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Meme kanseri, kadinlar arasinda gorilen en yaygin kanser tlridir. Ginimuzde
meme kanserinin teshisi uzman analizi gerektiren, tasinmasi zor, pahali ve
zaman alici tekniklerle belirlenmekte olup, spesifik ve agiri duyarli yeni cihazlara
olan ihtiya¢ artmaktadir. Kanserin erken teshisi, hastanin hayatta kalmasi ve
tedavinin basarisi i¢in oldukga onemlidir. Biyosensor teknolojisinin kanser
teshisinde kullaniimasiyla beraber bir¢ok arastirmaci dusuk maliyetli, hizli,
kullaniciyla uyumlu ve hasta bakim noktasinda kullanilabilen biyosensorlerin

geligtiriimesine yonelmistir.

Bu tez calismasinda, meme kanseri teshisine yonelik yeni nesil kolorimetrik bir
biyosensor tasarlanmistir. Sensor platformu olarak, optik-immuno-algilama igin
kullanigl olan cam kapiller tupler tercih edilmigtir. Cam ylzeyler sivi ve gaz
fazinda iki farkh yontem kullanilarak, aminle fonksiyonel hale getiriimigtir. Cam

yuzeyler, X-isini fotoelektron spektrometresi (XPS) ile analiz edilerek, gaz



fazinda yapilan aminleme igleminin daha etkili oldugu belirlenmistir. Gaz fazinda
aminleme icin, basincin ve APTES konsantrasyonunun aminlemeye olan etkisi
incelenerek, en iyi aminlemenin 50 yl APTES ile 0.06 Mpa basing altinda

gerceklestigi tespit edilmistir.

Biyolojik algilama elemani olarak, insan epidermal blyime faktérl reseptori-2
(HER-2) ve kanser antijeni 15-3 (CA15-3) meme kanseri antikorlari kullaniimistir.
Oksidasyon islemiyle aktif hale getirilen belirleyici antikorlar (det-ab) amin ile
fonksiyonel hale getirilmis cam yuzeyler Uzerine immobilize edilmistir. Hedef
molekul (belirteg) olarak, HER-2 ve CA15-3 antijenleri ve SK-BR-3 HER2(+)

meme kanseri hicreleri kullaniimigtir.

Kolorimetrik biyosensérde meme kanseri belirteclerinin  saptanmasi ve
gorsellestiriimesi igin sinyal verici olarak, essiz optik 6zelliklere sahip olan altin
nanopartikiller (AuNP) kullaniimigtir. Modifiye ettigimiz kimyasal yontemle
sentezlenen AuNP’ ler, spesifik tanima ve baglanma bdlgeleri olusturmak igin
MUA ile kaplanarak tek katmanli hale getirilmistir. AUNP’ ler Zeta-Sizer, UV-VIS,
FTIR, TEM qibi cgesitli teknikler kullanilarak karakterize edilmis ve 25 nm
boyutunda AuNP’ ler elde edilmistir. Sentezlenen AuNP’ ler yakalayici antikorlar
ile  muamele edilerek, antikorlarin AuNP ylzeyine konjugasyonu

gerceklestirilmigstir.

Tasarlanan cam kapiller tabanlh kolorimetrik biyosensor; belirleyici antikor, kanser
antijeni ve yakalayici antikor kapli AuNP’ ler ile muamele edilerek validasyon
gerceklestiriimistir. Belirleyici antikor miktari, AuNP’ ler ile muamele edilen
yakalayici antikor miktari, antijen konsantrasyonu ve inkiibasyon suresi gibi farkli
parametrelerin immobilizasyona etkisi incelenerek biyosensor optimize edilmistir.
Cam yuzey Uzerinde gerceklesen immobilizasyon FTIR teknigi ile karakterize

edilerek, -NH pikleri ve amid bantlarinin gorulmesi ile dogrulanmistir.

Tasarlanan kolorimetrik biyosensorun validasyon sonuglari herhangi bir cihaza
ihtiyag duyulmadan ¢iplak gozle ve mikroskop altinda goruntulenmigtir. Meme
kanseri biyobelirtecleri (HER-2 ve CA15-3) ve HER2(+) hucreleri kullanilarak
gerceklestirilen immobilizasyon islemi, cam yuzeylerde meydana gelen renkli
tabakalagma ile tespit edilmistir. Gergeklesen renk olugsumlari meme kanseri

teshisi i¢in tasarlanan yeni nesil kolorimetrik biyosensérin calisma etkinligini



dogrulamistir. Tasarlanan biyosensorin taginabilir boyutu, uzman kisilere ihtiyag
duymadan kolaylikla uygulanabilme ve sonug elde edebilme gibi 6zellikleri ileride

kanser teshisi icin tasarlanacak tarama testlerine 6nemli bir katki saglayacaktir.

Bu tez galigmasinin, meme kanseri teshisi i¢in kullanimi kolay, uygun maliyetli ve
hasta bakim noktasinda uygulanabilir bir yaklagsima sahip yeni nesil

biyosensorlerin gelistiriimesine fayda sagdlayacagi dustnutlmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Kolorimetrik biyosensér, Altin nanopartikdl,
Cam kapiller, HER-2, CA15-3
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Breast cancer is the most common type of cancer among women. Today, breast
cancer diagnosis is determined by techniques requiring expert analysis, difficult
to carry, expensive, and time-consuming, and the need for specific and
hypersensitive new devices is increasing. Early diagnosis of cancer is crucial for
patient survival and the success of the treatment. With biosensor technology in
cancer diagnosis, many researchers have turned to improving low-cost, fast,

convenient biosensors that can be used at the point of care.

In this thesis, a new generation colorimetric biosensor was designed for the
diagnosis of breast cancer. Glass capillary tubes, which are helpful for optical-
immuno-sensing, were chosen as sensor platform. Glass surfaces are
functionalized with amine by using two different methods in liquid and gas phase.
Glass surfaces were analyzed with XPS. It was determined that the amination
process in gas phase was more effective. The effect of pressure and APTES



concentration on amination was examined for gas-phase amination. It was
determined that the best amination was achieved with 50 yl APTES under 0.06
Mpa pressure.

Human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) and cancer antigen 15-3
(CA15-3) breast cancer antibodies were used as the biological sensing element.
Detection antibodies activated by the oxidation process were immobilized on
glass surfaces functionalized with amine. HER-2 and CA15-3 antigens and SK-
BR-3 HER2(+) breast cancer cells were used as markers.

Gold nanoparticles (AuNP) with unique optical properties have been preferred as
signal transmitters to detect and visualize breast cancer markers in colorimetric
biosensor. AUNPs synthesized by the chemical method modified were coated
with MUA to form specific recognition and binding sites and made into a
monolayer. AUNPs were characterized using various techniques such as Zeta-
Sizer, UV-VIS, FTIR, TEM, and 25 nm AuNPs were obtained. The synthesized
AuNPs were treated with capturing antibodies and the antibodies were
conjugated to the AuNP surface.

The glass capillary-based colorimetric biosensor was validated using detection
antibody cancer antigen, and capture antibody coated AuNPs. The biosensor
was optimized by examining the effects of different parameters such as antigen
concentration, incubation time, the amount of detection antibody, and capture
antibody coated with AuNPs on immobilization. The immobilization on glass
surface was characterized by FTIR and was confirmed by the appearance of -NH

peaks and amide bands.

The validation results of the designed colorimetric biosensor were viewed with
the naked eye and under a microscope without the need for any device. The
immobilization which breast cancer biomarkers (HER-2 and CA15-3), and
HER2(+) cells was detected by the colored layering on the glass surfaces. The
resulting color formations confirmed the working efficiency of the new generation
colorimetric biosensor designed for breast cancer diagnosis. The features of
designed biosensor, such as its portable size, easy application, and obtaining
results without an expert, will make a significant contribution to the screening

tests to be designed for cancer diagnosis in the future.



We hope that this study will be helpful in the development of new generation

biosensors with a simple, easy-to-use, cost-effective and applicable approach for
cancer diagnosis.

Keywords: Breast cancer, Colorimetric biosensor, Gold nanoparticle, Glass
capillary, HER-2, CA15-3
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1. GIRIS

Kanser anormal hucrelerin hizla bolunmesiyle ortaya c¢ikan, diger doku ve
organlara yayilabilen, insanlar i¢in en tehlikeli hastalik grubudur. Meme kanseri
en sik gorulen kanser turlerinden olup, her yil 1,5 milyondan fazla kadini
etkilemekte ve kadinlar arasinda kansere bagl 6lumlerin en dnemli nedeni olarak

gorulmektedir [1-4].

Kadinlarda meme kanseri riski; yasa, genetik mutasyonlara, aile oykusune,
cevresel kosullara, yuksek yagl gidalarin alimina ve geg gebeliklere bagl olarak
degismektedir [5]. Meme kanserinde etkili bir teshis, uygun tedavilerin secgilmesi
ve hayatta kalma sirelerinin uzatilmasi igin oldukgca énemlidir. Ozelikle basarili

bir kanser tedavisi igin erken teshis hayati 6Gneme sahiptir [2].

Meme kanseri teshisinde mamografi, manyetik rezonans goruntileme (MRI),
sonografi gibi goérintileme teknikleri; enzim baglantili immuinosorbent testi
(ELISA), radyoimmun test (RIA) ve immiunohistokimya (IHC) gibi biyobelirte¢
bazli ekspresyon teknikleri ve biyopsi gibi sitolojik-histopatolojik teknikler
kullanilmaktadir [6,7]. Ancak mevcut goruntileme yontemleri, kanseri dokuda
g6zle gorulur bir degisiklik oldugunda tespit edebilmektedir. Mamografi, meme
kanseri teshisinde rutin olarak kullaniimakla birlikte, bu yontem her zaman lyi
huylu ve kotd huylu lezyonlar arasinda ayrim yapamamaktadir [8]. Kanserin
dogrulanmasi igin invaziv biyopsi yapilmasi gerekmektedir. Mevcut yontemlerin
sahip oldugu dusuk hassasiyet, yanlig sonug verme, ge¢ teshis gibi sinirlamalar

arastirmacilari yeni teghis teknikleri gelistirmeye yoneltmektedir [6,9].

Nanoteknoloji, kanser tedavisinde yeni teshis ve tedavi stratejilerinin
geligtiriimesine odaklanan, hizla genigleyen bir arastirma alani olarak one
citkmaktadir [10]. Nanoteknoloji tabanli teshis yontemleri, gergcek zamanli,
kullanisl ve uygun maliyetli kanser tespiti icin umut verici aracglar olarak

gelistiriimektedir [6].



Gunumuzde saglik sektorl, biyosensorlere dayali teshis yodntemlerine
yonelmektedir. Biyosensorler gucliu analitik cihazlar olup, ilag kesfi, tibbi teshis,
gida guvenligi, tarimsal ve gevresel izleme, guvenlik ve savunma gibi genis bir
uygulama alanina sahiptir.  Biyosensoérler;  tasinabilirlikleri,  yeniden
kullanilabilirlikleri, gercek zamanh yanitlari, yuksek ozgullukleri ve segicilikleri
nedeniyle, diger geleneksel laboratuvar tabanli algilama tekniklerine kiyasla daha
guvenilir, uygun maliyetli ve kullanimlari kolay enstrimanlardir[7,11].
Biyosensorler, Klinikte erken teshis i¢in onemli bir itici gu¢ olarak kabul
edilmektedir. Biyosensorler kanserin tespiti, izlenmesi ve prognozu igin kan, idrar
gibi vicut sivilari veya timér dokusunda bulunan spesifik biyobelirtecleri
kullanmaktadir [9].

Kanser biyobelirtecleri, vicut veya kanser hucreleri tarafindan salgilanan
proteinler (hicre ylzey proteinleri vb.), karbonhidratlar veya nukleik asitler
(dolasan tumor DNA's1, miRNA, vb.) olabilmektedir. Kanser gibi anormal surecler
sirasinda degisen bu belirtegler teshis icin dnemli olmakla birlikte, cok dusik
konsantrasyonlardaki biyobelirtegleri tespit edebilen olduk¢a hassas araglar olan

“biyosensorlere” ihtiya¢ duyulmaktadir [12,13].

Biyosensorler, nanomalzemeler ve ylizey muhendisligi yardimi ile ¢ok dusuk
miktardaki biyobelirtegleri bile tespit edebilen biyoanalitik cihazlardir [14].
Biyosensoarler, spesifik hedefleme saglamak icin nanopartiktller/nanomalzemeler
ile gelistirilebilmektedir [15]. Nanopartikullerin kullanimi, biyosensoérleri spesifik
belirteclerin teshisi icin daha duyarli hale getirerek, artan bir yuzey-hacim orani

saglamaktadir [16].

Altin nanopartiktller (AuNP' ler) kanser teshisinde yaygin olarak kullanilan
nanomalzemelerdir [13]. AuNP’ ler boyutlarina ve sekillerine bagli olarak optik,
elektronik ve yuksek ylzey alani/hacim orani gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir.
Modern nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, AUNP' lerin biyomedikal alanda
uygulanma sikligi artmaktadir [17]. Genis yuzey/hacim oranlari sayesinde AUNP

yuzeyi antikor, peptit, aptamer ve kugik molekuller ile yogun bir sekilde



kaplanabilmekte, spesifik kanser molekullerini taniyarak onlara
baglanabilmektedir [6]. AuUNP’ ler, yuksek sénme katsayilari ve 6zel lokalize
yuzey plazmon rezonanslariyla (LSPR) kolorimetrik biyosensorlerde renk

gelistirme parcasi (sinyal gostergesi) olarak kullaniimaktadir [7,9].

Kolorimetrik biyosensorler, kalitatif analiz icin ¢iplak gézle veya kantitatif analiz
icin basit spektrometri ile kolayca ayirt edilebilen, hedef kaynakli renk yogunlugu

degisimine dayanan sensorlerdir [18].

Kolorimetrik biyosensorler, alan analizi veya timoér biyobelirteglerinin  hizl
taranmasi igin kullanilabilecek en 6nemli teshis platformlarindan biridir [19].
Kolorimetrik biyosensorler basit tasarim, kullanim kolayhgi, hizli sonug ve dusuk
maliyet gibi 6zellikleriyle, kanser biyobelirteglerinin tespiti ve erken teghiste 6ne
cikmaktadir [9].

Bu tez calismasinda, meme kanserinin teghisi icin HER2(+) (insan epidermal
blylume faktorl reseptoriu-2) ve CA15-3 (Kanser antijeni) kanser biyobelirtecleri
kullanilarak, cam kapiller tabanl kolorimetrik biyosensoérler tasarlanmistir.

Tasarlanan biyosensor ¢esitli parametrelerde galisilarak, optimize edilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensor

Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligine (IUPAC) goére biyosensor,
"Genellikle elektriksel, termal veya optik sinyallerle kimyasal bilesikleri saptamak
icin enzim, bagisiklik sistemi elemani, doku, organel veya hicrelerin aracilik ettigi
spesifik biyokimyasal reaksiyonlari kullanan bir cihaz” olarak tanimlanmaktadir
[14]. llk biyosensor 1962' de Clark ve Lyons tarafindan, amperometrik oksijen
elektrotu Uzerinde glukoz oksidaz enziminin hareketsiz hale getiriimesiyle, glukoz

tayini igin gelistirilmistir [20].

Biyosensorler genel olarak “biyolojik tanima elemani, donusturiciu ve islemci”
olmak Uzere 3 ana elemandan olusmaktadir. Biyolojik tanima elemani hedef
molekulin taninmasi, donusturlcu biyolojik tanimanin Olgulebilir bir sinyale
donugturulmesi, iglemci ise bu sinyalin iglenmesini saglamaktadir. Biyolojik
tanima elemani ile hedef molekll (analit) veya biyobelirte¢ arasinda segici ve

guclu bir baglanma gerceklesmesi oldukga énemlidir [21-23].

Biyosensorler hedef molekuli belirlenmenin  yani sira, hedef molekul
konsantrasyonunda meydana gelebilecek en kig¢uk degisimi bile ayirt edebilen,
yuksek ¢ozunurlukla  Olculebilir  sinyaller elde edilebilecek sekilde
tasarlanmaktadir [21,24].

Biyosensoarlerin analitik performansi, duyarlilik, segicilik, algilama siniri, algilama
araligi, yeniden kullanilabilme kapasitesi gibi Ozellikler g6z Onunde
bulundurularak belirlenmektedir. Biyosensorler, yalnizca bir analitin varligini ve
miktarini tespit etmek igin degil, ayni zamanda klinik teshis, ¢cevresel galismalar,
hicre fizyolojisi, hicre mekanigi, ilag molekullerinin hucrelere etkisi gibi farkl

arastirma alanlarinda kullaniimaktadir [14].

Tasarlanmak istenen biyosensor 3 temel yapidan olusmaktadir.



Sensor platformu (matrisi): Biyosensor platformlarinin tasariminda kullanilan
malzemelerin yapisi ve bilesimi, sensor algilama kapasitesini buyuk oOlgude
etkilemektedir [21,24]. Kagit, cam, grafit, karbon macun, camsi karbon elektrot
(GCE), ekran baskili elektrotlar (SPE) ve indiyum kalay oksit (ITO) en yaygin

kullanilan sensor platformlarindan bazilaridir [14].

Biyolojik tanima (algilama) elemanlari: Donusturicu yuzeyinde hareketsiz hale
getirilmis biyolojik tanima elemanlari, hedef molekuller (biyobelirtegler) ile
etkilesime girerek, biyosensorin algilama gorevini gergeklestiren kismidir.
Biyolojik tanima elemanlari, biyoreseptor olarak da adlandiriimaktadir [13,21,24].
Genellikle hedef moleklll yuksek hassasiyetle tespit edebilecek enzim, antikor,
nukleik asit dizisi (DNA-RNA), mikroorganizma, hucre, lektin, protein reseptoru

ve aptamer gibi biyo-tanima elemanlar tercih edilmektedir [13].

Donusturucii: Biyolojik algilama basamaginin, Olculebilir  bir sinyale
donusturalmesini  saglamaktadir.  DoOnusturicl, Uzerinde  biyo-tanima
elemanlarinin  hareketsizlegtiriimesi, biyosensorin  duyarlilik, segicilik,
tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklerini belirlemektedir [13,21,24].

Bir biyosensorin duyarliligi, biyo-tanima elemanlarina baglanan biyobelirteglerin
sayisl ile donusturulen sinyalin yogunluguna bagli olarak degismektedir. Biyolojik
numuneler karmasik ve ¢ok sayida farkli molekilden olustugu icin secicilik,
bakim noktasi biyosensorlerinin etkin bir sekilde c¢alismasi i¢in énemli bir
faktordur. Segicilik biyosensorin yalnizca numunedeki hedef biyobelirteglere
baglandiktan sonra olusturdugu pozitif sinyal olarak ortaya ¢ikmaktadir. Negatif
bir numuneden, yanlis pozitif sonu¢ alinan biyosensorlerin  kullanimi
onerilmemektedir [13,14]. Tekrarlanabilirlik, analiz edilecek orneklerin birden
fazla olcuminin alinarak her oOlgimde ayni sonuglarin elde edilmesidir.
Tasarlanan biyosensoérin yeniden kullanilabilir olmasi, biyosensoran belirli bir
biyobelirteci birka¢ kez basaril bir sekilde tespit edebilecegini gdostermekte olup,

maliyet agisindan avantaj saglamaktadir [13].



Biyosensor tasarimi igin dnemli parametreler:

Donusturicu Uzerinde hareketsiz hale getirilmis biyolojik tanima elemanlari
kararli olmahdir.

Biyolojik tanima elemanlari, biyobelirteglere 6zgul olmalidir.

Numune pH' 1| veya sicakliginin degismesiyle olusan yanlig sinyaller ayirt
edilebilmelidir.

Farkh dlgimlerde kimyasal sinyal dogrulanabilir ve tekrarlanabilir olmalidir.

Uygun maliyetli olmalidir [13].

2.1.1. Biyolojik Tanima Elemani Olarak Antikorlar

Cesitli biyolojik tanima elemanlari arasinda antikorlar (Ab), gl¢li sinyal olusturan,
farkli biyobelirtecleri hareketsiz hale getirerek yuksek 6zgullik ve dogrulukla
taniyan benzersiz 3 boyutlu yapilari ile sensoér c¢alismalari igin olduk¢a umut
vericidir [25].

Antikorlar, antijen olarak bilinen yabanci maddelere yanit olarak bagisiklik
sisteminin vlcutta Urettigi protein molekulleridir [26]. Antikorlar B lenfositleri
tarafindan yapilmakta olup, kan ve lenf sistemi boyunca dolasmaktadir. Antikorlar
genellikle serumdan (poliklonal antikor), karin boslugundaki sividan veya
hibridoma hucre hattinin kaltir supernatanindan (monoklonal antikor) izole
edilmektedir. Antikorlar, hedef molekullerine kargi yuksek afinite ve yuksek

Ozgullik géstermektedir [13].

Antikor yapisal olarak iki alana sahiptir. ilk alan, degisken bdlge olarak
adlandiriimaktadir. Bu bdlge spesifik biyobelirtegleri baglayabilen, nukleotid
baglama bolgelerine sahip antijen baglama pargalari (Fab) olarak adlandirilan iki
degisken bolge icermektedir . Fab bdlgesinde amin gruplari bulunmaktadir. Diger
alan ise, sabit bdlge olarak bilinen antikoru substrat Gzerinde immobilize eden
karboksil grubu tasiyan, sabit parcayi (Fc) icermektedir. Antikorlar, kovalent veya
kovalent olmayan baglanma yontemleri ile substratlar Gzerinde hareketsiz hale
getiriimektedir [27].



Bir biyosensorin guvenilirligi, biyotanima elemanlarinin sensér ylzeyine ne
kadar iyi baglandigina (immobilizasyona) ve kullanim sirasinda ylzeyde
kalmasina bagli olarak degismektedir. Antikorlar, sahip olduklari tek fonksiyonel
terminal grup sayesinde, kati yuzeyler uzerine Kkolaylikla immobilize
olabilmektedir. Antikorlarin bu 6zellikleri g6z 6ntne alinarak metal nanopartikuller
ile kaplanmasi, minyaturlestiriimis donustirucu uretimi icin de gelecek
vadetmektedir [25].

Antikorlar hastalik belirtegleri, biyolojik savas ajanlari, yasadisi ilaglar, gida ve
cevre kirleticileri gibi gok sayida analitin belilenmesinde biyolojik tanima elemani
olarak kullaniimaktadir. Ozellikle monoklonal antikorlarin, 6zdes bagisiklik
hdcrelerinden olugsmalari ve tek degerli afiniteye sahip olmalari, hedef molekulin
(analitin) ayni epitopuna baglanmalarini saglamaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde
monoklonal antikorlar kanser teshisinde biyolojik tanima elemani olarak
kullanilabilmektedir [25].

2.2. Biyosensorlerin Siniflandiriimasi ve Kullanim Alanlari

Biyo-tanima elemanlarina ve donustlrilen sinyale bagh olarak, biyosensérler
belirli teghis amaglari igin kullaniimak Gzere siniflandiriimaktadir. Donusturtcu

mekanizmasina gore biyosensadrler Sekil 2.1’ deki gibi siniflandiriimaktadir [28].

- Amperometri
Elektrokimyasal - Potansiyometri

- Kondiktometri

L o . - Kolorimetrik
Donusturdcu Optik - Floresans

- SPR

- Kuvars Mikrodenge
Mekanik - Yiizey Akustik Dalgasi

- Mano-Mekanik Sistemler

Sekil 2.1. Dénustirici mekanizmasina goére biyosensoérlerin siniflandiriimasi



Biyosensoarler; klinik teshis, saglik, ilag gelistirme ve izleme, ¢evre, tarim, yiyecek-
icecek endustrisi, su kalitesi ve guvenlik olmak uUzere c¢esitli alanlarda
kullaniimaktadir. Son zamanlarda hizli, kolay ve hasta basinda (bakim noktasi)

test icin tasarlanan biyosensorler biyomedikal alanda 6ne ¢ikmaktadir [29].

Gunumuzde basit, ucuz, dodru, hassas ve guvenilir biyosensor platformlarina
ihtiyag duyulmakla birlikte, bu 6zellikleri tagiyan optik biyosensérler yaygin olarak
kullaniimaktadir [26,29].

2.2.1. Optik Biyosensorler

Optik biyosensoérler, analit (biyobelirteg) ile biyo-tanima elemani arasindaki
etkilesimin olusturdugu 1sik dalga boyu, optik alan fazi, polarizasyon veya
frekanstaki degisiklikleri izleyen sensorlerdir [11,30]. Optik biyosensoérler, tibbi
teshis, gida analizi, ¢cevresel uygulamalar, ilag kesfi, glivenlik ve savunma gibi

cesitli alanlarda genig bir uygulamaya sahiptir [11,26].

Optik sensorler, dusik tespit limiti, cok yonlulik, tahrip edici olmama, etiketsiz
olma, hizl sinyal izleme ve analiz, ayni anda farkli analitleri veya coklu analiti
tespit edebilme gibi gesitli avantajlari ile algilama yodntemleri arasinda One

cikmaktadir. Optik biyosensorlerin kullanimi iki farkli sekilde olmaktadir [11,26].

Analitin dogrudan saptanmasi

Dolayli algilama

“UV Absorpsiyonu, Duzlemsel Optik Dalga Kilavuzu, Fiber Optikler, Yuzeyi
Arttirlmis Raman Spektroskopisi (SERS) ve Yuzey Plazmon Rezonansi (SPR)”
analitin dogrudan saptandigi durumlarda kullaniimaktadir. Dolayl algilama ise,
optik olarak etiketlenmis problar araciligiyla “Floresans ve Kemiliminesans”
uygulamalarinda goézlenmektedir [11,31].



Kullanilan doénadstiricti mekanizmasina bagli olarak optik biyosensorler kendi
icinde lUminesans, floresans, kolorimetrik ve interferometrik tabanl olarak
ayrilmaktadir [13].

Optik platformlar, kullanim kolayhgi, ¢coklu analit tespiti ve otomatik mikroakiskan
sistemler gibi ozelliklerden yararlanarak gesitli biyoalgilama uygulamalari igin
uyarlanabilir analitik yaklagimlar olarak kendilerini kanittamigtir [32]. Bir optik
biyosensor, tanima elemaninin hedef analit ile etkilesimini izleyerek olgulebilir bir
sinyal Uretir [33]. Isik tabanli sensdrler, belirli 1sik dalga boylarindaki degisiklikleri
algilayabilen optik biyosensorler olarak da bilinir. Bir liminesans, floresan,
kolorimetrik veya interferometrik donusturtcu kullanilabilir. Analit tanimaya yanit
olarak dalga boylarindaki veya SPR'deki degisiklik, optik donusturiculer

kullanilarak elektriksel/dijital bir okumaya doénasturaltr [34].

2.2.1.2. Kolorimetrik Biyosensorler

Isigin genliginde olusan degisikligi, ortamdaki analit konsantrasyonunu dlgmede
kullanan sensoérler “Kolorimetrik Biyosensodrler” olarak bilinmektedir [18,19].
Kolorimetrik biyosensdrler gortnur 1sik spektrumunda galisan, hedef molekulin
algilanmasi sirasinda herhangi bir cihaza ihtiyag duymadan ciplak gozle

goruntileme gercgeklestiren sensor ¢esididir [35].

Kolorimetrik sensorlerin gogu, hedef analit ile biyolojik tanima elemani arasindaki
reaksiyon sonucunda olusan renkli Urlnlerin izlenmesini icermektedir. Ciplak
g6zle veya optik algilama cihaziyla tanimlanabilen renkli Gran, analit
konsantrasyonu ile orantihdir. Bu algilama turleri, etiketsiz algilama yontemi
olarak siniflandiriimaktadir [11,36].

Metal nanopartikuller ve modern analitik yontemler kullanilarak tasarlanan
kolorimetrik biyosensorler, benzersiz boyutlari ve mesafeye bagh optik 6zellikleri
ile biyosensor ¢alismalari igin oldukga umut vericidir [37]. Kolorimetrik biyosensor
tasariminda genellikle, altin ve gumus metal nanopartikul cegitleri
kullaniimaktadir. Ozellikle altin nanopartikiller (AuNP) sahip olduklari yiksek



sdnme katsayilari ile kolorimetrik ¢alismalarda yuksek hassasiyet gostermekte
ve olusan renk degisiklikleri kolaylikla go6zlenebilmektedir. AuNP tabanl
kolorimetrik sensorler, nukleik asit, protein ve kuguk molekuller gibi cesitli

hedefleri tespit etmek icin kullaniimaktadir [35,38].

Son yillarda, antikor-antijen baglantisinin meydana getirdigi yliksek 6zgulliikten
faydalanan metal nanopartikillere dayali kolorimetrik immunosensorler hizla
gelismektedir [39]. Bu kolorimetrik sensorler, geleneksel immunolojik testler ile
kargilastirildiginda basitlik, hizli hazirlik, gelismis stabilite ve spesifik olmayan
adsorpsiyonda azalma gibi cesitli avantajlara sahiptir. Ozellikle AuNP ve
antikorun bir araya geldigi kolorimetrik yaklasimlar, oldukga ilgi ¢cekmektedir
[35,38].

2.3. Kanser Teshisinde Biyosensorler

Her yil dinya c¢apinda artan sayida kanser vakasi nedeniyle, kanserin erken
teshisine yonelik aragtirmalar olduk¢a 6nemlidir [34]. Kanser teshisinde genellikle
kanser hucrelerinin histopatolojik olarak incelendigi protokoller uygulanmaktadir.
Hasta tumorunden oOzel igne veya cerrahi yolla alinan numuneler, cesitli
asamalardan gegirilerek, mikroskop altinda incelenmektedir. Mikroskobik
goruntuleme, hasta numunesindeki hucre morfolojisi hakkinda dogrudan bilgi
verdigi igin kanser teshisinde oldukga onemlidir. Numunelerin hazirlanma ve
incelenme asamasi ¢ok fazla dikkat, uzmanlik, zaman ve maliyet gerektirdigi icin
kanser teshisinde daha basitlestiriimig, kullanimi kolay, uygun maliyetli bir

yaklasima sahip olan biyosensadrler 6n plana ¢ikmaktadir [1,7].

Son yillarda disuk maliyetli, segici, kararli ve daha iyi hassasiyet gosteren ¢ok
saylda biyosensor geligtiriimekle birlikte, bu sensorlerin ¢cogu hala deneysel
asamada olup ileride ticarilegtiriimeleri beklenmektedir [40]. Kanser
biyosensorlerinin tasariminda digerlerinden farkh olarak dénusturicl bileseninin
minyatur hale getiriiememesi, biyo-tanima elemanlarinin dayaniklilik suresi ve
maliyet etkinligiyle ilgili ¢esitli sinirlamalar ortaya c¢ikmakla birlikte, bu

problemlerin ¢éziimiinde nanomalzemelerin kullanimi éne ¢ikmaktadir. Ozellikle
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kanser tespiti icin mikroakiskan temelli optik immunosensoérler, klgik boyutlari,
dusuk maliyetleri ve basit kullanimlari nedeniyle oldukga populer hale
gelmektedir [6,7].

Kanser biyosensorleri teghisin yani sira, tedavinin izlenmesi ve kisiye 6zgu tedavi
protokollerinin gelistiriimesinde de kullanilabilmektedir [34]. Meme kanseri timor
belirteclerinin tespiti i¢in floresan, kolorimetrik, ylzey plazmon rezonans ve
elektrokemiliminesans  biyosensorleri gibi  bir dizi optik biyosensor
geligtiriimektedir [40,41].

2.4. Nanomalzemeler

ABD Gida ve Ilag Dairesi (USFDA) ve AB Komisyonu'na gore, en az 1-100 nm
araliginda boyuta sahip olan malzemelere, nanomalzeme adi verilmektedir [42].
Nanomalzemeler, yuksek elektriksel iletkenlik, gelistiriimis carpilim tasima
kapasitesi, renk ve piezoelektrik duyarli reaksiyonlar, degisen sekil ve boyutlar
gibi ayirt edici 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler nanomalzemelerin, biyo-algilayici
aptamerler tarafindan konjugasyon ve islevsellestirme igcin uygun hale

getirilmelerini saglamaktadir [43].

Gunumuzde nanomalzemeler, ilag dagitimi, foto-termal terapi, biyo-algilama
terapdétikler gibi farkh calisma alanlarinin yani sira, sensor tasariminda da
kullaniimaktadir. Ozellikle sensér yiizeyinin daha iletken hale getirilmesi, daha
fazla biyolojik tanima elemani eklenmesi ve kirlenmenin etkilerinin azaltilmasi

icin, biyosensor tasariminda nanomalzemeler tercih edilmektedir [15].

AuNP' ler, grafen oksit (GO), ¢ok duvarli karbon nanotipler (MWCNT) veya
karbon nanocgubuklar, oldukca iletken yapilari ve genisletiimis yuzey alanlari ile
sik kullanilan nanomalzemeler arasindadir. Bu tlir malzemeler, gecici

platformlarda biyomolekul immobilizasyonunu kolaylastirmaktadir [7,10,44].
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2.4.1. Nanomalzemelerin Sensorlerde Kullanimi

Nanomateryallerin islevsel hale getirilerek konjuge edildigi biyosensorlerde farkl
sekil, boyut, Ozellik ve yapida nanomalzemeler kullaniimaktadir [42].
Biyosensorlerin  Uretiminde nanomalzemeler, 0Ozellikle de nanopartikullerin
kullaniimasi geleneksel biyosensorlerin dezavantajlarini  yok etmektedir.
Nanopartikullerin sahip olduklari boyut, gi¢li yluzey plazmon rezonansi (SPR),
yuksek manyetizasyon ve kimyasal reaktivite gibi benzersiz fiziksel ve kimyasal
Ozellikler saglayarak, yuksek bir yuzey-hacim orani sunmaktadir. Daha genis bir
ylzey alani ise, daha fazla sayida biyoreseptoru etkin bir sekilde hareketsiz hale
getirerek, numunede bulunan biyobelirteglerin baglanmasini en Ust duzeye
clkarmakta ve kimyasal baglanma sinyalini gelistirmektedir. Bdylece, biyosensor
hassasiyetinin yani sira in-vivo goruntileme Kkalitesi de iyilestirilebilmektedir
[44.,45].

2.4.2. Nanomalzemelerin Konjugasyonu

Biyolojik algilama elemanlarinin  nanomalzemeler ile gerceklestirdigi
konjugasyon, kovalent (amid birlestirme reaksiyonlari, capraz baglama, tiklama
kimyasi vb.) veya kovalent olmayan (elektrostatik, hidrofobik, Van der Waals

veya hidrojen bagi gibi) etkilesimler olarak siniflandiriimaktadir [46].

Fizisorpsiyon, proteinler gibi biyomolekullerin kovalent olmayan etkilesimler
yoluyla nanomalzeme ylzeyine adsorbe oldugu immobilizasyon teknigidir.
Kovalent olmayan etkilesimler, pH, iyonik gug, sicakhk ve yuzey kosullarindaki
degisiklik gibi bircok faktorden etkilenmektedir. Bu nedenle, biyosensor
tasariminda genellikle kovalent etkilesimler tercih edilmektedir Kovalent etkilesim
icin yaygin olarak gluteraldehit, EDC-NHS ve biyotin-avidin ¢apraz baglayicilari
kullaniimaktadir [46].

EDC (1etil-3(3dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorur), karboksil gruplarini
tipik olarak amin reaktif NHS (N-hidroksistksinimid) esterlerinin olusumu yoluyla

birincil aminlerle birlestirmek icin kullanilan, sifir uzunluklu bir capraz baglama
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maddesidir. NHS varliginda EDC, karboksilik asit gruplarini amin reaktif NHS
esterlerine donustlirmek igin kullaniimaktadir. Bu islem, EDC' yi asit iceren bir
molekulle karistirip, ortama NHS ilave ederek gerceklestirimektedir. NHS
grubuna bir sulfonik asit grubunun eklenmesi hem aktiflestiriimis esterin hem de
ayrilan grubun suda ¢ozunurliguna arttirarak, aktivasyondan sonra substratlarin

temizlenmesini kolaylastirmaktadir [47].

EDC / NHS birlestirme kimyasi ylksek donusum verimliligi, hafif reaksiyon
kosullari, kolayca ayrilabilen yan drunler ve en onemlisi organik materyallerle
olan uyumluluk gibi c¢esitli avantajlara sahiptir [48-50]. EDC-NHS
konjugasyonunda, nanopartikil kompleksi Gzerindeki —COOH grubu ile protein
veya antikorun —NHz grubu arasinda amid bagi olusturularak, antikor veya
proteinler nanopartikillere baglanmaktadir. Bu baglayicilar, reaksiyonun
fizyolojik pH' da ve suda gugcll bir kovalent bag olusturmasini sagladigi icin, diger
yontemlere gore daha avantajlidir [47]. EDC ve NHS, proteinler ile kullanilan iyi
gelistiriimis kaplama ajanlari olup, EDC / NHS birlestirme kimyasi reseptor olarak
biyolojik molekullerin  kullanildigi farkl  biyosensorlerin, biyo-ciplerin  ve

laboratuvar giplerinin gelistirimesinde tercih edilmektedir [48-50].

Biyosensor calismalarinda siklikla kullanilan AuNP' ler de ise, kendiliginden
olusan tek katman (SAM:self assembled monolayer) sayesinde kovalent
etkilesim gergeklesmektedir. SAM olusturulmasinda genellikle 11-merkapto
undekanoik asit gibi tiyol (sulfidril gruplar (-SH)) iceren bilesikler (merkaptanlar)
kullaniimaktadir. Ozellikle bu bilesikler biyolojik tanima elemanlarinin daha

islevsel hale getiriimesinde rol almaktadir [51].

Kati destek Uzerinde antikor gibi buyuk proteinlerin immobilizasyonu igin yaygin
olarak kullanilan birka¢ yontem bulunmaktadir. Destek materyali ve protein
arasindaki kovalent bag genellikle bir ara grup araciligiyla gergeklesmektedir.
Destek yuzeyi, karboksilik asit (COOH), amin (NH2), maleimid (H,C, (CO) ,NH),
gibi gruplarla veya daha az siklikla iyodoasetamid gruplari, izotiyosiyanat (-N = C
= S) gruplari veya boronik asit gibi gruplarla reaktif hale getiriimektedir. Bu gruplar
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ile aktif hale gelen destek ylzeyi, amino, tiyol, karboksi gruplari veya antikorlarin
sakkarit gruplari ile reaksiyona girerek kovalent bag olusumunu katalizlemektedir
[31].

2.5. Optik Biyo-Tanima i¢in Metal Nanopartikiiller

Metal nanopartikuller boyutlarina baglh olarak optik, elektromanyetik ve kimyasal
Ozellikleri icin kullaniimaktadir [44]. Metalik nanopartikuller arasinda, altin (Au) ve
gumus (Ag) nanopartikuller (NP), biyosensdr c¢aligmalarinda oldukga sik
kullaniimaktadir. AUNP ve AgNP' ler, sahip olduklari farkh fiziksel ve kimyasal
Ozellikler ile biyosensor uretimi icin mukemmel bir zemin olugturmaktadir. Metal
nanopartikuller degigtirilebilir bir ylzey kimyasina sahiptir. Bu o6zellikleri ile
biyotanima elemani olarak DNA, protein, enzim, antikor ve peptit gibi
biyomolekullerle islevsellestiriimis  biyosensorlerin ~ sivi numunelerinde

biyobelirteclerin varligini tespit edebilmektedir [42].

AuNP ve AgNP' ler, biyotanima uygulamalari igcin yararl olan yuzey plazmon
rezonansi (SPR) nedeniyle, benzersiz ve ayarlanabilir optik 6zelliklere sahiptir.
Boylece, metal nanopartikiller kullanilarak tasarlanan biyosensorin yok olma
spektrumu kolay, hizli ve uygun maliyetli bir teknik olan spektrofotometre ile
Olcllebilmektedir [42,45]. Metal nanopartiklllerin antikorlarla kaplandigi
biyosensor uygulamalari hem nanopartiktllerin optik ozellikleri hem de
antikorlarin sahip oldugu benzersiz 3 boyutlu yapilari sayesinde, kanser
biyobelirtecleri de dahil olmak Uzere, c¢esitli analitlerin saptanmasi
kullaniimaktadir  [41]. Ozellikle AuNP’ ler kimyasal stabiliteleri ve
biyouyumluluklari nedeniyle, biyosensor c¢alismalarinda c¢ok fazla tercih
edilmektedir [52].

2.5.1. Altin Nanopartikiiller

Altin nanopartikiller (AuNP), 5 ila 110 nm arasinda degisen, kure, kup,
nanocubuk ve nanoserit dahil olmak Uzere farkli formlarda bulunabilen

nanomalzeme grubudur. AuNP’ ler yiksek kimyasal kararlilik, boyuta bagli olarak
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sundugu benzersiz optik ve elektronik 6zellik, 1$131 rezonans olarak dagitma
yetenegi, mukemmel iletkenlik, biyo-uyumluluk, sentez ve iglevsellik kolayligi gibi
avantajlariyla biyolojik algilama i¢in en yaygin olarak kullanilan nanopartiktllerdir
[53].

Tum nanomalzemeler arasinda AuNP' ler, elektrokimyasal biyoalgilama ve
kanser biyobelirteglerinin tespitinde siklikla kullaniimaktadir. Basit ve hizli sentez,
uygun islevsellik, toksik olmama, genis yuzey alani/hacim orani ve yuksek
elektriksel iletkenlik meme kanserinin klinik teshisi icin AuUNP’ lere olan tercihi
artirmaktadir. AUNP' ler yalnizca elektrokimyasal analizlerde degil, ayni zamanda
floresan ve kolorimetrik analizler gibi optik galismalarda da yer almaktadir [54,55].
AuNP,  biyo-afinite  tabanli  biyosensorlerin  geligtiriimesinde  diger
nanomalzemelerle birlikte veya antikor/aptamer ile konjuge olarak

kullaniimaktadir. AUNP, antikorun floresans sinyalini guclendirmektedir [54,55].

AuNP’ lerin yuzeyi gesitli organik molekuller yardimi ile modifiye edilmektedir.
Nanopartikillerin  modifikasyonu igin genellikle amin, karboksilat, PEG
(polietilenglikol), tiyol gibi molekduller tercih edilmektedir. Bu molekiller
nanopartikulleri biyo-uyumlu hale getirerek, partikil Uzerinde cesitli spesifik
tanima ve baglanma bdlgeleri olusturmaktadir. AUNP’ lerin yuzeyi, tiyol grubu
iceren ((HS- (CH2)n -X) gibi) reaktifler kullanilarak tek katmanli (SAM) hale
getiriimektedir. AuNP yuUzeyinin tek katmanli tabaka ile kaplanmasi, AuNP’ U

stabilize ederek daha kullanigl hale getirmektedir [38].

AuNP’ lerin morfolojisi ve fizyolojisi optik dzellikleri ile iligkilidir. Nanopartikullerin
boyutunun degistiriimesi kolloidal AuNP’ lerin rengini etkilemektedir. Sulu
cOzeltide, kuresel AuNP'ler turuncu-kirmizidan, mora dogru bir renk aralig
gOstermektedir. 1 ile 100 nm arasinda degisen boyutlarina gére, AuNP’ ler 500-

550 nm arasinda absorbans vermektedir [52].

15



AuNP’ ler c¢ozelti icinde dagildiklarinda gucli lokalize ylzey plazmon
rezonanslari (SPR) nedeniyle kirmizi renkte gériinmektedir. Bu renk, pargaciklar
toplanmaya basgladik¢a aralarindaki mesafe bagli olarak kirmizidan maviye dogru
belirgin bir sekilde degismektedir [53]. Kuguk kuresel nanoparcaciklar sarap
kirmizisi gorunurken, daha buyuk parcaciklar veya daha kuguk parcaciklarin

kimeleri, mordan-maviye kadar degisen renklerde gérinmektedir [56].

AuNP’ ler belirgin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile tedavi, teshis, biyolojik
etiketleme, ilag dagitimi, kimyasal ve biyolojik algilama, goruntuleme, dogrusal
olmayan optik, fotovoltaik ve kataliz gibi gesitli alanlarda yapi iskeletleri olarak
kullaniimaktadir [52].

AuNP' lerin, genis yuzey-hacim orani, sekille ilgili optoelektronik nitelikler,
muikemmel biyouyumluluk ve dislUk toksisite gibi spesifik 6zellikleri, onlari

biyoteknoloji icin olaganustlu araclar haline getirmektedir [55].

AuNP’ ler,

Yuksek X i1sin1 absorpsiyonuna katki

Sentetik kullanim kolayhgi

Partikilun fizikokimyasal 6zellikleri Uzerinde kesin kontrol saglama

Tiyol-disulfit ve aminlere glgli baglanma affinitesi

Farkli elektrolit 6zellikler ve benzersiz optik ayarlama gibi gesitli 6zelliklere de
sahiptir [55].

AuNP’ ler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak 3 farkhh sekilde
sentezlenebilmektedir [52].

Fiziksel Sentez: Termolitik ve ultraviyole radyasyon metotlarini icermektedir
[51,52].

Kimyasal Sentez: Sulu ortamda indirgeyici ajanlar (Sodyum sitrat ve sodyum
borohidrit) tarafindan meydana gelen kimyasal reaksiyondan olusmaktadir. Altin
tuzlarinin kimyasal olarak indirgendigi Turkevich proseduru yaygin olarak
kullaniimaktadir [53]. Bu prosedur; basit olusu, kolloidal nanopartiktllerin
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stabilitesi, altin sentezinin kolayligi ve boyutunun kontrol edilebilirliginden dolayi
siklikla tercih edilmektedir [52].

Biyolojik Sentez: Bakteri, fungus, alg, maya, viris ve bitkisel kaynaklar
kullanilarak yapilan AuNP sentezidir. Cevreye zararsiz, guvenli, tehlikeli atik

olusumunu azaltan bir sentez yontemidir [55].

AuNP’ ler antik cadglardan gunumuze, antimikrobiyal etki, kataliz, X-ray
goruntuleme, nanoelektronik, su remediasyonu, hastalik teshisi ve kontrold,
fototermal ve fotodinamik terapi, gen ifadesi, gen terapisi, ilag dagitimi, kanser

terapisi ve biyosensorler gibi ¢esitli alanlarda kullaniimaktadir [51,55].

AuNP’ ler sahip olduklari sekil, boyut ve ylksek sdnme katsayisi gibi optik
Ozellikleri ile biyolojik molekullerin ve metal iyonlarinin tespit edilmesinde
“kolorimetrik algilama platformlar” olarak kullaniimaktadir [43,57]. Ozellikle
AuNP’ lerin agregasyonuna dayali kolorimetrik testler, basitlikleri ve duyarliliklari

nedeniyle tani uygulamalarinda dikkat cekmektedir [58].

2.6. Mikroakigkan Sistemleri

Mikroakigkanlar, kimya, biyokimya, muhendislik, fizik, nanoteknoloji ve
biyoteknoloji gibi birgok farkli bilimi birbirine baglayan ¢ok disiplinli bir teknolojidir.
BuUyuk yuzey-hacim orani, yerinde test igin onemli olan mikroakiskan cihazlarin

tasinabilirligini saglamaktadir [39].

Mikroakigkanlar, surekli akis, damlacik bazli ve dijital mikroakiskanlar olarak tg¢
sinifa ayrilmaktadir. Surekli mikroakiskan cihazlar, kalici olarak kazinmis mikro
kanallardan ve bu cihazlarda bir sivi akisini manipule etmek igin kullanilan
cevresel cihazlardan (mikro-pompalar ve mikro-valfler gibi) olusmaktadir.
Damlacik tabanli mikroakiskan sistemler, bir T baglantisinda iki veya daha fazla
karismaz sivi  (¢cogunlukla) kullanarak, mikro kanallarda damlaciklar
olusturmaktadir. Dijital mikroakiskan sistemlerde ise, elektrostatik olarak
calistirlan elektrot Uzerinde farkli damlaciklarin hareketi ve kontroll
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gerceklestiriimektedir [11]. Ozellikle cam kilcal borulari (kapiller), mikroakiskan
teknolojisinde teghis, tarama, akis kimyasi ve malzeme sentezi i¢in yaygin olarak
kullaniimaktadir [59].

2.6.1. Cam Kapiller

Cam kapiller milimetre ¢apinda ve santimetre uzunlugunda olan boyut, agirlik
depolama ve maliyet agisindan birgok avantaja sahip malzemelerdir [11,60]. Cam
kapiller hem sivilarin hem de 1g13in yonlendirilmesinde kullanilabilmektedir. Cam
kapillerin aktif ylizey alani, sinyal olusumu ve sensoér hassasiyeti icin oldukca
dnemlidir. Ozellikle optik immino-algilama igin cam kapillerin kullanimi 6ne
ctkmaktadir [22,31].

2.6.2. Cam Yuzeylerin Modifikasyonu

Cam ylzey ve metal oksit nanopartikiller genellikle silil reaktifler (6rnegin; 3-
aminopropiltrimetoksisilan) kullanilarak fonksiyonel hale getiriimektedir [31]. Cam
yuzeylerin c¢esitli gruplar ile fonksiyonel hale getiriimesinde, silanizasyon

(aminleme) yéntemi tercih edilmektedir [61].

Silanizasyon, yuzeydeki hidroksil gruplari ile alkoksi veya kloro reaktif gruplar
arasinda gerceklesen kovalent bad olugsumuyla, ylzeyin fonksiyonel hale
getirilmesi iglemidir [62]. Silanizasyon, genellikle kimyasal olarak aktif hidroksil
gruplarina sahip herhangi bir substrat Gzerinde gerceklesebilmektedir [63]. Bazi
substratlar (silika ve agaroz vb.) hidroksil gruplarina sahipken, bazilarinin
hidroksil grubu olugsmasi igin asit, pirana g¢ozeltisi, plazma islemi veya KOH /
NaOH kullanilarak bir 6n islemden geciriimesi gerekmektedir [64]. Silanizasyon
yonteminde, g¢esitli substratlarin cam veya silika yuzeyler Uzerine
immobilizasyonu igin, genellikle ¢apraz baglayici reaktif olarak organosilanlar
kullaniimaktadir [46,64—66]. Bu baglayici reaktifler ile silika, kuvars, cam, demir,

bakir gibi inorganik substratlar yaygin olarak kullaniimaktadir [46].
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Silanizasyon, cesitli fonksiyonel silan baglama maddeleri kullanilarak oda
sicakhgi veya ylUksek sicaklik gibi kosullarda, sulu faz, organik faz, gaz fazi ve

kimyasal buhar biriktirme yontemleriyle gerceklestirilebilmektedir [67].

Silan bilesiklerinin silanizasyonu; yuzeylerin fonksiyonel hale getiriimesi, tibbi
cihaz, mikro ve nano uretim teknolojileri gibi ¢esitli uygulamalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir [68]. Malzeme yuzeylerinin immobilizasyon igin uygun hale
getiriimesinde, en ¢ok tiyol sonlu (-SH) ve amin (-NHz2) sonlu silan gruplari tercih
edilmektedir [69].

Cesitli silanlama maddeleri arasinda, aminosilanlar yuzey reaksiyon kimyasinda
benzersiz olup, yuzeyleri amin gruplari ile iglevsellestirmek icin en yaygin
kullanilan reaktiflerdir [70—72]. Aminosilanlar, amin gruplari ile molekdl ici veya
molekuller arasi siloksan olusumunu katalizledikleri igin, protein mikrodizisi,
biyosensor gibi uygulamalarda proteinleri veya diger molekulleri, cam veya silikon
dioksit yuzeylere badlayicilarla baglamak igin siklikla kullaniimaktadir [71].
Aminosilanlar, cam ylzey Uuzerindeki silanol (Si-OH) gruplariyla tepkimeye
girerek Si — O — Si — R — NH2z yapisini olustururlar. Olugan amin tabakasi cam
yuzeyden disari dogru uzanan ve farkli teknolojik alanlarda kullanilabilen bir

platform sunmaktadir [72-75].

3-Aminopropiltrietoksisilan (APTES), cesitli ylzeylerin 6zellikle silika veya cam
yuzeylerin amin gruplari ile islevsellestirmesinde siklikla kullaniimaktadir.
APTES, Ug¢ hidrolize edilebilir etoksi grubuna ve aminopropil gruplarindan amine
(NH2) sahiptir [71,76,77]. APTES' teki alkoksi gruplari su varhdinda
polimerizasyona ve hidrolize duyarli oldugu igin, yuzeylerin APTES ile muamele
edilmesinde genellikle susuz organik ¢ozuculer tercih edilmektedir [71]. APTES
ile silanize edilmis yuzeyler yiksek immobilizasyon yogunluguna sahip, biyolojik
kirliligi az, yuzeydeki biyomolekuller sizintilara kargi dayanikli ve stabil bir

baglanma gostermektedir [64].
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2.7. Biyosensor ve Nanomalzeme Karakterizasyonunda Kullanilan
Teknikler

Biyosensor calismalari, 0zellikle nanoteknoloji alanindaki gelismelerden buyuk
Olcude etkilenmektedir. Kullanilan nanomalzemenin gekli, boyutu, ylzey ligandi,
blylume kinetigi ve ¢evresindeki malzemelerle etkilesimi, ¢esitli karakterizasyon
yontemleri kullanilarak belirlenmektedir. Karakterizasyon icin genellikle zeta
analizi, elektron mikroskobu, X-isini ve spektroskopi tabanh yontemler tercih
edilmektedir [78].

Tdm bu teknikler arasinda UV-VIS spektrofotometri, nanopartikiil olusumunu
izlemek igin gerceklestirilen ilk karakterizasyon teknigidir. Bir ¢ozelti icinde iyi
dagiimis bir nanomalzeme, boyutuna, konsantrasyonuna, aglomerasyon
durumuna ve kirlima indisine gore karakteristik bir absorpsiyon bandi
vermektedir. UV-VIS spektrofotometri, bu karakteristik absorpsiyon bantlarinin
gOzlemlenmesi ve kolloidal g¢ozeltilerdeki nanopartikillerin — stabilitesinin

belirlemesinde kullaniimaktadir [45].

Elektron mikroskoplari, nanomalzemenin boyutunun ve seklinin ayrintili olarak
gorsellestirimesinde kullaniimaktadir. TEM (Gegirimli Elektron Mikroskopu),
iletilen elektron 1ginlarinin ince bir numuneden gectidi ve malzemenin bilgisini
almak icin numunenin gevreyle kontrastinin incelendigi SEM (Taramal Elektron
Mikroskopu)' den daha yuksek bir ¢oztnurlik (101 nm' den az) elde etmektedir
[14].

Nanomalzeme yuzeyinin islevsellestirimesi ve prob dretiminde, FTIR, Raman
spektroskopisi, EDX (element haritalamasi) ve XPS gibi gesitli karakterizasyon
teknikleri kullaniimaktadir [14].

FTIR (Fourier donusumll kizildtesi spektroskopisi), orta kizildtesi bolgedeki
spektrumda (4000-400 cmt) bulunan organik bilesiklerin; fonksiyonel gruplart, iki

bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu, baglanma vyerleri ve

20



yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadigini belirlemek igin kullanilan
yontemdir. FTIR, nanopartikullerin yapisini ve etkilesimlerini incelemek igin

kullanilan en dnemli karakterizasyon tekniklerinden biridir [78,79].

EDX, atomik seviyede nanopartikillerdeki elementlerin haritalanmasi igin
kullaniimaktadir [14].

Baska bir karakterizasyon teknigi olan XPS ise, ligand etkilesimlerini ve
nanopartikullerin gekirdek-kabuk yapilarinin yuzey iglevsellegsmesini incelemek

icin yaygin olarak kullaniimaktadir [78,80].

Zeta analizi, nanopartikullerin karakterizasyonu igin siklikla tercih edilmektedir.
“Zeta Size” 6lcimu partikullerin boyutu; “Zeta Potansiyel” 6lgimu ise, partikullerin
yuzey yukinun belilenmesinde kullaniimaktadir [81]. Belirtilen tim
karakterizasyon teknikleri, nanomalzemenin genel 6zelliklerini dederlendirmek
icin birbirleriyle kombinasyon halinde kullaniimakta ve dogrulanmaktadir (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1. Nanomalzemelerin Karakterizasyonunda Kullanilan Teknikler [14]

Karakterizasyon Teknigi incelenen Parametreler
EDX Elementel bilesim
FTIR Yuzey bilegimi, ligand baglama

Nanopartikil boyutu, boyut monodispersitesi, sekil,
TEM kiimelenme durumu, matrislerdeki nanopartikillerin

tespiti ve lokalizasyonu, buyume kinetigi

Optik 6zellikler, boyut, konsantrasyon, yigiima
UV-VIS o _
durumu, nanopartikil sekli

XPS Elektronik yapi, elementel bilesim, oksidasyon
durumu, ligand baglanmasi (ytzeye duyarli)
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Zeta Size Partiktl boyutu

Zeta Potansiyel Aglomerasyon durumu, dagilim kararliligi

2.8. Meme Kanseri

Kanser kontrolsuz hucre buyumesine ve tUmor gelisimine neden olan, insan
saghglr ve yasami icin en onemli tehditlerden biridir [40,82]. Kanser turleri
arasinda meme kanseri, yilda 2.3 milyon yeni vaka ile en yuksek insidans oranina

sahip olan kadinlarda kanser kaynakli élimlerin en blyuk nedenidir [40,83].

Kanserin erken teshisi, hastanin hayatta kalmasi ve tedavinin basarisi i¢in ¢ok
onemlidir [34]. TUmOor biyobelirtegleri kanserin teshisi, izlenmesi, siniflandiriimasi,
ilerlemesi ve kemoterapiye direncin degerlendiriimesinde kullanilan terapotik

onemi yuksek molekullerdir [82].

Gunumuzde tani icin MRI, mamografi, ultrason, bilgisayarli tomografi taramasi,
X-ray goruntileme ve doku biyopsisi gibi teknikler kullaniimaktadir. Bunlar, ilgili
ekipman ve uzman analizi gerektiren tespit maliyeti yuksek ydontemler olmakla
birlikte, genellikle semptomlar ortaya ciktiktan sonra kullaniimaktadir [7,82].
immiinoanaliz ve PCR gibi teknikler ise, tiimor biyobelirteclerinin tespit
edilmesinde kullaniimakla birlikte, kullanilan immunoanaliz tekniklerinin dusuk
hassasiyete sahip olmasi ve PCR’ In uygulanmasinda gorilen karmasiklik
nedeniyle farkl alternatiflere intiyag duyulmaktadir (Cizelge 2.2) [7,84]. Ozellikle
kan dolasiminda bulunan kanser biyobelirteglerinin teshisi ic¢in, non-invaziv
(cerrahi mudahale gerektirmeyen) yontemlere olan talep artmaktadir [84].
Biyosensorler bu ihtiyaglar kargilayabilen bir alternatif olarak éne gikmaktadir.
Biyosensorler, bir hastaligi teshis etmek ve terapdtik etkinligi izlemek igin
tasarlanan, geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda daha verimli ve az

maliyetli olmasi beklenen araglardir [40].
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Cizelge 2.2. Meme Kanseri Tanisinda Kullanilan Teknikler ve Sinirlamalari [7]

Kullanilan Teknik

Sinirlamalar

Mamografi

Biyopsi

MRI

Sonografi

FISH (Fliioresan in situ
hibridizasyon)

ELISA

Meme kanserlerinin sadece %70'ini tespit eder
Dusuk duyarlilik ve 6zgulluk
Meme dokusu yodunlugu arttikga hassasiyet azalir

Yogun ve klglk dokudaki timori erken evrede tespit

edemez
Sik yanlis pozitif sonuglar

Dusuk enerjili X 1sinlari dokuda mutasyonlara neden

olabilir

Analiz sirasinda tumoér dokusunun pargalanmasi

metastaza neden olabilir

TUmor hicrelerini kagirabilir

Gereksiz ameliyat

Tumor metastazina neden olabilir

Nitelikli uzmana ihtiya¢ duyar

Daha sonraki asamalarda onay icin yapilr
Masrafli

Duktal ve lobiler karsinom gibi tim kanser tirlerini tespit

edememe
Masrafli
Daha az hassas ve nispeten pahali

Gercek zamanli muayeneyi analiz etmek icin deneyimli

uzmana ihtiyag vardir
Yari nicel sonug verir

Hastalar biyobelirteclere gore pozitif veya negatif gruplara

ayirir

Zaman alici
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Masrafli

Dusuk seviyeli belirteclere karsi duyarsiz
Analitlerin asil rengi yanlis sonuglara yol agabilir
Analiz yapmak icin egitimli personel gerekir
Radyoaktivite riski

Karmasik prosedur

RIA
Zaman alici
Analiz yapmak igin egitimli personel gerekir
Karmasik teknik

IHC Zaman alici

Analiz yapmak igin egitimli personel gerekir

Son zamanlarda kanserin klinik teshisi icin yenilikgi, basit, ekonomik ve
uygulanabilir platformlar sunan biyosensorler oldukga popiler hale gelmektedir
[82]. Ozellikle nanomalzeme, biyobelirte¢, mikroakigskan ve modelleme yazilimi
alanlarinda gergeklesen son gelismelerle birlikte, biyosensorlerin klinik alanda ve
hasta bakim noktalarinda daha hassas ve kullanigl hale getirmesi
beklenmektedir [34].

2.8.1. Meme Kanseri Biyobelirtegleri

Biyobelirtegler, kanser hicresinde asiri olarak ifade edilen veya mutasyona
ugrayan protein, DNA ve RNA gibi molekullerdir. Biyobelirtegler, kanser turlerinin
ayriminda kullanilabildigi gibi, erken teshis ve tedaviye de yardimci olmaktadir.
Yeni biyobelirteglerin ortaya c¢ikarilmasinda hastalarin molekuler profilleri
genomik, proteomik ve biyoinformatik ile kombinasyon halinde incelenmektedir.
Biyolojik sivilardaki biyobelirtegler farkli hastalik evrelerine ve durumlarina bagli
olarak degisebildigi icin, genellikle kanser teshisinde c¢esitli molekuler belirtegler
kullaniimaktadir [85].

24



Biyobelirteglerin tespitinde, enzim baglantili immunosorbent deneyi (ELISA) veya
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi klasik ydntemler tercih edilmekle birlikte
bu yontemler yiksek maliyet, uzman kisilere ihtiya¢ duyma ve sureg¢ yavasligi gibi
cesitli dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, belirli bir kanser turinin teshisinde o
kansere 6zgu biyobelirteci tespit edebilen biyosensorler, hizli teshis igin oldukga

onemlidir [86].

Biyobelirte¢, sensorun biyolojik tanima elemanina baglanarak kimyasal bir sinyal
olusturmaktadir. Donusturicu ise bu sinyali, kanserin evresini belirlemek,
degerlendirmek ve daha fazla analiz i¢in elektronik olarak isleyerek okunabilir bir

ciktiya donustirmektedir [86].

Kanserin erken agamalarinda, kan gibi vucut sivilarinda biyobelirte¢ miktarinin
dusuk olmakla birlikte, bir biyosensér numunede bulunan dusuk miktardaki
biyobelirteci tespit edebilmelidir. Bir biyosensorin duyarlihdi, minimum saptama
siniri (LOD) degeri ile belirlenmektedir. LOD, hasta numunesinde bulunan

analitlerin (hedef molekul) saptandigi minimum degerdir [86].

Her kanserin farkli, bazen de ortak biyobelirtecleri (kanserle iligkili proteinler)
bulunmaktadir. Meme kanserinin erken teshisi, takibi ve tedavi edilmesi
biyobelirteclerin kullanimi olduk¢a 6nem tasimaktadir [7]. Meme kanserinin
teshisinde kullanilan genomik, transkriptomik ve proteomik biyobelirtecler Cizelge
2.3’ de gosterilmektedir [82,87].

GunUumuzde tedavi protokollerine karar verilirken timor boyutu, kanser evresi ve
negatif risk faktorleri (Her-2 ve Ostrojen reseptori (ER) / Progesteron reseptori
(PR)) ile birlikte CA 15-3 seviyeleri dikkate alinmaktadir [88].
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Cizelge 2.3. Meme Kanseri Biyobelirtegleri [82].

Biyobelirtecgler Kullanim Alanlari
Genomik Meme Kanseri BCRAL ve BRCAZ2 genleri Teghis
Biyobelirtecleri MUC1
Transkriptomik Meme miRNA 9, miRNA 10b, Teshis ve Belirti

Kanseri Biyobelirtecleri MiRNA-21, miRNA 17-5p,
miRNA 148a, miRNA 335,
miRNA 155 ve miRNA210

Proteomik Meme Kanseri (HER) ailesi, p53, CA125, Teshis ve Belirti
Biyobelirtegleri CA19-9, CA15-3, CA242,
CA27.29, CA15-9, EGF,
VEGF, CEA

2.8.1.1. insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptérii-2 (HER2)

insan epidermal bliylime faktorii reseptorii 2 (HER-2) proteini, epidermal biiylime
faktord reseptoru (EGFR veya ErbB) ailesinin tyesi ve bir transmembran tirozin
kinaz reseptorudur [84,87]. Meme kanseri vakalarinin %15-30’ unda HER-2 asiri
ifade olmaktadir [85,89]. Bu belirte¢ en agresif biyolojik davraniglarla
iliskilendirilmektedir. Ozellikle HER2-pozitif meme kanseri hastalarinin, HER2-
negatif hastalara goére daha kotlu prognoz gostermesi daha agir bir tedavi
gormelerine neden olmaktadir. Bu nedenle HER2’ nin asirn Uretiminin tespiti,
teshis ve tedavi icin buylik énem tasimaktadir [90]. Dolasimda gérulen HER-2
reseptor protein seviyesi, teshis igin indikator olarak kullanilabilmektedir. HER-2
reseptor proteininin  yiksek seviyelerde ifade edilmesi, meme kanseri
hastalarinin hayatta kalma oranini 6nemli derecede azaltmaktadir. Ayni
zamanda hastaligin tekrar etmesi durumunda, HER-2 erken teshis i¢in izleme
biyobelirteci olarak kullaniimaktadir. HER-2, meme kanserinin metastaz yapma

durumunu tahmin etmeye de yardimci olmaktadir [87].
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HER2’ nin serumdaki normal konsantrasyonunun 15 ng/ml oldugu kabul
edilmektedir. Yapilan galismalarda metastaz yapan meme kanserinde serumdaki

HER-2 oraninin 15 ng/ml’ den fazla oldugu gorulmektedir [91].

Son yillarda HER2-pozitif kanser hlcrelerin tespiti icin FISH, immunohistokimya
ve PCR gibi metotlar kullaniimakla birlikte, bunlarin birgogu hicre belirlemeyle
sinirl olup serumda bulunan HER-2 konsantrasyonunu 6lgememektedir [40]. Bu
yontemler dusuk 6zgullik, karmasiklik, pahalilik ve duyarhlik eksikligi gibi ¢esgitli
dezavantajlara sahip olduklarindan, alternatif yontemlerin gelistirimesine daha

fazla ihtiya¢c duyulmaktadir [84].

2.8.1.2. Kanser Antijeni 15-3 (CA15-3)

CA15-3, mucin (MUC) denilen MUC1 gen ailesine ait karbohidrat igeren protein
antijenidir. MUC1 geni, malignant meme timorlerinde asiri ifade edilmektedir.
MUC1’ in asiri ifade edilmesi, meme kanseri tumor biyobelirteci olan CA15-3’ Un
acgiga ¢cikmasina neden olmaktadir. CA15-3’ Gin kandaki konsantrasyonu, meme
kanserinin teshisinde ve klinik olarak ileri meme kanserinde yaygin olarak
kullanilan 6nemli bir biyobelirtectir. CA15-3, acil operasyonlardan sonra

hastalarin durumunun takip edilmesinde de kullaniimaktadir [40].

invaziv meme kanseri (metastaz yapmis kanser) olan kadinlarin yaklasik %60-
75" i yiksek CA15-3 seviyelerine sahiptir. Saglikl insanlar icin CA15-3 seviyeleri
30 U/mL' den daha duguk olmakla birlikte, CA15-3'Un konsantrasyonu 100 U/mL'
nin Uzerinde oldugunda, hastalarin meme kanseri olduklari disunudlmektedir
[85,91]. CA15-3’ Un serumdaki konsantrasyonunun ve hastalardaki oraninin
yukselmesi, tumoérin buyukligu veya hastaligin  evresiyle de artis
gOstermektedir[87]. Meme kanserli hastalarda CA15-3 konsantrasyonlari Evre |
kanserde %10, Evre Il kanserde %20, Evre Ill kanserde %40 ve Evre IV kanserde
%75 yukselmektedir [88].
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Serumdaki CA15-3, enzim baglantil immunosorbent analiz, radyo immunolojik
test ve kimyasal immunolojik testler gibi c¢esitli immunolojik metotlarla
belirlenmektedir. Bu yontemler yuksek maliyet, zaman alma ve karmasiklik gibi
dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, CA15-3’ un hizli ve ylksek duyarli tespitine

yonelik yeni yaklagimlara olan talep artmaktadir [88,92].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

3.1.1. Altin Nanopartikiil Sentezi ve Modifikasyonunda Kullanilan

Kimyasallar

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen Altin (lll) klorGr trihidrat (HAuUCls),
Sodyum sitrat dihidrat (Na3CesHsO7) ve Sodyum hidroksit (NaOH) altin
nanopartikullerin sentezi sirasinda; MUA-11 Merkapto undekanoik asit
(C11H2202S) ve Etanol (C2HsOH) ise modifikasyonunda kullaniimistir.

Chrom filter firmasindan temin edilen CA membranli, 0.22 um 33 mm steril siringa
filtresi istenmeyen boyutlardaki altin nanopartiklllerin filtre edilerek, ¢dzeltiden

ayrilmasi icin kullaniimigtir.

3.1.2. Sensor Platformu ve Kullanilan Kimyasallar

Hirschmann firmasindan temin edilen tek kullanimlik mikropipetler (cam kilcal-

kapiller tipler) sensor platformu olarak kullaniimistir.

Cam yuzeylerin temizlenmesi igin Merck firmasindan temin edilen Hidrojen
peroksit (H202) ve Siilfirik asit (H2S04) kullaniimistir.

Cam yuzeylerin fonksiyonel hale getiriimesinde, Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilen; Aseton (CH3COCHs), Metanol (CH;OH), Toluen (C7Hs), 3-
(Aminopropil)trietoksilan (APTES) ve Trietilamin (CeéH1sN) kullaniimistir.

3.1.3. immobilizasyon igleminde Kullanilan Kimyasallar

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POs),
Sodyum  hidrojen  fosfat (Na,HPO,), Sodyum klorir (NaCl), 4-
Morfolinetansulfonik asit monohidrat fosfat (MES) ve Merck firmasindan temin
edilen  Tris(hidroksimetil)laminometan  ((HOCH,) sCNH;), antikorlarin

oksidasyonunu saglayan tamponlarin hazirlanmasinda kullaniimigtir.
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Sigma-Aldrich ~ firmasindan  temin  edilen  N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimid hidroklortir (EDC) ve N-Hidroksistksinimid (NHS), antikorlarin
altin nanopartikil ve cam yuzeyine immobilizasyonunda c¢apraz baglayicilar

olarak kullaniimigtir.

Biomatik firmasindan temin edilen fosfat tamponlu tuz c¢oézeltisi (PBS tablet)

antijen ve antikorlarin dilusyonunda kullaniimigtir.

3.1.4. Biyolojik Tanima Elemani Olarak Kullanilan Antikorlar

Sino Biological firmasindan temin edilen HER2/ERBB2 Mab (capture-yakalayici
antikoru), HER2/ERBB2 Mab (detection-belirleyici antikoru); MyBiosource
firmasindan temin edilen Kanser Antijeni 15-3 (CA 15-3) MUC 1 antikoru
(capture-yakalayici), Kanser Antijeni 15-3 (CA 15-3) MUC 1 antikoru (detection-

belirleyici), biyolojik tanima elemani olarak kullaniimigtir.

3.1.5. Kanser Biyobelirtecleri

Kanser biyobelirteci olarak, Sino Biological firmasindan temin edilen
HER2/ERBB2 proteini (antijen), MyBiosource firmasindan temin edilen Kanser
Antijeni (CA 15-3) MUC 1 Antijeni ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitisinden temin edilen SK-BR-3 HER2 (+) meme kanseri hucre hatti

kullaniimistir.

3.2. Altin Nanopartikiillerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Altin Nanopartikullerin Sentezi

0.008 g HAUCI4, 0.8 ml ultra saf su igerisinde ¢ozulmustir. Bu altin ¢ozeltisi 80
ml ultra saf su igerisine aktarilarak, 800 rpm’ de 90 °C 15 dk geri akim sisteminde
(refluks) kaynatilmistir. Kaynayan altin ¢ozeltisine, 2.8 ml %1’ lik sodyum-sitrat
eklenerek, karisim 15 dk daha kaynatiimistir. Bu sure¢ boyunca ¢ozeltinin rengi,
aclk pembeden canli bir kirmiziya dénmustir. Elde edilen altin nanopartikdl

(AuNP) solusyonu, oda sicakliginda isik gegirmeyen bir erlen icerisinde 1 saat
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daha karistirimistir. Daha sonra sentezlenen AuNP’ ler CA membranl steril

siringa filtresiyle (0.22 ym 33 mm) filtre edilerek, +4 °C’ de saklanmistir [93].

3.2.2. Sentezlenen Altin Nanopartikullerin Modifikasyonu

Sentezlenen altin nanopartikl solisyonu, 1mM NaOH ile 1 gece diyaliz
edilmistir. Diyaliz isleminden sonra, yuzeyin tek katmanl [self-assembled
monolayers (SAMS)] hale getirilmesi icin 10 ml AuNP soltusyonu, 10 mM 100 pl
(etanolde doyurulmug) MUA (11-Merkapto undekanoik asit) ile 6 saat boyunca,
150 rpm’ de, +4°C’ de muamele edilmistir. Bu islem sonucunda AuNP’ lerin ylzeyi
MUA ile kaplanarak tek katmanl hale getirilmistir (Sekil 3.1) [93].

M [
0 @~
AuNP MUA AuNP

Sekil 3.1. MUA ile modifiye edilmis AuNP’ ler

3.2.3. Altin Nanopartikillerin Karakterizasyonu
Sentezlenen AuNP’ lerin karakterizasyonu igin;

e Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere),
e UV-VIS Spektrofotometri (Nanodrop 1000),
e Fourier Dénlisuimli Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) ve
e Gegcirimli Elektron Mikroskobu (TEM) cihazlari kullaniimistir.
FTIR icin, Hacettepe Universitesi Kimya Bolimiu Merkezi Analiz

Laboratuvarindan hizmet alimi yapilmistir.

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) igin, Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU)

merkezi laboratuvarindan hizmet alimi gergeklestirilmistir.
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Zeta-Sizer: Polistiren klvet icerisine 200 pyl AuNP c¢ozeltisi, 800 pl saf su
eklenerek hazirlanan 6rnek Zeta-Sizer cihazinda okunmustur. Bu cihaz ile
sentezlenen nanopartikullerin boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve ylzey yuku

(zeta-potansiyel) belirlenmigtir.

FTIR: Sentezlenen AuNP 50 ml’ lik falcon tlplerine alinarak, 4100 rpm’ de 40 dk
ilk santrifij islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra pelet, ependorflara aktarilarak;
10.000 rpm’ de 10 dk tekrar santriflj edilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen
pelet, 60 °C’ lik etivde 24 saat kurutularak FTIR cihazinda analiz edilmistir. Analiz

islemi 400-4000 cm™’ de gergeklestiriimistir.

TEM: Sentezlenen AuNP’ e, aydinlik alanda yiksek ¢ozunurlikli gortintileme
(HRTEM), TEM mod goruntuleme ve yerel EDX analizi (beklenen elementler
C,0,Au,N) yapilmistir. Farkl nm’ ler de goruntuleri alinan AuNP’ lerin, sekli ve

boyutu belirlenmistir.

UV-VIS spektrofotometri (Nanodrop): AuNP’ lerin sahip olduklari kimyasal
yaply! belirlemek icin kullaniimistir. Olgtimler 220-700 nm arasinda yapilmistir.
AuNP ve MUA kapli AuNP’ lerin absorbans degeri belirlenmigtir.

3.3. Cam Kapillerin Aminlenmesi ve Karakterizasyonu

Cam kapiller ve goruntileme igin kullanilacak lamlar aminleme igleminden 6nce,
yuzey temizleme asamasindan gegirilmigtir. Bu agsama, cam yuzey Uzerindeki —
OH gruplarini zenginlestirmek ve cami aminlemeye uygun hale getirmek igin
yapiimigtir. En iyi aminleme yonteminin belirlenmesi igin hem sivi hem de gaz
fazinda aminleme islemi yapilmistir. Elde edilen sonuca gore yontemlerden biri

secilerek, ¢alismanin geri kalani bu aminleme yontemine gore yapilmigtir.

3.3.1. Cam Yiizeylerin Temizlenmesi

ik olarak camlar, aseton icerisinde 10 dk sonikasyon ile temizlenmis ve daha
sonra 10 dk desikator icerisinde (vakum altinda) kurutulmustur. Camlar kurutma
isleminden sonra, taze hazirlanmig Piranha ¢ozeltisi (%70 H2SO4 ve %30 H202)
ile 30 dk muamele edilmistir. Bu slure sonunda bol miktarda distile su ile
yikanarak, vakum altinda kurutulmustur [46].
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3.3.2. Cam Yuzeylerin Aminlenmesi

3.3.2.1. Sivi Fazda Aminleme

e Camlar sirasiyla Metanol, Metanol-Tollen, Tollen igerisinde 10’ ar dk
bekletilmistir.
e Daha sonra aminosilan solusyonu ile oda sicakliginda, 70 rpm c¢alkalayici

icerisinde 30 dk muamele edilmigtir [74].

Aminosilan  Solisyonu Hazirlama: Tolien icerisinde %2’ lik
Aminopropiltrietoksisilan (APTES) ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Aminosilan solisyonu

hazirlandiktan sonra, 10 dk hidroliz olmasi igin bekletilmig, sonra kullaniimigtir.

e Aminosilan solusyonu ile muameleden sonra, camlar ultrasonik banyo
icerisinde Tollen, Metanol-Toluen, Metanol ile 10’ ar dk bekletilmistir.

e Buislemden sonra, camlar 110 °C firin igerisinde 1 saat kurutularak aminleme
islemi tamamlanmigtir. Camlar kullanilana kadar desikator igerisinde (vakum
altinda) oda sicakhdinda saklanmistir. Yapilan tim bu islemler sirasinda
havayla temastan kaciniimistir [74].

e Aminleme iglemi tamamlanan camlar XPS (X-lsini Fotoelektron

Spektroskopisi) ile analiz edilmistir.

3.3.2.2. Gaz Fazda Aminleme

Cam yuzeyler gaz fazinda aminlenmeye baslanmadan 6nce, sivi fazda oldugu

gibi yuzey temizleme basamagindan gegirilmistir.

Oncelikle kullanilacak basing gostergeli desikatér bol miktarda argon gazi ile

muamele edilerek, desikator icerisindeki nem ve hava ortadan kaldiriimistir.

Desikator icerisine 1.5 cm boyunda kesilmis cam kapiller dikey konumda
yerlestiriimistir. Camlarin tam altina gelecek sekilde eppendorf kapaklari igerisine
30 ul APTES (4.231 mol/lt) ve 10 pl Trietilamin (%99’ luk) koyularak, desikator
kapatiimigtir. Bu islemler sirasinda APTES ve Trietilamin’in hava ile ¢ok temas
etmemesine dikkat edilmigtir. Desikator icerisine 2 dk argon gazi verilerek,
vakumlama islemine gecilmistir. Basing 0.04 Mpa olana kadar desikator

vakumlanmig ve camlar 120 dk inkibasyona birakiimistir.
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inkiibasyondan sonra APTES ve Trietilamin ortamdan uzaklastiriimistir.
Desikator tekrar vakumlanarak (0.04 Mpa) camlar 2 giin boyunca yuzeyin APTES

ile kaplanabilmesi (aminlenmesi igin) inkiibasyona birakilmistir (Sekil3.2) [73].

NHZ)
NH2)
= P
r ® r Si
Si 5 =
= & RH, C02, H20 o
o : OR :

APTES

b .. LY

Sekil 3.2. Cam yuzeylerin APTES ile aminlenmesi

Aminleme igslemi tamamlanan camlar XPS (X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi)
ile analiz edilmistir. XPS analizi i¢cin Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezinden

(UNAM) hizmet alimi gergeklestirilmistir.

3.3.3. Cam Yiizeylerin XPS ile Karakterizasyonu
X-1s1ni fotoelektron spektrometresi igin;

1. Normal cam (islem gérmemis),

2. Yluzeyi temizlenmis cam,

3. APTES ile aminlenmis cam (sivi faz),

4. APTES ile gaz fazinda aminlenmis cam o&rnekleri, genel tarama ve kismi

tarama yapilmak Uzere analize gonderilmigtir.

Olglimler Al monokromatik x-1sininda gergeklestiriimis ve C, O, N, Si elementleri
taranmistir. Sonuglar genel tarama (survey) grafikleri seklinde elde edilmistir.

Elde edilen veriler Origin programina yuklenerek fit grafikleri gizilmistir.
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3.4. Aminlenmig Camlarin Optimizasyonu

Bu asamada gaz fazinda aminlenen camlar igin, 2 farkli parametre arastiriimistir.

3.4.1. Basincin Aminlemeye Olan Etkisi

Vakumlu desikator kullanilarak 0.04, 0.06 ve 0.08 Mpa basing altinda, aminleme

islemi gergeklestirilmis ve basincin aminlemeye olan etkisi belirlenmigtir.

3.4.2. APTES Miktarinin Aminlemeye Olan Etkisi

Cam kapiller (0.04 Mpa basing altinda) 30, 50 ve 70 ul APTES kullanilarak aminle
fonksiyonel hale getirilmistir. Konsantrasyonun aminlemeye olan etkisi

belirlenmistir.

3.5. Cam Kapillerin Meme Kanseri Antikorlari ile immobilizasyonu

Calismada meme kanseri teshisi icin kullaniimak Gzere, HER2 ve CA15-3
belirtecleri segilmistir. Cam yuzey Uzerinde olusturulacak immobilizasyon
asamasinda, her kanser belirteci i¢in yakalayici (capture) ve belirleyici (detection)
antikorla birlikte, antijen kullanilmig ve cam uzerinde sandvi¢ modelinde bir

immobilizasyon gercgeklestirilmistir.

3.5.1. Yakalayici (Capture) Antikorun AuNP’ ler ile Aktive Edilmesi

o 4 ml AuNP’ e sirayla; 6 yl EDC (50mM) ve 6 yl NHS (15mM) eklenerek 30 dk
karigtirilmistir.

o Karigim 11000 rpm’ de 15 dk santriflj edilerek, pelete 2 ml fosfat tamponu-
PB (0.1 M, pH 7.4) eklenmistir.

o Cozulmus pelete 10 ul yakalayici antikor (cap-ab) eklendikten sonra, 1 saat
nazikge karigtiriimistir.

o Elde edilen AuNP-(cap-ab) solisyonu 1 gece 4 °C’ de bekletildikten sonra
kullanilmigtir (Sekil 3.3) [93].
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Sekil 3.3. AuNP ylzeyine konjuge edilmis antikorlar

3.5.2. Belirleyici (Detection) Antikorun Oksidasyonu ve immobilizasyon

o 0.4 mgEDC ve 1.1 mg NHS, 100 yl MES tamponunda (0.1 M pH 4.7)
¢ozulmustdr.

o 10 pl Antikor, 89 ul PBS (0.1 M pH 7.4) ve 1 yl EDC-NHS 15 dk oda
sicakhginda inkube edilmigtir. Aktive edilen belirleyici antikor (det-ab)
aminlenmig cam yuzeyine verilerek, 1 saat 37 °C’ de inkube edilmistir. Daha
sonra, 5 kez 300 pl PBS (0.1 M pH 7.4) ile yikanmigtir [94].

o Det-ab ile kaplanan camlara, antijen eklenerek 1 saat oda sicakliginda
immobilizasyon islemi gergeklestiriimistir. Bu adim tamamlandiktan sonra,
hazirlanan AuNP-Yakalayici Antikor ¢ozeltisi camlara eklenerek 4 saat oda

sicakliginda inklibasyona birakilmistir (Sekil 3.4).

EDC/NHS Det-ab (antikor)
—_—

MES N
l C=0
tamponu
i c=0 C=0
HN @ b

Sekil 3.4. Oksidasyon islemiyle aktive edilen antikorlarin cam ylzey Uzerine
immobilizasyonu
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AuNP

Cap-ab (antikor)

Antijen

Det-ab (antikor)

Sy .. Cam yiizey

Sekil 3.5. Cam yuzey uUzerinde (det-ab, antijen ve cap-ab kapli AuNP)

gerceklesen immobilizasyon

3.5.3. HER2 Antikorunun Optimizasyonu

Biyosensorun galistigi en iyi kosullari belirlemek i¢in, cap-ab miktari (5, 10, 20 ul-
1:13 oraninda dillie edilmis), det-ab miktari (15, 20, 30 ul-1:13 oraninda dilte
edilmis), antijen konsantrasyonu (50, 100, 200, 300 ng/ml) ve det-ab inkibasyon
suresi (30 dk, 1, 2 ve 4 sa) gibi ¢esitli parametreler arastiniimistir. Analizler, FTIR
ve mikroskobik goruntuleme ile yapiimistir. Farkh konsantrasyonlarda hazirlanan

yakalayici antikorlarin (cap-ab) zeta potansiyel 6lgcimu yapilmistir.

3.5.4. CA15-3 Antikorunun Optimizasyonu

Biyosensorun galistigi en iyi kosullari belirlemek igin, cap-ab miktari (5, 10, 20 ul-
1.15 mg/ml), det-ab miktari (10, 20, 30 pl-2.85 mg/ml), antijen konsantrasyonu
(100, 200, 300, 400, 500 U/ml) ve det-ab inkibasyon suresi (30 dk, 1, 2 ve 4 sa)
gibi cesitli parametreler arastirilmistir. Analizler, FTIR ve mikroskobik
goruntuleme ile yapilmistir. Farkh konsantrasyonlarda hazirlanan yakalayici

antikorlarin (cap-ab) zeta potansiyel 6lgimu yapilimistir.
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3.6. Kolorimetrik Biyosensoriin Validasyonu

Cam kapiller ve lam uUzerinde immobilizasyonu tamamlanan kolorimetrik
biyosensorun validasyonu, FTIR analizi ve Leica DMR marka i1s1k mikroskopunda
(6X buyltme) goruntu alinarak tamamlanmigtir. Alinan goérantuler Image J

programinda analiz edilmigtir.

3.7. HER2 (+) Meme Kanseri Hucreleri Kullanilarak Biyosensoriin Valide

Edilmesi

SK-BR-3 HER2 (+) meme kanseri huicre hatti kullaniimistir. HER2 hicreleri, %10
FBS (fetal sigir serumu), %1 c-Glutamin ve %1 Pen/Strep (penisilin-streptomisin)

iceren McCoy’ s 5A besiyerinde ¢ogaltiimigtir.

3.7.1. HER2 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kultur kabinda bulunan besiyeri dokulerek, hucreler tripsinizasyon iglemi ile

yuzeyden kaldiriimigtir.

Tripsinizasyon iglemi: Hucreleri kaldirmak icin ilk olarak, kultur kabina 1 ml
tripsin eklenerek yuzey tripsin ile yikanmistir. Daha sonra ortama 2. kez tripsin
eklenerek, flask %5 CO2 igceren 37 °C’ lik ettive kaldiriimistir. Bu islem ile flaska
tutunmus hucrelerin yuzeyden ayrilmalari saglanmigtir. Hacreler, OLYMPUS

IX70 marka inverted mikroskopla goruntilenmistir.

Hucrelerin ylzeyden ayrilmalari saglandiktan sonra, flaska besiyeri eklenerek
hicreler toplanmistir. Falcon tlptne alinan hicreler, 800 rpm’ de 5 dk santrifij
edilerek ortamdaki tripsin hiicrelerden uzaklastiriimistir. Ust sivi dékiilerek dibe
¢Oken hucrelere hafifge vurulmus ve Ustlerine 10 ml besiyeri eklenmigtir. Hucreler
ve besiyeri homojenize edilerek biyosensoér uygulamasi ic¢in hazir hale

getirilmistir.

3.7.2. HER2 Hiicrelerinin immobilizasyonu

Gaz fazinda aminleme islemiyle immobilizasyon igin hazir halen gelen cam

yuzeyler ilk olarak HER2-det-ab (antikor) ile 1 saat, 37 °C’ de inkiibe edilmistir.
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Daha sonra toplanan HER2 (+) meme kanseri hiicrelerinden 50 upl (2x10°
hicre/ml) eklenerek, 1 saat oda sicakhdginda immobilizasyon islemi
gerceklestiriimistir. Bu adim tamamlandiktan sonra, hazirlanan AUNP-HER2-cap-
ab (antikor) ¢oOzeltisi camlara eklenerek, 6 saat inkibasyona birakiimistir.

Validasyon mikroskobik goruntuleme ile tamamlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sitrat indirgeme metoduna gore sentezledigimiz AuNP’ ler Sekil 4.1° de
gOsterilmigtir. Yapilan sentez sonucunda sarap kirmizisi renginde, berrak bir
nanopartikil ¢ozeltisi elde edilmistir. Sentezlenen AuNP’ ler; Zeta-boyut, Zeta

potansiyel, UV-VIS, FTIR, EDX ve TEM teknikleri kullanilarak karakterize
edilmistir.

Sekli 4.1. Sitrat indirgeme metoduna gére sentezlenen AuNP’ler

4.1.1. Boyut Dagilhimi ve Yuzey Yiikiu Analizi

AuNP’ lerin ortalama boyutu ve yuzey yuku Zeta-Sizer cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, ortalama boyutu 25 nm ve

polidispersite degeri (PDI) 0.3 olan AuNP’ ler sentezlenmistir (Sekil 4.2).

Size Distribution by Intensity
1D R R e IR T T .

IT0} SRR ............... .\ ....... ............... e

Intensity (Percent)
[+2]

Size (d.nm)

Sekil 4.2. AuNP boyut analizi
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AuNP’ lerin zeta potansiyel (yluzey yuku dagilim) degeri ise, -33.4 mV olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3).

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.3. AuNP zeta potansiyel (yuk dagilim) analizi

MUA (11-Merkapto undekanoik asit) ile kaplanmis AuNP’ lerin zeta potansiyel
degeri ise, -21.8 mV olarak tespit edilmigtir. (Sekil 4.4)
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Sekil 4.4. MUA kapli AuNP’ lerin yik dagilim analizi
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Elde sonuglar gére, MUA ile kaplanan AuNP’ lerin ylzeyindeki yik dagiliminin
degqistigi gorulmustur. Yuk dagihimindaki bu degisiklik, AUNP ylUzeyindeki sitrat
iyonlarinin yerini MUA’ larin aldigini ve AuNP yuzeyinin MUA ile fonksiyonel hale

getirildigini gostermektedir.

4.1.2. UV-VIS

MUA ile fonksiyonel hale getirilen AuNP’ lerin analizi, UV-VIS spektrofotometri ile
gerceklestiriimistir. Elde edilen sonuglara gore, sentezlenen AuNP’ ler 523 nm’
de; MUA kapli AuNP’ ler ise 527 nm’ de absorbans vermistir (Cizelge 4.1). UV-
VIS spektrum grafiginde goérilen kayma, sentezlenen AuNP’ lerin MUA ile
kaplandigini gostermektedir. Absorbans degerinde gerceklesen kayma Sekil 4.5’

de gosterilmigtir

Cizelge 4.1. AuNP ve MUA-AUNP’ lerin UV-VIS sonuglari

AuNP 523 nm 0,091

MUA-AuUNP 527 nm 0,062

0,12

o
o ©
©® P

o
o
o

Absorbans

0 Ay
0 200 400 600 800
Dalga Boyu (nm)

—e—AUNP MUA-AUNP
Sekil 4.5. Sentezlenen AUNP ve MUA kapli AuNP’ lerin UV-VIS spektrum grafigi

42



4.1.3. TEM Goriintiileme ve EDX Analizi

Sentezlenen AuNP’ lerin boyut, sekil ve kiimelenme durumu gibi 6zellikleri TEM
(Gegcirimli Elektron Mikroskopu) goruntileme teknigi ile tespit edilmigtir. AUNP’
lerin element icerigi ise, EDX analizi yapilarak belirlenmigtir. AUNP’ lerin farkh
Olceklerde alinan TEM goruntulerine gore, kuresel sekile sahip oldugu ve

boyutlarinin 14-16 nm arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. AuNP’ lerin (A) 200 nm (B) 50 nm (C) 20 nm o6lgekteki TEM gorintuileri
ve (D) AuNP’ lerin ¢ap boyutunun gdsterildigi TEM gorunttsu

Yapilan EDX analizi ile sentezlenen AuNP’ lerin C, N, O ve Au elementlerini
icerdigi gorulmastir (Sekil 4.7). C elementinin en ylksek atomik ylzdeye sahip
oldugu tespit edilmigtir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. AuNP’ lerin icerdigi elementlerin atomik yuzdeleri

[Element[Peak |[Area [k [JAbs |[Weight®s|[Weight®s[[Atomic®]
| HA_rea ||Sigma||facmr”(jonn. ” ||Sigma ” |
[CK  |572160([1824 [1617[12.968)66.15 [jo.ss  |[70.55 |
INK 27191 [[1522 [2.171][71.06923.14 |1.00  |21.16 |
|
|

oK 27777 |[736 [1.326[50.884/[1033 [jo29 827
l[AuL 36148 [382 [1.920[0.994 |j0.38  [fo.o1  [0.02

Toals | | || |  J1oooo |

Spectrum 3

Sekil 4.7. AuNP’ lerin EDX analiz grafigi

4.1.4. FTIR

AuNP ylzeyinin sitrat iyonlari ile iglevsellestiriimesi FTIR olgumu ile belirlenmigtir
(Sekil 4.8). FTIR spektrumlari, AuNP' lerin yapisi (sahip oldugu fonksiyonel

gruplar ve bagdlar) hakkinda bilgi vermektedir.
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Sekil 4.8. Sentezlenen AuNP’ lerin FTIR spektrumu

. 1573 cm-1" deki karakteristik pik, (Vas(—COQ)) karboksilat asimetrik
gerilmesine,

. 1455 ve 1375 cm-1’ deki karakteristik pikler, (Vs(—COOQ)) karboksilat
simetrik gerilmesine,

. 2953, 2917 ve 2840 cm-1’' deki karakteristik pikler ise, (Vas(CH2))
asimetrik gerilmesine karsilik gelmektedir.

Kuresel AuNP olusumu, yuzeyde bulunan sitrat iyonlarinin dengeleyici
kapasitesine bagli olarak degismektedir. FTIR sonuglarinda gorulen —COO
pikleri, karakteristik sitrat bantlarini igsaret etmekte ve sitrat iyonlari ile AuNP
arasindaki etkilesimi dogrulamaktadir. Elde edilen FTIR sonuglari, sitrat
indirgeme metoduyla AuNP’ lerin basaril bir sekilde sentezlendigini

gOstermektedir.
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4.2. Aminlenmig Cam Yuzeyin Karakterizasyonu

Cam yuzeyler sivi ve gaz fazi olmak Uzere, 2 farkli yontemle aminle fonksiyonel
hale getirilmigtir. Cam yuzeyler, X-isini fotoelektron spektroskopisi (XPS)

karakterize edilmigtir.

4.2.1. Aminlenen Cam Yuzeylerin XPS Analizi

1.Normal cam (iglem goérmemis), 2.YUzeyi temizlenmis cam (piranha ¢ozeltisi ile
muamele edilmig), 3.APTES ile sivi fazda aminlenmis cam ve 4 APTES ile gaz
fazinda aminlenmis cam érnekler, genel tarama ve kismi tarama yapilmak tzere

XPS analize génderilmigtir.

Olglimler Al monokromatik x-isininda gerceklestirilmigti. C, O, Si ve N
elementleri taranmistir. Sonuglar, genis tarama XPS spektrum grafikleri seklinde

elde edilmistir.

Normal cam igin taranan elementlerin atomik yuzdesi; C1s %91.5, O1s %6.8,
Si2p %1.7 olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).

Yuzeyi temizlenmis cam igin taranan elementlerin atomik yizdesi; C1s %98, O1s
%1.4, Si2p %0.6 olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).

Sivi fazda aminlenmis cam igin taranan elementlerin atomik ylzdesi; C1s %74.9,
O1s %18.6, Si2p %6, N1s %0.5 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Gaz gazda aminlenmis cam icin taranan elementlerin atomik ylzdesi; C1s
%81.9, O1s %14, Si2p %3.5, N1s %0.6 olarak tespit edilmigtir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.9. Normal cam (islem gérmemisg) ylizeyin genis tarama XPS spektrumu
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Sekil 4.10. Yuzeyi temizlenmis camin (piranha ¢ozeltisi ile muamele edilmig)

genis tarama XPS spektrumu
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Sekil 4.11. Sivi fazda aminlenmis camin genis tarama XPS spektrumu

25000 ~

Cis

20000 +

15000

Intensity

10000

N1is

RN

T T T T T T ' T T T T I
0 200 400 600 800 1000 1200
Binding Energy (eV)

5000

si2p
Si2s

Sekil 4.12. Gaz fazda aminlenmis camin genis tarama XPS spektrumu
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Elde edilen sonuglara goére; 1. ve 2. Cam ylzeylerde N elementine ait pik
gozlenmemigtir. 3. ve 4. Camlarda (APTES ile muamele edilmig) gozlenen N

elementine ait pik yuzeyin aminle kaplandigini gostermektedir.

N1s piki ve diger element yuzdelerindeki degisiklikler (C1s ylzdesi azalirken,
Si2p yluzdesi artmasi), cam yuzeylere yapilan aminleme isleminin (APTES ile

muamelenin) basarili bir sekilde gergeklestigini gostermistir.

2 farkh metot kullanilarak yapilan aminleme islemi sonunda, gaz fazinda yapilan
aminlemenin daha basarili oldugunu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Calismalara

gaz fazinda aminleme yontemi secilerek devam edilmistir.

Cizelge 4.3. Sivi ve gaz fazinda aminlenen cam yuzeylerin XPS analizi ile elde

edilen atomik konsantrasyon ytzdeleri

Bagil Atom Kontrol (iglem Sivi Faz Gaz Faz
Konsantrasyonu (%) gormemis cam)
% C 11.18 74.9 81.9
% O 57.86 18.6 14
% Si 27.79 6 3.5
% N - 0.5 0.6

4.2.2. Gaz Fazinda Aminlenen Cam Yuzeylerin Optimizasyon Sonuglari

Optimizasyon ic¢in, APTES konsantrasyonu ve basing etkisi Uzerine galismalar
gerceklestiriimistir. APTES konsantrasyonunun aminlemeye etkisini belirlemek
amaciyla, desikator icerisindeki basing 0.04 Mpa’ da sabit tutularak Gg farkl
APTES konsantrasyonu (30, 50 ve 70 pl) arastinimistir. En iyi aminlemenin
gerceklestigi basincin belirlenmesi icin konsantrasyon (50 yl APTES) sabit
tutularak, desikator icerinde 0.04, 0.06 ve 0.08 Mpa basincin etkisi arastiriimistir.
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Elde edilen XPS analiz sonuglarina goére, C, O, Si, N atomlarinin verdigi piklerin
siddeti degismektedir. Cizelge 4.4 de 30, 50 ve 70 pul APTES
konsantrasyonlarina ait cam kapiller tuplerin yuzeyindeki atomik bilesimlerin
yuzdesi verilmektedir. Buna gore, 30, 50 ve 70 pl APTES kullanilan cam
yuzeylerin N elementinin atomik yUzdeleri sirasiyla, %1.51, %1,84 ve %1,28
olarak tespit edilmistir. En etkili aminleme igleminin, 50 ul APTES kullanilan cam

kapiller tip yuzeyinde oldugu gorulmustur.

Cizelge 4.4. Farkli APTES konsantrasyonlari ile islevsellestiriimis cam

ylzeylerin XPS analizinden elde edilen atomik kompozisyon ylzdeleri

Bagil Atom APTES Konsantrasyonu
Konsantrasyonu (%)
Kontrol 30 ul 50 pl 70 ul
% C 7.68 66.93 45.79 77.63
% O 61.81 20.21 33.7 13.1
% Si 29.78 10.64 18.05 8
% N - 151 1.84 1.28

Desikatordeki ortam basincinin aminlemeye etkisini belirlemek igin, 50 ul APTES
ile muamele edilen cam kapiller tpler, 0.04, 0.06 ve 0.08 Mpa basin¢ altinda
inkibasyona birakilmigtir. Desikator icindeki basing arttirildiginda atomlarinin

verdigi piklerin siddetinin ve atomik bilesimlerinin yUzdesinin degistigi

gorulmasgtur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Farkli  basinglarda aminlenmis cam  ylzeylerin  atomik

konsantrasyon yuzdeleri

50 ul APTES Kontrol 0.04 Mpa 0.06 Mpa 0.08 Mpa
% C 20.71 73.75 51.15 51.96
% O 53.93 16.84 31.05 29.28
% Si 24.46 7.87 10.41 13.48
% N - 1.53 7.39 5.29

Cizelge 4.5’ te verilen XPS analizi sonuglarina gore, islenmemis cam (kontrol) ile
aminlenmis camlar karsilastirildiginda C atomunun yuzdesinde artis oldugu
gorulmustur. Kontrol de N atomuna ait pik gézlenmezken, aminlenmis camlarda
N atomuna ait pik goértlmustir. Aminlenmis camlarda basing artisi ile Si ve O
atomunun yuzdesinin azaldigi,, C ve N atomunun yuzdesinin ise arttig

gOrulmustar.

En iyi aminlemenin, 0.06 Mpa basing altinda gerceklestigi ve N elementine ait
atomik bilesiminin %7.39 oldugu belirlenmistir. Ortam basincinin 0.08 Mpa
¢cikmasiyla birlikte, N atomunun ylzdesinin %7.39’ dan, %5.29’ a dustugu

gorulmustar.

Elde edilen verilere gore, desikator icerisindeki ortam basincinin APTES ile
yapilan aminleme iglemi i¢cin 6nemli bir parametre oldugu gorulmustar. Yapilan
optimizasyona goére, gaz fazinda en iyi aminlemenin 0.06 Mpa basing altinda, 50
Ml APTES kullanilarak gergeklestigi belirlenmigtir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 0.06 Mpa basing altinda, 50 yl APTES kullanilarak yapilan aminleme

isleminin genis tarama XPS spektrumu

C1s, N1s, O1s ve Si2p enerji spektrumlarina ait fit (ic kisimdaki spektrum)

grafikleri Origin programi kullanilarak gizilmigtir.

Yuksek ¢cozunurlukli XPS grafiginde C1s pikine ait spektrum karbon atomunun
yapti§i baglar g6z éniinde bulundurularak (¢ bilesen halinde analiz edilmistir. ilk
olarak 284.9 eV degerinde baglanma enerjisine sahip olan C-C veya C-H
baglarini iceren pik, daha sonra 286.3 eV baglanma enerjisinde pik veren C-N
bagdi ve 287.7 eV degerinde baglanma enerjisine sahip halka yapidaki O-C-O
veya C=0 bagini iceren pik tespit edilmistir (Sekil 4.14). C1s zirvesindeki ana
bilesenin 284.9 eV’ de kaldigi tespit edilmigtir. C1s zirvesinde gbzlenen sinyal

artisi cam yuzey Uzerinde APTES’ in biriktigine isaret etmektedir.
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Sekil 4.14. C1s spektrumuna ait baglanma enerijilerinin gosterildigi fit (ic

spektrum) grafigi

N1s spektrumu, N atomunun yaptigi baglar acgisindan iki bilesen halinde analiz
edilmistir (Sekil 4.15). N1s pikine ait ilk bilesenin 399.9 eV civarinda oldugu
belirlenmistir. Bu pik, notr amin gruplarinin (C-NH2) baglanma enerjisini
gOstermektedir. Bu gruplar N/H baglarinin  erigilebilirligi  nedeniyle

biyofonksiyonellestirme icin oldukca ilgi ¢cekicidir.

N1s spektrumundaki diger bilesenin, 401.5 eV baglanma enerijisine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu baglanma enerjisindeki grup, protonlanmis amino gruplari
(NHs+) olarak bilinmektedir. Protonlanmis amino gruplari, aminleme iglemi
sirasinda veya X i1ginlarinin ylzey uzerinde yarattigi etki sonucu olusmaktadir.
N1s spektrumunda protonlanmis amino (NHs+) gruplari cam ylzeyine (igeri)
dogru bir yonelim goésterirken, serbest amin gruplari (C-NH2) cam ylzeyinden

disari dogru ¢ikinti yapmaktadir.
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N1s ve C1s zirvesinde gorulen bu sinyal artiglari, cam yuzeyin APTES ile
kaplandigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.15. N1s spektrumuna ait baglanma enerjilerinin gosterildigi fit (i¢
spektrum) grafigi

Yuksek c¢ozunurlukli O1s spektrumunun baglanma enerjisinin ise, 532.1 eV
oldugu belirlenmistir. Bu zirve, O-Si kimyasal baginin bir 6zelligi olup silikon oksit
icerisindeki oksijene karsilik gelmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. O1s spektrumuna ait baglanma enerjisinin gosterildidi fit (ic spektrum)

grafigi

Si2p spektrumuna bakildiginda ise, 102.1 ve 102.7 eV' de iki pik gorlulmustir
(Sekil 4.17). Bu sinyallerin, Si-O kimyasal bagina 6zgl oldugu bilinmektedir.
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Sekil 4.17. Si2p spektrumuna ait baglanma enerjilerinin gdsterildigi fit (ic
spektrum) grafigi
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O1s ve Si2p sinyallerindeki azalma, ylzey kimyasal baginin Si-O-H’ dan Si-O-Si’
a degistigini ve APTES ‘in yluzeye baglandigini gostermektedir. XPS analizi
sonucunda tespit ettigimiz karakteristik sinyaller, cam yuzeyin amin ile

fonksiyonel hale getirildigine isaret etmektedir.

4.3. HER-2 ve CA15-3 Antikorlari ile Muamele Edilen AuNP’ lerin Analizi

HER-2 ve CA15-3 yakalayici antikorlari ile modifiye edilen AuNP’ ler; Zeta
potansiyel, UV-VIS ve FTIR karakterizasyon teknikleri ile analiz edilmigtir.

4.3.1. HER-2 Yakalayici Antikoruyla Muamele Edilen AuNP’ lerin Zeta

Potansiyel Analizi

Farkl miktarlardaki (5, 10 ve 20 pl) HER-2 yakalayici antikorlarinin (cap-ab)
AuNP’ lere baglanma kapasitesi, zeta potansiyel (yuk dagilimi) analizi yapilarak

incelenmistir. Elde edilen zeta potansiyel analizlerine gore;

e 5 ul HER-2 iceren AuNP’ lerin ortalama -32,6 mV (Sekil 4.18),

e 10 pl HER-2 iceren AuNP’ lerin ortalama -36,8 mV (Sekil 4.19),

e 20 ul HER-2 iceren AuNP’ lerin ise, ortalama -34,7 mV degerinde ($ekil 4.20)
oldugu tespit edilmistir.

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -32,6 Peak 1: 6,36 100,0 8,08
Zeta Deviation (mV): 79,0 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/em): 1,55 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.18. 5 yl HER-2 ile muamele edilen AuNP’ lerin zeta potansiyel dagilimi
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -36,8 Peak 1: -1,71 100,0 7,69
Zeta Deviation (mV): 70,3 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 1,60 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.19. 10 yl HER-2 ile muamele edilen AuNP’ lerin zeta potansiyel dagilimi

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -34,7 Peak 1: 6,73 100,0 6,74
Zeta Deviation (mV): 81,8 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 1,62 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.20. 20 pl HER-2 ile muamele edilen AuNP’ lerin zeta potansiyel dagihmi

Yapilan analizler sonucunda, HER-2 yakalayici antikorunun AuNP yuzeyine

baglandigi dogrulanmis ve en uygun HER-2 miktari 10 yl olarak belirlenmigtir.
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4.3.2. CA15-3 Yakalayici Antikoruyla Muamele Edilen AuNP’ lerin Zeta

Potansiyel Analizi

Farkli miktarlardaki (5, 10 ve 20 pl) CA15-3 yakalayici antikorlarinin (cap-ab)
AuNP’ lere baglanma kapasitesi, zeta potansiyel (yuk dagihmi) analizi yapilarak

incelenmistir.
Elde edilen zeta potansiyel analizlerine gore;

e 5 ul CA15-3 iceren AuNP’ lerin ortalama -42,5 mV (Sekil 4.21),

e 10 pl CA15-3 iceren AuNP’ lerin ortalama -38,5 mV (Sekil 4.22),

e 20 ul CA15-3iceren AuNP’ lerin ise, ortalama -26,3 mV degerinde (Sekil 4.23)
oldugu tespit edilmistir.

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -425 Peak 1: 1,07 100,0 6,95
Zeta Deviation (mV): 94,6 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 2,78 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.21. 5 yl CA15-3 ile muamele edilen AuNP’ lerin zeta potansiyel dagilimi
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -38,5 Peak 1: 109 100,0 6,42
Zeta Deviation (mV): 104 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/em): 2,78 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.22. 10 pl CA15-3 ile muamele edilen AuNP’ lerin zeta potansiyel dagilimi

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -26,3 Peak 1: 11,86 100,0 5,72
Zeta Deviation (mV): 81,9 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 3,01 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.23. 20 pl CA15-3 ile muamele edilen AuNP’ lerin zeta potansiyel dagilimi

Elde edilen bu sonuglar, CA15-3 yakalayici antikorunun AuNP ylUzeyine
baglandigini gostermektedir. En uygun CA15-3 yakalayici antikor miktar1 5 pl

olarak belirlenmisgtir.
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4.3.3. HER-2 ve CA15-3 Yakalayici Antikorlariyla Muamele Edilen AuNP’
lerin UV-VIS Spektrofotometri Analizi

AuNP, MUA ile modifiye edilmis AuNP, HER-2 ve CA15-3 (cap-ab) antikorlariyla
fonksiyonel hale getirilmis AuNP’ lerin UV-VIS spektrofotometri dlgimleri

yapilarak, absorbans degerleri kargilastiriimistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. AuNP, MUA ile modifiye edilmis AuNP, HER-2 ve CA15-3 (cap-ab)

antikorlariyla fonksiyonel hale getirilmis AUNP’ lerin UV-VIS spektrumu

Elde edilen UV-VIS spektrofotometri sonuglarina gore;
- AuNP’ ler 520 nm
- MUA-AUNP’ ler 524 nm

- HER2 kaphi AuNP’ ler 527 nm ve CA15-3 kapli AuNP’ ler 529 nm’ de pik

vermigtir.

AuNP’ lerin antikorlarla konjugasyonu sonucunda, piklerin saga dogru kaydigi
g6zlenmistir. Absorbans degerlerinin saga dogru kaymasi, AuNP vylzeyinde
fonksiyonel bir degisiklik olustugunu gostermektedir. HER-2 antikoruyla konjuge
edilmis AuNP’ ler uzun bir pik olustururken, CA15-3 antikoruyla kapli AUNP’ lerin
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daha kisa boylu bir pik yaptigi gériimustir. Elde edilen bu sonuglar, AUNP’ lerin
HER-2 ve CA15-3 antikorlari ile konjuge hale geldigini gostermektedir.

4.4. Kolorimetrik Biyosensoriin Optimize Edilmesi

Tasarlanan kolorimetrik biyosensorun optimum ¢alisma etkinliginin belirlenmesi
icin antijen miktari, uygulanan belirleyici antikorun miktari ve inkiibasyon suresi

gibi gesitli parametreler arastiriimigtir.

Cam yuzeyler 151k mikroskopunda goruntiulenerek, elde edilen goruntuler Image

J programinda renk yogunluguna gore analiz edilmigtir.

4.4.1. HER-2 Teshisine Yonelik Kolorimetrik Biyosensoriin Optimizasyonu

HER-2 antijen miktarinin (50, 100, 200 ve 300 ng/ml) cam yuzeydeki

immobilizasyona etkisi Image J programi kullanilarak belirlenmistir.

Kontrol (-) i¢in, islem gérmemis cam ylzeylere ait gortntilerin yogunlugu Image
J programinda analiz edilerek, antijen miktarina karsi renk yogunlugu grafigi
cizilmigtir. Buna gore, en etkili immobilizasyonun 300 ng/ml HER-2 antijeninin

kullanildigi cam ylzeyinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25).

300.000

250.000

200.000 I

150.000

100.000 I . I i
50.000

0
Kontrol (-) 50 ng/ml 100 ng/ml 200 ng/ml 300 ng/mi

Renk Yogunlugu (a.u)

HER-2 Antijen Miktar

Sekil 4.25. Farkli miktarlarda uygulanan HER-2 antijenlerinin renk yogunluguna
etkisi
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HER-2 belirleyici antikor miktarinin (15, 20 ve 30 ul) cam ylzeydeki

immobilizasyona etkisi Image J programi kullanilarak belirlenmistir.

Kontrol (-) i¢in, islem gérmemig cam ylzeylere ait goruntulerin yogunlugu Image
J programinda analiz edilerek, belirleyici antikor miktarina kargi renk yogunlugu
grafigi cizilmistir. Buna gore, en etkili immobilizasyonun 30 pl HER-2 antikorunun

kullanildigi cam ylzeyinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.26).

300.000
250.000
200.000 I
150.000

- Wo@ L

50.000

Renk Yogunlugu (a.u)

0
Kontrol (-) 15 det 20 det 30 det

HER-2 Belirleyici Antikor (det-ab) Miktari

Sekil 4.26. Farkli miktarlarda uygulanan HER-2 belirleyici antikorlarinin cam

yuzeyde gorulen renk yogunluguna etkisi

HER-2 belirleyici antikor inktibasyon stiresinin (30 dk, 1, 2 ve 4 sa) cam yuzeydeki
immobilizasyona etkisi Image J programi kullanilarak belirlenmistir. Kontrol (-)
icin, islem gormemis cam ylzeylere ait goéruntulerin yogunlugu Image J
programinda analiz edilerek, inklibasyon suresine karsi renk yogunlugu grafigi
cizilmigtir. Buna gore, en etkili immobilizasyonun 4 saat inkUbasyona birakilan

cam ylUzeyinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. HER-2 belirleyici antikor inktiibasyon suresinin renk yogunluguna etkisi

4.4.2. CA15-3 Teshisine Yonelik Kolorimetrik Biyosensoriun Optimizasyonu

CA15-3 antijen miktarinin (100, 200, 300, 400 ve 500 U/ml) cam ylzeydeki
immobilizasyona etkisi Image J programi kullanilarak belirlenmistir. Kontrol (-)
icin, islem gormemis cam ylzeylere ait goéruntulerin yogunlugu Image J
programinda analiz edilerek, antijen miktarina kargi renk yogunlugu grafigi
cizilmistir. Buna gore, en etkili immobilizasyonun 400 U/ml CA15-3 antijeninin

kullanildigi cam ylzeyinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Farkli miktarlarda uygulanan CA15-3 antijenlerinin renk yogunluguna
etkisi
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CA15-3 belirleyici antikor miktarinin (5, 15, 20 ve 30 pl) cam yuzeydeki
immobilizasyona etkisi Image J programi kullanilarak belirlenmigtir. Kontrol (-)
icin, islem gormemis cam ylzeylere ait goruntulerin yogunlugu Image J
programinda analiz edilerek, belirleyici antikor miktarina karsi renk yogunlugu
grafigi cizilmistir. Buna gore, en etkiliimmobilizasyonun 5 yl CA15-3 antikorunun

kullanildigi cam ylzeyinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Farkh miktarlarda uygulanan CA15-3 belirleyici antikorlarinin renk

yogunluguna etkisi

CA15-3 belirleyici antikor inkiibasyon suresinin (30 dk, 1, 2 ve 4 sa) cam
yuzeydeki immobilizasyona etkisi Image J programi kullanilarak belirlenmistir.
Kontrol (-) i¢in, islem gérmemis cam ylzeylere ait gortntilerin yogunlugu Image
J programinda analiz edilerek, inkibasyon suresine karsi renk yogunlugu grafigi
cizilmistir. Buna gore, en etkili immobilizasyonun 1 saat inkibasyona birakilan

cam yuzeyinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. CA15-3 belirleyici antikor inklibasyon slresinin renk yogunluguna
etkisi

4.4.3. HER-2 (+) Hucreleri

Biyosensorun HER-2 (+) hucreleri ile galisma prensibini degerlendirmek igin
hedef analit olarak, HER-2 antijeni yerine HER-2 (+) hicreleri kullaniimistir. Cam
yuzey Uzerinde gerceklesen immobilizasyon islemi Image J programinda analiz
edilerek, HER-2 (+) hiicreleri [stok (2x10° hiicre/ml) ve 2 oraninda sulandiriimig]
ve HER-2 antijeni (300 ng/ml) uygulanan camlarin renk yogunlugu
karsilastiriimistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. HER-2 antijeni ve HER-2 (+) hucrelerinin cam yuzey Uzerinde
olusturdugu renk yogunlugu
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Buna gore, en etkili immobilizasyonun HER-2 stok hidcresi uygulanan cam
yuzeyinde oldugu tespit edilmistir. 2 oraninda sulandiriimis HER-2 (+)
hicrelerinin cam Uzerinde olugturdugu renk yogunlugunun ise, HER-2 antijeni

kullanilan cam yuzeyle birbirine ¢ok yakin oldugu gorulmustar.

4.5. Tasarlanan Kolorimetrik Biyosensoriin Validasyon Sonuglari
4.5.1. FTIR Analizi

e [slem gérmemis cam,

e Aminlenmis cam,

e HER-2 belirleyici antikoruyla muamele edilmis cam (Her2Det),

e HER?2 antikoru -HER2 antijeni- HER2 antikoruyla kapli AuNP’ lerin bir araya
getiriimesiyle immobilizasyonu tamamlanmis cam (Her2AuNP)

e CA15-3 belirleyici antikoruyla muamele edilmis cam (CA15-3Det),

e CA15-3 antikoru -CA15-3 antijeni- CA15-3 antikoruyla kapli AuNP’ lerin bir
araya getiriimesiyle immobilizasyonu tamamlanmigs cam (CA15-3AuNP)

ylzeylerine FTIR analizi yapilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Aminlenmis, belirleyici antikor eklenmis ve immobilizasyonu

tamamlanmis camlarin FTIR analizi
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o 2342 ve 2351 cm_1 ‘deki karakteristik pikler (N-H)

e 1628 cm_1 ‘deki karakteristik pik (C=0) gerilmesine,

e 1027 cm_1 ‘deki karakteristik pik (C-O/C-C) titresimlerine,

o 759-762 cm_1 ‘deki karakteristik pikler (R1-CHNH2-R2) alifatik aminlere,
e 889-971 cm_1 ‘deki karakteristik pikler (C-O ve C-C) gerilmesi,

-1
e 1645 cm ‘deki karakteristik pik (C=0) gerilmesi (antikorun amid | grubundan

kaynaklanir)
-1
e 1527 cm ‘deki karakteristik pik, Amid Il bandi

-1
e 3190-3411 cm ‘deki karakteristik pikler, (N-H ve OH) baglarindaki 2. il

aminlerin gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir.

C-O ve C-C gerilmeleri, N-H pikleri, amid | ve Il bantlar antikor yapisindaki
polisakkaritler ve amin gruplariyla iligkilidir. Tespit edilen bu karakteristik pikler

antikorlarin cam yuzey Uzerine immobilize oldugunu gostermektedir.

4.52. immobilize Edilmis Cam Yiizeylerin Isik Mikroskopunda

Gorintilenmesi

4.5.2.1. HER-2 immobilizasyon Gériintiileri

HER?2 tespitine yonelik tasarlanan cam tabanli kolorimetrik biyosensorunun i1gik
mikroskopu (5x buyutme) altindaki gorintileri Sekil 4.33’ te gosterilmistir. Farkh
antijen (50, 100, 200 ve 300 ng/ml) miktarlari kullanilarak hazirlanmis immobilize
(antikor-antijen-AuNP/antikor) cam yuzeylerin mikroskop altindaki goéruntileri,

islem gérmemis cam yuzey ile karsilastiriimistir.

immobilize cam yiizeylerin bir tabakayla kapli oldugu tespit edilirken, islem
goérmemis cam yuzeyde bir tabakalagsma gortulmemigtir. En yogun tabakanin, 300

ng/ml antijen kullanilan cam ylzey uzerinde oldugu gorulmustur (Sekil 4.33-E)
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Sekil 4.33. Farkli antijen miktarlariyla hazirlanmis HER-2' ye ait kolorimetrik
biyosensoriin 1sik mikroskopu (5X) altindaki gériintileri (A) islem gérmemis cam
(B) 50 ng/ml HER2 (C) 100 ng/ml HER2 (D) 200 ng/ml HER2 ve (E) 300 ng/mi
HER2

4.5.2.2. CA15-3 immobilizasyon Gériintiileri

CA15-3 tespitine yonelik tasarlanan cam tabanli kolorimetrik biyosensérinun 1sik

mikroskopu (5x buyltme) altindaki gortntuleri Sekil 4.34° de gosterilmigstir. Farkh
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antijen (100, 200, 300, 400 ve 500 ng/ml) miktarlari kullanilarak hazirlanmig
immobilize (antikor-antijen-AuNP/antikor) cam yulzeylerin mikroskop altindaki
gbruntileri, islem gérmemis cam vyiizey ile kargilastirlmistir. immobilize cam
yuzeylerin bir tabakayla kapl oldugu tespit edilirken, iglem gérmemis cam
ylzeyde bir tabakalasma gorulmemistir. En yogun tabakanin, 400 U/ml antijen

kullanilan cam ylzey Uzerinde oldugu goérulmastur (Sekil 4.34-E)

500 pm
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Sekil 4.34. Farkli antijen miktarlariyla hazirlanmis CA15-3’ e ait kolorimetrik
biyosensoriin 1sik mikroskopu (5X) altindaki gériintiileri (A) islem gérmemis cam
(B) 100 U/ml CA15-3 (C) 200 U/ml CA15-3 (D) 300 U/ml CA15-3 (E) 400 U/ml
CA15-3 ve (F) 500 U/ml CA15-3

4.5.2.3. HER-2 (+) Meme Kanseri Hiicrelerinin immobilizasyon Gériintiileri

HER2 (+) meme kanseri hucreleriyle yapilan immobilizasyon igleminin 1sik
mikroskopu (5x buyutme) altindaki goruntuleri Sekil 4.35 te gosterilmigtir. HER-
2 antijeni kullanilarak yapilan immobilizasyona gore, HER-2 hucrelerinin cam
ylzey Uzerinde daha yogun bir gorunti olusturdugu goérulmustir. Stok HER-2
hlcreleriyle muamele edilmis cam yUzeyin ise, daha yogun bir gorintuye sahip

oldugu belirlenmisgtir.

Sekil 4.35. Kolorimetrik biyosensor tzerine uygulanan HER-2 (+) Meme kanseri
hdcrelerinin  1s1k  mikroskopu (5X) altindaki goéruntist (A) % oraninda
sulandiriimis HER-2 hacreleri ve (B) Stok HER-2 hicreleri

4.5.3. Tasarlanan Kolorimetrik Biyosensoriin Fotograflari

Antikor (det-ab), antijen ve antikor (cap-ab) kapli AUNP’ lerin cam kapiller ylizey
uzerinde olugturdugu immobilizasyon agik pembe, mor ve siyaha dogru degisen

bir renk 6lgceginde gbzlenmistir.
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HER-2 antijen ve antikorlarinin kullanildigi cam kapillerin yuzeylerde,

immobilizasyonun cam ylzey boyunca gerceklestigi ve renginin agik pembeden

v

mora dogru degistigi gérulmustir (Sekil 4.36).

Sekil 4.36. HER-2 kanser biyobelirtecinin teshisi icin tasarlanan cam Kapiller

tabanl kolorimetrik biyosensorin fotograflari

CA15-3 antijen ve antikorlari kullanilan cam yuzeylerde ise, immobilizasyonun ug
kisimlarda gerceklestigi ve koyu mordan siyaha dogru bir renk verdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.37).

Elde edilen bu goruntuler, cam kapiller yuzey uzerinde kanser teshisine yonelik

tasarlanan kolorimetrik biyosensorun galigabilirligini gostermektedir.
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Sekil 4.37. CA15-3 kanser biyobelirtecinin teshisi icin tasarlanan cam kapiller

tabanli kolorimetrik biyosensorin fotograflari

HER-2 (+) hicrelerinin (stok ve %2 oraninda sulandiriimig) cam kapiller Gzerindeki
immobilizasyonun ug¢ kisimlarda gercgeklestigi ve pembe bir renk verdigi
gorulmustar (Sekil 4.38).

Sekil 4.38. HER-2 (+) hucrelerinin (stok ve ¥z oraninda sulandiriimig) cam kapiller

tabanli kolorimetrik biyosensor Gzerine immobilize edilmis fotografi
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5. SONUG VE TARTISMA

Meme kanseri, dinya ¢apindaki kanser vakalarinin yaklasik %23’Unu olusturan
ve her yil milyonlarca kadini etkileyen en 6nemli hastaliklardan biridir [3,4].
Kanserle mucadelede basarili bir tedavi igin, erken teshis oldukga dnemlidir.
Gunumuzde kanser teshisi igin; gesitli gértintileme teknikleri (mamografi, MRI,
BT gibi), dokularin veya hicrelerin morfolojik analizini igeren yéntemler ve
biyobelirte¢ tespitine yonelik teknikler (ELISA, IHC gibi) yaygin olarak
kullanilmaktadir [6,9]. Bu teknikler, kanseri ancak dokuda gozle gorulur bir
degisiklik oldugunda tespit edebilme, kanser olmayan (benign) tamor
lezyonlarini-kétd huylu (malign) timoér lezyonlardan ayirt edememe, kanseri
metastazdan dnce erken bir asamada tespit edememe gibi gesitli kisittamalara
sahiptir [6,7].

Geleneksel teshis yontemlerinin sahip oldugu kisitlamalar, yiksek maliyet ve
uzman Kisiye duyulan ihtiyag, arastirmacilari kullanimi kolay, hizli, basit tasarima
sahip ve hasta bakim noktasinda (POC) uygulanabilir, nanoteknolojik tabanli yeni

teshis yontemlerinin gelistiriimesine yéneltmektedir [1].

Biyosensorler, ilgili analit ve biyolojik tanima elemani arasindaki etkilesimin
Olculebilir sinyale donusturuldagua analitik cihazlar olup [11], yuksek 6zgullik
secicilik, gercek zamanh yanit, yeniden kullanilabilme, tasinabilir boyut, basit
uygulama yontemi ve uygun maliyet gibi ozellikleriyle saglik sektorunde one
¢cikmaktadir. Biyosensorlerin sahip oldugu avantajlar, arastirmacilari biyosensor
tabanli teshis ydntemlerinin gelistiriimesine yoneltmektedir. Biyosensorler
arasinda optik biyosensorler cesitli kanser tarlerinin teshisi i¢in blyUk bir

potansiyele sahiptir [95].

Kanser teshisine yonelik; floresan, kolorimetrik, ylzey plazmon rezonans ve

elektrokemiliminesans biyosensorleri gibi bir dizi optik biyosensor tasarlanmig
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olup [40,41] mikroakiskan temelli optik immunosensorler; kligik boyutlar, disuk

maliyetleri ve basit kullanimlariyla 6ne ¢ikmaktadir [6,7].

Mayer ve arkadaglari 2011 yilinda yaptiklar calismada, dolagimdaki tumor
hacrelerini (HER2 amplifikasyonu) yakalayabilen mikroakiskan bazli bir
teknolojiyi test etmiglerdir [96]. Ahirwar ve Nahar 2016 yilinda yaptiklari
calismada, iki farkli meme kanseri saptamak icin AuNP' lere dayali bir
kolorimetrik aptasensor gelistirmislerdir [97]. Xiao ve arkadaslari 2017 yilinda,
kanser biyobelirtegleri CEA (karsinoembriyonik antijen), a-fetoprotein ve PSA
(prostat spesifik antijeni) tespiti icin AuNP' ler ve bizmut selenit (Bi2Se3) nano
tabakalara dayali bir kolorimetrik sensor gelistirmiglerdir [98]. Wang ve
arkadaslarn 2019 yilinda, MCF7 tarafindan salinan iki tir eksozomun dusuk
konsantrasyonunu saptamak igcin Au filmli ve AuNP' lere dayali SPR (ylzey
plazmon rezonans) aptasensoru gelistirmiglerdir [99]. Loyez ve arkadaslari ise,
2021 yilinda yaptiklari calismada meme kanserini tespit etmek icin, HER-2
biyobelirtecini kullanarak fiber optik bir sensoér tasarlamiglardir [100]. Mollasalehi
ve Shajari 2021 yilinda yaptiklari ¢alismada, gesitli kanserli hiicre hatlari tespiti
icin altin nanoproblari igeren kolorimetrik bir nano-biyosensér tasarlamislardir
[101]. Yapilan bu calismalar, kanser teshisine yonelik yenilik¢i yaklasimlarin

geligtirildigini ve biyosensorlerin 6ne ¢iktigini gostermektedir.

Biyosensor teknolojisindeki gelismeler goz 6nunde bulundurularak bu calisma
kapsaminda, meme kanseri teshisine yonelik yeni nesil kolorimetrik bir
biyosensor tasarlanmigtir. Biyosensor tasariminda tespit analiti (hedef molekal)

olarak, HER-2 ve CA15-3 kanser biyobelirtegleri segilmigtir.

Kanser biyobelirtecleri kanser hiicreleri veya vicut tarafindan salgilanan; kan,
tukarak, idrar gibi vicut sivilarinda veya dokularinda bulunabilen, kanserin
vucutta var oldugunu gosteren protein, karbonhidrat veya nukleik asit gibi

Olculebilir biyolojik molekullerdir [13,14].

Kanser biyobelirtegleri; kanserin teshisi, izlenmesi, siniflandirilmasi, uygun

tedavinin belirlenmesi ve tedavi etkinliginin takip edilmesinde kullaniimaktadir
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[82]. Bu nedenle, belirli bir kanser turinin teshisinde, o kansere 06zgu

biyobelirteci tespit edebilen biyosensorler oldukga 6nemlidir [86].

Kearney ve Murray 2009 yilinda yaptiklari ¢galigmada, kanser teghisi icin yuzey
biyobelirte¢ proteinlerine dayali kandaki hucreleri tespit edebilen, invaziv
olmayan bir yontem kullanmiglardir [1]. Ali ve arkadaslarn ise, 2016 yilinda
yaptiklari calismada agresif meme kanseri turlerinin izlenmesi igin protein

biyobelirte¢lerini kullanmiglardir [102].

Meme kanseri teshisinde BCRA1 ve BRCA2 genleri gibi genomik; miRNA 9,
mMiRNA-21 gibi transkriptomik ve HER ailesi, p53, CA125, CA19-9, CA15-3 gibi
proteomik belirtecler kullaniimaktadir [82]. HER-2, meme kanserlerinin %20-30'
unda asiri ifade edilen spesifik bir biyobelirte¢ olup, meme kanseri hastalarinda
HER-2' nin belirlenmesi tedavi seciminde standart uygulama olarak kabul
edilmektedir [95]. CA15-3 ise, meme kanserinin teghisinde kullanilan bir diger
onemli biyobelirtegtir. Serumdaki konsantrasyonu, tumorun bayUklugu veya

hastaligin evresiyle iliskili olarak degismektedir [88].

Yapilan tez ¢calismasinda “HER-2 ve CA15-3” kanser biyobelirtegleri kullaniimig
ve bu belirteclerin secilmesinde meme kanseri teshisindeki onemleri baz

alinmistir.

Gohring ve arkadaglar 2010 yilinda, opto-akiskan halka rezonatéru (OFRR)
kullanilarak insan serum orneklerinden HER-2 meme kanseri biyobelirteclerinin
saptanmasina yonelik yeni ve etiketsiz bir yaklagim Uzerine ¢alismiglardir [103].
Chen ve arkadaslari 2015 yilinda yaptiklari galismada, meme kanseri serumunda
kanser antijeni 15-3 (CA15-3) ve bakir dizeyinin belirlenmesi igin, altin
nanogubuk (GNR) tabanli plazmonik sensor gelistirmislerdir [92]. 2020 yilinda
Hartati ve arkadaslari ise, serumdaki HER-2 antijenini tespit etmek igin karbon-
altin nanopargacik elektrotlarini kullanarak elektrokimyasal bir analiz yontemini

arastirmiglardir [104]. Wu ve arkadaslarn 2021 yilinda yaptiklari ¢alismada,
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CA15-3" U tespit etmek icin prizmatik ici bos metal-polidopamin cerceveleri
(PHMPF) ve 6-karboksifloresein (FAM) etiketli protein aptameri (FAM-Apt)
arasindaki floresan rezonans enerji transferine (FRET) dayali bir floresan
biyosensor olusturmusglardir [105]. Nasrollahpour ve arkadaslari ise, 2021 yilinda
yaptiklari ¢alismada metastatik biyobelirte¢ olarak HER-2 proteini kullanilarak
meme kanserinin 6lgimu icin elektrokemiliminesans 6zellikte bir imminosensoér
geligtirmiglerdir [106]. Yapilan bu g¢alismalar, kanser biyobelirteglerinin

biyosensor tasarimlarinda siklikla tercih edildigini gostermektedir.

Cam kapiller aktif ylzey alanina sahip stabil ortam, uygun maliyet, kolay
tasinabilir ve depolanabilir boyut gibi 6zellikleriyle mikroakiskan teknolojisinde
one cikan malzemelerdir. Cam kapiller, sahip olduklari ylzey/hacim orani
sayesinde optik algilama icin biyosensor uygulamalarinda siklikla tercih
edilmektedir. Cam kapiller, biyosensor tasariminda gesitli biyobelirteg, patojen ve
cevresel kirleticinin tespit edilmesi igin énemli bir gelecege sahiptir. Ozellikle
kanser teshisi icin cam kapiller sistemlerin kullanildidi, optik biyosensorler

oldukga popdler hale gelmektedir [31,60].

Guzman ve arkadaslari 2020 yilinda yaptiklari calismada, biyolojik belirteglerin
hizli tespiti igin, gdzenekli hidrojel ve immuno-kompleks partiktller iceren kapiller

tiplerden basit bir kolorimetrik tani cihazi gelistirmislerdir [60].

Mikroakigkan teknolojisindeki gelismeler goz 6nuinde bulundurularak, bu ¢alisma
kapsaminda sensor platformu olarak cam kapiller tupler kullaniimigtir.
Calismada kullanilan cam kapiller yuzeylerin iglevsel hale getiriimesinde

silanizasyon (aminleme) yontemi tercih edilmistir.

Silanizasyon, organik bir katmanin inorganik katmana baglanmasini saglamak
icin yapigkan ajan olarak “silan Dbilesiklerinin”  kullanildidi islemdir.

Biyomolekdllerin, inorganik substratlara (cam, silika, kuvars, bakir v.b) kovalent

76



olarak baglanmasini saglayan ticari olarak temin edilebilen bir¢ok silan baglama

(birlestirme) ajani vardir [46].

APTES en populer silan baglama reaktiflerinden biri olup, inorganik bir ytzey
uzerinde fonksiyonel grup olusturulmasinda tercih edilmektedir [107]. Amin
grubuyla gerceklesecek bir reaksiyon, ilave molekullerin ylizeye baglanmasi

surecinde ilk adimi olugturmaktadir [70].

Calismada cam ylzeylerin fonksiyonel hale getiriimesinde, silanlama ajani olarak
APTES kullanilmistir.

APTES ile muamele edilen camlar; antikor, protein, oligonukleotid gibi
biyomolekulleri sahip olduklari  kimyasal gruplar sayesinde yuzeye
baglayabilmektedir [46].

Qin ve arkadaslari 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada, proteinleri cam yluzey

Uzerinde immobilize etmek igin APTES kullanmislardir [61].

Biyolojik tanima elemani olarak kullandigimiz meme kanseri (HER-2 ve CA15-3)
antikorlari cam ylzeye, APTES kullanarak olusturdugumuz yeni kimyasal

gruplarla (NHz-amin grubu) etkilesime girerek baglanmistir (Sekil 3.4).

Calisma sirasinda aminleme isleminden once, cam yuzeyler “temizleme-piranha
¢Ozeltisiile muamele” adini verdigimiz bir 6n islemden gegirilmigstir. Bu temizleme,
silanizasyon surecini etkileyebilecek kirleticileri (Na, K ve Ca gibi her yerde
bulunabilecek metal iyonlarini) uzaklastirmak ve yutzey Uzerinde (-OH) gruplari
olusturmak igin yapilmigtir. Cam yuzey Uzerinde (-OH) gruplarinin olugsmasi,
APTES’ in ylzeye baglanmasi i¢in oldukga 6nemlidir. Cam yuzey uzerindeki (-

OH) gruplari ile APTES’ in yapisinda bulunan metil (-CHs) gruplari arasinda bir

77



bagd olusmakta ve bunun sonucunda cam ylzey amin (-NH2) gruplar ile

fonksiyonel hale getirilmis olmaktadir [46].

Halliwell ve Cass 2001 yilinda yaptiklari caligmada, oligonukleotitlerin cam
ylzeylere immobilizasyonu igin sivi fazda silanizasyon kullanmiglardir [67].
Kamisetty ve arkadaglari 2006 yilinda yaptiklari ¢caligmada, cam yuzeyleri sivi

fazda aminleme yontemi ile fonksiyonel hale getirmiglerdir [74].

Sivi fazda aminleme islemi ¢alismalarda siklikla kullanilmasina ragmen cesitli

dezavantajlara sahiptir.
Sivi fazda silanizasyonun dezavantajlart:

e Sivi fazda silanizasyon yontemi birgok basamaktan olusmakta olup, amin ile
fonksiyonel hale getirilecek ylzeyler gesitli kimyasallar ve kosullar altinda
islem gordigu igin kontamine olma olasiligi oldukga yuksektir.

e Sivi fazda silanizasyon islemi sirasinda cesitli kimyasal maddelere ihtiyac
duyulmakta olup, daha maliyetlidir.

e Uygulanan prosedur birgcok basamaktan olugsmaktadir.

e Sivi fazda silanizasyon sirasinda kullanilan kimyasallar cevresel atik

meydana getirmektedir[46,67].

Gaz fazinda silanizasyon islemi ise, desikator igcerisinde ve basing altinda

gerceklesmektedir.

o Desikator icerisindeki ortam, dis etkenlere karsi daha stabil ve sterildir. Bu
durum aminleme igleminin dogru bir sekilde gerceklesmesi, kontaminasyon
riskinin azalmasi ve orneklerin uzun sure saklanmasi igin oldukga 6nemlidir.

¢ Kullanilan gaz fazinda silanizasyon proseduru basit adimlardan olustugu igin
hem is gucu hem de zaman agisindan oldukg¢a avantaj saglamaktadir.

e Gaz fazinda silanizasyon, kullanilan kimyasal ¢esidi ve miktari bakimindan

sivi faza gére daha ekonomiktir.
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e Gaz fazinda kullanilan kimyasallar, buharlasip aminle fonksiyonel hale
getirmek istedigimiz ylizeye baglandigi icin cevresel atik olugturmamaktadir
[46,67].

Ebner ve arkadaslari 2007 yilinda yaptiklari galismada, gaz fazinda aminleme
yontemini tercih etmislerdir [73]. Munief ve arkadaslari 2018 yilinda yaptiklari
calismada, farkli silan tlrlerine uyarlanabilen pratik ve glvenilir, gaz fazi

buharlastirma teknigini uygulamiglardir [108].

Literatire bakildiginda yuzeylerin aminle fonksiyonel hale getiriimesinde,
genellikle sivi fazda aminleme yénteminin tercih edildigi gértlmustar. Yapilan tez
¢alismasi sirasinda en etkili aminleme yontemini belirlemek igin hem sivi hem de
gaz fazinda aminleme (silanizasyon) yontemi kullaniimigtir. Aminlenen yuzeyler,

XPS (X-i1s1n1 spektrofotometrisi) ile analiz edilmigtir.

XPS spektrum grafiklerinde, N1s pikinin gorilmesi cam ylzeyin aminle
fonksiyonel hale getirildigini gostermektedir. Sivi fazda yapilan aminleme i¢in N
atomunun yuzdesi 0.5, gaz fazinda ise 0.6 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
Elde ettigimiz sonuclar ve yaptigimiz sivi-gaz fazi karsilastirmasi sonucunda,
cam yuzeylerin aminlenmesi icin “‘gaz fazinda aminleme” ydnteminin

kullaniimasina karar verilmigtir.

Gaz fazinda silanizasyon igin kullanilan desikatorler genellikle ortam basincini
kontrol etmemektedir. Calismamizda basincin aminlemeye olan etkisini de
arastinimistir. Elde edilen XPS verilerine gore, en iyi aminlemenin 0.06 Mpa
basing altinda ve 50 yl APTES kullanilan cam ylzeyde gerceklestigi belirlenmigtir
(Cizelge 4.5).

Buna gore XPS grafiginde,

Cls pikine ait spektrumda; 284.9 eV (C-C veya C-H baglarini igeren pik), 286.3
eV (C-N bagi) ve 287.7 eV (halka yapidaki O-C-O veya C=0 bagini igeren pik)
degerinde 3 adet pik tespit edilmigstir (Sekli 4.14).
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N1s pikine ait spektrumda; 399.9 eV (C-NH2 n6tr amin gruplarini iceren bag) ve
401.5 eV (protonlanmis amino gruplarini iceren bag (NHs*)) degerinde 2 adet pik
gorulmustar (Sekil 4.15). C atomunun ylzdesi 51.15, N atomunun yuzdesi ise
7.39 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). N1s ve C1s zirvesinde gorulen bu sinyal

artiglari, cam yuzeyin APTES ile kaplandigini dogrulamaktadir.

O1s pikine ait spektrumda; 532.1 eV (O-Si) degerinde bir pik belirlenmistir (Sekil
4.16).

Si2p pikine ait spektrumda; 102.1 ve 102.7 eV (Si-O) degerinde iki pik
gorulmustar (Sekil 4.17).

Qin ve arkadaglari 2007 yilinda yaptiklari calismada, cam yuzeyi APTES ile sivi
fazda silanize etmiglerdir. XPS spektrum analizinde N1s igi 400 eV; C1s igin 287
eV; O1s icin 532 eV ve Si2p i¢cin 106 eV degerinde pikler elde etmiglerdir. %C
degeri 42.40 ve %N degeri 6.32 olarak tespit etmiglerdir [61]. Dharanivasan ve
arkadaslart 2015 vyilinda vyaptiklari galismada, cam yuzeyleri sivi fazda
silanizasyon yontemiyle fonksiyonel hale getirmiglerdir. XPS spektrumunda C1s
icin 284.4 eV, 285.4 eV ve 287 eV de@erinde U¢ pik; N1s icinse 400.5 eV
degerinde bir pik tespit etmislerdir. C atomunun yltzdesi 53.67, N atomunun ise
1.25 olarak belirlemiglerdir [109].

Literaturdeki calismalar ile elde ettigimiz sonucglarla karsilastirildiginda,
calismada kullanmis oldugumuz gaz fazinda aminleme yénteminin en ytksek N
yuzdesi degerine sahip oldugu gorulmustir. Bu sonug, ortam basinci ve APTES
miktari gibi parametrelerin aminleme islemi icin dnemli oldugu gostermekte ve

gaz fazinda aminlemenin daha etkili oldugunu kanitlamaktadir.

Biyosensorlerin tasariminda farkh sekil, yapi, boyut ve 6zellikte nanopartikiller
kullaniimaktadir. Nanopartikuller buyuk yuzey / hacim orani nedeniyle yluzeyinde
¢ok sayida antikor, aptamer ve diger baglayici molekdilleri islevsellestirilebilmekte

ve kanser hucrelerinin daha spesifik olarak saptanmasina izin vermektedir [95].
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Metal nanopartikuller icerisinde “Altin nanopartikuller (AuNP)” benzersiz ylzeyleri
kimyasal eylemsizlikleri, yuksek elektron yogunluklari ve guglu optik
absorpsiyonlari nedeniyle siklikla kullaniimaktadir. AuNP’ ler genomik, Klinik
kimya, as! gelistirme, immunoassay biyosensorler, teshis, mikroorganizmalarin
kontroll, kanser hucresi goruntileme ve ilagc dagitimi gibi gesitli alanlarda
uygulanmaktadir [110]. AuNP, c¢cok sayida calismada renk gelistirme pargasi
olarak kullaniimaktadir. Renk gelistirmeye dayali aragtirmalar, basit yorumlama
ve kolay kullanimlari nedeniyle ticarilestirme amaciyla tercih edilmektedir. Hedef
molekul-biyoreseptor kompleksinin bir araya gelmesiyle renk degisimi meydana
gelmekte ve olugan kompleksin miktari, renk yogunluguyla orantili olarak
degismektedir. Bu renk gelisimi ve yogunlugu anti hedef antikorlarin veya

aptamerlerin belirlenmesi icin kullanilabilmektedir [7].

Calismada sinyal verici olarak benzersiz optik 6zelliklere sahip AuNP’ ler
kullaniimistir. AuNP’ ler sitrat indirgeme yontemine gore sentezlenerek, cesitli
karakterizasyon yontemleriyle analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglara gore;
boyutu 25 nm (Sekil4.2), zeta potansiyel degeri -33.4 mV (Sekil 4.3) olan ve UV-
VIS o6lgimu 523 nm’ de pik veren (Cizelge 4.1) AuNP’ ler sentezlenmistir. FTIR
sonuglari, 1573 cm™* (karboksilat asimetrik gerilmesi) 1455 ve 1375 cm™’ de
(karboksilat simetrik gerilmesi) ana pikler gorulmustur (Sekil 4.8). TEM
sonuglarina gore, kuresel sekilde ve ¢capi 14 ile 16 nm arasinda degisen AuNP’
ler elde edilmistir (Sekil 4.6).

Nghiem ve arkadaglari 2010 yihinda yaptiklari ¢alismada, sitrat indirgeme
metoduyla AuNP sentezleyerek, UV-VIS ve FTIR yontemleri ile karakterize
etmiglerdir. AUNP’ ler FTIR analizinde 1589 cm™ ve 1403 cm'de ana pik, UV-
VIS spektrumunda ise 519 nm’ de absorbans vermislerdir [111]. Shi ve
arkadaslari 2011 yilinda, sitrat indirgeme yontemiyle 519 nm’ de pik veren, zeta
potansiyel degeri -30.4 mV olan AuNP’ ler sentezlemiglerdir [93]. Dharanivasan
ve arkadaslar 2015 yilinda yaptiklari gcalismada, UV-VIS spektrumunda 520 nm’
de pik veren ve TEM goruntulerinde ¢apit 13 nm olan kuresel sekle sahip AUNP’

81



ler elde etmislerdir [109]. Yapilan bu galismalar bizim sonuglarimizi dogrular
niteliktedir.

Calismada, AuNP’ lerin HER-2 ve CA15-3 antikorlari ile konjugasyonunda
EDC/NHS capraz badglayicilari kullanilmistir. Farkli antikor miktarlarinin AuNP
yluzeyine baglanma kapasitesi, zeta potansiyel (yuk dagilimi) ve UV-VIS

spektrofotometri ile analiz edilmistir.

Yuzey yuk dagilimi sonuglarina goére; en iyi baglanma HER-2 i¢in 10 pl (-36,8
mV) (Sekil 4.19) ve CA15-3 icin 5 pl (-42,5 mV) antikorun (Sekil 4.21) kullanildigi
yuzeylerde oldugu tespit edilmistir. Zeta potansiyel degerinde gorulen bu negatif
yuk artisi, komsu parcaciklar arasindaki elektrostatik itmeden dolayr meydana
gelmekte ve antikor kapli AUNP’ e daha yuksek stabilite saglamaktadir. UV-VIS
Olcimlerine gore; HER2 kapli AuNP’ ler 527 nm ve CA15-3 kapli AuNP’ ler 529
nm’ de pik vermistir (Sekil 4.24). Absorbans degerinde gorulen bu kayma,
yuzeydeki yuk miktarinin degistigini gdstermektedir. YUzey yuk miktarindaki artis
ve UV-VIS absorbans degerindeki kayma AuNP’ lerin antikorlar ile immobilize

oldugunu kanitlamaktadir.

Shi ve arkadaslari 2011 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, 535 nm’ de pik veren
ve zeta potansiyel degeri -41.7 mV olan IgG ile konjuge edilmis AuNP’ ler
sentezlemislerdir [93]. Aldewachi ve arkadaslari 2018 yilinda yaptiklari
calismada, AuNP’ leri gesitli peptitler ile fonksiyonel hale getirerek, 524 nm’ de
pik veren ve zeta potansiyel degeri -39 mV olan peptit kapli AuNP’ ler
sentezlemiglerdir [112]. Raja Gopal Rayavarapu yaptidi ¢alismada, HER-2’' ye
0zgu fare monoklonal antikorunu, AuNP’ lere baglamak icin EDC/NHS g¢apraz
baglayicilarini  kullanmistir [110]. Yapilan bu c¢alismalar AuNP yuzeyine
antikorlarin  konjuge edilmesinde, EDC/NHS baglayicilarinin  kullanildigini

gOstermektedir.
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AuNP ve antikor arasinda gerceklesen konjugasyon, antikor ylzeyindeki (+)
yukll gruplar (amino asitler- N-terminali) ile AuNP ylzeyindeki (-) yukla gruplar
arasinda gerceklesmektedir. AUNP’ ler MUA ile muamele edildiginde yuzeyleri
karboksil gruplarinca zengin ve (-) yuklu hale gelmektedir (Sekil 3.1). EDC/NHS
kovalent bag olusumunu saglayan énemli gapraz baglayici ajanlar olup, karboksil
gruplarniyla karsilastiklarinda reaktif NHS esterleri olusturmaktadir. Antikorda
(veya protein) bulunan birincil amin grubu NHS esteri ile temas ettiginde, AUNP

ve antikor arasinda kovalent bir bag meydana gelmektedir (Sekil 3.3).

Elde ettigimiz sonuglar literaturler ile benzer olup, AuNP yuzeyine antikorlar

basaril bir sekilde baglanmistir.

Bu calismada biyolojik tanima elemani olarak HER-2 ve CA15-3 antikorlari
kullaniimistir. Oksidasyon islemi ile aktive edilen antikorlar, cam ylzey Uzerine
immobilize edilmis ve tasarlanan kolorimetrik biyosensor validasyon igin hazir
hale getirilmigtir. Validasyon igin, antikorlar ile fonksiyonel hale getirilmis cam
kapillere sirasiyla antijen ve antikor ile konjuge edilmis AuNP’ ler eklenerek, 4
saat inkUbasyona birakilmistir (Sekil 3.5). Biyosensorin calisma etkinligini
dogrulamak ve gostermek icin, FTIR analizi ve 1gik mikroskobu altinda

goruntileme yapiimigtir.

FTIR analizi ile kolorimetrik biyosensorun yuzeyi Uzerinde, antikor yapisindaki
polisakkaritler ve amin gruplariyla iligkili olan N-H pikleri, amid | ve Il bantlar tespit
edilmistir (Sekil 4.32). Elde edilen bu sonuglar, cam ylzey Uzerindeki antikor-
antijen-AuNP/antikor immobilizasyonu ve biyosensorin cahstigini

kanitlamaktadir.

Elde edilen 1sik mikroskopu goruntuleri ise, cam ylzey Uzerinde gerceklesen
tabakalagmayi gorinur kilmaktadir (Sekil 4.33 ve 34).

Calismada biyosensorin HER-2(+) huicreleri Uzerindeki etkinligi de arastiriimigtir.
Elde edilen fotograf ve mikroskop goéruntileri, cam ylzey Uzerinde bir renk
degisimi ve tabakalagsma oldugunu géstermistir. HER-2(+) hicreleri kullanilan
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camlarda, HER-2 antijeni kullanilanlara kiyasla daha acgik bir pembe renk
gorulmus ve mikroskop goruntulerinde oldukga yogun bir tabakalasma oldugu
tespit edilmigtir (Sekil 4. 35 ve 38).

Kolorimetrik biyosensdrler hedef molekillin algilanmasi sirasinda herhangi bir
cihaza ihtiyag duymadan, ¢iplak gozle goruntuleme gergeklestiren biyosensorler
oldugu igin vyapilan bu c¢alismada, biyosensor Uzerinde gerceklesen
immobilizasyonun gozle gorulebilir degisim ortaya koymasi amaglanmistir.
Fotograflarda gorllen cam kapiller tzerindeki pembeden-siyaha dodru degisen
renk olugumlari, yluzey uzerinde gergeklesen reaksiyonu gorunur kilmistir. Elde
edilen fotograf goruntuleri bu amaca ulastigimizi kanitlar niteliktedir (Sekil 4.36
ve 37).

Sonug olarak yapilan bu tez calismasi ile meme kanser teshisi cam kapiller
tabanli kolorimetrik bir biyosensor tasarlanmistir. Sensor platformu olarak tercih
edilen cam kapiller maliyet, boyut ve kig¢uk hacimli reaktif gereksinimi agisindan
oldukca kullanigh malzemeler olup, gelecekte yapilacak ¢aligmalar i¢in avantajli

bir alternatif olacaktir.

Yapilan bu ¢alismanin tasinabilirlik, uygun maliyet, hizli uygulama, kolay sonug¢
verme gibi ¢esitli avantajlara sahip, saglik hizmetleri ve kaynaklarin sinirli oldugu
yerler ile hasta bakim noktasinda kullanilabilen, yeni biyosensorlerin tasarimina

katki saglayacagi dusunulmektedir.
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