini bagsarmiglardir. Parry vd. (1990) gelistirdikleri
immiinosensor ise serum, plazma ve tam kanda 6l¢iim alabilen, rubella antikorunun
tayinine yonelik optik bir sensordiir. Reaktif eklenmesine gerek duymayan bu sistem ile
%94’1liik bir regresyon katsayisina sahiptir ve 10 dakika igerisinde 30 IU/mL
mertebesinde tayin gerceklestirebilmektedir. Bouvrette ve Luong (1995) gida
orneklerinden E.coli tayini yapmak amaciyla pordéz aminopropil cam boncuklara anti-
E.coli antikorlar1 immobilize etmisler ve akis enjeksiyonu igeren bu sistem ile 30
dakikada 5 x 10" CFU/mL’lik tayin gerceklestirmislerdir. Susmel vd. ise (2000)
piezoelektrik prensibine dayanan bir metot ile, Protein A ve tiyol/poli-L-lizin igeren
destek materyali lizerine immobilize ettikleri antijen ile insan sitomegaloviriisii i¢in bir
immiinosensor hazirlamiglardir. Tasarladiklart sistem 2,5 ile 5 pg/mL konsantrasyon
araliginda lineer davranis gostermekte ve 1 pg/mL tayin limitine sahip idi. Diaz-
Gonzalez ve calisma arkadaslar1 (2005), calisma, karsit ve referans elektrotlarin ayni

substrat lizerine entegre edilmesinden meydana gelen baski devre (screen-printed)
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karbon elektrotlar kullanarak ve bu elektrotlar iizerine Ag360 antijenini immobilize
ederek, voltametrik Ol¢limlere dayanan bir elektrokimyasal mikobakter tiiberkloziz
immiinosensorii  gelistirmislerdir. Bu sistem ile 1 ng/mL mertebesinde teshis
saglayabilmektedir. Messina ve ¢alisma arkadaslari ise (2008) mikroakiskan bir biyocip
kullanarak interlokin-6"nin serum konsantrasyonunu saptamaya yonelik elektrokimyasal

bir sistem gelistirmisler ve 1,56 pg/mL’lik bir tayin sinirina ulagmiglardir.

1991 yilinda Iijima ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenen karbon nanotiipler,
kesfedildikleri glinden bu yana gittik¢e biiyliyen bir nanoteknoloji arastirma sahasidir.
Mekanik kararliliklart ve tstlin elektronik oOzellikleri sayesinde bu nanoparcaciklar
giinimiizde kok hiicre farklilagmasindan biyosensér uygulamalarina kadar oldukca
genis bir yelpazede kullanim alani bulmaktadir. Karbon nanotiiplere fonksiyonelleme
islemi ile istenilen 6zellikler kazandirilabilmekte ve boylelikle arastirmacilara esnek bir
calisma alan1 kazandirilabilmektedir. Fonksiyonelleme islemi ig¢in Onerilen ilk
caligmalardan birisinde, Mattson vd. (2000) embriyonik sigan ndronlarinin gelisimi, ¢ok
duvarli karbon nanotiiplerin fonksiyonellemesi ile gozlenmistir. 4-hidroksinoneral
kaplanmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin hiicre gelisiminde olduk¢a yararli oldugu
gozlenmistir. Bahr vd. 2001 yilinda kisa tek duvarli karbon nanotiipleri aril diazonyum
tuzlari ile tiirevlendirmisler ve bunun sonucunda, elektronik sistemlerde kullanilabilecek
ozellikle elektrotlar elde etmislerdir. Pastorin vd. (2006) ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin farkli organik tasiyict gruplar ile kovalent fonksiyonellemesi ve bu
sistemin ila¢ tasmmmasinda kullanim potansiyelini bildirmislerdir. Sentezledikleri
organik tasiyici sistemleri karbonil uglarindan karbon nanotiiplin yan duvaria kovalent
olarak baglayan arastiricilar, bu sistemi hem ilag hem de floresans problar ile
etiketleyerek davranisini incelemislerdir. Byrne vd. (2008) polistiren kompozitlerinin
mekanik kararliliklarin1 arttirmak amaciyla organometalik bir karbon nanotiip
fonksiyonelleme metodu 6nermisledir. Cok duvarl karbon nanotiipler n-BuL.i ile iki kez
fonksiyonellenerek kompozit olusumuna hazirlanmistir. Fonskiyonellenmis karbon
nanotiiplerle hazirlanan polistiren kompozitlerin gerilmelere karst %50 daha dayanikli
oldugu ortaya konmustur. Paiva vd. 2010 yilinda ¢oziiciisiiz ve tek basamakta
gerceklesen bir karbon nanotiip fonksiyonelleme metodu Onermislerdir. 1,3-dipolar

siklo katilma temeline dayanan yontemde N-benziloksikarbonil glisin ve formaldehit
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yardimi ile azomethin iliirilerinin karbon nanotiip ylizeyine kovalent baglanmasi
saglanmistir. 180°C’de siklik benzil karbamitin, 250°C’de ise pirrolidinin ana {iriin
oldugu ortaya koyulan c¢alisma ¢06ziiciisiiz fonksiyonellemenin bir ornegidir.
Swierczewska vd. 2012’de biyomedikal uygulamalar i¢in karbon nanotiip
fonksiyonellemesi  Onermiglerdir.  Karbon  nanotiiplerin  biyolojik  sivilarda
dispersiyonunun diisiik olmasi ve bu sebepten biyolojik aktivite kayb1 yasanmasindan
yola ¢ikan ekip tek duvarli karbon nanotiipleri hyaliironik asit-5B-kolanik asit (HAC)
konjugat1 ile sonike ederek yiizeye tutunmalarimi saglamistir. HAC karbon nanotiip
yiizeyinde bir siirfaktan olarak gorev alip distile su icerisindeki ¢oziintirliigiinii 5 mg/mL
gibi pek alisik olunmadik 6lgiide yiliksek bir degere tasimistir. Bu calismada ayrica
fonksiyonellenmis karbon nanotiiplerin CD44 ile hiicre i¢ine alim1 da gdsterilmistir. Li
vd. (2014) karbon nanotiip fonksiyonellemesi ile enzim gerektirmeyen bir hidrojen
peroksit sensoril gelistirmisledir. Bu amag icin oncelikle ¢ok duvarli karbon nanotiipler
anyonik bir silirfaktan olan sodyum dodezil siilfat ile fonksiyonellenmistir. Bunun
ardindan yiizeye elektrobiriktirme yardimi ile yiiksek oranda platin biriktirilmistir. Bu
sistem ile genis bir lineer aralikta ve 1,9 x 10° M mertebesinde tayin limiti ile

hazirlanan sensoriin gercek drneklere uyarlanabilirligi de arastirilmagtir.

Karbon nanotiipler, mekanik ve elektronik 6zellikleri ile beraber fonksiyonellenebilme
avantaji sayesinde biyosensor ¢alismalarinda oldukga sik kullanilan bir nanopargacik
haline gelmistir. Bu alanda gergeklestirilen ilk ¢alismalardan birinde, Cai vd. (2003)
DNA hibritlesmesinin dedeksiyonunda fonksiyonellenmis karbon nanotiiplerden
yararlanmiglardir. Karbon nanotiipler karboksil fonksiyonel gruplar1 kazandirilarak,
oligoniikleotitlerin 5’ ucundaki amino gruplari ile kovalent baglanmis ve bu konjugatla
hazirlanan camsi karbon elektrotlar ile diferansiyel puls voltametrisi (DPV) dlglimleri
alinmistir. Aragtirmacilar bu ¢aligmada karbon nanotiiplerin yliksek yiizey alani ve yiik
transfer karakteristiklerini gozlemleyerek DNA baglanma kalitesinin ve dedeksiyon
hassasiyetinin 6nemli ol¢iide arttirildigin1 rapor etmislerdir. Chen vd. 2009 yilinda
dopamin tayinine yonelik karbon nanotiip, kuersetin ve nafyon temelli bir sensor
onermislerdir. Cams1 karbon elektrot yilizeyine kompozit halinde immobilize ettikleri
cok duvarli karbon nanotiip, kuersetin ve nafyon ile 900 uA/sz’lik bir akim yogunlugu

elde eden arastirmacilar karakterizasyon i¢in doniisiimlii voltametri ve kare dalga

46



voltametrisi kullanmiglar ve dopamin tayinini amperometrik gergeklestirmislerdir. Bu
yontemle duyarlilikta 11 kata varan bir gelisme saglamislardir. Leng vd (2011) karbon
nanotiip temelli bir immiinosensoér gelistirmislerdir. Bu sistemde altin nanopartikiillerle
donatilmig grafen nanokatmanlar1 ile kapli karbon baski devre elektrotlar iizerine
immobilize edilmis yakalama antikorunun antijen ile etkilesmesi saglanmis, bu yapi
tizerine sandvi¢ modeli olusturacak sekilde paladyum nanoparcaciklarla dekore edilmis
karbon nanotiip gonderilmistir. Olusan bu yap1 ile oksijen indirgenmesi saglanarak
tayinler gerceklestirilmistir. Gelistirdikleri bu sistem ile arastirmacilar 0,3 pM
mertebesinde insan IgG tayini gergeklestirmislerdir. Palanisamy vd. 2012°de karbon
nanotlip ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin hemoglobin ile birlikte kullanilmasi ile
yiiksek duyarlikli bir hidroje peroksit sensorii liretmislerdir. Camsi karbon elektrot
tizerine gonderdikleri karbon nanotiiplerin {izerinde elektrokimyasal olarak ¢inko oksit
siingerleri olusturan grup bu materyalin iizerine hemoglobin immobilize etmistir.
Uretilen biyosensor yiiksek secicilik, kabul edilebilir diizeyde kararhilik, iyi tekrar
iretilebilirlik ile beraber miikemmel bir iletkenlik gdstermistir. Bu sistemle hidrojen
peroksitin yiiksek segicilikte tayinini gerceklestiren grup 0,02 pM mertebesinde bir

tayin limiti elde etmistir.
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3. CALISMANIN AMACI

Bu tez ¢alismasinin amaci, MS’e neden olan oto-antikorlardan Anti-Miyelin Temel
Proteini’nin hizli, ekonomik ve giivenilir olarak tayin edecek ve MS teshisinde
manyetik rezonans goriintiilerine destek olacak klinik veriler sunabilecek karbon
nanotiip temelli MBP immiinosensoriiniin gelistirilmesidir. Pek c¢ok hastalikta oldugu
gibi MS’de de erken teshis, hastanin yasam kalitesini arttiracak Onlemlerin dogru
zamanda alinabilmesi i¢in 6nemlidir. Bu amagcla tez kapsaminda karbon nanotiipler
polietilen glikol ile fonksiyonellenip, tasiyict materyal olarak jelatin ile kaplanmis
karbon baski devre elektrotlara immobilize edilmis, bu platform {izerine MBP
Immobilizasyonu  gergeklestirilerek  immiinosensoér ~ sistemi  tamamlanmisgtir.
Immiinosensdriin  optimizasyon ve karakterizasyonu elektrokimyasal impedans
spektroskopisi, doniistimlii voltametri ve Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ile
denetlenmistir. Karbon nanotiip fonskiyonelleme islemi Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FTIR) ve Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile karakterize
edilmistir. Gelistirilen immiinosensore ait kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesinden sonra

gercek orneklere uygulanabilirligi aragtirilmistir.

Caligmanin bir diger amaci ise beyin-omurilik sivist analizi gibi riskli bir yonteme
basvurulmadan, serumda Anti-MBP diizeyinin in vivo sartlarda dogrudan
belirlenebilmesidir. MS hastas1 oldugu bilinen kisilerden alinan orneklerle Glgtimler
almip literatiir 1ile kiyaslanarak gelistirilen immiinosensoriin gergek Orneklere
uygulanabilirligi denetlenmistir. Caligma tamamlandiginda insan kanindan bir MS
biyobelirteci olan Anti-MBP’nin dogru ve hizli tayini igin bir immiinosensor

Onerilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan Myelin Basic Protein, Monoclonal Anti-Myelin Basic Protein,
insan immiinoglobulin G (higG), Anti-myelin associated glycoprotein (Anti-MAG),
Anti-tumor necrosis factor o (Anti-TNFa), Anit-myelin oligodendrocyte glycoprotein
(Anit-MOG), bovine serum albumin (BSA), jelatin, N-hidroksisiiksinimit (NHS), 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit  (EDC), epiklorohidrin  (ECH), potasyum

ferrosiyanit ve potasyum ferrisiyanit (Fe(CN)g*"

) ve tiyonil kloriir (SOCI;) Sigma
Aldrich’den; potasyum kloriir (KCI), sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
(NaH,P0O,4.2H,0) ve disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na,HPO,.12H,0)
Merck’den; PEGgo Fluka’dan; N,N-dimetilformamit Carlo Erba Reagents’tan ve

etanol Riedel De Haen’den temin edilmistir.

Stok ¢ozelti hazirlama ve deneysel ekipmanlarin hazirlanmasi ile yikanmasinda
kullanilan saf su MilliPore kullanilarak >18.2 MQcm direncinde olacak sekilde elde

edilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal ol¢iimler “Gamry Instrument Impendace Analyzer- Framework
Version 6.20 software” programi kullanilarak gergeklestirilmistir. SEM goriintiileri
Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’da bulunan
NanoSEM cihazi ile, TEM goriintiileri yine ayni kurumda bulunan TEM cihazi ile elde
edilmistir. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi grafikleri Shimadzu model cihaz

ile elde edilmis ve Shimadzu IRSolution 1.5 programi ile denetlenmistir.
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4.1.3 Kullanilan elektrotlar

Calisma kapsaminda Pine Research Instruments (ABD) tarafindan iiretilen Karbon
Baski Devre Elektrotlar (Screen Printed Carbon Electrode, SCPE) kullanilmistir. S6z
konusu elektrotlar, 0,02 cm? yiizey alamina sahip karbon calisma elektrodu, Ag/AgClI
referans elektrot ve bu sistem etrafinda konuslanmis bir karsit elektrodu icermekte ve

yalnizca elektrot alanlarini agik birakan yalitkan bir malzeme ile kaplanmis haldedir.

Sekil 4.1 Karbon baski devre elektrot, baglantilar ve elektrokimyasal hiicre

Uretici tarafindan paketlenmis elektrotlar, kullanim 6ncesinde herhangi bir isleme tabi

tutulmamis ve dogrudan immobilizasyon iglemlerinde kullanilmigtir.

4.1.4 Kullanilan ¢ozeltiler

0,1 M NaH;P04.2H,0O ve 0,1 M Na;HPO4.12H,0 ayr1 ayri1 hazirlanmistir. Fosfat
tamponu (0,05 mol.L™, pH 7,4) bu ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmistir. Calismalarda

kullanilan diger ¢ozeltiler fosfat tamponu kullanilarak hazirlanmistir.
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PEG fonksiyonel karbon nanotiip stok ¢ozeltileri 5 ve 10 mg/mL olacak sekilde, fosfat

tamponu yardimiyla hazirlanmigtir.

Epiklorohidrin ¢ozeltisi, bazik kosullar1 saglamak amaciyla 0,8 M NaOH igerisine

istenen miktarda ECH ilave edilerek hazirlanmistir.

Capraz baglayicilar NHS ve EDC, fosfat tamponu kullanilarak 14 mM’lik stok
cozeltiler halinde hazirlanmig ve immobilizasyon islemlerinde istenen miktarlarda

kullanilmustir.

Biyoreseptor olarak kullanilan MBP optimizasyon islemleri esnasinda karbonat
tamponu ile 125 pg/mL’lik stok ¢bzelti olarak hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden gereken

miktarda alinarak kullanilmistir.

MBP’nin otoantikoru olan Anti-MBP fosfat tamponu ile 1000 ng/mL’lik stok ¢ozelti

halinde hazirlanmig ve seri seyreltme islemine tabi tutularak kullanilmustir.

Elektrokimyasal oOl¢iimlerde, iiretici tarafindan tasarlanmis elektrokimyasal hiicre
icerisinde, 1 mL’lik hacim igerisinde 5 mM olacak sekilde Fe(CN)*"® cifti ve 0.1 M

KCIl kullanilmigtir. Gerekli hacim fosfat tamponu ile tamamlanmastir.

Immiinosensérler hazirlandiktan sonra MBP immobilize olmamis matriksin fonksiyonel
gruplarina Anti-MBP’nin non-spesifik baglanmasin1 énlemek amaciyla %0.1’lik BSA
kullanilmistir. Ayrica optimize immunosensorlere non-spesifik baglanmalar1 tespit

etmek amaciyla higG, Anti-MAG, Anti-MOG ve Anti-TNFa kullanilmistir.
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4.2 Yontem

4.2.1 Karbon nanotiip fonksiyonellendirilmesi

Fonksiyonelleme islemi literatiirde (Andersen vd. 2013) agiklandigi gibi
gergeklestirilmistir. Kisaca, karboksil fonksiyonel halde elde edilen karbon nanotiip yan
duvar yiizeyinde acil kloriir gruplarinin elde edilmesi amaciyla DMF igerisinde tiyonil
kloriir ile 8 saat muamele edilmistir. Ortamdaki fazla tiyonil kloriiriin
uzaklagtirilmasindan sonra ayni ¢ozelti igcerisinde, PEGyoo fazla miktarda ilave edilmis
ve karistm 100°C’de 5 giin boyunca karstirilmistir. 5 giinlin sonunda karigim
sogutulmus, filtre edilmis ve etanol-saf su karistmi ile yikanarak vakum altinda
kurutulmustur. Immobilizasyon basamaklarina gecilmeden &nce karbon nanotiipiin
FTIR grafikleri ve SEM goriintiileri elde edilmis ve fonksiyonelleme isleminin basarist

denetlenmistir.
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Sekil 4.2 Karbon nanotiip fonksiyonelleme basamaklari semasi

OH

4.2.2 immiinosensoriin hazirlanmasi

Jelatin fosfat tamponu igerisinde yarim saat bekletilerek sisirilmis, bunun ardindan
¢oziinmesi i¢in 60°C’lik sicak su banyosunda bekletilmistir. Jelatin ¢oziildiikten sonra
NHS/EDC c¢apraz baglayicilar1 eklenmis ve homojenizasyonun saglanmasi igin
vortekslenmistir. 0,02 cm? yiizey alanina sahip karbon elektrotlat tizerine, 10 pL jelatin
coOzeltisi damlatilmis ve yiizeyi kaplayacak sekilde dagilmasi saglanmistir. Bu islemin

ardindan elektrotlar 2 saat kurumaya birakilmigtir.
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Karbon nanotiip aktivasyonu ve immobilizasyonu, eppendorf tlipli igerisine istenen
miktarlarda karbon nanotiip ve ECH ilave edilip homojenizasyonu saglamak igin
karisimin vortekslenmesi suretiyle hazirlanmistir. Elde edilen homojen aktive edilmis
karbon nanotiip ¢ozeltisinden gerekli miktarlarda alinip jelatin kapli karbon elektrotlar
tizerine damlatilmis ve yilizeyi tamamen kaplamasi saglanmistir. Bu islemin ardindan

elektrotlar 1 saat kurumaya birakilmistir.

MBP immobilizasyonu, istenen miktarda MBP’nin aktive edilmis karbon nanotiip

barindiran elektrot yilizeyine damlatilmasiyla elde edilmistir.

Bu islemlerin ardindan elektrotlar Olgiime hazir hale gelmeleri igin bir gece

bekletilmistir. Immiinosensoriin iiretim basamaklar1 sekil 4.3’te gdsterilmistir.

Bare carbon electrode

;E g g gé - %4 Gelatin
s \ NH; COOH

o
TG Qe / CNT-PEG
i g 11

—

Sekil 4.3 Elektrot fabrikasyon basamaklari semasi

4.2.3 SEM ve TEM mikrograflarinin alinmasi

Karbon nanotiip fonksiyonelleme basarist TEM mikrograflari ile denetlenmistir. Jelatin,

jelatin-PEG-CNT ve jelatin-PEG-CNT-MBP filmlerin morfolojileri SEM ile
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goriintiilenmis, MBP ve CNT immobilizasyonunun basarisi incelenmistir. SEM ve TEM

goriintiileri Bilkent Universitesi UNAM’da alinmistir.

4.2.4 Optimizasyon ¢alismalari

4.2.4.1 Karbon nanotiip optimizasyonu

Immobilizasyon sartlarmin optimizasyonu igin ilk asamada CNT-PEG optimizasyonu

gerceklestirilmistir.

Karbon nanotiip optimizasyonu amaciyla iki farkli konsantrasyonda (5 ve 10 mg/mL)
PEG fonksiyonel karbon nanotiip stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Jelatin, ECH ve MBP
konsantrasyonlar1 sirastyla %4, %5 ve 125 pg/mL degerlerinde sabit tutularak 0,001,
0,002, 0,005, 0,008 ve 0,0010 mg CNT-PEG degerleri denenmistir.

4.2.4.2 Epiklorohidrin optimizasyonu

ECH optimizasyonlarinda optimum karbon nanotiip konsantrasyonu 0,005 mg alinarak
ve jelatin ile MBP konsantrasyonlar1 %4 ile 125 pg/mL degerlerinde sabit tutularak,
bazik kosullarin saglanmas1 amaciyla 0,8 M NaOH ¢dzeltisi icerisinde %4, %5, %6, %7

ve %8’lik ECH c¢ozeltileri hazirlanmis ve denemeler gerceklestirilmistir.

4.2.4.3 Miyelin temel proteini optimizasyonu

MBP optimizasyonlar1 i¢in 0,005 mg PEG-CNT ve %5’lik ECH konsantrasyonlari
optimum kabul edilmis, sabit %4’liikk jelatin konsantrasyonu alinmistir. MBP

optimizasyonu i¢in genis bir aralikta deneyler gerceklestirilmistir. 5, 10, 15, 25, 50 ve
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75 pg/mL’lik MBP konsantrasyonlar:1 denenerek optimum MBP konsantrasyonu

arastirilmistir.

4.2.4.4 Immiinosensor cevabia Anti-MBP inkiibasyon siiresinin etkisi

Gelistirilen Jelatin-PEG-CNT-MBP immiinosensorii Anti-MBP ile inkiibe edilmistir.
Immiinosensoriin en iyi cevabmin tespiti i¢in Anti-MBP’nin immiinosensére
inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Bu amagla gelistirilen immiinosensor Anti-MBP
ile 5, 15, 30, 60 ve 120 dakika inkiibe edilerek impedimetrik cevaplar Slgiilmiis ve

optimum inkiibasyon siiresi bulunmustur.

4.2.5 Spesifiklik

Gelistirilen immiinosensor sisteminin pratikte kullanimi i¢in biiyiik 6nem arz eden
spesifikliginin arastirilmasi amaci ile Anti-Miyelin Temel Proteini ile iligkili proteinler
Anti-Miyelin Iliskili Glikoprotein (Anti-MAG), Anti-Tiimoér Nekroz Faktorii o (Anti-
TNFa) ve insan Immiinoglobiilin G (hIgG) ile dl¢iimler alinarak Anti-Myelin Temel

Protein’den alinan cevap ile kiyaslanmistir.

4.2.6 immiinosensériin elektrokimyasal davramsi

Gelistirilen immiinosensdriin impedans grafikleri ve doniisiimlii voltamogramlar
karsilastirilmis, boylelikle modifikasyon ve immobilizasyon basarisi incelenmistir. Elde
edilen Nyquist grafikleri incelenerek immiinosensoriin elektrokimyasal devre modeli

cizilmistir.
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4.2.7 Kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi

Hazirlanan immiinosensor sistemi i¢in 1000 ng/mL iist limiti belirlenmis ve sinyal
alimabilen son degere kadar seri seyreltmeler vasitasiyla Slgiimler alinarak Anti-MBP

kalibrasyon grafigi cizilmistir. Elde edilen grafiklerin denklemleri elde edilmistir.

4.2.8 Gelistirilen immiinosensoriin BOS’tan geri kazamim denemeleri

Gelistirilen immiinosensoriin  yapay beyin-omurilik sivisina (BOS’a) eklenmis,
miktarlar1 bilinen Anti-MBP’yi geri kazanimi ¢aligmalar1 i¢in, daha Onceden
hazirlanmis yapay BOS igerisine, immiinosensoriin lineer araligi igerisinde kalan 50 ile
25 ve 6 ile 3 ng/mL degerlerinde Anti-MBP eklenmis ve elektrokimyasal 6l¢iimler

alinmustir.

4.2.9 Tekrar iiretilebilirlik

Gelistirilen immiinosensoriin ticari iiretimi i¢in O6nemli bir faktér olan tekrar
tiretilebilirligi denetlenmistir. Bu amag i¢in optimize degerlerle, ayn1 anda ve seri bir
sekilde 5 adet elektrot tretilmistir. Bu elektrotlar iizerine 20 ng/mL Anti-MBP
gonderilerek seri Ol¢timler alinmis ve elde edilen degerler grafige gecirilerek elektrodun

tekrar tiretilebilirligi incelenmistir.

4.2.10 immiinosensoriin gercek drneklere uygulanabilirligi

Gelistirilen immiinosensoriin klinik kullanimi i¢in 6nem arz eden gergek Orneklere
uygulanabilirligi incelenmistir. Bu amag i¢in MS hastast oldugu bilinen kisiden alinan

kan 6rnegi santrifiijlenerek hiicrelerinden arindirilmis ve elde edilen serum -20° C’de
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saklanmigtir. Immiinosensorler hazirlanmis ve serum orneginden 5’er uL her bir
elektroda damlatilarak 6l¢iim alinmasi igin birer saat inkiibe edilmistir. Daha sonra her
bir elektrodun Ol¢limii alinarak elde edilen degerlerin ortalamasi ve standart sapmalari

hesaplanarak literatiir karsilastirmasi yapilmistir.
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5. BULGULAR
5.1 FTIR Grafiklerinin Degerlendirilmesi

Karbon nanotiip fonksiyonelleme islemleri esnasinda, fonksiyonelleme basarisinin

incelenmesi amaciyla FTIR spektrumlari elde edilmistir.
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Sekil 5.1 Karbon nanotiip fonksiyonelleme basamaklarinin FTIR spektrumlari

a. CNT-COOH b. CNT-PEG

FTIR spektrumlart incelendiginde, karboksil fonksiyonel karbon nanotiipiin (CNT-
COOH) 1675 cm™*de gozlenen karbonil gerilmesi, PEGao00 konjugasyonunun akabinde
1740 cm™de gozlenen ester grubunun karbonil titresim pikine kaymustir. Bu durum,
CNT-COOH’in basarili bir sekilde PEG fonksiyonellendiginin (CNT-PEG),
fonksiyonelleme sonucunda acil kloriirlenmis nanotiiplin karbonil grubu ile polietilen

glikoliin hidroksil gruplar1 arasinda ester baginin olustugunu agikca ortaya koymaktadir.
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5.2 TEM Mikrograflarinin Degerlendirilmesi

Karbon nanotiip fonksiyonellemesi basaris1 Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM)
ile de denetlenmistir. Bu islem i¢in polietilen glikol ile fonksiyonellenmis karbon

nanotiiplerin TEM goriintiileri elde edilmis ve incelenmistir.

Sekil 5.2 Polietilen glikol ile fonksiyonellenen karbon nanotiiplerin TEM goriintiileri

a. 20 nm 6l¢ek b. 100 nm 6lgek

Elde edilen TEM mikrograflarindan herhangi bir fonksiyonelleme islemine tabi
tutulmayan karbon nanotiiplerin yan duvarlarinda gézlemlenen finger-print tipi izlerin
kayboldugu gozlemlenmis, bu durumun yan duvarlara kovalent baglanan polietilen
glikol molekiillerinden ileri geldigi diistiniilmiis ve fonksiyonelleme basarisi bu sekilde

ortaya koyulmustur.
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5.3 SEM Mikrograflarinin Degerlendirilmesi

Immiinosensoriin tasarim asamasinda, Jelatin-CNT-PEG-MBP immiinosensoriiniin
SEM goriintiileri elde edilerek s6z konusu sistemin MBP baglama kapasitesi ve
CNT’nin jelatin film ylizey alanina etkisi incelenistir. Filmlerin morfolojileri hakkinda

bilgi edinmek amaciyla alinan SEM goriintiilerinin ¢aligma potansiyeli 10 ve 5 kV’tir.

Sekil 5.3 Immiinosensor yiizeyinin SEM mikrograflari

a. Jelatin b. Jelatin-CNT-PEG c. Jelatin-CNT-PEG-MBP
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SEM grafikleri incelendiginde, jelatin kaplanmis elektrot ylizeyinde, jelatinin dogasi
sonucu olusan mikroadacik yapilart goze carpmaktadir. Mikroskopik adacik
goriintiistine makroskopik film goriintlisii eslik etmektedir. Jelatin film iizerine
gergeklestirilen CNT ilavesi, mikroadaciklarin aralarinda olusan koprii benzeri yapilarin
ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bu basamakta ayrica yiizey alanindaki artis da dikkat
ceken bir bagka unsur olmustur. MBP immobilizasyonu sonucu elektrot yilizeyinde
proteinin karakteristik yapisi goriilebilmektedir. Bu goriintii MBP immobilizasyonunun

basari ile gerceklestirildigini gozler oniline sermektedir.

5.4 Optimizasyon Calismalari

Yapilan biitiin optimizasyon ve kalibrasyon deneylerinde sinyal olarak relatif impedans

kullanilmistir.

Rct(i) — Rct(0)
Rct(0)

Relatif iImpedans =

Rct(0), daha once anlatilmis immobilizasyon basamaklari uygulanmis elektrotun yiik
transfer direnci, Rct(i) Anti-MBP inkiibe edilmis elektrotun yiik transfer direncidir.

Impedans 6lgiimleri referans elektrota gore, sisteme akim verilmeden elde edilmistir.

5.4.1 Karbon naneotiip miktarinin immiinosensor cevabina etkisi

MBP immobilizasyon verimini ve elektron transfer hizini arttirarak daha duyarli bir
immiinosensOr gelistirmek i¢in polietilen glikol fonksiyonel karbon nanotiip (CNT-
PEG) nanopartikiiller kullanilmistir. Anti-MBP’nin MBP’ye baglanmasi i¢in en uygun
CNT-PEG miktarinin tespiti amaciyla CNT-PEG optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu
amagla %35 epiklorohidrin ve 125 pg/mL MBP miktarlar1 sabit tutularak 0,001, 0,002,
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0,005, 0,008 ve 0,010 mg CNT-PEG miktarlart denenmistir. CNT-PEG optimizasyonu
caligmalarinda 20 ng/mL Anti-MBP kullanilmstir.
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Sekil 5.4 Immiinosensor cevabina CNT miktariin etkisi

Diisiik miktarda CNT-PEG, duyarli bir immiinosensor gelistirmeye miisaade etmeyecek
kadar diisiik verimde MBP immobilizasyonu saglayabilmistir. CNT-PEG miktarindaki
artts, MBP immobilizasyonu verimini, dolayisiyla MBP — Anti-MBP etkilesimini
arttirmig, boylelikle immiinosensdr sinyalinin artmasma sebep olmustur. Yiksek
miktarda CNT-PEG ise, nanopartikiillerin iist iiste binerek MBP baglama verimini
azaltmasina, bu dogrultuda impedans sinyalinde diisiise sebep olmustur. Optimizasyon

deneyleri sonucu en uygun CNT-PEG miktar1 0,005 mg olarak tespit edilmistir.

5.4.2 Epiklorohidrin miktarinin immiinosensor cevabina etkisi

Bir ucuyla karbon nanotiipe kovalent baglanmis polietilen glikol molekiillerinin diger
uclarimi aktive etmek, bdylelikle MBP’nin immobilizasyonunu saglamak amaciyla

calismada epiklorohidrin (ECH) reaktifi kullanilmistir. ECH, hidroksil gruplariyla
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oksiran yapist olusturarak, karst molekiilde bulunan azotun ortaklanmamis elektronlari
ile tepkime verir ve iki molekiiliin birbirine baglanmasini saglar. En uygun ECH
konsantrasyonunun tespiti i¢in, 0,005 mg CNT ve 125 pg/mL MBP degerleri sabit
tutularak ECH’in 0,8 M NaOH igerisindeki %4, %S5, %6, %7 ve %S8’lik

konsantrasyonlar1 denenmistir.
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Sekil 5.5 Immiinosensdr cevabina epiklorohidrinin etkisi

Diisiik ECH konsantrasyonu, yeterli diizeyde hidroksil fonksiyonel grubu aktivasyonu
saglayamadigindan ve bu sebepten Otlirli yeterli MBP immobilizasyonu
gerceklesmediginden dolayr diisik sinyal alinmasina sebep olmustur. ECH
konsantrasyonundaki artis MBP immobilizasyonu verimini arttirmis, boylelikle yiiksek
sinyal alinmasini saglamistir. Artan ECH konsantrasyonuyla beraber hidroksil
aktivasyonu oldukg¢a artmis, fakat bununla birlikte aktive olan hidroksil gruplarinin
birbirleri ile reaksiyon verme orani da artmis ve MBP immobilizayonunun verimi
azalmistir. Bu sebepten yliksek ECH derisimlerinde MBP immobilizasyonunun
azalmasi ve buna baglh olarak -elektrokimyasal sinyalde dislis go6zlenmistir.
Optimizasyon c¢aligmasi sonucunda en uygun ECH konsantrasyon degeri %5’lik ¢ozelti

olarak tespit edilmistir.

63



5.4.3 Miyelin Temel Proteini miktarinin immiinosensor cevabina etkisi

Gelistirilen immiinosensdriin biyoduyarlt molekiilii olan Miyelin Temel Proteini’nin
(MBP) optimizasyonu amaciyla, daha 6nceki optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen
en uygun CNT-PEG ve ECH konsantrasyonlar1 sabit tutularak farkli MBP
konsantrasyonlarinda denemeler yapilmis ve elektrokimyasal yanitlar incelenerek en
uygun MBP miktar1 elde edilmistir. Sabit tutulan CNT-PEG ve ECH konsantrasyonlari
sirasiyla 0,005 mg ve %S5’tir.
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Sekil 5.6 Immiinosensor cevabina miyelin temel proteininin etkisi

En uygun MBP konsantrasyonunu saptamak ve boylelikle optimum immiinosensor
bilesimini elde etmek icin 5-75 pg/mL’lik MBP konsantrasyon araliginda elektrotlar
hazirlanmis ve elde edilen sonuglar grafige gecirilmistir (Sekil 5.5). Tasiyici sisteme
immobilize edilecek MBP icin optimum degerin 25 pg/mL oldugu tespit edilmistir.
Diisik MBP konsantrasyonlarinda, sistem elde edilebilecek en iyi performansi
gostermezken; artan MBP konsantrasyonlarinda, tasiyict polimer jelatinin gézenekleri
protein tarafindan doygunlastirilmis, bdylelikle elektron diflizyonu engellenmis ve

elektron transfer hiz1 azalmasina bagl olarak diisiik sinyal elde edilmistir.
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5.4.4 Anti-MBP inkiibasyon siiresinin immiinosensor cevabina etkisi

Tasarlanan immiinosensdr sisteminden en iyi cevabin tespiti i¢in anti-MBP’nin
immiinosensére inkiibasyon siiresi optimize edilmistirr Bu amagla tasarlanan
immiinosensdr sistemi anti-MBP ile 5, 15, 30, 60, 120 dakika inkiibe edilmis ve elde

edilen relatif impedans degerleri grafige gecirilmis ve optimum inkiibasyon siiresi tespit

edilmistir.
1 | T T T T I
0,6 - d
n
0.5 .
]
|
Lo
4 4
2% .
o
©
Q<
2 0.3 .
£
L4
2>
E 0.2 -
5
(4
0.1+ -] -
0.0 - . >
T T T T 1 T T
0 20 40 80 80 100 120

Incubation Period (min)

Sekil 5.7 Inkiibasyon siiresinin immiinosensdr cevabina etkisi

Elde edilen relatif impedans grafiginden, tasarlanan immiinosensér sisteminin en
verimli ¢alistig1 anti-MBP inkiibasyon siiresinin 60 dakika oldugu anlasilmis, boylelikle

immiinosensoriin cevap siiresinin 60 dakika oldugu belirlenmistir.
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5.5 Immiinosensoriin Tekrar Uretilebilirligi

Gelistirilen immiinosensor sisteminin, pratik kullanimi agisindan biiyiik 6nem arzeden
tekrar iiretilebilirligi denetlenmis, bu amag icin, daha onceki basamaklarda maksimum
performans saglanan immiinosensor bilesiminde 5 adet immiinosensér hazirlanmis ve

20 ng/mL’lik anti-MBP ilavesi ile impedimetrik cevaplar irdelenmistir.
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Sekil 5.8 Immiinosensériin tekrar iiretilebilirligi

Elde edilen veriler 1s18inda, hazirlanan immiinosensoriin 0,647 ortalama degere sahip
oldugu bulunmus, standart sapmanin % 6,2 oldugu gozlenmistir. S6z konusu standart
sapmanin, elektrot fabrikasyon siirecinde PEG ile fonksiyonellenmis karbon
nanotiiplerin elektrot yiizeyinde farkli homojenlikte dagilmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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5.6  Spesifiklik

Gelistirilen immiinosensoriin yalnizca hedef anlite (Anti-MBP) 6zgii oldugunu, girisim
etkisi yaratabilecek ve viicut sivilarinda bulundugu bilinen diger proteinlere minimum
yanit1 verdigini ortaya koyabilmek icin spesifiklik calismalart yiiriitiilmiistiir. Bu amag
icin Anti-MBP yan1 sira Anti-Miyelin iligkili glikoprotein (Anti-MAG), Anti-Timor
Nekroz Faktorii Alfa (Anti-TNFo) ve Anti-insan Immiinoglobiilin G (Anti-hlgG) ile

seri deneyler gerceklestirilmis ve alinan cevaplar incelenmistir.
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Sekil 5.9 Immiinosensériin spesifikligi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda gelistirilen immiinosensoriin, tasarlandigi gibi Anti-
MBP’ye spesifik oldugu ortaya koyulmustur. Hedeflenen o6l¢iim orneklerinde ve
hastaliklarda gozlemlenebilecek diger proteinlere karsi cevabin olduk¢a az oldugu
goriilmiistiir. Diger proteinlere karsi verilen cevaplarin, s6z konusu proteinlerin
polietilen glikol =zincirleri arasmma kismen hapsolmasindan kaynaklanmis oldugu

distiniilmektedir.
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5.7 Gelistirilen Immiinosensériin BOS’tan Geri Kazamim Denemeleri

Optimize ve karakterize edilmis, kalibrasyon grafikleri elde edilmis immiinosensoriin
daha oOnceden hazirlanmis yapay beyin-omurilik sivisindan (BOS’tan) geri kazanim
denemeleri gerceklestirilmistir. Bu amagla yapay BOS igerisine, immiinosensoriin lineer
araliklar arasinda kalan 50 ve 25 ile 6 ve 3 ng/mL Anti-MBP ilave edilmis ve dl¢limler
alinarak elde edilen relatif impedans degerleri kalibrasyon grafiklerinden elde edilen

denklemlerde yerlerine yazilarak, eklenen Anti-MBP’nin geri kazanimi incelenmistir.

Cizelge 5.1 Gelistirilen immiinosensoriin BOS'tan geri kazanimi

Eklenen Miktar (ng/mL) Elde edilen miktar (ng/mL) Geri Kazanim
50 50,21 % 100,42
25 25,06 % 100,24
6,18 % 103,00
3 2,86 % 95,34

Elde edilen sonuglar iiretilen immiinosensoriin BOS’tan geri kazaniminin % 103,00 ile
% 95,34 arasinda oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar gelistirilen immiinosensoriin

geri kazaniminin oldukga yliksek oldugunu gdstermektedir.

5.8 Immiinosensoriin Elektrokimyasal Davramsi

Elektokimyasal immiinosensoriin elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi amaciyla
immobilizasyon basamaklarinin her birinde doniisiimlii voltametri (CV) ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi incelemeleri yapilmis ve elde edilen sonuglar

grafige gecirilerek incelenmistir.

Elektrokimyasal = immiinosensoriin  elektrokimyasal — impedans  spektroskopisi

incelemelerinde ilk olarak, karbon elektrodun modifiye edilmeden Olglimii alinmistir.
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Bunun akabinde yiizeye jelatin gonderilmis ve kurumasi beklenerek ayni sartlarda
impedans spektrumu elde edilmistir. Sonrasinda ayni islemler sirasiyla karbon nanotiip,
miyelin temel proteini ve anti-miyein temel proteini ile tekrarlanarak her basamaga dair

impedans spektrumlar1 elde edilmis ve birbirleriyle kiyaslanmistir.

Elektrokimyasal impedans spektrumlarinin kiyaslanmasinda géze c¢arpan ilk unsur
jelatin modifiye elektrodun c¢iplak elektroda oranla daha fazla direng gosteriyor
olmasidir. Bu direng artis1 yilizeye karbon nanotiip ilavesi ile azalmaktadir. Bunun
sebebi karbon nanotiipiin yiizey alanini arttirmasi ve bilinen en iletken malzemelerden
biri olmasindan miitevellit elektron aktarim hizini arttirmasidir. Karbon nanotiip lizerine
immobilize edilen MBP ve bunu izleyen Anti-MBP ilaveleri yiik transfer direncinin

artmasina sebep olmustur (Sekil 5.9).
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Sekil 5.10 Immobilizasyon basamaklarinin elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile
incelenmesi

a. Ciplak karbon elektrot b. Jelatin c. Jelatin-CNT-PEG d. Jelatin-CNT-PEG-MBP e. Jelatin-CNT-PEG-
MBP-AntiMBP
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Immobilizasyon basamaklar1 doniisiimlii voltametri ile de incelenmistir. Elde edilen
veriler, elektrokimyasal impedans spektroskopisi verileri ile uyum igerisindedir.
Dontisiimlii voltamogramlarda en yiiksek akim degeri ¢iplak karbon elektrotta elde
edilmis ve 0,00026 pAcm'2 seviyesindedir. Bu deger elektrodun jelatin ile modifiye
edilmesinden sonra 0,00021 pAcm? seviyesine diismiistiir. Akimda meydana gelen bu
diisiis, jelatinin elektrot yiizeyini basarili sekilde modifiye ettigini gostermektedir.
Jelatin iizerine gonderilen karbon nanotiip-polietilen glikol konjugati akim degerini
arttirmistir. Bundan sonra eklenen sirasi ile miyelin temel protein ve anti miyelin temel
proteini tekrarlanan akim diislislerine sebep olmustur ve bu durum elektrot yiizeyinde
immobilizasyon ve immiinolojik etkilesimin basar1 ile gergeklestigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 5.11 Immobilizasyon basamaklarmin doniisiimlii voltametri ile incelenmesi.

a. Ciplak karbon elektrot b. Jelatin c. Jelatin-CNT-PEG d. Jelatin-CNT-PEG-MBP e. Jelatin-CNT-PEG-
MBP-AntiMBP
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Elde edilen Nyquist grafiklerinin incelenmesi ile gelistirilen immiinosensoriin devre

modeli “Constant Phase Element with Diffusion” (CPE with Diffusion, Difiizyonlu

<

CPE

Sabit Faz Elemani) olarak belirlenmistir.

W R

Sekil 5.12 Elektrokimyasal immiinosensoriin devre modeli, Diflizyonlu Sabit Faz
Elemani (CPE with Diffusion)

5.9 Kalibrasyon Grafikleri

Gelistirilen immiinosensoriin kalibrasyon grafiklerinin elde edilebilmesi i¢in, farkli
konsantrasyonlarda Anti-MBP ile Ol¢iimler alinmis, bu oOlglimlerde elde edilen
sonuclarla lineer araliklar ve tayin limiti belirlenip kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Immiinosensér karakterizasyonunun &nceki basamaklarinda, immiinosensdriin diger
proteinlere oldukca diisiik afinite gostermis olmasi gbz Oniine alinarak herhangi ek bir

proteinle kalibrasyon grafikleri ¢izilmesi gerek goriilmemistir.
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Sekil 5.13 immiinosensériin yiiksek konsantrasyon bolgesindeki kalibrasyon grafigi

Sekil 5.9’da gelistirilen immiinosensdre ait st kalibrasyon bolgesi grafigi
goriilmektedir. Bu bolge i¢in elde edilen kalibrasyon grafiginin determinasyon katsayisi
R?=0,99912 olarak belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyon grafiginin iizerinde kalan
Anti-MBP  degerlerinde gozlenen dogrusalliktan sapmanin, elektrot yiizeyinin

doygunluga ulasarak elektron aktarimini azaltmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.14 Immiinosensdriin diisiik konsantrasyon bolgesindeki kalibrasyon grafigi

Sekil 5.10’da immiinosensoriin  diisik Anti-MBP  konsantrasyon bolgesine dair
kalibrasyon grafigi verilmistir. Bu bdlgede, kalibrasyon grafiginin determinasyon
katsayis1 R%=0,98605 olarak saptanmistir. Immiinosensériin  diisiik konsantrasyon
kalibrasyon bolgesi 0,49 ng/mL Anti-MBP degeri ile son bulmaktadir ki bu deger ayni

zamanda immiinosensdriin tayin sinirini temsil etmektedir.

5.10 Gelistirilen immiinosensoriin Gercek Orneklere Uygulanabilirligi

Immiinosensdér sistemi optimize ve karakterize edilip kalibrasyon grafiklerinin
cizilmesinin ardindan klinik agidan 6nem arz eden gergek Orneklere uygulanabilirligi
denetlenmistir. Bu amag i¢in MS’li hastalardan alinan kan 6rnekleri ile gelistirilen

immiinosensor sistemi kullanilarak elektrokimyasal dlgtimler alinmistir.
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Hazirlanan immiinosensor sistemine MS hastasi oldugu bilinen bir hastadan alinan kan
orneginden 5 pL. damlatilarak kurutulmus ve dl¢lim alinmistir. Elektrokimyasal 6l¢iim
sonucunda 0,44’liikk relatif impedans degeri elde edilmis ve bu deger kalibrasyon
grafiginde yerine yazilarak 6,45 ng/mL’lik serum Anti-MBP degerine ulagilmistir. Bu
sonugclar literatiirde karsilagilan (Derkus vd. 2013) degerlerle tutarli goriilmektedir. Bu
sonucla gelistirilen immiinosensoriin gercek Orneklerle c¢alismaya uygun oldugu

anlagilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinin amaci, MS’e neden olan oto-antikorlardan Anti-Miyelin Temel
Proteini’nin hizli, ekonomik ve giivenilir olarak tayin edecek ve MS teshisinde
manyetik rezonans goriintiilerine destek olacak klinik veriler sunabilecek karbon
nanotiip temelli MBP immiinosensoriiniin gelistirilmesidir. Bu amacla tez kapsaminda
karbon nanotiipler polietilen glikol ile fonksiyonellenip, tasiyict materyal olarak jelatin
ile kaplanmis karbon baski devre elektrotlara immobilize edilmis, bu platform iizerine
MBP immobilizasyonu gerceklestirilerek immiinosensdr sistemi tamamlanmigtir.
Immiinosensériin  optimizasyon ve karakterizasyonu elektrokimyasal impedans
spektroskopisi, doniistimlii voltametri ve Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ile
denetlenmistir. Karbon nanotiip fonskiyonelleme islemi Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FTIR) ve Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile karakterize
edilmistir. Gelistirilen immiinosensore ait kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesinden sonra

gercek orneklere uygulanabilirligi aragtirilmistir.

Karbon nanotiip fonksiyonelleme islemleri esnasinda, fonksiyonelleme basarisinin
incelenmesi amaciyla FTIR spektrumlart elde edilmistir. FTIR spektrumlar
incelendiginde, karboksil fonksiyonel karbon nanotiipiin (CNT-COOH) 1705 cm™’de
gozlenen karbonil gerilmesi, PEGy Kkonjugasyonunun akabinde 1740 cm™de
gozlenen ester grubunun karbonil titresim pikine kaymistir. Bu durum, CNT-COOH’iin
basaril bir sekilde PEG fonksiyonellendiginin (CNT-PEG), fonksiyonelleme sonucunda
acil klortirlenmis nanotiiplin karbonil grubu ile polietilen glikoliin hidroksil gruplari

arasinda ester baginin olustugunu agikca ortaya koymaktadir (Andersen vd. 2013).

Immiinosensoriin tasarim asamasinda, Jelatin-CNT-PEG-MBP immiinosensdriiniin
SEM goriintiileri elde edilerek s6z konusu sistemin MBP baglama kapasitesi ve
CNT’nin jelatin film ylizey alanina etkisi incelenistir. Filmlerin morfolojileri hakkinda
bilgi edinmek amaciyla alinan SEM goriintiilerinin ¢alisma potansiyeli 10 ve 5 kV’tir.
SEM grafikleri, jelatin kaplanmis elektrot yiizeyinde, jelatinin dogasi sonucu olusan
mikroadacik yapilarini gostermistir. Jelatin film iizerine gerceklestirilen CNT ilavesi,

mikroadaciklarin aralarinda olusan koprii benzeri yapilarin ortaya ¢ikmasina sebep
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olmustur. Bu basamakta ayrica yiizey alanindaki artis da dikkat ¢eken bir baska unsur
olmustur. MBP immobilizasyonu sonucu elektrot yiizeyinde proteinin karakteristik
yapist  goriilebilmektedir. Bu goriinti  MBP immobilizasyonunun basar1 ile

gerceklestirildigini gézler 6niine sermektedir (Derkus vd. 2013).

Optimum elektrot bilesiminin belirlenebilmesi amaciyla optimizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda ilk olarak karbon nanotiip optimizasyonu yapilmistir.
Bu amacla %5 epiklorohidrin ve 125 pg/mL MBP miktarlar1 sabit tutularak 0,001,
0,002, 0,005, 0,008 ve 0,010 mg CNT-PEG miktarlar1 denenmistir. CNT-PEG
optimizasyonu ¢alismalarinda 20 ng/mL Anti-MBP kullanilmistir. Diisiik miktarda
CNT-PEG, duyarli bir immiinosensor gelistirmeye miisaade etmeyecek kadar diisiik
verimde MBP immobilizasyonu saglayabilmistir. CNT-PEG miktarindaki artis, MBP
immobilizasyonu verimini, dolayisiyla MBP — Anti-MBP etkilesimini arttirmas,
boylelikle immiinosensdr sinyalinin artmasina sebep olmustur. Yiiksek miktarda CNT-
PEG ise, nanopartikiillerin tist {iste binerek MBP baglama verimini azaltmasina, bu
dogrultuda impedans sinyalinde diisiise sebep olmustur. Optimizasyon deneyleri sonucu

en uygun CNT-PEG miktar1 0,005 mg olarak tespit edilmistir.

Polietilen glikol fonksiyonel gruplarini aktiflestirmek ve MBP’ye baglanmasini
saglamak amaciyla epiklorohidrin kullanilmis ve bu bilesenin optimum sartlari
belirlenmistir. ortaklanmamis elektronlar ile tepkime verir ve iki molekiiliin birbirine
baglanmasini saglar. En uygun ECH konsantrasyonunun tespiti i¢in, 0,005 mg CNT ve
125 pg/mL MBP degerleri sabit tutularak ECH’in 0,8 M NaOH igerisindeki %4, %S5,
%06, %7 ve %8’lik konsantrasyonlar1 denenmistir. Diisiik ECH konsantrasyonu, yeterli
diizeyde hidroksil fonksiyonel grubu aktivasyonu saglayamadigindan ve bu sebepten
otiirii yeterli MBP immobilizasyonu gergeklesmediginden dolayr diisiik sinyal
alinmasina sebep olmustur. ECH konsantrasyonundaki artis MBP immobilizasyonu
verimini arttirmig, bdoylelikle yiiksek sinyal alimmasini saglamistir. Artan ECH
konsantrasyonuyla beraber hidroksil aktivasyonu oldukg¢a artmis, fakat bununla birlikte
aktive olan hidroksil gruplarinin birbirleri ile reaksiyon verme orani da artmis ve MBP
immobilizayonunun verimi azalmistir. Bu sebepten yliksek ECH derisimlerinde MBP

immobilizasyonunun azalmasi ve buna baglh olarak elektrokimyasal sinyalde diisiis
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gozlenmistir. Optimizasyon c¢aligmasi sonucunda en uygun ECH konsantrasyon degeri

%S35’lik ¢ozelti olarak tespit edilmistir.

Gelistirilen immiinosensoriin biyolojik ajan1t Miyelin Temel Proteini’dir ve Anti-
Miyelin Temel Proteini elektrot yiizeyine baglayarak derisiminin belirlenmesinde gorev
almaktadir. En uygun MBP konsantrasyonunu saptamak ve bdylelikle optimum
immiinosensOr bilesimini elde etmek i¢in 5-75 pg/mL’lik MBP konsantrasyon
araliginda elektrotlar hazirlanmis ve elde edilen sonuglar grafige gecirilmistir. Tastyict
sisteme immobilize edilecek MBP i¢in optimum degerin 25 pg/mL oldugu tespit
edilmigtir. Diisik MBP konsantrasyonlarinda, sistem elde edilebilecek en 1iyi
performansi gostermezken; artan MBP konsantrasyonlarinda, tasiyici polimer jelatinin
gozenekleri protein tarafindan doygunlastirilmig, bdylelikle elektron diflizyonu
engellenmis ve elektron transfer hizi azalmasina bagli olarak diisiik sinyal elde

edilmistir.

Tasarlanan immiinosensor sisteminden en iyl cevabin tespiti i¢in anti-MBP’nin
immiinosensore inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Bu amagla tasarlanan
immiinosensor sistemi anti-MBP ile 5, 15, 30, 60, 120 dakika inkiibe edilmis ve elde
edilen relatif impedans degerleri grafige gecirilmis ve optimum inkiibasyon siiresi tespit
edilmistir. Elde edilen relatif impedans grafiginden, tasarlanan immiinosensor
sisteminin en verimli c¢alistig1 anti-MBP inkiibasyon siiresinin 60 dakika oldugu

anlasilmis, boylelikle immiinosensoriin cevap siiresinin 60 dakika oldugu belirlenmistir.

Gelistirilen immiinosensor sisteminin, pratik kullanimi agisindan biiyiik 6nem arzeden
tekrar iiretilebilirligi denetlenmis, bu amag i¢in, daha 6nceki basamaklarda maksimum
performans saglanan immiinosensor bilesiminde 5 adet immiinosensoér hazirlanmis ve
20 ng/mL’lik anti-MBP ilavesi ile impedimetrik cevaplar irdelenmistir. Elde edilen
veriler 1s18inda, hazirlanan immiinosensoriin 0,647 ortalama degere sahip oldugu
bulunmus, standart sapmanin % 6,2 oldugu gozlenmistir. S6z konusu standart

sapmanin, elektrot fabrikasyon silirecinde PEG ile fonksiyonellenmis karbon
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nanotiiplerin elektrot yiizeyinde farkli homojenlikte dagilmasindan kaynaklandig:

distiniilmektedir.

Bir immiinosensoriin hedef analite yiiksek, ¢ozelti igerisinde bulunabilecek diger tiirlere
ise diisiik afinite gostermesi beklenmektedir. Gelistirilen immiinosensoriin spesifikligini
denetlemek i¢in Anti-Miyelin iligkili glikoprotein (Anti-MAG), Anti-Timor Nekroz
Faktorii Alfa (Anti-TNFo) ve Anti-insan Immiinoglobiilin G (Anti-hlgG) ile seri
deneyler ger¢eklestirilmis ve alinan cevaplar incelenmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
gelistirilen immiinosensoriin, tasarlandigi gibi Anti-MBP’ye spesifik oldugu ortaya
koyulmustur. Hedeflenen 6l¢iim 6rneklerinde ve hastaliklarda gézlemlenebilecek diger
proteinlere kars1 cevabin olduk¢a az oldugu goriilmiistiir. Diger proteinlere karsi verilen
cevaplarin, s6z konusu proteinlerin polietilen glikol zincirleri arasina kismen

hapsolmasindan kaynaklanmis oldugu diisiiniilmektedir.

Immiinosensériin viicut sivilarindaki davramisinin incelenmesi amaciyla yapay beyin
omurilik sivisindan geri kazanim c¢alismalar1 yiirtitiilmiistir. Bu amacla yapay BOS
igerisine, immiinosensoriin lineer araliklar1 arasinda kalan 50 ve 25 ile 6 ve 3 ng/mL
Anti-MBP ilave edilmis ve Ol¢iimler alinarak elde edilen relatif impedans degerleri
kalibrasyon grafiklerinden elde edilen denklemlerde yerlerine yazilarak, eklenen Anti-
MBP’nin geri kazanimi incelenmistir. Elde edilen sonuglar {iretilen immiinosensdriin
BOS’tan geri kazaniminin % 103,00 ile % 95,34 arasinda oldugunu ortaya koymustur.
Bu sonuglar gelistirilen immiinosensoriin geri kazaniminin oldukga yiliksek oldugunu

gostermektedir.

Gelistirilen immiinosensoriin kalibrasyon grafiklerini elde etmek amaciyla, farkli Anti-
MBP konsantrasyonlarinda dlgiimler alinmis ve elde edilen sonuglar grafige gecirilerek
immiinosensoriin lineer aralifi ve tayin limiti incelenmistir. immiinosensériin viicut
stvilarinda gozlemlenebilecek diger proteinlere diisiik afinite gosterdigi sonucundan
hareketle, kalibrasyon grafikleri bir baska proteinle tekrarlanmasina gerek
gorilmemistir. Elde edilen veriler 1s18inda elektrokimyasal immiinosensoriin, 62,5 ile

15,63 ng/mL ve 7,8 ile 0,49 ng/mL olmak tizere iki farkli bolgede dogusallik gosterdigi
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tespit edilmistir. Kalibrason grafiklerinin yiiksek konsantrasyon bolgesinde R?=0,99912,
diisiik konsantrasyon bolgesinde R?=0,98605 determinayon katsayilarina sahip olmasi
verilerin glivenirligini ortaya koymaktadir. Gelistirilen immiinosensoriin tayin limiti

0,49 ng/mL olarak ortaya koyulmustur.

Immiinosensdr sistemi optimize ve karakterize edilip kalibrasyon grafiklerinin
cizilmesinin ardindan klinik agidan 6nem arz eden gergek orneklere uygulanabilirligi
denetlenmistir. Bu amag i¢cin MS’li hastalardan alinan kan Ornekleri ile gelistirilen
immiinosensér  sistemi  kullanilarak  elektrokimyasal  Olctimler  alinmistir.
Elektrokimyasal 6l¢lim sonucunda 0,44’liik relatif impedans degeri elde edilmis ve bu
deger kalibrasyon grafiginde yerine yazilarak 6,45 ng/mL’lik serum Anti-MBP degerine
ulagtlmistir. Bu sonuglar literatiirde karsilasilan (Derkus vd. 2013) degerlerle tutarh
goriilmektedir. Bu sonugla gelistirilen immiinosensoriin gercek orneklerle ¢aligmaya

uygun oldugu anlasiimistir.
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