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OZET

KREATIN KINAZ TAYINI ICIN TEK KULLANIMLIK ELEKTROKIMYASAL
IMMUNOSENSOR GELISTIRILMESI

Biisra Nur YENI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr.Ogr.Uyesi Burcak DEMIRBAKAN
29/08/2023, 46

Kreatin kinaz kreatinin fosfat baglayici alt dallarindan biridir. ATP sentezine katilinmi
ile kas dokusu i¢in 6nemli bir faktordiir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda kreatin kinaz erken
teshis ve tedavi siirecinin takibinde 6nemli bir biyobelirte¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu tez
caligmasinda kreatin kinaz biyobelirtecinin tespiti i¢in immobilizasyon yontemleri
kullanilarak elektrokimyasal immunosensor tasarlanmistir. Tasarlanan immunosensoriin
calisma elektrodu olarak indiyum kalay oksit kapli polietilen teraftalat (ITO-PET)
kullanilmistir. ~ Elektrot ylizeyi antikor proteinlerinin kovalent etkilesimleri amaciyla
baglayict ajan olan 3-Glisidokpropiltrimetoksisilan (3-GOPS) ile modifiye edilmistir.
Antikor kreatin kinaz (Anti-CK) proteini 3-GOPS sonras1 elektrot yiizeyine immobilize
edilmistir. Son asama olarak sigir serum alblimin (BSA) elektrot yiizeyindeki kovalent
olmayan baglar1 bloke etmek amaciyla kullanilmistir. Bunun sonucunda antikorun ITO-PET
ylizeyine daha iyi tutunmasi hedeflenmistir. Kontroliin saglanabilmesi amaciyla tasarlanan
biyosensdriin her agamasinda elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve dongiisel
voltametri (CV) yontemleri ile Olgiimler alinmigtir. Tasarlanan immunosensoriin genis

kapsamli optimizasyon ve karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmigtir.

Anahtar Kelimeler: indiyum Kalay Oksit Kapl1 Polietilen Teraftalat Elektrot (ITO-
PET Elektrot), Kreatin Kinaz (CK), 3- Glisidokpropiltrimetoksisilan (3-GOPS)



ABSTRACT

DETECTION OF CREATINE KINASE BY USING A DISPOSABLE
IMMUNOSENSOR BASED ON INDIUM THIN OXIDE COVERED FLEXIBLE
ELECTRODES

Biisra Nur YENI
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Bioengineering and Material Engineering
Supervisor: PhD. Bur¢ak DEMIRBAKAN
29/08/2023, 46

Creatine kinase is one of the phosphate-binding sub-branches of creatinine. It is an
important factor for muscle tissue with its participation in the synthesis of ATP. Creatine
kinase has the main role as an important biomarker in the early diagnosis and follow-up of
the treatment process in cardiovascular diseases. In this thesis, an electrochemical
immunosensor was designed using immobilization methods for the detection of creatine
kinase biomarker. Indium tin oxide coated polyethylene terephthalate (ITO-PET) was used
as the working electrode of the designed immunosensor. It was modified with the binding
agent 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilane (3-GOPS) for covalent interactions of antibody
proteins to the electrode surface. Thus, better adhesion of the antibody to the surface of the
ITO-PET electrode was achieved. Measurements were taken with electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) and Cyclic voltammetry (CV) methods at every stage of the
biosensor designed to provide control. Comprehensive optimization and characterization

studies of the designed immunosensor were performed.

Keywords: Indium Tin Oxide Coated Polyethylene Terephthalate Electrode (ITO-
PET Electrode), Creatin Kinase (CK), 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilane (3-GOPS)



ICINDEKILER

Sayfa No
JURIONAY SAYFASL. ..o, i
ETIK BEY AN ..o ii
TESEKKUR . ...t iii
OZET .ottt ettt ettt enenans iv
ABSTRACGT ..ottt s es s v
TCINDEKILER ..ot vi
SIMGELER VE KISALTMALAR .....coouiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e ix
TABLOLAR DIZINT ..ot X
SEKILLER DIZINT. ..ot e, xi
BIRINCI BOLUM
GIRIS 1
IKINCI BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR 6
2.1, ONCEKi CALISNAIAT .......vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 6
UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM 9
3.1. Kullanilan Materyaller...........ccooooiiiiiiiiiiie ettt 9
3.1.1. Kullantlan Kimyasallar ............coeoieiiieiiiiniieiieeeeee e 9
3.1.2. Kullanilan CIRAzIAr ..........cooooviiiiiiieieieeeeeeeeeeee ettt e s 9
3.2. CK Immunosensoriinin Temizlik ProSEAUril ..........eeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseenen. 10

Vi



3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

CK Immunosensériiniin Immobilizasyon ASamast ...............cccoevevveeeveeeveeeeenennnne. 10
3.3.1. CK immunosensoriiniin OH Immobilizasyonu .................cocoevevevevevevevcneennnn. 11
3.3.2. CK immunosensériiniin 3-GOPS Immobilizasyonu...............cccccovvvveveverenennnnee. 11
3.3.3. CK immunosensériiniin Anti-CK Immobilizasyonu ...............cccoevveveveueeennnnee. 12
3.3.4. CK immunosensoriiniin BSA Immobilizasyonu ...............cccocoevevevevevevcneennnn. 12
CK Immunosensériiniin Optimizasyon A$amalar...............cccoeceveeeruerereeeeeereerenennnnn. 12
3.4.1. CK immunosensériiniin 3-GOPS Konsantrasyon Optimizasyonu...................... 13
3.4.2. CK Immunosensériiniin Anti-CK Konsantrasyon Optimizasyon..................... 13
3.4.3. CK iImmunosensériiniin Anti-CK Siire Optimizasyonu .............cc..oeveveueueennee. 13
3.4.4. CK Immunosensoriiniin CK Siire Optimizasyonu.............cc.o.cvvevevrveveveeeeennnnn. 14
CK Immunosensériiniin Karakterizasyon Asamalart ................ococoveeuvveveveveeeneeerennnne. 14
3.5.1. CK Immunosensériiniin Tekrarlanabilirlik ASAmasi ............ccoovevevevevevevevevevennnnn 14
3.5.2. CK Immunosensériiniin Tekrar Uretilebilirlik ASamast..........cccocvevevevevevevevnnne. 15
3.5.3. CK Immunosensoriiniin Secicilik ASAMASI ..........ocvoveveveveveveeeeeeererereeeeeeeeeresenenans 15
3.5.4. CK Immunosensoriiniin Rejenerasyon ASamast.............c.cooeveveeeeeveveveveesnenenen. 15
3.5.5. CK Immunosensoriiniin Depo ASAMASL.............coevevevreereeeeeeeeeeeseeeeseseeeeeeneens 16
3.5.6. CK Immunosensériiniin Insan Serumu ile Calisma Asamast ..............cocoevevee.... 16

DORDUNCU BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI 17
CK Immunosensériiniin Immobilizasyon ASamas ..............cccoevevveeeeereeeveeeeeerennnne, 17
CK Immunosensériiniin Optimizasyon A$amalar...............cccoceceveeervevereeeeereenerennnn. 18
4.2.1. CK Immunosensériiniin 3-GOPS Konsantrasyon Optimizasyonu..................... 19
4.2.2. CK Immunosensériiniin Anti-CK Konsantrasyon Optimizasyonu..................... 21
4.2.3. CK Immunosensériiniin Anti-CK Siire Optimizasyonu Asamas....................... 22
4.2.4. CK Immunosensériiniin CK Siire Optimizasyonu...............ccocovevveereueveverrnnnennns 23

Vi



4.3. CK Biyosensorinlin Lineer Grafifi..........ccoecieriiiiiieniieniienieciiecie e 25

4.4. CK Biyosensoriiniin Karakterizasyon Asamalart............cccoeeveeviieniienienieenienieeieeene. 27
4.4.1. CK Immunosensoriiniin Tekrarlanabilirlik ASamast ............cccoeeeeeeeeeeeeenennnne. 27
4.4.2. CK Immunosensoriiniin Tekrar Uretilebilirlik Asamasi............cc.ccocoeueeeeeuenennnne. 28
4.4.3. CK Immunosensoriiniin immunosensérii Segicilik Asamast.............ocooeueee.... 29
4.4.4. CK Immunosensdriiniin Rejenerasyon ASamast..............ooeveveveveeereueserernesnenns 30
4.4.5. CK Immunosensériiniin Depo Kapasitesi ASamast .............ccococevveeveeeveverrennennns 31

4.5. CK Immunosensdriiniin SEM GOIUNtUSIL.............oeveeevevereerceeseeeceeseeeeeesenee e 32

4.6. CK Immunosensdriiniin AFM GOIUNtEST .......c.oveevveeeerrereereeeseeeceeseeeeiese e 34

4.7. CK Immunosensériiniin Serum Ornekleriyle Calisma ASamast .............c.cocoovevreennnns 37

4.8. CK Immunosensorii Kramers Kronig ANalizi...............cccocoeveveveeeeeeeererseeeeeeneeennnns 38

BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER 40
KAYNAKCA ..ttt sttt ettt ettt et st s bt ae st ent et e benbeeaeeseeneene e 42
OZGECMIS ...ttt aeeanas I

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

% Yiizde orani

° Derece

3-GOPS 3-Glisidokpropiltrimetoksisilan
Anti-CK Anti Kreatin Kinaz

AFM Atomik Kuvvet Mikroskobu

Ag/AgCl Glimiis/ Glimiis kloriir

BSA Serum Si1gir Albumin

Cc° Santigrat

CK Kreatin Kinaz

cm Santimetre

Ccv Dongiisel Voltamogram

Dk Dakika

EIS Elektrokimyasal Impedans Spektrumu
g Gram

HCI Hidroklorik Asit

Hz Hertz

ITO Indiyum Kalay Oksit

ITO-PET Indiyum Kalay Oksit Kapli Polietilen Teraftalat
KVH Kardiyovaskiiler Hastaliklar

LOD Tespit Limiti

LOQ Miktar Limiti

mm Milimetre

ng Nano Gram

NH4OH Amonyum Hidroksit

PBS Fosfat Tamponlu Salin

pg/mL Pikogram/mililitre

SEM Taramal1 Elektron Mikroskobu
TUBITAK Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
\Y Volt

RSD Bagil Standart Sapma



TABLOLAR DiZiNi

Tablo No Tablo Adi Sayfa No
Tablo 1 CK immunosensorii 3-GOPS konsantrasyon optimizasyonuna ait 20

dogru denklemleri ve R? degerleri

Tablo2  CK immunosensdrii anti-CK konsantrasyon optimizasyonuna ait 22

dogru denklemleri ve R? degerleri

Tablo3  CK immunosensoérii anti-CK inkiibasyon siiresi optimizasyonuna 23

ait dogru denklemleri ve R? degerleri

Tablo 4  CK immunosensorii CK inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait 25

dogru denklemleri ve R? degerleri

Tablo 5 CK immunosensoriiniin optimizasyon ¢aligmasina ait degerler 25
Tablo 6  Tekrar iiretilebilirlik grafiginin denklemi ve R? degerleri 29
Tablo 7 CK Immunosensérii Serum Ornekleri Calismast Analizleri 38



Sekil No
Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3
Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6
Sekil 7
Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11
Sekil 12
Sekil 13

Sekil 14
Sekil 15

Sekil 16

Sekil 17

SEKILLER DiZiNi

Sekil Adi
Biyosensériin Ol¢iim Asamasinin I¢ Akis Semasi
CK immunosensortii i¢in ITO-PET elektrot yiizeyine immobilizasyon semasi

A; CK immunosensorii immobilizasyon asamalarma ait EIS egrileri ve
CV voltamogramlari

CK immunosensorii i¢in 3-GOPS konsantrasyon optimizasyonu CK (pg/mL) -
ARCT(OHM) grafigi ve secilen deger (% 0,05 3-GOPS)

CK immmunosensorii i¢in Anti-CK konsantrasyon optimizasyonu CK
(pg/mL)-ARCT(OHM) grafigi ve segilen deger (3,7 ng/mL Anti-CK)

CK immunosensorii i¢in Anti-CK siire optimizasyonu CK (pg/mL)-
ARCT(OHM) grafigi ve secilen deger (45 dakika)

CK immmunosensorii i¢in CK siire optimizasyonu CK (pg/mL)- ARCT(OHM)
grafigi ve secilen deger (30 dakika)

CK immunosensdriinin ~ BSA  adimi  sonrasinda  belirlenen CK
konsantrasyonlari ile olusturulmus EIS egrileri grafigi

CK immunosensdriinin ~ BSA  adimi  sonrasinda  belirlenen CK
konsantrasyonlari ile olusturulmus Dongiisel Voltamogram degerleri grafigi
CK immunosensoriiniin lineer grafigi

CK immiinosensoriiniin tekrar tiretilebilirlik grafigi (n=10)

CK immunosensoriiniin segicilik grafigi

CK immunosensoriiniin rejenerasyon grafigi

CK immunosensorii depo kapasitesi grafigi

CK immunosensérii SEM  goriintiileri. (A: ITO-PET elektrotunun
immobilizasyon islemleri yapilmadan Onceki yilizeyinin goriintiisiidiir. B:
Hidroksilleme asamasindan sonra alinan ITO-PET elektrot goriintiisiidiir. C:
Elektrodun GOPS baglayic1 ajan1 gece boyu uygulandiktan sonraki alinan
elektrot goriintiisiidiir. D: ITO-PET ylizeyine anti-kreatin kinaz ile inkiibe
ettikten sonra alinan elektrot mikroskop goriintiisiidiir. E: BSA uygulamasindan
sonra alinan elektrot goriintiisiidiir. F: CK inkiibasyonu sonrasi ¢ekilen ITO-
PET goriintiisiidiir).

CK immunosensorii AFM goriintiileri. (A: ITO-PET elektrotunun
immobilizasyon islemleri yapilmadan Onceki ylizeyinin goriintiisiidiir. B:
Hidroksilleme asamasindan sonra alinan ITO-PET elektrot goriintiisiidiir. C:
Elektrotun GOPS baglayic1 ajan1 gece boyu uygulandiktan sonraki alinan
elektrot goriintiisiidiir. D: ITO-PET ylizeyine anti-kreatin kinaz ile inkiibe
ettikten sonra alinan elektrot mikroskop goriintiisiidiir. E: BSA uygulamasindan
sonra alinan elektrot goriintiisiidiir. F: CK inkiibasyonu sonrasi ¢ekilen ITO-
PET goriintiisiidiir.)

CK immunosensorii Kramers-Kronig / ger¢cek zamanlt EIS 6l¢timleri grafigi

Xi

Sayfa No
4
11

18
20
21
23
24
26
26
27
28
30
31

32
33

36



BIRINCi BOLUM
GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada yilda 17 milyon tilkemizde yilda 200 bin kadar
olime sebep olmakla birlikte en yaygin 2. 6liim sebebidir. Tiirk Kardiyoloji Dernegi
verilerine gore iilkemizde meydana gelen Sliimlerin % 40’indan fazlas1 kardiyovaskiiler
hastaliklar kaynaklidir (Tiirk Kardiyoloji Dernegi, 2022). Diinya Saglik Orgiitii bu oranin
degistirilen diyet aliskanliklar1 ve spor ile birlikte % 75 azaltilabilecegini bildirmistir (WHO,

2022). Bu nedenle kardiyovaskiilerin hastaliklarin erken teshis hayati 6nem tagimaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin erken tanisinda kullanilan kardiyak biyobelirtegler,
akut miyokard enfarktiisleri gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin tan1 ve tedavisinde ¢ok 6nemli
bir role sahiptir (Demirbakan vd., 2022). Cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin tanisinda
kullanilan bazi molekiillerin duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri iizerine giiniimiizde de pek ¢ok
calisma yapilmaktadir. Bu kapsamda KVH’lere 6zgiilliigii arttirmak i¢in pek c¢ok yeni
molekiil biyobelirte¢ olarak denenmekte ve test edilmektedir. (Thupakula vd.,2022)

Gelistirilen biyobelirtecler KVH’lerin; dogru zamanda, 6zgiil bir sekilde tespitinde
ve tedavisinde de bilyiikk onem tagimaktadir (Onat vd., 2022). Dogru zamanda teshis,
miidahale ve tedavinin baglatilmasi i¢in en kritik 6zelliktir. Bunun yaninda kapsamli olarak
KVH hastaliklarin ilk tanisinda kullanilan biyobelirtegler; protein/enzim tabanli, genom
tabanli, karbonhidrat tabanli ve lipid tlirevleri olarak da siralanibilir. Giiniimiizde kullanilan
KVH biyobelirtegleri arasinda ilk olarak analiz edilenler; miyokardiyal enzimler,

miyokardiyal proteinler, peptidler olarak siralanabilir. (Thupakula vd.,2022)

Kreatin kinaz enzimi kardiyovaskiiler hastaliklarda karakterize edilmis bilinen
onemli bir biyobelirte¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir (Chaulin ve Duplyakov, 2020). Kreatin Kinaz
(CK), en yiiksek seviyede kas hiicrelerinde yer alan, kas dokusundan kana akan bir enzimdir.
Bununla birlikte yiiksek ve degisken enerji gereksinimleri olan hiicrelerde enerji
metabolizmast i¢in Onemli bir enzim olan kreatin kinaz, bir fosforil grubunun

fosfokreatinden ADP’ye geri doniisiimlii transferini katalize eder. CK, iskelet kasi,

1



miyokard ve beyinde biiylik miktarlarda bulunan hiicre i¢i bir enzimdir. Hipoksi veya diger
yaralanma nedeniyle hiicre zarlarimin bozulmasi, CK’yi hiicresel sitozolden sistemik
dolagima salar. Bu temelde, yiiksek serum CK seviyeleri, miyokard enfarktiisii i¢in duyarl

bir test olarak kullanilmistir (Brewster vd., 2020).

CK, M ve B olarak adlandirilan iki alt birimden olusan dimerik bir molekiildiir. Bu
alt birimlerin kombinasyonlar1 viicut dokularinda CK-MM (Kas), CK-MB (Kalp) ve CK-—
BB (Beyin) izoenzimlerini olusturur (Shah vd., 2007; Christenson vd., 1997). CK'nin kalp
kasina spesifik olan izoenzim formu CK-MB’dir. CK’nin izoenzimi olan CK-MB’nin kan
serumundaki konsantrasyonu miyokard hiicre hasarina oldukga spesifik bir derecede
yiikselis gosterir ve akut miyokard enfarktiisi icin klinikte bir belirteg olarak
kullanilmaktadir (Lai vd., 2016). Kalp kaslarinda zarar oldugunu ortaya koymak i¢in, CK-
MB igerigindeki %5'lik artis onem tasimaktadir.

CK-MB serumda gdgiis agrisinin baglangicindan yaklasik 4 ila 6 saat sonra tespit
edilebilmektedir ve miyokard enfarktiisii gibi durumlarda 10 ila 12 saat igerisinde serumda
en yiiksek seviyelere ulasmaktadir. Uzun zamandir kardiyoloji alaninda , miyokardda
meydana gelen hasarin erken tani konusunda en iyi gosterge olarak kabul gormektedir
(Amsterdam vd., 2014). Serumdaki CK-MB diizeylerinin tek bir dl¢limden ziyade, belirli

periyotlarla dl¢lilmesi tan1 i¢in daha dogru veriler sunmaktadir.

Bu caligma, Kreatin Kinaz tespiti i¢in bir biyo-tanima modeli olusturmay1

amaglamaktadir.

Biyosensorler temelde tanima elemani ve doniistiiriiciiden olusan; reaksiyondaki
aranan molekiiliin (enzim, hiicre, antikor, antijen vb.) varlig1 ve varsa miktar1 tespit edilmek
istenen ilgili maddenin konsantrasyonuna bagli olarak sinyaller tireterek ¢esitli reaksiyonlari

Olcen bir cihazdir (Vigneshvar vd., 2016).

Biyosensorler dinamik ve statik 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zellikler; segicilik, tekrar

iiretilebilirlik, kararlilik, duyarlilik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik seklinde siralanabilir.



Immunosensérler, bir antikor antijen baglanmasini saglayan immiinokimyasal
tepkimelerin bir trandiiser yardimiyla analiz edilmesine yarayan belirteglerdir. Bagarili bir

immiinosensorden artan antijeni tespit etme kabiliyetinin yliksek olmas1 beklenmektedir.

Elektrokimyasal immunosensorler, elektrik enerjisi yardimiyla olusan reaksiyon
sonucunda spesifik antijen-antikor baglanmasinin saptanmasinda kullanilan sensorlerdir. Bu
sensorler bir belirte¢ elemaninin elektrot yiizeyine immobilizasyonu ile olusturulmaktadir.
Bir redoks probu igerisinde gerceklestirilen indirgenme- yiikseltgenme tepkimeleri ve bu
tepkimeler sonucunda olusan diflizyona karsi elektrodun verdigi direng Olgiilmektedir
(empedans). Olgiilen direng bir doniistiiriicii yardimiyla ekrana sinyal olarak aktarilir ve

analiz edilir. Direng arttik¢a sinyalin yiikselmesi beklenmektedir (Mollarasouli vd., 2019).

Yapilan ¢aligmalar bir redoks probu (fosfat tamponu) icerisinde gergeklestirilmistir.
Bu nedenle elektrot yiizeyindeki kimyasal etkilesimlerin olusturdugu potansiyel yiik
direncinin OSl¢iilebilmesi i¢in elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve dogiisel
voltametre (CV) yontemleri kullanilmistir. Yapilan her adimda olusan kimyasal
reaksiyonlarin sebep oldugu akim ve potansiyel degisim EIS ve CV yontemleri ile kantitatif

olarak gozlenmektedir.

EIS temel olarak elektrokimyasal bir reaksiyon igerisinde Olcililen parametrenin
reaksiyonda olusan diflizyona gosterdigi direncin 6l¢iim yontemini tanimlamaktadir. EIS,
bir biyo algilama sistemi olarak klinik tanida; elektrotun yiizeyinde olusan antikor-antijen
algilama, hiicre tanima ve enzim-substrat iligskisinin analizlerinde yaygin olarak kullanilan
olduk¢a kuvvetli bir yontemdir. Direng, empedans degeri olarak adlandirilir. Olusan
empedans analiz asamasinda sinyal olarak gosterilmektedir. Noktasal Ol¢iim alinmasi
dolayistyla olusan sinyaller de zamana bagl tek nokta direngleri seklinde grafige aktarilir.

Analiz yapilirken grafikte empedans arttik¢a sinyal artisi gézlemlenmesi beklenmektedir

(Magar vd., 2021).

CV yontemi elektrokimyasal analizlerde indirgenme- yiikseltgenme doniisiimlerinin

es zamanli olarak incelenmesinde kullanilan olduk¢a faydali bir yontemdir. Kullanilan
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elektrota ayn1 oranda diisiik ve yiiksek potansiyellerde akim verilerek elektrotun potansiyeli
gbzlemlenir. CV olgiimleri bu deney i¢in elektrot yilizeyinin diizenli ve yiizeyin tamaminda
ayni kararlilikta oldugunu gostermek amaciyla yapilmaktadir. EIS metodunu dogrulamak

icin kullanilmaktadir.

ol ;‘ .
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Sekil 1. Biyosensdriin Ol¢iim Asamasimin I¢ Akis Semasi

ITO-PET (Indiyum Kalay Oksit Polietilentereftalat) yari iletken polimer bir film
ylizeyine sahip esnek bir elektrot malzemesidir. Tek kullanimlik olan bu elektrot, ucuz ve
kolay iiretilebilir olmasi sebebiyle klinik kullanima olduk¢a uygundur (Wang ve Sun, 2022).
ITO-PET seffaf ve iletken olma 6zelligi ile gesitli elektrokimyasal uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Dayanikli yapisi sayesinde ITO-PET genis calisma aralig
sunmaktadir. Cok diisiik konsantrasyonlarin analiz edilmesinde verimli sonuglar alinan bir
elektrot ¢esitidir. SAM (Kendiliginden Olusan Tek Tabaka) tabakasi olusturulurken ylizey
tutunmalari i¢in ITO-PET elverisli bir ortam sunmaktadir. Uygun maliyetli olmasi1 sebebiyle

ayni uygulamalarda kullanilan diger elektrotlara kiyasla daha fazla tercih edilmektedir

(Ozcan, 2023).

Kurulan elektrokimyasal immiinosensor devresi bir redoks probu igerisinde ¢alisir ve
iic elektrot sisteminden olusur. Bunlardan ilki referans elektrottur. Calisma elektrotunun
potansiyelini belirlemek amaciyla referans noktasi olarak kullanilir. Bu ¢aligma i¢in referans
elektrotu olarak Ag/Cl kullanilmistir. Digeri ¢alisma elektrotudur. Bu tez ¢alismasi igin
calisma elektrotu olarak ITO/PET elektrotu kullanilmistir. Calisma elektrotu tim



immobilizasyon uygulamalarmnin yapildigi 6lgiim elektrotudur. Ugiincii elektrot ise karsit
elektrot olarak adlandirilir. Devredeki potansiyel akim1 tamamlamasi i¢in kullanilir. Bu tez
calismasinda karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Uclii elektrot sistemi

potansiyostata baglidir ve alinan direng dlgiimleri bir doniistiiriiciiye aktarilir (Ozyurt, 2023).



IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

2.1. Onceki Calismalar

Marranni ve arkadaglar1 optik okumalar yapan cihazlar i¢in daha kaliteli sinyal
alabilecekleri bir elektrot arayisina ¢ikmis ve indirgenmis grafen oksit (r GO) ile indiyum
kalay oksit / polietilen teraftalat ikili ara yliziinii gelistirmislerdir. PBS tampon soliisyonunda
3 farkli potansiyel degeri (10, 20, 50 Mv/s) denenmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl
kullanilmistir. Sonug olarak aldiklar1 CV sinyallerini karsilastirdiklarinda tek adimli metot
kolay ve dogrudan olmasina karsin daha az anlasilabilir sinyal olusturmustur, iki adimli
metot ise (r GO / ITO/PET) daha yiiksek, acik¢a okunabilen ve indirgenme parametrelerinin
daha kolay ayarlanabildigi sinyal vermistir (Marranni vd., 2019).

Supraja ve arkadaslar1 bir kardiyovaskiiler biyobelirte¢ olan Troponin T’nin
hidrotermal olarak sentezlenmis ZnSnQOs tespiti icin camsi karbon elektrot kullanilmistir ve
hetorojen bir ¢alisma ortami elde edilmistir. Bunun yam sira Supraja ve arkadaglar1 ITO/
PET elektrot ile de calismig, ITO/PET {izerine ZnSnOs’iin elektrokimyasal olarak
baglanmas1 saglanmis ve bir ITO/PET g¢alisma elektrodu elde edilmistir. Troponin T igin
capraz baglayici olarak EDC/NHS kullanilmistir. Gergeklestirilen ¢alismada olusturulan
elektrot sisteminin Ol¢iim araligi en disiik 1 fg/mL ile en yliksek 1 pg/mL olarak
belirtilmistir. Olgiimler EIS yontemi ile yapilmistir. Arastirmanin ITO/PET ile yapilan
elektrot oOlgiimlerine dayanarak hesaplanan LOD (6lgiim limiti degeri) 0,571 fg/mL
bulunmustur (Supraja vd., 2019).

Geng ve arkadaslari, altin nano partikiiliinii (AuNP) kullanarak kardiyovaskiiler
hastaliklarin bir biyobelirteci olan CK o6l¢iimii icin elektrot tasarlamistir. Elektrot EIS
yontemi ile Ol¢lilmiistiir. Geng ve arkadaslar1 6l¢iim araligini en diigsiik 10 ng/mL ile en
yiiksek 0,5 pg/mL olarak belirlemislerdir. AuNP kaplama i¢in yiizey olarak ITO glass
kullanilmigtir. Redoks probu olarak [Fe (CN)6°]* (ferri-ferro tamponu) kullanilmigtir.
Gergeklestirilen ¢calismada LOD degeri 5,3 ng/mL olarak hesaplanmistir. Daha sonra klinik
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arastirmalara uyarlanabilirligini gézlemlemek adina elektrot insan serumu ile de ¢alisilmistir

(Geng vd., 2017).

Ahammad ve arkadaglar1 kardiyak biyobelirteci troponin [’in elektrokimyasal
Ol¢iimleri i¢in altin nanopartikiil kaplanmis ve ITO tabanl elektrot tiretmislerdir. OCP (agik
devre potansiyeli) yontemi kullanilarak dl¢iimler alinmistir. Referans araligi 1 ng/mL- 100
ng/mL arasinda belirlenmistir. GNP-ITO yiizeyi olusturulurken baglayici ajan olarak

sistamin ve gluteraldehit kullanilmistir (Ahammad vd., 2011).

Demirbakan ve arkadaglari tarafindan gerceklestirilen ¢alismada kardiyovaskiiler
hastaliklarin biyobelirteci olan kreatin kinaz enziminin tespiti i¢in elektrokimyasal bir
immunosensor tasarlamistir. Tasarlanan sensor grafit kagit tabanlidir. Olgiimler EIS yontemi
ile alinmistir. Referans aralig1 0,1pg/mL—50 pg/mL olarak belirlenmistir. Elektrotun stabil
durumunu test etmek amaciyla tekrarlanabilirlik, tekrar dretilebilirlik, yeniden
kullanilabilirlik, secicilik ve depo kapasiteleri Ol¢tlilmiistiir. LOD degeri 0,045 pg/mL ve
LOQ degeri 0,171 pg/mL olarak hesaplanmistir. Elektrot daha sonra insan serumu ile test
edilmistir. Boylece klinik alaninda kullanilabilirligi gosterilmistir (Demirbakan vd., 2022).

Moreira ve arkadasglart CK tayini i¢in Au-SPE altin — screen printed elektrot
tasarlamiglardir. Elektrot hazirlanirken amin gruplar1 acisindan zenginlestirilmek icin
sisteamin uygulanmistir. EIS ve CV degerleri 6l¢iilerek olusan baglanmalar her asamada
kontrol edilmis ve modifikasyonlarin gézlenmesi amaglanmigtir. Analitik 6zellikler kare
dalga voltametri (SWV) ile &l¢iilmiistiir. Uretilen elektrotun segicilik 6zelligi CK yerine
diger komponentler (troponin T, BSA, myoglobin) kullanilarak arastirilmistir. Makalede

elektrotun kararlilig1, hassasiyeti, secicilik 6zelligi dviilmiistiir (Moreira vd., 2014).

Wang ve arkadaslar1 CK -MB saptamasi i¢in sandvic modeli baz alinan
elektrokimyasal bir immunosensor iiretmislerdir. Komponent PdPtCoNi@Pt-skin AuNP

nanostars seklindedir. Redoks tepkimeleri i¢in tionin kullanilmigtir. Elektrodun lineer araligi



0,001-2500 ng/mL olarak belirlenmistir. LOD degeri 0,62 pg/mL, S/N = 3 olarak
hesaplanmistir (Wang vd., 2022).

Dissanayake ve arkadaslar1 florasan tabanli bir sensor tasarlayarak CK-MM tayinini
amaglamislardir. Sensor florasan titanyum nanocluster TiNC olarak adlandirilmaktadir.
Referans araligi 0,625 U/L- 10 U/L olarak belirlenmis olan sensdr insan serumunda
calisildiginda LOD degeri 0,2513 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger 0,3465 ng/ml gibi
minimum degerdeki insan serumundan elde edildigi i¢in makalede elektrotun &lgiim
hassasiyeti oviilmiistiir. Titanyumun fosfat ile yaptig1 giiglii baglar referans alinarak kararl

bir sensor yapist olusturulduguna deginilmistir (Dissanayake vd., 2022).



UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu calisma tglii elektrot sistemi ile yapilmistir. Referans elektrotu olarak 3M
Ag/AgCl, calisma elektrotu olarak ITO-PET elektrotlar (2 mm x 20 mm), karsit elektrot
olarak platin tel kullanilmistir. Kimyasal olarak aseton, sabun soliisyonu, amonyum
hidroksit, hidrojen peroksit, 3-GOPS, toluen, BSA (sigir serum albiimin), PBS (fosfat
tamponu), kullanilmistir. Elektrokimyasal 6l¢iimler i¢in redoks probu olarak Fes[Fe (CN)s]3
kullanilmistir. ITO-PET elektrotunun klinik uyumlulugunun test edilmesi i¢in insan serumu
uygulamalar1 amaciyla yapay Kreatin Kinaz antijeni Sigma Aldrich’ten (ABD) satin

alinmustir.

Biitiin kimyasallar ve ITO-PET filmler Sigma Aldrich’ten (ABD) satin alinmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tiim ¢aligma boyunca kullanilan ultra saf su, Elga LC134 sisteminden (18,2MQ /

cm) elde edilmistir.

Tiim elektrokimyasal deneyler, Gamry potentiostat / galvanostat (Referans 600,
Gamry Instruments, Warminster, PA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir ve
elektrokimyasal 6l¢iimler, redoks probu olarak kullanilan 0,1 M KCl i¢ceren 5SmM [Fe (CN)
6°1% 50mM PBS ¢ozeltisi (pH 7,4) i¢inde yapilmistir.

Biyosensoriin immobilizasyon adimlarinda yiizeyde meydana gelen morfolojik

degisimleri inceleyebilmek icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COBILTUM)
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Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’'nde mevcut olan JEOL JSM-7100F marka
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmistir.

3.2. CK immunosensoriiniin Temizlik Prosediirii

2mm x 20 mm boyutlarindaki ITO-PET elektrodu iletken kismi koruyucu bir film ile
kapli halde gelmektedir. Buna karsin elektrodun stabilitesini koruyabilmek adina dis
analitlerden temizlenmesi gerekmektedir. Bu sebeple elektrot yikama asamalarindan

gecirilmistir. Bu agamalar sirastyla;

1) 10 dakika aseton soliisyonu icerisinde inkiibasyon.
2) 10 dakika sabun soliisyonu i¢erisinde inkiibasyon.

3) 10 dakika ultra saf su igerisinde inkiibasyon.

Bu agamalarin hepsi 24 °C’de sonikasyon yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Yikama asamasinda elektrot yiizeyini daha kararli ve dogru sonuclar elde edebilmek adina
immobilizasyon agamasina hazirlamak amaglanmistir. Kisaca immobilizasyonun basarili ve

homojenize dagiliminin temel agamasi iyi bir yikama ile baglamaktadir.

3.3. CK immunosensériiniin immobilizasyon Asamasi

Immobilizasyon asamasi bir biyo-algilama sisteminde kararli ve dogrusal sonuglar elde
edilmesi i¢in en Onemli adimlardan biridir. Tiim elektrot yilizeyini esit miktarda ve
homojenize sekilde immobilize etmek, olusturulan immunosensoriin 6l¢iim ¢iktilarinin
dogrulugunu ve stabil olusunu desteklemektedir. Sirasiyla birbirini takip eden OH; 3-GOPS;
Anti-CK; BSA modifikasyon adimlart sonucunda elektrot yiizeyinin SAM tabakasi

tamamlanmis olur.
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Sekil 2. CK immunosensoril i¢in ITO-PET elektrot yilizeyine immobilizasyon semasi

Immunosensériin immobilizayon asamasinda ITO-PET elektrot yiizeyine sirasiyla,
OH, 3-GOPS, ACK ve BSA modifikasyonlar: yapilmistir (Sekil 2). Inkiibasyonlar sonrasi
CK immunosensorii ultra saf su ile yikanmistir. Her asama EIS ve CV yontemleri ile

Ol¢iilmiistiir.

3.3.1. CK immunosensériiniin OH Immobilizasyonu

OH immobilizasyonu i¢in 0,5 ml hacmindeki ependoflara Amonyum Hidroksit/
Hidrojen peroksit/ Ultra Saf Su (1:1:5) soliisyonu hazirlanmigtir. Yikanan elektrotlar 90
dakika boyunca hazirlanan soliisyon ile inkiibe edilmistir. Amag elektrot yilizeyini hidroksil
gruplar1 agisindan zenginlestirmektir. Bdylece antikor baglayicit ajan olan 3-GOPS’un

tutunmasi i¢in uygun SAM yiizeyi olusturmak hedeflenmistir.

3.3.2. CK immunosensériiniin 3-GOPS Immobilizasyonu

3-GOPS kimyasal yapi1 olarak silan ve metoksi uglara sahip bir bilesiktir.

Gergeklestirilen literatiir arastirmalari 1s181nda 3-GOPS’un metoksi ucunun hidroksillenmig
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elektrot yiizeyine baglanmasi ve silan uglarinin agik kalarak hedeflenen antikoru amonyum
uclarindan yakalamasi beklenmektedir. Bu amacla %1, %0,5, %0,1 konsantrasyonlarinda 3-
GOPS/ Toluen soliisyonu hazirlanarak elektrot hazirlanan soliisyon icerisinde 16 saat

boyunca (over night) inkiibe edilmistir.

3.3.3. CK immunosensériiniin Anti-CK immobilizasyonu

Immobilizasyonun bu asamasinda verimli CK yamiti alabilmek igin Anti-CK’ nin
yiizeye esit dagilimmni saglamak gerekmektedir. Boylece elektrot yiizeyinin herhangi bir
bolgesine CK tutunmasi oldugunda, 6l¢iim sirasinda ayni kalitede kararli empedans sinyali

almak hedeflenmektedir. Anti-CK stok ¢ozeltisi icin tampon olarak PBS kullanilmistir.

3.3.4. CK immunosensériiniin BSA Immobilizasyonu

BSA modifikasyonu immobilizasyonun son asamasidir. Amag¢ 3-GOPS — ACK
baglanmasindan sonra baglanmadan kalan 3-GOPS silan uglarini bloklamaktir. Boylece EIS
ve CV oOl¢limii alinirken redoks probu i¢inde olusan yiikseltgenme — indirgenme tepkimeleri
sirasinda  difizyonda yaniltict  degisiklikler olmasim1 ve non-spesifik baglanmalari
engellemektir. Bu amagcla, %0,5 oraninda hazirlanan BSA kullanilmistir. Elektrotlar BSA’da
60 dakika inkiibe edilmistir.

3.4. CK immunosensériiniin Optimizasyon Asamalari

CK immunosensdriiniin tasariminda optimum konsantrasyon ve inkiibasyon stiresi
degerlerini bulmak amaciyla genis kapsamli optimizasyon ¢alismalar1 gerceklestirirlmistir.
Detayl: literatiir incelemeleri sonucunda belirlenen optimizasyon c¢alisma degerleri ile her
bir optimizasyon g¢alismasi i¢in immobilizasyon asamasi ve sonucunda CK inkiibasyonu
sonras1 EIS ve CV 6l¢iimleri alinarak dogrusal grafikler olusturulmustur. Boylece grafiklerin
denklemleri ve R? degerleri gozlemlenerek 6lgtimler hem Kkalitatif hem de kantitatif olarak

degerlendirilmistir. Immiinosensoriin  immobilizayon asamas1 sirasiyla; 3-GOPS
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konsantrasyon optimizasyonu, Anti-CK konsantrasyon optimizasyonu, Anti-CK siire

optimizasyonu ve CK siire optimizasyonu seklinde ilerlemektedir.

3.4.1. CK immunosensériiniin 3-GOPS Konsantrasyon Optimizasyonu

3-glisidoksipropiltrimetoksisilan (3-GOPS), silan gruplar1 aracilifiyla yiizeydeki
hidroksil gruplariyla kuvvetli kovalent etkilesimlerde bulunarak elektrot yiizeyinde giiclii
SAM tabakasinin olusturulmasi i¢in avantajli bir ajandir. 3-GOPS konsantrasyonunun
optimize edilmesi, giiclii bir kimyasal yapiya sahip oldugundan daha sonraki agamalar igin
onemli bir adimdir. 3-GOPS konsantrasyonunun optimizasyonu icin elektrotlar sirasiyla
%0,1- 9%0,5- %1 oranlarinda 3-GOPS/ Toluen ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Elektrotlar
gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi elektrotlar 6ncelikle toliien ile daha sonra

da ultra saf su ile yikanmustir.

3.4.2. CK immunosensériiniin Anti-CK Konsantrasyon Optimizasyonu

Anti-CK konsantrasyon optimizasyonu ¢alismasi kapsaminda 3,7- 7,4- 1,8 ng/mL
konsantrasyonlarda Anti-CK hazirlanmistir. Cozelti tamponu olarak PBS kullanilmistir. Bu
asamada en verimli Anti-CK- CK baglanmasi saglayacak konsantrasyonu tespit etmek

hedeflenmistir. Inkiibasyon sonrasi elektrotlar ultra saf su ile ytkanmistir.

3.4.3. CK immunosensériiniin Anti-CK Siire Optimizasyonu

Bu asamada 3-GOPS modifikasyonu sonrasi elektrot yiizeyine immobilize edilecek
olan Anti-CK’nin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Anti-CK siire
optimizasyonu ¢alismalari i¢in 3 farkli inkiibasyon siiresi secilmistir. Bunlar; 30 dk, 45 dk

ve 60 dk seklindedir.
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3.4.4. CK immunosensériiniin CK Siire Optimizasyonu

CK siire optimizasyonu ¢aligmalar1 kapsaminda immobilizasyon asamalar1 (OH, 3-
GOPS, ACK, BSA) tamamlanmis olan ITO-PET elektrot tez ¢calismasi dahilinde belirlenen
8 farkli (0,1 pg/ mL — 0,5 pg/mL — 1 pg/mL — 5 pg/mL— 25 pg/mL — 50 pg/mL — 125 pg/mL
— 250 pg/mL ) konsantrasyonda inkiibe edildikten sonra EIS dl¢iimleri yapilmaktadir. CK
inkiibasyonunda optimum stirenin belirlenmesi amaciyla bu asama 3 farkli zaman aralig

secilerek gergeklestirilmistir. Bu siireler sirasiyla; 30 dk, 45 dk ve 60 dk seklindedir.

3.5. CK immunosensériiniin Karakterizasyon Asamalari

Optimizasyon sonrasi se¢ilen optimum degerler 1s181inda karakterizasyon c¢aligmalari
yapimistir.  Karakterizasyon c¢aligmalar1 i¢in swrasiyla; tekrarlanabilirlik, tekrar
iretilebilirlik, rejenerasyon, segicilik ve depo deneyleri yapilmistir. Sonuglar EIS ve CV

yontemleri ile 6l¢iilmiistiir.

3.5.1. CK immunosensériiniin Tekrarlanabilirlik Asamasi

Tekrarlanabilirlik bir biyosensoriin kararliligmin kanitlanmasi icin biiyilk dneme
sahiptir. Tekrarlanabilirlik asamasi icin lineer grafikte secilen sabit bir CK antijen
konsantrasyonunda, ayni kosullarda hazirlanmig 20 elektrot 6l¢iimii gerceklestirilmistir.
Uygulamanin amaci elektrotlarin 20 tekrarli 6l¢tim boyunca kabul gorecek benzerlikte sonug
vermesi ve diisiik standart sapmaya sahip olmasidir. Bu c¢aligmada belirlenen CK
konsantrasyonu 125 pg/ mL’dir. Ayni kosullar altinda 20 ayr1 elektrot, immobilizasyon
asamalar1 uygulandiktan sonra 125 pg/mL konsantrasyondaki CK ile inkiibe edilmistir.
(C1ikan sonuglara gore standart sapma, ortalama deger, varyasyon katsayist ve bagil standart

sapma degeri (RSD) hesaplanmistir.

14



3.5.2. CK immunosensériiniin Tekrar Uretilebilirlik Asamasi

Tekrar {retilebilirlik  deneyleri lineer grafik  olusturulurken belirlenen
konsantrasyonlar {izerinden her bir konsantrasyonun 10 defa tekrar edilmesini
kapsamaktadir. Bu ¢alisma ile calisilan elektrotun her konsantrasyonda beklenen 6l¢iim
araliginda sonug verdigini gostermek amaglanmaktadir. Belirlenen konsantrasyon araligi 0,1
pg/mL — 250 pg/mL “dir. Sirastyla belirlenen 8 nokta konsantrasyonu; 0,1- 0,5 - 5 —10 -25
— 50 — 125 -250 pg/mL seklindedir. 8’li gruplar halinde 10 set elektrot immobilizasyon
asamalar1 tamamlandiktan sonra her bir elektrot secilen bir konsantrasyonda inkiibe

edilmistir. Daha sonra EIS ve CV 6l¢timleri alinmistir.

3.5.3. CK Immunosensériiniin Secicilik Asamasi

Secicilik ¢alismasinin amaci diger analitler ile tespit edilmesi hedeflenen antijeni
(CK) elektrot iizerinde karsilastirabilmektir. Elektrotun CK antijenini se¢mekteki
yetkinligini ortaya koymak amaglanmistir. Bunun i¢in 5 ayr1 parametre belirlenmistir; CK,
Askorbik Asit, Aflatoksin B, Leptin ve Glutamat. Ek olarak biitiin parametrelerini igeren
karisim da hazirlanmistir. Asil 6nemli nokta biitiin parametrelerin ayni1 konsantrasyonda
olmasidir. Bu deney i¢in segilen konsantrasyon 125 pg/mL’dir. Her bir parametre icin 3’er

elektrot hazirlanmistir.

3.5.4. CK immunosensériiniin Rejenerasyon Asamasi

Gergeklestirilen deneyin amaci elektrotun Olgebilme ve tekrar kullanilabilme
kapasitesini degerlendirmektir. Bu kapsamda immobilize edilen elektrot belirlenen
konsantrasyondaki CK ile inkiibe edilmistir. EIS ve CV 6l¢iimleri alinir. Daha sonra %0, 1
konsantrasyondaki HCL soliisyonunda 3 dakika inkiibe edilerek elektrottan marker (CK)

uzaklastirilmistir. Islem EIS 6lciimlerinde anlamli degerler alinamayacak seviyeye kadar
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tekrar edilmistir. Bu c¢alismada rejenerasyon deneyi 3 tekrar yapilabilmistir, 2. tekrarda

verim diismiis olup 3. tekrarda elektrot anlamli bir empedans yanit1 olusturmamastir.

3.5.5. CK immunosensériiniin Depo Asamasi

Depo deneyleri kapsaminda elektrotlar immobilize edildikten sonra her hafta bir
elektrot CK antijeni ile inkiibe edilerek Ol¢limii alinacak sekilde 11 haftalik Slgiimleri
kaydedilmistir. Bu 6l¢iimlerin amact iiretilen ve immobilize edilen elektrotun depo dmriiniin
tespit edilmesi ve ilerleyen haftalardaki sinyal veriminin ilk haftalar ile karsilastirilarak

immunosensoriin kararli yapisinin dl¢tilmesidir.

3.5.6. CK Immunosensériiniin Insan Serumu ile Calisma Asamasi

Kreatin kinaz tespiti i¢in iretilen ITO-PET elektrotun optimizasyon ve
karakterizasyon deneyleri sonucunda sentetik insan serumu ile Ol¢timler yapilmistir.
Serumlar test edilmeden 6nce PBS kullanilarak %0,5 konsantrasyonda hazirlanmistir. 5
farkli sentetik insan serumu 6rnegi ile 3 eklemeli yontem kullanilarak ¢aligma yiiriitiilmiistir.
Serum ¢alismasi icin bilinen iki farkli konsantrasyon belirlenmistir. Bu tez ¢aligsmasi igin
belirlenen CK konsantrasyonlar1 5 pg/mL ve 25 pg/mL’dir. Daha sonra her CK
konsantrasyonu (5 pg/mL ve 25 pg/mL) i¢in 5 farkli serum 6rneginden iicer adet kopya
hazirlanmistir. Toplamda 30 adet serum 6rnegi elde edilmistir. Bu 6rnekler sirasiyla 1. serum
ornegi i¢in ilk 3’li grup 5 pg/mL, sonraki 3’li grup 25 pg/mL ile muamele edilmistir,
inkiibasyondan sonra EIS ve CV dl¢limleri alinmistir. 5 serum o6rnegi i¢in de ayni islem
tekrarlanmigtir. Amag bilinen bir konsantrasyon degerinin iistiine eklenen bilinmeyen
konsantrasyonlar1 belirleyebilmektir. Boylece alinan 3 farkli EIS degeri lineer denklem
aracilifiyla hesaplanmis ve ortalamasi alinmistir. Sentetik insan serumlariyla dl¢timlerin

amaci iretilen elektrodun klinik arastirmalara uygulanabilirliginin ispat edilmesidir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. CK immunosensériiniin immobilizasyon Asamasi

Immobilizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda sirastyla OH- 3-GOPS- Anti-CK- BSA ile
modifiye edilen ITO-PET elektrotunun her asamada EIS ve CV 6l¢iimleri alinmis ve yapilan
modifikasyonlar kantitatif olarak gdzlenmistir. Immobilizasyon asamalar1 sonucunda
elektrotun yiizeyinde SAM tabakasi olusturulmustur. SAM tabakasinin tiim elektrot
yiizeyine esit bir sekilde dagilarak olusturulmasi ve kararli bir yapida olmasi yapilan
immobilizasyonun basarisi ile dogru orantilidir. EIS ve CV d6l¢iim grafikleri Sekil 3 A ve
Sekil 3 B’de gosterilmektedir. Sekil 3 A’da gosterildigi gibi OH gruplar1 ITO/PET elektrotu
yiizeyine immobilize edildikten sonra yiizey iletkenligi artt1g1 i¢in (Ince ve Sezgintiirk, 2021)
diren¢ azalmaktadir bu nedenle de 6l¢iilen yarim daire EIS sinyali diger dlgiimlere gore
diistik ¢itkmaktadir. 3-GOPS immobilizasyonu sonrasi yiizey metoksi ve silan grubuna sahip
3-GOPS ile tamamen kaplandigi i¢in yalitkanlig1 oldukga artmistir bu nedenle yiiksek direng
gosterir ve EIS 6l¢ctimii diger immobilizasyonlara gore yliksektir. 3-GOPS yiizeyde kalabalik
bir morfoloji gosterdigi (Sekil 14 C) i¢in dl¢lim sonunda ige doniik bir sinyal karakteri
sergilemistir. Anti-CK immobilizasyonu sonrasi olusan EIS grafigi gostermektedir ki
ylizeyin iletkenligi 3-GOPS’ a gore artmistir. Bu nedenle EIS grafiginde (Sekil 3 A) 3-GOPS
yarim daire grafiginden daha asagidadir. BSA immobilizasyonda agik silan uglarini ve
olusabilecek kovalent olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla kullanildig1 ve molekiiler
yap1 olarak biiyiik bir protein oldugu i¢in immobilizasyon sonrast ITO-PET elektrot
yiizeyinde iletkenlik azalmis ve EIS grafiginde 3-GOPS’tan diisiik fakat Anti-CK’ dan daha
yiikksek bir yarim daire grafigi olusturmustur. Olciimlere ek olarak son asamada
immobilizasyonu ger¢eklestirilen CK immunosensorii 125 pg/mL CK ile inkiibe edilmistir.
Sekil 3 A’ daki grafikte yer alan OH/3-GOPS/Anti-CK/BSA/CK ( M ) egrisi CK ile
inkiibasyon sonrast EIS o6l¢iim sonucunu gostermektedir. BOylece immobilizasyonun
basarist CK baglanma orani ile ispat edilmistir. Tiim immobilizaston asamalarinda 6l¢iilen
CV grafiginde (Sekil 3 B) goriilmektedir ki ylizeydeki yalitkanlik orani arttikga olusan
yiikseltgenme — indirgenme egrilerinin arasindaki mesafe kisalmaktadir. Buna gore en kisa
CV mesafesine immobilizasyon sonrasi CK ile inkiibe edilen ITO-PET elektrotun CV
grafiginin sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3. A) CK immunosensdriiniin immobilizasyon asamalarina ait EIS egrileri ve B) CV
voltamogramlari

4.2. CK immunosensériiniin Optimizasyon Asamalari

CK immunosensdriiniin optimizasyon sonuglari degerlendirilirken belirlenen
optimizasyon parametreleri sonucunda olusan grafikler, elde edilen sinyal yorumlanarak

optimum verimdeki degerler se¢ilmistir. Olusan her grafik i¢in egim c¢izgisi, grafigin
denklemi ve R? degerleri hesaplanmustir.
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4.2.1. CK immunosensériiniin 3-GOPS Konsantrasyon Optimizasyonu

3-GOPS konsantrasyon optimizasyonu ¢aligmasi amaciyla belirlenen 3 farkli 3-
GOPS konsantrasyon degeri ol¢lilmiistiir. Bu degerler; %0,5, %0,1, %1 seklindedir. Sekil
4’te gosterildigi tlizere, %0,5 konsantrasyondaki 3-GOPS degeri; %0,1 ve %l
konsantrasyondaki 3-GOPS degerlerine oranla daha yiiksek sinyal vermistir. Bu ¢aligmada
optimizasyon degerleri arasinda karsilastirma yapilirken %1 konsantrasyondaki 3-GOPS ile
yapilan ¢alismanin ortaya ¢ikardigi grafigin R? degeri; %0,5 konsantrasyonda 3-GOPS ile
yapilan ¢alismadan daha yiiksek ¢ikmis olmasina ragmen, optimizasyon ¢aligmasi biitiinciil
olarak degerlendirildiginde iki konsantrasyon arasindaki sinyal artist farki goz ardi
edilemeyecek diizeyde yiiksek oldugu icin optimum deger secimi buna gore yapilmistir.
Yapilan immobilizasyonun sinyal ¢iktilar1 karsilagtirildiginda %0,5 konsantrasyondaki 3-
GOPS, %0,1 3-GOPS ve %! konsantrasyonlardaki 3-GOPS'a oranla daha yiiksek bir yanit
olusturmustur. Literatiir incelendiginde goriilmektedir ki (Ince vd., 2021), (Demirbakan vd.,
2019) yiiksek konsantrasyondaki 3-GOPS'un ITO-PET elektrot yiizeyindeki yerlesimi
immobilizasyonun geri kalan adimlarin1 ve 6zellikle antikor (Anti-CK) immobilizasyonu
icin dezavantaj olusturmaktadir. Sonug olarak; %0,5 konsantrasyondaki 3-GOPS sec¢ilmistir.
Sec¢im i¢in yapilan analizlerin kantitatif sonuglar1 Sekil 4’te detayli olarak gdsterilmektedir.
Bir sonraki immobilizasyon asamalarinda %0,5 konsantrasyondaki 3-GOPS ile devam

edilmisgtir.
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Sekil 4. CK immunosensdrii i¢in 3-GOPS konsantrasyon optimizasyonu CK (pg/mL)- ARct
(Ohm) grafigi ve segcilen deger (%0,5 3-GOPS)

Tablo 1

CK immunosensdriiniin 3-GOPS konsantrasyon optimizasyonuna ait dogru denklemleri ve
R? degerleri

3-GOPS Konsantrasyonu Dogrunun Denklemi R?Degeri

%0,5 y =493,84x + 909,25 R*=0,9897
%0,1 y=143,18x - 212,71 R*=0,9838
% 1 y =225,85x - 993,14 R?=10,9906
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4.2.2. CK immunosensériiniin Anti-CK Konsantrasyon Optimizasyonu

Anti-CK konsantrasyon optimizasyon ¢alismasi dahilinde belirlenen 3 konsantrasyon
ile ¢alisma yiriitiilmiistiir. Bu konsantrasyonlar; 1,8 ng/ mL , 3,7 ng/ mL , 7,4 ng/ mL
seklindedir. Sonug olarak alinan dl¢iimler ile olusturulan grafik degerlendirildiginde 3,7 ng/
mL konsantrasyondaki Anti-CK’nin en iyi baglanmay1 gerceklestirdigi bu nedenle de en
yiksek sinyali verdigi ve dogruluk degeri en iyi olan R? sonucuna sahip oldugu
gdzlenmektedir. Ote yandan 1,8 ng/mL Anti-CK yeterli baglanma gerceklestiremedigi igin
grafik tizerinde en diisiik egime sahip olan deger olurken, 7,4 ng/mL Anti-CK ise maksimum
(yaklasik) 40000 ARct degerine yiikselen bir egim dogrusu olusturmaktadir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak ITO-PET elektrotun Anti-CK konsantrasyonu agisindan 3,7 ng/mL degerinden
sonra doygunluk noktasina gelip baglanma gerceklestirememesi dolayisiyla 7,4 ng/mL
yogunlukta, 3,7 ng/mL konsantrasyondaki degerlerden daha diisiik seviyede sinyal

gbzlenmektedir.

150000

] 37ne/mi | y=4938ax+ 909,25 k2= 0,9897

O 7,4ng/mL | y=151,93x + 2373,4 R = 0,9814

A 1,8ng/mL y =26,712x + 1463,7 R*=0,8783
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Sekil 5. CK immmunosensorii i¢in Anti-CK konsantrasyon optimizasyonu CK (pg/mL) —
ARct (Ohm) grafigi ve segilen deger (3,7 ng/mL Anti-CK)
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Tablo 2

CK immunosensdriiniin anti-CK konsantrasyon optimizasyonuna ait dogru denklemleri ve
R? degerleri

Anti-CK Konsantrasyonu (ng/mL) Dogrunun Denklemi R%Degeri

3,7 y =493,84x + 909,25 R?=0,9897
7,4 y=151,93x +2373,4 R?=0,9814
1,8 y =26,712x + 1463,7 R?=0,8783

4.2.3. CK immunosensériiniin Anti-CK Siire Optimizasyonu Asamasi

Anti-CK siire optimizasyonu caligsmalari i¢in 3 adet farkli siire belirlenmis olup
bunlar; 30 dk, 45 dk ve 60 dakikadir. Calisma sonucunda CK konsantrasyonuna bagl bir
ARct grafigi olusturulmustur (Sekil 6). Grafikten alinan sonuglara gére 45 dakika olan
inkiibasyon stiiresi optimize deger olarak secilmistir. Grafikte diger se¢enekler olan 30 dk ve
60 dk inkiibasyon siireleri grafikte 45 dakikanin altinda yer almaktadir. Bu farkin sebebi 30
dakika inkiibasyon siiresindeki CK proteini baglanmasinin 45 dakikaya gore daha az
baglanma gerceklestirmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bununla beraber 45 dakika
sonunda ortamdaki CK proteinlerinin elektrot yilizeyine baglanma kapasitesinde doygunluk
seviyesine ulasmis olmasi sebebiyle 60 dk inkiibasyon sonucunda sinyal ¢iktisinda diisiis

gozlenmistir.
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Sekil 6. CK immunosensorii icin Anti-CK siire optimizasyonu CK (pg/mL)- ARct (Ohm)
grafigi ve secilen deger (45 dakika)

Tablo 3

CK immunosensoriiniin anti-CK inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait dogru denklemleri
ve R? degerleri

ANTI-CK inkiibasyon Siiresi (dk) Dogrunun Denklemi R2Degeri

45 y =493,84x + 909,25 R*>=0,9897
60 y=28,677x +1740,5 R>=0,9864
30 y =30,153x +5201,8 R*=0,9773

4.2.4. CK immunosensériiniin CK Siire Optimizasyonu

CK immunosensoril i¢in belirlenen 8 CK konsantrasyonunun optimum inkiibasyon
stiresini belirlemek i¢in 3 farkli inkiibasyon siiresi se¢ilmistir. Segilen inkiibasyon stireleri;

30 dk, 45 dk ve 60 dakikadir. EIS 6l¢iimii yapilan ve Sekil 7°de gosterilen CK-ARct grafigi
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ciktisina gore 30 dakika optimum CK inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. 45 dk ve 60
dk inkiibasyon siireleri grafikte 30 dakikanin altinda bir dogrusallik gostermektedir. Buna
gore literatiirde sinyal artisinin CK inkiibasyon siiresi ile dogru orantili (Ferreira ve dig.,
2021) olmasina karsin ylizeydeki Anti-CK yogunluguna bagli olarak optimum inkiibasyon
siiresinin  degisebilecegi gdz oniinde bulundurulmalidir. Olgiim sonuglar1 elektrot
yilizeyindeki Anti-CK ve ortamdaki CK baglanmasinin maksimum doygunluk seviyesine

gelmesi i¢in 30 dakikanin yeterli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 7. CK immmunosensorii i¢in CK siire optimizasyonu CK (pg/mL)- ARct (Ohm) grafigi
ve secilen deger (30 dakika)
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Tablo 4

CK immunosensoriiniin CK inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait dogru denklemleri ve

R? degerleri
CK inkiibasyon Siiresi (dk) Dogrunun Denklemi R? Degeri
30 y =493,84x + 909,25 R?=0,9897
45 y=221,61x +2067,6 R?=0,9849
60 y =93,397x + 6883 R>=0,9889

Genis kapsamli yapilan optimizasyon ¢aligmalari sonucunda secilen optimum degerler
Tablo 5’ te gosterilmektedir. Bu optimum degerler dogrultusunda tasarlanan immunosensoriin

lineer grafigi olusturulmus ve bu agamay1 takiben karakterizasyon ¢aligsmalarina geg¢ilmistir.

Tablo 5

CK immunosensoriiniin optimizasyon ¢aligmasina ait degerler

Immobilizasyon Adimlar Optimum Degerler
3-GOPS konsantrasyonu %0,05

Anti-CK konsantrasyonu 3,7 ng/mL

Anti-CK inkiibasyon siiresi 45 dk

CK konsantrasyonu 0,1 pg/mL — 250 pg/mL
CK inkiibasyon siiresi 30 dk

4.3. CK Biyosensoriiniin Lineer Grafigi

Optimizasyon ¢aligmalart sonucunda secilen optimum degerler (Tablo 5)
dogrultusunda tez caligmasi tekrarlanmis olup, ¢alismanin lineer grafigi olusturulmustur
(Sekil 9). Gelistirilen immunosensoriin tayin araligt 0,1 pg/mL — 250 pg/mL olarak
belirlenmistir. LOD degeri 0,013 pg/mL ve LOQ degeri 0,044 pg/mL olarak hesaplanmastir.
Lineer grafikte goriildiigli tlizere se¢ilen immobilizasyon degerleri ile segilen CK

konsantrasyon degerleri egim c¢izgisi dogrultusunda minimum sapma farki ile sunulan
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hipotez ile karakterizedir. BSA fabrikasyonu sonrasinda secilen CK konsantrasyonlart ile 8

ekleme yontemi ile olusturulan EIS 6l¢iim sonuglart Sekil 8‘de gosterilmektedir.

60,00 kohm
@® BSA
® CK
€40’00 kohm 250 pe/mL
.g
&
-1
g 20,00 kohm
NI 0,1 pg/mL
0,000 ohm . . - . : . ; . .
0,000 ohm 50,00 kohm 100,0 kohm 150,0 kohm
Zreal (kohm)

Sekil 8. CK immunosensoriiniin BSA adimi sonrasinda belirlenen CK konsantrasyonlari ile
olusturulmus EIS egrileri.

® BsA
300,0 uA ® K
~ 100,0 uA 250 pg/mL
E
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E l
o
-100,0 uA
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3000A " o bbb b0mMm]0eoeo09————m——m—m—mm—————m—————————————————
-500,0 mV 0,000 vV 500,0 mV 1,000 vV 1,500 V]
VI(Vvs. AgCl)

Sekil 9. CK immunosensoriiniin BSA adimi sonrasinda belirlenen CK konsantrasyonlari ile

olusturulmus Dongiisel Voltamogram degerleri.
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Sekil 10. CK immunosensoriiniin lineer grafigi.

4.4. CK Biyosensoriiniin Karakterizasyon Asamalar:

CK immunosensorii optimizasyon c¢aligmalari sonucunda optimum degerler
secilmistir. Daha sonra karakterizasyon caligmalar1 yapilarak tasarlanan biyoalgilama
sisteminin kararlili1 ve kapasitesi birgok yonden test edilmistir. CK immunosensorii igin
yapilan; tekrarlanabilirlik, tekrar tretilebilirlik, segicilik rejenerasyon ve depo kapasitesi

karakterizasyon caligsmalarinin sonucunda olusturulan kantitatif analizler asagida verilmistir.

4.4.1. CK immunosensériiniin Tekrarlanabilirlik Asamasi

Tekrarlanabilirlik calismasi i¢in 20 adet aymi kosullarda hazirlanmis olan CK
immunosensoriiniin ayni konsantrasyonda CK (125 pg/mL) inkiibe edildikten sonra EIS ve
CV olglimleri alinmigtir. Daha sonra ¢ikan sonuglarin aritmetik ortalamasi alinmistir. Bu
asamay1 takiben standart sapma, ortalama deger ve varyasyon katsayist ve RSD degeri

hesaplanmistir. Bulunan degerler sirasiyla; 0,013 pg/mL, 54,70 pg/mL, %1,356 ve %1,35
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olarak hesaplanmistir. Verilen standart sapma degeri kabul edilebilir sinirlarin i¢indedir.
Boylece tekrarlanabilirlik adimmnin basariyla tamamlandigi, ayni kosullarda iiretilen 20
immunosensoriin segilen 125 pg/mL konsantrasyonda yliksek ol¢lim kararliligima sahip

oldugu gozlenmistir.

4.4.2. CK immunosensériiniin Tekrar Uretilebilirlik Asamasi

Tekrar tiretilebilirlik caligmast kapsaminda ayni kosullarda hazirlanmis olan 10 farkli
set ITO-PET elektrotun EIS ve CV ol¢timleri yapilmistir. Sonug olarak tekrar iiretilebilirlik
deneyleri grafigi Sekil 10°da gosterilmektedir. Bu deneyin amaci herhangi bir konsantrasyon
icin elektrotun tekrar {iretilebilir oldugunu ve her olglimde ayni aralikta sonuglar
alinabildigini gostermektir. Yapilan tekrar iiretilebilirlik deneyleri sonucunda iiretilen ve
immobilize edilen elektrodun tekrar {iretilebilirlik verileri stabil ve olumlu sonuglar

vermistir.
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Sekil 9. CK immunosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik grafigi (n=10)
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Tablo 6

Tekrar tretilebilirlik grafiginin denklemi ve R? degerleri

Tekrar iiretilebilirlik  Dogrunun Denklemi R? Degeri

1 y =420,86x + 3908,6 R*=0,9971
2 y =346,35x + 92979 R>=0,9718
3 y =366,49x + 4576,4 R>=0,9981
4 y=358,61x +5116,5 R*=0,9991
5 y =362,45x +4014,7 R*=0,9924
6 y =364,67x +5637,8 R?=10,9963
7 y =379,52x +4723,8 R*>=0,9977
8 y =389,03x + 5002,8 R*=0,9969
9 y =389,21x + 5141,9 R*=0,9888
10 y =361,49x + 52234 R*=0,9965

4.4.3. CK Immunosensériiniin Immunosensorii Secicilik Asamasi

Bu c¢aligsma sonucunda, Kreatin kinaz antijeninin var olmadig: soliisyonlardaki EIS
Olciimleri anlamli dlgiide bir sinyal ¢iktis1 vermezken, kreatin kinaz olan immunosensor
beklenen sinyali olugturmustur. Son olarak CK, aflatoksin B, leptin, glutamat, askorbik asit
koyularak hazirlanan karigim ile inkiibe edilen immunosensoriin EIS 6l¢iimiinde de anlamli
bir sinyal olusumu goézlenmistir. Bu sinyal artis1 karisimdaki CK varligi ve ayn1 zamanda
karisimda kullanilan diger molekiillerin de verdigi diisiik miktardaki sinyal artiglarinin

toplamindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 10. CK immunosensoriiniin se¢icilik grafigi.

4.4.4. CK immunosensériiniin Rejenerasyon Asamasi

Rejenerasyon  deneyleri ITO-PET  elektrotunun  tekrar  kullanilabiligini
gostermektedir. Bu calisma sonucunda ayni zamanda olusturulan SAM tabakasinin
kararliligr da gozlemlenmis olmaktadir. Elektrot rejenerasyon caligmalari sonucunda 3.
Denemede verimliligi yaklasik %40 oraninda diismiistiir. Bu tez ¢aligmasi tek kullanimlik
CK immunosensorii onermektedir. Bu nedenle rejenerasyon c¢aligmalari tez Onerisi ile

tutarlidir.
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Sekil 11. CK immunosensoriiniin rejenerasyon grafigi.

4.4.5. CK immunosensériiniin Depo Kapasitesi Asamasi

Depo calismalarinin yapilmasi tasarlanan immunosensoriin, iiretim asamasindan
ol¢lim yapilacagi zamana kadar aktif 6l¢tim dayanikliligini kaybetmeden ne kadar siire stabil
kalabildigini deneysel olarak gbézlemlemeyi amaglamaktadir. Depo ¢alismalar1 kapsaminda
+4 °C sicaklikta saklanan elektrotlar sirasiyla 12 hafta boyunca 6lgiilmiistiir. Sonug olarak
10. haftaya kadar elektrotlar %100- 97 verim ile devam etmesine karsin, 11. haftada verim

anlamli kabul edilen degerlerin altina inmistir.
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Sekil 12. CK immunosensorii depo kapasitesi grafigi.

4.5. CK immunosensoriiniin SEM Goriintiisii

Uretilen biyoalgilama sistemi kapsaminda ITO-PET elektrotlarinin her bir
immobilizasyon asamasmin SEM goriintiileri alinmistir. Gortintiiler Sekil 14 A-F’de

gosterilmektedir.
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Sekil 13. CK immunosensoriiniin SEM goriintiileri. (A: ITO-PET elektrotunun immobilizasyon igslemleri yapilmadan 6nceki yiizeyinin goriintlisiidiir.
B: Hidroksilleme asamasindan sonra alinan ITO-PET elektrot goriintiisiidiir. C: Elektrodun GOPS baglayici ajan1 gece boyu uygulandiktan sonraki
alinan elektrot goriintiisidiir. D: ITO-PET yiizeyine anti-kreatin kinaz ile inkiibe ettikten sonra alinan elektrot mikroskop goriintiisiidiir. E: BSA

uygulamasindan sonra alinan elektrot goriintiisiidiir. F: CK inkiibasyonu sonrasi ¢ekilen ITO-PET goriintiisiidiir.)
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Gelistirilen CK immunosensoriiniin immobilizasyon agsamalari sirastyla SEM teknigi
ile goriintiilenmistir. Boylece immobilize edilen elektrotun morfolojik olarak incelenmesi
saglanmistir. ITO-PET elektrotunun SEM goriintiileri Sekil 14’te verilmistir. Sekil 14 A’da
ITO-PET elektrotunun ylizeyinin temizlendikten sonraki goriintlisii gosterilmektedir.
Boylece ITO-PET elektrot ylizeyinin kirlilikten armdirildigi  morfolojik olarak
goriilmektedir. Sekil 14 B’de yer alan hidroksilleme asamasi elektrot ylizeyindeki piiriizlii
goriintli ile dogrulanmaktadir. Sekil 14 C’de ITO-PET {izerine 3-GOPS immobilizasyonu
goriilmektedir. Ylzeydeki hidroksil gruplart ile 3-GOPS baglanmasi net bir sekilde
gozlemlenebilmektedir. Bdylece immobilizasyonun basarili bir sekilde ilerledigi
sOylenebilir. Sonraki agamada sekil 14 D’de Anti-CK immobilizasyonu gdsterilmistir.
Yiizeyin daha yogun bir kalabali§a sahip olmasi gerceklestirilen immobilizasyon adimini
dogrular niteliktedir. BSA modifikasyonu sekil 14 E’de gosterilmektedir. Yogun bir ylizey
kaplanmas1 gozlenmistir. CK immobilizasyonu sekil 14 F’de goriildiigi iizere yilizeyde

kalabalik ve biiyiik yuvarlaklar halinde kendini belli etmektedir.

SEM teknigi ile goriintileme sonucunda alinan empedans Olgiimleri ve
immobilizasyon c¢alismalarinin morfolojik olarak dogrulanmasi amaclanmistir. SEM

goriintiileri 6l¢iilen empedans degerleri ile uyumlu sonuglar ortaya ¢ikarmistir.

4.6. CK immunosensoriiniin AFM Goriintiisii

Uretilen elektrotlarin her bir asamasinin AFM (atomik kuvvet mikroskobu)

goriintlileri alinmigtir. Goriintiiler Sekil 15 A-F’de gosterilmektedir.
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Sekil 14. CK immunosensdrii AFM goriintiileri. (A: ITO-PET elektrotunun
immobilizasyon islemleri yapilmadan 6nceki ylizeyinin AFM goriintiistidiir. B: OH
immobilizasyonu asamasindan sonra alinan ITO-PET elektrot AFM gdriintiisiidiir.
C: 3-GOPS baglayict ajan1 gece boyu uygulandiktan sonraki alinan elektrot AFM
goriintiistidiir. D: ITO-PET yiizeyine Anti-CK ile inkiibe ettikten sonra alinan AFM
goriintlistidiir. E: BSA uygulamasindan sonra alinan elektrot AFM goriintiisiidiir. F:

CK antijeni inkiibasyonu sonrasi ¢ekilen AFM goriintiisiidiir.)

ITO-PET elektrotunun AFM goriintiileri Sekil 15°te verilmistir. Sekil 15 A, ITO-
PET elektrotunun temizleme islemi sonrasi immobilizasyon yapilmamis yiizeyinin
gorlintiistidiir. Elektrotta immobilizasyon yapilmadigi i¢in ylizeyde diisiik oranda degisiklik
kaydedilmistir. Bu diisiik orandaki degisiklik ITO-PET elektrotunun morfolojik yapisinda
polimer olmasiin yanisira kalay bilesigi bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu 6zellik

ITO/PET elektrotuna yar iletkenlik 6zelligi kazandirmaktadir. Sekil 15 B’de uygulanan
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amonyum hidroksit/hidrojen peroksit/ultra saf su (1:1:5) immobilizasyonu sonucunda
hidroksil gruplari ile zenginlestirilmis ITO-PET ylizeyi gosterilmektedir. Morfolojik olarak
yiizeyin Sekil 15 A’dan farkli olarak daha sik ve kalabalik goriintisii OH
immobilizasyonunu destekler niteliktedir. Sekil 15 C, ITO-PET elektrotu yiizeyine 3-GOPS
immobilizasyonu sonrasi ¢ekilen AFM goriintiisiidiir. Sekil 15 B’deki sik ve kalabalik
goriintiiden farkli olarak daha genis ve biliylik yiikseltiler goriilmektedir. ITO-PET
elektrotunun morfolojik yapisindaki bu degisiklik yogun bir kimyasal yapida olan 3-GOPS
bilesiginin yiizeyde avantajli bir SAM tabakasi olusturdugunu destekler niteliktedir. Sekil
15 D’de ITO-PET yiizeyine Anti-CK modifikasyonu gosterilmektedir. Goriildigii gibi 3-
GOPS immobilizasyon asamasindan farkli bir morfoloji gostermistir. Sekil 15 E’de ITO-
PET elektrotunun BSA ile immobilizasyonu gosterilmektedir. Sekil 15 F’de ITO-PET
elektrotunun CK ile muamele edildikten sonraki goriintiisii verilmistir. Sekil 15 E’den farkl
olarak yiizeyde daha yiiksek morfolojik degisimler olmast Anti-CK — CK spesifik

etkilesimini gostermektedir.

Yapilan calismalar sonucunda vaat edilen indiyum-kalay-oksit politetroflat tek
kullanimlik elektrotun; stabil, kararli, tekrar iiretilebilir, iyi depo kapasitesine sahip,
seciciligi yliksek tek kullanimlik bir elektrot olarak avantajli sonuglar ortaya ¢ikardigi

gozlenmistir.

4.7. CK Immunosensériiniin Serum Ornekleriyle Cahsma Asamasi

Ticari insan serumu lizerinde yapilan ¢aligmalar dahilinde belirlenen 5 ayr1 6rnek ile
3 ekleme yontemi kullanilarak deneyler gerceklestirilmis olup, yapilan dl¢timler sonucunda
alman veriler karakterizasyon caligsmalarini dogrular nitelikte anlamli ¢iktilar vermistir.
Boylece tez caligmasinin klinik uygulamalar igin gosterdigi nitelik degerlendirilmistir.

Sonuglar Tablo 7°de gosterilmektedir.
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Tablo 7

CK Immunosensérii Serum Ornekleri Calismast Analizleri

Serum MCV Standart Olgiilen RSD (%) Geri
Konsantrasyon Eklenen Konsantrasyon (n=3) Kazanim
(pg/ml) Konsantrasyon (pg/ml) (%)

(pg/ml)

. 438 5 10,18/9,7/9,83 2 102
25 29,7/29,4/31,6 1,72 101,72
5 31 5 8,94/8,66/8,3 10,6 110,6
25 28,1/30,2/27,9 2,52 102,52

; 42 5 9,16/9,18/9,73 3 103
25 29,2/29,4/29,47 0,6 100,6
A 29 5 7,87/8,29/7,87 2,2 102.2
25 28,3/27,9/27,93 0,57 100,57

5 8,42/8,39/8,24 7 107
: 4 25 28,1/27,9/28,1 0,13 100,13

4.8. CK immunosensorii Kramers Kronig Analizi

Elektrokimyasal empedans sistemlerinde oOl¢iimlerin kararliliginin belirlenmesi,

yapilan deneylerin dogrulugunun ispat edilmesi i¢in biiyiikk Oneme sahiptir (Luo ve

dig.,2021). Kramers- Kronig doniisiimii liretilen immunosensoriin 6l¢iim dis1 herhangi bir

etken tarafindan 6l¢tim lizerinde olusabilecek sapmalara maruz kalma durumundan etkilenip

etkilenmedigini belirler. Sekil 16’da Kramers-Kronig hesaplamasi ile o6lgiilen EIS

degerlerinin ¢akistirilma grafigi gosterilmektedir.
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Sekil 15. CK immunosensorii Kramers-Kronig / gercek zamanli EIS 6l¢iimleri grafigi.
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BESINCIi BOLUM
SONUC VE ONERILER

Kardiyovaskiiler hastaliklar giiniimiizde ikinci en yaygin oliim sebebi olarak
listelenmektedir (DSO, 2022). Diinya genelinde y1lda ortalama 17 milyon iilkemizde (Tiirk
Kardiyoloji Dernegi,2022) ise ortalama 200 bin kisi kardiyovaskiiler hastaliklar sebebiyle
hayatim kaybetmektedir (DSO,2022). Ozellikle akut sendromlu kardiyovaskiiler
hastaliklarda erken teshisi artan Oliimlerin Oniine ge¢mek icin olduk¢a Oneme sahiptir
(Yemilhan vd., 2011). CK enzimi kardiyovaskiiler hastaliklarda en yaygin kullanilan
biyobelirteglerden biridir. Yapilan bu tez calismasi genis referans araligi ile kreatin kinaz
tespiti icin elektrokimyasal immunosensor fabrikasyon ve karakterizasyon ¢aligmalarini

icermektedir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda 6nerilen hipotezi desteklemek amaciyla genis kapsamli
optimizasyon ve karakterizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Optimizasyon ¢alismalari
sonucunda belirlenen optimum degerler dogrultusunda ¢alismanin lineer grafigi
olusturulmustur. Tez calismasi i¢in secilen ITO-PET elektrotu ylizeyine SAM tabakasi iyi
bir sekilde immobilize edilmistir. Immobilizasyon asamasi sonrasinda elektrotun kararligin
ve stabilitesini degerlendirilmek amaciyla karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir.
Karakterizasyon c¢alismalart dogrultusunda ITO-PET elektrotunun ve elektrot yiizeyine
immobilize edilen SAM tabakasinin depo kapasitesi, tekrarlanabilirligi, tekrar tiretilebilirligi
ve rejenerasyon kapasitesi test edilmistir. Bu tez ¢alismasi tek kullanimlik immunosensor
onerdigi i¢in, yapilan rejenerasyon asamasi sonuglarinin verilen hipotezi deneysel olarak
destekledigi goriilmiistiir. Rejenerasyon asamasinda immunosensoriin HCL ile yikandiktan
sonra Anti-CK — CK protein baginin ayrilmasi goz dniinde bulundurularak ikinci kez inkiibe
edilen ayni elektrotla gergeklesen EIS dl¢limlerinin diisiik bir kayipla tekrar anlamli sonuglar
ortaya ¢ikarmasi immobilize edilen SAM tabakasinin kararli yapisini ortaya ¢ikarmaktadir.
Cikan kantitatif sonuglar dahilinde bu tez ¢aligmasi hizli, hesapli, kararli bir sekilde tekrar
iiretilebilen, tekrarlanabilirligi yiiksek ve uzun bir depo 6mriine sahip tek kullanimlik bir CK
biyobelirtecini literatiire basariyla sunmustur. Yapilan immobilizasyon ve karakterizasyon
caligmalarint morfolojik olarak gozlemlemek amaciyla ITO-PET kullanilarak iiretilen

immunosensoriiniin SEM ve AFM goriintiileri ¢ekilmistir. Sonu¢ olarak immobilizasyon
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asamalarinda yapilan uygulamalar elektrot yiizeyinde gézlemlenen morfolojik degisiklikler
dahilinde olusturulan deneysel ¢iktilar1 dogrular niteliktedir. Karakterizasyon ¢aligsmalarin
basar1 ile sonuglandiran immunosensoriin klinik 6rneklerdeki uygulanabilirligini test etmek
amactyla insan serumu kullanilarak c¢alisma gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda
karakterizasyon asamasindaki sonuglarla paralel basarida sonuclar elde edilmistir. Bdylece
gelistirilen immunosensoriin gelecekte klinik calismalarda kullanilabilen hizli, kolay
iiretilebilen ve hesapli bir ydntem olarak kullamlmasi vaat edilmektedir. Uretilen
immunosensor genis tayin araligi (0,1 pg/mL — 250 pg/mL), diisiik LOD (0,013 pg/mL) ve
LOQ (0,044 pg/mL) degerlerine sahiptir. Giinlimiizde son yapilan ¢alismalar sonucunda
insan serumunda CK seviyesi kadinlarda 20-190 U/L, erkeklerde ise 40- 300 U/L seklindedir
(Maan ve dig.,2022) (Tirk Kardiyoloji Dernegi, 2022). Tez calismast kapsaminda CK
konsantrasyonlar1 (0,1 pg/mL — 250 pg/mL) i¢in genis kapsamli bir literatlir arastirmasi
yapilmis ve klinik sonuglarla optimize genis bir tayin araligi belirlenmistir. Sonug olarak
ITO-PET kullanilarak tiretilen CK immunosensorii ¢alismast ile literatiire diisiik maliyetli,
kolay ulasilabilen, kantitatif ve kararli sonuglar elde edilebilen bir biyoalgilama sistemi
sunulmustur. Calismay1 daha ileri evrelere tasimak amaciyla dl¢iim araligi genisletilebilir.
Uretilen biyosensor icin biitiinlesmis, optimize ve hizli bir doniistiiriicii ile elektrokimyasal
yontemler ile iretilen CK immunosensoriiniin rutin testler arasimna girebilecegi

diistiniilmektedir.
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