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Doktora tezi
Osteoporoz Tayinine Yonelik Biyosensor Sistemi Gelistirilmesi
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Osteoporoz, belirti vermeyen bir hastalik olup bir¢ok kisi hastaliginin farkinda
degildir. Kemikte kirik meydana gelmeden O6nce sessiz donemde osteoporoz tanisinin
konulmasi son derece Onemlidir. Kemik metabolizma ve  dongiisliniin
degerlendirilmesinde kemik dongiisiindeki yapim ve yikim {irlinleri biyokimyasal
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Osteoporoz tanist ve takibinde klinik muayene,
goriintlileme yoOntemlerinin yanisira bu biyokimyasal belirteglerden yararlanilir.
Biyobelirte¢ temelli bu yontemlerin ¢ogu 6zel ekipman ve uzman personel gerektiren,
zaman alic1 yontemler oldugundan, alternatif olarak biyobelirteglerin tayini i¢in daha
duyarli, daha kisa siirede uygulanabilen biyosensor sistemlerinin gelistirilmesi 6nem
kazanmaktadir.

Osteokalsin (OCN) ve Osteopontin (OPN) molekiilleri baz1 metabolik kemik
hastaliklarinda anormal kemik kaybini dngorebilen biyolojik belirteclerdendir. Bu tez
kapsaminda; osteoporoz tanisi, seyri ve tedavi takibinde kullanilmak iizere immiinolojik
temelli OCN ve OPN biyosensor sistemleri gelistirildi. Gelistirilen OCN ve OPN
biyosensorleri ile elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) kullanilarak 10-60
pg/uL tayin araliginda spesifik ve duyarli OCN ve OPN o6lg¢timleri yapildi. Gelistirilen
biyosensorlerin  tekrarlanabilirliklerinin ~ yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica bu

biyosensorler, yapay serum orneklerinin analizinde de basariyla kullanildi.

Yil : 2019
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Anahtar Kelimeler  : Osteokalsin, osteopontin, BSP (Kemik Sialoprotein), biyosensor,

elektrokimyasal impedans spektroskopisi, osteoporoz
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Development of Biosensors System for the Determination of Osteoporosis
Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Chemistry

ABSTRACT

Osteoporosis is a symptom-free disease and many people are not aware of the
disease. The diagnosis of osteoporosis in the silent period before the fracture occurs is
extremely important. The production and degradation products in the bone cycle are
important in the evaluation of bone metabolism and cycle as biochemical markers.
Today, in addition to the clinical examination and imaging methods, these biochemical
markers are used in the diagnosis and follow-up of osteoporosis. Since most of these
methods based on biomarkers are time-consuming methods that require special
equipment and expert personnel, the development of biosensor systems that are more
sensitive and fast becomes more important for the determination of biomarkers.

Osteocalcin (OCN) and Osteopontin (OPN) molecules are biomarkers that can
predict abnormal bone loss in some metabolic bone diseases. In this thesis, OCN and
OPN biosensor systems based on immunoassay were developed for the diagnosis,
prognosis and follow-up of osteoporosis. By using the developed OCN and OPN
biosensors, the OCN and OPN determinations were performed specifically and
sensitively using electrochemical impedance spectroscopy (EIS) within the
concentration range of 10-60 pg/uL. The reproducibilities of the developed biosensors
were determined to be high. Also, these biosensors were also used successfully in the

analysis of artificial serum samples.

Year : 2019
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BOLUM 1

GIRIS

Kemik dokusu aktif ve dinamik 6zellikleri olan bir dokudur. Kemik dokuda bir
yandan yikim gergeklesirken, diger taraftan da yapim islemi gergeklesir. Kemik
rezorpsiyonunu kemik yapimi takip eder (Parfitt, 1983). Eski kemigin emilimi ve yeni
kemigin olusumu (mineralizasyon) yasam boyunca devam eden bir islemdir. Kemik
doku; organik yapi, inorganik yapi ve hiicre dist matriksi olarak farkli bélimlerden
meydana gelir. Kemik, organik yapisinda Tip-l1 Kollajen yapilar1 ve amorf maddeleri
barmdirir. Inorganik yapisi hidroksiapatit kristallerinden [Cai0(PO4)s(OH)2] olusur.
Kristal igerisindeki mineral igeriginin yaklagik % 80-901 kalsiyum ve fosfordan
meydana gelir. Bunlarin yani sira kemikte; sitrat, magnezyum gibi mineraller de
bulunmaktadir (Tungay, 2013). Hiicre dis1t matriksi icerisinde sialoproteinler,

glikoproteinler ve proteoglikanlar gibi proteinler vardir.

Kemik dokunun yeniden diizenlenmesi farkli hiicreler tarafindan gergeklestirilir.
Bunlar; kemik olusumda goérevli Osteoblast hiicreleri, kemik rezorpsiyonunu saglayan
Osteoklast hiicreler ve hiicresel biitiinliigii saglayan mekanosensor gorevi {iistlenen

Osteosit hiicreleridir.

Osteoblastlar; kemik yiizeyindeki hiicrelerin yaklagik olarak % 4-6’sii
olusturan ve ayni zamanda kemik yapimii saglayan hiicreler olarak bilinir (Rinaldo,
Silva Sasso, Cerri, Simdes & Cerri, 2015). Osteoblastlar, kemigin organik matriksinde
yer alan Tip-1 kollajen ve hiicre dis1 matriks proteinlerinden glikoproteinlerin sentezini

saglarlar.

Osteoblastlarin  etrafinda  yeni  sentezlenen kemik hiicreleri, heryeri
cevrelediginde osteoblastlar “lakuna” adi verilen bosluklarinin igine girer ve artik

“osteosit” olarak adlandirilirlar. Osteositler, kemik dokuda yer alan hiicrelerin yaklasik



olarak % 90-95' ini olustururlar. Osteositler iletisim kurma ve madde tasima islevine
sahiptirler. Bu hiicrelerin boliinme yetenekleri yoktur (Uchoa, Carneiro & Kelley,

1995). Osteositler, kemik yapim aktivitesinin son sathasini olustururlar.

Osteoklastlar ise; kemigin yikim isleminden (rezorbsiyondan) sorumlu hiicreler
olup, kandan gelen monosit hiicrelerinin birlesmesi ile meydana gelirler. Osteoklastlar
cok biiyiik ve c¢ekirdekli bir yapiya sahiptir, mitokondri ve vakuollerce zengindir
(Tresguerres vd., 2006). Osteoklastlar bir takim proteolitik enzimleri (asit kollajenaz)

salgilayarak kemik matriksine etki ederler.

Kemik dokusunda bulunan hiicreler kemik olusumunu, rezorpsiyonunu ve
korunmasimi 6nemli Ol¢iide etkiler (Raggatt & Partridge, 2010). Kemik olusum ve
rezorpsiyonu dengede olacak sekilde kemik doku kontrol edilir ve diizenlenir (Seibel,
2005).

Kemik dongiisiiniin mineralizasyon ve rezorpsiyonu sirasinda kana ve idrara bir
takim kemik matriks elemanlari geger. Bu elemanlar kemigin biyokimyasal
belirtegleridir. Kemik belirtegleri; osteoblast (yapim) ve osteoklast (yikim) aktivitesini

gosteren belirtegler olarak iki kategoriye ayrilirlar (Seibel, 2005).

Kemik yapim belirtegleri; osteokalsin (OCN), kemige o6zgii alkalen fosfataz
(BALP), prokollajen Tip 1 N-Terminal (P1NP), prokollajen Tip 1 C-Terminal
(P1CP) dir.

Kemik yikim belirtegleri; kemik sialoprotein (BSP), Tip 1 kollajen C-terminal
telopeptidi (CTx), Tip 1 kollajenin N-terminal telopeptidi (NTXx), hidroksi pirolin,
hidroksilizin, deoksipiridinolin (DPD), piridinium ¢apraz baglantilari, tartarata direngli
asit fosfataz (TRAP)’dr.

Kemik dongiisiinde yaygin olarak kullanilan bu biyokimyasal belirtegler, tedavi
slirecinin izlenmesinde ve ilag etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilabilirler. Kemik
metabolizmasiin biyokimyasal belirtegleri, kemik dokusunun enzim ve proteinleridir
(Vasikaran vd., 2011). Genellikle kan veya idrarda ol¢iilmektedirler (Hart & Eastell,
1999). Bu belirtegler kemik olusum ve rezorpsiyonu hakkinda da bilgi verirler (Hannon
& Eastell, 2006).



Kemigin dinamik dongiisiinde herhangi bir aksaklik s6z konusu oldugunda,
cesitli metabolik kemik hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Osteoporoz, osteomalazi, paget
hastaligi, rasitizm, hipertiroidizm, hiperkalsemi, primer ve sekonder hiperparatiroidi
metabolik kemik hastaliklar1 veya iligkili hastaliklar arasinda yer alir (Albright &
Reifenstein, 1948).

Osteoporoz viicuttaki kemikleri etkileyen, en yaygin metabolik kemik
hastaliklarindan biridir. Osteoporoz herhangi bir belirti vermeden gelisen ve kirik
olusumu ile sonuglanan bir kemik hastaligidir. Osteoporoza bagli olarak meydana gelen
kiriklarin goriilme sikligi nedeniyle, osteoporoz toplum sagligi acisindan 6nemli bir
hastaliktir. Kiriklarin olustugu bolgeye gore sakat kalma ve dliimciil kiriklarin meydana
gelme olasiligy yiiksektir. Osteoporoz tedavi edilebilen bir hastaliktir. Bu sebeple tedavi

stiresince takibinin saglanmasi biiylik 6nem tagir.

Bu tez ¢alismasinda; osteoporozun tedavi takibinde kullanilmak iizere alternatif
bir yontem olarak, kemik biyomolekiillerinden osteokalsin ve osteopontin tayini icin

impidimetrik esasli osteokalsin ve osteopontin biyosensor sistemleri gelistirilmistir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.0steoporoz

Osteoporoz diisiik kemik kiitlesi, kemigin mikro-yapisinda bozulma ile
karakterize edilen ve buna bagli olarak kirik olasiliginda artisa neden olan bir kemik

hastaligidir (Favus, 1993; Edwards, Dennison, Aihie Sayer, Fielding & Cooper, 2015).

Sekil 2.1. Saglikli bir kemik ile osteoporozlu kemik arasindaki fark (“Kemik erimesi,”

2019)

Osteoporoz gergeklestiginde Sekil 2.1°de gosterildigi gibi kemik mikroyapisinda
degisimlerle kemik kiitlesinde azalmalar meydana gelir. Fakat bu durum belirti

vermeden sessizce gelisir, buna bagli olarak kemik kayiplari baslar ve kiriklar olusur.



Osteoporozun diinya c¢apinda yaklastk 200 milyon insam1 etkiledigi
distiniilmektedir (Khashayar, Aghaei Meybodi, Homami, Heshmat & Larijani, 2010).
Diinyada her ii¢ kadindan biri, 50 yasin {izerindeki bes erkekten biri osteoporotik kirik
yasamaktadir (Odén, McCloskey, Kanis, Harvey & Johansson, 2015). Ozellikle post-
menapozal donemdeki kadinlar ve yash erkekler riskli gruplar igerisinde yer alir (Okano
vd., 1998; Cosman vd., 2014). Yas ve cinsiyetin yanisira Onceden gegirilmis kirik
Oykiisli, sigara i¢me, asir1 alkol tliketimi, osteoporoza neden olabilecek bir takim
ilaglarin kullanimi, diisme yatkinligi, fiziksel aktivite seviyesi, beslenme bozukluklari,
kas zaafiyeti, D vitamini eksikligi olanlar da riskli gruplar igerisinde siniflandirilir

(Raisz, 2005).

Kemik kiitlesi ¢cocukluktan ergenlik donemine kadar sekillenmektedir. Cocukluk
cagindaki kemik mineralizasyonu kritik bir donemdir. Bu donemdeki g¢ocuklarin,
dinamik dongiideki herhangi bir olumsuzluk (yanlis beslenme, bazi ilaglarin tiiketimi,
sigara-alkol tiikketimi vs) yasamasi, onlari osteoporoz ve kemik kirklarina egilimli
yapabilir (Kokabu, Lowery & Jimi, 2016). Tiirkiye’de yapilmis olan bir ¢aligmaya
(FRAKTURK) gére 50 yas ve iizerindeki bireylerin % 25’inde osteoporoz saptanmistir
(Tuziin, Eskiyurt, Akarirmak, Saridogan & Senocak, 2012).

Osteoporoz hastaliginin en 6nemli belirtisi kemik kiriklar1 olup, bu durum
oliimciil olabilmektedir. Erken teshis edildigi takdirde onlenebilir ve tedavi edilebilir

oldugu gozden kagirilmamalidir.

2.1.1. Osteoporoz Tanmisi

Osteoporoz tanisinda kemik mineral yogunlugu (BMD) 6l¢tiimii ve Cift enerjili
X-151n1 absorpsiyometrisi (DEXA) sik kullanilan yontemlerdir (Luting & Thomas,
2016). Fakat bu tekniklerin bir takim sinirlamalari mevcuttur. Teknolojilerinin maliyetli
olusu ve zaman alict olmasi bu smirlamalardandir. Bu durum; hizli bir kemik
metabolizmas: 6l¢iim yonteminin onemini agiga ¢ikarir (Pagani, Francucci & Moro,
2005).

Kemik dongiisiiniin durumu, biyokimyasal belirtegler Olgtilerek takip edilir.

Kemik dongiisliniin biyokimyasal belirtecleri, kemik metabolizmasinin durumunu



yansitarak ger¢ek zamanli olarak kemik durumunu gosterebilir. Kemik dongiisiiniin
biyokimyasal belirteglerinin seviyeleri, primer ve sekonder osteoporozun ayirici tanisini
yapmak, tedavi yontemini belirlemek ve Ozellikle antirezorbtif tedavinin etkinlik

stirecini degerlendirmek amactyla 6l¢iiliir (Seibel, Robins & Bilezikian, 2006).

Olusum Yikim

BALP Kalsiyum
TRAcP-5b
Kollajen tip I ,'—— O.steopoPt.in )
propeptitler Hidroksipirolin ve
Hidroksilizin glikozidleri

Piridinyum capraz baglan

Osteokalsin
ﬁ_ Kollajen tip I telopeptidleri
(NTX, CTX)

Osteoblast hiicreler Kemik matriksi Osteoklast hiicreler

Sekil 2.2. Kemik metabolizmasinin biyokimyasal belirtegleri (Fohr, Dunstan & Seibel,
2003)

Kemik dongiisiiniin yapim ve rezorbsiyonundan sorumlu biyokimyasal
belirleyicileri Sekil 2.2°de verilmistir. Bu biyokimyasal belirtegler, kemigin yeniden
sekillenmesinin dinamik (anlik) dl¢gtimiinii saglayarak kemik kiitlesindeki degisimlerin
seyrini tahmin etmede yararlanilacak yiiksek potansiyele sahiptirler. Bu belirteglerin
miktarlarinin tayini, tek baglarina tan1 koymada yeterli degildir ancak tedavinin
takibinde olduk¢a kullanisli olabilirler. Ayrica tedaviye karst alinan cevabi

degerlendirmede BMD’ye nazaran daha kisa siirede yanit alinmasini saglarlar.

Kemik déngiisiiniin biyokimyasal belirteglerinin miktar tayinini gergeklestirmek
i¢in giinlimiizde yaygin olarak kullanilan ELISA, RIA, HPLC gibi yontemler mevcuttur.
Yiiksek dogruluklarina ragmen bu teknikler hem maliyetli hem de biiyiik (hantal)
cihazlarla yapilmaktadir. Ayn1 zamanda zaman alicidirlar ve teknik egitimli personele
ihtiya¢ duyarlar. Son zamanlarda biyosensdrlerdeki teknolojik ilerlemeler, kemigin
metabolik durumunun degerlendirilmesinde biyosensor teknolojisinin potansiyelini
ortaya koymaktadir. Boylece kemigin takibi i¢in hizli, glivenilir ve yiiksek hassasiyetli

biyosensorler gelistirilmektedir.



Bu tez kapsaminda kemik belirteglerinden Osteokalsin (OCN) ve Osteopontin
(OPN) molekiilii tayini ig¢in hassas, hizli 6l¢iim yapabilen biyosensorler gelistirmek

amagclanmustir.

2.2. Osteokalsin

Osteokalsin (OCN) kemikte en bol bulunan, kollajen olmayan bir proteindir
(Hauschka, Lian, Cole, Gundberg, 1989). Sekil 2.3’te yer alan osteokalsin osteoblastlar
tarafindan sentezlenen 49-aminoasit (5.8 kDa) uzunluguna sahip bir proteindir (Hoang,
Sicheri, Howard & Yang, 2003).

Sekil 2.3. Osteokalsin molekiilii (Hoang vd., 2003)

Osteokalsin sentezi i¢in D3 vitamini tarafindan uyarilarak ortama gelen K
vitamini gereklidir (Hauschka vd., 1989). Sekil 2.4’te goriildiigii gibi, K vitaminine
baglt olarak “y-glutamil karboksilaz” katalizorliigiinde osteokalsinin 17, 21 ve 24.
pozisyonlardaki glutamat (GluOc) kalintilar1 y-karbonlarindan karboksillenir (Sekil
2.4). Yeni sentezlenen osteokalsinin kiiciik bir kismi dolagima sekrete edilir ve
molekiillerinin ¢ogu kemigin inorganik kismina (hidroksiapatite) baglanarak kemik
matriksinin i¢ine girer (Colford, Sailer & Langman, 1997). Bu y-karboksilasyon
modifikasyonuyla artan negatif yiik, proteinin o-heliks yapilarini daha kararli hale

getirir, kalsiyum ve hidroksiapatit i¢in yiiksek afinite saglar. Bu durumun tersine, diisiik



pH matriksteki karboksillenmis osteokalsin (GlaOc) molekiiliiniin dekarboksilasyonuna
izin verir. Elde edilen dekarboksile osteokalsin (GluOc) genel dolasima girer
(Mizokami vd., 2017).

Karboksilasyona ugramamis
osteokalsin (GluOC)
y-Glutamil karboksilaz

v-Karboksilasyona ugramis osteokalsin
(GlaOC)

I' l' I |'

Glu Glu Glu \_‘/ Gla Gla Gla
—~c— Asidik ortam ~c—

Pch, (vaklasik olarak pH 4.5) PCcH,

I "

'CH, H-C-C=0
or% 0=C O

0 \ % 0

Dolasim Kemik matriksi

Sekil 2.4. Osteokalsinin modifikasyonu (Mizokami, Kawakubo-Yasukochi & Hirata,
2017)

2.2.1. Osteokalsinin Fonksiyonu

Osteokalsin D vitamini sentezini arttirir. Kalsiyum iyonlarin1 baglayarak kemik
kalsifikasyonunda rol oynar. Kemik rezorpsiyonu sirasinda matriksten dolagima salinir
ve bu nedenle bir kemik dongiisii isareti olarak kabul edilir (Nimptsch vd., 2007).
Osteokalsin  belirtecinin  serumdaki seviyesi bazi patolojik durumlarda artip

azalabilmektedir.

Menopozda osteokalsin miktarinda da artis gozlemlenir. Menopozda kemik
kaybmin artisinin temel nedeni Ostrojen eksikliginden kaynaklanir. Yumurtalik
fonksiyonlarmin yitirilmesi sonucu sonraki yillarda meydana gelen kemik rezorbsiyonu
ile formasyonu (yapimi) arasindaki dengesizlik, kemik rezorbsiyonunda belirli bir
artistan sorumludur. Bu durum 6zellikle postmenopozal kemik kaybina neden olur ve

OCN seviyesi kanda artar (Garnero, Rendu, Chapuy & Delmas, 1996).



Hipertiroidizmdeki yapisal ve islevsel kemik degisiklikleri biyokimyasal kemik
olusum belirteglerinden osteokalsin ve alkalin fosfataz (ALP)’nin serumda artan
seviyeleri ile iliskilidir (MacLeod vd., 1993). Osteoblast hiicrelerinin yiizeyinde tiroid
hormonlar1 tarafindan uyarilan ve Nikleer T3 olarak adlandirilan reseptorler
bulunmaktadir. Tiroid hormonlarinin normalden daha yiiksek diizeyde c¢aligmalar
durumunda, osteoblastlarin da uyarilip aktivitelerinin arttig1 ve buna bagli olarak OCN
salmmmimin da artacagi bildirilmektedir (Rizzoli, Poser & Bargi, 1986). Baska
calismalarda da hipertiroidi hastalarinda anlamli bir osteokalsin artist oldugu

bildirilmistir (Siddiqi vd., 1997; Lee vd., 1990).

Yiksek miktardaki osteoklastik rezorpsiyon, Multiple Miyeloma (MM)
hastaliginin olagan o6zelligidir. Osteoklastik aktivitenin oldugu durumlarda, kollajen
sentezi inhibe edilir. Kollajen sentezini inhibe eden faktdrlerin, aynt zamanda
osteoklastlar1 aktive eden faktorlerler oldugu tespit edilmistir (Bataille, Delmas & Sany,
1987). Multiple Miyeloma’li hastalarmin biiyliik ¢ogunlugunda yiiksek osteoklastik
aktivite mevcutken, osteoblastik aktivitenin de inhibe edilebilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan analizlerde OCN miktarinin da diismesi bu diisiinceyi dogrulamaktadir.

Akromegali, kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan biiyiime
hormonunun (GH) ve hipofiz tiimériine bagli biiyiime faktori-I'in (IGF-1) asir1
salgilanmasindan kaynaklanan kronik bir hastaliktir. Biiylime hormonu c¢ocuklarda
kemik doku biiyiimesini uyarirken, eriskinlerde metabolizmay1 kontrol eder. Biiyiime
hormonu fazlaligi, kemik belirteclerinin degismesiyle tanimlanan kemik doniisiimiiniin
artmasina neden olur. Yapilan caligmalarda biiyiime hormonu eksikligi olan yetigkinlere
uygulanan tedavi siiresince osteokalsin diizeylerinin anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit

edilmistir (Killinger, Kuzma, Steran¢akova & Payer, 2012).

Osteokalsin, PINP ve kemige 6zgii alkalen fosfataz (B-ALP) dahil olmak iizere,
dolagimdaki biyokimyasal belirteglerin Tip 2 diyabette azaldigi goriilmiistiir. Bu
belirteglerin  kemik mineral yogunlugundan (BMD) bagimsiz olarak kemikteki
kirilmalart ongordiikleri belirlenmistir (Rubin, 2015). Baska c¢alismalarda da Tip 2

diyabette osteokalsin miktarinin azaldigi belirlenmistir (Ardawi vd., 2013).

Cushing Sendromu’nda iskelet sisteminin yapisal ve fonksiyonel olarak

bozulmasi sézkonusudur. Cushing Sendrom’lu hastalarin yaklasik olarak % 30-50'si



osteoporoz hastalarinin % 50'siyle uyumlu kiriklar yasadig: bildirilmektedir. Yapilan
caligsmalar sonucu Cushing Sendrom’lu hastalarin serum osteokalsin ve alkalin fosfataz

seviyelerinin azaldig: tespit edilmistir (Mancini, Doga, Mazziotti & Giustina, 2004).

Paget hastaligi (Osteitis deformans) yaslilikla ortaya ¢ikan bir kemik hastaliktir.
Genellikle belirti vermeyen sessiz seyreden bir hastalik olmasina karsin kemik
bliylimesi veya etkilenen bdlgelerdeki deformasyon sonucu agriya neden olabilir.
Yapilan caligmalar Paget hastalarinda, serum osteokalsin seviyelerinin 3 kat arttigini

gostermektedir (Gundberg, Lian, Gallop & Steinberg, 1983).

Patolojik durumlarin disinda saglikli bir bireyde serum osteokalsin seviyesi

cinsiyete ve yasa gore degiskenlik gostermektedir.

Osteokalsinin ~ doku  6zgilinliigiiniin ~ olmast, kemik  dongiisiiniin
degerlendirilmesinde kullanilmasi i¢in avantajdir (Power & Fottrell, 1991). Bu nedenle
OCN osteoporoz riskini degerlendirmek ve tedavi yanitlarini izlemek i¢in kullanilacak
spesifik ve duyarli bir belirtectir (Jagtap, Ganu & Nagane, 2011).

2.3. Osteopontin

Osteopontin ilk kez 1979'da Senger tarafindan tanimlanmis (Senger, Wirth &
Hynes, 1979), hiicre dis1 yapisal bir proteindir. Kollajen olmayan 6nemli bir kemik
matriks proteinidir (Rittling & Chambers, 2004). Kemigin organik bir bileseni olup
kemiklerde ve dislerde bulunan SIBLING (kii¢iik integrin baglayici ligand, N-bagh
glikoprotein) ailesine ait mineral baglayict matriks proteinleri siifindan bir proteindir.
SIBLING protein ailesi, minerallesmis dokularda yer alan kollajen olmayan protein
grubudur. Bes SIBLING gen aile iiyesi bulunmaktadir. Bunlar; kemik sialoprotein
(OPN), osteopontin (OPN), dentin matris proteini 1 (DMP1), matris hiicre dist
fosfoglikoprotein (MEPE) ve dentin sialofosfoprotein (DSPP).

Osteopontin; 314 aminoasitten (32.5 kDa) olusan bir protein olup (Sivakumar &
Devaraj, 2014), yapisinda yiiksek oranda aspartik asit ve glutamik asit gibi negatif
yiiklii aminoasitler ihtiva eder (Fisher & Fedarko, 2003). Aktive edilmis makrofajlar, T
lenfositler ve lokositler tarafindan salgilanan fosforillenmis bir glikoproteindir

(Rodrigues vd., 2007).Viicutta salgilanan OPN, degisken olarak fosforile edilir ve viicut
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stvilarinda birikir. Kemigin inorganik kismi olan hidroksiapatite yiiksek afinitesinin
olmasi, kemikte ve diger mineralizasyon bolgelerinde birikimine neden olur (Rittling &

Chambers, 2004).

Sekil 2.5. Osteopontin molekiilii (“Osteopontin”, 2018.)

Osteopontin’in kemik dokusunun yeniden diizenlenmesinde gorev aldigi, epitel
dokulardaki kalsiyum kristallerinin biiylimesini ve birikmesini azalttig1 bildirilmektedir
(Wesson vd., 2003). Kemigin tanimlanmasindan bu yana osteopontin biyomolekiiliiniin,
timor ilerlemesi ve metastazini kontrol eden hiicre sinyal diizenlemesinde de 6nemli bir
rolii oldugu belirtilmektedir (Rangaswami, Bulbule & Kundu, 2006). Sekil 2.5’te OPN

molekiiliiniin ii¢ boyutlu gosterimi yer almaktadir.

Osteopontin; hiicre dis1 sivilarda, iltihaplanmanin bulundugu bdlgelerde ve hiicre
dist mineral matrislerinde bulunur (Rodrigues vd., 2007). OPN, hiicre dis1 matrisinin

bilesenlerinden biri olmasinin yanisira ¢oziiniir bir sitokin olarak da kabul edilmektedir.

Osteopontin, CD44 gibi ¢esitli hiicre yiizey reseptorleri ve birkag¢ integrin ile
etkilesime girer. Osteopontin’in hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasi ve etkilesime
girmesi ile hiicre yapismasi, hiicre gogii ve spesifik sinyal fonksiyonlarinin uyarilmasina

neden oldugu bildirilmektedir (Rodrigues vd., 2007).
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2.3.2. Osteopontinin Fonksiyonu

Kemikte osteopontin; monomer ve yiiksek molekiil agirlikli polimer olarak
bulunur. Osteopontin kemik rezorpsiyonu, immiin hiicrelerin aktivasyonu ve apoptozu
inhibe etme gibi birgok hiicresel olayda rol oynamaktadir (Kazanecki, Uzwiak &
Denhardt, 2007). Osteopontin monomerik durumda mineralizasyon alanlarinda bolca
bulunan giiclii bir mineralizasyon inhibitériidiir. Bunun disinda farkli yerlerde
osteopontinin post-translasyonel modifikasyonu sonucu hiicre yapismasini, kalsiyum
sekresyonunu, hiicre gogilinii ve kristal biiyiimesini diizenleme gibi rolleri de vardir
(Sodek, Ganss & McKee, 2000; Hunter, 2013).

Osteopontin, farkli morfolojik bigimlerde olabilen yani pleomorfik ve
immiinolojik aktiviteye sahip bir proteindir (Forton, Petri, Goldman & Sullivan, 2002).
OPN, iltihaplanma ve enfeksiyoz hastaliklara bagisiklik saglamada rol oynayan
pleiotropik fonksiyonlar sergiler (Denhardt vd.,1993; O'Regan vd., 2000). Pleiotropik
fonksiyonlar (tek bir genin birden fazla karakterden sorumlu olmasi) sergileyen OPN
i¢in ¢ok sayida transkripte multipl sklerozlu (MS) hastalarin beyinlerinde rastlanmigtir
(Niino, Kikuchi, Fukazawa, Yabe & Tashiro, 2003). Literatiirde yer alan g¢alismalar
OPN'nin ayrica doku onarimi ve inflamasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
anahtar bir sitokin olarak gorev yaptigini tespit etmislerdir (Fisher, Torchia, Fohr,
Young & Fedarko, 2001). OPN geni, bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda (48 saat iginde)
T hiicrelerinde erken eksprese edilir ve protein {riiniinlin makrofajlarla etkilesimi,
enflamatuar tepkilere neden olabilir (Singh, Patarca, Schwartz, Singh & Cantor, 1990).

OPN, kemigin yeniden yapilanmasi isleminde goérev alir (Dodds vd., 1995).
Kemik hiicreleri, kemigin yeniden yapilanmasi islemi sirasinda OPN salgilarlar (Choi
vd., 2008). OPN'nin osteoklastlardaki gorevi, osteoklast hiicrelerini, kemiklerin mineral
matriksine tutturmasini tesvik eder (Reinholt, Hultenby, Oldberg & Heinegard, 1990).
Ayni zamanda kemik yikimi sirasinda hiicre yapismasini ve kemotaksiyi arttirmayi

saglamaktadir (Chellaniah vd., 2003).

Osteopontin tim viicut stvilarinda bulunur ve asir1 ekspresyonu meme kanseri ve
metastaz ile de iligkilidir (Macri vd., 2009). OPN’nin asir1 ekspresyonu, metastatik
olmayan iyi huylu hiicrelere metastatik fenotip verebilir. OPN ekspresyonunun artisi

tiimor ilerlemesi ile baglantilidir. Tiimor olusumu ve metastaz durumlarinda OPN’nin
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ciddi miktarlarda arttigi goriilmiistiir. Bu nedenle, OPN'nin gb¢ ve matris
parcalanmasini uyarma kabiliyeti, tiimor hiicrelerinin metastatik potansiyeline katkida
bulunabilir (Lund, Giachelli & Scatena, 2009). OPN ayrica, tiimor hiicrelerinin
apoptozunu inhibe ederek tiimor olusumunu ve metastazi da tesvik edebilir (Zhao vd.,
2008).

Lokositler tarafindan eksprese edilen bir¢ok integrin reseptoriine baglanan
OPN’ler; makrofajlar, notrofiller, dendritik hiicreler ve degisen kinetikleri olan T ve B
hiicreleri de dahil olmak iizere bir dizi immiin hiicrede eksprese edilir (Wang &
Denhardt, 2008). OPN'nin farkli sekillerde immiin modiilatér olarak hareket ettigi
gozlemlenmistir (Wang & Denhardt, 2008).

OPN, T hiicrelerinin ve makrofajlarin aktivasyonundan kaynaklanan hiicre
Oliimlerini, bunun yanisira zararli uyaranlara maruz kalan fibroblastlar1 ve endotelyal

hiicreleri bloke eder (Denhardt, Noda, O’Regan, Pavlin & Berman, 2001).

OPN'nin makrofaj kemotaktik faktor olarak da rol oynadigi belirlenmistir
(Burdo, Wood & Fox, 2007). Bu c¢alismada, arastirmacilar, rhesus maymunlarinin
beynindeki makrofajlarin birikimini incelemis ve OPN'nin makrofajlarin birikim
bolgesinden ayrilmasini 6nledigini ve daha yiiksek bir kemotaksis seviyesine isaret

ettigini belirlemislerdir.

Yapilan bazi ¢alismalar OPN'nin aterosklerotik lezyonlarda makrofaj birikimini
ve tutulmasini destekledigini, bdylece hastaligin kronikligine katkida bulundugunu

gostermektedir (Matsui vd., 2003).

OPN, implantasyon sirasinda endometrial hiicrelerde eksprese edilir.
Implantasyon sirasinda salgilanan progesteron, gebelik siiresince salgilanmaya devam
eder. Progesteron salgilanmasinin nedeni, rahimi gebelik boyunca korumaktir. OPN’nin
diizenlenerek bu siirece yardimci oldugu tespit edilmistir (Johnson, Burghardt, Bazer &
Spencer, 2003).

OPN, bagisiklik sistemini bir¢ok farkli seviyede diizenler. OPN, inflamatuar
hiicrelerin hasarli (yara) bdlgesine gdciinii arttirmak i¢in kemotaktik bir molekiil gorevi
goriir ve hiicreleri goc ettikleri bolgede tutmak icin yapiskan bir protein gorevi goriir

(Weber vd., 2002).
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Tiim bu bilgilerin 15181nda, ¢esitli hastaliklar durumunda potansiyel bir belirteg
olarak kullanilabilen OPN belirtecinin serumdaki diizeyinin tespiti ¢cok dnemli bir yer

tutmaktadir. Klinik olarak osteopontin tayini ELISA metodu ile yapilmaktadir.

Bu tez calismasinda Osteokalsin ve Osteopontin molekiillerinin miktar tayini

i¢in elektrokimyasal impedans esasl (EIS) iki farkli biyosensor gelistirilmistir.

2.4. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik yanitt fizikokimyasal dedektér yardimi ile
algilanabilecek elektriksel bir sinyal haline doniistiirmeyi saglayan 6lgiim sistemleridir
(Sekil 2.6).

Biyosensorler, analizlenecek madde ile spesifik olarak reaksiyona giren
biyoaktif bilesenin etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten ve bir doniistiiriicii
(transduser)  diizenek  yardimiyla sinyali  giiglendirerek  Olgen  sistemlerin
birlestirilmesiyle olusur. Doniistlirictiniin amaci, biyolojik tanima olayini 6lgiilebilir

elektrik sinyaline doniistiirmektir (Tiylek, 2017).

Tasarlanan biyosensorler biyobilesen ve fiziksel bilesenler olarak biinyelerinde
farkli madde ve sistemler barindirirlar. Biyoreseptor olarak; antikor, enzim, protein,
niikleik asitler gibi biyolojik molekiiller ya da hiicre, doku ve mikroorganizma gibi canli

biyolojik sistemler kullanilabilir (Scott, Wolchok & Old, 2012).

Biyoaktif bilesenleri tespit eden ve onlara 6zgii ilgileri olan maddelerin
etkilesimi sonucu agiga ¢ikan sinyallerin Olgiilmesi ve iletilmesi sirasinda bir takim

elektronik diizenekler kullamlir.
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Sekil 2.6. Genel bir biyosensoriin yap1 ve bilesenleri (Li, 2006)

Biyosensorlerde kullanilan biyoalgilama materyalleri, fiziksel bilesene tespit
edilebilir sinyal gonderir. Baz1 uygulamalarda biyolojik sinyalleri giiclendirmek adina,
etiketlere ihtiyag duyulabilmektedir. Bu etiketler; enzimler, floresan (kimyasal,

biyolojik 151ma) ve metal partikiiller olabilir.

Biyoalgilama materyalini fiziksel bilesene baglamak icin etkin bir

immobilizasyon tekniginin kullanilmas1 gerekir.

Ayrica teknolojinin gelismesiyle birlikte, mikro seviyede fabrikasyon ve
yazilima ihtiya¢ duyulmaktadir. Sekil 2.6’da goriildiigii gibi biyosensorlerde 6rnekleme,

doniistiirme, algilayict ve hesaplama ara yiizeyi igeren sistemler olmalidir.

Biyosensor teknolojisi, saglik, kimya, biyoloji, miihendislik gibi disiplinler arasi

bir yaklagim iizerine inga edilmistir.

Herhangi bir biyosensor sisteminde analit tanima, sinyal iletimi ve okuma
islemleri sirali olarak gerceklesir. Ozgiinliigii, hiz1, tasinabilirligi, diisiik maliyeti, dogru
ve hassas 6l¢iim sistemleri olmalar1 nedeniyle biyosensdrler; acil servis taramasi, yatak
bas1 hasta izleme veya evde kendi kendine test yapabilme gibi ¢ok sayida merkezi

olmayan klinik uygulamalar i¢in firsatlar sunmaktadir.
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2.4.1. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

2.4.1.1.Biyoaktif Tabakada Kullanilan Biyobilesen Tiiriine Gore Biyosensorler

1. Enzim temelli

2. Doku temelli

3. DNA temelli

4. Antikor/Antijen temelli (immiinobiyosensorler)

5. Mikrobiyal kokenli

2.4.1.2. iletim ve Ol¢iim Sistemleri Arasindaki iliskiye Gore Biyosensorler

fletim ve dl¢iim sistemlerine gére Optik, Elektrokimyasal, Kiitle hassasiyeti
temelinde smiflandirilabilirler (Gutés, Céspedes, Alegret & del Valle, 2005). Bu 6l¢iim
esaslart dogrultusunda, biyosensor sistemleri iletim ve Ol¢iim sistemleri arasindaki

iliskiye bagl olarak Cizelge 2.1°deki gibi ayrintili olarak siniflandirilir.

Cizelge 2.1. Biyosensorlerin iletim ve Ol¢lim sistemlerine gore siniflandirilmasi

(Tiiylek, 2017)

Biyosensorler Smiflandirma

Amperometrik Esasli Biyosensorler
(Elektrotlar)
Potansiyometrik Esasli Biyosensorler
(Elektrotlar)

Yari Iletken (Kondiiktometri) Esasl
Biyosensorler (Transistorler)

Elektrokimyasal Esasli Biyosensorler

Fotometri Esasli Biyosensorler (Optik
Lifler)

Fluorometri Esasli Biyosensorler
(Optik Lifler)
Biyoliiminesans Esasli Biyosensorler
(Optik Lifler)
Termistorler (Isi, Izotermal,
Izoperibol)

Optik Esasli Biyosensorler

Kalorimetri Esasli Biyosensorler

Piezoelektrik Esasli Biyosensorler Piezoelektrik Kristaller
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2.5. Biyosensor Hazirlanmasinda Kullanilan immobilizasyon Yéntemleri

Analizi yapilacak olan 6rnege uygun biyoreseptor ve fiziksel bilesen segildikten
sonra biyoreseptor fiziksel bilesene sabitlenmelidir. Bu amagla, bilinen immobilizasyon
yontemleri kullanilir. Biyosensor teknolojisinde biyoreseptorii immobilize etmek icin
kullanilan temel yontemler Sekil 2.7°de goriildigi gibi; Adsorpsiyon (kovalent olmayan

baglama), Kovalent Baglama, Tutuklama ve Capraz Baglama yontemleridir (Guisan,

2006).
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Sekil 2.7. Biyosensor teknolojisinde kullanilan immobilizasyon yontemleri (Brena,

Gonzalez-Pombo & Batista-Viera, 2013)

Biyosensoriin kullanim émrii immobilizasyon islemiyle biyoreseptoriin fiziksel
bilesen yiizeyinde ne kadar siire tutulabildigine bagli oldugundan, segilen
immobilizasyon yontemi biyoreseptoriin uzunca bir siire iletici yiizeyden ayrilmasini

engelleyebilecek giicte baglanma saglamalidir.
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2.6. Elektrokimyasal Temelli Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanima elemanini uygun bir fiziksel
bilesene immobilize edip, gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlar sonucu analitin
konsantrasyonu ile ilgili elektrik sinyali iireterek biyolojik tanima olaymi anlamli bir
cevaba doniistiiren biyosensor ¢esididir. Genel olarak biyokimyasal reaksiyonlar sonucu
meydana gelen biyolojik tanima olaymi kantitatif amagli amperometrik veya

potansiyometrik bir cevaba doniistiirir.

2.6.1. Amperometrik biyosensorler

Amperometrik biyosensorler sabit bir potansiyeldeki akim siddetinin Slgiimii
esasina dayanmaktadir. Sabit bir potansiyelde yiikseltgenen ya da indirgenen
elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak akimin degisimini 6lgen

sistemlerdir (Uyar, Giiven, Artiktay, 2018).

2.6.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik biyosensorler ¢alisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel
farkinin 6l¢iimii esasina dayanmaktadir. Elektrot potansiyeli belirlendiginde analit
konsantrasyonu da belirlenmis olur. Potansiyometrik bir biyosensor eldesi i¢in ¢alisma
elektroduna apolar membran ile biyolojik bir bilesen eklenmelidir (Ege Universitesi,
2017).

2.7. Dongiisel Voltametri (CV)

Dongiisel voltametri durgun bir ¢ozeltideki elektrodun akim cevabinin, dalga
sekilli potansiyel ile uyarilip 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir. Potansiyel tarama Sekil
2.8’deki gibi dongiisel olarak gergeklestirilir. Bu islem uygulanirken, akim zamaninin

bir fonksiyonu olarak kaydedilip ve tarama defalarca tekrarlanabilir.
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Cyclic Voltammetry
20,00 uA

10 pg/uL

10,00uA

0,000A

Im (A)

60 pg/pL

-10,00uA

-20,00 uA
-2000mV 0,000V 200,0 mv 400,0 mv 6000 mv

VE(Vvs. Ref)

Sekil 2.8. Bu calismada gelistirilen OCN biyosensoriine ait dongiisel voltamogram

goriintlisii ornegi

2.8. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Impedans, akima karsi gosterilen direng olarak tanimlanir. Impedans genellikle
kiigiik genlikli bir potansiyel uygulanmasi ve akim cevabinin belirlenmesiyle tayin

edilir. Bir sistemin impedansi (Z) asagida verilen formiildeki gibi belirlenir:

V(@)  Vesin(mft) 1

T I(t) " IpsinQuft+0) Y

Formiilde ; Z : Impedans
V (t) : Potansiyel
I(t) :Akim
f : Frekans
t : Zaman
[0) : Potansiyel-akim arasindaki faz kaymasi

: Kompleks iletkenlik (Telefoncu, 1999)
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Impedans spektroskopisi, impedansin farkli frekanslar1 tayin edebilme
durumundan olusmaktadir. Bu sayede bir impedans spektrumundan, yiizeylerin ve

tabakalarin karakterizasyonu hakkinda bilgi saglanir.

Bir impedans 6l¢iimiiniin sonuglart Nyquist egrisi kullanilarak yapilabilir. Sekil
2.9’da bu tez kapsaminda gelistirilen OCN biyosensorii ile ilgili ¢alismadan elde edilen
bir Nyquist egrisi 6rnek olarak verilmistir. Impedans, gerilim (zaman) ve akim (zaman)
fonksiyonlaria bagli olarak tanimlanan karmasik bir parametredir. Boylece, ylizeylerin
karakterizasyonunun yani sira degisim ve yayilma siireglerini takibe izin veren bir

impedans spektrumu elde edilir.

20,00kohm - ZCURVE (S46MHL1 4BDE-EA-ANTIocn DTA)
ZCURVE (S46WHL:1 4BDE-EA-ANTIocn-{0ocn DTA)
-4 ZCURVE (S46MHL-14BDE-EA-ANTIocn-200en DTA)
-4 ZCURVE (S46MHL-14BDE-EA-ANTIocn-3oen DTA)
-4 ZCURVE (S46MHL-1 4BDE-EA-ANTIocn-40oen DTA)
ZCURVE (S4-WHL:1 4BDE-EA-ANTIocn-S0ocn.DTA)
& ZCURVE (S4-6MHL-14BDE EA-ANTIocn-&00en DTA)

15,00 kohm

Zimag (ohm)

10,00 kohm

3,000 kohm

0,000 ohm
0,000 ohm 20,00 kohm 40,00 kohm 60,00 kohm

Zreal (ohm)
Sekil 2.9. Bu tez kapsaminda gelistirilen OCN biyosensdriine ait Nyquist egrisi

Impedans spektrumu igin siklikla esdeger bir devre modeli kullanilarak analiz
gerceklestirilir.  Genellikle direng ve kapasitanslardan meydana gelen bu devre,
arastirilan sistemin farkli fizikokimyasal 6zelliklerini temsil eder (Instrumentation and
Electroanalytical Chemistry, 2003).
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Elektrolit ¢ozelti ile temas halinde olan bir elektrotun durumu i¢in, Randles
devresi kullanilir (Sekil 2.10). Sekilde yer alan R: Cozelti direnci, Rct: Yiik transfer

direnci, Cdl: Cift katman kapasitansi1 ve W: Warburg impedansini ifade etmektedir.

R, R+R,,
Rs#R-26°Cy,

Sekil 2.10. Elektrolit ¢ozeltisi igerisinde bulunan elektroda iliskin Randles esdeger
devre modeli (Sezgintiirk, 2012)

Rs ve Rct degerlerinin Nyquist egrisinden hesaplanmasinda kullanilan impedans

elemanlar Sekil 2.11°de yer almaktadir.

Sekil 2.11. Nyquist egrisinden Rct hesaplanmasinda kullanilan impedans elemanlar

(Zia & Mukhopadhyay, 2016)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) molekiiler etkilesimlerin
elektrokimyasal Ol¢iimleri i¢in ve ¢esitli biyosensdr uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilir. EIS'nin geleneksel uygulamalari, protein-protein etkilesimlerini kaydetmek
igin elektro-immobilize edilmis antikorlar1 kullanan (Barton, Davis & Higson, 2008)
veya karmasik biyolojik ortamlarda antibiyotikler gibi daha kiigiik molekiilleri

(Tsekenis vd., 2008) saptamak i¢in hazirlanan immiinosensor protokollerini kapsar.
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Impedans spektroskopisi, bir sistemin karmagik elektrik direncini analiz etmek
icin kullanilan gii¢lii bir yontemdir ve yiizeydeki degisimlere duyarlidir. Biyosensorler
alaninda, fiziksel bilesen yiizeyindeki baglanma olaylarinin saptanmasi i¢in 6zellikle
uygundur. Biyolojik tanima islemlerinin saptanmasinin yam sira, fiziksel bilesen
tizerindeki  biyomolekiillerin immobilizasyonu sirasinda ortaya ¢ikan ylizey

modifikasyonlarini karakterize etmek igin de degerli bir aragtir.

EIS'in baslica avantajlari, gergek zamanli algilama Kkabiliyetinin olmasi,
yiizeylere uygulanan potansiyel sonucu biitiinliigi bozmayan ¢ok kiiciikk bir
elektroanalitik 6l¢iim teknigidir. Kapasitans veya iletkenlige dayali 6l¢iim teknikleri ile

karsilastirildiginda ¢ok daha fazla bilgi saglar.

Elektroanalizde fiziksel bilesen olarak altin elektrot ¢oke¢a tercih edilmektedir.
Altiin popularitesinin ana nedeni, inert olmasi ayn1 zamanda biyo-uyumlu olmasidir.
Ornegin, farkli tiyol bazli immobilizasyon kimyasallarindan yararlanarak molekiiller

capraz baglanabilir (Lucarelli, Marrazz, Turner & Mascini, 2004).

Bu tez kapsaminda iki adet elektrokimyasal esasli impidimetrik biyosensor
gelistirilmistir. Tiim elektrokimyasal biyosensorler gibi, impedimetrik sensorler de
biyomolekiillerin iletken (veya yari iletken) transdiiser yiizeyi ile etkilesimlerini
kullanan biyoelektronik cihazlardir. Bu c¢alismada gelistirilen OCN ve OPN
biyosensorlerinin cevaplarinin belirlenmesi igin impedans Ol¢iimleri oda sicakliginda
(25 °C) Ferri/Ferro redoks prob ¢ozeltisi iginde, li¢ elektrotlu sistemde g¢alisma
elektrodu olarak altin (Au) elektrot, karsit elektrot olarak platin tel, referans elektrot
olarak Ag/AgCI kullanilarak gergeklestirildi. Nyquist egrileri, Randles esdeger devre
modeli kullanilarak elde edildi.

2.8.1. SAM ( Kendiliginden Olusan Tek Tabaka)

Altin elektrot yiizeyinde tek tip, kararli ve dayanikli kendiliginden toplanan tek
tabakalar olusturmak ic¢in uygun fonksiyonel gruba sahip bazi kimyasallardan

yararlanilir. Siilfiir igeren molekiillerin altin yilizeye kendiliginden baglanmas1 Nuzzo ve

Allara tarafindan bulunmustur (Nuzzo & Allara, 1983). Sekil 2.12°deki gibi
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kendiliginden = toplanan  tek  tabakalar (SAM), istenen

hareketsizlestirilmesini desteklemek i¢in siklikla kullanilir.

Ham molekiiller

Molekiiller aras:1
etkilesim Diizenli olarak diizenlenmis molekiiller
Siwrali molekiiler yonelim

Sekil 2.12. SAM (Kendiliginden toplanan tek tabakalar) olusumu (Harvard

Universitesi, 2019)

elemanin

Bu tiir filmler kendiliginden ¢6zelti iginde olusturulmaktadir (Mirsky, Riepl &

Wolfbeis, 1997). Elektrot ylizeyi metal olmayan yiizeylerden oksitlerden olusuyorsa,

SAM’ler alkil siloksanlar bulunduran kimyasallarla da hazirlanir.

Uzun zincirli tiyoller kullanilarak hazirlanan SAM’lerde, elektrot yiizeyi

istenmeyen reaksiyonlardan etkili bir sekilde bloke edebilir ve bu nedenle siklikla

kullanilir.

Sekil 2.12°de goriildigi tizere disiilfiirler, siilfitler ve tiyoller, ¢esitli metaller

(altin, glimiis, platin veya bakir) iizerinde ¢ok kuvvetli bir sekilde koordine edilir. Sekil

2.13’de goriilen bir tiyol bilesigi ve bir altin alt tabaka arasindaki varsayilan tepkime;

RSH + Au < RS-Au + e + H * seklindedir.
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Sekil 2.13. Altin yiizey iizerine tiyol grubu igeren bilesik ile SAM olusturma
(Lindemann, t.y.)

Yogun monotabakalar 1 saatten az bir siirede toplansa da, iyi diizenlenmis tek
tabakalarin olusmasi 12-72 saat siirebilir (Bain & Whitesides, 1989). Altin elektrotlar,
genellikle, aliimina ile mekanik olarak temizlenir, olasi kontaminantlari uzaklastirmak

icin asidik veya alkali soliisyonlarda sonike edilir.

2.9. Antikor/Antijen Temelli iImmiinosensérler

Biyoreseptor olarak antikorlarin kullanildigi biyosensorler “antikor temelli

biyosensorler ya da immiinosensdrler” olarak adlandirilir.

Biyolojik kompleks reseptorleri kullanan en gelismis biyosensdr ornekleri
immiinokimyasal reaksiyonlara dayanmaktadir. Kisacas1 antijenin spesifik bir antikora
baglanmasi ile karakterize edilmektedir. Bilindigi lizere antikor ve onlara ait antijenleri
arasinda spesifik bir etkilesim immiinosensorler ile son derece 6zgiil ve duyarli analizler

yapilabilmesine olanak saglamaktadir.

Tez kapsaminda tasarlanan Osteokalsin ve Osteopontin biyosensdrleri
immiinosensor temelinde hazirlanmistir. Anti-OCN ve Anti-OPN antikor prorteinleri
altin elektrod yiizeyine immobilize edilerek Osteokalsin ve Osteopontin miktar

tayininde kullanilmistir.
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2.10. Literatiirde Osteokalsin Biyobelirteci icin Gelistirilmis Biyosensorler

Klinik olarak osteokalsin tayini ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent

Assay) metodu kullanilarak yapilmaktadir.

Literatirde #OCN tayinine yOnelik gelistirilen biyosensor — sistemleri

incelendiginde 3 adet ¢caligmaya rastlanmistir.

Patricia Khashayar ve ark. tarafindan gelistirilen elektrokimyasal biyosensorde
OCN’nin tayini i¢in cam elektrot ylizeyi; siklik voltametri ile elektrobiriktirme yontemi
ile altin nanopartikiillerle kaplandi. Ardindan Au elektrot ylizeyine glutatyon tripeptidi
immobilize edildi. Glutatyonun sistein amino asidi artiklarinin tiyol gruplari {izerinden
Au elektroda kovalent olarak baglandi. Glutatyonun agikta kalan karboksilli asit ug
gruplart EDC/NHS ile aktiflestirildikten sonra anti-OCN molekiilii immobilize edildi ve
OCN biyosensoriiniin ~ dizayn1  tamamlandi  (Sekil 2.14). Gelistirilen OCN
biyosensoriinde 6l¢iim yontemi olarak Diferansiyel Pulse Voltametri (DPV) kullanildi
(Khashayar vd., 2017a).
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Sekil 2.14. Patricia Khashayar ve ark. tarafindan OCN tayini i¢in gelistirilen

biyosensdriin immobilizasyon stratejileri (Khashayar vd., 2017a)

Sekil 2.14’te goriildiigii {lizere modifiye 5 protokol kullanilarak OCN
biyosensorleri tiretilmistir. Birinci protokolde, anti-OCN molekiilleri direkt altin yiizeye
pipetlenmis, kovalent bag yapacak grup icermedikleri igin pasif adsorbsiyon

gerceklesecek ve zamanla antikor molekdilleri yiizeyden desorbe olacaktir. Bu nedenle
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ikinci protokoliinde, tripeptit glutatyon (GSH) kullanilarak anti-OCN molekiilii altin
yiizeye baglanmis ancak yeterince gii¢lii baglanma olmadigi yikama adimlart sirasinda
antikorun yiizeyden ayrildig1 tespit edilmistir. Ugiincii ve diger protokollerde, GSH
tizerine EDC, NHS ve EDC/NHS ¢ozeltileri kullanilarak iizerlerine antikor pipetlenmis,
60 dakika inkiibe edilmistir. En basarili biyosensor besinci protokol ile gelistirilmistir,
tiim protokollerde 6l¢iim yontemi olarak DPV kullanilmustir.

Patricia Khashayar ve ark. baska bir c¢alismalarinda bu besinci protokoli
modifiye ederek osteokalsinin serum seviyesinin 6l¢timii icin AuNP-GSH-EDC/NHS-
AntiOCN dizayninda altin nanoproblar gelistirmislerdir. Bu altin nanoproblarda
osteokalsin proteininin ti¢iinciil yapisinin korundugu, bu nedenle de antikorun, sonraki
adimlarda aktif kaldigi belirtilmistir. Bu altin nanoproblarin elektrokimyasal esasli
immiinolojik testlerde kullanilma potansiyellerinin oldugu goriilmiistiir (Khashayar,

Amoabediny, Larijani, Hosseini & Vanfleteren, 2017h).

Min-Ho Lee ve ark. tarafindan gelistirilen elektrokimyasal biyosensorde
OCN’nin tayini i¢in amperometrik esasli bir biyosensor tasarlanmistir (Lee, Kim, Seo,
& Lee, 2014). Au elektrot yiizeyine SAM stratejisi yontemiyle Ditiyobis-N-siiksinimidil
propiyonat (DTSP) diizenli tabakalari olusturulmus, anti-OCN molekiilii peroksidaz
enzimiyle karigtirilarak bir enzim elektrotu elde edilmistir. Gelistirilen elektrotlarla
Olglimler bir aract olarak hidrokinon bilesigi varliginda azalan H>O> miktar1 ile OCN
seviyeleri iligkilendirilerek osteokalsin seviyeleri i¢in daha hizli ve hassas amperometrik
Olgtime dayali cevaplar elde edilmistir. Osteokalsin antikorunun altin elektrot tizerinde
kovalent olarak immobilizazyonunda; elektrot 4 mM DTSP i¢ceren DMSO ¢6zeltisine
daldirilip 15 saat inkiibe edilmis, sonrasinda DMSO ve aseton ile yikanarak 1 saat PBS
icinde birakilmistir. Sonrasinda, elektrot antikor ve perksidaz enzimi karigimi ile

kaplanmustir.

2.11. Literatiirde Osteopontin Belirteci Icin Gelistirilmis Biyosensorler

Osteopontin belirtecinin pleomorfik immiinolojik aktiviteye sahip olmasindan
dolay1 bazi tiimorlerle yakindan iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Kemik hastaliklar igin

OPN biyosensorleri literatiirde mevcut degildir, ancak meme, prostat gibi ¢esitli kanser
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tirleri i¢in biyobelirteg olarak ongoriilen OPN igin ¢esitli OPN biyosensorleri

tasarlanmustir.

Literatirde OPN tayinine yonelik gelistirilen biyosensér — sistemleri
incelendiginde Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2015 ve 2017 yilinda, hem RNA
aptasensorii hem de DNA aptasensorii kullanilarak gelistirilen iki biyosensore
rastlanmaktadir (Meirinho, Dias, Peres & Rodrigues, 2015; Meirinho, Dias, Peres &
Rodrigues, 2017).

Biyotinle muamele

edilmis RNA
aptameri Rekombinant insan
osteopontini (rhOPN)
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Sekil 2.15. Sofia G. Meirinho ve arkadaslar tarafindan gelistirilen OPN biyosensoriiniin
dizayn1 (Meirinho, Dias, Peres & Rodrigues, 2015)

Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2015 yilinda meme kanserinin prognozu ve
metastazinda potansiyel bir biyobelirte¢ olarak onerilen OPN'nin tayini ig¢in Sekil
2.15°te gorildigii gibi RNA aptasensorii  gelistirilmistir.  Tasarlanan RNA
aptasensoriiniin her asamasindan sonra elektrot ylizeyinin elektrokimyasal davranisi,
dongiisel voltametri ve kare dalga voltametrisi kullanilarak incelenmistir (Meirinho,
Dias, Peres & Rodrigues, 2015).

Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2017 yilinda gerceklestirilen ¢alismada;
OPN potansiyel bir meme kanseri belirteci olarak kabul edilerek, OPN miktar tayini i¢in
DNA aptasensorii kullanarak OPN biyosensorii tasarlanmistir. Bu aptamerin, OPN'ye
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kars1 tatmin edici bir afinite gosterdigi ve elektrokimyasal yontemle kare dalga
voltametrisi kullanilarak analiz edilmistir. On sonuglar, DNA aptasensoriiniin standart
ELISA yontemine benzer sekilde gercek insan plazmasinda OPN'yi saptayabildigini
gostermistir (Meirinho, Dias, Peres & Rodrigues, 2017).

Hongxia Chen ve arkadaglar1 tarafindan elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) teknigi kullanilarak antikor immobilizasyonu ve OPN tespiti igin
bir biyosensor gelistirilmistir. Altin elektrot yiizeyinde MUA/MCH (11-merkapto
undekanoik asit / 6-merkapto-1 hekzanol) karigik ¢ozeltisiyle SAM tabaka
olusturulmus, olusan tek tabakalar tizerine sirasiyla; Dextran amin- HA-7(sentetik
peptit)-Anti-OPN immobilize edilerek biyosensor dizayni tamamlanmistir (Sekil 2.16).
Siklik voltammetri, atomik kuvvet mikroskobu ve Fourier doniisimii kizilotesi

spektroskopisi kullanilarak yiizey degisimleri incelenmis ve karakterize edilmistir
(Chen vd., 2014).

fﬁ%ﬁfﬁm L %ﬂgm"

\p
00K £ Dextran amine ' -NH,
I muamen G

, HA-7 Y Anti-OPN @ OPN

Sekil 2.16. Hongxia Chen ve arkadaslari tarafindan gelistirilen OPN biyosensorii (Chen
vd., 2014)

Diger bir ¢alismada, Abhinav Sharma ve ark. Tarafindan prostat kanserinin tani
ve prognozu i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kabul edilen Osteopontin (OPN) i¢in

bir immiinosensor tasarlanmistir (Sharmaa, Hong, Singh & Jang, 2015). Bir cam
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substrat iizerinde iki altin/indiyum kalay oksit elektrotu arasinda tek tabakali karbon
nanotiiplere (SWCNT'ler) biriktirilmistir. SWCNT'lerin karboksil ug gruplart EDC/NHS

ile aktive edildikten sonra anti-OPN molekiil immobilize edilmistir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. Abhinav Sharma ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen OPN biyosensorii
(Sharmaa vd., 2015)

Bu tez caligmasinda, altin elektrot ylizeyinde tiyol grubu igeren kimyasallar
kullanilarak Osteokalsin ve Osteopontin analizi yapabilecek elektrokimyasal impedans
esasli biyosensorler tasarlanmistir. Her islem sonrasinda EIS ve CV 6l¢iimleri alinarak
ylizey karakterizasyonu ve yiizeydeki impedans degisiminden yararlanarak analit

molekiil OCN ve OPN’nin miktar tayinleri yapilmustir.

2.12. Tez Kapsaminda Gelistirilen Osteokalsin Biyosensoriiniin Dizayninin

Kimyasi

Osteokalsin biyosensorii tasariminda altin elektrot yiizeyinde iki ucu reaktif grup
iceren 6-merkaptohekzanol (6-MCH) kullanilarak SAM olusturuldu. 6-MCH
molekiiliinlin tiyol ucu, altin yiizey ile kovalent bag yaparak kendiliginden diizgiin tek

tabakalar yani SAM’ler elde edildi (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Osteokalsin analizi i¢in gelistirilen OCN biyosensoriiniin SAM olusum

basamagi

SAM stratejisi kullanilarak altin elektrot ylizeyinde diizgiin tek tabakalar elde
edildikten sonra ara ara kol molekiilii olarak 1,4-BDE (1,4-biitandioldiglisidil eter)
kullanildi. 1,4-biitanediol diglisidil eter yaygin olarak kullanilan homobifonksiyonel
epoksit bilesigidir. 1,4-BDE eter, sekonder amin veya tiyoeter baglar1 iliretmek icin
hidroksillerle, siilthidril gruplar1 veya aminler ile reaksiyona girebilmektedir (Sharifi,
Robatjazi, Sadri & Mosaabadi, 2019). 1,4-BDE molekiillerinin epoksit uglar1 ile 6-
MCH molekiillerinin agikta kalan hidroksil gruplari arasinda stabil kovalent baglar
olustu. 1,4-BDE’nin diger epoksit ucu ile reaksiyon vermek iizere EA (etanolamin
cozeltisi elektrot yiizeyine eklendi. Etanolamin ile osteokalsin antikoru (Anti-OCN)
arasinda ¢apraz baglayici olarak yilizeye Glutaraldehit (GLT), ardindan son olarak Anti-
OCN antikoru eklenerek OCN biyosensor dizayni tamamlandi (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Gelistirilen Osteokalsin biyosensoriiniin sematik gosterimi

Immobilizasyon basamaklar1 gerceklestirildikten sonra Sekil 2.20’deki gibi
elektrot yiizeyine, fosfat tamponunda hazirlanmis 10 pg/uL OCN igeren 5’er pl’lik

osteokalsin protein ¢ozeltileri ardarda gerceklestirislen 6 ayr1 pipetleme halinde
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eklenerek her ekleme sonrasinda OCN biyosensoriiniin cevaplart EIS ve CV 6dlglimleri

seklinde alind.
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Sekil 2.20. Gelistirilen OCN biyosensorii tizerine 10-60 pg/uL konsantrasyon araliginda
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OCN c¢ozeltileri ilave edilerek elde edilen EIS ve CV goriintiileri

2.13. Tez Kapsaminda Gelistirilen Osteopontin Biyosensoriiniin Dizayninin

Kimyasi

Osteopontin biyosensorii igin elektrot yiizeyinde SAM tabaka olusturmak iizere
iki ucu reaktif grup igeren 4-Merkaptofenilasetik asit (4-MPA) kullanildi (Sekil 2.21).
4-MPA elektrot yilizeyindeki altin ile tiyol grubu iizerinden baglanirken bifonksiyonel
bu molekiiliin karboksil u¢ gruplar1 daha sonra ilave edilecek kimyasal molekiillerle

reaksiyon vermek {izere serbest kalir.
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Sekil 2.21. Osteopontin analizi i¢in gelistirilen biyosensdrdeki SAM tabaka olusumu

4-MPA (Nguyen, Kaulen, Simon & Schnakenberg, 2017) molekiiliiniin tiyol
ucu, altin ile kovalent bag yaparak kendiliginden olusan diizgiin tek tabakalar elde
edildikten sonra diger ucu (-COOH gruplar1 ), 1-Etil-3-(3-dimetil amino propil)
karbodiimit (EDC)/N-Hidroksi siiksinimit (NHS) karisimi eklenerek aktiflestirildi.
EDC/NHS; Anti-OPN molekiilinin amin gruplarinin, 4-MPA’nin karboksilik
gruplarina baglanmasimi kolaylastirmak tizere —COOH gruplarini reaktif hale
dontistiirdii.  Anti-OPN  antikoru aktiflestirilen bu yiizeye eklenerek Osteopontin

biyosensor tasarimi tamamland: (Sekil 2.22).

Sekil 2.22. Gelistirilen Osteopontin biyosensoriiniin sematik gosterimi

Immobilizasyon basamaklar1 gerceklestirildikten sonra elektrot yiizeyine, fosfat
tamponunda (pH 7.0) hazirlanip, porsiyonlara ayrilmis osteopontin protein ¢ozeltileri

5’er puL olarak eklenerek biyosensor cevaplart EIS ve CV olgtimleri ile takip edildi.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsma Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar

Asagidaki kimyasal maddelerin tamami Sigma-Aldrich Co. LLC (USA)’den

temin edilmistir:

Dizayn edilen OCN biyosensoriinde; analit olarak kullanilan Osteokalsin
(osteocalcin fragment (1-49) human), Osteokalsin molekiiline 6zgli sentezlenmis
antikor olan Anti-Osteokalsin (monoclonal Anti-BGLAP),

OCN biyosensoriinde; SAM olusumunda kullanilan ara kol 6-Merkapto hekzanol,
1,4-biitandiol diglisidil eter (> 95 %), Etanolamin (99.0 %), Glutaraldehit (% 25, v/v),

Dizayn edilen OPN biyosensoriinde ise; analit olarak kullanilan Osteopontin
(osteopontin human), Osteopontin molekiiliine 6zgii sentezlenmis antikor olan Anti-

Osteopontin (monoclonal Anti-SPP1),
OPN biyosensoriinde; SAM olusumunda kullanilan 4-Merkapto fenilasetikasit, 1-

[3-(Dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimit metiodit, N-Hidroksi siiksinimit (% 98),

Her iki biyosensor hazirhigi ve Olgiimlerinde kullanilan diger kimyasallar;
Potasyum Ferrisiyanat, Etanol (>99.8 %), potasyum kloriir, Dipotasyum hidrojen fosfat,
Potasyum Ferrosiyanat, monosodyum dihidrojen fosfat ve yapay serum hazirlanmasinda

kullanilan serum ¢ozeltisi (serum replacement)
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3.1.2. Cahisma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Her iki biyosensor Ol¢iimleri; bir elektrokimyasal hiicredeki Ferri/Ferro redoks
prob ¢dzeltisinin iginde iiglii elektrot sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Uglii elektrot
olarak, calisma elektrodu olarak altin elektrot, referans elektrot olarak KCI ile
doygunlagtirllmig Ag/AgCl elektrot ve karsit elektrot olarak ise platin tel kullanildi.

Elektrotlarin timii Warwickshire, BASi, UK firmasindan temin edildi.

Tasaralanan biyosensor dlglimleri; dongiisel voltametri (CV) ve elektrokimyasal
impedans spektroskopi (EIS) yazilimi olan Echem Analyst yazilimi igeren (Gamry
Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayar destekli Gamry

Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 cihazinda alindi.

Deneysel galismalar sirasinda Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda bulunan
hassas terazi (Precisa XB 220A, Precisa Gravimetrics AG/Switzerland), ultrasonik
temizleyici (Wise Clean DAIHAN, Kore), mikropipetler (10uL, 200 upL, 1000 uL
eppendorff mikropipet), pH metre (6173 pH, made in China for USA) , manyetik
karistiric1 (Biosan magnetc stirrer MSH 300) kullanildu.

3.1.3. Cozeltilerin Hazirlanisi

50 mM fosfat tamponu (pH 7.0): Hassas terazide 7.089 g Na;HPOj tartilip
destile su ile 1000 mI’ye tamamlandi. Farkli bir balon jojede 6.803 g KH2POj4 tartilip,
destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan bu iki ¢ozelti kullanilarak pH 7.0
olacak sekilde fosfat tamponu hazirlandi.

5 mM Kis[Fe(CN)s]: Hassas terazide 1.0560 g Ka[Fe(CN)g] tartilarak daha 6nce
hazirlanan 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu ile 500 ml’ye tamamlandi.

5 mM Kjs[Fe(CN)s]: Hassas terazide 0.8231 g Kz[Fe(CN)s] tartilarak daha 6nce
hazirlanan 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu ile 500 ml’ye tamamland.

Redoks prob cozeltisi:5 mM Ks[Fe(CN)e] ve 5 mM Kas[Fe(CN)s] ¢ozeltileri
(1:1) 1 L olacak sekilde karistirildi, bu ¢6zeltinin igerisine 3.72 mg KCI (0.1M) eklendi.

20 mM 6-MCH: 600 pL 6-MCH alinip son hacim 15 ml olacak sekilde absolut

(saf) etanolde ¢oziildii.
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% 2.5 Glutaraldehit (v/v): Ana stoktan (% 25) 10 uL ¢ekilip 50 mM pH 7.0
fosfat tamponu ile 100 pL’ye tamamlanda.

0.5 M Etanolamin: 21.11 uL EA g¢ekilerek 50 mM’ lik pH 7.0 fosfat tamponu

ile 1 ml’ye tamamlandu.

% 7 1,4-BDE (w/v): 36.84 puL 1,4-BDE alinarak 50 mM’ lik pH 7.0 fosfat
tamponu ile 500 uL’ye tamamlandi.

5 mM 4-MPA (w/v): 0.0084g 4-MPA tartilarak 10 ml saf (absolut) etanolde

¢Ozildii.

0.2 M EDC (w/v): 5.94 mg EDC tartilarak 100 pL’ye hazirlanmis olan 50 mM

pH 7.0 fosfat tamponu ile tamamlandi.

0.05 M NHS (w/v): 2.88 mg NHS tartilarak 500 puL’ye hazirlanmis olan 50 mM

pH 7.0 fosfat tamponu ile tamamlanir.

3.2. Metot

3.2.1. Cahisma Elektrodunun (Au) Temizligi

Calisma elektrodu (Au elektrot) yiizeyinde bir 6nceki denemelerden kaynakl ya
da dis ortamdan gelen safsizliklarin 6l¢iim sonuglarina dnce etki etmesini dnlemek i¢in
her calismadan Once elektrod temizligi yapilmasi ¢cok onemlidir. Bu amagla c¢alisma
elektrodu yiizeyine tutunmus olan safsizliklardan arindirmak i¢in her galsima dncesinde

mekanik temizlik iglemi uygulandi.

Mekanik temizlik i¢in spatula yardimiyla bir miktar Aliminyum Oksit (Al2O3 <
50 nm partikiil biyiikligii), sentetik ipek (Buehler Microcloth PSA, Buehleri UK)
tizerine alind1. Al>Ogz lizerine birkag damla ultrasaf su damlatildi. Viskoz kivama gelene
kadar karistirildi. Daha sonra elektrot yiizeyi pelte kivamindaki Al2Ogziizerinde yavasca
ve ayni yonde gezdirilerek bu islem yaklasik olarak 5 dakika tekrarlandi ve yiizeydeki
kirlilik mekanik olarak giderildi. Sonrasinda, elektrot yiizeyinde kalan Al2O3
partikiillerinin giderilmesi i¢in altin elektrot 6nce saf su ile yikandi. Yikama isleminden

sonra 5 dk siire ile saf su ve 5 dk siireyle de absolut etanol (% 99.9) icerisinde
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sonikatdrde sonike edildi. Son olarak, ¢alisma elektrodu saf su ile yikandi ve saf argon

gazi ile kurutuldu. Yalin elektrodun EIS alinarak temizligi konrol edildi.

3.2.2. Tasarlanan Iki Biyosensériin Ol¢iim Prensipleri

Osteokalsin ve osteopontin biyosensorlerinin tasarimlari; osteokalsin ve
osteopontin antikorlarinin farkli kimyasal stratejilerle modifiye edilmis altin elektrot
yiizeyine immobilize edilmesi ile tamamlandi. Sonrasinda analit OCN ve OPN’nin
miktar analizlerine gecildi. Bu amagla; standart analit ¢ozeltilerinin 5’er plL’lik
porsiyonlar1 (10 pg/uL osteokalsin ve 10 pg/uL osteopontin igeren) elektrot yiizeylerine
mikropipet yardimiyla eklendi ve 45 dakika inkiibe edildi. Sonra elektrot yiizeyine
baglanmamis OCN ve OPN proteinlerini uzaklastirmak i¢in ultra saf su ile elektrot
yiizeyi yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra elektrolit ¢dzeltisinin bulundugu
hiicrede CV ve EIS olclimleri alindi. Bu 5’er pL’lik standart ¢ozelti (10 pg/pL
osteokalsin ve 10 pg/uL osteopontin igeren) ilavesi ve yikama islemleri, ardindan CV-
EIS oGlgtimleri 6 kez tekrarlandi. Boylece, 10-60 pg/uL OCN ve OPN konsantrasyon

araliginda gelistirilen biyosensorlerin cevaplari elde edildi.

3.2.3. Nyquist Egrilerinden Yiik Transfer Direncinin (Rct) Hesaplanmasi

Osteokalsin ve osteopontin biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin
karakterizasyonu, OCN ve OPN proteinlerinin miktar tayinlerinin 6l¢iilmesi igin
kullanilan EIS’den elde edilen Nyquist egrileri bir esdeger devre vasitast ile anlaml
sayisal verilere doniistiiriildii (Sekil 3.1). Nyquist Egrisinin ¢ap degerine denk gelen yiik
transfer direnci (Rct) hesaplamalart Gamry Analyst® yazilimi ile yapildi. Elektrot
yiizeyinde bulunan madde miktar1 ile Rct arasinda dogru orant1 olup, bir devredeki
biitiin toplam diren¢ impedans olarak adlandirilmaktadir. Elektriksel direng¢ ise, bir
elektrokimyasal hiicre elemaninin verilen elektriksel akima kars1 gosterdigi direngtir.
Impedans ile direng arasinda farklilik mevcuttur. Impedans, direncin sahip oldugu basit
ozellikler ile simirlandirilamamaktadir. EIS verilerinin dogrulugu, denk olabilecegi
diistiniilen elektriksel bir devre ile birlestirilerek kontrol edilir. Yapilan bu ¢aligmalar
Gamry Potentiostate/Galvanostate cihazi ve Gamry Analyst® yazilimi araciligiyla

gerceklestirildi.
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Sekil 3.1. Hesaplamada kullanilan devre modelleri (Tao vd., 2015)

Rct degerinin Gamry Analyst® yazilimi ile belirlenmesi igin; Rct degeri
hesaplanilacak Nyquist egrisi Gamry Analyst® yaziliminda agildi. Ust meniide yer alan
impedance sekmesinden “Fit A Model (Simplex Method)” se¢ildi. Ekrandan bu
caligmaya uygun olan “CPE with Diffusion” devresi secildi (Sekil 3.2).

“CPE with Diffusion devresi”segildikten sonra agilan hesaplama ekranindaki
onceden kullanilmig verilerin sifirlanma islemi i¢in Sekil 3.2°de gosterilen ekranda
“Reset to Default Values” sekmesi segilerek sifirlanma islemi gergeklestirildi.
Sonrasinda hesaplama i¢in ayni ekran {izerinde bulunan “Calculate” sekmesine basildi.
Aciga ¢ikan hesaplama egrisi, uygulanan deneysel prosediirler sonucu olugan Nyquist
egrisine uyana kadar “Calculate” diigmesine basilmaya devam edildi. Hesaplama
ekraninda bulunan, Rct’ye karsilik gelen Rp degerleri her bir Nyquist egrisi i¢in
kaydedildi. Daha once de belirtildigi gibi yiik transfer direnci ile yiizeye baglanan
madde miktari arasinda dogru orant1 oldugu i¢in tiim kantitatif tayinlerde hesaplanan Rp

degerleri kullanildi.
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Sekil 3.2. Gamry Analyst® yazilimindaki hesaplama ekrani

Tez  kapsamindaki  biyosensorlerin  hazirlanma ve  immobilizasyon
prosediirlerinin her asamasinda, OCN ve OPN miktar tayinlerinde elektrokimyasal

impedans spektroskopisi yontemi kullanildi.

3.2.4. Osteokalsin Tayinine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanma Prosediirii

OCN biyosensoriiniin tasarimi i¢in; Anti-OCN molekiiliiniin altin elektrot
yiizeyine immobilizasyonuna ait islemler Sekil 3.3’te belirtildigi gibi gergeklestirildi.
Oncelikle temiz altin elektrot 20 mM’lik 6-MCH ¢ozeltisine daldirilip 16 saat
bekletilerek SAM tabaka olusumu gergeklestirildi. 6-MCH ile SAM tabaka
olusturulmus elektrot ylizeyine % 7°lik1,4-BDE (w/v) ¢ozeltisinden 5 uL ekleyerek 1
saat bekletildi. 1,4-BDE ile ara kol immobilize edilen elektrot yiizeyine 0.5M
etanolamin ¢ozeltisinden 5 pL eklenip 1 saat bekletildi. Etanolamin ile Anti-OCN
molekiilii arasinda gapraz baglama yapmak amaciyla % 2.5’luk Glutaraldehit (v/v)
¢ozeltisinden 5 pL damlatilip 15 dakika bekletildi. Sonra 10 ng/uL Anti-OCN antikoru
5 uL’lik porsiyonu halinde elektrot yiizeyine pipetlendi ve 45 dakika inkiibe edildi.
Biyosensor ~ tasarimi  [Au-6MCH-1,4BDE-EA-Glutaraldehit-AntiOCN]  olarak
tamamlanmis oldu (Sekil 3.3).
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| Mekanik temizleme-Yikama

/

Temiz Altm Elektrot

6-MCH baglama
(16 saat inkiibasyon)

SAM tabaka olusumu

1.4-BDE Ara kol baglama

(1 saat inkiibasyon)

EA .
(1 saat inkiibasyon ) Ara kol baglama

GLT apraz baglayici
(15 dk inkiibasyon) Cap L

Anti Ocn
( 1 saat inkiibsayon)

Sekil 3.3. Bu tez kapsaminda gelistirilen OCN biyosensoriiniin tasarimi esnasinda Anti-

OCN molekiiliiniin Au elektrot yiizeyine immobilizasyon basamaklari
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3.2.5. Osteokalsin Molekiiliiniin Immobilizasyon Basamaklarinin Optimizasyon

Calismalan

3.2.5.1. SAM yapiminda kullanilan 6-MCH konsantrasyonunun optimizasyonu

OCN biyosensoriiniin  hazirlanmasinda SAM olusturmak i¢in kullanilan 6-
merkaptohekzanol’iin optimum konsantrasyonu belirlendi. Bu amagla 10 mM, 20 mM,
30 mM ve 40 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan 6-merkapto hekzanol ¢ozeltileri ile
SAM olusturularak dort farkli biyosensor hazirlandi. Biyosensoriin hazirlanmasinda
kullanilan diger kimyasal bilesenlerin konsantrasyonlar1 1,4-BDE (% 4) (w/v), EA (0.5
M), Glutaraldehit (% 2.5) (v/v), Anti-OCN (10 ng/uL) ve OCN (10 pg/uL) olarak sabit
tutuldu.

3.2.5.2. 1,4-BDE konsantrasyonunun optimizasyonu

Altin elektrot yiizeyine Anti-OCN molekiilii kararli olarak immobilize etmek
tizere bir 6nceki adimda olusturulan SAM tabaka tizerinde 1,4-BDE ara kolu (1,4-
Biitandiol diglisidil eter) kullanildi. 1,4-Biitandiol diglisidil eterin % 1, % 4, % 7 ve %
10’luk konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri ile biyosensorler hazirlandi. 1,4-BDE
konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisini belirlemek igin gerceklestirilen bu
calismada biyosensor tasariminda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlar1 6-
MCH (20 mM), EA (0.5 M), Glutaraldehit (% 2.5), Anti-OCN (10 ng/uL) ve OCN (10
pg/uL) olarcak sekilde sabit tutuldu.

3.2.5.3. Etanolamin konsantrasyonunun optimizasyonu

Etanolamin’in 0.1 M, 05 M, 1.0 M ve 1.5 M olacak sekilde farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileriyle biyosensorler hazirlandi. Etanolamin
konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisini belirlemek igin gergeklestirilen bu
calismada biyosensor tasariminda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlar1 6-
MCH (20 mM), 1,4-BDE (% 7), Glutaraldehit (% 2.5), Anti-OCN (10 ng/uL) ve OCN
(10 pg/uL) olacak sekilde sabit tutulmustur.
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3.2.5.4. Anti-OCN konsantrasyonun optimizasyonu

Anti-OCN’nin 5 ng/uL, 10 ng/uL, 20 ng/uL ve 30 ng/uL olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarinda hazirlanan c¢ozeltileriyle biyosensorler hazirlandi. Biyosensor
tasariminda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlari 6-MCH (20 mM), 1,4-
BDE (% 7), EA (0.5 M), Glutaraldehit (% 2.5) ve OCN (10 pg/uL) olarak sabit tutuldu.

3.2.5.5. Osteokalsin molekiiliiniin inkiibasyon siire optimizasyonu

Immobilizasyon islemleri sirasinda antikor ile antijenin etkilesme siiresi,
baglanma verimi ve bunun yaninda olusan bagin dayanikliligi iizerine etki eder. Bu
nedenle, immobilizasyon basamaginda yer alan tim molekiillerin optimum
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra daha yiiksek biyosensor cevaplari elde edebilmek
amaciyla 10 pg/uL konsantrasyonundaki OCN porsiyonlarinin 30 dk, 45 dk, 60 dk ve
90 dk olacak sekilde farkli inkiibasyon siirelerinde bekletilerek hazirlanan
biyosensorlerin impedans egrileri ve CV Olclimleri alindi. OCN inkiibasyon siiresinin
immobilizasyona etkisinin belirlenmesi amaglanan bu ¢alismada, biyosensorlerin
yapimi onceki deneylerde belirlenen optimum kosullarda 6-MCH (20 mM), 1,4-BDE
(% 7) (w/iv), EA (0.5 M), Glutaraldehit (% 2.5) (v/v), Anti-OCN (5 ng/uL) ve OCN (10
pg/uL) gergeklestirildi.

3.2.6. Osteopontin Tayinine Yonelik Biyosensoriin Hazirlanma Prosediirii

Temiz altin elektrot 5 mM’lik 4-MPA ¢ozeltisine daldirilip 16 saat bekletilerek
SAM tabaka olusumu gerceklestirildi. 4-MPA ile SAM tabaka olusturulmus elektrot
yiizeyine 0.2 M/0.05 M EDC/NHS c¢ozeltisinden 5 pL ekleyerek 30 dk bekletildi. Daha
sonta 10 ng/uL Anti-OPN antikorunun 5 pL’lik porsiyonu elektrot yiizeyine
damlatilarak 1 saat inkiibe edildi ve OPN biyosensor tasarimi tamamlandi (Sekil 3.4).
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“ MeKkanik temizleme-Yikama

Temiz Altin Elektrot

4-MPA baglama SAM tabaka olusumu
( 16 saat inkiibasyon)

EDC -COOH gruplarinn aktiflestirilmesi /\[\ " TcH,
N

(30 dk inkiibasyon)

NHS -COOH gruplarmin aktiflestirilmesi ﬁ

(30 dK inkiibasyon) %, ‘,,,’i\

Anti-OPN
(1 saat inkiibasyon)

Sekil 3.4. Bu tez kapsaminda gelistirilen OPN biyosensoriiniin dizayni esnasinda Anti-

OCN molekiiliiniin immobilizasyon basamaklari
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3.2.7. Osteopontin (OPN) Tayinine Yoénelik Biyosensériin Immobilizasyon

Basamaklarinin Optimizasyonu

3.2.7.1. SAM yapiminda kullamlan 4-MPA konsantrasyonunun optimizasyonu

OPN biyosensoriiniin  hazirlanmasinda SAM olusturmak i¢in 4-merkapto
fenilasetik asit kullanildi ve 4-MPA’nin biyosensor tasariminda kullanilacak optimum
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM ve 20
mM konsantrasyonlarinda hazirlanan 4-MPA ¢ozeltileri ile biyosensoérler hazirlandi. 4-
MPA Kkonsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisini belirlemek igin gergeklestirilen
bu calismada biyosensor tasariminda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlari
EDC/NHS (0.2 M/0.05 M), Anti-OPN (10 ng/uL) ve OPN (10 pg/uL) olarak sabit
tutuldu.

3.2.7.2. EDC/NHS konsantrasyonunun optimizasyonu

SAM tabaka olarak kullanilan 4-merkaptofenilasetik asitin acikta kalan
karboksil ug¢ gruplarint Anti-OCN molekiillerinin amino gruplariyla kovalent bag
yapabilmek tizere aktiflestirmek igin EDC/NHS ¢o6zelti karigimi kullanildi. Optimum
EDC/NHS konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 2 M/0.5 M, 1 M/0.25 M, 0.2 M/0.05
M ve 0.02 M/0.005 M konsantrasyonlarinda hazirlanan EDC/NHS karigimlari
kullanilarak ~ biyosensorler hazirlandi. Immobilizasyon isleminde kullanilacak
EDC/NHS ¢ozelti karisimlarinin konsantrasyonlarinin belirlemek igin gergeklestirilen
bu calismada; biyosensor tasariminda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlari

4-MPA (5 mM), Anti-OPN (10 ng/uL) ve OPN (10 pg/uL) seklinde sabit tutuldu.

3.2.7.3. Anti-OPN konsantrasyonu optimizasyonu

Anti-OPN konsantrasyonun biyosensor cevabina etkisini belirlemek amaciyla 5
ng/uL, 10 ng/uL, 20 ng/uL, 30 ng/uL ve 40 ng/uL konsantrasyonlarinda hazirlanan
Anti-OCN ¢ozeltileri kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Biyosensor tasariminda
kullanilan diger kimyasal bilesenlerin konsantrasyonlar1 4-MPA (5 mM), EDC/NHS
(0.2M/0.05M) ve OPN (10 pg/uL) olarak sabit tutuldu.
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3.2.8. Osteokalsin ve Osteopontin  Tayinine Yonelik Biyosensoriin
Karakterizasyonu

3.2.8.1. Dogrusal tayin arahgi

Optimum immobilizasyon kosullarinda elde edilen sonuglar kullanilarak [6-
MCH (20 mM), 1,4-BDE (% 7)(w/v), EA (0.5M), Glutaraldehit (% 2.5)(v/v), Anti-
OCN (5 ng/uL) veOCN (10 pg/uL)(45dk)] hazirlanan biyosensér ile OCN (10-60
pg/uL) icin; [4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0.2M/0.05M) Anti-OPN (10 ng/uL) ve OPN
(10 pg/uL)] hazirlanan biyosensor ile OPN (10-60 pg/uL) igin dogrusal tayin araligi

belirlenmistir.

3.2.8.2. OCNve OPN biyosensor yiizey alaninin hesaplanmasi

Biyosensoriin elektrot yiizeyinde meydana gelen antikor molekiilii ile kaplanma
Olgiisiinii belirlemek amaciyla; 10 farkli tarama hizinda (10-100 mV) CV olgiimleri
alindi. Elde edilen dongiisel voltamogramlardan yararlanilarak elde edilen veriler,

asagida belirtilen Laviron Esitligine uygulandi:

Q=nxFxAxT

Formiilde;

Q: ytik miktar

A: elektrot alan1 (0.0201 cm?)

n: 10 farklh tarama hizinda elde edilen CV'lerden belirlenen, akimlara karsi ¢izilen
grafiklerin egimi

F: Faraday sabiti (96485 C/mol)

I': Kaplanan yiizey alan1 (mol/cm?)’dur.

Laviron esitligi kullanilarak yalin elektrot ve Antikor kaplanmis biyosensoriin

yiizey alanlar1 belirlendi.
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3.2.8.3. Tekrar iretilebilirlik

OCN igin optimize edilmis degerleri kullanilarak [6-MCH (20 mM), 1,4-BDE
(% 7), EA (0.5M), Glutaraldehit (% 2.5), Anti-OCN (5 ng/uL) ve OCN (10
pg/uL)(45dk)] hazirlanan farkli biyosensorlerle; OPN i¢in de optimize edilmis olan
degerler kullanilarak [4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0.2M/0.05M) Anti-OPN (10 ng/uL)
ve OPN (10 pg/uL)] hazirlanan biyosensorlerde EIS ve CV olglimleri alindi ve

biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi arastirildi.

3.2.8.4. Yapay serumda uygulama

Osteokalsin ve osteopontin ¢ozeltileri 10-60 pg/uL konsantrasyon araliginda
olacak sekilde sartlarinda yapay serum ¢ozeltisinde hazirlandi. Yapay serum ¢ozeltisi
serum replacement ¢ozeltisine (S2640- Sigma Aldrich Co.) 50 kat seyreltilerek 4.5 mM
KCI, 5 mM CaCl> ve 145 mM NaCl olacak sekilde tuz ilaveleri yapilarak hazirlandi.
Hazirlanan OCN ve OPN biyosensorlerinin yapay serumda hazirlanan OCN ve OPN
porsiyonlart ile EIS ve CV dlgiimleri alinarak biyosensor cevabi lizerinde yapay serum

bilesenlerinin etkisinin olup olmadigi belirlendi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1. Osteokalsin Biyosensorii ile Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Osteokalsin Biyosensériiniin Dizaynina iliskin Bulgular

Osteokalsin biyosensoriiniin  her bir immobilizasyon basamagindan sonra
elektrot yiizeyindeki degisimler EISve CV ol¢limleri ile incelendi. Sonuglar Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2 olarak verildi. OCN biyosensoriiniin tasarimindaki her bir immobilizasyon

adimi1 asagida verilen kisaltmalarla isimlendirildi:

Au-Bare: Temiz Altin elektrot yiizeyi

Au-6MCH: 6-MCH ile kaplanmis elektrot ylizeyi

Au-6MCH-1,4BDE: 1,4BDE ile aktive edilerek kaplanan elektrot yiizeyi
Au-6MCH-1,4BDE-EA: EA baglanmis aktif elektrot yiizeyi
Au-6MCH-1,4BDE-EA-GLT: Glutaraldehit capraz baglamasi sonrasi elektrot

o > 0w DN e

yiizeyi
6. Au-6-MCH-1,4BDE-EA-GLT-Anti OCN: Antikor baglamasindan sonra elektrot
yiizeyi olarak ifade edilmistir.
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Zreal (ohm)
Sekil 4.1. OCN biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin impedans
spektrumlari
Cyche Vetammetry
# CURVE3 (S3-6MCH-1,4BDE-CV.DTA)
CURVES (S3-6MCH-1,4BDE-EA-ANTlocn-CV.DTA)
15,00 uA CURVES (S3-6MCH-1,4BDE-EA-CV.DTA)
- CURVES (S3-6MCH-CV.DTA)
- CURVES (S3-BARE-CV.DTA)
10 pg/pL
5,000 uA
<
E
5,000 uA
10 pg/uL
-15,00 uA
1500 mV 50,00 mV 250,0 mV 450,0 mV
Vi (Vvs. Ref.)
Sekil 4.2. OCN biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin  dongiisel
voltamogramlari
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Her immobilizasyon basamagi sonrasinda EIS analizleri yapildi, elde edilen
Nyquist impedans egrileri Gamry Echem Analyst® yazilimi kullanilarak Bolim 3.2.3’te
verilen hesaplama yontemine gore analiz edilerek Rct degerleri hesaplandi. Hesaplama

sonuglar1 Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Her bir immobilizasyon basamag i¢in hesaplanan Rct degerleri

Elektrot yiizeyi Rct (kQ)
Au-Bare 0.2820
Au-6MCH 0.3162
Au-6MCH-1,4BDE 0.6138
Au-6MCH-1,4BDE -EA 0.8573
Au-6MCH-1,4BDE —EA-AntiOCN 3.3550

Elde edilen degerler Au elektroda 6-MCH baglanmasi ile elektrodun yiizey
direncinin 0.2820 kQ’dan 0.3162 kQ’a arttigin1 gostermektedir (Sekil 4.1). Burada 6-
MCH’lerin diizenli yapilar olan SAM’leri olusturmasiyla, yiizeye baglanan 6-MCH’nin
hidrokarbon zincirlerinin elektron transferini engelledigi ve ylizeyi daha yalitkan yaptigi
diistiniilmektedir. Bu diizenli yap1 bir taraftan elektron transferini engelleyerek yiizeyi
daha yalitkan yaparken diger taraftan da 6-MCH molekiillerinin uglardaki iletkenlik
veren serbest hidroksil gruplari nedeniyle de elektron iletimini azaltalarak Ret degerini
dengeledigi diisiiniilmeltedir, bu nedenle impedans artiginin ¢ok olmadig1 gézlemlendi.
Sonug olarak bu dengede yalitkanligin kazandigi goriilmektedir. Elde edilen dongiisel
voltamogramlar (CV) incelendiginde; yalin Au elektroda gore 6-MCH baglanmasi ile
elde edilen voltamogramlarin karakteristik piklerinde de bu durum gozlendi. Yiizeyin
bir miktar yalitkan hale gelmesiyle yiizeye daha az redoks probu ulastigi ve 6lgiilen
akim miktariin da bir miktar azaldig: goriildii (Sekil 4.2).

Sonrasinda altin elektrot yiizeyinde SAM formundaki 6-MCH’lerin yiizeyine ara
kol olarak 1,4BDE immobilize edildi. 1,4BDE immobilizasyonun elektrot yiizeyinin
Rct degerini arttirdig1 gozlendi (Cizelge 4.1). Rct degerlerinin 0.3162 kQ’dan 0.6138k
O’a arttigl gozlendi. Bu artisin nedeninin 6-MCH’nin hidroksil grubu ile 1,4-BDE

arasinda olusan ara iiriinlin pozitif yiiklii olup, redoks probunu elektrot yiizeyine dogru
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¢ekememesinden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniildii. Bunun sonucu olarak yiizeye
daha az redoks probu ulagsmis ve daha az doniisiime ugramistir. Elektrot ylizeyine daha
az yiik ulasmasi Rct’nin de yiikseldigini gosterir ki bu sonu¢ Nyquist egrisinden de
gozlemlenmektedir (Sekil 4.1). Ayrica daha az elektrolitin doniistime ugramasi CV’de
Olgiilen akimin da azalmasina sebep olmustur (Sekil 4.2). CV’deki bu azalma EIS

Olctimlerinden elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Altin elektrot yiizeyine 1,4BDE immobilizasyonunun ardindan Etanloamin
immobilize edildi. Etanolamin molekiillerinin serbest uglarindaki —NH2 gruplarinin
iletkenlik tizerinde bir miktar etkisi olacagi distiniiliir. Ancak elektrot yiizeyinde
olusturulan tabakanin uzunlugu arttig1 i¢in yiizeye daha az redoks probu ulasarak
elektrot yilizeyine daha az yiik ulasmasina neden olmustur. Buna bagl olarak da Rct’nin

0.6138 k€’dan 0.8573 k€’a az miktarda yiikseldi (Cizelge 4.1).

OCN biyosensoriiniin dizayninin son asamasinda ylizeye Anti-OCN molekiili
immobilize edildi. Bu immobilizasyonla, Rect degeri 0.8573 kQ’dan 3.3550 kQ’a
yiikseldi. Proteinler olusturulan immobilizasyon hattina nazaran daha biiyiik molekiiller
olduklar i¢in elektrot yiizeyine redoks probu transferini biiyiik 6l¢iide bloke ederler.
EIS spektrumlarindan elde edilen Rct degerindeki bu biiyiik artis (Cizelge 4.1),
dongiisel voltamogramlarda da pik akimin degerinde belirgin bir azalmaya neden oldu
(Sekil 4.2).

4.1.2. Osteokalsin Biyosensoriiniin Immobilizasyon Basamaklarinin

Optimizasyonuna fliskin Bulgular

4.1.2.1. 6-MCH konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

6-merkaptohekzanol’iin 10 mM, 20 mM, 30 mM ve 40 mM olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan g¢ozeltileriyle biyosensorlerin Nyquist egrilerinden elde
edilen Rct degerleri ile OCN konsantrasyonu arasinda ¢izilen kalibrasyon grafikleri
Sekil 4.3’de, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilar1 ile dogru denklemleri

Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.3. 6-MCH konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.2. 6-MCH konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin

dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

6-MCH konsantrasyonu | Dogrusallik katsayisi (R?) Dogru denklemi
10 mM 0.9662 y =0.2151x+0.4395
20 mM 0.9857 y =0.2195x+0.6103
30 mM 0.9631 y =0.1987x + 4.5493
40 mM 0.9864 y =0.1278x + 8.196

Calismadaki tiim biyosensor sonuglart incelenirken, hesaplanilan Rct degerleri
ile ¢alisilan parametrenin verileri arasinda olusturulan standart grafiklerin dogrusallik
katsayist 1’e en yakin ve biyosensor cevabi en yiiksek olan konsantrasyon o ¢alismada
optimum konsantrasyon olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.3’te goriildiigi tizere 30 mM’lik 6-MCH’ nin kullanildig1 biyosensoriin

verdigi cevabin diger biyosensorlere gore daha yiiksek olmasina ragmen lineerliginin
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diisiik olmas1 nedeniyle dogrusallik katsayisinin en yiiksek oldugu 20 mM’lik 6-MCH
optimum konsantrasyon olarak belirlendi. 10 ve 20 mM’lik 6-MCH’nin kullanildig
biyosensorlerin verdigi cevaplar birbirine ¢ok yakin olmasma ragmen dogrusallik
katsayisi nedeniyle 20 mM sec¢ilmistir. 40 mM’lik 6-MCH’nin kullanildig:

biyosensoriin verdigi cevap diisiiktiir.

4.1.2.2. 1,4-BDE konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkKisi

1,4-Biitandiol diglisidil eter % 1, % 4, % 7 ve % 10 olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileriyle hazirlanan biyosensorlerin Nyquist egrilerinden elde
edilen Rct degerleri ile OCN konsantrasyonu arasinda cizilen kalibrasyon grafikleri
Sekil 4.4°de, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile dogru denklemleri de
Cizelge 4.3 de verilmistir.

20 1 o1 BDE 1,4-BDE y = 0,2525x + 2,2833
18 - % R*=0,9616
A %7 BDE 1,4-BDE
16 | op08DE 1,4-BDE
14 -
—_ y = 0,2934x - 0,3038
12 - R2=0,988
2
= 10 - y =0,1291x + 0,1671
= R>=0,9248
< 8 -
6 |
4 |
o
2 |
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
OCN (pg/nL)

Sekil 4.4. 1,4-Biitandiol diglisidil eterkonsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.3. 1,4-Biitandiol diglisidil eterkonsantrasyonunun optimizasyonunda elde

edilen grafiklerin dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

1,4-BDE k t
onsantrasyond Dogrusallik katsayis1 (R?) Dogru denklemi
(wiv)
%1 0.9248 y =0.1291x+0.1671
% 4 0.9634 y = 0.2984x-0.0699
%7 0.988 y =0.2934x - 0.3038
% 10 0.9616 y = 0.2525x + 2.2833

Sekil 4.4°deki kalibrasyon grafigi géz oniine alindiginda % 1’lik 1,4-BDE’nin
kullanildig1 biyosensdriin verdigi cevap ve dogrusallik katsayist diisiik oldugu, diger ii¢
biyosensoriin verdigi cevaplarin birbirine yakin oldugu goriildi. Elde edilen veriler géz
oniine alindiginda dogrusallik katsayis1 ve biyosensor cevabi en yiiksek konsantrasyon

olan % 7’lik 1,4-BDE konsantrasyonu optimum konsantrasyon olarak secildi.

4.1.2.3. Etanolamin konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Etanolamin 0.1 M, 05 M, 1.0 M ve 15 M olacak sekilde farkh
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileriyle hazirlanan biyosensorlerin Nyquist egrilerinden elde
edilen Rct degerleri ile osteokalsin konsantrasyonu arasinda g¢izilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.5’de elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilar1 ile dogru

denklemleri de Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Etanolamin konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.4. Etanolamin konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilari

EA konsantrasyonu Dogrusallik katsayisi (R?) Dogru denklemi
0.1M 0.8473 y = 0.065x+4.221
05M 0.9844 y = 0.0367x+1.9238

1M 0.9779 y = 0.1035x + 0.4069
2M 0.7625 y =0.3278x + 3.4522

Elde edilen veriler géz oniine alindiginda dogrusallik katsayisi ve biyosensor
cevabi en yiiksek olan konsantrasyon optimum konsantrasyon olarak segcildi. Sekil

4.5’te gorildigl tizere 40 mM EA kullanilan elektrot hari¢ diger biyosensdrlerin
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cevaplarinin birbirine yakin oldugu goriildii. Dogrusallik katsayist en yiiksek olan ve
maliyet acisindan en az kimyasal madde kullanilarak hazirlanilan 0.5 M EA optimum
konsantrasyon olarak belirlendi. 2 M EA kullanildiginda en yiiksek biyosensor cevabi

alinmasina ragmen dogrusallik katsayisi ¢cok diisiik oldugu goriilmektedir.

4.1.2.4. Anti-OCN konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

5 ng/uL, 10 ng/uL, 20 ng/uL ve 30 ng/uL olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki Anti-OCN porsiyonlariyla hazirlanan biyosensorlerin Nyquist
egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile Osteokalsin konsantrasyonu arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.6’da, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile

dogru denklemleri de Cizelge 4.5’te verilmistir.

y =0,0511x + 5,2706
9 A5 ng/uL Anti-Ocn R?=0,9925
8 ® 10 ng/uL Anti-Ocn
X 20 ng/pL Anti-Ocn
7 30 ng/puL Anti-Ocn
~—N 6 —
g5
= y =0,0544x + 2,7567
é 4 R2=10,9948
< 3 y =0,032x + 3,2972
R%=0,9787
2
1
0
0 10 20 30 40 50 60 70
OCN pg/uL

Sekil 4.6. Anti-OCNkonsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

54



Cizelge 4.5. Anti-OCN konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen grafiklere ait

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilar

Anti-OCN konsantrasyonu | Dogrusallik katsayisi (R?) Dogru denklemi
5ng/uL 0.9948 y = 0.0544x+2.7567
10 ng/uL 0.9787 y = 0.0320x+3.2972
20 ng/uL 0.9925 y =0.0511x + 5.2706
30 ng/ulL 0.9862 y = 0.0358x + 3.9528

Sekil 4.6 ve Cizelge 4.5 incelendiginde, 5 ng/uL ve 20 ng/uL anti-OCN
kullanilarak hazirlanan biyosensorlerin en yiiksek cevabi verdigi goriildi. Bu iki
konsantrasyonda hazirlanan biyosensorler icin hazirlanan standart grafiklerin
dogrusallik katsayilari birbirine yakin oldugu i¢in biyosensér hazirlama maliyeti

g6zoniine alindi ve 5 ng/uL optimum anti-OCN konsantrasyonu olarak segildi.

4.1.2.5. OCN inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

10 pg/uL konsantrasyonundaki OCN porsiyonlarinin 30 dk, 45 dk, 60 dk ve 90
dk olacak sekilde farkli inkiibasyon siireleri ile hazirlanan biyosensorlerin Nyquist
egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile OCN konsantrasyonu arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.7°de; elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile

dogru denklemleri de Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.7. OCN inkiibasyon siiresinin biyosensdr cevabina etkisi

Cizelge 4.6. OCN inkiibasyon siiresi optimizasyonunda

dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

elde edilen grafiklere ait

OCN inkiibasyon siiresi | Dogrusallik katsayis1 (R?) Dogru denklemi
30 dakika 0.9499 y = 0.4332x — 2.3888
45 dakika 0.971 y =0.1094x + 1.4493
60 dakika 0.9601 y =0.0861x + 1.9681
90 dakika 0.9695 y =0.1418x + 1.9059

Sekil 4.7°de gortildiigii gibi OCN analitinin 30 dk inkiibasyonu sonucu

biyosensdr cevabinin en iyi oldugu tespit edildi fakat dogrusallik katsayis1 diisiiktii. Bu

nedenle diger ii¢ konsantrasyonda hazirlanan biyosensor grafiklerinin dogrusallik

katsayisi en yiiksek olan 45 dk optimum inkiibasyon siiresi olarak belirlendi.

Gelistirilen OCN  biyosensoriin  dizayninda  kullanilan  immobilizasyon

basamaklari i¢in elde edilen optimum degerler Cizelge 4.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. OCN biyosensoriiniin tasariminda kullanilan kimyasal maddelerin

optimum degerleri

Immobilizasyon adimlar: Optimum degerler
6-MCH konsantrasyonu 20 mM
1,4-BDE konsantrasyonu % 7
EA konsantrasyonu 05M
Glutaraldehit konsantrasyonu % 2.5
Anti-OCN konsantrastyonu 5ng/uL
OCN inkiibasyon siiresi 45 dk.

4.1.3. OCN Biyosensériiniin Karakterizasyonuna iliskin Bulgular

4.1.3.1. Dogrusal tayin arahg

OCN  biyosensoriinlin ~ immobilizasyon  basamaklarinin  optimizasyonu
caligmalarinda elde edilen degerler kullanilarak [6-MCH (20 mM), 1,4BDE (% 7),
glutaraldehit (% 2.5), Anti-OCN (10 ng/uL ) ve OCN (5 pg/ uL) 45dk] hazirlanan
biyosensorler ile biyosensoriin dogrusal tayin araligini belirlemek igin 10-60 pg/uL
OCN konsantrasyonu araliginda biyosensor cevaplart 6lgiildi. 10-60 pg/uL OCN
araliginda ¢alisilan biyosensorlerden elde edilen Nyquist egrileri ve CV egrileri alindi
ve Nyquist egrileri kullanilarak hesaplanan ARct degerleri ile OCN konsantrasyonu
arasinda standart kalibrasyon egrileri ¢izildi. Elde edilen Nyquist egrileri ve CV egrileri
Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da verildi.

Sekil 4.8’de goriildiigii lizere yiizeye OCN antijeni baglandiginda elektronlarin
yiizeye ulagmasi zorlagsmis, her OCN ilavesinde bu engelleme durumu lineer olarak
artarak devam ettigi goriildii. Sonug olarak her OCN antijeni ilavesi sonrasi alinan
impedans spektrumlarinda impedans degerlerinin arttig1 ve dongiisel voltamogramlarda

ise pik ytiksekliklerinin yani iletkenliklerinin azaldigi gézlendi.
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Sekil 4.8. 10-60 pg/uL OCN tayin araligi ¢aligmalarinda elde edilen Nyquist egrileri

Cyciic Voltammetry
13,00 uA
- CURVE3 (S3-6MCH-1,4BDE-EA-ANTlocn-100cn-CV.DTA)
- CURVE3 (S3-6MCH-1,4BDE-EA-ANTlocn-200cn-CV.DTA)
- CURVES (83-6MCH-1,4BDE-EA-ANTlocn-300cn-CV.DTA)
8.000uA - _g CURVES (83-6MCH-1,4BDE-EA-ANTIocn-400cn-CV.DTA)
-~ CURVES3 (S3-6MCH-1,4BDE-EA-ANTlocn-500cn-CV.DTA)
CURVE3 ($3-6MCH-1,4BDE-EA-ANTlocn-600cn-CV.DTA)

3,000 uA

Im (&)

-2,000 uA

-7,000 uA

-12,00 uA
-140,0 mV 60,00 mV 260,0 mV 460,0 mV

Vf (V vs. Ref.)

Sekil 4.9. 10-60 pg/uL OCN tayin araligi ¢alismalarinda elde edilen dongiisel

voltamogramlar
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Nyquist egrilerinden hesaplanan Rct degerleri kullanilarak OCN standart
kalibrasyon grafigi olusturuldu ve Sekil 4.10°da verildi.

16 -
14 -
12 -
= 10 A y =0,2063x + 2,3236
% R2=10,9921
= 8-
(&)
x
< 6 -
L J
4 .
2 i
O T T T T T T 1
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Sekil 4.10. 10-60 pg/uL tayin araliginda OCN biyosensorii kalibrasyon grafigi

4.1.3.2.0CN biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

OCN biyosensorii hazirlanirken elektrot ylizeyinde immobilizasyon esnasinda
meydana gelen kaplanma durumu 10 farkli tarama hizinda (10-100 mV) CV &l¢timleri
alinarak gergeklestirildi. Au-yalin elektrot ve Anti-OCN kaplanmis (Au / 6-MCH / 1,4-
BDE / EA / GLT / Anti-OCN) elektrot i¢in -0.1, 0.5 V potansiyel araliginda 10-20-30-
40-50-60-70-80-90-100 mVs? olacak sekilde 10 farkli tarama hizinda CV
Olgtimlerinden elde edilen veriler Boliim 3.2.8.2°de verilen Laviron esitliginde yerine
konularak hesaplandi. Au-iplak elektrot yiizeyi igin yiizey alam (') 1.9x107" mol/cm?,
Au / 6-MCH / 1,4-BDE / EA / GLT / Anti-OCN elektrotunun yiizeyi igin 2.9x107
mol/cm? olarak hesaplandi. Au / 6-MCH / 1,4-BDE / EA / GLT / Anti-OCN
elektrotunun I' degerleri, ¢iplak elektrot igin elde edilen yiizey alan1 degerinden belirgin
sekilde daha yiiksek oldugu gozlendi, bu da Au elektrot yiizeyinin Anti-OCN ile
kaplandigin gosterdi.
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4.1.3.3. Tekrar iretilebilirlik

Bolim 3.2.8.3’te anlatildig1 gibi optimize edilmis immobilizasyon basamaklari
degerleri kullanilarak [6-MCH (20 mM), 1,4BDE (% 7), glutaraldehit (% 2.5), Anti-
OCN (10 ng/uL) ve OCN (5 pg/ nL) 45dk] hazirlanan sekiz farkli biyosensor ile 10-60
pg/uL OCN konsantrasyon araliginda biyosensor cevaplari alindi. Elde edilen Nyquist
egrileri kullanilarak hesaplanan ARct degerleri ile OCN konsantrasyonu arasindaki
standart kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilart (R?), dogru denklemleri

Cizelge 4. 8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. 10-60 pg/uL araliginda OCN biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirligi

Biyosensor Dogrusallik Tayin arahigi
Dogru denklemi

numarasi katsayisi (R?) (pg/nL)
1 0,992 y=0,206x + 2,324 10-60
2 0,992 y=0,091x + 0,775 10-60
3 0,987 y=0,108x + 1,343 10-60
4 0,987 y=0,201x — 0,234 10-60
5 0,986 y=0,299x — 0,037 10-60
6 0,9869 y=0,3311x-1,662 10-60
7 0,980 y=0,247x + 2,143 10-60
8 0,978 y=0,485x — 1,092 10-60

Cizelge 4.8’de de goriildigii gibi hazirlanan 8 farkli OCN biyosensdriiniin de
benzer egim ve dogrusallik katsayilarina sahip oldugu goriilmektedir. Benzer sonuglarin
elde edilmesi, optimize edilmis immobilizasyon kosullarinda hazirlanan OCN
biyosensorlerinin tekrar iiretilebilirliginin yiiksek oldugunu ve OCN miktar analizlerini

yiiksek dogrulukta yapabiledigini géstermektedir.
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4.1.3.4. Yapay serumda uygulama

Boliim 3.2.8.4°te anlatildig1 gibi optimize edilmis immobilizasyon basamaklari
degerleri kullanilarak [6-MCH (20 mM), 1,4BDE (% 7), glutaraldehit (% 2.5), Anti-
OCN (10 ng/uL ) ve OCN (5 pg/ uL) 45dk] hazirlanan biyosensorler ile yapay serumda
Olgtimler alindi. Yapay serumun biyosensor cevabi tlizerindeki etkisi 10-60 pg/uL lineer
araliginda incelendi. Olgiimler, optimum immobilizasyon kosullar1 altinda hazirlanan
biyosensorler ile yapay serumda hazirlanan OCN porsiyonlar igin gergeklestirildi.
Hazirlanan OCN biyosensorii ile yapay serumda hazirlanan OCN miktarlari
belirlenerek, olusturulan standart grafik denkleminden OCN miktarlar1 ve % doniisiim

sonuglar1 hesaplandi ve Cizelge 4.9'da verildi.

Cizelge 4.9. Yapay serum oOrneklerinde Onerilen biyosensorii kullanarak elde edilen

OCN 6l¢iimiiniin sonuglari

Yapay serumdaki | Olgiilen OCN seviyesi
Doniisiim (%)
OCN seviyesi (pg/nL) (pg/nL)
10 9.85 98.5
20 20.93 104.6
30 28.82 96.06
50 50.54 101.08
60 59.85 99.75

Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi, yapay serum numunelerindeki analizler yapay
serumdaki tuzlarin ve diger biyomolekiillerin biyosensor yaniti iizerinde ¢ok etkisi
olmamustir. Bu nedenle, gelistirilen biyosensor gergek serum orneklerinde de OCN'nin

kesin ve spesifik olarak belirlenmesi potansiyeline sahiptir.

Gelistirilen OCN biyosensoriiniin tespit ve tayin sinirlarini belirlemek iizere
IUPAC tavsiyelerine géore LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. OCN biyosensdriiniin
LOD degeri 1.1 pg/ul, LOQ degeri 3.7pg/uL olarak belirlendi.
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Sonu¢ olarak bu tez kapsaminda; 10-60 pg/uL tayin araliginda, yiiksek

dogrulukta OCN tayini yapabilen, tekrar lretilebilirligi yliksek OCN biyosensorleri

basariyla hazirlanmistir.

4.2. Osteopontin Biyosensorii ile Elde Edilen Bulgular

4.2.1. Osteopontin Biyosensoriiniin Dizaynina Iliskin Bulgular

Osteopontin biyosensoriiniin  her bir immobilizasyon basamagindan sonra

elektrot ylizeyindeki degisimler EIS ve CV 6l¢iimleri ile incelendi. Sonuglar Sekil 4.11

ve Sekil 4.12 olarak verildi. OPN biyosensoriiniin dizaynindaki her bir immobilizasyon

adim1 asagida verilen kisaltmalarla isimlendirildi:

4,000 kohm

Zimag (ohm)

" 2,000 kohm

0,000 ohm

Sekil

0,000 ohm

1. Au-Bare: Temiz Altin elektrot yiizeyi

2. Au-4MPA: 4-MPA ile kaplanmis elektrot yiizeyi

3. Au-4MPA-EDC/NHS: EDC/NHS ile aktive edilmis modifiye elektrot
yiizeyi

4. Au-4MPA-EDC/NHS-ANTIOPN: Antikor baglamasindan sonra elektrot
yiizeyi olarak ifade edilmistir.

200 bohm —
e
S \\
r
130 kohm \\

X

-+ ZCURVE (S1-BAREDTA) LY
- ZCURVE (S1IPADTA) e \
& ZCURVE ($1-MPA-EDCNHS DTA) ! \
8- ZCURVE (S1-MPA-EDCNHS-ANTIBSP.DTA) / \

Wi / \

LR
i it Wi
Tl
2,000 kohm 4,000 kohm 6,000 kohm 8,000 kohm

Zreal (ohm)

4.11. OPN biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin impedans

spektrumlari
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Cyclic Votammetry

2000uA
-6~ CURVE3 (S1-4MPA-CV.DTA)
-#- CURVES (81-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-CV.DTA)
- CURVES ($1-4MPA-EDCNHS-CV.DTA)
- CURVES ($1-BARE-CV.DTA)
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o
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o
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s
o
.......
0¥
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< 0000A
E

-10,00 uA

-20,00uA
-2000mV 0,000V 2000mv 4000 mv 600,0mv

Vi (Vs Ref)
Sekil 4.12. OPN biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin  dongiisel

voltamogramlari
Boliim 3.2.3’teki hesaplama yontemine gore her bir immobilizasyon basamagi
icin Gamry Echem Analyst® yazilimi ile Nyquist impedans spektrumlarindan Rct

degerleri hesaplandi, belirlenen Rct sonuglari Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4. 10. Her bir immobilizasyon basamagi i¢in hesaplanan Rct degerleri

Elektrot yiizeyi Rct (kQ)
Au-Bare 0.1606
Au-4MPA 15.42
Au-4MPA-EDC/NHS 0.07191
Au-4MPA-EDC/NHS-ANtiOPN 0.1913

Temiz altin elektrot yiizeyine immobilize edilen 4-MPA’larin diizenli tek
tabakalar olarak adlandirilan SAM’leri olusturduklar1 ve ylizeye baglanan 4-MPA’nin
fenil grubundan dolayr yiizey direncinin arttigi goriilmektedir (Sekil 4.11). OCN
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biyosensoriinde kullanilan 6-MCH’lerin yapisinda bulunan hidrokarbon zincirleri,
iletkenligi bir miktar engellemistir (Sekil 4.1). OPN biyosensoriinde kullanilan 4-
MPA’larin yapisinda bulunan feniller diizlemsel olup, bu diizlemsellik nedeniyle ¢ok
daha diizenli tabakalar olusturdugu, bu nedenle de impedansinin ¢ok yiikseldigi
goriilmistiir (Sekil 4.11). Rct degerleri hesaplandiginda da yalin altin elektrodun Rct
degeri 0.1606 kQ iken, 4-MPA kaplanmis elektrodun Rct degeri 15.42 kQ’a kadar ¢ok
yiiksek oranda artmistir (Cizelge 4.9). CV Olglimleri géz oniline alindiginda Sekil
4.12°’de elde edilen dongilisel voltamogramlarda Au elektrot yilizeyine 4-MPA
baglanmasi ile voltamogramlardaki karakteristik pikin kayboldugu ve daralma oldugu

gozlenmektedir.

Cizelgeden de gorildigi {izere 4-MPA’da bulunan karboksil uglarimi
aktiflestirmek i¢in kullanilan EDC/NHS, elektrot yiizeyinin Rct degerini ¢ok fazla
distirmistiir (Cizelge 4.10). Rct degerinin diismesi elektrot yiizeyine daha fazla yiik
ulastiginin bir gostergesidir. Bunun sebebi, karboksil grubunun aktiflestirilmesi sonucu
olarak yiizeye daha fazla redoks probu ulastiginin gostergesidir. Bu Sekil 4.11°de
impedansin artmasiyla goriilmektedir. Yiizeye eklenen aktif EDC/NHS nedeniyle 0.1 M
KCl igeren ve 5 mM Kz[Fe(CN)e]/Ka[Fe(CN)e] ¢ozeltisi araciligiyla aktarilan
elektronlar artan iletkenlikle birlikte daha fazla yiikiin ulastigini, bu da 15.42 kQ olan
Rct degerinin 0.07191 kQ’a diistiigiinii gosterir. Bu hem impedans grafiklerinden (Sekil
4.11) hem de CV’lerden (Sekil 4.12) gortilmiistiir.

Yiizeye Anti-OPN baglandiginda yiizeyin elektron gecirgenligi azalir. Ciinkii
proteinler olusturdugumuz immobilizasyon hattina gore daha biiyiik molekiillerdir ve
elektrot yiizeyine redoks probunun elektron transferini bir miktar bloke ederler. Sonug
olarak EIS spektrumlari igin Rct degerinde bir miktar artis, dongiisel voltamogramlarda

ise pik yiiksekligi degerinde kiigiik miktarda azalma gozlenmistir.

Yiizeye OPN antijeni baglandiginda ise elektronlarin yilizeye ulasmasi daha da
zorlagir. Her OPN ilavesinde bu engelleme islemi artarak devam eder. Sonug olarak her
ilave sonrasi, alinan impedans spektrumlarinda Rct degerlerinin arttigi ve dongiisel

voltamogramlarda ise pik yiiksekliklerinin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.17).
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4.2.2. Osteopontin Biyosensoriiniin Immobilizasyon Basamaklarinin

Optimizasyonuna Iliskin Bulgular

4.2.2.1. 4-MPA konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

4-merkaptofenilasetik asit 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM ve 20 mM
olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki cozeltileriyle hazirlanan biyosensorlerin
Nyquist egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile OPN konsantrasyonu arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.13’te, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile
dogru denklemleri Cizelge 4.11°de verilmistir.

1200 1 .1 v y = 13,633x + 309,14
25 mM R2=0,9962
1000 1 as5mM™m y = 15,502x + 89,586
R2=0,9976
_.800 |4 mismM y = 11,001x + 268,88
g @20 mM R2=10,9705
= 600 -
v
<
400 - y = 9,859x - 37,62
R2=0,9883
200 - y =9,026x - 8,42
R2=0,9921
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

OPN (pg/pnL)

Sekil 4.13. 4-MPA konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.11. 4-MPA konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin

dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

4-MPA konsantrasyonu | Dogrusallik katsayis1 (R?) Dogru denklemi
1mM 0.9883 y = 9.859x-37.62
2.5 mM 0.9921 y = 9.026x-8.42

5mM 0.9976 y = 15.502x + 89.586

10 mM 0.9902 y =9.551x +192.13

15 mM 0.9705 y =11.001x + 268.88

20 mM 0.9962 y = 13.633x + 309.14

Sekil 4.13°te goriildiigii iizere, en yliksek dogrusallik katsayisi ve biyosensor
cevaplart 5 mM ve 20 mM 4-MPA konsantrasyonlarinda hazirlanan biyosensdrler igin
elde edildi. 4-MPA konsantrasyonundaki artisin biyosensor cevabi iizerine ¢ok fazla

etkisi olmadigi i¢in 5 mM optimum 4-MPA konsantrasyonu olarak belirlendi.

4.2.2.2. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

EDC/NHS 2 M /05M,1M/0.25 M, 0.2 M/0.05M ve 0.02 M/ 0.005 M
olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileriyle hazirlanan biyosensorlerin
Nyquist egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile OPN konsantrasyonu arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.14’te, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile
dogru denklemleri de Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.14. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.12. EDC/NHS konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin

dogrusallik katsayilar1 ve dogru denklemleri

EDC/NHS konsantrasyonu | Dogrusallik katsayisi (R?) Dogru denklemi
2M/0.5M 0.9975 y = 14.211x+40.347
1M/0.25M 0.9964 y = 8.6455x+119.7

0.2M/0.05M 0.9821 y = 25.934x + 408.72
0.02M/0.005M 0.7794 y = 21.034x + 1638.5

Sekil 4.14’te goriildiigli lizere biyosensor cevabi en yiiksek olan EDC/NHS
konsantrasyonu 0.02 M / 0.005 M olarak gézlemlendi fakat dogrusallik katsayisinin
diisiiktii. Diger ilic konsantrasyon icin hazirlanan biyosensorlerin grafiklerinin
dogrusallik katsayilar1 birbirine yakin oldugu belirlendi. Deney sirasinda yiiksek
EDC/NHS konsantrasyonlarinda ¢ozeltilerin elektrot yiizeyinde katilastigi goriildii.
Katilasan EDC/NHS ¢ozeltisini ylizeyden uzaklastirmak i¢in uygulanan temizleme
isleminde tabaka ylizeyden ¢ok zor ayrildi. Bu temizleme isleminin altin elektrot

ylizeyine immobilize edilmis molekiillere zarar verebilecegi diisiiniilerek dogrusallik
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katsayist ve biyosensor cevabi nispeten yiiksek olan 0.2 M / 0.05 M optimum

EDC/NHS konsantrasyonu olarak segildi.

4.2.2.3. Anti-OPN konsantrasyonunun biyosensor cevabina etKisi

5 ng/uL, 10 ng/uL, 20 ng/uL, 30 ng/uL ve 40 ng/uL olacak sekilde farkli

konsantrasyonlardaki Anti-OPN porsiyonlariyla hazirlanan biyosensoérlerin Nyquist

egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile Osteopontin konsantrasyonu arasinda c¢izilen

kalibrasyon grafikleri Sekil 4.15°te, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilari ile

dogru denklemleri de Cizelge 4.13°te verilmistir.

1200 y = 16,099x + 51,267
@5 ng/pl ’RQ =0,9539
| W10 ng/ul
1000 y = 8,4663x + 205,05
%30 ng/ul R>=0,9911
800 1 ®@40ng/ul y = 6,921 + 324,72
R>= 0,987
@]
X
— 600 - y = 6,8818x + 264,19
T R2=0,9938
<
400 -
*
200 - -
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
OPN (pg/pL)

Sekil 4.15. Anti-OPN konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.13. Anti-OPN konsantrasyonu optimizasyonunda

dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilar

elde edilen grafiklere ait

. Dog Ik kat
Anti-OPNkonsantrasyonu ogrusatix katsayist Dogru denklemi
(R?)
5 ng/uL 0.9539 y = 16.099x+51.267
10 ng/uL 0.9938 y = 6.8818x+264.19
20 ng/uL 0.9288 y =10.978x + 107.76
30 ng/uL 0.9911 y = 8.4663x + 205.05
40 ng/uL 0.987 y =6.921x+324.72
Sekil 4.15’te gorildigi tzere; 10, 20, 30 ve 40 ng/uL Anti-OPN

konsantrasyonlarinda hazirlanan biyosensorler igin olusturulan standart grafiklerin

egimleri birbirine yakindir. Bu nedenle bu dort konsantrasyondan en yiliksek dogrusallik

katsayisinin elde edildigi 10 ng/uL optimum Anti-OPN konsantrasyonu olarak

belirlendi. 5 ng/uL Anti-OPN Konsantrasyonunda, en yiiksek biyosensor cevabi

alinmasina ragmen dogrusallik katsayisinin diistiktii.

Gelistirilen OPN biyosensor sisteminin dizayninda kullanilan immobilizasyon

basamaklari i¢in elde edilen optimum degerler Cizelge 4.14’te gosterilmistir.

Cizelge 4.14. OPN biyosensoriiniin tasariminda kullanilan kimyasal maddelerin

optimum degerleri

Immobilizasyon adimlari

Optimum degerler

4-MPA konsantrasyonu 5mM
EDC/NHS konsantrasyonu 0.2M/0.05M
Anti-OPN konsantrasyonu 10 ng/uL
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4.2.3. OPN Biyosensoriiniin Karakterizasyonuna liskin Bulgular

4.2.3.1. Dogrusal tayin arahgi

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak [4-MPA (5
mM), EDC/NHS (0,2M/0,05M), Anti-OPN (10 ng/uL) ve OPN (10 pg/ pL) 45dK]
hazirlanan biyosensor ile daha genis bir dogrusal tayin aralig1 belirlemek i¢in iki farkl
OPN konsantrasyonu araliginda c¢aligmalar yapilmistir. 10-60 pg/uL OPN araliginda
calisilan biyosensorden elde edilen Nyquist egrileri, CV egrileri ve bu egriler
kullanilarak hesaplanan ARct degerleri ile OPN konsantrasyonu arasindaki standart

kalibrasyon egrileri Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18’de gosterilmistir.

& ZCURVE (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIESP.DTA)

& ZCURVE (52-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-10BSP.TA)

& ZCURVE (52-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-20BSP.DTA)

& ZCURVE (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-30BSP.DTA)
4000 ohm ZCURVE (S2-4MPAEDCNHS-ANTIBSP-40BSP DTA)

& ZCURVE ($2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-50BSP.DTA)

- ZCURVE (52-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-60BSP.TA)

-Zimag (ohm)

200,0 ohm

0,000 chm
0,000 ohm 500,0 ohm 1,000 kohm 1,500 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.16. 10-60 pg/uL OPN tayin araligi calismalarinda elde edilen Nyquist egrileri
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Cyclic Vokammetry

20,00uA
-#- CURVE3 (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-10BSP-CV.DTA)
-4 CURVES (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-20BSP-CV.DTA)
-#- CURVE3 (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-30BSP-CV.DTA)
Ll 4 CURVE3 (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-40BSP-CV.DTA)
CURVES (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-50BSP-CV.DTA)

CURVES (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-60BSP-CV.DTA)

< (0,000A - CURVE3 (S2-4MPA-EDCNHS-ANTIBSP-CV.DTA)
E
-10,00uA
-2000uA
-200,0 mV 0,000V 200,0mv 4000 mV 600,0mV
Vf (Vvs. Ref)

Sekil 4.17.10-60 pg/uL OPN tayin araligi calismalarinda elde edilen dongiisel

voltamogramlar

900 -
800 -
700 -
600 -

y = 10,954x + 185,27
R? = 0,9982

400 -
300 -
200 -
100 -
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a1
o
o

Sekil 4.18. 10-60 pg/uL tayin araliginda OPN biyosensorii kalibrasyon grafigi
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4.2.3.2. OPN biyosensdriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

OPN biyosensoriiniin elektrot ylizeyinde meydana gelen kaplanma durumu 10
farkli tarama hizinda (10-100 mV) CV olglimleri alinarak gergeklestirildi. Au-giplak
elektrot ve Au / 4-MPA / EDC-NHS / Anti-OPN elektrot i¢in -0.1, 0.5 V potansiyel
araliginda 10-20-30-40-50-60-70-80-90-100 mVs? olacak sekilde 10 farkli tarama
hizinda CV o6l¢iimlerinden elde edilen veriler Bolim 3.2.8.2’de verilen Laviron
esitliginde yerine konularak Au-giplak elektrot yiizeyi i¢in yiizey alan1 0.215 mol/cm?,
Au / 4-MPA | EDC-NHS / Anti-OPN elektrotunun yiizeyi icin 0.288 mol/cm? olarak
hesaplandi. Au / 4-MPA / EDC-NHS / Anti-OPN elektrotunun I' degerleri, ¢iplak
elektrot i¢in elde edilen yiizey alan1 degerinden belirgin sekilde daha yiiksek oldugu
belirlendi. Bu da altin elektrot yiizeyinde Anti-OPN immobilizasyonunun bagarili

oldugunu gostermektedir.

4.2.3.3. Tekrar iiretilebilirlik

Boliim 3.2.8.3’te anlatildig1 gibi optimize edilmis immobilizasyon basamaklari
degerleri kullanilarak [4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2M/0,05M), Anti-OPN (10
ng/ul) ve OPN (10 pg/ uL) 45dk] hazirlanan10farkli biyosensor ile 10-60 pg/uLOPN
konsantrasyon araliginda biyosensor cevaplari alindi. Elde edilen Nyquist egrileri
kullanilarak hesaplanan ARCct degerleri ile OPN konsantrasyonu arasindaki standart
kalibrasyon grafiklerinin dogrusallik katsayilar1 (R?), dogru denklemleri Cizelge 4.

15’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.15. 10-60 pg/uL araliginda OPN biyosensdriiniin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensor Dogrusallik Dogru Denklemi Tayin arahg

numarasi | Katsayis1 (R?) (pg/uL)
1 0,9762 y=6,5908x+209,15 10-60
2 0,991 y=8,5286x+237,97 10-60
3 0,9741 y=7,1624x+423,97 10-60
4 0.9982 y=10.954x+ 185.27 10-60
5 0.9957 y=7.937x+149.15 10-60
6 0.9849 y=10.227x+172.05 10-60
7 0.9922 y=10.126x+256.16 10-60
8 0.992 y=8.3078x+208.14 10-60
9 0.987 y=9.59x+261.18 10-60
10 0.9956 y=6.8919x+348.99 10-60

Cizelge 4.15’te de goriildiigii gibi hazirlanan 10 farkli OPN biyosensoriiniin de
benzer egim ve dogrusallik katsayilarina sahip oldugu belirlendi. Bu da optimize
edilmis immobilizasyon kosullarinda hazirlanan OPN  biyosensorlerinin  tekrar
tretilebilirliginin yiiksek oldugunu ve OPN miktar analizlerini yiiksek dogrulukta

yaptigin1 gostermektedir.

4.2.3.4. Yapay serumda uygulama

Bolim 3.2.8.4’te anlatildig1 gibi optimize edilmis immobilizasyon basamaklari
degerleri kullanilarak [4-MPA (5 mM), EDC/NHS (0.2M/0.05M), Anti-OPN (10
ng/ul) ve OPN (10 pg/ uL) 45dk] hazirlanan biyosensorler ile yapay serumda 6l¢timler
alinmistir. Yapay serumun biyosensor cevabi iizerindeki etkisi 10-60 pg/uL. OPN
konsantrasyon araliginda incelendi. Yapay serumda hazirlanan OPN porsiyonlari

optimum immobilizasyon kosullar1 altinda hazirlanan biyosensoérler ile 6l¢timler alindi. .
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Hazirlanan OPN biyosensorii ile yapay serumdaki OPN miktarlari belirlenerek,
olusturulan standart grafik denkleminden OPN miktarlar1 ve % doniisiim sonuglari

hesaplandi ve Cizelge 4.16'da verildi.

Cizelge 4.16. Yapay serum Orneklerinde Onerilen biyosensorii kullanarak elde edilen

OPN 6l¢iimiiniin sonuglari

Yapay serumdaki Olciilen OPN seviyesi
Doniisiim (%)
OPN seviyesi (pg/nL) (pg/nL)
20 20.613 103
30 29.169 97.23
40 39.883 99.71
50 50.272 100.5
60 60.062 100.1

Yapay serum numuneleri kullanilarak oOlclilen OPN seviyeleri ve % doniisiim
verileri yapay serum bilesimindeki tuzlarin ve diger biyomolekiillerin biyosensor yaniti
tizerinde ¢ok etkisi olmadigini1 gostermektedir. Bu da; gelistirilen OPN biyosensoriiniin
gercek serum Orneklerinde OPN miktar tayininin kesin ve spesifik olarak belirlenmesi

icin yiiksek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen OPN biyosensoriiniin tespit ve tayin smirlarimi belirlemek {iizere
IUPAC tavsiyelerine gore LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. OPN biyosensoriiniin
LOD degeri 2.64 pg/uL, LOQ degeri 8.8 pg/uL olarak belirlendi.

Bu tez kapsaminda; 10-60 pg/uL tayin araliginda, yliksek dogrulukta OPN tayini
yapabilen, tekrar tliretilebilirligi yiiksek OPN biyosensorleri basariyla hazirlanmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Viicutta bulunan dokular arasinda en sert yapiya sahip olan kemikler; bedenin
desteklenmesinde, hareket etmesinde ve viicut igerisindeki organlarin dis etkilerden
korunmasinda 6nemli fonksiyonlar1 yerine getirir. Dinamik bir dongiiye sahip kemikte;
kemik yapim ve yikimi dengede olacak sekilde kontrol edilerek diizenlenmektedir
(Seibel M. J., 2005). Kemik dongiisiiniin yapim ve yikim olaylar1 sirasinda kana ve
idrara bir takim kemik matriks elemanlar1 gegerek kemik metabolizmasi hakkinda bilgi
verirler. Kemik yapimi sirasinda viicut sivilarina salinan molekiiller; osteokalsin (OCN),
kemige Ozgl alkalen fosfataz (BALP), prokollajen Tip 1 N-Terminal (P1NP),
prokollajen Tip 1 C-Terminal (P1CP) iken, kemik yikimi sirasinda viicut sivilarina
salinan molekiiller; kemik sialoprotein (OPN), Tip 1 kollajen C-terminal telopeptidi
(CTx), Tip 1 kollajenin N-terminal telopeptidi (NTx), hidroksi pirolin, hidroksilizin,
deoksipiridinolin (DPD), piridinyum ¢apraz baglantilari, tartarata direngli asit fosfataz
(TRAP)’dir.

Kemigin dinamik dongiisiinde aksaklik veya bilesiminde bir dengesizlik s6z
konusu oldugunda basta osteoporoz olmak iizere ¢esitli metabolik kemik hastaliklari
ortaya ¢ikmaktadir. Osteoporoz viicuttaki kemikleri etkileyen, en yaygin metabolik
kemik hastaliklarindan biridir. Osteoporoz, kemik mineral yogunlugunun azalmasi
sonucu kemik kirilganliginda hassasiyete sebep olur ve osteoporoza bagli olarak
meydana gelen kiriklarin sikga goriilmesi nedeniyle de toplum sagligi agisindan
onemlidir. Osteoporoz hastaliginin tedavi silirecinde hastaligin seyrinin takip edilmesi,
kemik yapim ve yikim belirteclerinin miktarlarinin takibiyle saglanabilir. Bu ¢alisma
kapsaminda kemik biyobelirteglerinden OCN ve OPN’nin kanda miktar tayinini

yapmak iizere, giiniimiizde osteoporoz tedavisi siiresince kullanilan biyobelirte¢ analizi
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temelli ELISA, RIA gibi tekniklere alternatif olabilecek iki biyosensor sistemi

gelistirildi.

Bu amagla tez kapsaminda ilk biyosensor; kemik yapimi sirasinda kana birakilan
molekiillerden OCN’nin miktar tayini igin gelistirildi. OCN biyosensoriiniin tasariminda
fiziksel bilesen olarak kat1 altin elektrot kullanildi, 6ncelikle Au elektrot yiizeyine SAM
stratejisi kullanilarak 6-MCH immobilize edildi. Kati1 altin eclektrot 16 saat oda
kosullarinda 6-MCH ¢6zeltisinin i¢inde beklemenin sonucunda, 6-MCH molekiillerinin
tiyol ucu ile kati elektrodun altin yiizeyi arasinda kovalent ve yari-kovalent baglarla
SAM olarak isimlendirilen kendiliginden toplanan diizenli monotabakalar olusturuldu.
SAM tabaka yiizeyinde 6-MCH’in agikta kalan hidroksi gruplart ile 1,4-BDE ara

kolunun epoksit ug grubu kovalent bag yaparak immobilize edildi.

1,4-BDE molekiilii ilk kez bu ¢alismayla biyosensor tasariminda kullanilmistir.
1,4-BDE molekiilii enzim ve biyomolekiil immobilizasyonlarinda siklikla kullanilan bir
ara koldur. Ancak biyosensor tasarimlarinda hi¢ kullanilmamistir. 1,4-BDE arakolu
tizerinden anti-OCN’nin iletken altin yiizeyine baglanarak gelistirilen sensor
tasariminda kurgulanan kimya stratejisi sayesinde, elektrokimyasal esasli hassas ve
spesifik OCN tayini yapabilen impidimetrik biyosensor ilk kez gelistirilmistir. Bu

stratejinin biitiinii bu ¢alismaya 6zgiinliik getirmektedir.

Anti-OCN molekiiliinii elektrot yilizeyine immobilize edebilmek ic¢in gerekli
kimyasal fonksiyonellik 1,4-BDE iizerine EA arakolu eklenmesiyle basarildi. Bu
reaksiyonun, EA molekiiliiniin hidroksil ucu ile 1,4-BDE’nin epoksit ucu arasinda
gerceklestigi diistiniilmektedir. EA’nin agikta kalan amin grubu ile osteokalsin antikoru
(Anti-OCN) arasinda ¢apraz baglayici olarak yiizeye Glutaraldehit (GLT) eklendi. GLT
iki ucunda aldehit grubu tasiyan bifonksiyonel bir ¢apraz baglayict molekiildiir. Hem
EA hem de Anti-OCN molekiillerinin amin gruplariyla Schiff bazi ara {iriinii izerinden
kovalent baglanma yaptig1 diisiiniilmektedir. Son olarak Anti-OCN antikoru eklenerek
OCN biyosensor tasarimi tamamlandi. Biitiin bu immobilizasyon basamaklarinin takibi

EIS yontemi ile yapildi. CV analizleri ile EIS analizleri teyit edildi.

Literatirde #OCN tayinine yonelik gelistirilen biyosensér — sistemleri
incelendiginde Boliim 2.10°da belirtildigi iizere ii¢ adet OCN biyosensorii tiretildigi

goriilmektedir.
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Tasarlanan ilk OCN biyosensorii; Min-Ho Lee ve ark. tarafindan gelistirilmis,
elektrokimyasal esasli amperometrik 6lgiim yapabilen bir biyosensordiir (Lee, Kim, Seo
& Lee, 2014). Bu ¢alismada, mikroelektromekanikal sistemler (MEMS) iizerinde altin
biriktirme yontemi ile Au elektrot yilizeyi hazirlanmis, bu yiizeye Ditiyobis-N-
siiksinimidil propiyanat (DTSP) kullanarak SAM stratejisi ile diizenli tabakalar
olusturulmus, ardindan DMSO, aseton ve fosfat tamponu ile yikanarak HRP (Horse
Radish Peroxidase) ile birlestirilmis Anti-OCN immobilize edilerek enzim elektrodu
halinde biyosensor tasarimi tamamlanmistir. Au biriktirilmis MEMS’ler 4 mM DTSP
iceren DMSO ¢6zeltisine daldirilip 15 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda DMSO,
aseton ile yikanarak 1 saat PBS ig¢inde inkiibe edilmistir. Sonrasinda, elektrot HRP ile
karistirllmis  Anti-OCN ile muamele edilmistir. Gelistirilen bu elektrokimyasal
biyosensdr; bir araci olarak hidrokinon bilesigi varliginda azalan H202 miktari ile OCN
seviyelerini korele ederek hizli ve hassas amperometrik biyosensor cevaplari elde

edilmistir.

2017 yilinda Patricia Khashayar ve ark. tarafindan OCN tayini igin
elektrokimyasal biyosensor gelistirilmis ve Diferansiyel Pulse Voltametri (DPV) 6l¢iim
yontemi kullanilarak yliksek hassasiyette biyosensor cevaplart elde edilmistir
(Khashayar vd., 2017a). Tasarlanan bu OCN biyosensoériinde; cam elektrot yiizeyi siklik
voltametri kullanilarak elektrobiriktirme yontemi ile altin nanopartikiil kaplandi.
Ardindan Au ylizeyine glutatyon tripeptidi sistein amino asit artiklarinin tiyol gruplari
tizerinden immobilize edildi. Glutatyonun agikta kalan ug¢ karboksilli asit grubu
EDC/NHS ile aktiflestirildikten sonra anti-OCN molekiilii immobilize edilerek

biyosensor tasarimi tamamlanmustir (Sekil 2.13).

Patricia Khashayar ve ark. diger bir ¢alismalarinda, antikor ile modifiye edilmis
altin  nanopartikiillerin  elektrokimyasal ol¢lim sistemi olarak kullanilabilme
potansiyelini arastirmak {izere yukarida belirtilen OCN biyosensorii hazirlama
prosediiriinii kullanarak, elektrod yerine altin nanoproblar (AuUNP-GSH-NHS-anti OCN)
hazirladilar (Khashayar, Amoabediny, Larijani, Hosseini & Vanfleteren, 2017b).
Calismada bu altin nanoproblarin hazirlanma kosullar1 optimize edilmis, hazirlanan
biyosensor yiizeyi TEM, SEM yontemleriyle analizlenmis ve biyosensor yiizeyine OCN

baglanmasi DPV yontemi ile analizlenmistir.
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Bu tez kapsaminda gelistirilen OCN biyosensdriiniin dogrusal tayin araligi; 10-
60 pg/uL OCN konsantrasyon araligi olarak belirlenmistir. Min-Ho Lee ve ark.
tarafindan gelistirilen OCN biyosensoriiniin tayin aralign 1-100 ng/uL, Patricia
Khashayar ve ark. tarafindan gelistirilen OCN biyosensoriiniinki ise 2.5-90 ng/uL
olarak belirlenmistir (Lee, Kim, Seo & Lee, 2014; Khashayar vd., 2017a). Bu baglamda
tez kapsaminda gelistirilen OCN biyosensoriiniin tayin araliginin bu iki biyosensore
gore daha iyi oldugu, diger iki biyosensore gore daha diisiik OCN konsantrasyonlarini
hassas ve spesifik olarak tespit edebilen bir biyosensoér oldugu sdylenebilir. Tekrar

tiretilebilirlik basarisinin da oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir.

Geligtirilen OCN biyosensoriiniin tayin ve tespit limit araliklar1 hesaplandiginda;
LOD degerinin 1.1 pg/uL, LOQ degerinin ise 3.7 pg/uL oldugu belirlenmistir. Patricia
Khashayar ve ark. tarafindan gelistirilen OCN biyosensoriiniin LOD degeri 0.65 ng/uL,
LOQ degeri 1.97 ng/uL olarak belirlenmistir (Khashayar vd., 2017a). Bu sonuglar da;
gelistirilen OCN biyosensoriiniin, ¢ézeltide OCN molekiiliinii analizleme basarisinin
daha 1yi oldugunu desteklemektedir. Sonug olarak bu tez kapsaminda; yeni bir kimyasal
stratejisi ile yliksek dogrulukta, hassasiyette ve spesifiklikte OCN tayini yapabilen,
tekrar {retilebilirligi yliksek immiinolojik esasli bir OCN biyosensorii basariyla

gelistirilmistir. Ayrica yapay serum orneklerinde analiz basaris1 da oldukga yiiksektir.

Tezin ikinci bolimiinde OPN tayini i¢in bir biyosensor gelistirilmistir. Bu
amagla; kati altin elektrot yiizeyine SAM stratejisi kullanilarak 4-MPA molekiilii
immobilize edilmistir. 4-MPA’nin tiyol ucu, altin ile kovalent-yari kovalent bag
yaparak elektrodun altin yiizeyinde diizgiin tabakalar elde edilmistir. Tiyol gruplariyla
Au yiizeye baglanmis 4-MPA’larin karboksil gruplart EDC/NHS ¢ozelti karigimi ile
aktiflestirilmig, ardindan Anti-OPN antikoru eklenerek bu karboksil gruplari ile
proteinlerin amino uglar1 arasinda kovalent baglar olusturularak OPN biyosensoriiniin
tasarimi tamamlanmistir. Altin elektrot yiizeyine Anti-OPN immobilizasyonunun tiim
basamaklarinin kontrolii ve OPN miktar tayinleri i¢in tiim ol¢iimler EIS yontemi

kullanilarak gerceklestirilmistir. CV analizleri ile de bu baglanma teyit edilmistir.

Literatiir incelendiginde; tez kapsaminda gelistirilen OPN biyosensoriiniin
tasariminda kullanilan 4-MPA molekiiliiniin SAM olusturmak i¢in ilk kez kullanildig:

belirlenmistir. Osteoporoz tedavisinin takibi i¢in gelistirilen bu impidimetrik OPN
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biyosensoriiniin hazirlanmasinda ilk kez kullanilan bu kimya stratejisi de bu ¢alismaya

Ozgiinliik getirmektedir.

Literatirde OPN tayinine yonelik gelistirilen biyosensér — sistemleri
incelendiginde, OPN biyosensorlerinin kanser tiirlerinin teshisinde kullanilmak iizere
gelistirildigi ancak metabolik kemik hastaliklarini tespit ve izleme amacli biyosensor

caligmasina rastlanmadig1 goriilmektedir.

Hongxia Chen ve arkadaglari tarafindan, altin elektrot yiizeyinde MUA/MCH
(11-merkaptoundekanoik asit / 6-merkapto-1 hekzanol) karigik ¢ozeltisiyle SAM tabaka
olusturulmus, olusturulan tek tabakalar tizerine dekstran amin-HA-7(sentetik peptit)-
AntiOPN immobilize edilerek biyosensor tasarimi tamamlanmistir (Chen vd., 2014).
Olgiim teknigi olarak EIS kullanilmistir. Siklik voltammetri, atomik kuvvet mikroskobu
ve Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi kullanilarak yiizey degisimleri

incelenmis ve karakterize edilmistir.

Abhinav Sharma ve ark. prostat kanserinin tan1 ve prognozu i¢in potansiyel bir
biyobelirteg olarak kabul edilen OPN i¢in bir OPN immiinosensorii tasarlamiglardir
(Sharmaa, Hong, Singh & Jang, 2015). Bu amagla; yiiksek yogunlukta tek duvarli
karbon nanotiipler (SWCNT'ler) fotolitografi ve lift-off prosesi kullanilarak bir cam
substrat iizerinde iki altin/indiyum kalay oksid elektrotu arasinda biriktirilmistir.
SWCNT’lerin, karboksil gruplarmi aktiflestirmek icin EDC/NHS c¢ozelti karisimi
kullanilmistir. OPN'ye 06zgli monoklonal antikorlar, karbon nanotiipler {izerinde
kovalent olarak immobilize edilerek OPN analizi i¢in biyosensdr tasarimi

tamamlanmaistir.

Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2015 yilinda insan OPN'nin tayini i¢in
voltametrik RNA aptasensorii gelistirilmistir (Sekil 2.14). Asir1 OPN ekspresyonunun
meme kanserinin prognozu ve metastazi ile iliskili oldugu kabuliiyle OPN molekiilii
meme kanseri i¢in potansiyel bir biyobelirteg olarak onerilmektedir. Bu calismada;
SAM stratejisi kullanilarak yiizeye 3-3-ditiyodipropiyonik asit (DPA) eklenerek 30
dakika inkiibe edilmis, SAM tabaka olusturulduktan sonra sirasiyla EDC/NHS-
Streptavidin-ETA(etanolamin)-RNA aptameri immobilize edilerek RNA aptasensorii
tasarimi tamamlanmistir (Meirinho, Dias, Peres & Rodrigues, 2015). Tasarlanan RNA
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aptasensoriiniin her immobilizasyon asamasinda elektrot yilizeyinin elektrokimyasal

davranisi, dongiisel voltametri ve kare dalga voltametrisi kullanilarak incelenmistir.

Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2017 yilinda, potansiyel bir meme kanseri
belirteci olarak kabul edilen OPN tayini i¢in bu kez DNA aptasensorii tasarlanmigtir
(Meirinho, Dias, Peres, & Rodrigues, 2017). Bu aptamerin, OPN'ye karsi tatmin edici
bir afinite gosterdigi elektrokimyasal kare dalga voltametrisi (SWV) ile analiz

edilmistir.

Bu tez kapsaminda tiretilen OPN biyosensdriiniin tayin ve tespit limit degerleri
belirlendi ve literatiirle karsilastirildi. Gelistirilen OPN biyosensoriiniin LOD degeri
(Tespit limiti) 2.64 pg/uL, LOQ degeri (tayin limiti) 8.8 pg/uL olarak belirlendi. Bu
biyosensoriin 10-60 pg/uL tayin araliginda yiiksek dogrulukta OPN tayini yapabildigi,
tekrar {retilebilirliginin olduk¢a yiliksek oldugu belirlenmistir. Hongxia Chen ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen OPN biyosensoriiniin tespit limiti ise 0.17 nM olarak
hesaplanmistir (Chen vd., 2014). Abhinav Sharma ve ark. prostat kanserinin tani ve
prognozunda kullanilmak {izere tasarlanan OPN immiinosensoriiniin LOD degeri 0.3
pg/mL ve tayin araligi 1 pg/mL-1 pg/mL’dir (Sharmaa, Hong, Singh & Jang, 2015).
Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2015 yilinda RNA aptameri olarak gelistirilen
OPN biyosensoriiniin LOD degeri 7.9 nM, LOQ degeri 23.9 nM olarak bildirilmektedir
(Meirinho, Dias, Peres & Rodrigues, 2015). Sofia G. Meirinho ve ark. tarafindan 2017
yilinda DNA aptasensorii olarak gelistirilen OPN biyosensoriiniin LOD degeri 150
ng/ml, LOQ degeri 448 ng/ml; tayin araligi ise 25-100 nM’dir (Meirinho, Dias, Peres,
& Rodrigues, 2017). Literatir verileri ile karsilastirildiginda, gelistirilen OPN
biyosensoriiniin hassasiyeti, 6l¢iim limiti ve tayin limitleri diger biyosensorlerle rekabet
edecek gilictedir, tekrarlanabilirligi gayet yiiksektir. Yapay serum orneklerinde analiz

basaris1 da oldukga yiiksektir.

Sonug olarak bu caligma kapsaminda; osteoporoz hastalariin tedavi takibinde
ve prognozunda kullanilmak tizere alternatif bir yontem olarak osteokalsin ve
osteopontin belirteglerinin kantitatif tayinini yapabilecek iki farkli biyosensor
gelistirilmistir. Kan serumunda OCN ve OPN analizi yapmak iizere impidimetrik
temelli biyosensor sistemlerinin gelistirilmesi i¢in yapilan bu g¢alismada kullanilan

kimyasal tasarim stratejileri biyosensor gelistirme literatiirii agisindan ilk olma 6zelligi
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tagimaktadir. Bu nedenle her iki biyosensor ¢aligmasi bu yoniiyle 6zgilinliige sahiptir.
Genel sonuglar goz oniine alindiginda, her iki kemik biyobelirtecinin kanda tayini i¢in
Onerilen immobilizasyon yontemleri sonraki c¢alismalarla optimize edilebilir ve
biyosensorler minyatiirize edilerek mikrogip veya test ¢ubugu haline getirilebilir.
Boylece, genel saglik kuruluslar1 disinda osteoporoz taramalar1 yapmak i¢in ve ayrica
evde, saglik ocaklarinda osteoporoz hastalarinin hastalik takibi ile prognozu igin
kolaylikla uygulanabilir. Bu yoniiyle hem OCN hem de OPN biyosensdrlerinin klinik

uygulamalarda timit verici bir potansiyele sahip oldugu sdylenebilir.
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