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OZET

Bu tez caligmasinda, eksozom ve IgG i¢in yenilikgi ve hassas biyosensor platformlari
gelistirilmistir. Calismada, ¢evre dostu kagit tabanli Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (YZRS) platform kullanilarak eksozom tayini gergeklestirilmistir. Kagit
platformlar nanostar seklinde altin nanopartikiillerle modifiye edilip anti-CD9 antikoru ile
konjuge edilmistir; bu sayede eksozomlar kagit platform yiizeyinde etkin sekilde
yakalanabilmistir. Sandvi¢ yapisinda immiinoassay tasarimi, AuNC@DTNB@anti-CD9
YZRS etiketi ile gergeklestirilmis ve tek damla modeli kullanilarak sadece 2.0 pL numune
ile analiz yapilmistir. Gelistirilen tek damla kagit tabanli YZRS immiino analiz ¢alismasi,
1,0x10° ile 1,0x10° eksozom partikiil/mL arasinda dogrusal bir aralik gostermis ve
korelasyon katsayist (R?) 0,9903 olarak bulunmustur. Tespit limiti 9,9x10' eksozom
partikiil/mL  olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar, yapay idrar Orneklerine
konsantrasyonu bilinen eksozom eklenerek calisilmistir ve sistemin dogrulugu ortalama
%95,1 geri kazanim degeri elde edilmistir. ikinci olarak, eksozomlarin drneklerden etkin
izolasyonunu saglamak amaciyla manyetik nanopartikiil-mikrog¢ip tabanli bir biyosensor
gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensoriin  analitik performansi, 1.0x10*> — 1.0x10'
partikiil/mL araliginda genis dogrusal aralik, 0,14x10" partikiil/mL diisiik tespit limiti ve
yliksek korelasyon (R? = 0.997) ile degerlendirilmistir. Son olarak, yatay akish test seridi
tizerinde IgG tayini i¢in gelistirilen elektrokimyasal yontemde, AuNP’lerden elde edilen
sinyalleri kantitatif olarak 6l¢iilmiis ve Insan IgG tayininde yiiksek duyarlilik saglamigtir
(Tespit limiti = 0,8 ng/mL). Elde edilen sonuclar, gelistirilen YZRS tabanli ve
elektrokimyasal biyosensor platformlarinin, biyolojik orneklerde hizli, hassas ve giivenilir
analiz imkan1 sundugunu gostermektedir.
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ABSTRACT

In this thesis, innovative and sensitive biosensor platforms were developed for the detection
of exosomes and IgG. Exosome determination was performed using an environmentally
friendly paper-based Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) platform. The paper
substrates were modified with gold nanostar nanoparticles and conjugated with anti-CD9
antibodies, enabling efficient capture of exosomes on the paper surface. A sandwich-type
immunoassay was designed using an AuNS@DTNB@anti-CD9 SERS tag, and analyses
were carried out using a single-drop model with only 2.0 puL of sample. The developed
single-drop paper-based SERS immunoassay exhibited a linear response in the range of 1.0
x 10° to 1.0 x 10° exosome particles/mL, with a correlation coefficient (R?) of 0.9903. The
limit of detection was determined to be 9.9 x 10' exosome particles/mL. Accuracy of the
system was evaluated by spiking artificial urine samples with known concentrations of
exosomes, yielding an average recovery of 96.7%. Secondly, a magnetic nanoparticle—
microchip-based biosensor was developed to enable efficient isolation of exosomes from
samples. The analytical performance of the biosensor demonstrated a wide linear range of
1.0 x 10> to 1.0 x 10" particles/mL, a low detection limit of 0.14 x 10! particles/mL, and a
high correlation coefficient (R? = 0.997). Finally, in the electrochemical method developed
for IgG determination on a lateral flow test strip, signals obtained from AuNPs were
quantitatively measured, providing high sensitivity for human IgG detection (limit of
detection = 0.8 ng/mL). Overall, the results demonstrate that the developed SERS-based and
electrochemical biosensor platforms offer rapid, sensitive, and reliable analytical capabilities
for biological samples.
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Key Words : Prostate cancer, exosome detection, Immunoglobulin G, SERS,
electrochemical biosensor
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1. GIRIS

Kanser, normal hiicrelerle kiyaslandiginda, siirekli biiylime ve ¢ogalma egilimi gosteren
anormal hiicrelerden olusan bir topluluktur. Bu anormal hiicreler ¢evre dokularinda en az bir
bazal membran bolgesini secerek bu bolgelere yayilim gosterir. Segilen bu dokuda biiytir ve
daha uzak dokulara hizlica yayilim gésterebilir. Bir lezyonun kanser olarak tanimlanabilmesi
icin yalnizca bir 6zellige sahip olmas1 degil, bu 6zelliklerin tiimiine birden sahip olmasina
baglidir. Yani, kanserin tanimi yalnizca hizli biiylime degil; ayn1 zamanda ¢evre dokulara
yayilma, bazal membrani agsma, mezensimde biiylime ve metastaz yapabilme gibi bir dizi
Ozelligin toplamidir (Clark, 1991) . Kiiresel Kanser Gozlem Verisi (GLOBOCAN) 2022
verilerine gore, erkek popiilasyonunda en sik goriilen kanser tiirleri prostat, akciger ve
kolorektal kanserlerdir. Prostat kanseri (PK), diinya genelinde erkeklerde kansere bagh
Oltimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir; ancak PK'nin olusumu ve metastazinin altinda
yatan kesin mekanizmalar hald tam olarak bilinmemektedir. Bir¢ok calisma, timor
mikrogevresinin, tiimorlerin olusumu ve gelisimi iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu

gostermistir (Zhang ve digerleri, 2025).

Kanser, glinimiizde goriilme siklig1 giderek artan ve baslica 6liim nedenlerinden biri haline
gelen 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Bununla birlikte, tedavi yontemlerindeki ilerlemeler
sayesinde kanser hastalarinin yasam siireleri ve sagkalim oranlarinda belirgin artislar
gozlenmektedir (Butow, Fardell ve Smith, 2015). Tiirkiye'de 2014 yilinda gerceklestirilen
bir tarama ¢alismasinin raporlarina gore, kanser tanisi alan bireylerin %51,6'sinin hayatta
kaldig1 belirlenmistir (Gtiltekin, Boztas ve Utku, 2014). Kanserin erken teshisi sayesinde
uygulanan tedavinin bagarisinin artmasi, hastanin hayatta kalma siiresinin uzamasi, herhangi
bir metastaz olmadan tedaviye baslanmasi ve bu sayede hastanin yasam kalitesinin
korunmasi saglanabilmektedir. Bu nedenle kanserin herhangi bir metastaza ugramadan
teshis edilebilmesi olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda, biyolojik sivilarda bulunan ekstraseliiler

vezikiiller, potansiyel kanser biyobelirtecleri olarak biiyiik ilgi gérmektedir.

Ekstraseliiler vezikiiller (EV'ler), canli hiicreler tarafindan salinan, genellikle nano ile
mikrometre arasi boyutlarda degisen kiiciik dlgekli pargaciklardir. Bu yapilar biyolojik
sivilarda ve hiicre kiiltiirli slipernatanlarinda bulunmaktadir. EV'ler, boyutlar1 ve biyogenez
mekanizmalarima gore ili¢ ana smifa ayrilir: apoptotik cisimcikler (1000-5000 nm),

mikrovezikiiller (MV’ler veya ektozomlar, 150-1000 nm) ve eksozomlar (40—150 nm).



EV’ler, tetraspaninler, enzimler ve vezikiil tasinim proteinleri gibi proteinlerin yani sira,
mRNA, miRNA ve zaman zaman DNA gibi ¢esitli niikleik asitleri ¢evreleyen lipid ¢ift
katmanli bir zar yapisindan olusur. Ayrica, hiicre tanima siireclerinde gorevli lipitler ve
karbonhidratlar ile sitokinler, biiylime faktorleri gibi biyolojik olarak aktif molekiilleri de
icerirler. Tetraspanin ailesinde CD9, CD63, CD81, CD82 ve TSPANS dahil yaklagik 33 sabit
iiye bulunur. CD9, CD63 ve CD81 gibi tetraspaninler eksozom zarlarinda bol miktarda
bulunurken, ektozom zarlar1 daha diisiik oranda tetraspanin igerir ancak reseptorler,
glikoproteinler ve metalloproteinazlar gibi diger proteinleri bolca bulundurur. Ote yandan,
apoptotik cisimcikler ideal olarak, ¢ekirdege 6zgii pargalarla birlikte mitokondri, golgi
aygiti, ribozomlar ve endoplazmik retikulum gibi organelleri igerir. Farkli EV tiirleri bazi
ortak bilesenlere sahip olsa da, her birinin digerlerinden ayirt edici kendine 06zgii
biyobelirtegleri vardir. Son zamanlarda yapilan yaynlar, prostat kanseri hiicrelerinden
tireyen eksozomlarin, idrar ornekleri yoluyla hastaligin invazif olmayan (non-invaziv)
takibi ve erken teshisi i¢in potansiyel tasidigin1 vurgulamaktadir. CD9, EV’lerin yiizeyinde
yaygin bulundugundan, eksozom tespiti i¢in sik¢a hedeflenmektedir (Kayis ve digerleri,

2025).

Antikorlar, diger adiyla immiinoglobulinlerin (Ig), antijenleri (6rnegin bakteri veya
viriisleri) tek tek baglayip ortadan kaldirmak ve hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla
proteinlere baglanarak hiicre aktivasyonu yoluyla iletisimi saglamak gibi gorevleri vardir
(Schroeder Jr ve Cavacini, 2010a). Immiinoglobulinler temel olarak kendi icerisinde 5 e
ayrilir. Bunlar; IgG, IgA, 1gM, IgD ve IgE olarak siniflandirilirlar (Vidarsson ve digerleri,
2014). iImmiinoglobulinler kendi i¢lerinde kiyaslandiginda, IgG serumda ve dokularda en
fazla bulunan globulin tiirtidiir (Jefferis ve Lefranc, 2009).

Eksozomlar protein, lipid ve niikleik asit gibi yapilar1 hiicrelere tasiyarak hiicreler arasi
iletisimi saglarken, IgG antikorlar1 ise bagisiklik sisteminin adaptif kisminda gorev yaparak
antijenleri tanir ve immiin yanit1 baslatir. Ve bdylece her ikisi de bagisiklik yanitinin
diizenlenmesinde gorevlidir. Eksozomlar ve IgG, viicutta meydana gelen enfeksiyon veya
timor olusumlarinda, kanserin ilerleme diizeyi hakkinda bilgi saglayabilmeleri agisindan

bliylik 6nem tagimaktadir.

Biyomolekiillerin dogru ve etkin sekilde tespiti i¢in gelistirilen yeni nesil biyosensorler,

klasik yontemlere kiyasla daha kisa silirede, daha az 6rnek hacmiyle ve daha yliksek



duyarlilikla sonug¢ verebilmektedir. Bu baglamda, Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi ve elektrokimyasal tabanli sensor platformlar, yliksek hassasiyetleri ve diisiik
tespit limit degerleri sayesinde one ¢ikmaktadir. YZRS, yiizey plazmon ve Raman aktif
etiket kullanarak, etiketin parmak izi spektrumlarini takip ederek tanimlanmasini saglarken,
elektrokimyasal sensorler de spesifik baglanma olaylarin1 hizli ve kantitatif olarak tespit

edebilme avantaj1 sunmaktadir.

Tez ¢alismasinin ilk boliimiinde, idrar 6rneklerinde eksozom tespiti i¢in yeni bir kagit tabanl
YZRS platformu gelistirilmistir. Kagit YZRS yiizeyleri, eksozomlarin yakalanmasin
kolaylagtirmak amaciyla nanoyildiz bigimli altin nanopartikiiller (AuNP) ile elektrokimyasal
olarak modifiye edilmistir. Eksozomlarin yiizeyinde yiiksek miktarda bulunan CD9 proteini
tizerinden yakalamak i¢in, kagit yiizeyler iizerine anti-CD9 immobilize edilerek, eksozom
tayini amactyla immiinoassay tabanli bir YZRS stratejisi kullanilarak tanimlanmistir.
Plazmonik 6zellikleriyle bilinen altin nanogubuklar (AuNC), yliksek YZRS sinyal siddeti
elde etmek i¢in sandvig tipi immiinoassay yapisinda YZRS etiketleri olarak kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar, yapay idrar 6rneklerine konsantrasyonu bilinen eksozom standardi
eklenerek calisilmistir ve sistemin dogrulugu ortalama %95,1 geri kazanim degeri elde
edilmistir. CD9 tespiti i¢in anti-CD9 antikorlarinin kullanildigi immiinoreaksiyonlar
araciligiyla, eksozomlar pH 7.4 PBS ortaminda basariyla saptanmistir. YZRS testi, CD9
ylizey antijenlerini basariyla tespit etmis ve bu yontemin c¢esitli biyolojik 6rneklerde
eksozom tayini icin yiiksek potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur (Kayis ve

digerleri, 2025).

Tez caligmasiin ikinci boliimiinde, prostat kanseri tanisinda eksozom kaynaklhi
biyobelirteglerin kullanimini aragtirmak ve bu biyobelirteclerin tespiti i¢in mikroakiskan ¢ip
tabanli sistemler kullanilarak hassas, giivenilir ve non-invaziv bir yontem gelistirilmistir.
Karmagsik matrikslerden eksozom izolasyonunu kolaylastirmak amaciyla, manyetik
nanopartikiiller (FesO4) sentezlenmis ve YZRS sinyalini artirmak i¢in altin ile kaplanarak
Fe;O4@Au yapist elde edilmistir. Yiiksek YZRS sinyal siddeti saglamak i¢in, plazmonik
ozelliklere sahip altin nanogubuk, sandvi¢ tipi immiinoassay yapisinda YZRS etiketleri
olarak kullanilmistir. Gelistirilen yontemin uygulanabilirligini dogrulamak amaciyla,
konsantrasyonu bilinen eksozom standartlar1 yapay idrar 6rneklerine eklenmis ve dogruluk
calismast gergeklestirilmistir. Anti-CD9 antikorlar1 araciligiyla gerceklesen immiin

reaksiyonlar sonucunda, eksozomlar pH 7.4 PBS ortaminda basariyla tayin edilmistir.



Tez ¢aligmasinin {igiincii boliimiinde, karbon ve glimiis boya tabanli elektrotlar, yatay akis
imminoassay (LFIA) sistemine entegre edilerek, gelistirilen platformun elektrokimyasal
Olclim sistemiyle degerlendirilmesiyle IgG tayini gerceklestirilmistir. Bu yontemde, ¢alisma
elektrodu iizerinde yakalanan IgG proteinin bagli oldugu altin nanopartikiillerin asidik
ortamda protonlanmasi ve buna bagli olarak da indirgenme potansiyelinin elektrokimyasal

olarak takip edilmesiyle analiz ger¢eklestirilmistir.

Bu tez caligmasinda, prostat kanseri eksozomlarin tespitine yonelik hem YZRS, hem de pasif
mikrocip temelli iki farkli biyosensor sistemi ayrica immiinoglobulin G tayinine yonelik
elektrokimyasal yatay akis analiz tabanli biyosensor sistemi gelistirilmistir. Bu biyosensor
sistemlerinin gelistirilmesinde, ylizey modifikasyonlari, 6zgiil baglayict ajanlar olarak
antikorlar kullanilarak nanomalzeme kullanimi ve ger¢ek 6rnek hazirlama siiregleri detayli
sekilde ele alimmstir. Gelistirilen platformlarin analitik performanslari karsilastirmali olarak
degerlendirilmis, segicilik, hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve uygulama potansiyelleri
arastiritlmistir. Bu tez ¢alismasi, prostat kanseri ve kotii bagisiklik sistemi gibi ciddi ve
yaygin bir saglik problemleri ic¢in yenilik¢i, hizli ve giivenilir tan1 yaklasimlarinin
gelistirilmesine katki saglamayi hedeflemektedir. Ayn1 zamanda gelistirilen biyosensor
sistemleri, farkli hastaliklara 6zgli eksozomlarin ve farkli immiinoglobiiliinlerin tespiti i¢in

de temel teskil edecek sekilde genisletilebilir bir yapiya sahiptir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat, erkek iireme sisteminin baslica yardimci bezidir. Prostat bezi, pelviste yer alan, ceviz
bliyiikliigiinde, kapsiille ¢evrili, kas ve bez dokusundan olusan, salgi iretme 6zelligine sahip
bir organdir. Prostat bezinin iginden iiretra ve ejakiilatuar kanal olmak iizere iki adet kanal
gecmektedir. Uretra, mesaneden baslayarak prostatin iginden gegen ve idrar ile semen’in
viicuttan atilmasini saglayan kanaldir (Wu ve De Cicco, 2020). Ejakiilatuar kanal ise seminal
sivilarin {iretraya tasinmasindan sorumludur. Prostat bezinin icerisinde yaklasik 50 adet
tiibiiloalveolar yapida kiiciik bez bulunur. Bu bezler, sekresyondan sorumlu 6zellesmis hiicre
topluluklarindan olusur. Bu hiicre gruplarinin genetik faktorler veya cesitli ¢evresel etkenler
sonucunda kontrolsiiz bigimde ¢ogalmasi ve yayilmasi, prostat kanserinin gelisimine yol
acmaktadir. Histolojik agidan incelendiginde; prostat kanseri normal dokuya gore prostatik
intraepitelyal neoplaziye (PIN) doniisiim gosterirken hastalik ilerledik¢e lokal ve metastatik

evrede belirgin fenotipik degisiklikler gostermektedir (Erzurumlu, 2021).

Normal Prostat Prostatik intraepitelyal Lokalize Prostat Kanseri Metastatik Prostat Kanseri
Neoplazi (PIN)

Sekil 2.1. Prostat dokusunda normal, PIN, lokalize ve metastatik kanser evrelerinin
histolojik goriiniimleri (Erzurumlu, 2021)

2.2. Hiicre Dis1 Vezikiiller

Hiicre dis1 vezikiiller (EV’ler), canli hiicreler tarafindan salgilanan ve genellikle nano ile
mikrometre araliginda degisen boyutlara sahip kiiclik 6lgekli parcaciklardir (Malhotra ve
digerleri, 2021). Bu vezikiillerin biyolojik sivilarda ve hiicre kiiltiirii siipernatantlarinda

bulundugu bilinmektedir. EV’ler, boyutlar1 ve biyogenez mekanizmalarina gore {i¢ ana



smifa ayrilir: apoptotik cisimcikler (1000-5000 nm), mikrovezikiiller (MVs veya
ektosomlar, 150—-1000 nm) ve eksozomlar (40-150 nm) (Jeppesen ve digerleri, 2019;
Szwedowicz ve digerleri, 2022). EV’ler, lipid cift tabakasindan olusan ve tetraspaninler,
enzimler, vezikiil tasinim proteinleri gibi ¢esitli proteinleri; mRNA, miRNA ve bazen DNA
gibi niikleik asitleri; ayrica hiicre tanima i¢in karbonhidratlar1 ve sitokinler ile biiyiime
faktorleri gibi biyoaktif molekiilleri igeren yapilardir (Ginini, Billan, Fridman ve Gil 2022;
Van der Koog, Gandek ve Nagelkerke, 2022). Tetraspaninlerin CD9, CD63, CD81, CD82
ve TSPANS gibi yaklasik 33 kararli {iyesi bulunur (Brzozowski ve digerleri, 2018). CD9,
CD63 ve CDS81 gibi tetraspaninler eksozom zarlarinda bol miktarda yer alirken; ektosom
zarlarinda tetraspanin miktar1 daha diisiik olup reseptorler, glikoproteinler ve
metalloproteinazlar gibi farkli proteinler daha fazladir (Meldolesi, 2021; Ondrussek ve
digerleri, 2023). Ote yandan apoptotik cisimcikler, ideal bir yapida benzersiz niikleer
bilesenlerle birlikte mitokondri, Golgi aygiti, ribozomlar ve endoplazmik retikulum gibi
organelleri igcermektedir (Gregory ve Rimmer, 2023). Her ne kadar farkli EV tiirleri bazi
ortak bilesenler tasisa da her bir EV tipi digerlerinden ayrilmasimi saglayan kendine 6zgii

biyobelirteglere sahiptir.

2.2.1. Eksozomlar

Eksozomlar ilk olarak koyun retikiilositlerinde, retikiilositlere 6zgii sitozolik bilesenler
igeren kiiciik vezikiiller olarak tanimlanmistir. Baslangigta sadece eritrosit olgunlagmasinin
“atik tirlinleri” olarak degerlendirilmislerdir; ancak sonraki ¢alismalar eksozomlarin hiicreler
tarafindan aktif olarak salgilanan, hiicre dis1 vezikiillerin ayr1 bir sinifi oldugunu ortaya
koymustur. Bu vezikiiller endozomal yoldan kdken alir ve dort ana agsamada olusur. Bunlar;
membran tomurcuklanmasi, invajinasyon, multivezikiiler cisim olusumu ve sekresyondur.
Yapisal olarak eksozomlar kiiresel, yassi ya da fincan benzeri morfolojilere sahiptir ve
caplar1 genellikle 40—150 nm arasinda degisir. Son yillarda eksozomlarin kan, idrar, tiikiiriik,
torakoabdominal sivi, beyin omurilik sivisi, safra, siit, gozyasi ve semen gibi ¢esitli insan
viicut sivilarinda bulundugu tespit edilmistir (Guerrini ve digerleri, 2021; Kayis ve digerleri,
2025). Son calismalar, prostat kanseri hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarin idrar 6rnekleri
tizerinden hastaligin non-invaziv takibi ve erken tespiti i¢in 6nemli potansiyel tasidigin
vurgulamistir. CD9, EV yiizeyinde yaygin olarak bulunmasi nedeniyle eksozom tespiti i¢in
siklikla hedeflenen bir proteindir (Lee ve digerleri, 2022; Zadka ve digerleri, 2020). CD9

eksozom ylizeyinde bol miktarda bulunan tetraspanin proteinlerinden biridir. CD9’un



yiiksek bollugu, eksozomlarin tespiti ve izolasyonu i¢in giivenilir bir biyobelirte¢ olmasini
saglar. CD9 her ne kadar mikrovezikiiller ve apoptotik cisimciklerde de bulunsa da 6zellikle

eksozomlarda zenginlesmis sekilde bulunmaktadir (Giovannelli ve digerleri, 2021).
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Sekil 2.2. Eksozomlarin sekilsel goriintiisii (Jan ve digerleri, 2021)

Eksozomlarin gorevleri

Eksozomlar hiicreler arasi iletisim ve homeostazin saglanmasinda 6nemli gorevlere sahiptir
(Zhang ve digerleri, 2019). Hiicre dis1 vezikiiller biyolojik siireclerdeki temel rolleri
nedeniyle hastalik patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Inanir ve Ekici, 2020). Ek
olarak, eksozomlar bagisiklik sistemi icindeki iletisimde yer almasi sebebiyle hem bagisiklik
uyaricit hem de engelleyici etkilerle modiilasyonda yer almaktadir (Théry ve digerleri, 2002).
Eksozomlar, niikleik asitlerin (DNA, mRNA, miRNA) (Chiriaco ve digerleri, 2018),
proteinlerin ve lipitlerin kargo konteyneri g¢ekirdekleri (Johnstone ve digerleri, 1987)
araciligryla tagima islemlerini gerceklestirerek hiicreden hiicreye iletisimde kritik bir rol
oynarlar. Eksozomlar ayrica hem enfeksiyonun 6nlenmesinde hem de bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde gorev alir (Aheget ve digerleri, 2020). Ornegin anne siitindeki miRNA
igceren bagisiklik fonksiyonlar1 ile eksozomlarin saghikli dogum sonrasi biliyiimeyi
desteklemesi arasinda bir iliski bulunmaktadir (Mathivanan ve digerleri, 2010). Normal ve
patolojik hiicrelerde hiicreler arasi iletisim siirecini incelemeye yonelik caligmalar

eksozomlara olan ilgiyi biiyiik Olgiide arttirmigtir. Bunun en &nemli nedeni, kanser



hiicrelerinin olugturdugu faktorlerin eksozomlar tarafindan salinmasidir ¢linkii eksozomlar
neoplazi, tiimdr biiylimesi ve metastazi, paraneoplastik sendromlar ve tedaviye direng
iizerinde etkilidir (Kastelowitz ve Yin, 2014). Ayrica kanser hastalarinin (prostat, akciger,
mide gibi) kan Orneklerinde saglikli bireylere gore eksozom diizeyi oldukga yiiksektir

(Commisso ve digerleri, 2013; Delorme-Axford ve digerleri, 2013).

Eksozomlarin kanserdeki rolii

Kanser progresyonu ile ilgili giincel teorilere gore bir primer tiimor, metastaz
ger¢ceklesmeden ¢ok dnce subklinik veya mikroskobik diizeyde gelisir. Bir kanserin klinik
olarak tespit edilebilir hale gelmesi i¢in yaklasik 1 cm? biiyiikliige ulasmasi gerekir ki bu,
yaklasik 10° hiicreye karsilik gelir (Guerrini ve digerleri, 2021; Kayis ve digerleri, 2025).
Eksozomlar yalnizca tiimdr tanisinda biyobelirteg olarak degil, ayn1 zamanda timér tedavisi
icin potansiyel hedefler olarak da kullanilabilir (Yang ve digerleri, 2022). Yaygin olarak
kabul edilen goriise gore primer tiimdrler, uzak bolgelere yayllmadan 6nce diger organlarin
hiicre ve dokular1 ile ¢cevre mikrogevreyle iletisim kurarak metastatik nisi hazirlarlar. Bu
yatay hiicreler arasi iletisim eksozomlar tarafindan saglanir. Dolayisiyla eksozomlarin
hiicrelerde dogru ve hizli tespiti, kanserin erken tanisina olanak saglar. Bu durum eksozom
tespitine yonelik yiiksek duyarliliga sahip, hizli ve giivenilir sensorlere duyulan ihtiyaci
ortaya koymaktadir. Eksozomlardaki lipid ¢ift tabakasinin ortalama kalinlig1 yaklasik 5
nm’dir ve bu 6zellik ¢okme katsayilarinin protein agregatlarindan 6nemli dl¢lide farkl
olmasina yol agar (Zhang ve digerleri, 2018a). Prostat kanserinde tiimor metastazinin tespiti
basaril1 bir tedavi i¢in kritik 6nem tasir. Metastazin baglamasiyla CD9 ve CD151 ekspresyon
seviyelerinde degisiklikler meydana geldigi gézlenmistir. Bu durumda hiicre adezyonu ve
sinyallemesinde kritik rol oynayan CD9 seviyelerinde belirgin bir azalma, buna karsilik
hiicresel aktivasyon belirteci olan CD151 seviyelerinde artig goriilir. Bu nedenle bu
biyobelirteglerin ekspresyon seviyelerinin izlenmesi tiimor mikrogevresine iliskin degerli
bilgiler saglayabilir (Brzozowski ve digerleri, 2018; Ludwig ve digerleri, 2021). Prostat
kanserinde EV izolasyonu ve analizine yonelik arastirmalar, CD9’un eksozom tanimlamasi
ve karakterizasyonu i¢in yaygin bir belirte¢ oldugunu gdstermektedir (Allelein ve digerleri,
2022). Bu bilgiler 1s18inda CD9 pozitif eksozomlarin prostat kanseri tanisinda, hastalik
ilerlemesinin izlenmesinde ve metastazin belirlenmesinde degerli bir biyobelirteg

olabilecegi diisliniilmektedir.



Eksozom tayin yontemleri

Glinlimiizde kullanilan eksozom izolasyon yontemleri; ultrasantrifiigasyon, yogunluk
gradyanli santrifiigasyon, ultrafiltrasyon, ¢oktiirme (6rnegin polietilen glikol, PEG) ve
immiinoizolasyon olarak simiflandirilabilir (Zhang ve digerleri, 2018b). Bu yontemlerin her
birinin kendine 0zgli avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Ayrica sik kullanilan bir diger
izolasyon yaklasimi da hedef analite 0zgli antikorlarla modifiye edilmis manyetik
boncuklarin kullanilmasidir. Bu boncuklar karmasik matrikslerden analitin secici sekilde
ekstraksiyonuna olanak saglar (Chen ve Qiu, 2025; Shin ve digerleri, 2025). Son ¢alismalar,
ila¢ salinim sistemlerinde eksozomlarin ilag¢ yiikleme verimliliginin degerlendirilmesi i¢in
YZRS tabanli yontemlerle izlenebilece§ini gostermistir (Liu ve digerleri, 2025).
Mikroakigkan-YZRS tabanli yaklasimlarda eksozom biyobelirteglerinin profillenmesi ve
kanser gibi hastaliklarin erken tanisinda kullanilmasi konusunda onemli ilerlemeler
kaydedilmistir (Han ve digerleri, 2022; Ho ve digerleri, 2024; Jia ve digerleri, 2024; Ma ve
digerleri, 2025). Entegre mikroakiskan-YZRS sistemleri yiiksek duyarlilikli eksozom tayini
ve sinyal giiclendirmesi saglar. Elektrokimyasal mikrogip tabanli yontemler ise
nanovezikiillerin hizli yakalanmasi ve analiz edilmesi i¢in etkili ¢éziimler sunar (Shi ve
Esfandiari, 2020). Ayrica ii¢ boyutlu YZRS tabanli biyosensorler, kanser kaynakli
eksozomlarin segici tayinine olanak saglarken; manyetik boncuk zenginlestirme veya
termoforetik konsantrasyon gibi teknikler eksozomlarin verimli izolasyonu ve etiketsiz
tespitine imkan tanir (Al Mannai ve digerleri, 2022; Guo ve digerleri, 2024; Shin ve digerleri,
2025).

Son zamanlarda, tetraspanin proteinleri (CD9, CD81, CD63) ve hastalik iliskili proteinleri
hedefleyen yiiksek 6zgiilliikk ve duyarliliga sahip immiinolojik esasli yeni eksozom tespit
teknikleri gelistirilmistir. Floresans (Ding ve digerleri, 2023), ylizey plazmon rezonansi
(SPR) (Kowalczyk ve digerleri, 2023), niikleer manyetik rezonans (Ullah ve digerleri, 2021),
elektrokimyasal (da Fonseca Alves ve digerleri, 2024) ve elektro-kemiliiminesans (Xiong ve
digerleri, 2022) gibi yontemler CD9 tespiti i¢in rapor edilmistir. Bu yontemler, eksozom
protein tanimlamasina yonelik geleneksel yaklasimlara kiyasla ©Onemli gelismeler
saglamistir. Bunlara ek olarak, farkli YZRS substratlarinin  kullanildigi Yiizeyde
Zenginlestirilmis Raman spektroskopisi (YZRS) teknikleri de ¢oklu analiz yapabilme ve
yliksek duyarlilik 6zellikleri sayesinde eksozom tespitinde biiyiik ilgi géormektedir (Li ve

digerleri, 2022). Soy metal nanoparcaciklari (Au, Ag, Cu) YZRS substrat1 olarak yaygin
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sekilde kullanilmakta olup, 2D ve 3D yapilarin metal nanopargaciklar ile birlestirildigi
hibrit sistemler de son donemde rapor edilmistir (Guerrini ve digerleri, 2021; Li ve digerleri,

2022).

Eksozomlar genellikle siispansiyon igerisindeki konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin
Nanopargacik Izleme Analizi (NTA) kullanilarak analiz edilir. Ancak NTA, cihaz
kalibrasyonu ve parametre ayarlarinda standardizasyon eksikligi nedeniyle sinirl
tekrarlanabilirlik gostermektedir. NTA ile elde edilen konsantrasyon ve boyut verilerinin
spesifik molekiiler karakterizasyon yoOntemleriyle desteklenmesi gerekir. Bu amagla
Western blot (WB) ile protein belirtegleri veya ELISA ile antijen tayini yapilabilir. Ancak
WB, diisiik duyarlili§i ve timor hiicrelerinin erken evrede salgiladigi diisiik eksozom
konsantrasyonlarini tespit edebilmek i¢in yliksek 6rnek hacmine ihtiyag duymasi nedeniyle
sinirl1 kalmaktadir. Alternatif olarak akis sitometrisi kullanilabilir, ancak klasik akis
sitometrisi kiigiik eksozomlar1 yiiksek duyarlilikla ¢oziimlemede yetersiz kalmaktadir (Liu

ve digerleri, 2021).
2.3. Immiinoglobulinler

Tiim antikorlar, immiinoglobulin protein sinifinin tiyeleridir ve B lenfositlerinden tiiretilen
plazma hiicreleri tarafindan olusturulur (Hoda, 2019). Immiinoglobulinler, 2 tane hafif zincir
(light, L) ve 2 tane agir zincirin (heavy, H) birlesmesinden olusan glikoproteinlerdir. L ve H
zincirleri birbirlerine disiilfit baglarla baglanir. L ve H zincirlerinin her biri sabit (C) ve
degisken (V) bolgeler icermektedir. L zincirinin tamami ve H zincirinin son yarim kismi
yani degisken (V) bolgeler birlikte antijen baglayan bolge olarak bilinen “Fab” bolgesini
olusturmaktadir. Agir zincirlerin geri kalan kismi yani sabit (C) bolgeler ise kompleman
aktivasyonu, hiicre yilizey almaglarina baglanma gibi biyolojik aktivite gdsteren “Fc”
bolgesidir (Warren, 2016) (Sekil 2.3). Immiinglobulinler, insan viicudunda iki formda
bulunurlar. Bunlar salgilanmis ve membrana bagli immiinglobulinlerdir. Salgilanan formu
genellikle plazma hiicreleri tarafindan {iretilir ve mikroorganizmalart noétralize etme,
kompleman sistemini aktiflestirme gibi gorevleri yerine getirir. Membrana bagli form ise B
lenfosit ylizeyinde reseptor gdrevi goriir, antijenleri tanir ve bunlara baglanmay:1 saglar

(Borghesi ve Milcarek, 2006).
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Sekil 2.3. IgG molekiiliiniin sekilsel gosterimi (Oziitemiz Tutang, 2025)

Immunoglobulinler agir zincir yapilarina gore 5 farkli sekilde bulunmaktadir. Bunlar; IgM,

IgD, IgG, IgE, IgA dir. IgG molekiilii ise; kendi icerisinde dort alt sinifa ayrilir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. IgG’nin alt simiflarinin sekilsel gosterimi (Lambert ve Finlay, 2014)
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2.3.1. Immiinoglobulin G

Immiinglobulinlerin ana sinifi olan IgG, tiim serum immiinglobulinlerinin yaklasik dértte
tcilinli olusturur. Ortalama yar1 dmrii 21 giindiir ve molekiiler agirligi 150 kilodaltondur
(kDa) (Jefferis ve Lefranc, 2009). IgG molekiilii agir zincirindeki sabit bolgelerin yapisal,
islevsel ve antijenik farkliliklarina dayanarak saglikli bir insan serumunda bulunma oranina
gore IgGl (%61), 1gG2 (%32), I1gG3 (%4) ve IgG4 (%3) olarak dort alt sinifa ayrilir
(Schroeder Jr ve Cavacini, 2010b). Bu alt simflar, farkli antijenlere karsi bagisiklik
yanitlarinda ve patojenlere kars1 savunmada c¢esitli roller iistlenir. IgG plasenta bariyerini

gecerek ekstravezikiiler alanlara niifuz edebilir.

2.3.2. immiinoglobulin G ile kanser iliskisi

IgG antikorlarin temel 6zelliklerinden biri, hedef hiicreleri yok etme kapasitesidir. Bu
ozellikleri genel olarak antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) olarak adlandirilir.
Hedef hiicreleri oldiirebilme yetenegi, sitotoksik antikorlar1 bir¢ok malign, otoimmiin ve
enfeksiyon hastaliginin tedavisinde standart yaklagim haline getirmistir (Wohner ve
Nimmerjahn, 2025). IgG, patojenlere karsi savunmada bagisiklik sisteminde rol alan ¢ok

yonlii bir antikordur.
2.4. Biyosensorler

Biyosensor teknolojileri, biyolojik molekiilleri yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikle tespit etmek
lizere tasarlanmig genis bir analitik yaklagimi temsil eder. Bu teknolojiler, hedef analitleri
tanimlamak i¢in ¢esitli biyolojik tanima bilesenlerinden yararlanarak, bir¢ok farkli tan1 ve
izleme sisteminin temelini olusturur. Biyosensorler, biyolojik tanimayi dlgiilebilir sinyallere
doniistiirerek, spesifik biyolojik analitlerin tespit edilmesi icin tasarlanmig analitik
cihazlardir. Bu cihazlar, enzimler, antikorlar veya niikleik asitler gibi biyolojik tanima
bilesenlerinin analitle olan etkilesimlerini 6l¢iilebilir bir sinyale doniistiiren bir doniistiiriici
ile birlikte calisirlar (Kim ve digerleri, 2023; Mohankumar ve digerleri, 2021; Perumal ve
Hashim, 2014). Dogru, hizli ve hassas oOl¢iimler saglayabilme Ozellikleri sayesinde
biyosensorler, tip, cevresel izleme ve gida giivenligi gibi bir¢ok alanda uygulama

bulmaktadir (Shafiee ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.5. Biyosensdrlerin sematik gosterimi

2.4.1. Biyosensorlerin cesitleri

Biyosensorler, biyo algilayict (biyoreseptdr) ve doniistiiriiciiye bagli olarak
smiflandirilabilmektedir. Biyo algilayicinin tiiriine gore mikroorganizma, niikleik asit,
enzim, antikor, reseptor gibi siniflandirmalar yapilabilmektedir. Kullanilan doniistiiriiciintin
tiirline bagh olarak ise elektrokimyasal, optik ve kiitle tabanli biyosensorler olarak
siiflandirilma yapilabilmektedir. Biyosensorler icerisinde en yaygin olan tiirler optik ve

elektrokimyasal biyosensorler olarak bilinmektedir (Goumas ve digerleri, 2025).

Optik bivosensorler

Klinik kullanim i¢in gelistirilen ilk optik biyosensodrlerden biri, 1957 yilinda ticarilestirilen
idrar Orneklerinde glikoz analizini saglayan test serididir. Bu sensor, glikoz oksidaz ve
peroksidazin birlikte immobilize edildigi bir seliiloz ped kullanarak glikozun oksidasyonunu
katalize eder ve yari-nicel idrar glikoz ol¢iimii icin gorsel olarak tespit edilebilen mavi bir
renk {liretir (Free ve digerleri, 1957). Optik doniistiiriiciiler, bir biyokatalizor ile hedef analit
arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikan optik 6zellik degisikliklerini algilar ve floresans
siddeti, 151k emilimi, yansima, kemiliiminesans, kirilma indisi ve Raman sagilmasi gibi
degiskenleri inceler. Optik biyosensorler genel olarak bes ana bashik altinda incelenir.
Bunlar; kolorimetrik biyosensorler, floresans biyosensorler, optik fiber biyosensorler, YZRS

biyosensorler ve fotonik kristal biyosensorlerdir (Goumas ve digerleri, 2025).

Kolorimetrik biyosensorler, biyokimyasal bir reaksiyon sonucu destek materyalinin
renginde meydana gelen degisiklikleri tespit ederek calisir. Bu degisiklik, materyalin 151k
emilimi veya yansimasini degistirir ve bdylece gbzle goriilebilir hale gelir. Kolorimetrik

sensorler, sensorlin optik 6zelliklerini (absorpsiyon veya yansima) kullanarak yapisal bir
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renk Uretir ve bu renk analitin tespit sinyali olarak kullanilir. Sensor ylizeyinde meydana
gelen kirilma indisi degisikliklerinin izlenmesi; kullanim kolayligi, diisiik maliyet, saha
analizine uygunluk ve gercek zamanl tespit gibi 6nemli avantajlar sunar (Liu ve digerleri,
2021). Bu biyosensorler, biyokimyasal girdileri tanir ve bunlar1 floresans yogunlugu, dalga
boyu degisimleri veya diger enerji transfer mekanizmalar1 araciligiyla optik ¢iktilara
dontstiiriir (Lyons ve digerleri, 2023). Optik Fiber Biyosensorler 1970’lerde optik fiber
teknolojisindeki gelismelerle birlikte, basit 151k iletim araglarindan tibbi goriintiileme ve
diger alanlarda kullanilan kapsamli cihazlara doniismiistiir. Bir diger optik sensor ise YZRS
biyosensorleridir. Raman sagilmasi, ilk kez 1928’de gozlemlenen ve molekiiler titresimlerle
iliskili, farkl frekanslarda sacilan, elastik olmayan 151k etkilesimidir. Spontan Raman sinyali
zayiftir; bu nedenle YZRS, metalik nanoyapilar araciligiyla sinyal giiciinii artirir
(Serebrennikova ve digerleri, 2021). YZRS tabanli tayinler dogrudan (etiketsiz) ya da dolayli
(etiketli) olarak analizi miimkiin kilar. Dogrudan YZRS o6l¢iimii, nanoyapili substratlar
iizerindeki biyomolekiillerin Raman spektrumunu analiz eder. Dolayli tespit ise; Raman aktif
YZRS nano etiketleri ile duyarhilik ve 6zgiilliigii artirir. Bu sayede YZRS tabanli yontemler
gelistirilir. YZRS, mikroakiskan sistemler, elektrokimyasal, floresans, PCR ve LFIA
teknolojileri ile birlikte kullanilabilir. Fotonik kristal biyosensorler ise; bir, iki veya ii¢
boyutta periyodik olarak degisen, dielektrik fonksiyona sahip malzemelerdir. Bu yapilar 15181
etkili sekilde hapseder (Fenzl ve digerleri, 2014).

Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik veya kimyasal hedefleri elektrokimyasal
etkilesimler yoluyla tespit etmek i¢in tasarlanmis, yaygin olarak kullanilan analitik
cihazlardir. Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi'ne (IUPAC) gore
elektrokimyasal bir biyosensor, biyolojik tanima elemani kullanarak secici, nicel veya yari-
nicel analitik veri saglayan, biitiinlesik bir algilayici-doniistiiriicii sistemidir (Thévenot ve
digerleri, 2001). Bu sensorler, biyokimyasal etkilesimleri elektrik sinyallerine doniistiirerek
calisir ve bu sinyaller islenerek analiz edilir. Sensorlerin etkinligi; analit, biyotanima
elemani, doniistiiriicii, sinyal giiclendirme ve isleme birimi ile veri goriintiileme sistemi gibi
cesitli temel bilesenlerin koordineli sekilde ¢alismasina baghidir. Bu bilesenlerin her biri
algilama stirecinde kritik bir rol oynar (Baryeh ve digerleri, 2017; Cui ve digerleri, 2019;
Grieshaber ve digerleri, 2008; Kalita ve digerleri, 2023) . Tipik bir elektrokimyasal

biyosensor, analit, biyotanima elemani, doniistiiriicii, sinyal gliclendirme ve isleme, veri
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gorilintiileme ve yorumlama sistemi olmak tizere bes ana boliimden olusmaktadir. Analit,
biyosensoriin tespit etmek lizere tasarlandigi spesifik biyolojik veya kimyasal maddeyi ifade
etmektedir. Viriisler, bakteriler, niikleik asitler, kiiciik biyomolekiiller, agir metaller,
proteinler, kanser/hastalik biyobelirtegleri, ¢esitli antikorlar gibi bilesikler analit olarak tayin
edilebilmektedir. Analite uygun biyotanima elemanlarinin se¢imi, tayin stratejilerinin dogru
belirlenmesini saglar ve boylece yiiksek 0Ozgiillik ve giivenilir sonuglar elde edilir.
Biyotanima elemani, hedef analiti segici bir sekilde tanimaktan ve onunla etkilesime
girmekten sorumlu temel bilesendir. Genellikle enzimler veya antikorlar gibi dogrudan
analite 0zgli baglanma potansiyeli gosteren yapilardan olusur. Bu etkilesimin 6zgilliigi,
hedef dis1 molekiillerden kaynaklanabilecek girisimi en aza indirmek ve sensor dogrulugunu
artirmak agisindan oldukca oOnemlidir. Analit ile etkilesim sonrasinda biyoalgilayici,
biyokimyasal veya elektrokimyasal bir degisime ugrar ve bu degisim, doniistiiriicii
tarafindan elektriksel bir sinyale doniistiiriiliir. Doniistiiriicii, analit ile biyotanima elemani
arasinda ger¢eklesen biyokimyasal etkilesimleri elektrik sinyallerine dontistiirmede kritik bir
rol oynar. Elektrokimyasal biyosensorlerde bu doniisiim, voltametrik/amperometrik,
potansiyometrik, kondiiktometrik veya impedimetrik Ozellikler gibi elektriksel
ozelliklerdeki degisikliklerin dl¢iilmesiyle saglanir. Kullanilacak doniistiiriici yonteminin
se¢imi, analitin yapisina ve istenen duyarlilik diizeyine baglidir. Doniistiiriicii tarafindan
iretilen elektrik sinyali genellikle zayiftir ve dogru sekilde tespit edilebilmesi i¢in
giiclendirilmesi gerekir. Bir sinyal giiclendirici, alinan elektrokimyasal yanitin siddetini
artirir ve analit derisimindeki ¢ok kiiclik degisikliklerin bile tespit edilebilmesini saglar.
Gliglendirilen bu sinyal daha sonra anlamli analitik verilerin elde edilmesi amaciyla
hesaplama algoritmalar1 kullanilarak islenir. Islenen sinyal, biyosensériin kullanim amacina
bagli olarak sayisal degerler, grafikler veya voltamogramlar gibi kullanici tarafindan
okunabilir bir formata doniistiiriiliir. Veri goriintiileme sistemi, sonuglarin kolayca
yorumlanmasini saglar ve kullanicilarin sensor ¢iktisina dayali bilingli  kararlar

verebilmesine imkan tanir (Arslan Caglayan, 2025).

-
- — — —_— —_—
e —

Sinyalislemci

Numune Analit Biyoreseptor Sinyal Attinmi

Sekil 2.6. Elektrokimyasal biyosensoriin ¢alisma prensibine ait sematik gosterim
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2.5. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, Richard P. Feynman tarafindan 1959 yilindaki “There is Plenty of Room at
the Bottom” baslikl1 en iinlii konferansi sirasinda ilk defa ifade edildiginden beri, bu alanda
cok cesitli gelismeler meydana gelmistir. Nanoteknoloji alaninda nano 6l¢ek mertebesinde
cesitli sekillerde materyaller liretilmistir. Bir nanometre (nm) Uluslararasi Birimler Sistemi
(SI)’ne gore 10”° metre uzunlugundaki birimi temsil etmektedir. Temelde nanomalzemeler
en az bir boyutlu ve boyutlar1 1-1000 nm arasinda degisen materyaller olarak
tanimlanmaktadir, ancak genel olarak boyutlari 1-100 nm araliginda olan malzemeler olarak
belirtilmektedir (Lin ve digerleri, 2025). Nanopartikiiller (NP), boyutlar1 1-100 nm arasinda
degisen tek veya cok boyuta sahip partikiil maddelerini iceren materyallerin genis bir sinifini
igcermektedir. Sekillerine baglh olarak bu materyaller bir, iki ya da {i¢ boyutlu olabilirler
(Tiwari ve digerleri, 2012). Boyutun, optik ozellikler gibi maddelerin fiziko-kimyasal
ozelliklerini etkileyebildigi kesfedildiginde bu materyallerin 6nemi fark edilmistir.
Nanopartikiiller yiizey1 fonksiyonellestirilebilen kiiclik boyuttaki malzemelerdir.
Nanopartikiiller, morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak ¢esitli
sekillerde siniflandirilabilir. Biyoanalitik sistemlerde en ¢ok kullanilan nanopartikiil ¢esitleri
olarak karbon temelli nanopartikiiller (karbon nanotiipler vb.), metal nanopartikiiller (Fe, Au
ve Ag metallerinden olusan nanopartikiiller), yar1 iletken nanopartikiiller, polimerik

nanopartikiiller ve lipid temelli nanopartikiiller olarak siniflandirilabilirler.

2.5.1. Manyetik demir oksit nanopartikiiller

Demir oksitler dogada en yaygin halde bulunan ve laboratuvarlarda kolaylikla
sentezlenebilen en yaygin bilesiklerdir. Son yillarda hedeflenmis ila¢ salimi, manyetik
rezonans goriintiileme, biyoalgilama, biyogoriintiileme gibi bir¢cok teknolojik uygulamalara
imkan saglamasindan dolay1 demir oksit nanopartikiillerin sentezi yogun olarak artmistir.
Manyetik demir oksit nanopartikiillerin {iretiminin ucuz olmasi, fiziksel ve kimyasal olarak
kararli olmasi, biyouyumlu ve c¢evresel olarak giivenli olmasi nedeniyle, bu alandaki
biyouygulamalarin sayist oldukc¢a dikkat ¢ekmektedir. Calismalarda en sik kullanilan
manyetik nanopartikiil g¢esitleri demir oksitler hematit (a-Fe203), magnetit (Fe3O4) ve
maghemit (y-Fe203) olarak bilinmektedir. Bu demir oksit nanopartikiil tiirleri, essiz
biyokimyasal, manyetik ve katalitik 0Ozellikleri nedeniyle teknik ve biyomedikal

uygulamalar i¢in uygunluk saglayan énemli {istiinliiklere sahiptirler.
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Farklt morfolojilere sahip manyetik demir oksit nanopartikiiller, c¢esitli yontemler
kullanilarak sentezlenmektedir. Bu yontemler; birlikte ¢oOktiirme, termal ayrigsma,
hidrotermal ve solvotermal sentez, sol-jel sentez, mikroemiilsiyon, ultrason i1sinlamasi ve
biyolojik sentezler olarak bilinmektedir. Bu yontemler arasinda en yaygin kullanilan yontem
birlikte ¢oktliirme metodudur. Bu yontem, oda sicaklifinda veya yiiksek sicakliklarda inert
atmosfer ortaminda 2:1 molar oraninda Fe™ / Fe™ iceren sulu ¢dzeltiye, baz ilave edilmesi
ile demir oksitlerin (y-Fe203 veya Fe3O4) sentezlenmesinde kolay ve elverisli bir metottur

(Farha ve digerleri, 2024).

2.5.2. Altin nanopartikiiller

Altin, milattan 6nce 5. ylizyildaki kesfinden bu yana diinyadaki en 6nemli maddelerden biri
olmustur. Altin nanopartikiillerin boyutlar1 100 nm’ ye kadar ulagmaktadir. Nanopartikiil
sekilleri de fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir.
Yapilar kiiresel olmayan altin nanopartikiiller, kiiresel olanlara kiyasla anizotropik optik ve
elektronik o6zellikler gostermektedir. Kiiresel olmayan altin nanopartikiillerden en bilineni
altin nanocubuktur. Altin nanogubuk yapilarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden
yararlanilarak gerceklestirilen birgok calisma 6rnegi mevcuttur (Cao ve digerleri, 2012;

Derebasi ve digerleri, 2025; Kayis ve digerleri, 2025).

Altin nanogubuklarin sentez yontemleri olarak yas kimya, elektrokimyasal, sonokimyasal,
solvotermal, mikrodalga destekli ve fotokimyasal indirgeme yontemleri sayilabilir. Bu
metodlarda suda ¢oziinmiis altin (III) iyonlar1, ¢esitli dis uyaricilar varliginda sodyum
borohidriir, askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar aracilig ile altin (0)’a indirgenir. Altin
nanogubuklarin kolloidal biiylimeleri i¢in yaygin olarak kullanilmakta olan ylizey aktif
maddelerden birisi setil trimetil amonyum bromiir (CTAB)diir. Yiizey aktif maddeler
nanocubuklarin agregasyonunu Onleyici ajanlar olarak islev gormektedirler ve ayrica
miseller olusturarak altin nanopartikiilleri ¢ubuk seklinde biliylimeye yonlendirirler. En
yaygin metotlardan birisi ¢ekirdek-aracili biiylime olarak adlandirilir. Kiiglik altin
nanopartikiil ¢ekirdekleri oncelikli olarak sulu CTAB ¢ozeltisi iginde sodyum borohidriir ile
kloroaurik asidin indirgenmesi ile hazirlanir. Belirli miktardaki ¢ekirdek ¢ozeltisi, Au(IIl)
kompleks iyonunun Au(I) kompleks iyonuna askorbik asit ile sulu CTAB ¢ozeltisi ortaminda

indirgenmesi sonucunda elde edilen biiyiime c¢ozeltisine eklenir. Eklenen g¢ekirdek
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sonrasinda Au(I) kompleks iyonunun Au(0)’a indirgenmesi ile Au nanogubuklarin olugmasi

saglanir (Kayis ve digerleri, 2025).

2.6. Yatay Akish Immunoassay Test Seritleri

[lk tan1 uygulamalar1 eski Cinliler ve Misirlilar tarafindan yapilan tiikiiriik ve idrardan tespit
caligmalar1 belgelenmis kanitlariyla antik ¢aglara kadar uzanmaktadir (O’Farrell, 2009)
(Ding, 2025). Hizli tani testleri olarak da bilinen yatay akis testleri (LFA), 20. yiizyilin
ortalarina kadar uzanan bir gegmise sahiptir. Modern LFA teknolojisinin temeli, Plotz ve
Singer'mn idrar i¢indeki glikozu tespit etmek i¢in lateks agliitinasyon testi gelistirerek kagit
tabanli teshis cihazlarini tanittigi 1956 yilinda atilmistir. 1959 yilinda biyofizik¢i Rosalyn S.
Yalow ve endokrinolog Solomon A. Berson insan kan plazmasindaki insiilin seviyelerini
Olgmek icin parafin kagidi kullanarak hizli test gelistirerek diyabet teshisinde bir doniim
noktas1 olmuglardir (Kahn ve Roth, 2004). 1988'de evde hamilelik testi olarak piyasaya
striilen ilk ticari LFA olan Clearblue'nun tanitilmasiyla, alanda hizli bir ilerleme
kaydedilmistir (Van Amerongen ve digerleri, 2018). 1985 ile 1995 arasindaki donem,
Becton Dickinson, Abbott ve Quidel gibi sirketlerin membran se¢iminden sinyal gelistirme
yontemlerine kadar LFA’nin ¢esitli yonleriyle ilgili ¢ok sayida patent basvurusunda
bulunmasiyla 6nemli gelismeler yasanmistir. 2000'lerin basinda, duyarlilik ve kantifikasyon
ile ilgili calismalar yapilmistir. Bu donemde ayrica, birden fazla analiti ayn1 anda tespit
edebilen coklu LFA sistemlerinin gelistirilmesi hakkinda ¢aligmalar da yer almaktadir. LFA
sistemleri bir karigimdaki analitlerin nicel ve nitel tayinini saglayan kagit tabanli
mikroakigkan analiz sistemleridir (Koczula ve Gallotta, 2016). LFA sistemleri
biyotanimlayici element olarak antikorlar kullandiginda yatay akisli immunoassay (lateral

flow immunoassay, LFIA) adin1 almaktadir (Ngom ve digerleri, 2010).

Tipik bir yatay akisli immunoassay yapis1 (Sekil 2.7.) incelendiginde her birinin bir amaca
hizmet eden ¢esitli malzemelerden tasarlandigi goriiliir. Bu test seridinin tasariminda, temel
olarak numune 6rnek pedine damlatilmaktadir. Numune pedine uygulanan 6rnek bu bolge
araciligryla nanopartikiil konjuge edilmis konjugasyon pedine ilerlemektedir. Bu partikiiller
konjuge edilmis bir kolloid altin veya renklendirilmis, floresans 6zellikli lateks partikiiller
olabilir. Bu partikiiller analite bagli olarak analizin spesifik biyolojik bilesenlerine gore bir
antikor gibi biyotanimlama elemani ile konjuge edilmistir. Damlatilan numune

konjugasyonda kurutulmus olan konjugasyonu harekete gecirir ve etkilesime giren bu yap1
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kit seridinin bir sonraki boliimii olan nitroseliiléz membran iizerine konumlandirilmis
antikor bolgesine ilerler. Membran iizerinde immobilize edilen biyotanimlama elemanlar1
belirli alanlarda (test ¢izgisi ve kontrol ¢izgisi) bantlarla belirtilmis olan analit ve konjugati
yakalamak i¢in bulunan antikor veya antijen tiirli tipik proteinlerdir. Fazla reaktifler ise
yakalama bantlarin1 gectikten sonra absoprsiyon ped i¢inde yakalanir. Sonuglar test ve
kontrol c¢izgisinde yakalanmis konjugat ¢izgilerinin varligi ve yoklugu goézle veya bir
uygulama kullanarak yorumlanir. Bu diizenleme sayesinde numunenin kapiler kuvvetlerle
seridin sonuna kadar kesintisiz ve diizenli bigimde ilerlemesi miimkiin olacaktir (Parolo ve

digerleri, 2020).

Biyotanimlama

elemaniile Birincil
etiketlenmis Antikor ikincil

konjugat Antikor

Nitroselliloz

:Y/ | Mombran
et )‘ / -

Numune Konjugasyon Test

Pedi Pedi Hiatfh Kontrol

Hatti

Nu mune
Tutucu Ped

Sekil 2.7. Kagit tabanli yatay akisli immunoassay test seridinin yapisi

2.6.1. Yatay akish immunoassay test seritlerinin calisma prensibi

Yatay akis testleri, diisiik hacimli 6rneklerin gézenekli bir membran iizerine uygulanmasi ve
numunenin serit boyunca kapiler kuvvetlerle ilerlemesine dayanmaktadir. Bu sistemde akis
siirekliligi platformun u¢ kismina yerlestirilen ve sivinin emilimini gerceklestiren bir
absorban ped yardimiyla saglanir. Serit, her biri 6zgiil bir isleve sahip farkli bolgelerden
olugmaktadir: numune uygulama pedi, konjugasyon pedi, analitik membran (nitroseliiloz,

NC) ve absorban ped.

Numune uygulama pedi: Test seridinin ilk bileseni olan bu ped, yiiksek sivi emme

kapasitesine sahip camsi fiber veya seliiloz kagitlar kullanilarak test seridinin boyutuna
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uygun sekilde kesilmektedir. Numunenin uygulandigi bu kisim, 6rnegi diger bilesenlere
tasimakla birlikte, gerektiginde 6n islem amaciyla dnceden kurutulmus tampon tuzlari ve
ylzey aktif maddeler de igerebilmektedir. Numune pedinden gecen sivi, bu bilesenleri
cozerek aktif hale getirerek ve numunenin sonraki asamalara uygun sekilde ilerlemesini

saglamaktadir.

Konjugasyon pedi: Konjugasyon pedi tanima elemanlarin1 igeren test seridinin ikinci
bilesenidir. Konjugasyon pedinin hazirlanmasinda ticari olarak temin edilen camsi fiber,
seliiloz veya poliester esasli pedler uygun tamponlarla 6n isleme tabi tutularak ardindan
antikor immobilize edilmis altin nanopartikiiller bu ped {iizerine yiiklenerek kontrollii
kosullarda kurutulmaktadir. Boylece konjugatin stabilitesi saglanarak, ylikleme ve salim
verimliligi optimize edilmektedir. Kolorimetrik ol¢iimler i¢in altin nanopartikiillerin

olusturdugu renk degisimi kullanilmaktadir.

Analitik membran: Analitik membran test seridinin {i¢iincii bilesenidir. Analitik membrana
gelmeden Once hedef analit, konjugasyon pedindeki tanima elemanlarina baglanarak analit-
konjugat kompleksini olusturur ve analitik membran iizerinde yer alan tan1 bolgesine taginir.
Tan1 bolgesinde test ve kontrol hatlar1 yer alir. Test hattina, analiti yakalamak tizere birincil
tanima elemanlar1 immobilize edilmistir. Kontrol hattinda ise, etiketli tanima elemanlari

yakalanir ve bdylece sistemin dogru ¢alisip calismadigi belirlenir.

Analitik membranlar ince ve kirilgan bir yapiya sahip olduklarindan, kullanim kolaylig1
saglamak amaciyla genellikle plastik veya naylon tabakalar {izerine sabitlenmis destek
materyalli formlar tercih edilmektedir. Bu amagla diisiikk maliyetli, kolay uygulanabilir ve
proteinler 1ile biyomolekiillere yiiksek afinite gdsteren nitroseliiloz membran
kullanilmaktadir. Bu membran iizerinde test ve kontrol hatlar1 tanima elemanlar: ile

olusturulmaktadir.

Absorban ped: Test seridinin son kisminda yer alan absorban pedi, nitroseliilloz membran ile
ortiisecek sekilde konumlandirilmistir. Bu ped, numunenin ileri akisin1 desteklerken geri

akis1 engeller (Gumustas ve digerleri, 2018; Parolo ve digerleri, 2020).
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2.7. Elektrokimyasal Yatay Akish Iimmunoassay Test Seritleri

Elektrokimyasal yatay akis analizleri (e-LFA’lar), 6zellikle kantitatif dl¢iim ve artirilmis
duyarlilik gerektiren uygulamalarda, geleneksel kolorimetrik LFA’lara umut verici bir
alternatif olarak ortaya ¢ikmustir. Son iki yilda, e-LFA tasarimi, liretimi ve analitik
performanst konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olup, bu sistemleri merkezden
bagimsiz tanilama ve point of care testleri i¢in gii¢lii adaylar haline getirmistir (Abarintos ve

digerleri, 2025).

Elektrokimyasal sensorler genel olarak amperometrik, kondiiktometrik ve potansiyometrik
olmak {izere li¢ grupta incelenir. Potansiyometrik biyosensorlerde, referans elektroda kiyasla
calisma elektrodunun potansiyeli 6l¢iiliirken; kondiiktometrik sensorlerde metal elektrotlar
arasindaki iletkenlik degisimi takip edilir. Amperometrik biyosensorler ise belirli bir
potansiyelde, reaksiyon sonucu olusan elektrokimyasal tiirlerin derisimine bagli akimi
algilar. Bu sensor tiirleri arasinda 6zellikle amperometrik olanlar, hizli, hassas ve yiiksek

dogrulukta analiz yapabilme yetenekleriyle one ¢ikar (Mello ve Kubota, 2002).

Bu tez calismasi kapsaminda, IgG’nin elektrokimyasal yanal akigli immiinoassay test stripi
lizerinde tayini i¢in potansiyometrik bir yOntem olan diferansiyel puls voltametrisi

kullanilmistir.

2.7.1. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV), faradik ve faradik olmayan akimlar arasindaki orani
artirarak tayin hassasiyetini gelistirmek icin tasarlanmis son derece duyarli bir tekniktir. Bu
yontemde, dogrusal bir potansiyel taramasi lizerine gerilim darbeleri uygulanir. Akim, her
darbeden hemen Once ve darbenin bitiminden hemen 6nce Sl¢iiliir ve bu iki 6l¢lim arasindaki
fark kullanilarak voltammogram elde edilir. Sekil 2.8’de, uygulanan darbe dalga formunu
ve tipik bir DPV voltammogramini gostermektedir. Akim yanitindaki keskin pikler, hedef
analitin oksidasyon veya rediiksiyon olaylarina karsilik gelir. Bu piklerin biiyiikliigii analit
konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve bdylece hassas kantitatif analiz yapilmasina olanak

tanir.
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DPV, diferansiyel akim dl¢iimii sayesinde arka plan giiriiltiisiinii azaltir ve faradik sinyali
giiclendirerek Onemli Ol¢lide artirilmis duyarlilik saglar. Bu yiiksek duyarlilik, DPV’yi
Ozellikle biyosensor uygulamalarinda diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin tayinine uygun

hale getirir (Gomes ve digerleri, 2023; Nawaz ve digerleri, 2018).

Potansiyel Akim
fpuli ‘l DPV
Ep2
i Sinyal

Epuls

Ep1

' 4 >
Zaman Potansiyel

Sekil 2.8. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi. (a) Uygulanan potansiyel dalga
formunun sematik gosterimi; dogrusal bir potansiyel taramasi tizerine bindirilmis
bir dizi gerilim darbesini gostermektedir. Duyarliligi artirmak i¢in akim her
darbeden hemen 6nce ve hemen sonra 6l¢iiliir. (b) Hedef analite karsilik gelen
belirgin bir akim pikini gosteren tipik bir DPV voltammogrami

Bu diizenek ti¢ elektrotlu sistem bilesenlerinden olusur. Bunlar; ¢alisma elektrodu: elektron
transferinin gerceklestigi elektrokimyasal reaksiyon bolgesidir. Elektrodun malzemesi ve
ylizey modifikasyonlari, 6l¢iimiin duyarliligin1 ve segiciligini etkiler. Referans Elektrodu
(RE): Sabit bir potansiyeli korur ve potansiyel kaymasini ortadan kaldirir. Karsit Elektrot
(CE): Akimu tasiyan elektrot olarak gorev yapar ancak potansiyel dl¢limlerini etkilemez.
Genellikle platin veya karbon gibi inert malzemelerden yapilir ve redoks reaksiyonuna

katilmadan etkin yiik transferi saglar.

2.8. Mikrogip Sistemleri

Mikroakiskan teknolojiler, biyolojik ve kimyasal analizlerin minyatiirizasyonunu saglayarak
laboratuvar fonksiyonlarint mikro veya nano skalada ¢iplere tasimayr miimkiin kilmistir. Bu
alandaki ¢oziimler aktiiatér ve pompalarin kullanildig aktif sistemlerden pasif mikrogiplere

kadar genis bir yelpazeye sahiptir. Pasif mikrogipler, disaridan mekanik veya elektriksel gii¢
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gerektirmeden; kapiler kuvvet, ylizey gerilimi, wicking (emme) mekanizmalar1 ya da
tasarimsal hidrodinamik direng gibi igsel fiziksel etkilere dayanarak akisi yoneten
cihazlardir. Bu caligma prensibi, pasif ¢ipleri enerji gerektirmeyen, diisilk maliyetli ve
taginabilir point-of-care uygulamalari i¢in 6zellikle uygun kilar (Hassan ve digerleri, 2020).
Kapiler kontrollii akis, pasif mikrogiplerin en yaygin kullanilan ¢aligma mekanizmalarindan
biridir. Kanal geometrisi, ylizeyin 1slanabilirligi (hidrofilik/hidrofobik dengesi) ve kullanilan
porozite Ozellikleri s1vi meniskiisiiniin davranisini belirler; boylece akis hizi, dolum siiresi
ve akis profilinin zamansal karakteri tasarim ile kontrol edilebilir. Son bes yilda yapilan
caligmalar, kapilariteyi daha Ongoriilebilir ve tekrarlanabilir hale getirmek icin kanal
kesitlerinin optimizasyonu, ylizey enerji modifikasyonlar1 ve ii¢ boyutlu (3D) iiretim
tekniklerinin kullanimi {izerine yogunlasmistir. Bu gelismeler, 6zellikle biyolojik sivilar
(tam kan, serum) gibi karmasik 6rneklerin pasif olarak yonetilmesinde ilerleme saglamistir

(Azizian ve digerleri, 2023).

Kagit tabanli mikroakiskan cihazlar pasif mikrogipler alanindaki en olgun alt yapilardan
biridir; diisiik maliyet, basit tiretim siirecleri ve ASSURED (Affordable, Sensitive, Specific,
User-friendly, Rapid ve Robust, Equipment-free, Deliverable) kriterlerine uygunluklari
sebebiyle saglik uygulamalarinda hizla yayginlagmistir. 2020-2024 déneminde yayimlanan
sistematik  derlemeler,  kagit = mikroakiskanlarin  immiinoassayler,  kantitatif
renk/elektrokimyasal 6l¢iimler ve ¢oklu analit tespiti i¢in pratik ¢éziimler sundugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte kagit platformlarinin hassas akis kontrolii, depolama stabilitesi
ve biiyiik olgekli iiretime geciste karsilastigi zorluklar da rapor edilmistir (Noviana ve

digerleri, 2021).

Pasif mikrogiplerin biyosensor entegrasyonu (elektrokimyasal, optik, YZRS vb.) alaninda
da kayda deger ilerlemeler olmustur. Pasif akis kontrollii elektrokimyasal platformlar diisiik
ornek hacimlerinde hizli kantitatif 6lciim yapabilmekte; YZRS entegrasyonlari ise sinyal
tyilestirme stratejileriyle diisiik konsantrasyon tespit smirlarimi diisiirmektedir. Bu
entegrasyonlar pasif cihazlar1 saha kosullarinda hizli ve hassas analiz yapabilen, kullanici

dostu tanisal ¢éziimler haline getirmistir (Mazzaracchio ve Arduini, 2025).
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B (i
A S— (i)
(i) (ii) PMMA plaka
PMMA plaka Gzerinde litografiile kuru film
fotorezist gekillendirilmesi

Termal buhar biriktirme ile altin kaplama

Odaciklarin ve kilcal valflerin, PMMA plaka
Fotorezistin giderilmesi ile elektrotlarin tzerinde mekanik isleme (mikro frezeleme)

elde edilmesi (lift-off) ile agilmasi, giris gikig portlarinin delinmesi
S Hazne ve
— kilcal valfler islenmis,
mikroarray kaph

PMMA plaka
PMMA plakalarin termokompresyon
ile yapistiriimasi

Sekil 2.9. A) (1) Mikro akiskan ¢ipin liretim agsamalari. (i1) Mikro akigkan ¢ipin genel yapist,
B) (i) Daha 6nce kullanilan mikro akiskan ¢ipin bir 6rnegi, (ii) ve (iii) Mikro
akiskan ¢ipin ilk akis testi sonuglari

Manyetik nanopartikiil ile yonlendirmenin mikroakigkan immiinoassay prosediirleri ile
birlestirilmesi minyatiirize sistemleri daha da elverisli hale getirmistir. Hedef analite spesifik
antikorlar ile modifiye edilen manyetik nanopartikiillerin bir mikropipet yardima ile pasif bir
mikrocip icerisine aktarilmasi ve bu partikiillerin disaridan bir magnet yardimi ile ¢ip
igerisinde hareket ettirilerek diger etkilesim ve yikama basamaklarinin ¢ip igerisinde kolayca
gergeklestirildigi calismalar mevcuttur. Laboratuvarimizda tasarlanan ve iiretimi Ortadogu
Teknik Universitesi Makine Miihendisligi Béliimii’nde gerceklestirilmis olan dort odacikli
pasif mikrogipin goriintiisii Sekil 2.9.’da gosterilmistir. Ayrica, arastirma grubumuzda
mikrogip icerisinde gerceklestirilen birgok calisma bulunmaktadir (Ahi ve digerleri, 2022;
Eryilmaz ve digerleri, 2025; Gjergjizi ve digerleri, 2018).

2.9. Raman Spektroskopisi

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesimini inceleyen bir bilim
dalidir. Spektroskopik yontemler; emisyon, absorpsiyon, floresans veya sacilma olaylarina
dayanir. Ayn1 zamanda cok ¢esitli 6rneklerin karakterizasyonunda spektroskopik yontemler
siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemler Orneklerin nitel (kalitatif) ve nicel (kantitatif)
analizlerinde kullanilmaktadir. 1923 yilinda Smekal, elastik olmayan sagilmanin meydana
gelebilecegini 6ne strmiistiir (Smekal, 1923). Bu hipotez, 1928 yilinda Chandrasekhara
Venkata Raman ve Kariamanickam Srinivasa Krishnan tarafindan deneysel olarak
kanitlanmigtir (Raman ve Krishnan, 1928). Yapilan bu deneyde, giines 15181 bir teleskop

yardimiyla toz parcaciklari igermeyen saf sivi veya gaz molekiilleri tizerine odaklanmistir.
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Sagilan 151k baska bir mercek yardimiyla toplanarak sagilan 15181n frekansinda bir degisim
oldugunu kanitlamak i¢in arastirmacilar optik bir filtre kullanmistir. Yapilan bu deneyin
ardindan bu kesif daha sonra “Raman etkisi”’ olarak adlandirilmistir ve Sir Raman bu bulusu
nedeniyle 1930 yilinda Fizik Nobel Odiilii’ne layik goriilmiistiir. Bu énemli kesfi nedeniyle,
15 Aralik 1998 tarihinde Amerikan Kimya Dernegi ve Hindistan Bilim Dernegi tarafindan
“Uluslararas1 Tarithi Kimyasal Doniim Noktas1” odiiliine layik goriilmistir (Kayis ve

digerleri, 2024).

Sekil 2.10. a) Chandrashekhara Venkata Raman, b) ilk Raman spektrometresi

2.9.1. Raman spektroskopisinin temelleri

Raman spektroskopisi, molekiiler titresimleri tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
temel spektroskopik yontemlerden biridir. Bu yontemle, incelenen molekiiliin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi elde edilir. Olgiim sonucunda analitten elde edilen
Raman pikleri, molekiildeki fonksiyonel gruplar ve atomlar arasindaki baglar hakkinda bilgi
verir. Hatta bu yontemle kantitatif analiz yapmak da miimkiindiir (Smith ve Dent, 2019). Bir
molekiilden Raman sinyali elde edebilmek icin, molekiiller hareket ederken molekiiliin
polarize olabilirliginde net bir degisim olmas1 gerekir (McCreery, 2005). Polarize olabilirlik,
elektronlarin orijinal konumlarindan sapmasmin ne kadar kolay oldugunu ifade eder.
Kimyasal bag c¢evresindeki elektron dagilimindaki de§isim de molekiiliin polarize

olabilirliginde degisiklige yol agabilir (Jeanmaire ve Van Duyne, 1977). Bu durumda,
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Raman spektrometresi ile yapilan 6l¢glim sonucunda monokromatik 1s18in elastik olmayan

sacgilmasi sonucu sinyaller elde edilebilir.

Monokromatik 1s1k madde ile etkilesime girdiginde, fotonlar absorbe edilebilir, geri
yansitilabilir, kirilarak iletilebilir veya sagilabilir. Absorpsiyonun gerceklesebilmesi igin,
fotonlarin enerjisi maddenin temel ve uyarilmis enerji seviyeleri arasindaki enerji farkina
esit olmalidir. Absorpsiyon spektroskopisi, baslangictaki fotonlarin ve madde ile etkilesime
girdikten sonra kalan fotonlarin oranini 6lger. Bir diger olasilik ise sagilmadir ve sagilma
icin bdyle bir enerji dengesi gerekmez. Sacilma siirecinde molekiil gegici bir enerji
seviyesine yiikselir ve bu enerji farki lazerin enerjisi ile orantilidir. Fazla enerji, ¢ekirdek
etrafindaki elektron bulutunu deforme ettigi i¢in kararsizdir ve hemen sacilir. Gelen ve
sagilan fotonun enerjisi ayni ise bu durum elastik sagilma (Rayleigh sagilmasi) olarak
adlandirilir. Ote yandan, gelen ve sagilan fotonun enerjileri farkli ise buna elastik olmayan
sacilma veya Raman sagilmasi denir. Rayleigh sacilmasi baskin durumdur ve Raman

sac¢ilmasinin olasilig1 yaklasik milyonda birdir (Laserna, 1996).

2.9.2. Yiizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopisi

YZRS tekniginin kesfi ile Raman yonteminin diisiik duyarlilik sorunu ortadan kalkmis ve bu
yontemle bir¢ok kimyasal maddenin duyarli tayini miimkiin hale gelmistir. Boylece Raman
spektroskopisi, birgok farkli alanda uygulamalarda kullanilan 6nemli bir yontem haline
gelmistir. YZRS, ilk olarak Fleischmann ve grubu tarafindan giimiis elektrot iizerine adsorbe
olmus piridin molekiillerinde gbézlemlenmistir (Fleischmann ve digerleri, 1974). Sinyal
yiikselmesinin nedeninin, kazinmis elektrot yiizeyinin daha fazla piridin molekiiliiniin
adsorpsiyonuna izin vermesi olabilecegi diisiiniilse de, bu agiklama diger iki grup tarafindan
yapilan calismalarla c¢iiriitiilmiistiir. Bu aciklamada, sinyaldeki artisin elektrot yiizey
alanindaki artistan kaynaklaniyorsa, sinyal artisinin en fazla 10 kat olabilecegi
belirtilmektedir; ancak gdzlemlenen sinyal artis1 10° kat olarak bulunmustur (Albrecht ve

Creighton, 1977).

Yilmaz ve ark. (2017), silikon diski fiziksel buhar biriktirme yontemi ile yar1 iletken organik
bir malzeme ile kaplamis ve bu yiizeyde metilen mavisi icin beklenmedik sekilde 3x10* kat
daha giiclii Raman sinyalleri elde etmistir. Daha sonra, bu yiizeye 9—-16 nm kalinliginda altin

pargaciklar kaplayarak, yiikseltme faktoriiniin 10'° kata kadar arttigini rapor etmislerdir ve
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bdylece metilen mavisi igin zeptomol (1072") seviyesinin altindaki Raman sinyallerini elde

edebilmislerdir (Yilmaz ve digerleri, 2017).

Elektromanyetik yiikseltme mekanizmasi

Elektromanyetik (EM) mekanizmay1 daha iyi anlamak i¢in 6ncelikle bunun yiizey plazmon
rezonansina (SPR) dayandigini belirtmek gerekir. Isik, metalik nanopargacik ile etkilesime
girdiginde, iletken elektron bulutunda bir yer degistirme meydana gelir (Sekil 2.11). Bu
elektron bulutunun uyarilmasi yiizey plazmonu olarak adlandirilir. Yiizey plazmonlarinin
varlig1 ilk olarak Ritchie tarafindan 6ne siiriilmiistiir (Ritchie, 1957). Nanometre boyutunda
metalik yapilarin 1s1kla uyarildigi bolgede bulunan bir molekiil, daha yogun Raman
sinyalleri sagmaktadir. Bu sinyal artisi, gelen 15181n dalga boyu (frekansi), polarizasyonu ve
siddeti ile metalik nanoyapinin boyutu ve sekline baglidir (Germain ve digerleri, 2005; Jain
ve digerleri, 2007). Gelen 1518in dalga boyu, metal yilizeyin uyarilma dalga boyuna
yaklastikga Raman sinyalinde daha fazla artis gozlemlenir (Campion ve Kambhampati,
1998; Orendorff ve digerleri, 2006). YZRS, metal nanoparcacik yiizeyindeki yiizey
plazmonlar1 ile etkilesen lazer 15181 tarafindan olusturulan elektromanyetik alandan
yararlanir. Sinyalin yiikselme adimlar1 su sekilde 6zetlenebilir: Oncelikle gelen 151k yiizey
plazmonlarini uyarir ve plazmonlarin yarattig1 elektrik alan nedeniyle yiizeydeki molekiiller
polarize olur. Boylece molekiil titresim durumunu degistirdiginde, molekiiliin polaritesi de
degisir. Polaritedeki bu degisim nedeniyle yeni bir plazmon yiizeyi olusur. Son adimda,

ylizey plazmonu sagilan Raman 15181yla birlikte hareket edebilir.

Metal Kiire

Isik

Elektrik Alan

T

Elektron Bulutu

Sekil 2.11. Kiiresel metalik nanoparcaciklar {izerindeki ylizey plazmonlarinin sematik
gosterimi
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2.9.3. Kullanilan YZRS platformlar

YZRS teknigi, sinyal artisina neden olan aktif bir ylizey gerektirir. Yilizeydeki metal
atomlarinin, ylizey plazmonlarinin olugsmasina izin veren giimiis, altin, platin ve bakir gibi
metallere ait olmas1 gerekir (Lu ve digerleri, 2009; Siemes ve digerleri, 2001). Yapilan
caligmalar, en cok giimiis atomlarinin Raman sinyallerini giliclendirdigini gostermistir

(Arunkumar ve Bradley, 1983).

Son yillarda, YZRS aktif yilizeyler hazirlamak i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. YZRS aktif

ylizey asagidaki yontemlerden biri kullanilarak hazirlanabilir:

e Kolloidal nanopargacik ¢ozeltisi hazirlanmasi,

e Metal nanoparcaciklarin cesitli fiziksel teknikler ile yiizeylere kaplanmasi (buhar
biriktirme, fotobirikim, vakum buharlastirma, termal buharlastirma),

e Metal plakalarin asit ile asindirilmast,

e Metal plakalarin lazer ile agindirilmast,

¢ Elektrokimyasal metal yiizey hazirlanmasi.

Kolloidal ¢dzeltinin en yaygin kullanilan yontem oldugu, kolay hazirlandig: ve yiiksek EF
(Enhancement Factor — Yiikseltme Faktorii) degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir (Sanci ve
Volkan, 2009; Vongsvivut ve digerleri, 2010). Nanoparcaciklarin sekli, boyutu, geometrisi
ve dizilimi, YZRS etkisini biiyiik 6l¢iide degistirmektedir (Duan ve digerleri, 2006).
(Calismalarda sinyallerin tekrarlanabilirligini saglamak i¢in hazirlanan yiizeylerin homojen
bir yapida olmasina dikkat edilmelidir. Bu dezavantaj, nanoparcaciklarin destek ylizeye

tutturulmasiyla giderilebilir (Park ve digerleri, 2006).

Altin nanoyapilarin elektronik, optik ve katalitik 6zellikleri, bliylik boyutlarda gézlemlenen
ozelliklerinden oldukca farklidir. Bu farkliliklarin ¢cogu, yiiksek yiizey alani/hacim orani ve
altin nanokristallerindeki serbest elektronlarin mekénsal kisitliligindan kaynaklanir. Ayrica
sekil, nanokristallerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinin yonetilmesinde Onemli bir
parametredir. Kiiresel olmayan nanokristal yapilar, kiiresel olanlara kiyasla anizotropik
optik ve elektronik tepkiler gosterir. Kiiresel olmayan ¢esitli nanokristal yapilar arasinda en
ilgi duyulan, Au nanogubuklar olarak bilinen ¢ubuk benzeri yapilardir. Optik cihazlar,

biyokimyasal sensorler ve nanotipta 6nemli uygulamalara sahip olmalar1 nedeniyle, son
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yirmi yilda bu yapilarin gelistirilmesi ve karakterizasyonu {izerine yapilan arastirmalar
artmigtir ve nanoyapilarin boy oranini ve verimini artirmak, sekli ve benzerligi kontrol etmek

gibi amaglarla bir¢ok yontem gelistirilmistir.

Gelen 151k manyetik nanoparcacikla etkilestiginde, 15181in elektromanyetik alani
nanopargcacik ylizeyindeki iletken elektronlarin ¢ok sayida pargacigin (6rnegin elektronlarin)
bireysel degil, birbirleriyle uyumlu ve es zamanli sekilde hareket etmesini ifade eder.
salilmimin1 uyarir. Bu olaya lokalize ylizey plazmon rezonansi (LSPR) adi verilir. LSPR
olusumu, belirli dalga boylarinda 15181n giiclii absorpsiyonuna ve sagilmasina neden olur.
Farklt boyut, sekil ve malzemeye sahip nanoparcaciklar farkli absorpsiyon ozellikleri
gosterir. Kiiresel altin nanoparcaciklarin absorpsiyon spektrumunda tek bir plazmon bandi
gozlemlenirken, altin nanogubuklarin spektrumunda enine (transversal) ve boyuna

(longitudinal) olmak iizere iki farkli plazmon band1 gbzlemlenir.(Kayis ve digerleri, 2024).

Bu tez ¢alismasinin birinci boliimiinde, YZRS platformu olarak kagit elektrot kullanilmigtir.
Kagit elektrotlarin  ylizeyi elektrokimyasal olarak modifiye edilerek antikor
immobilizasyonu saglanmistir. Analiz, sandvi¢ yapida Raman aktif etiket bagl altin
nanocubuk kullanilarak ve Raman aktif etiketin takibiyle gerceklestirilmistir (Kayis ve
digerleri, 2025). ikinci boliimde ise, pasif mikrogip icerisinde Raman aktif etiket bagl altin
nanogubuk ile altin kapli manyetik nanoparcacigin etkilesimi sonucunda olusan sandvig

yapida Raman aktif etiketin takibi ile analiz yapilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasallar

11-Merkaptoundekanoik asit (11-MUA), 1-etil-3-(3-(dimetilamino)propil)karbodiimid
(EDC), N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve sigir serum albiimini (BSA) Sigma-Aldrich’ten
(Taufkirchen, Almanya) temin edilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen
fosfat, sodyum kloriir, potasyum kloriir ve sodyum hidroksit Merck’ten temin edilmistir.
Liyofilize eksozom standartlar1 Abcam (ab239689, Ingiltere) tarafindan saglanmistir. Anti-
CD9 antikoru (Mouse monoklonal C-4) Santa Cruz Biotechnology’den (Santa Cruz, CA,
ABD) temin edilmis ve PBS, pH 7.4 icinde seyreltildikten sonra ek saflastirma yapilmadan
kullanilmistir. 2-morfinoetan siilfonik asit monohidrat (MES), DTNB, tetrahkloroaltat asit
(HAuCls), hekzadekiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), L-askorbik asit (AA) ve etanol
Sigma-Aldrich’ten (Taufkirchen, Almanya) temin edilmistir. Giimiis nitrat (AgNOs) ve
sodyum borhidriir (NaBHa) Merck’ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Eritropoietin
BRP3 standartlar1t EDQM (Avrupa) tarafindan saglanmistir. hCG ve hLH Delfia’dan temin
edilmistir. L-Sistein hidroklortir, anhidrat (%>98), D-Glukoz-6-fosfat disodyum tuzu hidrat
(%98-100), dopamin hidrokloriir, L-Fenilalanin (>98%), SpeedBeads manyetik karboksilat
modifiye partikiiller Sigma-Aldrich’ten (Taufkirchen, Almanya) temin edilmistir. insan IgG
proteinleri Fitzgerald’dan temin edilmistir. Amilaz, kalsiyum, kloriir, kreatinin, glukoz,
magnezyum, mikroalblimin, fosfor, potasyum, toplam protein, sodyum, iire azotu (BUN) ve
irik asit niteliksel seviyelerini igeren sentetik idrar kontrol 6rnekleri Bio-Rad’dan temin
edilmistir. Nitrocelliiloz (NC) membran (Hi-flow Plus HFC07504) Merck’ten (Darmstadt,
Almanya) temin edilmistir. PE substratinin hazirlanmasinda kullanilan karbon macunu
Daejoo Electronic Materials (Gyeonggi-do, Giiney Kore) tarafindan saglanmistir. Referans
elektrotun hazirlanmasi i¢in giimiis/giimiis kloriir (Ag|AgCl, 9:1) macunu Henkel’den

(Diisseldorf, Almanya) temin edilmistir.

Poliklonal keg¢i anti-insan-IgG antikoru (I1886), insan-IgG tam molekiilii (12511), sigir
serum albiimini (BSA), tetrahkoroaltat asit ¢ozeltisi (HAuCls, %30 w/w), disodyum sitrat
dihidrat (Nas-citrat), fosfat tamponlu salin (PBS) tabletleri, sodyum tetraborat, borik asit,
sukroz, Tween-20 Sigma-Aldrich’ten (Madrid, Ispanya) temin edilmistir. Tavuk anti-kegi
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antikoru Abcam’dan (ab86245, Cambridge, Ingiltere) temin edilmistir. Poliklonal kegi anti-
insan-IgG antikoru, TL’de tespit antikoru (dAb) ve yakalama antikoru olarak kullanilirken,
tavuk anti-ke¢i antikoru CL’de yakalama antikoru olarak kullanilmistir. Nitroseliiloz
membran (CN150, TUN1I5SWR100025NT) Sartorius Stediem’den (Gottingen, Almanya)
temin edilip tayin pedi olarak kullanilmistir. Seliilloz membranlar (CFSP001700) numune ve
emici pedler i¢in, cam fiber (Standard 14, GFCP00900) konjugat pedi i¢in kullanilmistir ve
her ikisi de Millipore Corporation’dan (Billerica, MA, ABD) temin edilmistir. Yapiskan
destek kartlar1 (MIBA-020) DCN Dx’den (Carlsbad, CA, ABD) temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Milli-Q saflagtirma sisteminden (Millipore, ABD) elde
edilen deiyonize su (18.2 MQ.cm) ile kullanilmistir. Raman spektroskopisi, 785 nm lazer
kaynagina sahip bir Raman mikroskobu kullanilarak gerceklestirilmistir (DeltaNu Examiner
Inc., Laramie, WY, ABD & Qimagin MicroPublisher-RTV-5.0, Kanada). Diizenekte, 6rnek
icin hareket ettirilebilen bir lamel mikroskop tutucusu ve 0 °C’de sogutulan bir yiik bagh
aygit (CCD) detektorii bulunmaktadir. ilk deneylerde, DTNB’den elde edilen YZRS
sinyalleri, lazer 1511 kagit elektrot tabanli altlik {izerine yoOnlendirilerek kaydedilmistir.
Cihaz parametreleri, 60 saniyelik veri toplama siiresi, 10X objektif, 30 um lazer nokta alan1
capt m1?, 150 mW lazer giicii olacak sekilde ayarlanmig ve tiim Ol¢liimlere zemin (baseline)
diizeltmesi uygulanmistir. Eksozom tayini i¢in, 785 nm lazerli, CCD detektorlii ve sayisal
acikligt (NA) 0,65 olan 20X objektife sahip bir Raman spektrometresi (B&W Tek
Instruments, ABD) kullanilarak Raman spektrumlar1 elde edilmistir. Raman verilerinin
edinimi ve analizi, 30000 ms entegrasyon siiresi ile BWSpec4 yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica, eksozomlarin CTEM goriintiileri, FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin
Yiiksek Kontrastli TEM Mikroskobu cihazi ile alinmistir. Test hatt1 ve kontrol hatti, Imagene
Technology (Hanover, Almanya) firmasiin IsoFlow Bioreagent dispenseri kullanilarak
nitroseliiloz membran iizerine uygulanmistir. Fonksiyonellestirilmis nanopargaciklar,
Beckman Coulter (Brea, CA, ABD) firmasmin Allegra 64R santrifiij cihazi ile santrifiij
edilerek saflagtirilmistir. Seritler, Shanghai Kinbio Tech (Pudong Yeni Bolgesi, Sanghay,
Cin) firmasinin lateral flow serit kesici cihazi ile kesilmistir. UV—-Vis spektrumlari,
Molecular Devices (San Jose, CA, ABD) firmasinin SpectraMax ID3 spektrofotometresi
kullanilarak kaydedilmistir. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) mikrograflari, 120 kV
calistirma gerilimi ile TEM TECNAI G2 20ST (Fei, Hillsboro, OR, ABD) cihazinda parlak
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alan modunda elde edilmistir. Veri analizi Image] yazilimi (Ulusal Saglik Enstitiileri,
ticretsiz olarak rsb.info.nih.gov/ij/ adresinden erisilebilir) kullanilarak yapilmistir.

Elektrokimyasal 6l¢timler i¢in Palmsens 4 cihazi kullanilmistir (Ps.Trace 5.12).

3.2. Yontem

Bu tez kapsaminda ii¢ farkli analiz yaklasimi gelistirilmistir. Birinci boliimde, idrar
orneklerinde eksozom tayini i¢in kagit tabanli bir YZRS platformu olusturulmustur. Burada
kagit yiizeyler Au nanoyildizlar ile modifiye edilerek anti-CD9 ile immobilizasyonu
gergeklestirilmistir. Sinyal arttirimi amaciyla AuNC’lar YZRS etiketi ile modifiye edilerek
kullanilmis; gelistirilen yontem PBS ortaminda ve gercek Ornek olarak, konsantrasyonu
bilinen eksozom standartlarinin yapay idrar orneklerine eklenmesi ve tayin edilmesiyle
dogrulanmustir. Ikinci boliimde, prostat kanserine yonelik eksozom biyobelirteglerinin
tespiti i¢in mikroakiskan ¢ip tabanli bir sistem gelistirilmistir. Bu amacla FesOs manyetik
nanopartikiiller sentezlenmis, ardindan altin kaplama ile FesOs@Au yapisi elde edilmis ve
sandvi¢ tip YZRS immiinoassay analizi, konsantrasyonu bilinen eksozom standardi
eklenmis yapay idrar 6rneklerine uygulanmistir. Ugiincii boliimde, karbon ve giimiis boya
tabanli elektrotlar yatay akis platformuna entegre edilerek elektrokimyasal IgG tayini
yapilmistir. Altin nanopartikiillerin asidik ortamda protonlanmasina bagli indirgenme

potansiyeli izlenerek analiz gergeklestirilmistir

3.2.1. Kagit tabanh platform kullanmilarak eksozom tayini ve YZRS uygulamalari

Kagit tabanli YZRS platformunun hazirlanmasi

Kagit elektrotun hazirlanmasi i¢in, ¢ozeltinin kagit membran lizerinde tutunmasini saglamak
amaciyla bir wax yazici kullanilarak hidrofobik bariyerler olusturulmustur. Kagit tasarima,
tek-damla immiinoassay yontemine uygun olacak sekilde gergeklestirilmistir. Daha sonra,
su jeti kesici ile olusturulan 0.1 mm’lik ¢elik plaka yardimiyla kdgit membran ylizeyine
karbon boya uygulanarak ii¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre sistemi olusturulmustur. Bu
asamada, karsit elektrot (KE) ve ¢alisma elektrodu (CE) karbon boya ile sekillendirilmistir.
Son olarak, referans elektrotu (RE) i¢in kagit membran iizerine Ag/AgCl boya
uygulanmistir. Her bir boya uygulamasinin ardindan kagit elektrotlar oda sicakliginda 1 giin

kurumaya birakilmistir. Kullanim 6ncesinde, wax’in alttaki tabakalara niifuz etmesi i¢in
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kagit elektrotlar 90°C’de 3 dakika boyunca isitict iizerinde On 1sitmaya tabi tutulmustur.
Daha sonra, uygun boyutta bakir bant elektrotlara yapistirilmigtir. Kagit elektrot, 3.0 cm
uzunluga ve 2.5 cm genislige sahip olup, tiim modifikasyonlar 3 mm x 3 mm boyutlarindaki
calisma elektrodu iizerinde gergeklestirilmistir. Kagit elektrot {iretim siirecinin sematik

gosterimi Sekil 3.1. ’de sunulmaktadir.
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= Adim 3:Karbon
: Boya Uygulanmasi

Adim 1: Taslak
Olugturulmasi

Adim 4: Ag/AgCl
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Adim 5: Bakir
Bant Yapistiriimasi

Adim 6:
Elektrokimyasal
Adim 2: Wax Bariyer olarak AuNP
Olusturulmasi biriktirilmesi

Sekil 3.1. Kagit elektrotun iiretim prosediiriiniin sematik gosterimi

Kagit tabanli YZRS platformunun viizey modifikasyonu ve konjugasyonu

Uretilen kagit elektrotlarin CE yiizeyine nanostar sekilli AuNP’lerin elektrokimyasal olarak
biriktirilmesiyle modifiye edilmistir. Baslangicta, CE ylizeyi, fosfat tamponlu tuz (PBS)
cozeltisi (pH 7.4) iginde -1.0 ila +1.0 V araliginda, 100 mV/s tarama hiziyla 3 dongii boyunca
doniisiimlii voltametri (CV) ile aktive edilmistir. Daha sonra, CE yiizeyine 0.1 M KCl ve 0.1
M H2SOs igeren ve 0.05 M HAuCla derisimine sahip bir ¢ozeltisi damlatilmis ve CE yiizeyini
nanostar sekilli AuNP’lerle kaplamak i¢in -0.6/+0.2 V tarama araliginda, 100 mV/s tarama

hizinda 10 dongiiden olusan 3 set CV dl¢limii gerceklestirilmistir.
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Yiizey modifikasyonu i¢in, %70-30 etanol-su karisiminda 20.0 mM 11-MUA hazirlanmis
ve kagit YZRS platformlari ile gece boyunca muamele edilmistir. Yiizeyden baglanmamig
11-MUA molekiilleri, MES tamponu (pH 6.5) ile yikanarak uzaklastirilmistir. Daha sonra,
karboksil grubunun aktivasyonu i¢in, 0.02 M EDC ve 0.05 M NHS igeren 50.0 uL MES
tamponu ylizeylere damlatilmis ve oda sicakliginda 45 dakika bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda, ortamda kalan fazla EDC/NHS, PBS (pH 7.4) ile 3 kez yikanarak uzaklastirilmistir.
Karboksil grubunun aktivasyonunun ardindan, anti-CD9 antikoru 11-MUA ile modifiye
edilmis yilizeylere baglanmistir. Bu amagla, yiizeylere 2.0 pL 10.0 pg/mL anti-CD9
damlatilmis ve oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Baglanmamis antikorlar PBS
ile yikanarak uzaklastirilmistir. Yiizeyde agikta kalan bolgelerin bloke edilmesi icin, kagit
YZRS platformlar1 50.0 uL %35 BSA ¢ozeltisi ile 30 dakika etkilestirilmistir. Fazla BSA’y1

uzaklastirmak i¢in PBS ile yikama islemi uygulanmistir.

AuNC’larn sentezi ve modifikasyonu

Cubuk seklindeki altin nanopargaciklarin sentezi, tohum biiylitme yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu calismada, ilk olarak 7.5 mL 0.1 M CTAB cam vial igerisine alinmis
izerine 500 pL HAuCl4 (0.01 M) ilave edilmis ve karistirilmistir. Daha sonra soguk 600 puL
0.1 M NaBHas eklenerek oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Farkli bir cam vial
igerisine sirastyla 4.75 mL 0.1 M CTAB, 250 uL HAuCl4 (0.01 M), 60.0 uL 0.01 M AgNOs
ve 100.0 uL 0.1 M AA ¢ozeltileri eklenmistir. Son olarak, 10.0 uL tohum ¢ozeltisi biiyiime
cozeltilerine ilave edilmis ve AuNC olusumunu kolaylastirmak i¢in 1 saat boyunca 30°C su
banyosunda tutulmustur. Sentezlenen mavi renkli AuNC’lar, 10 dakika boyunca 10.000

rpm’de santrifiijlenmis ve ardindan ii¢ kez deiyonize su ile yikanmustir.

YZRS etiketi hazirlamak icin sentezlenen AuNC’lar, %0,01 Tween-20 ve 25.0 mM DTNB
iceren 200.0 pL etanol ¢ozeltisine aktarilmig ve verimli baglanma saglamak i¢in oda
sicakliginda bir gece bekletilmistir. Baglanmayan DTNB molekiilleri, pH 6.5’teki MES
tamponu ile iki kez yikanarak uzaklastirilmistir. DTNB molekiillerindeki karboksil
gruplarimi aktive etmek i¢in 0.02 M EDC ve 0.05 M NHS, 200.0 uL MES tamponunda
¢oziilmiis ve AuNC’lar bu ¢ozeltide 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda, c¢ozeltideki fazla EDC ve NHS molekiilleri PBS (pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak
uzaklastirilmistir. Aktivasyon isleminin ardindan, DTNB ile modifiye edilmis AuNC’lar
anti-CD9 antikorlar1 ile konjuge edilmistir. Bu amagcla, 20.0 pL 10 pg/mL anti-CD9
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AuNC’larla 45 dakika oda sicakliginda etkilestirilmistir. Baglanmamis antikorlar PBS ile
yikanarak uzaklagtirllmigtir. AuNC yiizeylerinde agikta kalan bolgeleri bloke etmek igin,
parcaciklar 200.0 uL %5 BSA ¢ozeltisine alinmis ve 30 dakika bekletilmistir. Fazla BSA
molekiilleri PBS ile yikanarak uzaklastirilmistir. Yikama adiminin sonunda, anti-

CD9@DTNB@AuNC konjugatlar1 20.0 uL PBS ¢ozeltisine aktarilmistir.

Eksozom tavini icin tek damla immunoassay protokoli

Eksozom tayini, bir sandvi¢ immiinassay yapisi olusturularak gerceklestirilmistir. Oncelikle,
103, 104, 10°, 10°, 107, 10® ve 10° eksozom/mL olmak iizere yedi farkli konsantrasyonda
eksozom standart ¢ozeltilerinden 2.0 pL, anti-CD9@kagit YZRS platformuna damlatilmis
ve oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Baglanmamis eksozomlar PBS ile yikanarak
uzaklastirilmistir. Sandvi¢ yapiyr olusturmak i¢in, 2.0 uL anti-CD9@DTNB@AuNC
etiketleri anti-CD9@kagit YZRS platformuna eklenmis ve 45 dakika inkiibe edilmigtir.
Ortamdaki baglanmamis Raman etiketlerini uzaklastirmak icin yiizeyler {i¢ kez PBS ile
yikanmistir. Sandvi¢ yapilar olusturulduktan sonra, her yiizeyden bes 6lgiim yapilarak
Raman sinyalleri alimmis ve sonuglar bu Olglimlerin  ortalamasi {izerinden
degerlendirilmistir. Eksozom tayini i¢in tek damla immiinassay protokoli Sekil 3.2°de

sematik olarak gosterilmistir.
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B)

Hazirlanan kagit tabanli YZRS platformu kullanilarak eksozom tayini igin tek

damla immiinoassay prosediiriiniin sematik gosterimi

3.2.2. Manyetik nanopartikiil kullanarak mikroc¢ip ve YZRS tabanlh eksozom tayini

Pasif mikrocip sensoriniin hazirlanmasi

Gelistirilen mikrogip, kapiler valflerle birbirine baglanmis dort odaciktan olusmaktadir.

Kanallar ve odaciklar, polimetil metakrilat (PMMA) bloklar iizerinde mikroisleme

yontemiyle islenmis ve ardindan mikrogipi olusturmak i¢in termal sikistirma ile

kaplanmistir. Odaciklar 3 mm ¢apinda agilirken, valf kanallar1 400 um genisliginde ve 200

um derinliginde bir isleme ucu kullamlarak islenmistir. Islem sirassnda PMMA plakanin

asir1 1sinmasint ve bozulmasini 6nlemek i¢in ylizey bor yag ile sogutulmustur. PMMA

tizerinde girig ve ¢ikis portlart i¢in 1,0 mm ¢apinda delikler agilmistir. Kanallar1 kaplamak

i¢in ikinci bir PMMA pargasi termal sikistirma ile yiizeye yapistirilmistir. Termal sikigtirma

islemi, termal gerilme ve boyutsal degisiklikleri onlemek amaciyla 110°C’nin altinda

gergeklestirilmistir. Sikistirma sicakligini diisirmek i¢in, her iki PMMA pargasi islem

oncesinde oda sicakliginda 4 dakika boyunca kloroform buharina maruz birakilmistir.
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Ardindan, sicaklik kontrollii bir pres kullanilarak 60°C’de 68,75 N/cm? basing altinda 20
dakika boyunca yapistirma iglemi gergeklestirilmistir. Kullanim sirasinda nanopartikiillerin
yapismasini onlemek i¢in mikrogipler, yiizey hidrofobikligini artirmak amaciyla 10 saniye
hava plazmasina maruz birakilmistir (Ahi ve digerleri, 2022; Dogan ve digerleri, 2022;

Eryilmaz ve digerleri, 2025; Gjergjizi ve digerleri, 2018).

Altin kapli manvetik nanopartikiillerin (Au-MNP) sentezi ve modifikasyonu

Altin kapli manyetik nanopartikiiller (Fe:Os«@Au) sentezlemek icin 6nce manyetik
nanopartikiiller, Fe(Il) ve Fe(Ill) iyonlarmin birlikte ¢oktiiriilmesiyle hazirlanmistir.
Baslangigta, 5,0 mL 1,28 M FeCls ve 5,0 mL 0,64 M FeSO4-7H-0 deiyonize suda ¢oziilerek
oda sicakliginda sari-yesil bir c¢ozelti elde edilmistir. Cozelti, demir tuzlari tamamen
cOziinene kadar yogun bir sekilde karistirllmistir. Ardindan, 125,0 mL 1,0 M NaOH
cozeltiye damla damla eklenerek 40 dakika boyunca siirekli karistirilmistir ve siyah FesOa
nanopartikiillerinin olusumu saglanmistir. Bir sonraki adimda, demir nanopartikiillerinin
altin kabuk ile kaplanmasi amaciyla sonikasyon yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in 10,0 mg
FesOa partikiilii, 1,0 M NaOH ig¢inde hazirlanmis 0,27 M EDTA ¢0zeltisine siispanse
edilerek 5 dakika sonikasyona tabi tutulmustur. Nanopartikiiller 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek st ¢ozelti uzaklagtirllmis ve nanopartikiiller iic kez deiyonize su ile

yikanmugtir.

Daha sonra manyetik nanopartikiiller, 7,0 mL 0,1 M CTAB, 3,0 mL 0,01 M HAuCls ve 300,0
uL 1,0 M NaOH igeren bir ¢ozelti igerisinde siispanse edilmistir. Karisim yogun bir sekilde
karistirilarak iizerine 150,0 mg hidroksilamin eklendikten sonra 3 dakika karistirmaya
devam edilmistir. Nihai c¢ozelti koyu kirmizi renge donerek altin kapli manyetik
nanopartikiillerin bagarili bir sekilde olustugunu goéstermektedir. Deiyonize su ile yikama

islemi 3 kez gergeklestirilmistir (Gjergjizi ve digerleri, 2018; Tamer ve digerleri, 2013).

Fe;O4@AuNP’lerin yiizeyine antikor immobilizasyonu yapilabilmesi i¢in, 6nce 20,0 mM
11-MUA ¢ozeltisi saf etanolde hazirlanmis ve FesOs@AuNP’ler bu ¢ozeltiye alinarak bir
gece boyunca calkalayicida bekletilmistir. Baglanmayan 11-MUA molekiilleri, MES
tamponu (pH: 6,5) ile li¢ kez yikama yapilarak uzaklastirilmistir FesOs@AuNP’lerin
ylizeyinde olusan serbest karboksil uglarini aktive etmek i¢in EDC/NHS aktivasyon
mekanizmasi kullanilmistir. Bu amagla, 500,0 uLL MES tamponu i¢inde 0,1 M EDC ve 0,05
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M NHS igeren bir ¢ozelti hazirlanmigtir. FesOs@AuNP’ler bu ¢ozeltiye alinarak 45 dakika
boyunca c¢alkalayicida tutulmustur. Aktivasyon sonrasi olusan karboksil gruplari ile amin
gruplar arasinda kovalent bag olusmustur ve FesOs@AuNP’lerin yilizeyinde amin-reaktif
NHS esterleri meydana gelmistir. Bu silirenin sonunda FesOs@AuNP’ler, bir miknatis

kullanilarak MES tamponu ile ii¢ kez yikanmustir.

Fe;04@AuNP viizeyine antikor immobilizasyonu

Antikor, FesOs@AuNP'lerin ylizeyindeki aktive edilmis karboksil gruplarina immobilize
edilmistir. Eksozom izolasyonu i¢in anti-CD9 antikoru kullanilmistir. Immobilizasyon, 10.0
pg/mL anti-CD9 antikoru ile 45 dakika boyunca inkiibasyon yapilarak gerceklestirilmistir.
Anti-CD9 antikorunun immobilizasyonundan sonra, partikiiller miknatis kullanilarak PBS
(pH 7.4) tamponu ile ii¢ kez yikanmistir. Sandvig¢ yapisinin olusumu sirasinda FesOs@AuNP
ile AuN(C'lar arasindaki etkilesim disinda olusabilecek secici olmayan baglanmalar1 6nlemek
icin, bu partikiillerin yiizeylerinde agikta kalan gruplar %5 BSA ile bloke edilmistir.
Modifiye edilmis FesOs@AuNP’lere 500.0 pL %5 BSA c¢ozeltisi eklenmis ve 30 dakika
boyunca calkalayicida calkalanmistir. Siirenin sonunda, yikama islemi PBS (pH 7.4)

tamponu ile li¢ kez tekrarlanmistir.

YZRS etiketi olarak AuNC’larin modifikasyonu

YZRS etiketlerini hazirlamak i¢in sentezlenen AuNC’ler (AuNC sentezi 3.1. baslig1 altinda
aciklanmstir.), %0.01 Tween-20 ve 50.0 mM DTNB igeren 200.0 uL etanol ¢ozeltisine
aktarilmistir ve etkin baglanmanin saglanmasi i¢in oda sicakliginda bir gece bekletimistir.
Baglanmayan fazla DTNB molekiilleri, MES tamponu (pH 6.5) ile iki kez yikama yapilarak
uzaklastirilmistir. DTNB molekiillerindeki karboksil gruplarini aktiflestirmek i¢in, 0.1 M
EDC ve 0,05 M NHS, 200.0 uL MES tamponu i¢inde hazirlanmistir ve AuNC’lar bu ¢6zelti
ile oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda, ¢6zelti igcerisindeki fazla
EDC ve NHS molekiilleri PBS (pH 7.4) ile {i¢ kez yikanarak uzaklastirilmistir. Aktivasyon
isleminden sonra, DTNB ile modifiye edilmis AuNC’lar anti-CD9 antikorlariyla inkiibe
edilmistir. Bu amagla, 10,0 pg/mL anti-CD9 c¢o6zeltisinden 20,0 pL. AuNC’larla oda
sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Baglanmamis antikorlar PBS ile yikanarak
uzaklagtirllmigtir. AuNC yiizeylerinde agikta kalan bolgeleri bloke etmek i¢in, partikiillere
200,0 uL %S5 BSA c¢ozeltisi ilave edilerek calkalayicida 30 dakika ¢alkalanmistir.
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Baglanmayan BSA molekiilleri PBS ile yikama yapilarak uzaklastirilmistir. Yikama
adimmin sonunda, anti-CD9@DTNB@AuNC konjugatlari, Sekil 3.3 - B’de gosterildigi
sekilde 20,0 uL PBS ¢ozeltisine aktarilmistir.

Eksozomlarin tayini icin sandvi¢c immiinoassay prosediiri ve YZRS 6lctumleri

Yiizeyine antikor immobilize edilmis 200,0 pL FesOs@AuNP, antijen—antikor etkilesiminin
gerceklesebilmesi i¢in tampon ve 107, 104, 105, 108 ve 10° partikiil/mL eksozom standartlari
ile ayn tiiplerde inkiibe edilmistir. Calisma grubumuzun 6nceki ¢alismalarinda belirlenen
optimum FesOs@AuNP miktar1 kullamilmistir (Gjergjizi ve digerleri, 2018). Tiipler
kapatildiktan sonra oda sicakliginda calkalayicida 45 dakika inkiibe edilmistir. Bu iglemle,
hedef protein olan eksozom antikor uglarina baglanmistir. Calkalama siiresinin sonunda,
baglanmamis eksozomlar1 uzaklastirmak icin partikiil konjugatlart miknatis kullanilarak
PBS (pH 7.4) tamponuyla ii¢ kez yikanmistir. Mikrogip i¢inde immiinoassay yapisinin

konumlandirilmasi Sekil 3.3.A.’da sematik olarak sunulmustur.

Fe;Os@AuNP@eksozom konjugatt dort bolmeli mikrogipin  birinci  haznesine,
AuUNC@DTNB@antiCD9 konjugat1 ise 13.0 pL hacimde ikinci hazneye aktarilmistir.
Fe;04@AuNP’lerin  manyetik Ozelliklerinden yararlanarak, Fe;Os@AuNP@eksozom
konjugati miknatis yardimiyla toplanarak mikrogipin kapiller valfinden gegirilip yaklasik bir
dakika boyunca ikinci haznedeki AuNC@DTNB@antiCD9 konjugatlart ile
etkilestirilmistir. Bu etkilesim sonucunda sandvi¢ yapi olusturulmustur. Yine miknatis
yardimiyla sandvi¢ yap1 kapiller valften gecirilerek PBS tamponu (pH 7.4) iceren {igiincii
hazneye aktarilmistir. Bu asamada, Fe;Os@AuNP@eksozom konjugati ile etkilesmeyen ve
stiriklenme etkisiyle tiglincii hazneye tasmman AuNC@DTNB@antiCD9 konjugatlar
yikanarak 6l¢iim haznesine ulasmalar1 engellenmistir. Yikama isleminin sonunda partikiiller
tekrar miknatis ile belirli bir noktada toplanarak dérdiincii hazneye aktarilmistir. Olgiim
Raman Spektroskopisi ile gerceklestirilmis ve AuNC’larla etkilesime giren DTNB sinyalleri
kaydedilmistir. Farkh konsantrasyonlarda eksozom iceren
Fe;O4«@AuNP@eksozom@AuNC sandvi¢ yapisinin YZRS sinyal siddetleri oSlgiilerek
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Calisma prensibinin sematik gdsterimi Sekil 3.3.C’de

sunulmustur.
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3.2.3. Elektrokimyasal yatay akis analizi kullanarak IgG tayini

Sitrat kapli AuNP sentezi

AuNP sentezi, Turkevich yontemine dayali sitrat indirgeme protokolii kullanilarak
gerceklestirilmistir (Turkevich ve digerleri, 1951). Bu amagla, 50,0 mL deiyonize su
icerisine %1’°lik HAuCla ¢ozeltisinden 500,0 pnL eklenerek ¢ozelti kaynama noktasina kadar
isitilmistir. Ardindan, %1°lik sodyum sitrat ¢dzeltisinden 1,25 mL ilave edilerek reaksiyon
karisimi yaklasik 10 dakika siireyle kaynatilmaya devam edilmistir. Reaksiyon sonunda
¢Ozelti renginin kirmiziya donmesi, kiiresel altin nanopartikiillerin basariyla sentezlendigini
gostermektedir (Parolo ve digerleri, 2020). Elde edilen AuNP siispansiyonu, oda

sicakliginda sogumaya birakilarak daha sonraki asamalarda kullanilmak tizere saklanmustir.
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AuNP modifikasyonu

Sitrat kapli altin nanopartikiillere antikor modifikasyonu yapilmistir. Bu amacla, 1,5 mL
AuNP siispansiyonu ultra saf su igerisinde seyreltilmis olan 100 pL 100 pg/mL anti-insan
IgG antikoru ile 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek biyomolekiil baglanmasi
saglanmistir. (Kullanilan antikor miktar literatiirde var olan giincel ¢alismalarda optimize
edilmistir (Parolo ve digerleri, 2013; Pauli ve digerleri, 2015)). Spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi amaciyla antikor bagli nanopartikiiller %0,1 BSA ¢ozeltisi ile
muamele edilerek oda sicakhiginda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Islem sonunda
14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek baglanmayan tiirler uzaklastirtlmistir. Son iiriin
olan isaretli konjugatlar, %5 sukroz, %1 BSA ve %0,5 Tween-20 i¢ceren 10,0 mM pH 7,4
PBS tamponu icerisinde 0,5 mL hacminde yeniden siispanse edilmistir (Parolo ve digerleri,

2020).

Sentezlenen AuNP’lerin karakterizasyonu

Sentezlenen kiiresel AuNP’lerin yapisal ve morfolojik 6zelliklerinin dogrulanmasi amaciyla
karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, partikiil boyutu, sekli ve
dagilimimin belirlenmesi i¢in transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve ultraviyole-

goriiniir bolge spektroskopisi (UV-Vis) yararlanilmistir.

TEM analizi

AuNP’lerin TEM analizi i¢in, karbon kapli bakir grid iizerine 7 pL seyreltilmis AuNP
stispansiyonu damlatilarak ve yaklasik 1 dakika bekletilerek partikiillerin grid ylizeyine
adsorpsiyonu saglanmistir. Hazirlanan gridler, 80-120 kV hizlandirma voltajinda c¢alisan
transmisyon elektron mikroskobunda incelenmis ve elde edilen goriintiilerden partikiil

boyutu, sekli ve dagilimi degerlendirilmisir (Sekil 4.26.) (Ali ve Mutlak, 2024).

UV-Vis analizi

Sentezlenen AuNP’lerin optik 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla ultraviyole-goriiniir
bolge (UV-Vis) absorbans spektrumlar1 kaydedilmistir. Elde edilen spektral verilerde, yiizey
plazmon rezonansi (SPR) bandina karsilik gelen maksimum absorbans pikinin yaklagik 510—

540 nm araliginda gézlemlenmesi beklenmistir (Srisrattakarn ve digerleri, 2020).
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Konjugasyon pedinin ve numune pedinin hazirlanmasi

Konjugasyon pedlerinin hazirlanmasinda, isaretlenmis konjugat siispansiyonundan ince ug
kullanilan pipet yardimiyla cams1 fiber pedlerin {izerine homojen bir sekilde damlatilarak
oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlanan konjugasyon pedleri, sonraki
asamalarda kullanilmak {izere oda kosullarinda uygun sekilde muhafaza edilmistir. Bu islem,
konjugatlarin ped lizerinde stabil bir sekilde depolanmasini ve analizin baglatilmasi sirasinda

etkin bicimde salinmasini saglamistir.

Numune pedlerinin hazirlanmasinda ise seliiloz bazli pedler kullanilmistir. Pedler, uygulama
oncesinde %0,05 Tween-20 ve %0,5 BSA igeren 10,0 mM pH 7,4 PBS tamponuna
emdirilmis ve bir gece siireyle 37°C’de etiiv ortaminda kurutulmustur. Bu 6n islem
sayesinde, Tween-20 ped yiizeyinde ylizey gerilimini azaltarak kapiler akisi
kolaylastirmakta, BSA ise ped yiizeyindeki non-spesifik baglanma bolgelerini bloke ederek
istenmeyen protein adsorpsiyonunu engellemektedir. Boylece pedlerin yiizey 6zellikleri
optimize edilerek analit uygulamasi i¢in daha giivenilir ve tekrarlanabilir bir ortam elde

edilmistir.

Nitroseliilloz membran tizerine antikorlarin immobilizasyonu

Bu tez kapsaminda gelistirilecek kolorimetrik tabanli yatay akis test platformlarinin
hazirlanmasinda, NC membran iizerine test hatti ve kontrol hatt1 olusturulmustur. Test
hattinda hedef analitin spesifik taninmasin1 saglayacak birincil antikorlar, kontrol hattinda
ise analizin dogrulanmasina yonelik ikincil antikor mikro dispenser kullanilarak membran
ylizeyine homojen bir sekilde uygulanmigtir. Uygulama sonrasinda membranlar 25 °C’de 1

gece kurutularak antikorlarin membran ylizeyine immobilizasyonu saglanmistir.

Yatay akis test seridinin tiim bilesenlerinin bir araya getirilmesi

Boliim 3.2.1°de ayrintili olarak tanimlanan kagit elektrot, AuNP ile konjuge edilmis ve
antikor modifiyeli konjugatin emdirildigi konjugasyon pedi, 6rnek pedi ve absorban pedi bir
araya getirilerek, Sekil 3.4.’te gosterildigi sekilde elektrokimyasal 6zelliklere sahip yatay
akis test seridi hazirlanmistir. Bu montaj, her bir bilesenin dogru konumlandirilmasi ve akis

yolunun kontrolii ile testin hem immunolojik hem de elektrokimyasal performansin
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saglayacak sekilde optimize edilmistir. Boylece, test seridi lizerinde numunenin
uygulanmasiyla baglayan reaksiyonlar, konjugatlarin AuNP {izerinden immobilize
antikorlarla etkilesimi ve sonunda 6l¢iim bolgesinde elektrokimyasal sinyal elde edilmesi

saglanmustir.

Sekil 3.4. Gelistirilen elektrokimyasal yatay test seridinin sekilsel goriintiisii

Elektrokimyasal yatay akis analizi ile kolorimetrik yonteme dayali tayin

Kapiler akisin tamamlanmasi ve analitlerin etiketli nanopartikiiller araciligryla test
hatlarinda yakalanmasinin ardindan, yaklasik 30 dakikalik bir inkiibasyon siiresi sonrasinda
kolorimetrik Ol¢timler gercgeklestirilmistir. Kolorimetrik analizde pozitif sonu¢ hem test
cizgisinde hem de kontrol ¢izgisinde gozlenen renk degisimi ile degerlendirilmistir. Elde
edilen goriintiiler mobil cihaz kameras1 araciligiyla kaydedilmis ve daha sonra bilgisayar
ortamina aktarilmistir (Gumustas ve digerleri, 2018; Srisrattakarn ve digerleri, 2020).
Boylece, var/yok prensibine dayali nitel degerlendirmelerin yani sira, sinyal siddetine bagl
olarak kalibrasyon egrisi olusturularak nicel analiz de yapilabilmektedir. Goriintii analizi
asamasinda, ImagelJ yazilimi1 kullanilarak o6zellikle yesil kanal iizerinden test siddeti

Olciilmiistiir (Parolo ve digerleri, 2020).

Elektrokimyasal vatay akish test seritleri kullanilarak IgG tavini icin gelistirilen yontemin

calisma prensibi

Yatay akisli test seridine numune yiiklendikten sonra immiinolojik reaksiyonun

tamamlanmasi i¢in belirlenen siire boyunca beklenmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
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wax yazicl ile desenlenen elektrot 1sitilarak waxin alt katmanlara penetre olmasi saglanmis
ve boylece test seridi lizerinde elektrokimyasal hiicre yapisi olusturulmustur. Bu agsamadan
sonra, elektrotun caligma bolgesine 1 M HCI ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem, test ¢izgisinde
biriken AuNP’lerin asit yardimiyla ¢oziinmesini ve Au(Ill) iyonlarinin serbest kalmasini
saglamistir. Olgiilen akim tepesi, Au(Ill)’iin Au(0)’'a elektrokimyasal indirgenmesine
karsilik gelmekte olup numunedeki IgG konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bdylece
elektrokimyasal yatay akis testi, kolorimetrik sinyali olusturan altin nanopartikiillerden elde
edilen elektrokimyasal olarak kantitatif bir sonu¢ saglamaktadir (Miglione ve digerleri,

2025).
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4. BULGULAR

4.1. Kagit Tabanh Platform Kullanilarak Eksozom Tayini ve YZRS Uygulamalar:

Kullanilan anti-CD9 konsantrasyonunun optimizasyonu

Antikor konsantrasyonunun YZRS sinyal siddeti iizerindeki etkisi, li¢ farkli eksozom
konsantrasyonu i¢in bes farkli anti-CD9 konsantrasyonuyla hazirlanan immiinoassay
yapilarinda ~ YZRS  ol¢iimleri  gergeklestirilerek  degerlendirilmistir.  Antikor
konsantrasyonunu optimize etmek icin, elde edilen YZRS sinyal siddetleri bes farkli anti-

CD9 konsantrasyonunda ¢izilmis ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

40000 - 1.0 ug/mL anti-CD9
2.5 ug/mL anti-CD9

m 5.0 ug/mlL anti-CD9

30000 m 10.0 ug/mL anti-CD9

W 20.0 ug/mlL anti-CD9

YZRS Sinyal Siddeti

3 5 7
log eksozom (partikiil/mL)

Sekil 4.1. Anti-CD9 konsantrasyonu optimizasyonuna dayali olarak ii¢ farkli eksozom
konsantrasyonundaki eksozom orneklerinin YZRS sinyal siddetleri

1.0 x 10° partikiill/mL eksozom konsantrasyonu igin, ortamda smirli sayida eksozom
bulunmas1 nedeniyle en diisiik antikor konsantrasyonunda bile tiim eksozomlar
yakalandigindan, farkli anti-CD9 antikor konsantrasyonlar1 arasinda YZRS sinyal
siddetlerinde ¢ok az degisiklik gdzlenmistir. Bu durum, antikor seviyesinin arttirtlmasinin
baglanmay1 veya sinyal siddetini daha fazla artirmadigi bir doyum noktasina ulasildigini
gostermektedir. Daha yiiksek eksozom konsantrasyonlarinda ise, ortamda daha fazla partikiil

bulunmasi, farkli antikor konsantrasyonlarinin YZRS sinyal siddetleri iizerindeki etkisinin
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daha etkin sekilde degerlendirilmesine olanak saglamistir. Sekil 4.1°de gosterildigi iizere, en
yiiksek YZRS sinyal siddetleri 10,0 pg/mL ve 20,0 ug/mL anti-CD9 konsantrasyonlarinda
elde edilmistir. Bu iki konsantrasyon arasinda anlamli bir fark gézlenmedigi i¢in, antikor
tilketimini azaltirken ytiksek tespit verimliligini korumak amaciyla optimum konsantrasyon

olarak 10,0 ug/mL se¢ilmistir.

Inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakliginin optimizasyonu

Bu calismada, inkiibasyon siiresi ve sicaklifinin YZRS sinyal siddeti {izerindeki etkisini
aragtirmak amaciyla 1,0x10° ve 1,0x107 partikiil/mL olmak ftizere iki farkli eksozom
konsantrasyonu incelenmistir. Bu konsantrasyonlar, diigiik seviyelerde zayif sinyaller ve
yuksek seviyelerde doyum veya 6zgiil olmayan etkilesimleri 6nlemek ve gercek drneklerde

tipik olarak gozlenen eksozom konsantrasyonlartyla uyumlulugu saglamak i¢in se¢ilmistir.

Sekil 4.2.A.”da gosterildigi gibi, eksozomlarin kagit YZRS platformu ile 45 dakika inkiibe
edilmesi durumunda en yiiksek YZRS sinyal siddeti elde edilmistir. Sekil 4.2.B’de

gosterildigi iizere, ti¢ farkli sicaklik arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir.

A ® 1076 eksozom/mL 1076 eksozom/mL

30000 1077 eksozom/mL 3&)00 1077 eksozom/mL
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> >
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15 30 45 60 75 90 4 25 37
inkiibasyon siiresi (dakika) inkiibasyon sicakligi (°C)

Sekil 4.2. Iki farkli eksozom konsantrasyonu i¢in YZRS sinyal siddeti {izerinde A) alt1 farklt
inkiibasyon siiresinin ve B) ii¢ farkli inkiibasyon sicakliginin etkisinin
incelenmesi

Elektrot kaplama islemi sirasinda kullanilan HAuCls konsantrasyonunun YZRS sinyal

siddeti lizerine etkisi

Bu ¢alismada, HAuCla ¢ozeltisi konsantrasyonunu degistirerek hazirlanan platformun YZRS

sinyalleri Uzerindeki etkisi incelenmistir. Kagit platform hazirlandiktan sonra, 70:30%
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etanol:su ¢ozeltisinde 20,0 mM DTNB ile gece boyunca modifiye edilmistir. Daha sonra
DTNB ile modifiye edilen platformlar ultra saf su ile yikanmis ve Raman oOlglimleri
gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.3.°te gosterilmistir. Buna gore, en yiiksek sinyal siddeti
HAuCls konsantrasyonu 0,05 M oldugunda elde edilmis ve ¢alismanin sonraki deneylerinde

kagit platformlar bu konsantrasyonda HAuCls ¢6zeltisi kullanilarak hazirlanmistir.

12000
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-]
.-
“ 6000
©
>
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v 4000
w
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N
> 2000
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0,05 0,025 0,0125 0,00625
HAuCl, konsantrasyonu (M)

Sekil 4.3. HAuCls ¢6zeltisinin konsantrasyon optimizasyonu sonucunda farkl yiizeylerden
elde edilen DTNB’nin YZRS sinyal siddetleri

Kagit tabanh platformun karakterizasyon calismalari

Bu calismada, kagit platform iiretmek i¢in yaklasik %20 elemental karbon igerdiginden
nispeten disiik iletkenlige sahip karbon boya kullanilmigtir. Kagit platform (KP),
elektrokimyasal olarak iiretilen altin nanopartikiillerle (AuNP) dekore edilmistir. Burada,
altimin  SH  (siilthidril grubu) fonksiyonel grubu ile baglanma potansiyelinden
faydalanilmistir.  Hazirlanan ~ AuNP@KP’lerin  elektrokimyasal  karakterizasyonu,
AuNP’lerin KP yiizeylerine indirgenmesinden dnce ve sonra, 0,1 M KCl i¢inde 50,0 puL 5,0
mM [Fe(CN)s]*/* igeren redoks prob c¢ozeltisi varliginda gergeklestirilmistir. Taramalar, -
0,6 ile +0,8 V araliginda ve 100 mV/s tarama hiziyla yapilmistir. Dongiisel voltametri (CV)
kullanilarak yapilan elektrokimyasal karakterizasyonun yani sira, KP’lerin yiizeylerinin

morfolojik 6zellikleri de SEM analizi ile incelenmistir.



50

170

>

0.05 M AuNPs@PE

120 |

Current (uA)
& 0 W N N
o 8 o ©o o

-180

-0.7 -0.2 0.3
Potential (vs. Ag/AgCI)(V)
B 60 C 014 P
250 E o3 "
£ a0 o
3 L o012 e
8 30 S *
< 20 S o1 | @
S 10 T
i & 0.10
™
0.05 0.025 0.0125 0.00625 ° 09" Q.& 0.@’ Ny Q.O"’
HAuCl, concentration (M) HAuCl, concentration (M)
LSV AT ba¥_ 4 "8 g T L
3 - G o o1 ) 2o 3 ol &

Sekil 4.4. A) Farkli HAuCls konsantrasyonlar1 ile modifiye edilmis ve modifiye edilmemis
kagit platformlarin dongiisel voltamogramlari, B) sistemden gecen yiik miktari,
C) Randles-Sevcik denklemi kullanilarak hesaplanan kagit platformlarinin
elektrokimyasal ylizey alanlari, D1-D4) Farkli HAuCls konsantrasyonlar: ile

modifiye edilmis kagit platformlarin SEM gérintiileri: D1) 0,00625 M, D2)
0,0125 M, D3) 0,0125 M, D4) 0,05 M HAuCl4
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Bu c¢alismada, YZRS platformlari, c¢alisma elektrotlarinin yiizeyine AuNP’lerin
elektrokimyasal olarak biriktirilmesi ile hazirlanmistir. Bu amagla, 0,1 M KCI ve 0,1 M
H2SO04 igeren ¢ozelti icerisindeki HAuCls konsantrasyonlar1 0,05 M, 0,025 M, 0,0125 M ve
0,00625 M olacak sekilde hazirlanmis ve ¢alisma elektrotlarinin yiizeyleri CV yontemiyle
kaplanmistir. Farkli konsantrasyonlardaki AuNP’ler yilizeylere damlatilmis ve -0,6/+0,2 V
tarama araliginda, 100 mV/s tarama hiziyla 3 set halinde 10 dongii boyunca alternatif

voltamogramlar alinarak AuNP kaplamasi ger¢eklestirilmistir.

Sekil 4.4.A, farkli HAuCls konsantrasyonlar1 kullanilarak AuNP ile modifiye edilmis kagit
platformlarindan alinan voltamogram sonuglarini gostermektedir. Sekilde de goriildiigii gibi,
modifikasyon sonrasi kagit platformlar1 yiizeyindeki redoks probunun anot ve katot
akimlarinda belirgin bir artis gézlemlenmistir. Bu sonug, elektron transferi ve yiizey
alanindaki artisin bir kanitidir. Her platform i¢in CV’ler sonucunda hesaplanan yiik miktari
Sekil 4.4.B’de sunulmustur. Sistemden gecen en yiiksek yiik, 0,05 M HAuCl4 ¢ozeltisi ile
elektrokimyasal indirgeme gerceklestiginde elde edilmistir. Randles-Sevcik denklemi
(denklem 4.1) kullanilarak her platform altin konsantrasyonu i¢in difiizyon katsayisi
hesaplanmistir. Denklemde Ip, A cinsinden tepe akimi (Ia veya Ic); n, taginan elektron sayisi;
A, cm? cinsinden ylizey alani; D, cm?/s cinsinden diflizyon katsayisi; C, mol/cm? cinsinden

elektrokimyasal olarak aktif tiirlerin konsantrasyonu; v, V/s cinsinden tarama hizidir.

Ip=2.687x10°xn*?x AxD'/?x CxV'/? (4.1)

Farklt HAuCls konsantrasyonlar1 ile modifiye edilmis her platformun ylizey alan1 Sekil
4.4.C’de sunulmustur. Elde edilen grafige gore, en yiiksek yiizey alan1 0,05 M HAuCl4
kullanilarak elde edilmistir. Sekil 4.4.B ve 4.4.C birbirini desteklemektedir. Elde edilen
verilere gore, modifiye edilmemis ksgit platform ve 0,05 M HAuCls kullanilarak modifiye
edilmis AuNP@KP’lerin ylizey alanlar1 sirasiyla 0,0625 cm? ve 0,138 cm? olarak
belirlenmistir. 0,05 M HAuCl4 kullanimi, kagit platformunun elektrokimyasal olarak aktif
ylzey alanini %120 artirarak AuNP@KP’nin hassasiyetini yiikseltmistir. Ayrica, sonuglar
elektron transferinde bir artis oldugunu gostermektedir. Tiim elde edilen verilere dayanarak,

en uygun HAuCls konsantrasyonu 0,05 M olarak belirlenmistir.
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Her KP yiizeyinin morfolojik goriintiileri SEM analizi ile kaydedilmis ve Sekil 4.4.D’de
sunulmustur. SEM  goriintiilerinde goriildigii gibi, HAuCls konsantrasyonu arttik¢a
ylizeydeki AuNP sayis1 azalmakta, ancak AuNP’lerin boyutu artmaktadir. Diger KP
ylizeylerinde piirlizlii altin nanopartikiiller olusurken, Sekil 4.4.D4’de optimal kosullar
altinda bazi diizensiz bosluklarla altin nanostarlardan olustugu gozlemlenmistir. Sekil
4.4D1’de goriildiigii gibi SEM goriintiisii yiiksek oOlgekle incelendiginde, AuNP’ler
arasindaki bosluklarin sensér performansini onemli Olgiide etkileyecek kadar biiyiik
olmadig1 agiktir. Ayrica, 6nceki ¢aligmalardan bilindigi lizere, nanostarlarin keskin uglari ve
dallari, nanokiirelerin daha diizgiin yiizeylerine gore lokal elektromanyetik “hot spot”lari
daha etkili sekilde olusturur (Tian ve digerleri, 2014). Bu etki, keskin uglarin ¢evresindeki
elektrik alanlar1 artirdigr “lightning rod” prensibinden kaynaklanmaktadir (Meng ve
digerleri, 2020). Ayrica, nanostarlarin, yiizey plazmon rezonansini (SPR) artiran anizotropik
morfolojileri sayesinde iistiin YZRS o6zellikleri gosterdigi de kanitlanmistir (Kolosovas-
Machuca ve digerleri, 2019). Sekil 4.3’de gosterildigi gibi, optimum kosullar altinda
hazirlanan ytlizeyden elde edilen DTNB’nin YZRS sinyal siddetleri diger ylizeylerden daha
yiiksektir. Bu sonu¢ goz Oniinde bulunduruldugunda, altin nanostarlarin yiiksek YZRS
etkisinin, nanopartikiiller arasindaki diizensiz bosluklardan kaynaklanan analiz performans

kaybini telafi ettigi diistiniilmektedir.

X7, 588 Zym GUFF

Sekil 4.5. A) Optimal kosullar altinda olusan AuNP filmine ait yliksek ¢oziiniirliikkli SEM
goriintiisii, B) Karbon ve altin nanostarlarin SEM kesit gortintiisii, C) Karbon
tabakasinin kalinligimi gosteren SEM goriintiisii, D) Karbon tabakasi iizerindeki
altin nanostarlarin kalinligini gosteren SEM goriintiisii
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Sekil 4.5.C’de goriildiigii gibi, karbon CE’nun kalinligi 67,3 um olarak hesaplanmustir.
Karbon CE iizerindeki AuNP tabakasinin ortalama kalinligi, Sekil 4.5.D.’deki SEM

goriintiisii kullanilarak 2,8 £ 0,2 um olarak hesaplanmistir.

KP1 KP 2 KP3 KP 4

?’j 1 ' (@ (@h

Sekil 4.6. Farklt HAuCls konsantrasyonlarinda elektrokimyasal AuNP biriktirilmesi sonrasi
KP’nin fotograflari; KP1) 0,05 M, KP2) 0,025 M, KP3) 0,0125 M ve KP4)
0,00625 M HAuCl4

Kagit platformunda 11-MUA modifikasyonunda kullanilan etanol oranimin etkisinin

incelenmesi

Alkol varliginda yapilan 11-MUA modifikasyonunda en yiiksek verimin elde edildigi
bilinmektedir. Ancak, etanol ¢ozeltisinin kagit platform tiretiminde kullanilan NC membrani
¢Ozmesi nedeniyle, modifikasyon ¢aligmalarinda etanol oraninin optimizasyonu énemlidir.
Bu nedenle, 11-MUA farkli etanol-su oranlarina sahip ¢6ziicii hazirlanarak kagit platformun
calisma alanma damlatilmis ve NC membraninin ¢dziiniirliigiine etkisi incelenmistir. Ilk
olarak, 11-MUA ¢o6zeltisinin konsantrasyonu 20,0 ve 50,0 mM olmak iizere iki farkli
¢ozeltinin kullanilmasiyla optimize edilmistir. Sekil 4.7.A. ve 4.7.B., 11-MUA
konsantrasyonu 50,0 mM oldugunda NC membran ylizeyinin ciddi sekilde deforme
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, farkli etanol oranlarinin etkisi 20,0 mM 11-MUA
kullanilarak arastirilmigtir. Burada, 11-MUA’ nin tam ¢6ziiniirliigiinii saglamak i¢in uygun
¢Oziicl sisteminin secilmesi dnemlidir. Bu amagla, %100 etanol ve ayrica 90-10%, 80-20%,
70-30%, 60-40% ve 50-50% etanol-su karigimlari test edilmistir. Daha diisiik etanol oranlar1
kullanildiginda 11-MUA’nin ¢6ziiniirliigii azaldigi i¢in bu oranlar tercih edilmemistir.
Yiiksek etanol oranlarinda ise ¢ozelti damlatilir damlatilmaz NC membranin ¢oziildiigii

gozlenmistir. Baglanma verimliligini diisirmemek i¢in en yiiksek etanol oraninin tercih
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edilmesi gerektiginden, 11-MUA ¢6ziiciisii olarak %70 etanol — %30 su karisimi se¢ilmis ve

sonraki deneylerde yiizey modifikasyonu bu oran kullanilarak gerceklestirilmigtir.

20 mM MUA in 50 mM MUA in
100% ETOH 100% ETOH 100% ETOH

2 o 20 mM MUA in 20 mM MUA in 20 mM MUA in (] 20 mM MUA in 20 mM MUA in 20 mM MUA in
00% 100% ETOH 90% ETOH 10% DIW | 80% ETOH 20% DIW | 70% ETOH 30% DIW J| 60% ETOH 40% DIW { 50% ETOH 50% DIW
i

Sekil 4.7. A) 11-MUA modifikasyonunda farkli konsantrasyonlarin, B) degisen alkol
iceriginin NC membranin ¢ozlinmesine etkisini gosteren fotograflar

Parcacik tiiriinin YZRS sinvalleri tizerindeki etkisi

Bu tez calismasinda, kiiresel altin nanopartikiillere (AuNK) kiyasla anizotropik etkisi
nedeniyle altin nanogubuklar (AuNC) kullanilmistir. Raman etiketi olan DTNB ve altin
nanogubuklar ile birlikte YZRS ¢alismalari i¢in kullanimi daha 6nce rapor edilmistir (Temur
ve digerleri, 2012). Benzer sekilde, AuNC ve AuNK karsilastirmasi literatiirde yapilmistir
(Temur ve digerleri, 2010). Bu amagla, Turkevic yontemi olarak bilinen altin nanokiire
sentezi gerceklestirilmis ve YZRS sinyalleri iizerindeki etkisi incelenmistir (Oliveira ve
digerleri, 2023). Daha sonra AuNC ve AuNK’ler DTNB ile modifiye edilmistir. Buna gore,
AuNC ile ¢alisildiginda YZRS sinyallerinde yaklasik %11 artis gézlenmistir (Sekil 4.8.A).
Aynm zamanda, DTNB modifikasyonu i¢in kullanilan etanol ¢ozeltisi nedeniyle AuNK
partikiil ¢ozeltisinde agregasyon gozlenmistir (Sekil 4.8.B). AuNC’lar, boyutlar1 ve en-boy
oranlar1 degistirilerek plazmon rezonans frekanslarmin ayarlanmasina imkan saglar. Bu
imkan, plazmon rezonansini uyarict lazer dalga boyuna uyarlayarak YZRS artisini
maksimize etmeye olanak tanir. Bu nedenle, AuNC sentezinde kullanilan Au ¢ozeltisinin
hacmi optimize edilerek AuNP’lerin en-boy orani ayarlanmis ve sonraki deneyler igin

optimum deger se¢ilmistir.
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Sekil 4.8. A) AuNC ve AuNK kullanilarak elde edilen DTNB’nin YZRS sinyal siddetleri,
B) DTNB modifikasyonu dncesi (sol) ve sonrasi (sag) AuNK goriintiileri

Altin nanocubuklarin (AuNC) karakterizasyon calismalari

Bu calismada, 56,0 = 8,4 nm uzunlugunda 9,6 =+ 1.4 eninde AuNC kullanilarak YZRS
Olctimii gergeklestirilmistir. (Boyutlar 10 nanopartikiil goriintiisii tizerinden hesaplanmustir.)
AuNC’larin TEM goriintiisiine gore en-boy orani 5,7 olarak hesaplanmistir. En yiiksek
YZRS siddeti 56 nm uzunlugundaki AuNC kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 4.9.B).
Nanopartikiillerin ~ karakterizasyonu i¢in UV-vis absorpsiyon spektrofotometresi
kullanilmistir. Sekil 4.9.A, ¢ubuk seklindeki nanopartikiillerin olusumunu gosteren yaklasik

519 ve 659 nm’de iki pik gostermektedir.
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Sekil 4.9. A) UV-Vis spektrumu ve B) Cubuk seklindeki altin nanopartikiillerin TEM
goruntisu
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AuNC sentezinde kullanilan HAuCls ¢ozeltisi hacminin optimizasyonu

AuNC’larin en-boy orani (uzunluk-genislik orani), YZRS analizini 6nemli dl¢ilide etkiler.
Bu oran, AuNP’lerin plazmonik o6zelliklerini, AuNC {izerindeki elektromanyetik alan
dagilimin1 ve dolayisiyla YZRS sinyallerini belirler. Bu baglamda, biiyiime ¢ozeltilerine
farkli miktarlarda HAuCls eklenerek parcacik boyutu ve sekli optimize edilmistir.
AuNC’larin en-boy orani, biliylime ortamindaki HAuCls ¢6zeltisinin hacmi degistirilerek

ayarlanmistir.

Bu calismada, 250 pL, 500 pL, 750 pL ve 1000 pL HAuCls eklenerek farkli en-boy
oranlarina sahip AuNC’lar sentezlenmistir. 0,01 M HAuCls ¢ozeltisinin bes farkli miktari
(100,0 pL; 250,0 puL; 500,0 uL; 750,0 puL; 1000,0 uL) 4,75 mL 0,1 M CTAB ¢ozeltisine
eklenmistir. Ardindan, sirasiyla 60,0 uL 0,01 M AgNO3 ve 100,0 uL 0,1 M AA ¢ozeltileri
eklenmistir. Son olarak, 10,0 pL tohum ¢ozeltisi bilylime ¢ozeltilerine eklenmis ve AuNC
olusumunu kolaylastirmak i¢in 30°C su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Sentezlenen mavi
renkli AuNC’lar 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijjlenmis ve ii¢ kez deiyonize su ile
yikanmistir. Daha sonra 1,0 mL deiyonize suya alinarak karakterizasyon amaciyla UV

spektrumlart alinmistir (Sekil 4.10).

Elde edilen UV absorbans spektrumlar incelendiginde (Sekil 4.10.A), 100 pL. HAuCl4 ile
sentezlenen AuNC icin yaklagik 550 nm’de tek bir pik gbzlenmis ve ¢ozeltinin rengi mor
olmustur. 250,0 uL. 0,01 M HAuCls ile sentezlenen AuNC’larin UV spektrumunda (Sekil
4.10.B) yaklasik 460 ve 660 nm’de iki pik goriilmiis ve ¢dzeltinin rengi mavi olmustur. 500,0
pL, 750,0 uL ve 1000,0 uL 0,01 M HAuCls ile sentezlenen AuNC’larin UV spektrumlari
incelendiginde (Sekil 4.10.C., 4.10.D., 4.10.E.), maksimum absorbansa sahip dalga
boylarinin kaydigi gézlenmistir. 500,0 pL, 750,0 uL ve 1000,0 uL HAuCls iceren AuNP

cozeltilerinin renkleri sirasiyla maviden koyu maviye degismistir.

En ytiksek YZRS siddeti 250,0 uL HAuCls kullanildiginda elde edilmistir. HAuCla ¢ozeltisi

miktari arttikca, belirgin agregasyon gozlenmistir
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Sekil 4.10. Altin nanogubuk sentezinde kullanilan 0,01 M altin ¢6zeltisi miktarlar1 sirasiyla
100,0 uL (A), 250,0 uL (B), 500,0 uL (C), 750,0 uL (D), 1000,0 uL (E) olarak
incelenmis ve ¢ozeltilerin fotografi (F) gosterilmistir

AuNC miktarinin YZRS sinval siddeti izerindeki etkisi

Sinyal siddetini ve dolayisiyla duyarliligi artirmak amaciyla AuNC miktariin
optimizasyonu yapilmistir. Partikiiller sentezlendikten sonra, 100,0 pL partikiil 1000,0 puL
DI su i¢inde siispanse edilmis ve bu ¢6zeltiden 10,0, 20,0, 50,0 ve 100,0 uL’lik ¢6zeltiler
alinarak santrifiijlenmistir. Homojen bir dagilim saglamak icin partikiillere esit miktarda
etanol ¢ozeltisi eklenmis ve ardindan DTNB modifikasyonu yapilmistir. Daha &nce
aciklanan prosediire gore, 1,0x10°¢ ve 1,0x107 eksozom partikiil/mL olmak tizere iki farkli
eksozom konsantrasyonu i¢in immiinoassay calismasi gergeklestirilmis ve YZRS sinyalleri
kaydedilmistir (Sekil 4.11). Buna gore, en yiiksek sinyal siddeti 100,0 puL AuNC
kullanildiginda elde edilmistir. Asirt miktarlarin sinyali baskilama egiliminde olmasi
nedeniyle daha biiylik miktarlar kullanilmamis ve ¢alismanin sonraki asamalar1 i¢in 100,0

pL AuNC ¢ozeltisi segilmistir.
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Sekil 4.11. Degisen AuNC miktarlarina kars1 elde edilen DTNB’nin YZRS sinyal siddetleri

AuNC modifikasyonunda ¢Oziicii optimizasyonu

AuNC iizerinde DTNB modifikasyonu sirasinda kullanilan alkol, partikiillerin
agregasyonuna neden oldugundan c¢oziicli sistemi optimize edilmistir. Cozelti iginde
partikiillerin homojen dagilimini saglamak ve kullanilan eppendorf ylizeyine yapismalarini
onlemek amaciyla Tween-20 kullanilmistir. Bu amagla, 25,0 mM DTNB c¢ozeltileri; farkl
oranlarda (0.01%, 0.05%, 0.1% ve 0.5%) Tween-20 igeren 200,0 uL etanol ¢ozeltisi icinde
hazirlanmigtir.  Bu  ¢oOzeltiler  kullanilarak  AuNC’larin  yilizey  modifikasyonu
gerceklestirilmistir. DTNB ile modifiye edilmis AuNC’lar 200,0 puL. deiyonize su igine
alimmis ve YZRS sinyallerinin elde edilmesi i¢in ince tabaka kromatografisi yiizeylerine

damlatilmistir.
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Sekil 4.12. Farkli oranlardaki (0.01%, 0.05%, 0.1% ve 0.5%) Tween-20 ¢d6zeltilerinin
DTNB’nin Raman sinyal siddeti lizerindeki etkisi

Sekil 4.12°de gosterilen sonuglara gore, Tween-20 cozeltisinin yiizdesi degistirildiginde
Raman sinyal siddetlerinde belirgin bir fark gozlemlenmemistir. Ayrica, kullanilan her
cozeltide c¢ubuk formundaki partikiillerin mavi renklerini korudugu ve agregasyon
olugmadigir goriilmiistiir. Bunun yani sira, modifikasyon ve yikama islemleri sirasinda
partikiillerin mikro tiip yiizeyine baglanmadigi da belirlenmistir. Bu sonuclar dogrultusunda,
modifikasyon verimliligini diisirmemek amaciyla %0.01 Tween-20 igeren ¢ozelti

kullanilmasina karar verilmistir.

Raman objektif lens secimi icin optimizasyon calismasi

Deneylerde kullanilan Raman spektroskopisi cihazinda 5X, 10X ve 20X, biiyiitmeye sahip
objektif lensler bulunmaktadir. Bu lensler arasinda 20X objektif, daha diisiik biiyiitmeli
lenslere kiyasla daha yiiksek sinyal siddeti saglamaktadir. Bu objektifler kullanilarak elde

edilen sonuglar Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Farkli objektif lensler kullanilarak kagit YZRS platform {izerinde 1.0x10°
eksozom partikiil/mL konsantrasyonundaki eksozom 6rneginin YZRS sinyalleri

anti-CD9@DTNB@AuNC’1n stabilitesi

anti-CD9@DTNB@AuUNC yapisinin stabilitesi 19 giin boyunca incelenmistir. Farkli
giinlerde yilizeyde yakalanan eksozomlarla etkilesim sonucu elde edilen stabilite verileri
Sekil 4.14°de sunulmustur. Sonuglara gore, etiketin YZRS sinyalleri 14 giin boyunca tutarl
kalmis, ancak 19. giinde sinyal siddetinde belirgin bir azalma goézlenmistir. Stabilite

calismasi boyunca hazirlanan etiket + 4° C’de buzdolabinda saklanmistir.
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Sekil 4.14. Anti-CD9@DTNB@AuUNC’ 1n stabilitesini degerlendirmek i¢in elde edilen
YZRS siddeti
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YZRS giiclendirme faktoriiniin (Enhancement Factor, EF) hesaplanmasi

YZRS sinyal siddetinin gii¢clendirme faktoriinii hesaplamak i¢in DTNB molekiillerinin 1330
cm "’deki Raman sinyali izlenmistir. 20.0 mM DTNB’nin Raman sinyal siddeti 10060,
DTNB@AuUNC’1n ise 50722 olarak ol¢iilmiistir. YZRS giiclendirme faktorii, Esitlik 2
kullanilarak hesaplanmistir (Phan-Quang ve digerleri, 2015; Tezcan ve Hsu, 2020). Buna
gore EF, 1.0 x 10° olarak bulunmustur.

EF = (Iyzrs / IRaman) X (NRaman / NYZRS) (4.2)

Ivzrs: YZRS yiizeyinde gozlenen Raman sinyal siddeti

e [raman: Referans olarak kullanilan, ¢6zelti halindeki Raman sinyal siddeti
e  Nraman: COzelti halinde Raman sinyaline katkida bulunan molekiil sayisi
e Nvyzrs: YZRS yiizeyine katkida bulunan molekiil sayis1

e N=CxVxNa

e (C: Molekiil konsantrasyonu (mol/L)

e V: Raman sinyaline katkida bulunan prob hacmi (L)

e Na: Avogadro sayis1 (6.022 x 10??)

Eksozom standartlar1 icin CTEM (Yuksek kontrastli transmisyon elektron mikroskobu)

analizi

CTEM goriintiileme i¢in ticari olarak temin edilen eksozom standartlar1 kullanilmistir. %1
(v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi hazirlanarak eksozom 6rnegine eklenmis ve 6rnek 10 dakika
siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra, eksozom siispansiyonundan 5,0 pL alinarak TEM grid
ylizeyine damlatilmig, bes dakika bekletildikten sonra grid iizerindeki fazla ¢ozelti
uzaklagtirllmigtir. Ardindan, grid ylizeyi %1 (w/v) uranil asetat damlasi ile boyanmistir. Bir
dakikalik inkiibasyonun ardindan grid saf su ile yikanmis ve son olarak oda sicakliginda bir

gece boyunca kurumaya birakilmstir.
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Sekil 4.15. Eksozom standartlarinin CTEM goriintiileri

Literatiir incelemesine gore eksozomlar, tipik olarak 40-150 nm arasinda degisen
boyutlarda, genellikle yuvarlak veya oval sekilli vezikiiller ya da partikiiller olarak
bilinmektedir. Elde edilen CTEM goriintiisii, eksozomun morfolojik goriiniimiinii
dogrulamaktadir. CTEM goriintiilerine gore bu ¢alismada kullanilan ekzomlarin ortalama

boyutlari yaklasik 58 = 12 nm’dir (Sekil 4.15).

Gelistirilen biyosensoriin analitik performansi

Gelistirilen biyosensoriin eksozom tespitine yonelik analitik performansini degerlendirmek
i¢in, dogrusal aralik, duyarlilik ve teshis limiti gibi yontem parametreleri optimum kosullar
altinda incelenmistir. Bu amagla, 100,0 pg liyofilize eksozom standardi 100,0 pL steril saf
suda coziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra, bu stok ¢ozelti PBS tamponu ile
seyreltilerek 1,0x10° — 1,0x10° eksozom partikiil/mL konsantrasyon araliginda eksozom
standartlar1 hazirlanmistir. Biyosensorler iizerindeki DTNB molekiillerinin YZRS sinyalleri,
785 nm lazer 1511 ve 20X objektif lens kullanilarak 2002000 cm™ dalga sayis1 arali§inda
kaydedilmistir. Objektif lens i¢in yapilan optimizasyon sonucuna gore Ol¢imler, 60 mW
lazer giicii ile 30 saniye veri toplama siiresince gerceklestirilmistir. Kagit YZRS platformu
tizerinde yakalanan eksozom miktar1 arttikga, DTNB’nin 1330 cm"’deki pik siddetinde de
artis gozlenmistir (Sekil 4.16.A). Kor oOl¢iimiin ¢ikarilmasinin ardindan DTNB pik
siddetlerindeki degisimin logaritmik olarak degisen eksozom konsantrasyonlar1 (1,0x10° —
1,0x10° partikiil/mL) ile korelasyonu kullanilarak bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Sekil 4.16.B’de gosterildigi tizere, 1,0x107 ile 1,0x10° partikiil/mL arasindaki YZRS yanuti,
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0,9903 korelasyon katsayist (R?) ile dogrusal bulunmustur. Teshis limiti ise; 9,9 x 10!

eksozom partikiil/mL olarak hesaplanmistir. Teshis limiti (3 x SS) / m formili ile

hesaplanmaistir.
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Sekil 4.16. A) Farkli konsantrasyonlardaki eksozomlarin kantitatif degerlendirilmesi i¢in
DTNB’nin YZRS spektrumlari, B) 1330 cm’de DTNB'nin YZRS sinyal
siddetlerindeki degisimlere dayanarak elde edilen ve 1,0x10° — 1,0x10°
partikiil/mL araligindaki eksozom konsantrasyonlarim1 gdsteren kalibrasyon
grafigi

Gelistirilen biyosensOriin secicilik calismasi

Gelistirilen biyosensoriin seciciligini degerlendirmek amaciyla, analitle potansiyel olarak
etkilesime girip girisime neden olabilecek matriks bilesenleri kullanilarak bir immiinoassay
incelemesi gerceklestirilmistir. Bu deney icin PBS icerisinde 10.000 U/mL insan koryonik
gonadotropin (hCG), 10.000 mIU/mL rekombinant eritropoietin (rEPO) , 250 U/L Insan
luteinlestirici hormon (hLH), 1.0 mM sistein, 50.0 mM glikoz, 1.0 mg/mL IgG, 1.0 mM
albiimin, 10.0 mM dopamin, 1.2 mM fenilalanin ve 1.0x10° partikiil/mL eksozom standart
cozeltileri hazirlanmistir. Ek olarak, 1.0x10° partikiil/mL eksozom standardnin idrar
matriksine eklenmesiyle girisim etkisi daha ayrintili olarak arastirilmistir. Her bir tiir i¢in,
“Eksozom tayini i¢in tek damla immiinoassay protokolii” bdliimiinde agiklanan
immiinoassay prosediirii uygulanmistir. Sonrasinda, her 6rnek i¢in DTNB molekiillerinden
elde edilen YZRS sinyalleri kaydedilmistir. Sekil 4.17.'de gosterildigi gibi, eksozom
varliginda DTNB YZRS sinyal siddetleri diger tiirlerin varliginda gozlenen sinyal
siddetlerinden belirgin bir sekilde farklidir.
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Sekil 4.17. PBS i¢inde hCG, rEPO, hLH, sistein, glikoz, IgG, alblimin, dopamin, fenilalanin
ve eksozomlarin YZRS siddetleri; ayrica idrar matriksi ve idrar matriksine
eklenen 1.0x10"6 partikiil/mL standart eksozomlarin anti-CD9/AuNP@PS
biyosensorii ile Ol¢lilen YZRS siddetleri

Biyosensoriin segiciligi, Raman etiketi olarak gorev yapan DTNB molekiillerinin,
eksozomlarm varliginda ve yoklugunda olciilen YZRS sinyal siddetleri degerlendirilerek
belirlenmistir. Eksozomlarin bulunmadigt durumda, sandvi¢ tipi immiinokompleks
olugsmadigr icin YZRS sinyali ihmal edilebilir diizeyde olup, kor sinyaline benzer
bulunmustur. Eksozomlarin 1,0 x 10° partikiil/mL derisimde bulundugu durumda ise sandvig
tipi immiinokompleks yapilarinin olugsmasi nedeniyle DTNB'nin YZRS sinyali
kaydedilmistir. DTNB’den elde edilen YZRS sinyalleri dikkate alindiginda, gelistirilen

biyosensoriin eksozom tayini i¢in uygulanabilir oldugu goriilmektedir.

Kagit platformunun tekrarlanabilirliginin incelenmesi

Giin i¢i kesinligin belirlenmesi amaciyla YZRS 6l¢iimleri ayn1 giin i¢inde alt1 farkl yiizeyde,
giinler arast kesinligin belirlenmesi amaciyla ise li¢ farkli giinde ii¢ farkli yiizeyde
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de sunulmustur. Gelistirilen yontem,
giin i¢i ve giinler arasi sinyallerin % BSS degerlerinin < %15’in altinda olmas1 nedeniyle

dogru ve giivenilir bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Eksozom tayini i¢in kagit YZRS platformunun giin i¢i ve gilinler aras1 kesinlik

sonugclari
Glini¢i (n=6) Glinler aras1 (n=3)
Eksozom Eksozom %BSS Eksozom %BSS
(partikiil/mL) (partikiil/mL) (partikiil/mL)
1.0 x 10° 1.2+£0.1 x 10 10.2 1.1£0.1 x 10 9.6
1.0 x 10° 1.0£0.1 x 10° 5.4 1.1+0.1 x10° 4.9
1.0 x 107 1.0£0.1 x 107 10.4 0.9+0.1 x107 7.4

% BSS : bagil standart sapma

Kagit platformun ticari ekran baskili elektrot (SPE) ile karsilastirilmasi

Gelistirilen yontemin dogrulugu, kagit YZRS platformu ile elde edilen sonuglar ile ticari
SPE’ler kullanilarak olusturulan YZRS sinyal siddetleri karsilastirilmistir. Bu amagla,
deneysel prosediir her iki YZRS platform i¢in 1.0x10°, 1.0x107 ve 1.0x10® partikiil/mL
eksozom derisimlerinde uygulanmistir. Cizelge 4.2°de verilen ortalama geri kazanim
degerleri, kalibrasyon grafigi denkleminden yararlanilarak kagit YZRS platformu ig¢in
%80.0, SPE platformu i¢in ise %86.7 olarak belirlenmistir. Analitik performans gostergeleri,
kagit YZRS platformu kullanilarak gelistirilen tek damla tespit yonteminin eksozom tayini
icin dogru sonuglar verebildigini gostermistir. Ayrica, ticari SPE tabanli yOntemin
kullanildig: karsilastirma ¢alismasi, kagit YZRS tabanli gelistirilen tek damla YZRS tespit
yonteminden elde edilen sonuglarin kabul edilebilir oldugunu dogrulamis ve ortalama geri
kazanim degerleri agisindan %92.3 oraninda bir benzerlik ortaya koymustur. Kagit YZRS
platformu; kolay ftretim, diisiik maliyet ve pratik kullanim gibi 6nemli avantajlar

sunmaktadir.

Cizelge 4.2. Eksozom tayini i¢in kagit YZRS platformunun ticari ekran baskili elektrot ile
karsilastirilmasi (n = 3)

Kagit YZRS platformu materyali Ticari SPE
Eksozom Eksozom K Czierrlllm Parametreler Eksozom K Cz}err111m Parametreler
(partikiil/mL) | (partikiil/mL) a; arametrete (partikiil/mL) a;
0 0
1.0x10° 0.7£0.1 x 10° 70.0 X =80.0° 0.8£0.0 x 10° 80.0 X =86.7°
1.0x107 0.9+0.0 x 107 90.0 SS=10.0 0.8+0.0 x 107 80.0 SS=11.5
% BSS=12.5 % BSS=13.3
1.0x108 0.8 +0.1 x 108 80.0 CI=552-104.8" [ 1.0+£0.0 x 108 100.0 CI=58.1-115.2b
(P =0.05) (P =0.05)

ax = Ortalama
b CI = Giiven araligi
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Yapay idrar orneklerinin hazirlanmasi

Kagit YZRS platformu kullanilarak gelistirilen tek damla YZRS tayin yontemi, yontemin
dogrulugunu ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla yapay idrar matriksi iizerine
eklenmis konsantrasyonu bilinen eksozom orneklerine uygulanmistir. Bu kapsamda, genis
bir konsantrasyon aralifinda hazirlanan eksozom igceren Ornekler analiz edilmis ve elde
edilen deneysel sonuglar teorik olarak eklenen eksozom konsantrasyonlar: ile
karsilastirilmistir. Farkli eksozom konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rneklerin geri kazanim
degerleri (%) ile yontemin dogruluk ve tekrarlanabilirligini ortaya koyan analitik performans
parametreleri Cizelge 4.3’te ayrintili olarak sunulmustur. Elde edilen bulgular, gelistirilen
tek damla YZRS tayin yonteminin farkli konsantrasyon seviyelerinde tutarli ve giivenilir
sonuclar verdigini gostermistir. Ortalama geri kazanim degerinin %95.1 olarak
hesaplanmasi, yontemin teorik degerlere yiiksek derecede yakin sonuglar iirettigini ve kabul
edilebilir dogruluk smirlari igerisinde yer aldigini ortaya koymaktadir. Ayrica, geri kazanim
ylizdelerine ait standart sapma ve bagil standart sapma degerlerinin diisiik olmasi, yontemin
1yi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu desteklemektedir. Bu sonugclar, kagit tabanlit YZRS
platformunun karmasik biyolojik 6rnek matrikslerinde dahi eksozom tayini i¢in uygun,
hassas ve giivenilir bir analitik yaklagim sundugunu dogrulamaktadir. (Tian ve digerleri,

2018).

Cizelge 4.3. Konsantrasyonu bilinen eksozom standartlarinin yapay idrar orneklerine
eklenmesiyle elde edilen % geri kazanim sonuglar1 (n = 3)

Eksozom Konsantrasyonu
(partikiil/mL) % Geri Kazanim Parametreler
Eklenen Bulunan
1.0x10° 0.9 +0.1x10° 90.0 x =095,12
3.4x10° 3.0 £0.3x10° 88.2 SS=7,2
30.0x10° 29.7 £2.6x10° 99.0 % BSS=7.6 .
140.0x106 144.6 = 7.9x106 103.3 % _ 2?52)’ 106,5

4.2. Manyetik nanopartikiil kullanarak mikrocip ve YZRS tabanh eksozom tayini

Fe304@AuNP’lerin sentezlenmesinin ardindan materyal bir petri kabina yerlestirilmis ve
Sekil 4.18’de gosterilen goriintli elde edilmistir. Sentezlenen Fe3O4@AuNP’ler, manyetik
nanopartikiilleri ¢evreleyen kiiresel altin nanopartikiilleri nedeniyle kirmizi-siyah bir

goriiniime sahiptir.
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Sekil 4.18. Sentezlenen Fe3O4@AuNP’lerin fotografi

Fe304@AuNP’lerin UV-Vis spektrofotometre ve FT-IR (ATR) ile karakterizasyonu

Sentezlenen Fe3Os@AuNP’lerin UV-Vis spektrometresi ile alinan spektrumu Sekil
4.19.C’de verilmistir. Sentezlenen Fe3O4 nanopartikiillerinin ve FesO4@AuNP’ nin UV-Vis
spektrumlar1 incelendiginde, Fe3Os nanopartikiillerinin spektrumunda yaklasik 550 nm
civarinda bir pik gozlemlenmezken, Fe3O4@AuNP spektrumunda bu dalga boyunda bir
absorbsiyon band1 gozlemlenmektedir. Bu bant, kiiresel altin nanopartikiillerin karakteristik
ozelligidir. 550 nm’de izlenen absorbsiyonun altin nanopartikiillere ait olmasi, altin

nanopartikiillerin manyetik nanopartikiillerin iizerine kaplandigini gostermektedir.

Sekil 4.19.A’daki spektrumda ~570 cm™ civarinda belirgin bir Fe-O vibrasyonu
gozlemlenmektedir. Sekil 4.19.B spektrumunda Fe-O vibrasyonu hald mevcuttur. Ancak
~630 cm™, 607 cm™ ve 579 cm "’deki yeni bantlar, altin kaplama nedeniyle ylizey
modifikasyonlarint gostermektedir. 1635 cm™ bolgesinde gozlemlenen degisiklikler, altin

kaplama nedeniyle olusan ligandlara karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.19. A)Fe3O4’e ait FT-IR spektrumu, B) FesOs@AuNP’e ait FT-IR spektrumu,
C)Fe304 ve Fe304@AuNP’e ait UV-Vis spektrumu

Raman mikroskop objektifinin, veri toplama siiresinin ve laser gilic seviyesinin

optimizasyonu

Mikroskop objektifi mikroskobik sistemlerde kritik bir rol oynamaktadir ve iki temel islevi
vardir: 6rnegi lazer ile uyarmak ve Ornekten elde edilen Raman sinyalini toplamak. Bu
nedenle yiiksek sinyal siddeti elde etmek i¢in uygun hizalama gereklidir. Raman konfokal
mikroskobun ¢oziiniirliigli ve penetrasyon derinligi, objektifin numuneye mesafesi ile
belirlenir. Objektifin aberasyon degerinin iyi sekilde diizeltilmesini saglamak i¢in yalnizca
objektifin ¢alisma mesafesi degil, ayn1 zamanda ortamin kirilma indisi (n) de dikkatle
degerlendirilmelidir. Ayrica mikrogip ile objektif mercek arasindaki temasi ve objektif lens
ylizeyinin ¢izilmesini onlemek amaciyla, uzun calisma mesafeli bir objektif tercih
edilmelidir. Bu ¢alismada, 1.0 x 108 partikiil/mL eksozomlarin YZRS sinyalleri {izerindeki
objektif etkisi 5X, 10X ve 20X mercekler kullanilarak incelenmistir. 10X objektif, diger
bliyiitmelere kiyasla daha yiiksek sinyal siddeti sagladigi icin deneyler 10X objektif ile
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.20.A’da gdsterilmistir.

Raman spektroskopisinde veri toplama siiresi elde edilen spektral verinin kalitesi tizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Uygun veri toplama siiresi se¢imi, sinyalin yeterince giiclii
olmasini saglar ve zayif Raman sinyallerinin daha goriiniir hale gelmesine olanak tanir.

Ancak stire agir1 uzatilirsa, detektordeki giiriiltii artabilir ve veri kalitesi bozulabilir. Ayrica
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uzun veri toplama siireleri, numunede termal bozulma gibi olumsuz etkileri artirabilir ve
ozellikle lazer kaynakli floresan egilimi olan numunelerde istenmeyen arka plan sinyallerine
neden olabilir. Bu nedenle, veri toplamasiiresinin optimize edilmesi yiiksek kaliteli,
tekrarlanabilir ve dogru analiz i¢in kritik bir adimdir. Veri toplama siiresini optimize etmek
icin 10, 20, 30, 40 ve 50 saniye siireleri test edilmis ve YZRS sinyalleri lizerindeki etkileri
incelenmistir. Analizler sonucunda en yiiksek YZRS siddeti 30 saniyede elde edilmis ve bu

siire secilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.20.B’de gosterilmistir.

Lazer giicliniin optimizasyonu, Ozellikle hassas biyolojik ve kimyasal siireclerde lazer
tabanli analizlerde kritik 6neme sahiptir. Yetersiz lazer giicii, hedef materyalin giivenilir
sekilde tespit edilmesini engellerken; asir1 lazer giicii ise termal hasara, numune bozulmasina
ve sinyal-giiriiltii oraninin diigmesine neden olabilir. Bu nedenle lazer giiciiniin dikkatli bir
sekilde ayarlanmasi, analiz sisteminin hassasiyetini ve dogrulugunu artirmak i¢in gereklidir.
Ayrica lazer giiclinlin optimize edilmesi, enerji verimliligi saglamak ve cihazin kullanim
Omriinii uzatmak ac¢isindan da onemlidir. Lazer giicii optimizasyonu i¢in 10, 20, 30, 40 ve
50 mW gii¢ seviyeleri test edilmis ve YZRS sinyalleri tizerindeki etkileri incelenmistir.
Deneysel sonuglar, en yiiksek sinyalin 30 mW lazer giiciinde elde edildigini gostermistir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.20.C’de sunulmustur.
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Sekil 4.20. 1.0 x 108 eksozom partikiil/mL ile objektif lenslerin (A), veri toplama siiresinin
(B) ve lazer gii¢ seviyesinin (C) YZRS sinyal siddeti lizerindeki etkisini gosteren
grafik

Anti-CD9 konsantrasyonunun optimizasyonu

1.0 x 10° partikiil/mL eksozom konsantrasyonu i¢in bes farkli anti-CD9 konsantrasyonu
kullanilarak, antikor konsantrasyonunun YZRS sinyal siddeti izerindeki etkisi incelenmistir.

Elde edilen YZRS sinyalleri Sekil 4.21°de sunulmustur. Anti-CD9 konsantrasyonu optimize
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edildikten sonra, en yiiksek YZRS siddeti 10.0 pg/mL konsantrasyonda elde edilmistir. Bu

konsantrasyon temel alinarak tiim gerekli modifikasyonlar gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.21. 1,0 x 10° eksozom partikiil/mL kullanilarak anti-CD9 konsantrasyonlarinin
YZRS sinyal siddeti lizerindeki etkisini gdsteren grafik

Gelistirilen bivosensoriin analitik performansi

Gelistirilen biyosensoriin eksozom tayini i¢in analitik performansi, yontem parametreleri,
lineer aralik, duyarlilik ve teshis limiti acisindan optimal kosullar altinda degerlendirilmistir.
Bu amagla, 100.0 pg liyofilize eksozom standard: 100.0 pL steril distile suda ¢oziindiiriilerek
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ardindan, bu stok ¢ézeltiden ve PBS tamponunda hazirlanan
eksozom standartlarindan farkli konsantrasyonlarda, 1.0 x 10*’den 1.0 x 10'° partikiil/mL’ye
kadar c¢ozeltiler hazirlanmigtir. Biyosensor iizerindeki DTNB molekiillerinin  YZRS
sinyalleri, 785 nm lazer 1511 ve 10X objektif kullanilarak 200-2000 cm™ dalga sayisi
araliginda kaydedilmistir. Optimum kosullar altinda alinan dl¢timler, 30 mW lazer giicii ve
30 saniye veri toplama siiresi ile gergeklestirilmistir. Yaklasik 1330 cm™"’de gbzlenen en
yogun pik, DTNB molekiiliindeki nitrojen grubunun simetrik gerilme vibrasyonuna
atfedilmistir. FesOs@AuNP’ler tarafindan yakalanan eksozom sayisi arttikca, 1330
cm ’deki DTNB pik siddetinde bir artis goézlenmistir (Sekil 4.22.A). Kor sinyali
cikarildiktan sonra, DTNB sinyal siddetindeki degisimler ve logaritmik olarak degisen

eksozom konsantrasyonlari (1.0 x 10> — 1.0 x 10" partikiil/mL) temel alinarak bir
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kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Sekil 4.22.B’de gosterildigi gibi, YZRS yanit1 1.0 x
102’den 1.0 x 10 partikiil/mL’ye kadar lineer olup, korelasyon katsayisi (R?) 0.997 olarak
bulunmustur (n=3). Teshis ve tayin limit degerleri sirasiyla 0.14 x 10' ve 0.46 x 10" eksozom
partikiil/mL olarak belirlenmistir. Korelasyon katsayilari, deneysel verilerin lineer oldugunu
ve toplam varyasyonun en az %93’iinii acikladigini gostermektedir. Ug farkli seriden elde
edilen kalibrasyon egrilerinin egim degerleri karsilastirildiginda, yontemin tekrarlanabilir
oldugu ve standart sapmanm %7.0 oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel veriler Cizelge

4.4°de 6zetlenmistir. Teshis limiti (3 X SS) / m formiilii ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.22. A)  Farkli  eksozom  konsantrasyonlarinda  eksozomlarin  kantitatif
degerlendirmesi i¢cin DTNB’nin YZRS spektrumlari, B) 1330 cm™ dalga
sayisindaki DTNB YZRS sinyal siddetindeki degisimlere dayanarak ve eksozom
konsantrasyon araligi (1.0 x 10? — 1.0 x 10'° partikiil/mL) temel alinarak elde
edilen kalibrasyon dogrusu

Cizelge 4.4. Eksozom tayini i¢in ii¢ farkli seriye ait kantitatif parametreler ve istatistiksel

veriler
Kalibrasyon | Dogru Denklemi R? Dogrusal Aralik LOD Egim
Say1st (Eksozom/mL) (Eksozom/mL) Degerleri
1 y =3514.6x + 1055.8 | 0,9959 10%-10'° 1,42 X 3799,1
y =3845.6x +250.22 | 0,9923 10%-10'° 1,38 SS 264,3
3 y =4037.1x + 384.11 | 0,9957 10%- 10" 1,36 % BSS 7,0

Gelistirilen biyosensOriin secicilik calismasi

Gelistirilen biyosensoriin segiciligini degerlendirmek amaciyla, potansiyel girisim etkisine
sahip tiirler {izerinde bir immiinolojik ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu calisma i¢in PBS
icinde 10.000 U/mL hCG, 10.000 mIU/mL rEPO, 250.0 U/L hLH, 1.0 mM sistein, 50.0 mM
glikoz, 1.0 mg/mL IgG, 1.0 mM albiimin, 10.0 mM dopamin, 1.2 mM fenilalanin ve 1.0 x
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10¢ partikiil/mL eksozom standardi hazirlanmistir. Girisim etkisini daha ayrintili incelemek
icin, 1.0 x 10 partikiil/mL eksozom standardi bir idrar matriksine eklenmistir. Ardindan, her
ornek i¢in DTNB molekiillerinden elde edilen YZRS sinyalleri kaydedilmistir. Sekil 4.23°de
goriildiigii gibi, girisim potansiyeli olan tiirlerin varliginda YZRS sinyal siddetlerinin kor
sinyali ile ayni iken eksozom varliginda ise sinyal siddetinin belirgin bir sekilde arttig
gbzlenmistir. Bu sonug, gelistirilen biyosensdriin eksozom tayininde yiiksek segicilige sahip

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.23. PBS icindeki hCG, rEPO, hLH, sistein, glikoz, IgG, albiimin, dopamin,
fenilalanin ve eksozomlarin yani sira idrar matriksine eklenen standart
eksozomlar varliginda elde edilen YZRS sinyal siddetleri

YZRS tabanli pasif mikrocip biyosensoriin tekrarlanabilirliginin incelenmesi

Giin i¢i kesinligin belirlenmesi amaciyla YZRS 6l¢iimleri ayn1 giin i¢inde alt1 farkl yiizeyde,
giinler arast kesinligin belirlenmesi amaciyla ise ii¢ farkli giinde {i¢ farkli yiizeyde
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’de sunulmustur. Gelistirilen yontemin

dogrulugu, giin ici ve giinler arasi sinyallerin % BSS degerlerinin < %15’in altinda olmasi

ile dogrulanmistir.



aras1 dogruluk sonuglari

Cizelge 4.5. Eksozom tayini i¢in YZRS tabanl pasif mikrogip sensoriin giin i¢i ve giinler

Glinigi (n=6) Glinler aras1 (n=3)
Eksozom Eksozom Eksozom
0 0,
(partikiil/mL) (partikiil/mL) #0BSS (partikiil/mL) 70BSS
1.0 x 10* 1.1£0.1 x10* 12.2 1.1£0.1 x 104 10.8
1.0 x 10° 0.9+0.1 x10° 7.4 0.9+0.1 x10° 5.9
1.0 x 108 1.1£0.2 x 108 14.4 1.1£0.0 x 108 4.3

%BSS: Bagil standart sapma

Ticari manyetik nanopartikillerin karsilastirilmasi

Bu c¢alismada, laboratuvarda sentezlenen FesOs@AuNP’ler ile ticari olarak temin edilen
SpeedBeads manyetik karboksilat modifiye nanopartikiiller kullanilarak gercgeklestirilen
immiinoassay caligmalarinin YZRS sinyal siddeti tizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 4.24°de sunulmustur. Sonuglara gore, manyetik nanopartikiillerin altin
kaplanmas1 YZRS sinyallerinde bir artiga yol agmaktadir. Bu artig, altin kaplama nedeniyle
nanopartikiil ylizeyinde plazmon rezonansinin olugmasi ile agiklanmaktadir; bu durum lazer

151g&1n1n etkisini artirarak Raman sinyallerinde yiikselmeye neden olmaktadir.
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Sekil 4.24. SpeedBeads manyetik karboksilat modifiye nanopartikiiller ve altin kaph
manyetik nanopartikiillerin YZRS sinyal siddetleri lizerindeki etkisini gésteren

grafik
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Altin plaka entegre edilmis pasif mikrocipin YZRS sinval siddetine olan etkisi

Gelistirilen YZRS tabanli pasif mikrogip biyosensoriin son odacigina bir altin ylizey
eklenerek YZRS siddetindeki artis arastirilmistir. Sekil 4.25.A, altin plakasi olmayan pasif
mikrogipin goriintiisiinii, Sekil 4.25.B ise altin plakali mikrogipin gOriintiisiinii
gostermektedir. Her iki yilizeyde de ii¢ farkli eksozom konsantrasyonunda (1.0 x 104, 1.0 X
106, 1.0 x 10® partikiil/mL) pasif mikrocip sensoriinde immiinoassay prosediirii
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.25.C’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara
gore, altin ylizeye sahip mikrogip ile ol¢giilen YZRS siddetinin, altin plakasi bulunmayan
mikrogipe kiyasla yaklasik %9 oraninda daha yiiksek oldugu gozlemlenmis; ancak yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir. Bu nedenle, ¢calismalarin altin plakasi olmayan mikrogip ile devam edilmesine

karar verilmistir.
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Sekil 4.25. A) Pasif mikrogip sensoriin goriintiisii, B) Son odacigi altin plaka enregre
edilmis pasif mikrogip sensoriin goriintiisii, C) Son odacigi altin plakali ve altin
plakasi olmayan pasif mikrogip sensorlere immiinoassay yontemi uygulandiktan
sonra elde edilen YZRS sinyal siddeti
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Yapay idrar 6rneklerinin hazirlanmasi

Mikroc¢ip-YZRS platformu kullanilarak gelistirilen tayin yontemi, yontemin dogrulugunu ve
giivenilirligini  degerlendirmek amaciyla yapay idrar matriksi {izerine eklenmis
konsantrasyonu bilinen eksozom oOrneklerine uygulanmistir. Bu kapsamda, genis bir
konsantrasyon araliginda hazirlanan eksozom igeren drnekler analiz edilmis ve elde edilen

deneysel sonuglar teorik olarak eklenen eksozom konsantrasyonlari ile karsilastirilmistir.
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Farkli eksozom konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rneklerin geri kazanim degerleri (%) ile
yontemin dogruluk ve tekrarlanabilirligini ortaya koyan analitik performans parametreleri
Cizelge 4.6’da ayrintili olarak sunulmustur. Elde edilen bulgular, gelistirilen mikrogip -
YZRS tayin yonteminin farkli konsantrasyon seviyelerinde tutarli ve giivenilir sonuglar
verdigini gostermistir. Ortalama geri kazanim degerinin % 103.5 olarak hesaplanmasi,
yontemin teorik degerlere yiliksek derecede yakin sonuglar iirettigini ve kabul edilebilir
dogruluk smirlar1 igerisinde yer aldigmmi ortaya koymaktadir. Ayrica, geri kazanim
yiizdelerine ait standart sapma ve bagil standart sapma degerlerinin diisiik olmasi, yontemin
iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu desteklemektedir. Bu sonuglar, mikrogip - YZRS
platformunun karmasik biyolojik 6rnek matrikslerinde dahi eksozom tayini i¢in uygun,

hassas ve giivenilir bir analitik yaklasim sundugunu dogrulamaktadir.

Cizelge 4.6. Konsantrasyonu bilinen eksozom standartlarinin yapay idrar Orneklerine
eklenmesiyle elde edilen % geri kazanim sonuglari (n = 3)

Eksozom Konsantrasyonu (partikiil/mL) 9% Geri kazamm Parametreler
Eklenen Bulunan
1.0 x 10° 1.1+0.0 x 108 109.6 X =103.5%
3.4 x10° 3.2+£02x10° 95.0 SS=6.2
30.0 x 108 31.14+0.8 x 10° 103.6 % BSS=6.0 .
140.0 x 106 148.4+9.6 x 10° 106.0 8};3%57)_ .

4.3. Elektrokimyasal Yatay Akis Analizi Kullanarak IgG Tayini

Altin nanopartikiillerin karakterizasyonu

Sitrat kaph kiire sekilli altin nanopartikiilleri karakterize etmek icin

partikiillerin TEM

gorilintiileri alinmis ve UV-Vis absorpsiyon spektrumlar1 dl¢lilmiistiir. Sekil 4.26’da 520
nm’de gdzlenen bant kiiresel yapidaki nanopartikiillere ait olan banttir ve TEM

goriintiisiinden de sentezlenen partikiillerin kiiresel sekilleri goriilmektedir.



76

0.8
®
0.6
® L}
w
S 04 ‘
s ¢ g
'S
< 02 ® e ¢
L ]
® @
0 ®
300 400 500 600 700 800 e

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.26. Sitrat kapli kiiresel altin nanopartikiillere ait UV-Vis spektrumu ve
nanopartikiillerin 50 nm 6l¢ekteki TEM goriintiisii

Konjugasyon cozeltisinin optimizasyonu

Konjugasyon c¢ozeltisi olarak 10 mM, pH 7.4 PBS tamponu igerisinde %10 sukroz
kullanildiginda, Sekil 4.27.B’de gosterildigi iizere test hattinda elde edilen sinyal siddeti
olduke¢a diisiik kalmistir. Bu durum, yiiksek sukroz konsantrasyonunun altin-nanopartikiil—
antikor konjugasyon verimliligini olumsuz etkileyebilecegini veya akis dinamiklerini
degistirerek test hattindaki birikimi sinirladigini diisiindiirmektedir. Ayrica, yalnizca sukroz
iceren bir tampon sisteminin stabilite ve baglanma etkinligi agisindan yeterli koruyucu
ozellik gostermedigi degerlendirilmistir. Sinyal siddetini artirmak ve konjugasyon verimini
iyilestirmek amactyla tampon kompozisyonu yeniden optimize edilmistir. Bu kapsamda, %5
sukroz, %1 BSA ve %0.5 Tween-20 iceren 10 mM pH 7.4 PBS cozeltisi hazirlanarak
konjugasyon islemi tekrarlanmistir. Sekil 4.27.A’da goriildiigii iizere, bu yeni tampon
bilesimi test hattindaki sinyal yogunlugunu belirgin sekilde artirmistir. Bu iyilesmenin;
BSA’nin protein stabilitesini artirarak antikorun nanopartikiil ylizeyine daha etkin
baglanmasini saglamasi, Tween-20’nin akis sirasinda partikiillerin agregasyonunu azaltmasi
ve membran iizerindeki hareketliligi artirmasi, sukroz konsantrasyonunun %10’dan %5’e
diisiiriilmesinin konjugasyon verimi agisindan daha uygun bir ozmotik ortam olusturmasi ile
iligkili oldugu degerlendirilmektedir. Sonu¢ olarak, optimize edilen konjugasyon
¢Ozeltisinin kullanim1 sinyal siddetinde belirgin bir artis saglamig ve yatay akis

immunoassay performansini 6nemli dl¢iide iyilestirmistir.
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Sekil 4.27. A) Konjugasyon ¢ozeltisi olarak %5 sukroz, %1 BSA ve %0.5 Tween-20 igeren
10 mM pH 7.4 PBS kullanildiginda elde edilen sonuglar, B) Konjugasyon
cozeltisi olarak 10 mM pH 7.4 PBS igerisinde %10 sukroz kullanildiginda elde
edilen sonuglar,

Elektrokimyasal parametrelerin optimizasyonu

Bu tez calisma kapsaminda kullanilan elektrokimyasal Ol¢im yonteminin analitik
performansimi dogru tayin edebilmek amaciyla dengeleme siiresi (equilibration time, s),
uygulanan darbe potansiyeli (E pulse, V), darbe siiresi (pulse time, s) ve tarama hiz1 gibi
temel voltametrik parametreler ayrintili bir sekilde optimize edilmistir. Optimizasyon siireci,
hem elektrotta meydana gelen yiizey reaksiyonlarinin etkinligini artirmak hem de analit
sinyalinin segiciligini ve hassasiyetini yiikseltmek {izere sistematik bir yaklasim ile
yuriitiilmiistiir. Grafiklerde sunulan optimizasyon c¢alismalari, elektrokimyasal cevabin
farkl1 parametreler altinda nasil degistigini ayrintili sekilde gdstermektedir. Dengeleme
stiresi degerleri incelendiginde (Sekil 4.28.A), dengeleme siiresinin 0-10 s arasinda pik
akiminda belirgin bir artis saglamadig1 goriilmekle birlikte, 0 s degerinde elde edilen akimin
yeterli diizeyde oldugu ve daha uzun siirelerin sinyalde anlamli bir iyilesme saglamadigi
belirlenmistir. Bu nedenle, yontem siiresini uzatmadan kararli sinyal elde edilebilmesi
acisindan dengeleme siiresi = 0 s optimum olarak se¢ilmistir. Uygulanan darbe potansiyel

degerlerine bakildiginda (Sekil 4.28.B.), potansiyelin 0.01 — 0.04 V araliginda sinyal
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davranisi tizerinde farkli etkiler gosterdigi, ancak 0.03 V’de akim siddetinin nispeten daha
diisiik hata pay1 ile daha kararli oldugu goriilmiistiir. Diger potansiyel degerlerinde akim
dalgalanmalarinin artmasi nedeniyle, analitik tekrarlanabilirligi artirmak adina E pulse =
0,03 V optimum olarak tercih edilmistir. Tarama hiz1 sonuglar1 degerlendirildiginde (Sekil
4.28.C); 0,05 V/s’de daha yiiksek bir akim elde edilse de, hizin artmasiyla birlikte arka plan
giirtiltiisiiniin yiikseldigi ve sinyal stabilitesinin azaldig1 gézlemlenmistir. 0,15 V/s tarama
hiz1, hem makul bir sinyal siddeti hem de daha diisiik giiriiltii seviyesi saglayarak yontemin
tekrarlanabilirligini artirmistir. Bu nedenle tarama hizi = 0,15 V/s optimum deger olarak
belirlenmistir. Darbe siiresi i¢in elde edilen veriler degerlendirildiginde (Sekil 4.28.D.), 0,01
s darbe siiresinin yiiksek akim verdigi goriilse de, bu stirede sinyalde dalgalanmalarin ve hata
payimin arttig1 dikkat ¢ekmektedir. 0,03 s darbe siiresi ise daha dengeli bir akim {iretmis,
elektrot yiizeyindeki kapasitif etkilerin artmasimi engellemis ve sinyal kararliligini
yiikseltmistir. Bu nedenle pulse time = 0.03 s optimum kosul olarak secilmistir. Sonug
olarak, tiim parametrelerin birlikte degerlendirilmesiyle dengeleme siiresi = 0 s, puls
potansiyeli=0.03 V, tarama hiz1 = 0.15 V/s ve puls siiresi = 0.03 s olarak belirlenmistir. Hem
sinyal siddeti hem de sinyal-giiriiltii oran1 agisindan en uygun elektrokimyasal kosullar
sagladig1 belirlenmistir. Tim sonraki elektrokimyasal analizler bu optimize edilmis

parametre seti altinda gerceklestirilmistir
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Sekil 4.28. Optimizasyon calismalarinda  degerlendirilmis  olan  elektrokimyasal
parametreleri gosteren grafikler A) dengeleme siiresi, B) uygulanan darbe
potansiyeli, C) tarama hiz1 ve D) uygulanan darbe stiresi sonuglari
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Kullanilan HCI asidin konsantrasyonunun optimizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar, HCl konsantrasyonunun artmasiyla
birlikte kagit elektrot {izerinden Ol¢iilen akim degerlerinin diizenli bir sekilde yiikseldigini
gostermektedir. Sekil 4.29°da da goriildiigi iizere; diisiik asitlikte (0,1-0,3 M) akim degerleri
daha sinirliyken, konsantrasyon 1,0 M seviyesine kadar arttik¢ca akimin da belirgin bicimde
arttigl gorilmektedir. Asit miktarimin artmasiyla birlikte, yilizeyden koparilan altin
miktarinin da orantili olarak arttifi ve buna bagli olarak Slgiilen akim degerlerinde artis
gozlendigi belirlenmistir. Daha yliksek asit konsantrasyonlar1 kagit elektrot ve referans

elektrot i¢in tehlikeli oldugundan dolay1 tercih edilmemistir (Miglione ve digerleri, 2025).

Akim / -pA
O B N W » U1 O

o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
HCI Konsantrasyon (M)

Sekil 4.29. Hidroklorik asit konsantrasyonunun optimizasyonunu gosteren grafik

Sistem bilesenlerinin bir araya getirilmesi

Kagit elektrot, numune pedi, konjugasyon pedi ve adsorban pedinin uygun sekilde bir araya
getirilmesiyle, 15 mm genisliginde elektrokimyasal bir yatay akis test stripti
olusturulmustur. Bu yapi, akiskanin pedler arasinda kontrollii bir sekilde ilerlemesine olanak
saglayarak hem biyokimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesini hem de elektrokimyasal

sinyalin giivenilir bigimde Ol¢ililmesini miimkiin kilacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 4.30.)
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Kagit elektrodun
eklenmesi

Konjugasyon pedinin
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Adsorban pedinin
eklenmesi

Sekil 4.30. Kagit elektrot, numune pedi, konjugasyon pedi ve adsorban pedinin bir araya
getirilmesiyle olusturulan 15 mm genisligindeki elektrokimyasal yatay akis test
stripti

Gelistirilen biyosensoriin analitik performansi

Gelistirilen biyosensoriin insan IgG tayinindeki analitik performansi, 5 ng/mL ile 1000
ng/mL konsantrasyon araliginda sistematik olarak incelenmistir. Bu degerlendirme sirasinda
biyosensoriin duyarliligi, Ol¢lim dogrulugu ve tekrarlanabilirligi farkli yontemler
kullanilarak karsilastirilmistir. Yatay akis testi ile gergeklestirilen analizlerde, olusan sinyal
yogunluklari Image J programi araciligiyla kantitatif olarak analiz edilmis ve insan IgG i¢in
belirlenen teshis limit degeri 1,5 ng/mL olarak hesaplanmistir. Ote yandan, elektrokimyasal
yatay akis testi ile yapilan Ol¢limlerde, biyosensoriin daha yiiksek duyarlilik sergiledigi
gozlemlenmis ve teshis limit degeri 0,8 ng/mL olarak tespit edilmistir. Elektrokimyasal
Ol¢iimlere ait grafikler, sinyal yanitlarinin konsantrasyon ile iligkisini ve dl¢timlerin dogrusal
araligin1 gosterecek sekilde Sekil 4.31.A ve 4.31.B’de sunulmustur. Ayrica, Image J
kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi ve buna baglh grafikler Sekil 4.31.C ve 4.31.D’de
verilmis olup, bu veriler biyosensoriin genis dinamik aralikta giivenilir, tekrarlanabilir ve
kantitatif ol¢timler yapabildigini dogrulamaktadir. Bu sonuglar, elektrokimyasal yontemin
ozellikle diisiik konsantrasyonlarda insan IgG tespiti i¢cin daha uygun ve hassas bir yaklagim

oldugunu ortaya koymaktadir. Teshis limiti (3 x SS) / m formiilii ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.31. A) 5-1000 ng/mL araligindaki Insan IgG derisimlerine ait voltamogramlar, B)
Sekil A’dan elde edilen elektrokimyasal yatay akis analizine iligkin kalibrasyon

grafigi, C) Imagel ile analiz edilerek elde edilen kalibrasyon egrisi, D) Sekil
C’den tiiretilen kalibrasyon grafigi

Sekil 4.32. Gelistirilen elektrokimyasal yatay akis test seritlerinin goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, eksozomlarin tayini i¢in yenilik¢i biyosensor platformlart gelistirilmis ve
performansi sistematik olarak incelenmistir. Gelistirilen sistem, YZRS nanoetiketler ile
minyaturize edilmis bir yakalama platformunu birlestiren hibrit bir yaklasim sunmaktadir.
Bu sayede, eksozomlarin kantitatif ve hassas bir sekilde belirlenebilmesi saglanmistir. YZRS
ve immiinolojik yOntemlerin entegrasyonu, biyosensoriin diisiik konsantrasyonlarda dahi
giivenilir sinyal elde etmesini miimkiin kilmistir ve bu yaklasim, tani, biyobelirte¢ kesfi ve

terapotik arastirmalar i¢in giiclii bir arag olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Bu tez ¢calismasi kapsaminda, ¢evre dostu ve yiiksek duyarliliga sahip bir kagit tabanlit YZRS
platformu gelistirilmistir. Kagit platform olarak nitroseliiloz (NC) membran 6zellikli kagit
elektrot kullanilarak iiretilmis olup literatiirde bildirilen ilk eksozom tayini amagli kagit
tabanli YZRS yOntemi olma 6zelligini tasimaktadir. Platform yiizeyi, nanostar seklinde altin
nanopartikiiller (AuNP) ile modifiye edilmis ve ardindan anti-CD9 antikoru ile konjuge
edilmistir. Bu morfoloji sayesinde eksozomlar platform ylizeyinde etkin sekilde
yakalanmistir. Daha sonra, YZRS etiket olarak gorev yapan AuNC@DTNB@anti-CD9
kullanilarak sandvi¢ yapisinda immiinolojik bir test olusturulmustur. Kullanilan anti-CD9
antikoru, eksozom {iizerindeki CD9 bdlgelerine 6zgii olarak baglanmakta ve bu sayede
yiiksek se¢icilik saglanmaktadir. Gelistirilen biyosensor sistemi, tek damla immiino analiz
modeli kullanilarak yalnizca 2 pL 6rnek ile analiz yapilmasina olanak tanimaktadir. Ayrica,
sistemin belirli konsantrasyonlarda eksozom eklenmis yapay idrar Orneklerinde
uygulanabilirligi arastirilmis ve yiiksek geri kazanim oranlari elde edilmistir. Bu bulgular,
gelistirilen biyosensoriin prostat kanseri gibi kompleks hastaliklarin erken tanisinda
eksozom sayisinin giivenilir bir sekilde izlenmesine olanak saglayabilecegini ve taniy1
destekleyici yardimci bir analiz yontemi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Gelistirilen tek damla kagit tabanli YZRS immiino analiz ¢alismasi, 1,0x10% ile 1,0x10°
eksozom partikiil/mL arasinda dogrusal bir aralik gostermis ve korelasyon katsayisi (R?)
0,9903 olarak bulunmustur. Tespit limiti 9,9%10' eksozom partikiil/mL olarak belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar, yapay idrar Orneklerine eklenen ve konsantrasyonu bilinen
eksozomlarin ortalama %95,1 geri kazanim degeri ile basaril1 bir sekilde degerlendirildigini

gostermektedir.
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Ayni zamanda YZRS tabanli pasif mikrogip sensor platformunun analitik performansi
ayrintili olarak degerlendirilmis ve optimize edilmistir. Sentezlenen FesOs(@AuNP,
plazmonik etkinin artirilmasini saglayan yiizey ozellikleri ile giigli YZRS sinyalleri
tretmistir. Optimum antikor konsantrasyonu, mikroskop objektif biiyiitmesi ve entegrasyon
stiresi gibi parametrelerin dogru sekilde belirlenmesi, tekrarlanabilir ve giivenilir 6l¢timler

elde edilmesinde kritik rol oynamistir.

Gelistirilen sensor, 1,0x10? ile 1,0x10' partikiill/mL arasinda genis bir dogrusal aralik ve
0,46x10" partikiil/mL seviyesinde diisiik bir teshis limit degeri sergileyerek iistlin analitik
performans gostermistir. Farkli eksozom konsantrasyonlari arasinda elde edilen korelasyon
katsayis1 (R? = 0.997), 6l¢timlerin giivenilirligini desteklemektedir. Gelistirilen biyosensor
sistemi, konsantrasyonu bilinen eksozomlarin yapay idrar Orneklerine eklenmesiyle
gergeklestirilen gercek Ornek caligmalart kapsaminda degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclar, yapay idrar matriksi iizerine eklenen eksozomlarin ortalama %103,5 geri kazanim
degeri ile dogru ve giivenilir bir sekilde tayin edilebildigini gostermektedir. Ayrica,
manyetik nanopartikiillerin kullanimi eksozom izolasyonunu kolaylastirmis ve sensor

platformunun gergek biyolojik matrikslerde etkin ¢alisabilecegini gostermistir.

Gelistirilen {igiincii biyosensor sisteminde insan IgG tayin performansi da detayli olarak
incelenmistir. 5,0 ng/mL ile 1000,0 ng/mL konsantrasyon araliginda yapilan sistematik
caligsmalarda, biyosensoriin duyarliligi, Olciim dogrulugu ve tekrarlanabilirligi farkl
yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Yatay akis testi ile gerceklestirilen analizlerde,
sinyal yogunluklar1 Image J programi kullanilarak kantitatif olarak analiz edilmis ve teshis
limit degeri 1,5 ng/mL olarak hesaplanmistir. Elektrokimyasal yatay akis testi ile yapilan
Olciimlerde ise daha yiiksek duyarlilik gézlenmis ve teshis limit degeri 0,8 ng/mL olarak
tespit edilmistir. Elektrokimyasal dl¢limlere ait grafikler, sinyal yanitlarinin konsantrasyon
ile iliskisini ve 6l¢iimlerin dogrusal araligin1 gosterecek sekilde Sekil 4.31.A ve 4.31.B’de
sunulmustur. Image J kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi ve grafikleri ise Sekil 4.31.C
ve 4.31.D’de verilmistir. Bu veriler, biyosensoriin genis dinamik aralikta giivenilir,
tekrarlanabilir ve kantitatif 6l¢limler yapabildigini gdstermektedir. Elektrokimyasal yontem,

insan IgG tayini i¢in daha uygun ve hassas bir yaklasim sunmaktadir.

Yatay akis test seridine numune yiiklendikten sonra immiinolojik reaksiyonun

tamamlanmasi i¢in belirlenen siire boyunca beklenmis ve ardindan wax yazici ile desenlenen
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elektrot 1sitilarak, waxin alt katmanlara penetre olmasi saglanmistir. Bu islem, test seridi
tizerinde elektrokimyasal hiicre yapisi olusturulmasina olanak tanimigtir. Daha sonra,
elektrotun ¢alisma bolgesine 1 M HCI ¢ozeltisi eklenmis, bu sayede test ¢izgisinde biriken
AuNP’ler ¢oziinerek Au(Ill) iyonlar: serbest kalmistir. Olgiilen akim tepesi, Au(IIl)’iin
Au(0)’a elektrokimyasal indirgenmesine karsilik gelmekte ve numunedeki IgG
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Boylece elektrokimyasal yatay akis testi, kolorimetrik

sinyali olusturan altin nanopartikiillerden kantitatif bir sonug¢ elde edilmesini saglamistir.

Bu sonuglar, gelistirilen optik ve elektrokimyasal tabanli biyosensor sistemlerinin birkag
acidan 6nemli avantajlar sundugunu ortaya koymaktadir. Oncelikle, sensor diisiik 6rnek
hacmi ile yiiksek hassasiyet saglamaktadir. Ikincisi, elektrokimyasal ve optik tabanli
Olctimler sayesinde hem kantitatif hem de gorsellestirilebilir sinyal elde edilebilmekte,
boylece farkli uygulamalara uygun esnek bir platform saglanmaktadir. Ugiinciisii, manyetik
nanopartikiiller ve kagit tabanl platformlar gibi yenilik¢i malzemelerin kullanimi, hem

maliyeti diistirmekte hem de ¢evre dostu bir yaklagim sunmaktadir.

Ozetle, bu ¢alisma hem optik hem de elektrokimyasal tabanli yaklasimlar: birlestiren
yenilik¢i bir biyosensor platformu sunmus, genis dinamik aralik, diisiik teshis limiti ve
yiiksek dogruluk gibi iistiin analitik 6zellikler elde edilmistir. Sistem, konsantrasyonu bilinen
eksozom eklenmis yapay idrar Orneklerinde giivenilir bir sekilde uygulanabilirligi
kanitlanmig, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu platform kullanimi ile siirdiiriilebilirligi
desteklemistir. Bu bulgular, biyosensoriin gelecekte erken tani, biyobelirte¢ arastirmalari ve
terapotik gelistirme alanlarinda Onemli yardimci1 arag olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.
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