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OZET

Apoptozis Belirtecinin Belirlenmesinde Biyosensor Gelistirilmesi

Apoptoz gelisim ve doku homeostazinda kritik rol oynayan temel bir
fizyolojik siirectir. Bu siireg, belirli kosullar altinda bir dizi sinyal dizisi tarafindan
diizenlenir. Kaspaz kaskat sistemi, hiicre ici apoptotik sinyallerin indiiksiyonunda,
transdiiksiyonunda ve amplifikasyonunda hayati rol oynar. Bir sistein-aspartik
asit proteazn olan kaspaz-3 Kkiiciik hiicreli olmayan akciger Kkanserinde,
hepatoseliiler karsinomda, intraserebral kanamalarda, akciger
adenokarsinomunda, siddetli seyreden endometriyozis vakalarinda, mesane
karsinomunda koétii prognozla iliskilendirilmistir. Bu nedenle, Kaspaz-3'iin
saptanmasi, apoptoz goriintiileme, erken tiimor tedavisi ve diger hastaliklarin
izlem etkisinin degerlendirilmesi icin biiyiik 6nem tasimaktadir.

Elektrokimyasal immiinosensorler aktif tabaka yiizeyinde immobilize
edilmis antikor ve 6zgiin antijen arasindaki etkilesimlere dayanan bir tiir afinite
biyosensoriidiir. Bu tez c¢alismasinda kaspaz-3’iin nicel Ol¢iimii icin
elektrokimyasal immiinosensor tasarimi ve bu biyosensore ait karakterizasyon ile
optimizasyon calismalarnt yapilarak elde edilen sonuclarin ELISA yontemiyle
karsilastirilmasi amac¢lanmstir.

Tez cahsmasimin ilk asamasinda altin elektrot yiizeyi antikaspaz-3 ile
kaplandi ve tepkime ortamindaki kaspaz-3 ile etkilesimi sonucu olusturdugu akim
farkindan yararlamildi. Biyoaktif tabakanmin optimizasyonunda Kitosan, aljinat,
jelatin ve BSA’min farkh kombinasyonlarn1 kullanmilarak immobilizasyon jelleri
hazirlandi. SEM mikrograflarinda ve FTIR spektrumlarinda optimum
immobilizasyon polimerkombinasyonu Aljinat-Jelatin’de elde edilmistir. AFM
analizinden elde edilen yiizey goriintileri SEM ve FTIR sonu¢larim
desteklemektedir. Optimum c¢apraz baglayietc EDC/NHS (0,3 M:0,1 M) olup
calisma ortamm pH’si 6,5, 0,1 M asetat tamponunda optimum sonuclar elde
edilmistir. Tasarladigimiz kaspaz-3 biyosensoriiniin dogrusal saptama arahgi
1.5-100 ng/mL, tekrarlanabilirlik ¢ahsmasinda elde edilen ortalama deger
(X)=10,02, standart sapma degeri (SD)=0,18 varyasyon katsayis1 (CV)= %1,8’dir.
Giinler arasi1 tekrarlanabilirlik calismasindan elde edilen standart sapma degeri
2,5°dir. Elektrodun raf omrii ise %40 aktivite kaybinin goriildiigii 30. giine kadar
kullanilabilir oldugu belirlendi. ELISA yontemi ve tasarlanan biyosensor
verilerinin karsilastirilmasi sonucu elde edilen korelasyon katsayis1 0,9927 olup bu
deger tasarlanan kaspaz-3 biyosensoriiniin pratikte kullanimi i¢in uygun oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: apoptoz, elektrokimyasal immiinosensor, kaspaz-3
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ABSTRACT

Biosensor Development for the Determination of an Apoptosis Marker

Apoptosis is an essential physiological process that plays a critical role in
development and tissue homeostasis. This process is regulated by a series of signals
under certain conditions. The caspase cascade system plays a vital role in the
induction, transduction, and amplification of intracellular apoptotic signals.
Caspase-3, a cysteine-aspartic acid protease, has been associated with poor
prognosis in non-small cell lung cancer, hepatocellular carcinoma, intracerebral
hemorrhages, lung adenocarcinoma, severe endometriosis cases, and bladder
carcinoma. Therefore, detection of caspase-3 is of great importance for apoptosis
imaging, early tumor therapy, and evaluation of the surveillance effect of other
diseases.

Electrochemical immunosensors are a type of affinity biosensor based on
interactions between antibodies and specific antigens immobilized on the active
layer surface. In this thesis, it is aimed to compare the results obtained by
performing the electrochemical immunosensor design for the quantitative
measurement of caspase-3 and the characterization and optimization studies of
this biosensor with the ELISA method.

In the first stage of the thesis work, the gold electrode surface was coated
with anticaspase-3, and in the next stage, the current difference created by
interacting with caspase-3 in the reaction medium was used. In the optimization of
the bioactive layer, immobilization gels were prepared using different
combinations of chitosan, alginate, gelatin, and BSA. In SEM micrographs and
FTIR spectra, the optimal immobilization gel combination of Alginate-Gelatin was
obtained. The surface images obtained from the AFM analysis support the SEM
and FTIR results. The optimal crosslinker is EDC/NHS (0,3M/0,1M), and optimal
results were obtained in a 0.1 M acetic acid/acetate buffer with a working pH of
6.5. The linear detection range of the caspase-3 biosensor we designed is 1.5-100
ng/mL, the mean value (X)=10.02 obtained in the intraday repeatability study, the
standard deviation value (SD)=0.18, the coefficient of variation (CV)= 1.8%. The
standard deviation value obtained from the interday repeatability study is 2.52.
The shelf life of the electrode was determined to be usable until the 30th day, when
40% activity loss was observed. The correlation coefficient obtained as a result of
the comparison of the ELISA method and the designed biosensor data is 0.9927,
which shows that the designed caspase-3 biosensor is suitable for practical use.

Keywords: apoptosis, electrochemical immunosensor, caspase-3
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1. GIRIS

Okaryotlarm homeostazi hiicrelerin yasam ve 6liimii arasindaki ince denge ile
miimkiindiir. Hiicreler, bir dizi 6lim mekanizmasiyla kendilerini yok eder. Hassas bir
sekilde diizenlenmis apoptozdan ani ve rastlantisal nekrotik 6liime kadar hiicrelerin
birbiriyle iligkili oldugu mekanizmalar agisindan hiicre Oliimiiniin bir¢ok segenegi
vardir. Bu oliim mekanizmalarini tanimlamak i¢in 6zel yonergeler gelistirilmistir!.
Hiicre oOlimii mekanizmalarini anlamak, yalnizca temel hiicresel biyolojiye 151k
tutmakla kalmaz ayni zamanda dejeneratif, bulasici ve otoimmiin hastaliklara kars1 yeni
terapotik stratejiler gelistirmeye de yardimei olur?™,

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, gelisim ve doku homeostazinda
kritik rol oynayan temel bir fizyolojik siirectir’. Apoptozun ilerlemesi, belirli kosullar
altinda bir dizi sinyal dizisi tarafindan diizenlenir. Kaspaz kaskat sistemi, hiicre i¢i
apoptotik uyarilarm baslatilmasi, doniistiiriilmesi ve ¢ogaltilmasinda hayati rol oynar®.

Kaspazlar, programlanmis hiicre 6limii ve inflamasyonda gorevli korunmus
sistein proteaz ailesidir’. Bir sistein-aspartik asit proteazi olan kaspaz-3, doku
farklilagsmasi, yenilenmesi ve noral gelisimdeki rolleri nedeniyle son zamanlarda biiytik
ilgi gormektedir. Kaspaz-3, hiicre apoptozunda anahtar bir zimojendir ve apoptotik
siirecte baslatic1 kaspazlar tarafindan boliinene kadar aktive olmaz’” 8. Kaspaz-3, tibbi
arastirmalarda degerli bir biyobelirte¢ oldugundan rekombinant tipinin iiretimi, protein
miihendisligi ve ilag salim sistemlerinin tasarimi dahil olmak iizere bir¢ok
biyoteknolojik alanda apoptozla iliskili bozukluklarm tedavisinde, terapétik stratejilerde
kullanilmaktadir®. Bugiine kadar kaspaz-3’iin artmis aktivitesi; kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanserinde, karaciger kanserinde, intraserebral kanamalarda, akciger
adenokarsinomunda, siddetli seyreden endometriyozis vakalarinda, mesane kanserinde

kotii prognozla iliskilendirilmistir!%-!3.

Bu nedenle, kaspaz-3 diizeyleri, apoptoz
gorlintiileme, erken timor tedavisi ve diger hastaliklarin izlem etkisinin
degerlendirilmesi igin biiyiik dnem tasimaktadir!®.

Biyosensorler; istenen analitleri tanimlamak i¢in biyotanima elemani olarak
antikorlar, enzimler, reseptorler, hiicreler, mikroorganizmalar ve niikleik asitler gibi

biyolojik molekiilleri kullanan cihazlardir'’. Led ve Clark’m 1962 yilinda ilk oksijen

biyosensoriinii gelistirmesinden bu yana biyosensorler, arastirmacilarm ilgisini gekmeye



devam etmistir'®>. Uzun zamandir tip ve biyoteknoloji alamindaki arastirmacilar,
hastaliklarin tam1  ve tedavisinde belirleyici molekiiller olan biyobelirteclere
odaklanmistir. Biyobelirtecleri diisiik derigsimlerde belirleme yetenegine sahip olan
biyosensorler, temel ve klinik bilimdeki ilerlemelere katkida bulunmaktadir. Son derece
hassas, kesin, kantitatif Olgiilebilir biyobelirteclerin saptanmasi, teknolojik olarak
potansiyeli giiclii olan biyosensorlere bagli olacaktir'®?!. Temelde biyotanima elemani
(biyoreseptor), doniistiiriicii ve elektronik sistem olmak iizere lic boliimden olusur.
Biyotanima elemani biyosensoriin temel bilesenidir ve istenen analitin 0zgiil olarak
taninmasini saglar. Antikor-antijen etkilesimlerine dayanan biyosensorler, immiinolojik
testlerin hassasiyetini ve Ozgilliiglini fiziksel sinyal iletimi ile birlestiren
immiinosensorler olarak adlandirilir. Antikor-antijen arasindaki tepkimeden sonra
kararli bir kompleks olusur ve bir doniistiiriicii araciligiyla sinyale ¢evrilir?2. Bu sinyal
tiretimine bagli olarak elektrokimyasal, optik ya da kiitle degisiklikleri gibi farklh
transdiiksiyon ~ sistemleri  kullamlir?®.  Elektrokimyasal — immiinosensorlerde
antikor-antijen immiin kompleksi olusumu bir elektrik sinyaline doniistiiriiliir. Bu sinyal
akim (amperometrik immiinosensor), voltaj farki (potansiyometrik immiinosensor),
direng¢ degisimi (kondiikktometrik immiinosensor) veya impedans degisimi
(impedimetrik immiin sensor) olarak olciiliir? 2*. Aktif elektrot yiizeyinde bulunan
hedef analitin taninmasindan sonra elektrot ylizeyinde gerceklestirilen tepkime, aktif
tabakaya elektron aktarmmi ile sonuglanir ya da aktif tabakada bir potansiyel iiretir.
Elektron akis hiz1 analit derisimi ile dogru orantilidir'.

Bu bilgiler cercevesinde kaspaz-3’lin kantitatif Ol¢iim diizeyini daha hassas
belirleyecek elektrokimyasal immiinosensor tasarlamayi, bu tasarimi yasama gegirecek
karakterizasyon-optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasini ve bu yontemle elde edilecek
sonuglarin  kaspaz-3 Olclimiindeki klasik yontemlerden biri olan ELISA ile

karsilastirilmasini amacladik.



2. GENEL BIiLGIi

Viicuttaki bir¢ok normal metabolik siiregte ile hiicresel gelisimde rol alan
apoptoz, hasarli veya yaslanmis hiicreleri ve bagigiklik sistemi tarafindan taninmayan
hiicreleri ortadan kaldirmak gibi 6nemli iglevlere sahiptir. Bu siireg, hiicre i¢inde belirli
uyarilar araciligiyla baslar. Kaspazlar hiicre i¢inde ¢esitli uyarilar1 algilayarak apoptozu
baglatir, kontrol eder ve siirecin diizenli bir sekilde ilerlemesini saglar. Kaspazlarin
Olciimii, genellikle hiicresel apoptoz siireclerini incelemek veya belirli durumlarda
kaspaz aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilir. Florometrik, elektroforetik, mikroskobik ve
spektrofotometrik yontemlerin yani sira son zamanlarda biyosensorlerle de Olctim
almmaktadir. Biyosensorler, biyolojik bir yanita dayali olarak hedef bir bilesigi veya
aktiviteyi O0lgcmek i¢in kullanilan cihazlardir. Bu cihazlar kaspazlarin varliini veya
etkinligini belirleyen, 6zglin uyarimlar olusturan bir mekanizma kullanarak kaspaz

seviyelerini 6l¢cmektedir.

2.1. Kaspazlar

Kaspazlar “C. elegans, Drosophila”, fare ve insanlar dahil olmak iizere tiim ¢ok
hiicrelilerde apoptoz siireci ile ayrilmaz bir sekilde baglantili olan ve sitoplazmada
bulunan sisteyinil-aspartat proteaz ailesidir. Ilk olarak 1993 yilinda Robert Horvitz
tarafindan kesfedilmistir’.

Kaspazlar  homeostazin  korunmasinda, saghkli organ  gelisiminde,
inflamasyonun diizenlenmesinde ve hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan endoproteaz
enzimlerinin bir ailesidir. Apoptoz, viicutta homeostazi siirdiirmek i¢cin dis veya i¢
sinyaller yoluyla tetiklenen programlanmis hiicre Oliimiidiir. Piroptoz, inflamatuvar
yolaklarda yer alan hiicresel 6liim seklidir. Hiicre Oliimiiniin piroptoz mekanizmasi,
genellikle viicut enfeksiyonlara karsi savasirken ortaya ¢ikmaktadir?®. Kaspazlar,
apoptoz ve piroptoza yol acan kaskatlarin diizenlenmesine aktif olarak katimaktadir?’.
Kaspaz genlerindeki mutasyonlar kanser gelisimi, ndrolojik islev bozukluklari, kalp

yetmezligi, diyabet ve diger bircok hastalikla iliskilendirilmektedir®’.



2.1.1. Kaspazlarn siniflandirilmasi

Kaspazlar, apoptoz veya piroptozdaki islevlerine gore smiflandirilmaktadir.
Kaspaz-1, 4, 5, 11 ve 12 piroptozda yer alirken, kaspaz-2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10 apoptoza
katilmaktadir.

Insan kaspaz ailesi dizi benzerligi ve biyolojik isleve dayali olarak inflamatuvar,
efektor ve baglatict kaspazlar olmak iizere 3 ana gruba ayrilmaktadir. Kaspaz-1, 4, 5, 11
ve 12 inflamasyonda, kaspaz-2, 8, 9 ve 10 apoptozda baslatic1 ve kaspaz-3, 6 ve 7 ise
apoptozda efektor (ylriitiicii) gorev almaktadir. Kaspaz-13, 14 ve 16’ nin islevleri daha

az kategorize edilmektedir (Sekil 2.1) 2.

Kaspazlar Tiir 6zgtilltigi Domain yapisit
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Sekil 2.1. Memeli kaspazlarinin smiflandirilmasi ve domain yapisi.

2.1.2. Kaspazlarin biyokimyasi

Cogu proteazda oldugu gibi, kaspazlar da hiicre i¢inde prokaspaz olarak da
bilinen aktif olmayan zimojenler olarak bulunmaktadir. Tiim olgun kaspazlar, kaspaz-
3'in kristal yapist ile gosterildigi gibi, her biri bir aktif bdlge iceren biiyiik (p20) ve
kiigiik bir alt birimden (p10) olusan bir dimerden olusmaktadir. Prokaspazlarin biiytlik
N-terminal 6n alanlar1 (pro), apoptotik uyarilarin doniistiiriilmesinde yer alan 6liim
domaini iist ailesi olarak adlandirilan 80-100 kalinti uzunlugunda yapisal motifler

icermektedir?’.
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Sekil 2.2. Kaspazlarin aktivasyonu, yapisal 6zellikleri ve biyolojik islevleri (a) Kaspaz aktivasyonu;
prodomainin ortadan kaldirilmasi ve alt birimler aras1 baglayicinin bdliinmesi ile gergeklesir. (b) Olgun
kaspaz; aktif bolge, kiiciik alt birim (kirmiz1) ve biiyiik alt birimin (yesil) baglandigi dimer yapidan
meydana gelir. Sekil Kaspaz-3’iin protein veri bankasindan alinmis yapisal temsilini gostermektedir (
PDB ID (Protein Data Bank Identification number) 4JQY)* (c) Kaspazlarm farkh substratlarinm

tanimlanmasi (kirmizi, mavi) hiicre 6liimii ve farklilagmasi gibi siireglerin anlagilmasina 11k tutmaktadir.

Prokaspaz-3, -6 ve -7 gibi prokaspazlar, yapisal dimerler olarak ifade edilir ve
baslaticilar (kaspaz-2, 8, 9, 10) tarafindan veya otoproteoliz ile alt birimler arasi
baglayici bolge icinde boliinerek aktive olurlar. Aktivasyonun ardindan kaspazlar,
hedefler arasinda 500 kattan fazla degisebilen oranlarda, birkag ile birka¢ yliz hedef
arasinda degisen, Onceden tammlanmis bir dizi substrati parcalamaya baslar?®.
Aktivasyonun ardindan kaspazlar, hedefler arasinda 500 kattan fazla degisebilen
hizlarda onceden tanimlanmis birkac ile birkag yiiz arasinda degisen bir dizi substrati
parcalamaya baglar. Kaspaz aktivasyonu apoptoz ya da piroptoz yoluyla hiicre 6liimiine
veya hiicre farklilasmasma yol agabilir (Sekil 2.2). Ozgiin fenotipik sonuclar olasilikla
(1) hangi kaspazlarin aktive oldugu, (ii) hangi substratlarin parcalandigi, (iii) hiicresel
icerik ve (iv) hiicredeki aktivasyon sonrasi diizenleyici mekanizma iceren ¢ok sayida

faktore baghidir’!.



2.1.3. Kaspazlann fizyolojik rolleri ve 6nemi

Cogu kaspazin fizyolojik rolleri tiirler arasinda korunmaktadir. Son zamanlarda
kaspaz aktivitesi caligmalar1 ve hiicre oOliimii yoklugunda kaspaz substratlarmnin
tanimlanmasi, hiicresel tepkilerde kaspazlarin islevlerinin tanimlanmasina yardimci
olmustur™.

Apoptotik yolda kaspaz-2, 8, 9 ve 10 baslatict kaspazlar iken kaspaz-3, 6 ve 7
efektor kaspazlar olarak islev gormektedir. Kaspaz-8, TNF (Tumor necrosis factor)
ailesi liyesi tarafindan baglatilan 6liim reseptorii aracili apoptozun anahtar baslaticisidir.
TNF ailesinin 6liim reseptorlerini aktive etmesinden sonra kaspaz-8, Fas baglantili 6lim
alan1 (FADD, FAS-Associated Death Domain) adaptor proteinine baglanma yoluyla
Olimii indiikleyen sinyal kompleksine (DISC, Death-Inducing Signaling Complex)
almir. Bu alim, kaspaz-8 ve bunu takiben efektor kaspazlari aktiflestirerek hiicre

oliimiiyle sonuglanmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Apoptotik yolakta kaspaz-8, 3, 6, 7’nin rolii.

Kaspaz-3, -6 ve -7, apoptotik hiicrelerde ana hiicresel substratlar1 parcalayan
onemli efektdr kaspazlardir. Bunlar, i¢sel veya digsal yollardan gelen sinyalleri
arttirmakla birlikte substrat ozgiilliikleri degiskenlik gostermektedir®*. Kaspazlarm
apoptotik olmayan islevleri, hem katalitik alanlar1 tarafindan uygulanan proteolizi hem

de prodomainleri tarafindan uygulanan proteolitik olmayan islevleri igerir?.



2.1.3.1. Kaspaz-3 hakkinda genel bilgi

Kaspaz-3 (CPP32, CPP32B, apopain, YAMA ya da kisa adiyla casp3), aspartata
0zgi sisteinil proteaz ailesinin liyesi bir endoproteaz olup, 12 kDa ve 17 kDa'lik iki alt
birimden olusan kiigiik bir proteindir. Efektor kaspaz-3 baslangigta olgunlasmamis bir
zimojen (prokaspaz-3) olarak sentezlenir. Prokaspaz-3, kararli bir dimerdir; her
monomer kisa bir N-terminal prodomainden (<30 amino asit uzunlugunda), biiylik bir
alt birimden ve alt birimler aras1 bir baglayiciyla birbirine baglanan kii¢lik bir alt
birimden olusur. Kaspaz-3, islevsel bi¢iminde (yani tetramerik yapida) iki 6zdes aktif
bolgeye sahiptir. Kisa aspartat-glutamat-valin-aspartat (D-E-V-D) tetrapeptid dizilimli
her aktif bolge, aspartat kalintisindan sonra bolgedeki substratlar1 6zgiil olarak
pargalayabilen, korunmus bir katalitik histidin-sistein motifi igerir>.

Kaspaz-3, apoptotik hiicrelerde hem dissal hem de i¢sel yollar tarafindan aktive
edilen apoptozun 6nemli bir aracisi olarak tanimlanmistir. Birgok protein tarafindan
diizenlenen i¢sel mitokondriyal yoldaki hiicre 6liim sinyalleri, apoptozom yapisindaki
apoptotik proteaz aktive edici faktor 1’1 (Apaf-1) ve baslatic1 kaspazlar1 aktive eder.
Septamerik apoptozomun yapisal elemani olan Apaf-1’in aktivasyonunu takiben
mitokondriden sitokrom ¢ salimmima yol acar. Apoptozoma baghh kaspazlar

parcalanarak kaspaz-3'ii aktive eder (Sekil 2.4).

Oliim ligand:

Sitoplazma

&,

Bid tBid
L Sitok.rom c
—>0
Bax/Bak gy AN

Apoptozom
S

Mitokondri

Sekil 2.4. Apoptozda digsal (6ltim ligandi) ve igsel (mitokondriyal) yollar.



Kaspaz-3’iin doku farklilagmasi, rejenerasyon ve noral gelisimde yer almak gibi
apoptotik olmayan bir¢ok islevi de bulunmaktadir. Hiicreler icindeki birincil rollerine ek
olarak, kaspaz-3 onemli klinik olaylarda da gorev almaktadir. Kaspaz-3'iin olagandis1
aktivasyonu, programlanmig hiicre Oliimiinii uyarmak yerine tiimor olusumuna yol
acabilir. Ayrica, kaspaz-3'lin hiperaktivasyonu ve ardindan asir1 hiicre O6limii,
Huntington hastaligi (HD) ve Alzheimer hastaligi (AD) gibi norodejeneratif hastaliklar1
tesvik edebilir®.

Bir¢ok kaspaz tiirii kesfedilmis olmasma ragmen, Kaspaz-3 kapsamli sekilde
calisilan ve apoptozun belirlenmesi/goriintiilemesi i¢in cekici ve net bir hedef haline
gelen tek tiirdiir. Kaspaz-3 aktive oldugunda apoptotik uyarilari tetikleyerek geri
dontistimsiiz apoptoz kaskadina yol agar. Apoptozda yeri doldurulamaz bir ydnetici
protein olarak Kaspaz-3, Kaspaz-8, 9 ve 10'un etkisi altinda kendi kendine aktive olur
ve pargalanir. Kaspaz-3'iin aktivitesi, hiicre apoptozunu zamaninda izlemenin dinamik
siirecini yansitabilmektedir®’. Ozellikle, apoptoz siirecinin degerlendirilmesi, ilaglarin
etkinligini veya timor tedavisinin etkinligini yansitabilir, ardindan kanser hastalarmin
sagkalim oranin1 belirleyebilir. Dahasi, kaspaz-3’ti belirleyen sistemler apoptozu
izlemek, klinik ilaglari terapotik etkisini degerlendirmek, entegre tam1 ve tedavinin
etkisini belirlemek ve diger biyolojik olarak aktif maddeler ile apoptoz arasindaki
iliskiyi ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilabilir*®. Kaspaz-3 hiicrenin dogal yasam dongiisii
ve hiicresel homeostazin korunmasinda gorev almanimn yanisira immiin islev, hiicresel

proliferasyon, hiicresel farklilasma gibi birgok isleve sahiptir°.

2.1.3.2. Insan hastahklarinda kaspaz-3’iin 6nemi

2.1.3.2.1. Kanser ve kaspaz-3

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigii ve hiicre boliinmesi ile
apoptoz arasindaki dengenin kayboldugu bir durumdur. Kaspaz-3 proteini boliiniir ve
kaspaz-8 ile kaspaz-10 kendi kendine parcalanir. Kaspaz-3'in ekspresyonunda
reglilasyon basamagmnin bozulmasi apoptotik akista kaspaz-3'in eksikligi ve
karsinogenez ile sonuglanabilir. K&tii huylu prostat vakalarinda kaspaz-3'iin mRNA ve
protein  dlizeyinde  ekspresyonunu  inceleyen  bir  calismada  kaspaz-3

immiinoreaktivitesinin olmadigin1 bulmustur.



Tiimér olusumunda apoptoz kaybinda rol oynayan hiicreler, hastaligin
ilerlemesinde Oneme sahip olabilir. Ayni zamanda bu dokularda kaspaz-3
ekspresyonunun patolojik derecelendirme, (Gleason skorlari), klinik evreleme ile ilgili
gelecekte tan1 ve tedavi icin yeni bir hedef olabilecegi dnerilmistir®.

Tek ve c¢ok degiskenli analizlerde, diisiik oranda parcalanmis kaspaz-3
ekspresyonuna sahip hastalar mide, yumurtalik, serviks ve kolorektal kanserlerde,
yiliksek oranda pargalanmis kaspaz-3 ekspresyonu olanlara kiyasla daha kisa sagkalim
stiresine sahip oldugu gozlenmistir. Bu nedenle kaspaz-3 bu dort kanser tiiriiniin

potansiyel bir prognoz faktorii olarak goriilmektedir®® #!

. Ayrica 6zofagus, mide ve
kolorektal kanserli 2000'den fazla hasta iizerinde yapilan bir meta-analiz ve sistematik
derleme, diisiik kaspaz-3 ekspresyonun bu 3 kanser tiiriinde de prognostik faktor

olabilecegini bildirmektedir*?.

2.1.3.2.2. Norodejeneratif hastahklar ve kaspaz-3

Alzheimer hastaligi, kisa siireli hafizadaki bozukluklar ve ardindan demans ile
karakterize en yaygin norodejeneratif hastaliktir. Noronal 6liimiin kesin molekiiler
mekanizmalar1 belirsiz olmasina ragmen, apoptozun bu hastalik ile iliskili noronal
Olimiin ana nedeni oldugu bilinmektedir. Amiloid beta (AB), apoptozun uyarilmasinda
ve hastaligin patogenezinde onemli bir role sahiptir. AP birikimi mitokondriyal strese,
sitokrom ¢ salinimina ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden olur. Alzheimer hastaliginda
beyinde kaspaz-3 seviyelerinin, ayn1 yastaki saglikli kontrollere gore onemli Slgiide
daha yiiksek oldugu gosterilmistir®.

Huntington hastaligi, Huntingtin (HTT) gen mutasyonunun neden oldugu
otozomal dominant nérodejeneratif bir hastaliktir ve klinik olarak istemsiz hareketler,
kisilik degisiklikleri ve kademeli demans ile karakterizedir. Sinaptik plastisitedeki
kusurlar ve bilissel bozukluklar, bu hastaligin baslangicindaki erken sonuclar olarak
kabul edilir. Huntington hastaliginda da noronal 6liimiin kesin patojenik mekanizmalar1
hala belirsizdir. Ancak bazi apoptotik uyaranlarin patogenezde rol oynadigi
gosterilmistir. Kaspaz-3, Huntington hastalarina yardimci olmak i¢in potansiyel bir tani
belirteci ve terap6tik hedef oldugu diisiiniilen uyarict faktordiir. Hem kaspaz-6 hem de

kaspaz-3, toksik iiriinler tiretmek i¢cin HTT geni iizerinde etki eder. Norodejeneratif



hastaliklarin ¢ogunun, kaspaz-3'iin anahtar aracilar1 degistirerek ndronal disfonksiyona

katkida bulundugu éne siiriilmiistiir**,

2.1.3.2.3. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve kaspaz-3

Kaspaz-3 hiicre apoptozu, hiicre olusumu ve gelisim sirasinda kas farklilagmasi
ve olgunlagsmasini modiile eden kardiyak miyositlerin apoptotik sinyallerinde anahtar
bir diizenleyicidir. Apoptoz aktivasyonu gerceklesmis olsa da hiicreler miyokardda uzun
siire kalmaktadir. Fakat kardiyomiyopatide, kardiyomiyositlerin ¢cogunda ¢ekirdekte
herhangi bir degisiklik olmaksizin yiiksek oranda kaspaz-3 aktive olur. Bununla birlikte,
kaspaz-3 aktivasyonu, miyofibriler proteinlerin (a-aktin, miyozin agir-hafif zincir,
tropomiyozin, kardiyak troponinler ((T, I, C) ve trimerik troponin kompleksi)
parcalanmasma yol agarak kontraktil disfonksiyona neden olur®’.

Kalp yetmezligi genellikle kardiyak miyositlerin progresif azalmasi ve kontraktil
disfonksiyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Apoptozun, kalp yetmezliginin
ilerlemesi sirasinda sorumlu oldugu hiicre 6lim tiirii oldugu distiniilmektedir. Kalp
yetmezligi sirasinda apoptozu sonlandirmak i¢in, karbobenzoksi-valil-alanilaspartil-[O-
metil]-florometilketon (Z VAD-FMK) ve N-Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO (DEVD-CHO)

gibi kaspaz-3 inhibitdrlerinin kullanilmas1 umut verici ajan olarak bildirilmistir*®.

2.1.3.2.4. inflamasyon ve Kaspaz-3

Kaspaz-3, IL-6 gibi sitokinlerin par¢calanmasi1 ve TNF {iretiminin artmas1 yoluyla
inflamasyonda yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Calismalar, kaspaz-3'iin 24 kDa alt
biriminin bobrek islevi, tiibiilointerstisyel hasar ve bobrek fibrozu lizerindeki etkilerle
birlikte diger kaspazlara kiyasla iskemi/reperfiizyon hasta gruplarinda dnemli 6lgiide
yiikseldigini gostermistir. Bu, kaspaz-3'iin uzun siireli iskemi/reperfiizyon, bobrek
hasarinda kilit bir faktor olan ve ¢esitli immiinosupresanlarin efektorii olan

inflamasyonun ilerlemesinde rol aldigmi gostermektedir®’.

2.2. Biyosensorler
Biyosensorlerin gegmisi, M. Cremer'in bir stvidaki asit derigiminin cam bir zarin
zit taraflarinda bulunan sivi kisimlar1 arasinda ortaya ¢ikan elektrik potansiyeli ile

orantili oldugunu gosterdigi 1906 yilina kadar uzanmaktadir*®. 1909 ve 1922 yillari
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arasinda, Griffin ve Nelson ilk olarak invertaz enziminin aliiminyum hidroksit ve kdmiir
iizerinde immobilizasyonunu gosterdi*®. Ik gercek biyosensor ise, oksijen tespiti igin
1956'da Leland C. Clark tarafindan gelistirildi. 1962'de Leland Clark tarafindan
glukozun saptanmasi i¢in bir amperometrik enzim elektrotunun gosterilmesini, 1969'da
Guilbault ve Montalvo tarafindan iire saptamak i¢in ilk potansiyometrik biyosensoriin
kesfi izledi®®. Sonunda 1975'te ilk ticari biyosensor, “Yellow Spring Instruments” (YSI)
tarafindan gelistirildi. i-STAT sensOriiniin gelistirilmesinden bu yana, biyosensor
alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir®!. Bu alan artik temel bilimler ile
mikro/nano-teknoloji, elektronik ve uygulamali tibbin temelleri arasinda koprii kuran
multidisipliner bir arastrma alamdir’>. “Web of Science” veritabaninda yapilan
taramada 2005'ten 2023’e kadar "biyosensorler" konusunda 100.000'den fazla yaym
gozlendi.

Biyosensorler, tepkimedeki bir analitin derisimiyle orantili olarak iiretilen
biyolojik ya da kimyasal sinyalleri 6lgen bir cithazdir. Bu cihazlar hastalik izleminde,
ilag kesfinde ve viicut sivilarinda (kan, idrar, tiikiiriik, ter) hastalifa neden olan
mikroorganizmalarin  veya diger belirteclerin belirlenmesi gibi uygulamalarda
kullanilmaktadir®® 34, Tipik bir biyosensor; analit, biyoreseptor, doniistiiriicii, elektronik

ve goriintiileme bilesenlerden olugmaktadir (Sekil 2.5).

Biyoreseptor Déniistiiriicii Elektronik Goriintiileme
Analit ’ Hiicre
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Sekil 2.5. Biyosensorlerin sematik gosterimi.
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e Analit: Tespit edilmek istenen maddedir. Ornegin glukoz miktarini dlgmek i¢in
tasarlanmis bir biyosensdrde analit glukozdur™.

e Biyoreseptor: Analite 6zgiin olan molekiillerdir. Enzimler, hiicreler, aptamerler,
DNA ve antikorlar, biyoreseptorlere bazi 6rneklerdir. Biyoreseptoriin analit ile
etkilesimi sonucu sinyal olusturma stireci (1s1k, 1s1, pH, yiik veya kiitle degisimi
vb.) biyolojik tanima olarak adlandirilmaktadir®.

e Doniistiiriicii: Enerji bicimlerinin birbirine doniisiimiinii saglayan bilesendir.
Bir biyosensorde doniistiiriiciiniin rolii, biyolojik tanimay1 6l¢iilebilir bir sinyale
doniistiirmektir. Bu enerji doniisiim siireci sinyalizasyon olarak bilinmektedir.
Cogu donustiiriicii, genellikle analit-biyoreseptor etkilesimlerinin miktariyla
orantili olan optik veya elektriksel sinyaller iiretmektedir’’.

e Elektronik: Doniistiiriilen sinyali isleyen ve goriintiileme icin gerekli olan
biyosensoriin bir parcasidir. Amplifikasyon ve sinyallerin analogdan sayisal
bicime doniistiiriilmesi gibi “sinyal kosullandirmay: (bir sinyali, seklini veya
modunu isleyerek bir cihaz ile uyumlu hale getirme durumunu) ” gergeklestiren
karmagik elektronik devrelerden olusmaktadir. Islenen sinyaller daha sonra
biyosensdriin goriintiileme birimi tarafindan nicel hale getirilmektedir>’.

e Goriintilleme: Bir bilgisayar ekran1 ya da kullanic1 tarafindan anlagilabilir
sayilar ya da egriler olusturan ve dogrudan kullanict yorumlama sisteminden
olusan bilesendir. Bu boliim genellikle, biyosensoriin sonuglarmi kullanic1 dostu
sekilde tireten bir donanim ve yazilim bilesiminden olugmaktadir. Ekrandaki
¢ikis sinyali, son kullanicinin gereksinimlerine bagh olarak sayisal, grafik, tablo

ya da goriintii olabilir®®,

2.2.1. Biyosensorlerin siniflandirilmasi
Biyosensorlerin smiflandirilmas: ¢esitli ve ¢ok disiplinli bir alan olup cesitli
kriterler s6z konusu olup genellikle biyoreseptorlere ve donistiiriicli tiplerine gore

smiflandirilmaktadir.
2.2.1.1. Déniistiiriiciiye gore siniflandirma

Calisma prensiplerine gore dontistiiriiciiler genel olarak optik, termal, elektronik

gravimetrik ve elektrokimyasal olarak smiflandirilir.
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2.2.1.1.1. Optik biyosensorler

Optik doniistiiriicii sistemle biitiinlesmis bir biyolojik tanima elemanidan
olusan analitik cihazlardir. Optik biyosensorlerde transdiiksiyon iglemi, tanima
elemanlar1 (enzim, antikor, aptamer vb) tarafindan olusturulan fiziksel veya kimyasal
degisikliklere yanit olarak sogurma, yansima, kirilma, genlik, frekans veya 1sik
polarizasyonunda degisiklige neden olur. En yaygin kullanilan optik biyosensorlere
flioresan temelli, kemiliiminesan temelli ve optik fiber temelli sensorler Ornek

verilebilir®.

2.2.1.1.2. Termal biyosensorler
Biyolojik tepkimelerin (ekzotermik/endotermik) temel 06zelliklerinden yani
tepkime sirasinda emilen veya salinan 1s1 enerjisinin Olglimiinden yararlanilir. Bu

sistemlerde biyoreseptor olarak enzimler tercih edilir®.

2.2.1.1.3. Elektronik biyosensorler

Bu biyosensorlerin calisma prensibi, alan etkili transistorlere (Field-effect
transistors, FETs) dayanir. FET, bir elektrik alan kullanarak i¢inden gecen akimi
diizenleyen ii¢ uclu (kaynak, kap1 ve bosaltim uglar1) bir cihazdir. Impedanslarmin kap1
uclar1 araciligiyla degistigi yar iletken {lizerindeki kaynak ve bosaltim uglar1 arasinda
calisirlar. Son zamanlarda FET tabanli dontistiiriiciiler, analit ve FET yiizeyi arasindaki
etkilesimleri dogrudan doniistiirme kapasiteleri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir. Bir
biyomolekiil biyoreseptdr ylizeyine baglanirsa, ylizey potansiyelini degistirir. Kanal
genisligindeki esdeger degisim, kaynak ve bosaltma (drenaj) uglari (terminalleri)
arasindaki akimi degistirir. Bu yar1 iletken tabanli doniistiiriiciileri kullanan

biyosensorlerdeki yiiksek impedans, analit ve biyoreseptdr tepkimelerinden

kaynaklanan kimyasal degisiklikleri tespit etmede kullanilir®.
2.2.1.1.4. Gravimetrik biyosensorler

Yiizeydeki protein veya antikor gibi sabitlenmis materyalin kiitlesindeki kiiglik

degisikliklere yanit vererek dlgiilebilir sinyal iireten kiitle temelli biyosensorlerdir®.
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2.2.1.1.5. Elektrokimyasal biyosensorler

Analit ve doOniistiiriiciniin elektrokimyasal 0Ozelliklerine dayanan c¢aligma
prensibi ile yaygm olarak arastirilan ve kullanilan biyosensorlerdir. Elektrokimyasal
biyosensorler yiiksek hassasiyet, secicilik ve algilama yetenegi sergilemektedir®. Bu
biyosensorde, biyoreseptor ve analit arasindaki donistiiriici ylizeyinde voltaj, akim,
impedans ve kapasitans agisindan saptanabilir elektrokimyasal sinyaller iireten bir
tepkime meydana gelmektedir. Iletim ilkesine dayali olarak elektrokimyasal
biyosensorler; potansiyometrik, impedimetrik, kondiiktometrik, voltametrik ve

amperometrik olarak smiflandiriimaktadir®.

2.2.1.1.5.1. Potansiyometrik biyosensorler

Sifir akim altinda referans elektrota gore calisma elektrotunda analit ve
biyoreseptor etkilesimi nedeniyle biriken yiikii yani bu elektrotlar arasindaki potansiyel
farki 6lgmektedir. Bir biyokimyasal tepkimeyi potansiyel bir sinyale doniistiirmek icin

iyon segici elektrotlar ve iyona duyarh alan etkili transistorler kullanilmaktadir®!.

2.2.1.1.5.2. impedimetrik biyosensérler

Kiiciik bir siniizoidal uyarma sinyali uygulandiginda elektrot/elektrolit
arayliziinde iiretilen elektrik impedansini 6lgmektedir. Sensor elektrotunda diisiik
genlikli AC voltajimin uygulanmasini igerir ve ardindan faz i¢i/dis1 akim yanit1 bir

impedans analizorii kullanilarak frekansin bir islevi olarak dl¢iilmektedir®?.

2.2.1.1.5.3. Kondiiktometrik biyosensorler

Bir elektrokimyasal tepkime nedeniyle elektron ¢ifti arasindaki iletkenlik
degisimini nicel hale getirmektedir. Kondiiktometrik ve impedimetrik biyosensorler
genellikle canli  biyolojik sistemlerdeki metabolik — siiregleri  izlemek igin

kullanilmaktadir®.

2.2.1.1.5.4. Voltametrik biyosensorler
Uygulanan potansiyelin kontrollii degisimi sirasinda akimi dlgerek analiti tespit
etmektedir. Bu sensorlerin iistiinliigii, son derece hassas Olciimleri ve birden fazla

analitin aym anda saptanmasini igermektedir®.
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2.2.1.1.5.5. Amperometrik biyosensorler

Iki ya da ii¢c elektrotlu konfigiirasyonlarda calisir. Bu sensorler, referans
elektroda karsi ¢aligma elektroduna sabit bir potansiyel uygulandiginda elektrokimyasal
oksidasyon veya elektroaktif tiirlerin azalmasi nedeniyle iiretilen akimi 6lgmektedir.
Calisma elektrodunun yiizeyinde iiretilen akim, ¢6zeltide bulunan analitin derisimi ile
orantilidir. Potansiyometrik biyosensorlerle karsilastirildiginda bu yontem hassas, hizli,
kesin ve dogrusal tepkiye izin verir bu da onu seri liretim i¢in daha uygun hale getirir.
Ancak zayif secicilik ve diger elektroaktif maddelerden kaynaklanan parazitler bu

sensorlerin kisithiligidir®.

2.2.1.1.5.5.1. Antikor temelli amperometrik biyosensorler

Geleneksel in vitro tanillama zaman alicidir ve merkezi laboratuvarlar deneyimli
personel ve biiylik ekipman gerektirir. Biyosensor teknolojilerindeki son gelismeler,
zaman, dogruluk ve maliyet agisindan geleneksel standartlar1 kargilayan/asan hasta basi
testleri uygulama potansiyeline sahiptir. Dogadaki en zarif tasarlanmis ve islenmis
molekiiller arasinda yer alan antikorlar, miikemmel hedef 6zgiilliikleri ve afiniteleri
nedeniyle bir dizi sensdr cihazinda hayati bir rol oynamaktadir®.

Antikorlar ya da immiinglobulinler, bagisiklik sisteminin savunma
mekanizmalarinda yer alan yiiksek oranda ¢Oziiniir serum glikoproteinleridir. Agir
zincir sabit bolge dizilerine bagl olarak bes sinifa ayrilabilirler: IgM, IgD, IgG, IgE ve
IgA. Bir antikorun temel yapisi Sekil 2.6’da Ozetlenmistir ve iki ayr1 yapitasma
béliinebilir; antijen baglayici parga (Fab) ve sabit parca (Fc)®’. Antikorlar iki agir ve iki
hafif zincirden olusur. Antikorlarda kappa (k) ve lambda (A) olarak adlandirilan iki tip
hafif zincir bulunur. Hafif zincirin her birinin amino ucunda antijen baglanma bdlgesine
katkida bulunan bir degisken (V) alan ve izotipi belirleyen sabit (C) alan vardwr. Her
degisken ya da sabit alan yaklasik 110-130 amino asitten olusur. Agir zincirin izotipi,
antikorun islevsel 6zelliklerini belirler. Y seklindeki antikorun gévdesi veya Fc pargast,
agir zincirlerin karboksi terminal alanlarindan olusur. Bu par¢ca ve mentese bolgeleri
farkli izotiplerdeki antikorlarda farklilik gosterir dolayisiyla antikorlarin islevsel
ozelliklerini de belirler®®.

IgG, tim immiinoglobulin izotipleri arasmda en uzun serum yar1 Omriine

sahiptir. IgG ayrica agir zincir sabit bolgesindeki yapisal, antijenik ve islevsel
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farkliliklara dayali olarak dort alt sinifa ayrilir. IgG alt siniflar1 farkl iglevsel aktiviteler
sergiler. Ornegin, IgG1 ve IgG3 antikorlar1 genellikle protein antijenlerine yanit olarak

uyarilirken, IgG2 ve 1gG4, polisakkarit antijenleri ile iligkilidir®.

Mentese bolgesi
(Disiilfit baglary)

Fab parcasi
Hafif zincir
(kyadald)

Fc pargasi
Agr zincir

e V= Degisken Bélgeler
COOH COOH C= Sabit Bolgeler

Sekil 2.6. Antikorun genel yapisi.

Elektrokimyasal immiinosensorlerde antijen-antikor kompleksinin olusumu ile
elektrik sinyaline doniistiiriilen bu sinyaller, bir elektrik akimi (amperometrik
immiinosensorler), bir voltaj farki (potansiyometrik immiinosensorler) ve bir direnc
degisikligi (iletkenlik immiinosensérler) olmak iizere 3 farkl sekilde olusabilir’.

Amperometrik immiinosensorlerin en yaygm tiirii, bir redoks enzimi (enzimatik
etiket) tarafindan iretilen redoks tiirlerinin Olgiilebilir bir akima doniistiiriildiigii,
elektrokimyasal algilamali ELISA testleri gibi diisiiniilebilir. Testin amaci, antijen-
antikor komplekslerinin olusumu yoluyla serumda antikor varligini tespit etmektir’".

Olagan bir strateji; antijeni ornegin amino veya karboksilik asit tiyolleri gibi
yeterli molekiiler baglayicilar yoluyla altin gibi iletken bir elektrotun yiizeyi iizerinde
immobilize etmektir. Tiyoller, altin yiizeyine gii¢lii bir sekilde baglanir, kendiliginden
olusan bir tek tabaka olusturur ve proteinlerin kovalent olarak baglanabilecegi kii¢iik bir
hidrokarbon zincirin sonunda amino ya da karboksilik gruplar saglar. Pozitif bir serumla

inkiibasyon siiresi (tipik olarak 30 ila 60 dakika) sirasinda antijen-antikor kompleksleri
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olusur. Durulamadan sonra, yaban turpu peroksidazi (HRP) gibi bir redoks enzimi ile
etiketlenmis anti-Ig antikorlar1 igeren bir ¢ozelti ile ikinci bir inkiibasyon
gerceklestirilir. Antijen-antikor etiketli antikor kompleksinin olusumu, enzim substrati
ve uygun bir redoks aracisinin (kofaktor) eklenmesinden sonra saptanir. HRP varliginda
substrat hidrojen peroksittir ve redoks aracis1t uygun bir elektron donérii (hidrokinon
gibi indirgenmis bir tiir) olmalidir. HRP enzimatik aktivitesi, indirgenmis herhangi bir
redoks aracisini (hidrokinon vb), elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak daha da
indirgenen oksitlenmis forma (benzokinon vb) déniistiiriir (Sekil 2.7). Boylece, kararl
durum akimi olusturulur. Negatif serumlar icin, ilk etapta antijen-antikor-enzim etiketli
antikor kompleksleri olusmaz boylece Olglilen akim degerleri 6nemli Glgiide daha

diisiiktiir. Bu nedenle yiiksek akim degerleri olumlu bir sonucun gostergesidir’> 7>,

e H20

/. H2Q
~ ~
g ~ "
@=Elektron N 3

H2Q=Hidrokinon ~ Au elektrot
B2Q=Benzokinon ~ Substrat

Sekil 2.7. Tek kullanimlik Au elektrot iizerindeki HRP ve benzokinon etkilesimi.

2.2.1.2. Biyoreseptorlere gore siniflandirma
Biyoreseptorlere gore biyosensorler; enzimatik, antikor temelli, aptamer temelli,

hiicre biyosensérleri ve nanobiyosensorler olarak 5’e ayrilmaktadir®® (Sekil 2.8).

| Biyoreseptdrlere gore siniflandirma |

|

—

N ok
= -
> 3P
_f,:{..
i i i i  Aptamer temelli Hiicre
E_nzlm ter_rfelll An_tlkor lerr!e!ll p. 2 i ... . Nanobiyosensorler
biyosensorler biyosensorler biyosensdrler biyosensarleri

Sekil 2.8. Biyosensorlerin biyoreseptorlere gore siniflandirilmasi.
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2.2.1.2.1. Enzim temelli biyosensorler

Enzimler, biyolojik tepkime hizim1 arttrmada etkili olan yaygin
biyokatalizorlerdir. Enzim temelli biyosensoriin ¢aligma ilkesi hedef analitin
belirlenmesi igin katalitik tepkimeye ve baglanma yeteneklerine baghidir’®. Analit
tanima siirecinde genel mekanizmalar su sekildedir: (i) Analit ve enzim arasmdaki
etkilesim sonucu analitin enzim tarafindan katalitik doniistimiiniin 6l¢iilmesi, (ii) analit
tarafindan inhibe edilen ya da aktive edilen enzimin olusturdugu analit
derisimi/enzimatik {iriin olusumunun artmasi/azalmasi, (iii) enzim Ozelliklerinin
degisiminin izlenmesidir. Enzim temelli biyosensorlerin var olan geg¢misi sayesinde,

7576 Bununla birlikte,

enzim Ozgiinliigli temelinde ¢esitli biyosensorler {iretilebilir
enzim yapisi son derece hassastir; bu da duyarliligini, kararliligini ve uyarlanabilirligini

pahal1 ve karmasik hale getirmektedir’’.

2.2.1.2.2. Antikor temelli biyosensorler

Antikorlar, genis uygulama alanlar1 ve gii¢lii antijen-antikor etkilesimleri
nedeniyle yirmi yildan beri kullanilan afinite biyotanima elemanlaridir. Antikorlar,
disiilfit baglariyla birbirine baglanan iki agir ve iki hafif polipeptit zincirden olusan “Y”
seklinde immiinoglobulin (Ig) yapisma sahiptir’®. Agir zincirlerdeki farkliliklara dayali
olarak bes antikor sinifi tanimlanmistir: IgG, IgM, IgA, IgD ve IgE. Ligand olarak
gomiilii bir antikora sahip olan ya da antikor-antijen etkilesimi {lizerinde iglev gdren
biyosensdrlere immiinosensérler denir. Immiinosensérler (i) etiketsiz ya da (ii) etiketli
olarak siniflandirilmaktadir. Etiketsiz immiinosensorler, kompleks olusumunun neden
oldugu fiziksel degisiklikler ile antijen-antikor kompleksini 6zel olarak belirlemek i¢in
olusturulur. Etiketli immiinosensorde ise hassas olarak saptanabilir bir etiket eklenir.
Antijen-antikor kompleksi, etiketlenerek Ol¢climii yoluyla hassas bir sekilde

degerlendirilmektedir”.

2.2.1.2.3. Aptamer temelli biyosensorler

Aptamerler, hedef molekiillere segici olarak baglanan, iki boyutlu (2B) ve ii¢
boyutlu (3B) yapilara katlanabilen yapay tek sarmalli niikleik asitlerdir. 2B ya da 3B
yapilarda, daha yiiksek yiizey yogunlugu ve daha az uzaysal engelleme nedeniyle

hedefler yiiksek baglanma yetenegine sahiptir®®. Aptamerlerin niikleik asit karakteri
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nedeniyle, genis bir sicaklik ve saklama kosulu araliginda yapisal ve islevsel olarak
kararlhidir. Biyolojik sistemlerin iiretilmesini gerektiren antikorlarm aksine aptamerler
kimyasal olarak sentezlenebilir, pH 5-8 araliginda kararhidir ve belirli sicakliklarda
yeniden katlanma yetenegine sahiptir. Aptamerlerin bir bagka yarari, hedef molekiil i¢in

saptama olciitlerine gore kimyasal olarak modifiye edilebilmeleridir®!.

2.2.1.2.4. Hiicre temelli biyosensorler

Tiim hiicre temelli biyosensorler potansiyel biyotanima elemanlarina sahip
olduklar1 i¢in bakteri, mantar, mayalar, kiifler, algler, protozoa ya da virlisler kullanir.
Kendilerini kopyalayip ekstraksiyon ve saflastirmaya gereksinim duymadan, antikorlar
gibi tanima ogeleri {iiretebilirler. Hayvan ya da bitki hiicreleriyle karsilastirildiginda
hiicre temelli biyosensérlerin kullanimi1 daha kolaydir®2. Hiicreler ¢ok ¢esitli analitler ile
etkilesime girip doniistiiriciiniin kaydedebilecegi elektrokimyasal yanit1 gosterir ve
iletir. Iyi duyarhliklar,, yiiksek segicilikleri ve algilama yetenekleri nedeniyle bu
biyosensorler, c¢evresel izleme, gida analizi, farmakoloji, agir metaller, pestisitler,

organik kirleticilerin tespiti ve ilag taramasinda basariyla kullanilmaktadir®3.

2.2.1.2.5. Nanobiyosensorler

Nanomateryaller son zamanlarda yeni bir biyoreseptor kategorisi olarak kabul
edilmektedir. Nanoteknoloji ve nanobilimin ilerlemesiyle, farkli nanomateryaller
biyoreseptor olarak kullanilmaktadir. Nanopartikiiller, biyoalgilama teknolojisinde daha
genis bir uygulama yelpazesi sunmakta ve doniistiiriiciiler kadar biyoreseptor olarak da

islev gdrmektedir®.

2.2.2. Dongiisel voltametri (CV)

Elektrokimyasal sensorlerde kullanilan teknikler; analitin 6zelliklerine, g¢evresel
etmenlere, Ol¢lim hiicresi tasarimina ve Olglim sistemi kullanilabilirligine gore
secilmektedir. Bu tekniklerde genel olarak dongiisel voltametri, diferansiyel puls,
dogrusal tarama, sabit akim voltametrisi, kare dalga voltametrisi gibi farkli bir¢cok
secenek bulunmakla birlikte indirgenme-yiikseltgenme tepkimelerindeki pikleri
degerlendirebilmek igcin dongiisel voltametri teknigi ile ¢alistik. Dongiisel voltametri

(CV), bir potansiyelin degistirilmesi ve ardindan ortaya ¢ikan akimin dlciilmesi yoluyla
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bir analit hakkinda bilgilerin elde edildigi bir elektro-analitik yontemdir®. Analitlerin
redoks potansiyeli ve elektrokimyasal tepkime hizlar1 (6rnegin kimyasal hiz sabiti)
hakkinda bilgi edinmek i¢in de yararhdir. Sekil 2.9’daki grafikler voltamogram ya da
dongiisel voltamogram olarak adlandirilir. Yatay eksen sisteme uygulanan potansiyeli,
dikey eksen ise ortaya ¢ikan akimi gostermektedir. Sekildeki oklar baslangi¢ ve tarama

yoniinii géstermektedir®®.

Akim

——

—r 1 1 —r T T T 7
-0.25 -0.50 -0.75 -1.00 -1.25 -1.50

Potansiyel

Sekil 2.9. Farkl1 déngiisel voltamogram ornekleri®.

Dongiisel voltametride, iki tepe potansiyeli Eepe 1 ve Erepe 2 arasinda bir dongiisel
potansiyel taramasi gerceklestirilir. Tarama, bu tepe potansiyellerinden birinde veya
aralarinda herhangi bir yerde baslayabilir. Grafik dogrusal degildir ancak kiigiik
potansiyel adimlar (E step ya da E adim) yapilir. Akim, her adimin %25'lik aralik stiresi
(Aralik siiresi=E adim/tarama hiz1) boyunca 6l¢iiliir. Dolayisiyla, akima kars1 potansiyel
egrinin tarama basma nokta sayisi: [2 X (Eson — Eba;langw) - Eadlm) + 1]dir.
Tarama hizi, iki adim arasindaki siireyi ve dolayisiyla 6rnekleme siiresini belirleyen V/s
cinsinden belirtilir?”. Tarama hiz1 kritik bir etmendir ¢iinkii bir taramanin siiresi buna
bagli olarak anlaml bir kimyasal tepkimenin gergeklesmesine izin vermek i¢in yeterli
zaman saglamalidir. Bu nedenle, tarama hizinin degistirilmesi farkli sonuglar verebilir.

Gerilim referans elektrot ile caligma elektrotu arasinda Olgiiliir iken akim,
calisma elektrotu ile kars1 elektrot arasinda Slgiiliir. Elde edilen dl¢timler, voltamogram

olarak da bilinen akima kars1 voltaj olarak c¢izilir. Analitin elektrokimyasal indirgeme
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potansiyeline dogru voltaj arttikca akim da artacaktir. Bu indirgeme potansiyelini asan
voltajla, oksidasyon potansiyeli asildigindan elektrot yiizeyine yakin analit derisimi
azaldik¢a bir tepe olusturarak akim azalir®®. Tarama voltaj tersine ¢evrildiginde iiriinii
ilk tepkimeden sonra yeniden oksitlemeye baslayacaktir. Bu, ileri taramaya kiyasla ters
polaritede akimda bir artis iiretir ancak voltaj taramasi ikinci bir tepe olusturarak tekrar
azalir. Ters tarama ayrica belirli bir tarama hizinda bir tepkimenin tersine ¢evrilebilirligi

hakkinda bilgi saglar®.

Akim (A)

1
Fc—Fc*+e FEI
L B B I 1
0.3 02 01 0.0 -0.1 -0.2 -0.3
Potansiyel (V vs Fc*/Fc)

Sekil 2.10. Genel bir dongiisel voltametri (Fc*: Ferrosenyum, Fc: Ferrosen, i,: katodik akim piki, ip..:

anodik akim piki)®.

Elgrishi ve arkadaslarinin hazirladigi dongiisel voltammogram kilavuzunda
potansiyel A noktasindan D noktasina negatif olarak (katodik) taranirken, ferrosenyum
(Fc*), ferrosene (Fc) indirgendigi icin elektrodun yaninda siirekli olarak tiikenir.
Katodik akimin pik olarak (ipc) gbzlemlendigi C noktasinda akim, ¢dzeltiden difiizyon
yoluyla ilave Fc* verilmesiyle belirlenir. Difiizyon tabakasi olarak adlandirilan
indirgenmis Fc'yi iceren elektrot ylizeyindeki ¢ozelti hacmi, tarama boyunca artmaya
devam eder. Bu, Fc*nin elektroda ulagsmasini yavaglatir. Boylece, daha negatif
potansiyellere tarama yapildiginda, ¢ozeltiden elektrot yiizeyine Fc™ diflizyon hizi
yavaglar ve tarama devam ettik¢e akimda bir azalmaya neden olur (C — D). Baglanma

potansiyeline (D) ulasildiginda, tarama yonii tersine ¢evrilir ve potansiyel, pozitif
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(anodik) yonde taranir. Elektrot yiizeyindeki Fc* derisimi tiikkenirken, Fc derigimi artar.
Elektrot yiizeyinde bulunan Fc, uygulanan potansiyel daha pozitif hale geldik¢e Fc*'ya
oksitlenir. B ve E noktalarinda, elektrot yiizeyindeki Fc* ve Fc derisimleri esittir. Bu,
gbzlemlenen iki tepe noktasi (C ve F) arasindaki orta potansiyele karsilik gelir ve
yukarida belirtildigi gibi tersinir bir elektron aktarimi i¢in Eo’1 tahmin etmenin basit bir
yolunu saglar®. Boylece iki pik analitin elektrottan difiizyonu nedeniyle ayrilir (Sekil
2.10).

Dongiisel voltamogramlarin alinmasi i¢in gerekli deneysel diizenek Sekil
2.11°de gosterilmektedir. Calisma, referans ve karsit olmak {iizere 3 elektrodun

kullanildig1 reaksiyon hiicreleri, cogu elektrokimyasal deney i¢in tipiktir.

A\
‘-H—
——

Elekirot Baglanulan
L .
Gazsizlastirma va da ayrag ckleme

un kullanilan delikler
‘Teflon kapak
/— Cam gdzelti haznesi

Elektrolit ¢ozeltisi

Caligma elektrodu

Referans elektrodu
Karsut elektrot

//_ i / (A

Sekil 2.11. CV deneyleri igin bir reaksiyon hiicresinin sematik gosterimi®'.

2.2.3. Biyosensorlerde immobilizasyon teknikleri

Bir biyosensoriin biyolojik tanima kismini tasarlamak i¢in doniistiiriiciiniin
yiizeyinde biyolojik elementlerin hareketsiz hale getirilmesi gereklidir. Sensor
hazirlamanin kilit yonlerinden biri, uygun immobilizasyon tekniginin seg¢ilmesidir.
Bunun nedeni, immobilizasyondan sonra biyotanima elemaninin/molekiiliiniin etkisiz
hale gelmesi ya da siiziilerek uzaklagsmasi ihtimalinin olmasidir. Biyomolekiiller,
biyosensor kullanimi swrasinda yapilarini, islevlerini ve biyolojik aktivitelerini
koruyabilmelidir®*>. Biyosensorlerde énemli iki immobilizasyon yontemi yaygm olarak
bilinmektedir: Fiziksel ve kimyasal (Sekil 2.12). Uygun teknigin se¢imi, secilen
biyolojik tanima elemanma, doniistiiriiciye, fiziksel-kimyasal ortama ve analitin

ozelliklerine baglhidir®.
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immobilizasyon teknikleri

Adsorpsiyon Tutuklama Enkapsiilasyon

Kovalent baglama Gapraz baglama

L Fiziksel J L Kimyasal )

Sekil 2.12. Fiziksel ve kimyasal immobilizasyon teknikleri.

2.2.3.1. Adsorpsiyon

Van der Waals kuvveti, elektrostatik kuvvet, iyonik bag ya da hidrojen bagi gibi
zayif c¢ekici kuvvetler tarafindan inert kat1 malzemenin dis yiizeyinde biyolojik tanima
elemaninin  hareketsiz hale getirildigi bir yOntemdir. Bu yOntem enzimatik
biyosensorlerde goriilmektedir. Bu yOnteminin {stiinliigli, biyoreseptor aktivitesine
zarar vermeyen basit ve ekonomik siireci icerir. Bunun yani sira biyolojik elementlerde
herhangi bir degisiklik ve bir matris olusturulmasini gerektirmez. Bu ydntemin
kisitlamasi ise immobilizasyonun pH, sicaklik ve iyonik giigteki degisikliklere duyarl
olmasi, zayif etkilesimlerle baglanmasi ve depolama kararhiligina sahip olmasi yer

almaktadir”3.

2.2.3.2.Tutuklama

Bu siirecte biyolojik tanima elemanlari, kovalent ya da kovalent olmayan baglar
yoluyla 3D matrisler i¢cinde fiziksel olarak tutulmaktadwr. Tutuklama isleminde enzim
bir monomer c¢ozeltisinde karigtirilir, ardindan monomer ¢dzeltisinin bir kimyasal
tepkimeyle ya da degisen deneysel kosullarla polimerizasyonu saglanir. Biyolojik
tanima Ogeleri, organik ya da inorganik malzemelerin 3 boyutlu aginin i¢ine eklenir.
Kullanilan organik malzemeler polidimetilsiloksan (PDMS), fotopolimer, jelatin,
aljinat, seliiloz, asetat fitalat, polipropilen ve poliakrilamit iken inorganik malzemeler

aktif karbon ve gozenekli seramik malzemelerdir®.
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2.2.3.3. Enkapsiilasyon

Biyolojik tanima elemanlarmin kiiresel yar1 gecirgen bir zar igine alindig1 basit
ve ucuz bir islemdir. Zar polimerik, lipoidal, lipoprotein bazli olabilir. Kapsiilasyonda
iki yontem tercih edilir: (i) Suyla karigmayan siv1 fazlarda enzim mikro damlaciklarmin
faz ayrimi ve (ii) iki karigsmaz maddenin ara yiizeyinde bir monomerin polimerizasyonu.

Bu islemler polimerik zar i¢inde enzimlerin tutulmasina neden olmaktadir®.

2.2.3.4. Kovalent baglama

Dogrudan kovalent baglanma, biyotanima elemanmin ya elektrot/doniistiiriicii
ylizeyine ya da zarmn inert matrisine sikica baglandigi en yaygin kullanilan enzim
immobilizasyon teknigidir. Membran matrisi boyunca immobilizasyon islemi iki adimi1
icermektedir: Islevsel polimerin sentezi ve kovalent immobilizasyon. Baglanma
mekanizmasi, biyolojik tamima elemam1 ve islevsel protein gruplart ve
dontistiiriicii/membran matris ylizeyinin tepken gruplar1 arasindaki etkilesime baghdir.
Dogrudan kovalent baglanmanin iistlinliigii, ¢cevresel degisikliklere kars1 giiclii direng,
biyolojik tanima elemaninin sizintisinin az olmasi ve biyolojik tanima elemani ile matris
arasinda giicli bag olusumunu icermektedir. Bu yontemin kisithligi ise gelistirilen

matrisin bir kez kullanildiktan sonra yeniden iiretilememesidir®.

2.2.3.5. Capraz baglama

Capraz baglama tepkimesi; biyotanima elemanlar1 arasinda ya da biyotanima
elemanlar1 ile islevsel olarak inert proteinler (6rnegin sigir serum albumini) arasinda
molekiiller aras1 kovalent capraz baglantilarm olusumuyla gerceklesir. Bu islem, 3
boyutlu ¢apraz bagl yapilardaki enzim molekiillerini doniistiiriicii yiizeyine baglamak
icin baglayict gorevi goren ¢ok islevli tepkenlerin yardimiyla gergeklestirilmektedir.
Capraz baglanma i¢in gereken optimal kosullar pH, sicaklik ve iyonik giictiir. Daha kisa
tepki siiresine, daha giiclii baglanmaya ve enzimlerin daha yiiksek katalitik aktivitesine
izin vermektedir. Ustiinliigii; enzimlerin daha az sizmasi, daha giiclii kimyasal
baglanma ve uygun kararlilik saglayan ajanlar kullanilarak biyolojik tanima elemani
icin ortamin ayarlanabilmesidir. Kisitlilig1 ise matris-protein yerine protein molekiilleri
arasinda kovalent ¢apraz baglarin olusmasi ve bu kismi protein yapisinin bozunmasi,

capraz baglama immobilizasyonunun uygulanmasini smirlanmasidir*®*7.
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Capraz baglayict ajanlar, farkli kimyasal gruplar1 veya bilesenleri baglama
yetenegine sahip molekiillerdir. Bu tiir molekiiller, biyolojik veya kimyasal sistemlerde
genellikle bircok farkli hedef molekiilii taniyabilme yetenegine sahiptirler.
Biyosensorlerde disiilfitler, maleimidler, azidler, imin gruplar, hidrazin ve dioksiran gibi
ajanlarmm yami sira glutaraldehit ve EDC/NHS (NV-etil-N'-3-(dimetilaminopropil)

karbodiimit/ N-hidroksisiiksinimit) ajanlar1 da siklikla kullanilmaktadir®®.

2.2.3.5.1. Glutaraldehit (GA, pentan-1,5-dial)
CH>(CH2CHO), formiiliine sahip bes karbonlu aldehit yapiya sahip,
bifonksiyonel ajandir (Sekil 2.13). Genellikle sivi formda bulunur ve oda sicakliginda

da sividir.

O O

HJ\/\/U\H

Sekil 2.13. Glutaraldehitin yapis1®.

Glutaraldehitin aracilik etti§i polimer capraz baglanma mekanizmasi, aldehit
islevsel gruplari ile lizin veya hidroksilizinin protonlanmamis g-amino gruplar1 (-NHz)
ile niikleofilik tepkime yoluyla ag¢iklanabilir. Daha belirgin olarak, tepkimenin ilk adima,
karbinolamin adi verilen tetrahedral kararsiz bir ara iirlin olusturmak i¢in karbonil
gruplarma e-NH» gruplarmin niikleofilik eklenmesini igerir. Ikinci adimda, —OH
grubunun protonlanmasi ve ardindan bir su molekiiliiniin kayb1, konjuge Schiff bazlarini
verir'® (Sekil 2.14). Bu tiir tepkimeler, normalde asidik kosullar gerektirse de notr ile
hafif alkali pH degerleri bir immobilizasyon materyali olan jelatinin ¢apraz baglamasini

saglayabilir.
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Sekil 2.14. Schiff baz1 olusumu ile sonuglanan, glutaraldehitin amino ve karboksil gruplar1 arasindaki

tepkime mekanizmasi'®!

Boyle bir mekanizma, polimerler arasinda intramolekiiler veya molekiiller arasi
yeni kovalent baglarin olusumuyla sonuglanir. Molekiiller arasi olusan kopriiler,
glutaraldehitin sulu c¢ozelti ig¢inde polimerizasyonu veya aldol kondenzasyon

tepkimesiyle olusur.

2.2.3.5.2. N-etil-N'-3-(dimetilaminopropil)karbodiimit/N-hidroksisiiksinimit
(EDC/NHS)

EDC, capraz bagm parc¢asi olmadan karboksilatlar1t (~COOH) birincil aminlere
(-NHz) dogrudan konjuge eder. Peptitler ve proteinler ¢ok sayida karboksil ve amin
icerdiginden dogrudan EDC aracili ¢apraz baglama genellikle polipeptitlerin rastgele
polimerizasyonuna neden olur. Bununla birlikte bu tepkime, immobilizasyon
prosediirlerinde (6rnegin, proteinleri karboksilatlanmis bir yiizeye tutturma) ve
immiinojen hazirlamada (kiiciik bir peptitin biiyiik bir tasiyict proteine baglanmasi gibi)

yaygin olarak kullanilmaktadir!'®?.

26



o @~ —"®.
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Primer Amin

% H
Cl SN

Karboksilik asit Capraz bagh izoiire
proteinler

NH

o-Acilizoiire
EDC Aktif ester

Sekil 2.15. EDC/NHS ¢apraz baglama semas1'®

EDC, ortamdaki birincil amino gruplarindan niikleofilik saldir1 ile kolayca yer
degistiren aktif bir o—agilizoiire ara iiriiniinii olusturmak i¢in karboksilik asit gruplariyla
tepkimeye girer. Birincil amin, karboksil grubuyla bir amit bag1 olusturur ve EDC yan
iirlinli, ¢oziiniir bir iire tiirevi olarak salinir. o—acilizoiire ara iirlinii sulu ¢ozeltilerde
kararsizdir. Amin ile tepkimeye girmeme, ara maddenin hidrolizi, karboksillerin
rejenerasyonu ve iire salinimi ile sonuglanir!'®*

NHS esterleri, karboksilat molekiillerinin EDC aktivasyonu ile olusturulan
tepken gruplaridir. NHS ester ile aktive olan capraz baglayicilar, kararli amit baglari
vermek Tlizere hafif alkali kosullarda birincil aminlerle tepkimeye girer. N-
hidroksisiiksinimit (NHS) veya analogu (siilfo-NHS), verimliligi artrmak ya da kararh
ara lriinler olusturmak i¢in genellikle EDC birlestirme protokollerine dahil edilir (Sekil
2.15). EDC, NHS'yi karboksillere baglayarak, fizyolojik pH'ta birincil aminlere konjuge
ederken, o—agcilizoiire ara maddesinden 6nemli 6l¢lide daha kararli olan bir NHS esteri

olusturur'®.

2.3. Antijen-Antikor Etkilesimindeki Baglar

Antijen-antikor bagi, ¢ok sayida kovalent olmayan, molekiiller arasi kuvvetin
sonucudur. Bu kuvvetlerin higbiri kendi basma ¢ok giiclii degildir ancak hepsi sz
konusu antijenik epitopu tanimlayan gesitli bolgelerde ayni anda ¢alistigindan, ¢ok sik1

bir bag olusturmak i¢in birlesirler'°. Bununla birlikte, bag tersine cevrilebilir ve yiiksek
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tuz derigimi, deterjan ya da fizyolojik olmayan pH uygulamasi ile her iki molekiilde de
degisiklik olmadan ayrilabilir. Bozunma deneyleri, antijen-antikor baglanmasinda dort
tiir zayif kovalent olmayan kuvvetin (hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri,

hidrofobik baglar ve iyonik baglar) tanimlanabilecegini gdstermistir (Sekil 2.16 )'77.

Antikorun polipeptit
omurgasi MAM/—\A
(I:Hz CH, (‘_“,H2 CH CH,
CH, o N |
(I';—NH 2 CHy CH; cC=—0
i 2 . N I |
Aminoasit yan o) ,- OH~ CH; CHsg CH, o
zincirleri i ' }
i CHs
H S CH3 ’
| - *NH
N C—CH, CHy CHj i
Autjenin polipeptit |2 | ~7 i
Antijenin polipeptit | CH
omurgasi (?H2)4 |CH2 (I:Hz | 2 CH,
I
Hidrojen Van der Waals Hidrofobik baglar Iyonik
baglari kuvvetleri baglar
@ @ ©) @

Sekil 2.16. Antijen-antikor baglanmasindaki non-kovalent baglar!'%,

2.4. immobilizasyon materyalleri ve yapilan

2.4.1. Kitosan

Kitosan ya da f(1,4) 2-amino-2-deoksi-B-D-glukoz (CsH1104N), Kitinin
aminoasetil gruplarinin alkali ortamda hidrolize edilmesiyle endiistriyel olarak elde

edilen hidrofilik bir biyopolimerdir (Sekil 2.17)'%°.

OH OH OH
@) 0 0
HO B
NH NH NH
- In

Sekil 2.17. Kitosanm kimyasal yapisi''°.

28



Kitosan antibakteriyel ve antioksidan Ozellikleri nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda kullanilmasimin yani sira, demir, bakir, kadmiyum ve magnezyum igin
secici selasyon Ozellikleri de tanimlanmistir. Kitosan omurgasindaki amino (-NH») ve
alkol (—OH) islevsel gruplari, bu polisakkaritin diger tiirlerle kararli kovalent bag
olusturmasini saglar. Ayrica biyouyumlu, adezyon giicii, biyoparcalanabilir olmasi da

sensorlerde film olusturmasi igin potansiyel kullanimmi arttrmaktadir!!!.

Kovalent Elektrostatik Tuzak
immobilizasyon ~ Immobilizasyon  jmmobilizasyon

Baglayici «—

z (1110

Kitosan film

Biyomolekiil

“.__- Kitosan — Elektrot

Sekil 2.18. Elektrot yiizeyinde kitosanla desteklenmis biyomolekiillerin immobilizasyonu.

Elektrokimyasal biyosensorlerde kitosan zinciri, cok giiclii imin ya da amit
baglar1 olusturan biyomolekiillerin karbonil gruplar1 ve ilimli kosullar altinda oldukca
tepken olan serbest amino gruplari agisindan ¢ok zengindir. Boylece biyoaktif tabaka,
yiikksek kararlilikk ve yeniden iiretilebilirlik agisindan optimum kosullar1 saglar.
Kitosanin makromolekiiler zinciri ayn1 zamanda yiiksek elektron aktarim hizina ve
Ozglin yiizey alanma sahip kompozitler liretmek i¢cin baska polimerler ile kolayca
modifiye edilebilir. Ayrica serbest amin ve alkol gruplar1 sayesinde kitosan,
elektrokimyasal ~ biyosensorlerin ~ hazirlanmasi  i¢in  enzimler, DNA  ve

antikorlar/antijenler gibi  biyomolekiillerin immobilizasyonunda biiytik 0Slgiide

kullanilmaktadir (Sekil 2.18)'!2.
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2.4.2. Sigir Serum Albumini (BSA)

BSA, 29 a-sarmal’dan meydana gelen 583 amino asitlik bir molekiildiir. 66400
Da'lik molekiiler kiitleye sahiptir. Amino asit zinciri, disiilfit baglar1 ile dokuz ilmege
boliinmiis ve kalp seklinde diizenlenmis 3 homolog ancak yapisal olarak farklh
domainlerden (IIT ve IIT) olugsmaktadir (Sekil 2.19). Her domain A ve B olmak iizere 2
alt domainden olusmaktadir. Proteinin ikincil yapisi esas olarak a-sarmalidir (%74), geri
kalan polipeptit zinciri sirayla ve alt domainler arasinda uzatilmis esnek bolgelerden

olusmaktadir!'3.

Sekil 2.19. BSA’nm yapisi (sar1 gubuk benzeri yap1 proteinin dipol momentini gdstermektedir)''?,

Proteinin otuz bes sistein (Cys) kalintisinin biri hari¢ tiimii, on yedi distilfit
kopriisiinde yer alir. Bu genisletilmis distilfit koprii agi, BSA'nin sekil ve yapisindan
sorumludur. BSA diger molekiillere baglanirken tgiinciil yapisindaki degisiklikler
molekiil salindiginda kolayca tersine c¢evrilebildiginden dolayr “yumusak protein”
olarak adlandirilir. Ayrica, sert proteinler (6rnegin lizozim) olarak adlandirilan
enzimatik albuminlerin aksine yumusak proteinlerin yapisi, ¢ozelti pH'sinden 6nemli
oOlciide etkilenir. Bu 6zellik BSA'nin ¢esitli biyolojik molekiilleri, ilaglari, yag asitlerini,
flavonoidleri ve altin nanopartikiiller gibi diger molekiilleri baglama, tasima ve salinim

konusundaki teknolojik potansiyeli icin cok 6nemlidir!'4.
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2.4.3. Aljinat

Aljinat, Azotobacter sp ve Pseudomonas sp'nin hiicre duvarinda ve alglerde
dogal olarak olusan bir polisakkarittir. Aljinatin lineer zincirleri, serbest islevsel
hidroksil (—~OH) ve karboksil (—~COOH) gruplar1 tasiyan o—L—guluronik asit (G)
bloklarmi ve 1,4-bagli f—D—mannuronik asit (M) epimerlerini igermektedir (Sekil
2.20)'.

Sekil 2.20. Aljinatin kimyasal yapisi''®

Bu monomerlerin nispi miktar1 (M/G orani), bunlarin homopolimerik (GG veya
MM) veya heteropolimerik (GM) bloklar olarak diizenlenmesi ve polimer zincirlerinin
molekiiler agirligi, aljinat kaynagina, elde edilen kaynagin mevsimsel kosullarina ve
ekstraksiyon siireclerine biiyiik Olclide baghdir. Tiire, ekstraksiyona ve saflastirmaya
baglh olarak, aljinat farkli monomerik bilesime ve diizenine de sahip olabilir (Sekil
2.21). Bu yapisal farkliliklar, iyonlara kars1 aljinat afinitesi ve biyomateryal gelisimini
kosullandirarak son o6zelliklerini ve uygulamalarim1 dikte edecek viskozite gibi farkl

malzeme zelliklerine doniismektedir!'®.

Kahverengi alg Aljinat Ozellikleri
o 0% A LA : 0
(VI =
. . cteasoce
o 08 @ A o ¥ At
o .00 o 0000
@ 00 & 000 ® 00 0 000
Farkh molekiiler agirlik ivonik etkilesimler
Farkh monomerik birlesimler ve viskozite
Homopolimerik G Homopolimerik M Heteropolimerik GM C i
NMON-"»‘~00”'O Yool G,

H HOOC
‘ L-Guluronik asit (G) D-Mannuronik asit (M) @. Degisen yangaph katyonlar G =

Sekil 2.21. Aljinatin kimyasal iinitelerinin yapisi (G: guluronik asit, M: mannuronik asit)!7.
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Biyomedikal uygulamalar ve doku miihendisligi i¢in deri, kalp, kemik, kikirdak
ve vaskiiler doku dahil olmak iizere hem yumusak hem de sert dokularin onariminda
aljinat bazli biyomalzemeler uygulanmaktadir. Bu alanlarda, polimer bazlh
biyomalzemelerin kimyasal modifikasyonu, sadece yapisal ve mekanik 6zelliklerini
degil ayn1 zamanda biyolojik aktivitelerini de iyilestirmek i¢in siklikla kullanilan bir
stratejidir. Biyouyumlu olmasina ragmen aljinat, yiliksek hidrofilikligi nedeniyle protein
adsorpsiyonunu az bir kuvvetle destekler bu nedenle kirlenmeyen bir malzeme olarak
kabul edilmektedir. Bu yiiksek hidrofiliklik, hiicreyle etkilesimde bulunan alanlarda
hiicreler, polimerin kendisiyle 6zgiin baglant1 noktalar1 olusturamadigindan aljinat
jellerini yapiskan olmayan bir biyomateryal yapar. Bu 6zellik sayesinde kontrollii bir
sekilde, 6zgiin biyolojik yanit olusturmak icin kimyasal olarak modifiye edilebilir!'!® 13,

Aljinatin fiziksel ozelliklerini gelistirmek i¢in, aljinat kompoziti olusturmak
tizere kolajen, kitosan ve jelatin gibi dogal polimer ve polilaktit, polipirol gibi yapay
polimer ve tetraetilortosilikat (TEOS), hidroksiapatit (HA) gibi inorganik bilesiklerle
aljinat kompozitleri olusturulmakta ve bu kompozitler biyosensorler basta olmak {izere

biyomedikal alanlarda kullanilmaktadir!'S.

2.4.4. Jelatin

Jelatin, hayvanlarin kemik ve derilerinde bulunan kolajenden saflastirilarak elde
edilen renksiz bir proteindir. Ticari kolajen kaynaklarmin ¢ogu sigir ve domuz gibi
hayvanlar olup son zamanlarda balik, kiimes hayvanlar1 ve omurgasizlar da alternatif
kaynak olarak kullanilmaktadir. Kolajenin lifli yapisinin, asidik veya alkali 6n muamele
ile parcalanmasmnin ardindan c¢esitli polipeptit zincirleri arasinda g¢apraz baglarin
olusmasi ile iiretilmektedir. Asit ile muamele sonucu Tip A ve alkali ile muamele
sonucu ise Tip B olmak iizere 2 tiirii bulunmaktadir. Jelatin, ortalama 20-200 kDa
molekiil agirlig ile %50,5 karbon, %25,2 oksijen, %17 nitrojen ve %6,8 hidrojen igerir
(Sekil 2.22)!1°.
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Sekil 2.22. Jelatinin yapis1'?°.

Jelatin lineer polipeptit zincirlerinin heterojen karisimindan olusur: o—zincirleri
(tek zincir), B-zincirleri (iki kovalent g¢apraz bagh a—zinciri) ve y—zincirleri (kovalent
olarak ¢apraz baglanmis {ic o—zincir). Jelatin polipeptit zinciri, nispeten diizenli bir
sekilde birbirine baglanan 18 amino asit icermektedir. Glisin, prolin ve hidroksiprolin,
jelatin yapisindaki en baskin {i¢c amino asit kalintisidir. Prolin ve hidroksiprolin, jelatinin
jellestirici etkisinde kritik bir role sahiptir. Jelatin, lizinin e-~amino grubu, aspartik asit
ve karboksilik asidin karboksil gruplari, histidinin imidazol grubu, arjininin
guanidinyum grubu ve terminal a—karboksil ve o—amino gruplar1 gibi bir dizi
iyonlasabilir islevsel grup sunmaktadir!?!.

Yiizey yiikii, molekiiler agirligi, sisme hizi, hidrojen baglama kapasitesi ve
capraz baglama derecesi gibi polimerle ilgili faktorler, polimerlerin biyoyapiskan
ozelliklerinde 6nemli rol oynamaktadir. Jelatin, yliksek derecede hidrofilikligi ve sisme
hizi, elektrostatik etkilesimleri, hidrofilik gruplar1 arasindaki hidrojen bagi ve mekanik
baglanmasi nedeniyle iyi bir biyoyapiskanlik sunmaktadir. Jelatinin yapiskanligmi
kullanarak, sensor sistemlerde biyoaktif tabaka olusumu saglanmaktadir. Bu olusumu
giiglendirmek igin ise polimer karisimlar: ile modifikasyonlar yapilmaktadir'*2. Bu
modifikasyonlardan biri de aljinat-jelatin kompozitlerdir. Aljinat-jelatin kompozitler
son yillarda, doku miihendisliginde, gida endiistrisinde jel ve film olarak, 3D biyobaski,
elektrokimyasal baskida ve protein kapsiillemede destek yap1 iskelesi olarak

123

kullanilmaktadir'=. Iyonotropik aljinat-jelatin ~ kompozitlerin, biyosensor

mekanizmasindaki islevi; analitin kompozit tabakaya serbest hacmine diflizyonunu
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icermesi ve burada biyomolekiiler baglanma prosesini Olciilebilir bir sinyale
doniistiirmesidir. Bunun disinda biyoalgilama i¢in bu kompozitlerin kullanimindaki
cesitli istiinliikkler: (i) prob ve analitin artan yiikleme kapasitesi; (ii) 6zgiin olmayan
adsorpsiyonun Onlenmesi; (iii) jel-ortam arayiizii boyunca kontrollii aktarim ve (iv)
biyoalgilama makinesinin bir pargasi olan aktif biyomolekiiller i¢in sulu ortamin
biyouyumlulugudur!'?*,

Orijinal aljinat zincirindeki kimyasal modifikasyonlar ile polimer, Schiff bazi
olusumu yoluyla cesitli biyomalzemelere kovalent olarak baglanma yetenegi gibi ek
islevsellikler kazanmaktadir'®. Orneklerden birisi de lizin ve hidroksilizinin e—amino
gruplar1 aracilifiyla oksitlenmis aljinatin jelatin ile ¢apraz baglanmasidir (Sekil 2.24).
Jelatinin baglanmasi, aljinat matrisini, gelistirilmis hiicre-malzeme etkilesimi ve daha

yavas biyobozunma ile birlikte daha yiiksek biyouyumluluk ile bir hidrojele

doniistiiriirek {i¢ boyutlu (3D) matrislerin iiretilmesine izin vermektedir'2S.
o
H
"00C
NH,

Aljinat-Jelatin

Aljinat

Sekil 2.23. Aljinat-Jelatin kompozitin yapis1'.

34



3.GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

Calismada kullanilan arag-gerec ve kimyasallar asagidaki gibidir.
3.1.1. Cihazlar

Au Calisma Elektrodu (MF 2014, Avustralya)

Palm Sens Biyosensor (Avustralya)

Platin Tel Yardimci Elekrot (MW 1032 Avustralya)
Ag/AgCl Referans Elekrot (MF 2052, Avustralya)

Tek kullanimlik elektrot (SPE)

P1000, P200 ve P20 Otomatik Pipetleri (Gilson, Fransa)
Manyetik Karistiric1 (Tiiv Bayern, Almanya)

pH Metre (Mettler Toledo)

Hassas Terazi (Mettler AJ100)

Sonikator (Resonik 1016, Tiirkiye)

3.1.2. Kimyasallar

Monosodyumhidrojenfosfat NaH,PO4 (Merck)
Disodyumhidrojenfosfat NaxHPO4 (Merck)
Sodyum asetat trihidrat (Merck)

Asetik asit (Merck)

Glisin (Sigma)

Potasyum ferrosiyaniir trihidrat (K4[Fe(CN)g).3H2O (Sigma)
Distile su

Glutaraldehit (Sigma)

NaOH (Sigma)

HCI (Sigma)

Aliimina ¢ozeltileri (Sigma)

% 96 Etanol (Sigma)
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= Jelatin (Sigma)

= BSA (Sigma)

= Kitosan (Acros)

= Aljinat (Acros)

= Kaspaz-3 antijeni (Enzo life sciences)

= Kaspaz-3 antikoru (St. John’s Laboratory)
= Kaspaz-3 ELISA kit (BioVision’s)

3.1.3. Kullamilan tamponlar

Fosfat tamponu: 0,1 M, pH 7 Fosfat (Disodyumhidrojen fosfat ve
monosodyumhidrojen fosfat) tamponu hazirland:.

Asetat tamponu: 0,1 M, pH 5,5 Asetat (Sodyumasetattrihidrat ve asetik asit)
tamponu hazirland1.

Glisin tamponu: 0,1 M, pH 8,5 Glisin (Glisin/NaOH) tamponu hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Elektrotlarin mekanik ve elektrokimyasal temizligi

Elektrot kullaniminda once, giivenilir sonuclarin elde edilebilmesi i¢in ¢alisma
elektrodunun temizligine dikkat edilmelidir. Yiizeyde elektron aktarimini
engelleyebilecek herhangi bir yiizey kirleticisi olasiligini ortadan kaldirmak amaciyla
elektrotlar, kadife yiizeye damlatilan 0,04 M 100 pL aliimina ¢6zeltisi 30 saniye siire ile
oo isareti seklinde hareket ettirilerek temizlendi. Bu islemin ardindan elektrot 1 dakika
boyunca distile suda sonikasyona tabi tutuldu. Sonikasyon uygulama amaci, elektrot
yiizeyine adsorbe olan aliiminay1 uzaklastirmaktir. Fiziksel temizlik ardindan uygulanan
elektrokimyasal temizlik asamasi ise —1 ile +1,5 V potansiyel araliginda, 50 mV/s
tarama hizinda ve 0,5 M H2SOs ¢ozeltisi ile 10 kez dongiisel voltametre testi yapilarak

pik ayrimmin 80 mV’dan diisiik olmasi ile saglandi.
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3.2.2. Calisma gruplarinin belirlenmesi
Calisma gruplar1 jelatin, BSA, aljinat ve kitosandan olusan 4 farkli polimerin

ikili kombinasyonlar1 hazirlanarak olusturuldu:

1. Jelatin/BSA

ii. Kitosan/Jelatin
iii. Aljinat/Kitosan
iv. Aljinat/Jelatin

3.2.3. immobilizasyon jellerinin ve biyoaktif tabakanin hazirlanmasi

Jelatin, 0,1 M (pH 7,0) fosfat tamponunda %15’lik olacak sekilde 40 °C'de
etilvde bekletilerek hazirland1 ve tam homojenizasyon icin vortekslendi. Kitosanin —
NH; gruplarinin  pKa'st 6,5 oldugundan distile su ya da bazik ortamda
coziinemeyeceginden, %1 °lik asetik asitte (pH 6,0) c¢oziinerek %0,1°lik kitosan
hazirlandi. Aljinatin %1,75’lik ¢cozeltisi saf suda hazirlandi. BSA jelin %2,5’lik ¢ozeltisi
ise jelatinle ayni sekilde 0,1 M fosfat tamponunda 40 °C'de etiivde bekletilerek
hazirlandi. Her bir jelin hazirlanmasinin ardindan kitosan-aljinat, aljinat-jelatin, kitosan-
jelatin ve jelatin-BSA olmak iizere 4 ayr1 jel polimeri 1:1 hacimde olusturuldu.
Hazirlanan stok jeller kullanilana kadar +4 °C'de muhafaza edildi.

Kitosan-jelatin ve Jelatin-BSA polimere 100 ng/mL antikaspaz-3 ilave
edildikten sonra glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak, kitosan-aljinat ve aljinat-jelatin
polimeri ise 100 ng/mL antikaspaz-3 ve EDC/NHS ile capraz baglanarak biyoaktif

tabaka icin gerekli tiim bilesenler tamamland:.

3.2.4. Kaspaz-3 biyosensoriiniin hazirlanmasi

Immobilizasyon islemi, hazirlanan jel bilesiginin 6 mm capa (0,04 cm?’lik alana)
sahip elektrot merkezine 10 pL polimer bilesiklerinden, 10 uL (10 ng/mL) antikaspaz-
3’ten ve 5 uL capraz baglayict ajanlardan olmak iizere toplam 25 uL hacimde olacak
sekilde gerceklestirildi. Bu islemi takiben elektrotlar +4 °C'de 3 saat inkiibasyona
birakildi. Elektrotlarmm immobilizasyondan onceki ve sonraki goriintiileri sekil 3.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. a) Bos Au elektrot, b) Au elektrota immobilizasyon jelinin eklendigi durum c)

immobilizasyonun gerceklestigi durum.

Baglanmayan antikorlar1 ortamdan uzaklastrmak amaciyla elektrot, 5 dk
boyunca pH 7,0 0,1 M fosfat tamponunda bekletilmistir. Farkli derisimlerde kaspaz-3
antijeni bulunan tepkime hiicresine elektrokimyasal Olctimlerin gerceklestirilebilmesi
icin 5 mL’lik tampon i¢gine 5 mM olacak sekilde Fe(CN)gg’/ _4gifti mediyator olarak

eklendi. Kaspaz-3 biyosensoriine ait hazirlik agamalar1 sekilde verilmistir (Sekil 3.2).

— Polimer+Gapraz baglayici ajan

; ~— Polimer+ Capraz baglayici ajan+ Antikaspaz-3

Fe(CN)f Antikaspaz-3 (indirgenmis)

@@_’
£ ’( ‘,f,’\‘r E Fe(CN): Antikaspaz-3 @

(Yikseltgenmis)
+

Kaspaz-3 antijeni

Kaspaz-3
— Antikaspaz-3

Sekil 3.2. Kaspaz-3 biyosensoriiniin sekilsel ozeti.

Calisma elektroduna antikaspaz-3’iin jel bilesikleri ve ¢apraz baglayici ile
immobilizasyonu sonucunda i¢inde 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ve ferrosiyaniir olan

tepkime hiicresine Ag/AgCl referans elektrot ve platin tel yardimei elektrotlar
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kendilerine 6zgiil olan baglant1 noktalarina yerlestirildi ve manyetik karistirict 50 rpm
hizda ¢alistirildi. Kaspaz-3 ortama ilave edilmeden 6nce bos dlgiim alinarak sistem kor

ayar1 yapildi ve tiim dlgtimler kdrleme yapildiktan sonra alindi.

3.2.5. Biyoaktif tabakanin goriintiilenmesi icin yapilan analizler

Biyoaktif tabaka, biyosensoriin 6zgiin bir analit ya da hedef molekiille etkilesim
kurma yetenegini saglar. Bu etkilesim genellikle bir sinyal iiretimine neden olur ve
sinyal, sensor tarafindan Olciiliir. Biyoaktif tabakanin seciciligi ve hassasiyeti,
biyosensoriin genel performansmi belirleyen onemli etkenlerden biridir. Biyoaktif
tabakanin  goriintiilenmesi, biyosensOriin  tasarimi, performansi ve c¢alisma
mekanizmasinin daha 1yi anlagilmasi ve en iyi kosullarin belirlenmesi i¢in onemli bir
adimdir. Goriintiilemede taramali elektron mikroskobu (Scanning electron microscopy,
SEM), gecirimli elektron mikroskobu (Transmission electron microscopy, TEM), X-
1s1n1 fotoelektron spektrometresi (X-ray photoelectron spectroscopy, XPS), Fourier
dontistimlii kizilotesi spektrofotometre (Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
FTIR), atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force Microscopy, AFM), niikleer manyetik

rezonans (Nuclear magnetic resonance, NMR) gibi yontemler kullanilmaktadir.

3.2.5.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinin alinmasi

SEM, malzemelerin yiizeyini yiiksek ¢Oziiniirliikte goriintiillemek i¢in kullanilan
giiclii bir tekniktir. Bu teknikte ilk olarak incelenmek istenen yiizey icin yiiksek enerjili
bir elektron demeti kullanilir. Yiiksek enerjili elektronlar, 6rnegin ylizeyine ¢arptiginda,
cesitli etkilesimler meydana gelir. Bu etkilesimler arasinda ikincil elektronlarin ve geri
sacilan elektronlarin emisyonu bulunur. SEM, o6rnek ile etkilesimden kaynaklanan
sinyalleri algilar ve ikincil elektronlar numune topografyasini, geri sacilan elektronlar
ise Ornegin bilesimini yansitir. Algilanan sinyaller, bilgisayarlar araciligiyla bir goriintii
olusturmak i¢in kullanilir. Son olarak bu goriintiiler, 6rnegin yiizey morfolojisini ve
bilesimini ayrintili bir sekilde gorsellestirir.

SEM goriintiisii almak icin ornekler jel bilesigi, jel bilesigi+¢apraz baglayici ve
jel bilesigi+capraz baglayici+antikaspaz-3 olmak {izere 3 grup hazirlandi. Bu gruplar tek
kullanimlik elektrotlar iizerinde kurutulup analiz i¢in hazir hale getirildi. SEM analizi;

immobilizasyon polimerlerinin elektrot yiizeyindeki morfolojilerini ve antikaspaz-3 ile
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capraz baglayict ile olan etkilesimlerindeki homojenligin incelenmesi amaciyla
kullanildi. SEM  goriintiileri  Cukurova  Universitesi Merkezi  Arastirma
Laboratuvari’indaki (CUMERLAB) FEI marka Quanta 650 Alan Emisyonlu
mikroskoptan alind1. Iletken 6zellikte olmayan numunelerimiz, goriintii almak amacryla
once ¢ok ince (yaklasik 2A/saniye) altmn ile kaplanarak iletken hale getirildi. Goriintiiler
polimerlerin yap1 ve 6zelligine bagli olarak 10.000-15.000 x biiyiitme araliginda, 10,5-

11,5 mm ¢alisma mesafesinde ve 5 um 6lgek kullanilarak alinmastir.

3.2.5.2. Fourier doniisiimlii kiz1lotesi spektroskopi (FTIR) spektrumlarinin
alinmasi

Fourier doniisiimii, elde edilen zaman alanindaki interferogrami (zaman alandaki
sinyali) frekans alanindaki bir spektruma doniistiirmek igcin genel bir matematiksel
islemdir. Bu islem, bir sinyali frekans bilesenleri halinde analiz etmek ve islemek icin
onemli bir aractir. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi bir 6rnek igerisindeki
molekiillerin kizilotesi 1smimai ile etkilesimlerini dlger ve boylece 6rnekteki polimer ve
biyolojik molekiillerin degisimleri hakkinda bilgi saglar. Kizilotesi 1sinim,
elektromanyetik spektrumun uzun dalga boyu bolgesinde yer alan bir tiir
elektromanyetik radyasyondur. Bu 1smimla, oOrnege kizilotesi radyasyon (IR)
uygulanarak polimer ve biyolojik malzemenin molekiiler bilesimi ve yapist belirlenir ve
cesitli dalga boylarinda kizilotesi 11k emilimi Ol¢iiliir. Fourier doniisiim spektrometresi,
genis bant 151k kaynagindan gelen ham verileri, her dalga boyunda sogurma seviyesini
elde edecek sekilde doniistiirerek spektrum elde edilir. Kullanilan tiim polimerler ve
kaspaz-3 i¢in kullanilan spektrum MIR olarak adlandirilan orta dalga boylu infrared
olup 4000-400 cm™ araligindaki bolgeyi kapsamaktadir. Spektrumdaki X ekseni (yatay)
kizil o6tesi spektrumu belirtmekte ve olusan tepe noktalar1 6rnekteki atomlarin gesitli
titresimlerine karsilik gelmektedir. Y ekseni (dikey) ise O6rnek tarafindan iletilen ya da
emilen kizilotesi 151k miktarin1 belirtmektedir'?”- 128,

FTIR verisini almak i¢in Ornekler sivi bigimde jel bilesigi, jel bilesigi+capraz
baglayict ve jel bilesigi+capraz baglayicitantikaspaz-3 olmak iizere 3 grup halinde
hazirlandi. FTIR, immobilizasyonda kullanilan 3 grup arasindaki 6zel islevsel gruplarin

ve kimyasal baglarin kizilotesi absorpsiyon ozelliklerini inceleyerek spektrumlarinin
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taranmas1 amactyla kullanildi. CUMERLAB Jasco marka FTIR 6700 model kizilotesi

absorbsiyon spektroskopisi ile analiz edildi.

3.2.5.3. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) dl¢iimlerinin alinmasi

AFM, ylizey topografyast ve 3 boyutlu goriintiilerin alinmasmi saglayan bir
mikroskop tiiridiir. AFM ile 6rnek tizerindeki atomik ya da molekiiler etkilesimler
Olciilerek bu bilgilerle yiizeyin ayrintili bir haritasi olusturulur. Degistirilmis yiizeylerin
puriizliiligiic ve yogunlugu, biyomolekiil ile polimerlerin adsorpsiyonunun dogrudan
gozlenmesine ve morfolojik agidan yiizey iizerindeki molekiillerin immobilizasyon
stirecini karakterize etmede yararlidir. Bir yilizey {lizerinde immobilize molekiil
yogunlugunun  belirlenmesi  kaplamalarin ~ molekiiller — aras1  dagilimlarmin
yorumlanmasinda degerlidir!?’.

AFM goriintiisii almak icin 6rnekler SEM analizindeki gibi hazirlandi. AFM
yiizey topografisinin, antijen-antikor etkilesimlerinin, immobilizasyon malzemesi ile
biyolojik malzemeler arasindaki degisimin gozlenmesi ve yiizey kaplamasinin

incelenmesi amaciyla kullamldi. Analizler CUMERLAB Park Systems marka Park
NX10 model mikroskobunda yapildi. Goriintiiler pym boyutunda alind1.

3.2.6. Calisma kosullarinin optimizasyonu

Calisma kosullarinin optimizasyonu; biyosensorlerin daha duyarh, 6zglin ve
tekrarlanabilir bir sekilde ¢aligmasini saglamakla birlikte, sensoriin uygulama alanindaki
basartyr da onemli Olc¢lide arttrmaktadir. Bu nedenle calisma kosullari, tasarlanan

biyosensoriin giivenilirligi ve performansinin artmasi amaciyla optimize edilmistir.

3.2.6.1. Elektrokimyasal ¢calisma arah@inin optimizasyonu

Biyoaktif tabakanin goriintiilenmesi amaciyla yapilan analizlerden elde edilen
veriler sonucunda aljinat-jelatin polimeri ile elektrokimyasal ¢aligmalara devam edildi.
Bu polimerleri kullanilarak kaspaz-3’iin saptanmasima yonelik hazirlanan biyosensorde,
caligma araliinm belirlenmesi i¢in —1 ile +1,5 V araliinda dongiisel voltamogramlar

alindi.
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3.2.6.2. Cahsma elektrodunun belirlenmesi
Elektron aktarimi i¢in yiiksek aktivasyon enerjisi gosterecek yilizey alaninin
belirlenmesi amaciyla altin, platin ve karbon elektrotlar kullanilarak elektrokimyasal

yanitlar alinmis ve en iyi akimin olustugu elektrot ile ¢alismalara devam edildi.

3.2.6.3. pH-tampon optimizasyonu

Kaspaz-3 biyosensoriiniin optimum pH’sinin belirlenmesi icin pH 5,5, 6,0 ve
6,5’te 0,1 M asetat; 7,0, 7,5 ve 8,0’de 0,1 M fosfat tamponu ve pH 8,5, 9,0 ve 9,5’te 0,1
M glisin tamponu kullanilarak en 1yi biyosensor yanitinin en yiiksek pik akimina gore

hangi pH degerlerinde elde edildigi gore belirlendi.

3.2.6.4. Tampon derisiminin optimizasyonu
Elektrokimyasal olarak en iyi yanitin goriildiigi tampon derigimini belirlemek
icin bir 6nceki calismada en yiiksek akimi veren pH degerine gore asetat tamponun

0,025, 0,05, 0,1 ve 0,15 M derisimleri kullanilarak deneyler gerceklestirildi.

3.2.7. immobilizasyon parametrelerinin optimizasyonlar

3.2.7.1. Jel bilesenlerinin optimizasyonu

Biyoaktif tabakada kullanilan immobilizasyon jellerinin optimizasyon
calismalarinda Oncelikle jellerin farkli derigimlerdeki etkileri denendi. Bu amagla
aljinatin %0,25, 0,5, 1, 1,25, 1,5, 1,75 6 farkli derisimiyle, jelatinin ise %?2,5, 5,0, 7,5,
10, 12,5, 15 derisimleri, sirastyla ve birbiriyle 1:1 hacimde karistirilarak aljinat-jelatin
bilesigi elde edildi. Bu bilesiklerin analizi sirasinda antikaspaz-3 derisimi (10 ng/mL) ve
EDC/NHS (0,75 M:0,25 M) derisimleri literatiirdeki verilere gore sabit tutulmustur'3°.
Bilesigin yapisinda jelatin oldugundan dolay1 ¢apraz baglayici ajan olarak ayni deneyler

literatiirdeki verilere gore sabit glutaraldehit derisimi (%2,5) ile yapildi'3!.
3.2.7.2. Capraz baglayici optimizasyonu

Kaspaz-3’iin aljinat-jelatin bilesikleri ile immobilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici

olarak 0,3 M: 0,1 M, 0,03 M: 0,01 M, 0,75 M: 0,25 M derisimlerinde EDC/NHS yine
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ayni sekilde farkli bir ¢apraz baglayict olarak %1,25, 2,5, 5, 7,5, 10 glutaraldehit

kullanildi. Bu sistem i¢inde uygun ¢apraz baglayici ve derisimleri belirlendi.

3.2.8. Karakterizasyon ¢calismalar

Kaspaz-3 biyosensorii i¢in kullanilan immobilizasyon parametrelerinin ve
calisma  kosullarinin  optimizasyonu tamamlandiktan sonra  karakterizasyon
calismalarina gecildi. Biyosensor prototipi olusturulmadan Once yapilacak olan
karakterizasyon calismalari, uygulamada dogrulugun, giivenilirligin ve duyarliligin

belirlenmesi agisindan énemlidir.

3.2.8.1. Dogrusal saptama arahiginin belirlenmesi

Gelistirilen kaspaz-3 biyosensoriiniin dogrusal saptama araligmi belirlemek
amaciyla optimizasyon sonucu elde ettigimiz veriler ile hazirlanan kosullar altinda
Ol¢timler alindi. Bu aralig1 belirlerken altin standart yontem olmamakla birlikte ELISA

ile kiyaslanarak veriler elde edilmistir.

3.2.8.2. Giin i¢i tekrarlanabilirlik

Ayni kosullarda hazirlanmis tek bir biyosensorde, tekrar calismalar1 arasinda
zaman aralig1 olmaksizin {istiiste yapilmig Olglimleri igermektedir. Her bir derisime
karsilik gelen sinyal degerlerinin ortalamasi (X), standart sapma (SD) ve varyasyon

katsayilar1 (CV) alinarak biyosensoriin tekrarlanabilirlik deneyleri tamamlandi.

3.2.8.3. Giinler arasi tekrarlanabilirlik
Glinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda ise tamamen ayni kosullarda farkl
zamanlarda hazirlanan elektrot ile 20 kez Olciim alinarak biyosensoriin giinler arasi

tekrarlanabilirlik verileri degerlendirildi.

3.2.8.4. Raf omrii calismasi
Kaspaz-3 biyosensoriiniin raf omrii c¢aligmalar1 i¢in 40 giinlik periyotta,
literatiirdeki veriler dahilinde 25 ng/mL kaspaz-3 derisiminde biyosensoriin yanit akimi

olciildii'*?. Bu dlgiimlerden elde edilen akim verileri zamana kars1 grafige gegirilerek raf
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omrii belirlendi. Bu amagla kullanilan Au elektrot +4 °C’de biyoaktif tabakayla

etkilesime girmeyecek sekilde listii kapatilarak muhafaza edildi.

3.2.9. ELISA ile kaspaz-3 6lciim prosediirii

Biovision’s Kaspaz-3 ELISA kiti kullanilarak sandvi¢ ELISA teknigi ile kaspaz-
3 Olglimleri alindi. Testten 30 dakika once tiim tepkenler ve ornekler oda sicakligina
getirildi. Tiim tepken ve standart c¢ozeltileri prosediirde verildigi sekilde hazirlandi.

Asagidaki islemler sirayla uygulandu:

1. Standart, 6rnek ve kontrol kuyucuklar: deneyden once 2 kez yikama ¢ozeltisi ile
yikandu.

2. Standart ve ornekten 100 pL almarak uygun kuyucuklara eklendi ve plaka
kapatildi. 37 °C'de 1,5 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra kapak ¢ikarildi ve kuyucuk icerigi yikanmadan ve
tamamen kurumasina izin verilmeden bosaltildi.

4. Kuyucuklara 100 pL biyotinlenmis tanima antikoru eklendi ve plaka kapatild1.
37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi. Cozeltinin fazlas1 bosaltild1 ve 3 kez yikama
cozeltisi ile yikandi. 1-2 dakika islanmasina izin verdikten sonra tiim kalan
yikama ¢oOzeltisi kuyucuklardan alindi. Son yikamadan sonra, kalan yikama
tamponunu mikropipetle ¢ekilerek atildi.

5. Her kuyucuga 100 pL. SABC (StreptAvidin-Biyotin konjugat) calisma c¢ozeltisi
eklendi, plaka kapatildi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Cozelti atild1 ve 5 kez yikama ¢ozeltisi ile tekrar yikandi.

7. Her kuyucuga 90 uL TMB (3, 3', 5, 5' tetrametilbenzidin) substrat1 eklendsi,
plaka kapatildi ve 37 °C'de karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

8. Her kuyucuga 50 puL durdurucu cozelti eklendi. Sonuglar 20 dakika icinde 450

nm'de okundu.
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Sekil 3.3. Kaspaz-3 ELISA Kkitinin 6l¢iim yontemi.

3.2.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢cin SPSS-20 programm kullanildi. Biyosensér ve ELISA
yontem sonuglarmi karsilastirmak i¢in korelasyon testi yapildi. Tekrarlanabilirlik
calismalarinda ise sinyal degerlerinin ortalamasi (X), standart sapma (SD) ve varyasyon
katsayilar1 (CV) hesaplandi. Her iki yontemin performanslarmin degerlendirilmesi ve
karsilastirilmas1 amaciyla ROC (Receiver Operating Characteristic, Alict Islem

Karakteristigi) analizi kullanild1.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoaktif tabakanin SEM mikrograflarinin incelenmesi

Kaspaz-3 biyosensor tasarimi icin algilama performasindaki en Onemli
parametrelerden biri olan biyoaktif tabakayi ve buna bagli olarak da en iyi yiizey
ozelliklerini gosteren polimeri se¢mek amaciyla; Jelatin/BSA, Kitosan/Jelatin,
Kitosan/Aljinat ve Aljinat/Jelatin kombine jeller kullanildi. Gelistirilen kaspaz-3
biyosensoriiniin biyoaktif tabakasini olusturan polimer sistemi ve immobilize kaspaz-3
antikorunun kaspaz-3 ile olan elektrot iizerindeki etkilesimi, mikroskobik yapilarin ve
yiizey morfololojisinin goriintiilenmesi amaciyla, her olusturulan tabaka icin SEM

analizi yapild1

4.1.1. Bos Au elektrodun SEM mikrografi
Kullanilan polimerler ile antikor-antijen etkilesimlerinin goriintiilerinden Once
bos Au elektrodun ylizey morfolojisini degerlendirmek amaciyla SEM mikrografi alindi

(Sekil 4.1).

g | 12/9/2020 HVe | HFW pressure of —sum——
4% 11:03:55AM | 5.00 kV | 41.4 pm | 1.32e-3 Pa | 10 000 x | 10.6 mm | ETD Z Cukurova Universi

Sekil 4.1. Bos Au elektrodun SEM mikrografi
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Sekil 4.1°de goriilen bos Au elektrodun SEM mikrografi homojen ve piiriizsiiz
goriiniimdedir. Immobilize edilmemis Au elektrodun goriintiisii, sonraki basamaklarda
kullanilacak olan jellerin ve biyolojik materyallerin etkilesimlerinin ve SEM

gorintiilerinin degerlendirilmesinde kolaylik saglamistir.

4.1.2. %7,5 Jelatin +%2,5 BSA jeline ait SEM mikrografi

2 RS S o 25 - : T
12/9/2020 HV + HFW e mag [] WD det —5um—
11:37:12 AM 5.00kV | 41.4 pm | 5.1C Pa 10000 x | 11.5mm | ETD & Cukurova University

Sekil 4.2. %7,5 Jelatin +%2,5 BSA jeline ait SEM mikrografi

y,+4

Sekil 4.2°de goriilen %7,5 Jelatin +%2,5 BSA jelinin Au elektrot iizerinde
olusturdugu goriintli, heterojen ve piiriizlii olup yogun yilizey yapisina sahiptir. Bu
olusum Sekil 4.3’de goriildiigii gibi jelatin ve BSA arasinda gézlemlenen yapisal (bobin

konformasyon gibi) degisime benzer bir bilesik olusumu ile sonuglanmaistir.

Jelatin-BSA kompleksi

Jelatin BSA

Sekil 4.3. Jelatin ile BSA arasidaki etkilesim sirasinda gézlemlenen yapisal degisikliklerin sekilsel

gosterimi
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4.13. %7,5 Jelatin +%2,5 BSA+10 pg/ml Antikaspaz-3 +%2,5
Glutaraldehit tabakaya ait SEM mikrografi

10/1/2020 | I mag [
10:52:56 AM | 10.00 KV | 27.6 ym | 7.69e-4 Pa | 15000 x | 11.7 mm | ETD [&

Sekil 4.4. %7,5 Jelatin +%?2,5 BSA+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%?2,5 Glutaraldehit tabakaya ait SEM

mikrografi

Sekil 4.4’te elde edilen %7,5 Jelatin +%?2,5 BSA+10 pg/mL Antikaspaz-3
+%2,5 Glutaraldehit tabakaya ait SEM mikrografinda sadece polimere ait tomurcuk
benzeri yapidan daha diizensiz, ¢ikmtili yapmin olustugu gozlemlenmektedir. Bu

cikintilar, antikor ve ¢apraz baglayici ile olan etkilesimler sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

414. %7,5 Jelatin+%2,5 BSA+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%2,5
Glutaraldehit+10 pg/ml Kaspaz-3’e ait SEM mikrografi

Sekil 4.5’te Jelatin-BSA polimer jele 10ug/mL antikaspaz-3’lin glutaraldehitle
immobilize edilmesinin ardindan kaspaz-3 ile gerceklestigi etkilesimin mikrografinda
daha kompakt ve lifsi bir yiizey olustugu goriilmektedir. Jelatin/BSA karigimi, tepkime
hiicresinde tamponla karigtiginda tekrar jel olusturma o6zelliginden dolay: kararliligini

koruyamadig1 gézlemlendi.
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12/9/2020 HY HFW ) = mag [J WD i e gp—
11:03:06 AM 5.00 kV | 41.4 pm .32e-3 Pa | 10000 x | 10.5 mm Cukurova University

Sekil 4.5. %7,5 Jelatin+%2,5 BSA+10pg/mL Antikaspaz-3 +%?2,5 Glutaraldehit+10 pg/mL Kaspaz-3 ait
ait SEM mikrografi

4.1.5. %?2,5 Kitosan +%7,5 Jelatine ait SEM mikrografi
Sekil 4.6’da verilen %2,5 Kitosan+%7,5 Jelatine ait SEM mikrografinda

heterojen, az sayida mikropor ve mezopor benzeri yapilarm olustugu goézlenmektedir.

mag [ W de N —5pm—

10000 x | 11.5mm | ETD |§ > Cukurova University

Sekil 4.6. %2,5 Kitosan+%7,5 Jelatine ait SEM mikrografi
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4.1.6. %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin+10 pg/ml. Antikaspaz-3 +%?2,5
Glutaraldehit’e ait SEM mikrografi

12/9/2020 HV HFW pressure mag 7|:| wD det JO% J— i.ll'n R
11:22:31 AM 5.00kV | 41.4pym | 6.72e-4Pa | 10000x | 11.5mm | ETD |§ Cukurova University

Sekil 4.7. %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%?2,5 Glutaraldehit’e ait SEM
mikrografi

Sekil 4.7.°deki %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%?2,5
Glutaraldehit’e ait SEM mikrografinda ise elde edilen partikiillerin daha diizensiz ve
homojen olmayan kiiresel morfolojilere (diizensiz partikiil olusumuna) sahip oldugu

goriilmektedir.

4.1.7. %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin+10 pg/mlL Antikaspaz-3 +%2,5
Glutaraldehit+10 pg/mL Kaspaz-3 ait SEM mikrografi

Sekil 4.8’deki %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin+10 ug/mL Antikaspaz-3 +%?2,5
Glutaraldehit+10 pg/mL Kaspaz-3’e ait SEM mikrografinda elde edilen yiizeyin farkli

uygulama noktalarinda benzer yapilarin olusmadigi heterojenite mevcuttur.
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. Ar
12/9/2020 HV + HFW pressure mag [] wD del —5 pm ——
10:58:57 AM 5.00 kv 41.4 pm 1.62e-3 Pa 10 000 x 10.6 mm 2 Cukurova University

Sekil 4.8. %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%?2,5 Glutaraldehit+10 ug/mL Kaspaz-
3’{in SEM mikrografi

4.1.8. %1 Aljinat+ %?2,5 Kitosan’a ait SEM mikrografi
Sekil 4.9°da elde edilmis %1 Aljinat+ %?2,5 Kitosan’a ait SEM mikrografinda
aljinat heterojen partikiil formunun kitosan ile etkilesimi sonucu Sekil 4.10’dakine

benzer aljinat-kitosan iskelesine benzer diizensiz yapilar olusturdugu goriilmektedir.

LS

'ff 12/9/2020 HV HFW pressure mag [ WD det S e — 5 pym ——
i 11:13:29 AM 5.00kV | 41.4 pym | 8.81e-4Pa | 10000x | 11.5mm | ETD [§ " Cukurova University

Sekil 4.9. %1 Aljinat+ %?2,5 Kitosan’a ait SEM mikrografi

51



Kitosan
HO HO
(o] HO (o]
o%o
*H3N

Aljinat

Aljinat-Kitosan Iskelesi

©
Sekil 4.10. (a) Aljinat-Kitosan iskelesinin sematik gosterimi. (b) iskelenin kimyasal yapist.
4.1.9. %1 Aljinat +%?2,5 Kitosan +10 pg/mL kaspaz-3 antikor +EDC/NHS’e

%1 Aljinat +%?2,5 Kitosan +10 pug/mL kaspaz-3 antikor +EDC/NHS’ye ait SEM

ait SEM mikrografi
mikrografi Sekil 4.11°de verilmistir. Sadece aljinat ve kitosandan olusan polimerin
yapisina gore yiizeyin tepe noktalar1 ve ¢ukur derinliklerinin arttig1 goriilmektedir.

gl prriéssu re WD
5000x | 11.3 mm | ETD
Sekil 4.11. %1 Aljinat +%2,5 Kitosan +10 pug/mL kaspaz-3 antikor +EDC/NHS’e ait SEM mikrografi

1.86e-4 Pa

) VHV
20.00 kV | 41.4 pm

AP 7 4
1/20/2020
4:04:38 PM
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4.1.10. %1 Aljinat +%2,5 Kitosan +10pug/mL Kkaspaz-3 antikor
+EDC/NHS+10pg/mL kaspaz-3’e ait SEM mikrografi

Sekil 4.12°de %2,5 Kitosan + %1 Aljinat + 10 ug/mL kaspaz-3 antikor +
EDC/NHS +10 pg/mL kaspaz-3’e ait SEM mikrografinda ise tiim etkilesimler

sonucunda 3 boyutlu yapida konformasyonel degisimler gegirdigi goriilmektedir.

,'\\‘ '\‘)(
B i

-

_ S
HV HFW mag [ WD de 7 5pym
5.00 kv 41.4 pm 2 10 000 x 10.4 mm 2 Cukurova University

Sekil 4.12. %2,5 Kitosan+%1 Aljinat+10 ug/mL kaspaz-3 antikor+EDC/NHS+10 pg/mL kaspaz-3’e ait
SEM mikrografi

4.1.11. %1 Aljinat-%7,5 Jelatin’ e ait SEM mikrografi

‘21

i f)- |,|n-'| [—

TD Cukurova University

5.00 kV 11.4 ym 2 < ) mim E

Sekil 4.13. %1 Aljinat-%7,5 Jelatin’ e ait SEM mikrografi
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Sekil 4.13°de goriilen %1 Aljinat-%7,5 Jelatin’ e ait SEM mikrografinda
yiizeyde yogun olarak farkli cap ve geometride porlara sahip, kopiik benzeri bir

morfoloji goriilmektedir.

4.1.12. %1 Aljinat-%7,5 Jelatin+tEDC/NHS (0,3 M:0,1 M)/10 pg/mL
Antikaspaz-3’e ait SEM mikrografi

WD det ” — 5 um

12/9/2020 HV HFW p mag WD
10:53:33 AM 500kV | 41.4 pym | 2. Pa 10 000 x 10.4 mm | ETD Cukurova University

Sekil 4.14. %1 Aljinat+ %7,5 Jelatin+ EDC/NHS (0,3 M:0,1 M)/10 ug/mL Antikaspaz-3’e ait SEM
mikrografi

Sekil 4.13’de goriilen aljinat-jelatin yapisindaki porlarin bir sonraki asamada
biyoaktif tabaka sistemine dahil edilen kaspaz-3 antikoru ve EDC/NHS ile bilesik
olusturacabilecegi uygun cukur benzeri formasyonlar gozlemlenmisti. Sekil 4.14°de %1
Aljinat-%7,5 Jelatin polimer yapinin lizerine tek tabaka olacak sekilde hazirlanmis
yiizeye antikor ile ¢apraz baglayic1 varliginda yapidaki degisim SEM mikrografinda
goriilmektedir. Mikrografta elde edilen por ve genel yiizey alaninin tamamen kaplanmis

durumda oldugu net bir sekilde goriilmektedir.
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4.1.13. %1 Aljinat-%7,5 Jelatin/ EDC/NHS (0,3 M:0,1 M)/10 pg/mL
Antikaspaz-3+10 pg/mL kaspaz-3’e ait SEM mikrografi

y

}4

)
S
A
v

12/9/2020 HV HFW 3 mag (O] det e S PNt
10:56:08 AM S500kV | 41.4pm | 1.6 o 10000 x  10.6 mm | ETD Cukurova University

Sekil 4.15. %1 Aljinat-%7,5 jelatin/EDC/NHS (0,3 M:0,1 M)/10 pg/mL Antikaspaz-3+ 10 pg/mL
kaspaz-3’iin SEM mikrografi

Sekil 4.15°de goriilen mikrografta ise %1 Aljinat-%7,5 jelatin/EDC/NHS (0,3
M:0,1 M)/10 pg/mL Antikaspaz-3 ile kapli yiizeye kaspaz-3’iin de immobilize

edilmesiyle 3 boyutlu farkli derinlige sahip amorf bir yap1 olustugu goriilmektedir.

4.2. FTIR spektrumlarinin degerlendirilmesi

4000-400 cm’ spektrum araligindaki (Orta kizildtesi spektroskopi, MIR),
bdlgede elektromanyetik radyasyon ile molekiillerin etkilesimine dayali olarak polimer
ve antijen-antikor etkilesimlerini tanimlamak icin FTIR kullanildi. FTIR spektroskopisi
molekiiler titresimlerin bag kuvvetlerine ve konfigilirasyonlarina duyarlilifi nedeniyle,
yiizey modifikasyonunda ve islevsellestirmede kimyasal bilesim karakterizasyonlar
hakkinda onemli degerlendirmeler ve bilgiler elde etmek i¢in giliclii yontemlerden

biridir.
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4.2.1. %17,5 Jelatin+%?2,5 BSA polimerinden olusan biyoaktif tabakanin

FTIR spektrum karsilastirmasi
Sekil 4.16’da %7,5 Jelatin ve %2,5 BSA polimerinin olusturdugu biyoaktif

tabakanin antikaspaz-3 ve kaspaz-3 antijeninin etkilesimi sonucundaki kiyaslamalar

ayni grafik lizerinde gosterilmektedir.

— % 7.5 Jelatin+9:2_5 BSA+% 2.5 Glutaraldehit
— 57.5 lelatin+%2_5 B5A+10 pug/mL Antikas paz-3 +%2.5 Glutaraldehit

% 7.5 Jelatin+9:2.5 BSA+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%2.5 Glutaraldehit+10 pg/mL Kaspaz-3

120
100 m— Y
B N\ - - _-\tﬁ . — T
8 e & F ! S
[ W Y N
g - | XY :
: ' "
2 60 ¢ 2016
o 3342.03 N-H {Amin tuzu)
* 125061

N-H [Alifatik primer amin) l \

0 0-H {Alkol} C-N 1061.15
0-H (Karboksilik asit) 1631.81 1552.41 ©C-0,C-H
20 | €=0 c=C . {Karbonhidrat)
e
Aminokarbonil grubunun fonksiyvonel hilesenleri
o]
4000 3300 3000 2500 2000 1500 1000 500 2]

Dalgaboyu em™

Sekil 4.16. %7,5 Jelatin+%?2,5 BSA polimerinden olusan biyoaktif tabakanin FTIR spektrumlari

3342,03 cm™! dalga boyu Amit-A bdlgesinde olup hidrojen bag: ve serbest -OH
ile birlestirilmis ~NH gerilmesini gostermektedir. 2916 cm™ dalga boyunda ise yine
polimerlere ait amin gruplarmma 6zgiin pik olarak ortaya ¢ikmaktadir. 2000-500 cm!
bolgesindeki 1631,81 (C=0), 1552,41 (C=C) ve 1250,61 (C—N) ve 1061,15 (C-O, C-

H) gerilme pikleri goriilmektedir.

4.2.2. %2,5 Kitosan +%?7,5 Jelatin polimerinden olusan biyoaktif tabakanin

FTIR spektrum karsilastirmasi
Sekil 4.17°de %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin polimerinden olusan biyoaktif

tabakanin FTIR spektrumu, immobilize edilen antikaspaz-3 iceren spektrum ve kaspaz-
3 ile etkilesimin oldugu son tabakanin da analizi yapilarak aymi grafik tlizerindeki

degisimler gosterilmektedir.
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— 053 5 Kitosan +%7.5 Jelatin+% 2.5 Glutaraldehit
— %2 5 Kitosan +%47.5 Jelatin+10 pg/mL Antikaspaz-3 +%2.5 Glutaraldehit

110 %2.5 Kitosan 4967.5 Jelatin+ 10 pg/mL Antikaspaz-3 +%2.5 Glutaraldehit+10 pg/mL Kaspaz-3

29 3361.19 2871.77 2516.81

N-H O-H (alkol) C-H # \\ v

% Transmitans

70 Pifatde. 163341 1531 20~
primer amin) y =0
60
20
40
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Dalgaboyu cm™

Sekil 4.17. %2,5 Kitosan +%7,5 Jelatin polimerinden olusan biyoaktif tabakanin FTIR spektrumlari

2916 cm!'deki pik, C-H simetrik gerilmeye bagli olarak tanimlanmustir. Bu pik,
polisakkaritin tipik oOzelligidir ve ksilan, glukanlar ve karragenanlar gibi diger
polisakkarit spektrumlarmda bulunur. 3361 cm™ bélgesindeki genis bant, kitosanin
molekiil i¢i hidrojen baglarmin yani sra N-H ve O—H gerilmesine karsilik gelmektedir.
2916 cm! piki ise jelatine dzgiin olup, 1633 cm™ deki kitosan, jelatin ve glutaraldehitin
de olusturdugu C=N bag1 goriilmektedir. Yine kitosanmn serbest kalan C=0O ve C-H
baglari da (1633,41 ve 1531,20 cm™) goriilmektedir.

4.2.3. %1 Aljinat+ %2,5 Kitosan polimerinden olusan biyoaktif tabakanin
FTIR spektrum karsilastirmasi

Sekil 4.18’de %1 Aljinat+ %2,5 Kitosan polimerinden olusan biyoaktif tabaka
ve bu tabaka iizerindeki antikaspaz-3 ve kaspaz-3 etkilesiminin kiyaslandigi FTIR

spektrumlar1 goriilmektedir.
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=951 Aljinat +%2_5 Kitosan +EDC/NHS
%1 Aljinat +%2 .5 Kitosan +10pg/mL kaspaz-3 antikor +EDC/NHS

%1 Aljinat +%2 .5 Kitosan +10pg/mL kaspaz-3 antikor +EDC/MHS+10pug/mL kaspaz-3

120
100 - e
w -""._._ g
P ,
£ 80
& &0 230e 1 1636308 t A
= 327357 (N-H) ) [c=M)  1553.38 .
b 4 (O-H) Sekonder Amin {c=0) S
40 Alkol/Karbaksilik asit {C0-0-cO)
Anhidrit
20
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Dalgaboyu cm™

Sekil 4.18. %1 Aljinat+ %2,5 Kitosan polimerinden olusan biyoaktif tabakanin FTIR spektrumlari

Sekil 4.18’de aljinat/kitosanm 3273,57 cm™ (~OH esneme), 2967 cm” (-NH,
esneme), 1636,30 cm™ (C=N esneme) ve 1553,38 cm™' (C=0 esneme) olmak iizere dort

pik degerinde kayma oldugu goriilmektedir.

4.2.4. %1 Aljinat- %7,5 Jelatin polimerinden olusan biyoaktif tabakanin

FTIR spektrumlarinin karsilastirilmasi

Sekil 4.19°da %1 Aljinat+ %7,5 Jelatin polimerinden olusan biyoaktif tabaka ve
bu tabaka iizerindeki antikaspaz-3 ve kaspaz-3 etkilesiminin kiyaslandigi FTIR

spektrumlar1 goriilmektedir.
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%1Aljinat-%7.5jelatin/EDC:NHS (0.3M:0.1M)/10 ng/mL Antikaspaz-3/ 10 ng/mL kaspaz-3

%1 Aljinat-%7.5 Jelatin/EDC:NHS (0.3M:0.1M)

120 %1Aljinat-%7.5jelatin/EDC:NHS (0.3M:0.1M)/10 ng/mL Antikaspaz-3
110
100
1034.94
" C-N (Amid 1)
5 377839
= 2922.56 L PO
£ a0 . 3279.14 3 o :
3 Y
|'; 70 e~ 291487 i\
a~ 3273.71 i
60 i £
2V faap1s
- (R-_CO-Nszaplsma ait amin grubu) L /N-H[Amid 1| |
0-H (Karboksil grubu) 1648.83 1\ .-"':
C-H (Amin grubu) €=0 (Amid 1)
40
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Dalgaboyu cm™
Sekil 4.19. %1 Aljinat- %7,5 jelatin polimerlerin kullanildig1 biyoaktif tabakanin FTIR spektrumlarinin

karsilastirilmast

Biyoaktif tabaka olusumun her 3 basamagimim kiyaslandigi spektrum grafiginde
3273,71, 3279,14 ve 3278,39 cm’! bolgesindeki karboksil grubuna ait O—H titresim
pikleri ve amin grubuna ait C—H pikleri goriilmektedir (Sekil 4.19). 2914,87 ve 2922,56
cm™ pikleri ise aljinatin negatif gruplarmin jelatinin pozitif gruplar1 ile etkilesimi
sonucu olusan polielektrolit bilesiklerdeki (PEC) R—-CO-NH> grubuna ait N-H titresim
pikidir. 1648,83 cm™ Amit I bagina ait C=0 gerilme titresiminden, 1420,15 cm™ Amit II
bagina ait N-H biikiilmesinden, 1034,94 cm' Amit III bagina ait C-N gerilme
titresiminden kaynaklanmaktadir. Etkinlestirilmis biyoaktif tabakadaki molekiillerin
Amit I, Amit II ve Amit III baglarina ait transmitans degisimleri antijen-antikor
etkilesimleri nedeniyle % transmitansdaki azalma olarak goriilmektedir. Ayrica 1034
cm! bolgesindeki Schiff bazmin C=N degerine karsilik gelen sogurma banti polimerler
arasindaki arasindaki kovalent capraz baglanmayr kanitlamaktadir. 1000-500 cm’
bolgesindeki olusan farkl kiigiik pikler, aljinat halkasindaki piranoz gruplarinin C—H ve
O—H titresimlerine aittir.

Tiim islevsel gruplar i¢in sadece polimere ait spektrumdaki transmitans ytizdesi,
antikaspaz-3 ve kaspaz-3 etkilesimini i¢eren forma gore ~ %20 oraninda azalarak giiclii

absorbans artis1 ile yapisal degisimin gergeklestigi goriilmektedir.
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FTIR spektrumundan elde edilen veriler, SEM sonuglarindan elde edilen jel

polimer verileri ile paralellik gosterdiginden ¢aligmalara aljinat-jelatin ile devam edildi.

4.3. AFM analizlerinin degerlendirilmesi
Kaspaz-3 antijeninin polimerlerle ve antikaspaz-3 ile olan etkilesiminin
topolojik goriintiisiinii degerlendirmek icin yiizey piiriizliilik oOl¢iimlerinden AFM

analizini kullanildi.

nm

160 -

120 4

80 -

40 1

o 40 20 120 160

Min(nm) Max(nm) Mid(nm) Mean(nm) Rpv(nm) Rq(nm) Ra(nm) Rz(nm) Rsk Rku ‘
-1.688 4135 1223 0.000 5.823 1.286 1.069 3810 -0931 2738

Sekil 4.20. %1 Aljinat-%7,5 jelatin/ EDC/NHS (0,3 M:0,1 M) polimerine ait AFM goriintiisii, histogrami

ve istatistigi

60



jm

o 2.5 5 7.5 10

Histogram

s
=
=
=
o
=
=
=

-500 -250 ] 250
nm
Min(nm) Max(nm) Mid(nm) Mean(nm) Rpv(nm) Rg(nm) Ra(nm) Rz(nm) Rsk Rku l
-237.135 186.159 -25.488 0.000 423.294 112.819 88.399 121.065 0.478  2.596

Sekil 4.21. %1 Aljinat-%7,5 jelatin/ EDC/NHS (0,3 M:0,1 M)+ 10 ng/mL Antikaspaz-3-Kaspaz-3

etkilesimine ait AFM goriintiisii, histogrami ve istatistigi

AFM goriintiilerini elde etmek amaciyla ilk olarak %1 Aljinat-%7,5 jelatin/
EDC/NHS (0,3 M:0,1 M) polimer ve EDC/NHS, Au elektrot {izerinde ylizeye tutunmasi
saglanarak kurutuldu (Sekil 4.20). Bu polimer {izerindeki antijen-antikor etkilesimini
gormek amaciyla 10 ng/mL Antikaspaz-3-Kaspaz-3 karisimi eklenerek yiizey
iizerindeki degisime ait goriintiilerin yan1 sira histogram ve istatistikleri de elde edildi
(Sekil 4.21). Biyoaktif tabakanm yapisal analizi i¢in kullanilan AFM’de yiizeyin
aritmetik ortalama piriizliligiine (Ra degeri, nm cinsi) ya da ortalama piiriizliiliik
degerin karekokiine (Rq, nm cinsi) bakilmaktadir. Ra, yiizey profilinin tizerindeki
yiikseklik dalgalanmalarinin mutlak degerinin aritmetik ortalamasini ifade eder. Daha
yiilksek Ra degerleri, ylizeyin daha piiriizlii oldugunu gosterir. Rq, yiizeydeki

dalgalanmalarin genel dagilimmi dikkate alarak hesaplanan bir degerdir. Ra'ya benzer
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sekilde, yilksek Rq degerleri de daha piiriizlii bir yiizeyi gosterir'®3. Buradaki
purtizliilik, elde edilen tabaka tizerindeki immobilizasyon basaris1 hakkinda da bilgi
verecektir. Bu goriintiilerde yiiksek noktalar agik renk (sariya yakin tonlar), algak
noktalar ise daha koyu renkler (kahverengi ve siyaha yakin tonlar) ile belirtilmektedir.
Sekil 4.21°deki antikaspaz 3 ve kaspaz 3 etkilesimine ait AFM goriintiisiinde Ra ve Rq
degerleri sirasiyla 88,399 nm ve 112,819 nm iken, Sekil 4.20°deki goriintiisiinde verilen
polimer yiizeye ait Ra ve Rq degerleri ise 1,069 nm ve 1,286 nm’dir. Bu degerler
kaspaz 3 ve antikaspaz 3 etkilesimi sonucunda yiizey piiriizliiliigiinin polimer yiizeye
gore c¢cok daha fazla arttigmi ve biyomolekiillerin aktif tabakaya basarili
immobilizasyonunu kanitlamaktadir. Orneklerdeki taranan tiim alan iizerindeki yiizey

yiikseklikleri dagilimi1 Gauss tipi olup histogramlarda asimetri gozlenmemistir.

4.4. Cahisma kosullarinin optimizasyonu

4.4.1. Cahsma elektrodunun belirlenmesi

Calisma elektrodu, biyokimyasal tepkimelerde doniistiiriicii 6ge olarak gorev
yaparken, karsi elektrot calisma elektrotuna bir akim uygulanabilmesi i¢in elektrolitik
coOzeltiyle bir baglant1 kurar. Bu elektrotlar hem iletken hem de kimyasal olarak kararh
olmalidir. Cozeltideki tiirler ile elektrot yilizeyi arasindaki elektron aktarim
mekanizmasini incelemek icin 5 mM [Fe(CN)e] > varhginda gerceklestirilen CV
deneylerinde kullanilmamis (bos) Au (altin, 1,6 mm ¢ap), GC (cams1 karbon, 3,0 mm
cap) ve Pt (platin, 1,6 mm cap) elektrotlarla analiz gercgeklestirildi. Sekil 4.22°de
goriildiigli gibi yiikseltgenme piki 18 pA ve indirgenme piki —9 pA olan altin ¢alisma
elektrodu, platin ve karbon elektrotlara gore daha yiiksek akim degerleri ile sonug

verdiginden en uygun elektrot olarak belirlenmistir.
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1 Au elektrot
1 Pt elektrot
1 GC elektrot

Kor

Akim (nA)

T T T T
04 0.6 0.8 1.0 1.2

Potansiyel (V)

Sekil 4.22. Au, Pt ve GC ¢alisma elektrotlarinin karsilastiriimasi

4.4.2. Elektrokimyasal ¢alisma araliginin optimizasyonu

Calisma araligi, bir sinyalin analitin derisiminin 6l¢iilmesine izin verdigi araligi
tanimlar. Bu calismada da kaspaz-3 Olglimiine izin veren potansiyel araligi belirlemek
icin farkli baslangi¢ ve bitis potansiyelleri uygulanmistir. Uygulanan akima karsi olusan
potansiyel egri, dongiisel voltametrinin tamamlandig1r goriilen net aralik 0,3-1,2 V
olarak belirlendi (Sekil 4.23). Dongiisel voltametride, iki tepe potansiyeli Eepe 1 V€ Erepe
» arasinda bir dongilisel potansiyel taramasi gercgeklestirilir. Tarama, bu tepe
potansiyellerinden birinde veya aralarinda herhangi bir yerde baslayabilir. Sisteme ait

calisma parametreleri ise su sekildedir;

Cizelge 4.1. Biyosensore ait calisma parametreleri

Degisken Voltaj
Ebaglangi¢ 0,3V
Erepe 1 0,3V
Etepe 2 1,2V
Eadim 0,01 V

Uygulanan tarama hizi 0,05 V/s

* Not: Epaslange: Taramanin basladigi ve durdugu potansiyel; Eiepe 12 Tarama yoniiniin tersine dondiigii ilk

potansiyel; Eiepe2: Tarama yoniiniin tersine dondiigi ikinei potansiyel; Eam: Potansiyel adim bilyiikligi
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Sekil 4.23. Calisma araliginimn belirlenmesi

4.4.3. pH-Tampon optimizasyonu

Optimum pH degerini belirlemek i¢in deney ortaminin pH’si; asetat tamponu ile
pH 5, 5.5, 6, 6,5, fosfat tamponu ile pH 7, 7,5, 8 ve glisin tamponu ile pH 8,5, 9, 9,5
olacak sekilde degistirilerek Ol¢iimler alindi.  Yapilan Olgiimler sonucunda
anodik—katodik piklerdeki maksimum akim degerleri 0,085 mA ile —0,005 mA ile en
fazla direng, pH 6,5’de 0,1 M asetat tamponu ile gdzlenmistir (Sekil 4.24).
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0.104

0.08+

Akim (mA)

1 pH 6.5 0.1 M Asetik asit/asetat tampon

pH 6.0 0.1 M Asetik asit/asetat tampon
L4 pH 5.5 0.1 M Asetik asit/asetat tampon
pH 7.5 0.1M Fosfat tamponu

pH 8.0 0.1M Fosfat tamponu
pH 8.5 0.1 M Glisin/NaOH tamponu
pH 7.0 0.1M Fosfat tamponu
pH 9.0 0.1M Glisin/NAOH tamponu
2 pH 9.5 0.1M Glisin/NaOH tamponu

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Potansiyel (V)

Sekil 4.24. Optimum tampon-pH grafigi

4.4.4. Tampon derisiminin optimizasyonu

Elektrokimyasal olarak en iyi yanitin goriildiigli tampon derisimini belirlemek

icin bir onceki calisma ile belirlenen pH 6,5 asetat tamponun farkli derigimleri (0,1 M,

0,15 M, 0,05 M ve 0,025 M) ile yanit iizerindeki etki degerlendirilmistir. Tampon

derisimleri arasmda 0,8 mA’lik akim farklar1 olustu ve en yiiksek akim (8,8 mA) asetat

tamponunu 0,1 M oldugu derisimde gozlenmistir (Sekil 4.25)
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pH 6.5 0.1M asetik asit/asetat tampon

{ ¥ pH 6.5 0.15M asetik asit/asetat tampon
4 pH 6.5 0.05M asetik asit/asetat tampon
. pH 6.5 0.025M asetik asit/asetat tampon
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T - + - T - - - -
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Potansiyel (V)

Sekil 4.25. Optimum tampon derisim grafigi

4.5. immobilizasyon parametrelerinin optimizasyonlar

4.5.1. Jel bilesenlerinin optimizasyonu

Immobilizasyon jel bilesenleri farkli derisimlerde hazirlanarak biyosensor
yanitina olan etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla SEM, FTIR ve AFM analizlerinden
optimum yanitlar1 aldigimiz immobilizasyon polimerleri; aljinat (%0,25, 0,5, 1, 1,25,
1,5, 1,75 ) ve jelatin (%2,5, 5,0, 7,5, 10, 12,5, 15 ) jel derisimlerinden elde edilen
grafikler sekil 4.26’da verilmistir. En yiiksek akimin (0,16 mA) alindig1 immobilizasyon
jel bilesenlerinin derisimi %1 Aljinat ve %7,5 Jelatinden olusan karisim olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.26. Aljinat ve jelatin karisimmin farkl derigsimlerindeki yanit grafigi

4.5.2. Capraz baglayici optimizasyonu

Kaspaz-3’iin aljinat-jelatin bilesikleri ile immobilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici
olarak farkli derisimlerdeki EDC/NHS (0,3M/0,1M; 0,03M/0,01M; 0,7M/0,25 M) ve
farkli derisimlerdeki glutaraldehit (%]1,25, 2,5, 5, 7,5, 10) kullanilarak sensor yanit1
iizerine etkileri incelenmis ve deneysel sonuglar sekil 4.27°de verilmistir. Polimer ve
antikaspaz-3’iin baglandigi en uygun ¢apraz baglayici ajan EDC/NHS olup 0,3 M/0,1 M
olarak belirlenmistir. EDC/NHS’nin diger derisimlerinde ve glutaraldehitin tiim
derisimlerinde goriilen pik akimlari, ylizeydeki capraz baglanma alaninin elektron

transferini engellemesi sebebiyle azalmaktadir.
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] 0.3M EDC:0.1M NHS
3 0.75M EDC:0.25M NHS
1 92 0.03M EDC:0.01M NHS
%10 Glutaraldehit
%7.5 Glutaraldehit
™2 %5 Glutaraldehit
2 %2.5 Glutaraldehit
¥ %1.25 Glutaraldehit

0.054

Akim (mA)

o
~n

0.6 0.8
Potansiyel (V)
Sekil 4.27. Farkl glutaraldehit ve EDC/NHS c¢apraz baglayici derisimlerinin kaspaz-3 biyosensor yaniti

tizerine etkisi

4.6. Karakterizasyon calismalar

4.6.1. Dogrusal saptama arahginin belirlenmesi

Tasarlanan biyosensorde, kaspaz-3 i¢in dogrusal saptama araliginin belirlenmesi
amactyla derisimi 1,5, 3,1, 6,3, 12,5, 25, 50, 100, 150 ve 250 ng/mL olacak sekilde
hazirlanan kaspaz-3 ¢ozeltileri kullanilarak dongiisel voltamogramlar alindi (Sekil
4.28). Dongiisel voltamogramlardan elde edilen akim degerlerinin sunuldugu cizelge
4.2°de derisime bagl olarak akim degerlerindeki artis da goriilmektedir. 100 ng/mL
iizerindeki degerlerde sistem asm1 yik (overload) wuyarist1 vererek Olglim
gerceklesememektedir. Bu nedenle 100 ng/mL iizerindeki kaspaz-3 derisimlerinde
ornek seyreltilerek dlglimler alinmali ve seyreltme katsayisi ile ¢arpilarak gercek sonuca

ulagilmalidir.
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Sekil 4.28. Kaspaz-3 biyosensoriiniin dogrusal saptama araliginin CV grafigi

Cizelge 4.2. Kaspaz-3 derisimlerine karsilik gelen akim degerleri

Derisim (ng/mL) Akim degeri (nA)
1,5 17,4
3,1 35,9
6,3 42,5
12,5 55,4
25 61,6
50 75,4
100 83,2

4.6.2. Giin ici tekrarlanabilirlik
%1 Aljinat-%7,5 Jelatinden-0,3M/0,1M EDC/NHS aktif tabaka ile kaspaz-3 icin

yapilan tekrar caligmalari, Slglimler arasinda zaman araligi olmadan tistiiste dl¢ctimler

alinarak gerceklestirildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Kaspaz-3 biyosensoriiniin giin i¢i tekrarlanabilirlik grafigi (n=15)

Her bir derisime karsilik gelen sinyal degerlerinin sonuglar1 Cizelge 4.3’de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. 10 ng/mL kaspaz-3 i¢in tekrarlanabilirlik (n=15) sonuglari

Ol¢iim Derisim
Sayisi (ng/mL)
1 10
2 10,2
3 10,3
4 10,1
5 10
6 10
7 9.8
8 10,2
9 10,2
10 10,1
11 9.8
12 9,7
13 9.9
14 10
15 10

n=15 ol¢limlerin ortalamasi (x)=10,02, standart sapma degeri (SD)=0,18 ve varyasyon katsayis1 (CV)=
%1,8°dir.

70



4.6.3. Giinler arasi tekrarlanabilirlik

Ayni1 kosullarda hazirlanan 55 ng/mL kaspaz-3 biyosensorilyle ayr1 zamanlarda
Olctimler alinarak olusturulmus gilinler arasi tekrarlanabilirlige ait CV grafigi sekil
4.30’da, verilerin excel formu ise Sekil 4.31°de verilmis olup standart sapma degeri 2,5

olarak bulunmustur.

Akm (14)

T
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Potansiyel (V)

Sekil 4.30. Kaspaz-3 biyosensoriiniin giinler arasi tekrarlanabilirlik voltamogrami (n=20).
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Kaspaz-3 derisimi (ng/mL)

20
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Elektrot sayisi

Sekil 4.31. Giinler arasi tekrarlanabilirlik grafigi.

71



4.6.4. Elektrot raf omriiniin belirlenmesi

Kaspaz-3 biyosensoriiniin raf omrii ¢alismalar1 icin 40 giinliik periyotta 25

ng/mL kaspaz-3 derisiminde biyosensoriin yanit akimi l¢tildii. Bu Olgtimlerden elde

edilen akim verilerinin zamana kars1 grafiginden raf omriiniin %40 aktivite kaybinin

gorildiigi 30 giine kadar kullanilabilir oldugu belirlendi (Sekil 4.32).
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“
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10 15 20 25 30 35 40 45
Giin sayisi

Sekil 4.32. Elektrot raf 6mrii grafigi.

4.7. ELISA ve Biyosensor Sonuclari

Kaspaz-3’iin saptanmasi i¢in kullandigimiz ELISA kitine ait standart derisimleri

0,3, 0,6, 1,3, 2,5, 5, 10, 20 ng/mL’dir. Standart ¢ozeltileri 2 kez calisild1 ve ortalamalar1

alinarak olusturulan standart grafigi asagidaki gibidir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.33. Kaspaz-3 ELISA kitinin standart grafigi.

Sekil 4.33’de standart i¢in swalanmis olan 1-2-3-4-5-6-7-K  kuyucuk
numaralarmi ifade ederken, A ve B ise 2’li tekrar1 gostermektedir. Cizelge 4.4’te ise
kaspaz-3 derisimlerindeki artisa paralel olarak ortalama optik dansite (OD) degerlerinin
arttig1 goriilmektedir. Ayn1 sekilde kuyucuklarda 1’den 7°e dogru derisimin artmasina

bagli olarak rengin yogunlugunun yani absorbans degerlerinin de arttig1 goériilmektedir.

Cizelge 4.4. Kaspaz-3 ELISA kitinin kaspaz-3 derisimlerine karsilik gelen ortalama OD degerleri

Kaspaz-3 AveB
Derisimi Kuyucuklarindaki
(ng/mL) Ortalama OD Degeri

0,3 0,12

0,6 0,2

1,3 0,5

2,5 0,8

5 1,5

10 2

20 2,2
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4.8. Istatiksel analiz sonuclar
Hazirlanan 18 farkli kaspaz derisimi iceren 6rnek, biyosensor ve ELISA yontemi
kullanilarak 6l¢tim alindi. Cizelge 4.5’te Kaspaz-3 derisimlerinin ELISA ve biyosensor

sonuglar1 ve Sekil 4.34’te korelasyon grafigi verilmistir.

Cizelge 4.5. Kaspaz-3 derisimlerinin ELISA ve biyosensor sonuglari
ELISA Biyosensor

(ng/mL)  (ng/mL)

0,5 0,3
1 1,1
2 2,1

2,5 2
4 3,7
5 5.4
6 7,8

7,5 5,6
8 8,2
10 9,8
12 11,1

12,5 12
14 13,5
15 15,6
16 15,7

17,5 19
18 17,25

20 20
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Sekil 4.34. ELISA-Biyosensor sonuglar1 ve korelasyon grafigi.

Her iki yontem arasindaki korelasyon karsilastirildi ve korelasyon katsayisi
0,9927 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz korelasyon katsayisinin 1’e olan yakinligi,
iki yontem arasindaki dogrusal baglantinin giiciinii ve pozitif yonli bir iliski oldugunu
gostermektedir. Ayrica elde ettigimiz R*>0,985 oldugu igin biyoanalitik ydntem

gelistirme Olgiitlerine uymaktadir!,
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Sekil 4.35. Biyosensor ve ELISA yontemlerinin karsilastirilmasinda kullanilan ROC egrisi (Biyosensorde
AUC degeri: 0,88, ELISA’da AUC degeri:0,70)

Kaspaz-3 biyosensorii ve ELISA kiti ile yapilan Ol¢liimlerin performans
degerlendirmesi ve karsilastirmasinin yapilmasi amaciyla ROC analizi yapildi. ROC
egrisi testin duyarliliginin (dogru pozitifliginin), 1-6zgilliige (yanhs pozitiflige) karsi
grafiklenmesiyle olusturulur. ROC egrisinde testin her karar noktasi i¢in elde edilen 1-
ozgiilliik eksenine karsilik gelen y ekseninde dogruluga karsi (duyarlilik) ROC egrisi
cizilir. Yanls pozitiflik oran1 matematiksel olarak 1-6zgiilliige esittir. Grafigin her
noktasi bir degisik karar noktasidir ve o noktada elde edilen degerler grafiklenmektedir.
Tiim grafik testin performansimi sergiler. ROC egrisinde yontemin dogru karar vermede
giiciinii degerlendirmede kullanilan dlgiitlerden biri “ROC egrisi altinda kalan alan”dir.
Egri altinda kalan alan (area under the curve=AUC) en biiyiik “1” degerini alabilir.
Pratik olarak alabilecegi en kiigiik deger olan sans ¢izgisinin AUC degeri ise 0,50°dir'?>.
Sekil 4.35’te goriilen grafikte ELISA yontemi i¢in ROC egrisi altinda kalan alan 0,70

iken tasarladigimiz kaspaz-3 biyosensorii icin elde edilen AUC degeri 0,88dir.
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5. TARTISMA

Apoptoz, bir organizmanin yasam dongiisii boyunca bir¢ok fayda saglayan iyi
diizenlenmis ve kontrollii bir stirectir. Bununla birlikte apoptozun diizensizligi, kanser,
norolojik, kardiyovaskiiler ve otoimmiin hastaliklar dahil olmak iizere bir¢cok hastaliga
dogrudan yol acabilir. Bu nedenle hiicrenin apoptotik 6limii biyokimya, histoloji,
patoloji, farmakoloji ve toksikoloji bilim alanlarmda yogun ilgi uyandirmistir'3®.
Kaspazlar, apoptozda onemli roller oynayan sisteinil aspartat spesifik proteazlardir.
Kaspaz tiirleri arasinda kaspaz-3, i¢ ve dis apoptoz yollarina aracilik etmede merkezi rol
almaktadir. Pek cok kaspaz tiiri kesfedilmis olmasina ragmen kaspaz-3, kapsamli bir
sekilde incelenen ve apoptozu goriintiileme i¢in ¢ekici ve net bir hedef haline gelen tek
kaspazdir. Kaspaz-3 aktive olduktan sonra hiicredeki ilgili substratlar1 parcalayarak geri
doniisli olmayan apoptotik siirece yol acar. Apoptozda yeri doldurulamaz bir yonetici
protein olan kaspaz-3, bu siirecin devaminda DNA hasarina ve apoptotik cisimciklerin
olusumuna yol acar. Kaspaz-3 sadece bir tedavi belirteci olarak degil ayn1 zamanda
terapotik bir hedef olarak da kabul edilmistir. Bu nedenle Kaspaz-3'iin saptanmasi,
hiicre apoptozunun dinamik silirecini zamaninda izlemeyi yansitabilen ve gercek
zamanl olarak gergeklestirebilen apoptoz icin benzersiz bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilir'®’.

Apoptoza bagli hastaliklarin tani, tedavi ve prognozu sirasinda apoptoz
degerlendirme yontemlerine gereksinim vardir. Bugiine kadar, apoptozun saptanmasi
icin kullanilan geleneksel yontemler arasinda hiicre morfolojisi degisikliklerinin
gozlemlenmesi, DNA fragmantasyonu, anneksin—V boyamasi ve mitokondriden
sitokrom ¢ saliniminin saptanmasi yer alir. Bununla birlikte bu yontemler diisiik
hassasiyetleri, karmasik islemleri ve/veya yiiksek maliyetleri nedeniyle kisitlidir!3s.
Biyosensorlerin klinik teshis ve tedavi izlemindeki kullanimi, literatiirde tanimlanan
geleneksel yontemlerden farkli bir bicimde “alternatif teknoloji” olarak bildirilmigtir'®.
Immiinosensérler, viicut sivilarinda antikor-antijen arasindaki etkilesimlerde iiretilen
sinyallerin (elektrokimyasal, optik veya piezoelektrik kaynakl) iletilmesine dayanir'“C,
Diisiik maliyet, tam otomasyon, tasmabilirlik, hizli yanit, yiiksek duyarhilik ve

dogruluga sahip biyosensor teknolojisinin farkli bir bigimi olan immiinosensorler,

analitlerin niceliksel ve niteliksel belirlenmesi igin gelistirilmektedir. immiinoanalizler,
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bir maddenin bir antikora baglanma yetenegine (immiin tepkimeye) dayali olarak
Olciilmesine yonelik biyokimyasal testlerdir; ancak bunlar pahali ekipman, 6rnek 6n
isleme protokolleri, zahmetli ¢calisma ve kat1 operasyonel prosediirler gerektirir. Ayrica,
optik transdiiksiyona dayali olduklarindan ve tepkenleri etiketleme bakimindan zaman
alicidirlar. Bu nedenle immiinosensorler, hizli tarama sonuglar1 saglayabildikleri, kiigiik,
yar1 otomatik ve giderek tasmabilir olduklar1 i¢in geleneksel analitik tekniklere gore

bircok iistiinliige sahiptir'“°.

Elektrokimyasal immiinosensorler, tasinabilir, basit,
kullanim1 kolay, uygun maliyetli ve cogu durumda tek kullanimlik olduklarindan klinik
teshiste hastabasi cihazlari olarak en ¢ok kullanilan biyosensor sinifidir. Biyobelirtegler
icin elektrokimyasal immiinosensorlerle ilgili ¢alismalar, bu yaklasimlarin halk saglhigi

uygulamalarinda potansiyel yararliligini gdstermistir'#!,

Bu bilgiler cercevesinde
apoptotik yolagin o6nemli bir belirteci olan kaspaz-3’lin saptanmasma yonelik bir
immiinosensor gelistirmeyi hedefledik.

Bu calismada antijen-antikor baglanmasina yonelik antikor temelli
amperometrik immiinosensor, bir biyosensorde bulunmasi gereken optimizasyon ve
standardizasyon &zellikleri dikkate alnarak kaspaz-3 biyosensorii tasarladik. Oncelikle
antikaspaz-3’iin baglanacagi ve dolayl olarak kaspaz-3 Ol¢limiiniin gerceklestirildigi
biyoaktif tabaka tasariminda, bos elektrodun modifikasyon Oncesi ve sonrasi yiizey
morfolojileri, yapisal degisiklikleri ve yiizey {lizerindeki kaplamalarm degerlendirilmesi
ve karsilastirilmasi amaciyla SEM analizi yapildi. Calismamizda bos elektrottan alinan
SEM goriintiisiinde (Sekil 4.1) ylizeyin diiz ve piiriizsiiz bi¢imde goriintiilenmesi
beklenen bir kanit olmakla birlikte Barman ve Jasimuddin’in yaptiklar1 ¢alismayla
uyumluydu'#?
(%7,5/%2,5), Kitosan/Jelatin (%2,5/%7.,5), Aljinat/Kitosan (%1/%7,5) ve Aljinat/Jelatin
(%1/%7,5) olmak {lizere 4 farkli biyoaktif tabaka kullanildi. Biyoaktif tabakada

. Antikaspaz-3’li elektroda immobilize etmek amaciyla Jelatin/BSA

kullanilan jellerin derisimleri sonraki asamada optimizasyonlar1 bahsedilecek olan
yiizdece derisimlerdir. Jelatin/BSA’nin  kullanildig1  biyoaktif tabakanin SEM
mikrografinda (Sekil 4.2) heterojen yogun piiriizlii ve bobin benzeri sekillerin olusumu
gozlendi. Elde ettigimiz SEM goriintii verileri, Antonov ve Zhuravleva’nin jelatin/BSA
baglanmasindan elde ettikleri veriler ile benzer oldugu (Sekil 4.3) saptandi'®. Sekil
4.6’da verilen Kitosan/Jelatine ait SEM mikrografinda ise az sayida mikropor ve

mezopor benzeri yapilar goriildii. Sekil 4.9’da verilen Aljinat/Kitosan’a ait SEM

78



mikrografinda, aljinatin heterojen partikiil formunun kitosan ile etkilesimi sonucu
olusan aljinat-kitosan iskelesine (Sekil 4.10) benzer diizensiz yapilar olustugu gozlendi.
Elde ettigimiz bu yapilar Florowska ve ark. yaptiklar1 Aljinat/Jelatin hidrojelin yapistyla
uyumluydu'#*. Sekil 4.13’de verilen Aljinat/Jelatine ait SEM mikrografinda yiizeyde
yogun bicimde benzer boyut ve geometride porlara sahip kopiik benzeri morfolojik
yapilar goriildii. Elde ettigimiz morfolojik goriintillerin  Gong ve ark.’larinin
Aljinat/Jelatinle yaptiklar1 cahsmadaki porsal goriintiilere benzer oldugu gozlendi'*®.
Jelatin/BSA, Kitosan/Jelatin ve Aljinat/Kitosan’a ait SEM goriintiilerinde yiizeyi
tamamen kaplayan heterojen ve diizensiz yapilari, antikorun biyoaktif tabaka
icerisindeki immobilizasyonuna uygun ylizey ortamimni saglayamayacagi nedeniyle
calisma i¢in kisithilik oldugu diisiiniildii. Aljinat/Jelatinde ise olusan porlarn antikorun
girisimine olanak saglayan bir yap1 olusturmasit nedeniyle g¢aligmamizdaki diger
biyoaktif tabakalara gore istiinliik sagladig: belirlendi.

Kaspaz-3’iin saptanmasi, antikaspaz-3’ilin biyoaktif tabakaya
immobilizasyonunu gerektirir. Bu amagla antikaspaz-3, biyoaktif tabakay1 olusturan jel
gruplarina gore 2 farkli capraz baglayicit ajan olan glutaraldehit ve EDC/NHS ile
immobilize edildi. Amin ve hidroksil gruplarindan dolay1 kitosan ve jelatin icin
glutaraldehit; karboksil grubu igeren aljinat icin EDC/NHS kullanildi. Jelatin/BSA
jelinin kullanildig1 biyoktif tabakada glutaraldehitle antikaspaz-3’iin immobilizasyonu
sonrasi lif benzeri yapilarm (Sekil 4.4) olustugu gozlendi. Sekil 4.5’te Kaspaz-3 ile
etkilesim sonucunda ise ylizey daha kompakt ve lifsi goriiniime sahipti. Mevcut
yiizeyde kaspaz-3 ve antikaspaz-3 etkilesimi, ylizeydeki lifsi goriintii gelisimini
artirirken heterojen ¢ukurlarm da olusumuna neden oldu. Ayrica Jelatin/BSA karisima,
tepkime hiicresinde tamponla karistiginda tekrar jel olusturma ozelliginden dolayi
kararliligmm1  koruyamadigi gozlemlendi. Literatiire baktigimizda Baydin ve
arkadaslarinin Jelatin/BSA polimerlerin kararlilig1 iizerinde yaptiklar1 ¢calismada asidik
ortam kosullariin peptit baglarmi hidroliz etmesi nedeniyle polimer yapisini bozdugu,
diisiik jellesme-erime noktas1 ve azalmis jel giiciine neden oldugu bildirilmistir'#®. Bu
nedenle Jelatin/BSA karisimi ¢alismada kullanilamadi. Kitosan/Jelatin’in kullanildigi
biyoaktif tabakada goriilen mikropor ve mezopor yapilarin, antikaspaz-3’iin
glutaraldehitle immobilizasyonu sonucu diizensiz ve homojen olmayan kiiresel

morfolojilere (Sekil 4.7) dontstiigii goriildii. Sekil 4.8’de kaspaz-3 ile etkilesim
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sonucunda olugan SEM mikrografinda elde edilen yiizeyin farkli uygulama noktalarmda
benzer yapilarin olusmamasi ve kitosan ile hazirlanan biyoaktif tabaka gruplarinda
homojen karismama ve ¢okelti olusmasindan dolayi tercih edilmedi. Shen ve arkadaslar1
kikirdak dokusu miihendisligi icin Kitosan/Jelatin hidrojellerin glutaraldehitle in situ

47 Glutaraldehitin, kitosandaki birincil amin gruplarmna

cokeldigini bildirmislerdir
reaktif olan iki karbonil grubuna sahip olmasimin bir sonucu olarak kitosandaki amino
gruplari, glutaraldehitin ¢ift bagina saldirarak bir capraz bag olusturur. Bu tepkime
genellikle Schiff bazi adi verilen bir ara {iriin olusumu ile bagslar ve ardindan bu ara
irlinler daha kararli ¢apraz baglara doniisiir. Sonuc¢ olarak olusan ¢apraz baglarin
kitosan ve glutaraldehit arasinda ag yapisit olusturarak molekiiller arasinda g¢ekim
kuvvetlerini arttirmas1 ve 0zgiil yapiy1 degistirmesi nedeniyle ¢okelti olusturdugunu
digiiniiyoruz. Aljinat/Kitosan’m kullanildig1 biyoaktif tabakada antikaspaz-3’iin
EDC/NHS ile immobilizasyonu sonucu yiizeydeki tepe noktalar1 ve cukur
derinliklerinin artis1 (Sekil 4.11) ile birlikte Sekil 4.12°de kaspaz-3 ile etkilesim
sonucunda olusan SEM mikrografinda 3 boyutlu diizensiz yapisal degisimler ge¢irmesi
bu biyoaktif tabakanin tercih edilmemesindeki nedenlerden biriydi. Diger neden ise
kitosan/jelatin grubunda oldugu gibi aljinat/kitosan karisimi da hazirlanirken ¢okelti
olustugundan dolay1 tercih edilmedi. Aljinat/Jelatin ile hazirlanan karigimda ise
immobilizasyondan Once olusan porlarm, bir sonraki asamada biyoaktif tabaka
sistemine dahil edilecek antikaspaz-3’iin yerlesebilecegi, uygun ¢ukur benzeri yapilar
oldugu gozlendi. EDC/NHS’yi i¢inde bulunduran polimer karigimimnin {iizerine tek
tabaka olacak sekilde eklenen antikaspaz-3’iin mikrografinda ise por ve genel yiizey
alaninda kiiresel kiiclik tanecikler seklinde olan homojen bir dagilim sergiledi (Sekil
4.14). Antikor eklenmeden Once yiizey goriintiisiindeki porlarin, antikorun immobilize
edilmesiyle doldugu goriildii. Aljinat/jelatin/ EDC/NHS/ Antikaspaz-3 ile kaplh yiizeye
kaspaz-3’lin de etkilesimi sonucu meydana gelen 3 boyutlu, farkli derinlige sahip, amorf
bir yap1 goriildii (Sekil 4.15). Son tabakadaki bu degisim antijen-antikor etkilesiminin
polimer ve c¢apraz baglayict ile gergeklestirdigi tepkimenin bir sonucu olarak
gerceklesti. Tiim bu goriintiilerin incelenmesi ve degerlendirilmesinin ardindan polimer
ve biyolojik etkilesim sonuglarindaki degisiklikler en net Aljinat/Jelatin’e ait tasarimda
goriilmesi, caligmalara bu biyoaktif tabaka ile devam edilmesi i¢cin Onemli bir

gerekceydi. Kaspaz-3’iin saptanmasi i¢in yapilan biyosensor c¢aligmalarinda floresan
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problar, molekiiler problar ve nanoparcaciklar kullanilmis olup jel polimerler ile daha
once hi¢ ¢aliyma yapilmamustir'*®, Kaspaz-3 saptanmasinda Aljinat/jelatin polimerinin
calismamizda ilk defa kullanilmasi art1 deger olarak kabul edilebilir.

FTIR spektroskopisi, biyosensor ¢aligmalarinda elektrot ylizeyindeki kimyasal
degisimleri izleme yetenegiyle biyosensor tasarimi ve performans degerlendirmesi igin
onemli bir tekniktir. Jelatin/BSA (%7,5/%2,5) polimerinin kullanildig1 biyoaktif
tabakaya ait FTIR spektrumlarinin karsilastirildig: Sekil 4.16°da, 3342,03 cm™! dalga
boyu Amit-A bolgesinde olup hidrojen bagi ve serbest —OH ile birlikte -NH gerilmesini
temsil eder. 2916 cm™ dalga boyunda ise yine polimerlere ait amin gruplarina dzgiin bir
piktir. Jelatin/BSA polimeri, antijen-antikor etkilesimine dair 2000-500 cm’!
bolgesindeki 1631,81 (C=0), 1552,41 (C=C) ve 1250,61 (C—N) gerilme bantlarinda pik
vermesine ragmen polimere ait spektrumlar birbiriyle ¢akistigindan dolay1 net bilgi
vermede zorluk olusturdugu i¢in tasarladigimiz kaspaz-3 biyosensoriinde kullanima
uygun degildir. Kitosan/Jelatin (%2,5/%7,5) polimerinin kullanildig1 biyoaktif tabakaya
ait FTIR spektrumlarinin karsilastirildign Sekil 4.17°de 2916 cm™'deki pik, C-H
simetrik gerilmeye bagli olarak tanimlandi. Bu pik, polisakkaritin tipik 6zelligidir ve
ksilan, glukanlar ve karragenanlar gibi diger polisakkarit spektrumlarinda bulunur. 3361
cm™! bolgesindeki genis bant, kitosanin molekiil i¢i hidrojen baglarinmn yani1 sira N—-H ve
O-H gerilmesine karsilik gelmekteydi. 2916 cm™ piki ise jelatine 6zgiin olup, 1633
cm ! deki kitosan, jelatin ve glutaraldehitin de olusturdugu C=N bag1 goriildii. Yine
kitosanin serbest kalan C=0 ve C—H baglar1 da olustu. Ama antijen-antikor etkilesimi
sonucu bekledigimiz amit bdlgesi degisimleri gerceklesmediginden dolayi
kitosan/jelatin polimeri de tasarladigimiz kaspaz-3 biyosensorii i¢in uygun degildi.
Aljinat/Kitosan (%1/%?2,5) polimerinin kullanildig1 biyoaktif tabakaya ait FTIR
spektrumlarmm karsilastirildigi Sekil 4.18°de 3273,57 cm” (~OH esneme), 2967 cm’!
(—-NH; esneme), 1636,30 cm™ (C=N esneme) ve 1553,38 cm! (C=O esneme) olmak
tizere dort pikte kayma oldugu goriildii. Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de oldugu gibi Aljinat-
Kitosan polimerinin olugturdugu biyoaktif tabakaya ait FTIR spektrumlarinda birbiri
iizerinde ¢akisma oldugu i¢in net bilgi vermekte gii¢liik c¢ekildi. Aljinat/jelatin
(%1/%7,5) polimerin, sulu ortamda bulunmasi ve jel yapida olmasi nedeniyle biyoaktif
tabaka olusumun her ii¢ basamaginda da 3273,71, 3279,14 ve 327839 cm’

bolgesindeki karboksil grubuna ait O—H titresim pikleri ve amin grubuna ait N-H
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pikleri goriildii (Sekil 4.18). 2914,87 ve 2922,56 cm’! pikleri ise Dragan ve
arkadaslarinin aljinat/jelatinle yaptiklar1 caligmadakine benzer sekilde goriilen, aljinatin
negatif gruplarinin jelatinin pozitif gruplari ile etkilesimi sonucu olusan polielektrolit
bilesiklerdeki (PEC) R—-CO-NH: grubuna ait N-H titresim pikidir'*’. Antikaspaz-3 ile
kaspaz-3 baglanmasmin belirleyici etmenlerden birisi de 1648,83 cm™ bolgesindeki
Amit I bagma ait C=0 gerilme titresimi ve protein yapisal bilesenlerine karsi en hassas
spektral bolgede (1700—1600 cm™') pik vermesidir. 1420,15 cm™ bolgesinde Amit II
bagina ait N-H biikiilmesi ve 1034,94 cm™ Amit III bagina ait C-N gerilme titresimi de
Sekil 4.19°da goriilmektedir. Etkinlestirilmis biyoaktif tabakadaki molekiillerin Amit I,
Amit II ve Amit III baglarina ait transmitans degisimleri antijen-antikor etkilesimleri
nedeniyle % transmitansdaki azalma olarak goriildii. Ayrica 1034 cm™ bolgesindeki
Schiff bazinin C=N degerine karsilik gelen sogurma bant1 polimerler arasindaki
arasindaki kovalent ¢apraz baglanmay1 gosterdi. Elbayomi ve arkadaslarmnin yaptiklar1
calismadakine benzer sekilde, 1000-500 cm™ bolgesinde olusan kiiciik piklerin, aljinat
halkasindaki piranoz gruplarmm C—H ve O-H titresimlerine ait oldugu diisiiniildii'*°.
Aljinat-Jelatin/ EDC/NHS polimeri, antikaspaz-3’iin immobilize ve en son kaspaz-3
etkilesimini de igeren yapmin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.19°da karsilastirilmali olarak
goriilmektedir. Tiim islevsel gruplar i¢in sadece polimere ait spektrumdaki transmitans
yiizdesi, antikaspaz-3 ve kaspaz-3 etkilesimini igeren forma gore %20 azalarak yapisal
degisimin gergeklestigi gorildii. Ayrica Lin ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada 1gG-
antijen etkilesimine ait FTIR spektrumunda olusan kompleks 3200-3400 cm’
bolgesindedir ve bu bdlgede olusan piklerdeki farkliliklarin antijen-antikor etkilesimi ile
iligkili olabilecegi rapor edilmistir'®!. 3200-3400 c¢cm™” arah@mda jelatin/BSA ve
aljinat/jelatin polimerleriyle hazirlanan biyoaktif tabakada antijen-antikor etkilesiminde
transmitans piklerinde %10 diisiis goriildii. Kitosan/jelatin polimerinde bu etkilesime ait
piklerdeki farkliligin yok denecek kadar az oldugu gozlendi. Aljinat/jelatin polimerinde
ise bu piklerdeki transmitans %20 diismekte ve diger biyoaktif tabakalardaki
spektrumlara gore pikler daha net ayrilmaktaydi. FTIR spektrumundan elde edilen
veriler Aljinat/jelatin polimerinin SEM analizi sonucglar1 ile de paralellik
gostermektedir. Bu sonuglara dayanarak Aljinat/jelatin polimeri ile ¢aliymalara devam

edildi.
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Biyoaktif tabakanm yapisal analizi i¢in kullanilan AFM’de yiizeyin aritmetik
ortalama piriizliliigiine (Ra) ya da ortalama piiriizlillik degerin karekokiine (Rq)
bakilmaktadir. Bu degerler ayn1 zamanda elde edilen tabaka iizerindeki immobilizasyon
basaris1 hakkinda da bilgi verecektir. Yiizey piiriizliiligli, hem histogrami hem de her
iki grup aras1 karsilastrma yapilarak degerlendirilebilir'®. Sekil 4.20°deki aljinat/
jelatin/ EDC/NHS polimerine ait AFM goriintiisiinde yilizeye ait Ra ve Rq degerleri ise
1,069 nm ve 1,286 nm iken antikaspaz-3 ve kaspaz-3 etkilesimiyle birlikte Ra ve Rq
degerleri sirasiyla 88,399 nm ve 112,819 nm degerlerine ulastig1 goriildi (Sekil 4.21).
Bu degerler, kaspaz-3 ve antikaspaz-3 etkilesimi sonucunda yiizey piirtizliliigiiniin
polimer yiizeye gore ¢ok daha fazla arttigin1 ve biyomolekiillerin aktif tabakaya basarili
immobilizasyonunu kanitladig1 diisiiniildii. Orneklerdeki taranan tiim alan iizerindeki
ylizey yiikseklikleri dagilimi Gauss tipi olup histogramlarda asimetri gézlenmedi. AFM
analizlerinde goriilen yapisal degisimler SEM ve FTIR analizlerinden elde edilen
sonuclar1 desteklediginden dolayi elektrokimyasal calismalara aljinat/jelatin polimeriyle
devam edildi.

Elektrokimyasal biyosensorler igin, iyi bir katalitik yetenege ve yiiksek yiizey
alanina sahip elektrotlar, elektron aktarimimi kolaylastirabilir boylece elektrokimyasal
sinyali yiikseltebilir. Yiksek ylizey alanina sahip bir elektrot, kovalent olmayan
tepkimeler yoluyla problarin baglanmasini kolaylastirabilir. Tepkimeler genellikle
yalnizca elektrot ylizeyinde algilandigindan elektrotlar, elektrokimyasal biyosensorlerin
performansinda ¢ok dnemli bir rol oynar'>2. Belirli bir elektrodun segilen islevine bagli
olarak elektrot malzemesi, ylizey modifikasyonu veya boyutlari; algilama kabiliyetini
biiyiik 6l¢iide etkiler. Elektrokimyasal algilama genellikle bir referans elektrot, yardimci
elektrot ve algilama veya redoks elektrotu olarak da bilinen bir calisma elektrotu
gerektirir. Yaygm olarak Ag/AgCl'den yapilan referans elektrot, potansiyeli korumak
icin tepkime bolgesine yakinda tutulur. Caligma elektrodu biyokimyasal tepkimede
transdiiksiyon eleman1 gorevi goriirken, karsit elektrot caligma elektroduna bir akim
uygulanabilmesi i¢in elektrolitik ¢ozeltiyle baglantiyr kurmaktadir. Caligma elektrodu
hem iletken hem de kararli olmalhdir. Bu nedenle, analite bagl olarak platin, altin,
karbon ve silikon malzemeler yaygmn olarak kullamlmaktadir'®. Sekil 4.22°de
goriildiigii iizere platin, karbon ve altin elektrotlar kullanilarak elektrokimyasal 6l¢iimler

alindi. Literatiirde altin ylizey, jelatin ve aljinat polimerlerinin yiikseltgenme-
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indirgenme tepkimelerinin gerceklesebildigi uygun baglanmalar1 saglayan zengin amino
ve karboksil gruplarina sahip oldugu icin siklikla kullanilir'>*, Bununla birlikte aljinat
ve jelatin yapisindaki serbest -NH> gruplarinin ve ayni zamanda jelatindeki sisteine ait
—SH gruplarmin elektrostatik etkilesimler yoluyla Au ylizeye immobilize olmaktadir.
—SH gruplar1 Au yiizeye kovalent, -NH, gruplar1 ise H bag: ile baglandi. Ozellikle
tiyoller gibi kiikiirt tlirevleri altin ylizey iizerinde kendiliginden birlesen tek tabakalarin
olusumunu saglayan en etkili bilesenlerden biridir. Bu nedenle aljinat ve jelatin
polimerlerin Au elektrot ylizeyiyle etkilesimi optimum akim yanitini (18 pA) olusturdu.
Platin ve karbon elektrotlar hem altin elektrotlara gore iletkenliginin daha diisiik olmasi
hem de Aljinat/jelatin polimeri i¢in elektrokimyasal tepkimelere girecek uygun tepken
gruplarmin olmamasindan dolayr diisiik ylikseltgenme piki ile sonuclandigindan
calismada tercih edilmedi.

Protein yapisindaki antikorlarin etkinligini gerceklestirmek tiizere belli
biyofiziksel Ozelliklere sahip olmasi gerekir ve bunu belirleyen en 6nemli deneysel
kosullardan birisi ortamimn karakteristik pH degeridir'>. Bundan dolay1 immobilizasyon
sonrasinda pH-akim iliskisindeki degisimler; tampon ve biyoaktif yiizey ile olan
elektrostatik etkilesimleri desteklemesinin yani swra antikorun baglanma siirecini ve
biyosensdriin optimum calisma kosullarin1 belirlemek agisindan 6nemlidir'>®. Bu
amacla asetat tamponu (pH 5,5;6,0:6,5), fosfat tamponu (pH 7,0;7,5;8,0) ve glisin
tamponu (pH 8,5;9,0;9,5) 0,1 M sabit derisimde c¢alisildi ve farkli pH degerlerinde
kaspaz-3 ol¢iimlerindeki optimum pH-akim yanit1 Sekil 4.24’de degerlendirilmistir. pH
6,5 asetat tamponu (Sekil 4.24, yesil pik) deneysel ortamda kaspaz-3 icin en yiiksek
akim yanitim1 olusturmasina ek olarak pH 6,0 (Sekil 4.24, krmiz1 pik) ve 5,5 (Sekil
4.24, sar1 pik) daha diisiik akimli pikler literatiirle uyusmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
da kaspaz-3’lin yapisindaki birden fazla grubun protonlanmasi pH 6,0-7,5 arasinda
gerceklesmektedir!®” 138, Calismamizda en yiiksek akim degerini (0,085 mA) pH 6,5
asetat tamponda elde ederken literatiirde yliksek akim degerlerinin pH 6,8 HEPES ((4-
(2-hidroksietil)- 1-piperazinetansiilfonik asit), pH 6,1 PIPES (Piperazin-N,N'-bis(2-
etansiilfonik asit) ve pH 7,0 fosfat tamponda elde edildigi gézlemlendi'*®,

Iyonik kuvvet, ¢dzeltideki yiik derisiminin bir 6l¢iisiidiir. Iyonik kuvvet, antijen
ve antikorun kararliligini ve ¢oziiniirliigiinii degistirerek aktiviteyi de etkileyebilir'>®.

Optimum pH ve tampon (pH 6,5 Asetat tamponu) elde edildikten sonra iyonik derisime
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katki saglamada onemli parametrelerden biri olan tampon derigsimi de farkli derisimleri
(0,025 M, 0,05 M, 0,1 M, 0,15 M) kullanilarak uygulandi. Kaspaz-3 i¢in optimum
iyonik kuvvet 0,1 M asetat tamponda (Sekil 4.25) gozlemlenirken farkli kaspaz
tiirlerinin optimum iyonik gili¢lerinin arastirildig1 bir ¢aligmada kaspaz-3 icin 0-1 M
derisim arahiginda c¢alisilmis olup optimum derisimi 0,1-0,2 M araliginda elde
edilmistir'%.

Son yillarda biyosensor aktif tabakasinin kararliligi hakkinda yapilan calismalar,
biyoaktif tabaka (arayiiz) tasarimma odaklanmistir. Bu odaklanma, kararlilik, hassasiyet
ve dogrusallik gibi algilama performansinin kalitesiyle dogrudan iligkili olmasi
nedeniyle biyosensdr gelistirmenin yasamsal bir pargasidir. Islevsel bir biyoaktif tabaka
olusturmadaki en  Onemli adim, biyomolekiillerin  sensér  yiizeyindeki
immobilizasyonudur. Bununla birlikte biyomolekiiller, cevrelerine ve bu ortamdaki
degisikliklere duyarli olduklarmdan dolayr bozunma riski icerirler. Bu risk,
biyomolekiillerin kat1 yiizeye dogrudan immobilizasyonunu engellemektedir!®°.
Biyosensorlerin normal ¢alismasi icin gerekli molekiillerin biyolojik aktivitesini
korumak amaciyla algilama elemanlar1 ile elektrot yiizeyi arasinda biyouyumlu bir
biyoaktif tabaka olmalidir. Biyoaktif tabakanin kararliligi, analitlerin iizerindeki
etkilesimini ve ardindan biyosensoriin algilama performansini etkileyeceginden kararh
bir arayiiz tasarlamak siirecin olmazsa olmazlarindandir®. Bu amacla SEM, FTIR ve
AFM analizleri ile uygun yanit1 elde ettigimiz polimer bilesenlerinden olan aljinat ve
jelatinin optimizasyonunda en yiiksek tepe akiminin %1 Aljinat—-%7,5 Jelatin’den
olustugu goriildii (Sekil 4.26). Bu derisim kaspaz-3 i¢in baglanmanin en yiiksek oldugu
orand1 ve sinyal artis1 ile sonuclandi. Aljinatin %1,25, 1,5 ve %1,75 oldugu, jelatinin ise
%10, 12,5 ve %15 oldugu yiiksek polimer derisimleri kaspaz-3’ilin etkilesime girecegi
alanlarm kiiciilmesine ve antijen-antikor etkilesimlerinin kisitlamasina neden oldu. Bu
kisitlama difiizyon direncinin artmasiyla birlikte sinyalde diislis olarak gdzlemlendi.
Aljinatin %0,25 ve %0,5 jelatinin ise %2,5 ve %5 oldugu diisiik derisimlerde ise
polimerin, biyotanima elemanina yeterli destegi saglamamasi, immobilizasyon
etkinliginin ve aktif tabakanin kararliliginin azalmasina yol agmasi sebebiyle sinyalde
diisiis ile sonuglanda.

Capraz  baglayicilar, biyosensorlerde kullanilan  biyolojik  bilesiklerin

ozelliklerini degistirmeden onlar1 polimerlerle aktif tabakaya baglayabilmesi
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bakimimdan 6nemlidir. Bu ajanlar ayn1 zamanda aktif tabakadaki biyolojik bilesiklerin
kararhiligin1 artirarak biyosensoriin tekrar kullanilabilirligini ve dmriinii de artirabilir.
Bu nedenle, biyosensor tasariminda dogru c¢apraz baglayicilarin segilmesi ve

kullanilmas1 ¢ok dnemlidir!®!

. Kaspaz-3 sensoril i¢in glutaraldehit ve EDC/NHS olmak
iizere iki farkli capraz baglayict ajan kullanildi Sekil 4.27°de gorildiigi gibi
tasarladigimiz biyosensor i¢in optimum c¢apraz baglayict EDC/NHS olup en uygun
derisim oran1 0,3 M/0,1 M olarak belirlendi. Capraz baglayicinin glutaraldehit olarak
kullanom1 diisiik sinyal akimi ile sonuclandi. Bu durumun olasi sebepleri; aktif
tabakanin yeterli doygunlugu asmasi ve buna bagl olarak kalinlagmasi olabilir. Aktif
tabakanin doygunlugi, capraz baglayicilarin yilizeyde birikmesi nedeniyle Ol¢iim
sinyalinde diisiise neden olabilir. Ayni1 durum aktif tabakanin kalinlagmas1 ve buna bagl
olarak biyosensor duyarliliginin azalmasi sonucuyla da sinyal diisiisiine neden olabilir.
Kaspaz-3’le yapilan bir in vitro ¢alismada 1-etil-3-(dimetilaminopropil)karbodiimid
(EDC), etilenglikol bis-siiksinimidilsiiksinat (EGS), dimetilpimelimidat (DMP),
ditiyobis-siiksinimidil propiyonat (DPS) capraz baglayicilar1 kullanilmis ve EDC
disindaki diger capraz baglayicilarin, inhibitor etki gostererek enzim aktivitesinde
azalmaya yol actig1 goriilmiistiir'é2. Baska bir ¢alismada ise kaspaz-3, glutaraldehitle
capraz baglanma tepkimesinde kullanilmis ve glutaraldehitin antikor tarafindan tanman
epitoplarin asir1 ¢apraz baglanma yoluyla maskeledigi, alfa sarmal yapiy1 bozdugu ve

sinyali azalttig1 goriilmiistiir'®.

Bu nedenle, tasarladigimiz biyosensdrde capraz
baglayici olarak glutaraldehitin kullanildigi deney kosullarinda akim degerlerinin
azaldigi (0,01 mA) ve EDC/NHS nin kullanildig1 deney kosullarinda ise optimum akim
degerine (0,13 mA) ulastig1 goriildii.

Dogrusal saptama araligi, bir biyosensoriin 6l¢ebilecegi minimum ve maksimum
Olclim degerleri arasindaki araligi ifade eder. Bir biyosensoriin dogrusal saptama

164 Ote yandan, dogrusal saptama araligmin altinda

araligmin genis olmasi tercih edilir
veya Ustlinde kalan degerler yani 6l¢iim araligmin disindaki degerler yanlis sonuglar
iretebilir. Bu nedenle, bir biyosensoriin dogrusal saptama araliinmn dogru sekilde
belirlenmesi, Olgiilen degerlerin giivenilirligi agisindan 6nemlidir. Bu amagla 1,5-250
ng/mL kaspaz-3 derisimlerinde CV degerleri alinmis ve dogrusal saptama aralig 1,5-
100 ng/mL olarak belirlenmistir. 100 ng/mL iistiindeki degerler i¢in sistem asir1 yiik

(overload) ve 1,5 ng/mL altindaki degerler icin ise eksik ylik (underload) olarak uyar1
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vermektedir. Literatiirde bildirilen kaspaz-3 biyosensorleri igin diferansiyel puls
voltametri (DPV), dogrusal tarama voltametri (LSV), kare dalga voltametri (SWV),
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve doniisiimlii voltametri (CV) olmak
iizere farkli elektrokimyasal yontemler uygulanmis olup farkli sinyal tasiyicilar ile farkli
polimer yiizeyler kullanilarak dogrusal saptama araligi caligmalar1 yapilmistir. Bu
caligmalardaki saptama araligi i¢in minimum deger 0,1 pg/mL iken maksimum &l¢iim

alabildikleri deger 10 ng/mL olarak bildirilmistir'®®

. Calismamizda 100 ng/mL’ye kadar
lineer Olglimler almmabilmekte ve bu 6zelligi ile elektrokimyasal Ol¢limler acisindan
literatiire daha genis saptama limitiyle tistlinliigii ortaya konulmustur.

Giin ici tekrarlanabilirlik ayn1 laboratuvarda, ayni cihazla, ayni kisi tarafindan
kisa zaman araliginda elde edilen verilerin birbirine yakmhigmin 06l¢iisiidiir.
Biyosensorlerin  birbiriyle tutarli sonuglar vermesi acisindan tekrarlanabilirlik
calismalar1 dnemlidir'®®. Tekrarlanabilirlik i¢in derisimi 10 ng/mL olan drnegin 15 kez
artarda Olciilerek siklik voltamogramda (Sekil 4.29) elde edilen sonuglar i¢in ortalama
deger (X) = 10,02, standart sapma degeri (SD) = 0,18 ve varyasyon katsayis1 (CV) =
9%1,8’dir (Cizelge 4.3). Shabir ve arkadaslarmin yaptiklar1 yontem validasyon
calismasinda standart sapma degerinin %3’ten kii¢iik olmasi kabul edilebilir deger

olarak tanimlamaktadir'6’

. Varyasyon katsayis1 ise genellikle %15'in altinda kabul
edilir'®. Elde edilen sonuglar giin ici tekrarlanabilirlik i¢in yontemin uygun ve kabul
edilebilir nitelikte oldugunu gostermektedir.

Giinler arasi tekrarlanabilirlik deneyinde kullanilan derisimden farkli olarak 55
ng/mL’lik 6rnek kullanilarak, sonug¢larin dogrulugunu ve tek bir 6rnege 6zgii olmadigimi
gostermek amaciyla gilinler arasi tekrarlanabilirlik calismalar1 yapilmis olup
voltamogramlar1 almmustir (Sekil 4.30). Olgiimler her giin 1 kere, 20 giin boyunca ayn1
deneysel kosullarda alinmistir. Sekil 4.31°de 6l¢iim sonuglarmin birbirine yakinligi
goriilmekte olup standart sapma degeri 2,5 olarak bulunmustur. Giinler arasi
tekrarlanabilirlik deneyleri agisindan basarili sonuglar elde edilmistir.

Elektrotlarin raf dmrii, tepkimenin biyoaktif tabakada gerceklesmesi sebebiyle
biyosensoriin kalitesi ve performansi iizerinde énemli bir etkiye sahiptir'®®. Kaspaz-3
biyosensoriiniin raf omrii caligmalar1 i¢in 40 giinliik periyotta 25 ng/mL kaspaz-3
derisiminde biyosensoriin yanit akimi Ol¢lildii. Bu Olglimlerden elde edilen akim

verilerinin zamana kars1 grafiginden raf dmriiniin %40 aktivite kaybinin goriildiigi 30

87



giine kadar kullanilabilir oldugu belirlendi (Sekil 4.32). Sonug olarak 30 giinden sonra
alinacak Olglimler i¢in elektrot temizlenmeli aktif tabaka tekrar hazirlanarak 6lgiim
almmalidir.

Enzim bagli immiinosorbent 6lciim (Enzyme-linked immunosorbent assay-
ELISA) arastirma ve klinik analizlerde biyomolekiilleri saptamak i¢in en 6zgiin ve basit
testlerden biridir'”’. Kaspaz-3 &lgiimleri icin kullanilan ELISA yontemi ve tasarlanan
biyosensor sonuglar1 karsilastirildi. Yontem karsilastirmalart i¢in “CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii) Yontem
Karsilagtirma Kilavuzu” esas alinmakta ve iki yOntem arasindaki korelasyon
katsayismin r>0,975 olmast durumunda elde edilen verilerin tutarli ve giiclii pozitif
iliskili oldugu anlamina gelmektedir'’!: 1”2, Elde edilen korelasyon katsayis1 0,9927 olup
bu deger tasarlanan kaspaz-3 biyosensoriiniin pratikte kullanimi i¢in uygun oldugu
anlamina gelmektedir. Kaspaz-3’lin saptanmasi i¢in kullanilan yontemler baslica akim
sitometri, kolorimetrik, immiinohistokimyasal, florometrik ve elektrokimyasal
analizlerdir. Bu yontemler yliksek hassasiyet ve hizli sonu¢ alma gibi benzer avantajlara
ve pahali ekipman, tek kullanimhik malzemeler ve Ornekleme yontemindeki

zorluklardan dolay1 da benzer kisithiliklara sahiptir!'’?

. Karsilastirma i¢in kullandigimiz
ELISA yonteminde Olctim hassasiyeti 0,3-20 ng/mL iken tasarladigimiz kaspaz-3
biyosensoriinde ise 1,5-100 ng/mL olarak belirlenmistir. 1,5 ng/mL’den daha az olan
derigimlerinde sistem Ol¢lim kapasitesinin altinda bir yiik olarak uyar1 vermekte olup
ELISA yontemine gore bir kisithliktir. Fakat ELISA yonteminde Ol¢im {ist sinir1 20
ng/mL iken tasarladigimiz biyosensordeki Ol¢iim iist smirmin 100 ng/mL olmas1 ise
yontemin ustlinliigidiir.

Sonu¢ alma siireleri bakimindan ELISA yonteminde Ornegin c¢alisilmaya
baslanmasi ve sonu¢ elde etme olmak {izere toplam siire ortalama 3,5 saat iken
biyosensor sisteminde elektrot hazirligi ve sonug elde etme siiresi toplam 1 saattir. Hizli
yanit alma siiresi bu nedenle biyosensdrde daha yararlidir. Maliyet agisindan ise kaspaz-
3 ELISA kiti markaya, 6rnek sayismna ve kaynaga bagli olarak birkac yiiz dolardan
baslaylp fiyat1 farkli Ozelliklere gore artmaktadir. Tasarladigimiz biyosensorde

elektrodun immobilizasyonundan sonra yaklasik 1 ay kadar siire ile her giin dlglim

almabilmektedir.

88



Kaspaz-3 saptanmasina yonelik tasarladigimiz biyosensor ile giincel kullanimda
olan ELISA kiti arasindaki performans degerlendirme ve yontem karsilastirma analizi
icin ROC egrisi kullanildi. AUC degerinin ELISA analizinde oldugu gibi 0,7-0,8
araliginda oldugu durumlarda “tani testi kabul edilebilir bir ayrim giiciine sahip” olarak
bildirilmistir. Tasarladigimiz biyosensérde oldugu gibi AUC degerinin 0,8-0,9
araliginda oldugu durumda ise “tani testi milkemmel bir ayrim giiciine sahip” olarak
bildirilmistir. Elde etti§imiz sonuglar biyosensor verilerinin mevcut kullanilan ELISA

yonteminden daha iy1 ayrim giiciine sahip oldugunu gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Elektrokimyasal immiinosensorler bir elektrot yiizeyinde immobilize edilmis
antikor ile 6zgiin antijen arasindaki etkilesimlere dayanan bir tiir afinite biyosensoriidiir.
Immiinosensérler, antikor ve karsilik gelen antijen arasindaki 6zgiin baglanma
nedeniyle yiiksek secicilige ve duyarliliga sahiptir bu da onlar1 6zellikle tibbi ve
biyoanaliz alanlarinda c¢esitli uygulamalar i¢in uygun bir platform haline getirir.
Elektrokimyasal immiinosensorler, bir elektrokimyasal doniistiiriicii tarafindan
kaydedilen bir elektrik sinyalinin Ol¢imlerine dayanir ve sinyal tipine bagl olarak
amperometrik, potansiyometrik, kondiiktometrik veya impedimetrik olarak
siiflandirilabilir.  Immiinosensérler arasinda, elektrokimyasal —immiinosensorler,
basitlikleri, tasinabilir olmalar1 ve otomatik saptama yetenekleri nedeniyle daha
miikemmel hale getirilmistir!’*,

Bu tez projesi kapsaminda kaspaz-3 belirlenmesine yonelik bir biyosensor
gelistirildi. Elektrot iizerindeki biyoaktif tabakaya ait optimizasyon calismalarinin her
asamasi dongiisel voltametri Olctimleri alinarak  degerlendirildi  ve ylizey
karakterizasyonundaki her degisim hassas Ol¢iimlerle saptandi.

Tez caligmasmin ilk asamasinda, altin elektrot iizerinde kaspaz-3’e 0Ozgiin
biyoaktif tabaka tasarlanmistir. Bu amacla kitosan, aljinat, jelatin ve BSA’nin farkli
kombinasyonlar1 kullanilarak immobilizasyon jelleri hazirlanmistir. SEM analizinde
optimum polimer jel ve derisimleri %1 Aljinat ve %7,5 Jelatin oldugu goriilmiistiir.
Biyoaktif tabakanin duyarlilig1 ¢alismamizdaki en 6nemli parametrelerden biri oldugu
icin SEM mikrograflarinin yan1 sira FTIR ve AFM analizleri de yapilmistir. Bu
analizlerin sonucunda FTIR’da %1 Aljinat ve %7,5 Jelatin kullanilan yiizeyde kaspaz-3
antijen ve antikoru arasindaki etkilesimin absorbans ile dogru orantili olarak arttigini ve
yapisal degisimlerin gerceklestigi belirlenmisti. AFM analizinde de yiizey
topografyasinin her asamasinda girinti-gikintilarin  artmas:t kaspaz-3’iin antikorla
etkilesimine izin veren alanlarin olusumuyla sonuglanmistir. SEM, FTIR ve AFM
analizlerinden elde edilen wveriler birbirini desteklediginden dolayr optimum

immobilizasyon jeli ve derisimi %1 Aljinat ve %7,5 Jelatin olarak degerlendirilmistir.
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Capraz baglayict ajanlar, biyoaktif tabakadaki antikaspaz-3’iin yapisini
degistirmeden polimerlerle aktif tabakaya baglayabilmesi i¢in 6nemlidir. Bu kapsamda
glutaraldehit ve EDC/NHS olmak {izere iki farkli ¢apraz baglayici ajan kullanildi
Tasarladigimiz biyosensor i¢in optimum capraz baglayict EDC/NHS olup en uygun
derisim orani 0,3 M/0,1 M olarak belirlenmistir.

Deneysel ortamin optimizasyonunu belirlemek amaciyla farkli tampon (asetat,
fosfat ve glisin), pH (5,0-9,5) ve iyonik kuvvetlerin (0,025 M, 0,05 M, 0,1 M, 0,15 M)
oldugu ortamda aliman dongiisel voltamogramlar incelenmistir. Bu sonuglardan elde
edilen optimum yanitlar; pH 6,5, ve 0,1 M asetat tamponu olarak belirlenmistir.

Karakterizasyona calismalarimizda ise dogrusal saptama araligi, giin ici ve
giinler arasi tekrarlanabilirlik ve raf dmrii deneyleri yapilmistir. Tasarladigimiz kaspaz-
3 biyosensoriiniin  dogrusal saptama araligr 1,5-100 ng/mL olarak belirlenmistir.
Literatiirde Deng ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan elektrokimyasal yontemin
kullanildig1 kaspaz-3 biyosensoriiniin  dogrusal saptama araligi 0,5-2000 pg/mL
araliginda tayini yapabilmektedir'”>. Fotoelektrokimyasal yontemi kullanan Chen ve
arkadaslarinin saptadigi dogrusal saptama araligi ise 0,2—20 ng/mL’dir. Tasarladigimiz
kaspaz-3 biyosensoriine ait dogrusal saptama araligi daha genis aralikta olup diger
yontemlere gore iistiinliilk gostermektedir.

10 ng/mL olan Ornegin 15 tekrarli ¢calismasinda elde edilen ortalama deger
(X)=10,02, standart sapma degeri (SD)+0,18 ve varyasyon katsayis1 (CV) = %1,8’dir.
Sonuglarimiz kaspaz-3 biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik agisindan uygun oldugunu
gostermektedir. Tekrarlanabilirlik deneyinde kullanilan derisimden farkli olarak 55
ng/mL’lik 6rnek kullanilarak, sonug¢larm dogrulugunu ve tek bir 6rnege 6zgii olmadigini
gostermek amaciyla gilinler arasi tekrarlanabilirlik c¢alismalar1 yapilmis olup
voltamogramlar1 alinmistir. Gilinler arasi tekrarlanabilirlik calismasindan elde edilen
standart sapma degeri 2,5 olarak bulunmustur.

Gelistirilen biyosensoriin raf dmrii ¢aligmalari i¢in 40 giinliik periyotta 25 ng/mL
kaspaz-3 derisiminde biyosensoriin yanit akimi 6l¢iildii ve raf dmriinlin %40 aktivite
kaybmin goriildiigii 30 gline kadar kullanilabilir oldugu belirlendi. ELISA yontemi ve
tasarlanan biyosensor sonuglarindan elde edilen korelasyon katsayist 0,9927 olup
birbiriyle tutarli sonuglar elde edildi. Fakat sonu¢ alma siiresinin kisa olmasi ve daha az

maliyetli olmas1 nedeniyle tasarladigimiz biyosensor kullanima daha uygundur. ELISA
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ve biyosensor yontem karsilastirilmasinda biyosensoriin ROC egrisi AUC degeri 0,88
olarak elde edilmis olup biyosensoriin ELISA yOntemiyle “miikkemmel uyum”
gostermektedir.

Bu tezden edinilen bilgilerden sonra bir sonraki adimda insan plazma-serum
orneklerindeki kaspaz-3 ile calisilabilir. Kaspaz-3 ¢alismalarindaki girisim etkisi
incelenebilir. Plazma ya da serum Orneklerindeki kaspaz-3’e ait biyosensor verileri test
edilerek Orneklem biiyiikligii, test giicii degerlendirildikten sonra farkli karsilastirma
testleri uygulanabilir. Ayrica kabul kriterlerinin kabul edilmesi amaciyla validasyon
parametreleri i¢in daha kapsamli ¢alismalar yapilabilir. Tiim bu uygulamalardan sonra
biyomedikal miihendisligi ve elektrik-elektronik miihendisligi ile birlikte bircok
disiplinin birlikte ¢alismas1 sonrasi cihaz portatif olarak kullanima hazir hale
getirilebilir.

Kaspaz-3, apoptotik siirecin izlenmesinde ve antikanser ilaglarin etkinliginin
degerlendirilmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar. Elektrokimya tabanli biyosensorler
biiylik potansiyel gostermekte ve kaspaz-3'lin saptanmasi i¢in yaygm olarak
uygulanmaya baslanmistir. Bu tez kapsaminda tasarlanan kaspaz-3 biyosensorii
gelecekteki biyoalgilama siireci ve pratik uygulamalar i¢cin gelecek vadetmektedir.
Ilerleyen siireclerde apoptozla ilgili biyobelirte¢lerin ¢oklu ve es zamanli olarak

algilanmasi i¢in kapsamli ¢alismalar yapilabilir.
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