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OZET

ANTI-SITRULLINLENMIS PROTEIN ANTIKORLARI iCIN
ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR GELISTIRILMESI VE
UYGULAMASI

Ecem UZMAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK
16/10/2023, 44

Romatoid Artrit (RA) eklem hasarina sebep olan kronik bir otoimmiin inflamatuar
hastaliktir. Son zamanlarda Anti-sitrullinlenmis protein antikorlar1 (ACPA), RA teshisi icin
yiiksek Ozgiilliikleri sebebiyle biyobelirte¢ olarak kabul edilmistir. Bu tez kapsaminda
ACPA ailesinden olan RA patofizyolojisinde otoantikor olan tanimlanan mutasyona ugramis
sitruline vimentin (Anti-MCV) antikorlar1 tayini i¢in immiinosensor gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu amagcla hassas, pratik ve kullanim kolaylig1 sebebiyle indiyum kalay oksit
kapli polietilen tereftalat (ITO-PET) elektrot {izerine 3-APTES silan ajani kendiliginden
olusan tek tabaka (SAM) icin kullanilmistir. Immobilizasyon, optimizasyon ve
karakterizasyon asamalarinda elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve dongiisel
voltametri (CV) 6l¢iim teknikleri kullanilmistir. Iimmunosensoriin giivenilirligi icin gercek
ticari serum Orneklerinde deneme yapilmistir. Calisma sonucunda tekrar tiretilebilir, spesifik

ve hassas bir immiinosensor elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit (RA), Anti- sitrullinlenmis protein antikorlar
(ACPA), immiinosensér, ITO-PET elektrot, Mutasyona Ugramus Sitruline Vimentin (Anti-
MCV) Antikorlari, 3-APTES



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF ELECTROCHEMICAL BIOSENSOR
FOR ANTI-CITRULLINATED PROTEIN ANTIBODIES

Ecem UZMAN
(Canakkale Onsekiz Mart University

Institute of Graduate Education

Master of Science Thesis in Bioengineering

Advisor: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK
16/10/2023, 44

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic autoimmune inflammatory disease that causes
joint damage. Anti-citrullinated protein antibodies (ACPA) have recently been recognized
as biomarkers for the diagnosis of RA due to their high specificity. In this thesis, we aimed
to develop an immunosensor for the detection of mutated citrullinated vimentin (Anti-MCV)
antibodies, which are defined as autoantibodies in RA pathophysiology and belong to the
ACPA family. For this purpose, 3-Aminopropiltrietoksisilan (3-APTES) silane agent was
used for self-assembled monolayer (SAM) on indium tin oxide coated polyethylene
terephthalate (ITO-PET) electrode due to its sensitivity, practicality and ease of use.
Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) measurement
techniques were used for immobilization, optimization and -characterization. Real
commercial serum samples were tested for the reliability of the immunosensor. As a result,

a reproducible, specific and sensitive immunosensor was obtained.

Keywords: Rheumatoid Arthritis (RA), Anti-citrullinated Protein Antibodies
(ACPA), Immunosensor, ITO-PET electrode, Mutated Citrulline Vimentin Antibodies.
(Anti-MCV), 3-APTES



ICINDEKILER

Sayfa No
ETIK BEYAN. ..ottt i
TESEKKUR. ...ttt e, ii
OZET ... iii
ABSTRACT . v
ICINDEKILER ....ooiiiii e v
SIMGELER ve KISALTMALAR . .......uiiiietttieiiiiiiiiie e, vii
TABLOLAR DIZINI.......ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e ix
SEKILLER DIZINT. ..o, X
BIRINCI BOLUM
GIRi$ !
IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR 6
UCUNCU BOLUM
MATERYAL YONTEM ’
3.1. Kimyasallar ve Aparatlar.............cooiiiiiiiiii e 9
3.2 Elektrokimyasal OlGHMIET. ............coiiuiiiii e, 9
3.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Immobilizasyon 10
ASamalari...... ..o e
3.4. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1  Biyosensoriiniin =~ Optimizasyon 10
Asamalarts ... ...
3.4.1. 3-APTES Konsantrasyon OptimiZaSyOnU.............ccceerirerrrenrinrinenerieienennes 11
3.4.2. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Konsantrasyon Optimizasyonu 12
3.4.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Antikor ve Antijen Siire
OPtIMIZASYONUL. ...c.cvintiniiiite e e ettt et ettt e ee e 12
35 Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin - Karakterizasyon
ASAmalari...... ..o e 12
3.5.1. Kramers-Kronig DOonlistimil...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 12



3.6.

4.1.

4.2.

3.5.2. Tekrarlanabilirlik ...
3.5.3. Tekrar UretilebilirliK ..............c.ooiiiiiiiiiiiii e
3.5.4.DeP0 OMIT. . ...uiinie i
3.5.5. REJONEIASYON ..ottt ettt et e et
3.5.6. SECICIIIK. ...t e
Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Gergek Ticari Serum

Orneklerinde Uygulamasi...............oouiuniieeiiie e

DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

ITO-PET Elektrotlarin immobilizasyonuna iliskin Bulgular ........................

Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Optimizasyon
Calismalarma Ait Bulgular..............oooi

4.2.1. 3-APTES Konsantrasyon Optimizasyonu..........c.eeeeeueenienneaneennennnnn.
4.2.2. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Konsantrasyon Optimizasyonu..
4.2.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Antikor Siire Optimizasyonu...

4.2.4. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Antijen Siire Optimizasyonu.....
Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensdriiniin Karakterizasyon

4.3. Calismalara Ait Bulgular..............oooii e,
4.3.1. Kramers-Kronig DOntisimil............oovuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e,
4.3.2. Tekrarlanabilirlik ...
4.3.3. Tekrar Uretilebilirlik ...............cooiiiiiiiiiiiii e,
4.3.4.Dep0 OMIT. . ...iuii e
4.3.5. REJENETASYOMN ...ttt et ente et et et e et e et et e e et et e eteeeenaeans
4.3.6. SECICIIIK. . ..vei

44 @nti-Sitr}lllinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Gergek Ticari Serum

" Orneklerinde Uygulamast..........oouiiiiiiiiiiii e,
Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriinin SEM ve AFM
4.5. aracilig1 ile Morfolojik Karakterizasyonun incelenmesi..............................
BESINCI BOLUM
SONUC ve ONERILER
KAY N AK C A e

Vi

12
13
13
13
13
14

15

15
17

17
19
21
22
24

27
28
28
30
31
32
33

34

38

40



RA

RF
ACPA
CCPA
MCV
PAD
ITO-PET
SAM
OH

NH»
3-APTES
BSA

EIS

Cv

Ret

LOD
LOQ

AC

HCI
Tris-HCl
PBS

dk
ng/mL
mM

Hz

Ag/ AgCl
GA
QCM
ELISA
11-MUA
EDC

SIMGELER VE KISALTMALAR

Romatoid Artrit

Romatoid Faktor

Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikoru
Anti-Siklik Sitrullinlenmis Peptit
Mutasyona Ugramis Sitrullenilmis Vimentin
Peptidil Arginin Deiminaz

Indiyum Kalay Oksit Kapli Polietilen Tereftalat
Kendiliginden Olusan Tek Tabaka
Hidroksil Grubu

Amino Grubu

(3-Aminopropil) Trietoksisilan

Bovin Serum Albumin

Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi
Dongiisel Voltametri

Yiik Transfer Direnci

Tayin Limiti

Olgiim Limiti

Alternatif Akim

Hidroklorik Asit
Tris(hidroksimetil)aminometan hidrokloriir
Fosfat Tamponlu Salin

Dk

Nanogram/Mililitre

Milimolar

Hertz

Glimiis/Glimiis kloriir

Glutaraldehit

Kuvars kristal mikro terazisi

Enzim bagli immiinosorbent analizi
11-Merkaptoundekanoik asit
1-Etil-3-3dimetilaminopropil karbodiimid

vii



NHS
IDE
SERS
MHA
CLEIA
PANI
MoS>
RSD

%

MQ

mV/s
ABPN
AFM
SEM

N-hidroksisiiksinimid

Birbirine Ge¢mis Elektrotlar

Yiizey Gelistirilmis Raman Spektroskopisi
Merkaptoheksanoik Asit

Kemiliiminesans Enzim Immunoassay
Polianilin

Molibden Disiilfit

Bagil Standart Sapma

Yiizde orani

Degisim

Mega ohm

Molar

Volt

Milivolt/saniye

Anizotropik Bimetal-Polimer Nanopartikiil
Atomik Kuvvet Mikroskobu

Taramal1 Elektron Mikroskobu

viii



Tablo No

Tablo 1

Tablo 2

Tablo 3

Tablo 4

Tablo 5

Tablo 6

Tablo 7

TABLOLAR DiZiNi

Tablo Ad1
3-APTES konsantrasyonlarinin optimizasyonun grafiklerinin R?

degerleri ve denklemleri

Anti-MCV  antikor ~ konsantrasyonu  optimizasyonunun

grafiklerinin R? degerleri ve denklemleri

Anti-MCV antikor siire optimizasyonunun grafiklerinin R?

degerleri ve denklemleri

MCV siire optimizasyonunun grafiklerinin R? degerleri ve

denklemleri

Tekrar iiretilebilirlik galismasina ait grafiklerin R? degerleri ve

denklemleri

MCV immiinosensoriiniin ger¢ek ticari serum oOrneklerinde

uygulanabilirligi

MCV immiinosensoriiniin optimizasyon degerleri

Sayfa No

17

19

21

22

26

30

34



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

SEKILLER DiZiNi

Sekil Adi

Mutasyona ugramis sitrullinlenmis vimentinin romatoid artritin
patogenezindeki olast rolii

ITO-PET tabanli biyosensdriin immobilizasyon agamalar1

MCYV biyosensoriiniin immobilizasyon A) impedans
spektrumlar1 ve B) dongiisel voltamogramlari

3-APTES konsantrasyonlarinin MCV immiinosensorlerine
etkisi (Kirmizi (-e-e-): %0,05 , Yesil (-m-m-) : %0,2 , Mavi (-
A-A-) %0,6)

Anti-MCV konsantrasyonlarinin immiinosensor tizerindeki
etkisi (Mavi (- A-A-): 2 ng/mL Anti-MCV, Kirmizi (-e-e-): 5
ng/mL, Yesil (-m-m-): 10 ng/mL)

Anti-MCV siire optimizasyonunun immiinosensor tizerindeki
etkisi (Mavi (- A - A-): 30 dk, Kirmiz1 (-e-e-): 45 dk, Yesil (-m-
m-): 60 dk)

MCV siire optimizasyonunun immiinosensor iizerindeki etkisi
(Mavi (- A - A-): 30 dk, Kirmizi (-e-e-): 45 dk, Yesil (-m-m-):
60 dk)

MCYV immiinosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Artan konsantrasyonlarda MCV tespiti A) impedans
spektrumlar1 ve B) dongiisel voltamogramlari

MCV immiinosensoriiniin Kramers-Kronig transformu
MCYV immiinosensoriiniin tekrar tiretilebilirlik grafigi
MCV immiinosensoriiniin depo dmrii grafigi

MCV immiinosensoriiniin rejenerasyon grafigi

MCYV immiinosensoriiniin segicilik grafigi

ITO-PET elektrot yiizeyindeki SEM goriintiileri: A) OH,
B) OH/3-APTES, C) OH/3-APTES/GA, D) OH/3-APTES
/GA/Anti-MCV, E) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV /BSA,

F) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSA/MCV

ITO-PET elektrot yiizeyindeki AFM goriintiileri: A) OH, B)
OH/3-APTES, C) OH/3-APTES/GA, D) OH/3-
APTES/GA/Anti-MCV, E) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV
/BSA, F) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSA/MCV

Sayfa No

11

16

18

20

21

23

24

25

26
28
29
30

32

35

37



BIRINCI BOLUM
GIRIS
Otoimmiin hastaliklar bati iilkelerinde niifusun %5’ini etkileyen nadir, yeterince
anlagilamayan ve fark edilemeyecek bir neden ile T hiicrelerinin veya B hiicrelerinin veya
her ikisinin aktivasyonunun sebep oldugu bir hastalik grubudur. Otoimmiin hastaliklar
sistemik veya organa Ozgii olmak {lizere ikiye ayrilabilir. Bu ayrim, hastaligin immiin
sistemin verdigi tepkinin otoimmiiniteye sebep olmasi ve T veya B hiicrelerinde etki
yaratmasidir. Genetik faktorler de hastaliga yatkinlikta 6nemli rol oynamaktadir (Davidson
vd., 2001). Otoimmiin hastaliklar i¢in nadir oldugu diisiiniilse de geng ve orta yasli kadinlar

arasinda yliksek prevalansa sahip 6liim nedenlerinden biridir. Bu ylizden kapsamli incelenen

hastaliklardan bir tanesidir (Cooper vd., 2003).

Romatoid artrit (RA), en yaygin kronik inflamatuar eklem hastaligi olup agirlikli
olarak genis bir iskelet ve iskelet dis1 belirtiler yelpazesine sahip bir kas-iskelet sistemi
hastaligidir. Bununla birlikte RA diinya niifusunun %0,1- %2 ‘sini etkiledigi diisiiniilen
(Almutairi vd., 2021) ortopedik klinik uygulamada 6nemli bir yere sahiptir. RA’in nedeni
bilinmemekle birlikte hastalifin patogenezinin anlagilmasindaki ilerlemeler yeni
terapotiklerin gelistirilmesini tesvik etmistir. RA hastalar1 tedavi edilmezse veya tedavi
ertelenirse kronik, eroziv artrit gelisebileceginden, erken tam1 ve uygun tedavinin
baglatilmas1 ¢ok dnemlidir. RA tedavisinde erken ve kesin tant uygulanirsa hem hastaligin
ilerlemesi durdurulabilir hem de geri doniilmez eklem hasar1 veya sakatlik dnlenebilir ya da

yavaglamasi miimkiin olabilir (Lin vd., 2020).

Amerikan Romatoloji Koleji ve Avrupa Romatizma Karsit1 Birligi (ACR/EULAR)
tarafindan 2010 RA smiflandirma kriterleri yayimlanmistir. Bu kriterler, RA'li hastalari
tamimlayan Oykii, fizik muayene ve biyobelirtecleri iceren bir puanlama sistemidir ayni
zamanda klinik semptomlar1 icermektedir ve kriterlerin RA olarak siiflandirilmasinda
duyarliligr %84, 6zgilligl ise %60'tir. Bununla birlikte RA’nin erken safhalarinda klinik
semptomlar gézlenmemektedir bu yiizden erken teshis icin yeterli olmamaktadir. (Moeez
vd., 2013; Shapiro vd., 2021). Bununla birlikte tedavi a¢isindan da farkli zorluklar1 bulunan
RA ig¢in erken teshis son derece 6nemli olmustur. Biitiin bu sebeplerden dolayi, hastaliga
spesifik, erken teshis i¢in Onemli bir biyobelirtece ihtiya¢ duyulmustur. RA tanisinda iki

onemli biyobelirte¢ literatiirde yerini almistir. Bunlar; Romatoid Faktor (RF) ve Anti-

1



sitrullinlenmis Protein Antikoru (ACPA)’dur. ACPA, sitrulin, argininin peptidil arginin
deiminaz (PAD) enzimleriyle ayristirilmasindan ortaya ¢ikan RA i¢in ¢ok spesifik (%94-99)
(Steendam vd., 2011) bir otoantikordur. RA'l1 hastalarda sitruline fibrin ve vimentin de dahil
olmak iizere diger bazi sitrulin igeren proteinlere kars1 antikorlar tespit edilmistir. Bu sayede
Sitrulin RA'ya 0zgii otoantikorlar i¢in otoantijenlerin temel bir bileseni oldugu
diisiiniilmektedir (Sods vd. ,2007). Fibrin, vimentin, alfa enolaz ve kolajen otoantikor testi
icin ELISA’larda kullanilmaktadir. Yapilan calismalar 1s1831nda ACPA’lar i¢in bu hastaligi
daha erken 6ngorebildigi ve RF’den daha spesifik oldugu ortaya ¢cikmistir (Bliiml vd., 2020).

ACPA mevcudiyeti, sitokin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Bu durumda hastalarin
organ ve dokularinda iltihaplanma, agr1 ve eklemlerin diizgiin ¢alismasini engellemesi gibi
RA semptomlar goriilmektedir. Boylece ACPA, semptomlar acisindan da hastaligin teshisi
acisindan da erken ve fark edilebilir 6l¢ciide degisikliklere neden olmaktadir. RA’nin erken

teshisi i¢in ACPA son derece uygundur (Iyengar vd., 2022).

Bir calismada sitruline peptidler ve bireysellestirilmis bir anti-sitruline protein
antikorunun (ACPA) RA baslangicinda ve siirecinde etkili olabilecek sitruline proteinleri
tanimlamiglardir. Bu ¢alisma sonucunda ACPA’lar klusterin ve vimentine ¢apraz reaktivite
gostermistir ve RA’ nin erken tanisinda bu iki proteinin 6nemi ortaya konmustur (Yoshizawa

vd., 2021).

ACPA, enzim baglantili immiinosorbent tahlili (ELISA) veya diger immiinoanalizler
kullanilarak tespit edilebilir. Test, RA teshisine ve hastalik aktivitesinin izlenmesine
yardimci olmak icin genellikle RF ve goriintiileme ¢alismalart gibi diger testlerle birlikte
yapilir. ACPA igin genellikle anti-CCP2 testi kullanilmaktadir. Bu test Anti-CCP2 i¢in %95,
RF i¢in %85 ozgiilliik ve duyarlilik gostermektedir RF’ye gore (anti-CCP2 %67, RF icin
%69) daha 1iyi teshis performansina sahiptir. 2006’da ELISA tabanli MCV testi
gelistirilmistir. Anti-MCV (anti-MCV 70-82 %, 58-72 % anti-CCP) anti-CCP’den daha
spesifik degildir ama karsilastirilabilir fakat 6zgiilliigli kanitlanmistir (Svérd vd., 2011).



T

-}— Cartilage

% 7
Bone i

]

Bone : l( J
destruction —— /& Y,
~ ro-

Autoantibodies
to MCV

Pannus

Synovial membrane

. Production or release

~==» Stimulation
. Vimentin

~e_ Mutated citrullinated
vimentin

N, Antigen presentation
IL.  Interleukins

Sekil 1. Mutasyona ugramis sitrullinlenmis vimentinin romatoid artritin patogenezindeki
olas1 rolii (Egerer vd., 2009)

RA i¢in spesifikligi kanitlanmig olan sitruline vimentin, RA tanis1 i¢in kriter olarak
tamimlanmistir.  Sitrulinasyona ugrayan vimentin RA sinoviyal mikrogevresinde
bulunmaktadir. Bu yiizden RA i¢in uygun bir otoantikor kabul edilmistir (Bartoloni vd.,
2012).

Biyotanima (antijen-antikor, DNA-DNA, enzim-substrat, reseptor-ligand vb.)
yanitlarin1 fizikokimyasal sinyallere doniistiiren cihaza biyosensor adi verilir. Antikor-
antijen etkilesimine dayanan biyosensorler immiinosensorler olarak adlandirilir.
Immiinosensérlerin yaninda antijen antikor etkilesimine dayanan immiinolojik testler de
vardir. Bu testlere 6rnek olarak klinikte sik¢a kullanilan ticari ELISA 6rnek verilebilir.
ELISA’da oncelikle antijen kite tutturulur ve sonra spesifik birincil antikor ile baglanma
gergeklesir. Daha sonra optik olarak okunabilir etiketli olan ikincil antikor eklenir ve renk

degisikligi sayesinde optik sinyal elde edilir. Fakat bu testlerin renk yiiziinden olusan yanlig



sinyaller, uzun bir analiz siiresi, fazlaca gereken analit hacmi gibi dezavantajlarina kargin
immiinosensorlerin pratik olusu, mikro diizeyde analit kullanimi, diisiik maliyet, kullanim
kolaylig1, tasmabilirlik, fabrikasyon basitligi, yliksek tayin araligi, yiiksek hassasiyetleri ve
secicilikleri gibi avantajlara sahip olup, analit etkilesimlerini transdiiser yardimiyla

Olciilebilir bir sinyale doniistiirebilirler (Mollarasouli vd., 2019).

Biyosensorler kullanilan dontstiiriicliye gore farkli siniflara ayrilmaktadir. Bunlar
optik, elektrokimyasal, mekanik veya manyetik olabilmektedir. Elektrokimyasal
immiinosensorler analitin saptanmasi i¢in Olciilebilir bir akim (amperometri), yiik birikimi
veya potansiyel (potansiyometri) veya iletkenlikte degisiklik (kondiiktometri/impedimetri)

iiretir (Kim vd., 2021).

Biyosensoriin tasarlanmasinda impedimetrik ve dongiisel voltametrik yontemlerden
yararlanilacaktir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), ger¢ek (Z gergek) ve
hayali (Z imag) olarak temsil edilen bir elektrokimyasal hiicreye belirli frekansta AC voltaj
uygulayarak malzemedeki direnci ve kapasitansin1 6lger. Biyokimyasal bir reaksiyonu
yiiksek frekanstaki elektron transferini dlgerek stimule edebilir. Voltametrik 6l¢iimlerde ise

elektrot yiizeyi potansiyeli belirli bir potansiyel aralikta taranir (Zhang vd., 2017).

Tasarlanan biyosensor antikor-antijen etkilesimine dayandig: i¢in ve dlglim teknigi
olarak EIS kullanildig1 i¢in impedimetrik immiinosensordiir. Calisma elektrotu olarak ise

ITO-PET elektrot tercih edilmistir.

ITO-PET elektrot, SAM, elektrokimyasal biriktirme, elektroforetik biriktirme,
adsorpsiyon ve polimerizasyon gibi bir¢ok immobilizasyona imkan saglayan, elektriksel
iletkenlige ve optik seffafliga sahip, diisiik maliyeti ve kullanim kolaylig1 saglamasi
acisindan c¢alisma elektrodu olarak elektrokimyasal biyosensorlerde ¢ok fazla kullanilan
malzemelerdendir (Caliskan vd., 2022; Demirbakan vd., 2019; Ince vd., 2021; Ozcan, 2023;
Uludag vd., 2022; Vural vd., 2020).



Bu tez kapsaminda, Romatoid Artrit ’in 6nemli bir biyobelirteci olarak literatiirde
yerini almis olan Anti-sitrullinlenmis protein antikorlar1 i¢in hassas, spesifik, ekonomik ve
pratik analizine imkan saglayan, tek kullanimlik ITO-PET tabanli elektrokimyasal

biyoalgilama sistemi gelistirilmesi hedeflenmektedir.



_ IKINCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR
Literatiir taramasinda genellikle Anti-CCP tayini yapan (ACPA’nin yerini Anti-CCP
almistir) immunosensorler gelistirilmistir. Anti-MCV ile ilgili immiinosensér olmadigi

diisiiniilmektedir. Fakat Anti-MCV, Anti-CCP ile karsilagtirldiginda alternatif bir
biyobelirte¢ olarak tanimlanmistir (Zhu vd., 2019).

Schellekens ve arkadaglart; sitrulin igeren peptiti ELISA'min (enzime bagh
immiinosorbent testi) duyarliligini artirmak igin, antikorlarin daha iyi tanidigir bir
sitrullinlenmis epitop elde etmek i¢in modifiye etmislerdir yani peptitleri siklik hale

getirmiglerdir (Venrooij vd., 2011).

RA tespiti i¢in tasarlanan ¢ogu biyosensor peptit bazli hazirlanmaktadir. Peptitlerin
tercih edilmesinde kimyasal olarak ¢ok yonlii olmalari, antikorlara ve enzimlere kiyasla

denatiirasyona daha dayanikli olmalari etkili olmustur.

Lin ve arkadaslari, altin nanoyapiya sahip bir yiizey lizerine empedans temelli
elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu calismada, peptit immobilizasyonu
saglamak amaciyla altin ylizeye SAM ig¢in 11-MUA silan ajani kullanilmigtir. Daha sonra
peptiti baglamak i¢in ¢apraz baglayict EDC-NHS kullanilmistir. Tasarlanan biyosensoriin
yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikk gosterdigi rapor edilmistir (Lin vd., 2022).

Guerrero ve arkadaslari, biyobelirtec olarak kullanilan romatoid faktor (RF) ve anti-
siklik sitrullinlenmis peptit (CCPA) antikorlarinin tayini i¢in ekran baskili karbon elektrot
tabanli karboksilatli veya nétravidin islevli manyetik mikro boncuklar iceren ikili
elektrokimyasal biyosensdr tasarlamuslardir.  Olgiim  teknigi olarak amperometri
kullanilmistir. Dual biyosensor, sirastyla 0,8 IU/mL ve 2,5 IU/mL LOD degerleri ile RF ve
CCPA i¢in yiiksek hassasiyet sergiler (Guerrero vd., 2020).

Thanh ve arkadaglari, ACPA tespiti i¢in altin nanopartikiil ile zenginlestirilmis
birbirine gecmis elektrotlar (interdigitated) elektrot kullanilarak empedans temelli

biyosensorleri tasarlamiglardir. Minyatiirlesme kolayligi, etiketsiz 6l¢im ve diisiik maliyet



gibi avantajlar1 sayesinde hasta basi uygulamalar i¢cin IDE platformu kullanmislardir.

Biyosensoriin LOD degeri 0,12 ng/mL’dir (Vu vd., 2020).

SERS, ultra yiliksek hassasiyeti, dar bant genisligi nedeniyle biyotanima
elemanlarinin tespiti agisindan ilgi ¢ekici hale gelmistir. Bu calismada; Hwang ve arkadaslari
RA biyobelirte¢ saptamasinin SERS tabanli ¢ogullamasi i¢in farkli bimetalik ve polimerik
bolmelerden olusan anizotropik bimetal-polimer nanopartikiillerin (ABPN'ler) kontrollii
kendi kendine montajini rapor etmiglerdir. Tasarlanan biyosensoriin ticari ELISA kitine gore
yeterince hassas oldugu ve biyobelirteg konsantrasyonu ile SERS yanit1 arasinda mantikl
bir iligski oldugu goézlemlenmistir. Anti-CCP ve RF IgM'nin tespiti icin LOD degerleri
strastyla 0,034 IU/mL ve 0,072 IU/mL‘dir (Hwang vd., 2021).

Chinnadayyala ve arkadaslar1 anti-siklik sitruline peptit/protein antikorlari
saptanmast i¢in birbirine ge¢cmis zincir seklinde bir mikroelektrot dizisi liretmistir.
Antikorlarin immobilizasyonu i¢in merkaptoheksanoik asit (MHA) kullanmigladir. SAM
tamamlamak i¢in gii¢lii biotin-avidin etkilesiminden yararlanmiglardir. Elektrot yiizeyinde
olusan SAM’in yarattigi Ret Ol¢limiine dayanan empedans temelli bir biyosensor
geligtirmiglerdir. Tayin araligit 1 IU/mL- 800 IU/mL ve LOD degeri 60 mIU/mL dir
(Chinnadayyala vd., 2020).

Tanaka ve arkadaglar1 anti-CCP antikorlarinin belirlenmesi i¢in kemiliiminesans
enzim immiin test (CLEIA) ile ELISA testini karsilastirmiglardir. Caligmada,
kemiliiminesans temelli testin ELISA nin tespit edilebilir araligindan on kat fazla bir tayin
araligi oldugunu gostermislerdir. Bu iki teknik, duyarliik ve 0Ozgiillik olarak
karsilagtirildiginda da RA tespitinde aralarinda bir fark olmadigi gozlemlenmistir. Siire
acisindan da CLEIA’nin ELISA’dan ¢ok daha pratik oldugu ortaya konmustur (Tanaka vd.,
2010).

Selvam ve arkadaslari, SPE {izerine karbon bazli mikro hacim kullanilan
MoS2 miirekkebiyle zenginlestirilmis daha sonra PANI tabakasi elektrokaplama ile
tasarlanmig bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Anti-CCP’nin immobilizasyonu EDC-NHS
kimyasi ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan immiinosensorle aCCp (antijen tespiti PBS’te

gerceklestirilmistir ve LOD degeri 0,16 IU/mL olarak elde edilmistir. Insan serumunda



aCCP’yi diger serum proteinlerinden ayirt ederek miikemmel secicilik gostermistir (Selvam

vd., 2021).

Drouvalakis ve arkadaslar1t RA’ya 6zgii (siklik sitrulin igeren) bir peptit tahlili i¢in,
bir kuvars kristali mikro balans (QCM) temelli islevsellestirilmis tek duvarli karbon nanotiip
kullanmuslardir. Immiinosensériin hassasiyeti 34,4 ve 37 fM olarak saptanmustir. Hassasiyet,
ELISA’dan ve mevcut mikrodizi tayin sistemlerinden daha yiiksektir (Drouvalakis vd.,

2008).

Ramos ve arkadaslar anti-siklik sitruline peptit (anti-CCP) tespiti i¢in mikro cihaz
immiino testi gelistirmislerdir. Immiinosensor tasarlanirken diiz kanalli bir mikro cihaz ve
CCP ile konjuge edilmis manyetik nanopartikiiller kullanilmistir. Kisa bir tespit siiresi ve
diisitk LOD degeri (0,70 U/mL) elde edilmistir. Gelistirilen mikro cihaz ticari bir ELISA
kitinden 9 kat daha hizli, 16 kat daha hassastir ve analit hacmi olarak sadece 6 pL
kullantlmistir (Ramos vd., 2021).



UCUNCU BOLUM
MATERYAL YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Aparatlar

Elektrokimyasal 6l¢iimler i¢in ¢alisma elektrodu olarak kullanilan ITO-PET filmler
(2mm x 20mm) ve biitiin kimyasallar Sigma Aldrich'ten (ABD) satin alinmistir. Uglii
elektrot sisteminde 3M Ag / AgCl referans elektrot ve karsit elektrot olarak platin tel iBAS,
Warwickshire, UK’den satin alinmistir. Tespit edilen Anti-sitrullinlenmis vimentin
antikorlart Sigma Aldrich'ten (ABD)’ den satin alinmistir ve pH 7.2 fosfat tamponu ile
hazirlanmistir.  Sitrullinlenmis vimentin (CV) antijenleri ise Tris-HCI pH 8.0 tamponu ile
hazirlanmistir. Cozeltilerin hazirlanmasi igin kullanilan saf su (18,2MQ / cm) Elga Pure Lab
Flex sisteminden elde edilmistir. Ol¢iimlerin gerceklesmesi igin kullanilan redoks probu 0.1
M KCligeren 5 mM K3[Fe (CN)6] /K4[Fe (CN)6] (1:1) 50mM PBS ¢ozeltisi (pH 7.0) olarak
hazirlanmistir. Tasarlanan biyosensor igin tiim oOlgiimler Donglisel Voltametri ve
Elektrokimyasal Impedans Spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst iceren (Gamry
Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate,
Reference 600 (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazinda alinmistir. Tasarlanan
biyosensdr sisteminin immobilizasyon asamalarinda elektrot yiizeyinde meydana gelen
morfolojik degisimleri inceleyebilmek i¢in Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Merkezi’'ndeki (COBILTUM) WITec ALPHA 3100R marka
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ve JEOL SEM-7100 EDX marka Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilmistir.

3.2. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Tasarlanan biyosensoriin SAM icin yapilan tiim immobilizasyon asamalarinda
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve dongiisel voltametri (CV) tekniklerinden
yararlanilmigtir. CV igin -0,5 -1V potansiyel aralik (adim biiytikligi: 20 mV, tarama hizi:
50 mV/s) olarak belirlenmistir, redoks probu olarak 5 mM Ks[Fe (CN)g] / Ka[Fe (CN)g] (1:1)
kullanilmistir. EIS teknigi i¢in kullanilan 6l¢iimlerde ise alternatif akim olarak 10 mV
secilmistir ve ayn1 redoks cifti ile gerceklestirilmistir. Impedans spektrumlarinin bulundugu

frekans araligi ise 50.000- 0.05 Hz tir.



3.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlart1 Tayini i¢in Biyosensor

Immobilizasyon Asamalari

Kullanilan ITO-PET c¢alisma elektroduna temizlik prosediirii uygulanmistir. Bu
prosediir 10’ar dk aseton, sabun ¢ozeltisi ve ultra saf suda elektrotlarin ultrasonik banyoda
temizlenmesini icermektedir. Daha sonra yilizeyde SAM i¢in 90 dk NH4OH, H>O> ve ultra
saf su (1:1:5) ile hazirlanan ¢ozeltide elektrotlar inkiibe edilmektedir. Uygulanan bu adimda
yiizeyde OH uglar1 aktiflestirilmistir. Silanizasyon islemi i¢in ise elektrotlar %0,05’lik 3-
APTES cozeltisinde gece boyu inkiibasyona birakilmistir. 3-APTES silan ajani biyosensor
caligmalarinda silan bazli islevsellestirme islemlerinde, 3-APTES’in hizla etkilesime
girebilme ve kovalent bag olusturabilme yetenegi gibi avantajlariyla sik¢a kullanilmaktadir.
3-APTES’in yapisinda, ii¢ tane fonksiyonel reaktif etoksi grubu ve silan molekiilii basina bir
amin grubu vardir. Silanizayon islemi i¢in yiizeyde olusturulan OH gruplarina, 3-APTES
etoksi uclarindan baglanir. (Sypabekova vd., 2022) Daha sonra antikor, bir ¢capraz baglayict
yardimiyla amin grubuna baglanir. Antikorun silanla immobilize edilmis yiizeye kovalent
baglanmasi1 i¢in ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit (GA) tercih edilmistir. Capraz
baglayict olarak %2,5’luk GA ¢ozeltisi kullanilmistir ve elektrotlar 15 dk siireyle inkiibe
edilmistir. GA, iki aldehit grubu icermesi nedeniyle yiiksek reaktiviteye ve hizli etkilesime
girme yetenegine sahiptir, 3-APTES silan ajaninin amin grubu ve proteinin Fab bolgesindeki
amin gruplan ile etkilesime girerek capraz baglayici gorevi goriir (Caliskan vd., 2022).
Antikor immobilizasyonu i¢in uygun ylizey olusturulduktan sonra elektrotlar 45 dk boyunca
5 ng/mL antikor ¢dzeltisi ile muamele edilmistir. Elektrot ylizeyinde antikorla etkilesemeyen
GA’nin agikta kalan uclarint kapatmak i¢in %0,5’lik BSA ¢ozeltisinde elektrotlar 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Her asamadan sonra elektrotlar dikkatlice ultra saf su ile
yikanmistir ve oda sicakliginda argon gazi ile kurutulmustur. Elektrotlar MCV tayini

yapilincaya kadar +4 °C ‘de bekletilmistir.
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Sekil 2. ITO-PET tabanli biyosensoriin immobilizasyon asamalari

3.4. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Optimizasyon
Asamalan

Optimizasyon asamasi, tasarlanan biyosensoriin hassasiyeti ve tekrar iiretilebilirligi
icin 6nemlidir. Bu sebeple biyosensoriin 3-APTES, Anti-sitrullinlenmis protein antikor ve

Anti-sitrullinlenmis protein konsantrasyonlar1 ve siireleri optimize edilmistir.

3.4.1. 3-APTES Konsantrasyon Optimizasyonu

Silanizasyon i¢in kullanilan 3-APTES silan ajaninin konsantrasyonu antikorun
immobilizasyonunun verimli olabilmesi ve stabil bir yiizey elde edebilmek icin son derece
onemlidir. ilk olarak silan ajam olarak kullanilan 3-APTES’in biyosensdriin yaniti
iizerindeki etkisini belirlemek i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (%0,05, %0,2, %0,6) muamele

edilmistir ve lineer grafik olusturulup optimum deger secilmistir.
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3.4.2. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Konsantrasyon Optimizasyonu
Antikor konsantrasyonu da ti¢ farkli konsantrasyonda (2 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL)
denenmistir ve artan konsantrasyonlarda biyosensoriin empedans 6l¢iim yanitlarina bakarak

en uygun konsantrasyon belirlenmistir.

3.4.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Antikor ve Antijen Siire
Optimizasyonu
Hem Anti-sitrullinlenmis protein antikor hem de Anti-sitrullinlenmis protein 3 farkli

stirede (30dk ,45 dk,60 dk) inkiibasyona birakilmistir ve optimum stireler belirlenmistir.

3.5. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Karakterizasyon
Asamalan

Tasarlanan biyosensdriin tayin araligini belirlemek i¢in optimum degerler ile Anti-
sitrullinlenmis protein farkli konsantrasyonlarda muamele edilmistir ve EIS, CV odlgiimleri
alimmigtir. Her biyosensoriin antikor-antijen etkilesimi sonucu yiizeyde olusan yiik transfer
direng farki esdeger devre modeline bagl olarak hesaplanmistir ve kalibrasyon grafigi elde

edilmisgtir.

3.5.1. Kramers-Kronig Doniisiimii

Empedans dl¢timlerinde, Kramers-Kronig iligkileri, cihazin karmagik empedansinin
gercek ve sanal kisimlarimi bir frekans araliginda iliskilendirmek i¢in kullanilmaktadir.
Empedans Olciimlerinin dig etkenlerden etkilenip etkilenmedigini kontrol etmek i¢in
Kramers-Kronig doniisiimiinden faydalanilmigtir. Bu adim biyosensoriin kararliligi ve

dogrulugu icin gereklidir. (Ozcan vd., 2022)

3.5.2. Tekrarlanabilirlik

Biyosensoriin  giivenirligini kanitlamak amaciyla tekrarlanabilirlik caligmasi
yapilmaktadir. Bu ¢alismada optimum degerlerle hazirlanan 20 farkli elektrot secilen Anti-
sitrullinlenmis vimentin konsantrasyonu ile inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
biyosensoriin verdigi Ret farki yanitlarindan yararlanilarak standart sapma, ortalama deger

ve varyasyon katsayisi elde edilmistir.
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3.5.3. Tekrar Uretilebilirlik

Biyosensor i¢in 6nemli olan bir diger asama ise biyosensoriin tekrar iiretilebilir
olmasidir. Bu sebeple ayn1 kosullarda, farkli kisiler tarafindan ve farkli zamanlarda 10 farkli
biyosensor hazirlanmistir. Olusturulan lineer grafikler birbirleriyle karsilagtirilmigtir. Elde

edilen grafikler sayesinde bagil standart sapma (%RSD) degeri hesaplanmustir.

3.5.4. Depo Omrii

Biyosensoriin klinik uygulamalara uyumlulugunun test edilmesi i¢in depo Omrii
onemli bir parametredir. Belirli araliklarla 6l¢lim alinmak {izere ayn1 zamanda optimum
kosullarda elektrotlar hazirlanmistir ve belirlenen antijen konsantrasyonunda 6l¢iim yapilana

kadar +4°C’ de saklanmustir.

3.5.5. Rejenerasyon

Diger bir karakterizasyon ¢aligmasi ise rejenerasyon ¢aligmasidir. Bu calismada
kullanilan ¢aligma elektrodu tek kullanimlik olmasina ragmen antikor-antijen arasindaki
olusan kuvvetli etkilesimi seyreltik bir asit yardimiyla bozundurup, tekrar antijen ile inkiibe

edildiginde baglanma verimi gézlemlenmektedir.

3.5.6. Secicilik

Ideal bir biyosensér igin biyosensoriin kendi antijenine secici olmas1 ve baska bir
analitle etkilesime girmemesi gerekir. Tasarlanan biyosensoriin kendi antijenine segici olup
olmadigini ve baska bir analit oldugunda girisim yapabilme kapasitesi gdzlemlenmistir. Bu
calisma i¢in 7 farkli elektrot hazirlanmistir. Bu elektrotlar farkli analitler olusan bir karigim,

antijen dahil bir karigim ve diger analitlerden olusan ¢ozeltilerde inkiibe edilmistir.
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3.6. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Gerg¢ek Ticari

Serum Orneklerinde Uygulamasi
Biyosensoriin  klinik uygulamalarda kullanilabilirligi agisindan gergek serum

orneklerinde denenmesi gereklidir. Biyosensoriin ger¢ek serum Orneklerine verdigi yaniti

degerlendirmek i¢in 5 farkli yetiskin serumunda ¢aligilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. ITO-PET Elektrotlarin Immobilizasyonuna iliskin Bulgular

ITO-PET elektrot tabanli sitrullenmis vimentin tayini i¢in tasarlanan biyosensoriin
immobilizasyonuna iligkin EIS spektrumlar1 ve CV voltamogramlari incelenmistir. Temizlik
prosediirii uygulanmis ¢iplak elektrotlarin yiizeyi Ol¢timler sonucu elde edilen impedans
degerleri ile kontrol edilmistir. Tasarlanan biyosensoriin EIS spektrumlart ve CV
voltamogramlart Sekil 3‘te gosterilmistir. Yiizeyde hidroksil grubu olusumu i¢in hazirlanan
karisimda inkiibe edilmis elektrotlarin EIS ve CV o6l¢iimii alinmistir. Hidroksil grubunun
ylizeyde aktiflesmesiyle empedans dl¢iimiinde elektrotlar ¢iplak elektrota gore daha iletken
bir tavir sergilemistir. Silanizasyon icin elektrot yiizeyinde hazir hale gelen elektrotlar gece
boyu (16 saat) %0,05’lik 3-APTES ¢d6zeltisinde inkiibe edilmistir. OH uglart ile silan
ajaninin etoksi grubuyla etkilesimi ile giicli kovalent bag olusturulmustur. Silanlama
immobilizasyonundan sonra impedans 6l¢iimii alinan elektrotun direnci diismiistiir ¢iinkii 3-
APTES silan ajaninin sulu ¢6zeltide protonlanmig (NH3+) amino grubu, redoks probunun
negatif yiikiinii ¢ekmistir bu yiizden Nyquist diyagraminin yarigap1 azalmistir ve elektron
transferi daha kolay gergeklestigi i¢in iletkenlik artmigtir. Daha sonra ¢apraz baglayict GA
%1’lik ¢ozeltisi kullanilmistir ve impedans Ol¢limleri alinmigtir.  GA’nin sahip oldugu
aldehit gruplarinin amino grubu ile kovalent bag olusturmasi elektrot yiizeyindeki pozitif
yiiklii amino gruplarini uzaklastirmistir bu ylizden impedans 6l¢limiinde yarigap artmistir.
Antikor immobilizasyonu gergeklestikten sonra alinan dl¢iimde yiik transfer direncinin
artmasi da yiizeyin daha yalitkan hale gelmesi ve direncin artmasiyla agiklanabilir. GA’nin
acikta kalan uglarinin spesifik olmayan baglanmalarini engellemek amaciyla %0,5’lik BSA
kullanilmistir ve impedans 6l¢liimii alinmigtir. BSA immobilizasyonu ile ylizey daha yalitkan
hale gelmistir ve diren¢ daha da artmistir. BSA asamasindan sonra tayin aralig1 belirlenen
immiinosensorler farkli antijen konsantrasyonlarinda inkiibe edilmistir. Sekil 3‘de farkli
konsantrasyonlarda EIS ve CV 6l¢iimii alinan elektrotlarin yanitlari gosterilmistir. Impedans
Ol¢timlerinde antijen konsantrasyonu arttik¢a yarim daire ¢ap1 artmistir ve daha yalitkan bir

tabaka olusmustur.
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dongiisel voltamogramlari
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4.2. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Optimizasyon

Calismalarina Ait Bulgular

Optimizasyon c¢aligmalar1 i¢in yapilan EIS Ol¢limlerinden yararlanilarak her
parametrenin kalibrasyon grafigi olusturulmustur. impedans sinyallerine gore Ret farki en
yiiksek olan degerler, R? degerleri de goz Oniinde bulundurularak optimum deger olarak

secilmistir.

4.2.1. 3-APTES Konsantrasyon Optimizasyonu

Tasarlanan immiinosensoriin immobilizasyon agamalarindan ilki olan 3-APTES silan
ajant i¢in konsantrasyon optimizasyonu gerceklestirilmistir. 3-APTES silan ajaninin
konsantrasyonu, antikorun etkin immobilizasyonunu saglamak ve stabil bir yiizey elde
etmek i¢in son derece 6nemlidir. Ug farkli konsantrasyonda (%0,05, %0,2, %0,6) 3-APTES
cozeltisinin  kullanilmasiyla hazirlanan biyosensor —sistemlerinde aliman impedans
Ol¢limlerinden elde edilen ARet degerlerini karsilastirmak icin kalibrasyon grafigi
olusturulmustur (Sekil 3). Grafikler incelendiginde; 3-APTES ¢d6zeltisinin konsantrasyonu
artmasiyla hazirlanan immiinosensdrlerin diigiik ARet degerleri gosterdigi gozlemlenmistir.
%0,05’lik 3-APTES konsantrasyonu ile hazirlanan immiinosensor denenen diger iki (%0,2
ve %0,6) konsantrasyona kiyasla yiiksek sinyaller gostererek optimum deger olarak
secilmistir. Artan silan konsantrasyonu ile ARet degerlerinde goriilen diisiis, silan ajaninin
yogunlugunun artmast silan tabakasinin diizenli olusmasi i¢in uygun olmadigini

diisiindiirmektedir.
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Sekil 4. 3-APTES konsantrasyonlarinin MCV immiinosensorlerine etkisi (Kirmizi (-e-e-):
%0,05 , Yesil (-m-m-) : %0,2, Mavi (-A-A-): %0,6)

Tablo 1

3-APTES Konsantrasyonlarinin Optimizasyonun Grafiklerinin R? leri ve Denklemleri

3-APTES Konsantrasyon R? Denklem
Optimizasyonu
%0,05 0,984 y=2071,8x +4510,3
%0,2 0,9637 y =1533x +4185,2
%0,6 0,9987 y=1621,8x + 616,27
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4.2.2. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Konsantrasyon Optimizasyonu

Verimli bir SAM i¢in optimize edilmesi gereken parametrelerden biri de antikor
konsantrasyonudur. Antikor konsantrasyon optimizasyonu i¢in 2 ng/mL, 5Sng/mL ve 10
ng/mL olmak tizere 3 farkli Anti-MCV konsantrasyonunda elektrotlar 45 dk boyunca inkiibe
edilmistir ve impedans ol¢iimleri alinmistir. Immiinosensérlerin  farkli  Anti-MCV
konsantrasyonlarina gore verdigi cevaplara iligkin grafik Sekil 4’ te gosterilmistir. Antikor
konsantrasyonu 2 ng/mL olarak hazirlanan immiinosensorlerin lineer grafikte en diisiik
sinyallere sahip oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen sinyallerin olduk¢a diisiik olmas1 2
ng/mL antikor konsantrasyonunun immobilizasyon icin yetersiz kalmasi olarak
yorumlanabilir. Antikor konsantrasyonu 10 ng/mL olarak hazirlanan immiinosensorlerin
verdigi sinyaller ile grafikte de goriildiigii lizere antikor konsantrasyonu 5 ng/mL olarak
hazirlanan immiinosensorlere gore hem iyi R? degeri hem de en yiiksek sinyale sahip olmasi

nedeniyle optimum deger olarak belirlenmistir.
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Sekil 5. Anti-MCV antikor konsantrasyonlarinin immiinosensor iizerindeki etkisi (Mavi (-
A-A-): 2 ng/mL Anti-MCV, Kirmizi (-e-e-): 5 ng/mL, Yesil (-m-m-): 10 ng/mL)

Tablo 2

Anti-MCV antikor konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R? degerleri ve
denklemleri

Anti-MCV Antikorlan
Konsantrasyon R? Denklem
Optimizasyonu (ng/mL)
2 0,9992 y =943,28x +1002,8
5 0,9976 y =8691,8x +2151,5
10 0,9927 y =5726,8x - 2807,1
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4.2.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Antikor Siire Optimizasyonu

Optimum Anti-MCV konsantrasyonu belirlendikten sonra, antikorlarin tasarlanan
immunosensOr yiizeyine en verimli baglandigi siireyi belirleyebilmek i¢in Anti-MCV
inkiibasyon siire optimizasyonu gergeklestirilmistir. Anti-MCV  siire optimizasyonu
immiinosensOriin hem verimli olabilmesi hem de pratik olabilmesi i¢in gereklidir.
Hazirlanan immiinosensorlerin 3 farkli inkiibasyon siiresinde (30 dk, 45 dk ve 60 dk) verdigi
sinyal yanitlar1 karsilastirilmast i¢in lineer grafik olusturulmustur. Anti-MCV  siire
optimizasyonuna ait lineer grafik Sekil 5’de gosterilmistir. Grafikte goriildigi gibi
inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda en diisiik sinyaller 60 dklik inkiibasyon siiresinde
gozlemlenmistir. Anti-MCV inkiibasyon siiresi 60 dk olarak hazirlanan elektrotlarin
yiizeyinde olusan biyoaktif tabakanin daha yogun olmasi bu yiizden difiizyona engel olarak
sinyallerde diislis meydana geldigi diisiiniilmektedir. Anti-MCV inkiibasyon siiresi 30 dk
olarak yapilan ¢aligmada ise sinyaller artsa da tam verimli bir yanit elde edilememistir, 30
dk antikor inkiibasyon siiresinin antikorun yiizeye immobilize olabilmesi i¢in yeterli bir siire
olmamas1 olarak agiklanabilir. Bu sebeple en yiiksek sinyallerin elde edildigi 45 dk
inkiibasyon siiresi optimum siire olarak se¢ilmistir. Anti-MCV ‘nin inkiibasyon siiresi i¢in

yapilan optimizasyon grafiginin R? degeri ve denklemleri Tablo 3’te verilmistir.
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Sekil 6. Anti-MCYV siire optimizasyonunun immiinosensor iizerindeki etkisi (Mavi (- A - A -
): 30 dk, Kirmizi (-e-e-): 45 dk, Yesil (-m-m-): 60 dk)

Tablo 3

Anti-MCYV siire optimizasyonunun grafiklerinin R? degerleri ve denklemleri

Anti.-M.CV Siire R? Denklem
Optimizasyonu
30 0,9956 y =2583,1x + 3498
45 0,9976 y =8691,8x +2151,5
60 0,9845 y = 783,08x +3527,6
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4.2.4. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Antijen Siire Optimizasyonu

Immiinosensér optimizasyonlarinin son asamast olan MCV inkiibasyon siire
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla 3 farkli inkiibasyon siiresi (30 dk, 45 dk ve
60 dk) denenmistir. Farkli inkiibasyon siirelerinde hazirlanan immiinosensorlere ait standart
grafikler Sekil 6°da gosterilmistir. Grafikte gosterildigi gibi 45 dk inkiibasyon siiresiyle
hazirlanan immiinosensorler, 30 dk ve 60 dk inkiibasyon siiresiyle hazirlanan
immiinosensorlere gore impedans sinyallerinde oldukca yliksek artis gostermistir. Bu
nedenle optimum inkiibasyon siiresi 45 dk olarak belirlenmigtir. MCV ’nin inkiibasyon siiresi

i¢in yapilan optimizasyon grafiginin R? degeri ve denklemleri Tablo 4’te verilmistir.

500 |
I y=2091,7x + 813,98 R2=0,9991 30 dk é
400 Ly~ 8691,8x +2151,5 R2=10,9976 45 dk
y = 865,99x + 1046,3 R?=0,9987 60 dk
£
_g 300
=z
N’
Ll
%’ 200 | @)
10 O ‘ ...............................
0 m_m h | ) , l
0 10 20 30 40 50 60

MCYV (pg/mL)

Sekil 7. MCV siire optimizasyonunun immiinosensor tizerindeki etkisi (Mavi (- A-A-): 30
dk, Kirmizi (-e-e-): 45 dk, Yesil (-m-m-): 60 dk )
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Tablo 4

MCYV Siire Optimizasyonunun Grafiklerinin R? Degerleri ve Denklemleri

M.CY Siire R? Denklem
Optimizasyonu
30 0,9991 y =2091,7x + 813,98
45 0,9976 y =8691,8x +2151,5
60 0,9987 y = 865,99x + 1046,3

4.3. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Karakterizasyon

Calismalarina Ait Bulgular

Immiinosensére ait tiim parametrelerin optimizasyon g¢aligmalari tamamlandiktan
sonra optimum degerlerle 11 farkli MCV konsantrasyonunda hazirlanan immiinosensorlerin
EIS ve CV olglimleri alinmistir. Bu Olgiimlerle hazirlanan lineer grafik Sekil 8°de
gosterilmistir. Tayin aralig1 0,01 pg/mL -50 pg/mL olarak belirlenen immiinosensériin LOD
degeri 0,00063 ve LOQ degeri ise 0,0021 olarak hesaplanmistir. Tasarlanan
immiinosensoriin belirlenen lineer aralikta artan antijen konsantrasyon degerlerinde EIS
spektrumlart ve CV voltamogramlar1 Sekil 9°da gosterilmistir. CV’de x ekseni uygulanan
potansiyel, y ekseni ise bu potansiyele karsi verdigi yanit yani olusan akimdir. Dongiisel
voltamogramlarda Nernst denklemine gore ortaya ¢ikan ordek basi benzeri grafikte
goriildiigli gibi konsantrasyon arttikca yani yiizeyde doluluk arttikca indirgenme ve

yiikseltgenme tepeleri birbirinden uzaklasir. (Elgrishi vd., 2018)
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Sekil 8. MCV immiinosensoriiniin kalibrasyon grafigi
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4.3.1 Kramers-Kronig Doniisiimii

Empedans Olciimlerinde deneysel dalgalanmalar ve hatalar yanlis sonuglara sebep
olabilmektedir. Bu yanlis sonuclar ise yanlis yorumlar ortaya ¢ikarabilmektedir. Kramers-
Kronig iliskileri empedans olgiimlerinin analizinde, 6zellikle empedans spektrumlarinin
yorumlanmasinin  karmagik olabildigi biyolojik ve elektrokimyasal sistemlerin
incelenmesinde Onemli bir ara¢ haline gelmistir (Reséndiz vd., 2020). Kramers- Kronig
doniistimleri, elektrokimyasal Ol¢iimler ile tutarli sifir ve sonsuz frekans sinirlarina,
elektrokimyasal sinyallerin olusturdugu bilinen veri noktalar1 diginda denklemlerle elde
edilen sistemin dogrusal, kararli ve nedensel oldugu varsayimlar1 olusturmaktadir. (Wang
vd., 2021) Bu nedenle hatalardan kag¢inmak i¢in EIS o6l¢iimlerinde Kramers-Kronig
transformu uygulanmistir. Hazirlanan immiinosensoriin immobilizasyon asamalarinin EIS
spektrumlarina ait grafigin Kramers-Kronig transformu uygulanmis hali Sekil 10’da

gosterilmistir.

3,000 kohm

=@~ OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSAMCV
=9~ OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSA

=i OH/3-APTES/GA/Anti-MCV
== OH/3-APTES/GA
= = OH/3-APTES
=0~ OH

2,000 kohm

-Zimag (ohm)

o

1,000 kohm

)

i
/A ‘- ;
&l % bbb b

0,000 ohm 2,000 kohm 4,000 kohm 6,000 kohm
Zreal (ohm)

Sekil 10. MCV immiinosensoriiniin Kramers-Kronig transformu
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4.3.2. Tekrarlanabilirlik

Bir immiinosensdr tasarlanirken caligilan bir ¢ok parametre oldugu icin ve elektrotlar
bir cok asamadan gectigi i¢in c¢aligilan ortam ve kosullardan etkilenip Ol¢limlerde biiytik
degisimler gozlenebilir bu yiizden immiinosensoriin hassasligi agisindan tekrarlanabilirlik
caligmast uygulanmasi gerekmektedir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda optimum degerlerle
hazirlanan immiinosensorler aynt MCV konsantrasyonunda art arda Ol¢iim yapilarak
gerceklestirilir. Ayni1  kosullarda hazirlanan 20 farkli elektrot segilen MCV
konsantrasyonunda (25 pg/mL) inkiibe edilmistir ve EIS ve CV 6l¢limleri alinmistir. Bu
Olgtimler dogrultusunda lineer grafik denkleminden yararlanilarak ortalama deger, standart
sapma ve varyasyon katsayisi sirasiyla 25,5 pg/mL , +0,53 pg/mL , %0,27 olarak elde

edilmistir.

4.3.3 Tekrar Uretilebilirlik

Bir immiinosensoriin standart olabilmesi i¢in incelenmesi gereken karakterizasyon
asamalaridan biri de tekrar iiretilebilirlik ¢alismasidir. Bu sayede immiinosensoriin rutin
analizlerde kullanilabilmesi denenmektedir. Tekrar {iretilebilirlik calismasinda ayni sartlarda
ve ayni Ozelliklerde, farkli zamanlarda hazirlanan immiinosensorler degerlendirilmis ve
birbirleriyle kiyaslanmistir. MCV konsantrasyonlarina karsi elde edilen Ret degerleri grafige
gecirilmis ve elde edilen 10 farkli grafik birbirleriyle karsilastirilmistir. Grafikler Sekil 11°
de sunulmugtur. Elde edilen grafik denklemlerinden yararlanilarak egim ve intercept i¢in
relatif standart sapma degerleri (%RSD) sirasiyla %2,207 ve %?24,6 olarak hesaplanmistir.

Kalibrasyon grafiklerine ait denklemler Tablo 5’te verilmistir.
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Sekil 11. MCV immiinosensoriiniin tekrar tiretilebilirlik grafigi

Tablo 5

Tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasina ait grafiklerin R? degerleri ve denklemleri

Tekrar tretilebilirlik R? Denklem
1 0,9992 y =2588,4x + 633,81
2 0,9992 y =2521,3x + 597,97
3 0,9993 y =2577x + 728,93
4 0,9991 y =2569,9x + 743,49
5 0,9989 y =2530,7x + 776,45
6 0,9994 y =2558x + 785,69
7 0,9986 y =2454,4x + 569,77
8 0,9996 y =2441,7x + 891,5
9 0,9974 y =2569,2x + 290,03
10 0,9985 y =2459,6x + 665,33
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4.3.4. Depo Omrii

Hazirlanan immiinosensoriin raf dmriinii belirleyebilmek adina BSA adimina kadar
olan immobilizasyon asamasi tamamlanan elektrotlar depolanmak icin +4 ©°C’de
saklanmistir. Depolanan 10 farkli elektrot her hafta 25 pg/mL MCYV ile inkiibe edilerek EIS
ve CV oOlclimleri alinmistir. Elektrotlarin haftalik periyotlarla antijen inkiibasyonunun
ardindan elde edilen Ret degerleri ylizdelik olarak hesaplanarak grafik olusturulmustur.
Grafik Sekil 12°de gosterilmistir. Hazirlanan immiinosensoérlerin 9. haftadan sonra antikor-
antijen etkilesim verimi %50’ den daha fazla oranda diismiistiir ve 10. haftada hazirlanan

immiinosensor ancak veriminin %34,75 ini koruyabilmistir.
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Sekil 12. MCV immiinosensoriiniin depo dmrii grafigi
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4.3.5. Rejenerasyon

Rejenerasyon caligmast genellikle tek kullanimlik elektrotlarda
uygulanmamaktadir. Ancak, SAM‘in ne kadar saglam olustugunun tespit edilmesi i¢in
onemli ve gerekli bir caligmadir. Bu calismada MCV baglandiktan sonra ARet degeri
hesaplanmistir daha sonra elektrot %0,05 lik bir HCI ¢6zeltisinde 1 dk bekletilmistir. Burada
beklenen durum elektrotun asitle muamele edilmesiyle SAM ‘in zarar gérmemesi ve sadece
antikor-antijen etkilesiminin sonlandirilmasidir. Tekrar antijen ile muamelenin ardindan
basaril1 bir baglanma gozlenmesi hedeflenmistir. Rejenerasyon adimi i¢in hazirlanan grafik
Sekil 13°te gosterilmistir. Bu rejenerasyon dongiisiiniin 8. adiminda biyosensor aktivitesinin
%40,32 ye diistligii, islem bir kez daha tekrarlandiginda aktivitenin neredeyse tamaminin

kayboldugu gézlenmistir.
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Sekil 13. MCV immiinosensoriiniin rejenerasyon grafigi
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4.3.6 Secicilik

Secicilik ¢alismasi, tasarlanan immiinosensoriin kendi antijenine ne kadar spesifik
oldugunu belirleyebilmek i¢in uygulanan bir adimdir. Tasarlanan immiinosensoriin spesifik
olmayan bilesenlerden etkilenip etkilenmedigini anlamak i¢in farkli analitler kullanilarak 7
farkli elektrot hazirlanmistir. Bu elektrotlar anti-MCV, BSA, TRAPI antijeni, glikoz,
askorbik asit ve bu analitlerin esit olarak birlesiminden olusan bir karisim ve karisimla
birlikte MCV’den olusan sivi1 igerisinde ayri1 ayri optimize edilen siirede (45 dk) inkiibe
edilmigtir. MCV’ nin serumda bulunma araligina gore diger analitlere gerekli seyreltmeler
yapilarak elektrotlar inkiibasyona birakilmistir daha sonra immiinosensdre etkisini gormek
icin elektrotlar 6l¢iim alinmistir. Daha sonra Ol¢im alinan elektrotlarin ARet degerlerine
gore siralanmugtir Sekil 14°te gdsterilmistir. Immiinosensér beklendigi gibi diger analitlerle

daha az etkilesime girerek kendi antijenine daha spesifik oldugunu gostermistir.
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Sekil 14. MCV immiinosensoriiniin segicilik grafigi
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4.4. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin Gerc¢ek Ticari

Serum Orneklerinde Uygulamasi

Tasarlanan immiinosensor standart ekleme yontemiyle 5 farkli gercek ticari insan
serum Ornegi i¢in denenmistir. Tablo 6° da gosterildigi gibi 6l¢iimlerden sonra kalibrasyon
grafigi denklemine gore hesaplanan bagil standart sapma ve geri kazanim degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; MCV tayini i¢in tasarlanan

biyosensoriin klinik uygulama potansiyelinin yiliksek oldugu sdylenebilmektedir.

Tablo 6

MCYV immiinosensoriiniin gergek ticari insan serum drneklerinde uygulanabilirligi

MCV Standart Olgiilen
Serum  Konsantrasyon Eklenen Konsantrasyon RSD (%) Geri Kazanim
(pg/mL) Konsantrasyon (pg/mL) (n=3) (%)
(pg/mL)
1 1,57 5 6,74/6,65/6,39 0,3 100,3
25 28,85/27,02/24,68 1,05 101,05
2 2,84 5 8,17/6,89/7,73 3,19 96,81
25 26,35/25,77/33,65 1,94 98,06
3 4,6 5 9,69/9/10,36 0,83 100,83
25 29,6/29,38/29,95 0,74 99,26
4,43 5 9,09/8,87/10,25 0,32 99,68
4

25 29,89/29,9/28,94 0,48 100,48
5 5133 5 9,58/9,42/12,07 0,19 100,19
’ 25 24,83/34,86/34,55 3,56 103,56
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4.5. Anti-Sitrullinlenmis Protein Antikorlar1 Biyosensoriiniin SEM ve AFM

aracihgi ile Morfolojik Karakterizasyonun Incelenmesi

Onerilen immunosensoriin immobilizasyon adimlar1 gerceklestirilirken immobilize
edilen biyobilesenlerin ylizeyde olusturdugu morfolojik degisiklikleri incelemek adina SEM
ve AFM goriintiileme cihazlart kullanilmistir. Hazirlanan immiinosensorlerin  SEM
goriintiileri Sekil 15°te gosterilmistir. Sekil 15A, hidroksilasyon iglemi ile elektrot yiizeyinde
immobilize olan hidroksil gruplarina ait SEM goriintiistidiir. Hidroksil gruplarinin yiizeyde
boncuk benzeri yapida homojen bir dagilima sahip oldugu goriintiilenmistir. 3-APTES silan
ajan1 ylizeye immobilize edildikten sonra elde edilen SEM goriintiisii Sekil 15B’de
gosterilmistir. Silan ajaninin hidroksil gruplarina baglanmasiyla elektrot yiizeyinde SAM
olusmustur. Sekilde kiiresel hidroksil gruplari ile yiizeye tutunan 3-APTES’in varligi
goriilmektedir. Daha sonra ¢apraz baglayict GA ile muamele edilen ve anti-MCV ile
muamele edilen elektrotun yiizeyinde belirgin bir morfolojik bir degisime ugradigi SEM
goriintlisii  sirasiyla Sekil 15C ve Sekil 15D’de gosterilmistir. BSA ve MCV
immobilizasyonuna ait olusan yeni yiizey morfolojileri Sekil 15E ve Sekil 15F’de

verilmistir.
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Sekil 15. ITO-PET elektrot yiizeyindeki SEM goriintiileri: A) OH, B) OH/3-APTES, C)
OH/3-APTES/GA, D) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV, E) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV
/BSA, F) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSA/MCV




Tasarlanan immiinosensdriin elektrot ytlizeylerini analiz etmek i¢in Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) kullanilmustir, elektrot yiizeyine ait 2D ve 3D goriintiiler Sekil 16°da
gosterilmistir. OH, OH/3-APTES, OH/3-APTES/GA, OH/3-APTES/GA/Anti-MCV, OH/3-
APTES/GA/Anti-MCV/BSA,  OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSA/MCV  immobilize
edilmis elektrotlarin yiikseklik profilleri incelenmistir. AFM o6l¢iimlerinden yararlanilarak
SA (ortalama piiriizliiliik) ve SQ (kok ortalama kare piiriizliiliikk) degerleri elde edilmistir.
Sekil 16 A’da hidroksil gruplarinin yiizeyde homojen bir sekilde immobilize oldugu
goriilmektedir. Hidroksilleme adimina ait goriintiilerin SA degeri 118,557 nm ve SQ degeri
137,923 nm olarak elde edilmistir. Sekil 16B ve Sekil 16C sirasiyla silanizasyon ve GA
capraz baglama adimina ait yiizey morfolojilerini temsil etmektedir, bu adimlardan sonra SA
degeri 163,256 nm ve SQ degeri 166,355 nm olarak elde edilmistir. Degerlerdeki artis silan
ajan1 3-APTES ve capraz baglayic1 GA molekiillerinin varlig1 olarak yorumlanabilir. Yiizeye
anti-MCV molekiilleri immobilize edildikten sonra Sekil 16D’de yeni bir yiizey morfolojisi
olustugu goriilmektedir. Yiizeyde agikta kalan uglar1 bloke etmek amaciyla kullanilan BSA
molekiillerinin immobilizasyonu gergeklestikten sonra SA degeri 213,169 nm ve SQ degeri
246,162 nm’ye yiikselmistir, Sekil 16E’de BSA asamasinin yiizey morfolojisine ait goriintii
verilmistir. Immobilizasyonun son asamasi olan MCV molekiillerinin immobilizasyonunun

olusturdugu yeni yiizey morfolojisi Sekil 16F’de goriintiilenmektedir.
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Sekil 16. ITO-PET elektrot yiizeyindeki AFM goriintiileri: A) OH, B) OH/3-APTES, C)
OH/3-APTES/GA, D) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV, E) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV
/BSA, F) OH/3-APTES/GA/Anti-MCV/BSA/MCV
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BESINCIi BOLUM
SONUC VE ONERILER

RA, prevelansi artmakta olan, yiliksek mortalite degerlerine sahip; kalp, bdbrek,
akciger, sindirim sistemi, goz, deri ve sinir sistemi dahil olmak {izere hem eklemlere hem de
eklem dis1 organlara zarar verebilen, kronik bir enflamatuar siirecle iligkili sistemik bir
otoimmiin hastaliktir. RA hastalarinin klinik durumu, son yillarda hastalik aktivitesini
azaltmay1 ve sistemik komplikasyonlar1 6nlemeyi miimkiin kilan erken tani ile iyilesmistir.
Erken tanida biiyiik rolii olan, hastalarin yiiksek maliyetteki tedavilerden kaginmasini

saglayabilecek biyosensorlerdeki gelismeler bu konudaki 6nemini kanitlamistir.

Literatiirde RA teshisine yonelik bir¢ok immiinosensér bulunmasina ragmen ve
MCV’ nin de RA tanisinda potansiyel bir biyobelirte¢ olmas1 gz oniine alindiginda MCV
immiinosensoriine rastlanmamistir. Bu c¢alismada MCV biyobelirtecinin potansiyelini
belirlemek adina pratik, hassas, tek kullanimlik, maliyeti diisiik ve yliksek kararlilikta bir
immiinosensor gelistirilmistir. Hassas bir immiinosensor gelistirmek i¢in ilk adim olarak
optimizasyon ¢aligmalari gergeklestirilmistir. Optimizasyon ¢aligmalarina ait sonuglar Tablo

7’de gosterilmistir.

Tablo 7

MCV immiinosensoriiniin optimizasyon degerleri

Optimizasyonlar Secilen Degerler
3-APTES konsantrasyonu %0,05

Anti-MCV konsantrasyonu 5 pg/mL

Anti-MCYV inkiibasyon siiresi 45 dk

MCYV inkiibasyon siiresi 45 dk

Tayin aralig1 0,01 pg/mL — 50 pg/mL

Daha sonra tasarlanan immiinosensorii karakterize edebilmek i¢in tekrarlanabilirlik,
tekrar retilebilirlik ¢aligmalar1 yapilmistir ve gergek ticari serum orneklerine uygulanmaigtir.

Bu sonuglar immiinosensdriin uygulanabilirligini ve potansiyelini kanitlamaktadir.
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RA i¢in potansiyel olarak gosterilen MCV biyobelirteci icin hassas, spesifik,
tekrarlanabilen, kolay kullanim saglayan, maliyet olarak ucuz tek kullanimlik bir

immiinosensor gelistirilmistir.
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