


KAGIT TABANLI ELEKTROTLAR KULLANILARAK EMPEDANS
SPEKTROSKOPIK ANALIiZ YONTEMI iLE EKSOZOM TAYINi

Sevda AKAY SAZAKLIOGLU

DOKTORA TEZIi
KiMYA ANA BiLiM DALI

GAZI UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ARALIK 2022



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Sevda AKAY SAZAKLIOGLU
29/12/2022



KAGIT TABANLI ELEKTROTLAR KULLANILARAK EMPEDANS
SPEKTROSKOPIK ANALiZ YONTEMI ILE EKSOZOM TAYINi
(Doktora Tezi)

Sevda AKAY SAZAKLIOGLU

GAZI UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
Aralik 2022

OZET

Gilinlimiizde tiimoriin erken bir asamada saptanmasi, kanser kaynakli 6lim oranim
diistirmektedir. Eksozomlar, kansere bagli hastaliklarin erken teshisi ve prognoz
tahmininde Onemli rol oynayan potansiyel biyobelirteclerdir. Bu tez c¢alismasinda,
eksozomlarin viicut sivilarindaki miktarm1 tespit etmek amaciyla elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) yontemi kullanilarak {i¢ farkli biyosensor gelistirilmistir.
Elektrot malzemeleri disk, ekran baskili ve kagit tabanli olmak {izere ii¢ farkli elektrot
malzemesiyle gelistirilmistir. CD63 ve CD9 eksozom yiizey antijenleri hedeflenen kanser
biyobelirtecleridir. Biyosensor hazirlanmasinda, ara yiizey olarak merkaptoundekanoik asit
(MUA) kullanilmigtir. Anti-CD63 ve anti-CD9 ise gelistirilen sensorlerin biyotanima
elementleridir. Elektrot yiizeyinde yapilan modifikasyonlarin teshisinde elektrokimyasal
teknikler (Elektrokimyasal Impedans Spektroskopi, Déniisiimlii Voltametri) ve morfolojik
teknikler (Taramali Elektron Mikroskobu) kullanilmistir.  Gelistirilen  yOntemin
gozlenebilme siniri, tayin siniri, segiciligi, tekrarlanabilirligi ve raf omrii izlenmistir. Ek
olarak, biyosensorlerin klinik basarisini izlemek i¢in yapay idrar, hiicre kiiltiirleri ve idrar
orneklerinde eksozom tayini gergeklestirilmistir. ELISA testi ile kiyaslama yapilarak,
gelistirilen yontemin dogrulugu belirlenmistir. Tezin ilk kisminda, eksozom tayini
sonucunda gozlenen sinyaller ile dort farkli kalibrasyon egrisi olusturulmus ve bu egrilerin
kalibrasyon katsayis1 ve LOD degerlerine yonelik kiyaslamalar yapilmistir. Bu ¢aligmada
kiibik polinom modeli ile 3,9x10% partikiil pL?' olarak elde edilen LOD, sensoriin
ozellikle hiicre kiiltlirii gibi numunelerde hassas ve giivenilir olarak kullanilabilecegini
gbstermistir. Ikinci olarak ekran baskili altin elektrotlar (G-SPE) ile eksozom tayini igin
yontem gelistirilmis ve LOD degeri 2,0x10° partikiil mL™? olarak bulunmustur. Ayni
elektrot ile referans yapay idrar 6rneginde eksozom geri kazanimi % 93,67 olarak elde
edilmistir. Tezin {glincii kisminda ise nitroselilloz membran kullanilarak eksozom
standartlar1 icin kagit tabanli sensor tasarlanmistir. Bu sensor ile 5 puL 6rnek hacmi
kullanilarak eksozom tayininde LOD degeri 5,07x10? partikiil mL™ olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

Today, detecting the tumor at an early stage reduces the cancer-related death rate.
Exosomes are potential biomarkers that play an important role in the early diagnosis and
prognosis prediction of cancer-related diseases. In this thesis, three different biosensors
were developed using electrochemical impedance spectroscopy (EIS) method to detect the
amount of exosomes in body fluids. Electrode materials have been developed with three
different electrode materials: disc, screen-printed and paper-based. CD63 and CD9
exosome surface antigens are targeted cancer biomarkers. In the preparation of the
biosensor, mercaptodecanoic acid (MUA) was used as the interface. Anti-CD63 and anti-
CD?9 are the biorecognition elements of the developed sensors. Electrochemical techniques
(Electrochemical Impedance Spectroscopy, Cyclic Voltammetry) and morphological
techniques (Scanning Electron Microscopy) were used to diagnose the modifications made
on the electrode surface. Limit of detection, limit of quantification, selectivity,
repeatability and shelf life of the developed method were monitored. In addition, exosome
determination was performed in artificial urine, cell cultures and urine samples to monitor
the clinical success of the biosensors. The accuracy of the developed method was
determined by comparing with the ELISA test. In the first part of the thesis, four different
calibration curves were created with the signals observed as a result of the exosome
determination and comparisons were made for the calibration coefficient and LOD values
of these curves. In this study, the LOD obtained as 3.9x10*! particles pL with the cubic
polynomial model showed that the sensor can be used sensitively and reliably, especially in
samples such as cell culture. Secondly, a method was developed for the detection of
exosomes with screen-printed gold electrodes (G-SPE) and the LOD value was found to be
2.0x10% particles mL™?. With the same electrode, exosome recovery was obtained as
93.67% in the reference artificial urine sample. In the third part of the thesis, paper-based
sensor was designed for exosome standards using nitrocellulose membrane. The LOD
value was found to be 5.07x10% particles mL™? in exosome determination using 5 pL
sample volume with this sensor.
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1. GIRIS

Kanser, bir organ veya dokudaki anormal hiicrelerin diizensiz olarak boliiniip gogalmasiyla
ortaya ¢ikan bir hastalik grubudur. Tedavi edilmez ise ciddi rahatsizliklara, hatta 6liime
dahi neden olabilir. Kanser olusumuna yol agan degisiklikler, bir kisinin genetik faktorleri
ile asagidakiler de dahil olmak tiizere ili¢ dis etken kategori arasindaki etkilesimin

sonucudur:

» Ultraviyole ve iyonlastirici radyasyon gibi fiziksel kanserojenler

» Asbest, tiitiin dumani bilesenleri, alkol, aflatoksin (bir gida kirleticisi) ve arsenik (bir
icme suyu kirleticisi) gibi kimyasal kanserojenler

> Belirli viriislerden, bakterilerden veya parazitlerden kaynaklanan enfeksiyonlar gibi

biyolojik kanserojenler

Vakalar erken tespit edilip tedavi edildiginde kanser mortalitesi azalir. Erken teshis,
kanserin tedaviye yanit verme olasiligini yiikseltir, daha az morbidite ve diisiik maliyetli
tedavi ile hayatta kalma olasiligini arttirir. Kanserin erken teshisi ve bakimda gecikmelerin
ontine gegilmesi ile kanser hastalarinin hayatlarinda 6nemli iyilestirmeler saglanabilir.

Timor hiicrelerinden salinan eksozomlar, protein, RNA, DNA, lipid ve karbonhidrat gibi
makromolekiiler bilesenler igerir. Bu bilesenler, tiimér olusumu ve gelisiminin tim
asamalarinda 6nemli rol oynar. Ayrica, kaynak tiimdr hiicrelerinin fizyolojik ve patolojik
durumu hakkinda bilgi verir. Son zamanlarda, timoér kaynakli eksozomlar, invaziv
olmayan sivi biyopsi ve ¢ok sayida kanserin teshisi i¢in popiiler biyobelirtecler haline
gelmistir. Bununla birlikte, tiimor kaynakli eksozomlarin i¢sel dogasi, karmasik biyolojik
siviyl tespit etmek ve degerlendirmek icin gelismis yontemler gerektirir [1]. EKsozom
biyosensorlerinin tasarimindaki en biiylik zorluk hem kiiciik boyutlart hem de viicut
stvilarindaki diisiik konsantrasyonlaridir. Bu noktada yiiksek hassasiyetli ve diisiik numune
gereksinimi ile ¢alisan biyosensorler, eksozomlarin tespiti i¢in ideal bir yoOntem

sunmaktadir.

Biyosensorler giiniimiizde biyomedikal tani, tedavi ve hastalik seyrinin belirlenmesi,
cevresel izleme, gida kontrolii, ila¢ kesfi, adli tip ve biyomedikal aragtirma gibi cesitli

alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in c¢ok cesitli



teknikler kullanilabilir. Yiiksek afiniteli biyomolekiillerle birlestirilmeleri, bir dizi analitin
hassas ve se¢ici olarak tayinine olanak saglamaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorler, enzim substrat reaksiyonu ve antijen-antikor etkilesimi gibi
biyokimyasal olaylar1 elektrik sinyallerine (6rn. akim, voltaj, empedans, vb.)
dontistiirmektedir. Elektrokimyasal biyosensorler yiiksek hassasiyet, tekrarlanabilirlik,
minyatiirize edilebilme ve kiiciik analit hacimleri ile kullanilabilme gibi avantajlara

sahiptir [2].

Elektrokimyasal biyosensorler, biyomolekiillerin tanimlama bilgilerini potansiyel, akim ve
impedans gibi sinyallere déniistiiriir. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS),
etiketsiz bir algilama yontemidir ve bu durum diger elektrokimyasal teknikler ile
kiyaslandiginda onemli bir iistiinlik saglar [3-6]. Impedans tabanli biyosensdrlerde
secimlik, elektrot yiizeyindeki ince bir film tizerinde bir biyoreseptdr (6rn. antikor) ve ona
karsilik gelen spesifik analit (6rn. antijen) arasinda bir tanima kompleksi olusumuyla
saglanir. Bu olusum, elektrot/elektrolit arayiiziinde hem arayiizey kapasitansin1 hem de yiik
transfer direncini degistirir. Bu nedenle, doniistiiriicii yiizeyler ilgili biyomalzemelerle

degistirildiginde, impedans tabanli biyosensdrler gii¢lii analitik cihazlar olarak kullanilir.

EIS verilerini degerlendirmek i¢in en popiiler formatlar Nyquist ve Bode grafikleridir.
Nyquist grafigi, sanal impedans bileseni (Z") ile elektriksel arayiiz ve elektron transfer
reaksiyonu hakkinda bilgi veren ger¢ek impedans bilesenine (Z') karsi g¢izilir. Bode
formatinda ise, hem mutlak impedansin logaritmasi |Z| hem de faz acis1 (@), uyarma

frekansinin logaritmasina karsi ¢izilir.

Ideal bir biyosensor, gercek uygulamalarda diisiik maliyet ve yiiksek kararlilik
gereksinimlerini karsilamalidir. Substrat se¢iminde de 6rnegin esneklik, biyouyumluluk,
biyobozunurluk, gegirgenlik ve tasmabilirlik gibi farkli ozellikler g6z Oniinde
bulundurulmaktadir [7]. Bu amagla biyosensorlerde cam, polidimetilsiloksan (PDMS),
silikon ve kagit gibi substratlar kullanilmistir [8]. Bu malzemeler arasinda kagidin alt
tabaka olarak kullanimi, lifli yapisindan dolayr oldukc¢a popiilerdir ve modifikasyon
islemini kolaylastirmaktadir. Son zamanlarda, kagit tabanli analitik cihazlar (PAD),
minyatiir cihazlar1 diisiik maliyetle gelistirmenin etkili bir yolu olarak oldukc¢a dikkat
cekmistir. Ayrica, biyoalgilama platformlari, o6zellikle hasta basi testler (POCT)

cihazlarinin gelistirilmesi hususunda bir¢ok avantaj sunmaktadir [9, 10], ¢iinkii birgok



tamima probu (ligandlar, antikorlar ve aptamerler) (nitro) seliilloz matrisinde kolayca
hareketsiz hale getirilebilir [11-13]. Ayrica kagidin kilcal bir yapis1 vardir ve bu 6zellik,
stvi numunenin altlik iizerinde kolayca akmasini saglarken ayni zamanda gaz halindeki
numunelerin de seliiloz dokularina niifuz etmesine olanak saglar [14]. Alt tabaka olarak
secilen kagit ile t¢ boyutlu (3B) tasarimli sensorler iretilirken kirilmayacak veya

yirtilmayacak kadar esnek olmalidir [15].

Bu tez kapsaminda kanserin erken teshisinde kullanilmasi amaglanan eksozomlarin ¢esitli
elektrot malzemeleri ile impidimetrik tayinleri ¢alisilmistir. Bunun igin klasik altin elektrot
(GE), ekran baskil1 altin elektrot (G-SPE) ve kagit tabanli elektrotlar (PE) kullanilmustir.
Gelistirilen biyosensorler i¢in Oncelikle standart eksozomlar ile kalibrasyon grafigi
hazirlanmis ve LOD degerleri literatiir ile kiyaslanmistir. Ayrica yontemin dogrulugu,
yapay idrar ve Colo 741 hiicre kiiltiirii ile belirlenmistir. Boylelikle eksozomlarin tayininin

hizli ve diisiik maliyet ile uygulanabilecegi tiim verileri ile calismada sunulmustur.






2. KURAMSAL BILGILER

2.1. Biyosensorler

"Sensor" kelimesi, kokenini, temelde herhangi bir seyi "tanimlamak" anlamina gelen
Latince "sentire" kelimesinden alir. ‘Biyosensor’ ise ‘biyolojik sensor’iin kisaltilarak bir
arada yazilmis seklini temsil etmektedir. Biyosensorler, biyokimyasal parametrelerin,
derisim bilgilerini, bir molekiiler tanima varlig1 aracilig ile oOlgiilebilir ve islenebilir
sinyallere dontistiiren analitik cihazlardir. Biyosensdrlerin iiretimi kimya, biyoloji ve
mithendislikte ¢ok disiplinli aragtirmalar gerektirmektedir. Tipik bir biyosensor (a) analit,
(b) biyoreseptdr, (c) doniistiiriicli, (d) elektronik aksam ve (e) ekrandan olusur. Bir

biyosensor sisteminin ¢alismasina ait temel konsept Sekil 2.1°de belirtilmistir.

> Analit: Bilesenleri nitel ve nicel olarak tespit edilen ilgili madde analit olarak
nitelendirilmektedir (6rn. glikoz, amonyak, alkol ve laktoz).

» Biyoreseptor: Bir biyomolekiil (molekiil) veya hedef substrati (yani bir analit)
tantyabilen biyolojik tlir, biyoreseptér (0rn. enzimler, hiicreler, aptamerler,
deoksiriboniikleik asit (DNA veya RNA) ve antikorlar) olarak bilinir. Biyoreseptor ve
analit arasindaki etkilesim sirasinda sinyal {iretim stireci (1s1k, 1s1, pH, yilik veya kiitle
degisimi) biyo-tanima olarak adlandirilir.

» Doniistiirtici: Enerjiyi bir bigimden digerine doniistiiren biyosensor bilesenidir.
Biyolojik tanima olayini, miktarla, kimyasal veya biyolojik bir hedefin varliginda,
olgiilebilir bir sinyale (elektriksel) doniistiiriir. Bu enerji doniigiim siireci sinyalizasyon
olarak bilinir. Doniistiiriictiler, analit-biyoreseptor etkilesimlerinin miktari ile orantili
olarak elektrokimyasal, optik, termal, elektronik ve gravimetrik sinyaller iiretmektedir.

» Elektronik: Doniistiiriilen sinyal islenir ve goriintii i¢in hazirlanir. Dontistiiriiciiden elde
edilen elektrik sinyalleri biiyiitiiliir ve dijital forma déniistiiriiliir. Islenen sinyaller,
goriintlileme birimi tarafindan nicelendirilir.

» Goriintilleme: Goriintilleme  birimi, karsilik gelen yanitin  kullanic1  tarafindan
okunabilir ve anlagilabilir olabilmesi i¢in ¢ikt1 lireten bir bilgisayar veya yazici gibi bir
kullanici yorumlama sisteminden olusur. Kullanici 6n kosuluna bagli olarak ¢ikti,

sayisal, grafik veya tablo seklinde olabilir.
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Alan Etkili Transistor  Nanotel Dizisi  Nanopartikul

Sekil 2.1. Biyosensdrlerin temel bilesenleri [16]

2.1.1. Biyosensorlerin yapisi ve islevi

Genel olarak biyosensorler, enzimler, antikorlar, niikleik asitler veya hiicreler gibi
kullanilan biyolojik bilesene (biyoreseptor) veya elektrokimyasal, optik, kiitle bazli veya
piezoelektrik doniistiiriicii gibi doniistiiriicii tipine gore simiflandirilmaktadir. Literatiirde

yer alan farkl tiirlerdeki biosensorlerden birkag1 Sekil 2.2.°de gosterilmistir.

Plasmonic Sensing

Sekil 2.2. Cesitli tipte biyoreseptor ve doniistiiriicliye sahip biyosensor tasarimlari (a) [17],

(b) [18] , (c) [19], (d) [20]



Enzim biyosensorlerinde enzimler tanima elemani olarak kullanilmaktadir. Bu biyosensor
tiirleri, enzimlerin doniistiiriciiye Van der Waals kuvvetleri, iyonik bag veya kovalent bag
ile adsorpsiyonu fiizerine tasarlanmistir [16]. Enzim bazli biyosensorlerde, hareketli
enzimin goreceli kararsizligi ve enzimin aktif geri kazanimindaki zorluklar nedeniyle
enzim immobilizasyon teknikleri olduk¢a Onem tasimaktadir [17]. Enzim-substrat
etkilesimlerinin yiiksek Ozgilliigii ve saniyede katalizlenen substrat sayilarmin yiiksek
olmas1 gibi avantajlar, enzim bazli biyosensorleri en kapsamli calisilan alanlardan biri

haline getirmistir.

Immiinosensérler, sensdr yiizeyinde immobilize edilen bir antikor ile konsantrasyonu
bilinmeyen bir antijen (veya analit) arasindaki spesifik etkilesime dayanan biyosensor
tirevleridir. Antikor ile antijen arasinda gii¢lii immiin kompleksi olusur; boylece sinyale
dontistiiriilen bir fizikokimyasal tepki {tretilmektedir. Biyosensoriin analite yiiksek
ozgiillik gostermesinin, antikorlarin baglanma bdlgesinin uygun oryantasyonuna izin
veren optimal immobilizasyon prosediirii, antikorlarin optimal yiizey yogunlugu ve antikor

immobilizasyonu i¢in optimal matris se¢imi gibi temel gereksinimleri bulunmaktadir [18].

Niikleik asit ile olusturulan biyosensorler, genellikle tamamlayic1 sarmal ile hibridize
olabilen, son derece yiiksek verimlilige ve iy1 6zgillige sahip tek sarmalli DNA'dan
olugmaktadir; boylece tamamlayici sarmal DNA veya RNA'nin tespitini kolayca
gergeklestirilebilmektedir [19].

Hiicre tabanli biyosensorler ise uygun bir fizikokimyasal doniistiiriicii ile fizyolojik
degisiklikleri tespit etmek i¢in tanima elemani olarak canli hiicrelerin kullanildig1 analitik
cihazlardir. Hiicre tabanli biyosensorler analite karsilik fizyolojik bir yanit saglamak ve
sensoOr sisteminin islevselligini arttirmak icin yiliksek kararlilik ve biyokatalitik aktivite

ozelliklerine sahiptirler [20].

Etkili bir biyosensor sistemi gelistirmek i¢in belirli statik ve dinamik gereksinimler
gereklidir. Bu ozelliklere dayanarak, biyosensorlerin performansi ticari kullanimlar i¢in
optimize edilebilir [21, 22]. Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken &zellikler asagida

belirtilmektedir:



Secicilik: Biyoreseptor seciminde dikkate alinmasi gereken Onemli bir ozelliktir. Bir
biyoreseptor, karisim halindeki girisim yapict madde tiirlerini igeren bir numunede, belirli

bir hedef analit molekiiliinii tespit edebilir.

Duyarlilik: Bir 6l¢iim aracinin veya yontemin duyarlilig1 analizi yapilan bilesenin (analit)
derisim farklarimi ayirt etme yeteneginin Olglisiidiir. Duyarlilik cihaz tarafindan

belirlenebilen en kiicilik derisim ile ifade edilir.

Dogrusallik: Yontemin, numunedeki analit konsantrasyonuyla dogru orantili test
sonuclarint elde etme yetenegidir. Dogrusallik (diiz ¢izgi) ne kadar yiiksek olursa,

hassasiyet o kadar yiiksek olmaktadir.

Tepki siiresi: Sonuglarin %95'inin elde edilmesi i¢in gegen siire tepki siiresi olarak ifade

edilmektedir.

Tekrar iiretilebilirlik: Tekrar {iiretilebilirlik, kesinlik (6rnek bir kereden fazla olgiildiigiinde
benzer oOl¢iim sonuglarinin elde edilebilirligi) ve dogruluk (numune her seferinde
olciildiiglinde bir sensoriin gercek degere daha yakin bir ortalama deger iiretme yetenegi)
ile karakterize edilir. Ayni numune birden fazla 6l¢iildiiglinde biyosensoriin ayni sonuglari

iiretme yetenegidir.

Kararlilik: Siirekli izlemenin gerekli oldugu biyosensor uygulamalarinda temel
ozelliklerden biridir. Kararlilik, biyoalgilama cihazinin i¢indeki ve disindaki cevresel
rahatsizliklara karst savunmasizhigin  derecesidir. Kararliligi etkileyen faktorler,
biyoreseptoriin afinitesi (analitin biyoreseptore baglanma derecesi) ve biyoreseptdriin

zamanla bozulmasidir.

2.1.2. Biyosensorlerde doniistiiriicii sistemler

Biyosensoriin  6nemli bir parcast olan donistiiriicliler calisma prensiplerine gore
elektrokimyasal, optik, termal, elektronik ve gravimetrik olarak siniflandirilmaktadir.
Elektrokimyasal biyosensorler, analit ve doniistiiriiciiniin elektrokimyasal 6zelliklerine
dayanan ve olduk¢a yaygmn olarak kullanilan biyosensorlerdir. Elektrokimyasal

biyosensorler yiiksek hassasiyet, secicilik ve algilama yetene§i gostermektedirler. Bu



biyosensor tiirlinde, biyoreseptdr ve analit arasindaki doniistliriicli yiizeyde voltaj, akim,
impedans ve kapasitans agisindan saptanabilir elektrokimyasal sinyaller iireten

elektrokimyasal bir siire¢ meydana gelmektedir [23].

Bir elektrokimyasal biyosensoriin aktarim elemani, ana bilesenin genellikle bir ¢aligsma
elektrodu oldugu elektrokimyasal hiicredir [24]. Elektrokimyasal biyosensorler aktarim
ilkesine gore, (a) potansiyometrik, (b) amperometrik, (c) impedimetrik, ve (d)
kondiiktometrik olarak siniflandirilmaktadirlar (Sekil 2.3).

Elektrokimyasal sinyal

AE | af z,

Derisim t t Zq

Amperometrik Konduktometrik impedimetrik

Sekil 2.3. Elektrokimyasal biyosensor tiirlerinin sematik gdsterimi

Potansiyometrik biyosensorler, sifir akim altinda, calisma elektrodunda analit ve
biyoreseptor etkilesimi nedeniyle biriken yiikii, referans elektroda gore Olger. Bir
biyokimyasal reaksiyonu potansiyel bir sinyale doniistiirmek icin iyon secici elektrotlar ve

iyona duyarl alan etkili transistorler kullanilmaktadir [25] .

Amperometrik biyosensorler, iki veya ¢ elektrotlu sistemler ile calismaktadir. Bu
sensorler, ¢aligma elektroduna sabit bir potansiyel uygulandiginda (referans elektroduna
gore), ¢alisma elektrodundaki elektrokimyasal reaksiyon sonucu aktarilan elektron akisini
Olcer. Calisma elektrodunun yiizeyinde iretilen akim, ¢ozeltide bulunan analitin

konsantrasyonu ile orantilidir [26] .

Kondiiktometrik biyosensorler, bir elektrokimyasal reaksiyon (analitin iletkenlik

ozelliklerindeki degisiklik) nedeniyle elektrot ¢ifti arasindaki iletkenlik degisikligini dlger.
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Kondiiktometrik ve impedimetrik biyosensorler genellikle canli biyolojik sistemlerdeki

metabolik siiregleri izlemek i¢in kullanilmaktadir [27].

EIS yontemi, etiketsiz yontemlere kap1 araladigindan biyosensor gelisiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. EIS 6l¢limlerinde, bir dizi frekans {izerine 5-10 mV arasinda kontrolli bir
AC elektriksel uyaran uygulanmaktadir. Sonucta gecen akim ve verilen cevabin bir

gostegesi olan faz acis1 kaydedilerek, biyosensorden yiizeyinden cevabin tasimasini
saglamaktadir [28, 29].

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

EIS teknigi, elektrokimyasal reaksiyonlarin mekanizmalarini aragtirmak, malzemelerin
dielektrik ve yiik tasima oOzelliklerini Olgmek, gozenekli elektrotlarin O6zelliklerini
kesfetmek veya elektrokimyasal bakimdan pasif yiizeyleri arastirmak i¢in gii¢lii bir arag
olarak ortaya c¢ikmistir. EIS'in temelleri, Oliver Heaviside'ln olaganiistii ¢aligmasiyla

1880'den 1900'¢ kadar olan zaman diliminde atilmistir [30].

EIS, kullanilan elektrot sistemlerinin hem toplu hem de araytizey elektriksel 6zelliklerinin
arastiritlmasi i¢in olduk¢a uygun bir tekniktir. Geleneksel bir elektrokimyasal hiicre,
madde-(redoks tiirleri)-elektrot etkilesimlerini, elektrolitin direncine ek olarak elektroaktif
tirlerin konsantrasyonunu, yiik transferini ve yigin ¢ozeltiden elektrot ylizeyine kiitle
transferini igerir. Bu 6zelliklerin her biri, esdeger bir devre olusturmak icin paralel veya
seri olarak baglanan direncler, kapasitorler veya sabit fazli elemanlar1 gibi farkl tiirlerdeki

bir dizi elektrik devresi ile karakterize edilir (Sekil 2.4).
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Cift Katmanl Kapasitans
o0 4

Calisma Elektrodu

g Elektrolit Direnci

Yik Transfer Direnci

Sekil 2.4. EIS devresi ve geleneksel bir elektrokimyasal hiicrede (ii¢ elektrotlu sistem
g y
caligma elektrot yilizeyinde gerceklesen redoks reaksiyonunun sematik gosterimi

Impedimetrik biyosensorler, kiiciik bir siniizoidal uyar1 sinyali uygulandiginda
elektrot/elektrolit araytiziinde tretilen elektriksel impedans degerini 6l¢gmektedir. Alternatif
akim devrelerinde direncin esdegeri olarak ‘impedans’ kavrami kullanilmaktadir.
Impedans, Z, genel olarak, bir gercek bilesen ve bir hayali bilesenden olusan karmasik bir
niceliktir. Gergek bileseni temsil etmek igin genellikle R semboliinii kullanir ve buna
direng denir. Sanal bileseni temsil etmek i¢in ise X semboliinii kullanilir ve buna reaktans

denir. Bu degerler asagidaki formiil (Es. 2.1) ile belirlenir:

Z =R +jX 2.1)

Bu denklikte; impedans ‘Z’, impedansin gercek bileseni ‘R’, impedansin sanal bileseni ise
‘X’ sembolil ile gosterilmistir. 'j” ise impedansin gergek ve sanal bilesenlerini saf direngten

ayirmak icin kullanilan sanal bir sayidir.

Elektrokimyasal impedans verilerini degerlendirmek icin kullanilan en popiiler formatlar
Nyquist ve Bode grafikleridir. Nyquist formatinda, sanal impedans bileseni (Z"),
elektriksel arayiiz ve elektron transfer reaksiyonu hakkinda bilgi veren ger¢ek impedans
bilesenine (Z') kars1 ¢izilir. Bode Diyagraminda ise hem mutlak impedansin logaritmasi,
|Z| hem de faz kaydirma, ¢, uyarma frekansinin logaritmasina kars1 ¢izilir. Her iki grafige

ait spektrumlar Sekil 2.5’te belirtilmistir.
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Sekil 2.5. Nyquist (a) ve Bode (b) diyagramlarinin sematik gosterimi

Nyquist grafikleri genellikle eksen ilizerinde uzanan yarim daire bir bolgeyi ve ardindan
diiz bir ¢izgiyi igerir. Yarim daire kismi (daha yiiksek frekanslarda) elektron transferi ile
siirlt prosese karsilik gelir ve diiz ¢izgi (disik frekans araliginda) difiizyonla sinirh
prosesi temsil eder. Yiiksek frekans araliginda impedansin ana bileseni, c¢odzeltiden
kaynaklanan diren¢ (Rs) olurken, diisiik frekanslarda impedans, elektron akisinin meydana
getirdigi direngten veya elektrot yiizeyine yakin yiiklerin direncinden (Rct) olugsmaktadir.
Rs, direnci ve reaksiyon hiicresinin geometrisi, yani elektrotlar arasindaki mesafe ve
elektrotlar1 birbirine baglayan c¢ozelti kesit alani tarafindan belirlenir. Cift katmanh
kapasitans (Cpr), elektrot ve elektrolit arasindaki elektrostatik etkilesimi gosterir ve
elektrot alanina, elektrolit ortamina, elektrolitin iyonik giiciine ve gegirgenlige baglidir.
Diflizyon, potansiyel pertiirbasyonun frekansina bagli olan Warburg impedansi olarak
bilinen bir impedans olusturmaktadir. Warburg impedansi, Nyquist grafiginde apsise 45 °
agtyla diiz bir ¢izgi olarak goriilebilir. Rct ve Warburg birlikte faradaik impedansi
olusturur. Rcr, ylk transfer kinetigini yansitir ve kiitle transferi sinirlamasinin yoklugunda
asirt potansiyelin akima oranmni belirtmektedir. Her devre bileseni, elektrokimyasal
hiicredeki fiziksel bir islem sonucu olusur ve karakteristik bir impedans davranisina
sahiptir [31]. Impidimetrik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan R(C(RW)) devresinin

sematik gosterimi Sekil 2.6.’da verilmistir.
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Sekil 2.6. Randles devresi sisteminin bilesenleri: ¢ozelti direnci (RS), ¢ift katmanl
kapasitans (CDL), yliik transfer direnci (RCT) ve warburg impedansi (W)

EIS verileri genellikle esdeger bir elektrik devresi modeline uydurularak analiz edilir.
Modeldeki devre elemanlarinin ¢ogu, direncler, kapasitorler ve indiiktdrler gibi yaygin
elektrik elemanlaridir. Ornegin ¢ogu model, hiicrenin ¢dzelti direncini modelleyen bir
diren¢ icerir. Cizelge 2.1. ortak devre elemanlarini, bunlarin akim-gerilim iliskisinin

denklemini ve devreye ait impedanslari listelemektedir.

Cizelge 2.1. EIS’de kullanilan ortak elektrik elemanlari

Bilesen Akim Vs. Voltaj Impedans
Direng E=IR Z=R
Indiiktor E =L di/dt Z=joL
Kapasitor | = C dE/dt Z=1/joC

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi, hizli, hassas, tahribatsiz ve etiketsiz algilama
konusunda umut verici bir bakis acis1 saglamaktadir. impedans tabanli biyosensérler,
elektrot yiizeyindeki ince bir film iizerinde bir biyoreseptor (antikor gibi) ve bu reseptore
karsilik gelen spesifik analit (antijen gibi) arasinda bir tanima kompleksi olusumunu
kullanir. Bu olusum, elektrot/elektrolit arayiiziindeki arayiizey kapasitansim1i ve yiik
transfer direncini degistirir. Bu nedenle, doniistiiriicti yiizeyleri, ilgili biyomalzemelerle

degistirildiginde, impedans tabanli biyosensorler giiglii analitik cihazlar olarak kullanilir
[32, 33].

Bir analitin impedimetrik yontem ile tespiti iki yolla gerceklestirilmektedir (Sekil 2.7).
Ru(NHs)s*"?* veya Fe(CN)e)*’* gibi redoks mediyatorlerinin varliginda gergeklestiginde

‘Faradaik’ olarak adlandirilir. Faradaik yontemde, elektroaktif tiirler arasinda indirgeme
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ve/veya oksidasyon reaksiyonlari, bir elektrik akiminin olusmasma yol agan elektrotta
gerceklesir [34]. Bu nedenle, faradaik sensorler, elektrokimyasal reaksiyonlarin gelisimini
desteklemek icin redoks problarmin varligin1 ve DC kosullarinin uygulanmasini gerektirir.
Bu tip EIS, {iretilen akimin Ohm Yasasina uymasi nedeniyle bu adi almaktadir. Faradaik
akimin redoks reaksiyonlarinda, aktarilan elektronlarin sayistyla (n), Faraday sabitiyle (F),
elektrodun yiizey alani (A) ve arayiiz sinirindaki elektroaktif molekiillerin akisi (j) ile ilgili

oldugu anlamina gelmektedir (Es. 2.2) [35].
[ = nFAj (2.2)

Faradaik biyosensorler, biyomolekiiler etkilesimin neden oldugu sterik engelleme veya
hedef molekiillerin serbest yiikleri arasindaki elektrostatik itme nedeniyle faradaik
akimdaki (arayiiz elektron transfer direnci) degisikligi 6l¢mektedirler. Boylelikle modifiye

elektrotta meydana gelen biyotanima olaylar tespit edilmektedir.

Faradaik yontemin aksine, faradaik olmayan yontem redoks cgiftlerinin kullanimin
gerektirmez ve sonug olarak DC potansiyeli gerekmediginden ¢ogu zaman referans
elektroda ihtiya¢ duyulmaz [36]. Bu ozellikler, bu tiir sensorleri minyatiirlestirmeye ve
cevrimigi/gercek zamanli uygulamalarda kullanmaya uygun hale getirir. Bu tiir bir
teknikte, ¢ift katmanli kapasitansin sarj ve desarj olmasiyla elektrot {izerindeki dielektrik
degisiklikleri degerlendirmek miimkiindiir. Bdylece, faradaik olmayan bir sensoriin
impedansi, iletken alt tabakaya hedef analit baginin yalitkan 6zelliklerinin neden oldugu
etkiden kaynaklanir. Tipik olarak, bu durumda, en onemli impedans parametresi cift
katmanl kapasitanstir (CpL) ve yalnizca yiik tasiyicilart ve doniistiiriicti substratinin sinir
katmanindaki konsantrasyonlari ile smirlidir [34]. Bununla birlikte, |Z| ve ¢ bilesenleri
yeterli doniistiiriici parametreleridir. Bu durumda esdeger devre, diren¢ ve kapasitor
kombinasyonundan olusur. Cift katmanli kapasitans (C), Helmholtz modeli yardimiyla bos
alan gegirgenliginin (o), bagil ¢ozelti gegirgenliginin (&r), Helmholtz katmani mesafesinin

(d) ve elektrot yiizey alaninin (A) bir fonksiyonu olarak tanimlanir (Es. 2.3) [37].

C=="4A (2.3)
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Analit

Elektrot Elektrot
Faradaik olmayan EIS Faradaik EIS

Sekil 2.7. Faradaik olmayan (a) ve Faradaik (b) impidimetrik biyosensorlerin sematik
gosterimi

Hem faradayik hem de faradayik olmayan EIS, ¢esitli uygulamalar i¢in elektrokimyasal
sensorlerde doniistiiriicii teknikler olarak birtakim avantajlar sunmaktadir. Faradayik
modda, yiik transfer direnci, ilgilenilen bir analitin konsantrasyonu ile iligkili impedans
bilesenidir ve elektroaktif tiirler arasindaki indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarindan
tiretilen akimin bir sonucudur. Kapasitans ise faradayik olmayan EIS'de belirli bir analitin
taninmasini yorumlamak i¢in genellikle en 6nemli doniistiiriicii terimidir. Daha az duyarh
olmasmma ragmen, Faradayik olmayan sensor, redoks c¢iftlerinin  varligini
gerektirmediginden gergek zamanli uygulamalar i¢in umut verici bir adaydir. Ote yandan,
redoks reaksiyonlarindan iiretilen akim sayesinde faradayik sensorlerde, faradayik olmayan

cihazlara kiyasla daha yiiksek hassasiyet elde edilebilmektedir [36].

Litertiirde impedans tabanl tayinlere deginilecek olursa, Xi ve arkadaslart 2011 yilinda
lektin-bakteri etkilesimine dayali, etiketsiz bir elektrokimyasal impedimetrik biyosensor
gelistirmigtir. S. Cerevisiae’nin  hiicre ylizeyi {izerindeki glikozil kompleksleri
yakalanmistir ve elektrot yiizeyinde reaksiyon ¢ozeltisi varliginda (mannoz ¢ozeltisi), artan

derigimler i6ii¢in Rct artmustir [38].

Elshafey ve ekibi, beyin plazmasindaki kanser belirteglerinden biri olan epidermal biiyiime
faktorii reseptoriiniin  (EGFR) tayini igin elektrokimyasal impedans immiinosensor
gelistirmistir. Anti-EGFR antikorlari, antijenik olmayan Fc bdlgeleri araciligiyla protein G

ile modifiye edilmis elektroda baglanmistir [39].
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Li ve arkadaglarmin 2017 yilinda yapmis oldugu calismada elektrokimyasal impedans
spektroskopisi, harici (tetraspanin) ve dahili (syntenin) eksozom spesifik belirteclerinin
miktarin1 belirlemek i¢in uygulanmistir. Faradayik olarak gerceklesen bu calismada
reseptor ara ylizeyinde sirasi ile altin elektrot, polietilenglikol (PEG) ve Anti-CD63
kullanilmistir. Bu ¢alisma igin tayin smir1 (LOD) 1,9x10° partikiil mL? olarak elde
edilmistir [40].

Kilig ve arkadaslarinin 2018 yilinda yapmis oldugu calismada ise, ticari olarak satin alinan
tek kullanimlik ekran baskili elektrotlar ile etiketsiz, diisiik maliyetli biyosensor, CoCl
kaynakli hipoksiyle tetiklenen gelismis EV salgisinin saptanmasi i¢in kullanilmistir. LOD
degeri, 77 Evs mL™ olarak hesaplanmustir. Ayrica gelistirilen impidimetrik esash
biyosensdr, Enzime Bagli Immiinosorbent Testi (ELISA) ve nanopartikiil izleme analizi
(NTA) ile karsilagtinnlmistir ve diger iki teknige kiyasla daha yiiksek hassasiyet ve daha

diisiik tayin sinirina sahip oldugu goériilmustiir [41].

Kokl ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, analitin immobilize reseptorlerin
algilama bolgesine dogru tasinmasii hizlandirmak i¢cin AC impedans spektroskopisi ile
elektrotermal akis tabanli bir biyosensor tasarlanmistir. Hedef molekiil seviyesi, analitin
reseptorlere spesifik baglanmasi nedeniyle impedans degisikligi izlenerek eszamanli olarak

ol¢tlmiistiir [42].

2.1.3. Biyosensorlerde kullanilan elektrot materyalleri

Elektrot, elektron aktarimi yapan bir arayliz gorevi yaninda biyosensorlerde
biyomolekiillerin immobilizasyonu ic¢in kati bir destek olarak kullanilan onemli bir
bilesendir. Elektrotlar, birden fazla malzeme ve cesitli {iretim siiregleri kullanilarak
iretilebilir. Elektrot, elektronlarin ve bosluklarin (hole) hareketiyle yiikiin tasindigi
elektronik bir iletkendir [24]. Biyosensorlerde yaygin olarak kullanilan elektrotlar, altin
(Au) gibi metaller ve karbon gibi ametaller dahil olmak iizere iletken ve yari iletken
malzemelerden iiretilmektedir (Sekil 2.8). Elektrotlarin tiirii, iiretim yaklasimi ve tasarimu,
duyarlilik, segicilik, algilama limiti (LOD) ve dinamik aralik dahil olmak iizere
biyosensoriin performansini belirleyen 6zellikleri etkiler. Ayrica biyosensoriin maliyetini,
tiretilebilirligini, atilabilirligini ve 6l¢lim yeteneklerinin iizerinde de etkisi bulunmaktadir.

Elektrot tiirli ayn1 zamanda, elektron transfer hizi, elektroaktif kiitledeki kiitle transfer hizi
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ve elektrodun algilama katmaninda meydana gelen reaksiyon hizini ve reaksiyonun sinyale
dontistiiriilme kalitesini etkilemektedir. Elektrot tiirlerinin ustiinliikleri ve dezavantajlar

Cizelge 2.2.”de belirtilmistir.

Sekil 2.8. Biyosensdrlerde kullanilan farkl elektrot malzemeleri

Metal elektrotlar

Au ve Pt gibi metal elektrotlar, genellikle kesme islemleri yoluyla iiretilmektedir. Ince film
metal elektrotlar ise, genellikle, fiziksel buhar biriktirme [43] ve serigrafi [44] dahil olmak
iizere geleneksel mikrofabrikasyon yaklagimlari yoluyla yalitkan substratlar iizerinde
metallerin biriktirilmesiyle tretilir. Altin, bir elektrot olarak oldukg¢a kullanisli ve uygun
bir metaldir. Biyolojik materyalin bir ¢ogu (DNA, antikor, antijen vs.) biyolojik aktiviteleri
korunarak altin yiizeyde hareketsiz hale getirilebilmektedir. Ilaveten altin, redoks merkezi
ve ylizeydeki modifiye gruplar arasindaki elektron transferini kolaylastirmaktadir. Altinin
parcacik boyutuna bagli olarak bigimsel 6zellikleri arasindaki farklari anlamak oldukca
onemlidir ve altinin tercih edilen 6zellikleri genellikle nanopargacik formuna gegmesiyle

ortaya ¢ikmaktadir [45].

Altin yiizeylere, verimi yiiksek bir reaksiyon ile uzun zincirli organik bilesiklerin
baglanmasi, modifiye elektrotlar olusturma seceneklerinden biridir. Bu tiir modifiye
elektrotlar iki genel yontem ile elde edilmektedir. Ik yontem, altin bir yiizey iizerinde tiyol

(-SH) gruplarinin immobilizasyonu ve ardindan tiyollerin tek tabakasi tizerinde spesifik
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reseptoriin (DNA ve RNA) tutulmasidir. Ikinci yontem ise, fonksiyonel tiyol gruplarinin

reseptor olarak hareket ettigi altin bir yiizey lizerinde dogrudan baglanmasidir [46].

Cizelge 2.2. Biyosensorlerde kullanilan baz1 malzemeler ve 6zellikleri

Malzeme Tiirti Avantaj Sinirlamalar Referans
Grafen « Yiiksek yiizey/hacim « Diisiik suda [47, 48]
(S/V) orani ¢Oziiniirlik

« Hizl1 elektron transferi
« Yiiksek 1s1 iletkenligi
« Mekanik esneklik

« Biyouyumluluk

Metalik . Kolay elektron transferi  « Yiiksek tuz [49, 50]
nanopartikiiller » S/V'de artis konsantrasyonunda
« Ustiin iletkenlik elektriksel kararsizlik
« Biyouyumluluk . Sinyal
« Kolay islevsellestirme amplifikasyonunda
tutarsizlik

ITO (indiyum Kalay « Diisiik maliyet / Yiiksek « Yiizeyin antikorlarla [51, 52]
Oksit) gecirgenlik kaplanmas1  {izerine

. lyi elektriksel iletkenlik  elektron transferinin

« Yizey modifikasyon yavas kinetigi

kolaylig1
Organik Polimer « Yiiksek verim « Ince film [53, 54]
« Diisiik maliyet morfolojisinin

« lyi esneklik, islevsellik, tekrarlanabilirligi
¢oOziiniirliik ve 6zgiillik  ihtiyaci
« Yiksek calisma
voltajlar
- Malzeme
stabilitesindeki
belirsizlikler

Polimer elektrotlar

Polimerlerin ayarlanabilir elektriksel iletkenlik, biyouyumluluk ve ¢evresel kararlilik gibi
cesitli avantajlar1 vardir. Polimer elektrotlar ayrica bir dizi biyolojik tanima elemaninin
immobilizasyon teknigi ile de uyumludur [55]. Polimerler ayrica, implante edilebilir ve
giyilebilir biyosensorlerin tasariminda Snemli bir husus olan elektrot-doku mekanik
eslesmesini saglayan mekanik ozellikler sergiler. Polimer elektrotlar genel olarak konjuge

polimer ve polimer kompozit olarak siiflandirilabilir.
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Karbon Temelli Elektrotlar

Karbon, elektrokimyasal 6zellikleri nedeni ile biyosensér uygulamalarinda yer alan bir
malzemedir. Karbon pasta, camsi karbon, karbon fiber olmak iizere farkli tiirlerde
kullanimi mevcuttur. Bu tiirevler, diisiik maliyetli olmalart nedeniyle, pahali metal
elektrotlara alternatif olmuglardir. Karbon pasta, genellikle grafit tozu ve camsi bir
goriiniim saglayan organik bir baglayicinin karistmindan olusur. Karbon pasta ile
hazirlanan elektrotlar, kat1 grafit veya metal elektrotlara kiyasla genis calisma potansiyeli,
uygun modifikasyon, yenilenebilirlik, minyatiirlestirme, pasta hazirlama sirasinda farkli

maddeleri katma gibi avatajlar saglamaktadir [56].

Serigrafi baskili elektrotlar

Elektrokimyasal sensorlerin analitik performansi temel olarak elektron taginmasi, ytizey-
hacim orani, potansiyel araliklari, arka plan akimi ve kararhilik (kimyasal ve
elektrokimyasal) ile ilgilidir. Ekran baskili elektrotlar (SPE), endiistriyel yazicilar
kullanilarak diiz bir alt tabaka {izerine katmanlarin bir kombinasyonunun désenmesiyle
iretilir ve geleneksel elektrotlara kiyasla diisiik maliyetleri, atilabilirlikleri ve tasarim
esnekligi nedeniyle ilgi c¢ekerler [40, 57]. Elektrokimyasal sensorler minyaturize
edildiklerinde ortaya ¢ikan en temel avantaj gereken numune hacminin birka¢ mikrolitreye
kadar diisiirilmesidir; bu da cihazin entegre edilecegi teshis sisteminin genel boyutunun
kiigiiltiilmesine yardimci olmaktadir. SPE'lerin c¢alisma elektrotunda kullanilan
nanomalzemeler (karbon nanotiipler [58], grafen [59], altin nanopargaciklar [60],vb.), ¢cok
daha yiiksek spesifik yilizey alanlart ve istlin 6zellikleri nedeniyle yiizey aktivitesini

onemli dl¢iide iyilestirebilmektedir.

SPE'lerin bir diger énemli iistiin 6zelligi ise yiizeylerinin, farkli analitlerle bir¢ok amaca
uyacak sekilde kolayca degistirilebilmesidir. Bu ¢ok yonliilik ile minyatiir boyutu ve
tagiabilir enstriimantasyona baglama olasiligi, hedef analitlerin yerinde son derece
spesifik belirlenmesini miimkiin kilar. Ilaveten, SPE'ler, bellek etkileri ve temizleme

prosediirleri gibi klasik kat1 elektrotlarin yaygin sorunlarindan bazilarini bertaraf eder.

Boriachek ve arkadaglarinin gerceklestirmis oldugu calismada, altin yiikli ferrik oksit

nanokiiplerle izole edilen eksozomlar, antikor modifiyeli ekran baskili elektrot ile
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belirlenip, saptama sinir1 10® eksozom mL™ olarak tayin edilebilmistir [61]. Bir baska
calismada ise eksozomal mikroRNA'nin (miR-338-3p) elektrokimyasal tespiti igin
enzimatik amplifikasyon icermeyen bir yaklagim rapor edilmistir. Elektrokatalitik sinyal,
AUNP-Fe;O3NC ile modifiye edilmis ekran baskili karbon elektrotta kronokoulometri
kullanilarak izlenmis ve algilama sinir1 100 aM kadar diisiik miR-338-3p olarak
belirtilmistir [62]. Ekran baskili elektrotlarin bazi biyosensor uygulamalar1 Cizelge 2.3.’de
belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Ekran baskili elektrotlara dayali biyosensorler iizerine mevcut arastirmalara

genel bakis
SPE tiirti Analit Metod Referans
Elektrosprey biriktirilmis Katekol Amperometrik  [63]
lakazli serigrafi elektrotlar
Altin nanopargaciklarla Tau proteini CVv [64]
modifiye edilmis ekran
baskili karbon elektrotlar
Kobalt oksit nanopartikiiller Kokain CV ve DPV [65]
ile kaplanmig ekran baskili
elektrotlar
Antikor modifiye ekran Listeria CVv [66]
baskili elektrotlar Monocytogenes
p60 protein
Grafen oksit ekran baskil 120 baz ¢ifti Impidimetrik ~ [67]
elektrotlar bulunan DNA
fragmani

Kagit tabanh elektrotlar

20. ylizyilin baslarinda kagit kromatografisinin kesfinin ardindan, kagit tabanli teshis
cihazlari ortaya ¢ikmaya baslamistir [68]. 1956'da ilk kez idrardaki glukozun kalitatif
tespiti i¢in kagit tabanli cihaz gelistirilmis ve bu cihaz, hamilelik test Kitinin iyi bilinen bir
ornegi haline getirilmistir [69]. Son on yilda ise kagit, esnek, tasinabilir, tek kullanimlik,
kolay entegre edilebilen, kolay erisilebilirlik, uyumluluk ve diisiik maliyet gibi 6zellikleri
nedeniyle analitik ve klinik biyokimyada biyosensorlerin tiretimi igin potansiyel bir

malzeme olarak kullanilmistir. 2007 yilinda, kagit tabanli sensoriin ilk nicel uygulamasi,
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Whitesides ve arkadaslari tarafindan tanitilmistir. Whitesides ve arkadaslari, multipleks
analit tespiti i¢cin mikroakiskan kagit tabanli analitik cihazlar (WPAD'ler) ad1 verilen kagit
tizerinde mikroakiskan kanallar1 tiretme fikrini ortaya atmislardir [70]. Bu yontem, farkli
yontemlerin gelistirilmesine de yol agmustir. Kagit tabanl elektrokimyasal sensorler (PES)

ise ilk olarak 2009 yilinda Dungchai ve ¢alisma arkadaslari tarafindan sunulmustur [71].

Kagit, kagit hamuru islenmesine bagli olarak ince, hafif ve esnek olarak iiretilebilen ve en
bol bulunan malzemelerden biridir. Ayrica baski, yazi, ¢izim ve paketleme igin oldukca
uygun bir malzemedir. Kimyasal olarak seliiloz lifi, kdgidin ana bilesenidir ve sivinin aktif
bir pompaya veya harici kaynaga ihtiya¢ duymadan hidrofilik lif matrisine niifuz etmesine
izin verir [72]. Kagit substratin olduk¢a arzu edilen hidrofilik karakteristik yapisini tam
olarak kullanmak ve kagit tabanli sistemlerin analizlerdeki genel uygulanabilirligini

gelistirmek icin kagit malzeme se¢imi dnemlidir.

Kagit hamuru

Kagit hamuru, seliiloz liflerini agactan, lif mahsullerinden veya atik kagittan kimyasal veya
mekanik olarak ayirarak hazirlanan lignoseliilozik lifli bir malzemedir. Nitroseliiloz (NC)
hazirlamak i¢in nitrik asitle muamele yoluyla nitroseliiloz tiretmek i¢in kullanilacak bir tiir
hammaddedir. Kagit hamuru, %80 ~ %87 arsinda a-seliiloz igerir [73]. Bununla birlikte,

ahsap seliilozuna kiyasla NC'nin iiretim verimi ve viskozitesi diisiiktiir.

Pamuk linter

Odun seliillozuna benzer sekilde, bir baska yenilenebilir yesil kaynak olan pamuk, her tiirlii
giysi, mobilya kumasi1 ve endiistriyel kumas icin hazirlanabilir. %94,5 a-seliiloz igerir.
Odun seliillozundan elde edilen NC'nin 6zellikleri ile karsilagtirildiginda, %10,7 ~ %12,2
N igerigine sahiptir ve pamuk seliilozdan elde edilen NC'nin tiretim verimi ve viskozitesi
daha ytiksektir [74].

Mikrokristal seliiloz

Geleneksel olarak mikrokristal seliiloz (MCC) esas olarak iiriinler i¢in odun hamurundan

ve pamuk linterlerinden hazirlanmaktadir; ancak ticari maliyeti yiiksektir. NC hazirlamaya
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gelince, yenilenebilirligi, biyolojik olarak bozunabilirligi ve yiiksek 0Ozel yiizey alani
nedeniyle asit hidroliz yontemi kullanilarak MCC hazirlamak i¢in Alfa otu (ahsap olmayan
lifler) kullanilmistir. MCC, %93 a-seliiloz ve %7 selilloz olmayan bilesen igerir.
Mikrokristal NC, %12,5 N igerigine, diisiik viskoziteye, iyi termal kararliliga, kompakt
yapiya ve piiriizlii bir yiizeye sahiptir [75].

Miscanthus seliiloz

Seliiloz hazirlamak i¢in ahsap ve pamugun yani sira, yenilenebilir ham maddelerden elde
edilen ¢evre dostu veya “yesil” polimerler siklikla kullanilir. Miscanthus, ¢ok yillik, odun
dis1 rizomat6z bir ¢im tiirii olarak, Miscanthus seliilozunu nitrik asit prosesi ile hazirlamak
icin kullanilabilir; zira bu tiir kolay biiyiir ve yiiksek biyokiitle verimi sunar [76].
Miscanthus seliiloz  %95,4 a-selilloz igerir. Ticari Miscanthus seliilloz nitratlama
yontemiyle NC hazirlamak i¢in kullanilir ve daha sonra farkli uygulamalar igin alkol
esterinde ¢oziiliir. Miscanthus NC, %11,85 N igerigine (diisiik nitrojen NC) ve alkol ester

karigiminda yliksek ¢oziiniirliige sahiptir.

Bakterivel seliiloz

Bakteriyel selilloz (BC), Gram negatif bakteri Acetobacter xylinum gibi baz
mikroorganizmalardan fermantasyon yontemi kullanilarak elde edilir [77]. Yiiksek
stabilite, diisiik toksisite dzelliklerine sahiptir ve %99,4 a-seliiloz igerir; bu da malzemeyi
NC hazirlamak i¢in uygun yapar. Bakteriyel seliilozun nitratlanmasi i¢in BC tozu, farkl
stilfiirik asit oranlarina sahip nitratlama ¢ozeltileri ile karistirilir. Bakteriyel seliilozun
(NBC) nitrasyonundan sonra, %10,86 ~ %12,1 N igerigi ve yiiksek stabilite 6zelligi
gosterir [78].

Kagit tabanl sistemler kullanilarak yapilan analizlerin ¢gogunda Whatman No 1 filtre
kagidi kullanildigi anlagilmaktadir [79, 80]. Whatman kagidindaki lifler yiiksek alfa
seliiloz igerdiginden yiiksek tekrarlanabilirlik dzelligine sahiptir. Tlaveten, bu tip kagitlarin
yiksek su emiciligi ve biyo-uyumlu olmasi biyosensorlerin tasarimi icin oldukca

uygundur.
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Kagit tabanli elektrotlar esnek olmalarindan otiiri  ¢esitli  konfiigrasyonlarda
tasarlanabilmektedir (Sekil 2.9) [81]. Bu nedenle istenilen 6zel bir uygulamaya gore
tasarlanmalart mimkiindiir. Kagit malzeme elektrokimyasal hiicreyi (calisma, referans ve

karsit) olusturan tiim elektrotlar i¢in bir destek alt-tabakasi olarak kullanilmaktadir.

Serit Kath (Origami) istiflenmis Kagit Disk

Mikrokanallar

ust
RE . __kayma
iy - S
alt

Seramik veya plastik

Sekil 2.9. Elektrokimyasal biyosensorlerde kagit elektrodun ¢esitli kullanim sekilleri (RE-
Referans Elektrot, WE-Calisma Elektrodu, CE-Karsit Elektrot) [86]

Kimyasal maddelerin (redoks mediatorleri, nanoyapili tanecikler) veya biyolojik
molekiillerin (Proteinler, DNA) elektrot yiizeyindeki immobilizasyonu biyosensor tasarim
siirecinin en 0nemli asamalarindan biridir. Kagit yiizeyindeki immobilizasyon, genellikle
istenen bilesikleri igeren bir c¢ozeltinin damlatilmasiyla ve ardindan ¢oziiciisiiniin

buharlastirilmsi ile gerceklestirilmektedir.

Kagit malzeme ve elektrokimyasal algilamay1 birlestiren kagit tabanli analitik cihazlar,
farkli tiirlerdeki biyolojik materyallerin tespiti i¢in kullanilmaktadir [82—86]. Kagit tabanl

elektrot kullanilarak tasarlanan cesitli biyosensor sistemleri Cizelge 2.4°te belirtilmistir.
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Cizelge 2.4. Kagit tabanli elektrot kullanilarak tasarlanan cesitli biyosensorler

Analit Yontem LOD Referans
Ketamine Ccv 0,01 nM/mL [87]
AChE CcVv 0,1 U/mL [88]
AFP,CA 125, Kemiliiminesans AFP: 25 ng mL™? [89]
CEA CA 125: 35 ng/mL*
CEA: 5 ng/mL™*
EpCAM ve GCP3 Elektrokimyasal ve 10 hiicre mL ™ [90]
pozitif hiicreler Floresans
Cu (1) Kolorimetri 7,5nM [91]
Tartrazin SERS 0,1138 ug mL ! [92]
Serotonin Elektrokimyasal, 0,38 uM [93]
DPV
CA199 Elektrokemiliimine 0,0055 U/mL [94]
-sans
CEA Elektrokemiliimine 0,12 pg/mL [95]
-sans
PSA Impidimetrik 1,18 ng/mL [96]

Kagit, lizerinde bulunan seliilloz gruplari nedeniyle hidrofiliktir. Hidrofobik bariyerlere
sahip PAD’ler, genellikle, hedef analitlerin elektrokimyasal tespiti icin numune hacmine
ve elektrot boyutuna bagli olarak karar verilen ve istenen bir yerde sivi akigsini sinirlamak
icin olusturulur. PAD'lerin ve elektrotlarin hidrofobik bariyerlerinin iiretimi i¢in bir dizi

teknik gelistirilmis ve rapor edilmistir (Sekil 2.10). Bu yontemler asagida belirtilmistir:

e Lazer ile muamele (laser treating)

e Fotolitografi,

e Bal mumu baski (wax-printing)

e Elek Baski (screen-printing)

e Plazma ile muamele (plasma treating)

e Flekso Baski (flexography)
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Sekil 2.10. Kagit elektrot ylizeyinde bariyer olusumu i¢in kullanilan teknikler: (a) lazer ile
muamele, (b) fotolitografi, (c) bal mumu baski, (d) elek baski, (e) plazma ile
muamele, (f) flekso baski

Lazer ile muamele

Lazer ile muamele yontemi, 2011 yilinda Chitnis ve ark. tarafindan kullanildi [97].
Parsomen kagidinin yiizeyini islemek ve ylizeyin 1slanabilirligini degistirmek i¢in bir CO2
lazer kesim/oyma makinesi kullanildi. Huang ve arkadaslar1 kagit alt tabakalar tizerinde
yliksek kaliteli ¢ok katmanli devreler olusturmak i¢in degistirilmis bir lazer baski islemi
onerdi [98]. Bu c¢alismada, solvent igermeyen bir transfer yontemiyle desenli giimiis
nanotel miirekkebi kullanildi. Once, bir poliimid film olusturmak icin kAgida 1s1 silindiri
uygulandi. Daha sonra, desenli devreler, toneri, karbon siyah1 veya renklendirici
bilesiklerle karistirilmis tozlari igeren bir lazer baski makinesi kullanilarak kagida basildi.
Islemin yiiksek verim ile gerceklesmesi ve solventsiz olma &zelligi, bu modifiye lazer
baski tekniginin avantajlaridir. Miirekkep plskiirtmeli baskinin aksine kagidin
islatilmasina gerek duyulmamaktadir; bu durum elektronik devrelerin ¢oziintirligiini ve
performansin1 artirmaktadir. Glimiis bazli miirekkepler iyi iletkenlik ve basilabilirlik
performansina sahip olsalar da maliyetleri yiiksektir ve sinirli raf Omriine sahiptirler.

Ayrica, bu yontemdeki liretim siireci oldukca karmagiktir.
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Fotolitografi

Fotolitografi, pyPAD'lerin {iretimi i¢in kullanilan ilk modelleme yontemidir [99] ve kagit
iizerinde belirgin hidrofilik ve hidrofobik alanlarin olugsmasini saglayan yiiksek hassasiyetli
bir yontemdir. Fotolitografi, geometrik bir yapinin, fotomaskeden kagida emprenye
edilmis 1s18a duyarli bir fotorezistore aktarilmasina dayanir. Asano ve Shiraishi, bir
fotomaske kullanmadan kagit tizerinde hidrofilik ve hidrofobik bolgelerin modellenmesi
icin bir 3D yazici kullanarak hizli ve ucuz bir iiretim yaklasimi ortaya koymustur [100].
Bu yontemde kromatografi kagidi istenilen boyutlarda kesilerek oktadesiltriklorosilan n-
heksan ¢ozeltisine 5 dakika daldirilmis, daha sonra, modifiye edilmis kagit, hidrofilik
bolgeler fotomaske ile UV 1s1gma maruz birakilmistir. Fotolitografi yontemi, atilabilirlik,
maliyet etkinligi, basitlik ve pahali iiretim araclarinin olmamasi gibi 6zellikleri nedeniyle

bir¢ok avantaj sunmaktadir.

Bal mumu baski

Bal mumu bazli iiretim teknikleri (wax-printing), toksik olmayan reaktifler kullanilarak
secici hidrofobiklige dayanan diisiik maliyetli yontemlerdir. Giinlimiizde kullanilan bal
mumu baski yontemi ilk olarak Lu ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir [101].
Literatiirde su anda kullanilan en yaygin baski yontemidir [86, 102, 103]. Bu yontem baski
ve 1sitmay1 igeren iki agama icermesine ragmen seri iiretim i¢in uygundur. Bu yontemde
uzun siireli kullanimlarda mumun erimesi ve olusturulan bariyerlerin genislemesi gibi

dikkat edilmesi gereken bazi durumlar mevcuttur.

Elek baski (Screen-printing)

Serigrafi, sablonlu bir tasarimin bir 6rgii elek, miirekkep ve bir silecek kullanarak diiz bir
yiizeye aktarilmasi islemidir. Kumas ve kagit en ¢ok ekran baskili yiizeylerdir ancak 6zel
miirekkeplerle ahsap, metal, plastik ve hatta cam {izerine baski yapmak da miimkiindiir.
Temel yontem, ince bir orgii ekranda bir sablon olusturmay1 ve ardindan alttaki yilizeyde
tasarimin bir izini olusturmak i¢in miirekkebi (veya resim ve posterlerde boya) itmeyi
icerir. Bu siirece bazen serigrafi veya serigrafik baski denir ve gercek baski islemine
oldukca benzer olsa da sablonun olusturulma sekli, kullanilan malzemelere bagli olarak

degisebilir.
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Serigrafi teknolojisi ile milimetre aralifinda bir ¢apa sahip elektrotlar iiretilebilmektedir.
Bu yazdirma yontemi hizli, basit, ucuz ve son derece 6zellestirilebilir bir nitelige sahiptir.
Elektrot katmani, standart bir serigrafi teknigi kullanilarak yazdirilir ve ¢alisma, karsit ve

bir Ag/AgCl referans elektrotundan olusur.

Plazma ile muamele

Plazma uygulamasi, kagit yiizeyindeki kanallarin modellenmesi icin alternatif bir
yontemdir. Hidrofilik kanallar, filtre kagidinin alkil keten dimer ile hidrofobik hale
getirilmesi ve hidrofobik bariyerler olusturmak igin kiirlenmesiyle olusturulur. Kagit
numuneler, desenli metal maskeler arasina yerlestirilip, ardindan plazma ile islenir. Plazma
islemi fotolitografi yontemi ile kiyaslandiginda daha az adima sahiptir. Bu yontemde
bariyer olusturmak i¢in pahali plazma oksitleyicilerin ve bir maskenin gerekli olmasi bir
dezavantajdir. Ayrica seri {iiretime uygun degildir ve organik c¢oziiciilerle birlikte

kullanilamaz.

Flekso baski (flexography)

Olkkonen ve arkadaglar1 2010 yilinda fleksografik olarak baskilanmis pPAD'lerin ilk
ornegini yayinladi. Baski miirekkebi olarak kullanilan toluen veya ksilen i¢indeki
polistiren, hidrofobik bariyerler olusturmak igin bir aniloks rulosuna uygulandi [104].
Flekso baskida kullanilan miirekkeplerin  viskozitesi, serigrafi miirekkebinin
viskozitesinden daha diisiiktiir. Plaka ve baski silindiri, miirekkebin kagida niifuz etmesi ve
hidrofobik ve hidrofilik kanallarin modellenmesi i¢in dondiiriilmiistiir. Fleksografik
baskinin avantajlari, polistirenin 1s1l iglem gerektirmemesi ve biyouyumlu olmasidir. Diger
avantaji, reaktiflerin tek bir rulodan kagida aktarilabilmesidir. Ancak fleksografi teknigi ile
fotolitografi teknigine kiyasla daha diisiik ¢coziintirliiklii hidrofilik kanallar elde edilir. Bu
teknige iliskin gelistirmeler halen devam etmektedir ve daha fazla optimizasyon
caligmasina ihtiya¢ vardir. Cizelge 2.5.’te son zamanlarda yaygin olarak kullanilan PAD

tiirleri ve elektrot iiretim teknikleri belirtilmistir.
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Cizelge 2.5. Farkli hidrofobik bariyer olusturma teknikleri ile gelistirilen biyosensorler

Uretim Analit Tiirii Kagit Alt Metod Referans
Teknigi Tabakast
Fotolitografi  Glukoz, laktat Filtre Kagidi CV, [71]
ve lrik asit Kronoamperometri
Mum CEA ve Whatman DPV [105]
Baskilama CA125 Kromatografi
Kagidino 1
Mum Staphylococcus  Whatman DPV [106]
Baskilama aureus Kromatografi
bakterisi Kagidi
Mum Pb ve Cd Whatman SWV [107]
Baskilama Kromatografi
Kagidino 1
Lazer Kesim  Akyuvar PVDF filtre CV ve DPV [108]
membran
Lazer Kesim  Dopamin Whatman CV ve DPV [109]
Kromatografi
Kagidino 1

2.2. Eksozomlar

Ekstraseliiler vezikiillerin (EV) smiflandirilmasi siirekli gelismekle birlikte, genellikle
apoptozomlar, mikrovezikiiller, eksozomlar ve retrovirlis benzeri vezikiiller olmak {izere
dort ana kategoriye ayrilirlar (Sekil 2.11) [110]. Eksozomlar endozomal kdkenlidir ve 40
ila 160 nm ¢apinda (ortalama ~100 nm) bir boyut araligindadir [111].
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500-4000 nm 50-2000 nm 30-100 nm 90-100 nm

Sekil 2.11. Ekstraselliiler vezikiillerin biyolojik olarak bilinen dort farkl: tipi:
a) Apoptozomlar b) Mikrovezikiiller ¢) Eksozomlar d) Retroviriis benzeri
vezikiiller [112]

[lk arastirmalar, eksozomlarm sadece hiicreden atik uzaklastirmada gorev aldiklari
yoniindeydi. Fakat sonrasinda yapilan g¢aligmalarda, eksozomlarin, kargo igeriklerinin
sadece atik molekiillerden olusmadigi, aksine hiicreler arasi haberlesme, sinyal iletimleri
gibi 6nemli rollerde kullanilmak iizere, niikleik asitler, proteinler, miRNA, mRNA,

niikleoproteinler ve ¢esitli enzimler tasidiklari ortaya ¢ikarildi [113].

Eksozomlar, endozomal membranlarin ice dogru tomurcuklanmasinin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikar ve plazma zari ile hiicre digi ortama salinir [114]. Eksozomal membranlar,
GM1 gangliosidleri, transferrin reseptorleri, kolesterol, seramid ve sfingomyelin gibi lipid
tiirevleri agisindan zengindir [115, 116]. Ayrica Tsgl01, Alix ve tetraspaninler (CD9,
CD63 ve CD81) gibi endozoma 6zgii bir¢ok protein igerirler ve bunlar genellikle onlari
diger EV popiilasyonlarindan ayirt etmek icin kullanilir. Eksozomlarin protein igerikleri

Cizelge 2.6’da belirtilmistir.
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Cizelge 2.6. Eksozomlarin protein bilesenleri [121]

Protein Kategorisi

Bilesenler

Tetraspanins
Is1 sok proteinleri (HSP)

Hiicre adezyonu

Antijen sunumu

Multivezikiiler viicut Biyogenezi

Zar tasinimi

Sinyal proteinleri

Hiicre iskeleti bilesenleri

Transkripsiyon ve protein sentezi

Metabolik Enzimler

Anti Apoptoz
Biiytime faktorleri ve
sitokin
Oliim reseptérleri

Demir tasima

CD9, CD63, CD81, CD82, CD37, CD53
HSP90, HSP70, HSP27, HSP60

Integrins, Lactadherin, Intercellular Adhesion
Molecule 1

Insan 16kosit antijeni stmif I ve II/peptit
kompleksleri

Tsgl01, Alix, Vps, Rab proteinleri

Lizozomla iliskili zar proteini 1/2, CD13, PG
diizenleyici benzeri protein

GTPase HRas, Ras ile ilgili protein, furloss, hiicre

dis1 sinyalle diizenlenen kinaz, Src homoloji 2 alan

fosfataz, GDP ayrigma inhibitorii, Syntenin-1, 14-
3-3 Proteinler, Doniistiiriicii protein RhoA

Actins, Coflin-1, Moesin, Myosin, Tubulins,
Erzin, Radixin, Vimentin

Histon 1, 2, 3, Ribozomal proteinler, Ubiquitin,
major kasa proteini, Kompleman faktor 3

Yag asidi sentazi
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
Fosfogliserat kinaz 1
Fosfogliserat mutaz 1
Piruvat kinaz izozimleri M1/M2
ATP sitrat liyaz

ATPaz

Alix, Tioredoksin, Peroksidaz
Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)-a, TNF
Reseptorleri, Doniistiiriicti bliyiime faktori-§
FasL, TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand

Transferrin reseptorii
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2.2.1. Eksozom biyogenezi

Eksozom biyogenezinde, ilk olarak, ana hiicre zar1 ige dogru katlanir ve ortaya ¢ikan girinti
ile erken bir endozom olusur [117]. Olusan erken endozom ig¢e dogru tomurcuklanir ve
girintiler yapar. Daha sonra ge¢ endozoma doniiserek birgok intraluminal vezikiil
olusturur. Bu asamada olusan yapilara ‘multivezikiiler cisimler’ denir. Ortaya ¢ikan bu
cisimler iki farkli yol izleyebilir: (i) lizozomla birlesmenin sonucu olarak pargalanirlar

veya (ii) plazma zar1 ile kaynasirlar ve hiicreden eksozomlar halinde salmirlar [118, 119].

2.2.2. Eksozomlarin gorevleri

Baslangicta, eksozomlarin, gereksiz hiicre molekiillerinin uzaklastirilmasindan sorumlu
vezikiiller oldugu disiiniilmekteydi [120]. Ancak calismalar, eksozomlarm bu
fonksiyonlarina ek olarak, hiicreler arasi iletisim ve homeostazin saglanmasinda 6nemli
gorevlere sahip oldugunu gostermektedir [121]. Hiicre dis1 vezikiiller biyolojik
stireglerdeki temel rolleri nedeniyle hastalik patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir [122].
Ek olarak, eksozomlar bagisiklik sistemi igindeki iletisimde yer alir ve hem bagisiklik

uyarict hem de engelleyici etkilerle modiilasyona aracilik etmektedir [123].

Eksozomlar, niikleik asitlerin (DNA, mRNA, miRNA) [124], proteinlerin ve lipitlerin
kargo konteyneri ¢ekirdekleri [125] araciligiyla tasima islemlerini gergeklestirerek
hiicreden hiicreye iletisimde kritik bir rol oynarlar. Ayrica, eksozomlarin alim yollar1 veya
eksozom Ozgiilliigii, iletisimin farkli sekilde ilerlemesine neden olur. Ornegin, mutant
KRAS ekspresyonu tarafindan indiiklenen onkojenik sinyaller, makropinositoz yontemi ile
insan pankreas kanseri hiicrelerinde eksozom alimina yol agar [126]. Hiicreler arasi
iletisim ise ireme, gebelik ve embriyonik gelisim siireclerinde daha hassas ilerler.
Eksozomlar ayrica hem enfeksiyonun 6nlenmesinde [127] hem de bagisiksal tepkinin
diizenlenmesinde [128] goérev alir. Ornegin anne siitiindeki miRNA iceren bagisiklik
fonksiyonlari ile eksozomlarin saglikli dogum sonrasi bilylimeyi desteklemesi arasinda bir
iliski bulunmaktadir [129]. Normal ve patolojik hiicrelerde hiicreler arasi iletisim siirecini
incelemeye yonelik ¢alismalar eksozomlara olan ilgiyi biiylik dl¢iide arttirmistir. Bunun en
onemli nedeni, kanser hiicrelerinin olusturdugu faktorlerin eksozomlar tarafindan
salinmasidir [130] ¢iinkii eksozomlar neoplazi, timor biiylimesi ve metastazi,

paraneoplastik sendromlar ve tedaviye direng iizerinde etkilidir. Ayrica kanser hastalarinin
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(prostat, akciger, mide gibi) kan Orneklerinde saglikli bireylere gore eksozom diizeyi

oldukga yiiksektir [131, 132].

2.2.3. Eksozomlarin kanserdeki roli

Eksozomlarin igerigi, kdken aldiklar1 hiicrelerin durumuna (saglikli veya kanserli) bagh
olarak, bu nano vezikiillerin hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilmasina izin verir.
Timor hiicrelerinden tiiretilen eksozomlar, ana hiicrelerden alinan proteinler ve niikleik
asitler agisindan zengindir ve bu nedenle, anti-tiimdr immiin tepkisini indiiklemek i¢in bir
timor antijenleri kaynagi olarak goriilebilir [133]. Ornegin, eksozomlar kanserli
hiicrelerden kaynaklaniyorsa, CD9, CD63 tetraspaninler ve CD80, CD86 yiizey antijenleri
gibi timor belirtegleri tasirlar [134, 135]. Ayrica eksozomlari hastalik tanisinda 6zel kilan
bir 6zellik daha vardir: Eksozomlar tiim viicut sivilarindan (serum, idrar, anne siitii vb.)
salinabilmektedirler [136, 137]. Bu o6zellikleri hem diizgiin biyodagilimlarinin oldugunu

hem de viicut sivilarinda kararli bir yapiya sahip olduklarini géstermektedir.

Kalin bagirsak kanseri (kolorektal kanser), en yaygin ve tehlikeli kanser tiirlerinden biridir.
Genetik degisiklikler ve cevresel faktorler birlikte hareket ettiginde ortaya ¢ikmaktadir.
Kolorektal kanser olusumu, bagirsagin i¢ duvarindaki normal kolon epitelinin
adenokarsinom ve tiimorlere donilismesiyle baslar [138]. Patolojik durumlari teshis etmek
icin sistematik yontemler, kolon kanserinin erken evrelerinde hastalarin yliksek tespit
oranina katkida bulunarak, 6lim oranlarinda azalmaya yol acabilir. Karbonhidrat antijeni
19-9 (CA19-9) ve karsinoembriyonik antijen (CEA), kolon, karaciger, pankreas ve mide
dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiirliniin saptanmasinda tiimor belirtegleri olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Tarama yontemleri olarak digkida gizli kan testi ve esnek
sigmoidoskopinin uygulanmasi, kolorektal kanser mortalitesini azaltmistir [139]. Ancak,
bu tekniklerin baz1 kisitlamalar1 vardir. Gaitada gizli kan testinin tespit duyarlilig1 oldukca
diisiiktiir ve esnek sigmoidoskopi invazivdir. Gelistirilen erken teshis yontemleri, kolon
kanseri i¢in bes yillik sagkalim oraninit %90'a kadar artirabilir [140]. Bu nedenle viicut
stvilarinda kolon kanseri hiicre hatlarindan salgilanan eksozomlarin saptanmasi ve
belirlenmesi prognostik, tanisal ve terapotik degerlerinin belirlenmesinde hayati 6nem

tagimaktadir.
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Biyosensorler, eksozomlar ve eksozomal biyobelirteglerin (miRNA gibi) tespiti yoluyla
hastaliklarin erken teshisine ve prognostik olarak izlenmesine olanak tanir. Tasarlanan
sinyal dondstiiriiciilere gore, agirhikli olarak kolorimetrik [141], floresan [142],
elektrokimyasal (EC) ve elektriksel yaklasimlar [40, 41], yiizey gelistirilmis Raman
sacilmasi (SERS) [143], ylizey plazmon rezonansi (SPR) [144] ve eksozomlarin tespiti i¢in

farkli biyoalgilama stratejileri gelistirilmistir.

2.2.4. Eksozom tayin yontemleri

Nanopartikiil izleme analizi

NanoSight LM10 (NanoSight Ltd., Amesbury, Birlesik Krallik) sistemi, bir cam
prizmadan numuneye (seyreltik bir partikiil slispansiyonu iceren bir sivi) verilen ince
odaklt bir lazer 1511 kullanir (Sekil 2.12). Isin numuneye girerken diisiik bir agiyla kirilir,
bu da numunenin i¢inden parcaciklar1 aydinlatan ince bir lazer 1s1nu1 ile sonuglanir. Isin
icinde bulunan parcaciklar, goriis alanindaki tiim pargaciklardan sacilan 1s1n11 toplayan,
151n eksenine normal olarak hizalanmis ve video kamera ile donatilmis geleneksel bir optik
mikroskop kullanilarak gorsellestirilir. Her bir parcacigin Brown hareketi izlenerek,

eksozomlarin ve mikrovezikiillerin boyutlandirilmasi ve sayilmasi saglanir.

MIKROSKOP

A

Parcacik sagilma

Goriintiilenecek
parcaciklar
sivi icinde askiya alimr

Lazer 151m / /
Cam

(yaklasik 50 pm genisliginde)

Metalize yiizey

Sekil 2.12. NanoSight cihaz konfigiirasyonu [150]
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Par¢acik hareketinin hizi, iki boyutlu Stokes-Einstein denkleminin (Es. 2.4)

uygulanmastyla pargacik boyutunu hesaplamak icin kullanilir:

KpTs

2 _
<xy>? =2 (2.4)
< x,y >? ortalama kare yer degistirme, Kg Boltzmann sabiti, T Kelvin cinsinden ¢oziicii

sicakligi, ts ornekleme siiresi, 7 viskozite, dn hidrodinamik ¢aptir.

NTA, pargacik boyutuna gore konsantrasyon hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 2.13).
Ayrica numunenin monodisperse veya kiimelesme olup olmadigi hakkinda da bilgi

verebilmektedir. Ancak, vezikiillerin fenotipini (hiicresel kokenini) belirleyememesi bu

yontemin dezavantajidir (Cizelge 2.7).

300 . .
NTA
- 200f
™S
©)
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‘@ 100}
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(@]
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Boyut (nm)

Sekil 2.13. Nanopartikiil izleme analizi (NTA), 100 nm'den biiyiik vezikiiller i¢in yiiksek
hassasiyetle mutlak boyut dagiliminin belirlenmesi [145]

Dinamik 1sik sacilimi (DLS)

Bu yontemde oOncelikle, mikrovezikiillerin ve eksozomlarin c¢ap1 lazer dagilimi ve
slispansiyon dalgalanmalarindaki dinamik degisikliklerin olgiilmesi ile tespit edilir (Sekil
2.14). Boylelikle yine Brown hareketi kullanilarak, parcaciklarin diftizyon hizi ve boyutu

hesaplanabilmektedir. Bu yontemde, trombositler gibi biiyiik parcaciklarin varligi DLS’ nin

dogrulugunu etkilemektedir.
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Sekil 2.14. Dinamik 151k sag¢ilim1 (DLS), goreli boyut dagiliminin belirlenmesi [145]

Akas sitometrisi (Flow Cytometry)

Her vezikiil veya eksozomun, ayr1 bir lazer spotu boyunca gecmesi ve yayilan floresan
1s518min  Olglilmesi prensibine dayanmaktadir. Eksozom boyutlart diger hiicrelerden
yaklasik 100 kat kiiciik olduklarindan, zayif sinyallerin geri kazanilmasinda zorluk
cekilebilmektedir. Bu sebeple 300 nm den daha biiyiik hiicreler i¢in kullanim1 uygundur.
Yeni cihazlar, (6rnegin AS50-Micro-PLUS, Apogee), 100 nm ve daha biiyiik boyutta
eksozomlart tespit edilebilmektedir (Sekil 2.15.).

30 y . y
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Sekil 2.15. Sagilma akis sitometrisi ile eksozom derisiminin belirlenmesi [145]
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Gecirimli elektron mikroskobisi (TEM)

TEM yonteminde, hizindirilmis elektronlar kullanilarak  eksozomlarin  analizi

gergeklestirilmektedir. Bu 6zellik ile boyut, konsantrasyon ve ylizey belirteclerinin analizi
yapilabilmektedir. Bununla birlite, dehidrasyon, fiksasyon ve metalizasyon da dahil olmak

tizere genis 6n hazirlik iglemi gereklidir.

Cizelge 2.7. Eksozom karakterizasyon yontemlerinin amaci, avantajlar1 ve dezavantajlari

[152]
Metod Amag Avantaj Dezavantaj
SEM veya TEM Eksozomal Eksozomlarin Cok sayida numunenin
morfolojinin tespiti  morfolojik yapist hizli 6l¢iimii i¢in
dogrudan uygun degildir.
gozlemlenebilir.

DLS teknolojisi

Eksozomlarin
boyutunu algilama

Alt 6l¢tim limiti,
monodispers
sistemlerin
belirlenmesi igin
uygun olan 10 nm'dir.

gerekli numune
konsantrasyonu
diistiktiir.

Genis boyut araligina
sahip karmagik
eksozom Orneklerinin
ol¢iilmesi i¢in uygun
degildir

NTA Eksozomlarin Algilama hizlidir ve Islem karmagiktir ve
boyutunu ve eksozomlar gergek kontamine proteinleri
konsantrasyonunu  zamanl olarak eksozomlardan  ayirt
tespit etme gozlemlenebilir. etmek zordur.

wWB Eksozomal Hiicre kiiltiirii [slem karmasik ve
isaretleyici ortamindan zaman alicidir
proteinlerin eksozomlar1 analiz
ekspresyonunun etmek daha kolaydir.
tespiti

ELISA Eksozomal Giiglii  ozgiilliige ve Islem karmasik ve
isaretleyici hizl algilamaya zaman alicidir
proteinlerin sahiptir,  isaretleyici
ekspresyonunun proteinleri niteliksel ve
tespiti niceliksel olarak analiz

edebilir.

Akis Sitometrisi Eksozomlarin Yontem, yiiksek Bu teknik zaman alici
biyolojik verimli, cok kanall1 ve zahmetlidir.
belirteclerinin analiz yapabilir ve Eksozomlarin pargacik
tespiti analiz hizlidir ve boyutu dl¢iilemez.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar, gelistirilen yontem

ve kullanim amaglari asagida listelenmis ve agiklanmistir.
3.1.1. Kimyasal maddeler ve malzemeler

Hidrojen tetrakloro aurat (HAuCls), N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodimid
hidrokloriir =~ (EDC),  N-hidroksisiilfosiiksinimid ~ sodyum  tuzu  (NHS), 11-
merkaptoundekanoik asit (MUA), etanol, potasyum ferrisiyaniir, potasyum ferrosiyaniir
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya)’den alinmistir. Potasyum dihidrojen fosfat,
sodyum hidrojen fosfat, sodyum kloriir, potasyum kloriir ve sodyum hidroksit Merck'ten
satin alinmigtir. Tim kimyasal maddeler analitik saflikta olup ilave saflastirma islemi
uygulanmadan kullanilmigtir. Biitiin ¢6zeltiler, Millipore ve Minipure deiyonize su sistemi
ile iretilen safliktaki su ile (18.2 MQ.cm) hazirlanmis olup i¢inde bulunan organik

bilesikler yine ayni1 sistemler yoluyla uzaklastirilmistir.

Liyofilize eksozom standardi (insan serumu) Biovision'dan (Milpitas, ABD) satin
alinmigtir. Anti-CD63 ve anti-CD9 Santa Cruz Biotechnology, Inc.’den alinmistir. hCG
kiti, (Perkin Elmer, Turku, Finlandiya) i¢inde bulunan (hCGQG) proteini kullanilmistir. Keci
Anti-Fare IgG Antikoru, (H+L) FITC konjugatt Merck’den alimmistir. Sigir serum
albumini  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den almmustir. Hiicre kiiltiirii
numunelerindeki eksozom sayisi, System Biosciences'dan satin alinan ExoELISA-ULTRA

Complete Kit ile belirlenmistir.

Disk tipi ¢alisma elektrotu olarak altin elektrot (2,0 mm ¢ap, Bioanalytical Systems, Inc.)
kullanildi. Karsit ve referans elektrotlar1 olarak sirasiyla Pt teli ve Ag/AgCl (3M NacCl)
elektrotlar1 (Bioanalytical Systems, Inc.) kullanildi. Ekran baskili altin elektrot olarak
DRP-220AT, Metrohm DropSens kullanildi. DRP-220AT, dairesel altin ¢alisma elektrotlu
(WE, 4 mm gap), altin karsit elektrotlu (CE) ve giimiis metali referans elektrotlu (RE) diiz

bir seramik Kkarttan olusmaktadir. Iletken karbon miirekkep Daejoo Electronic
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Materials'dan (Shanghai, Giiney Kore) satin alindi. Ag/AgCl pasta Gwent Group'tan

(Torfaen, ingiltere) satin alind.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal olgtimler, IVIUM Stat ve CompactStat (lvium Technologies, Hollanda)
elektrokimyasal analizorleri  kullanilarak yapildi. Elde edilen impedans degerleri
ZsimpWin yazilimi kullanilarak analiz edildi. Eksozom konsantrasyonu, NanoDrop ND-
1000 spektrofotometre (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE) kullanilarak 450
nm'de belirlendi. Isitic1 (Hot Plate Stirrer) olarak VELP Scientifica (Usmate Velate, Italya)
kullanildi. Floresans goriintiileri ise Olympus IX53 inverted mikroskop ile alinmigtir.
Kagit bazli elektrotlar1 tasarlamak igin XEROX ColorQube™ 8570 marka mumlu yazict
(Norwalk, ABD) kullanildu.

3.2. Yontem

Bu tez kapsaminda EIS teknigi kullanilarak tii¢ farkli c¢alisma yiiriitiilmistir. Bu
caligmalarin ilk kisminda kalin bagirsak kanseri hiicre hattindan izole edilen Colo 320
eksozomlarmin tayini klasik altin elektrot ile gerceklestirilerek gézlemlenen veri noktalari
icin en uygun kalibrasyon grafigi gelistirilmistir. Tezin ikinci kisminda ticari olarak satin
aliman eksozom standartlarinin tayini ekran baskili altin elektrotlar ile gerceklestirilmistir.
Tezin son kisminda ise ticari olarak satin alinan eksozom standartlarinin tayini kagit-

tabanl elektrotlar kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.1. Kalin bagirsak kanseri hiicre hattindan izole edilen Colo 320 eksozomlarinin
klasik altin elektrot ile tayin metodu

ELISA ile eksozom partikiil tayini

Numunedeki eksozom partikiil seviyeleri, liretici firmanin talimatlarina gore (ExoELISA-
ULTRA Complete Kit (CD63 Detection), System Biosciences, CA, ABD) ticari bir tahlil
kiti kullanilarak spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. Ticari olarak satin alinan standart
proteinler buz lizerinde ¢6ziildiikten sonra ¢esitli konsantrasyonlarda standart proteinler ve

eksozom numuneleri mikrotitre plakasina ilave edildi. Daha sonra mikrotitre plakasi
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parafilm ile kaplandi ve hafif¢e karistirilarak 37°C'ta 1 saat inkiibe edildi. Her kuyucuga
CD63 primer antikoru uygulandi ve oda sicakliginda inkiibe edildi. Bloke edici tampon
icindeki her bir oyuga ikincil antikor ilave edildi ve 1 saat inkiibe edildi. Her bir
inkiibasyon adimi i¢in kuyucuklar tampon soliisyonu ile yikandi. Ornekler siiper hassas
TMB ELISA substrati ile ¢alkalayicida 5-15 dakika inkiibe edildikten sonra durdurma
tamponu uygulandi ve ELISA okuyucusunda 450 nm'de okuma yapildu.

Altin elektrodun antikor modifikasyonu

[k olarak, altin yiizeyi MUA ile muamele edildikten sonra altin elektrot yiizeyinde Au-S
etkilesimi ile bir karboksilik asit modifikasyonu elde edildi. Bu amagla, elektrotlar 1 mM
MUA ¢ozeltisine daldirildi ve ardindan gece boyunca oda sicakliginda karanlikta
karigmaya birakildi. Bagli olmayan MUA'y1 uzaklastirmak igin etanol ile yikama yapildi
ve elektrotlar, ylizeylerinde bulunan karboksilik asit gruplarini aktive etmek igin 1 saat
boyunca 0,4 M EDC.HCI ve 0,1 M NHS ile muamele edildi. Islem tamamlandiktan sonra
her elektrot 0,5 nM anti-CD63 ile 4°C'ta 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra altin elektrotlar 1
mL PBS 7,4 ile yikandi. Doniistiiriicii yiizeyi modifiye edilmemis karboksilik asit gruplari
tizerinde spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek i¢in %0,1 BSA (w/w) soliisyonu ile
inkiibasyon yapildi. Modifikasyon adimlarindan sonra, Colo 320 eksozomlarinin cesitli
konsantrasyonlarina ile anti-CD63 ile modifiye edilmis elektrotlarin inkiibasyonu

sonrasinda CV ve EIS o6l¢iimleri kaydedildi.

EIS ile eksozom tespiti

Olgiimlerde Faradaik yontem tercih edildiginden PBS tampon ¢ozeltisinde redoks probu
olarak 1 mM Kj3[Fe(CN)e] ve 1 mM Ka[Fe(CN)s] kullanildi. Antikor modifiye elektrotlar
iizerinde elektrokimyasal 6l¢iimler yapildiktan sonra redoks probu icermeyen pH 7,4 PBS
tampon soliisyonu ile yikandi. Daha sonra altin elektrotlar, oda sicakliginda 4,0x10%?,
1,2x10%, 2,0x10%, 2,8x10%, 3,6x10® eksozom partikiil uL! konsantrasyonlarinda 250 pL
eksozom numunesi ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Elektrokimyasal impedans
spektroskopi sonuglari, biyosensor sistemini degerlendirmek ic¢in artan analit miktariyla
iliskili bagil yanit (RRn) [40] bi¢ciminde degerlendirildi ve RRy asagidaki sekilde tanimlandi
(Es. 3.1).
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RR) = [RRL, — RR},) /RR],] (3.1)

RRab, doniistiiriicii yiizeyine yalnizca antikor baglandiginda yani yiizeyde analit yokken
verilen yanittir. RRgx, aym frekansda, f, farkli eksozom konsantrasyonlar: ile
inkiilbasyondan sonra aliman yanittir. Elektrot yilizeyindeki gergek impedans analizinin
degerlendirilmesinde 'goreceli yanit' yontemi secilerek elektrot ylizeyinde olusabilecek

olasi farkliliklarin 6niine geg¢ilmistir.

Egri olusturma

Eksozom numunelerinin konsantrasyon degerleri olduk¢a biiyiik oldugundan, ikinci ve
ticlincii dereceden polinom fonksiyonlarinda dogru katsayilar1 elde etmek i¢in MATLAB
yaziliminda degerler 6l¢eklendirilerek polyfit komutu kullanilmistir ve detayli komutlar

asagida belirtilmistir.

>>x=[4*10"12 1.2*10"13 2*10713 2.8*10713 3.6*10"13];
>>y=[0.0847 0.0429 0.0183 0.0112 0.0084]';

>> T = table(x,y);

>> [p,~,mu] = polyfit(T.x, T.y, a)

Yukaridaki komutlarda ikinci dereceden ve kiibik polinomlar i¢in sirasiyla a=2 ve a=3

alimastir.
3.2.2. Eksozom standartlarinin ekran baskil altin elektrotlar ile tayin metodu

Floresan goriintiilleme

Oncelikle ¢alismada yer alan antijen-antikor etkilesiminin gorsellestirilmesi icin floresan
mikroskobu kullanildi. FITC (Fluorescein izotiyosiyanat)-konjuge kegi anti-fare poliklonal
antikoru (Ab-FITC, AP308F) bir floresan etiket olarak Millipore'dan satin alindi. Ekran
baskili elektrotlar (SPE) ile hazirlanan eksozom biyosensorleri, ¢esitli modifikasyon
asamalarinda Ab-FITC ile inkiibe edilerek spesifik olmayan baglanmalar ve antijen-antikor

etkilesimi incelendi (Sekil 3.1). Ilk olarak, yalin SPE'ye spesifik olmayan baglanmay1
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gbzlemlemek icin, 10,0 ng pLt konsantrasyonunda 5,0 pL Ab-FITC, dogrudan SPE'nin
calisma elektrotu yiizeyine damlatildi ve 60 dakika siireyle inkiibe edildi. Diger iki SPE,
gece boyunca 20,0 mM MUA ile modifiye edildi ve daha sonra MUA'nin karboksil
gruplari, 60 dakika boyunca MES tamponu (pH 6,5) icinde 0,4 M EDC ve 0,1 M NHS
karisimi kullanilarak aktive edildi. Aktivasyon adimindan sonra her iki SPE'ye 5,0 uL 2,0
ng uLt Anti-CD63 damlatildi ve 60 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Anti-
CD63 konjuge SPE'lerden biri 5,0 pL 10,0 ng pL™* Ab-FITC ile etiketlendi. Diger Anti-
CD63 konjuge SPE ise, 3,7x10% eksozom partikiili ile etkilesime girdi ve Ab-
FITC_Eksozom_Anti-CD63@SPE sandvi¢ yapisim olusturmak icin 10,0 ng pL*
konsantrasyonunda 5,0 pL Ab-FITC ile etiketlendi. Hazirlanan ti¢ SPE'min mikroskop
goriintlileri kaydedildi ve antijen-antikor etkilesimini degerlendirmek icin sonuglar

birbirleriyle karsilastirildi.

AB-FITC@SPE AB-FITC_Anti-CD63@SPE AB-FITC_Eksozom_Anti-
CD63@SPE

R
TR " ¥x$ X
el i g

QEksozom Y Anti-CD63 Y@ Ab,-FITC

Sekil 3.1. Floresans mikroskop gortintiileri i¢in sensorlerin hazirlanmasi

SPE’ler lizerine antikor baglanmasi

SPE'ler, her deneyden once 50,0 uL 0,6 M H>SO4 ¢ozeltisi ile 6n isleme tabi tutuldu ve
dongiisel voltamogramlar, 100 mV s™'lik bir tarama hiz1 kullanilarak 10 déngii ile 0 ila
+1,25 V arasinda kaydedildi [146]. Daha sonra elektrotlar PBS 7,4 ile yikandi. SPE
biyosensorlerini hazirlamak i¢in, SPE'ler EtOH ¢ozeltisi i¢inde 20,0 mM MUA ¢o6zeltisine
alind1 ve bir gece boyunca karigmalar1 saglandi. Daha sonra etanol ile ii¢ kez yikandu.
Yikama adimindan sonra, MUA'nin karboksil gruplari, MES tamponu (pH 6,5) i¢inde 0,4
M EDC ve 0,1 M NHS karisgimi kullanilarak 60 dakika siireyle aktive edildi. MUA ile
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modifiye edilmis SPE yiizeylerine, 5,0 pL 2,0 ng pL* Anti-CD63 uyguland: ve 60 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS 7,4 kullanilarak yikama asamasi uygulandi ve
ardindan spesifik olmayan baglanmay1 dnlemek i¢in 5,0 L %0,1’lik BSA uygulandi.

EIS ile eksozom tespiti

EIS olgiimleri, SPE yiizeyindeki ii¢ elektrotlu sistem kullanilarak gergeklestirilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda 5,0 pL standart eksozom numuneleri anti-CD63 ile modifiye
edilmis SPE'lere (Anti-CD63@SPE) uyguland1 ve 50 dakika inkiibe edildi. Rct, redoks
potansiyelinde yiik transfer reaksiyonu sirasinda Ol¢iilebildiginden EIS o&lgiimlerinde
kullanilacak potansiyeli bulmak icin Fe(CN)s]* 7 ¢iftini iceren elektrolitte CV 6lciimii
gerceklestirildi. EIS 6l¢limlerinde, elektronlarin veya iyonlarin elektrottan ¢ozeltiye veya
tam tersi sekilde fiziksel transferini iceren Faradaik yaklasim tercih edildi [147]. Faradayik
impedimetrik yanit i¢in uygulanan potansiyel, elde edilen Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin
dongiisel voltamogramindan 0,1 V olarak kararlastirildi ve hazirlanan immiinosensorlerin

impedans yanitlar1 5,0 mM [Fe(CN)s]** (0,1 M KCI, pH 7,4) igeren elektrolit ile 6l¢iildii.

Tim numuneler igin elektrokimyasal impedans analizériinden elde edilen impedans
verilerinin kalitesi ve tutarliligi, EIS spektrum analizor yaziliminda Kramer-Kronig
uygunluk testi (KK testi) ile dogrulanmistir [148]. Olgiim sonuglar1 10"liik bir ¥2 hata
istatistik degeriyle miikemmel bir korelasyon gostermistir. ZsimpWin yazilimi, x2 hata
istatistiklerini hesaplamak ig¢in Down-hill Simplex Metodu'nu kullanmistir [149, 150].
Modele uyumun 6lciisli y2 parametresidir ve asagida belirtildigi sekilde tanimlanmaktadir

(Es. 3.2):

1 D) —a.)2 1:(wi,p)—b;)?
n [@iip)-ad? | @riwyp) bl)] (3.2)

2
X° = Li=1 2,2 2,12
a;+b; a;+b;

Denklemde w; a;, b; deneysel veri noktalarini, p model ile iliskili bir parametreyi, Z';, Z";

hesaplanan verileri temsil etmektedir.
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3.2.3. Eksozom standartlarinin kagit-tabanh elektrotlar kullanilarak tayini

Kagit bazl elektrotlarin tasarimi

Kagit malzeme olarak Whatman FF80HP Membranlar kullanildi ve kagit iizerinde
calismay1 kolaylastiracak bir tasarim yapildi. Membran yiizeyinde hem ¢alisma
elektrodunu hem de toplam ¢alisma alanin1 kapsayan iki yuvarlak bariyer (10 mm ve 3 mm
capinda) mum baski yontemi ile olusturuldu. Calisma elektrodu, karsit elektrot ve referans
elektrottan olusan ti¢ elektrotlu sistemi membran {izerine kurmak i¢in 1 mm kalinliginda
¢elik maske kullanildi. Bu maske, kagit tabaka iizerine yerlestirildi ve karbon miirekkep
uygulandi. Referans elektrodu olusturmak igin ek olarak Ag/AgCl miirekkebi uygulandi.
Ardindan, karbon miirekkebin membran yiizeyine sabitlenmesi, mumu eritmesi ve
membrana niifuz etmesi i¢in 90 °C'ta 5 dakika kiirlendi. Ayrica elektrik baglantisini
kolaylagtirmak i¢in elektrotlarin baglantt kismina bakir bantlar yapistirildi. Kagit

elektrotlarin tiretim stireci Sekil 3.2'de gosterilmektedir.

@ 1. Basamak: Hidrofobik

bariyerlerin basilmasi

---------------------------

2. Basamak: Uglii elektrot
sisteminin olusturulmasi

3. Basamak: Kiirleme isleminden
sonra elektrot uglarina bakir
pedlerin yapistirilmasi

4. Basamak: AuNPs kaplama

Sekil 3.2. Kagit elektrotlarin {iretim yonteminin sematik gosterimi
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Altin nanoparcaciklarin (AuNPs) calisma elektrotunda biriktirilmesi

Kagit elektrot yiizeyine 5 mM kloroaurik asit i¢eren 75,0 uL. 0,1 M KCI soliisyonu
eklenmis ve kronoamperometri yontemi ile 600 s -0,3 V sabit potansiyel uygulanarak altin

nanoparcacik kaplama yapilmistir.

AuNP kaph kagit elektrotlarin (AuNPs@PE) anti-CD9 immobilizasyonu

500 puL 20 mM EtOH/H20 (8:1) ¢ozeltisi icinde MUA, AuNPs@PE'ye uygulandi ve 24
saat karigsmasi saglandi. Elektrotlar 2 mL EtOH ile yikandi. Daha sonra her yilizeye 150 puL
0,4 M EDC/ 0,1M NHS ¢ozeltisi uygulandi ve 1 saat karistirildi. Elektrotlar 1 mL distile su
ile yikand1. 5 pL 4 ng pL? anti-CD?9, her yiizeyin calisma elektrodu kismina uyguland.
PBS 7,4 ile yikama asamasi uygulandi ve ardindan spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek

icin 5 uL %0,1 BSA uygulandu.

EIS ile eksozom tespiti

EIS olgiimlerini gerceklestirmek icin ii¢ elektrotlu bir sistem (¢alisma elektrodu, karsi
elektrot ve referans elektrot) kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda 5,0 pL standart
eksozomlar, Anti-CD9@PE’lere ayr1 ayri uygulandi ve 40 dakika siireyle inkiibe edildi.
Faradayik impedimetrik yanit i¢in uygulanan potansiyel, elde edilen dongiisel
voltamogramlardan 0,1 V olarak kararlastirildi ve hazirlanan immiinosensérlerin impedans

yanitlar1 5,0 mM [Fe(CN)s]>*~ ¢ozeltisi (0,1 M KCl igeren, pH 7,4) kullanilarak alind.

PE'lerin SEM gorintilerinin alinmasi

Taramal1 elektron mikroskobu deneyleri, QUANTA 400F Alan Emisyon SEM ile
gerceklestirilmistir. Karbon, AuNPs ve anti-CD9 ile modifiye edilmis PE'lerin SEM
goriintiileri i¢in ek isleme uygulanmadi. 5 uL 1,0 x 10® eksozom mL™? inkiibe edilmis
PE'nin SEM goriintiisii icin, once elektrota 5 pL %2,5 glutaraldehit ¢ozeltisi uygulandi,
daha sonra dehidrasyon i¢in etanol ile yikandi ve kurumaya birakildi [151].



45

4. BULGULAR

4.1. Colo 320 Eksozomlarinin Altin Elektrot fle Tayini

Yiiksek derisimli eksozom numunleri kullanilarak tasarlanan sensor sisteminde dogrusal

olmayan kalibrasyon grafikleri kullanilarak LOD hesabina iligkin yontem gelistirilmistir.

4.1.1. ELISA ile eksozom partikiil tayini

ELISA, hiicre kiiltiirleri ve oOrneklerde ilgilenilen hedeflerin tespiti ve miktarinin
belirlenmesi igin kullanilan yontemlerden biridir. Geleneksel sandvi¢ ELISA Kkitleri,
rekabet¢i ELISA Kitleri ve birgok hedef i¢in hiicre bazli ELISA Kitleri dahil olmak iizere
ticari olarak satilan bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. ELISA yoOntemini, gelistirilen baska bir
tayin yontemine uyarlama kolayligi, aragtirmacilarin tek bir ¢alismada biiyiikk Ornek
sayilarini test etmelerini saglamaktadir. Bu ¢alismada ELISA kiti kullanilarak eksozom
kiiltiirii ve eksozom standartlarinin eksozom sayisi yoniinden derisimleri belirlenmistir.

Elde edilen standart egri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

04 A

y = 7E-12x + 0,0238
R2=10,9958

Absorbans (450 nm)
o o
N w

o
=

O T T T T 1
0,00E+00 1,00E+10 2,00E+10 3,00E+10 4,00E+10 5,00E+10

Eksozom mL!

Sekil 4.1. Eksozom derisimi bilinmeyen 6rneklerde kullanilmak tizere hazirlanan
EXOELISA-ULTRA CD63 standart egrisi
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4.1.2. Biyosensor tasarimi

Altin elektrotlarin hazirlanma siirecinde iki temel unsuru rol almaktadir: ilki MUA tek
tabakas1 ve digeri ise eksozom biyoreseptorii olarak kullanilan anti-CD63’tiir. MUA tek
tabakasi, Au-S bagi ile altin elektroda baglanmistir. Anti-CD63"in -COOH fonksiyonel
doniistiiriciiye  kovalent immobilizasyonu, EDC/NHS birlestirme ajanlari ile
gergeklestirilmistir. Biyosensor tasariminda en onemli faktorlerden biri olan duyarlilik,
eksozomlarin yakalanmasinda ve tayininde gorev alan anti-CD63 ile saglanmistir. Elektrot
yiizeyindeki Rcr, EIS ile belirlenerek, meydana gelen degisiklikler ile immobilizasyon
islemi optimize edilmistir. Hazirlanan sensore ait sematik diyagram Sekil 4.2°de

belirtilmistir.

FeCNg FeCNg*

)

*-8-(CH,)10-CO-=Z  inkiibasyon [ S+(CH,),,-CO-=L%='® _FeCNs3~>§

DMUNEIOH (8 Gr - co—g. ot [ 1S Ao zz FeCNg & &

2) Anti-CD63 | | ~8+(CH,);-CO-=Z S (CH.o- _=< X Dl
’ Y FeCNG: FeCNg*

R
=== Eksozom ylizeyindeki W\/

Altin Elektrot CD63 Antijeni R
CT

Sekil 4.2. Klasik altin elektrot ile eksozom tayininin sematik gosterimi

Ciplak altin elektrot ylizeyinde karbodiimid/siiksinimit kimyast yoluyla analite spesifik
antikor baglanmasi, Rer'de 10,9 £0,4 kQ'dan (BSS %, %3,95, n=3) 30,1+3,3 kQ'a (BSS %,
%11, n=3) beklenen bir artis meydana getirmistir. Hazirlanan biyosensoriin 4,0x10%2
eksozom partikiil uL ile inkubasyonundan sonra Rer 39,5+0,3 kQ (BSS %, %0,67, n=3)
olarak elde edilmistir. Eksozom tespiti i¢in tasarlanmis biyosensor sisteminin Nyquist
grafigi Sekil 4.3’de gosterilmektedir. Bu grafikte, her bir modifikasyon adiminda elde
edilen veriler, R(C(RW)) esdeger devre modeline gore simiile edilenlerle karsilagtirilmigtir.
Ayrica, ¢iplak altin elektrot, MUA, anti-CD63 ve Colo 320 eksozom modifiye altin
elektrot matrislerinin Bode diyagramlar1 ve esdeger devrenin belirli boliimlerindeki frekans
bolgeleri Sekil 4.4.'de sunulmustur. Modifikasyona ait hem Rct hem de reel impedansin

log0’daki verileri Cizelge 4.1°de belirtilmistir.
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Sekil 4.3. Ciplak, MUA, anti-CD63 ve Colo 320 eksozomu (4,0x10*? eksozom partikiil
nL?) inkiibe edilen biyosensoriin 1mM Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s]/ PBS 7,4
icinde dl¢iilen (@) ve simiile edilen (m) veri noktalartyla Nyquist grafigi

61 —GE
—— MUA/GE
—— MUA/ANti-CD63 GE
= 5- —— MUA/ANti-CD63/Colo 320 GE
c
2 44
N
3 3
o
—
2.
1 T T T T T T
0 1 2 3 4 5
10log(frekans) /Hz

Sekil 4.4. Ciplak, MUA, anti-CD63 ve Colo 320 eksozomu (4,0x10*? eksozom partikiil
nL7) inkiibe edilen biyosensoriin Bode grafigi

47
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Cizelge 4.1. Altin elektrodun modifikasyonuna ait RCT ve reel impedans verileri

Yiizey Modifikasyonu RCT (kQ) Reel Impedans
(10log|Z|/ohm)
GE 10,9 +£0,4 kQ 4,072 +0,007
(BSS %, %3,95, n = 3) (BSS %, %0,17, n = 3)
MUA/GE 40,5+1,6 kQ 5,422 +0,124
(BSS %, %4, n=3) (BSS %, %2,28, n = 3)
AntiCD63/MUA/GE 30,143,3 kQ 3,497 +£0,001
(BSS %, 11%, n = 3) (BSS %, %0,04, n = 3)
Colo320/AntiCD63/MUA/GE  39,5+0,3 kQ 3,793 £0,002
(BSS %, %0,67, n=3) (BSS %, %0,05, n = 3)

4.1.3. AuU/MUA/ANtI-CD63/GE biyosensorii ile colo 320 eksozomlarinin impidimetrik
tespiti

Bode diyagrami, uygulanan potansiyelin frekansi araciligiyla impedans c¢ikisinin bir
fonksiyonu olarak elde edilmistir. Tiim impedans Olgiimlerinde Bode Diyagrami ¢iktisi
olan gercek impedansin logaritmik degeri (log |Z|/ohm) esas alinmistir ve Cizelge 4.2'de
belirtilmistir. Her elektrodun verileri, farkli eksozom inkiibasyonu derisimlerinden 6nce ve
sonra elde edilmistir ve Sekil 4.5'de gosterilmektedir. Kalibrasyon egrisinde kullanilmak
tizere bu grafikten elde edilen veriler ile RR degerleri hesaplanmig ve Sekil 4.6'de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Cesitli derisimlerdeki Colo 320 numunelerinin goreceleri impedimetrik cevaplart

(f =100 Hz) (CD63 kodu antikor modifiye elektrotlari, derisim ifadesi ise

inkube edilen eksozom sayisin1 géstermektedir.)

Goreceli Cevap Parametreleri

Sekil 4.5. Farkli derisimlerde eksozom uygulanmasindan 6nceki (@) ve sonraki (0)

sensoriin Bode diyagrami

A B C Ortalama RR
CD63-2 3,495 3,497 3498 3497
4,0x10% 3,79 3,794 3794 3703 0085
CD63-3 4,780 4,795 4789 4788
12x10% 4,991 5,005 5016 4993 2043
CD63-4 4,991 5,016 5005 5004
20x108% 5084 5,039 5162 5005 2018
CD63-5 4,939 4,966 4954 4953
28x108% 4,966 4,981 5077 5008 2011
CD63-6 4,900 4,915 4908 4,908
36x108 4,967 4,934 4945 4949 0008
6 -
. 4x1072
; 3’??,. 1,2x10"3
e ] °2§ 2.0x10"
= . 9@.3 2,8x10"
S g% 3,6x10"
a @
g ° Y.,
= 3 o, § MEIIITII
o %% .
°ay gﬁ'gg
2 | 2909009 owg‘u
0 1 2 3 4 5
10log(frekans/Hz)
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0,11

0,08 -

Goreceli Cevap
(log|Z|/ohm)

0,021

0 ' ' ' .
4,0x10" 1,2x10"3  2,0x10"3 2,8x10"* 3,6x101°

Eksozom partik(l uL-"

Sekil 4.6. Altin elektrot ile hazirlanan biyosensoriin farkli derisimler i¢in 6l¢iilen gercek
impedansin goreceli cevaplart (100 Hz)

Biyosensoriin elektriksel ozelliklerine ti¢ durum katkida bulunur: (i) elektrot ylizeyindeki
yuklii parcaciklardan kaynaklanan ¢ift katmanli etki, (ii) biyomolekiiller ve elektrot
arasinda yiik transferi, (ii1) elektroaktif tiirlerin elektrot yiizeyine difiizyon bileseni.
Eksozom ytiklii bir parcacik olarak elektrot lizerine baglandiktan sonra, impedimetrik bir
ol¢limde uygulanan potansiyel tarafindan ¢ift katmanl bir etki ortaya ¢ikmaktadir. Analit
konsantrasyonunun artmasiyla nispi tepkinin azalmasi, ferrosiyaniir/ferrisiyaniir redoks
cifti icin daha iyi bir elektron transferini gostermistir [152, 153]. Farkli derigimler i¢in yiik
transfer direncleri Sekil 4.7°de belirtilmistir. Elektrot yiizeyinde eksozom yakalamadan
sorumlu olan antikorlar, hedef biyomolekiil ile etkilesime girdiginde, bu davranis bir yiik
pertiirbasyonu yaratir [154, 155]. Bu nedenle impedansin goreceli cevabindaki azalma,

biyomolekiil konsantrasyonundaki artisin bir sonucu olarak yorumlanabilir [156, 157].
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1,6 -

1,2 -

0,8 -

0,4 -

Goreceli Cevap (Ry)

1,2x103 2,0x10"3 2,8x10"3 3,6x1013

.04 1 Eksozom partikil uL-

Sekil 4.7. Altin elektrot ile hazirlanan biyosensoriin Randless Devresine gore hesaplanan
ylik transfer direngleri

4.1.4. Tasarlanan sensore ait kalibrasyon egrisi calismalari

Bagimli degiskenin bir veya daha fazla bagimsiz degiskenle iligki derecesinin analizi, diger
bir deyisle 'regresyon', veri setinin olusturdugu egriye en uygun modelin belirlenmesi
islemidir. Regresyonda en iyi egrinin veri noktalarina miimkiin oldugunca yakin olmasi
beklenmektedir. Kalibrasyon katsayisi (R?) 0,9900'den biiyiik olan bir kalibrasyon egrisi
ile daha dogru sonuglar elde edilmektedir [158].

Veri noktalari ile en giivenilir sonuglar1 saglamak i¢in egri modelinin se¢ilmesi uygun bir
yontemdir. Degiskenler arasinda dogrusal bir iliski varsa, yani belirli bir aralikta bir
degiskenin degerleri diger degiskenin degerleriyle dogru orantiliysa, o zaman dogrusal
regresyon en iyi sonucu verir. Sinyale karsi konsantrasyona dayali bir kalibrasyon egrisi
genellikle y=mx+Db dogrusal modeli ile olusturulur. Burada konsantrasyon, sinyal ve egim
sirastyla x,y ve m olarak sembolize edilir. Yukarida bahsedildigi gibi, deneylerimiz
sonucunda elde edilen verilere dogrusal fonksiyona uygulandiginda Sekil 4.8'deki

kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
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0,08 y=-2x1015 x + 0,0792
R? = 0,8351

log|Z|/ohm
=
o
N

0 N
4,0x10"2 1,2x10"3 2,0x10%3 2,8x10"3  3,6x10%

-0,02 o
Eksozom partikiil yL-

Sekil 4.8. Veri noktalarinin dogrusal olarak degerlendirilmesine ait kalibrasyon egrisi

y =—-2x10"15x + 0,0792 (4.1)
Deneysel sinyal sonuclari, Es. 4.1'deki lineer fonksiyon tarafindan elde edilen sinyal

sonuclart ile karsilastirildi. Standart sapma, her konsantrasyon noktasi igin asagida

belirtilen formiil ile hesaplandi (Es. 4.2) ve s=0,01517 olarak elde edildi.

— 2

Ayrica  asagidaki  formiili  kullanarak (Es. 4.3) LOD  degerini 2,50 X

1013 eksozom partikiil uL~! olarak hesaplanmstir.

33x
(Kalibrasyon Egrisinin Kesismelerinin Standart Sapmasz)

LOD =

(4.3)

(Kalibrasyon Egrisinin Egimi)

Ote yandan, biyolojik dl¢iimlerin karmasik yapisi nedeniyle dogrusal yanit1 gdzlemlemek
her zaman miimkiin degildir. Hayashi ve arkadaslari, rekabet¢i ELISA i¢in dogrusal
olmayan kalibrasyon egrisinde saptama sinir1 ve nicelik aralig1 i¢in bir dneri sunmus ve
olast hata kaynaklarina dayali olarak bir belirsizlik denklemi tiiretmistir [159, 160]. Benzer
sekilde, 0,9900'den oldukca kii¢iik olan R?=0,8351 kalibrasyon katsayisindan da
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goriilebilecegi gibi, deneylerde elde edilen verilere lineer bir kalibrasyon egrisinin uygun
olmadig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle, sonuglarin (ve R?) dogrulugunu artirmak igin,
verilerin dogrusal olmayan regresyon ile diger olasi egrileri sigdirilmasi amaglanmistir. Bu
noktada y=ce®™ formunun en iyi iistel egrisini, ikinci dereceden ve kiibik polinom
modelleri diistinilmiistiir. Daha sonra deneysel sinyaller, Sekil 4.9’daki iistel fonksiyon ile

teorik olarak elde edilen sinyallerle karsilastirilmistir.

0,1
0,08 |° y = 0,101667E-14x
= Rz =0,9902
_-:9, 0,06
N
o 0,04
o
0,02
0
4,0x10'2 1,2x10"% 2,0x10" 2,8x10"® 3,6 x10"3
Eksozom partikdil pL-1

Sekil 4.9. Veri noktalarinin iistel fonksiyon kullanilarak degerlendirilmesine ait
kalibrasyon egrisi

P;(x) = ce* = 0,1016e~7E-14x

Ustel egri kullanilarak LOD'nin belirlenmesi igin, standart sapma, Es. 4.2 ile s=0,00592

olarak elde edilmistir.

LOD hesaplamasinda kullanilan dogrusal olmayan bir grafigin egimi, m, egrilerin
degerinden mutlak egimin maksimumu alinarak kullanilabilmektedir [161, 162]. Dogrusal
olmayan y=ce” denkleminden g¢izilen kalibrasyon egrisinin egimi iki durumda en biiyiik
olmaktadir: a) (P;'(4,0x10%) ve P,'(3,6x10%)) fonksiyonlari i¢in tiirevin u¢ noktalarinda,
b) fonksiyonun ikinci tiirevi sifira esit veya tanimsizken, belirtilen durumlarin her birini
degerlendirilip asagidaki gibi iki fonksiyon elde edilmistir:

P,'(x) = —0,7112E — 14e~7E-14x,
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P,"(x) = 4,9784E — 28e~7571#

Ustel fonksiyonlarim tiim reel sayilar i¢in tanimli olmasi ve higbir zaman sifir olmamasi ve
tiirevlerinin kendilerini icermesi nedeniyle tiirevleri de asla sifir olmamaktadir. Ozellikle,
P," (x) asla sifir veya tanimsiz degildir. Bu nedenle, (P;'(4,0x10%?) ve P;'(3,6x10%)) ug

noktalar1 agagidaki gibi degerlendirilerek maksimum mutlak egimdeki nokta belirlenmistir:

|P;' (4,0 x 101?)| = 5,3751E — 15 (maksimum)

|P,"(3,6 x 10'3)| = 5,7223E — 16

Ayrica, Denklem 3’den, LOD = 3,64 X 10'2eksozom partikiill uL=* olarak elde
edilmigtir. Elde edilen 0,9902 regresyon degeri 0,9900 sinir degerine yakin olmasina
ragmen daha dogru sonuglar elde etmek icin dogrusal olmayan baska bir denklem

diistinilmiistiir.

Dogru bir polinom modeli, egrideki biikiilme sayis1 kullanilarak belirlenebilir ve bir
kalibrasyon grafigindeki biikiilme sayisi, n, bir polinom fonksiyonunun grafigini, LOD ve
LOQ degerlerinin tiiretilmesini belirlemek icin kritik éneme sahiptir. Bu nedenle, en iyi
uydurma yontemi genellikle (n+1) dereceli polinom fonksiyonu olarak bulunur; 6rnegin,
bir biikiim i¢in ikinci dereceden polinom modeli, iki biikiim i¢in ise kiibik polinom modeli
kullanilir [163]. Bununla birlikte, karmasik bir modelin kullanimi, dogrusal bir
fonksiyondan birine kiyasla, konsantrasyon ve sinyal iliskisini gozlemlemede zorluk
olusturmaktadir. Tez ¢aligmasinin verilerinde bir biikiillme oldugu varsayilarak ikinci

dereceden terim, Sekil 4.10'daki dogrusal olmayan modele yerlestirildi.
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Sekil 4.10. Veri noktalarinin ikinci dereceden polinom fonksiyonu kullanilarak
degerlendirilmesine ait kalibrasyon egrisi

X ekseninde yer verilen eksozom partikiil degerleri yiiksek oldugundan, onceki iki
durumdan farkli olarak, en iyi ikinci dereceden polinomun (ve daha sonra kiibik
polinomun) yapiminda katsayilar1 bulmada bazi problemlerle karsilagilmistir. Bu sorunun
iistesinden gelmek i¢in, MATLAB yaziliminda degerler dlgeklendirerek polyfit komutu

kullanilmistir ve asagidaki (6l¢eklendirilmis) polinom fonksiyonu elde edilmistir:
P,(x,) = 0,0171x,% — 0,0291x, + 0,0195,
Burada x'in 6l¢eklenmis degeri su sekilde hesaplanir:

_x=2X 1013
" 1,2649 x 1013

Xs

LOD’nin belirlenmesinde kullanilan standart sapma, Es. 4.2 ile en iyi parabolden
s=0,00222 olarak hesaplanmistir. Ayrica dnceki modelde bahsedildigi gibi kalibrasyon

egrisinin egimi agagidaki sekilde hesaplanmistir:

P,'(x,) = 7,9058 x 10~14(0,0342 x, — 0,0291),

0,0342

P 12} — .
2 (%) = 3629 x 1019)2




56

Ikinci tiirev sifirdan farkli bir sabit oldugundan, en biiyiik mutlak egim, yalmzca ¢aligilan
araligin en yiikksek ve en diisiik konsantrasyon degerleri olan u¢ noktalarinda meydana

gelmistir. Boylece en biiyiik mutlak egim degeri asagida belirtildigi sekilde elde edilmistir:
|P,’ (4,0 x 10'2)| = 5,721 X 10~° (maksimum)

|P,"(3,6 x 10%3)| = 1,119 x 107>

Ayrica Es. 4.3 kullanilarak en iyi ikinci dereceden polinom i¢in LOD hesaplanmustir:

LOD = 1,28 X 10? eksozom partikiil pL™*

Kalibrasyon katsayis1 R? ikinci dereceden polinom modelinde, dnceki modellere gore daha
makul bir deger olan 0,9953 olarak elde edilmistir. Bununla birlikte daha yiiksek dereceli

bir polinom modelinin daha iyi bir uyum saglayacagi diisiiniilmiistiir ve bu nedenle kiibik

polinom modeli, veri noktalarmin olusturdugu egride iki biikiim varsayilarak

yerlestirildi:

0.1 | p, (x,)=-0,0042x,3+0,0171x,2-0,0234x,+0,0195
R = 0,0994
0,08

o
(=]
[+1]

log|Z|/ohm
o
[=}
B

0,02

4,0x10"2 1,2x10" 2,0x10" 2,8x10"3 3,6x10"3
Eksozom partikiil pL-"!

Sekil 4.11. Veri noktalarinin {igiincli dereceden polinom fonksiyonu kullanilarak
degerlendirilmesine ait kalibrasyon egrisi

Yukarida bahsedildigi gibi, MATLAB'daki 6lgekleme secenegi ile polyfit komutu en iyi

kiibik polinom fonksiyonunu gosterdi.



57

P;(xs) = —0,0042x,3 + 0,0171x,2 — 0,0234x, + 0,0195,

x—2x1013

Burada x'in 6l¢eklenmis degeri su sekilde hesaplanmigtir: xg = Tero01053"

Bu kiibik polinom fonksiyonunun kalibrasyon katsayisi, elde edilen veriler i¢in neredeyse
miikemmel regresyona isaret eden R? = 0,9994 degeriyle hesaplanmistir. LOD hesaplamasi

icin standart sapma s=0,000811 olarak hesaplanarak asagidaki fonksiyonlar elde edilmistir:

Ps'(x,) = 7,9058 x 10714 x (—0,0126x,2 + 0,0342x, — 0,0234),
Py (x,) = 6,2501 x 10727 x (—0,0252x, + 0,0342).

Boylece, P;'' (x,) sifira esit oldugunda x asagida belirtildigi sekilde hesaplanmistr.

xs = 1,3571,yada x = 3,7167 x 1013,

Goriildiigii iizere, bu deger x degerleri igin belirtilen [4,0x10%2 - 3,6x10%] araliginin
disinda kalmaktadir. Dolayisiyla, P;'(xs) bu noktada maksimum egim olamaz. Bu yiizden,

arali@in bitis noktalarinda yalnizca asagidaki egim degerleri dikkate alinmistir:

|P;' (4,0 x 10'2)| = 6,8638 x 10~ 1> (maksimum),
|P;'(3,6 x 1013)| = 2,3723 x 10717,

Ayrica, LOD Es.4.3 kullamlarak 3,90 X 10'eksozom partikil uL=*  olarak

hesaplanmustir.

Matematiksel olarak, dogrusal olmayan fonksiyon modelleri dogrusal olmayan veri
noktalar1 i¢in ¢ok daha uygun olmasina ragmen, bu modeller sensoér uygulamalarinda
nadiren kullanilmaktadir. Cizelge 4.3'deki sonuglara gore, Colo 320 hiicre hatlarindan izole
edilen eksozomlarin belirlenmesi ¢alismas1 i¢in kalibrasyon egrisinin en yiiksek
kalibrasyon katsayis1 (R?=0,9994) ve en diisiik standart sapma degeri (s=0,000811) kiibik

polinom modelinden hesaplandig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4. 3. Farkli yontemlerin egri uydurma etkinliginin karsilagtirilmasi

Kalibrasyon  Standart LOD
Denklem Yontemleri Katsayisi Sapma Eksozom
‘R? ‘s’ partikiil pL*t

y=-2x10"1°x + 0,0795 0,8351 0,01517  2,50%x10'®
y= P1(x)=0,1032¢ 8514 0,9902 0,00592 3,64x10"?
y=P2(xs)=0,0171x:°-0,0291xs+0,0195 0,9953 0,00222 1,28x10*
y=P3(xs)=—0,0042x5°+0,0171x5>—0,0234xs 0,9994 0,000811  3,90x10
+0,0195

4.2. Ticari Eksozom Orneklerinin Ekran Baskih Altin Elektrot ile Tayini

4.2.1. Cihaz iiretimi

Caligmanin bu kisminda, SPE'lerin yiizey modifikasyonu ilk olarak MUA ile yapilmustir.
Tiyol (-SH) gruplari, SPE'min ¢iplak altin WE yiizeyi ile etkilesime girmistir ve
Kendiliginden Diizenlenmis Tek Katmanli Tabaka (SAM) olusturmustur. Bir sonraki
adimda, MUA-SAM ile hazirlanmis SPE, karboksil (-COOH) ve amin (-NH2) gruplari
aracilifiyla Anti-CD63 antikoru ile konjuge edilmistir. Anti-CD63'lin karboksil
fonksiyonel dontistiiriicliye kovalent immobilizasyonu, EDC/NHS birlestirme ajanlar ile
gerceklestirilmistir. Boylece, gelistirilen immiinosensor, standart eksozomlarin CD63
ylizey antijenine karsi oldukca duyarli hale gelmistir. Sensore ait ¢alisma mekanizmasi

Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. Ekran baskil altin elektrot ile eksozom tayinine yonelik sematik gosterim

4.2.2. SPE’lerin floresans mikroskop goriintiileri

FITC molekiilii 495 nm'de bir uyarma spektrumuna sahiptir [164]. Doniistiiriicli yiizeyine
eksozom baglanmasini kanitlamak i¢in bir immiinofloresan tahlili yapilmistir. Bu amagla,
anti-CD63'e 6zgli FITC-fonksiyonel sekonder antikor kullanilmistir. Floresan gériintiileme
saglamak i¢in, ti¢ farkli SPE immiinoassay prosediiriiniin farkli asamalarinda Ab-FITC ile
etiketlenmistir. Ab-FITC@SPE'nin temel amaci, Ab-FITC'nin altin yiizeyine olan
afinitesini incelemek ve spesifik olmayan etkilesimlerin oranini belirlemektir. Ab-FITC'nin
baglanabilecegi yiizeyde Anti-CD63 antikoru olmadigindan, Resim 4.1A'da gosterildigi
gibi diisiik floresan yogunlugu elde edilmistir. Diger yontem ile hazirlanan Ab-FITC_Anti-
CDO63@SPE iizerinde Anti-CD63 bulundugundan, Ab-FITC, SPEmin WE ylizeyine
yiiksek afinite gdstermistir ve gozlemlenen yiiksek floresan yogunlugu, yiiksek etkilesimin
kanit1 olarak kabul edilmistir (Resim 4.1B). Ab-FITC_Eksozom_Anti-CD63@SPE igin ise
eksozom inkiibasyonundan sonra yiizeyde serbest Anti-CD63 kalmadigindan, bu durum
ADb-FITCnin yiizeye baglanamamasina neden olmustur. Eksozomlarin biyosensor
yiizeyine baglanmasi Resim 4.1C'deki floresan yogunlugundaki azalma ile

aciklanmaktadir.
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Ab-FITC Ab-FITC_Anti-CD63 Ab-FITC_Eksozom_Anti-CD63
@SPE @SPE @SPE

Resim 4.1. SPE'lerin floresan mikroskop goriintiileri: (a)Ab-FITC@SPE, (b) Ab-
FITC_Anti-CD63@SPE ve (c) Ab-FITC_Eksozom_Anti-CD63@SPE

4.2.3. SPE biyosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonu

EIS, ylizey modifiye elektrotlarin arayliz Ozelliklerini arastirmak i¢in en etkili
yontemlerden biridir ve Ozellikle immiinosensorler alaninda kapsamli caligsmalar
yapitlmistir [32, 40]. Bu ¢alismada, biyosensorlerin impedans spektrumlari Nyquist ve
Bode diyagramlari olarak sunulmustur. Tipik bir immiin sensoriiniin Faradayik impedans
Ol¢limii, yarim daire ve ardindan diiz bir ¢izgiye sahiptir. Warburg ile ifade edilen bu diiz
¢izgi cevabi nedeniyle Rct degeri, Rs(CoL(RctW)) esdeger devresi kullanilarak
hesaplanmistir. Esdeger devre sirasiyla ¢ozelti direncini (Rs), Warburg impedans
elemanin1 (W), ¢ift katmanli kapasitans1 (CpL) ve elektron transfer direncini (RcT) igerir
[165, 166] ve esdeger devre Sekil 4.13’de gosterilmistir. Sekil 4.14, 5,0 mM [Fe(CN)g]* "+
(10 mM PBS pH 7,4 ve 0,1 M KClI igeren bir ¢ozelti) varliginda +0,1 V potansiyelde elde
edilen eksozom immiinosensoriiniin tipik EIS spektrumlarmi gostermektedir. MUA tek
tabakasiin olusumundan ve doniistiiriicii ylizeyinde anti-CD63 konjugasyonundan sonra,
Rcr 9,6+0,2 (BSS%, 2,25%) ohm'dan 75,1+2,9 (BSS%, 1,%) ohm'a yiikseldi. Bu sonug,
MUA tek tabakasinin olusumunun ve antikor yalitm filminin baglanmasinin,
[Fe(CN)s]*"*'nin modifiye elektrota elektron transferini kismen bloke ettigini gdstermistir.
Bu ¢alismada, ¢alisma elektrotunun yiizeyindeki bagli analitin miktarini temsil etmesi igin
yuk transfer direnci (Rct) kullanilmistir. Elektrotlarin CV olgiimleri de bu sonuglarla
uyumludur ve ciplak SPE, Anti-CD63@SPE ve Exosome_ Anti-CD63@SPE (3,7x108
eksozom partikiil mL?) ile elde edilen CV &l¢iimlerinin sonuglar1 Sekil 4.16°da

sunulmustur. Her bir elektroda ait anodik ve katodik akimlar Cizelge 4.4'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.13. EIS 6l¢limlerinin simiilasyonunda kullanilan R(C(RW)) elektrik devresi
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Sekil 4.14. +0,1 V'luk bir potansiyelde immiinosensor i¢in Nyquist diyagrami. (a) Ciplak
SPE, (b) Anti-CD63@SPE, (c) Eksozom_Anti-CD63@SPE, 3,7x108 eksozom
partikiil mL* SPE ile immiinreaksiyonu. Veriler 10° ila 1 Hz frekans araliginda
kaydedilmistir. I¢ metin: Egrilerin biiyiitiilmiis bir siiperpozisyonudur.
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Sekil 4.15. +0,1 V'luk bir potansiyelde immiinosensor i¢in Bode diyagrami. (a) Ciplak
SPE, (b) Anti-CD63@SPE, (c) Eksozom_Anti-CD63@SPE, 3,7x108 eksozom
partikiil mL™ SPE ile immiinreaksiyonu. I¢ metin: 3,7x108 eksozom partikiilleri
mL* ile immiinreaksiyondan sonra SPE igin Bode diyagrami ve faz grafigi

300
SPE

¢ Anti-CD63@SPE
200] * Eksozom Ant-CD63@SPE S
L]

L]

100

Akim (pA)

-100

L
-200 W

T T
06 04 02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potansiyel (V)

Sekil 4.16. SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin dongiisel
voltamogramlari (6l¢iimler 50 mV s™'de ve 0,1 M KCI, 5,0 mM [Fe(CN)g]*>"*"
iceren elektrolit kullanilarak alinmaigtir.)
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Cizelge 4.4. SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin CV teknigi ile
olgiilen anodik ve katodik pik akimlarinin ortalama degerleri (n=3)

Elektrotlar la (LA) lc (LA)
SPE 203,38+15,82 97,27+6,45
(BSS%, 7,78%) (BSS%, 6,63%)
Anti-CD63@SPE 128,7142.,46 62,85+6,25
(BSS%, 1,91%) (BSS%, 9,95%)
Eksozom_Anti- 111,23+15,04 60,50+7,50
CD63@SPE (BSS%, 13,52%) (BSS%, 12,39%)

SPE'lerin yiizey modifikasyon islemi, Sekil 4.15°de ayrica Bode ¢izim formatinda
sunulmustur. Bode grafigi, hem Z (Ohm) olarak tanimlanan toplam impedansi hem de
belirli bir spektrumun frekanslarinin (log frek) logaritmalarina gore derece kaymalari
cinsinden faz acisim igerir [167]. Oncelikle ger¢ek impedans 6lciimlerinin logaritmik
degerlerinin Cizelge 4.4'de gosterildigi gibi kullanilmasi amaglanmistir. Rct degerlerine en
iyi korelasyonu Log O frekansindaki ger¢ek impedans 6lgiimii gostermistir. Rcr'deki artisa
benzer sekilde, anti-CD63’iin ve 3,7x10% eksozom partikill mL™? konsantrasyonunda
eksozomlarin ylizeye baglanmasi ile Cizelge 4.5'deki degerlerde artis1 gozlemlenmistir.
Log 0 frekansindaki logaritmik impedans verileri analiz edilmistir ve ¢iplak SPE, Anti-
CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE igin sirasiyla 3,418, 3,481 ve 3,634 sonuglari
elde edilmistir. Ote yandan, modifikasyon asamalarindan sonraki artis, Log 1 ve Log 2

frekans degerleri ile de tutarlidir.
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Cizelge 4.5. SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin logaritmik reel

impedans verileri (n=3)

SPE Anti- Eksozom_Anti-

CD63@SPE CD63@SPE

10log(frek)Hz) 10log|Zjohm2

10log|Z|ohm™ 10log|Z|ohm™

0 3,418+0,099 3,481+0,214 3,634+0,126
(BSS%, 2,90%) (BSS%, 6,15%) (BSS%, 3,47%)

1 2,806+0,080 2,930+0,157 3,151+0,091
(BSS%, 2,85%) (BSS%, 5,36%) (BSS%, 2,89%)

2 2,195+0,044 2,365+0,052 2,513+0,021
(BSS%, 2,01%) (BSS%, 2,20%) (BSS%, 0,84%)

4.2.4. inkubasyon siiresi ve anti-CD63 konsantrasyonunun optimizasyonlar

Eksozomlarin kulucka siiresi, testin kalitesini belirlemede c¢ok Onemli bir faktordiir.
Inkiibasyon siiresi yetersizse, eksozomlar antikora tam olarak baglanamaz. Inkiibasyon
stiresinin uzun olmast durumunda da spesifik olmayan adsorpsiyon gelisebilmekte ve bu
durumda sonuglari etkileyebilmektedir. Calismamizin bu kisminda eksozomlar 10, 30, 40,
50 ve 60 dakika Anti-CD63@SPE’ler ile inkiibe edilmis ve optimizasyon sonuglari
Nyquist ve Bode diyagramlar ile sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de sunulmustur. Bu
grafikler Sekil 4.19’da detayli olarak degerlendirilmistir. Hem en yiiksek Rct hem de
logaritmik (0) ger¢ek impedans degerleri goz 6niine alindiginda en iyi baglanma siiresinin

50 dakika oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.17. Inkubasyon siiresinin optimizasyonu i¢in Nyquist diyagram1
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Sekil 4.18. Inkubasyon siiresinin optimizasyonu i¢in Bode diyagrami
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Sekil 4.19. Inkiibasyon siiresi optimizasyonu, (a) Nyquist Plot (b) Bode Diyagramindan
elde edilen gercek impedanslarin logaritma (0) degerleri

Antikorun doniistiiriicii yiizeyine baglanmasi, karboksil ve amino gruplarinin dehidrasyon
hizina baghdir. Yiizeydeki karboksil gruplarinin sayisi bilinmediginden, karsilik gelen
antikor konsantrasyonu, farkli derisimdeki antikorlarin yiizeye uygulanmasi ve ardindan
eksozom numunesi ile inkubasyonlart ile belirlenmistir. Anti-CD63 konsantrasyonunun
optimizasyonu i¢in Nyquist ve Bode diyagramlar1 sirasiyla Sekil 4.20 ve Sekil 4.21'de
sunulmustur. Sekil 4.22 a ve b’de gosterildigi gibi Ret ve logaritmik gergek impedans
(log0) degerlerindeki kabul edilebilir artisla belirlenmistir. Antikor konsantrasyonu
kademeli olarak 1 ng pL™'den 2 ng pL'e yiikselirken, Rcr'de 31+0.17'den 220+14Q'a
onemli bir artis gdzlemlenmistir. Antikor konsantrasyonu 4 ng uLYden 10 ng uL'e
artarken, Rct ve ger¢cek impedans degerleri 6nce azalmis ve ardindan farklilagsma

gozlenmemistir. Bu nedenle, eksozomlarin antikorlara bagli oldugu ve doniistiiriicii
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doygunluga yakin oldugu

yiizeyinin 2 ng upL? anti-CD63 konsantrasyonunda
belirlenmistir.
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Sekil 4.20. Anti-CD63 derisim optimizasyonu i¢in Nyquist diyagrami
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Sekil 4.21. Anti-CD63 derisimi optimizasyonu i¢in Bode diyagrami
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Sekil 4.22. Anti-CD63 konsantrasyonunun (3,7x10° eksozom mL™) optimizasyonu,
(a) Nyquist Plot (b) Bode Diyagramindan ger¢ek impedanslarin logaritma (0)
degerleri

4.2.5. SPE biyosensériiniin analitik performansi

SPE biyosensoriiniin ~ analitik  performansi, farkli konsantrasyonlardaki standart
eksozomlarin sabit siire boyunca inkiibe edilmesiyle belirlenmistir. Her bir standart
konsantrasyonun inkiibasyonundan sonra [Fe(CN)s]*>7* redoks probunun elektrokimyasal
sinyalleri kaydedilerek izlenmistir. Kalibrasyon egrisi, eksozom derisiminin logaritmasina
kars1 impedans sinyali olarak kaydedilmistir. Eksozom derisiminin artmasiyla, eksozomlar
elektron akisina ¢ok fazla direng gostererek impedans degerini arttirmislardir. Boylelikle,
vezikiillerin yalitkan &zelliklerinden dolay1 en yiiksek impedans, 3,7x108 eksozom iceren
numune i¢in gozlemlenmistir. Farkli eksozom konsantrasyonlarina sahip immiinosensor

icin EIS olciimleri Sekil 4.23’de gosterilmistir. Rcr degerlerinin, 3,7x10% ila 3,7x108
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eksozom parcactk mL™? gibi genis konsantrasyon araliginda dogrusal artis1 Sekil 4.24'te
sunulmustur. Lineer regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi sirasiyla y = 89,483x-
197,69 ve 0,9836 olarak elde edilmistir. Tespit Siir1 (LOD), verilerin lineer ¢izgiden
sapmas1 kullanilarak 2,0x10° par¢acik mL™ olarak hesaplanmustir. Kalibrasyon egrisinde
kullanilan tim veriler Cizelge 4.6’da belirtilmistir. Ayrica bu ¢aligmanin analitik
performanslarini yakin zamanda gelistirilen eksozom deneyleriyle karsilastirilmistir.
Cizelge 4.6'de belirtildigi gibi, gelistirilen eksozom biyosensorii yiliksek hassasiyet ve genis

lineer araliga sahiptir.
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Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarina eksozom uygulanan immiinosensorler i¢in EIS
dl¢iimleri (a'dan f'ye, eksozomlarin konsantrasyonlar1 3,7x10%, 3,7x10%,
3,7x10°%, 3,7x108, 3,7x107 ve 3,7x10°® partikiil mL™?) ve kesme isareti (%)
Ol¢iimlerin simiilasyon verilerini gostermektedir.
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y = 89,483x - 197,69 }
500 R = 0,9836
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'_
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0 . . . . . .
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log (eksozom partikil mL-1)

Sekil 4.24. Eksozom tayini i¢in kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.6. Gelistirilen eksozom biyosensoriiniin analitik cevaplari

Eksozom
partikiil 3,74X1O3 3,74X104 3,74X105 3,74><106 3,74><107 3,74X1O8
mL1
Rer (Q) 132,7 205 279,8 400,3 447.6 603,5
130,2 184,6 352,0 357,4 4491 568,6
126,7 210,5 327,0 390,4 4458 613,9
X 129,9 200,0 319,6 382,7 4475 595,3
SS 2,5 11,1 29,9 18,3 1,4 19,4
BSS, % 1,89 5,57 9,36 4,79 0,30 3,25

Rct degerleri, her derisim i¢in ii¢ kopya olarak halinde 6l¢iilmiistiir ve sinyallerin veri
analizi, Microsoft Excel kullanilarak yapilmistir. Elde edilen Standart Hatadan (SE)
SD=SEx\N formiilii ile Standart Sapma (SS) hesaplanmustir (N, test sayisi olarak temsil
edilir). LOD, LOD=3,3xSD/m formiiliine gore kalibrasyon denkleminin egim degerleri

kullanilarak hesaplanmuigtir.

Gelistirilen ekzosom tayin yontemi ve mevcut sistemler Cizelge 4.7°de karsilagtirilmistir.

Elde edilen LOD degeri literatiirdeki diger sistemlerle elde edilen degerle kiyaslandiginda

literadiirdeki birgok ¢alismadan daha diistik bir LOD elde edilmistir.
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izelge 4.7. Literatiirdeki mevcut eksozom tayinlerinin analitik performanslari ve
g y p
gelistirilen yontem ile karsilagtirilmasi

Uygulanan Teknikler Dogrusal Aralik LOD
Impidimetrik [41] 102-10° eksozom mL™* 77 eksozom mL?
Kolorimetrik [168] 102 —10® eksozom mL™! 102 eksozom mL?

Yiizeyde Giiglendirilmis 5,44 x 10 —2,72 x 10* 5,44 x 10 eksozom mL*

Raman Spektroskopisi ~ eksozom mL™*

[169]

Diferensiyel puls 7,61 x 10* = 7,61 x 108 4,39 x 10° eksozom mL™*

voltametrisi [170] eksozom mL™?

impidimetrik [40] 50 x 1022200 x 10°M 1,9 x 10° eksozom mL™

UV [171] 0,4 x 108 - 6,0 x 108 3,58 x 108 eksozom mL?
eksozom mL?

Gelistirilen eksozom 3,7x103%- 3,7x108 eksozom 2,0x10° eksozom mL™*

tayin yontemi mL?

4.2.6. Secicilik ¢calismasi

Gelistirilen biyosensor sisteminin segiciligi, Anti-CD63@SPE i¢in farkli tipte proteinler
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen Rcr (Sekil 4.25) ve frekans 0'daki (log 0)
(Sekil 4.26) ger¢ek impedans sonuglari, eksozomlara karsi anti-CD63 modifiye SPE'nin
verileriyle karsilagtirilmistir ve sonuglar Sekil 4.27°de sunulmustur. Biyosensoriin
seciciligini test etmek icin, potansiyel interferanlar olarak 1,0 pg mL™? insan koryonik
gonadotropin (hCG), immiinoglobulin G (Igg) ve insan biiyiime hormonu (hGH) daha 6nce
bahsedilen inkiibasyon prosediirii ile ayr1 ayr1 inkiibe edildi. Eksozomlarin ve diger
antijenlerin Anti-CD63@SPE biyosensoriine baglanmasi ayirt edilebilir oldugundan,
gercek impedans degerindeki farklilik nedeniyle log 01 segtik. Onerilen Anti-CD63@SPE,

onemli bir Rcr farki ile standart eksozomlara karsi miikemmel hassasiyet ve segicilik
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saglamistir.

Uygulanan proteinler, kalibrasyon egrisinde

herhangi

bir

eksozom

konsantrasyonu ile ortlismemistir. Ayrica, Anti-CD63@SPE'nin eksozomla iligkisi, gercek

impedansin logaritmik degerleriyle de gosterilmistir. Diger antijenler uygulandiginda

log0'daki ger¢ek impedans degerlerinde kayda deger bir degisiklik gézlenmemistir.
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" Ant-CD63@SPE
20001 o |gG/Ant-CD63@SPE Iy
A hCG/Anti-CD63@SPE
v hGH/Anti-CD63@SPE 8
15001 & Exksozom Ant-CD63@SPE ¥
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1000+ A
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‘0"
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0 500 1000 1500 2000
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Sekil 4.25. Biyosensoriin segicilik ¢aligmasi i¢in Nyquist diyagrami
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35 t. e IgG/Anti-CD63@SPE
' vt »+  hCG/Anti-CD63@SPE
Ten ; ., v hGH/Anti-CD63@SPE
3,01 M $,°, * Eksozom Ant-CD63@SPE
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A 4 3;
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Sekil 4.26. Biyosensoriin segicilik ¢aligmasi igin Bode diyagrami
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Sekil 4.27. Rct () ve 1 frekansindaki (log 0) ger¢ek impedans (b) degerine sahip anti-
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CD63@SPE biyosensériiniin Igg, hCG, hGH ve 3,7x107 partikiil mL™* standart

eksozomlarina kars1 cevaplarinin karsilagtirmali tespiti

4.2.7. GSPE ig¢in stabilite calismasi

Sensorlerin liretiminde antikorlar ve diger proteinlerin stabilizasyonu, raf dmrii gibi bir dizi

uygulama alani i¢in biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu parametre, zamanla bozulan kararsiz

malzemelerin ticarilestirilmesi i¢in hayati énem tasir. Ozellikle, tek kullammlik atilabilir

biyosensorlerin imalatinda raf stabilitesi 6nemli bir kriterdir. Bu nedenle gelistirilen

eksozom biyosensdrleri buzdolabinda 28 giin boyunca bekletilmistir. 3,74x10® eksozom

mL? eksozom igeren numune kullanilmistir. 5. giin sonunda alinan Sl¢iimde bagil aktivite
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%89,0 olarak Olclilmiistiir. 14.glin ve 28. giinlerde alinan Ol¢limlerde ise bagil aktivite
%88,3 ve %385,3 olarak gozlemlenmistir ve bu durum iyi stabiliteyi gostermektedir.
Gelistirilen biyosensorlerin kararlilik ¢alismasindan elde edilen sonuglar Sekil 4.28’de

grafige gecirilmistir.
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Sekil 4.28. G-SPE eksozom sensorii i¢in stabilite ¢alismasi

4.2.8. Yontemin yapay idrar ile dogrulanmasi

Idrar invaziv olmayan yéntemlerle toplanir; bu da onu mesane ve prostat kanserlerinin
potansiyel biyobelirteglerini saptamak i¢in ¢ekici bir kaynak haline getirmektedir.
Yontemin klinik o6rneklerde eksozomlar1 tespit edebildigini dogrulamak icin, Yapay
Idrarda bulunan (SU) numunelerinde eksozomlarin tespiti igin deneysel prosediir

gerceklestirilmistir [172] ve farkli konsantrasyonlarda eksozomlar igeren SU numuneleri
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icin EIS 6l¢iimleri alinmistir (Sekil 4.29). EIS 6lgiimleri sonucunda elde edilen kalibrasyon
egrileri Sekil 4.30 a'da karsilagtirilmakta ve kiyaslamaya iligkin siitun grafikleri Sekil 4.30
b'de gosterilmektedir. Rcr ile yapay idrar numunelerindeki eksozom konsantrasyonu
arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir ve regresyon denklemi y=94,983x-243,89
(R?=0,9943) 3,7x103-3,7x10® partikiil mL™? araligindadir. Ayrica gelistirilen biyosensér,
yapay idrardaki iire gibi diger maddelerin etkilerine ragmen kompleks biyolojik
numunelerde 3,8x10? partikiil mL™? tayin limitine ulasmistir. Yapay idrar dogrulamasina
iliskin tiim veriler Cizelge 4.8’da gosterilmistir. Geri kazanim orani, %93,67 ile %90,08
arasindadir ve bu, karmasik bir matriste eksozomlarin belirlenmesinde iyi bir performans

anlamina gelmektedir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.29. Yapay idrarda eksozom tespiti i¢in Nyquist diyagrami
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Sekil 4.30. (a) Eksozom biyosensorii i¢in kalibrasyon (siyah) ve dogrulama (kirmizi)
grafikleri (b) PBS ve yapay idrar ortaminda eksozom baglanmasi ile
gozlemlenen RCT degerlerinin siitun grafigi
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Cizelge 4.8. Eksozom tayini i¢in, {i¢ farkli yapay idrar 6rnegiyle yapilan dogruluk
calismasi

Hesaplanan Eksozom Sayis1 (partikiil mL ™)

Teorik
Eksozom Ortalama
Sayisi A B C - SS BSS
(partikiil mL?) Deger

3,74x103 148,4 70,3 164,6 127,8 +41,2 32,22
3,74x10* 2610 1919 1818 211,6 +35,2 16,64
3,74x10° 338,5 2415 3309 303,6 +44,0 1451
3,74x10° 323,7 387,1 44772 386,0 +50,4 13,06
3,74x107 474,717  489,2 4375 467,1 +21,8 4,66

3,74x108 504,1 576,6 687,0 589,2 +75,2 12,76

%95 giiven seviyesi ve 5 serbestlik derecesinde t icin kritik deger 2,57’dir. Iki yontemin
kiyaslanmasi sonucu elde edilen t degeri<tkritik oldugundan null hipotezi desteklenir ve iki

yontemin ayni sonug verdigi kabul edilir.

Cizelge 4.9. Yapay idrarda eksozom tespiti i¢in geri kazanim degerleri

Eklenen Derigim Rct(Q) Bulunan Geri
(partikiil mL™?) Derigsim Kazanim  {_test”* ‘ t;k
ril

(partikiil mL™?) (%)

3,7x10° 386+50,4 3,333x10° 90,08
3,7x107 467,1421,8  3,466x107 9367 20 257

9495 giiven seviyesinde 6 deney sonucu i¢in
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4.3. Eksozom Standartlarinin Kagit-Tabanh Elektrotlar Kullanilarak Tayini

4.3.1. Kagit tabanh elektrotlarin karakterizasyonu

Kagit tabanli eksozom biyosensoriiniin yapimindaki ilk adim, elektrot ylizeyinde
AuNP'lerin olusturulmasidir. Boylelikle yiizeye tiyol gruplari kolaylikla baglanacak ve
biyoreseptdrlerin tutturulma islemi gergeklestirilecektir. Bu nanopartikiiller ayrica, normal
bir karbon elektrodun elektrokimyasal performansimi iyilestirmeye yardimei olabilecek
olaganiistli elektriksel ozellik sergilemektedir [173]. AuNP'ler sebebi ile olusan yiiksek
iletkenlik ve yiizey alan1 mevcut iyilestirmenin bir sonucudur. Kaplama islemi, altin tuzu
cozeltisi damlatilan elektrodun yiizeyine sabit bir potansiyel uygulanmasiyla

gerceklestirilmistir ve AuNP'lerin yerinde olusumuyla sonuglanmastir.

Calismanin bu kisminda ilk olarak hem modifiye edilmemis hem de AuNPs ile modifiye
edilmis kagit elektrotlarin (PE) karakterizasyonu i¢in Dongiisel Voltametri (CV) teknigi
uygulanmigtir (Sekil 4.31a). CV teknigi kullanilarak elde edilen PE ve AuNPs@PEin
anodik ve katodik akimlari; Ia, Ic, Cizelge 4.10’da gosterilmektedir. Bu durum, PE
ylizeyine AuNPs birikmesiyle elektron transferinin kolaylagtirildigini gosterir. 600 S
elektrokimyasal biriktirme i¢in CV'den alinan Olglimlerde, anodik ve katodik pik
akimlarinda 6nemli bir yiikkselme meydana gelmistir. Kaplama 6ncesindeki anodik pik
akimi 81,15£1,05 pA olarak gozlemlenirken, kaplama sonrasinda bu deger 121,55+5,50
pA olarak elde edilmistir.

Cizelge 4.10. PE ve AuNPs@PE'nin CV teknigi ile dl¢iilen anodik ve katodik pik
akimlarinin ortalama degerleri (n=3)

Elektrotlar la (LA) lc (LA)
PE 81,15£1,05 12,52+0,82
(%BSS,%1,29) (%BSS,%6,55)
AuNPs@PE 121,55+5,50 45214222
(%BSS,%4,53) (%BSS,%4,90)
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Sekil 4.31. PE ve AuNPs@PE igin (a) CV ve (b) EIS 6l¢iimleri. Destek elektrolit olarak
0,1M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)g]*’* ¢ozeltisi kullamlmistir.

Sekil 4.31b'de gosterildigi gibi hem karbon hem de AuNP kaplanan ¢alisma elektrotlarinin
yiik transfer direncindeki (Rct) degisiklikleri incelemek i¢in EIS Slglimleri yapilmistir.
Karbon kapli yiizeyin yiik transfer direnci 16254+26,335 ohm (BSS %, %1,6, n=3) olarak
hesaplanirken, AuNPs birikimi ile yiik transfer direncinde 6nemli bir azalma meydana
gelmis ve Ret 227+£7.512 ohm (BSS%, 3,3%, n = 3) olarak elde edilmistir (Cizelge 4.11).
Bu sonuglar, hizlandirilmig elektron transferinin AuNP'ler tarafindan kolaylastirdigini

dogrulamstir.
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Cizelge 4.11. AuNP'lerin birikmesinden 6nce ve sonra kagit elektrotlar i¢in yiik RCT,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%BSS) degerleri

Sensor PE PE/AuUNPs
RCT, Q 1625,0 227,0
SD 26,3 7,5
%BSS
(n=3) 1,6 3,3

Sirastyla karbon, AuNP, Anti-CD9 ve eksozomlarla kaplanmis PE'lerin dort farkli yiizeyini
karakterize etmek icin taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanildi. Resim 4.2a,
modifiye edilmemis, yani sadece karbon kapli PE'yi gosterirken, Resim 4.2b,
elektrokimyasal indirgeme ile PE yiizeyinde biriken AuNP'lerin morfolojisini ve boyutunu
gostermektedir. AuNP'ler, resimde gosterildigi gibi PE yiizeyini homojen bir sekilde
kaplamistir. PE tizerinde AuNP'ler farkli boyutlarda, keskin kenarli ve lokalize pargaciklar
olarak gozlemlenmistir. AuNP'lerin parlakligindaki azalmaya, yiizeyi kaplayan antikor
neden olmustur ve Resim 4.3a'da gosterilmistir. Korunmus zar biitiinligiine sahip
eksozomlarin taramali elektron mikroskop goriintiisii, parcaciklarin kiiresel bir sekle sahip
oldugunu ve yaklasik 50-100 nm ¢apinda oldugunu gostermistir. Resim 4.3b'de kirmizi

oklarla gosterilen eksozomlarin goriintiisii literatiirdeki ¢alismalarla uyumludur [174-176].

Enerji dagilimli X-1s51m1 spektroskopisi (SEM/EDX) ile taramali elektron mikroskobu,
ylizey analitik tekniklerinin en 1yi bilinen ve en yaygin olarak kullanilanlardir.
Arastirmacilar EDX yontemini kullanarak, bir numunenin kimyasal bilesimi, hangi
elementlerin mevcut oldugu, dagilimlar1 ve konsantrasyonlari da dahil olmak iizere hizl
bir sekilde bilgi tiretebilir. PE ve AuNPs@PE’nin SEM goériintiilerine ilaveten SEM-EDX
analizi, kagit ylizeyinde altin nanopargaciklarin olustugunu kanitlamak i¢in yapilmustir.
Sekil 4.32a’da belirtilen PE’nin EDX analiz sonucunda Karbon ve Oksijen atomlarinin
baskin sekilde bulundugu goriilmektedir. Kaplama sonrasinda ise AuNPs@PE igin
beklenildigi gibi ylizeyde Altin atomlarinin varligi gézlemlenmistir (Sekil 4.32b).
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Resim 4.2. (a) PE ve (b) AuNPs@PE i¢in SEM goriintiileri
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Resim 4.3. (a) Anti-CD9/AuUNPs@PE ve (b) eksozom inkiibe edilmis Anti-
CD9/AuNPs@PE"in SEM goriintiileri



Ic|ka
EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default
Element Wt % At § K-Ratio Z A F
C'K 88.80 91.35 0.7430 1.0016 0.8353 1.0001
0K 11.20 8.65 0.0132 0.9875 0.1192 1.0000
Total 100.00 100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
CK 319.60 2.77 1.00 115.44
0K 18.88 5.41 5.09 3.49
Ka
2.00 4.00 6.00 .00 10.00 12.00 keV
AuMa b
EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default
Element Wt % At § K-Ratio Z A F
CK 44 .40 90.10 0.1288 1.1197 0.2591 1.0000
0K 2.16 3.28 0.0031 1.1037 0.1319 1.0000
AulL 53.44 6.61 0.4482 0.7988 1.0500 1.0000
Total 100.00 100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
CK 273.48 10.54 2.08 25.94
0 K 22.19 18.89 11.57 1.17
AuL 608.57 36.24 1.42 16.79

.00

10.00

12.00

keV

Sekil 4.32. PE ve AuNPS@PE i¢in SEM-EDX analiz sonuglari

4.3.2. Deneysel kosullarin optimizasyonu
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Deneysel parametrelerin eksozom sensoriine olan etkisini incelemek igin elektrokimyasal

impedans teknigi uygulanmistir. Eksozom sensOriiniin segiciligini ve hassasiyetini



84

saglamak icin, anti-CD9 konsantrasyonunun mevcut 1x102 eksozom mL? yaniti
lizerindeki etkisi arastilmistir. Sekil 4.33a, anti-CD9 konsantrasyonunun 4 pg mL™ye
kadar artmasiyla yanit Rct'sinin arttigini gostermektedir. Daha sonra, artan antikor
konsantrasyonu ile Rct yamitinda bir artis gézlenmemistir. Secicilik ve duyarliligi
dengelemek igin anti-CD9 konsantrasyonu 4 pg mL? olarak secilmistir (Sekil 4.33Db).
Inkiibasyon sicakligmin etkisi +4, +25 ve +37 °C'ta incelenmis ve Sekil 4.34a’da
belirtilmistir. Rct'de maksimum artis +25 °C'ta gézlemlendiginden bu nokta optimum
inkiibasyon sicakligi olarak belirlenmis (Sekil 4.34b). Kulugka siiresinin etkisi 20-60
dakika araliginda incelenmistir ve Sekil 4.35a’da belirtilmistir. Inkiibasyon periyodu uzun
ise spesifik olmayan adsorpsiyon gelisebilir ve beklenmeyen Rct degerleri ortaya ¢ikabilir.
Sekil 4.35b, en yiiksek Rcr ile ilgili olarak en iyi baglanma siiresinin 40 dakika oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.33. Anti-CD?9 derisim optimizasyonu a) Nyquist diyagrami, b) verilerin

degerlendirilmesi
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Sekil 4.34. Inkubasyon sicakli1 optimizasyonu a) Nyquist diyagramu, b) verilerin
degerlendirilmesi
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Sekil 4.35. Inkubasyon siiresi optimizasyonu a) Nyquist diyagramu, b) verilerin
degerlendirilmesi

4.3.3. Kagit tabanh eksozom biyosensoriiniin analitik performansinin incelenmesi

87

Uretilen eksozom sensdrlerinin analitik performansi, optimize edilmis kosullar altinda

incelenmistir. Eksozom sensorlerinin impidimetrik sinyalleri, bagimsiz olarak hazirlanmis

yedi eksozom konsantrasyonuna karsi Sekil 4.36a'da gosterilmektedir. Sekil 4.36b'deki

kalibrasyon egrisine gore, 1,7x10° ila 1x10'2 eksozom mL? arasindaki eksozom

konsantrasyonu araliginda dogrusal cevap elde edilmistir ve ve bu iliski belirtilen

denklemle verilmistir: y = 800,43x — 605,5 ve R?= 0,9922. Go6zlenebilme Sinirt (LOD),
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5,08x10°> eksozom mL™ olarak hesaplanmstir. Literatiirde bildirilen diger eksozom
sensorleriyle karsilastirildiginda, iiretilen PE'ler genis bir dogrusal aralik ve yiiksek

hassasiyet sergilemistir. Farkli derisimlere ait EIS 6l¢timleri Sekil 4.37°de belirtilmistir.
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Sekil 4.36. Kagit tabanli eksozom biyosensoriine ait a) kantitatif 6l¢iim sonuglar1 ve b)
kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.37. PE Eksozom biyosensoriine ait EIS dl¢timleri

4.3.4. Eksozom biyosensoriiniin se¢iciligi

PE eksozom sensorlerinin segiciliginin belirlenmesi i¢in, PE'nin glukoz ve sistein gibi
plazmada bulunan biyomolekiillere olan tepkisi degerlendirilmistir. Ayrica, secicilik
caligmasinda bircok kanser tiiriinde (mide kanseri, meme kanseri ve yumurtalik kanseri
gibi) anormal sekilde eksprese edilen Karsinoembriyonik Antijen (CEA) glukoproteini
kullanilmigtir  [177]. Eksozomlar1 tespit etmek i¢in kullanilan protokol, ilgili
biyomolekiillerin  anti-CD9@PE  sensoriine  uygulanmasinda  kullanilmistir  ve
inkiibasyondan sonra her sensoriin Ret degerleri kaydedilmistir (Sekil 4.38). Sistein ve
glukoz i¢in anlamli bir Rcr elde edilmezken, CEA igin, PE yiizeyindeki reseptor ile
protein-protein etkilesiminden kaynaklanan Rcr artis1 gozlemlenmis ancak elde edilen Rcr
degerleri 'Goreceli Yanit' formunda degerlendirildiginde, Anti-CDI@PE'nin eksozomlara

oldukga duyarl bir davranig gosterdigi goriilmistiir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.38. Kagit sensoriin segicilik caligmasina ait a) Nyquist diyagramlari ve b) Rer
verilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.39. CEA, Glukoz ve Sistein inkiibasyonu i¢in Goreceli Tepki degerleri

4.3.5. Eksozom biyosensorii icin giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi

Yontemin giin i¢i ve giinler arasi dogrulugu ve kesinligi, eksozomlarin ii¢ farkl
konsantrasyonda analiz edilmesi ile belirlendi: 1,0x107, 1,0x10%, 1,0x10% partikiil mL™.
Glin i¢i analizler, ayni gin i¢inde ¢ adet eksozom Ornegi analiz edilerek
gergeklestirilmistir. Giinler arasi analiz ise, 1 aylik bir siire boyunca 1. giin, 5. giin, 14. giin
ve 28. giinde alinan, ayn1 konsantrasyonlarda ve ekipman tarafindan gergeklestirilen dort
Ol¢iimiinlin ortalamasidir. Kesinlik i¢in bagil standart sapma (BSS) olarak ifade edilen
sonuclar hem giin i¢i hem de giin i¢i degerler i¢in Cizelge 4.12'de gosterilmistir. Kesinlik
icin, BSS %5,84'den kiiciiktiir, bu sebeple belirtilen sonuglarin kabul edilebilir degerler

oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.12. PE eksozom biyosensdriine ait giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

sonuglar1
Giin i¢i kesinlik (n=3) Ginler arasi kesinlik (n=4)
Eksozom Bulunan Bulunan Eksozom
- Eksozom (Loguo)(partikiil
(Loglo)(l_)lartlkul (Loguo)(partikiil BSS mL-) BSS
mL™) -1
mL™)
7 6,85+0,35 511 6,87+0,39 5,68
8 7,82+0,14 1,79 7,70+0,45 5,84
10 10,10+0,54 5,35 9,81+0,42 4,28
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4.3.6. Eksozom biyosensoriiniin kararhhgi

Kararlilik, biyosensoriin pratik uygulamasinmi etkileyen bir diger 6nemli parametredir. Bir
biyosensoriin yiizeyindeki reseptoriin hedef molekiil i¢in duyarsiz hale gelmesi genel
kullanimlar igin smirlamalar getirmektedir. +4°C'ta saklanarak eksozom PE'nin in vitro
uzun vadeli kararlih@, Sekil 4.40°da belirtilen giinler icin 1,0x10*° eksozom mL™*
uygulandiginda gozlemlenen impedans yanitlar1 ile degerlendirilmistir. Biyosensoriin
stabilite calismasi igin Nyquist diyagrami Sekil 4.41'de gosterilmistir. Ilk 14 giin i¢in PE
sensoriiniin impedimetrik tepkileri oldukca yakindir. iki haftanin sonunda, nispi aktivite
degeri %75'e diismiistiir, bu da proteinin +4°C'ta uzun siireli depolamadan sonra hala kabul
edilebilir aralikta olan hafif bozunmasi nedeniyledir (Tablo 4.13). Bagil aktivitede
meydana gelen azalmadan dolay1 hazirlanan immiinosensor miimkiin olan en kisa siirede

kullanilmalidir.
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Sekil 4.40. PE eksozom sensorlerinin kararlilik ¢alismasi
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Sekil 4.41. Eksozom biyosensoriin kararlilik ¢alismasi i¢in Nyquist diyagrami (a) 0. giin
(b) 5. giin (c) 14. giin ve (d) 28. giin

Cizelge 4.13. PE eksozom biyosensdriine ait kararlilik ¢alismasi sonuglari

Giin Sinyal (RcT) SS BSS
5 7203 +314 4,4
14 6965 +211 3,0
28 5579 +12 0,2

4.3.7. Kagit tabanh elektrot ile Colo 741 Hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin
tayini

CRC (kolorektal kanser) olusumu, kolon epitel hiicrelerinde genetik ve epigenetik
transformasyonun gelismesiyle ortaya cikar. Kolon kanseri hiicre serileri bliylime hizi ve
morfolojisine gore degisiklik gostermektedir. Colo 741 Hiicre serisi de kolon kanseri hiicre
zincirlerinden biridir. Colo 741 hiicre hattindan elde edilen eksozomlar gelistirilen yontem
ile tayin edilmistir. 1,0x10°, 1,0x107, 1,0x10%, 1,0x10°, 1,0x10° ve 1,0x10'? eksozom mL"
! derisimindeki numuneler anti-CD9 modifiye kagit elektrotlara uygulanarak Rcr cevaplar
degerlendirilmistir ve Sekil 4.42°de belirtilmistir. Ayrica kiyaslamaya iliskin dogrusal
impedimetrik cevaplar Sekil 4.43’de, siitun grafikleri ise Sekil 4.44'de gosterilmektedir.
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Rcr ile sentetik colo 741 eksozom Kkonsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski
bulunmaktadir ve regresyon denklemi y=812,49x-708,01 (R?=0,9911) olarak elde
edilmistir. Hiicre kiiltiirii icinde aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlar bulunmasina
ragmen gelistirilen biyosensoriin, kompleks biyolojik numunelerde kullanilabilecegi
goriilmektedir. Colo 741 eksozomlarinin dogrulanmasina iliskin tiim veriler Cizelge
4.14°de gosterilmistir. Geri kazanim orani, %88 ile %68 arasindadir. Hiicre kiiltiiri
ortaminda eksozom segiciliginin diismesi, diisiik geri kazanim sonuglar ile baglantili
olabilmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde ise, karmasik bir matriste eksozomlarin
belirlenmesinde onerilen sensor tasarimimin 1yi bir performans gosterecegi anlamina
gelmektedir (Cizelge 4.15).

%95 giiven seviyesi ve 5 serbestlik derecesinde t igin kritik deger 2,57dir. Iki yontemin
kiyaslanmasi sonucu elde edilen t degeri <twitik oldugundan null hipotezi desteklenir ve iki

yontemin ayn1 sonug verdigi kabul edilir.
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Sekil 4.42. Colo 741 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin EIS 6lgiimleri
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Sekil 4.43. Colo 741 eksozomlarin dogrusal impedimetrik cevaplari

Cizelge 4.14. Eksozom biyosensoriiniin farkli derisimdeki Colo 741 eksozomlarina olan
impidimetrik cevaplarin degerlendirilmesi

95

Hesaplanan Eksozom Sayisi (partikiil mL™)
Teorik Eksozom

Sayisi Ortalama

(partikiil mL) A B c Deger SS BSS
1,0x108 4145 3490 4554 4063 +438 10,8
1,0x107 4975 4713 5170 4953 +187 3,8
1,0x108 6253 5319 5613 5728 +390 6,8
1,0x10° 6736 6852 7162 6947 +180 2,6
1,0x10% 7345 7804 7215 7537 +253 3,4

1,0x10% 9233 8381 9045 8886 +366 4.1
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izelge 4.15. Colo 741 Eksozom tayininin % Geri kazanim hesabinin yapilmasi
g y yap

Eklenen Derigim Rer(©) Geri Kazamm (%) tost itk
(partikiil/ml)
1,0 x 10° 4063+428 68
1,0 x 107 4953+187 88 228 257
1,0 x 108 5728+390 82
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Sekil 4.44. Impidimetrik cevaplarin her bir konsantrasyon igin siitun grafigi ile belirtilmesi
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5. SONUC VE ONERILER

Kanserin erken teshisi, hastanin hayatta kalmasi ve hastaligin iyilesme sansinin olup
olmamasiin belirlenmesinde olduk¢a 6nemlidir ve erken teshis i¢in hassas ve spesifik
yontemler gereklidir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda kanser olusumunda viicutta aktif
olarak arttiklar1 bilenen eksozomlarin tayinine yonelik biyosensorler tasarlanmasi

hedeflenmektedir.

Geligtirilen her analitik yontem, bir cihazin kalibrasyonunu gerektirir. Bu, tipik olarak,
ilgili analitin bilinen bir miktarini i¢eren standart dizisinin hazirlanmasini, her bir standart
icin cihaz tepkisinin olgiilmesini ve cihaz tepkisi ile analit konsantrasyonu arasindaki
iligkinin kurulmasini igerir. Kalibrasyon, analitik yontemlerde gerekli ve dnemli bir adim
oldugundan, arastirmacilarin kalibrasyon deneylerini nasil kuracagi ve elde edilen

sonuglarin nasil degerlendirilecegi konusunda iyi bir anlayiga sahip olmas1 énemlidir.

Cihaz kalibrasyonu ile ilgili olarak, dogrusal regresyonun amaci, cihaz tepkisi (y) ve analit
seviyesi (x) arasindaki dogrusal iliskiyi en iyi tamimlayan denklemi kurmaktir. Iliski,
cizginin denklemi ile tanimlanir, yani y = mx + ¢, burada m ¢izginin egimi ve c, y ekseni
ile kesigimidir. Kalibrasyon egrisi ile kullanilan bir analitin (standartlar) bilinen
konsantrasyonlar1 ile cihaz yaniti arasindaki iligki, benzer bir regresyon modeli ile

aciklanabilir.

Dogrusallik, yontemin belirli bir araliktaki analit konsantrasyonuyla dogru orantili olan test
sonuglarini ortaya ¢ikarma yetenegi olarak tanimlanir. Dogrusal bir kalibrasyon egrisinin,
kalibrasyon verileriyle iyi uyum saglamadigi zamanlar da bulunmaktadir. Bulunan
sonuglar bu dogrusallig1 desteklemiyorsa, kullanilan modelin degistirilmesi gerekir. Bazi
analitik teknikler i¢in, Ol¢iilen sinyaller ve analit konsantrasyonlari arasindaki iliski,
dogrusal degildir. Bu gibi durumlarda, kalibrasyon egrisi i¢in dogrusal olmayan bir
fonksiyon kullanmak yaygindir. Ashley ve ekibinin yapmis oldugu caligmada, B-
Laktoglobiilin analizinde veri noktalarmin dogrusal olmayan bir korelasyonu kullanilmigtir

[178].

Tez ¢aligmasinin ilk kisminda, yiliksek konsantrasyonlu Colo 320 hiicre hattindan elde

edilen eksozom numuneleri igin bir biyosensor tasarlanarak, sinirli veri ve dar bir
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konsantrasyon araligindan elde edilen kalibrasyon grafiginde en giivenilir ve dogru LOD
degerini bulmak i¢in matematiksel bir yaklagim gelistirilmistir. Literatiirde lineer olmayan
kalibrasyon egrilerinin olduk¢a karmasik olmasi ve deneysel sonuglara kolay uygulanabilir
olmamasi nedeni ile bu ¢alismanin gergeklestirilmesi planlanmistir. Colo 320
eksozomlarmin yiiksek konsantrasyonlarda olgiilmesi i¢in son derece hassas ve etiketsiz
tekniklerden biri olan elektrokimyasal impidimetrik analiz uygulanmistir. LOD ve ¢alisma
araliginmi belirlemek i¢in dogrusal fonksiyon, iistel fonksiyon, ikinci dereceden polinom ve
kiibik polinom i¢in egri uydurma teknikleri kullanilarak dort farklt matematiksel model
uygulanmistir. Her bir fonksiyon i¢in data noktalarinin egriye uymasinin dlgiitleri olan
standart sapma, kalibrasyon katsayist ve LOD degerleri hesaplanip kiyaslanmistir.
Eksozom tespiti i¢cin LOD degeri, LOD'nin en diisilk degeri olarak iiclincii dereceden
polinom fonksiyonundan 3,90x10*! partikiil pL™! olarak elde edilmistir. Bu yaklasim,
hiicre kiiltiirii gibi ortamlarin yiiksek konsantrasyonlarindaki eksozom miktarini belirlemek
ve kalibrasyon grafigindeki verilerden LOD ve LOQ degerlerini tahmin etmek i¢in giiclii

bir metodoloji olarak hizmet eder.

Tez calismasinin ikinci kisminda ise, eksozomlarin elektrokimyasal impedans teknigi
kullanilarak ekran baskili elektrotlar ile tayini gergeklestirilmistir. Elektrokimyasal
biyosensorlerin en 6nemli 6zelligi, analitlerin yerinde tespiti i¢in tasinabilir cihazlara
entegre olabilmeleridir. Serigrafi, diisik maliyet, kullanim kolayligi ve olgeklenebilirlik
gibi Ustiin avantajlart nedeniyle, one ¢ikan elektrot malzemelerinden biri olmustur. SPE'ler,
altin, platin ve karbon miirekkebi dahil olmak {izere cesitli malzeme tiirleri kullanilarak

uretilebilir.

Elektrot malzemesi olarak ekran baskili altin elektrotlar kullanilmistir ve calisma bu
elektrotlarin modifikasyonunu, deney kosullarinin optimizasyonunu ve yOntemin
validasyon calismalarini icermektedir. Altin yiizey ile biyoreseptor arasindaki baglanti 11-
Merkaptoundekanoik asit bilesiginin etanol i¢inde (20mM) hazirlanan ¢ozeltisi ile
saglanmistir. Ayrica ydntem icin, antikor derisimi ve inkiibasyon siiresi optimize
edilmistir. Hem reel impedansin logaritmik verileri hem de yiik transfer direcleri ele
alindiginda optimum antikor derisiminin 2ng pL™, inkiibasyon siiresinin ise 50 dk oldugu
gozlemlenmistir. Ferrisiyaniir/ferrosiyaniir, redoks probunda diger parametrelere gore
elektron transferinin daha yiiksek oranda engellenmesi optimum kosullarin

belirlenmesinde kullanilmistir.



99

Yiizeye ait karakterizasyonlarda hem EIS hem de CV teknigi kullanilmistir. Modifikasyon
islemi Oncesi ve sonrasinda Ia, SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63 igin
sirastyla 203,38+15,82; 128,71+2,46; 111,23+15,04 pA olarak Olgiilmiistiir ve ayni
ylizeyler i¢in logaritmik gercek impedans degerleri 3,418+0,099; 3,481+0,214;
3,643+0,126 olarak elde edilmistir. CV ve EIS yontemleri SPE ylizeyin modifikasyon
asamalarinin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Tiim bu calisgamalara
ilaveten eksozomun Anti-CD63@SPE sensoriine baglanmasi floresans mikroskopi
yontemi ile de kanitlanmistir. Burada floresans etiket (FITC) bagh Anti-CD63’e 6zgii
ikincil bir antikor kullanilmistir. Boylelikle yiizeyde anti-CD63 bagli oldugunda yiiksek
floresans siddeti gozlemlenirken, yiizeyin eksozom ile kaplanmasi Anti-CD63 ile AB-
FITC arasindaki ikincil etkilesimi 6nlediginden floresans siddette radikal bir azalma

gbzlenmistir. Bu da Anti-CD63 kapli yiizeye eksozomlarin baglandigini géstermistir.

G-SPE ile hazirlanan eksozom sensoriiniin analitik performansinin incelendigi kisimda ise
artan eksozom derisimleri ve bu derisimlere karsilik gelen yiik transfer direngleri
kullanilarak kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Eksozom sensoriine ait dogrusal calisma
araligr 3,7x10° — 3,7x108, LOD ise 2,0x10° partikiil mL ™ olarak elde edilmistir. Bu
degerler tasarlanan biyosensoriin klinik uygulamalar i¢in kullanilabilir oldugunu

gostermektedir.

Literatiirde ekran baskili elektrotlar ile meme kanseri hiicrelerinden salinan eksozomlarin
tayini ¢alismasinda LOD 9,6x10? partikiil pL? olarak elde edilmistir [179]. Ekran baskili
elektrotlarin kullanildig1 baska bir ¢alismada ise, tiimor eksozomlariin tespiti i¢in sinyal
amplifikasyonu ve DNA hibridizasyon zincir reaksiyonuna (HCR) dayali bir
elektrokimyasal aptasensor gelistirilmistir ve optimal kosullar altinda, bu yontem, 96
partikiil pL! LOD degerine ulasmistir [180]. Dahas1 bir diger calismada, manyetik toplama
ve saflastirma On islemlerinden sonra Au-NPFe;O3NC'ye bagli eksozomlar, kendilerine
ozgii antikorla modifiye edilmis ekran baskili elektrotlara aktarilmis ve LOD 1x10°
partikiil mL™? olarak elde edilmistir [61]. Literatiirde ekran baskili elektrotlar ile yapilan
eksozom tayini calismalarina bakildiginda gelistirilen yontemin tespit smirinin diger
caligmalara kiyasla daha diisiik oldugunu, hedeflenen analitik performans: gosterdigini ve

bu durumunda yonteminin uygulanabilir olma 6zelligini arttirdigini sdyleyebiliriz.
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Eksozom sensoriiniin, CD63 eksozom yiizey antijeni disindaki farkli tiirlere cevabini
degerlendirmek igin segicilik ¢aligmasi yapilmistir ve bu calismada hem Rcr hem de
ger¢ek impedansin logaritmik degerleri kullanilmistir. Bu ¢alisma eksozomun olusturdugu
yilik transfer direncindeki cevabin diger antijenlere kiyasla yaklasik bes kat daha fazla
olmasi ve diger antijen cevaplarinin ¢alisma araligindaki herhangi eksozom derisimine
karsilik gelmemesi sebebi ile sensor eksozomlara karst mitkemmel hassasiyet ve segicilik

gostermistir.

Anti-CD63@SPE modifiye elektrodun pratik uygulanabilirligini incelemek i¢in yapay
idrar numunelerinde eksozomun elektrokimyasal tayini yapilmistir. Yapay idrar i¢ine artan
derigsimlerde eksozom ilave edilmis ve herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan analiz
edilmistir. Sensoriin cevabinda eksozom derisimleri hesaplanmis ve geri kazanimlar
belirlenmistir. Geri kazanimlar, %90,08 ve 93,67 araligindadir. Ayrica gelistirilen yontem
ELISA ile kiyaslanmis ve sonuglar t-testine tabi tutularak t degeri 2,50 olarak elde
edilmistir. Iki yontemin kiyaslanmasi sonucu elde edilen t degeri<twitik oldugundan null
hipotezi desteklenir ve iki yontemin ayni sonug verdigi kabul edilir. Bu sonug, ger¢ek
numunelerde eksozomlarin pratik olarak belirlenmesi igin Anti-CD9@PE modifiye

elektrodun potansiyel kullanilabilirligini kanitlamistir.

Tez calismasiin iiglincli kisminda ise, eksozomlarin elektrokimyasal impedans teknigi
kullanilarak elle hazirlanan kagit elektrotlar ile tayini gerceklestirilmistir. Son zamanlarda,
kagit tabanli elektrotlar, minyatiir, hafif ve biyouyumlu cihazlar1 diisik maliyetle
gelistirmenin etkili bir yolu olarak ortaya ¢ikmustir. Elektrotlar, esas olarak serigrafi
teknikleri ile kagit substratlar iizerinde iretilir. Ek olarak, yiizeyi kimyasal ve fiziksel
olarak kolayca degistirilebilir, kesilebilir, katlanabilir ve/veya istiflenebilir. Bu baglamda
bir dizi farkli teknoloji uygulanabilse de cihazlar ¢cogunlukla kagit tizerindeki farkli alanlari

modellemek i¢cin mum baski islemleriyle iiretilir.

Yiizeyde elektrokimyasal hiicreler tanimlanir. Bu kisimda genellikle, grafen, altin, giimiis
veya karbondan olusan iletken macunlar kullanilir. iletken karbon pasta CE ve WE
imalatinda yaygin olarak kullanilmaktadir. RE'ye gelince, giimiis macun, sinyal ¢ikigini
artiran elektrokimyasal algilama icin tutarli potansiyeli ve kararliligi nedeniyle oldukca
uygun bir malzemedir. Bu islemlerden sonra c¢alisma elektrodunun yiizeyi hedef

biyobelirteg i¢in segici hale getirilir.
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Analizler genellikle gerekli c¢ozeltilerin damlatilmasiyla gerceklestirilir, bu nedenle
numune ve/veya reaktifler dogrudan elektrokimyasal hiicrenin tanimlandigi hidrofilik

algilama alanina eklenir.

Tez kapsaminda gelistirilen kagit tabanli eksozom biyosensoriiniin mum baski tasarimi
hem ¢alisma elektrodunu hem de {i¢ elektrotlu sistemi kapsayan iki farkli yuvarlak bariyer
ile yapilmistir. Calisma elektroduna ait bariyer, bu bolgedeki modifikasyon isleminde
diisiik numune kullanimma olanak sagladi. Ug elektrotlu sistemi kapsayan ikinci bariyer
ise elektrokimyasal Olgiimlerde kullanilan elektrolitin bu bdlgede hareketsiz kalmasini
saglamistir. Genel olarak bu tasarim, reaktif ve numune hacimlerini azaltmis ve galigma
elektrodunun modifikasyonu sirasinda karsit ve referans elektrotlarinin kontaminasyonunu

Onlemistir.

Hazirlanan kagit elektrot ylizeyindeki karbon calisma elektrodu, sabit potansiyelde altin
tuzu ¢Ozeltisi kullanilarak altin nanoparcacik ile kaplanmistir. Bu islem, hem c¢alisma
elektrodunun yiizey modifikasyonunu kolaylastirmis, hem de yiizeyi elektriksel olarak
daha iletken hale getirdiginden ¢ok kii¢iik miktarda da olsa her tiirlii elektron transferine ait
bloklama tespit edilebilmistir. Ayrica kagidin nanoyapilarla modifikasyonu, duyarlilik,
dinamik aralik, algilama limiti ve girisim yapan tiirlere kars1 secicilik gibi 6nemli

parametrelerde bir dizi iyilestirme saglamistir.

Altin nanoparcacik kaplama islemi ile kaplama Oncesi ve sonrasindaki iki ylizeyin
elektrokimyasal ve mikroskobik karakterizasyon g¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Kaplama
oncesindeki anodik pik akimi 81,15+1,05 pA olarak gézlemlenirken, kaplama sonrasinda
bu deger 121,55+5,50 pA olarak elde edilmistir. Ilaveten, karbon kapli yiizeyin yiik
transfer direnci 16254+26,335 ohm olarak hesaplanirken, AuNPs birikimi ile yiik transfer
direncinde O6nemli bir azalma meydana gelmis ve Rct 227+7,512 ohm olarak elde
edilmistir. Bu sonuglar, elektron transferinin AuNP'ler tarafindan kolaylastirildigini
dogrulamistir. ilaveten, elektrokimyasal indirgeme ile PE yiizeyinde biriken AuNP'lerin
morfolojisi ve boyutlar1 SEM goriintiileri ile gosterilmistir. AuNP'ler, PE ylizeyini
homojen bir sekilde kaplamistir. PE {izerinde AuNP'ler farkli boyutlarda, keskin kenarl1 ve

lokalize parcgaciklar olarak gdzlemlenmistir.
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Altin kaplama igleminden sonra, ¢aligma elektrotlarinin modifikasyonu, deney kosullarinin
optimizasyonu ve yontemin validasyon c¢alismalart gergeklestirilmistir. AuNPs yiizey ile
biyoreseptdr arasindaki baglanti 11-Merkaptoundekanoik asit bilesiginin etanol iginde
(20mM) hazirlanan ¢ozeltisi ile saglanmistir. Ayrica yontem ig¢in, antikor derigimi,
inkubasyon sicaklig1r ve inkiibasyon stiresi optimize edilmigtir. Yiik transfer direncinde
gozlemlenen en yiiksek deger, hedef molekiil ve biyoreseptdr arasindaki en yiiksek
baglanma oranini gosterdiginden optimum antikor derisimi 4 ng pL!, inkiibasyon sicaklig

25 °C ve inkubasyon siiresinin ise 40 dk oldugu gézlemlenmistir.

PE ile hazirlanan eksozom sensdriiniin analitik performansinin incelendigi kisimda ise
artan eksozom derisimleri ve bu derisimlere karsilik gelen yiik transfer direngleri
kullanilarak kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Eksozom sensdriine ait dogrusal calisma
araligr 1,7x10° — 1x10*2, LOD ise 5,07x10? partikiil mL™' olarak elde edilmistir. Bu
degerler tasarlanan biyosensoriin  klinik uygulamalar ic¢in kullanilabilir oldugunu

gostermektedir.

Literatiirde PAD’ler ile yapilan eksozom analiz ¢alismalarina bakildiginda, Eksozomlarin
tespiti i¢in 1ilging bir kagit tabanli aptasensér Chen, Lan ve digerleri tarafindan
gelistirilmistir. Burada, eksozomlarin belirlenmesi i¢in liiminesans rezonans enerji
transferine (LRET) dayali kagit destekli aptasensdr kullanilmis ve LOD 1,1x10° partikiil
uL? olarak belirlenmistir [181]. Yapilan bir baska calismada, eksozomlarin taginabilir ve
kantitatif belirlenmesi i¢in metal-organik ¢erceve ile islevsellestirilmis bir kagit ve ekran
baskili bir elektrodun birlesimi ile niikleik asit temelli elektrokimyasal biyosensor
gelistirilmistir. Etiketsiz kagit bazli biyosensor, 5x10% partikiil mL™'ye kadar bir algilama
limiti ile ultrasensitif eksozom tahlili yapabilir [182]. Yang ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada, eksozomal miRNA-155 (33.4 aM) ve eksozomal miRNA-21 (23.1 aM)
icin molekiiler diizeyde hassasiyet saglayan tek kullanimhik kagit tabanli elektrotlar
gelistirilmistir [183]. Literatiirde ekran baskili elektrotlar ile yapilan eksozom tayini
caligmalarina bakildiginda gelistirilen yontemin tespit sinirinin diger ¢aligmalara kiyasla
daha diisiik oldugunu, hedeflenen analitik performansi gosterdigini ve bu durumunda

yonteminin uygulanabilir olma 6zelligini arttirdigini soyleyebiliriz.

Eksozom sensoriinlin, CD9 eksozom ylizey antijeni disindaki farkli tiirlere cevabini

degerlendirmek icin segicilik caligmas1 yapilmistir. Molekiiler etkenlere zayif cevap
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gozlemlenirken (sistein, glikoz), protein tirevi olan CEA igin protein-protein
etkilesiminden kaynaklanan Rct artisi  gozlemlenmistir. Bu ¢alisma, eksozomun
olusturdugu yiik transfer direncindeki cevabin diger antijenlere kiyasla ayirt edilebilir
oldugunu fakat protein tirevi varh@inda spesifik olmayan etkilesimlerin

gerceklesebilecegini gostermistir.

Anti-CD9@PE modifiye elektrodun pratik uygulanabilirligini incelemek i¢in Colo 741
hiicre zincirinden izole edilen eksozomlarin gelistirilen yontem ile elektrokimyasal tayini
yapilmistir. Numuneler artan derisimlerde hazirlanip analiz edilmistir. Sensoér cevabina
karsilik gelen eksozom derisimleri hesaplanip geri kazanimlar belirlenmistir. Geri
kazanimlar %68 ve %88 araligindadir. Ayrica gelistirilen yontem ELISA ile kiyaslanmis
ve sonuglar t-testine tabi tutularak t degeri 2,28 olarak elde edilmistir. Iki yontemin
kiyaslanmasi sonucu elde edilen t degeri<tkitik oldugundan null hipotezi desteklenir ve iki
yontemin ayni sonu¢ verdigi kabul edilir. Bu sonug, ger¢ek numunelerde eksozomlarin
pratik olarak belirlenmesi i¢in Anti-CD9@PE modifiye elektrodun potansiyel

kullanilabilirligini kanitlamistir.

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan eksozom biyosensorlerinin hazirlanmasinin kolay
olmasi, genis bir tayin araligina sahip olmast ve diisiik tespit limitlerine sahip olmasi
biyosensorleri basarili kilmaktadir. Dahas1 ger¢ek uygulamalardaki basarisi biyosensorii

ticari hale getirilip kullanilabilecegini gostermektedir.
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