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OZET

AKUT BOBREK HASARININ POTANSIYEL BIYOMARKERLARINDAN KIM-1
TAYINI iCIN ELEKTROKIMYASAL IMMUNOSENSOR SIiSTEMININ
GELISTIRILMESI

Seyma SENTURK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

05/04/2023, 50

Bobrek Hasar1 Molekiilii-1 (KIM-1), bir tip | transmembran glikoproteinidir ve akut
bobrek hasar1 durumunda idrarda seviyesinin degiskenlik gosterdigi icin bdbrek hasarini
saptamak adina potansiyel bir biyomarkerdir. Tez kapsaminda, KIM-1 biyomarkermin
tayinine yonelik elektrokimyasal bir immiinosensor tasarlanmistir. Gelistirilen biyosensor
sistemi i¢in ¢alisma elektrodu olarak Quartz Tuning Fork (QTF) kullanilmistir. Altin uglu
QTF elektrodu yiizeyi, SAM tabakasi olusturmak igin 11-Merkaptoundekanoik asit (11-
MUA) ile modifiye edilmistir. Biyosensor i¢in, tasariminda kullanilan parametreleri
iizerinde detayli optimizasyon ¢alismalari, ardindan karakterizasyon g¢alismalar1 ve gercek
idrarda uygulanabilirlik ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar, elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) ve dongiisel voltametri (CV) yontemleri ile analiz edilmistir.
Gelistirilen immiinosensoriin elektrot yiizeyindeki morfolojik degisimleri incelemek i¢in
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazlarinda
goriintiiler alimmistir. Gelistirilen biyosensor sistemi, genis bir tayin araligini (0,05-250

fg/mL) algilamak i¢in yiiksek kapasiteye sahiptir.

Anahtar Kelimeler: KIM-1, QTF elektrot, 11-MUA, Immiinosensér.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMMUNOSENSOR SYSTEM FOR
THE DETECTION OF KIM-1, APOTENTIAL BIOMARKER OF ACUTE
KIDNEY INJURY

Seyma SENTURK
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Bioengineering and Materials Engineering
Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

04/05/2023, 50

Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) is a type | transmembrane glycoprotein and is a potential
biomarker for detecting kidney injury as its level in the urine varies in acute kidney injury.
Within the scope of the thesis, an electrochemical immunosensor was designed for the
determination of the KIM-1 biomarker. Quartz Tuning Fork (QTF) was used as the working
electrode for the developed biosensor system. The gold-tipped QTF electrode surface was
modified with 11-Mercaptoundecanoic acid (11-MUA) to form the SAM layer. For the
biosensor, detailed optimization studies were carried out on the parameters used in its design,
followed by characterization studies and applicability studies in real urine. These studies
were analyzed by electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry
(CV) methods. Images were taken in Atomic Force Microscope (AFM) and Scanning
Electron Microscope (SEM) devices to examine the morphological changes on the electrode
surface of the developed immunosensor. The developed biosensor system has a high capacity
to detect a wide detection range (0.05-250 fg/mL).

Keywords: KIM-1, QTF electrode, 11-MUA, Immunosensor.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Bobrek hastaliklari, varligin1 1500°1i yillar kadar ¢ok eski zamanlarda gosterse de
(Weiss ve Kim, 2012) giiniimiizde de héalen devam etmekte olup diinya ¢apinda yayginlagsmis
ve siklikla goriilen bir toplum sagligi sorunudur. Ayni zamanda uzun yillardir varligini
gOstermesine ragmen bir¢ok bobrek hastaliginin tanisi ve tedavisinin zorlugu halen devam
etmektedir. Giiniimiizde de devam eden bu hastaliklarda 6liim oranlari giderek artis

gostermektedir.

Bobregin atilim, hormon {tiretimi, kan basinci diizenlemesi, iyonik, ozmotik ve pH
dengesi saglama gibi bircok gdrevi bulunur ve bunlarin tiimii bobregi fizyolojik homeostaz
icin gerekli kilar. Bir¢ok gorevi olmasi sebebiyle, bobrek hastaliklarinin siklikla sistemik
sonuclart bulunur ve bu da bobrek hastaliklarinin teshis ve tedavisinde zorluk ve yiiksek

maliyeti beraberinde getirir (Abbiss, vd., 2019).

Akut Bobrek Hasar1 (ABH) teshisi igin bir biyobelirteg olan KIM-1, bir tip I hiicre
zar1 glikoproteinidir ve idrarda bulunmasi nedeniyle bobrek hasari igin oldukga spesifiktir

(\Vaidya, vd., 2010).

Bobrek biyobelirteclerini tespit etmek i¢in enzim baglantili immiinosorbent tahlili
(ELISA) (Vaidya, vd., 2010), kolorimetrik Jaffe reaksiyonu (Tesch ve Greg, 2010), yiiksek
performansli sivi kromatografisi (Kumar ve Banerjee, 2017) gibi karmasik yontemler
kullanilmaktadir. Bu nispeten geleneksel tan1 yontemleri karmasik olmakla birlikte zaman
alici, zahmetli, uzman gerektiren ve pahali sistemler olabilmektedir. Bu durumda zaman,
kullanim pratikligi ve maliyet gibi nedenler agisindan daha avantajli sistemler kullanilmak

istenmektedir. Biyosensorler, bu avantajlara sahip alternatifler sunan algilama cihazlaridir.

Son donemlerde artan hastaliklar, canli sagligimni tehdit eden maddelerin artis1 ve

bunlarin sebep oldugu yikici sonuglar, erken teshisin hayati 6nem tasidigini kritik seviyede

1



gostermektedir. Bu sebeple tan1 ve teshis yontemlerine ihtiya¢ da giderek artmaktadir.
Teshis i¢in alternatif bir yontem olan biyosensorler de biyolojik siireclerin takibi ve bu

stireclerin anlagilmasini saglar.

Klinik, kimyasal, farmasotik, gida, tarim ve g¢evresel caligmalar i¢in ekonomik,
kullannm1 kolay ve hizli yanit alinabilen araglar olan biyosensorler bu alanlardaki
arastirmalar1 aydinlatir. Kismen karmasik orneklerde kullanim kolayligi, ucuzlugu,
taginabilirligi ve ¢alisma hiz1 sayesinde, biyosensorler gelismis biyoalgilama sistemlerine

alternatif bir bakis acis1 sunar (Jin, vd., 2014).

1.1. Biyosensorler

Bir biyosensor, birbiriyle yakindan iliskili iki 6ge olan analiti tantyan immobilize edilmis
hassas bir biyolojik eleman ve analit ile biyoreseptor etkilesiminden kaynaklanan biyolojik
veya kimyasal sinyali elektronik bir sinyale ¢evirmek i¢in kullanilan bir doniistiiriiciiden

olusan bir sistemdir (Sassolas, vd., 2012).

Klinik alanda kullanilan biyosensorlerde biyobilesen olarak enzim, hormon, antikor,
niikleik asit, lektin, hiicre yapisi veya doku gibi gesitli secenekler kullanilabilir (Bahadir ve
Sezgintiirk, 2015). Biyobilesenler duyarli oldugu analite karsi spesifiklik gosterir, diger

analitleri tanimay1p yanit vermemesiyle biyosensorleri secici kilar.

Kullanilan doniistiiriiciiye bagli olarak biyosensorler bir¢ok ceside ayrilabilir. Bunlar
optik biyosensorler, akustik biyosensorler, rezonans biyosensorleri, termal biyosensorler,
iyon duyarl alan etkili transistér (ISFET) biyosensorler ve elektrokimyasal biyosensorler
gibi birgok tipte olabilir (Mohanty ve Kougianos, 2006; Tiiylek, 2021). Cesitli tiirleri olan

biyosensorler, hastaliklarin erken teshisi i¢in umut vadeden gelismeler sunar.



1.1.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Bir elektrokimyasal biyosensor, elektrokimyasal bir doniistiiriicliye sahip olan
biyosensordiir.  Elektrokimyasal  biyosensorlerdeki  temel  prensip,  hareketsiz
biyomolekiil ile hedef analit igeren kimyasal reaksiyonun iiretim-tiiketim yapan iyonlar veya
elektronlar arasindaki etkilesim ile elektrik akimi veya potansiyeli gibi Olgiilebilir bir

parametre olarak elektriksel sinyal saglamasidir (Monosik, vd., 2012).

Genel olarak elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanima siireglerinin
spesifikligi, segiciligi, diisiik arka plan giiriiltiisii ve daha iyi sinyal-giiriiltii oranlar1 gibi
avantajlar sunar. Ayrica bu yontemle Slgiimler ¢ok kiigiik numune hacimlerine ihtiyag
duyar. Elektrokimyasal algilama sistemleri basit, taginabilir, hizli yanit, diisiik maliyeti,
yapim ve kullanim kolayligi nedenleriyle biyosensorlerin iletimi i¢in yaygin olarak
secilmektedir. Ayn1 zamanda diger ¢esitlerine kiyasla en eski, en gelismis ve en yaygin
biyosensorlerdir (Keskin ve Arslan, 2020). Elektrokimyasal immiinosensorler kullanilarak
hedef proteinlerin hassas ve hizli olarak belirlenmesi klinik tanida 6nemli bir rol

oynamaktadir (Torer, vd., 2018).

Tipik olarak (biyo-)elektrokimyada 6l¢tim sekilleri, incelenen reaksiyon o6lgiilebilir
bir akim olusturuyorsa amperometrik, olgiilebilir bir potansiyel ya da yiik birikimi
olusturuyorsa potansiyometrik, elektrotlar arasinda bir ortamin iletken 6zelliklerini
Olciilebilir bir sekilde degistiriyorsa kondiiktometrik, elektrotlar arasindaki bir ortamin
empedansint (hem diren¢ hem de reaktans) Olgiilebilir bir sekilde degistiriyorsa

impedimetrik 6l¢timler olarak adlandirilabilir (Grieshaber, vd., 2008).

Biyolojik algilama elemanlarinin bir elektrot ylizeyi lizerinde immobilize edilmesiyle
impedimetrik bir biyosensdr olusturulur. Olgiim, hedeflenen analiti, analit aktivitesiyle
orantil1 bir elektrik empedans sinyalinin ¢ikist yoluyla alinir. Bu yontemde kullanilan en

yaygin teknik Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisidir (EIS). Elektrokimyasal
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Empedans Spektroskopisi kullanilarak, elektrotun 6zellikleri ve elektrot ylizeyinde meydana

gelen islemler rahatlikla belirlenebilir (Maalouf, vd., 2007).

Tipik olarak, her empedans spektrumunda bir yarim daire bi¢imli kisim ve ayrica bir
dogrusal kistm vardir. Yiiksek frekanslarda izlenebilen yarim daire kismi elektron
transferiyle siirli [Fe(CN) ¢ ] >7* siirecini ifade ederken, lineer kisim difiizyonla olan sinirl
stireci ifade eder. Yarim dairenin c¢api, elektrot yiizeyindeki yiik transfer direncinin
hesaplanmas: icin kullanilir. Olgiilen EIS degerleri, esdeger bir devre modeli ile
sekillendirilebilir. Bu esdeger devre modeli, ¢alisma elektrodu ile referans
elektrot arasindaki elektrolit ¢ozeltisinin direnci, karmasik biyoaktif tabakanin kapasitansi
ile baglantili ¢ift tabaka kapasitansi ile alakali bir omik diren¢ (Rs), yiik transfer direnci
(Rct) igerir. Warburg empedansi (Zw), redoks probunun elektrot yiizeyinden difiizyonunu
temsil eder. EIS, yiik transfer direncinin analizi i¢in, etkili bir bicimde kullanilabilir (Ozcan,
vd., 2014).

1.1.2.Quartz Tuning Fork (QTF) Calisma Elektrodu

Gilinlimiizde analitik cihazlar pazarinda rekabet eden biyosensodrler, minyatiirize
olma, yiiksek hassasiyet, kararlilik ve diisiik maliyet acisindan avantaj saglamalidir.
Elektrotlarin 6zellikleri, elektrokimyasal biyosensoriin toplam potansiyelini etkiler. Bu
sebeple, kaliteli bir elektrokimyasal biyosensor i¢in elektrotlarin malzemesi ve tasarimi

oldukga 6nemlidir (Abdulbari ve Basheer, 2017).

Kuvars Ayar Catallar1 (QTF), kararli rezonans frekanslar1 sayesinde yaygin osilator
bilesenleri olarak kullanilirlar. QTF'ler, son zamanlarda yiiksek giivenilirlige sahip kiitle
duyarh sensoérler liretme potansiyeline sahip algilama sistemleri i¢in doniistiiriicii olarak

kullanilmaya baslanmistir (Dedeoglu, vd., 2019).
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Hassaslik, diisiik maliyeti, coklu ve kolay modifikasyon adimlar1 yapmaya imkan
saglayan QTF elektrodunun bir¢ok avantajinin olmasiyla birlikte, kirilgan yapisinin olmast

bir dezavantaj olarak nitelendirilebilir.

Sekil 1. QTF elektrodu

Altin uglart sayesinde modifikasyona acik olan QTF’ler, yapisinin verdigi iletkenlik
ozelligi sayesinde bu tez caligmasinda elektrokimyasal biyosensor sisteminin g¢aligma

elektrodu olarak kullanilmaistir.

1.2. KIM-1 Analizi icin Biyoalgilama Sisteminin Gelistirilmesi

Biyobelirtecler, kan, doku, viicut sivilar1 gibi biyolojik ortamlarda bulunan normal veya
anormal durumlar1 gosteren biyolojik molekiillerdir (Kose ve Maden, 2015). Bdobrek
hastaliklarinin biyobelirtecleri de bobrekte meydana gelen anormallikleri tanimlayan ve

bobrek fonksiyonunu yansitabilen maddelerdir. Bobrekten salinabilir veya bdbrek



yolundaki hasara veya bobrek fonksiyonundaki degisikliklere verilen spesifik bir cevaptan

kaynakl1 olusabilmektedirler (Rajendram, vd., 2016).

Bobrek hasarinin erken teshisi icin biyobelirteglerin arastirilmast kritik bir noktadir,
clinkii bobrek fonksiyonlarinda azalma yasanmasindan once tedaviye baslanabilir. Bu
sebeplerden, bobrek hasarmin erken tespiti i¢in hassas, spesifik ve invaziv olmayan bir
biyobelirteg olmas1 énemlidir. Potansiyel bobrek hasar1 biyobelirtegleri arasindan en umut

verici olanlardan biri Bobrek Hasar1i Molekiilii-1 (KIM-1)’dir (Moresco, vd., 2018).

KIM-1, benzersiz bir alt1 sistein immiinoglobulin benzeri alan ve tiirler arasinda korunan
miisin agisindan zengin bir hiicre dis1 bolge igeren bir tip I hiicre zar1 glikoproteinidir
(Vaidya, vd., 2010). HAVcr-1 ve TIM-1 olarak da bilinen bir transmembran glikoproteini
olan KIM-1, T-hiicresi immiinoglobulin ve miisin alani ailesine (TIM) aittir. TIM
glikoproteinleri, immiin hiicreleri {izerinde sunulur ve bagisiklik reaksiyonlarinin
diizenlenmesi ile ilgili siireglere katilir. KIM-1, dahil oldugu ailenin diger iiyelerinden,
sadece immiinokompetan hiicreler tarafindan degil, ayn1 zamanda epitel hiicreleri tarafindan

da agiga ¢ikmasiyla farklilik gostermektedir (Karmakova, vd., 2021; Li, vd., 2013).

Akut Bobrek Hasari teshisi i¢in bir biyobelirte¢ olan KIM-1, idrarda bulunmasi
nedeniyle bobrek hasari i¢in oldukga spesifiktir. ABH’den sonra KIM-1’in ekstraseliiler bir
boliimii idrarda ¢ikar ve burada saptanabilir (Vaidya, vd., 2006). Bununla birlikte KIM-1,
akut bobrek hasar1 disinda, kronik bobrek hasari, renal hiicreli karsinom, baz
kardiyovaskiiler hastaliklarda iiriner ve serolojik bir biyobelirte¢ olarak Ongoriilebilir

(Karmakova, vd., 2021).

Yapilan bir calismada nefrotoksik kimyasal ve ilaglara maruz birakilan sicanlarin
idrarindaki KIM-1’1n, bobrek hasarini tespit etmede serum kreatinin (SCr), kan iire nitrojeni
(BUN) ve idrardaki N -asetil-B-D glukozaminidaz (NAG) biyobelirteglerine gore daha
duyarli oldugu goriilmiistiir (Zhou, vd., 2008).
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Bu tez kapsaminda KIM-1 biyobelirtecinin analizi i¢in, Au uclu QTF elektrot yiizeyine
yapilan modifikasyonlarla yenilik¢i hassas, spesifik, ekonomik bir elektrokimyasal

biyosensor sistemi gelistirilmistir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Yang ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada KIM-1 analizi i¢in yiiksek
i1tk verimliligine sahip yeni bir elektrokemiliiminesans (ECL) immiinosensor
gelistirmislerdir. Calisma elektrodu olarak AuNP ile modifiye edilmis GCE kullanilmistir.
Tayin aralig1 50 fg/mL-1 ng/mL olan immiinosensoriin saptama limitini 16.7 fg/mL olarak
bularak hassas bir immiinosensor gelistirdiklerini ve ikili gliclendirilmis etkiye sahip oldugu
belirtilen bu ECL yayici ile basitlik, etkinlik ve su stabilitesi 6zellikleriyle biyoanalizdeki bu
uygulamanin genisletilecegini belirtmislerdir (Yang, vd., 2018).

Liu ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptiklari ¢alismada KIM-1 tayini i¢in kuaterner
metalik/metalik ~ olmayan  PdPtBP  alasimi  mezogdzenekli  nanopargaciklar
(MNP'ler)/MXenes ve CuCl, nanotellerine (NW'ler) dayali yeni bir enzim i¢ermeyen
elektrokimyasal immiinosensor gelistirilmistir. Calisma elektrodu olarak camsi karbon
elektrodu (GCE) modifiye etmek amaciyla substrat olarak yiiksek iletken CuClz nanotellerin
tistlin biyouyumlu altin nanopargaciklar1 (AuNP'ler) ile kombinasyonundan faydalanilmistir.
Immiinosensériin 86 pg/mL'lik bir saptama limiti ile 0,5 ng/mL-100 ng/mL tayin araliginda

iyi bir lineer tepki sergiledigi belirtilmistir (Liu, vd., 2021).

Boyacioglu ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptiklari ¢alismada bir sinyal yiikseltici
olarak gézenekli NiCo2S4 @ CeO2 mikrokiirelere ve bir elektrokimyasal olarak kovalent
organik cergeveler-altin nanopartikiiller (COFs-AuNPs) kompozitine dayali olarak hizli bir
sandvi¢ tipi elektrokimyasal KIM-1 immiinosensorii gelistirilmistir. Calisma elektrodu
olarak COF'ler-AuNP'ler ile modifiye edilmis GCE'ler kullanilmistir. Gelistirilen
immiinosensor, altin-amino afinitesi yoluyla yakalama antikoru immobilizasyonu ve giiglii
elektrostatik etkilesim yoluyla ikincil antikor inkiibasyonu ile yapilmistir. Saptama limiti
(LOD) 2,00 fg/mL olarak hesaplanan immiinosensoriin, kisa yanit siiresinde segici ve hassas

tayine olanak sagladigi belirtilmistir (Boyacioglu, vd., 2022).



Yin ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptiklari ¢alismada KIM-1'in bakim noktasi
(POC) testi i¢in PdPtCu@BP ¢ift katmanli nano-tabakalar (BNS'ler) {lizerine insa edilmis
yeni bir etiketsiz elektrokimyasal immiinosensor gelistirilmistir. PAPtCu@BP BNS'lerin
milkemmel iletkenligi ve peroksidaz benzeri performansindan yararlanan, tasarlanmig
etiketsiz elektrokimyasal immiinosensor, 32 pg/mL'lik bir minimum saptama limiti ile 100
pg/mL-100 ng/mL tayin araliginda ¢alisma gosterdigi ve POC testi i¢in hizli ve hassas analiz
sagladig1 belirtilmistir (Yin, vd., 2022).



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Aparatlar

Biitiin kimyasallar Sigma Aldrich'ten (ABD) satin alinmistir. QTF elektrotlar,
Robolink Teknoloji’den temin edilmistir ve elektrokimyasal Ol¢limler igin ti¢li elektrot
sisteminde ¢alisma eclektrodu olarak kullanilmistir. Ayni zamanda, Ag / AgCl referans
elektrot olarak ve platin tel karsi elektrot olarak kullanilmistir. Ultra saf su Elga LC134
sisteminden (18.2MQ / cm) elde edilmistir. KIM-1 ve anti-KIM-1, MyBioSource San Diego,
USA’ den satin alinmistir ve her ikisi de pH 7.4 fosfat tamponu ile hazirlanmislardir.
%0,005’lik BSA, fosfat tamponu ile hazirlanmistir. Gergek idrar Ornekleri Sigma-
Aldrich’ten (Bovine wurine, ERMBB386, Sigma-Aldrich) temin edilmistir. Tim
elektrokimyasal deneyler, Gamry potentiostat / galvanostat (Referans 600, Gamry
Instruments, Warminster, PA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir ve elektrokimyasal
ol¢iimler, redoks probu olarak kullanilan 0.1 M KCl igeren 5SmM [Fe(CN)s]* /4 50 mM PBS
cozeltisi (pH 7.4) icinde yapilmistir. Biyosensoriin immobilizasyon asamalarinda elektrot
ylizeyinde meydana gelen morfolojik degisimleri inceleyebilmek i¢in Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’ndeki (COBILTUM) WITec
ALPHA 3100R marka Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ve JEOL SEM-7100 EDX marka
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmastir.

3.2. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Immobilizasyon asamalar1 tamamlanan elektrotlar farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan standart KIM-1 ¢ozeltileri ile muamele edilmistir. Her optimizasyon adiminda ve
farkli KIM-1 konsantrasyonunda yiizey davraniginin incelenmesi ve baglanmanin izlenmesi
amaciyla elektrokimyasal empedans spektroskopi ve dongiisel voltametri olglimleri
alimmistir. Elektrokimyasal 6l¢iimler, redoks probu igerisinde yapilmistir. CV dl¢timleri igin
uygulanan potansiyel — 0,5 V ile 0,7 V arasinda se¢ilmistir, adim biiytkligi 10 mV ve
tarama hiz1 100 mV/s’dir. Empedans 6l¢iimlerinde uygulanan formal potansiyel 0 V ve
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alternatif akimda 5 mV’tur. Empedans 6l¢timleri 50,000 ile 0,05 Hz arasindaki frekans

araliginda yapilmustir.

3.3. KIM-1 Biyosensériiniin Immobilizasyon Asamasi

Immobilizasyon asamasinda dncelikle Au uglu QTF elektrot, kendi kendine birlesen
tek tabaka (SAM) olusumu i¢in gece boyunca 50 uM 11-MUA ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Daha sonra, elde edilen 11-MUA/Au elektrodu, baglanmamis molekiilleri uzaklastirmak i¢in
sirastyla kendi ¢oziiciisii etanol ve ultra saf su ile durulanmigtir. 11-MUA ile modifiye
edilmig elektrotlar, 11-MUAda bulunan karboksilik asit terminal gruplarinin aktivasyonu
ve Anti-KIM1 antikorundaki amino gruplarmin kovalent etkilesimi i¢in 0.4 mM  N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) ve 0.1 mM N-
hydroxysuccinimide (NHS) ile 45 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Antikorlarin
immobilizasyonu i¢in uygun yiizey olusturulduktan sonra, elektrotlarin her biri 10 pL 100
pg/mL Anti-KIM1 ¢ozeltisi iginde 45 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Anti-KIM1
antikorunun inkiibasyonundan sonra elektrotlar, baglanmamis antikor molekiillerini
uzaklastirmak igin ultra saf su ile durulanmistir. Son olarak elektrotlar, elektrot yiizeyinde
antikor-antijen spesifik baglanmasini saglayabilmek ve spesifik olmayan baglanmalar1 bloke
etmek icin BSA’da (%0,005) 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir ve ardindan baglanmayan
molekiilleri uzaklastirmak igin tekrar ultra saf su ile durulanmistir. Uygulanan g¢alisma
degerleri optimizasyon galismalartyla belirlenmistir. immobilizasyon asamasi tamamlanan
biyosensor KIM-1 antijeni O6l¢iimii alinincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

Gelistirilen KIM-1 immiinosensoriiniin immobilizasyon asamalar1 Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. KIM-1 immiinosensoriiniin immobilizasyon agamalar1

3.4. KIM-1 Biyosensériiniin Optimizasyon Asamalari

Bir biyosensoriin en iyi c¢alisma performansini gosterebilmesi i¢in optimizasyon
caligmalar1 yapilmasi gerekmektedir. KIM-1 tayini i¢in gelistirilen immiinosensdriin ideal
degerlerini belirlemek amaciyla 11-MUA konsantrasyonu i¢in, EDC-NHS inkiibasyon
stiresi i¢in, Anti-KIM1 konsantrasyonu i¢in, Anti-KIM1 inkiibasyon siiresi i¢in, KIM-1
konsantrasyonu i¢in ve son olarak da KIM-1 inkiibasyon siiresi i¢in optimizasyon ¢alismalari

yapilmugtir.
3.4.1. 11-MUA Konsantrasyon Optimizasyonu Cahsmasi

KIM-1 biyosensoriiniin hazirlanmasinda SAM tabakasi olusturmak i¢in kullanilan
11-merkaptoundekanoik asitin optimum konsantrasyonu belirlenmistir. Bu amagla, 5 pM,
50 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda 11-MUA ¢dzeltileri ile SAM tabakasi olusturularak
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3 farkli biyosensor sistemi hazirlanmistir. Biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilan diger
immobilizasyon asamalar1 ise sabit tutulmustur. Olgiilen degerler dogrultusunda en uygun

deger 50 uM olarak se¢ilmistir.

3.4.2. EDC-NHS Inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu Calismasi

Altin uglu elektrot ylizeyine Anti-KIM1 antikorunu kararli olarak immobilize etmek
amactyla bir dnceki adimda olusturulan SAM tabakasi {izerinde EDC-NHS kullanilmustir.
EDC-NHS siire optimizasyonu i¢in konsantrasyonlar ayn tutularak, siireler 30 dakika, 45
dakika ve 60 dakika olmak {izere 3 farkli biyosensor sistemi hazirlanmistir. Biyosensorler
hazirlanirken diger tim sartlar sabit tutulmustur ve bunlarin sonucunda ideal EDC-NHS

inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak sec¢ilmistir.

3.4.3. Anti-KIM1 Konsantrasyon Optimizasyon Calismasi

Anti-KIM1 antikorunun konsantrasyonlar1 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 200 pg/mL
olmak tizere 3 farkli biyosensor sistemi hazirlanmistir. Diger tiim kosullarin sabit
tutulmasiyla karsilastirilan sonuglarda uygun Anti-KIM1 konsantrasyonu 100 pg/mL olarak

secilmisgtir.

3.4.4. Anti-KIM1 Inkiibasyon Siiresi Optimizasyon Calismasi

Anti-KIM1 antikorunun konsantrasyonu se¢ildikten sonra ideal inkiibasyon siiresini
belirlemek i¢in diger kosullar sabit tutulup antikor inkiibasyon siireleri 30 dakika, 45 dakika
ve 60 dakika olmak iizere 3 farkli biyosensor sistemi hazirlanmistir. Olgiimler sonucunda

Anti-KIM1 inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak seg¢ilmistir.
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3.4.5. KIM-1 Konsantrasyon Optimizasyonu Calismasi

Biyosensor sisteminin en iyi performans gosterdigi ¢calisma araligini belirlemek i¢in
0,005 fg/mL-250 fg/mL ile 0,05 fg/mL-250 fg/mL olmak {izere 2 farkli tayin araliginda
biyosensor sistemleri hazirlanmistir. Diger tim kosullarin sabit tutuldugu calismada

immiinosensor sistemi i¢in ideal tayin araligi 0,05 fg/mL-250 fg/mL olarak se¢ilmistir.

3.4.6. KIM-1 Inkiibasyon Siiresi Optimizasyon Calismasi

Son optimizasyon ¢aligmasi olan KIM-1 biyomarkerinin inkiibasyon siiresi ig¢in 30
dakika, 45 dakika ve 60 dakika olmak {izere 3 farkli biyosensor sistemi hazirlanmistir.
Biyosensorler hazirlanirken biitiin kosullar sabit tutulmustur ve sonug olarak KIM-1 antijeni

icin ideal inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak se¢ilmistir.

3.5. KIM-1 Biyosensoriiniin Karakterizasyon Asamalari

3.5.1. Kalibrasyon Grafigi

Gelistirilen biyosensoriin lineer tayin araligini belirlemek amaciyla optimizasyon
caligmasinda secilen degerlerle biyosensorler hazirlanmistir. Artan KIM-1 konsantrasyonlari
ile inkiibe edilmistir. EIS ve CV odl¢iimleri yapilmistir. Yiik transfer direngleri (ARCt) esdeger
devre modelini kullanarak hesaplanmistir. Bunlarin sonucunda KIM-1 biyosensoriiniin

kalibrasyon grafigi ¢ikarilmistir.

3.5.2. Tekrarlanabilirlik

Ideal ve lineer bir immiinosensor i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismada, aymi kosullar altinda 20 farkli biyosensér hazirlanmistir. Hazirlanan

14



biyosensorler 50 fg/mL olmak iizere tek bir konsantrasyonda inkiibe edilmistir. EIS
Ol¢timleri alinmistir. Bunlar sonucunda ortalama deger, varyasyon katsayisi, standart sapma

degeri gibi istatiksel veriler hesaplanmistir.

3.5.3. Tekrar Uretilebilirlik

Gelistirilen immiinosensor sisteminin kararliligini tespit etmek amaciyla yapilan bu
caligmada ayni standartta artan KIM-1 konsantrasyonlariyla 10 kez immiinosensér sistemleri
hazirlanmistir. EIS 6l¢timleri alinmistir ve yiik transfer direncleri esdeger devre modelini
kullanarak hesaplanmistir. Yapilan her biyosensoriin lineer grafigi elde edilip, R? degerleri
kiyaslanmistir. Calismanin bagil standart sapmasi (RSD) hesaplanmistir. Elde edilen

sonuglarla biyosensor sisteminin tekrar iiretilebilirligi yorumlanmistir.

3.5.4. Sabit Frekansta Empedans (SFI) Olgiimii

KIM-1 antijeninin biyosensore anlik baglanmasii izlemek amaciyla sabit bir
frekansta zamana kars1 meydana gelen empedans 6l¢iimii alinmistir. Elde edilen grafige gore
baglanma yorumlanmigtir. Bu 6lg¢limde reaksiyon hiicresine KIM-1 antijeni

damlatildigindan, hiicrede pH 7.4 fosfat tamponu ile 6l¢iim alinmistir.

3.5.5. Rejenerasyon

Rejenerasyon c¢alismasinda biyosensoriin dayanikliligini tespit etmek amaciyla
biyosensor ylizeyi asit ile muamele edilmistir. Defalarca tekrarlanan bu islemde

biyosensdriin kaginci asit muamelesine kadar dayandigi izlenmistir.
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3.5.6. Secicilik

Secicilik ¢alismasi, gelistirilen biyosensoriin KIM-1 antijenine spesifikliginin kaniti
olarak yapilmaktadir. Bu amagla, ayn1 kosullar altinda {iretilen biyosensorler girisim

yapabilecek farkli antijen ve kimyasallar ile inkiibe edilmis ve EIS dl¢iimleri alinmistir.

3.5.7. Depo Omrii

Gelistirilen biyosensor sisteminin ne kadar siire uygun saklama kosullarinda
muhafaza edilip ¢alistigini gdzlemlemek amaciyla depo dmrii calismasi yapilmistir. Ayni

kosullar altinda hazirlanan immiinosensoérlerin, her hafta birinin EIS 6l¢iimii alinmistir.

3.6. KIM-1 Biyosensériiniin Ger¢ek Idrar Orneklerine Uygulanabilirligi

Optimizasyon ve karakterizasyon calismalar1 bittikten sonra son asama olarak
biyosensoriin gercek idrar 6rneklerindeki yaniti incelenmistir. Bu c¢aligma, standart ekleme
yontemi ile yapilmis olup 6l¢iim sonucu ¢ikan empedans verileri, kalibrasyon grafiginde elde

edilen denklem ile hesaplanmustir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. KIM-1 Biyosensériiniin Immobilizasyon Asamasina Ait Bulgular

KIM-1 immiinosensdriiniin her immobilizasyon asamasindan sonra elektrot yiizeyindeki
degisimleri izlemek i¢in EIS ve CV olgiimleri yapildi. KIM-1 tayini i¢in gelistirilen
immiinosensoriin immobilizasyon agamalarina ait EIS 6l¢timleri Sekil 3’te, CV dlgiimleri ise
Sekil 4’te gosterilmistir. KIM-1 immiinosensoriiniin tasarimindaki her bir immobilizasyon

basamagina dair adlandirmalar asagida verilen kisaltmalarla belirtilmistir:

1. Au/11-MUA: 11-MUA ile kaplanmuis elektrot yiizeyi.

2. Au/11-MUAJ/EDC-NHS: EDC-NHS c¢apraz baglayict immobilizasyonu sonrasi
elektrot ylizeyi.

3. Au/11-MUA/EDC-NHS/AnNti-KIM1: Anti-KIM1 antikoru baglanmasindan sonra
elektrot yiizeyi.

4. Au/11-MUA/EDC-NHS/Anti-KIM1/BSA: BSA immobilizasyonu sonrasi elektrot

ylizeyi.

Elektrokimyasal immiinosensorlerde, elektrot ylizeyine yapilan her bir modifikasyondan
sonra elektrot yiizeyinin iletkenlik oOzellikleri degismektedir. Elektrot yiizeyindeki
modifikasyon  baglanmalarin1  izleyebilmek  admma  her asamada  Olgiimler

gerceklestirilmektedir.

Immobilizasyonun ilk adimmda QTF elektrodunun altin yiizeyine 11-MUA’nin -SH
gruplari ile baglanmasiyla SAM tabakasi olusturulmustur. Bu durumda, 11-MUA’nin uzun
zincirli bir yap1 olmasi ve difiizyonu zorlastiran fonksiyonel COO- terminallerinin olmasi
sebebiyle Sekil 3’teki EIS egrileri incelendiginde 11-MUA ile modifiye edilen elektrot
ylizeyinin Rct degerinin oldukca yiiksek oldugunu ve buna bagli olarak da Nyquist
diyagraminda yarim daire ¢apmin da oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. 11-MUA
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immobilizasyonu ile elde edilen ve Sekil 4’te goriilen dongiisel voltamogramlarin
karakteristik piklerinde ise ylizeyin bir miktar yalitkanlagsmasiyla yilizeyde 6l¢iilen akimin da
bir miktar azaldig1 gozlenmistir. Bu bulgular, 11-MUA ile yapilan modifikasyonla basarili
SAM tabakasi olustugunun kaniti olarak gosterilebilir. 11-MUA immobilizasyonundan
sonra yiizeyde karboksil gruplarimi aktiflestirmek i¢in ¢apraz baglayici gorevi yapan EDC-
NHS immobilizasyonunun yapilmasiyla elektron transfer hizi artmistir ve elektron transfer
direnci 6nemli dl¢iide azalmigtir bu nedenle EDC-NHS nin EIS egrisinde, 11-MUA’nin EIS
egrisine gore diigiis goriilmiistiir. Bu immobilizasyon adimiyla elektrot yilizeyine Anti-KIM1
antikorunun immobilizasyonu i¢in uygun kosullar saglanmistir. Anti-KIM1 antikoru
ylizeyde kovalent bag olusturarak baglandiktan sonra yiizeyde olusan katman bariyer etkisi
olusturmaktadir ve bu durum yalitkanlikla sonuglanip EIS egrisinde artigla izlenmektedir.
Immobilizasyon asamasinin son basamaginda ise antikor-antijen spesifik baglanmasini
saglamak amaciyla, elektrot ylizeyi BSA ile modifiye edilip yiizeyde agikta kalan uglarin
bloklanma islemi gergeklestirilmektedir. Bu durumda yiik transfer direncinin arttig
goriilmektedir. Sekil 4 incelendiginde dongiisel voltametri sonuclarinin  Sekil 3’teki
empedans spektrumlariyla uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Yiizeyde olusan katmanli
yalitkan tabaka sebebiyle ferri/ferro redoks ciftinin ylizeye yaklasmasi engellenmekte ve

dolayisiyla anodik katodik pik akimlarinda diistiis gortilmektedir.

@ Awll-MUA
100,0 kohm @ Aw1l-MUA/EDC-NHS
@® Aw11-MUA-EDC-NHS/Anti-KIM1
© Aw1l MUA EDC-NHS/Anti KIM1/BSA
2
I
oL
=
=
N
50,00 kohm
0,000 ohm
0,000 ohm 50,00 kohm 100,0 kohm 150,0 kohm 200,0 kohm 250,0 kohm
Zreal (ohm)

Sekil 3. KIM-1 biyosensoriiniin immobilizasyon asamalariin EIS grafikleri
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0,000 A
<
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-10,00 uA
-20,00 uA @ AWL-MUA
r @ Aw11-MUA/EDC-NHS
© Aw11-MUA/EDC-NHS/Anti-KIM1
@ Aw11-MUA/EDC-NHS/Anti-KIM1/BSA
-30,00 uA
-500,0 mV 0,000V 500,0 mV 1,000 V

VI (V vs. Ref)

Sekil 4. KIM-1 biyosensoriiniin immobilizasyon agamalarinin CV voltamogramlari

4.2. KIM-1 Biyosensdriiniin Optimizasyon Asamalarina Ait Bulgular

KIM-1 biyosensoriiniin optimizasyon caligmalar1 yapilirken her parametre icin elde
edilen Rct degerleri karsilastirilmigtir. Biyosensoriin ¢alismasi i¢in en uygun degerler

se¢ilmistir ve bu sayede KIM-1 biyosensoriiniin verimli bir sistem olmasi saglanmistir.

4.2.1. 11-MUA Konsantrasyon Optimizasyonu Calismasina Ait Bulgular

Bu calismada KIM-1 immiinosensoriiniin biyoaktif tabakasindaki 11-MUA
konsantrasyonunun optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu asamanin amaci, 11-MUA
konsantrasyonunun hazirlanan immiinosensor aktivitesini ne derecede etkiledigini
saptamaktir. Bu amagla, farkli 11-MUA konsantrasyonlarinda hazirlanan ii¢ farkl
biyosensor ile grafikler olusturulmustur ve grafikler birbirleriyle karsilagtirilmigtir. 11-MUA

konsantrasyon optimizasyonuna ait grafikler Sekil 5’te gdsterilmistir.
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11-MUA konsantrasyon optimizasyonu ¢aligmasi i¢in 5 uM, 50 pM ve 500 pM
olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyon denenmistir. Ik olarak 5 uM konsantrasyonuna ait
biyosensor ile ¢aligma yapilmistir ve standart bir grafik elde edilmistir. Ardindan 50 uM
konsantrasyonuna ait biyosensor olusturulmus ve elde edilen standart grafige bakildiginda
baslangigta 50 uM 11-MUA konsantrasyonuna ait biyosensoriin daha iyi bir sonug elde ettigi
goriilmistiir. Son olarak 500 uM 11-MUA konsantrasyonunda bir biyosensor hazirlanmistir
ve grafigi Onceki hazirlanan biyosensorlerin arasinda kalmistir. 500 pM 11-MUA
konsantrasyonu hem grafikte elde edilen degerlerden hem de EIS 6l¢limleri alinirken yiiksek
sinyal vermesiyle ¢alisma zorlugu olusturmasindan kaynakli se¢ilmemistir. Bu durumda 5
uM ve 50 pM 11-MUA konsantrasyonlarina sahip biyosensorlerin R? degerleri
incelenmistir. 11-MUA konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafiklerinden elde
edilen R? degerleri ve denklemleri Tablo 1’de gosterilmistir. Tablo 1°deki degerler
incelendiginde 50 uM 11-MUA konsantrasyonuna ait biyosensériin R? degerinin daha
yiiksek oldugu goriiliip 11-MUA konsantrasyonu igin optimum deger 50 uM olarak

secilmistir.

120 ¢
5 pM 11-MuA

|
il

& | 500 pM 11-MuA

ARct (kohm)
(=)
~

0 [} 'l L ]
0 100 200 300
KIM-1 (fg/mL)

Sekil 5. 11-MUA konsantrasyon optimizasyonuna ait grafik
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Tablo 1

11-MUA konsantrasyon optimizasyonuna ait R? ve denklemler

11-MUA Konsantrasyonu (nM) | R? Denklem

5 0,9312 y =392,35x + 11330
50 0,9432 y =296,21x + 29332
500 0,9815 y = 319x + 22986

4.2.2. EDC-NHS Siire Optimizasyonu Calismasina Ait Bulgular

EDC-NHS immobilizasyonuna ait en uygun siireyi se¢ebilmek i¢in ii¢ farkl siire ile
calisilmistir. Bu baglamda calisilan inkiibasyon siireleri; 30 dakika, 45 dakika ve 60
dakikadir. EDC-NHS inkiibasyon siiresi optimizasyonu grafigi Sekil 6’da, optimizasyona ait
R? ve denklemler Tablo 2’de gosterilmistir. Sekil 6°da verilen grafikte goriildiigii gibi 45
dakika inkiibasyonda bekletilen EDC-NHS ile yapilmis biyosensoriin sinyalleri en yiiksektir.
Ayni zamanda Tablo 2°de verilen R? degerlerine gore en yiiksek R? degeri yine 45 dakikalik
EDC-NHS inkiibasyonunda saglanmistir. Sekil 6’daki grafik incelendiginde 30 dakikalik
EDC-NHS inkiibasyonu da iyi bir verimlilik sergilemistir, ancak 60 dakikalik EDC-NHS
inkiibasyonunda biyosensoriin verimliliginin oldukga net bir sekilde diistiigii goriilmiistiir.
Bu durumda hem grafikten hem de R? degerinin destekledigi verilerle biyosensoriin EDC-

NHS siire inkiibasyonunda yiiksek verimlilik gosterdigi deger 45 dakika olarak secilmistir.
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60 dakika

300

ARct (kohm)

150

0 100 200 300
KIM-1 (fg/mL)

Sekil 6. EDC-NHS inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait grafik

Tablo 2

EDC-NHS inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait R? ve denklemler

EDC-NHS Inkiibasyon Siiresi | R? Denklem

(dakika)

30 0,9333 y = 756,95x + 25201
45 0,9926 y = 1115,1x + 40255
60 0,9432 y = 296,21x + 29332

4.2.3. Anti-KIM1 Konsantrasyon Optimizasyonu Calismasina Ait Bulgular

Tasarlanan biyosensoriin hassas bir sistem olabilmesi i¢in optimum degerinin
bulunmasi gereken 6nemli parametrelerden biri de antikor konsantrasyonudur. Antikor
konsantrasyonunun optimizasyon g¢alismasinda ti¢ farkli Anti-KIM1 konsantrasyonu ile
calisilmistir. Bu konsantrasyonlar sirasiyla 50, 100 ve 200 pg/mL’dir. Caligilan Anti-KIM1

konsantrasyonlar1 ile biyosensorlerin cevaplari arasindaki iliskiye ait grafikler Sekil 7°de,
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biyosensorlere ait R? degerleri ve denklemler ise Tablo 3’te gosterilmistir. Sekil 7°deki
grafik incelendiginde 100 pg/mL anti-KIM1 konsantrasyonuna sahip biyosensor, 50 ve 200
pg/mL Anti-KIM1 konsantrasyonuna sahip biyosensdrlere kiyasla hem daha yiiksek sinyal
artis1 hem de daha tutarli sinyal artig1 gostermistir. Ayni zamanda Tablo 3 incelendiginde en
yiiksek R? degeri 100 pg/mL Anti-KIM1 konsantrasyonuna sahip biyosensére aittir. Bu
durumda en verimli performans gdsteren biyosensor olarak bu optimizasyon ¢alismasinda

100 pg/mL Anti-KIM1 konsantrasyonuna sahip biyosensor segilmistir.

450 ¢
¢ 50 pg/mL
o topgmL
200 pg/mL
300 f

ARct (kohm)

150 1

0 100 200 300
KIM-1 (fg/mL)

Sekil 7. Anti-KIM1 konsantrasyon optimizasyonuna ait grafik

Tablo 3

Anti-KIM1 konsantrasyon optimizasyonuna ait R? ve denklemler

Anti-KIM1 Konsantrasyonu | R? Denklem

(pg/mL)

50 0,9796 y = 740,53x + 39882
100 0,9926 y =1115,1x + 40255
200 0,9908 y = 850,94x + 5884,6
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4.2.4. Anti-KIM1 Inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu Cahsmasina Ait Bulgular

Biyosensor sistemi i¢in antikor konsantrasyonu optimize edildikten sonra antikorun
inkiibasyon siiresi de optimize edilmelidir. Bu amagla antikor inkiibasyon siiresi
optimizasyon ¢alismasi i¢in 30, 45 ve 60 dakika olmak {izere ii¢ farkli inkiibasyon siiresi
denenmistir. Anti-KIM 1 inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait karsilastirmali grafik Sekil
8’de ve bu optimizasyon ¢alismasina ait R? ve denklemler Tablo 4’te verilmistir. Sekil 8°deki
grafik incelendiginde 45 dakikalik Anti-KIM1 inkiibasyon siiresiyle ¢alisilmig biyosensorde
30 dakika ve 60 dakikaya kiyasla oldukca yiiksek sinyal artis1 oldugu goriilmektedir. Bu
durum, 30 dakika i¢in az bir inkiibasyon siiresinde antikorun yiizeye yeterli diizeyde
baglanmamasi olarak, 60 dakika igin ise yiiksek bir inkiibasyon siiresinde protein
etkilesimlerinden kaynaklanan bozulmalar olabilmesiyle sinyaldeki artisin olumsuz
etkilenmesi olarak yorumlanmustir. Ayni zamanda Tablo 4 iizerindeki R? degerleri
incelendiginde de 45 dakikalik antikor inkiibasyon siiresinin, digerlerine kiyasla daha iyi bir
deger gosterdigi goriilmiistiir. Bu sebeplere bagli olarak tasarlanan biyosensoriin en verimli

calistig1 antikor inkiibasyon siiresinin 45 dakika olduguna karar verilmistir.

450 L 30 dakika

300

ARct (kohm)

150

0 100 200 300
KIM-1 (fg/mL)

Sekil 8. Anti-KIM1 inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait grafik
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Tablo 4

Anti-KIMI1 inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait R? ve denklemler

Anti-KIM1 inkiibasyon | R? Denklem

Siiresi (dakika)

30 0,9467 y = 633,5x + 16457
45 0,9926 y = 1115,1x + 40255
60 0,925 y = 530,81x + 12818

4.25. KIM-1 Konsantrasyon Optimizasyonu Calismasina Ait Bulgular

KIM-1 immiinosensoriiniin en verimli ¢alistigi tayin araligint bulmak i¢in
optimizasyon calismas yapilmistir. Bunun igin iki farkli tayin aralig: ile calisilmustir. Tlk
calisilan tayin aralig1 0,005 fg/mL-250 fg/mL’dir. Tayin araligi 10 kat diistirtiliip ikinci tayin
aralig1 olarak 0,05 fg/mL-250 fg/mL denendiginde elde edilen standart grafikten daha iyi
sonug elde edilmistir. KIM-1 konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafik Sekil 9°da,

bu optimizasyona ait R? ve denklemler ise Tablo 5’te verilmistir.

600

® | 0,005 fg/mL-250 fg/mL

400

ARct (kohm)

200

0 100 200 300
KIM-1 (fg/mL)
Sekil 9. KIM-1 konsantrasyon optimizasyonu ¢aligsmasina ait grafik
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Tablo 5

KIM-1 konsantrasyon optimizasyonu ¢alismasina ait R? ve denklemler

KIM-1 Konsantrasyonu R? Denklem

(fg/mL)

0,005-250 0,9926 y = 1115,1x + 40255
0,05-250 0,9856 y = 1594x + 9613,1

4.2.6. KIM-1 inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu Calismasina Ait Bulgular

KIM-1 antijeni i¢in en uygun konsantrasyon belirlendikten sonra KIM-1 tayini i¢in
en uygun inkiibasyon siiresini bulmak amaciyla KIM-1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu
yapilmistir. Bu optimizasyon g¢alismasi i¢in 30, 45 ve 60 dakika olmak flizere ii¢ farkl
inkiibasyon siiresi denenmistir. Optimizasyon c¢alismasina ait grafikler Sekil 10’da

gosterilmistir.

Ik olarak inkiibasyon siiresi i¢in 45 dakika denenmistir ve elde edilen sonuglar
oldukga tutarli olmustur. Bunun tiizerine siire diistiriiliip 30 dakika denenmistir ve grafikte
gorildiigii tizere sinyaller olduk¢a diismiistiir. Bu sonugla 30 dakikanin antijen inkiibasyon
stiresi i¢in yeterli gelmedigi anlasilmistir ve 60 dakikalik inkiibasyon siiresi denenmistir.
Ancak elde edilen sonuca gore sinyaller daha da diisiik ¢ikmistir. Bu sonug¢ dogrultusunda
antikorun KIM-1 antijenini baglama kapasitesinin azaldigiyla ilgili yorum yapilmustir.
Matematiksel olarak R? degerleri hesaplanmistir ve Tablo 6’da verilmistir. Tablo 6’daki R?
degerleri incelendiginde ise 30 dakika ve 45 dakikalik inkiibasyon stiresi degerleri birbirine
¢ok yakin ancak 60 dakikalik inkiibasyon siiresinin R? degeri digerlerine gore diisiik
cikmistir. Grafikle birlikte bir sonuca varildigi i¢in en verimli inkiibasyon siiresi 45 dakika

oldugu i¢in optimum deger 45 dakika olarak secilmistir.
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Sekil 10. KIM-1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu ¢alismasina ait grafik

Tablo 6

KIM-1 inkiibasyon siiresi optimizasyonu ¢alismasina ait R? degerleri ve denklemler

KIM1 Inkiibasyon Siiresi | R? Denklem

(dakika)

30 0,9886 y = 740,82x + 2246,1
45 0,9856 y =1594x + 9613,1
60 0,9682 y = 605,73x + 369,14

Gelistirilen KIM-1 immiinosensoriiniin tasariminda kullanilan immobilizasyon
basamaklar1 i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasindan elde edilen optimum degerler Tablo

7’de verilmistir.
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Tablo 7

KIM-1 immiinosensoriiniin optimizasyon c¢aligmasina ait degerler

Immobilizasyon Adimlar: Optimum Degerler
11-MUA konsantrasyonu 50 uM

EDC-NHS inkiibasyon siiresi 45 dakika

Anti-KIM1 konsantrasyonu 100 pg/mL
Anti-KIM1 inkiibasyon siiresi 45 dakika

KIM-1 konsantrasyonu 0,05 fg/mL-250 fg/mL
KIM-1 inkiibasyon siiresi 45 dakika

4.3. KIM-1 Biyosensoriiniin Karakterizasyon Asamalarina Ait Bulgular

4.3.1. Kalibrasyon Grafigi Caliymasina Ait Bulgular

Tasarlanan KIM-1 immiinosensoriiniin optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlandiktan
sonra kalibrasyon grafigi cizilmistir. KIM-1 immiinosensoriiniin lineer tayin araligir 0,05
fg/mL — 250 fg/mL olarak belirlenmistir. LOD (Tayin Limiti) 0,003592 fg/mL, LOQ (Olgiim
Limiti) 0,01197 fg/mL olarak hesaplanmistir. KIM-1 immiinosensoriiniin kalibrasyon
grafigi Sekil 11°de verilmistir. Sekil 12°de optimal sartlarda hazirlanan immiinosensor

sisteminin EIS spektrumlari, Sekil 13°te ise CV voltamogramlari gosterilmistir.
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Sekil 11. KIM-1 immiinosensoriiniin kalibrasyon grafigi

200,0 kohm O KIM-1 (50 fg/mL)
@ KIM-1 (10 fg/mL)

T @KIM-1 (0,5 fg/mL)

< @ KIM-1 (0,05 fg/mL)

= @ BSA

=

£

N

100,0 kohm

0,000 ohm

OKIM-1 (250 fg/mL)
@KIM-1 (200 fg/mL)
@ KIM-1 (100 fg/mL)

0,000 ohm 200,0 kohm 400,0 kohm 600,0 kohm
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Sekil 12. KIM-1 immiinosensoriiniin kalibrasyon grafigine ait EIS grafikleri
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Sekil 13. KIM-1 immiinosensoriiniin kalibrasyon grafigine ait CV voltamogramlari

4.3.2. Ayrisma Sabiti (Kd) Hesaplamasina Ait Bulgular

Ayrigsma sabiti (Kd) hesaplamasi, antikor-antijen etkilesimlerinin kinetigini
belirlemede oldukea etkili bir ydntemdir (Ozyurt, vd., 2022). Bir immiinosensér igin, calisma
elektrodunun ylizeyine immobilize edilmis antikor ile antijeni arasindaki afinite hakkinda
bilgi vermektedir (Mokni, vd., 2022). Kd, gelistirilen immiinosensoriin tayin araliginimn
iizerindeki konsantrasyon degerlerinde KIM-1 immobilizasyonu yapilarak ve Graphpad
Prism 5.0 yazilminin lineer olmayan regresyon fonksiyonu ile grafiginin
degerlendirilmesiyle hesaplanmistir. Kd degerini belirlemek i¢in ARct yanitlari, KIM-1
konsantrasyonlarina karsi ¢izilerek grafik olusturulmustur ve KIM-1 immiinosensoriiniin
baglanma egrisi Sekil 14’te verilmistir. Rct(KIM1) — Rct(BSA) farki alinarak elde edilen
ARct degerlerinin Hill denklemi kullanilarak KIM-1 konsantrasyonuna karsi ¢izildigi

hesaplama icin asagidaki denklem kullanild:

_ Bmax - [KIM1]"
ARct = K+ [KIM1]h

(1.1)
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Bmax maksimum biyosensér tepkisine ulasilan enterpolasyonlu KIM-1
konsantrasyonlarini, Kd yar1 maksimum biyoalgilama sinyaline ulasmak i¢in gerecken KIM-
1 konsantrasyonunu ve h ise Hill katsayisini temsil etmektedir. Denklem 1.1°e¢ gore
hesaplanan Kd degeri 148,3 £ 7,276 fg/mL’dir. Sekil 14°teki grafik incelendiginde 250
fg/mL KIM-1 konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda dogrusallik bozulmustur,
bu durum antikor-antijen spesifik baglanmasi i¢in 250 fg/mL tizerindeki konsantrasyonlarin
gelistirilen immiinosensor sistemi i¢in doygunluga ulastigini gostermistir. Diger bir deyisle,

secilen tayin arali§inin tasarlanan immiinosensdr sistemi i¢in uygun oldugu kanitlanmistir.

600,000

400,000}

ARct (kohm)

200,000

250 500 750 1000
KIM-1 (fg/mL)

Sekil 14. KIM-1 immiinosensoriiniin baglanma egrisi

4.3.3. Tekrarlanabilirlik Calismasina Ait Bulgular

Tekrarlanabilirlik caligmasi, gelistirilen immiinosensdriin kararliliginin gostergesi
icin onemli bir karakterizasyon c¢aligmasidir. Bu ¢alisma kapsaminda, ayni kosullar altinda
optimum degerlerle hazirlanan biyosensdrlerin ayni1 konsantrasyonda ol¢iimii alinmistir ve
kararliligt degerlendirilmigtir. Antijen konsantrasyonu olarak 50 fg/mL se¢ilen

tekrarlanabilirlik c¢alismasinda, ayni kosullar altinda optimum degerlerle yirmi farkli

31



biyosensor hazirlanmigtir. Alinan empedans 6l¢iimleri dogrultusunda ortalama, standart
sapma ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir ve bu degerler sirasiyla 50,18 fg/mL, 0,7 fg/mL
ve %1,394 seklindedir. Tekrarlanabilirlik ¢calismasinin grafige aktarilmis hali Sekil 12°de
verilmistir. Grafikte de incelendigi gibi gelistirilen immiinosensor sisteminin tekrarlanabilir

sonuclar verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 15. KIM-1 biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait grafik

4.3.4. Tekrar Uretilebilirlik Calismasina Ait Bulgular

Tekrar iiretilebilirlik ¢caligmasi, gelistirilen biyosensoriin dogru, kararli, giivenilir ve
ayni standartta tekrar iiretilebilir oldugunun ispati i¢in yapilan bir ¢aligmadir. Bu ¢aligsma
dogrultusunda artan konsantrasyonlarda 10 farkli biyosensor sistemi hazirlanmistir. Tekrar
iiretilebilirlik calismasina ait grafik Sekil 13’te verilmistir. Grafik incelendiginde gelistirilen
biyosensoriin stabilitesi goriilmiistiir ve tekrar tiretilebilir olduguna karar verilmistir. Tekrar
iiretilebilirlik calismasina ait R? degerleri, denklemler ve tayin aralig1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8’deki sonuglar dogrultusunda, denklemler kullanilarak, egim ve intercept verilerine
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iliskin bagil standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan RSD degerleri
sirastyla; % 5,65 ve % 35,49°dur.
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Sekil 16. KIM-1 biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirlik ¢alismasina ait grafik

33



Tablo 8

KIM-1 biyosensensdriiniin tekrar iiretilebilirlik ¢alismasina ait R? degerleri, denklemler ve

tayin araliklar1

Tekrar Uretilebilirlik | R? Denklem Tayin Arah@
(fg/mL)
1 0,9824 y =1246,7x + 6715,4 0,05-250
2 0,9873 y =1424,1x + 8081,1 0,05-250
3 0,9979 y = 1373,5x + 8532,6 0,05-250
4 0,978 y = 1430,1x + 1059,6 0,05-250
5 0,9986 y =1312,8x + 8371 0,05-250
6 0,993 y = 1241,6x + 9823,8 0,05-250
7 0,9921 y = 1439,8x + 10780 0,05-250
8 0,9869 y = 1445,9x + 5015 0,05-250
9 0,9896 y = 1411x + 6425,7 0,05-250
10 0,9895 y = 1284,8x + 7593,8 0,05-250

4.3.5. Sabit Frekansta Empedans (SF1) Ol¢iimii Cahsmasina Ait Bulgular

SFI caligmasi, inkiibasyon siiresince gozlemlenemeyen immiinosensor yiizeyinde
meydana gelen zamana bagh degisimleri izlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla, sabit bir
frekansta, toplam inkiibasyon siiresince meydana gelen empedans degisimi izlenmistir.
Diger calismalardan farkli olarak reaksiyon hiicresinde PBS (pH 7.4) ile ¢alisilmistir. SFI
caligmasinin empedans grafigi Sekil 14’te verilmistir. Grafikte goriildiigii gibi reaksiyon
hiicresine KIM-1 antijeni damlatildigindan itibaren immiinosensoér yiizeyinde baglanma
baglamistir ve optimizasyon c¢aligmasinda belirlenen 45 dakika boyunca anlik baglanma
izlenmistir. Grafikte asagida goriilen egri ise sabit frekansi temsil eden faz agis1 Slglimii

egrisidir.
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Sekil 17. KIM-1 biyosensoriiniin SFI ¢aligmasina ait empedans grafigi

4.3.6. Rejenerasyon Caliymasina Ait Bulgular

Gelistirilen biyosensoriin  tek kullanimlik olmast yerine birden fazla kez
kullanilabiliyor olmasi 6zelligi ekonomik agidan avantaj saglar. Bu amagla tek kullanimlik
olan QTF elektrodunun birden fazla kez kullanilabilirligini tespit etmek i¢in rejenerasyon
caligmas1 yapilmistir. Rejenerasyon c¢alismasinda, optimum kosullar ile hazirlanan
immiinosensor sisteminde, antikor-antijen arasindaki etkilesimi bozmak amaciyla %0,05’1ik
HCI ¢ozeltisi ile 3 dakika muamele edilmistir. Yapilan her asit muamelesinin ardindan,
immiinosensor sistemi tekrar KIM-1 antijeninde (50 fg/mL) inkiibe edilmistir ve empedans
Olciimii alinmistir. Tekrarlanan rejenerasyon c¢alismasi 5 kez tekrar edilmistir, besinci
muameleden sonra immiinosensor sisteminde belirgin derecede deformasyon goriilmiistiir.
Bu durumda immiinosensor sistemi 4 defa rejenere edilmistir. Rejenerasyon ¢alismasina ait
grafik Sekil 15°te verilmistir. Bu sonugla tek kullanimlik biyosensoér sisteminin, tekrar

kullanilabiliyor olmasinin ekonomik agidan avantaj saglayabilecegi degerlendirilebilir.
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Sekil 18. KIM-1 biyosensoriiniin rejenerasyon ¢alismasina ait grafik

4.3.7. Secicilik Calismasina Ait Bulgular

Segicilik ¢aligmasinda, gelistirilen KIM-1 biyosensoriiniin kendi antijenine spesifik
olup diger maddeler arasindan spesifik oldugu antijenine girisim yapmasi beklenir. Bu
karakterizasyon ¢alismasi dogrultusunda, ayn1 kosullarda hazirlanmig 6 biyosensor KIM-1,
PSA, BSA, KCI, D-Glukoz ve Karisim (KIM-1+PSA+BSA+KCI+D-Glukoz) olmak iizere
farkli maddelerde inkiibe edilmis ve EIS dl¢timleri alinmistir. Secicilik caligsmasina ait grafik
Sekil 16’da verilmistir. Grafikte goriildiigii gibi, biyosensor sistemi kendi antijenine
spesifiklik gosterip, en ¢ok girisimi ise kendi KIM-1 antijeninin de oldugu karisim
immobilizasyonunda gostermistir. Bu durumda gelistirilen biyosensor sisteminin segici

oldugu dogrulanmastir.
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Sekil 19. KIM-1 biyosensdriiniin secicilik ¢alismasina ait grafik

4.3.8. Depo Omrii Calismasina Ait Bulgular

Depo omrii ¢alismasinda, KIM-1 biyosensoriiniin raf émrii tespit edilmistir. Bir
biyosensdriin uzun raf dmriine sahip olmasi, o biyosensorii avantajli kilan 6zelliklerinden
biridir. Bu amac¢ dogrultusunda, ayni1 kosullar altinda optimum degerler ile hazirlanan
biyosensorler uygun saklama kosullarinda (+4°) muhafaza edilmistir. Her hafta EIS 6l¢timii
alimmak tizere 50 fg/mL KIM-1 antijeninde inkiibe edilmistir. EIS 6lgtimleri alinmistir. Sekil
17°de depo Omriine ait grafik verilmistir. Grafikte goriildiigli gibi her hafta alinan dl¢limler
dogrultusunda biyosensor belli bir siire verimli sonuglar vermistir. 10. Hafta sonunda
biyosensoriin ¢alisma verimliliginin belirgin bir 6l¢iide distiigii goriilmiistiir. Dolayisiyla bu

biyosensor sistemi i¢in depo omrii 9 hafta olarak belirlenmistir.
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Sekil 20. KIM-1 biyosensoriiniin depo 6mrii ¢aligmasina ait grafik

4.3.9. KIM-1 Biyosensoriiniin Kramers-Kronig Sonuclarina Ait Bulgular

Empedans bazli bir biyosensor i¢in empedans dlgiimlerinde dogrusallik, kararlilik
onemli bir rol oynar. Kramers-Kronig doniisiimii, gelistirilen biyosensoriin empedans
Ol¢limlerinin dis etkenlerden kaynakli olusan sapmalardan etkilenip etkilenmedigini

belirlemek i¢in kullanilir (Ozcan, vd., 2014).

Bu amagla, Kramers-Kronig doniisiimiiyle alinan empedans olglimleri ile sanal
hesaplamas1 cakistirilmistir. KIM-1 biyosensoriine ait Kramers-Kronig doniisiimii Sekil

18’de verilmistir.
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Sekil 21. KIM-1 biyosensoriiniin Kramers-Kronig doniisiimiine ait grafik

4.3.10. KIM-1 Biyosensoriiniin Ger¢cek Idrar Orneklerine Uygulanabilirligi
Calismasina Ait Bulgular

Gelistirilen biyosensoriin klinik olarak uygulanabilirliginin tespiti i¢in gergek idrar
orneklerinde calisilmistir. Bu amagla, 5 farkli gergek idrar ornegiyle calisma yapilmistir.
Gergek idrar orneklerinde, KIM-1 antijeninin var olup olmadig1 bilinmedigi i¢in standart
ekleme yontemi kullanilmigtir. 5 farkli 6rnegin 6nce KIM-1 antijeni eklemesi olmadan
empedans Ol¢iimleri alimmustir. Ardindan 10 fg/mL ve 50 fg/mL KIM-1 antijeni
eklemeleriyle her 6rnek igin empedans 6l¢limii alinmistir. Bu islemler, dogrulugu teyit etmek
amaciyla farkli biyosensorlerde iiger kez tekrar edilmistir. Olgiim sonucunda elde edilen
empedans verileri, kalibrasyon grafiginin denklemi ile hesaplanmistir. KIM-1
biyosensdriiniin gercek idrar orneklerine uygulanabilirligi ¢aligsmasina ait sonuglar Tablo
9’da verilmistir. KIM-1 antijeninin ELISA testlerindeki saptama araligi 150-10000 pg/mL
olarak belirtilmistir (Moresco, vd., 2018). Tablo 9’daki verilere dayanarak gelistirilen KIM-
1 immiinosensoriiniin gergek idrar 6rneklerindeki KIM-1 seviyesini biiyiik 6l¢iide hassasiyet

gostererek saptayabilecegi kanitlanmigtir.
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Tablo 9

KIM-1 biyosensoriiniin gercek idrar 6rneklerine uygulanabilirligi caligmasina ait bulgular

iﬂdrar KIM-1 Olgiilen ~ Standart Eklenen  Biyosensorde Olgiillen ~ RSD (%)  Geri
Ornek Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon (n=3) Kazanim
Numaras1 (fg/mL) [KIM-1] (fg/mL) (fg/mL, n=3) (%)
4,45 10 14,72/14,09/13,93 1,45 98,55
] 50 53,57/55,51/54 0,165 99,84
3,32 10 13,96/13,06/14,07 2,77 102,77
? 50 52,65/52,94/55,95 0,98 100,98
7,71 10 18,17/16,93/16,15 3,56 96,44
’ 50 56,78/58,41/56,15 1,04 98,96
1,91 10 11,98/11,22/11,57 2,69 97,31
¢ 50 52,94/52,84/51,39 0,92 100,92
8,83 10 18,36/19,04/17,75 2,39 97.61
: 50 58,83/58,25/57,75 0,95 99.05

4.3.11. KIM-1 Biyosensoriiniin Yiizey Morfolojisinin AFM ve SEM Cihazlar ile

Goriintiillenmesine Ait Bulgular

Gelistirilen KIM-1 biyosensoriiniin her bir immobilizasyon adiminin QTF elektrodu
ylizeyinde meydana getirdigi morfolojik degisimleri gorebilmek icin Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) cihazinda goriintiileri alinmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, yiizey
plriizliiliik parametreleri olan piiriizliiliik ortalamasi1 (SA) ve kok ortalama kare sapmasi
(SQ) parametreleri elde edilmistir, her immobilizasyon asamasindan sonra firetilen
biyosensoriin karsilastirilmast yapilmistir. AFM yazilimi ve AFM goriintiileri kullanilarak
SA ve SQ degerleri hesaplanmistir. Goriintiilerdeki ylizey piiriizliiliigiindeki kaymalarla

yilizey morfolojisinde degisimlerin var oldugu sonucuna varilabilir (Akgiin ve Sezgintiirk,
2020).

AFM goriintiileri Sekil 22’de verilmistir. Sekil 22A ve Sekil 22B’de, QTF

elektrodunun immobilizasyon yapilmamis yiizeyi gosterilmektedir. Herhangi bir
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immobilizasyon yapilmadigi ancak Au yilizey modifikasyonlu bir elektrot oldugu igin
elektrot ylizeyinde degisiklik oraninin diisiik oldugu goriilmektedir. Ardindan Sekil 22C ve
Sekil 22D’de, 11-MUA immobilizasyonu adimi ile yiizeyin SAM tabakasi1 olusturulan yiizey
goriilmektedir. Sekil 22E ve Sekil 22F’de EDC-NHS adimi gosterilmektedir ve goriildiigii
iizere 11-MUA immobilizasyonuna gore farkli morfoloji gostermistir. Sekil 22G ve Sekil
22H’de ylizeyin Anti-KIM1 ile immobilizasyonu gosterilmektedir. Sekil 221 ve Sekil 22 J’de
QTF elektrodunun BSA ile immobilizasyonu gosterilmektedir. Son olarak Sekil 22K ve
Sekil 22L°de elektrot yiizeyinin KIM-1 antijeni ile immobilizasyonunun AFM goriintiileri
verilmistir ve goriuldigi gibi Anti-KIM1 antikoru ve KIM-1 antijeni arasindaki spesifik

etkilesimden sonra yiizey morfolojisi degismistir.
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Sekil 22. Bare elektrodun AFM goriintiileri (A-B), 11-MUA immobilize edilmis elektrodun

AFM goriintiileri (C-D), EDC-NHS immobilize edilmis elektrodun AFM goriintiileri (E-F),
Anti-KIM1 antikoru immobilize edilmis elektrodun AFM goriintileri (G-H), BSA

immobilize edilmis elektrodun AFM gorintiileri (1-J), KIM-1 antijeni immobilize edilmis

elektrodun AFM goriintiileri (K-L)
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Gelistirilen KIM-1 biyosensoriiniin her bir immobilizasyon adiminin QTF elektrodu
ylizeyinde meydana getirdigi morfolojik degisimleri gorebilmek icin bir diger yontem olan
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazi ile goriintiileri alinmistir. Sekil 23A’da Bare
QTF elektrodunun yiizeyi goriintiilenmistir. Sekil 23B’de 11-MUA ile immobilize edilmis
elektrot ylizeyinin SEM goriintiisli, elektrot yiizeyinde 11-MUA ile SAM tabakasinin
olustugunu gostermektedir. Sekil 23C’de EDC-NHS ile immobilize edilmis elektrot
yiizeyinin SEM goriintiisti gosterilmistir. Sekil 23D’de Anti-KIM1 antikoru ile immobilize
edilmis elektrot yiizeyi incelendiginde Anti-KIM1 antikorlarinin yiizeye tutundugu
goriilmektedir. Sekil 23E’de baglanma yapmamis aktif uglar1 bloke etmek amaciyla
kullanilan BSA ile immobilize edilmis elektrot yiizeyine iliskin SEM goriintiisii verilmistir.
Son olarak Sekil 23F’de KIM-1 antijeni ile etkilesen elektrot yiizeyinin SEM goriintiisii
gosterilmistir. Tiim sekiller incelendiginde her bir immobilizasyon asamasindan sonra

elektrot yiizeyindeki morfolojik degisim net olarak goriilmektedir.

AFM ve SEM cihazlar ile yapilan yiizey morfolojisinin analiz sonuglari, gelistirilen
immiinosensoriin basartyla iiretilebildigini ve karakterizasyon asamalarimin sonuglarin

destekledigini gostermistir.
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Sekil 23. Bare elektrodun SEM goriintiileri (A), 11-MUA immobilize edilmis elektrodun
SEM goriintiileri (B), EDC-NHS immobilize edilmis elektrodun SEM goériintiileri (C), Anti-
KIM1 antikoru immobilize edilmis elektrodun SEM goriintiileri (D), BSA immobilize
edilmis elektrodun SEM goriintiileri (E), KIM-1 antijeni immobilize edilmis elektrodun
SEM goriintiileri (F)
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Son yillarda yapilan arastirmalar, bobrek hastaliklarinin  son derece ciddi ve yikici
etkilerinin oldugunu gostermistir. Ciddi sonuglar olan hastaliklar i¢in erken teshis ise hayati
onem tasir ve kaginilmazdir. ilerleyen teknolojik gelismeler ile bu hastaliklarin tespiti igin
var olan karmasik, pahali, prosediirleri ve yanit siiresi uzun olan gelencksel yontemlerin
yerini daha hizli ve daha ekonomik yontemlerin almas bir ihtiyagtir. Bu sebeple gelistirilen

biyosensor sistemleri, hastaliklarin erken teshisi i¢in avantaj saglayan uygun sistemlerdir.

Bu tez calismasi kapsaminda, akut bobrek hasarinin potansiyel bir biyomarker1 olan
KIM-1 tespiti i¢in yenilik¢i yaklagimlar kullanilarak, QTF elektrodu yiizeyine cesitli
modifikasyonlar yapilarak elektrokimyasal temelli bir biyosensor gelistirilmesi
amagclanmistir. Bu amagla hazirlanan biyosensdrlerin immobilizasyon asamalarindaki her bir
adim i¢in optimizasyon calismalar1 yapilip ideal ¢aligma degerleri seg¢ilmistir. Ardindan
immiinosensor kararliliginin ve stabilitesinin saglamasi olarak tekrarlanabilirlik, tekrar
iretilebilirlik, SFI, rejenerasyon, segicilik ve depo Omrii ¢aligmalariyla karakterizasyon
asamas1 tamamlanmistir. Karakterizasyon calismalarini destekler nitelikte AFM ve SEM
cithazlar1 ile immiinosensor ylizeyinin morfolojik degisimleri incelenmistir. Tim bu
uygulanan ¢alismalar kapsaminda elde edilen sonuglar, KIM-1 tayinine yonelik gelistirilen
biyosensor sisteminin kararli ve tutarli oldugunu goéstermistir. Tasarlanan KIM-1
immiinosensorii genis bir dogrusal tayin araligina (0,05-250 fg/mL), diisiik LOD (0,003592
fg/mL) ve LOQ (0,01197 fg/mL) degerlerine sahiptir. Ayni zamanda ayrisma sabiti (Kd) ise
148,3 + 7,276 tg/mL olarak hesaplanmistir.

Uretilen immiinosensdr sistemi, gercek idrar 6rneklerine uygulanmistir. Gergek idrar
orneklerinden elde edilen sonuglara dayanarak, gelistirilen immiinosensér sisteminin

klinikte kullanim i¢in yiiksek bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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KIM-1 tespiti i¢in gelistirilen bu immiinosensér, ¢alisma elektrodu olarak QTF
kullanilmasiyla, pratik yontemiyle, hizli yanit siiresi, genis tayin araligi, kararli ve tutarh
sonuglar vermesiyle avantajli bir biyosensor sistemi olmustur. Bu tez ¢aligmasinin, hem
KIM-1 tayini i¢in elektrokimyasal biyosensor c¢alismalart agisindan hem de QTF
elektrodunun elektrokimyasal bir sistemde ¢alisma elektrodu olarak kullanilmasi agisindan

literatiire katk1 saglayacag diisiintilmektedir.
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