DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

IMMUNGLOBULIN G TAYININE YONELIK
AFINITE TEMELLI BiYOSENSOR
GELISTIRILMESI

Yagmur DOGAN

Temmuz, 2022

IZMiR



IMMUNGLOBULIN G TAYININE YONELIK
AFINITE TEMELLI BIYOSENSOR
GELISTIRILMESI

Dokuz Eyliil Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi

Kimya Anabilim Dali, Biyokimya Programi

Yagmur DOGAN

Temmuz, 2022

iZMiR



YUKSEK LiSANS TEZi SINAV SONUC FORMU

YAGMUR DOGAN, tarafindan PROF.DR. MUNIiRE NALAN DEMIR
yonetiminde hazirlanan “IMMUNGLOBULIN G TAYININE YONELIK
AFINITE TEMELLI BiYOSENSOR GELISTIRILMESI” bashikli tez
tarafimizdan okunmus, kapsami ve niteligi agisindan bir Yiiksek Lisans tezi olarak

kabul edilmistir.

Prof. Dr. M. Nalan DEMIR

Y Onetici

Prof. Dr. Dilek Odaci Demirkol Dr. Ogr. Uyesi Ali Araz

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Prof. Dr. Okan FISTIKOGLU
Miidiir

Fen Bilimleri Enstitiist

11



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez c¢aligmam boyunca, bilgi ve deneyimlerini
esirgemeyen, bana yol gosteren sayin hocam Prof. Dr. Miinire Nalan DEMIR e,
deneysel calismalarimda bilgi ve tecriibelerini paylasarak bana destek olan Dr.
Hilmiye Deniz ERTUGRUL UYGUN’a ve hayatim boyunca destegini
esirgemeyen,yanimda olduklarin1 hep hissettiren annem Sevilay DOGAN, babam
Halim DOGAN, kardesim Nevzat DOGAN ve anneannem GULLU DURAK’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Yagmur DOGAN

11



IMMUNGLOBULIN G TAYININE YONELIK AFINITE TEMELLI
BiYOSENSOR GELISTIRILMESI
07/

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Immunoglobulin G tayini igin, afinite temelli sensér
gelistirilmistir. Bunun i¢in, monomer olarak pirol-3-karboksilik asit kullanilarak
polihidroksi fulleren varliginda elektropolimerizasyon yontemi ile immunoglobulin G
baskilanmais altin elektrod hazirlanmistir. Biyosensor sistemi tasarlanirken, elektrodun
modifikasyon adimlarini izleyebilmek ve karakterize edebilmek i¢in Siklik voltametri
(CV) ve Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) yontemleri kullanilmistir.
Gelistirilen sensor sisteminin performans parametreleri 25-1200 ng/mL (R?= 0,9876)
arasinda kalibrasyon egrisi ile belirlenmis ve LOD ve LOQ sirasiyla 80 ng/mL ve 243

ng/mL olarak bulunmustur. Optimize edilen sensor sisteminin uygulanabilirligi yapay

serum Ornekleri kullanilarak test edilmistir.

Anahtar kelimler; immunoglobulin G, molekiiler baskilanmis biyosensdr, altin

elektot, siklik voltametri, elektrokimyasal impedans spektroskopisi

iv



DEVELOPMENT OF AFFINITY BASED BIOSENSOR FOR
IMMUNOGLOBULIN G DETERMINATION

ABSTRACT

In the scope of this thesis, a affinity-based sensor was developed for the
determination of Immunoglobulin G. For this purpose, immunoglobulin G imprinted
gold electrode was prepared by electropolymerization method in the presence of
polyhydroxy fullerene using pyrrole-3-carboxylic acid as monomer. While designing
the biosensor system, Cyclic voltammetry (CV) and Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIS) methods were used to monitor and characterize the modification
steps of the electrode. The performance parameters of the developed sensor system
were determined by the calibration curve between 25-1200 ng/mL (R2= 0.9876) and
the LOD and LOQ were found to be 80 ng/mL and 243 ng/mL, respectively. The

feasibility of the optimized sensor system was tested using artificial serum samples.

Keywords; Immunoglobulin G, molecularly imprinted biosensor, gold electrode,

cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy
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BOLUM BiR
GIRIS

Immiinglobulinler, immiinojenlere yanit olarak plazma B hiicrelerinden iiretilen ve
antikor olarak gorev yapan glikoprotein yapili molekiilleridir. Toplam plazma

proteininin yaklasik %20-25’ini olustururlar.

Antikorlar, insan viicut sivilarinda bulunan énemli biyolojik belirteclerdir. Sadece
plazmada degil, idrar, omurilik s1visi, siit, tiikiiriik, gézyasi, lenf diiglimleri ve dalak
gibi diger viicut sivilart veya dokularinda bulunabilirler (Mestecky, 1972). Antikorlar
viicuda giren patojeni etkisiz hale getirirler. Temel gorevleri, viicuda giren patojene
(antijene) baglanmak ve baglanma gergeklestikten sonra antijenin biyolojik yapisini
bozup antijeni yok etmektir (Lipman, Jackson, Trudel, Weis-Garcia, 2005). Hiimoral
bagisiklik tepkisine katilirlar ve bagisiklik sisteminin patojene tepkisi sirasinda
seviyeleri artar. Yanit olarak iiretildikleri antijene ve bazen az sayida yakin iligkili
antijene spesifik olarak baglanirlar. Baglandiklar1 yabanci molekiilleri viicudun

bagisiklik hiicreleri i¢in isaretleyerek etkisiz hale getirmis olurlar (Liu vd., 2018).

1.1 Immiinoglobulinlerin Yapisi

Immiinoglobiilinler, glikoprotein yapisinda olup %82 ile %92’si polipeptid ve %4-
18’1 ise karbonhidratlardan meydana gelmistir. Karbonhidratlar basit veya kompleks
yan zincirler halinde, daha ¢ok oligosakkarit seklindedir. Oligosakkaritler N-asetil
glukozamin uglar1 ile polipeptid zincirindeki bir asparajine N-glikozidik bag ile
baglanir. Oligosakkarit dallar galaktoz ile sonlanir ve N-asetil nérominik asit bu

galaktoza tutunur.

Tek bir antikor molekiilli, iki 6zdes hafif zincirden (yaklagik 25.000 sahip
polipeptitlerden) ve iki 6zdes agir zincirden (yaklasik 50.000 MW) olusur. Hafif zincir
bir agir zincire bir disiilfid bag1 ve hidrojen baglari, tuz baglar1 ve hidrofobik baglar
gibi kovalent olmayan etkilesimlerle bir heterodimer olusturmak {izere baglanir.

Benzer sekilde kovalent olmayan etkilesimler ve disiilfid kopriileri, temel dort zincirli



antikor yapisin1 olusturmak i¢in iki 6zdes agir ve hafif zincir kombinasyonunu

ybirbirine baglar (Sekil 1.1) (Megha ve Mohanan, 2020).

Disulfide bond

Carbohydrate

VH Hinge Region

Sekil 1.1 Immunoglobulinlerin Yapis1 (Mayer, 2016)

Bir antikor molekiilii temelde "Y" seklinde bir yapidan olusur. Zincirlerin her biri,
disiilfid baglar1 ile baglanan ¢oklu sabit (C) ve bir degisken (V) bolge icerir. Antijen
baglayici alanlar, kollarin ucunda bulunur; efektor alanlar1 ise kuyruk bolgesinde
bulunur. Cogu antikor i¢in bu alanlar, proteolitik sindirim ile birbirinden ayrilabilir.
Fizyolojik pH altinda, papain enzimi, tiim izotipleri, onlar1 bir arada tutan disiilfid
baglarinin {izerindeki agir zinciri pargalayarak Fab (antijen baglanan alan) ve Fc
(efektor alan) fragmanlarina ayirabilir. Pepsin ise bu baglarin altindaki molekiilii
keserek F(ab’),'ye ve en bilyiigii pFc olarak adlandirilan Fc bolgesinin ¢esitli
fragmanlarina pargalayabilir (Sekil 1.2). Fab kismi antijenle baglanmay1 saglayan
bolgeleri igerirken, Fc kismi ise molekiiliin hiicrelere veya komplemente baglanmasini

saglar.



Fab

Sekil 1.2 Antikor molekiiliiniin fragmentlerine ayrilmasi. (Lipman vd., 2005)

Hafif zincir iizerinde bir adet degisken (V) ve bir adet sabit (C) bolge bulunurken,
agir zincir lizerinde bir adet V bolgesi, 3-4 adet C bolgesi bulunur. V bolgeleri tizerinde
ii¢ adet asir1 degisken bolge (CDR) bulunmaktadir. Bunlar icerisinde CDR3, V ve C
bolgelerinin birlestigi yere en yakin olacak sekilde konumlanmistir ve tamidigi

antijenik cesitlilik en fazladir.

Cogu antijenin yapisi ¢ok karmasik oldugundan, ¢ok sayida lenfosit tarafindan
tanian ¢ok sayida epitoplar1 vardir. Her lenfosit, plazma hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi i¢in aktive edilir ve elde edilen antikor tepkisi poliklonaldir. Poliklonal
antikorlar (PAb), genellikle viicuttaki farkli B hiicresi klonlar1 tarafindan iiretilen
heterojen antikor karisimidir. Tek bir antijenin bir¢ok farkli epitopunu taniyabilir ve
bunlara baglanabilirler. Tek bir ana hiicreden klonlasmis 6zdes B hiicreleri tarafindan
iiretilen antikorlar ise monoklonal antikorlardir (MAb). MAbler tek degerlikli
afiniteye sahiptir ve sadece bir antijenin ayni epitopunu tanirlar (Sekil 1.3) (Lipman

vd., 2005).
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Monoklonal Antikorlar

Sekil 1.3 Poliklonal ve Monoklonal Antikorlar

1.2 immunoglobulin Smiflar

Immiinglobulinler agir zincirlerin sabit bélgelerindeki aminoasit sekanslarina gore

bes farkli simifa ayrilir (Sekil 1.4). Bir smiftaki tiim immiinglobulinlerin agir

zincirlerinin sabit bolgeleri birbirine benzerdir.

IMMUNOGLOBULIN TIiPLERI

IgG IgE

IgDh

W W

Sekil 1.4 Immunoglobulin Kompleksleri



1.2.1 IgM

B hiicresi gelisimi sirasinda eksprese edilen ilk immiinoglobulindir ve birincil
bagisiklik tepkisinden sorumludur. Genellikle bir immiinojene veya patojene akut
maruziyeti teshis etmek icin kullanilir. IgM antikorlar1 diger izotiplerden daha
polireaktif olduklar i¢in IgM tasiyan B hiicreleri antijenlere daha hizli yanit verirler

(Schroeder ve Cavacini, 2010).

IgM, immiin yanitta plazma hiicreleri tarafindan tretilir ve 10 antijen baglama
bolgesi ve birlesme (J) zinciri igeren ¢dziiniir pentamerler veya 12 antijen baglama
bolgesi igeren ve birlesme zinciri (J-zinciri) icermeyen heksamerler olarak salgilanir.
IgM, sirasiyla pentamer veya heksamer i¢in yaklasik 900 veya 1050 kDa'lik bir

molekiiler agirhiga sahiptir.

[gM antikorlarmin antijen baglama afiniteleri IgG'den daha diisiik olmasina
aviditeli baglanmaya ve komplemanin etkin bir sekilde baglanmasina izin verir. [gM
antikorlarmin yiiksek aviditesi, onlar1 diisilk seviyelerde bulunan antijenleri ve
mikrobiyal ylizeyler iizerinde bulunan karbonhidratlar veya lipidler gibi protein
olmayan antijenleri baglamada 6zellikle etkili kilar. Pentamerik IgM antikorlar1 ayrica
pentamerik yapiy1 stabilize eden ve birkag reseptére baglanmayi saglayan bir

birlestirme (J) zinciri igerir (Keyt, Baliga, Siclair, Carroll, Peterson, 2020).

1.2.2 IgD

IgD’ler serumda ¢ok diisiik seviyelerde bulunur ve proteolitik enzimlerle kolayca
parcalandiklar1 i¢cin serum yart Omrii oldukca kisadir. IgD’nin antikor aktivitesi
kanitlanamamistir  ¢linkii  ana antikor efektér mekanizmalarina katildig:
bilinmemektedir. IgD’nin B lenfositlerinin yiizeyinde bulunarak B lenfositlerinin

farklilasmasinda rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Schroeder ve Cavacini, 2010).



1.2.3 IgA

IgA, dogumdan sonra 2. ayda sentezlenmeye baslar ve ergenlik ¢agina kadar yavas
yavas ylkselerek en yiiksek seviyeye ulasir. IgA, mukozal yiizeyleri toksinlerden
korumada gorev alir. Virlis ve bakterileri dogrudan noétralize eder ve mukozal
yiizeylere baglanmalarini 6nlerler. Serum IgA seviyeleri IgG seviyelerinden oldukga
disiiktiir ancak mukozal yiizeyler, tlikiiriik ve anne siitiinde tam tersi bir durum
gozlemlenmektedir. Cesitli patojenik mikroorganizma tiirlerinin mukozal yilizeylere
tutunmasi, IgA tizerindeki glikanlarin, yiizeylerindeki sekere bagimli reseptorler veya
fimbrialarla etkilesimi ile onlenebilir. Bunun yaninda IgA, bagisiklik korumasini
arttirmak icin mukozal salgilardaki diger dogustan gelen savunma faktorleri ile
etkilesime girebilir. Bunlara miisinler, laktoferrin ve laktoperoksidaz sistemi dahildir.
Ayrica besinler yoluyla bagirsaga ulasan, zararli makromolekiillerle birleserek
emilimlerini 6nler ve yok edilmelerini kolaylastirir. IgA, cesitli mikroorganizmalar
olusturdugu toksik ve litik enzimleri de etkisiz hale getirir (de Sousa-Pereira ve Woof,

2019).

1.2.4 IgE

Serumda en diisiik konsantrasyonda bulunan ve en kisa yar1 émre sahip olan
immiinoglobulindir. Asir1 duyarlilik, alerjik reaksiyonlar ve parazitik solucan
enfeksiyonlarina verilen yanittan sorumludurlar. Alerjik reaksiyonlara aracilik etme
rolleri ve Fc reseptorleri FceRI ve FceRII/CD23'e baglanarak aktive olan giiglii efektor

fonksiyonlari ile bilinirler (Sutton, Davies, Bax, Karagiannis, 2019).

1.2.5 IgG

Serumda en fazla bulunan ve 23 giin ile yar1 6mrii en uzun olan immunoglobulindir.
Immunoglobulinlere ait tiim fonksiyonlar1 yerine getirebilirler. Antijene karsi olusan
birincil yanitta, ge¢ donemde olusurlar. Ancak sekonder bagisiklik yanitinda en ¢ok
olusan antikorlardir. Kan, lenf, periton sivisi, beyin omurilik sivisinda en fazla bulunan

immunoglobulinlerdir ve plasentadan gecebilen tek immunoglobulindir. Hamileligin



ticlincii ayinda IgG'ler plasenta yoluyla anneden bebege gecmeye baslar ve bu gecis
doguma kadar devam eder. Anneden bebege gecen IgG’ler dogumdan sonra
enfeksiyonlara karsi bebegi korur.

%82-96 protein ve %4-18 karbonhidrattan olusan IgG molekiilleri, agir zincir
bolgesinde farklilik gosterebilir ve bu durum farkli IgG fonksiyonlar1 orataya ¢ikarir.
IgG molekiilleri azalan bolluguna gore IgG1, IgG2, IgG3 ve IgG4 adlandirilan dort alt
simifa ayrilir. 1gG'nin alt siiflari, insan IgG miyelom proteinlerine karsi spesifik
tavsan antiserumlarmin kullanildigi kapsamli calismalarin ardindan 1960'larda
kesfedilmistir. IgG alt siniflarinin amino asit diizeyleri %90'dan fazla 6zdes olmalarina
ragmen, her alt smif, antijen baglanmasi, immiin kompleks olusumu, kompleman
aktivasyonu, efektor tetiklenmesi, hiire yar1 dmrii ve plasental ge¢is agisindan farlilik

gosterir. (Schroeder, Cavacini,2010).

1.3  Immiimoglobulinlerin Fonksiyonlari

1.3.1 Enfektivitenin Notralizasyonu

Antikorlar, viriislerin, bakterilerin, parazitlerin ve mantarlarin enfektivitesini veya
patogenezini bloke edebilir. Notralizasyon genellikle bir organizmanin konak dokulara

baglanmasina miidahale edilmesinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar (Greenspan ve

Cavacini, 2019)

1.3.2 Agliitinasyon ve Agregasyon

Bazi antikorlarin, organizmalara baglanarak ve onlarin kiimelenmelerine neden
olarak enfektiviteyi engelledigi gosterilmistir.
Ornegin IgA agregasyon veya agliitinasyon ile, bakterilerin mukusta daha verimli bir
sekilde tutulmasina ve ardindan peristalsis tarafindan temizlenmesine olanak saglar.
IgG antikorlar1 ise ¢cocuk felci viriislerinin agregasyonunu saglar ve bu durum viriis ve
konake1 hiicreler arasindaki karsilagma sayisini azaltarak daha az enfektiviteye yol

acar (Greenspan ve Cavacini, 2019)



1.3.3 Kompleman Aktivasyonu

Kompleman kaskadinin antikor tarafindan aktivasyonu, organizmalarin veya
enfekte olmus hiicrelerin lizizine neden olur. Ayrica kompleman aktivasyonu,
l6kositleri enfeksiyon bolgelerine toplayip aktive ederek patojenler iizerinde dolayli
bir etkiye de sahiptir. IgG ve alt siniflari, kompleman aktivasyonunun ana

belirleyicileridir (Greenspan ve Cavacini, 2019)

1.3.4 Opsonizasyon (Fagositoza Duyarli Hale Getirme)
Spesifik olmayan otolog antikorlar, parazitlenmis eritrositleri opsonize edebilir,
kompleman1 aktive edebilir ve enfekte olmus hiicreleri fagositoz yoluyla

temizleyebilir. (Greenspan ve Cavacini, 2019)

Tablo 1.1 immunoglobulinlerin Ozellikleri

Kompleman . Plasentadan
0,
Serum (%) Yapi IO — Opsonizasyon Bk
IgG |75 Monomer Var Var Var
67 (Toplam
IgG1 | 1gG2de) Monomer Var Var Var
22 (Toplam
1gG2 | 1gG'de) Monomer Var Var Var
7 (Toplam
1gG3 | I1gG'de) Monomer Var Var Var
4 (Toplam
IgG4 | 1gG'de) Monomer Yok Yok Var
10
IgM Pentamer Var Var Yok
15 Monomer,
IgA Dimer Yok Yok Yok
0,5
IgD Monomer Yok Yok Yok
0,01
IgE ’ Monomer Yok Yok Yok




Antikorlar, bifonksiyonel molekiillerdir. Antijene baglanma 6zelligi gosterirken bir
yandan da efektor fonksiyonu gosterirler ve mast hiicrelerinden histamin salinimini
saglarlar. Immiinoglobulinin efektor fonksiyonu, hedef dokuya veya immiin sistem
hiicrelerine baglanma ve kompleman aktivasyonunu igerir. Ayni zamanda fagositozu

kolaylastiran ve transplasental olarak gegen immiinoglobulin ¢esitleri vardir.

1.4 Antikor Tayin Yontemleri

Antijen-antikor arasinda reaksiyonun ger¢eklestigini bilmemizi saglayan tek yol

direkt veya indirekt olarak anitjen ve antikor kompleksini tespit etmektir.
Immunoglobulinlerin tayin yontemleri iki gruba ayrilabilir;

1. Antijen-antikor kompleksinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak
Olclim yapan metodlar (Tirbidimetri, Jel Presipitasyonu, Nefelometri vb.).

2. Antijen- antikor kompleksinde bir isaretleyici ajan yardimi ile 6l¢iim yapan
metodlar (Radyoimmiinoassay, Enzim Bagli Immiinosorbent Analizi vb.) (Mayer,
2016)

IgG’nin kantitatif tayini i¢in kullanilan yontemler ise asagidaki gibidir:

1.4.1 Radyal Immiin Diffiizyon (RID) Yiontemi

Radyal immiinodifiizyonda, antikor agar jel hazirlanirken eklenir ve antijenin farkl
diliisyonlar1 agar kuyucuklarina yerlestirilir. Antijen jelin i¢ine difiize olduk¢a antikor
ile antijen eaksiyona girer ve esdeger noktasinda halka seklinde presipitasyon olusur.
Halkanin capi, antijen konsantrasyonu ile orantilidir. Boylece, standart bir antijenin
farkli konsantrasyonu ¢alisilarak standart bir egri olusturul ve bilinmeyen 6rnekteki
antijen miktar1 tespit edilir. Eger testte birden fazla halka ortaya ¢ikarsa, birden fazla
antijen/antikor kompleksi olustugu anlamina gelir. RID yontemi, hasta drneklerinde
immiinglobiilin seviyelerini tespit etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. (Mayer,

2016)



1.4.2 ELISA (Enzim Bagh Immiinosorbent Analizi

ELISA, antikorlara alkalen fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi bir enzim
baglanmas1 ve bu enzim substratinin renkli iiriinlere doniistiiriilmesiyle antijen-antikor
baglanmasinin gosterildigi immiinokimyasal 6l¢iim teknigidir. ELISA yOnteminde
Ozgiil antikor kullanilarak ornekteki antijenin miktarini, 6zgiil antijen kullanarak
ornekteki antikorun miktarim 6lgebiliriz. ELISA yonteminin, dogrudan, dolayli ve

sandvi¢ ELISA seklinde farkl: tiirleri bulunmaktadir. (Pang vd., 2022)

1.4.3 Radyommiinoassay (RIA) Yontemi

Radyoimmunoassay yontemiyle, radyoizotop bir madde ile isaretli antijen veya
antikor araciligi ile 6zgiil oldugu antikor veya antijenin varligin1 ve miktarini tespit
edilebilir. En fazla kullanilan madde radyoaktif iyottur (1251 veya 1311). (Sharma,
Pillai, Gautam, Hajare, 2014).

1.4.4 Immiinoelektroforez

Immiinoelektroforezde, agara kuyucuklarina antijenlerin kompleks bir karisimi
yerlestirilir ve antijenler eletroforeze tabi tutulur, bu sekilde antijenler yiiklerine gore
ayrilirlar. Elekroforez isekemi sonrasi, kuyucuklar kesilir ve antikor eklenir.
Antikorlar jel i¢ine dogru difiize olurken, antijen-antikor reaksiyonu gerceklestiginde
esdeger bolgede presipitasyon c¢izgileri olusur. Bu yontem kullanilarak ¢izginin
kalinlig1 ile kabaca miktar tayini yapilabilmektedir. Ayrica hasta serumunun

bilesenlerinin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. (Mayer, 2016)
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1.5 Antikorlar ve Bagisiklik

Bir patojene karsi bagisiklik gelismesi, birkag hafta siiren ¢ok agamali bir siiregtir.
Viicut, viral bir enfeksiyona dnce, makrofajlarin, notrofillerin ve dendrtik hiicrelerin
viriistin ilerlemesini yavaslattigi ve semptomlart onleyebildigi, dogustan gelen bir
yanitla tepki verir.

Bu yanit1 sonradan kazanilan, B hiicrelerinin viriise 6zgii antikor lirettigi bagisiklik
yanit1 takip eder. B hiicreleri kanda ve lenf sisteminde antikor iiretmeden dolagirlar.
Bir antijenle karsilastiklar1 zaman iki farkli B hiicresi tipinden birine farklilagirlar. Bu
hiicre tiplert;

J Plazma B hiicresi, antijene baglanmasi i¢in antikor lretir, bdylece antijenler
fagositler icin hedef haline gelir.

. Bellek B hiicresi, daha once karsilagilan antijene 6zgli olusur ve bir siire canli
kalirlar.

Bu spesifik antikorlar patojenlere baglanabilir ve hiicreleri enfekte etmelerini
engelleyebilirler. Sonradan kazanilan bagisiklik, viicudu patojenden temizleyebilir ve
eger yanit yeterince gliclii ise hastaligin ilerlemesini ve ayni viriisiin daha sonra viicudu
tekrar enfekte etmesini Onleyebilir. Bu durum genellikle kanda antikorlarin varligi
kontrol edilerek olciiliir. Yani bagisiklik tepkisi yeterince giiclii ise IgG’ler kanda
tespit edilebilir hale gelir.

Bir Ig molekiiliiniin sadece bir Fab bdlgesinin antijenin bir epitopuna
baglanmasinin kuvveti “afinite” olarak isimlendirilir. Afinite siklikla disosiasyon
(ayrisma) sabiti (Kd) seklinde ifade edilir. Kd, bir ¢6zeltideki kullanilabilir antikor
molekiillerinin ~ yarisimm  doldurmak icin  gerekli olan antijjenin molar
konsantrasyonudur. Kd degeri ne kadar diisiikse, antikorun antijene afinitesi (ilgisi) o
kadar yiiksek demektir. Etkenle viicudun ilk karsilagmasinda ortaya ¢ikan primer
immiin yanitta salgilanan antikorlarin Kd degeri 10 -10° M arasindayken, etkenle
tekrarlayan karsilagmalarda ortaya c¢ikan sekonder immiin yanitta salgilanan
antikorlarin afinitesi yiikselir: 10" -10""'M. Antikorun antijen baglama giiciinde ortaya

¢ikan bu artisa “afinite olgunlasmasi” denir (Abbas ve Lichtman, 2019).
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Kullanilan bu yontemlerde 6rnek hazirlama ve saflastirma ihtiyaci, yiiksek
maliyetli cihazlar ve bunlarin bakimlari, nitelikli personel gereksinimi ve diisiik
hassasiyet gibi dezavantajlardan dolay1 yeni teshis araglarina ihtiya¢g duyulmaktadir.
Biyosensorler, basit enstriimantasyon, hizli sonu¢ verme, yliksek hassasiyet ve

secicilik gibi bir¢ok 6zelliklerinden dolay1 son yillarda IgG tayininde ilgi ¢cekmektedir.

1.6  Biyosensorler

IUPAC’m tanimina gore, biyosensorler, izole enzimler, dokular, organeller veya
hiicrelerin aracilik ettigi spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 kullanan ve genellikle
elektriksel, termal veya optik sinyallerle kimyasal bilesikleri saptamak i¢in kullanilan

cihazlardir.

Biyosensorler temel olarak bir biyoelement ve bir doniistiiriici olmak tiizere iki
boliimden olusurlar (Sekil 1.5). Biyoelement kismin gbrevi analiz edilecek maddeyle
etkileserek onu tanimaktir. Doniistiirici  kismin gorevi ise biyoelementin

gergeklestirdigi tanima olayini okunabilir bir sayisal degere ¢evirmektir.

BYOREVENT | ., DONUSTURGC [ ELECTRKSINAL

BiYOSENSOR

Sekil 1.5 Biyosensorler Genel Sema
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Sensor sistemleri, kullanilan sinyal doniistiiciiniin ¢aligma prensibine gore veya
analiz edilecek maddeye gore siniflandirilabilir (Tablo 3).
Biyomedikal uygulamalarda kullanilan en yaygin tanima elemanlar1 antikor/antijen,
enzim, niikleik asit/DNA, hiicresel ve biyomimetik (sentetik biyoreseptor)
etkilesimlere dayanir. Dogal bir reseptorii olmayan analitler bile, rekombinant
antikorlar veya faj antikorlar1 kullanilarak uygun tanima elemanlari tiretilmesiyle tayin

edilebilir.

Pek cok farkli doniistiiriicliyle ¢alisilmis olunmasina ragmen, en yaygin olanlari
elektrokimyasal, optik ve piezoelektriktir. Ancak biyosensorlerle ilgili rapor edilen
literatiirtin yarisindan fazlasinda, duyarliliklari, basitlikleri ve diisiik maliyetleri
sebebiyle elektrokimyasal doniistiiriicliler kullamildig1 goriilmektedir (Kryscio ve

Peppas, 2012).

Tablo 1.2 Biyosensorlerin Temel Bilesenleri ve Siniflandirmasi

Veri

Biyolojik Sistemler Déniistiirticiiler Dicrlendimicel

Biyolojik | Biyomimetik | Elektrokimyasal Fiziksel

Kaydedici sistem

En;lmler Amperometrik Interferometre (B 1'1 gisayar)
Antikorlar | Aptamerler . .. | Refraktometre Esik Deger
N . Potansiyometrik
Reseptorler | Peptidler .. . Florometre Konsantrasyonu
Niikleik Ribozimler Kondiiktometrik Termistorler i i i
Kapasitif ISFET Biyolojik Etkiler

Asitler Viskozimetre

Biyosensorlerin tarihi 50’11 yillarda L.C. Clark’in Cincinatti Hastanesi’nde ameliyat
sirasinda kanin Oz miktarini bir elektrod ile izlemesiyle baglamistir. 1962 yilinda Clark
ve Lyons Glukoz Oksidaz enzimini, O elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz
diizeyini 6lgmiisler ve bdylece ilk biyosensor sistemi ortaya ¢ikmistir (Zhang et. al.,

2021).

Ortaya ¢ikan bu yeni yontem hem yiiksek spesifiklige sahip biyolojik sistemi
(enzim) hem de yiiksek duyarliliga sahip fiziksel sistemi (elektrod) birlestirdigi i¢cin
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oldukca dikkat ¢ekmistir. Son yillarda biyosensorler tarim, gida giivenligi, ulusal
giivenlik, ¢evre koruma, kimyasal iiretim ve biyomedikal teshis gibi pek ¢ok farkl

alanda kullanilmak tizere ¢alisiimaktadir.

Mevcut bircok c¢aligma, klasik model analit olarak kullanilabilecek IgG'ye 6zgii
elektrokimyasal sensorlerin hazirlanmasinda ¢ok sayida farkli stratejiyi uygulamistir.
Genel olarak, nanomalzemelere dayali elektrokimyasal sensorler, doniistiiriicliniin
elektrokimyasii giliclendirerek sensor hassasiyetlerini artirabilir. Nanomalzemeler,
kullanilan doniistiirtictiniin duyarliligini, iletkenligini ve seciciligini artirmak ig¢in
kullanilmaktadir. Molekiiler baskilanmis nanomalzemelere olan ilgi, genis ylizey
alani, fiziksel ve kimyasal stabilite ve diisiik maliyet gibi avantajlari ile her gecen giin
artmaktadir. Nanomalzemeler, kullanim amacglarina bagli olarak nanokapsiiller,
nanocubuklar, nanokiireler, nanokabuklar ve nanolifler gibi farkli sekilde

sentezlenebilir. (Irshad vd., 2013).

Altin nanopargaciklar, manyetik nanoparcaciklar, kuantum noktalar1 ve karbon
nanomalzemeler kimyasal ve fiziksel kararliliklari, mekanik ve elektriksel 6zellikleri
nedeniyle oldukga ilgi ¢ekici materyallerdir. Karbon nanomalzemelerin yiizey alanini
ve iletkenligi artirmadaki etkinlikleri nedeniyle son yillarda sensér teknolojisinde

kullanimi1 yayginlagsmaya baglamistir. (Uygun ve Uygun, 2020)

Fullerenler, kiiresel ve 0-D yapiya sahip, besgen ve altigen yapilardan olusan
karbon tiirevi nanomalzemelerdir. Kiiresel yapilar1 nedeniyle genis bir yiizey alanina
sahiptirler. Genis ylizey alani sistemin hassasiyetini arttirdig i¢in son yillarda sensor
sistemlerinde fulleren kullanimi artmistir. Ayrica miikemmel elektriksel iletkenlikleri,
yiik tasima ve ayirma ozellikleri ve fotofiziksel 6zellikleri nedeniyle sensor alaninda
avantaj saglamaktadir. Fullerenler arasinda C60 en yaygin kullanilanidir. Yapisinda
60 & elektrona sahip olan C60, elektron ¢eken kisimlar tarafindan niikleofilik saldiriya
egilimlidir. Fullerene C-60' daki 30 ¢ift bag, 30 bag olusturma kapasitesine sahiptir.
Bu baglar, fulleren tiirevleri olusturmak i¢in bir¢ok farkli sekilde modifiye edilebilir.

(Shetti, Mishra, Basu ve Aminabhavi, 2021).
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Sekil 1.6 Fulleren yapist

Son yillarda sensor sistemlerinde kararsiz ve pahali biyolojik reseptdrlerin, sentetik
bir analogla degistirilmesine artan bir ilgi vardir. Molekiiler baskilanmis polimerler
(MIP'ler), molekiiller arasinda baglanma ve ayrim yapma konusunda antikor benzeri
yetenege sahip malzemeleri temsil eder. MIP'lerin biyosensorlerdeki biyolojik
reseptorlere umut verici bir alternatif oldugu gosterilmistir (Ayankojo, Boroznjak,

Opik, Syritski, 2022)

1.6.1 Molekiiler Baskilanmis Sensorler

Molekiiler baskilanmis malzemelere “antikor taklitleri” de denmektedir; ¢iinkii bu

sistemler dogal molekiiliin etkilesimlerini taklit etmeye calisirlar ve mevcut
standardina yaklagan afinite ve secicilik gosterirler.
Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezi genellikle, bir veya daha fazla fonksiyonel
monomerin, bir ¢apraz baglayict ve hedef molekiil varliginda (sablon veya kalip da
denir) kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler yoluyla polimerizasyonuna
dayanir. Monomerler hedef molekiil ile bir kompleks olusturur ve poimerizasyon ile
bu molekiillerin fonksiyonel gruplart Hedef molekiiliin ortamdan uzaklastirilmasiyla,
yapt i¢inde hedef molekiile 6zgii, tekrar baglanabilmeyi saglayacak segici bosluklar
olusur (Sekil 1.7) (Beluomini et al.,2019).
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Sekil 1.7 MIP sensorlerin ¢alisma prensibi

1.6.2 Molekiiler Baskilanmus IgG Sensérleri Calisma Ornekleri

Liang ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada insan IgG’sinin tayini i¢in akrilamid
baskilama sistemi ile elektrokimyasal sensor i¢in tanima elemani olarak gorev yapan
molekiiler baskilanmis polimeri hazirlamak icin IgG'yi hedef alan CuFe204
nanopartikiiller kullanmistir. Ayrica sinyal amplifikasyonu i¢in iyonik sivi (IL)
nanokompozit ile molibden disiilfiir (MoS2) @ nitrojen katkili grafen kuantum
noktalar1 (N-GQD'ler) kullanilmistir. Optimize edilmis deneysel kosullar altinda,
sensdr yanit siiresi 8 dakikani altma diisiiriilmiis ve tayin limiti 0,02 ng-mL"' (S/ N =
3) bulunmustur. Bulgular sonucunda, sensoriin yiiksek algilanabilirlik ve uzun stireli

kararlilik sergiledigini bildirilmistir (Liang, Hou, Tang, Sun, Luo, 2021).

Bir bagka calismada Liang ve arkadaslari, ¢calisma elektrodu {izerinde bakir metal-
organik ¢ercevelerin (Cu-MOF'ler) dort gesit katman yapisini elektrodepozisyon
yoluyla iiretmis ve IgG tayini i¢in bir elektrokimyasal sensor uygulamasinda
kullanmuslardir. Ik olarak, farkli biriktirme potansiyelleri kullanilarak cesitli
morfoloji ve dzelliklere sahip MOF’ler (Cu_MOF) sentezlenmistir. Daha sonra, camst
karbon elektrotlarin yiizeyinde pirol baskili filmlerin elektropolimerizasyonunda

sablon olarak IgG kullanilmis ve ¢alisma elektrodu lizerine uygulanmaistir. Son olarak,
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IgG'ye 6zgii baskilanmis bir film olusturmak icin kalip molekiil ¢ikarilmistir. Optimize
edilmis kosullar altinda, IgG sensorii, 3 pg mL-1 (S/N = 3) algilama limiti (LOD) ile
0,01-10 ng mL-1 gibi genis bir algilama araligi sergilemistir. Ayrica, segicilik,
tekrarlanabilirlik (RSD %3,6) ve geri kazanim orani (%95,2—-102.0) dahil olmak iizere
diger parametrelerin tiimiiniin sensoriin potansiyel klinik uygulamalar i¢in uygun

oldugunu gosterdigi bildirilmistir. (Liang vd., 2022).

Tretjakov ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, etiketsiz protein tayini i¢in Yiizey
Akustik Dalga (SAW) algilama platformu ile entegre molekiiler baskilanmis polimer
(MIP) bazl1 sentetik reseptdrler gelistirmistir. Immiinoglobulin G'nin (IgG-MIP) yiizey
izlerine sahip ultra ince polimerik filmler, bir elektrosentez yaklasimi kullanilarak
cogaltilmis SAW ¢ipleri iizerinde iiretilmistir. Filmler, SAW sistemi tarafindan
kaydedilen baglanma kinetikleri analiz edilerek karakterize edilmistir. Kalinlig
optimize edilmis IgG-MIP'ler, [gG'ye 2,8-4 araliginda baski faktorleri gosterirken, dort
rejenerasyon dongiisiinden sonra sablonu secici olarak tanima yetenegini korumustur.
Protein-MIP algilama katmaninin SAW teknolojisi ile kolay entegrasyonunun, hedef
proteinin ger¢ek zamanli baglanma olaylarinin 1ilgili hassasiyet seviyelerinde
gozlemlenmesine izin vermis ve biyolojik numunelerin analizi i¢in biyosensoriin
diisiik maliyetle tretilebilecegi bildirilmistir. (Tretjakov, Syritski, Reut, Boroznjak,
Opik, 2016).

Ertiirk ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada insan immiinoglobulin G'nin (IgG)
gercek zamanli tespiti i¢cin Fab fragmanlar1 baskili ylizey plazmon rezonans (SPR) ¢ipi
hazirlamistir. SPR ¢ipine polimerizasyon Onciisii eklemek igin, ¢ip yiizeyi alil
merkaptan ile modifiye edilmistir. IgG molekiillerinin Fab fragmanlari, papain
sindirim prosediirii ile hazirlanmigve Hi-Trap_r Protein A FF kolonu kullanilarak hizli
protein sivi kromatografisi (FPLC) sistemi ile toplanmistir. Toplanan Fab
fragmanlary,histidin iceren spesifik monomer, N-metakriloil-1-histidin metil ester
(MAH) ile komplekslestirilmistir. Molekiiler baskili polimerik nanofilm, etilen glikol
dimetakrilat ve 2-hidroksietilmetakrilat varliginda SPR ¢ipi lizerinde hazirlanmistir.
Daha sonra kalip molekiiller (Fab parcalar1), 1 M NaCl soltisyonu (pH: 7.4, fosfat

tampon sistemi) kullanilarak polimerik nanofilmden uzaklastirilmistir. Molekiiler
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baskili SPR ¢ipi, temas acisi, atomik kuvvet mikroskobu ve Fourier transform
kizil6tesi spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda sulu IgG
cozeltileri kullanilarak gerceklestirilen gergek zamanli IgG tespit ¢alismalart ile
molekiiler baskilanmig SPR ¢ip-IgG sisteminin kinetik ve izoterm parametreleri
hesaplanmigtir. Molekiiler baskili SPR ¢ipinin segiciligini ve 6zgiilliigiinii gostermek
icin, sigir serum alblimini (BSA), IgG, Fab ve Fc fragmanlar1 kullanilarak rekabetci
kinetik analizler yapilmistir. Son adim olarak, insan plazmasindan IgG saptama
caligmalar1 yapilmis ve Olciilen IgG konsantrasyonlari, enzime bagli immiinosorbent
analizi (ELISA) ile belirlenen sonuglar ile karsilastirilmistir. Tayin limiti 56 ng/mL
olarak bulunmustur. Sonuglarin 1s181nda, 6nerilen molekiiler baskili SPR ¢ipinin hem
sulu ¢ozeltilerden hem de karmasik dogal numunelerden IgG molekiillerini tespit

edebildigi bildirilmistir (Ertiirk, Uzun, Tiimer, Say, Denizli, 2011).

Bai ve arkadaslar1 IgG tayinin i¢in, nano Au/nano Ni ile modifiye edilmis Au
elektrot (IgGIPs/AuNCs/NiNCs/Au) yiizeyinde metal igermeyen goriiniir 151k kaynakli
atom transfer radikal polimerizasyonu (MVL ATRP) yoluyla IgG baskili polimerler
(IgGIP'ler) tiretmistir. IgGIP'ler hem sablon hem de fotokatalizor olarak floresan
izotiyosiyanat (FITC-IgG) kullanilarak konjuge edilmis IgG ile hazirlanmistir. 1gG
sablonu, 1 saat boyunca 10 g/L. SDS igeren %10 (h/h) CH3COOH c¢ozeltisine
daldirilarak, —0,6 V elektrik potansiyeli ile uzaklastirilmistir. Uretilen elektrotlar,
dongiisel voltametri (CV), elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve X-isimn1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile
incelenmistir. 1.0 x 10—6 mg L-1 ila 1.0 x 101 mg L-1 arasindaki dogrusal aralik, 2.0
x 10—8 mg L-1 (S/N = 3) algilama limiti (LOD) ile elde edilmistir. (Bai, Sun, Zhao,
Han, Zhang, Sun, Li, (2021).
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1.7 Tezin Amaci ve Onemi

Plazmada ve hiicre dis1 insan viicut stvilarinda bulunan ve viicuda giren patojenleri
etkisiz hale getirmekle gorevli olan immunoglobulinlerin hastalik sirasinda ve
sonrasinda kandaki seviyelerinin tayin edilebilmesi, hastaligin tespiti ve takibi i¢in
onemlidir. Bunun igerisinde; hepatit tanis1 ve takibi, enfeksiyonlar, ¢olyak, eklem
romatizmasi ve lupus gibi otoimmun hastaliklar ve bazi kanserlerin tiplendirilmesi ve
takibi yer alir. Bir hastaligin aktif olup olmadigi, 6nceden gecirilip geg¢irilmedigi veya
bagisiklik yanitinin tamamlanip tamamlanmadigir antikor yanitina gore tespit
edilebilir. Aralik 2019’da Cin’in Wuhan kentinde ortaya ¢ikan korana viriis salgininda
da hem hastalik geg¢irildikten sonra bagisiklik siiresinin hem de asilarin yetkinliginin
arastirilmasi i¢in IgG seviyelerinin tespiti onemli bir yer tutmaktadir. Ancak kullanilan
diger yontemlerde 6rnek hazirlama ve saflastirma ihtiyaci, yliksek maliyetli cihazlar
ve bunlarin bakimlari, nitelikli personel gereksinimi ve diisiikk hassasiyet gibi
dezavantajlardan dolay1 yeni teshis araclarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Biyosensorler,
basit enstriimantasyon, hizli sonug¢ verme, yiiksek hassasiyet ve secicilik gibi bir¢cok
ozelliklerinden dolay1 son yillarda IgG tayininde ilgi ¢ekmektedir. Bu amagla, tez
calismas1 kapsaminda, Immunoglobulin G tayini i¢in, molekiiler baskilama temelli

sensOr gelistirilmistir.
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BOLUM iKi
MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Calismada kullanilan; Pirol-3-karboksilik asit (PPy3COOH), Hidroksi fulleren,
IgG, H>SO4, HCI, NaOH, Fe(CN)6-3/-4, KCl, KH,PO4 VE IgG Sigma Aldrich
firmasindan Bovine serum albiimin SFAC firmasindan temin edilmistir. Kullanilan

tiim kimyasallar analitik safliktadir.

2.2 Kullanilan Cihazlar

Elektrokimyasal testler icin Palme Sense 3 marka potansiyostat ve empedans
egrilerini hesaplamak icin PSTrace 5.7 arayliz yazilimi kullanilmistir. 3 elektrotlu
sistemli (altin ¢aligma elektrotu, platin kars1 elektrot ve Ag/AgCl referans elektrotu)
SCE (Screen Printed Electrot) elektrotlar (DRP-250AT) Drop sense sirketinden temin
edilmistir. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda EZODO marka PL-700PC pH metre
kullanilmistir. Calismalarda kullanilan saf su, Termo Scientific cihazi ile tiretilmistir.
Elektrot yiizeyinin karakterizasyonu COXEM EM30 model taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile yapilmustir.

2.3 Yontem

Calisma kapsaminda IgG tayinine yonelik molekiiler baskilama temelli sensor

gelistirilmesi i¢in agsagidaki yontem basamaklari izlenmistir:

o IgG Tayini Igin Elektrot Yiizeyinin Hazirlanmasi

. Monomer Kalip Oraninin Belirlenmesi

o Kalip Molekiiliin Uzaklagtirilmast i¢in Desorpsiyon Ajani Se¢imi
o Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

o Elektrot Yiizeyinin Karakterizasyonu

. NIP Sensoriiniin Hazirlanmasi

. Sensor Cevap Zamaninin Belirlenmesi
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J Sensoriin Performans Parametrelerinin Olgiilmesi ve Uygulanabilirliginin

Incelenmesi

2.3.1 IgG Tayini I¢cin Elektrot Yiizeyinin Hazirlanmasi

J 1,2 mg PPy3COOH tartild1 ve 62 pL 100mM siilfiirik asit ile eppendorf tiip
icinde ¢oziildii.

o 10 uL IgG eklendi.

. Bu ¢ozeltiye, polimerizasyon baglatict olarak 8 pL hidroksi fulleren eklendi.
o Cozelti, altin elektrot lizerindeki ¢alisma elektodu yiizeyine pipet yardimiyla
yayildi.

. CV’de 10 dongti ile polimerizasyon yapildi (Sekil 7).
. PPy3COOH elektropolimerizasyonu i¢in CV parametreleri 100mM H2SO4'te
5 dongii i¢in 50 mV/s tarama hizi ile 0.1 ve +0.5 V potansiyel aralig1 olarak belirlendi.

. Bu tez calismasinda impedans parametreleri; SmM Fe(CN)g* 7+

redoks problari
ve 100mM KCI ile pH=7. Olgiim, elektrotlarm 50mM PBS (Fosfat Tamponu)
tamponuna daldirilmasiyla gergeklestirilecektir. 10000 Hz ile 0,05 Hz arasinda frekans
taramasi ile 180 mV DC ve 10 mV AC potansiyel uygulamasi olarak belirlenmis ve
ohmdaki empedans degisimini belirlemek i¢in devre semasi olarak R1(C(R2W))
modeli kullanilmaistir.

. Bu tez calismasinda, immobilizasyon basamaklarinin ve
elektropolimerizasyonun  kontroliinde karakterizasyon yontemi olarak CV
kullanilmistir. -0. ila +0.5 V potansiyel araliginda 50 mV/s'lik bir tarama hiz1 olarak
belirlenir. 2CV, farkli yiizeylerde redoks probunu algilamak i¢in yaygin olarak

kullanilan yiizey karakterizasyonu i¢in kullanilir. Bu nedenle, modifikasyonlarimiz

farkl: yiizeylerde redoks probu elektrokimyasal sinyalleri ile gozlemlendi.
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Sekil 2.1 Sensor hazirliginda kullanilan elektrot ve kimyasallar

2.3.2 Monomer/ Kalip Oraninin Belirlenmesi

PR

Monomer /kalip optimizasyonu i¢in monomer ve kalip molekiil miktarinin degistigi
ii¢ farkli elektrod hazirlandi (Tablo 4). Her biri i¢in EIS verileri alind1 ve % hatalar
karsilastirildi.

Tablo 2.1 Elektrotlar i¢in kullanilan monomer/kalip miktarlari

1. Elektrot 2.Elektrot 3. Elektrot
IgG 5 uL 10 uL 10 uL

1,2 mg (62 UL 0,6 mg (62 UL 1,2 mg (62 UL
PPy3COOH H,SO, icinde) H,SOs icinde | H,SOs icinde
Fulloren-OH 8 uL 8 uL 8 uL
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2.3.3 Kalip Molekiiliin Uzaklastiridmast ve Desorpsiyon Ajani Secimi

Bu adimda kalip molekiiliin (IgG) uzaklastirilmasi ile impedans degisimlerinin
izlenmesi amaglanmigtir. Bunun ic¢in 3.3.1.°de anlatildig1 sekilde molekiiler
baskilanmis elektrod hazirlandiktan sonra 500 mM HCI i¢ine daldirilmis ve 30 dk
bekletilmistir. Siire sonunda elektrod saf su ile yavasca yikanmis ve azot gazi ile

kurutulmustur. Uzaklastirma adim1 CV ve EIS ile incelenmistir.

2.3.3.1 Desorpsiyon Siiresinin Belirlenmesi

e 1,2 mg PPy3COOH tartildi ve 62 pL. 100mM siilfiirik asit ile eppendorf tiip
icinde ¢oziildii.

e 10 pL IgG eklendi.

e Bu ¢ozeltiye, polimerizasyon baglatici olarak 8 pL hidroksi fulleren eklendi.

e (CV’de 10 dongii ile polimerizasyon yapildi.

e Desorpsiyon i¢in 500 mM HCl ile 15, 30 ve 60 dakika olmak {izere {i¢ farkl

stire ¢alisildi.

2.3.3.2 Desorpsiyon Ajaninin Derigiminin Belirlenmesi

e 3.3.1’de anlatilan islem basamaklar1 tekrarlanarak 3 adet elektrot hazirlandi.
e 100, 500 ve 1000 mM olmak iizere {i¢ farkli derisimde HCI ile desorpsiyon
yapildi.

e Desorpsiyon sonrast EIS sonuglarin alindi, % hata sonuglar1 karsilastirildi.
2.3.4 Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi
Elektrot hazirlama adimlarmin optimizasyonu sonrasit optimum kosullarda

hazirlanan elektrot ile 250-1200 ng/mL konsantarsyon aralifinda kalibrasyon grafigi

¢izilmistir.
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2.3.5 Elektrod Yiizeyinin Karakterizasyonu
Polimerizasyon sonrasi elektrod yiizeyi, taramali elektron mikroskobu (SEM)
goriintiileri ve elektrokimyasal impedans spektrometresi (EIS) verileri kullanilarak

karakterize edilmistir.

2.3.6 NIP Sensoriiniin Hazirlanmasi

¢ 1,2 mg PPy3COOH tartild1 ve 62 pL. 100mM siilfiirik asit ile eppendorf tiip icinde
cozildi.
¢ Bu ¢ozeltiye, polimerizasyon baglatici olarak 8 pL hidroksi fulleren eklendi.

¢ Kalip molekiil olmaksizin CV’de 10 dongii ile polimerizasyon yapildi.

2.3.7  Sensor Cevap Siiresinin Belirlenmesi

Elektrodun cevap zamaninin optimizasyonu kronoimpedans yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Cevap zamaninin belirlenmesi i¢in 6ncelikle pH 7.4 fosfat tamponunda CI
Olctimii alinmisg ardindan ortama son konsantrasyon 500 ng/mL olacak sekilde I1gG

eklenmis ve 1200 sn siire ile CI 6l¢limii alinmustir.

2.3.8 Sensoriin Performans  Parametrelerinin Ol¢iilmesi ve

Uygulanabilirligin Incelenemesi

SensOr sisteminin performansinin belirlenmesi i¢in, standart IgG &rnekleri
kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmis, LOD ve LOQ, tekrarlanabilirlik ve tekrar
uretilebilirlik degerleri hesaplanmistir. LOD degeri, kalibrasyon ¢izelgesinin
konsantrasyonunun tekrarlanan Ol¢limleri sonucunda elde edilen kalibrasyon
cizelgesinin belirlenmesinden sonra en diisiik degerdir.. LOD ve LOQ, sirastyla LOD
= 3.3 (S)/m, LOQ =10 (S)/m denklemleri kullanilarak hesaplanmistir; burada S,
yanitin standart sapmasidir ve m, kalibrasyon egrisinin egimidir.Hazirlanan sensoriin
uygulanabilirlik caligmalar1 yapay serum (Altay,2021) kullanilarak kronoimpedans
metoduyla yapilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle pH 7.4 50 mM fosfat tamponu ile 1200
saniye siire ile CI ol¢limil yapilmis, ardindan ortama farkli derisimlerde (250 ve 500

ng/mL) IgG eklenerek 1200 saniye ile CI 6l¢limii alinmistir.
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2.3.8.1 Secicilik

Secicilik i¢in, 3.3.1.deki adimlardaki IgG yerine 500 ng/mL, 500 ng/mL BSA
kullanilarak 1200 sn CI dl¢timii ile yapildi

2.3.8.2 Depo Kararliligin Test Edilmesi

25°C ve 4°C’de test edilmek tzere iki elektrot hazirlandi. Farkl: siirelerde CV ve

EIS veriler1 alindu.
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BOLUM UC
BULGULAR VE TARTISMA

3.1 IgG Tayini icin Elektrod Yiizeyinin Hazirlanmasi

IgG icin molekiiler baskilanmis elektrod, yontem kisminda belirtilen adimlar

izlenerek hazirlanmis ve CV ile polimerizasyon basariyla gergeklestirilmistir.

0.3

0.21

Current/mA

0.1+

0.0

Potential/V

Sekil 3.1 Elektropolimerizasyon CV
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3.2 Monomer/ Kalip Optimizasyonu

Monomer /kalip optimizasyonu i¢in monomer ve kalip molekiil miktarinin degistigi
ti¢ farkl elektrod hazirlanmis EIS verileri karsilastirilmistir. Calismalara yiizde hatasi en

diisiik olan 3 no’lu elektrot ile devam edilmistir.

Ty
] \
-,
=

g HL

L]

Sekil 3. 2 Farkli monomer/kalip oranlarinda sensoriin hazirlanmasi: 1) ve 2) Mavi: Bare Aue yesil:
AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG, Kirmizi: AuE-PPy3COOH-FulOH desorpsiyon, 3), 3)Yesil: Bare AuE,
Mor: PPy3COOH-FulOH-IgG, Sar1: AuE-PPy3COOH-FulOH desorpsiyon
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3.3 Kalip Molekiiliin Uzaklastirilmasi icin Desorpsiyon Ajam Se¢cimi

Molekiiler baskilanmis polimerden kalip molekiiliin (IgG) uzaklagtirilmasi 3.3.4.te
anlatildig1 sekilde yapilmistir. Desorpsiyon ajaninin derisimi ve desorpsiyon siiresi
testlerinin sonucunda alinan EIS verilerine dayanarak 500 mM HCI ile 30 dk

desorpsiyon yapilmasina karar verilmistir.

Sekil 3.3 Desorpsiyon siiresi EIS wverileri: Kirmizi: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG Mavi: AuE-
PPy3COOH-FulOH desorpsiyon
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Sekil 3.4 Desorpsiyon ajani derisimi EIS verileri: Kirmizi: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG Mavi: AuE-
PPy3COOH-FulOH desorpsiyon
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3.4 Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

-Z k2

0.59

0.0

Z'/kQ

Sekil 3.5 Sensor Sisteminin EIS verileri
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Sekil 3.6 Elektrot yiizetinin elektrokimyasal devre semast
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Sekil 3.7. Kalbirasyon grafigi

3.5 Elektrot Yiizeyinin Karakterizasyonu

3.5.1 SEM Géoriintiilerinin Incelenmesi

Oncelikle polimerizasyon éncesi AuE elektrotun yalin halinin SEM gériintiileri
alindi. Polimerizasyon sonrasi kaplanmis ylizeyin goriintiileri alindi. Yiizey
morfolojisinin degisiminden kaplamanin gergeklestigi anlasilmaktadir. SEM

gortintiileri EIS verilerini dogrular niteliktedir.

20.0[KV] SP=12.0 WD=7.9 x1.0k

Sekil 3.8. AuE ve AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG elektrotlarin SEM goriintiileri a) AuE 5k b) AuE 1k ¢)
AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG 10k
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3.5.2 EIS Verilerinin Incelemesi

-Z" [k

Sekil 3.9 immobilizasyon adimlar1 EIS: yesil: Bare AuE, sari: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG, lacivert:
AuE-PPy3COOH-FulOH desorpsiyon

0.2

Current/mA

T -7 T T—T— T
-0.20 -0.10 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40

Potential/V

Sekil 3.10nimmobilizasyon adimlart CV Yesil: Bare AuE Mor: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG
Pembe: AuE-PPy3COOH-FulOH desorpsiyon
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3.5 NIP (Non- Imprinted Polymer) Elektrodun Hazirlanmasi

NIP elektrotta da polimerizasyon gergeklesmis, ancak ortamda IgG olmadigi igin

anlamli bir artis olmamistir. Goriilen artis adsorpsiyon olarak yorumlanabilir.

-Z"/kQ

Z /ka

Sekil 3.11 NIP elektrot EIS: Mavi: Bare Aue yesil: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG, Kirmizi: AuE-
PPy3COOH-FulOH desorpsiyon

1.5

-Z' k)

Z'/kQ

Sekil 3.12 NIP elektrot IgG ekleme EIS:Yesil: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG Sar1: 1. IgG ekleme Mavi:
2. IgG ekleme Pembe: 3. IgG ekleme
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3.6 Sensor Cevap Zamaninin Belirlenmesi

Sensdriin cevap zamani 200 saniye olarak belirlenmistir.

0.1154

Z'/k

0.1054

0 200 400 600 800 1000 1200

Time/s

Sekil 3.13 Sensor Cevap Zamani CI: Kirmizi: Fosfat tamponunda , Mavi: 500ng/ml IgG eklendikten

sonra
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3.7 Secicilik

Secicilik i¢in CI yontemi kullanilmis ve sistemin IgG ile ayni konsantrasyonda
BSA‘ya yanit vermedigi IgG’ye segici oldugu goriilmiistiir. EIS ile alinan 6lgiimlerde

ise bir cevap gdzlenmis ama bu cevabin adsorpsiyon temelli oldugu goriilmiistiir.

Z fkr

Zz /e

005

T T T T T T T r T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 ] 200 400 600 800 1000 1200

Time/s Time/s

Sekil 3.14 Segicilik CI Verileri: 1) Kirmizi: Fosfat tamponunda , Mavi: 500ng/ml IgG eklendikten sonra
2) Kirmizi: Fosfat tamponunda, Mavi: 500 ng/mL BSA eklendikten sonra

2.0

-Z" kO

T T T T T T
0.5 1.0 1.5 20 2.5 30

Z'/kQ

Sekil 3.15 Secicilik i¢in EIS verileri: Kirmizi: AuE-PPy3COOH-FulOH-IgG Mavi: AuE-PPy3COOH-
FulOH des Yesil: BSA ekleme sonrasi
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3.8 Sensériin Performans Parametrelerinin Olciilmesi

Tablo 3.1 Sensoriin performans parametreleri (C.V: Standart sapma)

Performans Parametre

LOD (SD: 7,01) 80 ng/mL

LOQ 243 ng/mL

Lineer Aralik 250-1200 ng/mL

Tekrarlanabilirlik 257,12+ 17,3

(n=3) ng/mL (CV %6)

250 ng/mL 518,84 + 21,1

500 ng/mL ng/mL (C.V. %4)

Tekrar R°=0,9876 +

Uretilebilirlik 0,0059

(n=5)

Gercek Ornek 277,22 £ 23,11

Denemesi (n=3) ng/mL (C.V.

250 ng/mL %8,34)

500 ng/mL 530,65 + 28,4
ng/mL (C.V.
%7,36)
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3.9 Depo kararhlik belirlenmesi
Hazirlanan elektrotlar ile 500 ng/ml IgG kullanilarak 6l¢tim alinmig ve +4 ve 25 °C

derecede belirlenen elektrotlar ile 15. ve 45. Giinlerde 6l¢lim alinmis ve depo kararlilik

ilk giin alinan 6l¢iimler ile rolatif olarak karsilastirma yapilarak hesaplanmistir.

500 ng/mL Depo Kararliligt

100%
91%
90%
78%
0,
0% 72%
70%
59%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
15 45
m4 91% 72%
B Oda Sicaklig 78% 59%

Sekil 3.16 Depo kararliligin belirlenmesi
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BOLUM DORT

SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tezde, énemli bir biyomolekiil olan i¢in IgG tayini i¢in molekiiler baskilama
temelli bir sensor sistemi gelistirilmistir. Olciim yaparken, daha dogrusu biyomedikal
alaninda ol¢iim yaparken istenilen sey diisilk maliyetle ve fiziksel faktorlerden
etkilenmeden 6lgiim yapmaktir. Ozellikle son 2 yilda iginde yiizlestigimiz pandemi
gercegi ile hizli ve maliyeti diisiikk Olglimler yapabilmenin 6nemi bir kez daha

vurgulanmis oldu.

Sensor sistemlerinin hazirlanmasinda farkl yiizeyler ve ileticiler kullanilarak daha

hassas ve avantajli sensorler hazirlayarak 6l¢tim yapmak hedeflenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, molekiiler baskilama teknolojisini kullanarak IgG tayini i¢in
secici ylizeye sahip bir elektrot hazirlanmistir. Monomer olarak PPy3COOH
kullanilan bu sistemde bir nanoyapi olan hidroksile fulleren kullanarak sistemin
seciciligi artirllmistir. Sistemde kullanilan elektropolimerize edilebilir monomer olan
Pirol-3-karboksilik asit, elektrot ylizeyinde kolayca polimerler olusturulmasini
saglamistir. Uretim standardize edilebildigi i¢in bu sekilde yeniden fiiretilme
potansiyeli de yiiksektir. Tekrar iiretilebilirlik sonuglart da bunu dogrular niteliktedir (
R2=0,9876 + 0,0059). Molekiiler baskilamanin kanit1, gelistirilen sensor teknolojisinin
farkl1 yontemlerle dogrulanmasidir. Bu calismada, CV ve EIS verileri iizerinde
elektrokimyasal dogrulamalar yapilmistir. Elektrot sisteminin elektrokimyasal olarak
karakterize edildigi redoks probu negatif yiikliidiir. Redoks probunun yiizeye hareketi,
elektrot yiizeyindeki yiiklerin degismesiyle degisir. Normal kosullar altinda,
elektrostatik etkilesimler g6z ardi edilerek, redoks probunun yiizeye yaklagimi
difiizyon yoluyladir. Ancak yiizey negatif ylikliiyse, 6rnegin yiizeyde karboksil
gruplar1 bulunuyorsa, redoks probu bu negatif yiiklii gruplar tarafindan itilir. Sonug
olarak, ylizeyde difiizyondan daha fazla veya daha az redoks problar1 bulunur ve
elektrokimyasal olarak doniistiiriiliir ve bu sekilde CV ve EIS pikleri yiizeye baglh
olarak degisir. Ters yiiklerde CV tepe degeri artarken EIS azalir. Aksi takdirde tam
tersi bir durum ortaya c¢ikar. Bu etkilesimler ile elektrot yiizey karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. Ayrica elektrot ylizeyinde hazirlanan yapi taramali elektron

mikroskobu (SEM) verileri ile de dogrulanmistir. Ortamda IgG olmadan hazirlanan
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NIP sensoriin sinyal vermemesi de sistemin ¢alisir oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica
BSA ile yapilan segicilik ¢alismalarinda, sistemin BSA’ya cevap vermedigi, IgG’ye
segici oldugu agik¢a goriilmiistiir. Olgiim siiresi 200 saniye olarak belirlenmis ve
benzer ¢alismalar dikkate alindiginda 6l¢lim siiresi agisindan da ¢ok iyi sonuglar elde

edilmistir.

Sonug¢ olarak, bu yiliksek lisan tezinde, IgG Olclilmesinde kullanilmak {iizere
seciciligi yiiksek yeni nesil bir sensor sistemi gelistirilmistir. Bu sekilde tez ¢aligsmasi

amacina uygun olarak tamamlanmastir.
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