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Bu tez calismasinda Immiinoglobiilin G (IgG)’ nin tayinine y&nelik impedimetrik
immiinosensorler gelistirilmistir. Biyouyusabilirlikleri yiiksek, biyokirlenmeleri az ve
toksik olmamalar1 nedeniyle jelatin, aljinat dogal polimerleri ve bu polimerlerin
kombinasyonlar1 kullanilarak hazirlanan platin elektrotlara capraz baglayicilar
kullanilarak IgG’ ye yiiksek afinite gosteren Protein A (PrA) immobilize edilmistir.
Ayrica yiiksek yiizey alanlar1 sayesinde immiinosensorlerin duyarlhiligini arttirmak ve
tayin limitini diisiirmek amaciyla ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri Jelatin-Aljinat-PrA
immiinosensorii i¢in kullanilmistir. Polimer ve nanopartikiil miktarlari, capraz baglayici
konsantrasyonlar1 ve PrA konsantrasyonlar1 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi
(EIS) kullanilarak optimize edilmis ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve
Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) ile yiizey karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Ayrica polimer karakterizasyon c¢alismalari amaciyla FTIR, DTA yontemleri
calisilmigtir. Tasarlanan immiinosensorler diisiikk tayin limitlerine sahiptir ve genis
konsantrasyon  araliklarinda ~ dogrusal  yamit  gOstermektedir.  Gelistirilen
immiinosensorlerin en diisiik tayin limitine sahip olan1 MS’li hastalardan alinan Beyin-
Omurilik Sivist (BOS) ve serum igerisinde IgG tayini i¢in kullanilmis ve
immiinosensorlerin - gercek biyolojik Orneklere uygulanabilirligi test edilmigtir.
Biyolojik numuneler i¢in yapilan ol¢iimlerin referans Ol¢iim sonuglari ile oldukca
uyumlu oldugu gosterilmistir.

Agustos 2014, 131 sayfa
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DEVELOPMENT AND INVESTIGATION OF ELECTROCHEMICAL PROPERTIES
OF IMPEDIMETRIC PROTEIN A IMMUNOSENSOR FOR THE DETECTION OF
IMMUNOGLOBULIN G IN BLOOD AND CEREBROSPINAL FLUID
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In this thesis, impedimetric immunosensors towards determination of Immunoglobulin
G (IgG) have been developed. Platin electrodes prepared by utilizing gelatin and
alginate, which are highly biocompatible and less biofouling polymer materials, and
combination of this polymers and Protein A (PrA), which has a great affinty to 1gG,
immobilized by using crosslinkers. In order to increase surface area and decrease level
of detection, zinc oxide (ZnO) nanoparticles utilized in Gelatin-Alginate-PrA
immunosensor. Polymer and nanoparticle quantities, crosslinker concentrations and PrA
amounts optimized using Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS); surface
characterizations achieved with Scanning Electron Microscopy (SEM) and Atomic
Force Microscopy (AFM). Further, polymer characterizations carried out using Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Differential Thermogravimetric Analysis
(DTA). Developed immunosensors have low levels of detection and broad analysis
range. Immunosensor which has lowest level of detection used for 1gG detection in
cerebrospinal fluid (CSF) and serum samples from Multiple Sclerosis patients and
tested its applicability for real samples. Compatibility between biological sample
detection and standard sample detection has been demonstrated.

August 2014, 131 pages

Key Words: Gelatin, Alginate, ZnO nanoparticle, Immunoglobiilin G, Protein A,
Impedance Spectroscopy, Immunosensor.
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uM Mikromolar
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1. GIRIS

(13

Biyosensorler “...biyolojik materyal, biyolojik kdkenli malzeme ya da biyotaklitci
malzeme ile birlestirilmis, fizikokimyasal bir iletici ya da mikrosistem ile entegre olmus
ya da detayl olarak bu tip sistemler ile iliskili analitik cihazlar...” olarak The Journal
Biosensors and Bioelectronics’in besinci diinya geneli konferansinda tanimlanmistir
(Higson vd. 2012). Aktif komiire immobilize edilmis proteinlerin raporlanmasi, ilk pH
elektrodun gelistirilmesi ve 1962 yilinda amperometrik glukoz tayini yapan ilk
biyosensor gelistirilmistir (Gobi vd. 2012). Pratik, duyarli ve ¢ogu zaman da ekonomik
analiz imkanlar1 sunan biyosensorlerin gidadan ¢evreye, savunma sanayiden tipa uzanan

genis kullanim alanma sahip olmasi, gilinlimiizde de bu teknolojinin 6nemini ve

gelismesini siirdiirmektedir (Kumar ve Rani 2013).

Immiinosensérler, birbirine afinite gdsteren antijen-antikorlarn  ya da diger
immiinoaktif molekiillerin etkilesimine dayanan, bu molekiiller arasindaki
immiinokimyasal etkilesimin bir sinyal iletici yardimiyla Olgiilebildigi biyosensor
tiiriidiir. Immiinosensor tekniginin gelistirilmesi, klasik immiinotest (immiinoassay)
yaklasimindan tiiretilmistir (Hock 1997). Immiinosensorler genel olarak &lgiim
prensibine gore smiflandirilirlar. Elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik,
kondiiktometrik), optik, piezoelektrik, akustik ve termometrik duyar elementler
immunosensorler igin  sensdr platformlart  olarak  kullanmilir (Martin  2001).
Immiinosensérlerin  ¢ogu optik ya da elektrokimyasal esashidir. Antijen-antikor
etkilesimi sonucu agiga c¢ikan fizikokimyasal degisim elektrokimyasal olarak
algilanabilen bir sinyal iretmez. Bu nedenle antijen-antikor sistemleri enzimler, floresan
bilesikler, elektokimyasal aktif molekiiller, veya avidin-biotin kompleksleri ile

etiketlenerek sinyal elde edilir.

Immiinosensérlerde antijen-antikor etkilesiminin spesifik ve secici olmasi bu biyosensor
tirtiniin en biiyiilk avantaji arasindadir (Luppa vd. 2001). Diger avantajlar arasinda
cabuk ve yliksek duyarlilikta yanit verebilmeleri gosterilmektedir (Palleschi vd. 2012).
Immiinosensdrlerin bu avantajlarmin yam sira en biiyiik problemi, bu sensorlerin

tersinmez Ozellikte olmasidir. Bu nedenle bir immiinosensér ¢cogunlukla tek bir kez
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kullanilabilmektedir (Buerk 1993). Yapilan arastirmalarda bu tip biyosensorlerin tekrar
kullanilabilir 6zellikte sensor yiizeylerine sahip olmasi ¢alisilmaktadir (Gan vd. 2011).

Antikor aktivitesi gosteren ve proteinlerin globulinler kisminda yer alan, immiinolojik
etkileri olan bu biyolojik molekiillere Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan
Immiinoglobulinler adi verilmistir ve Ig seklinde sembolize edilmistir. Bes farkli Ig
simifi tammmlanmastir. Bunlar: IgA, IgD, IgE, IgM ve IgG’dir. Bu Ig’ler iginde IgG,
viicuttaki tiim antikorlarin %70-90’1m1 olusturmasi ve plasentadan gegebilen tek Ig
olmasi sebebiyle onem arz etmektedir. Immun yetmezliklerin tamsinda, bircok
infeksiyon, alerji ve immiin durumun tanimlanmasinda, Ig ve Ig alt gruplarinin tayini
yapilmaktadir. Etnik kokene gore degiskenlik gdsteren bu testlerin bolgesel referans
araliklari, bunlarin yaga ve cinse bagl degisimlerinin hassas, duyarli ve spesifik bir

sekilde 6l¢iilmesi 6nemlidir (Baskin vd. 2010).

Protein A (PrA), Staphylococcus aureus cinsi bakterinin hiicre duvarinda bulunan bir
yiizey proteinidir. Protein A igerdigi 5 homolog Ig baglama bdliimii sayesinde pek ¢cok
memeli tiriinde bulunan IgG’yi yapisina baglaylp kompleks olusturabilmektedir.
PrA’nin Ig’ler i¢inde ozellikle IgG’ye olan yiiksek afinitesinden dolay1 biyokimyasal

arastirmalarda kullanimi 6nem arz etmektedir (Graille vd. 2000).

Bu tez caligmasinda metabolizmanin temel antikoru olan 1gG’nin tespitine yonelik
impedimetrik immiinosensor sisteminin gelistirilmesi c¢alisilmistir. Tasiyict olarak
Jelatin, Aljinat ve bu iki polimerin karigimi kullanilmistir. Bu malzemeler ile modifiye
edilen platin elektrotlar itizerine IgG’ye yiiksek afinitesi olan PrA capraz baglayicilar
kullanilarak immobilize edilmistir. Polimer, ¢apraz baglayici ve Protein A, inkiibasyon
stireleri, uygun pH araligi, tekrar firetilebilirlik gibi parametreler Elektrokimyasal
Impedans Spektroskopisi (EIS) optimize ve karakterize edilmistir. Jelatin-Aljinat-PrA
immiinosensorii  gelistirildikten sonra ayrica Cinko oksit (ZnO) nanopartikiili ile
modifiye edilmis ve nanopartikiille modifiye edilen immiinosensérden elde edilen
kalibrasyon  egrisi ile  nanopartikiil ~ kullamilmayan  Jelatin-Aljinat-PrA
immiinosensoriiniin  kalibrasyon egrisi karsilastirilmigtir. Ayrica Taramali Elektron

Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu
2
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(AFM) ile yiizey karakterizasyonu yapilmistir. Gelistirilen immiinosensorlerin raf dmrii
belirlenmistir. Ayrica gelistirilen immiinosenorlerden en diisiik tayin sinirina sahip olani
ile BOS ve serum caligmalar1 yapilarak immiinosensdrlerin biyolojik 6rneklere

uyarlanabilirligi izerine ¢aligilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Elektrokimya

Elektroanalitik teknikler maddenin akim, potansiyel, yiik gibi elektriksel parametreleri
ile kimyasal parametrelerinin arasindaki iliskiyi inceler. Elektriksel dl¢timlerin analitik
amaglar i¢in kullanilmaya baslanmasi sonucu g¢evresel goriintiileme, endiistriyel kalite
kontrol, savunma sanayi, biyomedikal analizler gibi ¢ok genis bir uygulama alani
olusmustur. Mikroelektrotlarin ve elektrokimyasal doniistiiriictilerin  gelistirilmesi,
ultraeser miktarda analit ile ¢alismaya izin veren voltametrik yontemlerin gelistirilmesi,
molekiiler cihazlarin mikrofabrikasyonu- gibi 1980’ler ve 1990’lardaki geligsmeler
elektroanaliz tekniklerinin popiilaritesini belirgin derecede arttirmistir. Gergekten de
elektrokimyasal sistemler, kimyasal sensorlerin gelistirilmesindeki ilginin biiyiikk bir

payini tek bagina almaktadir (Wang 2000).

Olgiimler icin gerekli sinyalin tiiriine gore elektroanalitik dl¢iimler kendi i¢inde iki ana
sinifa ayrilmaktadir: Potansiyometrik ve Potansiyostatik. Bu iki ana tiirin iki sistemi de
en az iki elektrot ve elektrolit ¢ozeltisi igermektedir. Boylece elektrot yiizeyi iyonik
iletici ve elektronik iletici arasinda baglanti gorevi gormektedir. Iki elektrottan biri
Ol¢timii yapilacak hedef analite cevap vermektedir, bu yiizden ¢alisma elektrodu ya da
indikator elektrot olarak adlandirilmistir. Referans elektrot olarak adlandirilan ikinci
elektrot ise c¢ozelti Ozelliklerinden bagimsiz olarak sabit potansiyele sahiptir.
Elektrokimyasal hiicreler dis kaynaktan elektrik tiiketiyorsa elektrolitik ya da elektrik

enerjisi liretiyorsa galvanik olarak siniflandirilabilmektedir.

Kontrollii potansiyel teknikler elektrot-cozelti ara yiizeyindeki yiik transfer islemiyle
ilgilenmektedir ve temeli dinamik durumlara dayanmaktadir (sifir akim yok) . Elektron
transfer reaksiyonu ve bunun sonucunda olusan akimin o6l¢iilmesi ile "elektrot
potansiyeli” terimi tiiretilmistir. Kontrollii potansiyel tekniklerinin amaci hedef analitin
konsantrasyonu ile iligkili akim degerinin elde edilmesidir. Analitin redoks tepkimesi ile

olusan elektron transferi verilerinin elde edilmesiyle bu amaca ulagilir:



O+ne R (2.1)

O ve R yiikseltgenen ve indirgenen tiirler yani redoks ciftidir. Bu tip bir reaksiyon
potansiyel alanda gerceklesir ve termodinamiksel ya da kinetiksel olarak elektron
transferi gerceklesir. Termodinamik yasalarinin etkisi altinda olan bir sistem igin
elektrot potansiyeli Nernst Esitligi ile bulunur. Nernst esitligi tersinir reaksiyonlar

icindir ve denge kosulu i¢in gegerlidir:

E=E°

2,3RT C,(0,1)
+ lo
nF C,(0,t)

(2.2)
E° redoks tepkimesi i¢in standart potansiyeli gdsterirken, R evrensel gaz sabitini (8,314
JK™* mol™) gostermektedir. T Kelvin cinsinden sicakligy, n sistemdeki elektron transfer
sayisini, F ise faraday sabitini (96,487 coulomb) ifade eder. Standart potansiyel redoks
ciftinin yani yiikseltgen ve indirgen tiirlerin konsantrasyonlarinin 1 Molar (M) oldugu
ya da etkinliklerinin esit oldugu durumlar i¢in gegerlidir. Tek basma bir elektrodun

mutlak potansiyeli 6l¢iilemedigi icin E ve E° karsilastirilmali sistemler ile dlgiilebilir.

Elektrot reaksiyonlarinin yolaklar1 bazen olduk¢a karmasik ve ¢ok basamakli olabilir.
Bu tip sistemlerin hizi en yavas tepkime basamagina gore belirlenmektedir. Basit
reaksiyonlara sahip elektrokimyasal sistemler elektroaktif tiirlerin elektrot yilizeyine
kiitle transferini, arayiizeye karsi elektron transferini ve {irliniin elektrolit ¢ozeltisine
geri transfer basamaklarini icermektedir. Daha karmasik sistemlerde ise ek olarak ilave
kimyasal tepkimeler ve ilave elektrot yiizeyi proses basamaklar1 bulunabilmektedir. Bu
tip sistemlerin reaksiyon hizlarini-yani 6lgiilen akimi-hem kiitle transferi hem de

elektron transferi kisitlayabilir.



2.1.1 Elektriksel ¢ift tabaka

Elektriksel Cift Tabaka i¢in 1879°da ilk modeli one siiren Helmholtz, elektriksel ¢ift
tabakayr bir kondansatére benzeterek iyonlarin yiizeyde tek tabaka halinde
adsorplanabilecegini fiziksel bir modele dayandirarak matematiksel olarak agikladi.
Elektriksel ara ylizey terimi bir elektrolitin sinirinda fazlar arasindaki bdolgeyi olusturan
iyonlar, yonlenmis dipoller ve elektronlarin siralanigini anlatmak icin kullanilir. Bu
modele gore yiiklerin elektrostatik giic ya da c¢ozeltideki dipollerin yeniden
diizenlenmesi ile bu sekilde yeniden dagilimi, elektriksel olarak ndtral bir yiizeyin

olugmasini sagliyordu.

gm=-gs (2.3)

gm metal ylizey iizerindeki yik yogunlugunu; -gs ise monomolekiiler c¢o6zelti
tabakasinin yiik yogunlugunu gostermektedir. Helmholtz, elektrot ile ¢ozeltideki iyonlar
arasinda solvasyon tek tabakasinin olabilecegini, bdylelikle elektrot tarafindan ¢ekilen
elektronlarin ara-yiizeye, bu iyonlarin solvasyon kabuklar1 tarafindan sinirlanan bir
mesafeye kadar yaklasabileceklerini ifade etmistir. Bu nedenle, iyonlarin yeniden
diizenlenmesi ile olusan potansiyel diislisii dogrusaldir ve yalnizca Dis Helmholtz
Tabakas1 (Outher Helmholtz Plane, OHP) denilen, elektrot yiizeyi ile bu tek tabaka

arasindaki bolgede gozlenir.
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Sekil 2.1 Helmholtz elektriksel ¢ift tabaka modeli

llerleyen yillarda Gouy ve Chapman elektriksel ¢ift tabakanm tanecik yiizeyine
dengeleyici (zit yiikli) iyonlarin adsorpsiyonundan dolay1 potansiyelin {istel olarak
azalacagini ifade etti (Oldham 2008). Giiniimiizde gegerli olarak kullanilan klasik ¢ift

tabaka modeli Gauy-Chapman-Stern modelidir.

Metal yiizeyine en yakin tabaka yonlenmis su dipolleri veya bazi 6zel iyonlarla kaplidir
ve bu elektrotun hidratasyon tabakasidir. Genelde anyonlar ve biiyiikk katyonlar
cozeltide hidratize halde bulunmazlar. Ikinci sira hidratlasma egilimi daha fazla olan
kiigtik art1 yiiklii iyonlardan olusur. Metal yiizeyine adsorplanmis iyonlarin merkezinden
gecirilen diizleme I¢ Helmholtz Diizlemi (IHP), hidratize iyonlarin merkezinden gegen
diizleme ise Dig Helmholtz Diizlemi (OHP) denir. Bu durumda elektriksel ara yiizey
kendi icinde iki katmandan olusur: Metal ile dis Helmholtz diizlemi arasinda kalan
yogun elektriksel ¢ift tabaka ve Dig Helmholtz diizlemi ile ¢dzelti i¢lerine dogru uzanan
ve elektriksel yiik yogunlugu ¢ozelti icine dogru gidildik¢e azalan ve sifira diisen difiiz

tabaka.
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Sekil 2.2 Elektriksel ¢ift tabaka modelleri

Elektrot/elektrolit ara yiizeylerinde yliriiyen tepkimeler baslica bes kademede
gerceklesmektedir.

a. Difiizlenme: Elektrolit igerisindeki iyon ve molekiiller elektrot yiizeyine dogru
difiizlenir.

b. Adsorpsiyon: Yiizeye ulagan iyon ve molekiiller ylizeyde adsorbe olurlar.

c. Reaksiyon Basamagi: Yiizeyde adsorbe durumdaki maddeler elektrokimyasal
tepkimeye ugrarlar.

d. Desorpsiyon: Yiizeyde olusan tiriinler metal ylizeyinden ayrilirlar.

e. Geriye Difiizlenme: Desorbe olan maddeler ylizeyden ¢ozelti derinliklerine dogru

difiizlenirler.

Son basamakta elektrot yiizeyinin serbest hale geg¢mesiyle yukarida siralanan

basamaklar tekrarlanir.



Elektrot/elektrolit ara yiizeylerinde meydana gelen tepkimelerde en OnemlisSi
adsorpsiyon basamagidir. Fiziksel ve kimyasal olmak tiizere iki tiir adsorpsiyon vardir.
Fiziksel adsorplanmada iyon veya molekiiller, ylizeyde Van der Waals kuvvetleri ile
tutunurlar. Kimyasal adsorplanmada adsorbe olan iyonlar veya molekiiller yiizeyde
Valans kuvvetleri tarafindan tutulmaktadir. Bu kuvvetler, fiziksel adsorpsiyon

kuvvetlerinden daha gii¢liidiir.

2.2 Doniisiimlii Voltametri (Cyclic Voltammetry, CV)

Doniistimlii voltametri dnemli ve oldukg¢a sik kullanilan bir elektroanalitik yontemdir.
Agirlikli olarak yiikseltgenme/indirgenme reaksiyonlarinin incelenmesinde, reaksiyon
ara irinlerinin gozlenmesinde ve elektrotlarda olusan {irlinlerin olusum sonrasi
izleyecegi reaksiyonlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bir indikator ya da galigma
elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak oOl¢lilmesinden faydalanarak, analit hakkinda (yiikseltgenebilen
ve/veya indirgenebilen, elektroaktif, elektrot tepkimesine giren, organik ve inorganik
maddeler) bilgi edinilen bir grup elektroanalitik metotlara verilen isimdir. Bu yontemde

uygulanan potansiyel oncelikle bir yonde, daha sonra ters yonde taranirken akim ol¢iiliir.

Doniistimlii voltametri dl¢limiinde Oncelikle bir elektrot durgun bir ¢ozeltide belirli
aralikta potansiyel degisimi uygulanarak akim sinyali verilmesi saglanir. Elde edilen
ticgen seklindeki dalga, ileri yon ve tersi yondeki potansiyel taramasini gosterir (Sekil

2.3). Cogu zaman bu dongii defalarca tekrarlanir.



Potansiyel

Vi

Sekil 2.3 Dontisiimlii Voltametrik uyarma sinyali

Taramanin ters dondiigli potansiyellere doniis potansiyeli denmektedir. Dontlistimlii
voltametrinin uygulanacagi bir Ol¢giimde bu potansiyeller ¢ogunlukla ilgili tiiriin

difiizyon kontrollii yiikseltgenmesini ve indirgenmesini gézleyebilecek aralikta se¢ilir.

Elektroanalitik metotlar genel olarak net akimin sifir oldugu denge durumundaki statik
metotlar ve denge durumundan uzakta net akimin gozlendigi dinamik metotlar olmak
tizere ikiye ayrilir. Elektroanalitik tekniklerin ¢ok biiylik bir kismi1 net akimin sifir

olmadig1 dinamik metotlardir ve bunlar da potansiyel kontrollii veya akim kontrolliidiir.

Voltametride deneyler ii¢lii elektrot sisteminde gergeklestirilmektedir. Ug elektrottan
birisi zamanla potansiyeli degistirilen indikator elektrot veya ¢alisma elektrodudur.
Voltametrik yontemlerde ¢alisma elektrodu olarak, civa, platin (Pt), altin, paladyum,
karbon elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, cams1 karbon, karbon cloth elektrot) gibi
elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki ikinci elektrot,
potansiyeli deney siiresince sabit kalan referans elektrottur. Referans elektrot genellikle
giimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCl) veya doymus kalomel elektrottur. Elektrot sistemindeki
tiglincii elektrot ise karsit veya yardimci elektrottur. Karsit elektrot olarak ise genellikle
Pt tel kullanilir. Voltametride akim, c¢alisma elektrodu iizerinde maddelerin

indirgenmesi veya yiikseltgenmesi sonucunda olusur. Indirgenmeden dolay: olusan
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akima katodik akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir.

Diflizyon kontrollii akim, ¢alisma elektroda uygulanan potansiyel, polarogramin sinir
akimi bolgesinde ise ve elektron aktarim hizi elektrot yiizeyine gelen elektroaktif
maddeyi hemen indirgeyecek veya yiikseltgeyecek kadar biiyiik ise elektrot ylizeyine
difiizyonla gelen elektroaktif madde miktar1 ile belirlenir. Elektrot yiizeyinde olusan

akim, birim yiizeye gelen madde miktari ile orantilidir. Akim:

i = nFAq(0,1) (2.4)

g(0,t), elektrodun birim yiizeyine t aninda gelen madde miktaridir. Fick kanunlari olarak
ifade edilen diferansiyel denklemlerin genisleyen kiiresel elektrot igin c¢oziiliip q

degerinin yukaridaki esitlikte yerine konulmasiyla ilkovig esitligi elde edilir:
ig = 0,732nFCDY?m?>tY/ (2.5)

Bu esitlikte terimlerin agiklamalart asagidaki gibidir.

1: akim, A;

n: aktarilan elektron sayisi, mol e’/mol;

F: Faraday sabiti, mol/mol e;

C: ana ¢ozeltideki elektroaktif madde konsantrasyonu, mol/ cm?®;
D: difiizyon katsayisi, cm?/s;

m: akis hizi, g/s;

t: zaman, s.

Elektroda hizli bir potansiyel taramasi uygulandi§i zaman potansiyel, standart
indirgenme potansiyeli degerine yaklasinca madde indirgenmeye baslar. Potansiyel
negatiflestik¢e elektrot yilizeyindeki maddenin indirgenme hizi ve buna bagl olarak da
akim artar. indirgenme hiz1 yeterince biiyiikse akimu, elektrot yiizeyine difiizyonla gelen
madde miktar1 kontrol eder. Zamanla difiizyon tabakasi kalinlasacagindan difiizyon hizi

azalir ve akim da azalmaya baslar. Sekil 2.5’°de doniisiimlii voltametri teknigi
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kullanilarak elde edilen voltamogramda akim-potansiyel iliskisi gosterilmistir. CV’de
elde edilen pik akimmin biyiikligii elektroaktif maddenin konsantrasyonu, aktarilan

elektron sayisi, elektrot yiizey alan1 ve difiizyon katsayisi ile degisir.

AKIM

Tarama Hizi
Artis YOnii

P Voltaj

Voltaj
o

Vo

Sekil 2.5 Dontistimlii voltametride akim-potansiyel egrisi

Biyosensor calismalarinda dontisiimlii voltametrinin  kullanimi elektrot yiizeyinde
yapilan modifikasyonlarin  gergeklesip gerceklesmedigini kontrol etmek ig¢in
kullanilmaktadir. Modifikasyondan once ve sonra alman CV Olc¢limleri ile akim
yogunluklar1 kiyaslanarak modifikasyonun basarist hakkinda ve modifiye ylizeyde

biriken tiirlin  elektrokimyasal davranisi hakkinda bilgi  sahibi  olunabilir.
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Modifikasyonlarin her asamasinda yapilan CV Oolglimlerinin sonuglari, impedans
sonuglarini da biiylik oranda dogrulamaktadir. CV egrilerinden hesaplanan formal
potansiyel ve pik ayrimlari, biyosensOr sisteminin tersinmez olup olmadigi hakkinda
bilgi vermektedir. Antijen-antikor etkilesimi sonucu agiga ¢ikan fizikokimyasal degisim
elektrokimyasal olarak algilanabilen bir sinyal iiretmez. Bu nedenle antijen-antikor
sistemleri enzimler, floresan bilesikler, elektokimyasal aktif molekiiller, veya avidin-
biotin kompleksleri ile etiketlenerek sinyal elde edilir. Bu tez c¢alismasinda
elektrokimyasal aktif molekiil olarak potasyum ferrosiyanid ve potasyum ferrisiyanid

redoks problari kullanilmistir.

Sekil 2.6’da ¢iplak karbon pasta elektrodun CV egrisi ve bu elektrodun nikel oksit
nanopartikiiller ile modifikasyonundan sonra elde edilmis CV egrisi goriilmektedir.
Modifikasyondan sonra elde edilen egrideki akim artis1 nanopartikiillerin elektrot
yiizeyine bagarili sekilde immobilize edildigini, bdylece elektrottan gecen yiik

yogunlugunu arttirdigini géstermektedir.

(a) — () UCPE
10 b =—1(b) NiONPs-CP

Current [ pA

=02 =01 00 0!I 02 03 04 05 06

Potential / V

Sekil 2.6 Karbon pasta elektrodun ¢iplak CV egrisi ve nikel oksit nanopartikiiller ile
modifikasyonundan sonraki CV egrisi (Pekyardimer vd. 2013) a. UCPE:
modifiye edilmemis karbon pasta elektrot b. NiO nanopartikiil modifiye
karbon pasta elektrot.

2.2.1 Tersinir reaksiyonlari doniisiimlii voltamogrami
Elektrot reaksiyonu O + ne <> R seklinde ise ve baslangicta ¢ozeltide yalmiz O

maddesi bulunuyor, ayrica elektron aktarimi disinda herhangi bir kimyasal reaksiyon
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bulunmuyor ve elektrot yiizeyinde adsorpsiyon olayr meydana gelmiyor ise i — E grafigi
pik seklinde gozlenir ve tarama hiz1 arttikca pik yiiksekligi artar. Dontlistimli
voltametride akimin maksimum oldugu noktadaki pik potansiyeli Ep olarak adlandirilir.
Potansiyel taramasi geriye dogru yapildigi zaman tarama hizli ise elektrot ylizeyinde
yeteri kadar R bulunacagindan E° degerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde R
yiikseltgenmeye baslayacaktir. Bu nedenle ters taramada anodik pik olusacaktir. Ters
tarama esnasinda E° degerine kadar O indirgenmeye yani R olusmaya devam edecektir.
Ters taramada potansiyel pozitiflestikce Nernst esitligine gére R ylizey konsantrasyonu
azalacak ve yeteri kadar pozitif degerlerde sifira gidecektir. Ancak deney sirasinda
yiizeyde olusan R, c¢ozeltiye dogru difiizleneceginden ters tarama akimi katodik
akimdan biraz daha diisiik olacaktir. Tersinir O + ne” <« R reaksiyonunun CV

voltamogrami sekil 2.7°de verilmistir.

4~ Ep'(R—- ne +0)
24
0-
<-‘ -
= 27
4
Ep (O+ne —=R)
-6 1 N I L 1 Y 1 b 1 b 1
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5

E1V vs. Ag/AgCl

Sekil 2.7 Tersinir bir sistemin CV egrisi

Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi 25°C sicaklikta asagidaki esitlikle

gosterilir (2.6). Bu esitlige Randles — Sevcik esitligi ad1 verilir.

(ip)ter = 2,69 x 105n3/2AD1/ZCO v 1/2 (2.6)
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Bu esitlikteki terimlerin anlamlar1 asagidaki gibidir;

ip: Pik akimi, A;

Do: O tiiriliniin diflizyon katsayisi, cmZ/S;

v: Tarama hizi, V/s;

Co: O tiiriiniin ana ¢dzelti konsantrasyonu, mol/cm®;

Tersinir durumda Ep tarama hizina bagli degildir. Bir tersinir indirgenme reaksiyonunda

Ep ile Eyj» arasindaki iliski su sekildedir.

RT
E,=Eip—-11. —
p 12 nE

(2.7)

CV teknigi ile sistemin tersinirlik testi yapilabilir. Bunun i¢in sistemin bazi kriterlere

uymasi gerekmektedir. Bu kriterler sunlardir:

Ip-v 12 grafigi dogrusal olmalidir.
E,<- E,*=59/n mV veya E,-Epp = 57/n mV olmalidur.
Ep, tarama hiz1 ile degismemelidir.

i/ ipk =1 olmal1 ve bu oran tarama hiz1 ile degismemelidir.

o b w0 DN oE

Ep’den daha negatif potansiyellerde akim, 2 ile orantili olmalidir.

Bir sistemin tersinir olmasi i¢in yukaridaki kriterlerin hepsinin gecerli olmasi gereklidir.
Sekil 2.8 tersinir bir sistemin davranigini géstermektedir. Bu sekilden artan tarama hizi

ile pik akiminin arttig1 ve pik potansiyelinin degismedigi goriilmektedir.
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Sekil 2.8 Parasetamoliin artan tarama hizlarindan elde edilmis doniistimlii voltamogrami
(Daneshegar vd. 2012)

Tersinir sistemlerde biitiin potansiyellerde elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan

biiyiik oldugu i¢in elektrot ylizeyinde Nernst esitligi gecerlidir.

2.2.2 Tersinmez reaksiyonlarin doniisiimlii voltamogrami

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hiz1 yeteri kadar biiylik olmadigindan elektrot
yiizeyinde Nernst esitligi gecerli degildir. Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok diisiik
ise, elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan daha yiiksektir ve sistem tersinir gibi
gozlenebilir. Tarama hiz1 arttik¢a kiitle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile aym
seviyeye gelir. Bu durum tarama hiz1 arttik¢a anodik ve katodik pik potansiyellerinin
birbirinden uzaklagsmasi ile belli olur (Sekil 2.9). Tamamen tersinmez sistemlerde
anodik pik gozlenmez. Anodik pik gozlenmeyisi her zaman sistemin tersinmez
oldugunu ispatlamaz. Elektron aktarim basamagini takip eden ¢ok hizli kimyasal bir
reaksiyon varliginda yani olusan {irlin, hizli bir sekilde baska bir maddeye

doniistiiglinde de anodik pik gézlenmeyebilir.
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n M . 1 E - Ec”/v
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— 1 /'1 = E—l;f/v
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0.2 0.1 0.0 -0.1 -0.2

Sekil 2.9 Tersinmez bir sistemden elde edilen CV voltamograminda farkli tarama
hizlarinda gozlenen anodik ve katodik pik potansiyellerinin birbirinden
uzaklagmasi

v;a) 0,13 V/s, b)1,3 V/s, ¢) 4 VIs, d) 13 V/s

Doniistimli voltametri ile tersinmez bir reaksiyonun taninma Kriterleri:
1. Anodik pik gézlenmez
2 ipk, tarama hizinin karekdokii ile dogru orantili olarak degisir.
3. Epk kaymasi tarama hizindaki 10 kat artmada 30/0¢:np kadardir.
4. |Ep-Epp|=48/(Icnp) mV dur.

2.2.3 Yari-tersinir reaksiyonlarin doniisiimlii voltamogram

Yarn tersinir reaksiyonlarda akim, difiizyon hiz1 ve elektron aktarim hizi ile birlikte

kontrol edilir. Doniistimlii voltametride bir reaksiyonun yart tersinirlik kriterleri;

1. Ip, v Y2 ile artar ancak dogrusal degildir.
2. Epk, tarama hiz1 ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile
negatif degerlere kayma yoniindedir.

3. ipa/ikaI olmalidir.
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4. Epk - Ep* farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagmalidir.

2.3 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal Impedans spektroskopisi (EIS) maddelerin ve iletken elektrotlarin ara
yiizeylerinin elektriksel ozelliklerinin arastirilmas: ic¢in giicli bir yontemdir. EIS
elektrokimyasal tekniklerden farkli olarak, hem hacim arastirmalarinda hem de
dakikalardan mikrosaniyelere uzanan zaman sabitleriyle baglantili arayilizey

islemlerinde kullanilabilmektedir.

Elektriksel direng kavrami neredeyse her birey tarafindan bilinen bir kavramdir.
Elektriksel direng, devre elemaninin elektriksel akim akisini engelleme yetenegidir.
Ohm kanunu diren¢ terimini voltaj (E) parametresinin akim (I) parametresine orani

olarak tanimlamustir.

~ 1l

(2.8)

Yaygin olarak bilinen bu denklem sadece tek devre elemant igin kullanmilmaktadir: Ideal
rezistans. Ideal rezistansm bir kag 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zellikler; tiim akim ve
voltaj degerlerinde Ohm yasasini destekleme, frekanstan bagimsiz rezistans degerleri,

alternatif akim ve voltaj sinyallerinin birbirleri ile ayni1 faz i¢inde olmasidir.

Gergek diinyada devre elemanlar1 bu kosullardan ¢ok farkli davranis tablolar: sergilerler.
Bu devre elemanlar1 elektrokimya ile ugrasan insanlar1 bu basit denklemden
uzaklastirmaya sevk eder. Bu nedenlerden dolay1 impedans terimi kullanilmaktadir.
Impedans tipki direng gibi aym1 sekilde devreden gegen akima kars1 koyma giiciidiir.
Direncten farki yukarida bahsedilen kosullar gibi nedenlerden dolayr kisitlamalara

maruz kalmamasidir.
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EIS tekniginde ¢ogunlukla elektrokimyasal hiicreye alternatif akim (AC) potansiyeli
uygulanarak hiicreden gegen akim olgiiliir. Bu durumda hiicreye sinoidal potansiyel
uyarimi uygulamis oluruz. Bodylece aldigimiz cevap da AC akim sinyali olur. Elde
edilen bu akim sinyali ise sinoidal fonksiyon denklemleri ile analiz edilebilmektedir.
EIS tekniginde genellikle kiiclik uyarim sinyalleri uygulanmaktadir ve hiicre cevabi da
lineer olmaktadir. Lineer sistemde sinoidal potansiyele gelen akim cevabi ayni frekansta

sinoidal olacaktir fakat faz kaymasi gergeklesecektir (Sekil 2.10).

JANIVAN
~7 J

AN
71 NS \f

o

phose—shift

Sekil 2.10 Dogrusal sistemde sinoidal akim cevabi egrisi

Uyarim sinyali zamanin fonksiyonu olarak belirtilirse su sekilde verilebilir:

E: = Eo - Sin (wt) (2.9)

E: t anindaki potansiyel, Eg sinyal genligi, ® ise radyal frekanstir. o ile frekans (f)

arasindaki iliski ise su sekilde verilmektedir:

w=2 nf (2.10)
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Lineer bir sistemde, potansiyele karsi olusan cevap l;, potansiyel ile ayn1 frekansta fakat
farkli genlik ve faz acisina sahip zaman bagimli bir AC akim sinyalidir. ® faz

kaymasini temsil etmektedir.

I = lo- Sin (wt + @) (2.11)

Ohm yasasina benzer sekilde diizenlemeler yapildigi takdirde elde edilen kavram

sistemin impedansini hesaplamamizi saglar:

_E _ ESin(at) _ Sin(wt)
I, 1.Sin(@t+@) °Sin(ot+¢)

(2.12)

Eger sinoidal uyarim sinyali E;’yi X eksenine, sinoidal cevap sinyali |; -yi y eksenine
isaretlersek sonug¢ sekil 2.11°de gorildigi tizere oval olur. Bu sekil Lissajous figiirii
olarak bilinir. Bu figiirin degisik analizleri modern EIS cihazlarinda kabul gérmiis bir

metottur.

IA
| /
/
1?9'1?_—/—%%
i+dl‘ III
- | ||
T
I - ' —>
E
]
E+dE

Sekil 2.11 Lissajous figiirii

Eulers denklemi ile
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exp(j @) =cos @ + sin @ (2.13)
impedans1 kompleks fonksiyon seklinde vermek miimkiindiir. Potansiyel su sekilde
tanimlanabilir:

E=Eoexp (jw?) (2.14)
Akim cevabi ise su sekilde tanimlanabilir.

l=1loexp (jwt- @) (2.15)

Impedans ise kompleks sayilar olarak su sekilde verilebilir:
Z(w)=E/I=Zyexp (j @) = Zo (cos @ + j sin D) (2.16)
Yukaridaki formiilde verilen Z vektorii, sanal ve gercek kisimdan olusmaktadir. Gergek
kisim x eksenine, sanal kisim y eksenine isaretlenirse Nyquist egrisi elde edilir (Sekil
2.12). Bu grafikteki her nokta tek frekansa sahip impedansi temsil etmektedir. Grafikte

diisiik frekansli bolge egrinin sag tarafini, yliksek frekansli bolge ise egrinin sol tarafini

temsil etmektedir.
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Z

arg Z

Sekil 2.12 impedans vektoriiniin Nyquist egrisi seklinde gosterimi

Nyquist egrisinde impedans |Z| vektoriiniin uzunlugu olarak verilmektedir. Bu vektor ile
x ekseni arasindaki a¢1 faz agist (@) olarak adlandirilmaktadir. Sekil 2.12°nin temsil

ettigi elektriksel devre sekil 2.13’de verilmistir.

c

Sekil 2.13 Paralel rezistans ve kapasitanstan olusan devre
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Sekil 2.14 Elektriksel devreye gore elde edilmis Nyquist egrisi

Impedimetrik &lgiimlerin ilk anlarinda yiiksek frekans (diisiik enerji) uygulanarak
¢ozelti direnci olgiiliir. Daha sonra frekans azalir, enerji yavas yavas artar ve tarama
bolgesi elektrot ylizeyine dogru kayar. Bu kisimda direng en fazla oldugu i¢in Nyquist

grafiklerde kapasitif direng en iist degerlerde gozlenir.

Nyquist egrisi verisine bakildiginda egrideki herhangi bir noktanin hangi frekansta elde
edildigi bilgisine ulasamayiz. Fakat Bode egrisi Nyquist egrisinin aksine bize frekans

hakkinda bilgi verebilmektedir.

log Z

N

N

3 ¥
'Wﬁ

Sekil 2.15 Ornek Bode egrisi
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Elektrot yiizeyinde meydana gelen difiizyon sistemde Warburg impedansi olarak
adlandirilan bir impedans yaratabilir. impedans, potansiyel gecirgenligin frekansina
bagimhidir. Yiksek frekanslarda diffiizlenebilen reaktanlar ¢ok mesafe alamadigi igin
Warburg impedanst kiigliktiir. Diisiik frekanslarda ise diffiizlenebilen reaktanlar
harekete gectigi i¢in Warburg impedansi artmis olur (Sekil 2.16). Warburg impedansini
Randles devresi ilizerinden de agiklayabiliriz (Sekil 2.17). Randles devresi elektrot
yiizeyindeki ¢ift tabakanin rezistansina paralel baglanmis kapasitorden (C) ve onlara
seri olarak baglanmis ¢Ozelti direncinden meydana gelir. Warburg impedans1 (W) ise

elektroda frekans bagimli difiizlenen transportu temsil etmektedir.

Nyquist egrisinin dogrusal olan son kismi diisiik frekansta taranan ve elektrot ylizeyi-

cozelti arasinda gergeklesen kiitle aktarimiyla ilgili olan bolgedir.

Re + Rc{
Ret KCq

Sekil 2.16 Warburg impedansinin gosterimi

R:J ’{
Im(Z) "~y Ara ylzey
V2w .
\ kapasitansi
\ Ca -~
o o
Cozelti { [L
Impedans:
— Ry
O_/‘\//'\\‘ O

> Rt WARBURG

Yik transferi ya da
polarizasyon direnci

Sekil 2.17 Randles devresi lizerinden Warburg impedansinin gosterimi
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2.4 Biyosensorler

Biyolojik ve biyokimyasal siirecler agirlikli olarak tip, biyoloji, biyoteknoloji
alanlarinda oldukg¢a 6nemli role sahiptir. Biyosensor sistemleri giinlimiizdeki seviyesine
ulasana kadar biyolojik bir veriyi elektriksel bir sinyale doniistiirmek oldukca zordu.
Fakat son yillarda teknik, metot ve cihazlarin gelismesiyle birlikte bu sistemlerin giinliik

yasamda kullanimi da oldukga artmaistir.

Biyosensdrler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri tespit etmek i¢in kullanilan kii¢iik
cihazlardir. Ayni sistem igerisinde biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal 6zellikteki
iki geviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi tespiti yapilacak maddeyle
etkileserek onu tanimaktir (Thevenot 2001). Bu tanima olaymin sonucunda bir
biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir. Elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayim
Olciilebilir bir sayisal degere c¢evirmekle gorevlidir. Asagida klasik bir biyosensoriin

temel elemanlarini igeren sematik bir gosterim goriilmektedir (Sekil 2.18).

Enzim
Antikor Elektrokimyasal
Aptamer Optik

DNA, RNA Piezoelektrik | EE) SINYAL
Mikroorganizma Manyetik vd.

U

Sinyal Dénlgstiriciiler

Hiicre vb.

Tespit edilecek
biyolojik maddeyi
taniyabilecek molekiil

Sekil 2.18 Biyosensdriin sematik gdsterimi

Ik biyosensér Clark ve Lyons tarafindan 1962 yilinda amperometrik glukoz
biyosensorii gelistirilerek rapor edilmistir. Clark ve Lyons bir enzimin bir elektrot

yiizeyine immobilizasyonu ile biyosensor sistemlerinin  olusturulabilecegini
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gostermiglerdir. Ik biyosensériin gelistirilmesinden giiniimiize biyosensérler bugiin
saglik (diagnostik, pronostik vb. ), gida, su, kalite kontrol, g¢evresel incelemeler gibi

bir¢ok alanda kullanilir hale gelmistir.

Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken secicilik, kullamm &mrii, iyi bir
kalibrasyon egrisi, tekrarlanabilirlik, kararlilik, dogrusallik, uygun tayin sinir1 araligi,
genis Ol¢tim araligi, hizli cevap, biyouyumluluk, maliyetin ekonomik olmasi gibi bazi
ozellikleri vardir. Secicilik bu 6zelliklerden en énemlisidir. Ideal bir biyosensér sadece
hedef analitin degisimlerine cevap vermeli, diger molekiillerin girisim etkisine izin

vermemelidir.

Biyosensorlerin temel elemanlarindan olan biyoreseptorler spesifikligin anahtaridir.
Tespiti yapilacak analitin 1ilgili kisimlarmmin  sensére baglanmasin1  saglar.
Biyoreseptorler pek ¢ok tiirde olabilir. Bunlar baslica antikor/antijen (Emregul vd.
2013), enzim (Gong vd. 2014), DNA/RNA (Zheng vd. 2014), aptamer (Topkaya vd.
2012), hiicre (Zammit vd. 2013) olabilir. Biyosensorler, kullanilan biyoreseptor tiirline
gore, biyokatalitik esasli ve biyoafinite esasli olmak iizere iki sekilde gruplandirilabilir
(Thevenot vd. 1999). Biyokatalitik reseptorlerde enzim yilizeyinde bulunan analitin
makromolekiiller tarafindan katalizlenerek reaksiyona girmesi saglanir. Substrat 6zelligi
gosteren analitin bu yolla siirekli tiikketimi saglanmaktadir. En yaygin kullanilan
biyokatalitik biyoreseptorlere enzimler, hiicreler ve dokular ornek gosterilebilir
(Thevenot vd. 1999). Biyoafinite temelli biyosensorlerde, biyosensoriin biyolojik
yapisinda bulunan makromolekiiller ile analitin etkilesmesi temeline dayanir. Genellikle
bir dengeye ulasilir ve bdylece analit, kendisiyle kompleks olusturan immobilize
materyal tarafindan daha fazla tiiketilmez (Thevenot vd. 1999). Biyoafinite esash

biyosensorlerde en ¢cok kulanilan biyoreseptorler antikorlar/antijenlerdir.

2.4.1 Sinyal doniistiiriiciiler (Transduserlar)

Sinyal doniistiiriiciiler biyosensor sisteminde meydana gelen reaksiyonun tayin

edilebilir bir sinyale ¢evrilmesi i¢in gerekli temel elemanlardandir. Cevirici ylizeyi,
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reseptdr immobilizasyonu igin uygun olmalidir. idealde gevirici yalmz basina analiti
izlemek icin yeterli degildir fakat analit konsantrasyonunun azalmasi veya {iriin
olusumu gibi biyokimyasal olaylar1 algilar. Biyosensor sistemi igin Olgiilebilecek
sinyaller; potansiyel degisimi, elektron transferi, 1s1gin {irlin veya analit tarafindan
yayilmasi veya absorbe edilmesi, sicaklik veya kiitle degisimi gibi olaylarin sinyal
doniistiiriiciiler tarafindan algilanmasi ile belirlenebilir. Ornegin amperometrik bir
biyosensor sisteminin sinyal doniistiiriiciisii ile elde edilen sinyal akim olarak
olgiilirken (Chauhan vd. 2014), potansiyometrik bir biyosensor sisteminde sinyal voltaj
olarak (Zhang vd. 2014), floresans bir biyosensor sisteminde ise sinyal 151k siddeti (Li
vd. 2014) olarak belirlenecektir.

Cizelge 2.1 Biyosensor sistemlerinde sinyal doniistiiriicii 6rnekleri ve bu sistemler ile
Olciilebilen sinyaller

Sinyal Dontstiiriicii Ttrt Sinyal

Elektrokimyasal

e Amperometrik e Akim

e Konduktometrik o Iletkenlik

e Potansiyometrik e Voltaj

e Impedimetrik e Impedans
Optik

e Kalorimetrik e Renk

e Luminesans o Isik siddeti

e Floresans o Isik siddeti

e Yiizey plazmon rezonansi o Isik siddeti

Piezoelektrik

Yiizey akustik dalgasi

Frekans degisimi

Frekans degisimi
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Amperometrik biyosensorler bir substratin oksidasyon veya rediiksiyonu sonucu olusan
akimi 6lger. Genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢timiinii esas alir
(Telefoncu 1999). Amperometrik biyosensorlerdeki en dnemli faktor biyokatalizator ile
elektrot veya varsa iletken polimer arasindaki elektron akisidir. Bu islemi iletken
polimerler en iyi sekilde basarirlar. Amperometrik biyosensor sistemlerine en uygun
enzimler oksidazlar, dehidrogenazlar yani oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir (Clark
1987). Kondiiktometrik biyosensorlerde; elektriksel alanin varliginda bir ¢ozeltide
elektrik yiikii, iyonlar tarafindan tasinir. Cozeltinin iletkenligi ¢ozeltideki tiim iyonik
tiirlerin katkisiyla olusur. Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler iizerine
uygun bir yontemle uygun bir molekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan aygitlardir.
Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Olciimiinli esas alir. Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans
frekansindaki farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan
Oornegin kiitlesinin Olgiilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensoriin
seciciligi, kristal ylizeyindeki madde ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle
iligkilidir. Sensor ylizeyinde bir madde adsorblandig1 veya biriktigi zaman piezoelektrik

kristalin rezonans frekansindaki degisimin Sl¢iilmesiyle sonuca ulagilir.

2.4.2 immiinosensorler

Antijenlerin antikorlar tarafindan molekiiler diizeyde taninarak stabil bir kompleks
olusturmasi sivi formdaki immiinoassayler ve kati form immiinosensorlerin temelini
olusturmaktadir. Iki analitik teknik i¢in de alti gizilmesi gerekli olan bilgi; iki tekniginde
ligand baglama reaksiyonuna bagli oldugudur. Tiim immiinosensor sistemleri i¢in analit
Olctimiiniin spesifikligi baglayici molekiiliin giiciine ve baglayict molekiiliin sensére ne

sekilde uygulandig ile alakalidir.

Dogrudan immiinosensorler, sinyalde dogrudan degisim meydana getiren antikor-
antijen kompleksi olusturan sistemlerdir. Cozeltide hedef analit vardir ve sensor
matriksi iizerinde bulunan antikor ya da antijen ile spesifik olarak etkilesir. Bu

kompleks form sistemde hedef analitin Olglilmesine olanak saglayacak fiziksel bir
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degisim olusturur. Dogrudan olmayan immiinosensorler, baglanma olayinin
gozlenebilmesi i¢in antikor ya da antijene konjuge edilen isaretleyicilere ihtiyag duyar.
Isaretleyici olarak glukoz oksidaz, peroksidaz gibi enzimler, ferrosen gibi
elektrokimyasal aktif molekiiller ya da fluorescein, rodamin, fosforesans porfirin

boyalar1 gibi floresans igaretleyiciler kullanilabilir (Luppa vd. 2001).

Immiinosensérler dlgiim sekline gére 4 ana tiire ayrilir: Elektrokimyasal, optik,
piezoelektrik, termometrik. Bu immiinosensorler tasarimlarina gore direkt 6l¢iim ya da

indirekt 6l¢tim 6zelliklerine sahip olabilir.

2.4.2.1 Optik Immiinosensorler

Optik immiinosensorler gliniimiizdeki kullanim alanlari itibariyle en ¢ok kullanilan ve
tercih edilen immiinosensor tiiridiir. Hizli sinyal {iretimi ve okumasina sahip olmasi
nedeniyle en onemli avantajidir. Isik sensoriin algilayici yiizeyinden yansitildiginda
adsorpsiyonda, floresans siddette, luminesans siddette, refraktif indekste (RI) degisim
gozlemlenir. Sensoriin ¢alisma prensibi bu degisimin Olgiilmesine dayanir. Optik
immiinosensorler arasinda en popiiler olan metot Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)
teknigidir. SPR, metal yiizeyine yakin ortamin refraktif indeksindeki degisimleri 6l¢en
optik bir tekniktir. Algilama 6gesi genellikle altin ya da giimiis olan yaklasik 50 nm
kalinligindaki ince film tabakasini kaplayan teshis elementinden olugmustur. Kat1 ara
yiizeyindeki etkilesimleri yerinde 6lgen SPR hizli, isaretlemeye gerek gdstermeyen,
yiksek duyarliliga sahip, gergek zamanli 6l¢iim yapma gibi avantajlarindan dolay:
biyomolekiiler etkilesimlerin karakterizasyonunda gii¢lii bir ara¢ olma 6zelligindedir

(Luppa vd. 2001).

2.4.2.2 Piezoelektrik Immiinosensorler

“Piezo” kelimesi Yunanca sitkmak anlamina gelmektedir. Piezoelektrik elemanlar bir dis
kuvvet altinda kaldiklar1 zaman, karsilikli yiizeyleri lizerinde bir elektrik yiikii olusur.

Dogal ya da islenmis kuvartz kristali en hassas ve kararli piezoelektrik malzemelerden
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biridir. Dogal malzemelerin yani sira yiiksek teknolojilerle iiretilen polikristalin ve
piezoseramik gibi malzemeler de yiiksek elektrik alana maruz birakildiklarinda
piezoelektrik 6zellik kazanmalar1 saglanabilmektedir. Bu kristaller ¢ok yiiksek degerde
yik c¢ikis1 iiretirler. Bu o6zellikleri sayesinde de ozellikle diisiik genlikli sinyallerin

Olclilmesinde kullanilirlar.

Piezoelektrik immiinosensor smifinin en popiiler metodu QCM (Kuartz Kristal
Mikrobalans) teknigidir. Piezoelektrik biyosensor uygulamalarinda genellikle analizi
yapilacak madde ile spesifik olarak tanimma reaksiyonuna girecek molekiil kristal
yiizeyine immobilize edilir. Immobilizasyondan sonra kristal yiizeyinde meydana gelen
kiitle artisindan dolayr kristalin titresim frekansi diiser. Bu mantiktan yola ¢ikarak
analizi yapilacak maddenin ortamda bulunmadan o6nceki immobilizasyon ile analizi
yapilacak maddenin ortamda bulundugu immobilizasyon i¢in 6l¢timler yapilir. Frekans
degerleri arasindaki fark hesaplanarak kristal ylizeyine adsorplanan madde miktar

Sauerbrey esitliginden yola ¢ikilarak hesaplanir.

2.4.2.3 Termal Immiinosensorler

Cogu kimyasal ve biyokimyasal proses, 1sinin absorbsiyonunu ve iiretilmesini icerir. Bu
1s1 degisimi, ya bir termistorle ya da bir termofille Slgiilebilir ve var olan maddenin
miktartyla ilgilidir. Bir termistor bir metal oksit, bir termofil bir silikon-altin materyal
igerir. Cihaz, biyoreseptor ile kaplanir ve bu, analit ile etkilesime girdiginde, bir sicaklik
degisimi olarak kaydedilen bir ekzotermik reaksiyon meydana gelir. Kalorimetrik esash
bir biyosensor kullanilarak farkli molekiillerin enzimatik reaksiyonlarinin miimkiin
olabilecegini belirlemislerdir. Bu teknolojinin en belirgin avantaji, tiirbit 6rneklerde
kullanilabilir olmasi, kolay minyatiirize edilebilmesi ve direkt sistemde kullanilabilir

olmasidir.
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2.4.2.4 Elektrokimyasal Immiinosensérler

Literatiirde Ol¢lim tiirlerine gore immiinosensorler incelendiginde en biiyiilk paymn
elektrokimyasal Ol¢iime dayali immiinosensdrlere ait oldugu goriilmektedir. Yiiksek
secicilik, kullanim kolayligi, diisiik tayin limiti bu immiinosensér tiirlinlin avantajlari
arasindadir. Elektrokimyasal sensorler 3 ana tlirde incelenmektedir: Potansiyometrik,

Amperometrik ve Impedimetrik.

Potansiyometrik biyosensorler, referans elektroda karsi calisma elektrodundaki
potansiyellerin 6l¢limii iizerine temellenir. Potansiyometrik sistemler iyon segici
elektrottaki, iyonik bir reaksiyon nedeniyle olusan potansiyel degisimini dlger. Calisma
elektrotunun elektrot yiizeyi segicilik i¢in modifiye edilmistir. Potansiyel farki, ¢calisma
elektrodu ile referans elektrot arasinda akimin ge¢medigi bir anda &lgiiliir. Olgiilen
potansiyel farki Nernst esitligi ile ifade edilir ve tanimlanan iyonun aktivitesine baglidir.

Nernst esitligi biitiin potansiyometrik ileticilerin temel prensiplerini olusturur.

Amperometrik elektrotlar, biyosensdrler arasinda en yaygin olarak kullanilan ve en ¢ok
ticari Ornekleri olan siiftir. Biyosensorlerle 6zellikle de amperometrik transduserlerle
ilgili calismalar Clark tarafindan 1956 yilinda yayinlanan bir ¢alisma ile baslamistir. Bu
calismada, Clark elektrodu olarak adlandirilan oksijen elektrodunun duyarh ylizeyine
glukoz oksidaz (GOx) enzimi yerlestirilmis ve yari-gecirgen diyaliz membranla bu
elektrot kaplanmistir. Ayni ¢alismada Clark ve Lyons tarafindan enzim elektrot terimi
ilk kez kullanilmigtir. Amperometrik biyosensorler, genel olarak, sabit bir potansiyelde,
elektrokimyasal bir hiicrede ya akim degerinin ya da yogunlugunun o6l¢iimii iizerine
temellenmektedir. Akim yogunlugu, platin, altin ve karbon gibi bir ¢alisma elektrodu
yiizeyinde indirgenen ya da yiikseltgenen elektrokimyasal olarak aktif tiirlerin
derisiminin bir fonksiyonudur (Thevenot vd. 1999). En ¢ok kullanilan amperometrik

biyosensorler enzim temelli amperometrik elektrotlardir (Castillo vd. 2004).

Bataillard vd. 1988 yilinda antijen/antikor kompleks olusumunu impedans kullanarak

raporlayan ilk grup oldu (Lisdat ve Schafer, 2008). Bu kompleksin elektrot yiizeyinde
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olusumunun dielektrik tabakasi kalinliginda artisa ve kapasitansta diisiise neden
oldugunu agikladilar. Daha sonra diger gruplar da kapasitif biyosensor ¢aligmalariyla
literatiire katkida bulundular. Ornegin 1997 yilinda Mirsky vd. tiyol modifiye altin
elektrotlar kullanarak antikorlar1 elektrot yiizeyine immobilize ettiler ve bu sistemi HSA
(human serum albumin, insan serum albumin) olgiimii i¢in kullandilar. Biitiin
elektrokimyasal ~ biyosensorlerde  oldugu  gibi, impedimetrik  biyosensorler
biyomolekiillerin kondiiktif bir (veya yar1 kondiiktif) transduser yiizeyiyle etkilesimini
kullanan biyoelektronik cihazlardir. Olgiim prosesleri, reseptor biyomolekiil ile analit
arasinda olusan algilama yiizeyinin, elektronik transduserin elektriksel ozelliklerini
direkt veya indirekt sekilde degistirmesine dayanir. Antijen-antikor veya DNA-DNA
etkilesimleri gibi sinirlt katalitik aktiviteye sahip bilesiklerin analizi i¢in gelistirilen
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) temelli biyosensdrlerin sayisi literatiirde
her gegen giin daha da artmaktadir. Impedimetrik immiinosensérlerin gelistirilmesinde
itici glig, basit ekipmanlarin kullanildig1 tani sistemlerine (point of care diagnostics)
olan talep ve potansiyel molekiiler etiketsiz analizler (label free)dir. Immiinsensorler
icin iki immobilizasyon stratejisi siklikla kullanilir. Sensor ilgili antijeni baglayan
antikorlarla modifiye edilebilir ya da antijenin kendisi immobilize edilebilir. Daha sonra
bu antijen tamamlayic1 antikorunu baglar. Her iki durumda da, baglanma olay1
elektriksel ylizey oOzelliklerinin degisimiyle sonuglanacak olmasina ragmen, ikinci
durumda (antijen immobilizasyonunda) antikorlarin yiiksek molekiil agirliklar1 ve diisiik
dielektrik katsayilarindan otiirii daha biiylik degisimler agi8a ¢ikarabilir ki bu
impedimetrik olarak ¢ok daha etkili bir sekilde izlenebilir.

2.4.3 Biyosensorlerin hazirlanmasinda immobilizasyon metotlar:

Enzimlerin, teknik kimya ve biyoteknolojide ¢esitli amaglarla kullanilmaya baslamasi
ile bilim adamlari, enzimlerin daha ekonomik ve daha kullanighi hale getirilme
olanaklarin1 arastirmaya yonelmislerdir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla

yararlanabilmek i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.

Kelime anlami olarak immobilizasyon, hareketi siirlandirmak demektir. immobilize
edilmis enzimlerin hareketleri smirlandirilmistir.  “Immobilize” terimi  yerine
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2 ¢¢ 2 ¢

“tutuklanmis”, “¢6ziinmez hale getirilmis”, “baglanmis™ gibi terimleri kullanmaktadir.
Immobilize enzim, genel bir isim olup, digerleri yalmiz alt bir immobilizasyon

yontemini ifade etmektedir.

Enzimler suda ¢6ziinen, spesifik katalizorlerdir ve endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu
cozeltilerde gergeklestirilir. Bu nedenle enzimler, suda ¢o6ziinmeyen bir tasiyiciya
fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda c¢Oziinmeyen {irlin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla ve suda
¢oziinmeyen bir matriks veya suda ¢Oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanarak

immobilize edilirler (Telefoncu 1997).

Enzimin iriinden ayrilmast daha kolaydir, multienzimli reaksiyon sistemleri
gelistirilmistir, dis etkilere kars1 dayaniklidirlar. Bunlarin yaninda immobilize enzimin

serbest enzime gore iistiinliiklerini daha acik bir sekilde su sekilde siralayabiliriz;

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.) ve
tirtinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

- Cevre kosullarina ( pH, sicaklik vs.) kars1 daha dayaniklhidir.

- Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Siirekli iglemler uygulanabilir.

- Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

- Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

- Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

- Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 azalir.

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bir¢ok organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tasiyici membran, suda ¢oziinmeyen katt veya polimer olabilir.
Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan tasiyicida aranan ozellikler asagidaki

sekilde siralanabilir;
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- Hidrofilik karakter,

- Gozenekli yapi,

- Suda ¢6ziinmeme,

- Mekanik kararlilik ve yeterli gozenek biiyiikligii,

- Kimyasal ve termal kararlilik,

- Mikroorganizmalara kars1 direnclilik,

- Rejenere olabilme,

- Ucuzluk,

- Biyouyumluluk,

- Kovalent baglamada kullanilacak olan tasiyicilar uygun kosullarda reaksiyon

verebilen, fonksiyonel gruplar tagimalidir.

Immobilizasyon ydntemleri gesitli sekillerde siniflandirilmakla beraber sekil 2.19’da

verildigi gibi siniflandirmak miimkiindiir.

|Enz:im Immobilizasyon Y-if-ntemleﬁ|
|

| |
| Cezinmez Formda Irnmobilizasyon | | Cominen Formda Immobilizasyon

’_‘_‘ Tirafilitrasyon Heollow-fiber
Baglama Tutaldama mnetnbranlar membranlar

Céminen- ¢ dEinmeyen
enzrnler
| | |

Telde Dlilere Lipozom

tutuklamal kapsilleme telenid
Capraz | | Tastyict Enzim
baglama| |baglama kopolimenzasyonu

| T | i

Adsorpstyon Iyoml Zelat E ovalent Bivospesitil

badlamal |baglama badlarma haglama

Sekil 2.19 Enzim immobilizasyon yontemleri (Telefoncu 1997)
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Enzim immobilizasyon yontemleri; ¢éziinmez formda immobilizasyon ve ¢o6ziinen

formda immobilizasyon olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir.

2.4.3.1 Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri

Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri, baglama ve tutuklama olarak ikiye
ayrilmaktadir. Capraz baglamada kiigiik molekiillii iki veya daha ¢ok fonksiyonel
gruplar1 olan reaktifler enzim molekiilleri arasinda ¢apraz bag yapmaktadirlar (Sekil

2.20).

Intermolekiillerin
gapraz baZlanmasi ‘\'
*—e
Capraz Baglayict

Intramolekiillerin
Capraz Baglanmasi

Sekil 2.20 Capraz baglama ile immobilizasyon

Enzim kopolimerizasyonunda enzimler, bir kopolimerizasyon reaksiyonunda
monomerlerden biri gibi davranarak matrikse baglanmaktadir. Tasiyiciya baglama ise
kendi icinde adsorpsiyon, iyonik baglama, selat baglama, kovalent baglama ve
biyospesifik baglama olarak bes gruba ayrilmaktadir. Adsorpsiyon, yiizey aktif, suda
¢Oziinmeyen bir adsorbanin, enzim c¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzim fazlasinin

yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21 Enzimin destege adsorpsiyon metoduyla baglanmasi

Iyonik baglama, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen tagtyicilara enzimin
iyonik baglanmasidir. Selat baglama, baz1 gecis metallerinin (Titan (III), Titan (IV),
Zirkonyum (IV)) selat yapma Ozellikleri sayesinde enzimlerin tasiyicilara baglanmasi
saglanmaktadir. Kovalent baglamada enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasi, enzim

zincirindeki aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel gruplar iizerinden gergeklesmektedir

(Sekil 2.22).

{Lys, ++)
Arg, - =S
( ) NH,

(N-terminal, +)
OH

OH
(Karhohid.. *)

o (Asp, +)
H

(C)" ] ')

Q
(Glu, +)

O
. OH

OH
(C-terminal, +)
NH
=

(Trp, 9

(Tyr,-) HO

Sekil 2.22 Reaktif aminoasit kalintilari: (+) enzim immobilizasyonunda sik¢a kullanilir;
(-) enzim immobilizasyonunda kullanilmaz; (£) enzim immobilizasyonunda
cok sik kullanilmaz; (++) enzim immobilizasyonunda c¢ok sik kullanilir.
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Biyospesifik baglama yonteminde, enzimlerin antikorlar ve lektinler arasindaki
biyospesifik etkilesimler ile immobilizasyon yapilmaktadir (Sekil 2.22), (Telefoncu
1997).

Enzim Baglayict
Balge

Sekil 2.23 Biyospesifik baglanma ile immobilize edilen enzimin substrati ile etkilesimi
daha fazladir

Tutuklama yonteminde enzim molekiilii belirli bir ortamda durmaya zorlanmaktadir. Bu
islem polimer matriks icindeki kafeslerde yapildigi gibi yar1 gecirgen membranlar
icinde mikrokapsiilleme ve misellerle de yapilabilmektedir (Sekil 2.23), (Telefoncu
1997).

Jel gozeltist

Sekil 2.24 Enzimin tutuklama yontemi ile immobilizasyonu

Tutuklama yontemi polimer matrikste tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom teknigi
olmak tizere {i¢ alt grupta incelenmektedir. Polimer matrikse tutuklama, polimerizasyon
ve c¢apraz baglamanin olustugu ortamda enzimin de bulunmasi durumunda g¢apraz

baglama sonucu olusan yapida enzimin tutulmasidir (Sekil 2.24).
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Sekil 2.25 Enzimin polimerler arasinda tutuklanmasi

Mikrokapsiilleme enzim molekiillerinin yar1 gegirgen bir membran icinde
tutuklanmasidir  (Sekil 2.25). Mikrokapsiillerin  biyiikliigi 1-100 p arasinda
degismektedir. Yar1 gecirgen membranin gozenek caplari, substrat molekiillerinin
kapsiil i¢cine girisine ve {riin molekiillerinin disar1 ¢ikisina izin verecek biiyiikliikte

olmalidir.

szene —-:lf : .'i
-l
. ® @

—_—
—_— (3
o J
Substrat ‘
Kuresel Enzim

membran

Sekil 2.26 Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu

Lipozom teknigi sivi-yiizey yapict membran temeline dayanmaktadir. Siireksiz,
doniistimlii ve tamamen fiziksel bir yontemdir (Sekil 2.26). Oldukc¢a biiylik bir temas
yiizeyine sahip olup, ayni anda bir adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak
verir. Bunlarin yaninda, substrat ve iiriiniin membrandan gecisinin ¢oziiniirliige bagimh
olmasi, iglem sirasinda enzimin aktivite kaybetmesi ve sivi olan membrandan enzim

s1zintis1 olasilig1 bulunmaktadir.
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Sekil 2.27 Enzimlerin immobilizasyonu i¢in lipozom kapsiil

2.4.3.2 Coziinen formda immobilizasyon yontemi

Enzimin herhangi bir tasiyiciyla fiziksel veya kimyasal etkilesiminden c¢ok, yari
gecirgen bir zarla g¢evrelendigi ve enzime genis bir hareket alanimin saglandigi
yontemdir. Enzim tasiyictya herhangi bir bolgesinden baglanmadigi i¢cin molekiiler
geometrisi, esnekligi ve dolayisiyla katalitik etkinligi degismemektedir. Ancak,
substratin membrandan ge¢ip enzime ulasmasinda kisitlamalara rastlanmaktadir. Bu
nedenle kiiciik molekiillii substrata sahip olan enzimlerin bu yontemle immobilize

edilmesi tercih edilebilir.

- B s e

Fau . v —+—p Dispersivon
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Sekil 2.28 Coziiniir formda immobilizasyon

Kullanilan immobilizasyon teknigi ne olursa olsun immobilize edilen enzimden

beklenilen 6zellikler sunlardir:
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- Yiiksek kararlilik,

- Tekrar kullanilabilirlik,

- Siirekli tiretime olanak vermesi,

- Reaksiyon kontroliine olanak vermesi,
- Yiiksek saflik,

- Yiksek iirlin yiizdesi,

- Ekonomik olmasi.

2.5 Antikorlar

Antikorlar, viicuda giren yabanct molekiiller, hiicreler i¢in iretilen glikoprotein
yapisinda molekiillerdir. Bu molekiiller immiin sistem elemanlarindan olan B hiicreleri
tarafindan iretilirler. Antikorlarin baslica iki goérevi vardir: Birincisi, viicuda giren
yabanci molekiile (antijene) baglanmak. lkincisi, baglanma gerceklestikten sonra
antijenin mevcut yapisini bozmak ve antijeni yok etmek. Kanda ve hiicre dig1 sivida
bulunan antikorlar, hastaliklara yol agabilen bakterilere veya viriislere baglanirlar.
Baglandiklar1 yabanci molekiilleri, bedenin savas¢1 hiicreleri icin isaretleyip etkisiz hale
getirmis olurlar. Antikor baglanacagi antijene ii¢ boyutlu bir yapida, tipki bir anahtarla
kilit arasindaki uyum gibi tam olarak oturur. Her antijen ic¢in uygun bir antikor
metabolizma tarafindan sentezlenir. Her patojene uygun 6zel bir antikor tretilebilmesi
icin, B hiicrelerinin karsilastiklar1 her antijeni ¢ok iyi tanimalar1 ve yapilarint ¢ok 1yi
bilmeleri gerekir. Bu kadar ¢esitli antikor yapabilmenin sirr1 immiinoglobiilin genlerinin

diizenlenmesi ile degisik kombinasyonlar yapabilmesinde saklidir.

Immiinoglobulinler (lg), serum proteinlerinin globuler-globulin kesiminde bulunan
proteinlerdir ve toplam plazma proteinlerinin % 20’sini olustururlar. Immiinoglobiilinler
ya da antikorlar antijenik uyarim sonucu B lenfositlerin degisimi ile olusan plazma
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Antikorlar fiziksel, kimyasal, immiinolojik olarak
incelendiginde farkliliklar tespit edilmistir. Bu farkliliklar antikor molekiillerinin
karbonhidrat miktarlari, elektroforez hizlari, molekiil agirliklari, aminoasit igerikleri,
tasidiklar1 polipeptid zinciri gibi Ozellikleri igermektedir. Bu farkliliklara goére de

birbirinden ayrn1 5 farkli immiinoglobiilin tirii siniflandirilmistir.  Bunlar:
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Immiinoglobiilin G (IgG), Immiinoglobiilin A (IgA), Immiinoglobiilin M (IgM),
Immiinoglobiilin D (IgD) ve immiinoglobiilin E (IgE) dir.

Immiinoglobiilinlerin yaklasitk % 90’1 polipeptid, % 10’u karbonhidrattir. Bir Ig
molekiilii monomer adi verilen en az bir temel birimden olugsmaktadir. Basit olarak bir
Ig molekiilii elektron mikroskopunda incelendiginde "Y" harfi seklinde gézlemlenir. Bir
temel birimden olusan Ig molekiiliinde iki ¢esit polipeptit zinciri vardir ve her bir
cesitten ikiser adet bulunmaktadir: Hafif zincir (Light, L zincir) ve Agir zincir (Heavy,
H zinciri). Hafif zincir molekiil agirlig1 daha az olan zincirdir. Kappa ve lambda olmak
tizere iki tipi vardir. Her iki tip L zinciri de tiim Ig molekiillerinde bulunabilir. Ancak
bir Ig molekiiliinde hafif zincirler 6zdestir ve biri digerinden farkli olamaz. Yani bir Ig
molekiiliinde bu iki tip hafif zincir tiirii ayn1 anda bulunamaz. Agir zincir ise molekiil
agirlign fazla olan zincirdir. Bes Ig tiiriiniin de agir zinciri birbirinden farklidir. 1gG
gamma zinciri, IgM mi zinciri, IgA alfa zinciri, IgD delta zinciri ve IgE epsilon agir

zincirini igerir.

Ig molekiiliinde hafif zincirler "Y" harfinin kol kisimlarinda, agir zincir ise hem kol hem
de govde kisminda bulunabilirler. Kollarda hafif ve agir zincir arasinda, gévdede ise iki
agir zincir arasinda bulunan distilfit baglar1 polipeptit zincirleri bir arada tutarak Ig
molekiiliinii olustururlar. Agir ve hafif zincirlerde her polipeptid zincirinde oldugu gibi
bir amino terminal ug ve bir karboksi terminal u¢ bulunur. "Y" harfinin kol kisimlarinin
uclart amino terminal uglardir ve antijenler bu kisimlara baglanabilirler. Bu kol
kisimlarinin u¢ boélgelerindeki aminoasit dizilimleri degiskenlik gosterdiginden bu
kistmlar ~ "variable" yani degisken, V  bolgesi olarak adlandirilabilirler.
Immiinoglobiilinler spesifik bir antijen igin sentezlendigi i¢in bu kisimlar ilgili antijene
spesifiklik gosterecek sekilde sentezlenir. Immunoglobulin molekiilii, agir ve hafif
zincirlerden olugsan Fab (antigen binding fragments) pargasindan, antijenle spesifik
olarak birlesir. Polipeptit kisimlarinin geri kalan boliimlerinde  degiskenlik

gostermediginden "constant" yani sabit, degismez ya da C bolgesi olarak adlandirilir.

41



; ; Aminoterminal ug
Aminoterminal ug NH.
(3

NH

Fc pargast

- ———

COOH  COOH

Karboksiterminal ug

Sekil 2.29 Immiinoglobiilinin sematik yapisi

Antijen-antikor birlesmesinin 6zelliklerine bakildiginda antijen-antikor baglanmasi bu
boliimiin en basinda da soylenildigi gibi 6zgiildiir. Bir antijen sadece olusumuna neden
oldugu antikoru ile birlesebilir. Antijen-antikor birlesmesi antijen yiizeyindeki epitop ile
antikor molekiiliiniin Fab kisminin ucundaki V bolgesi arasinda olur. Bu birlesmede ¢ok
kuvvetli olmayan, diisiik enerjili baglar rol oynar. Bunlar; hidrojen baglari, elektrostatik
etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir. Elektrostatik
etkilesimler, polaritesi yiiksek molekiiller arasinda dipol-dipol etkilesimleri veya ytiklii
molekiiller arasinda ya itici ya da cekici kuvvetler olabilirler. Proteinlerde polipeptit
omurgasinin karbonil gruplar1 ve polar aminler kalic1 dipollere yol acar. Ayrica polar ve
yikli zincir bolgeleri dipollere katkida bulunur. Hidrojen baglar1 elektrostatik
etkilesimlerin bir alt grubu olarak diisiiniiliir. Hidrojen baglar1 elektronegatifligi yiiksek
bir proton alic1 lizerindeki baglanmamis bir ¢ift elektron ile elektronegatifligi yiiksek bir

proton verici arasinda meydana gelir. Amin gruplar1 proton verici olarak gorev yapar ve
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karbonil gruplar1 bir proton alict olarak is goriir. Bu hidrojen baglar1 ve elektrostatik
etkilesimler baglanmanin giiciine katkida bulunurlar ve sulu ¢ozeltide bu etkilesimler,
molekiiller aras1 kararlilik i¢in olduk¢a fazla katkiya sahiptirler. Van der Waals
kuvvetleri, elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller arasinda meydana gelir.
Yakin molekiillerin elektrik alanlar1 bu kuvvetlerden sorumlu gegici dipollerin
olusumuna sebep olur. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina ragmen, bir¢ok
etkilesimden meydana geldigi i¢in toplam baglanma siddetinin % 50’sini olusturabilir

(Martin 2001).

Immiin sistemin iki 6nemli eleman1 olan B lenfosit ve T lenfositler kemik iligindeki kok
hiicrelerin ¢ogalmas1 ve farklilagmasiyla olusurlar. B lenfositler kemik iliginde
olgunlagirken, T lenfositler timusta olgunlagir. Olgunlasan B hiicreleri kanda ve lenfatik
sistemde dolastiktan sonra dalak ve lenf diiglimlerinde toplanirlar. Olgunlagsmis B
hiicresinde agir ve hafif zincirlerin sentezinden sorumlu gen parcalar1 farklh

kromozomlarda yerlesmislerdir.

Antijen-antikor reaksiyonu tersinir bir reaksiyondur ve bu reaksiyon iki parametreye
baghdir: Antikorun antijene olan afinitesi ve antikor miktarr. Immiin yamitin geligsmesi
slirecinde antikor miktar1 hiicre gogalmasina paralel olarak artar. Antikorun afinitesi
"afinite olgunlagsmasi" denilen bir siirecte gitgide artis gosterir. Bu olay, s6z konusu
antikorun sentezlenmesinde kullanilan "variable" V gen bélgesinde meydana gelen
mutasyonlarin sonucudur. Boylece immiin yanit gelistikten 3-4 ay sonra sentezlenecek
antikorun hem miktar1 hem de afinitesi basta sentezlenen antikora goére oldukca

yiiksektir.

2.5.1 immiinoglobiilin G

IgG viicutta bulunan immiinoglobiilinlerin % 75’ini, serum proteinlerinin yaklagik %
20’sini olusturur. Bakteriyel ve viral etkenlere kars1 plazma hiicreleri tarafindan tiretilen
IgG smifi immiinoglobiilinlerin toplam miktarinin % 65°1 ekstravaskiiler, geri kalan %

35°1ik kismu intravaskiler kistmda bulunur.
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IgG’nin dort polipeptid zinciri vardir: biiyiik olan ikisi agir zincir olarak adlandirilir; iki
hafif zincir, kovalent olmayan ve disiilfit baglartyla bagli 150 kDa molekiil agirliginda
bir kompleks olusturur. IgG molekiiliinlin agir zincirleri bir noktada etkilesir ve daha
sonra hafif zincirlerle ayrica etkilesmek icin dallanir ve Y seklinde bir molekiil olusturur.

IgG tabanini dallarindan ayiran menteseler proteazlarla yarilabilir (Lehninger, 2014).

IgG B hiicreleri tarafindan baslatilan ikincil immiin cevapta ana antikordur. B hiicresi,
humoral bagisiklik yanitinda biiyiik bir rol oynayan lenfositlerdir. Bu hiicreler ilk defa
1960’larda kuslarda tespit edilmislerdir. ‘B’ kisaltmasi, kuslarda bu hiicrelerin
olgunlastig1 organ olan Bursa Fabricius‘dan gelmektedir. IgG daha 6nce karsilagilan ve
temas edilen antijenlere organizmanin siiren immiinitesini olusturdugu i¢in kanda en bol
bulunan immiinoglobiilindir. IgG, saldiran bir bakteri veya viriise baglandiginda
saldirgan1 yok eden makrofajlar gibi belli 16kositleri aktiflestirir. Makrofajlarin hiicre
yiizeyindeki bagka reseptdr siniflar1 da IgG’nin Fc bdlgesini tanir ve baglar. Fc
reseptorleri bir antikor-patojen kompleksine baglandiginda makrofaj, fagositozla

kompleksi yok eder.

19G1, 1gGy, 19G3, 1gG4 olmak tizere 4 ana alt siifi vardir. 1gG’nin %60-70’ini olusturan
9G4, plasentayi asabilen temel immiinglobiilindir. IgG siifi antikorlar viicudun bakteri,
viriis, toksin gibi yabanct molekiillere karsi uzun siireli korunmasini saglar. Bu nedenle
IgG miktarindaki diisiis viicudun enfeksiyonlara karsi direncinde de azalma meydana

getirir.

Yeni doganlarda serum 1gG konsantrasyonu annenin serumunda bulunan IgG
konsantrasyonunun % 110’ u civarindadir. Ancak dogumdan sonraki siirede diizenli bir
sekilde seviyesi azalir. 2-4 aylar arasinda 200-300 mg/dl seviyesine kadar indikten
sonra yeniden yavas yavas ylikselir ve 2-3 yaslarinda yetiskin insan konsantrasyonu

seviyesine ulasir.

44


http://tr.wikipedia.org/wiki/Lenfosit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Bursa_Fabricius&action=edit&redlink=1

IgG seviyesi, kronik veya tekrarlayan enfeksiyonlarda, kronik karaciger hastaliklarinda,
Sjogren, Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), romatoid artrit gibi otoimmiin
hastaliklarda, sarkoidozda ve bazi parazitik hastaliklarda artar. Bazi genetik, konjenital
immiin yetmezlik durumlarinda, AIDS gibi sonradan olusan immiin yetmezlik
durumlarinda, viicuttan nonselektif protein kaybina neden olan durumlarda serum IgG

diisiik bulunur.

Norolojik hastaliklarin arastirilmasinda kan ve BOS numunelerinde IgG 6l¢limii yol
gostericidir. Multiple Skleroz (MS) ve merkezi sinir sistemi sifilizinde IgG seviyesinde
artig gozlenebilir. Ancak kesin tanilar i¢in daha detayli analizler ve testler yapildiktan

sonra bu sonuglar birbirleriyle kiyaslanir.

Immiin yetmezlik durumu olan kisilerde intravendz yoldan Ig (IVIG) tedavisi uygulanur.
IVIG tedavisi ilk kez Amerika’da 1981 yilinda FDA onayr almigs ve Oncelikle
hipogamaglobunemi ile seyreden immiin yetmezlik tablolarinin tedavisi igin
Onerilmistir. Ticari bir IVIG preparati % 95 ve tizeri IgG, % 2.5°dan az oranda IgA
icermektedir. IVIG tedavisi hastalara giiniimiizde kisinin sik enfeksiyon gecirmesini
onleyecek en diisiik dozda uygulanir. Ancak otoimmiin hastaliklara sahip kisilerde
kilogram bagma 1-2 grami bulabilen yiiksek doz Ig tedavileri uygulanmaktadir. IVIG
tedavisi uygulanan hastalarda serum IgG diizeyinin diizenli olarak takibi tedavide doz

belirlenmesi ve hastaligin seyrini gérmek agisindan énemlidir (Schwartz 2000).

Cizelge 2.2°de normal kisilerin BOS ve serum numunelerinde belirli yas gruplari
arasinda sahip olduklar1 referans IgG degerleri gosterilmektedir. Referans degerler

kalorimetrik yontem ile tespit edilmistir.
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Cizelge 2.2 Serum ve BOS numunelerinde yasa bagl IgG seviyeleri

Serum Yas Referans Arahk
0-1 2.32-14.11 (g/L)
1-3 4.53-9.16 (g/L)
4-6 5.04-14.64 (g/L)
7-9 5.72-14.74 (g/L)
10-11 6.98-15.60 (g/L)
12-13 7.59-15.49 (g/L)
>20 7.00-16.00 (g/L)
BOS <15 1.50-5.50 (mg/dl)
15-60 3.30-6.10 (mg/dl)
>60 4.20-5.50 (mg/dl)

2.6 Cahsmada Kullanilan Biyomolekiiller, Tasiyic1 Sistemler, Nanopartikiiller ve
Capraz Baglayicilar

2.6.1 Protein A (PrA)

Protein A (PrA) patojen ozellikteki Staphylococcus aureus bakterisi tarafindan tiretilen
oldukca kararl hiicre yiizey reseptoriidiir. Molekiiler agirligi 42 kDa olan, glutamik asit
ve aspartik asit aminoasitlerince zengin, tekrarlayan dort bolgeyi igeren tek polipeptit
zincirinden olusur. PrA sadece dort tane tirozin rezidisi igerirken, yapisinda triptofan

bulundurmamaktadir.

PrA immiinoglobiilinlere-6zellikle IgG-Fc bdolgesinden baglanma o6zelligine sahiptir.
PrA yiiksek diizeyde homolog 0&zellik gdsteren bes adet IgG baglayict bolge
icermektedir. Bu oOzelligiyle Staphylococcus aureus IgG’yi kendine baglayarak
immiiniteden kagar. Bir PrA molekiilii es zamanli olarak en az iki IgG molekiiliinii
baglayabilir. PrA molekiiliiniin IgG baglayan bdlgesi {i¢ adet anti paralel alfa heliks

icermektedir. PrA IgG molekiiliiniin Fc kismindan kompleks olusturdugunda iiglincii
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alfa heliks yapist bozulur. PrA ayni zamanda maymun, tavsan, domuz, kedi, kdpek gibi

tiirlerin IgG molekiillerini de baglayabilmektedir (Lindmark 1983).

PrA 1s1ya dayanikli ve denatiire edici kimyasallara karsi (4 M iire, 4 M tiyosiyanat, 6 M

guanidin) dogal konformasyonunu koruma 6zelligine de sahiptir (Sjoholm 1975).

Ayn1 zamanda PrA anti-tiimor, toksik, kardiyojenik aktivitelerinde dahil oldugu pek ¢cok
biyolojik fonksiyona dahil olmaktadir. PrA tiim bunlarin yani sira immiin modiilator,

antifungal ve antiparazitik 6zelliklere de sahiptir.

PrA antikor baglayicit bolgesi hasar gormeyecek sekilde enzim markirlari, biyotin,
kolloidal altin gibi molekiillerle konjuge edilebilmektedir (Salehi vd. 2014, Zhang vd.
2013, Yokota 2010). Bu konjugatlar 1g assaylerinde ve western blot, ELISA gibi
immiinokimyasal assaylerde kullanilabilmektedir (Dahlbom vd. 2008). Ayrica PrA bu
tez calismasinda da oldugu gibi kat1 bir matriks ylizeyine immobilize edilip biyosensor
calismalarinda kullanilabilmektedir (Emregiil vd. 2013). PrA aym zamanda IgG
saflagtirilmas1 amaciyla agaroz jellere immobilize edilmektedir (Coligen 1991, Lao vd.

2013).

2.6.2 Tasiyicilar

2.6.2.1 Jelatin

Jelatin, hayvanlarin deri, kemik, kikirdak ve tendon gibi bag dokularinda bulunan
kolajenin kismi hidrolizi sonucu elde edilen polipeptid yapida bir polimerdir. Kolajenin
asit (tip A jelatin) ve alkali (tip B jelatin) o6zellikteki ¢ozeltilerle muamelesi sonucu
jelatin elde edilmektedir. Bu islemle molekiiller arasindaki H baglar1 ve diger ¢apraz
baglar zayifladig1 gibi bazi amino asitler arasindaki kovalent baglar da kopar ve daha
kiigik molekiillii yapilar ortaya ¢ikar. Boylece, ortalama 300 - 350 kDa olan kollojen
molekiiliiniin agirhigs, jelatinde 10 - 65 kDa’a kadar diismektedir. Jelatin {iretiminde esas

amag, suda ¢oziinmeyen kolajenin hidrolize edilerek daha kiigiik parcalara boliinmesiyle
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suda ¢ozlnir hale getirmek ve en iyi jellesme oOzelliklerine sahip jelatinin elde

edilmesini saglamaktir. Jelatinin protein igerigi % 85 ile % 92 arasinda degismektedir.

Jelatin, 3000 ile 20000 arasinda degisen molekiil agirligina sahip, kollojen hidroliz
tirtinlerinin heterojen bir karisimidir. Polipeptit baginda sirali sekilde lisin-prolin-prolin
ve glisin-prolin-hidroksiprolin amino asitlerinin tekrari ile olusan lineer bir polimerdir.
Karboksil, hidroksil ve amin yan gruplarina sahip olan jelatin, jellesme 06zelligine
sahiptir ve olduk¢a kolay bir sekilde ¢apraz baglanabilir. Jelatin, biyouyumlu, toksik
olmama, biyoetkin ve biyobozunur olma gibi 6zelliklere sahip olmasi nedeni ile 6nemli
bir biyomedikal malzemedir. ila¢ kapsiilleme, yara orti zar1 ve ilag salimim

sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Peng vd. 2008; Rahman vd. 2010).

Jelatinin ticari olarak ucuz, biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve cesitli formlarda
bulunmasi jelatinle ilgili birgok arastirma yapilmasina olanak saglamaktadir. Jelatin
koplik olusumu, kremsilik saglama ve emiilsiyon stabilizasyonu amaciyla gida

endustrisinde de ¢ok fazla kullanilmaktadir.

2.6.2.2 Aljinat

Sodyum aljinat, potasyum aljinat, amonyum aljinat ve kalsiyum aljinat aljinik asitin
tuzlaridir. Aljinik asit, kahverengi deniz yosununun (Laminaria, Macrocystis) hiicre
duvarindan elde edilir. Kalsiyum aljinat (CgH7;Cai20¢),, amonyum aljinat
(CsH706NH,)n, potasyum aljinat (CeH7KOg)n ve sodyum aljinat
(C¢H7NaOg);, polisakkarit yapidadir ve molekiil agirliklar yiiksektir. Aljinat (1—4) a-L-
guluronik asit ve (1—4) B-D-mannuronik asit birimlerinden olusan lineer polimer
zincirlerdir. Hidrokolloid yapida ve suda c¢oziiniir ozellikte olan aljinatlarin ilk
tanimlamasimi 12 Haziran 1881°de Ingiliz kimyager E.C.C Standford yapmistir ve
patentini almistir. Gilinlimiizde ise birgok gida alaninda uygulamalar1 goriilen aljinatlar
kivam arttiric1, emiilsiyon stabilitesini saglayici, jel olusturucu, su almay1 engelleyici ve

agizda dolgunluk hissi olusturucu olarak kullanilmaktadirlar.
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Sodyum, potasyum ve amonyum tuzlari suda iyi, kalsiyum tuzu ise az c¢Oziiniir
Ozelliktedir. Aljinat ¢ozeltilerinin viskozitesi ortam sicakligina, iyon yogunluguna,
molekiil agirligina ve metal iyonlarmin varligina baghdir. Aljinatlarin tamami jel
olusturamazlar, fakat soguk suda, kalsiyum iyonlarmin varliginda ortamda geri
doniistimsiiz jel olusturabilmektedirler. Az miktarlardaki kalsiyum iyonlar1 aljinat
cozeltilerinin viskozitesini yiikseltir ve yiiksek miktarlar jellesmeye neden olur.
Aljinatlarin yapisi jellesmeyi, jellerin sertligini ve jellesme siiresini etkiler. Aljinat

jelleri 1s1ya olduk¢a dayaniklidir.

Aljinat molekiillerinde karboksil gruplarinin iyonlasma diizeyi pH diisiiriildiikce azalir.
Disiik pH da goriilen iyonlasmadaki azalma negatif yiiklerin kaybina neden olur ve
molekiiller birbirleri ile reaksiyona girerek ¢ozelti viskozitesini arttirirlar. Cok diigiik pH
da ise arasindaki yaygin etkilesim sonucu aljinik asit ¢okerek cozeltiden ayrilir. Bu

yiizden asitli iiriinlerde aljinatlar kullanilmazlar.

2.6.3 Capraz baglayicilar

Bu tez calismasinda Jelatin-PrA immiinosensoriiniin hazirlanmasinda Gluteraldehit,
Aljinat-PrA immiinosensoriiniin hazirlanmasinda ise N-hidroksisiiksinimit/ 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) karbodiimit (EDC/NHS) ¢apraz baglayicilar1 kullanilmistir.

Glutaraldehit biyokimyasal ¢alismalarda sik sik kullanilan keskin kokulu, renksiz bir
stvidir. Biyokimyasal uygulamalarda amin-reaktif bifonksiyonel ¢apraz baglayici olarak

kullanilir. Proteinlerin oligomerik yapilar: bu uygulamalarla incelenir.

Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi, serbest enzim molekiilleri ile
glutaraldehit homo c¢apraz baglayict reaktifi kullanilarak capraz baglh enzim

agregasyonlari olusturulur (Sekil 2.29).
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Sekil 2.30 Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi

Glutaraldehitin her iki ucu da reaktiftir. Boylece bir ¢ok enzim molekiiliiniin bir arada
bulunmasiyla ¢ozliniir yapi, ¢oziinmez 6zellik kazanarak enzim molekiilleri giiglii bir
sekilde baglanir (Sekil 2.30). Glutaraldehit 1ile c¢apraz bagli agregasyon
immobilizasyonu, c¢apraz bagli immobilizasyon ¢esidinin bir alt kiimesi olarak

diistintilebilir. Ayrica zaman tasarrufu ve diisiik maliyet imkani saglamaktadir.

—NH, + CHO(CH;),CHO + —NH,

| Jelatinden || || Glutaraldehit || Jelatinden |

l-ZHzO

-N=CH(CH;);HC=N-

imin gruplari

Sekil 2.31 Bifonksiyonel glutaraldehitin baglanmas1

Biyomolekiillerin tastyict sistemlerine immobilizasyonu i¢in kullanilan diger bir reaktif

ise NHS/EDC karisimidir. EDC molekiiliiniin her iki ucunda bulunan amin gruplar
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sayesinde NHS ilavesi ile karboksil grubu igeren bir polimer ile bir biyomolekiilii

birbirine baglayabilmektedir (Sekil 2.31).

2 (0]
H* H Il
Ri-COOH + R;-N=C=N-Ry —— R3—N-(:)=N-R4 + HO-NO NHS

Polimer EDC 0 i

(0]
R1 l
0]

Il
.
R;-C-N-R; HaN-R, | s

Capraz Bag  Antijen ya da 6

Antikor

Sekil 2.32 NHS/EDC capraz baglama mekanizmasi

2.7 Cahsmada Gelistirilen Biyosensoriin Karakterizasyonu icin Kullanilan
Metotlar

2.7.1 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Elektron mikroskobu goriintii olusturmak i¢in 1s1iktan daha c¢ok elektronlar1 kullanan bir
mikroskoptur. Elektron mikroskobu 1sik mikroskobuyla karsilagtirildiginda bir ¢ok
avantajinin oldugu goriiliir. Isik mikroskobunun ayirma giiclinlin yetersizligi ve
bliylitme giiciiniin buna bagli olarak diisiik olmasi, 151k mikroskobunda alan derinliginin
diisiik olmas1 nedeniyle, piiriizlii ylizeye sahip Orneklerin yiliksek biiyiitmelerde
incelenmesindeki yetersizlik, 151k mikroskobunun sanayide incelenen malzemelerin
kimyasal bilesenleri hakkinda bilgi verememesi arastirmacilar1 SEM ile analiz yapmaya
sevk eder. Gorlintiiniin kalitesi, netligi ve detay zenginligi rezollisyona baghdir ki 151k
mikroskobunun rezoliisyon giicii 0,5-1 mikron iken elektron mikroskobunda bu oran 2-
20 angsrtromdur (A°) .

Taramal1 Elektron Mikroskop, optik kolon,ornek haznesi ve goriintiileme sistemi olmak

tizere li¢c kistmdan olugmaktadir. Optik kolon kisminda, elektron demetinin kaynagi olan
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elektron tabancasi, elektronlar1 6rnege dogru hizlandirmak igin yiliksek gerilimin
uygulandig1 anot plakasi, ince elektron demeti elde etmek icin yogunlagtirict mercekler,
demeti 6rnek lizerinde odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege bagh ¢esitli capta
apartiirler ve elektron demetinin 6rnek yiizeyini taramasi igin tarama bobinleri yer
almaktadir. Mercek sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte
veya Ornek iizerine odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve 6rnek belirli bir vakum
seviyesinde tutulmaktadir. Ornek haznesinde , incelemek i¢in uygun sartlara getirilen
ornek bulunmaktadir. Goriintii sisteminde, elektron demeti ile 6rnek girisimi sonucunda
olusan ¢esitli elektron ve 1s1malar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilar ve
ornek yiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan manyetik
bobinler bulunmaktadir. Elektron tabancasi tarafindan gonderilen birincil elektronlar,
ornek yiizeyi ile cesitli etkilesimlere girerler. Etkilesime giren birincil elektronlar, 6rnek
yiizeyine ¢arpar ve enerjilerini neredeyse hi¢ kaybetmeden sagilirlarsa bu elektronlara
ger¢i sagilan elektronlar denir. Birincil elektronlar, 6rnek yiizeyine ¢arpar ve enerjisinin
bir kismin1 kaybederse ikincil elektron adini alir. ikincil elektronlar 6rnek haznesinde
bulunan sintilatorde toplanarak ikincil elektron goriintiisiine gevrilir. Ikincil elektronlar
ornek yiizeyinin 10 nm veya daha diisiik derinliginden geldigi i¢in Ornegin yiiksek
¢Oziiniirliige sahip topografik goriintiisii elde edilir. Gelen demetin diger elektronlari ise
ornek tarafindan absorbe edilerek topraga verilir ve bdylece olusan akima “ G6rnek
akimi adz verilir. Birincil elektronlarla 6rnegin etkilesimi sirasinda, 6rnekten X 1sinlari

da yayinlanir.
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Sekil 2.34 Polen taneciklerinin SEM goriintiisii

2.7.2 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu ya da taramali kuvvet mikroskobu ¢ok yiiksek ¢oziintirliklii

bir taramali kuvvet mikroskobudur. Ulasilmis ¢oziiniirliik birkag nanometre 6lgeginde
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olup optik tekniklerden en az 1000 kat fazladir. AFM’nin Onciilii olan taramali
tiinelleme mikroskobu 1980’lerin basinda Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan
IBM Research - Ziirih’te gelistirilmis, arastirmacilara 1986 Nobel odiiliinii
kazandirmistir. Atomik boyutlara kadar sivriltilmis bir igne ucu yardimiyla atomlar
arasindaki kuvvetlerin nanonewton diizeyinde incelenerek yiizeyin yliksek ¢oziiniirliikte
tic boyutlu goriintiilenmesini saglar. Goriintiilenme, igne ucunun yiizey ile etkilesiminin

incelenmesi sonucunda gergeklesir.

Sivri igneler, mikrofabrikasyon teknolojisiyle cok kiiciik silikon yaylar {izerine
yerlestirilir. Igne ile yiizey arasindaki kuvvetten dolay1 biikiilen yaym sapmasi, yayin
arkasina odaklanan lazer 15181 yardimi ile bir foto detektor iizerine disiiriiliir ve ¢ok
duyarl bir sekilde 6lciiliir. Igne ile yiizey arasindaki kuvvet, bir geri besleme devresiyle
sabit tutulur ve igne yiizeyi tararken Olciilen igne hareketi, bize yiizeyin topografisini
verir. Numune; Z yoniinde hareket edip yiiksekligi ayarlayan, X ve Y yoniinde hareket

edip taramayi saglayan bir dizi piezoelektrik diizenek araciligiyla taranir.

—— g lLazer

e
Fotodiyot =3 \

Piezoelektrik
taraywr

Sekil 2.35 AFM’nin sematik gosterimi

AFM ve SEM karsilagtirllmast yapildiginda bazi farklar bulunmaktadir. AFM
Olciimlerinde yer alan kontrast farklar1 numunedeki yiikseklik farkliliklarinin bir
sonucudur. Ayrica AFM o0l¢ilimleri i¢in numunenin herhangi bir iletkenle kaplanmasina
ihtiyag duyulmamaktadir. SEM Ol¢limleri i¢in numunenin vakum ortami i¢inde

bulunmasi gerekirken AFM olclimleri bu ortama ihtiya¢ duymaz. SEM goriintiileri iki
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boyutlu bilgi saglarken, AFM {i¢ boyutlu goriintiiler saglar. SEM AFM’ye gore daha
genis bir yiizeyi tarama imkani saglar. SEM o6l¢timlerinin siiresi AFM 0Slgiimlerine gore

daha hizlidir.

Sekil 2.36 Yiizey topografyasini gésteren ii¢ boyutlu bir AFM goriintiisii 6rnegi

2.8 Literatiir Arastirmasi

Immiinoassay teknolojilerinin gelistirilmesi klinik laboratuvarlar ve diger arastirma
alanlar1 igin oldukga &nemli bir arastirma hikayesidir. Immiinoassaylerin yakin
zamandaki gelismeleri klinik bilimlerde immiinoassay kullanimini gilinden giine
arttirmaktadir. Klinik bilimlerin yani sira son yirmi yilda immiinoassayler kullanilarak
cevre analizleri ve gida endiistrisinde gida kontrolleri yapilmaktadir. Bu gelismelerle
birlikte pek ¢ok immiinolojik sistem molekiiliiniin tespitine yonelik klinik amach

immiinosensorler gelistirilmistir (Luppa vd. 2001).

Hastaliklarin teshisi amaciyla immiinosensorlerin gelistirilmesi son derece dikkat ¢ekici
bir konudur ve diyabet takibinde glikoz 6l¢limii yapan cihazlar gibi mikroelektrotlara
sahip “point of care” dlgiim igin taginabilir aygitlarin gelisimi hizla devam etmektedir

(Liao vd. 2014).

Literatiir arastirmasi yapildiginda 1979 yilindan bu yana 1500°den fazla immiinosensor

aragtirmasi rapor edilmistir. Bu yayinlarin neredeyse yaris1 elektrokimyasal metotla
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Ol¢iim alan immiinosensorlerdir. Maliyetinin ucuz olmasi, cihaz tasariminin kolay
olmasi, mikro iiretime uygun olma gibi 6zellikler elektrokimyasal immiinosensorleri

tercih sebebi yapmaktadir.

Rishpon ve Rosen’in gelistirdikleri elektrokimyasal immiinosensor sisteminde (1989)
laktat dehidrogenez (LDH) izoenzimi olan LDHS tayini yapilmistir. Camsi karbon
elektroda immobilize edilen LDH5 spesifik antikorlar ile hazirlanan immiinosensor ile
Olctimler alinmistir. Berggren ve Johansson’un yaptigi bir ¢alismada (1997) insan
koriyonik gonadotropin hormon tespiti amaciyla bu antijene spesifik antikoru
kendiliginden diizenlenen tiyoktik asit filmine immobilize etmislerdir. Elde edilen
veriler neticesinde dogrusal tayin arahg 1 pg.mL™-1 ng.mL™ , tayin s 0.5 pg.mL™
olarak bulunmustur. Enein vd. (1999) tiroit hormonlarinin takibinde 6nemli bir yol
gosterici olan T3 hormonunun tespitine yonelik amperometrik temelli immiinosensor
gelistirmislerdir. Grafit tozu ve parafin yagi kullanarak hazirladiklar1 grafit pasta
matriksine fare monoklonal anti-T3 immobilizasyonu yapmislardir. Gelistirdikleri
immiinosensoriin kronoamperometrik teknikle alinan 6l¢limlerinde tayin limiti 34 ppt,
dogrusal tayin araligi ise 68 ppt-34 ppb olarak belirlenmistir. Chaubey vd. (2000)
elektrokimyasal olarak hazirlanan polipirol-polivinilsiilfonat  film {izerine laktat
dehidrojenaz enziminin immobilizasyonu ile laktat biyosensorii hazirlamislardir.
Polipirol-polivinilsiilfonat filmin karakterizasyonunu Fourier doniistliriicii infrared
spektroskopisi ve donilisiimlii  voltametri teknigi ile incelemislerdir. Polipirol-
polivinilsiilfonat-LDH elektrodu i¢in cevap siiresini 40 s, dogrusal ¢alisma araligini 0,5-
60 mM olarak bulmuslar ve raf omriiniin iki haftadan fazla oldugunu belirtmislerdir.
Choi vd. (2003) karaciger fonksiyonlarinin incelenmesinde 6nemli bir enzim olan
Alanin Aminotrasferaz (ALT) tespitine yonelik kronoamperometrik immiinosensor
gelistirmiglerdir. Bu amagla insan karacigeri cDNA kiitiiphanesinden Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) kullanilarak ALT spesifik antikor sentezi yapilmistir. Altin ¢calisma
elektrodu tizerine Piriivat Oksidaz ve anti-ALT immobilize edilmistir. Alanin ve alfa
keto glutaratin ALT ile enzimatik donilisiimii sonucu olusan piriivat, enzim iizerine
immobilize edilmis olan piriivat oksidaz ile tekrar enzimatik doniisiime ugramistir.
Sinyallerin numunede bulunan piriivatin konsantrasyonuna bagli oldugu CV dlgtimleri

ile belirtilmistir. Elde edilen veriler sonucunda dogrusal tayin araligi 10 ng/mL- 100
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pug/mL, tayin sinirt ise 10 ng/mL olarak belirlenmistir. Karsinoemrbiyojenik antijenin
(CEA) tespiti amactyla Zong vd. (2004) camsi karbon elektrodu elektron medyatorii
olarak gorev yapan tiyonin ile modifiye ederek yiizeye anti-CEA immobilize etmislerdir.
Olgiimiin alindig1 hiicrede bulunan peroksitin HRP enzimi ile déniisiimiinden elde
edilen sinyaller sonucunda dogrusal tayin araligi 0.5-167 ng/mL, tayin smirt ise 0.1
ng/mL olarak tespit edilmistir. Immiinosensdr maliyetinin ucuz, analitik tayin siiresinin

oldukca kisa oldugu da belirtilmistir.

2000’li yillarin basinda ivme kazanan EIS ¢alismalarina bakildiginda Li vd. (2004)
patojenik bir bakteri olan Escherichia coli O157:H7’nin impedimetrik tayinine yonelik
immiinosensor  gelistirmislerdir. Bu amagla ¢aligma elektrodu olan indium
mikroelektrodu lizerine anti-E.coli antikoru immobilize edilmistir. Elde edilen veriler
sonucunda dogrusal tayin araligi 4.36 x 10° -4.36 x 108 cfu/mL, tayin siniri1 ise 10°
cfu/mL olarak bulunmustur. Tang vd. (2004) EIS teknigi ile Hepatit B yiizey antijenini
tayin etmek amaciyla kolloidal altin ve polivinil biitiral ile modifiye edilmis platin
elektrot iizerine Hepatit B yiizey antikorunu immobilize etmis ve 7.8 ng.mL*
seviyesinde dl¢iim yapmuslardir. Li vd. 2008 yilinda bir sitokin tiirii olan Interlokin-5’in
duyarli tayinine yonelik impedimetrik immiinosensor gelistirmislerdir. Bu amacla camsi
karbon elektrot yiizeyine elektropolimerizasyon yoluyla polipirol-polipirolpiropilikasit-
altinnanopartikiil nanokompoziti biriktirilmistir. Nanokompozit karakterizasyonu i¢in
SEM ve TEM analizlerini kullanmislardir. Elde edilen sonuglar neticesinde tayin sinir1
oldukga diistik bir konsantrasyon olan 10 fg/mL olarak belirtilmistir. Rezaei vd. (2009)
insan biiyime hormonu (hGH) tespitine yonelik gelistirdikleri impedimetrik
immiinosensorde altin calisma elektrodu tiyol ile modifiye edilerek modifiye elektrot
lizerine altin nanopartikiil immobilize edilmistir. Anti-hGH ile inkiibe edilen modifiye
altin elektrodun immobilizasyon basamaklari impedans ve CV ile kontrol edilmistir.
Elde edilen veriler sonucunda tayin smir1 0.64 pg/mL, dogrusal tayin araligi ise 3-100
pg mL* olarak bulunmustur. Bhavsar vd. (2009) fazla ekspresyonu MS ile iliskili
oldugu diisiiniilen bir serum sitokini olan interlokin-12’nin tayinine yonelik bir sistem
gelistirmislerdir. Monoklonal antikorlarin immobilizasyonu ile hazirlanan bu

impedimetrik immiinosensor 100 fM’dan diisiik diizeyde interlokin-12 tayini yapilmistir.
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ZnO kullanilarak gelistirilen biyosensorlere bakildiginda Shukla vd. (2012) ZnO kapli
kitosan-polivinilalkol nanokompoziti ile modifiye edilmis indiyum-kalay oksit (ITO)
elektrodu kullanarak potansiyometrik glukoz sensorii gelistirmislerdir. Nanopartikiil
kullanilmadan elde edilen kalibrasyon egrisi ve nanopartikiil kullanilmis kalibrasyon
egrileri karsilastirilmistir. Nanopartikiil kullanilarak gelistirilen biyosensoriin potansiyel
degerlerinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Elde edilen veriler sonucunda dogrusal
tayin araligit 2 uM- 1.2 mM, en distk tayin smir1 ise 0.2 uM olarak bulunmustur.
Chawla ve Pundir altin ¢alisma elektrodu iizerine ZnO nanopartikiilii, polipirol ve
fruktozil aminoasit oksidaz immobilize ederek diyabet takibinde 6nemli bir parametre
olan hemoglobin alc’ nin Olgiimiinii amperometrik olarak gergeklestirmislerdir.
Diyabetli ve saglikli insanlardan alinan tam kanlar1 kullanarak yapilan ol¢iimlerin
standart immiinoassay Olgiimleriyle tutarli oldugu belirtilmistir. Yine Pundir vd. (2012)
balik etinde ksantin tespiti amaciyla ZnO, kitosan, ¢ok duvarli karbon nanotiip,
polianilin igeren nanokompoziti Platin elektrot iizerine immobilize etmistir. Modifiye
edilen elektrodun ksantin oksidaz ile inkiibasyonundan sonra EIS ile dl¢limler alinmistir.
Elde edilen sonuglar neticesinde dogrusal tayin araligi 0.1-100 puM, tayin sinir1 0.1 puM
olarak bulunmustur. Pundir vd. (2013) ayrica amperometrik trigliserit biyosensorii
gelistirmek amaciyla altin ¢alisma elektrodu lizerine elektrokimyasal yolla ZnO ve
cinkohegzasiyanoferrat hibrit filmi biriktirilmistir. Sonraki asamada nikel oksit (NiO)-
kitosan nanokompoziti modifiye altin elektrot {izerine immobilize edilmistir.
Modifikasyonlar EIS ve CV ile kontrol edilmistir. Dogrusal tayin araligi 50—-700 mg/dl,
tayin smirt 10 mg/dl olarak belirlenmistir. Pekyardimer vd. (2013) glikoz tayini
amaciyla insan serumu kullanarak Ol¢im aldiklar1 glikoz oksidaz immobilize ZnO
modifiye karbon pasta elektrot gelistirmistir. Elde edilen amperometrik Ol¢timler

sonucunda dogrusal tayin aralig1 9.1x 10°%- 14.5 mM olarak bulunmustur.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Protein A ve IgG’nin immobilizasyonuna dayanan
sistemlere bakildiginda Mirhabibollahi vd. (1990) gida 6rneklerinin kontaminasyonu
sonucu olusabilen patojenik bir bakteri olan Staphylococcus Aureus tarafindan iiretilen
Protein A tayinine yonelik immiinosensor gelistirmislerdir.  Gelistirdikleri
elektrokimyasal immiinosensorii ayni zamanda mikroplaka temelli immiinoassay

yontemle karsilagtirmiglar ve iki farkli yontemle elde edilen sonuglarin birbirleriyle
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uyumlu olduklarini belirtmislerdir. Susmel vd. (2000) insan sitomegaloviriis tayini
amactyla QCM  immiinosensor sistemi gelistirmislerdir. Bu amagcla altin elektrot
tizerinde Protein A ve tiyol/poli L-lizin igeren matriks {lizerine viriise spesifik antijen
immobilizasyonu yapilmistir. Dogrusal tayin araligi 2.5-5 pg/mL, tayin smiri ise 1
ug/mL olarak belirlenmistir. Yuan vd. (2005) IgG tayinine yonelik gelistirdikleri
potansiyometrik sensorde tiyol modifiye altin c¢alisma elektrodu {izerine altin
nanopartikiil immobilize edilmis ve modifiye sensor anti-IgG ile inkiibe edilmistir. Elde
edilen sonuglar neticesinde IgG ancak 12 ng/mL’ye kadar tayin edilebilmistir. Loo vd.
(2012) kimyasal olarak modifiye edilmis grafen kullanarak gelistirdikleri IgG tespitine
yonelik immiinosensérde dogrusal calisma araligi 0.3 pg/mL- 7 pg/ mL olarak
bulunmustur. Cao vd. (2013) salkim benzeri kullandiklar1 ZnO kullanarak gelistirdikleri
IgG tespitine yonelik immiinosensdrde camsi karbon elektrot iizerine kitosan kapli
glimiis nanogabuk immobilize edilmistir. Diferansiyel Puls VVoltametrisi (DPV) ile elde
edilen sonuglar neticesinde dogrusal tayin araligi 0.01-200 ng/mL, tayin siniri ise
oldukga diisiik bir konsantrasyon olan 4 pg/mL olarak tespit edilmistir. Wang vd. (2013)
IgG tespitine yonelik gelistirdikleri sandvig tipi elektrokimyasal immiinosensor
sisteminde camsi karbon elektrot iizerine grafen modifikasyonu yapildiktan sonra
elektrokimyasal yontemle altin nanopartikiil biriktirilmistir. DPV ile alinan 6l¢iimler
neticesinde dogrusal tayin araligt m 1-300 ng/mL, tayin sinirt ise 0,4 ng/mL olarak

belirlenmistir.
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3. CALISMANIN AMACI

Bu tezin amaci alerjik hastaliklar, kronik enfeksiyonlar, kronik karaciger hastaliklart,
16semi, myeloma, Multiple Skleroz (MS), ¢esitli diger otoimmiin hastaliklar gibi
durumlarda O6nemli bir parametre olan IgG tayinine yonelik EIS sensoriiniin
gelistirilmesidir. Bu amagla tez kapsaminda kullanilacak polimerler olan jelatin, aljinat,
jelatin-aljinat karisimi ve daha diisiikk tayin limiti ve hassassiyete ulasabilmek igin
jelatin-aljinat karistmina ZnO nanopartikiiliiniin eklenmesi ile hazirlanan kompozit ve
nanokompozit yapilara 1gG’ye yiiksek afinite gosteren PrA eklenmistir. Hazirlanan
immobilizasyon jeli Platin elektrot {izerine immobilize edilmis ve hazirlanan
immiinosensor sistemi EIS, CV kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyonu
tamamlanan immiinosensorlerin  kalibrasyon egimleri ¢izilmistir. Nanopartikiil
kullanilarak ~ hazirlanan  jelatin-aljinat-PrA  immiinosensorii  ile  nanopartikiil
kullanilmadan  hazirlanan  jelatin-aljinat-PrA  immiinosensoriiniin ~ sinyalleri
karsilagtirilmistir. Ayrica gelistirilen immiinosensor sistemlerine Anti-MOG, anti-MAG,
anti-TNF gibi farkli antikorlarin girisim etkileri incelenmistir. Ayrica gelistirilen
immiinosensoriin SEM, AFM, FTIR, TGA yontemleriyle karakterizasyonu yapilmistir.
Gelistirilen immiinosensorlerin kalibrasyon egrileri elde edildikten sonra BOS ve serum

numunelerinde IgG denemelerine gegilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Tez calismasinda kullanilan Jelatin (A tipi), Sodyum Aljinat, Protein A, insan
Immiinoglobulin G (human Immunoglobulin G, higG), anti-MOG, anti-MAG, anti-TNF,
gluteraldehit, N-hidrokissiiksinimit (NHS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit
(EDC), Bovin Serum Albumin (BSA), siilfirik asit (H2SO,), sodyum hidroksit (NaOH),
potasyum kloriir (KCI), sodyum bikarbonat (NaHCO3), potasyum ferrosiyanit ve
potasyum ferrisiyanit (Fe(CN)s*"®), hidroklorik asit (HCI), aminoasetik asit,
tris(hidroksimetil)aminometan ve ¢inko oksit (ZnO) Sigma (St Louis, MO, USA)’dan;
sodyum hidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0), disodyum hidrojen fosfat
dodekahidrat (Na,HPO,4.12H,0) Merck’den temin edilmistir.

Kullanilan de-iyonize su, MilliPore kullanilarak >18.2 MQcm direncinde olacak sekilde

elde edilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

Caligmalarda elektrokimyasal ol¢limde “Gamry Instrument Impendace Analyzer-
Framework Version 5.50 software” kullanilmistir. Immiinosensér karakterizasyonu i¢in
yapilan analizler olan SEM (Quanta 200 FEG), AFM (XE-100E) ol¢iimleri Bilkent

Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’nde yapilmistir.

4.1.3 Kullanmilan elektrotlar

Elektrokimyasal tiim 6l¢timlerde iiglii elektrot sistemi kullanilmistir. Karsit ve ¢alisma
elektrodu olarak yiizey alam 0.25 cm? olan platin elektrot, referans elektrot olarak
Ag/AgCI elektrot kullanilmistir.
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Ciplak Pt elektrotlar kullanilmadan 6nce 0.05 pm aliimina ile temizlenmistir. Daha
sonra kimyasal temizligi icin H;SO4 (0.05 mol.L™) ¢ozeltisinde 100 mVs™ tarama
hizinda 0.3 ile +1.2 V aras1 doniisiimlii voltametrileri alinmistir. Son olarak elektrotlarin
pH’1 7.4 olan fosfat tamponunda (0.05 M) 100 mVs™ tarama hizinda -0.5 ile +0.5 V
aras1 dontigiimlii voltametrileri alinarak kullanima hazir hale getirilmistir. Kullanilan

tiim Pt elektrotlarin temizligi bu sekilde yapilmistir.

4.1.4 Kullanilan c¢ozeltiler

Fosfat tamponu 0.1 mol.L™ NaH,PO42H,0 ve 0.1 mol.L™ NaHPO412H,0
¢ozeltilerinin ayr1 ayri hazirlanmasiyla (0.05 mol.L™", pH 7.4) olusturulmustur.

Calismalarda kullanilan diger ¢ozeltiler fosfat tamponu kullanilarak hazirlanmastir.

Calismada kullanilan ¢apraz baglayicilardan glutaraldehit ¢6zeltisi fosfat tamponu (0.05
mol.L™", pH 7.4) kullanilarak 0.028 mol.L™ olarak hazirlanmustir. Kullanilan diger bir
¢apraz baglayici sistemi olan NHS/EDC igin fosfat tamponu (0.05 mol.L™?, pH 7.4)
kullanilarak 0.5 mol.L ™Ik stok ¢ozeltiler hazirlanarak istenilen konsantrasyonlarda

kullanilmistir.

Nanopartikiil i¢ceren immiinosensor sisteminin ¢aligmalarinda 0.004 mol.L™* ZnO stok

¢ozeltisi hazirlanmis ve istenilen konsantrasyonlarda kullanilmistir.

IgG tayini amaciyla kullanilan PrA i¢in 1.0 mg/mL’lik ana stok ¢6zelti fosfat tamponu
(0.05 mol.L™, pH 7.4) kullanilarak hazirlanmis ve istenilen konsantrasyonlar icin belirli
hacimlerde kullanilmigtir. 1.0 mg/mL’lik ana PrA stok ¢ozeltisinden 5 pg/mL (1.stok)
ve 50 pg/mL’lik (2.stok) iki ayr1 stok ¢ozelti, ana stok ¢ozeltiden belirli hacimde
kullanilarak fosfat tamponu ile seyreltilmistir (0.05 mol.L™, pH 7.4).

PrA’ya yiiksek afinite gosteren IgG icin tiim optimizasyon ¢alismalarinda 1 pg/uL stok

¢ozelti fosfat tamponu (0.05 mol.L?, pH 7.4) ile hazirlanarak immobilizasyon
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yapilmistir. Kalibrasyon ¢alismalarinda ise 10000 pg/ 200 pL’lik ana stok ¢ozeltisinden

istenilen konsantrasyonlarda belirli hacimler kullanilarak immobilizasyonlar yapilmustir.

Elektrokimyasal hiicrenin hazirlanilmasinda 9.0 mL’lik hiicre ortami igin ortamda 10
mM olacak sekilde Fe(CN)g*"® redoks ¢ifti ve 1.0 mol.L? KCI kullanilmistir.

Immiinosensérler hazirlandiktan sonra PrA immobilize olmamis matriksin fonksiyonel
gruplarina 1gG’nin non-spesifik baglanmasin1 6nlemek amaciyla bidistile su ile
hazirlanmis % 0.1°lik BSA kullanilmastir.

Ayrica optimize immunosensorlere non-spesifik baglanmalar1 tespit etmek amaciyla
yapilan immobilizasyonlarda anti-MAG (1.0 pg/uL) , anti-MOG (1.0 pg/uL), anti-TNF
(1.0 pg/uL) kullanilmistir. Cozeltiler fosfat tamponu (0.05 mol.L™, pH 7.4) kullamlarak

hazirlanmstir.

Immiinosensérlerin raf émriiniin arastirilmasinda eliisyon ¢ozeltisi olarak aminoasetik

asit (0.1 mol.L%, pH 3.0) kullanilmustir.

4.2 Yontem

4.2.1 immobilizasyon jellerinin hazirlanmasi

Optimizasyonu tamamlanmis Jelatin-PrA immiinosensdriintin hazirlanmasi i¢in 0.0007
g Jelatin hassas terazide tartilip ependorfa alinmis, tizerine 14.5 puL fosfat tamponu (0.05
mol.L™, pH 7.4) ilave edilmistir. Ependorf igerisindeki jelatin, fosfat tamponunda yarim
saat sisirildikten sonra jelatinin ¢dziinmesi icin, sicaklig1 50 °C olan sicak su banyosuna
daldirilmistir. Jelatin ¢oziindiikten sonra sicaklik 32 °C’ye diisiiriilmiistiir. Sisirilmis
jelatin iceren ependorfa 1. stok PrA ¢ozeltisinden 1.75 pL eklenmistir ve jelatin ile
PrA’nin homojenizasyonunun saglanmasi igin vortekslenmistir. Son olarak c¢apraz

baglayict olarak kullanilan glutaraldehit (1.25 pL, 0,028 M) ependorfa eklenmis,
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homojenizasyon i¢in tekrar vortekslenerek immobilizasyon jeli hazirlanmistir. Jelatin-
PrA immiinosensorii i¢in hazirlanan immobilizasyon jelinin toplam hacmi 17.5 pL’dir.
Kimyasal olarak temizlenmis Pt elektrodun her bir yiizeyine 6,25 pL. immobilizasyon

jeli immobilize edilmis ve 24 saat +4°C’de bekletilmistir.

Aljinat-PrA immiinosensoriiniin hazirlanmasi igin % 4’liik sodyum aljinat stok ¢ozeltisi
(0.8 g Aljinat, 20 mL bidistile su) hazirlanmistir. Optimize Aljinat-PrA immiinosensorii
icin immobilizasyon jelinin hazirlanmasinda % 0.5 Aljinat (2.19 pL) ependorf icerisine
alinmis ve lizerine fosfat tamponu ilave edilmistir (0.05 mol.L?, pH 7.4, 9,81 uL).
Hazirlanan bu ependorf sicakligi 50 °C olan sicak su banyosuna daldirilmistir. Aljinat
¢oziindiikten sonra sicaklik 32 °C’ye diisiiriilmiistiir. 1. stok PrA ¢dzeltisinden 3.5 pL
hazirlanan ependorfa ilave edilmis ve homojenizasyon icin vortekslenmistir. Son
asamada tasiyic1 sistem ve PrA’nin capraz baglanmasi icin NHS/EDC sistemi
kullanilmistir. Bu amagla dncelikle fosfat tamponuyla hazirlanmus (0.05 mol.L™, pH 7.4)
EDC c¢ozeltisi ependorf icerisinde 0,0050 mol.L™ EDC olacak hacimde eklenmis ve
homojenizasyon i¢in vortekslenmistir. Daha sonra yine ayni sekilde fosfat tamponuyla
hazirlanmis (0.05 mol.L™!, pH 7.4) NHS ¢ozeltisi ependorf igerisinde 0,0025 mol.L™
NHS olacak hacimde ilave edilmis ve homojenizasyon igin vortekslenmistir. EDC
reaktifi NHS ile ger¢eklesen reaksiyonunun sitokiyometrisi geregi 2:1 oraninda
kullanilmaktadir. Jelatin-PrA immiinosensorii i¢in hazirlanan immobilizasyon jelinin
toplam hacmi 17.5 pL’dir. Kimyasal olarak temizlenmis Pt elektrodun her bir yiizeyine

6,25 uL immobilizasyon jeli immobilize edilmis ve 24 saat +4°C’de bekletilmistir.

Optimize  Jelatin-Aljinat-PrA  immiinosensoriiniin ~ hazirlanmasinda  kullanilan
immiinosensor jelinin diisiik hacimde immobilizasyon zorlugundan dolay1 ependorf
hacmi 35 pL’dir. Jelatin-Aljinat tasiyici sisteminin optimize polimer konsantrasyonu
2:1 oraninda belirlendiginden dolay1 0,0007 g Jelatin hassas terazi ile tartilarak ependorf
icerisine almmustir. Ependorf icerisine fosfat tamponu (0.05 mol.L™, pH 7.4, 7.25 uL)
ilave edilerek jelatinin 30 dakika sigsmesi saglanmistir. Jelatinin ¢oziinmesi igin,
ependorf, sicakligi 50 °C olan sicak su banyosuna daldirilmistir. Jelatin ¢dziindiikten
sonra sicaklik 32 °C’ye diisiiriilmiistiir. Ependorf icerisine aljinat (%4 liik, 8,75 uL)

ilave edilmis ve homojenizasyonun saglanmasi i¢in vortekslenmistir. Akabinde 1.stok
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PrA c¢ozeltisinden 14 pL ilave edilmis ve tekrar vorteksleme islemi yapilmistir. Son
olarak tasiyici sistem ve PrA’nin gapraz baglanmasi igin gluteraldehit (0.028 mol.L™, 5
uL) ilave edilmis ve homojenizasyon i¢in vorteksleme yapilmistir. Kimyasal olarak
temizlenmis Pt elektrodun her bir ylizeyine 6,25 pL immobilizasyon jeli immobilize

edilmis ve 24 saat +4°C’de bekletilmistir.

Optimize Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensoriiniin  hazirlanmasinda kullanilan
immiinosensor jelinin diisiik hacimde immobilizasyon zorlugundan dolay1 ependorf
hacmi 35 pL’dir. Jelatin-Aljinat tasiyici sisteminin optimize polimer konsantrasyonu
2:1 oraninda belirlendiginden dolay1 0,0007 g Jelatin hassas terazi ile tartilarak ependorf
icerisine almmuistir. Fosfat tamponu (0.05 mol.L™?, pH 7.4, 5.5 pL) ependorf icerisine
ilave edilerek jelatinin 30 dakika sismesi saglanmistir. Jelatinin ¢oziinmesi igin,
ependorf, sicakligi 50 °C olan sicak su banyosuna daldirilmistir. Jelatin ¢oziindiikten
sonra sicaklik 32 °C’ye diisiiriilmiistiir. Ependorf icerisine aljinat (%4’liik, 8,75 uL)
ilave edilmis ve homojenizasyonun saglanmasi i¢in vortekslenmistir. Hazirlanan
polimer karsimina homojenize hale getirilmis 0.004 mol.L™ stok ZnO ¢ozeltisinden
(1.75 pL) ilave edilmis ve vorteksleme islemi yapilmistir. Hazirlanan nanokompozit
yaptya 1.stok PrA cozeltisinden 14 pL ilave edilmis ve tekrar vorteksleme islemi
yapilmistir. Son olarak tasiyici sistem ve PrA’nin ¢apraz baglanmasi i¢in gluteraldehit
(0.028 mol.L?, 5 pL) ilave edilmis ve homojenizasyon ic¢in vorteksleme yapilmistir.
Kimyasal olarak temizlenmis Pt elektrodun her bir yiizeyine 6,25 pL immobilizasyon

jeli immobilize edilmis ve 24 saat +4°C’de bekletilmistir.

4.2.2 Immiinosensorlerin hazirlanmasi

Immobilizasyon jeli hazirlandiktan sonra, 0.25 cm?lik yiizey alanina sahip Pt
elektrodun her iki yiizeyine immobilizasyon jeli (6.25 pL) damlatilarak, bir Pt elektrotta
toplam 12.5 uL jel olacak sekilde immobilizasyon islemi yapilmistir. Hazirlanan
elektrotlar +4° C’de 24 saat bekletilmistir. Ol¢iim alinmadan &nce her bir elektrot
baglanmayan antijenlerin uzaklastirilmasi i¢in fosfat tamponu igeren tiipte 10 dakika

bekletilmis ve daha sonra non-spesifik baglanmalari engellemek icin % 0.1’lik BSA
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cozeltisine daldirilmigtir. Son olarak fosfat tamponu ile elektrotlar yikanarak 6lgiime

hazir hale getirilmistir.

4.2.3 Elektrokimyasal dl¢iimlerin alinmasi

Elektrokimyasal hiicrenin hazirlanilmasinda 9.0 mL’lik hiicre ortami i¢in ortamda 10

mM olacak sekilde Fe(CN)g*"™® redoks ¢ifti ve 1.0 mol.L™? KCI kullanilmistir.
Olgiime hazir immiinosensérler igin EIS ¢alismalar1 DC voltaj referans elektroda karsi 0
V’de, AC voltaj 5 mV rms’de alinmistir. Ol¢iim icin ¢alisilan frekans araligi 10000-0.1

Hz’dir.

Yapilan tiim optimizasyon ve kalibrasyon caligsmalarinda sinyal olarak relatif impedans

kullanilmastir.

Relatif impedans = [Rct(i) — Rct(0)] / Ret(0)]

Rct(0), PrA immobilize elektrodun yiik transfer direnci ve Ret(i) ise IgG inkiibe edilmis

elektrodun yiik transfer direncidir.

4.2.4 SEM ve AFM ol¢iimlerinin alinmasi

Polimer, PrA immobilize polimer, ZnO ilaveli polimer ve PrA immobilize ZnO ilaveli
polimer filmlerinin morfolojileri SEM ve AFM ile goriintilenmis, yapilan
immobilizasyonlarin  basaris1 incelenmistir. SEM  ve AFM olgiimleri Bilkent
Universitesi UNAM’da alimmustir.
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4.25 Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Fourier Doniisimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR)

Polimer karakterizasyonlar1 amaciyla Jelatin, Aljinat ve Jelatin Aljinat tasiyici

sistemlerinin TGA ve FTIR analizleri yapilmstir.

4.2.6 Optimizasyon ¢alismalar:

4.2.6.1 Polimer optimizasyonlari

Gelistirilecek immiinosensor sistemlerinde oncelikli olarak polimer

konsantrasyonlarinin optimum degerlerinin belirlenmesi ¢alisilmistir.

Jelatin optimizasyonu amactyla ependorf igerisindeki PrA konsantrasyonu (1.0 pg.mL™)
ve glutaraldehit (0.004 mol.L™") sabit tutularak % 1-8 araliginda jelatin miktarlari
denenmistir.

Aljinat optimizasyonu amaciyla ependorf icerisindeki PrA konsantrasyonu (1.0 pg.mL™)
ve NHS/EDC (0.0075 mol.L™) sabit tutularak % 0.1-1.25 arahiginda aljinat miktarlari

denenmistir.

Jelatin-Aljinat polimer karisimindan olusan immiinosensér sisteminin polimer
optimizasyonu amaciyla her bir elektrot icin hazirlanan immobilizasyon jellerinde
polimer yiizdesi % 4’de sabit tutulmustur. Ependorf igerisinde % 4’lik polimer
konsantrasyonu sabit olacak sekilde 0.5-10 oraninda Jelatin/Aljinat konsantrasyonlari

denenmistir.

4.2.6.2 ZnO optimizasyonu

Nanopartikiil ilavesi yalnizca optimizasyonlar1 tamamlanmis Jelatin-Aljinat tasiyici
sisteminden olusan immiinosensér i¢in denenmistir. Bu amacla nanopartikiil

optimizasyonu i¢in ependorf igerisinde Jelatin/Aljinat oran1 (2:1), PrA konsantrasyonu
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(1.0 pg/ mL) ve gapraz baglayic1 gluteraldehit konsantrasyonu (0,004 mol.L™) sabit
tutularak 0.0001, 0.00002, 0.0004, 0.0006, 0.0008 mol.L™? ZnO konsantrasyonlari
denenmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde ise optimum ZnO konsantrasyonu

bulunmustur.

4.2.6.3 Protein A optimizasyonu

Jelatin, Aljinat, Jelatin-Aljinat, Jelatin-Aljinat-ZnO immiinosensdrlerinde IgG’yi tayin
edebilecek optimum PrA konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla ependorf igerisinde
polimer, ZnO konsantrasyonlari, capraz baglayic1 sabit tutularak 0.1-20 pg/mL
araliginda PrA konsantrasyonlar1 denenmis ve immiinosensor sistemleri i¢in optimum

PrA degeri belirlenmistir.

4.2.6.4 Capraz baglayic1 optimizasyonu

Immiinosensér sistemlerinde PrA’nin tasiyici sisteme en uygun konsantrasyonda
bagalanabilmesi i¢in ¢apraz baglayici optimizasyonlart yapilmistir. Bu amagla PrA’nin
Jelatin tasiyici sistemine immobilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici olarak 0.0010, 0.0015,
0.0020, 0.0040, 0.0060, 0.0080 ve 0.010 mol.L? konsantrasyonlarinda glutaraldehit
kullanarak immobilizasyonlar gergeklestirilmis ve en uygun tastyict orani aragtirilmistir.
Aljinat tasiyici sistemine PrA immobilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici olarak ependorf
icerisinde toplam konsantrasyon 0.002, 0.003, 0.005, 0.0075, 0.01, 0.02 mol.L™* olacak
sekilde EDC/NHS denenmistir. Jelatin-Aljinat ve Jelatin-Aljinat-ZnO tasiyici
sistemlerine PrA immobilizasyonlar1 i¢in 0.001, 0.002, 0.004, 0.006 ve 0.008 mol.L?

gluteraldehit denenerek optimum ¢apraz baglayici konsantrasyonu belirlenmistir.

4.2.6.5 pH optimizasyonu

Elektrokimyasal o6l¢iimiin alinacagi hiicre icerisinde en uygun pH ortaminin
belirlenmesi amaciyla pH optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla asetat, fosfat, karbonat

tamponlar1 kullanilarak pH (5.5-10) optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amacla
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elektrokimyasal 6l¢iimiin almacag: hiicre icerisinde asetat tamponu ( 0.05 mol.L™, pH
5.5), fosfat tamponu (0.05 mol.L™, pH 7.4) , karbonat tamponu (0.05 mol.L™?, pH 9 ve

10) denenmistir.

4.2.6.6 Inkiibasyon siiresinin immiinosensor sistemlerine etkisi

Inkiibasyon siiresinin immiinosensdr cevabi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in ayr1 ayri
jelatin, aljinat, jelatin-aljinat tasiyici sistemlerini igeren immobilizasyon jelleri ile
kaplanmis her bir platin elektrot {lizerinde IgG farkli siirelerde (5-90 dk) inkiibe

edilmistir.

4.2.7 Tekrar iiretilebilirlik ve raf omrii

Gelistirilen immiinosensor  sistemlerinin  tekrar iretilebilirlik  performansinin
belirlenmesi amaciyla her bir tasiyici sistemi igin optimize elektrotlar hazirlanmistir.
Her bir elektrot ayn1 konsantrasyonda (1.0 pg/uL) IgG ile optimum inkiibasyon

siiresinde inkiibe edilmis ve impedimetrik olarak Sl¢iimler alinmustir.

Farkli tasiyict sistemleri iceren immiinosensorlerin raf émrii arastirilmistir. Bu amacla
jelatin, aljinat, jelatin-aljinat tasiyici sistemlerini igeren optimize birer elektrot
hazirlanmistir. Her bir immiinosensor kullanim sonrasi aminoasetik asit tamponla (0.1
mol.L™, pH 3.0) desorbe edilmis, fosfat tamponunda (0.05 mol.L™*, pH 7.4) yikanmus,
4 °C’de fosfat tamponunda saklanmis ve 10 giin boyunca her giin dlgiim alinmstir.
Immiinosensorlerin impedimetrik yanitlarindaki diisiis degerlendirilerek kullanim siiresi

belirlenmistir.

4.2.8 Immiinosensorlere farkh antikorlarin spesifik olmayan baglanmalarinin
incelenmesi

Farkli tasiyict sistemler igeren optimize immiinosensorlere farkli antikorlarin spesifik

olmayan baglanma etkisi incelenmistir. Bu amacla optimize immiinosensorler, IgG ile
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ayni konsantrasyondaki anti-TNFa, anti-MOG, anti-MAG ile ayni optimize inkiibasyon

stirelerinde inkiibe edilmistir.

4.2.9 Immiinosensorlerin elektrokimyasal davramslariin incelenmesi

Gelistirilen immiinosensdrlerin immobilizasyon basamaklarinda EIS ve CV olctimleri
alinmistir. Buna gore; elde edilen verilere neticesinde elektrot modifikasyonun etkinligi,
PrA-IgG baglanma reaksiyonunun elektrokimyasal kinetigi tarama hizlar1 degistirilerek

CV voltamogramlari ile incelenmistir.

4.2.10 Kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi

Optimizasyonlar1 tamamlanmig her bir immiinosensor sistemi i¢in 0.975-20000 ng/pL
araliginda IgG konsantrasyonlari denenmis ve elde edilen impedimetrik sinyaller
neticesinde kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen veriler neticesinde Jelatin-
Aljinat, Jelatin-Aljinat-ZnO immiinosensoérleri i¢in olusturulan kalibrasyon egrilerinde

nanopartikiil etkisi tayin limitlerine gore kiyaslanmistir.

4.2.11 Gelistirilen immiinosensorlerin BOS ve serumda denenmesi

Tayin limiti en diisiik konsantrasyona sahip immiinosensor sistemi, Ornek

konsantrasyonlar1 farkli yontemle 6nceden tespit edilmis BOS ve serumda denenmistir.
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5. BULGULAR

5.1 SEM Bulgularinin Degerlendirilmesi

Immiinosensérlerin  gelistirilmesinde immobilizasyonlarin bagarisini fiziksel olarak
denetlemek icin Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkez (UNAM)
biriminde SEM ve AFM ol¢timleri alinmistir. Bu amagla Jelatin, Jelatin-PrA, Jelatin-
ZnO-PrA, Aljinat, Aljinat-PrA, Aljinat-ZnO-PrA, Jelatin-Aljinat, Jelatin-Aljinat-ZnO,
Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA filmlerinin bulgular sekil 5.1-4’de verilmektedir.

Sekil 5.1 a. Jelatin, b. Jelatin-PrA filmlerinin SEM mikrograflar

Sekil 5.1°de jelatin tasiyicidan olusan elektrotlarin SEM mikrograflari verilmistir.
Sadece jelatin igeren mikrografa bakildiginda (Sekil 5.1 a) mikroadaciklardan olusan bir
yap1 goze ¢arpmaktadir. Bu yapr elektrot yiizeyinin tamamen polimer ile
kaplanmadigin1 ve bu nedenle elektroda kismen ve dogrudan elektron transferinin
gerceklestigini gostermektedir. Fakat jelatin ile immobilize edilmis Pt elektrot fosfat
tamponundan olusan elektrokimyasal Ol¢limiin alinacagi hiicre igerisine alindiginda,
jelatin siserek sekil 5.1. a’daki bos yiizeylerin kapanmasina neden olmaktadir. Boylece

elektrot yiizeyi polimer ile tamamen kaplanmis olup, elektroda dogrudan elektron
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transferi gerceklesmemektedir. Jelatin tasiyiciya ait bir diger mikrograf olan 5.1 b’de

globiiler PrA’nin immobilizasyonu kanitlanmaktadir.

Sekil 5.2 a. Aljinat, b. Aljinat-PrA filmlerinin SEM mikrograflari

Sekil 5.2’de aljinat tasiyiciya ait mikrograflar verilmistir. Sekil 5.2 a’da verilen
mikrografta sadece aljinat igeren yap1 goriilmektedir. Elde edilen bu goriintii neticesinde
kuru ortamda dahi aljinatin jelatine gore elektrot yiizeyini daha basarili kapladig
sOylenebilmektedir. Tez calismasi kapsaminda film yapisinin kararliligina dayanan
tekrar dretilebilirlik ve raf Omrii g¢aligmalarinin sonucuna gore de Aljinat-PrA
immiinosensorii, Jelatin-PrA immiinosensoriine gore daha kararlidir. Sekil 5.2 b’de

verilen mikrograftta ise aljinat polimerine gomiilii globiiler PrA yapisi goriilmektedir.
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Sekil 5.3 a. Jelatin-Aljinat, Jelatin-Aljinat-PrA (5.000x), Jelatin-Aljinat-PrA (10.000x)
filmlerinin SEM mikrograflari

Sekil 5.3°de Jelatin-Aljinat polimer karistmindan olusan tasiyici sisteme ait
mikrograflar verilmistir. Sekil 5.3 a’da verilen mikrografa gore Jelatin-Aljinat polimer
karigimindan olusan mikrografin tek polimer mikrograflarina gére daha siki bir yapiya
sahip oldugu gézlenmektedir. Bu yapi, PrA optimizasyon sonuglarindan da goriilecegi
tizere, diger immiinosensor sistemlerine gore immobilize edilen PrA miktarinda belirgin
bir artisa neden olmustur. Sekil 5.3 b ve c’de globiiler PrA’nin polimer sistemine
immobilizasyonunun oldukg¢a basarili oldugu ve tasiyici sistem arasindaki ag iligkisi

goriilmektedir.
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Sekil 5.4 a. Jelatin-Aljinat-ZnO, b. Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA filmlerinin SEM
mikrograflar

Sekil 5.4’de Jelatin-Aljinat tasiyict sistemine ZnO nanopartikiil ilavesi sonucu elde
edilen SEM mikrograflar1 verilmistir. Polimer karisimina nanopartikiil ilavesi sekil 5.4
a’da agikca goriilmektedir. Sekil 5.4 b’de ise nanokompozit yapiya globiiler PrA ilavesi
sonucu elde edilen mikrograf verilmistir. Polimer karigimina ZnO ilavesinin yiizey alani
arttiricr etkisi, sekil 5.4 b’deki mikrograftta immobilize edilen PrA miktarindaki artis
sayesinde fark edilebilmektedir.

5.2 AFM Bulgularinin Degerlendirilmesi

Immiinosensér karakterizasyonunda SEM ve AFM 6lgiimleri birbirini tamamlayici
tekniklerdir. SEM analizlerinde yiizeyin yliksek ¢oziiniirlikli fakat iic boyutlu olmayan
goriintiileri elde edilirken, AFM 1i¢ boyutlu goriintiiler saglayarak ylizey topografyasi
hakkinda detayl bilgi vermektedir. Sekil 5.5’de Jelatin ve Jelatin-PrA filmlerinin AFM
goriintiileri verilmistir. Tasiyic1 sistem jelatinin iizerine globiiler sekildeki PrA’nin

immobilizasyonu agikc¢a goriilmektedir.
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Sekil 5.5 a. Jelatin, b. Jelatin-PrA filmlerinin AFM goriintiileri

Aljinat ve Aljinat-PrA filmlerinin AFM goriintiileri ise sekil 5.6’da verilmistir. Tas1yici
sistem olan aljinata globiiler sekildeki PrA’nin immobilizasyonu jele gomiilii sekilde
goriilmektedir. Tastyict aljinat sistemine ilave edilen PrA’nin verildigi AFM goriintiisii
(Sekil 5.6 b) Jelatin-PrA AFM goriintiisiiyle (Sekil 5.5 b) karsilastirildiginda Aljinat-
PrA immiinosensoriiniin daha siki bir yap1 olusturdugu goriilebilmektedir. Boylece PrA
immobilizasyonu icin gerekli yiizey alani artmistir. Bu sonug tez kapsaminda yapilan
PrA optimizasyon ¢alismalarinin sonucunu da desteklemektedir. Yapilan PrA
optimizasyon c¢aligmasina goére aljinat immiinosensorii ig¢in gerekli optimum PrA

konsantrasyonu jelatine gore 2 kat daha fazladir.

0.21 pm

-0.09 ym

Sekil 5.6 a. Aljinat, b. Aljinat-PrA filmlerinin AFM gériintiileri
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Aljinat-Jelatin tasiyic1 sistemin yiizey topografyasi ve polimer kompozite gomiilii
haldeki PrA’larin olusturdugu topografya ise sekil 5.7 a ve b’de goriilmektedir. Aljinat-
Jelatin tastyic1 sisteminin AFM goriintiisii (Sekil 5.6 a) tek polimerlere ait AFM
goriintilileriyle kiyaslandiginda (5.5 a-5.6 a) polimer karistmininin ¢ok daha siki bir
yaptya sahip oldugu ve elektrot ylizey alanini olduk¢a arttirdigi goriilmektedir. Bu
sonug, tez kapsaminda yapilan PrA optimizasyon ¢alismasinin verilerini de
desteklemektedir. En yiiksek optimum PrA konsantrasyonuna sahip immiinosensor

Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensoridiir.

Sekil 5.7 Aljinat-Jelatin, Aljinat-Jelatin-PrA filmlerinin AFM goriintiileri

Sekil 5.8’de Aljinat-Jelatin-ZnO’dan olusan nanokompozit yapt ve bu yapiya ilave
edilmis PrA’larin olusturdugu topografya goriilmektedir. Aljinat-Jelatin tasiyici
sistemine nanopartikiil ilavesinin yiizey alanini oldukg¢a genislettigi sekil 5.8 a’da agik¢a
fark edilmektedir. Diger tasiyici sistemlere gore elde edilen yiiksek yiizey alani etkisi,
IgG i¢in yapilan kalibrasyon ¢alismasinda daha diisiik tayin sinirlarina inilebilmesini de

desteklemektedir.
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Sekil 5.8. a. Aljinat-Jelatin-ZnO, b. Aljinat-Jelatin-ZnO-PrA filmlerinin AFM
goriintiileri

5.3 Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Fourier Doniisimli Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) Sonug¢lar:

Immiinosensér gelistirilirken Jelatin, kitosan, aljinat polimerleri ile jelatin-kitosan,
jelatin-aljinat kompozitleri kullanilmigtir. Kullanilan bu polimer ve kompozitlerin
karakterizasyonu termogravimetrik analiz (TGA), diferansiyel termal analiz (DTA) ve

Fourier Dontigiimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Aljinat; deniz yosunlar1 tarafindan iiretilen dogal bir polisakkarittir. Suda ¢oziiniirligi
az olmasimma ragmen, suyu iyi absorbe eden bir maddedir. Sekil 5.9’da goriilen TG
termograma bakildiginda aljinatin %52’sinin 40 dakikada tek asamali endotermik bir

bozulma gergeklestirdigi goriilmektedir.
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Sekil 5.9 Aljinatin Termogrami

Jelatin, hayvan kemik, bag doku, bagirsak ve organlarindaki kollojenlerin kismi

hidrolize edilmesi ile iiretilen, farkli zincir uzunluklar1 igeren, karboksil (-COOH),

hidroksil (-OH) ve amin (-NH;) fonksiyonel gruplarma sahip polipeptit bir yapidir.

Suda ve organik ¢oziiciilerde ¢coziinmez, ancak su ¢eker. Bu 6zelliginden dolayr kivam

artirici, jellestirici, film olusturucu bir maddedir. Sekil 5.10°daki termogramda jelatinin

tamaminin endotermik bir reaksiyon ile 80 dakikada bozuldugu ancak bozulma

sirasinda ara triinleri kararli olmayan ¢oklu bozunum basamaklar1 gériilmiistiir.
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Sekil 5.10 Jelatinin Termogrami1
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Jelatin-aljinat kompozitinin termogrami incelendiginde 40 dakikada kompozitin %62,5 i
tekli bozulum basamagi ile kararli bir {iriin olusturacak sekilde bozuldugu goriilmiistiir
Sekil 5.11).
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Sekil 5.11 Jelatin-aljinat kompozitinin termogrami

Tastyic1 sistem aljinata ait FTIR spektrumunda yaklagik 1030 cm™de yer alan pik
aljinatin polisakkarit yapisindan kaynaklanan C-O-C gerilmesini yansitmaktadir.
Yaklasgtk 1615 ve 1415 cm™de yer alan pikler ise aljinat yapisindaki karboksilat
tuzunun asimetrik ve asimetrik olmayan piklerini temsil etmektedir. Jelatin/Aljinat
polimer karisiminda aljinat spektrumuna ait C-O-C gerilme bandi yerini korumustur.
Ayrica Jelatin/Aljinat 1415 cm™deki pik transmittans siddetini olduk¢a kaybetmistir.
Genel olarak polimer karigimi tek polimerlere ait spektrumlarla kiyaslandiginda jelatine
oldukca benzer bir profil vermistir. Elde edilen bu bilgiyle polimer karisiminin jelatine
ait -OH ve -NH reaktif gruplarini ve aljinata ait polisakkarit yapiy1 korudugu sonucuna

varilabilmektedir.
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Sekil 5.12 Aljinat, Jelatin, Jelatin-Aljinat i¢in FTIR spektrumlari

5.4 Optimizasyon Calismalari

5.4.1 Polimer konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

Gelistirilecek immiinosensorler i¢in optimizasyon calismalarinda oncelikli olarak
polimer konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi incelenmistir. Bu amacla
PrA (1.0 ug.mL™) ve capraz baglayici konsantrasyonlar (gluteraldehit 0.004 mol.L™?,
EDC/NHS 0.01 mol.L™ ) sabit tutulup farkli polimer konsantrasyonlar denenmistir.
Farkli polimer konsantrasyonlarindan elde edilen impedans sinyalleri ile impedans
grafikleri ¢izilmis ve optimize polimer konsantrasyonu bulunmustur. Polimer

optimizasyonlarmin tamaminda 1.0 pg/uL IgG kullanilmistir.

Aljinat konsantrasyonun immiinosensor cevabina etkisini belirlemek ve optimum
aljinat konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla polimer optimizasyonu yapilmistir. Bu
amagla immobilizasyon jeli igerisinde PrA (1.0 ug.mL“l) ve capraz baglayici sistemi
olan NHS/EDC konsantrasyonlari (toplam 0.01 mol.L™) sabit olmak kosuluyla % 0.1-
1.25 araliginda aljinat iceren jellerin her biri ayr1 ayr1 platin elektrotlara immobilize

edilmistir. Elde edilen impedimetrik sinyaller sonucunda optimum aljinat
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konsantrasyonu % 0.5 olarak belirlenmistir (Sekil 5.13). Tim Aljinat-PrA

immiinosensér optimizasyonlarinda 1.0 pg.pL™ IgG kullanilmustir.
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Sekil 5.13 Aljinat Konsantrasyonunun Aljinat-PrA Immiinosensér Cevabina Etkisi

Jelatin konsantrasyonun immiinosensor cevabina etkisini belirlemek ve optimum jelatin
konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla polimer optimizasyonu yapilmistir.
immobilizasyon jeli igerisinde PrA (1 pg.mL™) ve gluteraldehit (0.004 mol.L™)
konsantrasyonlari sabit tutularak polimer konsantrasyonunun optimizasyonu Pt
elektrotlarin  yilizeyinde degisik konsantrasyonlarda gergeklestirilmistir. Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan jelatin (% 1- 8) igeren immobilizasyon jelleri her bir
platin elektrot yiizeyine immobilize edilmistir. Degisen polimer konsantrasyonlarina
kars1 relatif impedans grafigi ¢izilmistir. Optimizasyonlarin tamaminda 1 ug.uL'l IgG
kullanilmistir. Elde edilen veriler neticesinde gelistirilecek Jelatin-PrA immiinosensorii

icin optimum jelatin konsantrasyonu % 4 olarak belirlenmistir (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14 Jelatin Konsantrasyonunun Jelatin-PrA immiinosensér Cevabina Etkisi

Jelatin/Aljinat konsantrasyonun immiinosensdr cevabina etkisini belirlemek  ve
optimum aljinat konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla polimer optimizasyonu
yapilmustir. Immobilizasyon jeli igerisinde PrA (1 pg.mL™) ve Gluteraldehit (0.004
mol.L™") konsantrasyonlari sabit tutularak polimer konsantrasyonunun optimizasyonu
platin elektrotlarin yiizeyinde gerceklestirilmistir. Ependorf igerisinde sabit % 4 polimer
konsantrasyonu olacak sekilde 0,5, 1, 2, 5, 10 jelatin/aljinat oranlar1 iceren
immobilizasyon jelleri ile her bir platin elektrot yiizeyi immobilize edilmistir. Degisen
polimer  konsantrasyonlarma  karst  relatif impedans  grafigi  ¢izilmistir.
Optimizasyonlarm tamaminda 1 pgpL™® IgG kullamlmistir. Elde edilen veriler
neticesinde gelistirilecek Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensorii i¢in  optimum polimer

konsantrasyonu 2:1 jelatin/aljinat olarak belirlenmistir (Sekil 5.15).
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Sekil 5.15 Jelatin/Aljinat Oraninin Jelatin-Aljinat-PrA Immiinosensér Cevabina Etkisi

5.4.2 ZnO optimizasyonu

Tastyici sistemi Jelatin-Aljinat polimer kompozitinden olusan immiinosensor cevabina
nanopartikiil konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla ilave olarak Jelatin-
Aljinat-ZnO  immiinosensorii  gelistirilmistir. ~ Nanopartikiil ~ ilavesi  yalnizca
optimizasyonlar1 ~ tamamlanmis  Jelatin-Aljinat  tasiyict  sisteminden  olusan
immiinosensor i¢in denenmistir. Bu amagla nanopartikiil optimizasyonu i¢in ependorf
icerisinde Jelatin/Aljinat oran1  (2:1), PrA konsantrasyonu (1 pg.mL™) ve capraz
baglayici gluteraldehit konsantrasyonu (0,004 moI.L'l) sabit tutularak 0,0001, 0,0002,
0,0004, 0,0006, 0,0008 mol.L? ZnO konsantrasyonlari denenmistir. Elde edilen veriler
neticesinde optimum ZnO konsantrasyonu 0,0002 mol.L™ olarak belirlenmistir (Sekil
5.16).
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Sekil 5.16 Nanopartikiil Konsantrasyonunun Jelatin-Aljinat-ZnO immiinosensor
cevabina etkisi

5.4.3 Protein A konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

PrA konsantrasyonun immiinosensor cevabina etkisini belirlemek ve optimum PrA

konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla PrA optimizasyonu yapilmistir.

Aljinat-PrA  immiinosensérii i¢in PrA  optimizasyonunun yapilmasi amaciyla
immobilizasyon jeli igerisinde aljinat (% 0,5) ve NHS/EDC (toplam 0,01 mol.L™")
konsantrasyonlar1 sabit tutularak PrA optimizasyonlar1 platin elektrotlarin yiizeyinde
gerceklestirilmistir. 0.1- 10 pg.mL ™ konsantrasyonunda PrA igeren immobilizasyon
jelleri ile her bir platin elektrot yiizeyi kaplanmistir. Optimizasyonlarin tamaminda 1
;,Lg.uL'1 IgG kullanilmistir. Degisen PrA konsantrasyonlara karsi relatif impedans
grafigi cizilmistir. Elde edilen veriler neticesinde optimum PrA konsantrasyonu 1,0

pg.mL "1 olarak belirlenmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17 PrA Konsantrasyonunun Aljinat-PrA immiinosensériine cevabina etkisi

Jelatin-PrA  immiinosensorii  igin  PrA  optimizasyonunun yapilmasi amaciyla
immobilizasyon jeli igerisinde jelatin (%4) ve gluteraldehit (0.004 mol.L™ )
konsantrasyonlar1 sabit tutularak PrA optimizasyonlar1 platin elektrotlarin yilizeyinde
gerceklestirilmistir. 0.1- 5 ugmL ™ konsantrasyonunda PrA igeren immobilizasyon
jelleri ile her bir platin elektrot yiizeyi kaplanmistir. Degisen PrA konsantrasyonlarina
kars1 relatif impedans grafigi ¢izilmistir. Elde edilen veriler neticesinde optimum PrA
konsantrasyonu 0.5 pg.mL 1 olarak belirlenmistir (Sekil 5.18). Optimizasyonlarin

tamaminda 1 pg.pL™ IgG kullamlnustir.
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Sekil 5.18 Protein A Konsantrasyonunun Jelatin-PrA immiinosensor cevabina etkisi

Jelatin-Aljinat immiinosensorii i¢in PrA  optimizasyonunun yapilmasi amaciyla
immobilizasyon jeli igerisinde polimer orani (2:1) ve gluteraldehit (0.004 mol.L™)
konsantrasyonlar1 sabit tutularak PrA optimizasyonlar1 platin elektrotlarin yiizeyinde
gergeklestirilmistir. 0.1- 10 pg.mL 1 konsantrasyonunda PrA igeren immobilizasyon
jelleri ile her bir platin elektrot ylizeyi kaplanmistir. Optimizasyonlarin tamaminda 1
p.g.pL'1 IgG kullanilmistir. Degisen PrA konsantrasyonlarna karsi relatif impedans
grafigi ¢izilmistir. Optimum PrA konsantrasyonu 2,0 pg.mL " olarak belirlenmistir

(Sekil 5.19).
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Sekil 5.19 PrA Konsantrasyonunun Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensér cevabina etkisi

5.4.4 Capraz baglayic1 konsantrasyonunun immiinosensor cevabina etkisi

Farkli tastyici sistemler iceren immiinosensorlere ¢capraz baglayicit konsantrasyonunun
etkisini tespit etmek i¢in immobilizasyon jeli i¢erisinde polimer konsantrasyonu ve PrA

konsantrasyonu sabit tutularak capraz baglayict optimizasyonlar1 yapilmistir.

Aljinat-PrA immiinosensor sisteminde kullanilan gapraz baglayici sistemi EDC/NHS,
capraz baglayici reaksiyonunun sitokiyometrisi geregi immobilizasyon jeli igerisinde
2:1 konsantrasyon (mol.L™") oraninda olacak sekilde ependorfa eklenmistir. Optimum
capraz baglayici konsantrasyonunun tespiti i¢in degisik konsantrasyonlarda EDC/NHS
(Toplam 0,02-0,002 mol.L™) igeren immobilizasyon jelleri ile her bir platin elektrot
yiizeyi kaplanmistir. Aljinat (% 0,5) ve PrA (1,0 pg.mL ™) konsantrasyonlar1 sabit
tutulmustur. ~ Optimizasyonlarin tamaminda 1 pg.uL™ IgG kullamlmustir. Degisen
EDC/NHS konsantrasyonuna karsi relatif impedans grafigi ¢izilmistir. Sekil 5.20°de
goriilebilecegi gibi optimum capraz baglayic: konsantrasyonu 0,0075 mol.L™ (7,5 mM)

olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.20 Capraz Baglayict Konsantrasyonunun Aljinat-PrA Immiinosensér cevabina
etkisi

Jelatin-PrA immiinosensoriiniin optimum c¢apraz baglayici konsantrasyonunun tayini
icin degisik konsantrasyonlarda gluteraldehit (0.001- 0.01 mol.L™Y) iceren
immobilizasyon jelleri ile her bir platin elektrot yiizeyi kaplanmistir. Jelatin (%4) ve
PrA (0.5 pg.mL ™) konsantrasyonlari sabit tutulmustur. Optimizasyonlarin tamaminda
1 pg.pL’l IgG kullanmilmistir. Degisen gluteraldehit konsantrasyonuna karsi relatif
impedans grafigi ¢izilmistir. Sekil 5.21°de goriilebilecegi gibi optimum ¢apraz

baglayici konsantrasyonu 0.002 mol.L* olarak belirlenmistir .
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Sekil 5.21 Capraz Baglayict Konsantrasyonunun Jelatin-PrA Immiinosensér cevabina
etkisi

Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensoriiniin optimum ¢apraz baglayici konsantrasyonunun
tespiti i¢in degisik konsantrasyonlarda 0.001- 0.008 mol.L™ araliginda gluteraldehit
iceren immobilizasyon jelleri ile her bir platin elektrot yilizeyi kaplanmistir. Jelatin-
Aljinat (2:1) ve PrA (2,0 pgmL 1 konsantrasyonlar1 sabit tutulmustur.
Optimizasyonlarin tamaminda 1 ug.uL'l IgG kullanilmistir. Degisen gluteraldehit
konsantrasyonuna karsi relatif impedans grafigi ¢izilmistir. Sekil 5.22°de goriilebilecegi
gibi optimum ¢apraz baglayici konsantrasyonu Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensorii i¢in

0.004 mol.L™* olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.22 Capraz Baglayict Konsantrasyonunun Jelatin-Aljinat-PrA Immiiniinosensér
cevabina etkisi

5.45 Immiinosensér cevabina pH’nin etkisi

Farkli tagiyicilardan olusan mmiinosensdrlerin gelistirilmesinde EIS 6l¢iimiiniin alindig1
elektrokimyasal hiicre icerisinde asetat, fosfat, karbonat tamponlari kullanilarak pH
(5.5-10) optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla Aljinat-PrA immiinosensdoriiniin
(% 0,5 aljinat, 1,0 pg.mL " PrA, toplam 0,0075 mol.L™* NHS/EDC ) elektrokimyasal
hiicre igerisinde asetat tamponu ( 0.05 mol.L™, pH 5.5), fosfat tamponu (0.05 mol.L™,
pH 7.4), karbonat tamponu (0.05 mol.L™", pH 9 ve 10) denenmistir. Yapilan deneyler
sonucunda optimum pH 0.05 mol.L™, pH 7.4 fosfat tamponu olarak belirlenmistir (Sekil
5.23).
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Sekil 5.23 Aljinat-PrA immiinosensor Cevabina pH’nin etkisi

Jelatin-PrA immiinosensorii i¢in pH optimizasyonu aljinat immiinosensoriiyle ayni
tamponlar kullanilarak optimize Jelatin-PrA elektrot ile gerceklestirilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda optimum pH 0.05 mol.L™, pH 7.4 fosfat tamponu olarak
belirlenmistir (Sekil 5.24).

n'T T T T T T

0.4 -

Relatif Impedans

0.1 T T T T T T T T T T

o
[= 1]
-1
o
w
=

pH

Sekil 5.24 Jelatin-PrA Immiinosensér Cevabina pH nin Etkisi
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Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensorii i¢in pH optimizasyonu jelatin immiinosensoriine
benzer sekilde ayni tamponlar ve optimize Jelatin-Aljinat-PrA elektrodu ile
gergeklestirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda optimum pH 0.05 mol.L™, pH 7.4
fosfat tamponu olarak belirlenmistir (Sekil 5.25).
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Sekil 5.25 Jelatin-Aljinat-PrA Immiinosensér Cevabina pH’nin Etkisi

5.4.6 immiinosensér cevabina inkiibasyon siiresinin etkisi

Farkli tasiyicilardan olugan immiinosensorlerin cevabina IgG inkiibasyon siiresinin

etkisini belirlemek amaciyla inkiibasyon siiresi optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresinin Aljinat-PrA immiinosensdr cevabi iizerine etkisinin belirlenmesi
icin immobilizasyon jeli ile kaplanmis her bir platin elektrot iizerinde IgG farkh
siirelerde  (5-120 dk) inkiibe edilmistir. Bu amacla optimize Aljinat-PrA
immiinosensoriine inkiibasyon siiresinin etkisi impedimetrik olarak Ol¢lilmiistiir. Elde
edilen veriler neticesinde optimum inkiibasyon siiresinin 60 dakika oldugu tespit
edilmistir (Sekil 5.26). Tim Aljinat-PrA immiinosensor optimizasyonlarinda 1 pg. ;,LL'l

IgG kullanilmastir.
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Sekil 5.26 Inkiibasyon Siiresinin Aljinat-PrA Immiinosensdriine Etkisi

Jelatin-PrA igeren platin elektrot iizerinde IgG (1 pg.pL™) farkli siirelerde (5-120 dk)
inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresinin etkisi impedimetrik olarak o6l¢iilmiistiir. Elde
edilen veriler neticesinde optimum inkiibasyon siiresinin 60 dakika oldugu tespit

edilmistir (Sekil 5.27).
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Sekil 5.27 inkiibasyon Siiresinin Jelatin-PrA immiinosensor Cevabina Etkisi

Inkiibasyon siiresinin Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensdr cevabi iizerine etkisinin
belirlenmesi i¢in immobilizasyon jeli ile kaplanmis her bir platin elektrot iizerinde IgG
farkli siirelerde (5-120 dk) inkiibe edilmistir. Bu amagla optimize Jelatin-Aljinat-PrA
immiinosensoriine inkiibasyon siiresinin etkisi impedimetrik olarak ol¢iilmistiir. Elde
edilen veriler neticesinde optimum inkiibasyon siiresinin 90 dakika oldugu tespit

edilmistir (Sekil 5.28).
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Sekil 5.28 Jelatin-Aljinat-PrA Immiinosensér Cevabina Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

5.5 Tekrar Uretilebilirlik ve Raf Omrii

Gelistirilen Aljinat-PrA immiinosensoriiniin tekrar iretilebilirliginin degerlendirilmesi
i¢in optimize edilmis 10 elektrot hazirlanmistir. Ayni igerige sahip 10 adet Aljinat-PrA
immiinosensoriin ayni kosullar altinda elektrokimyasal 6lgtimii alinmistir. Elde edilen
verilere gore gelistirilen Aljinat-PrA immiinosensoriiniin tekrar iretilebilirlik verileri
icin standart sapma 0.028, Relatif Standart Sapma (RSD) 4.38 olarak hesaplanmustir.
Tekrar iretilebilirlik degerlendirmesi i¢in 1,0 pg.uL™  konsantrasyonunda 1gG
kullanilmigtir (Sekil 5.29).
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Sekil 5.29 Aljinat-PrA immiinosensérii i¢in Tekrar Uretilebilirlik

Aljinat-PrA immiinosensor sistemi i¢in raf dmrii degerlendirmesi amaciyla optimize {i¢
adet elektrot hazirlanmigtir. 10 giin boyunca her giin birer kere 6l¢iimii alinmis ve bir
sonraki Ol¢iime kadar fosfat tamponunda + 4°C’ de bekletilmistir. Raf Omrii
degerlendirmesinde 1 pg/uL IgG kullanilmistir. Immiinosensorlerin impedimetrik

yanitlarindaki diistis degerlendirilerek kullanim stiresi belirlenmistir (Sekil 5.30).
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Sekil 5.30 Aljinat-PrA Immiinosensdrii igin raf dmrii degerlendirmesi

Gelistirilen Jelatin-PrA immiinosensoriiniin tekrar iiretilebilirliginin degerlendirilmesi
icin optimize edilmis 10 elektrot hazirlanmistir. Ayni igerige sahip 10 adet Jelatin-PrA
immiinosensoriin ayni kosullar altinda elektrokimyasal 6lgtimii alinmigtir. Elde edilen
verilere gore gelistirilen Jelatin- PrA immiinosensoriiniin tekrar tretilebilirlik verileri
icin standart sapma 0.036, RSD 5.81 olarak hesaplanmistir (Sekil 5.31). Tekrar

iiretilebilirlik degerlendirmesi igin kullanilan IgG konsantrasyonu 1 pg.uL ™" dir.
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Sekil 5.31 Jelatin-PrA Immiinosensérii icin tekrar iiretilebilirlik degerlendirmesi

Jelatin-PrA immiinosensor sistemi igin raf 6mrii degerlendirmesi amaciyla optimize ii¢
adet elektrot hazirlanmigtir. 10 giin boyunca her giin birer kere 6l¢iimii alinmis ve bir
sonraki oOlgiime kadar fosfat tamponunda + 4°C’’de bekletilmistir. Raf omrii
degerlendirmesinde 1 pg/uL IgG kullanilmistir. Immiinosensérlerin  impedimetrik

yanitlarindaki diistis degerlendirilerek kullanim siiresi belirlenmistir (Sekil 5.32).
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Sekil 5.32 Jelatin-PrA immiinosensérii i¢in raf dmrii degerlendirmesi

Gelistirilen ~ Jelatin-Aljinat-PrA  immiinosensoriiniin ~ tekrar  {retilebilirliginin
degerlendirilmesi i¢in optimize edilmis 10 elektrot hazirlanmistir. Ayni igerige sahip 10
adet Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensoriin ayni kosullar altinda elektrokimyasal 6l¢liimii
almmustir. Tekrar iiretilebilirlik i¢in kullanilan IgG konsantrasyonu 1 pg.uL™dir. Elde
edilen verilere gore gelistirilen immiinosensoriiniin tekrar tretilebilirlik verileri igin

standart sapma olarak 0.033, RSD 6.35 olarak hesaplanmistir (Sekil 5.33).
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Sekil 5.33  Jelatin-Aljinat-PrA  Immiinosensorii  igin  tekrar iiretilebilirlik
degerlendirilmesi

Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensor sistemi igin raf omrii degerlendirmesi amaciyla
optimize ti¢ adet elektrot hazirlanmigtir. 10 giin boyunca her giin birer kere 6l¢iimii
almmis ve bir sonraki dl¢iime kadar fosfat tamponunda + 4°C’de bekletilmistir. Raf
omrii  degerlendirmesinde 1 ug.uL'1 IgG  kullamlmistir.  Immiinosensérlerin
impedimetrik yanitlarindaki diisiis degerlendirilerek kullanim siiresi belirlenmistir

(Sekil 5.34).
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Sekil 5.34 Jelatin-Aljinat-PrA Immiinosensérii icin raf dmrii degerlendirmesi

5.6 Farkl Antikorlarin Spesifik Olmayan Baglanmalarinin incelenmesi

Farkli antikorlarin kovalent olmayan baglanma etkisi optimize immiinosensdrler icin
incelenmigstir. Bu amagla immiinosensorler, IgG ile ayn1 konsantrasyondaki anti-TNFa,
anti-MOG, anti-MAG IgG ile ayn1 optimize inkiibasyon siiresinde inkiibe edilmistir.
Elde edilen veriler sonucunda, gelistirilen immiinosensdrlerin belirgin 6l¢iide IgG icin

spesifik oldugu gosterilmistir (Sekil 5.35-37).
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Sekil 5.35 Farkli Antikorlarin  Aljinat-PrA  Immiinosensoriine  Non-Spesifik
baglanmalariin incelenmesi
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Sekil 5.36 Jelatin-PrA immiinosensérii i¢in Non-Spesifik baglanmanin incelenmesi
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Sekil 5.37 Farkli Antikorlarin Jelatin-Aljinat-PrA Immiinosensériine Non-Spesifik
baglanmalarinin incelenmesi

5.7 Immiinosensorlerin Elektrokimyasal Davramislarinin incelenmesi
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Sekil 5.38 Aljinat Immiinosensoriiniin impedans degisimini gdsteren Nyquist grafigi

a. Ciplak Pt elektrot, b. Aljinat-PrA elektrot, c. Aljinat elektrot, d. IgG inkiibe Aljinat-PrA elektrot
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Sekil 5.38’de Aljinat-PrA immiinosensoriine ait modifikasyon basamaklarinin impedans
grafigi verilmistir. Ciplak Pt elektrot (a) aljinat ile modifiye edildikten sonra (c)
impedans oldukga artmistir. Bu artis, elektrot yilizeyine aljinatin basarili bir sekilde
kaplandigimi gostermektedir. Aljinat elektrot {izerine PrA immobilizasyonu ile de bir
miktar impedans artig1 gozlenmistir (b). 19G immobilizasyonu aljnat ile kapli Pt
elektrot ylizeyinde ilave yalitici etki yaratarak impedansin artmasina neden olmustur (d).

Bu durum IgG’nin PrA’ya spesifik baglanmasini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 5.39 Aljinat immiinosensoriiniin doniistimli voltamogrami

a. Ciplak elektrot, b. Aljinat elektrot, c. Aljinat-PrA elektrot, d. IgG inkiibe Aljinat-PrA elektrot

Sekil 5.39°da Fe(CN)E;""/'3 igeren elektrokimyasal hiicrede 6l¢iimleri alinmis Aljinat-PrA
immiinosensoriiniin modifikasyon basamaklarini gosteren dontigiimlii voltamogramlar
verilmistir. Ciplak Pt elektrodun polimer ile modifikasyonundan sonra redoks probu

olan Fe(CN)s™ elektroaktif tiiriine ait pik siddetlerinde diisiis gdzlenmistir. Ciplak
elektrottan (a) gegen akim yogunlugu yaklasik olarak 0.00090 [JA.cm™ iken aljinat
modifikasyonu sonucu (b) yaklasik 0.00075 seviyesine inmistir. Akim yogunlugundaki
azalma, aljinatin basaril1 bir sekilde Pt elektrot yiizeyine kaplandigin1 géstermekteyse de

cok diisiik diizeylere inmemesi, ¢ozelti ile elektrot arasinda halen bir miktar elektron
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aktariminin  gergeklestigini  gostermektedir. Aljinata PrA immobilize edildiginde
elektrottan gegen yiik yogunlugu daha da azalmistir () ve 1gG inkiibasyonu ile en alt
seviyeye ulasmistir (d). Elde edilen bu CV sonuglari, impedans sonuglarini

desteklemektedir. Elde edilen bu CV sonuglari, impedans sonuglarini desteklemektedir.

Anodik ve katodik pik potansiyelleri kullanilarak hesaplanan formal potansiyel
(Eo'=(Ep,a + Ep,k)/2) IgG inkiibe edilmis Aljinat-PrA elektrot i¢in 138 mV olarak
hesaplanmistir. Ayrica pik ayrimi (AEp = Ep,a — Ep.k) 125 mV olarak hesaplanmustir.
AE, > 59.2/n mV sart1 saglandig i¢in ve asimetrik anodik/katodik pikler gozlendiginden

19G ile Aljinat-PrA arasindaki elektron transferinin yar1 tersinir oldugu
sOylenebilmektedir.
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Sekil 5.40 Jelatin immiinosensoriiniin impedans degisimini gosteren Nyquist grafigi
a. Ciplak Pt elektrot, b. Jelatin elektrot, c. Jelatin-PrA elektrot, d. IgG inkiibe Jelatin-PrA elektrot

Sekil 5.40°da Pt elektrot iizerine yapilan jelatin immobilizasyonu ve sonraki

immobilizasyon basamaklarinda impedans degisimini gosteren Nyquist grafigi

verilmistir. Ciplak Pt elektrot (a) jelatin ile modifiye edildikten sonra (b) impedans artisi

acikca goriilmektedir. Bu artis, elektrot yiizeyine jelatinin basarihh bir sekilde
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kaplandigin1 ve jelatinin yalitict etkisini gostermektedir. Tasiyic1 sisteme PrA
immobilizasyonu ile impedans artis1 gézlenmis, ¢ egrisi elde edilmistir. Jelatin-PrA
elektrot IgG ile inkiibe edildiginde PrA ve IgG baglanmasi gerceklesmis ve

impedanslarda artis gozlenmistir (d). Bu sonu¢ immobilizasyonun basarisini

gostermektedir.
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Sekil 5.41 Jelatin immiinosensoriiniin doniisiimlii voltamogrami

a. Ciplak elektrot, b. Jelatin elektrot, c. Jelatin-PrA elektrot, d. IgG inkiibe Jelatin-PrA elektrot

Sekil 5.41°de Jelatin-PrA immiinosensoriiniin modifikasyon basamaklarinda elde
edilmis  donlisimlii ~ voltamogramlarin  degisimi  verilmistir.  Aljinat-PrA
immiinosensoriine benzer sonuglar edilmistir. IgG inkiibe Jelatin-PrA elektrot (d) ile
IgG inkiibe Aljinat-PrA elektrot kiyaslandiginda Jelatin-PrA elektrodun daha yiiksek
akim yogunluguna sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ Jelatin-PrA elektrodun
Aljinat-PrA elektroda kiyasla ¢ozelti-elektrot arasinda daha fazla elektron aktariminin
gerceklestigini gostermektedir. Elde edilen bu CV sonuglari, impedans sonuglarini

desteklemektedir.
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Anodik ve katodik pik potansiyelleri kullanilarak hesaplanan formal potansiyel
(Eo'=(Ep,a + Ep,k)/2) IgG inkiibe edilmis Jelatin-PrA elektrot igin 160 mV olarak
hesaplanmistir. Ayrica pik ayrimi (AEp = Ep,a — Ep,k) 130 mV olarak hesaplanmaistir.
AE, > 59.2/n mV sart1 saglandig i¢in ve asimetrik anodik/katodik pikler gozlendiginden

IgG ile Jelatin-PrA arasindaki elektron transferinin yar1 tersinir oldugu
sOylenebilmektedir.
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Sekil 5.42 Jelatin-Aljinat ve Jelatin-Aljinat-ZnO immiinosensoriiniin  impedans
degisimini gosteren Nyquist grafigi

a. IgG inkiibe Jelatin-Aljinat-PrA elektrot, b. Jelatin-Aljinat ZnO elektrot, c. IgG inkiibe Jelatin-Aljinat-
ZnO-PrA elektrot, d. Jelatin-Aljinat-PrA elektrot, e. Jelatin-Aljinat elektrot, f. Ciplak elektrot

Optimizasyonu tamamlanmis Jelatin-Aljinat immiinosensdr sistemine nanopartikiil ilave
edildiginde ise sekil 5.42 grafigi elde edilmistir. Ciplak Pt elektrodun Jelatin-Aljinat-
Zn0O modifikasyonunda yiik transfer direnci ¢iplak Pt elektrodun yiik transfer direncine
oldukca yakin bir deger olarak go6zlenmistir. Nanopartikiilsiiz immiinosensor
sistemlerinin Pt elektrot {izerine polimer modifikasyonunda yiik transfer direnci olduk¢a

fazla olmas1 nanopartikiillerin yiizey alanin1 ve yiik transfer hizini arttirict etkisini
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kanitlar niteliktedir. Nanopartikiillerin bu artisindan dolay1 kalibrasyon egrilerinin elde
edilmesi boliimiinde Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensoriiniin daha disiik tayin

sinirina sahip olmasi vurgulanacaktir.
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Sekil 5.43 Jelatin-Aljinat ve Jelatin-Aljinat-ZnO immiinosensoriiniin - dontisimlii
voltamogrami

a. Ciplak elektrot, b. Jelatin-Aljinat-ZnO elektrot, c. Jelatin-Aljinat elektrot, d. Jelatin-Aljinat-PrA
elektrot, e. IgG inkiibe Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA elektrot, f. IgG inkiibe Jelatin-Aljinat -PrA elektrot, g.
Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA elektrot

Sekil 5.43°de verilen grafikte ise Jelatin-Aljinat ve Jelatin-Aljinat-ZnO
immiinosensorlerinin  doniisiimlii voltamogramlart karsilastirilmistir. Jelatin-PrA ve
Aljinat-PrA immiinosensorlerine benzer sekilde ¢iplak elektrot polimer karigimi ile
modifiye edildiginde Fe(CN)s*?  redoks probuna ait pik siddetlerinde diisiis
gozlenmistir. Bu sonug¢ Jelatin ve Aljinat modifikasyonlariyla ayni sekilde, Jelatin-
Aljinat film tabakasinin inert bir elektron transfer engelleyicisi oldugunu gostermektedir.
Boylece Fe(CN)S'M'3 tirlerinin elektrot ylizeyine elektron aktarimi engellenmis olur.

3 probuna ait

Buna karsilik; sisteme ZnO nanopartikiilii dahil edildiginde Fe(CN)g
voltametrik pikler artmistir. Jelatin-Aljinat-ZnO elektrottan gegen yiik yogunlugu (b)

ciplak Pt’den (a) fazladir. IgG inkiibe Jelatin-Aljinat-PrA elektrot (f) ve IgG inkiibe
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Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA (g) elektrot kiyaslandiginda nanopartikiil iceren elektrodun
daha fazla akim yogunluguna sahip oldugu agikc¢a goriilmektedir. Bu sonug sisteme
nanopartikiil etkisini agik¢a gostermektedir. Nanopartikiillerin bu 6zelligi sayesinde
daha diisiik yiik transfer direncine yani tayin sinirina inilebilmistir. Elde edilen bu CV

sonugclari, impedans sonuglarini desteklemektedir.

Anodik ve katodik pik potansiyelleri kullanilarak hesaplanan formal potansiyeller
(Eo'=(Ep,a + Ep,k)/2) IgG inkiibe edilmis Jelatin-Aljinat-PrA ve Jelatin-Aljinat-ZnO-
PrA elektrot icin sirastyla 143 ve 148 mV olarak hesaplanmistir. Ayrica pik ayrimlar1 da
sirasiyla (AEp = Ep,a — Ep,k) 116 ve 125 mV olarak hesaplanmistir. AE, > 59.2/n mV
sart1 saglandigi i¢in ve asimetrik anodik/katodik pikler gozlendiginden 1gG ile Jelatin-
Aljinat-PrA ve Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA arasindaki elektron transferinin yari tersinir
oldugu sdylenebilmektedir. Fakat nanopartikiil ve nanopartikiilsiiz immiinosensorlerin
pik ayrimlari kiyaslandiginda elde edilen sonug Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensoriiniin

daha tersinir oldugunu gostermektedir.

5.8 Kalibrasyon Grafikleri

Aljinat-PrA immiinosensor sisteminin kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi amaciyla
optimize edilmis immiinosensor sistemine 7,8125-20000 ng.pL ™" araliginda IgG inkiibe
edilmistir. Yiiksek konsantrasyon (Sekil 5.44 ve diisiik konsantrasyon (Sekil 5.45)
olmak iizere iki dogrusal aralik (250-5000 ve 7,8125-125 ng.uL™) belirlenmistir. Bu
araligin alt ve iist konsantrasyonlarinda immiinosensorden sinyal alinamamistir. Elde
edilen veriler neticesinde yiiksek ve diisiik konsantrasyon kalibrasyon grafiginin
determinasyon katsayisilar1 sirasiyla 0.9843 ve 0.9921 olarak belirlenmistir. Tayin

siurt ise 250 ng.uL ™ olarak bulunmustur.
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Sekil 5.44 Aljinat-PrA immiinosensorii igin 250-5000 ng.uL™* araliginda IgG igin
kalibrasyon egrisi
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IgG Konsantrasyonu (ng.uL™ )

Sekil 5.45 Aljinat-PrA Immiinosensoriiniin 7,8125-125 ng.uL™ araliginda IgG igin
kalibrasyon grafigi

Jelatin-PrA  sistemi igin 15.625-1000 ng.pL™® araliginda IgG kullanilarak
immiinosensore ait kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil 5.46). Bu araligin alt ve st
konsantrasyonlarinda immiinosensorden sinyal alimamamistir. Elde edilen veriler
neticesinde kalibrasyon grafiginin determinasyon katsayis1 0.9564 olarak belirlenmistir.

Tayin sinir1 15.625 ng.uL™ olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5.46 Jelatin-PrA immiinosensérii i¢in kalibrasyon grafigi

Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensér sisteminin kalibrasyon grafigi 7,8125-20000 ng.pL™*
araliginda IgG kullanilarak elde edilmistir (Sekil 5.47 - 5.48). Yiiksek konsantrasyon ve
diisiik konsantrasyon olmak iizere iki dogrusal aralik (1000-20000 ve 7,8125-750
ng.uL™) belirlenmistir. Bu araligin alt ve iist konsantrasyonlarinda immiinosensorden
sinyal almamamistir. Elde edilen veriler neticesinde kalibrasyon grafiginin
determinasyon katsayisi yiikksek ve diisiik konsantrasyon i¢in 0.9915 ve 0.9859 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 5.47 Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensériiniin 1000-20000 ng.uL ™" araliginda IgG
icin kalibrasyon grafigi
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Sekil 5.48 Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensériiniin 7,8125-750 ng.uL™ arahginda IgG
icin kalibrasyon grafigi

tamamlanmis

Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA  immiinosensoriiniin

kalibrasyon egrisi 3,90-20000 ng.pL ™" araliginda IgG kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 5.49
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- 5.50). Elde edilen veriler neticesinde yiiksek ve diisiik konsantrasyon kalibrasyon

grafiginin determinasyon katsayilar1 sirayla 0,9840 ve 0,9862 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.49 Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensriiniin 750-20000 ng.uL™ IgG igin
kalibrasyon egrisi
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Sekil 5.50 Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensériiniin 500-3,90 ng.uL™ IgG igin
kalibrasyon egrisi
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5.9 Gelistirilen Iimmiinosensérlerin BOS ve Serumda Denenmesi

Bu tez kapsaminda gelistirilen immiinosensdrlerden en diislik tayin sinirina sahip olan
Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensorii, gercek numunelerle c¢alisilarak klinige
uyarlanilabilirligi denetlenmistir. Bu amagla hazirlanan Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA
immiinosensoriine kalibrasyon ve optimizasyonlarin tamaminda kullanilan IgG ile ayn1
hacimde BOS ve serum immiinosensore damlatilarak alinan impedimetrik sinyaller
yardimiyla kalibrasyon denklemlerinde yerine konarak IgG miktarlari hesaplanmistir.
Tez ¢alismasinin son asamasinda en diisiik tayin limitine sahip Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA
immiinosensor ile BOS ve serum c¢aligmasi yapilmistir. BOS numunesi i¢in elde edilen
sinyal Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensorii kalibrasyon grafiginin denkleminde
yerine konulmus ve karsilik gelen konsantrasyon 0,183 mg.mL'1 olarak belirlenmistir.
Elde edilen bu deger ELISA teknigi kullanilarak elde edilen referans 6l¢iim ile (0,198
mg.mL™) elde edilen sonuca oldukg¢a yakindir. Serum numunesi i¢in elde edilen sinyal
ise ayni sekilde kalibrasyon grafiginde yerine konulmus ve karsilik gelen konsantrasyon
0,266 mg.mL'1 olarak bulunmustur. ELISA teknigi kullanilarak elde edilen referans
6l¢iim (0,274 mg.mL™) ile sonuglar uyumludur.
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6. TARTISMA ve SONUC

Immiin yetmezliklerin tamisinda, birgok infeksiyon ve otoimmiin durumun
tamimlanmasinda, immiinoglobiilinler ve immiinoglobiilin alt gruplar1 degerlendirilir.
Etnik kokene gore degiskenlik gosteren bu testlerin bolgesel referans araliklar1 ve
bunlarin yasa ve cinse bagh degisimleri 6nemlidir. Bu ¢alismada immiinoglobiilin alt
simiflarindan IgG tayini icin spesifik, duyarli, hizli ve kolay sonu¢ verecek IgG’ye
oldukca fazla afinite gosteren PrA immiinosensoriiniin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
amacla Pt elektrot {izerine PrA immobilizasyonu i¢in tasiyici olarak jelatin, aljinat, bu
polimerlerin karigimlari ve bu polimerlerin karigimiyla birlikte ZnO nanopartikiilleri
kullanilmistir. PrA’nin tastyicilara immobilizasyonu amaciyla ¢apraz baglayici olarak

glutaraldehit ve NHS/EDC kullanilmustir.

Tez ¢alismasinda ilk olarak elektrodun ¢esitli modifikasyon basamaklarinda SEM ve
AFM  goriintilleri  alinmis ve immobilizasyonlarin  basarisi  denetlenmistir.
Immiinosensérlerden maksimum performans alabilmek amaciyla tastyict miktarlari,
nanopartikiil miktarlari, pH, capraz baglayici ve PrA konsantrasyonlari, inkiibasyon
stireleri optimize edilmistir. Daha sonra EIS ve farkli tarama hizlarinda yapilan
dontistimlii voltametri sonuglar1 degerlendirilerek immiinosensdrlerin elektrokimyasi
incelenmistir. Optimize immiinosensorlere spesifik olmayan baglanmalar Anti-MOG,
Anti-MAG ve Anti TNFa kullanilarak denetlenmistir. Her bir immiinosensor igin
kalibrasyon grafikleri elde edildikten sonra ise immiinosensorlerin klinik uygulamalar
amaciyla MS’li hastalardan alinan BOS ve serum ile ¢aligmalar yapilmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

Tez c¢aligmast kapsaminda yapilan karakterizasyon c¢aligmalarindan SEM
mikrograflarina bakildiginda Aljinat ve Jelatin-Aljinat tasiyict sistemlerine ait
mikrograflarin Jelatin tasiyici sistemine gore daha siki bir film yapist olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu siki1 yapr Jelatin tasiyici sisteme kiyasla immobilize edilen PrA
miktarinda Aljinat i¢in 2, Jelatin-Aljinat tasiyici sistemi icin 4 kat1 kadar bir artisa

neden olmustur. Aljinat ve Jelatin-Aljinat filmlerinin Jelatine gére ¢ok daha kararl
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olmalar1 tekrar iiretilebilirlik ve kullanim siiresi ¢aligsmalari ile de desteklenmistir. SEM
caligmalarindan elde edilen yiiksek ¢oziintirlikli fakat 2 boyutlu goriintiiler, AFM
caligmalarindan elde edilen 3 boyutlu goriintiiler ile de kiyaslanmistir. Her iki

gorlntiileme tekniginden elde edilen bulgular birbirlerini destekler niteliktedir.

Karakterizasyon caligmalar1 kapsaminda ¢apraz baglayici kullanilarak Jelatin, Aljinat ve
Jelatin-Aljinat tasiyici sistemlerinden olusan 6rnekler hazirlanmis ve FTIR spektrumlari
almmistir.  Genel olarak Jelatin-Aljinat polimer karigimi tek polimerlere ait
spektrumlarla kiyaslandiginda jelatine olduk¢a benzer bir profil vermistir. Elde edilen
bu bilgiyle polimer karisiminin jelatine ait -OH ve -NH reaktif gruplarini ve aljinata ait
polisakkarit yapiy1 korudugu sonucuna varilabilmektedir. Bu sonug, polimer karisiminin
PrA immobilizasyonu i¢in gerekli fonksiyonel gruplari hala yapisinda barindirdigini

ifade etmektedir.

Degisik polimer miktarlar1 kullanilarak hazirlanan immiinosensdrlerin impedimetrik
cevaplar1 degerlendirilerek en uygun tasiyici konsantrasyonlar: arastirilmustir. Jelatin
icin % 1-8, aljinat i¢in % 0.1-1.25, ve Jelatin/Aljinat ig¢in 0.5-10 (oran) araliklarinda
polimerler kullanilarak hazirlanan immiinosensorler ile yapilan optimizasyon ¢alismasi
sonucunda sirast ile % 4, % 0.5 ve 2 oranlar1 en uygun tastyict miktarlart olarak tespit
edilmistir. Yiiksek polimer oranlari, baglanan PrA miktarinin artmasina, dolayisiyla
immiinosensdr sinyalinin artmasimna neden olurken ¢ok yiiksek polimer miktar: ise
tasiyic1 gozeneklerinin kiiglilmesine neden olarak reaktif molekiiller arasinda elektron
aktarimini azaltmistir (Sungur vd. 2004). Optimum degerlerin altindaki diisiik polimer
konsantrasyonlarinda mekanik dayaniksizlik s6z konusudur. Literatlir aragtirmasi
yapildiginda Emregiil vd. (2013) tarafindan gelistirilen MBP tayinine yonelik
impedimetrik immiinosensor ¢aligmasinda da optimum Jelatin/Aljinat oran1 2:1 olarak
belirtilmistir. Literatlirde jelatin ve aljinat polimerlerinin karigtmini kullanan baska bir

biyosensor yayinina rastlanmamustir.
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PrA'nin jelatine immobilizasyonunda capraz baglayict olarak 0.001-0.01 mol.L™
araliginda; jelatin/aljinat sistemine immobilizasyonunda ise 0,001-0,008 mol.L™
glutaraldehit kullanilmistir. PrA’nin aljinata immobilizasyonunda 0,02-0,002 mol.L*
EDC/NHS sistemi kullanilmistir. En uygun capraz baglayici konsantrasyonlar1 jelatin
icin 0.002 mol.L™, aljinat i¢in 0.0075 mol.L™? ve Jelatin/Aljinat icin 0.004 mol.L™
olarak tespit edilmistir. Capraz baglayict konsantrasyonlarindaki artis ile PrA’nin
tasiyiciya baglanmast artmistir.  Optimum degerden yiikksek c¢apraz baglayici
konsantrasyonlar1 polimer-protein arasinda sik baglanma nedeniyle elektron aktariminin
azalmasina ve buna bagl olarak da duyarlilikta diisiise neden olmustur (Sungur vd.
2004). Optimum degerden diisiik ¢apraz baglayici konsantrasyonlari ise tasiyici sistem
ve PrA arasinda yeterince siki bir jel yapisi olusturamadigi i¢cin immiinosensorde yeterli

mekanik dayanikliliga ulasilmay1 engellemistir.

IgG’ye ¢ok yiiksek afinite gosteren PrA’nin optimizasyonu amaciyla jelatin igin 0,1-5
pg.mL™, aljinat icin 0,1-10 pg.mL1, jelatin/aljinat i¢in 0,1-10 pg.mL™ konsantrasyon
araliklarinda PrA  kullanilarak  optimizasyonlar yapilmis ve optimum PrA
konsantrasyonlar1 Jelatin-PrA elektrot igin 0.5 pg.mL™, Aljinat-PrA elektrot i¢in 1
ng.mL™, Jelatin/Aljinat-PrA igin 2 ung.mL™" olarak bulunmustur. Artan PrA yiiklemesi
tasiyict  gozeneklerinin  dolmasina neden oldugundan elektron diflizyonunu

engellemekte ve elektron transfer hizini azaltarak sinyali diistirmektedir.

Gelistirilen immiinosensorlerin elektrokimyasal Ol¢limleri sirasinda hiicre icerisindeki
optimum pH’nin belirlenmesi i¢in pH optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir (pH 5.5-10).
Tiim immiinosensorler i¢in optimum pH 7.4 olarak belirlenmistir. Optimum pH
kosullarinin diginda polimerlerin jel yapisinda ya da proteinlerin 3 boyutlu kararh
yapilarinda bozulma goriilebilmektedir. Ornegin aljinat icin diisiik pH degerlerinde
yapisindaki karboksilat gruplarimin iyonlasma derecesi azalmakta ve karboksilat
gruplar1 negatif yiiklerini kaybetmektedir. Sonraki asamada aljinik asit yapidan
ayrilarak jel yapist bozulmaktadir. IgG ise pH degisimlerine duyarli olarak
konformasyon degistirmektedir. Bu konformasyon degisimleri genellikle Fc bdlgesinde

olup, PrA’nin baglanmasini engeller nitelikte olabilmektedir.
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IgG’nin PrA’ya en etkili sekilde baglanmasini saglamak amaciyla inkiibasyon siireleri
optimize edilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde jelatin ve aljinat elektrot i¢in 60
dakika, jelatin/aljinat elektrot i¢in 90 dakika olarak bulunmustur. immobilizasyon
jelinde bulunan polimer yogunlugunun Jelatin/Aljinat immiinosensoriinde fazla

olmasinin bu sonug ile ilgili oldugu diigtiniilmektedir.

Tez Onerisi kapsami disinda ek bir calisma olarak gelistirilen Jelatin-Aljinat-PrA
immiinosensoriine nanopartikiil etkisinin incelenmesi amaciyla ¢inko oksit (ZnO)
nanopartikiilii kullanilmistir. Cinko metabolizmanin pek ¢ok mekanizmasinda katalitik
ve regiilator 6zellik gosteren bir iyondur. DNA replikasyon ve transkripsiyonunda rol
oynayan DNA polimeraz gibi enzimlerin komponentlerinden biridir. Immiin sistem
hiicreleri hizli boliinen hiicreler olup bu durum 6zellikle enfeksiyon esnasinda daha da
belirgin hale geldiginden, bu donemde DNA replikasyonundaki bozukluklara
duyarhiliklar1 artar. Cinko, DNA transkripsiyon faktorleri i¢in gerekli olan ¢inko
parmaklariin olusumunda gereklidir. T hiicre aktivasyonu ve T-B hiicre etkilesiminde
onemli olan sinyal proteinlerinin yapisinda yer alir. Cinko ayrica giiclii antioksidan
Ozellige sahip oldugu i¢in kan hiicrelerinin ve proteinlerin kararliliginda etkilidir.
Cinkonun metabolizma i¢in en aktif formlar1 ¢inko siilfat ve ¢inko oksit formlaridir.
Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensorii igin optimizasyon ¢alismalar1 tamamlandiktan
sonra nanopartikiil etkisini kiyaslamak amaciyla yaricapt maksimum 50 nm ¢apinda
olan ZnO nanopartikiilii kullamlarak 0,0001-0,0008 mol.L™" araliginda optimizasyon
caligmas1 yapilmistir. Elde edilen impedans verileri neticesinde optimum ZnO
konsantrasyonu 0,0002 mol.L™ olarak belirlenmistir. Belirlenen optimum degerin
altindaki nanopartikiil konsantrasyonlar1 ylizey alanini yeteri kadar arttiramadigindan

sinyalde belirgin bir degisim gézlenmemistir.

Gelistirilen immiinosensorlerin tekrar iiretilebilirlik degerlendirmesi amaciyla her bir
elektrottan seri olarak hazirlanmig ve verdikleri impedimetrik yanitlarin standart
sapmalar1 hesaplanmistir. Aljinat elektrot i¢in standart sapma 0.028, jelatin i¢in 0.036,
jelatin/aljinat i¢in 0.033 olarak bulunmustur. En kararli elektrotlarin aljinat ve
jelatin/aljinat olarak belirlenmesi bu elektrotlara ait SEM mikrograflarinin diizenli film

yapisini da desteklemektedir.
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Gelistirilen immiinosensorlerin raf Omiirlerinin arastirilmasi amaciyla yapilan ¢aligmada
Jelatin-PrA immiinosensoriinin 10 giinliik kullanim siiresi sonunda aktivitesini yaklasik %
58 oraninda korudugu goriilmiistiir. Bu deger Aljinat-PrA immiinosensor i¢in yaklasik %
64 ve Jelatin/Aljinat immiinosensor i¢in yaklasik %68°dir. En kararli film yapilarinin
degerlendirilmesi, tekrar {retilebilirlik verileriyle birlikte tekrar goz Oniinde
bulunduruldugunda Jelatin/Aljinat immiinosensorlerine ait oldugu anlasilmaktadir.
diistiniilmektedir. Literatiirde kullanim 6mrii sonunda daha diisiik (Li vd. 2011, Zhang
vd. 2008) ve daha yiiksek (Ordonez ve Fabregas 2007, Kong vd. 2011) aktivitelere

sahip immiinosensor ¢calismalari bulunmaktadir.

Biyosensorlerde kullanilan biyolojik molekiillerin analite olan seciciligi biyolojik
molekiillerin biyosensérlerde tanimlayict molekiil olarak kullanilmasinin en biiyiik
avantajidir. Spesifik olmayan baglanmalarin belirlenmesi amaciyla MS hastalarinin
serum ve BOS numunelerinde 1gG ile birlikte yiiksek bulunan biyobelirtecler olan Anti-
MOG, Anti-MAG ve Anti-TNFa ile galismalar yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
hazirlanan optimum immiinosensorler, IgG ile aym konsantrasyondaki belirtilen
antikorlar ile optimum inkiibasyon siiresinde inkiibe edilmistir. Elde edilen veriler
neticesinde tiim immiinosensorlerin IgG i¢in oldukga yiiksek spesifiklige sahip oldugu

belirtilmistir.

Gelistirilen immiinosensorlerin modifikasyon basarilarim1 denetlemek amaciyla her
modifikasyon basamaginda CV ve EIS olglimleri alinmigtir. Son yillarda EIS,
biyosensorlerin modifikasyonlarin basarisi ve biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin
izlenmesinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baslanmistir. Bu o6zellikleri ile
impedans aynt zamanda, ylizey morfolojisinin  goriintiileme teknikleriyle
aydmlatilmasinda yardimet bir tekniktir. CV dl¢timlerinde ¢iplak elektrodun polimer ve
PrA modifikasyonu ile akim yogunluklarinda azalma gozlenmistir. ZnO ilavesinden
sonra ise ylizey alanindaki ve elektrot transferi i¢in gerekli aktif bolgelerin artisi
sebebiyle akim yogunluklarinda artis gézlenmistir. IgG ilavesiyle gerceklesen antijen-
antikor etkilesimi sonucu elektrot aktariminda yer alan aktif bolgelerin engellenmesi
sebebiyle akim yogunluklarinda azalma gozlenmistir. EIS olgiimlerinde ise yapilan

modifikasyonlar ve IgG ile inkiibasyon sonucu impedansta artis goézlenmistir.
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Modifikasyon basamaklarinda alinan CV ve EIS 6lgiimleri birbirlerini desteklemekte ve

immobilizasyonun basarisin1 kanitlar niteliktedirler.

Gelistirilen immiinosensorlerin CV voltamogramlari kullanilarak formal potansiyelleri
ve pik ayrimlar1 hesaplanarak immiinosensdrlerin tersinirligi arastirilmistir. Formal
potansiyeller Aljinat-PrA, Jelatin-PrA, Jelatin-Aljinat-PrA, Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA
immiinosensorleri igin sirasiyla 138, 160, 143, 148 mV olarak hesaplanmistir. Pik
ayrimlar ise sirastyla 125, 130, 116, 125 mV olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar
yorumlandiginda, tim immiinosensorlerin tersinmezlige yakin oldugunu fakat tim
immiinosensorler igerisinde en tersinir 6zellikteki immiinosensoriin Jelatin-Aljinat-PrA
oldugunu gostermektedir. Ayrica Nyquist grafikler incelendiginde, immiinosensorlere

ait devre modelinin Warburg direnci igerdigi sOylenebilmektedir (Sekil 2.17).

Gelistirilen immiinosensorlere ¢esitli konsantrasyon araliklarinda 1gG uygulanarak
kalibrasyon grafikleri cizilmistir. Jelatin-PrA immiinosensoriin 15.625-1000 ng.uL™
araliginda tek bir dogrusal kalibrasyon egrisi elde edilebilmistir. Bu konsantrasyonun alt
ve st limitlerinde anlamli sinyaller elde edilememistir. Elde edilen kalibrasyon
grafiginin determinasyon katsayis1 0,9564 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuclarin SEM mikrograflarindan da goriilecegi tlizere jelatinin diizensiz film
yapisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ayrica PrA optimizasyonu grafiginden de
anlasilacagi tizere Jelatin-PrA immiinosensorii, Aljinat-PrA ve Jelatin-Aljinat-PrA
immiinosensorleri ile kiyaslandiginda en diisiik PrA konsantrasyonuna sahiptir. Bu
nedenle diger immiinosensorlere kiyasla daha diisiik konsantrasyonda IgG ile

etkileseceginden daha dar bir tayin aralifina sahip olmasi beklenen bir sonugtur.

Aljinat-PrA immiinosensérii 7,8125-125 ng.uL™ ve 250-5000 ng.uL™ araliginda iki
dogrusal kalibrasyon grafigine sahiptir. Determinasyon katsayilar1 sirasiyla 0,9921 ve
0,9843 olarak belirlenmistir. Aljinat-PrA  immiinosensorii  i¢in yapilan PrA
optimizasyonunun optimum degeri Jelatin-PrA immiinosensoriine gore 2 kat daha
fazladir. Bu artis Aljinat-PrA immiinosensoriiniin Jelatin-PrA immiinosensdriine gore
cok daha yiiksek konsantrasyonda IgG ile etkilesmesine neden olarak immiinosensoriin

tayin araligin1 daha genis kilmistir.
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Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensérii  7,8125-750 ng.uL’ ve 1000-20000 ng.pL™t
araliginda iki dogrusal kalibrasyon grafigine sahiptir. Determinasyon katsayilari
sirasiyla 0,9589 ve 0,9915 olarak belirlenmistir. Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensorii
icin yapilan PrA  optimizasyonunda optimum  konsantrasyon Jelati-PrA
immiinosensoriiniin optimum PrA degerine gore 4 kat daha fazladir. Bu artig Jelatin-
Aljinat-PrA  immiinosensoriiniin - ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda IgG ile
etkilesmesine neden olarak diger immiinosensorlere kiyasla ¢cok daha genis bir tayin

araligina sahip olmasinit miimkiin kilmistir.

Nanopartikiil etkisinin tayin limitine etkisini arastirmak amaciyla optimizasyonu
tamamlanmis bu Jelatin-Aljinat-PrA sistemine optimum konsantrasyonda ZnO
eklenerek yeni bir kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde
Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensérii igin 3,90-500 ng.uL™ ve 750-20000 ng.pL™
araliginda iki dogrusal kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Sonug¢lardan anlasilacagi

lizere nanopartikiil ilavesiyle daha diisiik tayin sinirlarina inilebilmistir.

Tez galigmasinin son agamasinda en diisiik tayin limitine sahip Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA
immiinosensor ile BOS ve serum caligsmasi yapilmistir. BOS numunesi i¢in elde edilen
sinyal, Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensorii i¢in elde edilen kalibrasyon grafiginin
denkleminde yerine konulmus ve karsilik gelen konsantrasyon 0,183 mg.mL'1 olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu deger ELISA teknigi kullanilarak elde edilen referans
Ol¢tim ile (0,198 mg.mL'l) elde edilen sonuca olduk¢a yakindir. Serum numunesi i¢in
elde edilen sinyal ise aym sekilde kalibrasyon grafiginde yerine konulmus ve karsilik
gelen konsantrasyon 0,266 mg.mL™ olarak bulunmustur. ELISA teknigi kullamlarak

elde edilen referans 6l¢iim (0,274 mg.mL™ ) ile sonuglar uyumludur.
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Cizelge 6.1 Serum ve BOS numunelerinde referans teknik ile EIS sonuglarinin

kiyaslanmasi
Yontem SERUM (mg.ml") | BOS (mg.ml?)
EIS 0.266 0,183
Immiinosensor
ELISA 0,274 0,198
Standart Sapma -1.4814 -3,95

Gelistirilen bu immiinosensorlerin tim verileri géz oniinde bulunduruldugunda her
immiinosensoriin farkli parametrelerde avantaj ve dezavantajlara sahip oldugu
goriilmiistiir. Ornegin Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensoriiniin hazirlanmasi, gelistirilen
diger immiinosensérlere gore daha yiiksek miktarda PrA gerektirirken (2.0 pg.mL ™),
raf Omrii degerlendirmesi ve tekrar {retilebilirlik verileri goz Oniinde
bulunduruldugunda en kararli film yapisinin Jelatin-Aljinat-PrA immiinosensdriine ait
oldugu goriilmektedir. Jelatin-Aljinat-ZnO-PrA immiinosensoriine bakildiginda yiiksek
miktarda PrA kullanilmasi immiinosensorii daha az ekonomik kilarken, bu
immiinosensoriin en diistik tayin smirina sahip olmasi da onu avantajli hale

getirmektedir.
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Cizelge 6.2 immiinosensorlerin sahip oldugu ézelliklerin genel gosterimi

Jelatin- Aljinat-PrA Jelatin- Jelatin-
PrA Aljinat-PrA | Aljinat-Zn0O-
PrA
Polimer (%) 4 0,5 2:1 2:1
Protein A 0,5 1 2 2
(ng-mlt)
Capraz 0,002 0,0075 0,004 0,004
Baglayia
(M)
Inkiibasyon 60 60 90 90
Siiresi
(dk)
pH 74 7,4 74 74
Tekrar 0,036 0,028 0,033
Uretilebilirlik
(Std. Sapma)
Kullanim %58 % 64 % 68 =
Siiresi
[Sinyal Seviyesi)
Formal 160 138 143 148
Potansiyel
(mV})
Pik Ayrim 130 125 116 125
(mV)
Tayin Limiti 15.625 7,8125 7,8125 3,90
pg.ml™ pg.ml? pg.ml? pg.ml?

Tez calismast kapsaminda gelistirilen immiinosensorlerin IgG tayin araliklar1 ve tayin
siirlar literatiirdeki IgG tayinine yonelik immiinosensorler ile kiyaslandiginda oldukga
yiiksek oldugu goriilmektedir. IgG tayinine yonelik gelistirilmis bu immiinosensorler
antijen-antikor etkilesimine dayanmaktadir. Bu nedenle bir antijen bir antikor ile
etkilesebilmektedir. Fakat bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan 1gG’ye spesifik PrA
molekiilii ayn1 anda 5 adet IgG yi baglayabilecek yiiksek diizeyde homolog 6zellik
gosteren bolgeler icermektedir. Dolayisiyla gelistirilen PrA immiinosensdrlerinin ¢ok
daha iist konsantrasyonda ve oldukca genis aralikta IgG tayinini miimkiin kilan tayin
araliklar1 vardir. Literatiirde gelistirilen immiinosensdrlerin tayin araliklart ve tayin

siirlar1 gergek numuneler ile ¢alisilacaginda oldukca diisiik bir bolgede kalmakta ve bu
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yizden Orneklerin  biiylik  Olgiide  seyreltilmesi  gerekmektedir.  Jelatin-PrA
immiinosensensori disinda diger gelistirilen immiinosensorler ile normal bireylerin ve
IgG seviyesi normal araligin disinda bulunan hastaliklara sahip bireylerin serum ve
BOS numunelerinde IgG tayini 6rneklerin seyreltilmesine gerek duyulmadan dogrudan
bir sekilde yapilabilmektedir. Oysa ki literatiirde gelistirilmis immiinosensdrlerde
gercek numuneler denenecegi zaman Ornek igerisindeki IgG konsantrasyonunun,
immiinosensOriin tayin aralifina diismesi igin ¢esitli oranlarda seyreltme islemleri
yapilmas1 gerekmektedir. Orneklerin seyreltilmeden immiinosensor olgiimiine hazir
olmast tez kapsaminda gelistirilen PrA immiinosensorlerinin en biiylik avantaji

arasindadir.

Cizelge 6.3 Literatirdeki IgG tayinine yonelik immiinosensorler ile gelistirilen
immiinosensorlerin kiyaslanmasi

Yintem Tayin Tayin Referans
Siir1 Aralig
(ngml) | (pg.ml?)
Amperometrik 0.18 0.51-30.17 Liu vd.
2009
DPV 4.0x10° | 1.0x10%-02 | Cao vd.
2013
Floresans 0.01 0.01-5 Wang vd.
T 2012
im]]ednns 0.3 0.3-7 Saha vd.
2009
impednns 3.90 3.90-2.0x104 Bu tez
calismasi
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