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OZET

Kemik dokusu, siirekli bir olusum ve yikim dongiisii sergileyen dinamik bir yapiya sahiptir. Bu
dongiideki dengenin siirdiiriilmesi, metabolik kemik hastaliklar1 ve iligkili patolojilerin
patofizyolojisinin aydinlatilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir. Kemik metabolizmasinin
biyokimyasal gostergeleri olarak, Prokollajen Tip I N-Terminal Propeptit (PINP) ve B-C-Terminal
Telopeptit (B-CTX) gibi temel biyobelirtecler bu siireglerin izlenmesinde merkezi rol oynamaktadir.
Mevcut analitik yontemlerin (6rn. ELISA, ECLIA) yiiksek maliyetler ve uzun islem siireleri ile sinirl
olmasi, bu biyobelirteglerin hizli, yiiksek hassasiyetli ve uygun maliyetli dl¢limii i¢in biyosensor
teknolojilerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu calisma, kemik olusumu ve
yikimini es zamanli izlemeye yonelik bir elektrokimyasal biyosensoriin tasarimi ve optimizasyonuna
odaklanmigtir. Gelistirilen sensoriin analitik performansin1 degerlendirmek amaciyla, PINP ve (-
CTX diizeylerinin oOlglimiinden elde edilen degerler, mevcut ii¢ farkli analitik yontemle
karsilastirilmis ve yapay serum, tiikiiriik ve idrar 6rnekleri tizerindeki avantajlart degerlendirilmistir.
Sensor sistemi, altin elektrot yiizeyinin 3-merkaptopropiyonik asit (MPA) ile modifikasyonu ve
ardindan PINP ve B-CTX'e 6zgiil antikorlarin immobilizasyonu ile olusturulmustur. Elektrot yilizey
modifikasyonunun etkinligi ve biyobelirte¢ tanima kapasitesi, Elektrokimyasal Empedans
Spektroskopisi (EIS) ve Ddngiisel Voltametri (CV) teknikleri kullanilarak detaylica karakterize
edilmistir. Sensoriin  analitik performansi, Fe(CN)s*/Fe(CN)s® redoks ¢ifti kullanilarak
degerlendirilmis ve biyobelirteclerin diisiik konsantrasyonlarda dahi yiiksek hassasiyetle tespit
edilebildigi kanitlanmistir. Bulgularimiz, gelistirilen biyosensoriin yiiksek hassasiyet, secicilik ve
milkemmel tekrarlanabilirlik sergiledigini gostermektedir. Yapay biyolojik 6rneklerde ii¢ farkli
yontemle gerceklestirilen Olglimlerin  karsilagtirmali analizi sonucunda, biyosensoriin tespit
dogrulugu ve veri gecerliligi acisindan geleneksel ECLIA ve ELISA tekniklerine esdeger oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla, gelistirilen biyosensor; diigiik maliyeti, yiiksek hassasiyeti ve hizli sonug
verme potansiyeli ile bu geleneksel yontemlere alternatif bir analitik platform olarak 6nerilmektedir.
Ayrica, invaziv olmayan tiikiiriik ve idrar 6rneklerinin kullanimiyla ilgili bulgularimiz, bu 6rnek
matrislerinin serum orneklerine etkili bir alternatif olabilecegini desteklemektedir. Sonug olarak,
tasarlanan elektrokimyasal biyosensor, kemikle ilgili metabolik hastaliklarin erken teshisi ve
izlenmesi i¢in yenilik¢i bir biyomiihendislik ¢6ziimii sunmaktadir.
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ABSTRACT

Bone tissue has a dynamic structure, and maintaining a balance between the processes of
formation and resorption is crucial for understanding the pathophysiology of metabolic bone
diseases and related pathologies.. Important biomarkers, such as procollagen type I N-terminal
propeptide (PINP) and B-C-terminal telopeptide (B-CTX), serve as biochemical key indicators for
monitoring these processes. Current biochemical analytical methods are limited by high costs and
long processing times, which highlights the importance of developing biosensors for quick,
sensitive, and cost-effective measurement of these biomarkers. This study focused on designing
and optimizing an electrochemical biosensor for monitoring bone formation and resorption. We
aimed to compare the values obtained from measuring PINP and B-CTX levels using three
different analytical methods and to assess the advantages of these methods when applied to
simulated serum, saliva, and urine samples. To achieve this, we modified the gold electrode
surface with 3-mercaptopropionic acid to immobilize specific antibodies for PINP and B-CTX.
The effectiveness of the electrode surface modification and its ability to recognize biomarkers
were characterized using electrochemical impedance spectroscopy and cyclic
voltammetry techniques. The sensor's performance was evaluated using the Fe(CN)s*/Fe(CN)s*~
redox couple, revealing that the biomarkers could be detected sensitively at low
concentrations.Our findings indicated that the developed biosensor exhibits high sensitivity,
selectivity, and reproducibility. After measuring artificial serum, saliva, and urine samples using
three different methods, we analyzed the relationships between them. Given the biosensor’s low
cost, high sensitivity, selectivity, and rapid results, we propose it as an alternative analytical
method to traditional ECLIA and ELISA techniques, with comparable detection accuracy and data
validity. We also suggest that noninvasive saliva and urine samples can effectively serve as
alternatives to serum samples. In conclusion, the biosensor represents an innovative
bioengineering solution for the early monitoring of bone related metabolic diseases.
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1.GIRIS

Kemik dokusu, siirekli olarak yeniden sekillenen (remodelling) dinamik bir yapiya sahiptir.
Bu yeniden sekillenme siireci, osteoblastlar tarafindan ytiriitiilen kemik yapimi (formasyon)
ve osteoklastlar aracilifiyla gerceklestirilen kemik yikimi (rezorpsiyon) olmak {izere iki
temel agsamadan olusur. Bu fizyolojik dongiideki dengenin bozulmasi; osteoporoz, romatoid
artrit, Paget hastalig1, maligniteler ve diger metabolik kemik hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir. Bu nedenle kemik metabolizmasinin nicel olarak izlenmesi, s6z konusu
hastaliklarin tani, tedavi takibi ve prognozunun degerlendirilmesi agisindan biiyliik 6nem
tasimaktadir (Eastell ve Hannon, 2008 ; Indarwulan ve digerleri, 2024 ; Mehreen ve

digerleri, 2025 ; Vasikaran ve digerleri, 2011; Qu ve digerleri, 2024).

Gilintimiizde kemik dokusunun yapisal ve metabolik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde
baslica yontemler arasinda goriintiileme teknikleri ve biyokimyasal belirte¢ analizi yer
almaktadir. En yaygin radyolojik yontemlerden biri olan dual enerjili X-151n1
absorbsiyometrisi (DEXA) ile kemik mineral yogunlugu (KMY) 6l¢iilerek, kemik kitlesi
hakkinda kantitatif bilgi elde edilebilmektedir. Ancak bu teknikler kemik yapisindaki
biyokimyasal degisiklikleri erken donemde tespit etmekte yetersiz kalabilmektedir (Eastell
ve digerleri, 2020 ; Kanis ve digerleri, 2013).

Osteoporoz, diisiik kemik kiitlesi ve bozulmus kemik mikroyapisi ile karakterize, kirik
riskini artiran sistemik bir iskelet hastaligidir. Klinik pratigin temel taglarindan biri olan dual
enerjili X-1s1n1 absorbsiyometrisi, kemik mineral yogunlugu 6l¢iimii ag¢isindan uzun siiredir
altin standart olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, DEXA yalnizca iki boyutlu areal
KMY (aKMY) verisi saglamasi ve kemik mikroyapist ile mekanik dayanimi dogrudan
degerlendirememesi nedeniyle, 6zellikle bireysel kirik riskinin hassas katmanlanmasinda

sinirliliklar tagimaktadir.

Son yillarda kantitatif bilgisayarli tomografi (QCT), volumetrik KMY (VKMY) 6l¢iimleri
ve li¢ boyutlu (3B) morfometrik analizler, kirik risk siniflamasinin dogruluk ve 6ngorii
giiciinii artiran yontemler olarak one c¢ikmistir. 2024—2025 yillar1 arasinda yayimlanan
sistematik derleme ve meta-analizler, rutin klinik bilgisayarli tomografi goériintiilerinden elde

edilen opportunistic ve fantomsuz (phantom-less) QCT yaklasimlarinin, 6zellikle omurga ve



kalga bolgelerinde, DEXA’ya kiyasla kirik Ongoriisiinde anlamli {stiinliik sagladigini
bildirmektedir (Eastell ve digerleri, 2020). Fantomsuz kalibrasyon tekniklerinin
kullanimiyla ek ¢ekim gereksinimi olmaksizin giivenilir uzunlamasina izlem yapilabilmesi,

bu yontemin klinik uygulanabilirligini daha da artirmaktadir.

Yiiksek ¢oziniirliiklii periferal QCT (HR-pQCT) ise periferik iskelette trabekiiler ve kortikal
mikroyapiy1 yiiksek hassasiyetle degerlendirebilmekte, ayrica sonlu eleman analizleri ile
kemik dayanimi hakkinda ongoriiler sunmaktadir. Giiclii 6rneklem biiyiikliiklerine sahip
yakin donem c¢aligmalar, HR-pQCT parametrelerinin kalca kirig1 dngoriisiinde bagimsiz
katki sagladigim1i ve geleneksel Olglimlerin otesinde bilgi sundugunu gostermektedir

(Boutroy ve digerleri, 2005; Whittier ve digerleri, 2020).

Bu gelismis goriintiileme tekniklerinin, biyokimyasal kemik doniisiim belirtegleri ile birlikte
kullanimi, kirik risk degerlendirmesinin kapsamini daha da genisletmektedir. Ozellikle
prokollajen tip I N-terminal propeptit (PINP) ve B-C-terminal telopeptit (B-CTX) gibi
belirtegler, kemik doniistim hizini yansitarak mikroyapisal bozulmanin dinamiklerini ortaya
koymaktadir. Longitudinal veriler, yliksek kemik doniisiim hizina sahip olgularda mikroyap1
ve mekanik dayanim kaybinin daha hizli seyredebilecegini gdstermekte; bu da erken tedavi

yanitinin ve refraktiir riskinin daha hassas bigimde ongoriilmesine olanak tanimaktadir.

Dolayisiyla, klinik izlemin temelinde DEXA temelli dl¢iimler yer almaya devam ederken,
secilmis yiiksek riskli olgularda QCT veya HR-pQCT ile es zamanli PINP/B-CTX
degerlendirmesi, tedaviye yanitin erken donemde belirlenmesi ve kirik riskinin daha dogru

katmanlanmasi agisindan 6nemli bir potansiyel tasimaktadir.

Bu nedenle, serum, plazma gibi viicut sivilarindan elde edilen kemik metabolizmasina 6zgii
(biyobelirtegler, kemik yapim ve yikim siireclerinin daha dinamik ve zamaninda izlenmesine
olanak tanimaktadir. Kemik durum indeksleri (KSI’ler), biyolojik islevleri ve ait olduklar
genel siiregler temelinde 1) Kemik doniisiim belirtecleri (kemik yapim ve yikim siireglerinin
biyokimyasal gostergeleri), i1) Kemik hiicrelerine 6zgii enzimler (osteoblast, osteoklast veya
osteosit aktivitesini yansitan Ozgiil enzimler) ve iii) Diizenleyici molekiiller (kemik
metabolizmasin1 diizenleyen sitokinler, biiylime faktorleri ve sinyal iletim yolaklarinin

anahtar proteinleri) olmak iizere ii¢ ana kategoride siniflandirilmaktadir. Bu siiflandirma,



kemik metabolizmasinin dinamik dengesinin anlagilmasi ve tanisal amaclarla biyobelirteg

seciminde sistematik bir yaklasim saglamaktadir (Lombardi ve digerleri, 2025).

Bu biyobelirtecler kemik doniisiim belirtegleri [Tip I Kollagen Propeptitler (PINP, Intact
PINP, Total PINP ve PICP) ve Tip I Kollajen Capraz-Bagh Telepeptitler (NTX, a-CTX-I,
B-CTX-I, CTX-MMP, ve ICTP)], kemik hiicrelerine 6zgii enzimler [alkalen fosfataz (ALP),
kemik-spesifik alkalen fosfataz (BALP), asit fosfataz (ACP), tartarat- direncli asit fosfataz
izoform 5b (TRACP5b) ve Katepsin K (CTSK)] ve diizenleyici molekiiller [osteokalsin
(OC), D vitamini metabolitleri (vitD, 25-(OH)D, f25-(OH)D, kalsitriol, serbest kalsitriol,
24,25-(OH)z2), paratiroid hormon (PTH), fibroblast biiyiime faktor 23 (FGF23), Wnt sinyal
yolu inhibitorleri (Sklerostin, Dickkopf-related protein 1 (DKK-1), tiimor nekrozis faktor
siiper ailesi (RANKL, osteoprotegerin (OPG), hiicre goc¢ii ve adhezyonunda rol oynayan
faktorler (periostin, osteopontin (OP), osteonektin (ON)]’dir (Lombardi ve digerleri, 2025).
Bu biyobelirtegler, yalnizca metabolik kemik hastaliklarinin tan1 ve prognozunda degil, ayn1
zamanda farmakolojik tedaviye verilen biyolojik yanitin takibinde de degerli bilgiler
sunmaktadir. Ayrica non-invaziv 6zellikleri sayesinde uzun donemli izlem ig¢in de klinik

avantaj saglamaktadirlar.

Gilintimiizde bu biyobelirteclerin tespiti amaciyla en yaygin olarak kullanilan geleneksel
yontemler, ELISA tabanli enzim immiinoassay teknikleri ile yiiksek verimli otoanalizor
sistemleridir. ELISA, yiiksek 6zgiilliige sahip olmasina ragmen uzun inkiibasyon siireleri,
cok basamakli yikama adimlar1 ve laboratuvar ortami gereksinimi nedeniyle zaman ve
kaynak acisindan smirlayici olabilmektedir (Crowther, 2000). Otoanalizor sistemleri ise
yliksek numune kapasitesi ve tekrarlanabilirligiyle rutin klinik uygulamalarda avantaj
saglamaktadir; ancak cihaz maliyetleri yiiksek olup, analizler genellikle merkezi
laboratuvarlara bagimlidir ve anlik sonu¢ verme potansiyeli diisiiktiir (Rifai ve digerleri,

2018).

Elektrokimyasal biyosensorler, son yillarda biyobelirteclerin tayinine yonelik gelistirilen
yontemler arasinda, yiiksek ozgiillikk, duyarlilik ve tasinabilirlik 6zellikleri sayesinde
yenilik¢i ve umut vadeden bir ¢6ziim olarak 6ne ¢ikmaktadir (Maduraiveeran ve digerleri,
2018 ; Ronkainen ve digerleri, 2010). Ayrica az hacimli drneklerle ¢alisabilme, diisiik
tiretim maliyeti, minimal numune hazirlhig1 ve gercek zamanli Olglim yapabilme gibi

avantajlar da sunmaktadir.



Mevcut tez calismasinda, kemik yapim ve yikimina iligkin PINP ve CTX biyobelirte¢lerinin
serum, tiikiirliik ve idrar gibi viicut sivilarinda tayinine yonelik, 6zgiin bir elektrokimyasal
biyosensor gelistirilmesi hedeflenmektedir. Gelistirilecek sensor sisteminde yiizey
modifikasyonlari, antikor immobilizasyon yontemleri, redoks problart ile Olglim
optimizasyonlar1 detayli sekilde ele alinacaktir. Ayrica elde edilen biyosensor performanst,
ELISA ve ECLIA sistemlerinden elde edilen verilerle karsilastirilarak analitik giivenilirlik
ve Kklinik uygulanabilirlik degerlendirilecektir. Bu kapsamda, c¢alisma biyosensor
teknolojilerinin kemik metabolizmas: biyobelirtegleri i¢in klinik tan1 siireglerine

entegrasyonu agisindan énemli katkilar sunmay1 amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemigin Yapisi

Kemik, osteoid matriks ve hidroksiapatit [Caio(PO4)s(OH)2] kristalinin birlesimidir ancak
kemik ayni zamanda su, kollajen olmayan proteinler, lipitler ve 6zel kemik hiicreleri de igerir
(Boskey ve Robey, 2013 ; Clarke, 2008; Kenkre ve Bassett, 2018).

Tip 1 kollajen kemik matriksi kemige elastikiyet, esneklik ve ¢ekme kuvveti kazandirir.
Kollajen lifleri {i¢ sarmal zincirden olusur ve bir araya gelerek fibrilleri olustururlar. Daha
sonra fibriller i¢ ice gecer ve ¢apraz baglarla baglanir (Kenkre ve Bassett, 2018 ; Viguet-
Carrin ve digerleri, 2006). Serumdan adsorbe edilen kollajen olmayan proteinler de matriksi
olusturur. S6z konusu proteinlerin biyolojik rolleri giin gectik¢e daha iyi anlasilmakta,
baslica gorevleri arasinda kollajen matriksin kararliligi ve mineralizasyonun modiilasyonu
bulunmaktadir. Kemik minerali, hidroksiapatit kristalleri formunda olup, mineral
homeostazisi i¢in gerekli olan kalsiyum ve fosfatin temel bir deposudur ve iskelete mekanik
sertlik ve basing dayanimi saglar. Son zamanlarda NMR spektroskopisi kemik matriksi ve
mineralinin detayli bilesimi hakkinda yeni bilgiler saglamistir (Duer, 2015 ; Kenkre ve
Bassett, 2018 ; Patra ve digerleri, 2025).

Kemikler koruyucu ve destekleyici bir rol iistlenmenin yam sira hareket i¢in de gereklidir;
Bu nedenle hem kuvvetli hem de hafif olmalar1 gerekir. Sonug olarak kemikler yapisal olarak
kortikal ve trabekiiler (slingerimsi) olmak tiizere farkli iki kemik tiiriinden olusur. Kortikal
kemik, i¢cinde niifuz eden damar kanallar1 bulunan saglam bir kemiktir ve distaki yogun
kabugu olusturur. Dista kan damarlari, sinir uglari, osteoblastlar ve osteoklastlar iceren
periosteal yiizey ve kemik iligine bitisik ig¢te endosteal yiizey bulunur (Augat ve
Schorlemmer, 2006 ; Kenkre ve Bassett, 2018) . Kortikal kemigin endosteal ylizeyinde,
baglant1 plakalar1 ve ¢ubuklarinin ince bir agindan olusan bal petegi benzeri trabekiiler

kemik bulunur (Kenkre ve Bassett, 2018 ; Lerebours ve digerleri, 2020 ; Young, 2006).

Kortikal ve trabekiiler kemik arasindaki yapisal farkliliklar, bu kemik tiplerinin farkl
biyomekanik ve fizyolojik islevlerinin temelini olusturur. Olgun iskeletin yaklasik %80'ini
olusturan kortikal kemik, yiiksek mekanik dayaniklilik ve diisiik dontisim orani ile
karakterizedir. Bununla birlikte, kortikal kemik, belirgin ya da kronik mineral

yetersizliklerine karsilik olarak mineral mobilizasyonu gerceklestirebilir. Buna karsin, daha



diisiik yogunluklu, elastik 6zellikte, yliksek doniisiim oranina sahip ve kompresif kuvvetlere
kars1 dayanikli olan trabekiiler kemik, iskeletin geri kalan boliimiinii meydana getirir.
Trabekiiler kemik, mekanik yiikleri karsilamak amaciyla trabekiil yapilarin optimal bir
geometrik diizen i¢inde organize olmasi sayesinde iskeletin yapisal biitlinliigiinii destekler.
Genis ylizey alan1 nedeniyle mineral metabolizmasi agisindan elverisli bir mikrogevre sunar
ve kortikal kemikten daha yliksek metabolik aktivite gostererek, ani mineral eksikliklerine
kars1 hizli mineral mobilizasyonu saglar (Kenkre ve Bassett, 2018 ; Lerebours ve digerleri,
2020 ; Parkinson ve Fazzalari, 2013). Bu 0zelliklerinden dolayi, trabekiiler kemik
osteoporozun erken ve belirgin etkilerine en duyarl kemik dokusu olarak 6ne ¢ikmaktadir

(Kenkre ve Bassett, 2018 ; Seeman, 2003 ; Yeh ve digerleri, 2019).

Mevcut kortikal ve trabekiiler kemik oranlari, her kemigin islevine baglidir. Omurgalilarda
trabekiiler kemik, kompresif yiiklerin absorpsiyonunda temel rol oynarken, mekanik
kaldiract saglayan uzun kemikler, hem sikistirma hem de burulma kuvvetlere karst optimal
direng sunabilmek adina biiyiik oranda kortikal kemikten yapilandirilmistir (Amling ve

digerleri, 1996 ; Kenkre ve Bassett, 2018 ; Seeman, 2003).
2.2. Kemigin Hiicresel Kompozisyonu ve Yapisal Organizasyonu

Kemik dokusu, olaganiistii biyomekanik 6zellikleri ve ¢ok yonlii islevselligi sayesinde, canli
organizmalarda bulunan en karmasik ve miikemmel biyomalzemelerden biri olarak kabul
edilmektedir. Hem yiiksek dayaniklilik hem de esneklik 6zelliklerini es zamanli olarak
blinyesinde barindiran kemik, diger biyolojik dokularla karsilastirildiginda, yapisal
biitiinltiglinii koruma ve g¢evre kosullara biyolojik uyum saglama kapasitesi bakimindan
benzersizdir. Kemik dokusunun bu 6zellikleri, onun son derece dinamik, metabolik olarak
aktif ve mekanik uyarilara duyarli bir yap1 olmasindan kaynaklanmaktadir (Raggatt ve

Partridge, 2010 ; Rho ve digerleri, 1998 ; Sromova ve digerleri, 2023).

Kemigin morfolojik yapisi, hacmi ve mekanik dayanikliligi, organizma tizerindeki fizyolojik
ve mekanik yiiklenmelere gore sekillenmektedir. Bu baglamda, kemik dokusu yalnizca pasif
bir yap1 degil, ayn1 zamanda ¢evresel mekanik uyaranlara karsi aktif bir biyolojik yanit verici
konumundadir. Mekanik yiiklenmedeki degisiklikler, 6rnegin hareketsizlik, artmis yiik
tagima ya da travmatik etkenler; kemik yapim ve yikim siireclerini diizenleyen sekillenme
ve yeniden sekillenme mekanizmalarini dogrudan etkilemektedir (Eriksen, 2010 ; Seeman,

2009 ; Singh ve digerleri, 2012 ; Sromova ve digerleri, 2023).
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Sekil 2.1. Kemigin {i¢ boyutlu mimarisi

Kemigin ii¢ boyutlu yapisi, cogunlukla kompakt (kortikal) ve slingerimsi (trabekiiler) olmak
tizere iki temel yapisal bilesenden olusur. Kortikal kemige mekanik dayanikliligini
kazandiran temel mikroyapisal birim osteondur. Trabekiiler kemik ise, besin maddelerinin
difizyonunu kolaylastirmak ve kemik-mineral homeostazinda rol oynayan dolasimsal
sitokinler ile hormonlara maruz kalmay1 artirmak amaciyla ylizey alanint maksimize edecek
sekilde organize olmugstur. Periost, kortikal kemigin dis ylizeyini saran, bag dokularmnin
kemige tutunmasmi saglayan, ek vaskiilarizasyon sunan ve kirik iyilesmesinde kallus
olusumunun erken doneminde gerekli osteoprogenitdr hiicreleri saglayan fonksiyonel bir

dokudur (Buck ve digerleri, 2012 ; Tuncay, 2013).

Kemik dokusu, mekanik yiiklenmeye yanit olarak kalinlagmakta ve kiitlesini artirmakta,
yliklenmenin yetersizligi durumunda ise yikim siirecleri aktive olmaktadir. Bu
mekanotransdiiksiyon odakli yamit, kemigin fonksiyonel adaptasyon yetenegini
belirlemektedir. Hiicresel diizeydeki bu diizenin herhangi bir bileseninde olusabilecek bir
disfonksiyon, kemik dongiisiiniin fizyolojik stirekliligini bozarak osteoporoz gibi diisiik
kemik kiitlesi ile seyreden hastaliklara neden olabilir (Frost, 2003 ; Seeman ve Delmas,
2006). Dolayisiyla, kemik yeniden sekillenmesi yalnizca mekanik bir slire¢ degil, ayni
zamanda hassas bir biyolojik dengeyi temsil etmektedir. Bu denge, bireyin yasam tarzi,
hormonal durumu, yaslanma siireci ve sistemik hastaliklar gibi ¢ok sayida faktorden

etkilenerek kemik sagliginin siirdiiriilebilirligini belirlemektedir. Farkli fizyolojik yiikleme



kosullar1 altinda kemigin gosterdigi direng ve islevsel siireklilik, esas olarak yapisal
geometrisi ve mekanik davranisina baglhidir; bu parametreler, hem kemik biitiinliigiiniin

korunmasinda hem de dayanikliligin saglanmasinda kritik rol oynamaktadir.
2.2.1. Kemik hiicreleri

Kemik dokusunda kikirdak matriksi sentezleyen kondrositler, kemik matriksi iireten
osteoblastlar, kemik yikimindan sorumlu osteoklastlar ve mekanik uyarilar1 algilayarak

kemik metabolizmasini diizenleyen osteositler olmak {izere dort temel hiicre tipi bulunur.

Kondrositler pluripotent mezenkimal kok hiicrelerden meydana gelmektedir. Yuvarlak veya
oval bir ¢ekirdek ve salgi materyali iceren belirgin piiriizlii endoplazmik retikulum igerir.
Sitoplazmik uzantilar kondrositin ¢evredeki matriksle etkilesime girmesini saglar (Young,

2006).

Proliferatif kondrositler, endokondral ossifikasyon siirecinde tip II kollajenden zengin bir
kikirdak matriks onciisii sentezler ve salgilar. Ardindan, kondrositler hipertrofik farklilasma
gostererek tip X kollajen i¢eren mineralize matriks {iretir ve son asamada apoptoza ugrarlar.
Mineralize kikirdak dokusu, kemik olusumu i¢in temel bir oncii islevi goriir. Bu siireg,
bliylime doneminde uzun kemiklerin proksimal ve distal uclarinda devam eder ve epifiz
bliyiime plaginda dogrusal uzunlamasina biiylimeyi saglar. Son donem arastirmalar,
hipertrofik kondrositlerin osteoblastlara doniisme potansiyeline sahip olabilecegine dair yeni
kanitlar ortaya koymaktadir (Mackie ve digerleri, 2011 ; Yang ve digerleri, 2014 ; Sromova
ve digerleri, 2023).

Kondrosit farklilasmasi, Indian Hedgehog (IHH) ve paratiroid hormonla iligkili protein
(PTHrP) tarafindan olusturulan negatif geri bildirim mekanizmasiyla diizenlenir.
Prehipertrofik kondrositler, hem kondrosit proliferasyonunu dogrudan tesvik eden hem de
osteoblast olusumunu ve cevresindeki periostun kemiklesmesini baglatan THH salgilar.
Ayrica, IHH, perikondral bolgede PTHrP ifadelenmesini uyararak PTHrP/PTH reseptorii
tizerinden kondrosit proliferasyonunun devamini saglar ve hipertrofik farklilasmay1

engeller; boylece IHH iiretimi negatif geri bildirimle baskilanir (Kronenberg, 2003).



Kondrositlerin proliferasyon ve farklilasma siirecleri ayn1 zamanda fibroblast biiyiime
faktorii (FGF) sinyal yolu tarafindan da kontrol edilir; FGF etkileri ise kemik morfogenetik
proteinler (BMP’ler) tarafindan antagonize edilir. Kondrosit farklilasmasinin kritik
transkripsiyon faktorleri arasinda SOX9 ve Runx2 bulunur; SOX9 kondrosit
farklilasmasimnin tim evrelerinde zorunlu iken, Runx2 &zellikle hipertrofik kondrosit
fenotipinin olusumu i¢in gereklidir. Dogrusal biiyliime esnasinda kondrositler, mineralize
kikirdak rezorpsiyonunu diizenleyen RANKL molekiiliinii de ifade ederek kemik yenilenme
stireglerine katkida bulunur (Bilezikian, 2025 ; Kronenberg, 2013; Xiong ve digerleri,
2011).

Kemik olusturan hiicrelere doniisen osteoprogenitér hiicreler, kemik kanallarinda,
endosteumda, periosteumda ve ilikte bulunur. Ayrica vaskiiler perisitler tarafindan da
saglanabilirler. Osteoprogenitdr hiicreler, bir bolgeye goc etmek, cogalmak ve osteoblastlara
farklilasmak i¢in sinyaller alana kadar farklilasmadan kalirlar. Bunlar kemigin "kok

hiicreleridir" (Bilezikian, 2025 ; Florencio-Silva ve digerleri, 2015).

Osteoblastlar, kemik yiizeylerinde yer alan mezenkimal kdkenli hiicrelerdir. Baglica rolleri,
iskelet dokusunun yapisal biitlinliigiinii saglayan kollajen ve kollajen dis1 proteinlerin
sentezlenmesi olmakla birlikte, ayn1 zamanda hem iskelet sistemi i¢erisinde hem de iskelet
dis1 dokularda cesitli fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde Snemli gorev {stlenirler.
Osteoblastlarin farklilagma siiregleri ve fonksiyonel aktiviteleri; ¢cok sayida sitokin ve
bliyiime faktorii, mekanik uyaranlar, temel transkripsiyon faktorleri ile epigenetik
diizenleyici mekanizmalarim etkilesimi tarafindan yonlendirilmektedir (Sromova ve

digerleri, 2023 ; Bilezikian, 2025) .

Transkripsiyon faktorii SOX9, osteoblast progenitor hiicrelerinin tiimiinde ifade edilirken,
osteoblast farklilagmasinin baglatilmasi icin Runx2 faktorii gereklidir (Murshed ve digerleri,
2005). Progenitor hiicrelerin preosteoblastlara gecisi ise, Runx2’nin diizenledigi ¢inko-
parmak transkripsiyon faktorii osterix (OSX) tarafindan kontrol edilmektedir.
Osteoblastogenez siireci, kanonik Wnt sinyal yolu aracilifiyla diizenlenir; bu yol, Wnt
ligandinin reseptorii Frizzled ve koreseptorleri LDL reseptorii iliskili protein 5 veya 6
(LRP5/6) ile etkilesime girerek, osteoblastlarin mezenkimal onciillerden farklilagmasi igin
kritik olan niikleer B-katenin diizeylerini artirir. Wnt sinyalizasyonu, osteositler tarafindan

salgilanan ve kemik olusumunu negatif diizenleyen sklerostin ile DKK-1 protein ailesi
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iiyeleri tarafindan antagonize edilir. Ayrica, Hedgehog, NOTCH, fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) ve kemik morfogenetik proteinler (BMP) gibi diger sinyal yollar1 da osteoblastogenez
mekanizmasinda 6nemli diizenleyici roller iistlenmektedir (Caetano-Lopes ve digerleri,
2007; Daossis ve Andonopoulus, 2011 ; Dincel ve digerleri, 2023 ; Ducy ve digerleri, 1997
; Hartman, 2006 ; Long, 2011 ; Maria, 2008 ; Nakashima ve digerleri, 2002).

Osteositler, kemik icerisinde gdmiilii olan ve tiim yetiskin kemik hiicrelerinin ylizde 90'indan
fazlasini olusturan, uzun Omiirlii, farklilasmis hiicrelerdir. Bunlar, lakuna adi verilen
vakuollerin i¢inde yagamak i¢in kendilerini organik matriksle ¢evreleyen osteoblastlardir.
Osteositler, kemik matriksi boyunca ilerleyen kanalikiiller i¢erisinde yer alan uzun dendritik
uzantilar1 aracilifiyla birbirleriyle, kemik yiizey hiicreleriyle ve kemik iligi hiicreleriyle
baglant1 kurarak dallanan, karmagik bir hiicresel iletisim ag1 meydana getirir (Bilezikian,

2025 ; Bonewald, 2011 ; Franz-Odendaal ve digerleri, 2006).

Osteositler, kemik modelleme ve yeniden sekillenme siireclerini diizenlemek amaciyla
osteoklast ve osteoblastlarin aktivite ve migrasyonunu kontrol eden mekanosensorler olarak
gorev yapar. Ayrica mineral homeostazinin siirdiiriilmesinde kritik rol oynar ve fosfat
metabolizmasini diizenleyen fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF23)’1 salgilarlar. FGF23,
bobrekte fosfat reabsorpsiyonunu inhibe ederken, ayn1 zamanda D vitamini aktivasyonunu
baskilayarak serum fosfat diizeylerinin diismesini saglar; bu durum bagirsaklardan fosfat
emiliminin azalmasina yol acar (Bonewald ve Johnson, 2008 ; Dallas ve digerleri, 2013 ;

Feng ve digerleri, 2006 ; Quarles, 2012).

Osteositler, kemik yeniden sekillenmesi siirecinde osteoklastogenez igin gerekli olan
RANKL’nin baslica kaynaklarindan biridir (Nakashima ve Takayanagi 2011). Ayrica,
osteoblastik kemik olusumunu sinirlayan Wnt sinyal yolunun negatif diizenleyicileri olan
sklerostin ve DKK-1 proteinlerini salgilarlar. Osteositlerin sklerostin ve DKK-1 {iretimi,
mekanik yiiklenme altinda inhibe edilmekte olup, bu durum artan mekanik stresin lokal
kemik olusumunu tesvik etmesine neden olmaktadir (Bilezikian, 2025 ; Bonewald ve

Johnson, 2008 ; Moester ve digerleri, 2010 ).

Monosit/makrofaj kokenli Oncii hiicrelerin fiizyonu ile meydana gelen cok ¢ekirdekli
hiicreler olan osteoklastlar, podozom yapilari araciligiyla kemik yiizeyine giiglii bir sekilde

tutunur. Bu baglanti sonucunda olusan izole bariyer bolgesi, osteoklastin mineral fazi
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¢ozerek lizozomal enzimler yardimiyla kemik matriksini yikabildigi, izole ve asidik bir
mikrocevre saglar (Boyle ve digerleri, 2003). Kemik minerali hidroklorik asit
salgilanmasiyla ¢oziilir ve kemik matriksi katepsin K dahil proteolitik enzimlerin

salgilanmasiyla parcalanir (Ross, 2013).

Osteoklast olusumu ve fonksiyonel aktivitesi, cesitli sitokinler ve diizenleyici faktorler
tarafindan kontrol edilir. Bu faktorler arasinda RANKL (reseptor aktivator of niikleer faktor
kappa-B ligand), osteoprotegerin (OPQG), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), makrofaj
koloni uyarict faktér (M-CSF), paratiroid hormonu (PTH), 1,25-dihidroksivitamin D
(kalsitriol) ve kalsitonin yer almaktadir. Farklilasma, makrofaj koloni uyarict faktér (M-
CSF) tarafindan baslatilir ve oncii hiicrelerdeki kendi reseptoriic RANK iizerinde etki eden
RANKL tarafindan desteklenir. Osteoklastogenez, RANK'a baglanmasini engellemek icin
RANKL'a baglanan osteoblast kokenli tuzak reseptor OPG tarafindan negatif olarak
diizenlenir. Osteoklastogenez, romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklarda bagisiklik
hiicreleri tarafindan da uyarilabilir (Bilezikian, 2025 ; Boyce ve digerleri, 2008 ; Henriksen

ve digerleri, 2011 ; Ross, 2013).
2.2.2. Kemik matriksi

Kemik matriksi, toplam kemik hacminin %90"mn1 olusturur. inorganik veya mineral matriks
(%65), organik matriks (%20), lipidler ve su (%15) olmak iizere dort ana bilesenden olusur
(Buck, 2012; Clarke, 2008 ; Sromova ve digerleri, 2023). Inorganik kemik matriksi,
viicudun kalsiyum depolamasiin %99'unu, fosforun %85'ini ve magnezyum ve sodyum
depolarinin  %40-%60"1n1  olusturur. Inorganik matriks esas olarak hidroksiapatit
formundadir ve kemik kuvvetinin, sertliginin ve sikistirma kuvvetlerine karsi direncinin
cogunu saglar (Buckwalter ve digerleri, 1995 ; Buck, 2012 ; Sromova ve digerleri, 2023).
Inorganik matriksin kaybi, kemigin mekanik sertligini azaltarak dokuyu yumusak,
sekillendirilebilir ve siingerimsi bir yapiya donistiiriir; bu durum, D vitamini eksikligine

bagli osteomalazi ve rasitizm gibi klinik tablolarda gézlemlenebilir (Heath, 2009).

Osteoblastlar tarafindan sentezlenen organik matriksin yaklasik %9011 tip I kollajen
olusturmakla birlikte, ayn1 zamanda proteoglikanlar, glikoproteinler ve ¢esitli biliyiime
faktorleri de igermektedir (Buckwalter ve digerleri, 1995 ; Buck, 2012). Bu biiyiime

faktorleri kemik morfogenetik proteinleri, diger doniistiiriicii biiylime faktorii p-ailesi
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faktorleri, interlokin-1, interlokin-6, osteokalsin, osteonektin ve kemik sialoproteinini igerir
(Clarke, 2008 ; Gundberg, 2003). Bu faktorlerin hepsi kemik osteogenezisinde,
mineralizasyonunda ve yeniden sekillenmesinde onemli roller oynar. Organik matriks
kemige formunu verir ve ¢cekme kuvvetlerine kars1 direng saglar (Gundberg, 2003 ; Buck,
2012). Organik matristeki iyi bilinen anormallikler arasinda sert ve kirllgan kemiklerle
sonuglanan osteogenesis imperfecta bulunur (Dickson ve digerleri, 1975; Sromovéa ve

digerleri, 2023).
2.3. Kemik olusumu

Iskelet sistemi, iki temel ossifikasyon mekanizmas: aracilifiyla sekillenir. Bunlardan ilki
olan intramembrandz ossifikasyon, Ozellikle kafatasi kubbesi gibi diiz kemiklerin
olusumunda rol oynar. Bu siirecte mezenkimal kdkenli hiicreler osteoblastlara farklilasir ve
osteoid matriksini dogrudan salgilayarak mineralizasyon ile plaka benzeri kemik dokusunun
gelisimini saglar (Sekil 2.2). Ikinci mekanizma olan endokondral ossifikasyon ise aksiyel ve
apendikiiler iskeletin biiyiik bir kisminin gelisiminden sorumludur. Cok asamali bir biyolojik
siire¢ olarak gerceklesen bu ossifikasyon tipi, kikirdak modelinin olusumunu, ardindan bu
modelin kademeli olarak kemik dokusu ile yer degistirmesini igerir. Endokondral
kemiklesmenin basamaklar1 ayrintili bicimde Sekil 2.3’de gosterilmistir (Kenkre ve Bassett,

2018 ; Shapiro, 2008 ; Sommerfeldt ve Rubin, 2001 ; Sromova ve digerleri, 2023).
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Sekil 2.2. intramembranoz kemik olusumunu gosteren sematik diyagram (Kenkre ve

Bassett, 2018).

Mezenkimal kok hiicreler osteoblastlara farklilasarak dogrudan kemik olustururlar. (a) Bag
dokusundaki mezenkimal kok hiicreler bir kiime olusturur ve osteoblastlarda farklilasir. (b)
Olgun osteoblastlar osteoid ad1 verilen tip I kollajenden zengin bir matriks salgilarlar. (c)

Osteoid, mineralizasyonun yayildigi bir kemiklesme merkezi olusturmak {lizere mineralize
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olur. Osteoblastlar son olarak osteositlere farklilasir ve yeni olusan kemik matriksinin igine

yerlesirler (Kenkre ve Bassett, 2018).

Intramembrandz ossifikasyon, endokondral ossifikasyondan farkli olarak, kikirdak ara
evresi olmaksizin dogrudan kemik dokusunun olusumu ile karakterizedir. Bu mekanizma
ozellikle kraniyofasiyal diiz kemiklerin gelisimi, primer kemik iyilesme siiregleri ve
distraksiyon osteogenezi sirasinda devreye girer. Siire¢, mezenkimal kok hiicrelerin
osteoprogenitdr hiicrelere farklilasmasi ve bu hiicrelerin ekstraselliiler matriks igerisinde bir
ossifikasyon merkezi olusturarak osteoblastlara donilismesi ile ilerler (Kenkre ve Bassett,

2018 ; Olsen, 2000 ; Patel, 2011 ; Sromova ve digerleri, 2023).

Kondrositler hipertrofik farklilasmaya ugrar ve

cevreleyen matriksi mineralize eder. Sonunda

apoptoz gegirirler ve bu da vaskuler invazyona
neden olur

o Kilardak sablonu
00
.° > —0°380Q gL

—————— o5 500 OB B iy pog
) . ossifikasyon siirecinde kemik dokusunun Endokondral ossifikasyon siirecinde
hu:::lze?:(':rr:::)':tltere gelisimine zemin hazirlayan bir kikirdak invazyon gosteren kan damarlari, kikirdak
matrisi sentezleyerek yapisal bir sablon sablonuna osteoblastlan tasiyarak kemik
farkllasir lust L
olustururtar dokusunun olusumuna aracilik eder

Sekil 2.3. Endokondral kemik olusumunu gosteren sema (Kenkre ve Bassett, 2018).

Endokondral ossifikasyon, kikirdak matriks aracilifiyla gerceklesen kemik olusumu ile
karakterizedir. Bu siire¢, 6zellikle uzun kemiklerin gelisiminde belirleyici olup, epifiz plag:
lizerinden boyuna biiylime ve fizyolojik kemik iyilesme siireci agisindan temel bir rol
iistlenmektedir (Ortega ve digerleri, 2004 ; Sromovéa ve digerleri, 2023). Endokondral
ossifikasyon, kondrositlerin dort farkli bolgeden olusan hiyalin kikirdak iskeletine
proliferasyonu ile baglar. Siirecin en dis kisminda yer alan dinlenme bdolgesi, kemiklesme
hattina en uzak konumda bulunan ve farklilasmamis kondrositleri iceren bir alandir.
Proliferatif bolgede kondrositler mitotik olarak ¢ogalir, ardindan hipertrofiye ugrayarak
alkalen fosfataz salgilarlar. Bu enzimatik aktivite, kondrositlerin apoptozunu tetikler ve
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) basta olmak iizere g¢esitli anjiyojenik
faktorlerin salinimina yol agar. Hipertrofik hiicrelerin ardindan olusan kalsifikasyon bolgesi,

damar filizlenmesini ve osteoprogenitor hiicrelerin migrasyonunu kolaylastiran mineralize
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ve canliliktan yoksun bir matriksle karakterizedir (Sekil 3) (Ortega ve digerleri, 2004 ; Olsen
ve digerleri, 2000 ; Kenkre ve Bassett, 2018).

2.3.1. Kemik sekillenmesi

Iskelet gelisiminin erken evrelerinde baslayan kemik modellemesi, kemigin boyut ve
seklinde degisikliklere yol acan temel bir biyolojik siirectir. Bu siire¢te kemik yikimi ve
kemik olusumu, birbirinden bagimsiz ve farkli bolgelerde gergeklesir; bir anatomik alandan
kemik dokusu uzaklastirilirken, baska bir bolgede yeni kemik dokusu inga edilir.
Modellemenin tipik bir ©Orne8i, dogrusal biiylime sirasinda iskeletin morfolojik
biitiinliigiiniin korunmasidir. Bu dénemde metafiz bdlgesinde, biiyiime plaginin hemen
altinda periosteal yiizeyde osteoklastik yikim meydana gelirken, eszamanli olarak endosteal
ylizeyde osteoblastik kemik olusumu gergeklesir. Bu es zamanl siiregler sonucunda epifizin
morfolojisi kademeli olarak diyafiz yapisina uyum saglar (Allen ve Burr, 2014 ; Kenkre ve
Bassett, 2018 ; Seeman, 2003). Normal metafiz modellemesinin bozulmasi, 6zellikle
cocukluk caginda osteogenesis imperfekta olgularinda uygulanan antirezorptif (bifosfonat)
tedavilerin ardindan belirgin hale gelmektedir. Bu durum, fizyolojik modelleme siirecinin
dramatik bigimde inhibe edilmesine yol agmaktadir (Grissom ve Harcke, 2003 ; Kenkre ve
Bassett, 2018). Modelleme, ayn1 zamanda uzun kemiklerin diyafizlerinde radyal bliyiimeden
de sorumludur. Bu baglamda, endosteal ylizeyde osteoklastik olusum ile eszamanli olarak
periosteal yilizeyde osteoblastik kemik olusumu gerceklesmekte, boylece yasla birlikte
kemik ¢apinda genel bir artis saglanmaktadir (Ortega ve digerleri, 2004 ; Olsen ve digerleri,
2000 ; Sromova ve digerleri, 2023).

Kemik sekillenmesi, biiyiik 6l¢iide iskelet maturasyonunun tamamlandigi ergenlik donemi
sonuna kadar aktif olarak siirmekte olup, bu siire¢ boyunca kemik sekli, boyutu ve kiitlesi
gelisimsel sinyaller dogrultusunda yeniden diizenlenmektedir. Ancak, modelleme yalnizca
gelisimsel evrelerle sinirlt degildir; mekanik yiiklenme, fiziksel aktivite diizeyi ve
patofizyolojik uyaranlara bagl olarak eriskin donemde de belirli derecelerde devam edebilir.
Ozellikle mekanik strese adaptif yamt olarak meydana gelen kemik modelleme, yogun
egzersiz, mikrotravmalar veya protez uygulamalari gibi durumlarda yeniden aktive olabilir.
Ayrica, kronik bobrek hastalifina bagli renal osteodistrofi gibi sistemik metabolik
bozukluklar da erigkin bireylerde sekillenme siireglerinin yeniden ortaya ¢ikmasina veya
diizensizlesmesine neden olabilmektedir (Bolamperti ve digerleri, 2022 ; Frost, 1990 ; Moe,

2006).
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Kemik vyeniden sekillendirme dongiisu

Iskelet, yeniden sekillenme (remodelling) yoluyla kendi bakimini ve onarimimn diizenler ve
bu siire¢ ayn1 zamanda mineral homeostazini korumak, kalsiyum ve fosfata hizli erisim i¢in
bir mekanizma saglar (Bentolila ve digerleri, 1998 ; Mori ve Burr, 1993). ilk olarak Frost
tarafindan tanimlanan kemik yeniden sekillenme dongiisii, eski ve hasarli kemigi yenisiyle
degistiren siki bir sekilde diizenlenmis bir stirectir (Frost, 1963). Kemik yeniden sekillenme
siireci, osteoklastlar, osteoblastlar ve mikrovaskiiler yapilardan olusan ve bu hiicresel
elemanlarin koordineli olarak gorev yaptig1 temel ¢ok hiicreli birim (basic multicellular unit,
BMU) igerisinde gerceklesmektedir (Bolamperti ve digerleri, 2022 ; Cook ve digerleri, 2024
; Frost, 1990). Temel c¢ok hiicreli birim, iceriginde yer alan osteoblast ve osteoklast
hiicrelerinin yagam siirelerinden daha uzun bir yeniden sekillenme dongiisiine sahiptir. Bu
nedenle, temel ¢ok hiicreli birim igerisindeki hiicresel aktivitenin siirekliligi, biiyiik 6l¢iide
osteositler tarafindan diizenlenen sinyal aglar ile saglanmaktadir (Bolamperti ve digerleri,
2022 ; Manolagas, 2018). Osteositler, hem mekanik hem de biyokimyasal uyarilara yanit
vererek, kemik modelleme ve yeniden sekillenme siireglerinin spatiotemporal kontroliinde
kilit rol oynamaktadir. Temel c¢ok hiicreli birimin morfolojik yapist ve hiicresel
organizasyonu, bulundugu kemik tipine gore farklilik gdstermektedir. Trabekiiler kemikte
temel ¢ok hiicreli birimler kemigin yiizeyine lokalizedir. Bu bdlgelerde ilk olarak
osteoklastlar tarafindan, yiizeysel rezorptif aktivite sonucu Howship lakunalar: olarak
adlandirilan ¢okiintiiler olusturulur. Takiben, bu alanlar farklilagsmis osteoblastlar tarafindan
yeni kemik dokusu ile doldurularak yeniden yapilandirilir. Buna karsilik, kortikal kemikte
temel ¢ok hiicreli birimin osteoklastik bileseni, kompakt kemik dokusu igerisinde 'kesme
konisi' olarak adlandirilan tiinel benzeri bir yikim yapisi olusturarak hasarli kemigi
uzaklastirir. Bu yapmin ardinda ilerleyen osteoblastlar, yeni olusan kemigi tlinelin i¢
ylizeyine es merkezli lameller halinde yerlestirir; bu siire¢, sonunda ortasinda bir damar
igeren Havers kanali yapisinin olusumuyla sonuglanir ve bdylece yeni bir osteon meydana
gelir. Her iki kemik tipinde de yeniden sekillenme siireci, osteoklastlar ve osteoblastlarin
koordineli olarak etkilesimde bulundugu, Kemik Yeniden Sekillenme Bolmesi olarak
adlandirilan 6zel bir mikroskobik ortamda gerceklesir. genellikle bir hiicresel ortii ile
cevrelenmis olup, burada farklilagma, aktivasyon ve hiicresel islev siirekliligi gibi siireglerin
spatiotemporal olarak diizenlendigi kritik bir mikrocevreyi temsil eder (Bolamperti ve
digerleri, 2022 ; Eriksen, 2010 ; Hauge ve digerleri, 2001; Marahleh ve digerleri, 2023 ;
Loundagin ve digerleri, 2024).
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Yeniden sekillenme dongiisiindeki temel adimlar — Hiicresel ve molekiiler mekanizmalar

Yeniden sekillenme dongiisii, kortikal ve trabekiiler kemikte sirasiyla 120-200 giin boyunca
gergeklesen aktivasyon, yikim, ters ¢evirme, olusum ve sonlandirma olmak iizere bes
ortiisen adimla son derece diizenlenmis bir sekilde gerceklesir (Agerback ve digerleri, 1991;
Parolini, 2025). Osteositler, Sekil 2.4’de goriildiigii gibi osteoklast ve osteoblast
farklilagmasini ve dolayisiyla kemik yikimini ve olusumunu diizenleyerek kemik yeniden

sekillenmesini diizenler.
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1llustration Copyright © 2009 Nucleus Medical Art, All rights reserved. www.nucleusinc.com.

Sekil 2.4. Kemik yeniden sekillenme dongiisii (Allen ve Burr, 2019; Baron, 2003;
Brighurst ve digerleri, 2005; Lindsay ve digerleri, 1999).

Aktivasyon

Osteoklast oncii hiicreleri dolasimdan kemik mikrogevresine alindiktan sonra aktive edilir.
Kemik yiizeyi, kemik ylizey hiicrelerinin alttaki matriksten ayrilmasi ve yikilacak alanin
tizerinde bir hiicre ortiisii olugturmastyla agiga cikar (Hauge ve digerleri, 2001). Ardindan,
dolagimdan gelen c¢oklu mononiikleer hiicreler kemik yiizeyine go¢ eder ve burada
kaynasarak, kemik matriksine baglanan ve yikim bdlgesinin ¢evresinde sizdirmazlik

bolgeleri olusturan ¢ok ¢ekirdekli olgun osteoklastlara dontisiir. Bu sekilde olusturulan izole
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mikroortam, kemik matriksinin lokalize yikimi i¢in gerekli olan yikim ¢ukurunu (resorption

lacuna) ¢evredeki dokudan ayirir.

Kemik yeniden sekillenmesinin baslatilmasi, bu siirecin yalnizca fizyolojik gereklilik
durumlarinda aktive edilmesini saglayan kritik bir adimdir. 'Hedefli yeniden sekillenme'
olarak adlandirilan bu mekanizmada, hasarli ya da yaslanmis kemik bdlgelerinin segici
yikimi gergeklestirilir. Bu silirecin baslatic1 sinyali, genis dendritik uzantilar araciligiyla
cevre hiicrelerle iletisim kurabilen osteositlerden kaynaklanir. Ornegin, kemik matriksinde
meydana gelen mikrohasarlar sonucunda osteosit kanalikiiler agiin biitiinliigiiniin
bozulmasi, osteosit apoptozunu tetikler ve bu durum, lokal anjiyogenez ile birlikte osteoklast
ve osteoblast Onciillerinin kemik mikrogevresine hiicrelerin yonlendirilmesini artiran ¢esitli
parakrin faktorlerin salinimina yol agar (Mori ve Burr, 1993 ; Goldring, 2015 ; Parfitt, 2002).
Buna karsilik, hedeflenmemis yeniden sekillenme; paratiroid hormonu (PTH) gibi
hormonlardaki sistemik degisimlere yanit olarak gerceklesir. Bu siiregte amag, kemikte
depolanan kalsiyuma erisim saglamaktir ve yeniden sekillenme belirli bir kemik bolgesine
odaklanmaz, tiim iskelet genelinde yaygin olarak gerceklesir (Atkins ve Findlay 2012 ; Chen
ve digerleri, 2015 ; Dallas ve digerleri, 2013 ; Tatsumi ve digerleri, 2007).

Yikim (vaklagsik iki hafta stirer)

Osteoklast farklilagsmasi ve fonksiyonel aktivasyonu, osteositlerden kaynaklanan sinyallerle
kontrol edilir. Osteoklastlarin hiicre iskeleti yapisinda meydana gelen yeniden diizenleme,
hiicrenin kemik yiizeyine siki sekilde tutunmasini ve cevresinde sizdirmazlik bolgesi
olusturmasin1 saglar; ayrica, bu siire¢ kivrimli kenar adi verilen ve salgi ylizey alanini
belirgin sekilde artiran membran yapisinin gelisimi ile sonuglanir. Osteoklastlar, karbonik
anhidraz II araciligiyla iirettikleri protonlari, kemik matriksinin mineral fazini eritmek {izere
yikim bolgesine pompalarlar (Tolar ve digerleri, 2004). Ozellikle H*-ATPaz, H™yi
bosluklara pompalar; bu, kloriir kanali aracilifiyla CI" tasinmasina baglanir ve bdylece
elektronétralite korunur. Daha sonra kollajen acisindan zengin kemik matriksi, katepsin K
ve matriks metalloproteinazlar gibi proteazlar tarafindan parcalanir (Delaisse ve digerleri,
2003 ; Silver ve digerleri, 1988). Yikim faz1 osteoklastlarin programlanmis hiicre 6liimiiyle

sonlanir ve asir1 yikimin olmamasi saglanir (Xing ve Boyce, 2005).
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Tersine ¢evirme (yaklasik dort - bes hafta stirer)

Kemik yikimimin kemik yapimina doniistiigii ters faz heniiz tam olarak anlasilamamuistir.
Ancak, iki 6nemli olaym meydana geldigi diisiiniilmektedir (Eriksen ve digerleri, 1984). Ilk
asamada, yikim ile agiga c¢ikan kemik ylizeyi yeni matriksin depolanmasina elverigli hale
getirilir; bu siiregte kemik yikimi ile kemik olusumunu birbirine baglayan ileri sinyal
mekanizmalar1 devreye girer ve boylece net kemik kaybinin meydana gelmesi engellenir.
(Howard ve digerleri, 1981 ; Sims ve Martin, 2014). Kemik yiizeyinin hazirlanmasi,
mineralize olmayan kollajen matriksini uzaklastiran osteoblastik soy hiicreleri tarafindan
gerceklestirilir ve daha sonra osteoblastik yapigsmayi artirmak i¢in kollajen olmayan
mineralize bir matriks "¢imento hatt1" biriktirilir (Zhou ve digerleri, 1994). Kemik yikimini
daha sonraki olusuma baglayan kesin sinyal heniiz tam olarak anlasilamamistir. Ancak, ters
fazdaki hiicrelerin bu sinyalleri gonderme veya almada rol oynamasi olasidir.
Osteoklastlarin, interlokin 6 (IL-6) gibi sitokinleri salgilayarak veya yiizeylerindeki Ephrin
reseptor ailesi ve osteoblastlarda bulunan membran bagli ligand1 Ephrinler gibi diizenleyici
bir reseptor aracilifiyla baglanti faktoriiniin kaynagi olabilecegi varsayilmistir (Kim ve
digerleri, 2020 ; Matsuo ve Otaki, 2012 ; Zhao ve digerleri, 2006). Diger sinyal yollari, BMP-
2, doniistiiriicti biiylime faktorii B ve insiilin benzeri bilylime faktorii gibi matriks kaynakli
faktorleri igerebilir (Delaisse, 2014 ; Everts ve digerleri, 2002 ; Kim ve digerleri, 2020 ;
Raggatt ve Partridge, 2010).

Olusum (vaklasik dort ay siirer)

Yeni kemik olusumu, osteoblastlarin 6nce tip I kollajenden zengin osteoid matriksi
sentezleyip salgilamasi, ardindan bu osteoidin mineralizasyonunun diizenlenmesinde aktif
rol almalar1 olmak tiizere iki asamada gerceklesir (Atkins ve Findlay, 2012). Hidroksiapatit
kristallerinin kollajen fibrilleri arasinda biriktigi kemik mineralizasyon siireci karmasiktir.
Kontrol, kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarinin sistemik diizenlenmesi, ekstraselliiler
matriks vezikiillerindeki lokal kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu ile pirofosfat ve
osteopontin gibi kollajen olmayan proteinler dahil olmak {izere lokal mineralizasyon
inhibitdrleri tarafindan uygulanir. Inorganik pirofosfat/fosfat oran1 mineralizasyonun kritik
bir diizenleyicisidir ve dokuya 0zgii olmayan alkalen fosfataz ile ektoniikleotid
pirofosfatazin goreceli aktiviteleri bu oranin temel belirleyicileridir (Anderson, 2003 ;

Anderson ve digerleri, 2005 ; Cui ve digerleri, 2016 ; Sromova ve digerleri, 2023).
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Sonlandirma

Mineralizasyon tamamlandiginda, osteoblastlar apoptozise ugrar, kemik ylizey hiicrelerine
doniisiir veya kemik matriksine yerlesir ve son olarak osteositlere doniisiir. Osteositler,
osteogeneze kars1 antagonistlerin, Ozellikle sklerostin gibi Wnt sinyal yolunun
antagonistlerinin salgilanmasi yoluyla yeniden sekillenmenin sonunu isaret etmede énemli

bir rol oynamaktadir (Bonewald, 2011 ; Sromova ve digerleri, 2023).
2.4. Kemik Durum indeksleri

2.4.1. Kemik yapim biyobelirtecleri

Kemik metabolizmasinin biyokimyasal belirtegleri, genellikle serum veya idrar gibi viicut
stvilarinda 6lgiilebilen, kemik olusumu ya da yikimi sonucu ortaya ¢ikan ve bu yoniiyle
kemik yeniden sekillenme siirecinin biyolojik aktivitesini yansitan molekiillerdir. Son
yillarda ¢esitli kemik yapim belirtecleri tanimlanmais olup, bu biyobelirteclerin fizyolojik ve
patolojik durumlara verdikleri yanitlarin birbirinden farklilik gosterebildigi acik¢a ortaya
konmustur. Her bir yapim belirteci, kemik olusum siirecinin belirli bir fazina karsilik gelir;
bu fazlar sirastyla matriks sentezi, matriksin maturasyonu ve mineralizasyon evresi olarak

tanimlanmaktadir (Cizelge 2.1) (Lombardi, 2025).
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Cizelge 2.1. Kemik yapimina ait biyokimyasal belirtecler

osteokalsin

Grup/Aile | Onerilen Ad Kullanilan Onerilen Onerilen Birim
Kisaltmalar Kisaltma
Tip Prokollajen tip 1 N- | PINP, PINP PINP ug/L
Kollajen propeptit
Propeptitler [ . . - -
Intakt prokollajen tip IN- | Intakt PINP, intakt | iPINP ng/L
propeptit (trimer) PINP, iPINP,
iPINP
Prokollajen tip I N- | Toplam PINP, | tPINP ng/L
propeptit toplam PINP,
. tPINP, tPINP
( trimer+monomer)
Prokollajen tip I C- | PICP,P1CP PICP ng/L
propeptit
Alkalen (Toplam dokuya ozgiil | ALP, tnsALP, AP, | ALP U/L
Fosfataz olmayan) alkalen fosfataz | TNAP
[UniProt: Alkalen
fosfataz, dokuya 06zgiil
olmayan izoenzim —
P05186]
Kemik spesifik alkalen | BALP, kemik ALP, | BALP ng/L
fosfataz BAP, BSAP
(kiitle konsantrasyonu) ACP
Kemik spesifik alkalen U/L
fosfataz
(katalitik aktivite)
Osteokalsin | Osteokalsin (total) OC, OCN, BGLAP, | OC ug/L
B-GLAP, kemik-
gla-protein
Intakt osteocalcin | iOC, intakt OC i0C ng/L
[UniProt: Osteocalcin-P]
Osteokalsinin N-ucu | NmidOC, Nmid- | NmidOC ng/L
fragmani OC, N-ter-mid OC
Tam karboksile | / v30C (g30C)e ng/L
osteokalsin
Eksik karboksile | / v20C (g20C)e pg/L
osteokalsin
v10C (g10C)e
Karboksilasyonu / v0OC (g00C)e ng/L
gerceklesmemis
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Alkalen fosfataz (ALP)

Alkalen fosfataz (ALP), kan dolasiminda bulunan ve farkli doku kaynaklarindan sentezlenen
bir enzimdir. ALP izoenzimlerinin ¢ogunlugu karacigerde tretilirken, kemik, bagirsak ve
bobrek gibi organlarda da 6zgiil izoenzimleri bulunmaktadir. Toplam ALP aktivitesi, kan
ornegi lizerinden Olglilmekte olup, rutin biyokimyasal testlerin temel bilesenlerinden biridir.
Insanlardaki normal ALP diizeyleri yas, cinsiyet, kan grubu ve gebelik durumu gibi
faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Kandaki anormal ALP diizeyleri siklikla
karaciger, safra yollar1 veya kemik patolojilerine isaret eder. ALP Olclimii, rasitizm,
osteomalazi ve Paget hastalig1 gibi kemik metabolizmas1 bozukluklarinin tanisinda 6nemli
bir yardimci belirtegtir. Ayrica, ALP diizeyi ilgili hastaliklarin tedavi etkinliginin
izlenmesinde de kullanilmaktadir (Compston ve digerleri, 1987 ; Kuo ve Chen, 2017 ;
Lombardi, 2025). Giincel arastirmalar, omurga kemigi mineral yogunlugu ile serum toplam
ALP arasinda anlamli korelasyonlar bulundugunu gostermektedir. Serum toplam ALP
aktivitesinin 129 U/L {izeri diizeylerinin erkeklerde osteoporoz gostergesi olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir (Fink ve digerleri, 2016). Ayrica, alendronat
tedavisi uygulanan hastalarda toplam ALP diizeylerinin ortalama 79,7 U/L’den 64,8 U/L’ye
distiigii rapor edilmistir (Kyd ve digerleri, 1998). Bu bulgular, toplam ALP'nin osteoporoz
tedavisinin etkinliginin izlenmesinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
desteklemektedir. Ancak, 6zellikle menopoz sonrasit kadinlarda toplam ALP’nin genis
referans araligt ve kii¢iikk degisimlerin gozlemlenmesi, osteoporoz tanisinda yaniltic

sonuclara neden olabilmektedir.

Kemik-spesifik alkalen fosfataz (BALP)

Saglikli yetigkinlerde normal karaciger fonksiyonu kosullari altinda, serumda toplam
Alkalen Fosfataz (ALP) aktivitesinin dnemli bir kismi kemik izoenzimi tarafindan saglanir
ve bu oran, kaynaklara gore genellikle %40 civarindadir. Kemikten iiretilen ALP
izoenzimlerini karacigerden elde edilen izoenzimlerden ayirt etmek zordur, ¢linkii bunlar
yalnizca translasyon sonrasi glikozilasyon ile farklidir. Alkalen fosfatazin kemik &6zgiil
izoenziminin (BALP), tayini i¢in agaroz elektroforezi, 1s1 ve kimyasal inaktivasyon, bugday
tohumu agliitinin ¢okeltmesi, bugday tohumu agliitinin-yiiksek performanshi sivi
kromatografisi (HPLC), immiinoradyometrik analiz ve enzim immiinolojik analiz gibi ¢esitli
metodolojik yaklagimlar uygulanmaktadir (Behr ve Barnert, 1986 ; Crofton, 1992 ; Day ve
digerleri, 1992 ; Gonchoroff ve digerleri 1991 ; Kuo ve Chen, 2017 ; Lombardi, 2025 ; Petit
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Clerc, 1976 ; Schreiber ve Whitta, 1986 ; Stépén ve digerleri, 1976 ; Van Hoof ve digerleri,
1988 ; Whiteaker ve digerleri, 1977).

Kemik-spesifik alkalen fosfatazin enzim immiinolojik analizinde tespit limiti 0,7 U/L olup,
ortalama aktivite degerleri erkeklerde 24,9 = 7,0 U/L, premenopozal kadinlarda ise 19,7 +
5,6 U/L olarak bildirilmistir (Gomez ve digerleri, 1995). Osteoporotik bireylerde, 6zellikle
59 yas iizeri kadinlarda BALP aktivitesi 66,4 + 8,7 U/L diizeyinde ol¢iilmiistiir. Rai AD ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, total ALP diizeylerinin postmenopozal kadinlarda (81 + 6
U/L), premenopozal kadinlara (71 £ 23 U/L) kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, premenopozal kadinlarda BALP ortalama degeri (44 +
24 U/L), postmenopozal kadinlara (27 + 17 U/L) gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha ytiksek bulunmustur. Bu bulgu, menopoz sonrasinda BALP diizeylerinin yagla birlikte
artis gosterdigini bildiren g¢esitli calismalarla ¢elismektedir. Seifert-Klauss ve arkadaslari,
premenopozal, perimenopozal ve postmenopozal kadinlarda kemik kaybin1 degerlendirmek
amaciyla yiirtittiikleri aragtirmada, menopoz sonrasi donemde osteokalsin, kemik spesifik
ALP ve tip I kollajenin C-terminal telopeptidleri gibi kemik doniisiim belirteclerinin anlamli
Olciide yiikseldigini, ancak en belirgin artisin menopozal gegis silirecinde gerceklestigini
ortaya koymustur (Seifert-Klauss ve digerleri, 2012). Bu nedenle menopozal gecis
doneminin yaklasik 10 y1l boyunca devam ettigi ve bu siiregte trabekiiler kemik kaybinin
hizlandig1 sonucuna ulasmislardir. Dolayisiyla, Rai AD ve arkadaglarinin yaptigi calismada
premenopozal grupta gézlenen daha yliksek BALP diizeyleri, bu grubun ortalama yasinin

menopozal gecis donemine daha yakin olmasina baglanabilir (Rai AD ve digerleri, 2021).

Osteokalsin (OC)

Kemik gama-karboksiglutamik asit i¢eren protein olarak da bilinen osteokalsin (OC), 49
amino asitten olusan kii¢iik bir proteindir. OC, olgun osteoblastlar, odontoblastlar ve
hipertrofik kondrositler tarafindan sentezlenir. Ayrica OC, insan viicudundaki toplam

proteinin yaklasik %2'sini olusturan kemikteki en bol bulunan, kollajen olmayan proteindir.

Osteoblastlar tarafindan {iretilen OC, metabolik diizenleme, kemik mineralizasyonu ve
kalsiyum iyon homeostazi i¢in dnemli bir rol oynar (Kuo ve Chen, 2017 ; Lee ve digerleri,
2007). OC'nin, osteoporoz i¢in kemik olusumu ilaclariyla tedavi sirasinda serum OC
diizeyinin BMD artisiyla yiliksek oranda iliskili oldugu gosterilmistir. Serum OC,
osteoporozda kemik olusum hizinin degerlendirilmesi i¢in osteoblast fonksiyonunun 6zgiil

bir biyobelirteci olarak kabul edilmistir. Birgok calisma, osteokalsinin (OC) kemik olusumu
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tizerindeki farmakolojik etkinligin degerlendirilmesinde onemli bir biyobelirte¢ oldugunu
ortaya koymustur. Ornegin, RNAse ile zenginlestirilmis laktoferrin (LF) takviyesi alan
postmenopozal kadinlarda, OC’nin baslangi¢ diizeyine goére %7,2 = 2,8 oraninda artig
gosterdigi ve bu durumun olumlu ve umut verici bir etki olarak degerlendirildigi
bildirilmistir (Bharadwaj ve digerleri, 2009). Ayrica, osteokalsin diizeylerinin
postmenopozal osteoporotik kadinlarda (16,16 + 4,5 ng/mL) osteoporoz olmayan kontrollere
(11,26 + 3,07 ng/mL) kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu rapor edilmistir (Singh ve
digerleri, 2015). Osteokalsin, kemik olusumu biyobelirteci olarak kullanildiginda, doku
Ozgiilliigii, genis Olglim erisilebilirligi ve diisiik intra- ve inter-individual varyasyon gibi
Oonemli avantajlar saglamaktadir. Serum osteokalsinin, 6zellikle kadinlarda kemik yeniden
sekillendirme siirecinin izlenmesi, osteoporoz tanisi ve yaslt bireylerde kirik riskinin tahmin

edilmesi agisindan klinik degeri biiytiktiir.

Prokollajen tip I N-terminal propeptit (PINP)

Prokollajen Tip I N-terminal Propeptit (PINP), kemik olusumunun biyokimyasal
degerlendirilmesinde kullanilan 6zgiil ve duyarli bir biyobelirtegtir. Tip I kollajen, kemik
organik matriksinin yaklasik %90’ 11 olusturur ve 6nciil formu olan prokollajen tip I, baslica
osteoblastlar ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir. Prokollajen, kollajene doniismeden
once, Ozgiil proteazlar araciligtyla N-terminal (PINP) ve C-terminal (P1CP)
propeptitlerinden ayrilir. Bu ayrisma siireci, yeni kollajen liflerinin ekstraselliiler matrikse
entegrasyonu sirasinda gerceklesir ve bu esnada PINP dolasima salinir. Bu nedenle, PINP
diizeyleri, tip I kollajen sentez hizinm1 ve dolayisiyla kemik matriksi olusumunu dogrudan

yansitir (Justine ve digerleri, 2025).

PINP dolasimda genellikle trimerik yap1 halinde bulunur; ancak, termal degradasyon gibi
fiziksel etkilerle hizla monomerik formlara doniisebilir. Trimerik PINP diizeyleri, enzim
baglantili immiinosorbent analiz (ELISA) ve radyoimmiinoassay (RIA) yontemleri ile 6zgiil

olarak saptanabilmektedir.

Yakin zamanda gergeklestirilen paratiroid hormon ve alendronat ile osteoporoz tedavisi
calismasinda, tedavi Oncesi serum PINP diizeylerinin, osteoporoz tanisi konan
postmenopozal kadinlarda, saglikli premenopozal kadinlara kiyasla %74 oraninda daha
yiiksek oldugu bildirilmigtir (ortalama 54,1 pg/L). Bu bulgu, PINP’nin postmenopozal

osteoporozda kemik olusum hizin1 degerlendirmede duyarli bir biyobelirte¢ oldugunu
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gostermekte ve klinik uygulamalarda kullanim potansiyelini gli¢lendirmektedir (Garnero ve

digerleri, 2008).

Prokollajen tip I C-terminal propeptit (PICP)

Prokollajen Tip I C-terminal Propeptit (PICP), translasyon sonras1 modifikasyonla mannoz
acisindan zengin karbohidrat yan zincirlerine sahip olan, yaklasik 115 kDa molekiil
agirhiginda tek zincirli bir glikoproteindir. Dolagima salinan PICP, mannoza 6zgii reseptorler
araciligiyla karacigerin endotel hiicreleri tarafindan hizla temizlenmekte olup, bu nedenle

serumdaki yar1 6mrii oldukca kisa (yaklasik 68 dakika) olarak tanimlanmaktadir.

Yakin donemde yapilan ¢alismalar, serum PICP diizeylerinin, nandrolon dekanoat ve kadin
esey hormonlarinin kemik metabolizmasi iizerindeki etkilerini degerlendirmede kemik
olusumuna 06zgii bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir. Klinik bir 6rnek
olarak, omurga kirig1 olan postmenopozal kadinlarda 6l¢iilen ortalama serum PICP diizeyi
(97 = 23 ng/mL), 6n kol kirig1 olan kadinlara kiyasla (116 + 27 ng/mL) anlaml diizeyde
daha diisiik bulunmustur (Hassager ve digerleri, 1991 ; Kuo ve Chen, 2017) .

Gilintimiizde hem PINP hem de PICP, 6zgiil immiinolojik analiz yontemleri (ELISA, RIA)
ile giivenilir bir sekilde dl¢iilebilmektedir. Bununla birlikte, prokollajen tip I biyobelirtecleri
arasinda, PINP, klinik ¢aligmalar ve literatiirde PICP’ye kiyasla daha kapsamli bi¢cimde
arastirilmis ve daha sik tercih edilen bir belirte¢ haline gelmistir. Yine de, bazi caligsmalarda
serum PICP diizeyleri ile kemik olusum hiz1 arasinda kuvvetli korelasyonlarin bildirildigi ve
bu belirtecin fizyolojik kemik yapimi siirecinin izlenmesinde degerli bilgiler sundugu

gosterilmistir (Eriksen ve digerleri, 1993).
2.4.2. Kemik yikim biyobelirtecleri

Kemik yikimina iligskin biyokimyasal belirtecler, esas olarak kemik matriksinin %90’ 1indan
fazlasini olusturan tip I kollajenin degradasyon iriinlerine dayanmaktadir. Bu belirtegler
arasinda en yaygin kullanilanlar; C-terminal telopeptit (CTX-I) ve N-terminal telopeptit
(NTX-I) gibi kollajen yikim {irtinleridir. Bu molekiiller osteoklastik aktivitenin bir sonucu
olarak dolasima veya idrara salinir ve boylece kemik yikim hizinin dolayl bir gdstergesi

olarak degerlendirilir (Lombardi, 2025 ; Seibel, 2005).

Baslangigta bu belirteclerin ¢ogu idrar 6rneklerinden tayin edilirken, biyolojik degiskenlik,

ornekleme zorluklar1 ve glinliik ritme bagl dalgalanmalar nedeniyle son yillarda serum bazli
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analizlere yonelim artmistir (Lombardi, 2025 ; Szulc ve Delmas, 2008). Bununla birlikte,
kollajen dis1 proteinlere (tartarat direncgli asit fosfataz [TRACP 5b], kathepsin K) veya
osteoklastlara 6zgii enzimatik aktivitelere dayali belirtecler de gelistirilmis olup, daha 6zgiin
ve kararli 6lglim avantajlari nedeniyle klinik ve arastirma uygulamalarinda giderek daha

fazla ilgi gormektedir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Kemik yikimina ait biyobelirte¢ler

Grup/Aile Onerilen Ad Kullanilan Onerilen Onerilen Birim
Kisaltmalar Kisaltma
Tip I Kollajen | Tip I kollajenin N- NTX-I, NTX-1, | NTX-I pg/L
Capraz-Bagl terminal telopeptidi NTx-I, NTx-1 (serum/plazma,
Telopeptitler idrar)
Tip 1 kollajenin o- | a-CTX-I, a-CTx-I, | a-CTX-I (a- | ng/L
izomerize C-terminal | a-CTX-, a-CTx-, | CTX-I)e
telopeptidi aCTX-I, (serum/ plazma,
idrar)
oCTx-I, oCTX-,
oCTx-, alfaCTX-I,
alfaCTx-1,
alfaCTX-, alfaCTx-
Tip I kollajenin B- | B-CTX-I, B-CTx-I, | B-CTX-I (b- | ng/L
izomerize C-terminal | B-CTX-, B-CTx-, | CTX-I)e
telopeptidi BCTX-I,
BCTx-I, BCTX-,
BCTx-, betaCTX-I,
betaCTx-I,
betaCTX-,
betaCTx-,
crosslaps, beta
crosslaps
MMP’ler (matriks | CTX-MMP, ICTP CTX-I-MMP pg/L
metalloproteinazlar)
tarafindan olusturulan
Tip 1 kollajenin C-
terminal ¢apraz bag
telopeptidi
Asit Fosfataz Asit fosfataz | ACP ACP U/L
[UniProt: Tartarat’a
direngli asit fosfataz
tip 5 — P13686]
Tartarat’a direncli asit | TRACP5b, TRACPS5b U/L
fosfataz izoform 5b | TRAPSb
[UniProt: Tartarat’a
direngli asit fosfataz
tip 5 — P13686]
Katepsin K [Uniprot: | CTSK CTSK pg/L
Katepsin K-P43235]
Osteopontin Osteopontin OPN, BSP-b, | OPN ng/L
[UniProt: BNSPb, ETA-b,
Osteopontin-P] SPPb, Ricb
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Hidroksiprolin (HYP)

Hidroksiprolin (HYP), translasyon sonrast modifikasyonla prolin kalintilarinin
hidroksilasyonu sonucu olusan bir amino asittir ve olgun tip I kollajenin amino asit igeriginin
yaklasik %12—-14’linii olusturur. Kemik matriksindeki tip I kollajenin katabolizmasi
sirasinda, HYP nin yaklasik %90°1 serbest formda agiga ¢ikar ve biiyiik 6l¢iide karacigerde
metabolize edilir (Lowry ve digerleri, 1995 ; Kuo ve Chen, 2017). Klinik ¢alismalarda,
postmenopozal osteoporozlu kadinlarda idrar HYP diizeylerinin, osteoporoz tanisit olmayan
postmenopozal kadinlara kiyasla anlaml diizeyde yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu artis,
kemik matriksinde kollajen yikiminin hizlandigin1 ve dolayisiyla kemik yikiminin arttigini

disiindiirmektedir (Jagtap ve Ganu, 2012).

Hidroksiprolin esas olarak kemik yikimma yonelik bir biyobelirteg olarak
degerlendirilmekle birlikte, dolasimdaki HYP'nin yaklasik %10'u, kemik olusumu siirecinde
yeni sentezlenen prokollajen peptitlerinden kdken almaktadir. Buna ek olarak, HYP yalnizca
kemik dokusuna 6zgii olmay1p, deri, kikirdak, elastin ve komplement proteini C1q gibi diger
kollajen agisindan zengin dokularin metabolizmasindan da salinabilir. Bu nedenle, HYP,
kemik metabolizmasina 0zgiil olmayan bir kollajen doniisiim belirteci olarak kabul

edilmektedir (Prockop ve digerleri, 1979).

Son yillarda, HYP'nin diisiik 6zgiilligii ve sinirh tanisal degeri nedeniyle, kemik yikiminin
degerlendirilmesinde CTX-I ve NTX-I gibi daha 6zgiil ve duyarli biyobelirteglerin tercih
edildigi ve HYP kullaniminin klinik rutinde giderek azaldigi bildirilmektedir (Delmas ve
digerleri, 2000).

Hidroksilizin (HYL)

Hidroksilizin (HYL), lizinin post-translasyonel hidroksilasyonu sonucu olusan bir amino
asittir ve kollajen yapisinda dnemli bir bilesendir. HYL, glikozilasyon derecesine bagli
olarak galaktozil-hidroksilizin (GHYL) ve glukozilgalaktozil-hidroksilizin (GGHYL) olmak
tizere iki ana formda bulunur (Cunningham ve digerleri, 1967 ; Kuo ve Chen, 2017). Bu iki
form, kollajen degradasyonu sirasinda dolasima salinmakta olup, kemik yikimi ile iligkili
biyobelirtegler olarak degerlendirilmistir. Ozellikle GHYL, biiyiik oranda kemik kaynakli
oldugu i¢in kemik metabolizmasina 6zgiilliigii daha yiiksek bir biyobelirte¢ olarak kabul
edilmektedir. Buna karsilik, GGHYL, cilt ve kompleman sistemi proteini C1q gibi diger bag

dokularinda da bulunabildiginden, kemik 6zgiilligt simirlidir.
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Yapilan onceki calismalarda, idrar GHYL diizeylerinin, kirik ge¢misi olmayan ve kirik
Oykiisii  bulunan postmenopozal osteoporotik kadinlarda karsilastirmali  olarak
degerlendirildigi ve kirik Gykiisii olan bireylerde GHYL diizeylerinin anlamli derecede
yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu bulgular, kemik kollajen yapisinda olas1 yapisal kusurlarin,
GHYL diizeylerindeki artisla iligkilendirilebilecegini ve GHYL nin bu tiir anormalliklerin
biyokimyasal bir gostergesi olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (Cascio ve

digerleri, 1999).

Analitik agidan GHYL, pre-analitik hidroliz islemi gerektirmeksizin, yiiksek performanslt
stvi kromatografisi (HPLC) ile dogrudan ve giivenilir sekilde Olciilebilmektedir. Bu
avantajina ragmen, GHY L’ nin osteoporoz tanisinda ve tedaviye yanitin izlenmesinde klinik
kullanim potansiyeli, halen smirli sayida ¢alismayla degerlendirildiginden, rutin klinik
uygulamalarda heniiz yaygin olarak benimsenmemistir (Bettica ve digerleri, 1993). Ayrica,
GHYL i¢in kolay erisilebilir ve standartlagtirilmig 6l¢iim yontemlerinin eksikligi, bu
biyobelirtecin yaygin klinik kullanimini kisitlayan baslica faktorlerden biridir.

Deoksipiridinolin (DPD)

Deoksipiridinolin (DPD), kollajen molekiilleri arasinda kovalent ¢apraz baglar olusturarak
fibriler yapinin mekanik kararliligini saglayan 6zgiil bir bilesendir. Kemik yikimi sirasinda,
bu capraz bagli kollajen yapilar proteolitik enzimler araciligiyla parcalanir; bunun
sonucunda aciga ¢ikan DPD, dolagima salinir ve daha sonra idrarla atilir. DPD, baslica
kemik ve dentin dokularinda bulunmasi nedeniyle, kemik yikimina 6zgiil biyobelirtegler

arasinda yer alir.

Literatiirde, DPD'nin idrarda hem serbest formda (%40) hem de peptide bagli formda (%60)
atildig: bildirilmistir. Bu nedenle, 6zellikle HPLC ile yapilan kantitatif analizlerde, peptid
bagli DPD'nin 6n islem olarak hidroliz ve ekstraksiyonla serbest hale getirilmesi
gerekmektedir. Bu islemler, 6l¢lim dogrulugunu artirmakla birlikte, analitik siireci
karmasiklastirmakta ve yontemler arasi geri kazanim degiskenligine neden olabilmektedir

(Bettica ve digerleri, 1993 ; Kuo ve Chen, 2017).

Bu kisitlamalar1 agmak amaciyla gelistirilen kemiliiminesans immiinoassay (CLIA) ve
enzim immunoassay (EIA) tabanli yeni nesil yontemler, idrarda serbest DPD diizeylerinin
dogrudan ve daha pratik sekilde saptanmasina olanak tanimaktadir. S6z konusu immiinolojik

yontemlerin sonuglari, HPLC analizleri ile yiiksek diizeyde korelasyon gosterdigi icin
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giivenilir alternatifler olarak degerlendirilmektedir. Bu baglamda, immiinoassay tabanl
DPD tayin yontemleri, osteoporoz ve diger metabolik kemik hastaliklarinin tanisi ve
izleminde klinik uygulamaya uygun, duyarl ve kolay erisilebilir biyokimyasal araglar olarak
giderek daha fazla kullanilmaktadir (Kuo ve Chen, 2017 ; Robin ve digerleri, 1994 ; Rosano
ve digerleri, 1998 ; Seyedin ve digerleri, 1993).

Piridinolin (PYD)

Piridinolin (PYD), fibriler kollajenlerin ekstraseliiler (hiicre dis1) matiirasyonu sirasinda iki
veya daha fazla kollajen molekiiliinii birbirine baglayan, halkasal yapidaki kuvvetli bir
kovalent capraz bag bilesigidir ve olgun kollajen liflerinin yikimi sonucunda dolagima
salimir. PYD, hem serbest hem de konjuge formlarda bulunabilir ve dnceki ¢alismalar, bu
formlarin  HPLC analizlerinde uzun siireli kimyasal kararlilik sergiledigini ortaya
koymustur. Ancak, PYD yalnizca kemik dokusunda siirli kalmayip, ayn1 zamanda kikirdak,
bag dokusu ve kan damarlar1 gibi diger kollajen igerigi yiiksek dokularda da bulunur. Bu
nedenle, PYD’nin biyokimyasal diizeyde kemik 0zgiilliigli, deoksipiridinoline (DPD)
kiyasla daha diistiktiir (Gerrits ve digerleri, 1995).

Kemik sialoproteini (BSP)

Kemik sialoproteini, 60-80 kDa'lik goriiniir molekiil agirligina sahip fosforile bir
glikoproteindir. BSP, kemik, dentin, sement ve kalsifiye kikirdak gibi mineralize dokularin
bir elementidir. BSP, kemik ekstraselliiler matriksinin énemli bir bilesenidir ve kemik ve
sementte bulunan tiim kollajen olmayan proteinlerin yaklasik %8'inin olusumunda rol
oynadig1 gosterilmistir (Fisher ve digerleri, 1990 ; Kuo ve Chen, 2017). BSP, osteoblastlar,
odontoblastlar ve osteoklastlar tarafindan tiretilir. Bu nedenle, BSP, hiicre-matriks adezyon
siireclerinin diizenlenmesinde ve osteoklast aracili kemik yikiminin uyarilmasinda 6nemli
bir diizenleyici faktor olarak kabul edilmektedir. Bir¢ok calisma, serumda BSP 6l¢iimii icin
immiinolojik analizler gelistirmistir. Ornegin, radyoimmiinokimyasal analiz Sl¢iimleri, 90
sagliklt kontrolden 12,1 + 5,0 ug/L. ve Paget hastalig1 olan hastalardan 32,3 + 17,3 pg/L
ortalama serum BSP konsantrasyonlar1 elde etmistir (Karmatschek ve digerleri, 1997).
BSP'nin serum diizeylerinin osteoporoz hastalarinda BALP ve OC ile anlamli korelasyonu
da gosterilmistir. BSP, osteoporotik degerlendirme i¢in bir kemik yikim biyobelirteci olarak

bliyiik potansiyel gostermistir (Fassbender ve digerleri, 1999).
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Osteopontin (OP)

Osteopontin (OP veya SPP1), fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlara sahip
bir glikoprotein yapisinda olan, ¢ok yonlii (pleiotropik) bir matriks proteinidir. Bu protein;
onkojenik transformasyon gec¢irmis hiicreler (kanserde oldugu gibi), makrofajlar, aktive
edilmis T lenfositleri, ¢esitli epitel hiicreleri ve kemik hiicreleri (6zellikle osteoblastlar ve
osteositler) dahil olmak tizere farkl: hiicre tipleri tarafindan sentezlenir (Kuo ve Chen, 2017
; Zhang ve digerleri, 1992). Osteoklastik aktivite, hiicre adezyonu ve kemik yeniden
sekillenme stireclerinde rol oynayan OP, ayn1 zamanda c¢esitli immiinolojik ve inflamatuvar
olaylarda da gorev almaktadir. Son donem caligmalarda, osteopontin diizeylerinin asir1
ifadelenmesinin, postmenopozal donemdeki kadinlarda osteoporoz gelisimine karsi daha
diisiik direng ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica, plazma OP diizeylerinin, menopozal
osteoporozda aralikli paratiroid hormonu (PTH) tedavisinin etkinligini izlemeye yonelik
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir (Chiang ve digerleri,
2011).

Tartarat direncli asit fosfataz 5b (TRAP 5b)

Tartarat direngli asit fosfataz Sb osteoklastlar tarafindan kemik yikim siirecinde salgilanan
bir izoenzimdir ve bu oOzelligiyle osteoklast sayisi ve aktivitesine iligkin giivenilir bir
biyokimyasal gosterge olarak kabul edilmektedir. Dolagima salinan TRAP 5b, karacigerde
metabolize edilir ve ardindan idrar yoluyla atilir (Halleen ve digerleri, 2000 ; Kuo ve Chen,
2017 ; Viindnen ve digerleri, 2000). TRAP 5b, 6zgiil immiinolojik testler araciligiyla
serumda giivenle saptanabilmektedir. Literatiirde, serum TRAP 5b diizeylerinin, meme
kanseri hastalarinda simirlh ya da yaygim kemik metastazinin tanimlanmasinda
kullanilabilecegi gosterilmistir (Chao ve digerleri, 2005). Bunun yani sira, alendronat gibi
antiresorptif tedavilere yanitin izlenmesinde de TRAP 5b diizeylerinin etkili bir biyobelirteg
olarak kullanilabildigi bildirilmistir (Nenonen ve digerleri, 2005). TRAP 5b, kemik yikimina
0zgli biyobelirtecler arasinda yiiksek duyarlilig1 ve 6zgiilliigii ile 6ne ¢ikmakta, bu yoniiyle

klinik tan1 ve tedavi takibinde degerli bir arag olarak degerlendirilmektedir.

Tip I kollajenin karboksi-terminal capraz bagli telopeptidi (CTX-I)

Tip I kollajenin telopeptitleri, kemik yikinin biyokimyasal degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan belirteglerdir ve bu kapsamda karboksi-terminal ¢apraz bagl telopeptit

(CTX-I) ile amino-terminal c¢apraz bagh telopeptit (NTX-I) en ¢ok arastirilan molekiiller
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arasinda yer almaktadir. Her iki biyobelirte¢ de osteoklastik aktivite sonucu kollajen
matriksinin degradasyonu sirasinda dolagima salinir. CTX-I, tip I kollajenin al zincirindeki
Ozgil bir oktapeptid dizisine (EKAHD-B-GGR) kars1 gelistirilen monoklonal antikor
kullanilarak, ELISA yontemiyle kantitatif olarak olciilmektedir. Giincel ¢alismalar, CTX-
I’in, postmenopozal osteoporoz tedavisinde siklikla uygulanan bifosfonatlara yaniti hizli ve
duyarli bicimde yansitan, yiiksek 6zgiilliige sahip bir kemik yikim biyobelirteci oldugunu
ortaya koymustur (Baim ve Miller, 2009 ; Kuo ve Chen, 2017). Bununla birlikte, serum
CTX-I diizeyleri besin alimindan Onemli Olgiide etkilenmekte olup, bu nedenle kan
orneklerinin aclik kosullarinda alinmasi gerekmektedir. Bu 6zellik, CTX-I’in klinik
uygulamalarda dikkatli yorumlanmasin1 zorunlu kilmakta ve oOl¢iim protokoliinde

standardizasyon ihtiyacini giindeme getirmektedir (Christgau, 2000).

Tip I kollajenin amino-terminal capraz bagl telopeptidi (NTX-I)

N-terminal telopeptit (NTX-I), idrar orneklerinde oda sicakliginda 24 saate kadar kararli
kalabilen bir kemik yikim biyobelirteci olup, genellikle ELISA yontemi ile kantitatif olarak
dlciilmektedir. Idrar NTX-I diizeyleri, 6zellikle postmenopozal kadinlarda osteoporotik kirik
riskinin degerlendirilmesinde klinik olarak kullanilmigtir. NTX-I’in idrarda tespit
edilebiliyor olmasi, besin alimindan etkilenmemesi ve invaziv olmayan 6rnekleme avantaji
sayesinde, pratik uygulamalar acisindan serumda Olgiilen CTX-I diizeylerine gore tercih
edilebilirligini arttirmistir (Christgau, 2000 ; Kuo ve Chen, 2017). Bu 6zellikleri NTX-1"1,
kemik yikim hizinin izlenmesinde ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde degerli bir

biyobelirte¢ haline getirmektedir.

Katepsin K (CTSK)

Katepsinler, 11 izoformu olan sistein proteaz ailesinin iiyeleridir. CTSK, kininlere karsi
yiiksek ozgiilligi ile tanimlanir. CTSK, esas olarak aktif olarak yikilan osteoklastlarin
kivrimli sinirinda ifade edilir (Kuo ve Chen, 2017 ; Pérez-Castrillon ve digerleri, 2010).
Osteoklastlar, tip 1 kollajen, osteopontin ve osteonektin dahil olmak iizere kemik matriks
proteinlerinin bozunmasi i¢in kemik yikim defektine CTSK salgilar. Bu nedenle, CTSK
kemik yikimi siirecinde 6nemli bir faktoérdiir. CTSK diizeyi, kontroller ve osteoporozlu
hastalar arasinda 6nemli 6lglide farkli oldugu ortaya ¢ikmigtir (Holzer ve digerleri, 2005).
Sonug, serum CTSK diizeyinin kirik tahmini ve kemik mineral yogunlugu i¢in potansiyel

bir biyobelirte¢ gorevi gorebilecegini gostermektedir.
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2.5. Prokollajen Tip I N-terminal Propeptit (PINP)
2.5.1. Biyosentezi

Tip I prokollajen, iki a-zincirinden olusan bir heterotrimerik yapidir ve bu zincirlerin
kodlandig1 genler farkli kromozomlarda lokalizedir: collal geni kromozom 17°de, colla2
geni ise kromozom 7’de yer alir (Kamala ve Hijam, 2023 ; Koivula ve digerleri, 2012 ;
Risteli ve digerleri, 2012 ; Risteli ve Risteli, 2006). Salgilanacak veya zar proteini kodlayan
mRNA'larin translasyonu, olusan sinyal dizisi araciligiyla sinyal tanima pargacigi tarafindan
ER zarina yonlendirilen, zara bagl ribozomlar iizerinde gergeklesir. Yeni sentezlenen pro-
a-zincirleri endoplazmik retikulum (ER) liimenine tasinir ve burada bir dizi post-
translasyonel modifikasyon iglemi gerceklesir. Zincirlerin trimerik prokollajen molekiiliine
organizasyonu, karboksiterminal propeptid boélgeleri araciligiyla baslatilir ve disiilfid
baglarmin olusumu ile kararli hale getirilir. Uglii sarmal yapinin (triple helix) olusumu,
molekiiliin ortasindan amino ucuna dogru ilerler ve en son olarak N-terminal propeptid
bolgesi dogal konformasyonunu kazanir. Uglii sarmalin tamamlanmasi, ER’deki post-
translasyonel modifikasyonlarin sonlanmasini tetikler. Bu modifikasyonlar arasinda en
kritik olani, prolin kalintilarinin 4-hidroksiprolin haline hidroksilasyonudur; hidroksiprolin,
hem ana kollajen zincirlerinde hem de N-terminal propeptid bolgesinin helikal kisminda,

viicut sicakliginda ii¢lii sarmal yapinin kararliliginin korunmasi i¢in zorunludur.

Tip I prokollajen molekiiliiniin yapisal organizasyonu Sekil 2.5’te sematik olarak
gosterilmigstir. Ekstraselliiler matrikse salindiktan sonra, 6zgiil prokollajen peptidazlar
araciligryla prokollajen molekiiliiniin amino- ve karboksiterminal propeptid bolgeleri
enzimatik olarak uzaklastirilir. Ozellikle, hacimli ve globiiler yapiya sahip olan C-terminal
propeptidin uzaklastirilmasi, kollajen molekiillerinin diizglin sekilde hizalanarak fibriller
halinde polimerize olabilmesi i¢in zorunlu bir 6n kosuldur. Buna karsin, daha lineer ve gubuk
benzeri bir yapiya sahip olan N-terminal propeptid, kollajen fibrillerinin ylizeyine gegici
olarak bagli kalabilir. Ancak, fibrillerin kalinlagsma siireci ilerledik¢e, bu N-terminal
uzantilar da tamamiyla uzaklastirilarak olgun (matiir) kollajen fibril yapis1 tamamlanmis olur

(Koivula ve digerleri 2012).
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Sekil 2.5. Tip I prokollajen tipi molekiiliiniin yapisi. Oklar, N-terminal (PINP) ve C-

terminal (PICP) propeptitlerinin proteolitik boliinme bolgelerini gosterir.

Genellikle amino-terminal ve karboksiterminal propeptitler olarak adlandirilan ve sirasiyla
PINP ve PICP olarak kisaltilan yapilar, her ne kadar "propeptid" olarak adlandirilsalar da,
yapisal olarak oldukg¢a biiylik ve kompleks protein molekiilleridir. Bu iki propeptid
birbirinden farkli protein yapisina sahip olmakla birlikte, tip I kollajenin biyosentezi
siirecinde birbirleriyle ve olgun kollajen fibrilleriyle es mol oraninda iiretilirler. Ornegin, tip
I kollajen ifadelenmesinin belirgin sekilde uyarildigi akut fibroproliferatif siireglerde,
ozellikle yara iyilesmesi sirasinda ekstraselliiler matriks icerisinde hem PINP hem de PICP
diizeylerinde eszamanli ve anlamli bir artig gdzlemlenmektedir (Chalikias ve Tziakas, 2015
; Melkko ve digerleri, 1996). Bu paralel artis, her iki propeptitin kollajen sentezinin dinamik

biyobelirtegleri olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

Tip I kollajen, molekiil agirligt (MW) 300 kD, osteoblastlar tarafindan prokollajen I adi
verilen daha biiyiik bir 6ncii protein olarak sentezlenir ve yaklagik 450 kD'lik bir MW na
sahiptir. Tip I prokollajenin karboksi-terminal ve amino-terminal propeptitleri, kollajen
molekiillerinin ekstraselliiller matrikse dahil edilmesinden once, fibril olusumu siireci
sirasinda  Ozgiil enzimatik islemlerle uzaklastirlmaktadir. Bu proteolitik bdliinme
sonucunda, sirastyla yaklasik 100 kDa ve 35 kDa molekiil agirligina sahip iki biiytlik uzanti
peptidi olan PICP ve PINP olusur. PICP, translasyon sonrasi modifikasyonlarla yiiksek
oranda mannoz i¢eren karbohidrat yan zincirleriyle zenginlestirilmis, distilfid baglariyla
birbirine baglanmis ii¢ alt birimden olusan kiiresel yapida bir glikoproteindir. Dolasimdaki
PICP basta olmak iizere, kollajen yikim {irlinlerinin kandan temizlenmesi, karaciger
siniizoidal endotel hiicreleri iizerinde yiiksek oranda ifade edilen mannoz reseptorii

aracilifiyla gergeklestirilen spesifik bir reseptor aracili endositoz mekanizmasi ile saglanir.

Tip I kollajenin biyosentezi, baslica fibroblastlar ve osteoblastlar tarafindan gergeklestirilir.
Fibroblastlar tarafindan sentezlenen tip 1 kollajen, Ozellikle yara iyilesmesi ve

fibroproliferatif yanitlar sirasinda yogun olarak iiretilirken; osteoblast kaynakli kollajen,
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kemik matriksinin organik bileseninin temelini olusturmaktadir. Yetiskin bir bireyde, yillik
toplam kollajen iiretimi yaklasik 400-1200 gram arasinda degigsmektedir ve bu iiretimin
biliylik ¢cogunlugunu tip I kollajen olusturmaktadir. Bu siiregte, prokollajenin kollajene
doniisiimii sirasinda ortaya ¢ikan propeptidlerin toplami yaklasik 150-500 gramdir. Bu
miktarin yaklasik tigte birini PINP, geri kalanimi ise PICP olusturmaktadir. Bu biyolojik
siire¢, hem doku yeniden yapilanmasinin hem de kemik metabolizmasinin dolayli géstergesi

olan biyobelirteclerin olusumuna zemin hazirlamaktadir.

Tip I kollajenin alternatif bir molekiiler formu olan homotrimerik tip I al kollajen, baz1
patolojik dokularda tanimlanmistir. Bu izoform, klasik heterotrimerik yapidan farkli olarak,
ti¢ 6zdes al(I) zincirinden olusur ve meme kanseri dokulari, osteoartritli kemik bolgeleri ile
plevral ya da asitli siv1 lireten lezyonlarda tespit edilmistir (Bailey ve digerleri, 2002 ;
Makareeva ve digerleri, 2010 ). Homotrimerik yapiya sahip PINP, 6rnegin plevral eflizyon
orneklerinden izole edilebilmesine ragmen, mevcut immiinolojik analiz yontemleri
PINP’nin homotrimerik ve heterotrimerik izoformlarini ayirt etme yetenegine sahip degildir
(Kauppila ve digerleri, 2001). Bu durum, hastalik durumlarinda izoform o6zgiilliigliniin

belirlenmesinde metodolojik bir sinirlilik olusturmaktadir.
2.5.2. PINP'in ozellikleri ve metabolizmasi

Tip I kollajen, insan viicudunda en yaygin bulunan fibriler kollajen tipi olup, kemik, tendon,
deri ve diger bag dokularinin yapisal biitiinliigiinii saglayan temel proteinlerden biridir. PINP
ilk olarak amniyotik s1vidan izole edilmis ve "fetal antijen 2" olarak tanimlanmistir (Koivula
ve digerleri, 2012 ; Risteli ve digerleri, 2012 ; Risteli ve Risteli, 2006). Molekiiler diizeyde
yapilan analizlerde, PINP'nin yiiksek molekiil agirlikli (35000) bir peptid oldugu ve yapisal
olarak bir heterotrimer formunda bulundugu gosterilmistir. Bu kollajen tiirii, iki adet 14250
Da molekiiler agirliga sahip pro-al(I) ve bir adet 5500 Da’lik pro-o02(I) polipeptid
zincirinden olusan bir heterotrimerik yap1 sergilemektedir. Pro-al zincirinin yapisal olarak
farkli ti¢ alan1 vardir: von Willebrand faktoriiniin C tekrarina benzeyen bir aminoterminal
kiiresel alani, kisa bir kollajen tiglii sarmalin merkezi alan1 ve ¢ok kisa bir C-terminal
alan1.Pro-a2 zinciri, N-terminal kiiresel alanindan yoksun oldugu icin daha kisadir. En

immiinojenik kisim kiiresel alandir (Linkhart ve digerleri, 1993).

Tip I kollajen osteoblastlarda sentezlenirken ve yikim boslugunda osteoid olarak
biriktirilirken, N-terminal propeptidin salinimi biraz gecikebilir ve en gec¢ osteoblast

gelisiminin  matriks olgunlagsma evresinde gerceklesir. Kemikte serbest propeptid
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muhtemelen dogrudan kana erisir. Kemik doniisiim hizi, iskeletteki aktif kemik yeniden
sekillendirme birimlerinin sayisiyla iligkilidir ve bu da bireyler arasinda genis bir ¢esitlilik
gosterir. Bu, PINP dahil olmak iizere biyokimyasal kemik doniisiim belirtecleri i¢in referans

araliklarinin genis olma egiliminde olmasi gercegiyle uyumludur.

Tip I kollajenin biyosentezine iliskin siire¢ler hem kemik hem de yumusak dokularda benzer
mekanizmalarla gerceklesmekle birlikte, dolasimdaki karsilik gelen prokollajen
propeptitlerinin (6zellikle PINP ve PICP) konsantrasyonlarinin biiyiik o6lgiide kemik
kaynakli biyosentezden etkilendigi diistiniilmektedir (Sekil 2.6). Bunun ii¢ temel nedeni
bulunmaktadir: Birincisi, Tip I kollajenin biiyilk cogunlugu iskelet sisteminde yer
almaktadir. Ikincisi, iskelet dokusundaki kollajen déniisiim hizi, yumusak dokulara kiyasla
daha yiiksektir. Ugiinciisii, yumusak doku kaynakli PINP'nin dolasima gegisi genellikle
dogrudan degil, lenfatik sistem araciligiyla dolayli yoldan gergeklesmektedir (Jensen ve
digerleri, 1990 ; Kauppila ve digerleri, 2001). Lenf akisindaki degisiklikler, yumusak doku
kollajen sentezinin bir belirteci olan PIIINP'de (tip III prokollajenin N-terminal propeptidi)
biiylik degisikliklere neden olmalarina ragmen, PICP'nin dolasimdaki konsantrasyonunu
tespit edilebilir sekilde etkilemez. Bu bulgu, yumusak dokularin dolasimdaki PINP
konsantrasyonuna katkisinin normalde oldukga kiiciik oldugunu gostermektedir (Jensen ve
digerleri, 1990 ; Ihlberg ve digerleri, 1993). Bununla birlikte, tip I kollajen sentezi yumusak
dokularda kuvvetli bir sekilde artarsa, 6rnegin biiyiik bir cerrahi travmanin iyilesmesi
sirasinda, kandaki PINP'nin bu onarim fenomenini yansitmasi beklenir. Bu gibi durumlarda,
kemiklerdekiler de dahil olmak iizere yapisal kollajen sentezi organizma i¢in daha diisiik bir

oncelige sahiptir (Sekil 2.6).

intakt PINP
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Sekil 2.6. Cesitli havuzlar arasindaki dagilimin ve saglam PINP ve Coll bolgesinin

klerensinin sematik gosterimi. Kalin oklar ana yollar1 gostermektedir.
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PINP Coll, toplam PINP analizleri tarafindan taninan, proa 1 zincirinin Coll bdlgesiyle

iligkili, daha kiiciik, tek zincirli antijendir.

Tip I prokollajenin olgun kollajen formuna doniisiim siirecinde serbestlesen N-terminal ve
C-terminal propeptitler, birbirinden bagimsiz proteinler gibi davranmakta ve farklh
metabolik yollar araciligiyla elimine edilmektedir. PINP, dolasima gectikten sonra
karacigerdeki endotel hiicreler {izerinde bulunan scavenger (siipliriicii) reseptorler
araciligiyla hizla taninmakta, baglanmakta ve hiicre i¢cine alinmaktadir (Melkko ve digerleri,
1994). Insanlarda arteriyel ve hepatik vendz kan ornekleri karsilastirildiginda, PINP’nin
karaciger ekstraksiyon oraninin %11-%17 arasinda degistigi bildirilmistir. Mevcut in vitro
calismalar, karaciger siniizoidal endotel hiicreleri tarafindan endositoz yoluyla hiicre igine
alman Propeptit Tip I N-terminali (PINP)'nin, hiicre i¢i lizozomal ortamda antijenik
determinantlarin1 (yapisal kimligini) koruyarak, tamamen kiigiik peptitlere katabolize
edilmedigini gostermektedir (Schytte ve digerleri, 1999). Ayrica, PICP’nin dolagimdan
uzaklastirilmasi ise yiiksek mannoz i¢eren oligosakkarit zincirlerini tantyan farkli bir hiicre
ylizeyi reseptdr grubu araciligiyla gerceklesmektedir. Bu ayirt edici reseptor sistemleri, her
iki propeptidin dolagimdan elimine edilme siireclerinde izledikleri 6zgiil metabolik yollar1

yansitmaktadir (Qvist ve digerleri, 20006).
2.6. Tip I Kollajenin Karboksiterminal Capraz Bagh Telopeptiti (CTX-1)
2.6.1. Biyosentezi

Tip I kollajen, kemik dokusunun ana fibriler proteinidir ve osteoblastlar tarafindan
sentezlenir. Kollajen biyosentezi endoplazmik retikulumda baslar; burada collal ve colla2
genleri tarafindan kodlanan iki al(I) ve bir a2(I) polipeptid zinciri bir araya gelerek triplet
heliks olusturur. Bu onciil molekiil, prokollajen olarak adlandirilir ve N- ve C-terminal
propeptid bolgeleri icerir. Prokollajen, golgi aygitindan gegerek hiicre digina salgilandiktan
sonra propeptid bolgeleri proteolitik enzimler (prokollajen peptidazlar) tarafindan
uzaklastirilir ve olgun kollajen molekiilii olusur. Bu olgun kollajen, dis ortamda fibril
olusumunu tamamlayarak ekstraselliiler matrikste capraz baglarla kararli hale getirilir
(Marian Schini ve digerleri, 2023 ; Prockop ve Kivirikko, 1995). CTX-I (C-terminal cross-
linked telopeptide of type I collagen), bu fibrillerin yikimi sirasinda osteoklastlar tarafindan

parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan bir peptidik parcadir (Sekil 2.7).
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Bu capraz baglar genellikle piridinyum c¢apraz baglari, piridinolin ve deoksipiridinolindir.
(Capraz baglar heliksin 2 zinciri ile telopeptit bolgesinin 2 zinciri arasinda olusur. Telopeptit
bolgesi kollajen molekiiliiniin son kismidir; N-telopeptit ve C-telopeptit bolgeleri vardir.
Heliks iizerinde bu tiir ¢apraz baglanmanin gergeklestigi 2 yer vardir. Heliks lizerindeki 87.
pozisyonda capraz bag C-telopeptit bolgesine baglanir. Heliks iizerindeki 930. pozisyonda,
capraz bag N-telopeptid bolgesine baglanir (Calvo ve digerleri, 1996 ; Marian Schini ve
digerleri, 2023).

Prokollajen

' N-terminal C-terminal
propeptit propeptit

NTX CTX

Cat-K, 8 aa epitop yeni salman 1207GKAHD(0)GGR1214
(JYDGKGVG) olgun GKAHD(B)GGR epitop

‘I‘
Tropokollajen

Sekil 2.7 CTX olusumu (Dincel, 2012).

CTX ve NTX ilk olustugunda, amino asit dizisi dogrusaldir ve olagan alfa
konfigiirasyonundadir. Birkag¢ ay sonra, CTX beta-izomerizasyonuna ugrar, bu da aspartik
asit kalintisinin alfa karbonuna baglangigta bagli olan peptid omurgasinin (enzimatik
olmayan bir sekilde) beta-karbona hareket ettigi anlamina gelir. Bu izomerizasyon NTX ile

gerceklesmez (Fledelius ve digerleri, 1997 ; Marian Schini ve digerleri, 2023) .
2.6.2. CTX-I’nin yapisal ozellikleri

CTX-I (C-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen), tip I kollajenin C-terminal
telopeptit bolgesinden tiireyen, kemik yikimi sirasinda osteoklast aktivitesiyle aciga ¢ikan,
capraz bagh bir peptit parcasidir. CTX-I epitopu, al(I) zincirinin C-terminal ucunda yer
alan, genellikle 8 amino asitlik bir diziden olusur: EKAHD-B-GGR. Bu dizide yer alan
aspartil-glisin motifi, izomerizasyona ve rasemizasyona yatkindir ve kollajenin yaslanma

stirecini biyokimyasal olarak yansitir (Eyre ve digerleri, 2008; Garnero ve digerleri, 2003).
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CTX-I molekiilii, post-translasyonel modifikasyonlara ugramis olgun kollajen liflerinin
katepsin-K gibi lizozomal proteazlar araciigiyla yikilmasi sonucu olusur. Ozellikle
osteoklastlarin olusturdugu asidik yikim lakiinlerinde, kollajen ¢apraz baglar1 parcalanarak
¢Oziinlir formlara ayrilir. CTX-I, bu siirecin dogrudan bir iiriintidiir ve bu nedenle kemik
yikiminin en 6zgiil ve hassas bir biyobelirteci olarak degerlendirilir (Delmas ve digerleri,

2000 ; Seibel, 2005).

CTX-I'nin biyolojik izoformlari, aCTX (yeni sentezlenmis kollajenden) ve B-CTX (yash,
izomerize kollajenden) olmak {iizere iki temel yapisal form igerir. Bu izoformlar, kemik
dokusunun olgunluk durumuna iliskin bilgi saglar. Ozellikle o/B orani, dokunun ne kadar
“geng” veya “olgun” oldugunu gostermekte kullanmilir. Izoformlarin ayirt edilmesi,
osteoporoz gibi kemik metabolizmas1 bozukluklarinda tanisal agidan deger tasir. Ayrica,
aL—BL-BD ve aD gibi izoform kombinasyonlari, kemik yikim siire¢lerinin detaylarinm

yansitmak i¢in kullanilabilir (Garnero ve digerleri, 2003 ; Seibel, 2005).
2.6.3. Metabolizmasi

CTX-I dolagima salindiktan sonra, esasen plazma ve idrarda saptanabilir. Serumdaki diizeyi
kisa siireli degisimlere duyarlidir ve yar1 6mrii birkag saati gegmez, bu da CTX-I'yi tedavi
yanitlarini erken donemde izlemek i¢in uygun hale getirir (Eastell ve digerleri, 2016). BCTX,
serum ve idrarda tespit edilebilirken, aCTX genellikle idrarda dl¢iiliir (Sekil 2.8).

CTX-I’'nin metabolik kaderi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, dolasima
girdikten sonra renal sekresyonla idrara atildig1 bilinmektedir. Bobrekler yoluyla glomeriiler
filtrasyona ugrayan CTX-I, idrarda serbest formda veya peptit bagli olarak bulunabilir. Bu
formlar genellikle toplam CTX-I diizeyiyle korelasyon gosterir. Idrar CTX-1, 6zellikle gida
alimindan etkilenmemesi nedeniyle pratik 6l¢lim avantaji saglar. Buna karsin, serum CTX-
I diizeyi, yemek sonrast belirgin olarak diiser ve bu nedenle aglik durumunda alinan

orneklerde degerlendirilmelidir (Delmas ve digerleri, 2000 ; Vasikaran ve digerleri, 2011).

CTX-I ayrica kemik yikimi ile dogrudan iligkili oldugu i¢in bifosfonat, denosumab ve
teriparatid gibi antiresorptif ve anabolik tedavilere yaniti izlemek i¢in kullanilmaktadir.
Ozellikle postmenopozal osteoporozda, serum CTX-I diizeyindeki hizli diisiis, tedaviye

etkin yanitin erken bir gdstergesidir (Eastell ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.8. Prokollajen tip I N propeptidinin ve tip I kollajenin C-terminal telopeptidinin

dolasima salgilanmasini gosteren sematik gosterimi.
2.7. Sensorler

Sensor, fiziksel bir niceligi girdi olarak kabul eden ve bu girdiyi islevsel olarak baglantili bir
c¢iktiya doniistiiren bir cihaz olarak tanimlanir. Bu ¢ikti, cogunlukla insan kullanicilar veya
elektronik sistemler tarafindan algilanabilir veya okunabilen elektriksel veya optik bir sinyal
bicimindedir. Sensorler ve onlara entegre edilmis ara yiizler, ¢esitli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerin, bilesiklerin sicaklik, pH, kuvvet, koku, basing, 6zgiil kimyasallarin varligi, akis,
pozisyon ve 151k siddeti gibi ozelliklerin saptanmasi ve Olgiilmesi amaciyla yaygin bir
kullanim alanina sahiptir (Ensafi ve Kazemzadeh, 1999 ; Zhu ve digerleri, 2018 ; Selvolini

ve Giovanna, 2023).

Bir sensoriin temel ozellikleri, (1) yalmzca oOlgiilmek istenen kimyasal veya fiziksel
parametreye segici olarak duyarli olmasi ve uygulama sirasinda karsilasilabilecek diger
degiskenlere karst minimum diizeyde hassasiyet sergilemesi, (2) ¢alisirken, girdi olarak
alinan kimyasal veya fiziksel biyiikligin o6zelliklerini degistirmemesi seklinde
belirlenmektedir. Sensoriin duyarliligi, Olgiilen kimyasal veya fiziksel parametredeki
degisime bagl olarak cikti degerinde meydana gelen degisim miktarini ifade eder. Sensor
secimi, secicilik (Fraden, 2004), duyarhilik, dogruluk, kalibrasyon araligi, ¢oziiniirliik,
maliyet etkinligi ve tekrarlanabilirlik gibi temel parametrelere ek olarak, sensoriin
calistirllacag1 ¢evresel kosullar dikkate alinarak gergeklestirilmelidir (Ensafi ve digerleri,
2011; Grandke ve Ko, 2008 ; Griindler, 2007 ; Selvolini ve Giovanna, 2023 ; Vetelino ve
Reghu, 2010).

2.7.1. Sensorlerin simiflandirilmasi

Olgiimii amaglanan hedef madde veya analitin niteliklerine gore sensdrler genel sekliyle

fiziksel ve kimyasal olmak tizere iki temel sinifa ayrilmaktadir. Fiziksel sensorler, sicaklik,
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basing, manyetik alan, kuvvet, absorbsiyon, kirilma indisi, iletkenlik ve kiitle degisimi gibi
fiziksel parametreleri algilayan ve/veya 6lgen cihazlardir (Griindler, 2007). Bu tiir sensorler,

herhangi bir kimyasal ara ylizey icermemekte sadece fiziksel degiskenlere tepki vermektedir.

Kimyasal sensorler ise 6zgiil bir analite karsi se¢ici bir yanit ortaya koyan kimyasal olarak
aktif bir tabakaya sahiptir (Janata, 2009 ; Selvolini ve Giovanna, 2023). Bu sensorler, analitin
kimyasal tepkimelerinden veya incelenen sistemin fiziksel Ozelliklerinden elde edilen
kimyasal bilgiyi degerlendirmekte olup, belirli bir bilesenin konsantrasyonu ya da bilesim
analizi gibi parametreleri tayin etmektedir. Kimyasal sensorler, analiz edilen sistemin
kimyasal 6zelliklerine bagl olarak iletkenlik degisimi, 151k, voltaj, akim veya ses gibi

analitik sinyallere doniistiiriilebilen veriler sunabilmektedir.

Kimyasal sensorler, sahip olduklar: ytliksek secicililik, duyarlilik ve hizli tepkime stiresi gibi
avantajlar dolayisiyla, giinlimiizde ticari olarak erisilebilir sensorler arasinda 6nemli bir yer
edinmistir. Klinik, endiistriyel, cevresel ve tarimsal uygulamalar basta olmak {izere genis bir
uygulama alanina sahip olup, 6zellikle biyomedikal ve farmasétik analizlerde siklikla tercih

edilmektedir.
2.8. Biyosensorler

Biyosensorlerin temel yapisal unsuru, bir biyolojik tanima bileseni (biyoreseptor), bir
fizikokimyasal dedektdr ve bir donistiiriiciiniin bilesiminden olusmaktadir (Bhalla ve
digerleri, 2016 ; Buerk, 1993). Biyosensorlerde biyoreseptor islevini goren
biyomolekiiller—antikorlar, aptamerler, enzimler, niikleik asitler veya hiicreler—o6zgiil bir
hedef analiti tanima veya tespit etme yetenegine sahiptir. Bu sensorler, biyoreseptoriin hedef
analit ile segici etkilesim kurma potansiyeline baglh olarak yiiksek bir secicilik diizeyi
sergilemektedir (Bhalla ve digerleri, 2016 ; Buerk, 1993 ; Nemiwal ve digerleri, 2022).
Ozellikle, bu biyotanima mekanizmast, diger bilesenlerin sinyallerinin biyosensér tarafindan
tiretilen Ozgilin sinyale miidahalesini Onleyerek analitik Ol¢limlerin  dogrulugunu
arttirmaktadir. Tanima olaymnin gerceklesmesinin ardindan, biyoreseptor tarafindan
algilanan biyokimyasal degisimler, bir doniistiiriicii araciligiyla olgiilebilir bir sinyale

dontistiiriilmektedir (Tiiylek, 2017).

Biyosensorlerin kararlilii, biyoreseptoriin doniistiiriicii ylizeyine immobilizasyonu ile
dogrudan iligkilidir. S6z konusu immobilizasyon siireci, geri doniisimlii veya geri

doniistimsliz  yontemler araciligiyla gergeklestirilebilir. Kullanilan immobilizasyon
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teknikleri; yiizey adsorpsiyonu, kovalent baglanma, c¢apraz baglama, hapsolma
(mikrokiireler veya lifler igerisinde), biyobaglanma ve selasyon veya metal baglanmasi
seklinde smiflandirilmaktadir. Uygun stratejinin se¢imi, numune matriksi, hedef analitin
niteligi, istenilen secicililik, islem zorlugu ve yontem kapsami gibi kriterlere baglidir (Bhalla

ve digerleri, 2016 ; Buerk, 1995 ; Nemiwal ve digerleri, 2022).

Biyosensorlerde doniistiiriicli, biyokimyasal bir tanima olaymin neden oldugu fiziksel
degisimi kantitatif bir sinyale doniistiiren esansiyel bir bilesen olarak tanimlanmaktadir. Bu
stireg, literatiirde "sinyalizasyon" olarak adlandirilmaktadir. Déniistiirticiiler; optik,
elektrokimyasal, kuvars kristal piezoelektrik, kalorimetrik (tepkime sirasinda agiga c¢ikan
veya absorbe edilen 1s1) ve termal olmak iizere farkli kategorilere ayrilmaktadir
(Karunakaran ve digerleri, 2015). Bununla birlikte, biyosensdrlerde en sik kullanilan
doniistiiriiciiler, optik veya elektrokimyasal sinyaller iireten sistemlerdir, ¢iinkii bu
yontemler analit-biyoreseptor etkilesimlerinin yiiksek bir hassasiyetle tespit edilmesine
olanak tanimaktadir. Biyosensdrlerin temel bilesenlerini gosteren sematik diyagram Sekil

2.9’de sunulmaktadir.

Biyosensor

enznml:ar elektrik
molekiiler ' : ‘
damga . elektrokimya \

: : ' optik —
lektinler ! Yiikseltici Cikti
reseptorlar ! . termal —
antikorlar i . akustic L
niikleik : . piezolektrik
asitler vb.  vb.

: Kullaniai Arayiizi
Analit Biyoreseptdr  Arayiiz Déniistiiriiciiler ¥
Molekdiilleri

Sekil 2.9. Biyosensorleri olusturan bilesenler
2.8.1. Biyosensorlerin tarihcesi ve gelisimi

Clark ve Lyons (1962), 1962 yilinda ilk biyosensorii gelistirmistir. Bu sensdr, tanima
eleman1 olarak glukoz oksidaz (GOx) enzimini kullanan amperometrik bir oksijen
elektrokimyasal sensorii olup glukozun tespiti amaciyla tasarlanmistir. "Biyosensor” terimi

ise ilk kez Rechnitz ve arkadaslar1 (1977) tarafindan, tanima elemani olarak canli
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organizmalar1 kullanan arginin segici elektrot i¢in onerilen "biyoselektif sensor" ifadesinin
kisaltilmis hali olarak literatiire kazandirilmistir (Bhalla ve digerleri, 2016 ; Juska ve Pemble,

2020).

Biyosensorler, analitik ve tanisal uygulamalarda genis bir kullanim alani bularak énemli bir
ilgi odag1 haline gelmistir. Giiniimiizde kullanilan diger algilama yontemlerine kiyasla {istiin
bir performans sergilemeleri nedeniyle popiilarite kazanmislardir. Calisma prensiplerinin
basit olmasi, diisiik maliyetleri ve 0zel teknik bilgi gerektirmemeleri, biyosensorlerin
giindelik kullanima uygun bir nitelik kazanmasini saglamistir. Bu avantajlar, diyabet ve
kardiyak hastaliklarin kisisel takibi, adli tip ve ila¢ kesfi, tarimsal ve g¢evresel analiz
sistemleri, gida endiistrisi ve biyolojik savunma gibi genis bir uygulama spektrumuna sahip
olmalarina olanak vermektedir (Scott, 1998). Bununla birlikte, biyosensdrlerin ticari
anlamda daha fazla yayginlagmasi, seg¢icililik, hassasiyet, kararlilik, tekrarlanabilirlik ve
taginabilirlik gibi ozelliklerin iyilestirilmesine ve bunun diisilk maliyetle saglanmasina

baglidir (Bhalla ve digerleri, 2016).

Biyosensorlerde farkli transdiiser tabanli sinyal ¢iktilar1 kullanilmaktadir ve bu sinyaller
arasinda optik (absorbsiyon, liiminesans, kemiliiminesans ve ylizey plazmon rezonansi)
(Ligler ve Taitt, 2008), kiitle bazl1 (piezoelektrik ve manyetoelektrik) (Steinem ve Janshoff,
2007), termometrik (Zhou ve digerleri, 2013) ve elektrokimyasal (Cosnier, 2013) yontemler
Oone ¢ikmaktadir. Bu yaklagimlar arasinda elektrokimyasal biyosensorler, ekonomik
olmalari, kullanic1 dostu yapilari, taginabilir ve minyatiirize edilebilen dayanikli sistemlerin
gelistirilmesine olanak tanimalar1 nedeniyle 6zel bir 6nem tasimaktadir. Ayrica elektrot
potansiyeli, akim, yiik transfer direnci veya kapasitans degisimlerini analit konsantrasyonu
ile iligkilendirme kabiliyetleri sayesinde yliksek hassasiyetle algilama ve izleme imkam
sunmakta, bu da onlarin genis bir ticari uygulama alanina uyarlanabilmesini saglamaktadir

(Ensafi ve digerleri, 2014).
2.9. Elekrokimyasal Biyosensorler: Tanim ve Uygulama Teknikleri

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC), elektrokimyasal biyosensorleri,
biyolojik tanima bileseninin (biyokimyasal reseptor) bir elektrokimyasal doniistiiriicii ile
dogrudan temas halinde bulundugu, bagimsiz ve entegre bir cihaz olarak tanimlamaktadir.
Bu sensorler, hedef analite iligkin nicel veya yari-nicel analitik bilgi saglayabilmekte olup,
biyolojik tanima bileseninin elektrokimyasal doniistiiriicii araciligiyla saptadigi degisimleri

Ol¢mektedir (Thévenot ve digerleri, 1999 ; www.iupac.org).


http://www.iupac.org/
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Elektrokimyasal biyosensorlerde, cesitli tespit yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler
arasinda amperometri, potansiyometri, voltametri, kronoamperometri, kronokoulometri ve
alan etkili transistorler (FET) gibi teknikler bulunmaktadir. Ek olarak, elektrokimyasal
empedans spektroskopisi, ylizey plazmon rezonansi, elipsometri, dalga kilavuzu temelli
metotlar ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile elektrokimyasal 6l¢iimlerin es zamanl
kombinasyonu gibi ileri diizey teknikler de uygulanmaktadir. Elektrokimyasal
biyosensorlerde kullanilan bir diger onemli yontem ise elektrokimyasal kuvars kristal

mikroterazisi (QCM)’dir.

Bu tespit yontemlerinin her biri, 6zgiil analitik ihtiyaclar1 kargilamak iizere farkli faydalar
sunmakta olup, hassasiyet, secicililik, dogruluk ve tayin siirlar1 gibi faktorlere bagl olarak

farkli uygulamalarda tercih edilmektedir.

2.9.1. Elektrokimyasal biyosensorlerin tiirleri ve temel bilesenleri

Potansiyometrik biyosensorler, 6zellikle klinik ortamlarda glukoz gibi analitlerin tayini
acisindan kritik 6neme sahiptir. Bununla birlikte, bu sensorler yalnizca tip alaninda degil;
endiistri, gida giivenligi, ¢evre izleme ve halk saglig1 gibi farkli disiplinlerde de genis bir
uygulama potansiyeline sahiptir. Potansiyometrik biyosensorler alanindaki son gelismeler,
yeni arastirmacilara mevcut sensor tiirlerine iliskin kapsamli bir genel bakis sunarken,
deneyimli uygulayicilar icin de giincel trendler ve yenilikler hakkinda o6zlii fakat
derinlemesine bir degerlendirme saglamaktadir. Bu egilimler arasinda nanomalzemelerin,
grafen tabanli yapilarin ve yeni immobilizasyon stratejilerinin kullanim1 6n plana ¢ikmakta;
ayrica saha veya ev ortamlarinda kullanilabilecek kiiciik boyutlu, esnek ve kendi kendine

enerji liretebilen cihazlarin gelistirilmesine yonelik calismalar giderek artmaktadir.

Bununla birlikte, potansiyometrik biyosensorler; girisim etkileri, karistirici degiskenler ve
karmasik analitik ortamlarda sinirli performans gibi ¢esitli zorluklarla kars1 karsiyadir.
Ayrica, bu yaklagimlar elektrot 6zellikleri ve elektrokimyasal prensipler hakkinda ileri diizey
bilgi gerektirdiginden, klinik uygulamalardaki yaygm kullanimin1 kisitlayabilmektedir.
Gelecekte sensor tasariminda gergeklestirilecek yenilikler ve disiplinler arasi isbirlikleri, s6z
konusu sinirliliklarin asilmasina katki saglayarak potansiyometrik biyosensorlerin tibbi tani
ve kisisellestirilmis tiptaki potansiyelini daha etkin bir sekilde ortaya ¢ikarabilecektir. Bu
cergevede, mevcut kisitlamalarin ve engellerin farkina varilmasi, bu teknolojilerin genis

capli benimsenmesi ve uygulanmasi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.
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Amperometrik sensorler, analit konsantrasyonuna bagh olarak sabit bir potansiyel altinda
gergeklesen redoks tepkimelerinin dl¢iimiine dayanmaktadir (Sekil 2.10). Enzimler, yiiksek
tepkime hizlari, secicilikleri ve immobilizasyon acisindan uygunluklart nedeniyle
biyosensorlerde siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, dogal enzimlerin protein temelli
yapilarindan kaynaklanan belirli dezavantajlari mevcuttur. Bu smirliliklarin agilabilmesi
icin, enzim benzeri katalitik Ozelliklere sahip nanomalzemeler olan nanozimler

gelistirilmistir (Tong ve digerleri, 2023).

Liu ve arkadaglari, tiikiiriik analitlerinin tespitine yonelik olarak dil basacagi ve dis ipi
tabanli yeni amperometrik biyosensorler gelistirmistir. Bu ¢alisma ile ilk kez bir dis bakim
aracina entegre edilmis amperometrik biyosensor iiretimi ortaya konmustur. Glukoz, hem
tiikiiriikte bulunmasi hem de biyosensor arastirmalarinda siklikla kullanilan tipik bir analit
olmasi nedeniyle sensoriin model analiti olarak se¢ilmistir. Ayrica, glukozun enzimatik yolla
oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan hidrojen peroksit (H20.), tlkiiriikte de dogal olarak
bulunabilen bir yan iiriin olarak degerlendirilmistir. S6z konusu bulgular umut verici
olmakla birlikte, sensor iiretim tekniklerinin optimize edilmesi, kablosuz iletisim i¢in baskil
devre kart1 (PCB) veya mikrogiplerle entegrasyonun saglanmasi ve algilama performansinin
gercek agiz ici kosullar ile iliskisini daha iyi anlamaya yonelik ek calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Sekil 2.10. Elektrokimyasal biyosensorlerin tiirleri ve genel mekanizmalari (Tong ve

digerleri, 2023)

Kondiiktometrik biyosensorler, sahip olduklari ¢ok sayida avantaj nedeniyle biyosensor
teknolojileri arasinda onemli bir yere sahiptir. Oncelikle, referans elektroda ihtiyag
duymamalar1 énemli bir pratik kolaylik saglamaktadir. Ayrica, diisiik genlikli alternatif
voltajda caligmalar1 elektrot ylizeyinde Faraday siire¢lerinin olusumunu engelleyerek
Ol¢iimlerde giivenilirligi artirmaktadir. Bunun yani sira, 1518a duyarsiz olmalar1 ve diisiik
maliyetli ince film teknolojisi ile kolaylikla minyatiirlestirilip farkli sistemlere entegre
edilebilmeleri bu sensorlerin 6ne ¢ikan ozellikleri arasinda yer almaktadir. Berketa ve
arkadaglari, analitik performansi artirmak amaciyla monoenzim oksidaz tabanli bir
biyosensdre ek bir enzim ilavesinin uygulanabilirligini arastirmis ve bu yaklasimin oksidaz
esasli kondiiktometrik enzim biyosensorlerinin optimizasyonunda etkili bir ydntem

sundugunu gostermistir (Berketa ve digerleri, 2023).
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Biyosensorlerin temel bilesenlerinden biri olan elektrot, biyomolekiillerin (enzimler,
antikorlar, niikleik asitler vb.) immobilizasyonu ve elektron transferinin saglanmasi
acisindan kritik bir rol iistlenmektedir. Genel olarak bir biyosensor, elektrokimyasal bir
dontistiiricii ile biyotanima elemanlarinin (enzimler, antikorlar ve nikleik asitler)

entegrasyonuna dayali olarak tasarlanmaktadir.

2.9.2. Elektrokimyasal biyosensorlerin ozellikleri

Biyosensorlerin performansi ve verimliligi, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi (IUPAC) tarafindan belirlenen yonergeler dogrultusunda, o6zgiil teknik ve
fonksiyonel 6zellikler ¢cercevesinde degerlendirilmektedir (Thévenot ve digerleri, 1999). Bir
biyosensoriin, farkli uygulama alanlarinda verimli ve uygun bir sekilde islev goérebilmesi,
sensOriin doniistiiriicli tipi ve numune karakterizasyonu gibi faktorlerin yani sira, sensoriin
performansin1 tayin eden ¢esitli parametrelere de baghidir. Bu parametreler arasinda,
dogrusal dinamik aralik, hassasiyet, tespit sinir1, segicililik, tekrarlanabilirlik ve yeniden
uiretilebilirlik, dogruluk, yanit siiresi, iyilesme siiresi, depolama kosullar1 ve dayaniklilik gibi
faktorler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu parametrelerin her biri, biyosensdriin genel islevselligini

ve giivenilirligini dogrudan etkileyen dnemli kriterlerdir (Bhalla ve digerleri, 2016).

Dogrusallik

Bir sensoriin dogrusalligi, kalibrasyon egrisinin ne kadar diiz bir dogruya yakin olduguna
gore belirlenir; diger bir ifade ile, sistemin dogrusalligi, kalibrasyon egrisinin bir dogruya

olan benzerligi ile dl¢iiliir.

Dogrusal dinamik aralik

Bir sistemde incelenen maddenin konsantrasyonunun belirlenmesi, biyosensoriin test
numunesinde dlgebilecegi maksimum ve minimum degerlerin kesin bir sekilde bilinmesine
dayanir. Bu sinirlar tespit edildikten sonra, bu verilere dayali olarak bir kalibrasyon grafigi
olusturulur ve bu grafik araciligiyla, test numunelerindeki analit konsantrasyonlari,
interpolasyon yontemi ile tayin edilebilir. Kalibrasyon grafigi, biyosensoriin analit

konsantrasyonunu dogrusal bir sekilde 6l¢ebilmesini saglar.

Hassasiyet

Hassasiyet, analitik tekniklerde kalibrasyon grafiginin egimi olarak tanimlanabilirken,

analitik hassasiyet, kalibrasyon grafiginin egiminin standart sapmaya boliinmesiyle
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hesaplanir (Bhalla ve digerleri, 2016 ; Skoog ve digerleri, 2014). Basit bir ifadeyle
hassasiyet, bir cihazin algilayabildigi en kii¢iik konsantrasyon veya miktar farkini ifade eder.
Kalibrasyon egrisinin dogrusal bolgesi, daha hassas sonuglarin elde edilmesinde genellikle
tercih edilir ve bu bolgedeki Ol¢timler, dogruluk ve gilivenilirlik acisindan daha yiiksek bir

giivence saglar.

Tespit sinir1 (Limit of Detection - LOD)

Bir maddenin varligini, yoklugundan (kor deger) ayiran esik miktar, belirli bir giiven
diizeyine dayali olarak tespit sinir1 olarak tanimlanir. Diger bir ifade ile, tespit sinir1, bir
biyosensoriin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde saptayabilecegi en diisiik analit
konsantrasyonunu belirler ve bu, sensoriin yeterli sinyal-giiriiltii oranma sahip olmasi
kosuluyla miimkiindiir (Bhalla ve digerleri, 2016 ; Skoog ve digerleri, 2014). Tespit sinir1
(LOD), genellikle, temel giirtiltii seviyesinin (kor numune standart sapmasi) ii¢ katinin (30)
sensOriin  egim duyarliligt (hassasiyet/analitik duyarlilik) degerine (m) boliinmesiyle
hesaplanir ve bu, analitik performansin kritik bir parametresidir. Diisiik sinyal-giiriiltii orani,

tespit sinirini kisitlayabilse de, sensoriin hassasiyetini artirabilir.

Secicilik

Bir sensoriin, potansiyel olarak interferans olusturabilecek tiirlerden kaynaklanabilecek
hatal1 sonuglar1 6nleme yetenegi, o sensoriin segiciligi olarak tanimlanir. Segicilik, alternatif
bir ifadeyle, bir reaktoriin iki veya daha fazla substrat arasinda ya da ayn1 substrat tizerindeki
farkli pozisyonlar arasinda ayrim yapabilme potansiyeli olarak da ifade edilebilir.
Biyosensor segiciligi, analiz edilen madde, kullanilan doniistiiriicti ve ¢6zeltinin pH degeri
olmak iizere ii¢ temel faktdrden etkilenir. Ornegin, antikor ve enzim temelli doniistiiriiciiler
genellikle tek bir analite 6zgililken, mikroorganizmalar gibi biyomolekiiller daha diisiik bir
Ozgiilliik sergiler (Bhalla ve digerleri, 2016 ; Skoog ve digerleri, 2014). Bu nedenle, antikor

ve enzim bazli biyosensorler daha yaygin bir kullanim alanina sahipken, mikroorganizmalar

gibi biyomolekiillerin kullanim1 daha sinirhdir.

Bununla birlikte, biyosensorlerin yanitlari, interferans olusturan bilesiklerin varlig ile
artirilabilir veya azaltilabilir. Yapisal ve/veya kimyasal agidan analiz edilen maddeye benzer
olan interferans tiirleri, genellikle biyosensor sinyalini yiikseltirken; immobilize edilmis
biyokatalizore karsi inhibisyon etkisi gosteren bilesikler, genellikle algilama elektrotunun

yanitinda belirgin bir diisiise neden olur.
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Yanit ve iyilesme zamani

Yanit siiresi, bir biyosensoriin laboratuvar 6l¢eginden endiistriyel Olcege tasinabilme
kapasitesini belirleyen kritik bir parametredir. Yanit siiresine etki eden faktorler arasinda
Oornegin sicaklik ve numune konsantrasyonu; biyoreseptoriin kalinligi, geometrisi ve
gecirgenligi; ayrica analiz karisiminin karigtirma hizi bulunmaktadir. Uygulamada, iki tiir
yanit siiresi birbirinden ayirt edilir: denge durumu yanit siiresi ve gegici yanit siiresi. Denge
durumu yanit siiresi, yanit sinyalinin sabit durum degerinin %95'ine ulagmasi i¢in gereken
zaman dilimi olarak tanimlanirken; gecici yanit siiresi, yanit sinyalinin tiirevine ulagmasi
icin gereken zaman dilimi olarak tanimlanir. Hizli bir yanit siiresi, ger¢ek zamanli veya

stirekli izleme uygulamalari i¢in 6nemlidir.

Iyilesme zamanu ise, iki ardisik 8l¢iim arasinda gereken minimum zaman araligim ifade eder.
Bu siire, biyoreseptoriin tiirli, kalinlig1, gegirgenligi ve analit konsantrasyonu gibi faktorlere

bagli olarak degiskenlik gosterir.

Dayaniklhilik

Biyosensorlerin analitik performans degerlendirmesinde, 6zgiilliik, hassasiyet, dogruluk ve
tekrar edilebilirlik gibi temel parametrelerin yan1 sira dayaniklilik (ruggedness) da énemli
bir kalite kriteridir. Dayaniklilik, bir biyosensoriin kiiciik fiziksel (sicaklik, titresim, nem
vb.) veya elektriksel (gerilim degisimleri, sinyal giiriiltiisii vb.) degiskenliklere kars1
duyarliligini yitirmeden, kalibrasyon sapmasi gostermeden ¢alisabilme kapasitesini ifade
eder. Bu 6zellik, 6zellikle saha kosullarinda ya da farkli laboratuvar ortamlarinda tutarlt ve

giivenilir veri elde edebilmek agisindan kritik oneme sahiptir.

Tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik

Bir algilama sisteminin, degisen o6l¢iim kosullar1 altinda ayni sonuglari verme yetenegi
tekrarlanabilirlik olarak tanimlanir. Tekrar tiretilebilirlik, belirli bir zaman dilimi i¢inde ayn1
girislerin tekrarlanmas1 sonucu elde edilen c¢iktinin tutarhiligini ifade eder. Yiiksek
tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik, biyosensorlerin giivenilirligini artirirken, sistemin

performansini da iyilestirir (Miller ve Miller, 2000).

Dogruluk

Bir algilama sistemi, dogrulugu, Ol¢limiin dogrulugunun, referans bir Olgiimle

dogrulanabilmesiyle degerlendirilir. Dogruluk, biyosensoriin bir standart ol¢iim ile
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karsilastirilmas1 veya daha hassas bir sistemle karsilastirilmasi yoluyla dogrulanabilir. Bu
ozellik, biyosensorlerin uygulamalarinda giivenilir sonuglar elde edilmesini saglar (Miller

ve Miller, 2000).

Depolama ve calisma kararliligi

Kararlilik, biyosensoriin zaman igerisindeki temel deger degisikliklerini veya
hassasiyetindeki sapmalar1 ifade eden bir olgiittiir. Ticari degere sahip biyosensdrler, zaman
icinde kabul edilebilir bir kararliliga sahip olup, yiiksek hassasiyet ve se¢icilik sunar.
Biyosensor kararhiligi, ¢alisma ve depolama kararliligl olmak tizere iki farkl sekilde ele
alinabilir. Caligma kararliligi, sicaklik, pH, organik ¢oziicliler ve biyoreseptor
immobilizasyonu gibi faktorlerden etkilenir. Depolama kararliligi ise, biyosensoriin
depolama kosullar1 (kuru ya da nemli ortamda), kullanilan tamponun bilesimi, pH degeri ve

sicaklik gibi faktorlere baghdir. .

Sonug olarak, ideal bir biyosensor, yiiksek secicililik, hassasiyet, tekrarlanabilirlik,
giivenilirlik ve kararliliga sahip olmali, nem ve sicaklik gibi cevresel faktorlere kars: diisiik
bir duyarlilik gostermeli, kolay kalibrasyona ve kullanima imkan tanimali, dayanikli ve uzun

omiirlii olmali, taginabilir ve kisa tepkime siiresi ile iyilesme siiresine sahip olmalidir.
2.10. Biyosensor Uygulamalar:

Elektrokimyasal yontemlerle tespit edilebilen elektroaktif analitleri kapsayan ve yiiksek
dogruluk, kesinlik, duyarlilik ile segicilik gerektiren ¢ok sayida arastirma problemi, bu
ozellikleri karsilayabilen ¢oziimler talep etmektedir. Bu baglamda, s6z konusu problemlerin
¢Oziimiinde kullanilan yontemler, genel olarak elektroanalitik teknikler olarak

adlandirilmaktadir.

Biyosensorler, cok ¢esitli alanlarda genis bir kullanim alanina sahip olup, bu alanlar arasinda
point-of-care tan1 yontemleri, genetik hastaliklarin (kanser, diyabet gibi) teshisi, biyolojik
numunelerde analitlerin tespiti ve degerlendirilmesi, ¢evresel izleme, ila¢ kesfi, toprak
kalitesinin izlenmesi, su yonetimi ve gida kalite kontrolii gibi 6nemli uygulama alanlari

bulunmaktadir (Bhalla ve digerleri ,2016 ; Karunakaran ve digerleri, 2015) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Biyosensorlerin farkli alanlardaki uygulamalari.

Elektrokimyasal bazli transdiiksiyon sistemleri genellikle saglamliklari, uygulama
kolayliklari, tasmabilirlikleri ve diisiik maliyetleri ile karakterize edilirler. Elektrokimyasal
biyosensorlerde elektrotlarda kullanilan malzemeler arasinda camsi karbon, karbon macunu,
grafit kompozitler, karbon/grafit formiilasyonlari, karbon nanotiipler, grafen ve altin gibi
malzemeler yer almaktadir. Hem laboratuvar hem de ticari 6lgekte kolay ve tekrarlanabilir
iretimleri sayesinde, serigrafi baskili elektrotlar (SPE'ler) 6l¢iim elemani olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir (Taleat ve digerleri, 2014). Fonksiyonellestirilmis veya
fonksiyonellestirilmemis ¢esitli SPE tiirleri artik ticari olarak mevcuttur ( Gwent Group Ltd),
bircok laboratuvarin ise kendi tesislerinde iiretim yapma olanagi bulunmaktadir. Ancak,
yalmizca elektrotun konfigiirasyonu ve kullanilan malzemeler degil, ayni zamanda

biyoreseptdriin elektrot ylizeyinde sabitlenmesi de hayati 6nem tagimaktadir.
2.11. Biyosensor Uygulamalarinda Elektrokimyasal Tespit Teknikleri
2.11.1. Elektrokimyasal tespit teknikleri

Dongiisel voltametr1 (CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), Sekil 2.12°de
gosterildigi gibi, son on yilda elektrokimyasal biyosensorlerde en yaygin kullanilan teknikler
olarak ortaya c¢ikmistir. Bu, CV'nin basitligi ve elektrokimyasal tepkimeler hakkinda
saglayabilecegi bilgi zenginligi ve EIS'nin elektrot-¢ozelti arayliziiniin kantitatif
karakterizasyonundaki kullanishilig: ile iliskilendirilebilir. Bir diger faktor ise, hem EIS

donanim o6zellikleri hem de elde edilen spektrumlarin verimli bir sekilde uygulanmasi igin
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yazilim araglar1 sunan ucuz bilgisayar kontrollii potansiyostatlarin yaygin olarak
bulunabilmesidir. Bunlari amperometri ve darbe voltametrisi teknikleri - diferansiyel darbe
voltametrisi (DPV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) yakindan takip eder. Bir diger ilging

nokta ise, Ortiisme Orneginde gorildiigii gibi, birden fazla teknigin genellikle bir arada

kullanilmasidir.
Amperometri
cv ( EIS
SWA&DPV

Sekil 2.12. Son 10 yilda (1 Ocak 2015-1 Ocak 2025) biyosensor yayinlarinda goriilen

yaygin elektrokimyasal tekniklerin goreceli sikligin1 gésteren orantili Venn diyagrami.

Venn diyagrami olusturulurken derlemeler harig tutulmustur. Ortiismeler, iki veya daha fazla
teknigin kullanildigi makaleleri temsil eder; SWV&DPV ile Amperometri arasindaki

ortiisme yaklasik %20'dir ancak geometrik nedenlerden dolay1 gosterilmemistir.

Yukarida belirtilen en yaygin teknikler, uygulanan farkli voltajlar altinda akimin dl¢tilmesini
icerdiginden, deneysel verilerin dogru yorumlanmasi i¢in Faradaik ve Faradaik olmayan
tepkilerin ayrimi esastir (Biesheuvel ve digerleri, 2021). Bir Faradaik siire¢ genellikle
elektrot/elektrolit araylizii boyunca yiik transferiyle iliskilidir. Bu baglamda, Faradaik akim
gercek elektrokimyasal reaksiyonlar1 temsil eder ve elde edilen i-V egrisi (polarizasyon
egrisi), tepkime ve kiitle transfer kinetiginin belirli bir etkilesimiyle iliskilendirilebilir. Diger
yandan, Faradaik olmayan bir siireg, elektrot ve ¢ozelti tarafindan olusturulan bir kapasitoriin
sarj edilmesini temsil eder ve yiiklii tiirlerin redoks durumlarim1 degistirmeden arayiizde
biriktigi tiim siireglerin (¢ift katmanli kapasitif tepki ve adsorpsiyon gibi) katkilarini igerir.
Bu nedenle, Faradaik olmayan siiregler cihaz boyunca siirekli dogru akim saglayamaz,

PR

bunun yerine elektrot potansiyeli her degistiginde gecici bir akim ortaya ¢ikmasina neden
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olur. Faradayik olmayan siirecler o-V egrisi (ylizey ylikii - uygulanan voltaj) ile daha iyi

tanimlanir.

Amperometrik yontem

Amperometrik sensorler genellikle, WE potansiyelinin, elektrokimyasal tepkimenin
gerceklesmedigi bir degerden elektrot yiizeyindeki elektroaktif konsantrasyonunun sifira
distiigii bir degere yiikseltilmesi ile ortaya c¢ikan akimin Olgiilmesine dayanan
kronoamperometriyi (Sekil 2.13) kullanir (Wang, 2006). Potansiyel adim1 kaginilmaz olarak
Faradayik olmayan bir akim tepkisi olustursa da, ¢ozelti direnci ve ¢ift katmanl kapasitans
tarafindan tanimlanan karakteristik zamanla (t = RS-Cdl) iissel olarak azalir ve bu siire
genellikle bir milisaniyenin altindadir. Bu nedenle, elde edilen i-t egrisinin ilk yaklasik 100
ms'sini atlamak, Faradayik olmayan katkiy1 dislamak ve kalan egriyi Cottrell denklemine
uydurmak i¢in genellikle yeterlidir. Cogu amag igin, Cottrell denklemindeki akimin
genliginin, herhangi bir zamandaki ilgili elektroaktif tiirlerin kiitle konsantrasyonuyla dogru
orantili oldugu gercegini kullanmak ve 6rnegin, dl¢iilen akimin belirli bir zaman araliginda
ortalamasimi almak yeterlidir (Pedersen ve digerleri, 2023). Amperometri, enzimatik ve
enzimatik olarak etiketlenmis biyosensorlerde sinyal okumasi i¢in yaygin olarak kullanilir.
Bu durumda, tipik olarak, ayn1 elektroaktif tiirler hem enzimatik redoks isleminde hem de
elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal islemlerde rol oynar. Olgiilen elektrokimyasal akim,
elektroaktif tlirlerin konsantrasyonunu veya sabitse, immobilize edilmis enzim miktarini
belirlemek i¢in kullanilabilir. Ayrica, bir sensorde yiliksek hassasiyet elde etmek i¢in,
elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal tepkimenin hizli kinetigini saglamanin 6nemli oldugu
unutulmamalidir. Cogu durumda, bu, elektrotun indirgenmis GO, metal NP'ler ve CNT'ler
gibi nanomalzemelerle modifiye edilmesiyle elde edilebilir. Kronoamperometri, lakkaz veya
tirozinaz enzimleri kullanilarak katekol ve diger fenolik bilesikleri 6l¢gmek i¢in kullanilirken
(Vlamidis ve digerleri, 2017), kolesterol, kolesterol oksidaz ve kolesterol esteraz
kullanilarak ol¢iilmiistiir (L1 ve digerleri, 2019). HRP, sarap ve ¢esitli biyobelirteclerdeki
Brettanomyces bruxellensis maya hiicrelerinin konsantrasyonlarint 6lgmek icin 1lgili
antikorlarla birlikte bir etiket olarak kullanilmistir (Villalonga ve digerleri, 2019 ; Pedersen
ve digerleri, 2023). Amperometrik sensorlerin dnemli bir avantaji, sensor tasarimi, dlglim
protokolii ve donanim uygulamasi acisindan basitliklerinin yam1 sira miikemmel
hassasiyetleridir. Bu, onlar kisisel glikoz sensdrleri icin tercih edilen yontem haline getirir

(Saha ve digerleri, 2023). Diger yandan, yontem ayni potansiyel araliginda yiikseltgenebilen
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veya indirgenebilen bilesiklerden ve yiizey bozulmasindan kaynaklanan girisime egilimlidir

ve bu da dlgiilen akimi sinirlayabilir.

Dongiisel voltametri (CV)

Dongiisel voltametri (CV) (Sekil 2.13), iggen bir dalga formu kullanilarak ¢aligma elektrodu
(WE) potansiyelinin dogrusal taranmasini igerir (Elgrishi ve digerleri 2018 ; Wang, 2006).
Bu teknik, elektrokimyasal tepkime hakkinda zengin bilgi saglar; tepkimenin resmi
potansiyeli, elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu, tepkimenin geri dondiiriilebilirlii ve
kinetik parametreleri, elektroaktif tlirlerin indirgenmis ve yiikseltgenmis formlardaki
kararlilig1 vb. ve yalnmizca sensor calismasi i¢in degil, ayn1 zamanda karakterizasyon ve

optimizasyon amaglari i¢in de kullanilir.

Elektrokimyasal biyosensorler {izerine yapilan c¢aligmalarin ¢ogu, Sekil 2.13'den de
goriilebilecegi gibi, CV oOlclimlerini diger yontemlerle birlikte icermektedir. Amperometrik
sensorlerle karsilastirildiginda, birden fazla elektroaktif bilesenin mevcut olmast durumunda
CV ile farkli potansiyellerdeki bazi ozellikler gozlemlenebilir. Ancak bu, kiigiik tepe
noktalarinin tespit edilmesine ve tepe akimlarinin ve tepe konumlarinin dogru bir sekilde
belirlenmesine dayanir. Bunun i¢in elde edilen CV egrilerinde Faradayik ve Faradayik
olmayan akimlarin ayrilmasi esastir; bu genellikle arka plan egiminin ¢ikarilmasiyla elde
edilir. Ancak bu islem hassastir ve 6zellikle yiliksek tarama hizlarinda hem tepe akiminda
hem de pozisyonda 6nemli belirsizlik yaratabilir. Bu nedenle, temel bilesen analizi, kismi en
kiictik kareler regresyonu ve yapay sinir aglart gibi modern hesaplamali isleme yontemleri,
CV'yi ¢ay, amino asit karisimlar1 veya bira gibi karmasik ¢ok bilesenli sistemlerin analizi
i¢cin tercih edilen bir yontem haline getirmektedir (Liu ve digerleri, 2014 ; Roselld ve

digerleri, 2020).
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Sekil 2.13. Elektrokimyasal biyosensorlerde yaygin 6l¢tim teknikleri (Liu ve digerleri,
2014 ; Rosello ve digerleri, 2020).

Diferansivel darbe voltametrisi (DPV) ve Kare dalga voltametrisi (SWYV)

DPV ve SWV (Sekil 2.13), darbeli voltametrik tekniklerin en sik kullanilan iiyeleridir. Bu
tekniklerin genel fikri, voltajin kii¢iik adimlarla degistirilmesi ve akim dlgiimlerinin voltaj
adimindan sonra genellikle yaklagik 50 ms'lik belirli bir gecikmeyle gergeklestirilmesidir.
Bu sekilde, ¢ift katmanli kapasitoriin sarj edilmesiyle ilgili faradayik olmayan (sarj) akimlar
bliyiik oOlctide bastirilir. Ayrica, hem DPV hem de SWV'de akim, ileri ve geri darbe
cephelerinden sonra iki kez Olgiiliir ve bu da sarj akimlarinin daha da giiclii bir sekilde
bastirilmasiyla diferansiyel bir Olglime yol agar. Yontem, s6z konusu analitin
indirgenmesi/yiikseltgenmesi dogrudan veya bir redoks probuna uygulanabilir. Ikinci
durumda, analitin baglanmas:1 iizerine ylizey Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler
Ol¢iiliir. Liu ve arkadaslari, nokta-iizeri-tan1 (PoC) ortamina uygun olarak tiikiiriikteki
kortizoliin tespiti i¢in bu yaklagimi kullanarak bir sensor gelistirmiglerdir. Caligmada, ferro-
/ferrisiyaniir redoks probu esliginde diferansiyel puls voltametrisi (DPV), anti-kortizol
antikorlar1 ile fonksiyonlandirilmis AuNP/MoS2/AuNP tabakasiyla modifiye edilmis karbon
esaslt tek kullanimlik ekran baskili elektrot (SPE) tizerindeki degisimleri izlemek amaciyla

uygulanmistir. Bu yontem, SPE elektrotlu taginabilir ve akilli telefon tabanli bir sistemle



55

dahi kullamildiginda, nM alt1 diizeylerde kortizol i¢in diisiik bir tespit limiti (LOD)
saglamistir (Liu ve digerleri, 2014). Analitlerin dogrudan elektrooksidasyonuna iliskin bir
ornek ise Sakthivel ve arkadaslari tarafindan sunulmustur. Yazarlar, askorbik asit, dopamin
ve Urik asit karisimi i¢in ylizlerce nM diizeyinde LOD degerleri elde etmis ve her bir bilesene
karsilik gelen 1y1 tanimlanmig DPV tepeleri raporlamislardir (Sakthivel ve digerleri, 2024).
Akim 6lgiimiine dayal1 diger tekniklerde oldugu gibi, daha yiiksek ¢oziiniirliikk ve diisiik
LOD elde edebilmek i¢in hem elektrokimyasal tepkime hizinin hem de elektrot yiizey
alaniin artirilmasi gereklidir. Bu amagla, ticari olarak temin edilebilen bir karbon SPE
tizerine altin nanoparcaciklart (AuNP) ile dekore edilmis karbonize elektroegirilmis

nanolifler biriktirilmis ve boylece performans iyilestirilmistir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) (Sekil 2.12), kiigiik genlikli siniizoidal bir
uyarma uygulanarak ve uyarilan akim, genlik ve faz 6l¢iilerek gergeklestirilir (Wang, 2006
; Wang ve digerleri 2021). Buna dayanarak, karmagik empedans hesaplanir ve bu, genellikle
empedansin sanal (Z") ve gercek (Z') kisimlarinin sirasiyla dikey ve yatay eksenler boyunca
cizildigi Nyquist grafigi olarak c¢izilir. Bu grafikten esdeger bir elektrik devresi
olusturulabilir. Faradayik ve Faradayik olmayan akimlarin ayrilmasi acisindan, bu, teknigin
Oonemli bir avantajini temsil eder; clinkii farkl fiziksel olaylarla ilgili ¢esitli kapasitif ve
rezistif katkilar: elektrot-cozelti arayiiziinde ¢ift katman, yiik transferi, difiizyon,
adsorpsiyon ve kagak kapasitanslar devre bilesenlerine atanabilir ve ayr1 ayri belirlenebilir.
Bu nedenle EIS, CV ile birlikte elektrot ylizeyini ve modifikasyon/immobilizasyon

prosediirlerini karakterize etmek i¢in rutin bir yontem haline gelmistir.

Tipik olarak, EIS 6l¢iimleri elektrot-¢ozelti arayiizii boyunca gerceklestirilir, ¢ozeltiye iyi
karakterize edilmis bir redoks probu (ferro-/ferrisiyaniir veya ferrosen) eklenir ve deney
probun formal potansiyeline yakin bir noktada gerceklestirilir. Bu yaklasim, Bahner ve
arkadaslar1 tarafindan gosterilen doksorubisin tespiti i¢in aptamer tabanli empedans
biyosensoriinde uygulanmistir. Yazarlar, doksorubisinin aptamer tabakasina baglanmasi
tizerine ferro-/ferrisiyaniir redoks probu i¢in yiik transfer direncinde bir artig 6lgmiislerdir
(Bahner ve digerleri, 2018). Sensor, 31 nM ile 125 nM arasindaki doksorubisin
konsantrasyon araliginda ve 28 nM'lik LOD'da dogrusal davranig gostermistir. Diger

yandan, EIS 6l¢timleri i¢ ige gecmis elektrot parmaklari arasindaki diizlemsel bir geometride
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de gergeklestirilebilir. Bu yaklagimin yakin tarihli bir uygulamasi Panagopoulou ve
arkadaslar1 tarafindan raporlanmistir. Calismada, iyonlarin varliginda daha kiiciik
fragmanlara ayrilan DNAzimler kullanilarak Pb** ve Cr** iyonlarinm tespiti
gerceklestirilmistir. DNAzimler, mikrofabrike edilmis altin i¢ ige gegcmis elektrotlarin
tizerine biriktirilmis platin nanopargacik (PtNP) filmi lizerine immobilize edilmistir. Analit
iyonlarma maruz birakilan sistemde, Pb** ve Cr** iyonlar1 i¢in sirastyla 0,8 nM ve 10 nM
diizeyinde tespit limitleri (LOD) elde edilmis ve bu siire¢ elektrotlar arasi empedans artist

ile dogrulanmistir (Panagopoulou ve digerleri, 2024).
2.12. Elektrokimyasal Biyosensérler icin Yiizey Immobilizasyon Yéntemleri

Biyolojik tiirlerin biyolojik veya biyokimyasal siire¢lerde niceliksel ve niteliksel olarak
belirlenmesi, tip, eczacilik, gida, ¢evre ve biyoteknoloji gibi alanlarda biiylik Onem
tasimaktadir. Bu nedenle biyosensdrlerin gelistirilmesi her zaman ilgi ¢ekici ve popiiler bir
aragtirma konusudur. Genel olarak biyosensorler, se¢ici bir analit ara yiizii veya bir

biyoreseptdr ile bir transdiiserden olusur.

Biyoreseptor, hedef analit molekiiliine 6zgiil olarak baglanan veya onu taniyan biyolojik
veya biyomimetik bir materyaldir. Transdiiser ise, bu etkilesimi algilanabilir bir analitik
sinyale dontstiirir. Hedef analit mevcut oldugunda, biyoreseptor ile analit arasindaki

etkilesim, transdiiser araciligiyla sinyal iiretimi ve amplifikasyonunu tetiklemektedir.

Biyosensor gelistirmede kullanilan biyotanima elemanlar1 arasinda proteinler (enzimler,
antikorlar), niikleik asitler (DNA, RNA), tiim hiicreler veya hiicresel bilesenler bulunur.
Biyotanima elemanlarma goére biyosensorler; enzim bazli biyosensorler, antikor bazli
biyosensorler, afinite bazli biyosensorler, niikleik asit biyosensorleri ve tiim hiicre

biyosensorleri olarak siiflandirilir.

Kullanilan transdiisere bagli olarak ise biyosensorler; optik biyosensorler, piezoelektrik
biyosensorler, iyon duyarli biyosensorler, kalorimetrik biyosensorler ve elektrokimyasal
biyosensorler olarak kategorize edilir. Bu smiflandirmalar arasinda elektrokimyasal
biyosensorler, diistik liretim maliyeti, yliksek duyarlilik ve kullanim kolaylig1 gibi avantajlar
nedeniyle one ¢ikmaktadir. Elektrokimyasal biyosensorler, elektrokimyasal tekniklerin

analitik giiclinii biyoreseptorlerin 6zgiilliigii ile birlestirir.

Tespit mekanizmasi, biyotanima eleman ile analit arasindaki etkilesim sirasinda elektron

gibi elektrokimyasal tiirlerin tiiketilmesi veya iretilmesi ve bunun sonucunda
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elektrokimyasal bir sinyal olugmasina dayanir. Bu sinyal, elektrokimyasal transdiiser
tarafindan algilanir. Elektrokimyasal biyosensorler bulanik ortamlarda calisabilir, yiiksek
duyarlilifa sahiptir, minyatiirlestirmeye daha uygun olmakta ve en yaygin kullanilan

biyosensor sinifini olusturmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorlerde, hedef molekiillerin niceliksel ve niteliksel bilgileri voltaj
veya akim seklinde elde edilir. Bu prensibe gore biyosensdrler; potansiyometrik
biyosensorler (voltaj Olgen) veya amperometrik biyosensorler (akim oOlgen) olarak
siiflandirilir. Analit konsantrasyonu, bilinen konsantrasyonlardaki ¢ozeltilere karsilik gelen

6l¢iilen akim ile biyosensoriin kalibre edilmesi yoluyla belirlenir.
2.12.1. Yiizey immobilizasyonunun gerekliligi

Tim elektrokimyasal biyosensorler, elektrot ylizeyinde gergeklesen biyolojik etkilesimi
tespit etmeye dayanir. Sensoriin hassasiyeti, kararliligi, tekrar kullanilabilirligi, 6zgulligi
ve maliyeti, biyotanima elemaninin Ozelliklerine ve onun erisilebilirligi/reaktivitesine
baghdir. Elektrokimyasal biyosensorlerin islevsel mekanizmasi géz Oniine alindiginda,
elektrot yiizeyinin uygun sekilde modifiye edilmesi performans agisindan kritik bir

faktordur.

Yiizey modifikasyonu, biyoreseptorlerin uygun sekilde immobilizasyonunu saglamakla
kalmaz, aym1 zamanda sinyal-giiriiltii oranini iyilestirerek hassasiyeti artirir. Daha da
onemlisi, yiizeyin fonksiyonellestirilmesi, analitin veya diger bilesenlerin istenmeyen 6zgiil
olmayan baglanmasimni azaltmaya yardimci olur. Ayrica, biyomolekiillerin yiizeydeki
konformasyonu, biyosensoriin hassasiyetini ve segiciligini belirlemede 6nemli bir rol oynar.
Baska bir ifade ile, biyosensor performansi biiyiik Olc¢lide ylizey modifikasyonunda
kullanilan malzemelere ve biyoreseptorlerin immobilizasyonunda uygulanan yiizey kimyasi

veya fonksiyonellestirme yontemine baglidir.

Elektrokimyasal biyosensorlerde biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in kullanilan ¢esitli
elektrot yiizeyleri arasinda silikon, cam, altin, karbon nanotiipler (CNT), iletken polimerler
ve grafen bulunmaktadir. Literatiirde farkli ylizey modifikasyon stratejileri mevcuttur ve her
bir modifikasyon yontemi biyosensor performansini farkl sekilde etkileyebilir. Uygulanan

immobilizasyon yontemi, kullanilan alt tabakaya gore degisiklik géstermektedir.
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Ozgiil-6zgiil olmayan baglanma

Biyomedikal sensorlerde en kritik parametrelerden biri, hedef analite karsi gosterilen
Ozgiilliiktiir. Reseptor—analit etkilesimi “6zgiil baglanma” olarak tanimlanirken, sensor
ylzeyinde reseptor dis1 bolgeler veya farkli molekiillerle gerceklesen etkilesimler “6zgiil
olmayan baglanma” olarak adlandirilmaktadir (Bongrand, 1998). Antijen—antikor etkilesimi
ya da niikleik asit temelli sensoérlerde DNA/RNA zincirlerinin tamamlayici eslesmesi, 6zgiil
baglanmaya Ornek teskil etmektedir. Bu tiir etkilesimler, analitin reseptor yiizeyindeki
tamamlayict  fiziksel ve kimyasal Ozelliklerle uyum gostermesi durumunda
gerceklesmektedir. Ancak biyolojik ornekler, proteinler, biyolojik sivilar ve girisim
potansiyeline sahip molekiiller gibi karmasik bilesenler igerdiklerinden, elektrot yiizeyinde
istenmeyen 6zgiil olmayan adsorpsiyon (NSA) meydana gelebilmekte ve bu durum hatali
sinyallerin olusmasina neden olabilmektedir. Ozgiil olmayan baglanma, herhangi bir &zgiil
reseptor araciligi olmaksizin biyomolekiillerin kovalent olmayan sekilde yiizeye
tutunmasiyla gerceklesir ve cogunlukla hidrofobik veya elektrostatik etkilesimlerden
kaynaklanir. Hidrofobik 6zellik gdsteren molekiiller ylizeye tutunarak bu tiir baglanmaya
neden olurken, elektrostatik etkilesimler ise analitin elektriksel yiikii ve ortamin iyonik
giicline bagli olarak yiizey—analit arasindaki ¢ekim ya da itme kuvvetleri araciligiyla ortaya
cikmaktadir. Biyosensorlerde goriilen 6zgiil olmayan adsorpsiyon, yiizeyde biyokirlenmeye
(biofouling) yol agarak yanlis sinyallerin artmasina sebep olmakta, 6zellikle isaretsiz (label-
free) sensorlerde onemli bir sorun olusturmaktadir (Sadana ve Chen, 1996). Bu nedenle
ozgiil olmayan baglanmayi azaltmaya yonelik cesitli stratejiler gelistirilmistir. Ornegin inert
elektrot yiizeylerinin kullanilmasiyla arka plan sinyalinin diistiriilmesi, elektrotlarin bovin
serum alblimini (BSA) gibi engelleyici ajanlarla kaplanmasi veya Tween-20 gibi deterjanlar
ile yikama adimlarinin uygulanmasi bu stratejiler arasinda yer almaktadir. Tim bu
yaklasimlar, sensor yiizeyinde biyomolekiillerin dogal konformasyonlarini ve biyokimyasal
aktivitelerini koruyarak immobilizasyonunu saglayabilecek yiizey modifikasyon

yontemlerinin gelistirilmesine olan gereksinimi ortaya koymaktadir.
2.12.2. immobilizasyon

Bir reseptoriin (DNA, enzimler, antikorlar ve hiicreler) elektrot ylizeyine immobilizasyonu,
elektrokimyasal biyosensérler icin kritik bir adimdir. Ozgiil baglanma olaylarindan elde
edilen sinyali dogrudan etkilerken, biyosensoriin kararliligini ve uygulanabilirligini de

etkiler. Reseptdriin aktivitesini koruyan, baglanmay1 kolaylastirmak i¢in uygun reseptor
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yonelimini saglayan ve elektrot ylizeyinde iyi bir reseptér yogunlugu saglayan uygun bir
immobilizasyon yontemi se¢mek Onemlidir (Luppa ve digerleri, 2001; Mollarasou ve

digerleri, 2019 ; Pedersen ve digerleri, 2025).

Herhangi bir immobilizasyon veya yilizey modifikasyonu gerceklestirmeden oOnce, iyi
elektrokimyasal performans ve yiiksek immobilizasyon yogunlugu elde etmek igin elektrot
ylzeyinin mekanik ve/veya elektrokimyasal olarak temizlenmesi onemlidir (Fischer ve

digerleri, 2009 ; Lee ve digerleri, 2016 ; Stan ve digerleri, 2022).

Sekil 2.14°de belirtildigi gibi immobilizasyonu gergeklestirmek i¢in birden fazla teknik
kullanilabilir ve bu teknikler, etkilesimlere bagli olarak iki kategoriye ayrilabilir: fiziksel
adsorpsiyon ve kimyasal adsorpsiyon. Fiziksel adsorpsiyon, van der Waals kuvvetleri gibi
zay1f etkilesimlere dayanirken, kemisorpsiyon kovalent baglar gibi kuvvetli etkilesimlere
dayanir (Pedersen ve digerleri, 2025). Yiizeyi degistirmek, fonksiyonel gruplar olusturmak
ve daha iyi tekrarlanabilirlik, kararlilik ve performans saglamak i¢in immobilizasyon
amactyla birden fazla teknik kullanmak veya birlestirmek yaygindir (Aydogdu Tig ve
digerleri, 2020 ; Leva-Bueno ve digerleri, 2022).
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Sekil 2.14. Cesitli immobilizasyon yontemlerinin genel goriinlimii ve grafiksel temsilleri.

(Pedersen ve digerleri, 2025).
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Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel (pasif) adsorpsiyon

Bu tip immobilizasyon, bir reseptorii elektrot yiizeyine baglamak i¢in en basit yontemdir.
Baglanma, elektrostatik ve hidrofobik kuvvetler, hidrojen bagi ve van der Waals
etkilesimleri  gibi  zayif etkilesimler yoluyla gergeklesir. Yeterince yliksek
konsantrasyonlarda, bu yontem kullanilarak yiizeyde bir tabaka olusturmak miimkiindiir.
Adsorplanan tabakanin kalitesini etkileyen cesitli faktorler vardir; bunlar arasinda elektrot
ylzeyinin kirlenmesi, reseptoriin yetersiz oryantasyonu nedeniyle baglanma bolgelerinin
tikanmasi ve reseptoriin kismi denatiirasyonu sayilabilir. Adsorpsiyon, reseptorlerin rastgele
oryantasyonunun bir sonucu olarak desorpsiyon degisikliklerine yol agabilir. Bu faktorler,
daha diisiik hassasiyet, tekrarlanabilirlik, kararlilik ve stabiliteyi azaltarak onu daha az
verimli bir biyosensor haline getirir. Ancak, yapisi, siireci, diisiik maliyeti ve uygulama
kolaylig1 nedeniyle bu durum hala yaygin olarak kabul edilmektedir (Mollarasouli ve
digerleri, 2019 ; Es ve digerleri, 2015 ; Pedersen ve digerleri, 2025 ; Smutok ve Katz, 2022).

Cogu durumda, adsorpsiyon immobilizasyon siirecinde ara bir adim gorevi gordir.
Reseptorleri dogrudan yiizeye adsorbe etmek yerine, yiizeye giiclii bir afinitesi olan
malzemeler (6rnegin piren bilesikleri, karboksimetil dekstran, altin nanopartikiilleri
(AuNP'ler) ve digerleri) once adsorbe edilir. Daha sonra, mevcut fonksiyonel gruplara bagli
olarak, reseptor liste adsorbe edilebilir veya ¢apraz baglama veya karbodiimid kimyasi gibi
yontemlerle kovalent olarak baglanabilir (Damiati ve digerleri, 2019 ; Parkash ve digerleri,
2020 ; Yaiwong ve digerleri, 2023). Diger bir segenek ise, yiizeyi 6zgiil afiniteye (kilit-
anahtar etkilesimi) sahip proteinlerle kaplamak ve ardindan bu kaplamay1 Protein A veya G
ve (strept)avidin-biyotin (Parkash ve digerleri, 2020) gibi bir reseptore baglanmak ve
yonlendirmek i¢in kullanmaktir. Elshafey ve ark. ile Kausaite-Minkstimiene ve ark.
antikorlarin yonlendirilmis baglanmasini artirmak icin Protein G'yi kullandi ve bunun
sonucunda analit i¢in artan bir baglanma kapasitesi elde edildi (Elshafey ve digerleri, 2013
; Kausaite-Minkstimiene ve digerleri, 2010). Reseptor yonlendirilmis oldugunda, sinyalin

rastgele baglanmadig1 duruma kiyasla 11 kat daha yiiksek oldugunu gozlemlediler.
Tuzaklama

Alternatif bir yaklasim, bir reseptdriin polimer matriksi i¢inde, 6rnegin hidrojel, sol-jel veya

kitosan i¢ine hapsedilmesidir. Reseptor, polimerin yapi taslari ile karigtirildiktan sonra,
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polimerizasyon/jellesme ya (1) kimyasal bir tepkime ile ya da (2) sicaklik veya pH gibi
cevresel kosullardaki bir degisiklikle baglatilabilir; bu da reseptoriin hapsedilmesini

kolaylastirir.

Tuzaklama ydntemi, pasif adsorpsiyona kiyasla kimyasal inertlik, mekanik sertlik, daha
yiiksek termal kararlilik ve denatlirasyonun azaltilmasi gibi ¢esitli avantajlar sunarken ayni
zamanda hazirlmast da kolaydir. Ek bir avantaji ise tuzagin(hapsetmenin) diisiik
sicakliklarda yapilabilmesi ve gozenekliligi hassas bir sekilde ayarlanabilen seffaf jeller elde
edilmesidir (Imam HT ve digerleri, 2021 ; Mollarasouli ve digerleri, 2019 ; Naresh ve Lee,
2021).Ancak, matriksin gozenekliligi yeterli degilse, bu difiizyon kisitlamalarina yol acacak
ve bu da duyarliligi diisiirerek biyosensor performansini olumsuz etkileyecektir. Diger
yandan, gozenek boyutu ¢ok biiylik olursa, reseptoriin sizmasina neden olacaktir (Imam ve

digerleri, 2021).

Bessueille ve digerleri (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, oligoniikleotid
biyomolekiillerinin gézenekli silikon altliklar iizerinde sentezlenerek yiizey yogunlugunun
on kat arttig1 ve biyomolekiillerin 25 hibridizasyon/striping dongiisiine kadar kararliliginm
korudugu gosterilmistir. Su igeren polimer aglar1 olan iletken polimer hidrojel, biyolojik
ortamu taklit etmesi nedeniyle biyomolekiillerin tuzaklanmasi i¢in siklikla tercih edilen bir
malzemedir. Yiiksek hidrofilik 6zellikleri, biyouyumlulugu ve genis ylizey alani sayesinde
bu hidrojel materyalleri, molekiillerin kararliligi artirarak raf Omiirlerini uzatir ve
biyomolekiiller i¢in umut verici bir immobilizasyon matriksi olarak kullanilmaktadir (Li ve

digerleri, 2015).

Lipinska ve digerleri tarafindan tuzaklama yontemi kullanilarak glukoz oksidaz, AuNP'lerle
kaplanmis nanoyapili titanyum folyoya kitosan matriksi iginde immobilize edilmistir; bu
sayede cesitli girisimcilere kars1 direngli ve iyi duyarlilifa sahip bir glukoz biyosensorii

olusturulmustur (Lipinska ve digerleri, 2021) .

Son donemde, enzim immobilizasyonu i¢in yeni bir polimer matriksi gelistirilmis olup, bu
matriks, polimerizasyon yoOntemiyle elektropolimerize edilen polietilenodiositiopen
(PEDQOT), grafen oksit nano-levhalar1 (GON'lar) ve lakkaz (Lac) kullanilarak hazirlanmistir
(Maleki ve digerleri, 2017). Ayrica, katyonik bir polimer olan poli(2-(dimetilamino)etil
metakrilat) (MADQUAT) ile modifiye edilmis tek duvarli karbon nanotiip ve indirgenmis
grafen oksit (SWCNTerGO) nanokompoziti kullanilarak enzim tuzaklamasi i¢in etkili bir

platform gelistirilmistir. Bu matriks, model bir enzim olan alkol dehidrogenazi (ADH)
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immobilize etmek ig¢in etkili bulunmus ve etanoliin elektrokimyasal tespiti icin
kullanilmistir. Hapsolmus enzim, hizli bir elektron degisimi ger¢eklestirmis ve SWCNT-
rGO nanokompoziti, immobilize edilen ADH'nin biyokatalitik aktivitesini onemli dl¢iide

artirmistir (Adhikari ve digerleri, 2017).
Molekiiler baskilama

Teknik olarak bir immobilizasyon teknigi olarak siniflandirilmasa da, molekiiler baskilama,
immobilize edilmis bir reseptdrle ayni1 tanima ve baglanma islevlerine sahip bir tabaka
olusturur. Bu yontem, tuzaklama yontemine benzer; ancak aralarindaki temel farklardan biri,
biyolojik elementin ilkinde tuzaklanirken, ikincisinde yalnizca kismen baglanmasidir.
Baskilamanin (imprinting) amaci, analite tamamlayici boyut ve kimyasal etkilesime sahip
bir bosluk olusturmaktir; bu, bir 6rnek analit iceriyorsa, bu bosluklara secici ve 6zgiil olarak
baglanacagi anlamina gelir. Bunu basarmak i¢in, analit baslangicta polimer matrikse
yerlestirilir, ardindan c¢apraz baglama yapilir ve analit ¢ikarilir. Bosluk olusturma siireci,
matriksin dogru sekli olusturacak kadar ¢apraz baglanmasini saglamak i¢in birden fazla
faktoriin kontrol edilmesi gerektiginden 6nemli bir zorluk olabilir; ancak analitin boslukta
kilitlenmemesi gerekir, aksi takdirde kullanilamaz hale gelir. Bu yontem, tuzaga diisiirme
yonteminin saglamlik ve kimyasal eylemsizlik gibi bir¢cok avantajina sahiptir. Ayrica,
yontem reseptorlerin veya analitlerin immobilize edilmesini gerektirmediginden,
reseptor/analit denatiirasyonu sorununu ortadan kaldirirken hedefe esdeger veya daha
yiiksek hassasiyet ve afinite saglar. Polimer matriksine grafen oksit (GO), AuNP'ler vb. gibi
nanomalzemelerin eklenmesi, katalitik aktivite, biyouyumluluk ve iletkenlik {izerinde
olumlu bir etki gostererek elektrokimyasal biyosensor performansini iyilestirmistir (Choi ve
digerleri, 2023 ; Frasco ve digerleri, 2017 ; Moreira Gongalves, 2021 ; Zhou ve digerleri,
2022). Ozcan ve digerleri grafen kuantum noktalariyla islevsellestirilmis ¢ok duvarli
CNT'lerden olusan bir nanokompozit malzeme ile modifiye edilmis camsi bir karbon
elektrot iizerinde segici bosluklar olusturmak igin baskilama yénteminden yararlandi (Ozcan
ve digerleri, 2020). Nanokompozit malzeme kullanilarak biyosensor, gelistirilmis
elektrokimyasal 6zellikler (ylk transfer direnci ve tepe ayirma voltaji) ve hassasiyet
gosterdi. Biyosensor, baskilama yontemiyle birlikte kullanildiginda, girisimlerden gelen

minimum sinyal, tekrarlanabilirlik ve kararlilik ile iyi segicilik gostermistir.
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Kimyasal adsorpsiyon

Kimyasal adsorpsiyon, biyomolekiillerin elektrot yiizeyine dogrudan kovalent
baglanmasiyla gergeklesen bir immobilizasyon yontemidir ve bu baglanma,
biyomolekiillerin ylizeydeki fonksiyonel gruplari araciliiyla saglanir. Kovalent baglanma,
alan yonlendirmeli (site-directed) ya da alan ydnlendirmesiz (non-site directed) olabilir. ilk
yontemde, biyomolekiil ylizeye baglanirken organik molekiiller, metal kopriileri veya
polimerler gibi dis ajanlar kullanilir ve biyomolekiiliin yiizeye diizenlenmemis bir sekilde
kovalent baglanmasi, analiz i¢in aktif bdlgeyi kisitlayabilir veya biyomolekiiliin
denatiirasyonuna neden olabilir. Ikinci yéntemde ise biyomolekiiller, yiizeydeki molekiille
dogrudan, belirli baglanma noktalar1 araciligiyla baglanir. Biyomolekiillerin kimyasal
adsorpsiyonunda yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, amine ya da karboksilik asit
gibi terminal fonksiyonel gruplara sahip SAM ara yiizey katmanlarinin kullanilmasidir; bu
gruplar genellikle N-hidroksisiiksinimid (NHS) ester ile aktive edilir. Kovalent
immobilizasyonun en sik tercih edilen yontemlerinden biri olan aktif ester kimyasi,
biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in etkin bir strateji olarak kullanilmaktadir (Sanati ve

digerleri, 2019).
Elektrodepozisyon

Cozeltiden adsorpsiyon yoluyla yiizeyin modifiye edilmesi en basit yontemdir ve daha dnce
de belirtildigi gibi c¢esitli bilesikler, proteinler ve nanomalzemelerle kullanilabilir.
Nanomalzemeler burada 6zellikle ilgi ¢ekicidir ¢iink{i bunlar 6nceden 6zellestirilebilir ve
elektron transfer direncini diisiiriirken, elektrot yiizey alanini artirarak, hassasiyeti artirarak
ve elektrokimyasal biyosensor performansini iyilestirerek immobilizasyon igin belirli
fonksiyonel gruplar sunar (Danvirutai ve digerleri, 2020 ; Kathiresan ve digerleri, 2021 ;
Sanati ve digerleri, 2019). Nanomalzemeyi elektrot ylizeyine adsorbe etmek yerine,
malzemeyi dahil etmek veya biriktirmek i¢in elektrotun kendisini aktif olarak kullanmak
miimkiindiir. Bu, reseptoriin immobilizasyonu ic¢in gereken fonksiyonel gruplarin
tanitilmasina yardimcr olur. Bu teknige elektrodepozisyon denir ve nanomalzemelerin
biriktirilmesinde kullanilmasi yalnizca daha hizli olmakla kalmaz, ayn1 zamanda yiizey
modifikasyonu 1iizerinde daha fazla kontrol saglar (Zaki ve digerleri, 2020).

Elektrodepozisyona benzer farkli bir modifikasyon yontemi ise elektropolimerizasyondur.



64
Elektropolimerizasyon

Elektropolimerizasyon, genellikle elektrot yiizeyinde bir film olusturmak icin iletken
polimerler kullanir. Bu yontem, film kalinlig1 ve morfolojisi lizerinde basit bir kontrol saglar
ve kimyasal, elektriksel ve yapisal 6zelliklerinin hassas bir sekilde ayarlanmasini saglayarak
bunlar1 elektrokimyasal biyosensdr uygulamalari i¢in uygun hale getirir (Moreira
Gongalves, 2021; Lakard, 2020 ; Tajik ve digerleri, 2021). Mevcut fonksiyonel gruplara
baglh olarak c¢esitli kovalent baglar olusturulabilir; ayrica, yontem genellikle analiti
tuzaklamak veya baskilamak i¢in kullanilir. Wang ve ark. hem elektrodepozisyon hem de
elektropolimerizasyonun bir biyosensor olusturmak icin nasil birlikte kullanilabilecegini
gdstermistir (Wang ve digerleri, 2020). ilk olarak cams1 bir karbon elektrot temizlenmis ve
ardindan AuNP'leri elektrot ylizeyine olusturmak ve biriktirmek icin CV'nin
gerceklestirildigi HAuCl4 c¢ozeltisine daldirilmistir. Modifikasyondan sonra elektrot,
AuNP'lere tiyol bag1 yoluyla baglanan ¢ok islevli bir peptide maruz birakilmis ve ardindan
iletken bir ince film olusturmak icin 3,4-etilendioksitiyofen = monomerinin
elektropolimerizasyonu gergeklestirilmistir. Filmin kalinligin1 olusturmak ve kontrol etmek
i¢cin elektropolimerizasyon kullanilarak hem kararlilik hem de iletkenlikte iyilestirmeler
gozlemlenmistir. Bunu ¢ok fonksiyonlu peptit ile birlestirdiklerinde, seyreltilmemis insan
serumuna maruz kalma sonucu olusan 6zgiil olmayan baglanma nedeniyle sirasiyla %3 ve
%75'lik bir diistisle 6-merkaptoheksanol SAM'a kiyasla daha iyi bir performans

gozlemlemislerdir.
Kendiliginden diizenlenen tek tabakalar (Self-Assembled Monolayers, SAMs)

Tiyol-altin etkilesimi, sadece molekiilleri dogrudan ylizeye baglamak i¢in degil, ayni
zamanda SAM'lar (kendiliginden diizenlenen monolayerler) olusturmak i¢in de
kullanilmistir. Genellikle, bir tiyol grubu, bir alkil zinciri ve ek bir fonksiyonel gruptan
olusan alkanetioller SAM'lar i¢in kullanilir. Bu molekiiller, miikemmel 6zellestirilebilirlik
ve ¢ok yonliiliikk sunan ¢ok sayida fonksiyonel grupla birlikte mevcuttur ve degisken alkil
zincir uzunluguyla birlikte kullaniciya yiizey 6zelliklerinin immobilizasyonu ve ince ayari
icin daha fazla se¢enek sunar. Tiyol baglanmasini kolaylastirmak ve altin yiizeyinde SAM
olusturmak i¢in yaygin bir yontem, yiizeyi uzun bir siire alkanetiyol ¢ozeltisine maruz
birakmaktir. Yiizeyin maruz kalma siiresine bagli olarak, katman yogunluk ve yiizey izin
veriyorsa diizen acisindan farkli 6zelliklere sahiptir. Siirecin arkasindaki itici gii¢lerden biri,

alkil zincirleri arasindaki van der Waals etkilesimidir. Bu kuvvet, katmanin yavasca
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olusmasinda 6nemli bir rol oynar ve daha yiiksek paketlenmis monokatmanlarin olusumuna
yardimci olur. Fonksiyonel grup ayrica SAM'lerin olusumunda da rol oynar: eger grup yiiklii
veya kismen ylklii ise bu gruplar arasinda bir itmeye yol agar ve bu da yogun bir sekilde
paketlenmis bir tabakanin olusumunu engelleyebilir (Bahadir ve digerleri, 2016 ; Singh ve
digerleri, 2020). SAM'ler i¢in en yaygin fonksiyonel gruplardan biri karboksilik asittir.
Karboksilik asit gruplari, N-hidroksisiiksinimidil (NHS) esterleri ve/veya 1-etil-3-(-3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) gibi karbodiimidler kullanilarak kolayca aktive
edilebilir ve bunlar daha sonra birincil aminlerle tepkimeye girerek kovalent bir bag
olusturabilir. Bu yaklagimla, birincil amin grubu iceren herhangi bir reseptor SAM'e
baglanabilir. Fonksiyonellestirme stratejilerinde siralamanin tersine ¢evrilmesi de
miimkiindiir. Bu yaklasimda, altin yiizey {izerinde olusturulan kendiliginden diizenlenen
monolayer tabakasi birincil amin gruplar ile fonksiyonellestirilmekte, ardindan reseptor
molekiilii izerinde bulunan karboksilik asit gruplar1 uygun aktivasyon ajanlar1 aracilifiyla
aktive edilerek kovalent baglanma gerceklestirilmektedir. Bu yontem, immobilizasyon
verimliligini artirmanin yani sira ylizey kimyasinda farkli baglanma modlarina olanak
tanimakta ve biyosensor performansinin optimizasyonuna katkida bulunmaktadir (Love ve

digerleri, 2005).

Kendiliginden diizenlenen monolayerlerin 6nemli avantajlarindan biri, kirlenme 6nleyici
ozellikleridir. Bu 0zellik, biyosensorlerde 6zgiil olmayan baglanmanin azaltilmasiyla
dogrudan iliskili oldugundan, sensor performansinin artirilmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. Dolayisiyla, bu sorunu baslangic asamasinda hafifletebilecek bir yontemin
kullanilmas1 oldukga cazip bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu tiir bir etkiyi elde
edebilmek icin, tabakanin yapisinin ve 6zelliklerinin hassas bir sekilde kontrol edilmesi
gerekmektedir; bu kontrol ise uygun fonksiyonel gruplarin ve zincir uzunluklarinin
secimiyle saglanabilmektedir. Bunun yan sira, iki veya daha fazla farkl tiyol bilesiginin
birlikte kullanilmasiyla karistk SAM’ler olusturulabilmekte ve boylelikle ¢oklu islevsellik
saglanabilmektedir. Karisik SAM yaklasimi sayesinde tabaka yogunlugu artirilabilir,
spesifik baglanma desteklenebilir, 6zgiil olmayan baglanma azaltilabilir ve ayrica yiizeyin
1slanabilirlik gibi o6zellikleri ayarlanabilmektedir. Bunun bir 6rnegi Ferreira ve digerleri
tarafindan gergeklestirilmistir (Ferreira ve digerleri, 2021), burada iki farkli immobilizasyon
stratejisi karsilastirildi: biri saf 6-merkapto-1-hekzanetiol SAM kullanirken digeri 6-
merkapto-1-hekzanetiol ve hekzanetioliin karigik bir SAM'ini kullanmigtir. Karistk SAM

katmaninin daha diistik bir tespit sinir1 (LOD) sagladigin1 ve 6zgiil olmayan baglanmay1
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azalttigin1 bulmuslardir. Alkanetiyollere ek olarak, poli (etilen glikol) ve oligo (etilen glikol)
gibi SAM'ler veya karisik SAM'ler i¢in kullanilabilen, kirlenme 6nleyici, aromatik bilesikler
(tiyofenol, p-bifeniltiyol ve p-terfeniltiyol veya N-heterosiklik karbenler) iizerinde olumlu
bir etkiye sahip baska se¢enekler de mevcuttur (Choi, 2022 ; Love ve digerleri, 2005). Bu
yontemin olas1 bir dezavantaji, uzun vadeli kararliligidir; ¢iinkii SAM katmaninin ortam
kosullarina, ozellikle UV 1sinlarina uzun siire maruz kalmasi, kiikiirt bas gruplarinin
oksidasyona ugramasina neden olarak yiizeyin islevselligini olumsuz etkiler. SAM
olusumuyla ilgili bir diger sorun ise tekrarlanabilirliktir. Stire¢ molekiillerin kendiliginden
kendi kendine organize olmasi oldugundan sicaklik, ¢6ziicti, su igerigi, maruz kalma siiresi
ve SAM c¢ozeltisi konsantrasyonu gibi birden fazla faktérden etkilenebilir ve bu da onu

tamamen kontrol etmeyi neredeyse imkansiz hale getirir (Singh ve digerleri, 2020).
Capraz baglama

Capraz baglama, molekiillerin kimyasal olarak kovalent baglar araciliiyla birlestirilmesi
yontemidir ve bu islemde biyomolekiiller, yiizeydeki belirli fonksiyonel gruplara tepki veren
capraz baglayicilar kullanilarak baglanir. Bu yontem, sigir serum albiimini gibi fonksiyonel
olmayan bir protein olan reseptor ile baglayici gorevi goren ¢ok fonksiyonlu reaktifler
kullanir ve bu reaktifler daha sonra Rafat ve arkadaslar1 tarafindan gosterildigi gibi yiizeye
fizyosorblanabilir (Rafat ve digerleri, 2021). Glutaraldehit, bis (siilfosiiksinimidil) siiberat
ve imidoesterler gibi ¢esitli reaktifler mevcuttur ve bunlar, reaktif grubun ayni m1 yoksa
farkli m1 olduguna bagl olarak homobifonksiyonel veya heterobifonksiyonel c¢apraz

baglayicilar olarak siiflandirilabilir.

Optimum capraz baglamay1 saglamak icin pH, sicaklik, siire, baglayici konsantrasyonu ve
iyonik kuvvet gibi faktorlerin dikkate alinmasi Onemlidir. Yontem, reseptoriin giiclii
baglanmasi1 ve 1stya ve organik coziiciilere karst artan kararlilik gibi avantajlar sunmasina
ragmen bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Capraz baglama tepkimesi tipik olarak
bolgeye 6zgii olmadigindan ve uygun herhangi bir grupla tepkimeye gireceginden, bazilari
istenen reseptor-x ve digerleri ornegin reseptor-reseptdr kompleksleri olan ¢esitli capraz

bagli komplekslerin olusumuna yol agar.

Capraz baglanmanin derecesine ve konumuna bagli olarak bu durum, reseptoriin
denatiirasyonuna, agregasyonuna ve/veya aktivite kaybina neden olabilir. Bununla birlikte,
bu sorunun boyutu, optimum ¢apraz baglama kosullar1 kullanilarak bir miktar hafifletilebilir,

ancak bu kosullar1 bulmak sorunlu olabilir (Naresh ve Lee, 2021 ; Sheldon, 2011). Capraz
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baglama yoluyla olusan agregatlar1 aktif olarak kullanan bir 6rnek, capraz bagl enzim
agregatlaridir (CLEA'lar). Sulek ve digerleri, serbest enzime kiyasla %83 aktiviteyi
koruyarak yaban turpu peroksidazini (HRP) capraz baglayarak CLEA'lar1 basariyla
olusturmuslardir; bu, ornegin bir gelistirme aracit olarak biyosensér uygulamalarinda

potansiyel olarak kullanilabilir (Sulek ve digerleri, 2011).
Click elektro-Click kimyast

Reseptorii hareketsiz hale getirmek icin uygulanabilecek kuvvetli ancak basit bir yaklagim
click kimyasidir. Muhtemelen en bilinen click kimyas tiirii, bir alkin ve bir azit (CuAAC)
arasinda Cu(I) tarafindan katalize edilen sikloadisyondur. S6z konusu yontem ilk olarak
2002 yilinda Sharpless ve arkadaslar1 ile Meldal ve arkadaslar tarafindan literatiire
kazandirilmistir (Sharpless ve digerleri, 2002; Meldal ve digerleri, 2002). Sus destekli alkin-
nitron sikloadisyon, ozellikle gergin heterosiklik elektrofillerin (epoksitler, aziridinler,
aziridinyum iyonlar1 ve episiilfonyum iyonlar1) halka agilmasi gibi niikleofilik yer
degistirmeler, aldol olmayan tipte karbonil tepkimeleri ve karbon-karbon ¢oklu baglarina
katilma tepkimeleri gibi bagka tiirler de mevcuttur (Devaraj ve Finn, 2021 ; Kolb ve
digerleri, 2001; Nie ve digerleri, 2015 ; Yanez-Sedefio ve digerleri, 2019). Bu yontemlerin
cekiciligi, yiiksek verimlerinden, minimum yan tepkime ve yan iriinlerinden, reseptor
aktivitesinin korunmasindan, biyoortogonalitesinden ve farkli ¢oziicliler, pH'lar ve
sicakliklarda uygulanabilirken yiiksek seciciliginden kaynaklanmaktadir (Nie ve digerleri,
2015).

CuAAC ve elektrokimyasal biyosensorlerin ilging bir yonii, katalizor olarak bakir(I)
kullanilmasidir. Cu(I) tuzu ilave edilerek veya Cu(Il) iyonlarnin indirgenmesiyle
saglanabilir. Ozellikle, Cu(Il) iyonlarmi elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak
Cu(Il)'den iiretmek miimkiindiir; bu, elektro-click kimyasi olarak da bilinir. Bu, katalizriin
kontrollii yerel iiretimine olanak tanir; bu da bir reseptoriin istenen yiizeye segici olarak
sabitlenebilecegi anlamina gelir. Bu, katalizoriin kontrollii lokal iiretimine olanak tanir; bu
da bir reseptoriin istenen yiizeye segici olarak sabitlenebilecegi anlamina gelir. Bu,
immobilizasyonun her bir elektrot yiizeyine lokalize olmasi ve agilip kapatilabilmesi
sayesinde benzersiz bir 6zellestirmeye olanak tanir ve bu da onu elektrot dizilerini modifiye
etmek i¢in ideal bir yontem haline getirir (Devaraj ve digerleri, 2006 ; Guerrero ve digerleri
2020, ; Krishnan ve digerleri, 2023 ; Wang ve digerleri, 2019). Svalova ve arkadaslari, bu

teknigi antikorlarin kovalent immobilizasyonunu miimkiin kilan bir NHS fonksiyonel
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grubunun baglanmasinda kullanmistir. Calismada ilk olarak elektropolimerizasyon
yontemiyle elektrot ylizeyinde polivinilbenzilazid filmi olusturulmus ve bu siire¢ ayni
zamanda bakir nanoparcaciklarinin (NP) sentezini ve film yapisina dahil edilmesini
saglamistir. Ardindan, elektrot lizerine propargil-NHS eklenmis ve bakir NP’lerin Cu(l)
katalizériine doniismesini saglayan bir voltaj uygulanarak klik kimyasi reaksiyonu
baslatilmistir. Bu islem sonucunda elektrot yiizeyine kovalent olarak baglanmis bir NHS
fonksiyonel grubu elde edilmistir. Daha sonra, immobilizasyon agamasinda bu NHS grubu
antikorlarin  baglanmasinda kullanilmigtir.  Arastirmacilar, bu yaklasim sayesinde
tepkimenin elektrot yiizeyine yakin bolgede gergeklestigini ve bunun da antikorlarin
immobilizasyon stiresini 6nemli 6lgiide kisalttigini rapor etmislerdir (Svalova ve digerleri,

2020).
2.13. Biyoreseptorler
2.13.1. Biyoreseptorlerin sitmflandirilmasi

Biyoreseptorler, biyosensorlerin temel bilesenleri olup algilama birimleri olarak islev
goriirler ve ¢esitli biyolojik ya da sentetik kaynaklardan elde edilebilirler. Bu cercevede
enzimler, yalnizca tanima degil ayn1 zamanda katalitik doniisiim 6zellikleriyle 6ne ¢ikarken;
antikorlar, yliksek ozgiilliikkleri sayesinde hedef antijenlerin segici olarak taninmasi ve
baglanmasinda kullanilir. Sentetik molekiiler baskili polimerler, analitlere yonelik yapay
baglanma bolgeleri olusturarak biyoreseptor iglevi goriirken; hiicre zar1 reseptorleri 6zgiil
biyolojik aktiviteleri tantyip tetikleyerek hiicresel yanitlarin takibine olanak saglar. Niikleik
asit temelli biyoreseptorler arasinda yer alan DNA, tamamlayict zincirler ve diger
biyomolekiillerle secici etkilesim kurabilirken, aptamerler ise peptit veya niikleik asit
zincirlerinden tiiretilmis sentetik biyomolekiiller olarak antikorlara benzer sekilde yiiksek
secicilikle hedef analitlere baglanirlar. Daha kompleks biyoreseptorler arasinda tiim hiicreler
(mikroorganizmalar, bitki ya da hayvan hiicreleri) yer almakta olup dogal katalitik
ortamlarin yan1 sira fizyolojik ve patolojik siireglerin incelenmesinde kullanilabilmektedir.
Bununla birlikte, doku veya organ temelli biyoreseptorler (koku alma epiteli ya da tat
tomurcuklari), kimyasal uyaranlari aksiyon potansiyellerine doniistiirerek biyosensor

uygulamalarinda iglevsel yanitlarin takibini saglamaktadir.
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Protein bazli reseptorler

En yaygin ve en eski biyoreseptor sinifi, enzimler, antikorlar ve kapili iyon kanallar ile
porinler gibi transmembran proteinlerden olusmaktadir. Bu biyomolekiillerin ortak 6zelligi,
tamaminin dogal kokenli olmasidir; en basit prokaryotik organizmalardan, yiiksek derecede
kompleks yapiya sahip ¢ok hiicreli hayvanlara kadar genis bir biyolojik yelpazede
sentezlenmektedirler. Antikorlar, canlilarda antijenlerin enjeksiyonu sonrasinda bagisiklik
yanit1 olusturarak B lenfositleri tarafindan iiretilmekte ve 6zgiil protein reseptorlerinin
biyosentezini uyarmaktadir (Nossal, 1967; Pasquarelli, 2021). Bunun yani sira, genetik
miihendisligi teknikleri sayesinde uygun hiicre hatlarimin kullanimiyla, dogal tip
organizmalarda sentezlenmeyen proteinlerin tiretimi miimkiin olmakta ya da dogal olarak
var olan proteinlerin yapisal ve fonksiyonel oOzellikleri hedeflenen biyosensor
uygulamalarina daha uygun hale getirilecek sekilde modifiye edilebilmektedir (Lee ve

Jeong, 2015 ; Sinha ve Shukla, 2019 ; Pasquarelli, 2021).

Uygun bir analit molekiilii, kemoterapiye duyarli bir iyon kanali gibi bir transmembran
proteinin reseptoriine baglandiginda, kanal aktive olur. Bu kanallar olduk¢a secicidir ve

yalnizca belirli bir iyon tiiriiniin ( Ca*? iyonlar1) gegmesine izin verir.

Enzimler, dogal yapilarim1 koruyarak fizyolojik ortamda su ile temasin engellendigi
hidrofobik bir ¢ekirdege sahiptir. Ortam kosullarinin degisimi, enzimin yapisal biitiinliigiinii
bozarak baglanma bdlgesinde deformasyon, baglanma yeteneginde azalma ve katalitik
aktivitede kayba yol acabilir. Bu nedenle, biyosensor tasariminda uygun bir immobilizasyon
yonteminin gelistirilmesi gereklidir Enzimlerin dogrudan ¢iplak metal ylizeylere baglanmasi
durumunda denatiirasyon ya da biyolojik aktivitede azalma goézlemlenmektedir. Metal
elektrotlarin redoks enzimleri ile biyouyumlu hale getirilmesi ve aktif bolgeden elektrot
ylizeyine etkin elektron transferinin saglanabilmesi i¢in yiizey modifikasyonu gereklidir.
Sensor iiretiminde kullanilan enzim immobilizasyon yontemi, enzimin katalitik aktivitesinin
korunmast ve yapisal kararliliginin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Enzim
immobilizasyonunda tutuklama, adsorpsiyon, ¢apraz baglama ve afinite immobilizasyonu
gibi farkli yontemler yaygin olarak uygulanmaktadir. Ayrica, enzimin etkinligini
belirlemede, immobilizasyon i¢in kullanilan destek materyalin 6zellikleri biiyiik 6nem
tagimaktadir. Bu destek materyallerinin, mekanik dayaniklilik, hidrofiliklik, enzimlere kars1
kimyasal inertlik, biyouyumluluk ve yiizey fonksiyonellestirme kolaylig1 gibi niteliklere

sahip olmasi1 gerekmektedir.



70

Gozenekli tuzaklama yoOnteminde, tanima elemanmin c¢evresinde, sensor yiizeyine
baglanmasin1 saglayan gozenekli bir matriks olusturulur. Mezogodzenekli elektrotlarin
gelistirilmesi, enzimlerin elektrot ylizeyinde hapsedilmesini ve enzimden elektrota dogrudan
elektron transferine olanak tanimasi nedeniyle 6nemli ilgi gormistiir (Walcarius, 2015).
Mezogozenekli silika, yaygin olarak tercih edilen bir tuzaklama matriksi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, iletken polimerler i¢erisinde enzimlerin hapsolmasi, aktif bolge ile
elektrot arasindaki dogrudan elektron iletimini desteklemesi bakimindan biiyiik 6nem
tasimaktadir  (Naveen ve  digerleri, 2017). Elektrot yiizeyinde polimerin
elektropolimerizasyonu, yiizey modifikasyonu i¢in hem uygulanabilir hem de cazip bir
yontemdir. Enzimler, elektropolimerize edilmis elektrot yiizeyine tek asamali veya iki
asamal1 yontemlerle immobilize edilebilir. Tek agamali yontemde, elektrot bir monomer ve
enzim igeren ¢ozeltiye daldirilarak uygun potansiyel altinda polimerizasyon gerceklestirilir;
bu siiregte enzim de polimer matriks igerisinde hapsedilerek elektrot yiizeyine immobilize
edilir. Ornegin, Njagi ve Andreescu (2007) glukoz oksidazin1 (GOXx), altin-polipirol
nanokompozit ilizerine immobilize ederek bir glukoz sensorii  gelistirmistir.
Elektropolimerizasyon sirasinda enzimde hafif bir denatiirasyon meydana gelme olasiligi
vardir; bu durum aktif bolgenin disa agiga ¢ikmasini saglayarak enzimin katalitik aktivitesini
artirabilir. Tki asamali yontemde ise dnce polimer elektropolimerizasyon yoluyla elektrot
ylizeyine biriktirilir, ardindan ikinci asamada enzim elektrostatik etkilesim veya kovalent

baglanma yoluyla ylizeye konjuge edilir.

Sentetik reseptorler

Altin standart reseptor yakalama stratejisi antikorlardir. Ancak, her tiir analit i¢in dogal
olarak mevcut olmadiklarindan, bu tiir durumlarda 6zel olarak iiretilmeleri gerekmektedir;
fakat bu yaklasim oldukc¢a maliyetli olup 6nemli diizeyde uzmanlik gerektirir. Antikora
dayal1 biyosensorler, bir antikor veya antijenin sensor yiizeyine immobilize edildigi ve
antijenin veya antikorun analit ¢6zeltisindeki baglanma olayinin 6l¢iildiigii immiinosensorler
olarak adlandirilir. Antikorlar ile antijenler arasindaki stokiyometrik iliski géz Oniinde
bulunduruldugunda, antikorlarin ve afiniteye dayali antikor sensoérlerinin immobilizasyonu
kritik bir adimdir. Antikor immobilizasyonu i¢in yaygin olarak tercih edilen yontemler
arasinda, Protein A veya Protein G gibi baglayici proteinlerin kullanimi ve biyotin-avidin
sistemine dayali stratejiler yer almaktadir. Bu yontemler, adsorpsiyon, fiziksel tuzaklama,
kovalent baglama (hem yonlendirilmis hem de dolayli) ve ¢apraz baglama tekniklerini

kapsamaktadir. Ayrica, cogu fonksiyonel protein gibi antikorlar da yalnizca pH ve sicaklik
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gibi smirli parametre araliklarinda kararli ve tam islevsel kalabilmektedir. Bu nedenlerle,
alternatif yaklasimlarin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir ilgi bulunmaktadir (Kodadek,

2010).

Biyomimetik kimya, biyokimyasal tepkimeleri taklit eden kimyasal siireclerle ilgilenir.
Ozellikle Molekiiler Baskilama Teknigi (Molecular Imprinting Technique, MIT) (Dar ve
digerleri, 2020 ; Ertiirk ve Mattiasson, 2017 ; Saylan ve digerleri, 2017) sentetik afinite
reseptorlerinin iiretiminde oldukc¢a uygun bir yontem olup, “molekiiler anahtarlar” igin
yapay “kilitler” olusturma yOntemi olarak tanimlanabilir. MIT farkli teknolojik siiregleri
icermekte olup; reseptorler, kiitle baskilama, ylizey baskilama (yumusak litografi, sablon
immobilizasyonu, asilamali polimerizasyon, emiilsiyon polimerizasyonu) ve epitop
baskilama gibi ¢esitli yontemlerle iiretilebilmektedir (Ertiirk ve Mattiasson, 2017). Cogu
durumda reseptorler sentetik polimerlerden fiiretilse de, niikleik asit elementleri ve amino
asitler gibi biyomolekiiller de bu amagla basariyla kullanilabilmektedir. (Pavan ve Berti,

2012 ; Pasquarelli, 2021 ; Zhang ve Liu, 2019).

Antikor bazli biyosensorler

Antikorlar, yiizlerce amino asitten olusan ve yiiksek derecede diizenli bir yapiya sahip
globiiler serum proteinleridir. Bir antikor, iki ana parcadan olusur: Antijen baglama (Fab)
bolgesi, iki kolun uglarinda yer alirken, kristallesebilir (Fc) bolgesi ise daha sabit bir yapiya
sahiptir. Her antikor, iki agir zincir ve iki hafif zincirden olusan dort polipeptit zincirinden
meydana gelir ve bu zincirler "Y" seklinde bir molekiil olusturacak sekilde birlesir. Agir ve
hafif zincirlerin ug¢larindaki amino asit dizilimi, farkli antikorlar arasinda biiyiik farkliliklar
gosterir. Bu varyasyon, antijen 6zgilliigiinii ve her bir antikorun baglanma afinitesini
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Antikorlar, sabit bolge yapist ve immiin fonksiyonlarina
dayali olarak bes ana sinifa ayrilir: immiinoglobulin M (IgM), immiinoglobulin G (IgG),
immiinoglobulin A (IgA), immiinoglobulin D (IgD) ve immiinoglobulin E (IgE).

Monoklonal ve poliklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar, tek bir ana hiicrenin klonlar1 olan 6zdes bagisiklik hiicrelerinden
tiretilirken, poliklonal antikorlar birden fazla plazma hiicresi tarafindan iiretilir. Hem
monoklonal hem de poliklonal antikorlar, biyosensorlerde etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
Antikorlar, belirli antijenlere yiiksek 0Ozgiillik ve yiiksek afinitesi ile Ozgiil olarak

baglanabilen biyomolekiillerdir (North, 1985). Antikorlarin belirli antijenlere yonelik
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yuksek ozgiilliikleri ve giiclii afiniteleri, onlar1 ideal biyorekognisyon elemanlar1 haline
getirir. Monoklonal antikorlar, poliklonal antikorlara gore antijenlerin daha 6zgiil bolgelerini

tantyabilir.

Antikor bazli biyosensorlerin etkinligini belirleyen baslica parametreler, antikorun
hassasiyeti, seciciligi, kararliligi, immobilizasyonu, etiketlenmesi ve boyutudur. Elektrot
ylizeyine antikor immobilizasyonu, biyosensorlerin performansini belirleyen en kritik
faktordiir. Bunun nedeni, antikorun yoneliminin antijenle 6zgiil baglanma agisindan 6nemli
bir rol oynamasidir. Antikor immobilizasyonunun en 6nemli sinirlamalarindan biri, antikor
molekiiliiniin rastgele yonelimi olup, bu rastgele yonelim, immobilize edilen antikorlarin
onemli bir kisminin antijen baglanma bodlgelerinin antijen ile etkilesime girmesini engeller.
Bu nedenle, antikor yoneliminin dogru bir sekilde belirlenmesi, antikor bazli biyosensorlerin

gelistirilmesinde dnemli bir agamadir.

Antikorlar i¢in kullanilan immobilizasyon yontemleri, adsorpsiyon, tuzaklama, g¢apraz
baglama, kovalent baglanma ve protein A veya protein G kullanimi gibi ¢esitli yontemleri
icermektedir. Antikor immobilizasyonu i¢in sik¢a kullanilan bir ydntem, fiziksel
adsorpsiyondur. Bu yontem, basit olup sinirli sayida test i¢in yeterli olsa da, analiz sirasinda
antikorun desorpsiyonu nedeniyle birden fazla test i¢in uygun degildir. Ayrica, antikorlarin
poliakrilamid (PAM), polivinil alkol (PVA), epoksi veya inorganik sol-jeller gibi
polimerlerde tuzaklanmasi da yaygin bir uygulamadir. Tuzaklama yontemleri, biyoreseptor
yukleme gibi degiskenlerin optimize edilmesine olanak tanirken, antikor sizintisi, yonelim

ve biyolojik aktivitenin korunmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

DNA reseptorleri

DNA reseptorlerinin temel uygulamasi, analiz edilecek numunede bulunan DNA zincirlerini
hibridizasyon yoluyla yakalamaktir. Bu amagla, tek zincirli yakalama DNA molekiilleri
diziler halinde immobilize edilir ve hizalanir. DNA dizisindeki noktalara farkli, iyi bilinen
DNA dizileri baglanmistir, yani bir noktada ¢ok sayida 6zdes iplik¢ik bulunurken, baska bir
noktada farkli dizilime sahip 6zdes iplik¢ikler bulunur ve bu bdyle devam eder. Analitte
bulunan farkli DNA zincirleri, farkli algilama noktalarinda bulunan islevsellestirmeyle
eslesebilir ve hibridize olabilir. Bu yontem, tiir tanimlamadan adli tibba, genetik
varyasyonlarin ve hastaliklarin tanimlanmasindan kanser tedavisine, ilag taramasindan

kisisellestirilmis tibba kadar biyoloji ve tibbi teshisin birgok alaninda ¢ok 6nemlidir. Ayrica,
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DNA reseptorleri, sentetik reseptorler olarak veya antikorlarin yerine kullanilan aptamerler

olarak da tiretilebilir (Pasquarelli, 2021).

Elektrokimyasal DNA sensorleri, diziye 6zgii bir prob ve bir elektrokimyasal sinyal
doniistiiriiciiyii bir araya getirir. DNA sensorleri, hastalikla ilgili hedef DNA zincirlerini
izleyerek patojenik veya genetik hastaliklart tespit edebilir. Hedef DNA,
hareketsizlestirilmis tamamlayici tek zincire baglanir ve mevcut DNA miktarini gésteren bir
sinyal iiretir (Homs, 2002). Belirli DNA dizilerinin eser miktarinin aninda ve hassas bir
sekilde tespiti, onemli bir arastirma konusu haline gelmistir ve son derece hassas DNA
mikrodizileri veya DNA sensdrleri gelistirilmistir (Sassolas ve digerleri 2008). Genellikle,
bir DNA sensorliniin yiizeyi, tamamlayict hedef DNA dizisine hibridize olan
hareketsizlestirilmis bir ssDNA igerir. Hibridizasyon siireci, sirasiyla akim, 1s1k veya frekans
gibi okunabilir sinyaller iireten elektrokimyasal (Wang, 2006), optik (Ermini ve digerleri,
2013) veya kiitleye duyarli elemanlar (Rasheed ve Sandhyarani, 2016) gibi uygun sinyal
dontstiirticiiler tarafindan izlenir. DNA sensorleri, (1) optik DNA sensorleri, (2)
piezoelektrik DNA sensorleri, (3) elektriksel DNA sensorleri ve (4) elektrokimyasal DNA

sensorleri gibi doniistiiriicii tiirlerine gore ayrilir.

Tum hiicrelere dayali reseptorler

Analitlerin substrat veya inhibitor olarak izlenebilmesi amaciyla genellikle bakterilerden
elde edilen hiicrelerin solunum ve metabolik fonksiyonlarindan yararlanmakta olup,
elektrokimyasal, optik veya kalorimetrik transdiiksiyon teknikleriyle bu yontem entegre
edilebilmektedir. Yontemin en Onemli avantajlar1 arasinda enzimlerin ekstraksiyon ve
saflagtirma adimlarinin ortadan kaldirilmasi, evrimsel olarak optimize edilmis biyokimyasal
ortam sayesinde enzim kararliligimin korunmasi, tek bir enzim kullanilarak
gergeklestirilemeyen c¢ok basamakli tepkimelerin miimkiin hale gelmesi ve doganin
metabolik aktiviteleri genis bir aralig1 kapsayan c¢ok ¢esitli mikroorganizmalar sunmasi yer
almaktadir. Bununla birlikte, coklu reseptor 6zelliginin 6zgiilliigii tek molekiillere kiyasla
azaltmasi, uzun vadeli kararliliin zorluk olusturmasi, hiicrelerin oksijen ve besin kaynagina
gereksinim duymasi, dar bir sicaklik araliginda islevsel olabilmeleri, dogrudan elektrik
sinyalinin giivenilir bicimde elde edilip yorumlanmasinin gii¢liigii ve substrat ile iiriin
molekiillerinin hiicre zarindan diflizyonunun basit ¢ozeltilere gére daha yavas olmasi
nedeniyle tepki siliresinin uzamasi gibi smirliliklar da dikkate alinmalidir (Serensen ve

digerleri, 2006 ; Dunlap ve Urbanczyk, 2013 ; Pasquarelli, 2021).
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Belirli hiicre tiplerine 6zgii baglanma yetenegine sahip hiicreler, mikroorganizmalar veya
0zgiil hiicresel bilesenler gibi saglam biyolojik yapilar, biyosensor uygulamalarinda kritik
oneme sahiptir. Ozellikle bakteriyel tam hiicre biyosensdrleri, toksisite analizleri ve
biyokimyasal oksijen ihtiyacinin dl¢limii gibi alanlarda genis kullanim alani bulmaktadir.
Hiicrelerin elektrokimyasal doniistiiriicii ylizeyine immobilizasyon yontemi, hiicrelerin
morfolojisi ile yapisal, biyolojik ve kimyasal kararliligin1 dogrudan etkilediginden, uygun
immobilizasyon yonteminin se¢imi son derece Onemlidir. Hiicre immobilizasyonunda
kullanilan en temel yontemlerden biri, hiicrelerin kati veya gozenekli matriks iizerine
cekilerek adsorpsiyon yoluyla tutturulmasidir. Bu matriks-hiicre etkilesimleri, van der Waals
kuvvetleri, elektrostatik c¢ekim, hidrofobik etkilesimler ve hidrasyon kuvvetleri gibi
fizikokimyasal mekanizmalarla saglanmaktadir. Adsorpsiyon yontemi, canli hiicrelerin
immobilizasyonunda yaygin sekilde tercih edilmektedir. Enzim immobilizasyonunda
uygulanan  uygun  modifikasyon teknikleri de  hiicre = immobilizasyonunda
kullanilabilmektedir. Hiicreler i¢in siklikla tercih edilen diger immobilizasyon prosediirleri
arasinda fiziksel tuzaklama ve yiizey baglanma teknikleri yer almaktadir. Fiziksel tuzaklama
yontemi, hiicrelerin polimerik veya sol-jel matriks icerisine jelatizasyon veya g¢apraz

baglayici ajanlar eklenerek hapsedilmesi esasina dayanir.

Pseudomonas syringae bakterisi, yiiksek gozeneklilige sahip mikro hiicresel bir polimer
matriks igerisine hapsedilerek mikrobiyal bir biyosensor gelistirilmis ve biyolojik oksijen
ihtiyacinin belirlenmesinde kullanilmistir (Kara ve digerleri, 2009). Sensor tasarimi, diske
immobilize edilmis mikroorganizmalarin siirekli rejenerasyon ve biiylimesine olanak
tantyarak, uzun siireli kararlilik ve kullanim 6mrii saglamistir. Canli bakteri hiicrelerinin
tespiti amaciyla secicilik ve hassasiyetin artirilmast igin bakteriyofajlarin yiizeyde
yonlendirilmis immobilizasyonu, rastgele immobilizasyona kiyasla kritik 6neme sahiptir. Bu
baglamda, canli bakteri hiicrelerinin tespiti i¢in T2 bakteriyofajinin (viriis) kovalent
baglanma yoOntemiyle immobilizasyonu, polietilenim ile fonksiyonellestirilmis karbon
nanotiipler (CNT) kullanilarak gerceklestirilmistir (Zhou ve digerleri, 2017). S6z konusu
calismada, yonlendirilmis faj immobilizasyonu, elektrik alan ile uyarilan immobilizasyon,
yiik yonlendirmeli immobilizasyon ve kovalent ¢apraz baglama tekniklerinin kombinasyonu
ile saglanmistir. Ilk olarak, cok duvarli karbon nanotiipler, pozitif yiizey yiikii elde etmek
amaciyla polietilenim ile modifiye edilmistir. Ardindan, faj birikimini tesvik etmek i¢in
pozitif potansiyel uygulanmis ve sonrasinda 1-pirenbiitanoik asit siiksinimidil ester (PBSE)

araciligryla yiizeye kovalent olarak baglanmistir. Bu yoOntem, bakteriyofajin yiizeyde
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yonlendirilmis immobilizasyonunu miimkiin kilarak yiiksek biyoreseptdr yogunluguna
ulagilmasini saglamis ve bu durum sensoriin hassasiyet ve seciciliginin artmasina 6nemli

katkida bulunmustur.

Bakteri kaynakli biyoimprintli filmler, se¢ici bakteri tespiti amaciyla arastirilmistir. Bu
yontemde, indirgenmis grafen tabakalar1 ve kitosan, bakteriyel baglanma matrisi olarak islev
goren indiyum kalay oksit (ITO) yiizeyine elektrokaplanmistir. Siilfat indirgeyici
bakterilerin (SRB) adsorpsiyonunu takiben, bakterilerin ¢evresine ince bir kitosan tabakasi
kaplanmistir. Ardindan, SRB yiizeyden uzaklastirilarak biyosensor ylizeyinde 6zgiil bir
biyoimprint olusturulmustur. Hedef SRB'nin yeniden baglanmasi, biyosensoriin empedans
degisimleri araciligiyla izlenmis ve bu biyoimprint, 10* ile 108 CFU/mL araliginda hedef

SRB'in yakalanmasini saglamaistir.

Dokular ve organlar

Dokular ve organlar da enzim veya kemoreseptorlerin uygun maliyetli ve kullanigl
kaynaklar1 olabilir ve karmasik ve 6zellesmis tanima yetenekleri sunabilir. Bu reseptorler,
tim biyomolekiiler yollarin ve kofaktorlerin mevcut oldugu dogal ortamlarinda
bulunduklarinda istikrarli ve optimum aktivite saglarlar. Elektrot iizerindeki immobilizasyon
genellikle yar1 gegirgen bir zarin i¢ine hapsedilerek yapilir. Avantajlar1 ve dezavantajlari,
tim hiicre elemanlarinin durumuna benzer, hatta daha da belirgindir. Biyosensor
kullanimlar1 i¢in uygun dokular hem bitkilerden hem de hayvanlardan elde edilebilir

(Pasquarelli, 2021 ; Wijesuriya ve Rechnitz, 1993).
2.14. 3-Merkaptopropiyonik Asit (3-MPA)

Diisiik molekiil agirlikli tiyoller, dogal ortamlardaki biyolojik doniigiimleri nedeniyle
onemlidir. Aslinda, mikrobiyal organik kiikiirt donilisiimlerinde yer alan siire¢lerde 6nemli
ara maddeler olarak kiikiirt biyojeokimyasinda temel bir role sahiptirler. Ek olarak, tip, gida,

ila¢ ve aroma endiistrilerindeki benzersiz rolleri nedeniyle dnemli bir bilesik grubudurlar.

3-Merkaptopropionik asit (3-MPA), HS-CH2-CH2-COOH formiiliine sahip bir organosiilfiir
bilesigidir. Hem karboksilik asit hem de tiyol gruplari i¢eren bifonksiyonel bir molekiildiir.
Renksiz bir yagdir. Akrilik aside hidrojen siilfiir eklenmesiyle elde edilir.
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Sekil 2.15. 3-Merkaptopropiyonik asidin kimyasal yapisi

Glutamat dekarboksilazin rekabetci inhibitoriidiir ve bu nedenle konviilzan olarak etki eder.
Allilglisine kiyasla daha yiiksek bir potansiyele ve daha hizli bir etki baslangicina sahiptir
(Horton ve Meldrum, 1973). Altinin kiikiirt ligandlarina olan afinitesinden yararlanarak
hidrofilik altin nanopartikiilleri hazirlamak i¢in kullanilir (Subramanian ve digerleri, 2004).
Pentaeritritol bazli pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat) gibi tiyol bazli polimer
capraz baglayic1 ajanlar olusturmak icin poliollerle esterlestirilir (Hoyle ve Bowman

Christopher, 2010).

3-Merkaptopropiyonik asit (3-MPA), hem tiyol (-SH) hem de karboksilik asit (-COOH)
fonksiyonel gruplarini i¢eren diisiik molekiiler agirlikli bir organik bilesiktir. Kisa karbon
zincirine sahip olmasi nedeniyle, kendiliginden olusan tek tabaka (self-assembled
monolayer, SAM) yapilarinin olusturulmasinda yaygin olarak tercih edilir. 3-MPA, 6zellikle
altin ylizeyler ve metal nanopartikiiller ile yliksek afinite gdsteren tiyol grubu araciligiyla
ylizeye baglanir; serbest karboksilik grup ise yilizey modifikasyonuna veya biyoreseptor
immobilizasyonuna olanak tanir. Bu 6zellikleri sayesinde, 3-MPA genellikle nanopartikiiller
tizerinde kaplayict (capping) ajan olarak gorev yapar ve biyosensor yiizeylerinin
fonksiyonellestirilmesinde kritik rol oynar. Yizeyin kimyasal 0Ozelliklerinin kontrol
edilmesine ve biyomolekiillerle 6zgiil etkilesimlerin saglanmasina imkén taniyan bu yapi,
elektrokimyasal biyosensor uygulamalarinda yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik elde edilmesine

katkida bulunur (Fan ve digerleri, 2015).
2.15. Bovine (Si1gir) Serum Albumini (BSA)

Sigir serum albiimini (BSA veya "Fraction V") ineklerden elde edilen bir serum albiimin
proteinidir. S1gir serum albiimini (BSA), karacigerde sentezlenen ve 538 amino asit kalintisi

olan tek bir polipeptit zincirinden olusan, 66,5 kDa agirliginda ¢ok yonlii, monomerik bir
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proteindir. Ekstraseliiler s1tvi hacmini stabilize etmedeki ve steroidler, yag asitleri ve tiroid
hormonlar1 dahil olmak {izere cesitli kiiciik molekiiller i¢in bir tasiyict gorevi gérmedeki
onemli rolii, bilimsel aragtirmalarda ve g¢esitli endiistriyel uygulamalarda yaygin
kullaniminin temelini olusturur. Bir antioksidan olarak BSA, zararli serbest radikalleri

yakalayarak hiicresel korumaya katkida bulunur (Majorek ve digerleri, 2012).

BSA, yapisal olarak ii¢ homolog fakat birbirinden farkli alana sahiptir. Bu alanlar, alan I,
alan II ve alan III olarak tanimlanir. Her bir alan, yapisal diizen bakimindan A ve B olmak
tizere iki alt alana ayrilir. Bu modiiler yapi, BSA'nin ligand baglama kapasitesini ve ¢ok
yonli biyolojik islevlerini destekleyen temel yapisal 6zelliktir (Majorek ve digerleri, 2012).
BSA, o6zellikle yapisal olarak %76 oraninda benzer oldugu insan serum alblimini olmak

tizere diger serum albiimin proteinleri i¢in siklikla model olarak kullanilir.

Sekil 2.16. BSA yapis1 (www.rcsb.org).

BSA'nin molekiiler yapisi, steroidler, yag asitleri ve hormonlar gibi ¢esitli kii¢iik molekiiller
i¢in tagiyici protein roliinii desteklemek iizere tasarlanmistir. Amino asit bilesimi, yapisal
biitiinltigli korumak ve baglanma etkilesimlerini etkinlestirmek i¢in ¢ok dnemli olan lizin,
16sin ve valin gibi temel kalintilar i¢erir. Hidrofilik ve hidrofobik amino asitlerin varligi,

BSA'nin bir dizi ligandla etkili bir sekilde etkilesime girmesini saglar.

BSA'nin ii¢iinciil yapisi, sistein kalintilar: arasinda olusan ¢ok sayida disiilfiir bagiyla kararl
hale getirebilir. Bu baglar, proteinin fizyolojik kosullar altinda kararliligin1 korumak i¢in
hayati 6nem tasir. Ayrica, BSA'nin yaklagik 4,7'lik bir izoelektrik noktas1 (pI) vardir ve bu,

¢Oziiniirliigiinii ve degisen pH seviyelerinde diger molekiillerle etkilesimini etkiler.

BSA igindeki fonksiyonel gruplar, kan dolasimindaki c¢esitli ligandlar1 baglamasina ve

tagimasina olanak taniyarak biyokimyasal 6zelliklerine 6nemli 6l¢iide katkida bulunur. Bu
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baglanma kapasitesi, viicuttaki kiiciik molekiilleri kararli hale getirme ve tasimadaki 6nemini

vurgular.
2.16. Biyoaktif Tabakanin Degerlendirilmesi
2.16.1. Fiziksel olarak degerlendirilmesi

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobu (scanning electron microscopy, SEM), diisiik enerjide hareket
eden bir elektron demeti kullanarak ornekleri odaklayip tarayan, mikroorganizmalarin
ylizeylerini tarayan bir tiir elektron mikroskobudur. Elektron mikroskoplarinin gelistirilmesi
1s1tk mikroskoplarmin dalga boylarinin yetersiz olmasindan kaynaklanmistir. Elektron
mikroskoplar1 151k mikroskobuna gore ¢ok kisa dalga boylarina sahiptir, bu da daha 1yi

¢Oziiniirliik giicline olanak saglar.

Elektron Tabancasi

u Elektron isimn Demeti

Elektromanyetik
Mercek
Monitor
P AAA
1% 3!
Tarama Bobinleri =—— ‘\?Q’Q!H{ /‘\'—
'\.\ A ’I ’.‘_'
Geri Sacilmis
Elektron Dedektorii
Numune S
ikincil
Elektron Dedektorii

Sekil 2.17. Taramal1 Elektron Mikroskobunun Calisma Prensibi

Iletilen elektronlar1 kullanan transmisyon elektron mikroskobu'nun aksine, taramali elektron
mikroskobu yayilan elektronlar1 kullanir. Taramali elektron mikroskobu, elektronlarin

etkilesimi sonucu kinetik enerji uygulanarak sinyaller iiretilmesi prensibine gore ¢alisir. Bu
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elektronlar, kristallesmis elementleri ve fotonlar1 goriintiilemek icin kullanilan ikincil
elektronlar, geri sa¢ilmis elektronlar ve kirinimli geri sagilmis elektronlardir. Goriintiiyii
olusturmak i¢in ikincil ve geri sagilan elektronlar kullanilir. Numuneden yayilan ikincil
elektronlar, numunenin morfolojisi ve topografisinin tespit edilmesinde birincil rol
oynarken, geri sagilan elektronlar numunenin elementlerinin bilesiminde kontrast gosterir

(Goldstein, 2003).

Elektronlarin kaynagi ve elektromanyetik mercekler, kolonun en iist kismina yerlestirilen
tungsten filaman lambalardan gelir ve transmisyon elektron mikroskobundakilere benzer.
Elektron kaynagina termal enerji uygulandiktan sonra elektronlar yayilir ve pozitif yiikli

anoda hizl bir sekilde hareket etmelerine izin verilir (Egerton, 2005).

Elektron demeti, numune ylizeyinden yliksek enerji seviyelerinde birincil sa¢ilmis (birincil)
elektronlarin ve diisiik enerji seviyelerinde ikincil elektronlarin emisyonunu aktive eder.
Elektron demeti numuneyle etkilesime girerek numunenin ylizey topografyasi ve bilesimi

hakkinda bilgi veren sinyaller tiretir (Egerton, 2005) .

Numunenin SEM altinda goriintiillenmesi i¢in 6zel bir isleme gerek yoktur, hatta hava ile
kurutulmus numuneler bile dogrudan incelenebilir. Ancak hiicrelerin yapisal 6zelliklerinin
korunmas1 ve mikroskobun yiiksek vakumuna maruz kaldiginda ¢cokmesinin 6nlenmesi i¢in
mikrobiyal drneklerin fiksasyon, dehidratasyon ve kurutulmasina ihtiyac vardir. Ornekler,
numunenin yiizeyindeki elektrik ytiklerinin mekansal dagilimina izin vermek i¢in ince bir
agir metal element tabakasiyla kaplanir, bu da yiiksek netlikte daha iyi goriintii liretimi

saglar (Egerton, 2005 ; Goldstein, 2003).

Bu mikroskopla tarama, elektron demetinin mikroskobun ince bir kesiti lizerinde ileri geri
kaydirilmasiyla elde edilir. Elektronlar numuneye ulastifinda, yiizey ikincil elektronlar
olarak bilinen kii¢lik bir elektron yiginini serbest birakir ve bu elektronlar daha sonra 6zel
bir dedektdr cihazi tarafindan yakalanir. ikincil elektronlar dedektdre ulastiginda ve
girdiginde bir sintilatére (yiiklii bir parcacik veya yiiksek enerjili bir foton carptiginda
floresan 15181 yayan bir lliminesans malzemesi) ¢arparlar. Bu, bir fotogogaltic1 tarafindan
elektrik akimina doniistiiriilen 151k flaglar1 yayar ve katot 1s1n tiipiine bir sinyal gonderir. Bu,
izlenebilen ve fotograflanabilen, televizyon goriintlisiine benzeyen bir goriintii {iretir

(Egerton, 2005 ; Goldstein, 2003).
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Dedektore giren ikincil elektronlarin miktari, numunenin dogasi tarafindan biiyiik 6l¢iide
belirlenir, 6rnegin dedektore giren yliksek miktarda elektronu almak i¢in yiikseltilmis
ylizeyler, basik yiizeylerde ise yiizeye ulasan daha az elektron vardir ve dolayisiyla
dedektore giren elektron sayist daha azdir. Bu nedenle ekranda yiikseltilmis ylizeyler daha
parlak, basik yiizeyler ise daha koyu goriinecektir (Egerton, 2005 ; Goldstein, 2003).

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (atomic force microscopy, AFM), taramali prob mikroskobu
(scanning probe microscopy, SPM) tekniklerinden biridir. Genel ¢alisma prensibi asagida
gosterildigi sekilde Ozetlenebilir: Ucu genellikle silisyum (Si) veya silisyum nitriirden
(SisNa) tretilen ve tipik olarak 1 nm ile 20 nm arasinda, bazen daha biiyiik yaricapa sahip
bir prob, bir kantileverin ucuna baglanir. Bu kantilever, belirli bir yay sabitine sahip olacak
sekilde titresebilir ve genellikle birkag¢ onlar ile birkag yiiz kilohertz arasinda frekanslarda
calisir. Bir fotodiyot {lizerindeki sinyalin dlgiilmesiyle, ug ile yiizey arasindaki kuvvet sabit
tutulacak sekilde kantilever tutucusunun z-ekseni boyunca pozisyonu degistirilir. Bu z-
eksenindeki hareket, yiizey topografyasina doniistiiriilerek ylizeyin yiiksek ¢oziintirliiklii bir

haritasi elde edilir (Giessibl, 1995 ; Jandt, 2001; Zhou ve Du, 2022 ; Joshi ve digerleri, 2022).

Kantilever

Ug

Numune

Sekil 2.18. AFM calisma prensibi (Jandt, 2001; Joshi ve digerleri, 2022).

Ug ile yilizey arasindaki kuvvetler, u¢ tlizerinde herhangi bir islevsel modifikasyon
yapilmadigr durumlarda ¢ogunlukla elektrostatik Coulomb kuvvetlerine (itici) ve van der

Waals kuvvetlerine (¢ekici) dayanir ve biiytikliikleri son derece kiigtiktiir; genellikle 107" N
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ile 1077 N araligindadir. Ug ile ylizey arasindaki oldukca kiiciik mesafeler genelde 0,1 nm ile
10 nm arasinda 6zellikle yiizeyin tamamen diizgiin oldugu ideal kosullarda, yaklasik 0,1
nm’de ¢oziiniirlikk elde edilmesini miimkiin kilar. Bununla birlikte, bahsedilen kuvvetlere ek
olarak farkli kuvvetler de bu etkilesimlere iist iiste binebilir ve AFM goriintiilerinin

yorumlanmasi sirasinda dikkate alinmalar1 gerekir (Jant, 2001; Joshi ve digerleri, 2022).

Kantilever, 6rnek ylizeyine farkli yaklasimlarla hareket ettirilebilir; bu yaklasimlar
genellikle temas modu veya dinamik (tapping) mod olarak siniflandirilir (Liu ve Wang,
2010) . Temas modunda daha yiiksek diizeyde ¢oziiniirliikk elde edilebilmesine ragmen, ug
ile yiizey arasindaki siirtinme kaynakli lateral kuvvetler, 6zellikle yumusak veya diizensiz
topografiye sahip drneklerde yiizey hasarina yol acgabileceginden, bu tiir 6rneklerde siklikla
dinamik mod tercih edilmektedir. Dinamik modda, kantilever rezonans frekansina yakin bir
frekansta salinim yapar ve yalnizca ylizeye kisa siireli temaslarda bulunur; bdylece ucu

ylzeye yapismadan yatay tarama gergeklestirilir (Liu ve Wang, 2010).

Sekil 2.19. AFM calisma modlari: (A) temas modu; (B) topografik goriintiileme icin
dinamik mod (dinamik moddaki salinim frekans1 gorseldekinden ¢ok daha yiiksektir, ug
piksel basina bir¢ok kez salinim yapar); ve (C) etkilesim arastirmasi i¢in kuvvet

spektroskopisi modu (Liu ve Wang, 2010).

Temassiz modda ise kantilever benzer sekilde titresir, ancak daha diisiik genlikte ve yiizeyle
fiziksel temas kurmadan ¢alisir. Yang ve ark. , temassiz modun 6rnege yalnizca minimal
diizeyde mekanik yilik bindirdigini, ancak bu durumun Ol¢iim hassasiyetinden 6diin
verilmesine neden oldugunu belirtmistir (Yang ve digerleri, 2007). Ayrica, tapping modunun

Ozellikle sivi ortamlarda yumusak malzemelerde deformasyon riskini artirabilecegi
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bildirilmistir. Son on yil igerisinde, bu tiir topografik incelemeler; gida biyopolimerleri
(Morris ve digerleri 2001), biyopolimer aglar1 (Morris ve digerleri, 2000), proteinler ve DNA
(Hansma ve digerleri, 2000 ; Ellis, 2005) ile hidrojel sistemleri (Raghuwanshi ve Garnier,
2019) gibi cok cesitli biyolojik ve polimerik materyaller lizerinde basariyla uygulanmaistir.

Topografik dl¢iimler, 6zellikle homojen ve izotropik yiizeylerde yiizey piiriizliiligiiniin nicel
olarak degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Ancak, anizotropik morfolojiye sahip
yapilar, Ornegin nanofiberler veya fibroblastlar gibi genellikle yalnizca piiriizliliik
Olctimlerinden ¢ok, tam yiizey topografisi lizerinden elde edilen gorsel ve yapisal veriler

araciligryla daha anlaml bilgiler sunar.

Ug ile yiizey arasindaki etkilesim kuvvetlerinin belirlenmesine olanak taniyan kuvvet
spektroskopisi modunda, ug tarafindan uygulanan kuvvetle iliskili olarak kantileverin sapma
miktarinin Olciilmesiyle, dikey yer degistirme siireci boyunca kuvvet-mesafe egrileri elde
edilebilmektedir Bu mod, 6zellikle mikroorganizmalar, nanopartikiiller, hidrojeller veya
diger kiiciik Olcekli numunelerin karakterizasyonu agisindan Onem tasimakta olup,
makroskobik mekanik testlerle elde edilen degerlerden farklilik gosterebilen elastik modiil
(Young modiilii) gibi mekanik 6zelliklerin hesaplanmasina da imkan sunar (Liu ve Wang,
2010). Kuvvet-mesafe egrisinin yaklagsma fazinda (egrinin kirmizi bolgesi), elektrostatik ve
van der Waals kuvvetlerine bagl olarak artan bir kuvvet gozlemlenir. Geri ¢ekilme fazinda
ise, u¢ Oncelikle adezyon kuvvetleri nedeniyle ylizeye yapisir; bu durum kuvvetin belirgin
sekilde azalmasina ve kantileverin negatif sapmasina neden olur. Sonrasinda ise ug ylizeyden
ayrilir ve kuvvet degeri baslangi¢ seviyesine geri doner. Genellikle bu kuvvetler, hiicreler,
dokular, yumusak hidrojeller ve ¢esitli biyopolimer formlar1 gibi biyolojik orneklerde
oldukca diisiik diizeydedir. Ancak, AFM ucunun 0Ozgiil fonksiyonel gruplar veya
molekiillerle modifiye edilmesi durumunda, ug ile numune arasindaki segici etkilesimlerden

daha detayl1 yapisal ve kimyasal bilgi elde edilmesi miimkiin hale gelmektedir.

Temas acisi

Temas agist Ol¢iimii, 6zel 1slatma ylizeylerinden miirekkep piiskiirtmeli ve ptskiirtmeli
sogutma teknolojilerine kadar ¢esitli uygulamalarda ylizey 6zelliklerini arastirmak icin basit
ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Mishchenko ve digerleri, 2010 ; Spori ve

digerleri, 2008). Sivi damlasinin kat1 bir yiizey tizerindeki temas agis1 kavramu ilk olarak
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1805 yilinda Thomas Young tarafindan ortaya konmustur. Young'in adiyla anilan ve

literatiirde yaygin olarak kullanilan denge denklemi, esitlik 1°de

Yis T+ Yig COS 9&' = Ysg
(1)

seklinde ifade edilir. Bu denklem, s1v1 (1), gaz (g) ve kat1 (s) fazlarinin kesigiminde yer alan
ticlii temas hattinda etkili olan yiizey gerilimleri (y) arasindaki iliskiyi, denge temas agisi (6.)
baglaminda tanimlayan bir kuvvet dengesi esasina dayanmaktadir (Kung ve digerleri 2019 ;

Akbari ve Antonini, 2021; Drelich ve digerleri, 2020).

Bir s1v1 ile kat1 yiizey arasindaki temas agis1 (0), bu iki faz arasindaki karmasik etkilesimlerin
makroskopik diizeydeki bir yansimasidir ve yiizeyin mikro/nano 6l¢ekli kimyasal bilesimi,
topografik oOzellikleri ve kilcal kuvvetleri hakkinda degerli ipuglar1 saglar. Hidrofobik
ylizeylerde temas agis1 90°’nin iizerinde olup, sivi damlasi kiiresel bir form alirken; hidrofilik
yiizeylerde 90°’nin altinda degerler gézlenir ve damla yiizey boyunca yayilma egilimindedir
(Akbari ve Antonini, 2021 ; Butt ve digerleri, 2014 ; Mugele ve Heikenfeld, 2018 ; Qu’er’e,
2008).

Wenzel ve Cassie-Baxter modelleri, piiriizlii ylizeylerde temas agisinin nasil degistigini
aciklamak amaciyla gelistirilmis ve bu baglamda yiizey morfolojisinin temas agisi
tizerindeki etkilerini teorik olarak ortaya koymustur (Wenzel, 1936 ; Cassie ve Baxter,
1944). Bu nedenle, temas agis1 Ol¢limleri, 6zellikle yiizey modifikasyonu, kaplama
teknolojileri ve biyomalzeme arastirmalarinda yiizey Ozelliklerinin karakterizasyonunda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.16.2. Kimyasal olarak degerlendirilmesi

Fourier donusumlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Kizil6tesi spektroskopisinin (IR) tercih edilen yontemi fourier doniistimlii kizilotesi (FT-IR)
spektroskopisidir. Kizilotesi spektroskopisinde IR radyasyonu bir numune {izerinden iletilir.
Numune kizildtesi enerjinin bir kismini emer, bir kismini da aktarir (gegirir). Elde edilen
spektrum molekiiler emilimi ve iletimi temsil eder ve numunenin molekiiler parmak izini
olusturur. iki parmak izi asla uyusmadig gibi, hicbir iki benzersiz molekiiler yap1 da ayni
IR spektrumunu tiretmez. Bu, IR spektroskopisini bir¢ok analiz tiirii i¢in kullanigli hale

getirir (Thermo Nicolet Corporation; Dutta, 2017).
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Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometreleri genellikle organik sentez, polimer bilimi,
petrokimya miihendisligi, ila¢ sektorii ve gida analizlerinde kullanilir. Ayrica, FT-IR
spektrometreleri  kromatografi ile birlestirilebildiginden, kimyasal tepkimelerin

mekanizmasinin arastirilmasi ve kararsiz bilesiklerin tespiti i¢in kullanilabilir.

Interferometre

____________________________________________

Sabit Ayna

i Demet Ayrcu\T

*_

Hareketli Ayna Lazer

i IR Kaynag!

____________________________________________

Gaz Ornekleme Hiicresi
Dedektor

Sekil 2.20. FT-IR Calisma Prensibi

Her bir malzemenin kendine 6zgii bir bilesimi ve buna bagli olarak farkli atom dizilimi
oldugundan, higbir iki bilesik tam olarak ayni1 IR spektrumunu iiretmez. Bu nedenle IR
spektroskopisi her tiirli malzemenin pozitif olarak tanimlanmasini (kalitatif analiz)
saglayabilir. Ayrica spektrumdaki bir tepe noktasinin biyiikliigli, orada bulunan madde
miktarinin dogrudan bir gostergesidir. Modern yazilim algoritmalariyla IR, kantitatif analiz

icin miikemmel bir aragtir.

2.17. ELISA, ECLIA ve Biyosensor Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Bilimsel arastirmalarda ve klinik tan1 siireclerinde biyobelirteg tespitine yonelik kullanilan
yontemler, duyarlilik, 6zgiilliik, analiz siiresi ve maliyet gibi ¢esitli kriterler bakimindan

farklilik gostermektedir.

Gilinlimiizde en yaygin kullanilan yontemler arasinda Enzim-bagli immiinosorbent test
(ELISA), Elektrokemiliiminesans immiinoassay (ECLIA) ve biyosensor tabanli cihazlar yer

almaktadir. ELISA, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik avantaji ile aragtirma ve tani1 amagli olarak
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standart yontemlerden biri haline gelmistir. ECLIA ise yiiksek otomasyon diizeyi sayesinde
klinik laboratuvarlarda ¢ok sayida parametrenin hizli ve es zamanl Sl¢limiinii miimkiin

kilmaktadir.

Son yillarda gelismekte olan biyosensor teknolojileri ise yiiksek hassasiyet, diisiik 6rnek
hacmi gereksinimi ve taginabilirlik gibi 6zellikleriyle 6ne c¢ikmakta, 6zellikle hasta basi

(point-of-care) testlerde biiyiik potansiyel tasimaktadir.

Bu yontemlerin farkli avantaj ve sinirliliklarini daha net agiklamak amaciyla ELISA, ECLIA
ve biyosensor cihazlarimin temel 6zellikleri Cizelge 2.3°de verilmistir (Bhattoa ve digerleri,

2020 ; Chen ve digerleri, 2023;D’Orazio, P., 2003; Yu ve digerleri, 2024 ; Wild , 2018).

Cizelge 2.3. Biyosensor, ECLIA ve ELISA Cihazlarinin Karsilastirilmasi

Ozellikler Biyosensor ECLIA ELISA

Genel Mekanizma Biyolojik tanima elemani | Kimyasal-enzimatik Antijen-antikor
(antikor, enzim, DNA | tepkimelerin fotometrik, | baglanmas lizerine
gibi) ile analit arasindaki | tlirbidimetrik veya | dayali, enzimatik
etkilesimin bir fiziksel | elektrokimyasal 6l¢iimii | tepkimenin renk
sinyale (elektrik, optik degisimi  (kromojenik
veya piezoelektrik, vb.) substrat) ile saptanmast
doniistiiriilmesi

Numune Hacmi Tasarimina bagli olarak 50-100 pL 100-200 pL

daha kiiglik hacimlerde
Olciim miimkiin (1-50 pL)

Duyarlilik Cok yiiksek (10712-10""° | Yiiksek (10°!' — 103 M) Orta (107 -10°"' M))
M, pg/mL)
Tayin Araligt 0,1-100 ng/mL 0,2 — 200 ng/mL 1 -500 ng/mL
(tasarimina bagli)
LOD (Saptama sinir1) 0,01-0,5 ng/mL 0,05-1,0 ng/mL 0,5-5,0 ng/mL
Ozgiilliik Biyoreseptoriin Analiz yontemine gore | Antikor segiciligine
seciciligine bagli olarak | degiskenlik gosterir, | bagl olarak yiiksektir
yiiksektir capraz tepkime riski
vardir
Tekrarlanabilirlik %2-6 %3-5 %5-10

Tekrartiretilebilirlik %4-8 %4-7 %8-12
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Analiz Siiresi Dakika (ger¢ek zamanli | Dakikalar-saatler  (tam | 2-6 saat (birden fazla
6l¢ii yapabilir) otomatik-¢oklu test | basamakli iglem igerir)
imkani)
Otomasyon Uygunlugu | Yiksek (mikrogip, lab- | Yiiksek (tam otomatik | Orta (manuel veya yari
on-a-chip sistemleri) analizorlerde) otomatik)
Teknik Alt-Yap1 Saha kullanimma | Yiiksek otomasyonlu | Manuel veya  yari
Ihtiyaci uygundur. Masaiistii veya | cihazlar, klinik | otomatik kit gereklidir,
portatif cihazlardir laboratuvar kosullar1 | laboratuvar ortami
gereklidir. zorunludur, mikrotitre
plaka okuyucu
Maliyet Geligtirme maliyeti | Cihaz maliyeti yiiksektir, | Kit maliyeti yiiksek,
yiiksek, kullanim | test  basmma  maliyet | cihaz basittir
maaliyeti diigiik olabilir. | diisiiktiir
Degiskenlik gosterir

Birden Fazla Analiz

Multipleks sensorler ile

Ayn1 anda ¢ok sayida

Siurli- tek parametre

fmkani miimkiin parametre- yiiksek
Tagmabilirlik Yiiksek- (mini sistemler | Orta (laboratuvar tabanl | Diisiik (mikroplaka
point-of-care uyumlu, | cihaz) okuyucuya bagimlr)
gelistirilebilir)

Klinik Uygulamalar Point-of-care testler, [ Rutin biyokimya, | Arastirma amaglh
kisisellestirilmis tip, | hematoloji ve | biyobelirte¢ ol¢iimleri
giderek  artan  (non- | immiinoloji testleri
invaziv  tiikiriik/idrarda | (yaygin (serum/plazma
6l¢tim olanag) testlerinde)

Avantajlar Hizl, cok yiiksek | Yiiksek hassasiyetli, | Yiiksek ozgiilliik,
duyarlilik, tasinabilir, | genis dinamik aralig1 ve | duyarlilik, standart
gercek zamanl 6lgiim ¢ok parametreli analiz | yontem

imkani
Dezavantajlar Yeni teknoloji validasyon | Yiiksek cihaz maliyeti, | Analiz siiresi uzun,
ve standardizasyonu | tasinabilir olmamasi birden fazla basamakli
kisitht islem gerektirmesi,
laboratuvar  ortaminin

gerekliligi

2.18. Yontem Karsilastirma Analizi

Yontem karsilastirma ¢aligmalari, bilimsel arastirmalarda yeni gelistirilen veya alternatif
Olctim yontemlerinin dogruluk ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla kullanilan 6nemli
yaklagimlardir. Bu kapsamda elde edilen verilerin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda

siklikla Scatter Plot, Bland-Altman analizi, Deming regresyonu ve Passing-Bablok
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regresyon analizi tercih edilmektedir. Scatter Plot, iki yontemin 6l¢iim sonuglar1 arasindaki
genel iligkiyi gorsel olarak sunarken, Bland-Altman analizi yontemler arasindaki sistematik
ve rastgele hatalar1 ortaya koyarak uyumu degerlendirmede altin standart kabul edilmektedir.
Deming regresyonu ise her iki yontemin Ol¢lim hatalarini esit diizeyde dikkate alarak
sistematik sapma ve hata bilesenlerini daha dogru bigimde belirlemekte, bu yoniiyle 6zellikle
biyomedikal ve analitik kimya alanlarinda yaygin kullanim alani1 bulmaktadir. Passing-
Bbalok analizi ise iki nicel 6l¢iim yonteminin yani referans yontem ile gelistirilen yontemin
birbirleriyle uyumunu ve sistematik farklarint degerlendirmek igin kullanilan non-
parametrik bir regresyon analizidir. Sonug¢ olarak, bu dort yontemin birlikte uygulanmasi,
Olcim yontemleri arasindaki uyumun ve farklhiliklarin  kapsamli  bir  sekilde
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (Bland ve Altman 1986 ; Altman ve Bland 1983
; Hollis, 1997 ; Pollack ve digerleri 1992; Semsi, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Uclii Elektrot Sistemi

Elektrokimyasal dl¢iimler icin gergeklestirilen deneylerde kullanilan {i¢ elektrotlu sistem,
Sekil 3.1'de gosterilmektedir. Elektrokimyasal hiicre igerisinde Olglim sirasinda redoks
ozelliklere sahip bir ¢ozelti bulunmaktadir. Bu sistemde, calisma elektrodu olarak altin
elektrot (Au), referans elektrot olarak giimiis kloriir igerisinde yer alan glimiis tel (Ag/AgCl)
ve karsit elektrot olarak platin tel (Pt) tercih edilmistir. Bu elektrotlarin se¢imi, yiiksek

iletkenlik, kimyasal kararlilik ve dogru potansiyel 6l¢iimleri saglamasi nedeniyle yapilmistir.

% J ‘ L Elektrot Baglantilan

Gazsizlaghrma ya da aywrag ekleme
iin Kullamlan delikler

\ Teflon kapak
/— Cam ¢ozelt haznesi

/— Elekirolit ¢zeltisi

Caligma elektrodu

\ \P Referans elekirodu

Karsit elektrot

Sekil 3.1. Ug elektrotlu sistem

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi Ol¢limleri ve dongilisel voltammaogramlar
PSTrace5.11 yazilimi igeren bilgiyasarin bagli oldugu Palm Sens marka
Potansiyotat/Galvanostat cihazi ile gerceklestirildi. Elde edilen 6l¢timler, 6l¢tiim cihazinin
bagl oldugu bilgisayar sistemine kurulu ve Palm Sens firmasinin gelistirdigi PSTrace 5.11

yazilimi ile degerlendirildi.

3.2. Kullanilan Cihaz, Malzemeler ve Kitler
(Caligmada kullanilan geregler ve kimyasal maddeler:
3.2.1. Cihazlar

e Altin Calisma Elektrodu (Basi Mf 2014, ABD)
e Platin Tel Yardimei Elektrot (Basi Mf 1032, ABD)
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o Ag/AgCl Referans Elektrot (Basi Mf2021, ABD)

e Potensiyostat (Palm Sens EmStat3, Hollanda)

e Platin Tel Yardimc1 Elektrot (CHI115,A.B.D)

e Olgiim Hiicresi (Basi C3, ABD)

e Sonikator

e Manyetik Karistiric1 (DB LAB)

e Hassas Terazi (Mettler Toledo)

e pH metre (DB LAB)

e Taramali Elektron Mikroskobu (HITACHI SU8700)

e Fourier Déniisiimlii K1zl Otesi Spektrometresi (FT-IR)

o Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

e Ayarlanabilir otomatik pipetler

e Otomatik Eliza okuyucu ve yikayici (Chromate Awareness Technology INC. ve
COMBIWASH Human)

e ECLIA (ROCHE e-cobas Immunoassay System)

3.2.2. Kimyasal maddeler-cozeltiler

e Distile/Bidistile su

e [3-(Dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimit metiodit (EDC) Sigma
e N-Hidroksi siiksinimit (NHS)- Sigma

e 3-Merkapto propiyonik asit (3-MPA)- Sigma

e NaOH (Sigma)

e HCI (Sigma)

e H>SO4 (Sigma)

e Aliimina (Sigma)

e Aliimina ¢ozeltileri

e %96 Etil alkol (Sigma)

e Monosodyumhidrojenfosfat NaH2PO4 (Merck)

e Disodyumhidrojenfosfat Na2HPO4 (Merck)

e Glisin (Sigma)

e Potasyum ferrosiyaniir trihidrat (K4[Fe(CN)¢]. 3H20
e Potasyum ferrisiyaniir trihidrat (Ks[Fe(CN)s]. 3H20
e Potasyum kloriir (KCI)
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e Procollagen I N- Terminal Propeptide (PINP) monoklonal antikor - MyBioSource
e Cross Linked C-Telepeptide of Type I Collagen (CTX I) monoklonal antikor-
MyBioSource

e Yapay tiikiiriik, serum ve idrar ¢ozeltileri (Sigma ve Biochromozome)
3.2.3. Kullanilan tamponlar

Fosfat tamponu: 0,1 M, pH 7,0 fosfat (Disodyumhidrojen fosfat ve monosodyumhidrojen

fosfat) tampon hazirlandi.

Asetat tamponu: 0,1 M, pH 5,5 asetat (Sodyumasetattrrihidrat ve asetik asit) tamponu

hazirlandi.
Glisin tamponu: 0,1 M pH 8,5 Glisin (Glisin/NaOH) tampon hazirlandi.
3.2.4. Kullanilan c¢ozeltiler

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI saf su ile seyreltilerek 0,1 M konsantrasyonunda

¢ozelti hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 haldeki sodyum hidroksit saf suda ¢oziilerek 0,1 M

konsantrasyonda ¢6zelti hazirlandi.

5 mM Ky[Fe(CN)g): Hassas terazide 1,0560 g K4[Fe(CN)¢] tartilarak daha 6nce hazirlanan
50 mM pH 7,4 fosfat tamponu ile 500 mL’ye tamamlandi.

5 mM Ki;[Fe(CN)g]: Hassas terazide 0,8231 g K3[Fe(CN)¢] tartilarak daha dnce hazirlanan
50 mM pH 7,4 fosfat tamponu ile 500 mL’ye tamamlandi.

Redoks prob cozeltisi : 5 mM Ka4[Fe(CN)s] ve 5 mM Kis[Fe(CN)s] cozeltileri (1:1) 1 L
olacak sekilde karistirildi, bu ¢ozeltinin igerisine 3,72 mg KCI (0,1M) eklendi

0,2M EDC (w/v): 115,02 mg EDC tartilarak 2 mL’ye hazirlanmis olan 50 mM pH 7,4 fosfat

tamponu ile tamamlandi.

0,05 M NHS (w/v): 23,02 mg NHS tartilarak 2 mL’ye hazirlanmis olan 50 mM pH 7,4 fosfat

tamponu ile tamamlanir.

5 mM 3-MPA : 600 pL 3-MPA alinip son hacim 15 mL olacak sekilde absolute (saf)

etanolde ¢oziiliir.
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3.2.5. Kitler

e PINP ELISA kiti (BT Lab; E1350Hu; Lot:202508007)
e [(-CTX ELISA kiti ( Elabscience; E-EL-H0960; Lot:WZ2866T63276)

3.3. Deneysel Yontemler
3.3.1. Cahisma elektrodunun (altin elektrot) temizligi

Elektrokimyasal 6l¢timlerin dogruluk ve tekrarlanabilirligini giivence altina almak amaciyla,
calisma elektrodu olarak kullanilan altin elektrot (Au elektrot) her deney dncesinde ylizey
temizligi 6zenle uygulanarak hazirlanmistir. Elektrot yiizeyinde onceki dl¢timlerden kalan
kalintilarin veya c¢evresel etkenlerden kaynaklanan safsizliklarin sonuglar iizerinde olumsuz
etkiler olusturmasin1 6nlemek agisindan bu islem kritik 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla,
ylizey temizliginin her deneyde tutarli olacak sekilde saglanmali ve uygulanan adimlara 6zen

gosterilmelidir.

Elektrot temizligi, fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal olmak iizere {ic agsamali olarak
uygulanmistir: Bir miktar gama-aliimina ¢ozeltisi kadife ped tizerine damlatilmis ve elektrot
ylizeyi ped lizerinde hafif dairesel hareketlerle gezdirilerek mekanik temizlik uygulanmistir.
Bu adim ile yiizeyde bulunan tabaka ve olasi kirleticiler uzaklagtirilmistir. Ardindan elektrot
distile su ile durulanmis ve yiizeye adsorbe olmus partikiillerin elimine edilmesi amaciyla
5-10 dakika siireyle %96’lik etil alkol igerisinde sonikasyona tabi tutulmustur. Bu islemin
ardindan elektrot yeniden distile su ile durulanmis ve ek olarak 10 dakika boyunca distile su

icerisinde sonikatorde bekletilmigtir.

Mekanik ve kimyasal temizlik adimlarmin ardindan elektrot, elektrokimyasal temizlik
islemine almmistir. Bu asamada, 0,1 N H2SOs ¢ozeltisi icerisinde +1,0 V ile —1,0 V
potansiyel araliginda en az 15 dongli boyunca dongiisel voltametri Olgiimleri
gerceklestirilmistir. Boylece elektrot yiizeyinde herhangi bir kalintinin kalmamasi ve

ylizeyin elektroaktif hale getirilmesi saglanmstir.

Temizlik islemleri tamamlanan altin elektrot yiizeyi iizerine biyoaktif tabaka immobilize

edilmis ve elektrokimyasal ¢aligmalar bu hazirlanmis yiizey iizerinde yiriitilmiistiir.



93
3.3.2. Elektrokimyasal analiz metotlar:

Elektrokimyasal analizler, biyosensor gelistirme siirecindeki her bir modifikasyon adiminin
etkinligini, altin elektrot yilizeyinin temizligini dogrulamak ve antijen-antikor baglanma
diizeylerini belirlemek i¢in kullanilmistir. PINP ile B-CTX konsantrasyonlarini belirlemek
amaciyla EIS ve CV yontemleri tercih edilmistir. Tiim elektrokimyasal 6l¢timler, 50 mM pH
7.4 fosfat tamponu icerisinde hazirlanan Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) ve 0,1 M KCI
igceren ¢oOzelti kullanilarak, ¢ elektrotlu standart bir hiicre konfigilirasyonunda

gerceklestirilmistir.

CV ol¢iimleri, -0,2 V ile 0,6 V potansiyel araliginda, 50 mV/s tarama hiz1 ve 20 mV adim
biiytikliigii kullanilarak; EIS 6l¢iimleri ise 100 kHz ile 0.01 Hz frekans araliginda ve 5 mV
genliginde alternatif akim (AC) uygulanarak yapilmistir. Tiim empedans 6l¢timleri, 0 V bias
potansiyeli altinda gerceklestirilmis olup, bu potansiyel bilgisi PSTrace 5.11 yazilimindaki
Acik Devre Potansiyeli (OCP) komutu ile belirlenen degere dayanmaktadir.

3.3.3. Veri degerlendirilmesi ve es deger devre modeli uygulamasi

Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS), yiizeyde meydana gelen elektrokimyasal
stireclerin rezistif ve kapasitif 6zellikler iizerindeki etkilerini hassasiyetle belirlemek i¢in
kullanilmistir. Yontem, elektrokimyasal hiicreye diistik genlikli siniizoidal bir voltaj (U(jo))
uygulanarak olgiilebilir bir akim tepkisi (I(jo)) elde edilmesine dayanir. Sistemin toplam
elektriksel tepkisini tanimlayan empedans (Z), uygulanan voltaj ve elde edilen akim
vektorleri arasindaki oran olarak tanimlanir ve Z(jo) = Zre® + jZimo (Esitlik 2) seklinde ifade
edilir. Bu 6l¢iim parametreleri, potansiyostata entegre edilen frekans analizorii tarafindan

kaydedilip degerlendirilmistir.

Empedans oOlglimleri sonucunda elde edilen Zr (gercek bilesen) ve Zim (sanal bilesen)
degerleri, elektrot-elektrolit araylizeyinin karakteristik direng ve kapasitans unsurlarini
temsil eder. Elektrot ylizey kalinliginda meydana gelen degisiklikler, yilizey kapasitansinda
gozlemlenen farkliliklarla ve yiizeyler arasi elektron transfer direncinde (Ret) artiglarla
kendini gosterir. Ret, elektrot ylizeyinde gerceklesen redoks tepkimelerinin elektron transfer
hizin1 dogrudan etkilediginden, makromolekiillerin baglanma bdlgeleriyle (antijen-antikor
etkilesimleri) gergeklestirdigi 6zgiil etkilesimler, elektrot yiizeyinde ayirt edici bir tabaka
olusturur. Bu tabaka, elektronlarin elektrot yilizeyine ulasmasini zorlagtirarak elektron

transfer direncinde artisa yol agar. Bu nedenle, bu ¢alismada yiizey modifikasyon adimlari
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ile antijen-antikor komplekslesme diizeyleri, dolayli olarak Ret degeri tizerinden izlenmistir.
Elde edilen deneysel veriler, Sekil 3.2’de sunulan ve tipik bir Nyquist grafigi desenini

gosteren egriler ile degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Elde edilen Nyquist egrisi

Verilerin nicel analizi ve arayiizey siire¢lerinin ayristirilmasi i¢in deneysel noktalar non-
lineer en kii¢iik kareler uyarlama (NLLS) yontemiyle [R1(R2Q1)W] esdeger devre modeline
basariyla uyarlanmistir (Sekil 3.3). Bumodelde Ri (Cozelti Direnci, Rs), yiiksek frekanstaki
ohmik kaybi; yar1 dairenin capi olan Rz (Sarj Transfer Direnci, Rct), redoks probunun
elektron transfer kinetigini; yiizey heterojenligini yansitan Qi (Sabit Faz Elemani, CPE),
ideal olmayan c¢ift katman kapasitesini; ve diisiik frekanstaki lineer kisim ise kiitle
transferinin siirlamasini temsil eden Wi (Warburg Empedansi, Zw) bilesenlerini ifade
etmektedir. Bu uyarlama prosediirii, sistemin temel elektrokimyasal parametrelerinin yiiksek

dogrulukla belirlenmesini saglamistir.

R2 wi1

)

1
{
—

Sekil 3.3. PSTrace 5.11 yazilim1 kullanilarak elde edilen es deger devre modeli.
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3.3.4. Tasarlanan B-CTX ve PINP biyosensoriiniin 6l¢iim prensipleri

B-CTX ve PINP biyosensorlerinin tasarimlari; B-CTX ve PINP antikorlarmin farkl
kimyasal stratejiler ile 6 mm ¢apa (0,28 cm?’lik alana) sahip ¢alisma elektrodu merkezine
uygulanmasiyla gergeklestirilmistir. Sonrasinda analit B-CTX ve PINP miktar analizlerine
gecilmistir. Bu amagla; standart analit ¢ozeltilerinin 5’er uL’lik porsiyonlar1 (10 pg/mL B-
CTX ve 5 ng/mL PINP iceren) elektrot yiizeylerine mikropipet yardimiyla eklenmistir ve
60 dakika inkiibe edilmistir. Sonra elektrot yiizeyine baglanmamis CTX ve PINP
proteinlerini uzaklastirmak icin ultra saf su ile elektrot yiizeyi yikanmistir. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra elektrolit ¢dzeltisinin bulundugu hiicrede CV ve EIS olglimleri
alimmustir. Bu 5’er pL’lik standart ¢6zelti (10 pg/mL B-CTX ve 5 ng/mL PINP iceren) ilavesi
ve yikama islemleri, ardindan CV-EIS 6l¢iimleri 6 kez tekrarlandi. Boylece, 10-60 pg/mL
B-CTX ve 10-60 ng/mL PINP konsantrasyon araliginda gelistirilen biyosensorlerin cevaplari

elde edilmistir .

3.4. B-CTX Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi Temelli Biyosensériin

Hazirlanmasi

Biyosensor sisteminin gelistirilmesinde calisma elektrodu olarak altin elektrot tercih
edilmistir. Elektrot yiizeyinde kendi kendine diizenlenen tek tabaka (SAM) olusturmak
amaciyla, elektrot 5 mM konsantrasyonunda ve etanolde hazirlanmis 3-Merkaptopropiyonik
asit (3-MPA) ¢ozeltisinde 16 saat siireyle inkiibe edilmistir. Bu islemin ardindan, elektrot 50
mM fosfat tamponunda (pH 7,4) ¢éziilmis ve 0,2 M EDC ile 0,05 M NHS igeren ¢ozeltiye
daldirilarak, karanlik ortamda ve calkalayicida 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu adimda,
SAM tabakasmmin serbest karboksil gruplari N-hidroksi siiksinimid esterlerine
doniistiiriilerek  aktivasyon saglanmigtir. Sonrasinda, elektrot ylizeyi 10 pg/mL
konsantrasyonundaki CTX’e 6zgiil antikor (anti-CTX) 5 pL’lik halinde elektrot yiizeyine
pipetlendi ve 1 saat siireyle muamele edilerek antikor immobilizasyonu gerceklestirilmistir.
Biyosensor tasarimi  [Au-3MPA-0,2 M EDC/0,05 M NHS- Anti-CTX] olarak

tamamlanmustir.
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Sekil 3.4. Gelistirilen B-CTX biyosensoriiniin tasarimi sirasinda Anti-CTX antikorunun

Au elektrot ylizeyine immobilizasyon basamaklar1
3.5. p-CTX Antikorunun immobilizasyon Basamaklarinin Optimizasyon Cahsmalar

Calisma kosullarinin  optimize edilmesi, biyosensdrlerin  duyarlilik, 06zgilinliik ve
tekrarlanabilirlik agisindan daha yiiksek performans gostermesine katki saglamakta, ayni
zamanda sensoriin potansiyel uygulama alanlarindaki etkinligini de artirmaktadir. Bu
dogrultuda, tasarlanan biyosensoriin giivenilirligini ve performansini en iist diizeye ¢ikarmak

amaciyla deneysel kosullar sistematik olarak optimize edilmistir.
3.5.1. SAM yapiminda kullanilan 3-MPA konsantrasyonunun optimizasyonu

B-CTX biyosensoriiniin - hazirlanmasinda SAM  olusturmak i¢in  kullanilan  3-
merkaptopropiyonik asitin optimum konsantrasyonu belirlendi. Bu amacla 1 mM, 2,5 mM,
5mM, 10 mM, 15 mM ve 20 mM konsantrasyonlarda hazirlanan 3-merkaptopropiyonik asit
cozeltileri i1le SAM olusturularak 6 farkli biyosensor hazirlandi. Biyosensoriin
hazirlanmasinda kullanilan diger kimyasal bilesenlerin konsantrasyonlar1 0,2 M EDC/0,05

M NHS, Anti-CTX (10 pg/mL) ve CTX (10 pg/mL) olarak sabit tutuldu.
3.5.2. EDC/NHS konsantrasyonunun optimizasyonu

SAM tabaka olarak kullanilan 3-merkaptopropiyonik asitin agikta kalan karboksil ug
gruplarint Anti-CTX antikorunun amino gruplariyla kovalent bag yapabilmek {iizere
aktiflestirmek icin EDC/NHS c¢ozelti karigimi  kullanildi.  Optimum EDC/NHS
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 0,3 M /0,1 M, 0,75 M/0,25 M ve 0,03 M/0,01 M, 0,2
M/0,05 M konsantrasyonlarinda hazirlanan EDC/NHS karigimlar1 kullanilarak biyosensorler
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hazirlandi. Immobilizasyon isleminde kullanilacak EDC/NHS ¢ozelti karisimlarinin
konsantrasyonlarin1  belirlemek i¢in  gergeklestirilen bu c¢alismada, biyosensor
hazirlanmasinda kullanilan diger kimyasallarin konsantrasyonlari 3-MPA (5 mM), Anti-

CTX (10 pg/mL) ve CTX (10 pg/mL) seklinde sabit tutuldu.
3.5.3. Anti-CTX konsantrasyonunun optimizasyonu

Anti-CTX konsantrasyonun biyosensor cevabina etkisini belirlemek amaciyla 10, 20, 30, 40,
50 ve 60 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan Anti-CTX c¢ozeltileri kullanilarak
hazirlandi. Biyosensor tasariminda kullanilan diger kimyasal bilesenlerin konsantrasyonlari

3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05 M) ve CTX (10 pg/mL) olarak sabit tutuldu.
3.6. p-CTX ve PINP Tayinine Yonelik Biyosensoriin Karakterizasyonu
3.6.1. Dogrusal tayin arahg

Optimum immobilizasyon kosullarinda elde edilen sonuglar kullanilarak [3-MPA (5 mM),
EDC/NHS (0,2 M/0,05 M), Anti-CTX (10 pg/mL) ve CTX (10 pg/mL)( 1 saat)] hazirlanan
biyosensor ile CTX (10-60 pg/uL) i¢in; [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2M/0,05M) Anti-
PINP (5 pg/mL) ve PINP (10 pg/mL)] hazirlanan biyosensor ile PINP (10-60 pg/mL) i¢in

dogrusal tayin aralig1 belirlenmistir.
3.6.2. B-CTX ve PINP biyosensor yiizey alaminin hesaplanmasi

Biyosensoriin elektrot yiizeyinde meydana gelen antikor molekiilii ile kaplanma 6l¢iisiinii
belirlemek amaciyla; 15 farkli tarama hizinda (10-100 mV) CV 6l¢iimleri alindi. Elde edilen
dongiisel voltamogramlardan yararlanilarak elde edilen veriler, asagida belirtilen Laviron

Esitligine uygulandi:
Q=nxFxAXxI" (3)
Formiilde;
Q: yiik miktar
A: elektrot alani

n: 15 farkli tarama hizinda elde edilen CV'lerden belirlenen, akimlara kars1 ¢izilen

grafiklerin egimi



98

F: Faraday sabiti (96485 C/mol)
I': Kaplanan yiizey alani (mol/cm?)’dr.

Laviron esitligi kullanilarak yalin elektrot ve antikor kaplanmis biyosensoriin yiizey

alanlar1 belirlendi.
3.6.3. Tekrar iiretilebilirlik

B-CTX ve PINP i¢in optimize edilmis degerleri kullanarak [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2
M/0,05 M) , Anti-CTX (10 pg/mL) ve CTX (10 pg/mL)(1 saat)] hazirlanan farkl
biyosensorlerle PINP icin optimize edilmis olan degerler kullanilarak [3-MPA (5 mM),
EDC/NHS (0,2 M/0,05 M) , Anti-PINP (5 ng/mL) ve PINP (5 ng/mL)(1 saat)] hazirlanan

biyosensorlerde EIS ve CV 6l¢iimleri alindi ve biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi arastirild.
3.6.4. Yapay serum, tiikiiriik ve idrarda uygulama

Hazirlanan B-CTX ve PINP biyobelirtecleri, matriks etkilesimlerini degerlendirmek iizere,
yapay serum, yapay tiikiiriik ve yapay idrar gibi ii¢ farkli fizyolojik matrikste 10-60 pg/mL
konsantrasyon araliginda standardize edilmistir; bu ¢ozeltilerle alinan EIS ve CV 6l¢iimleri,
biyosensor cevabi iizerindeki kompleks matriks bilesenlerinin interferans etkilerinin

belirlenmesini saglamistir.

3.7. PINP Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi Temelli Biyosensériin

Hazirlanmasi

PINP biyosensoriiniin gelistirilmesinde, en yiiksek antikor baglanma etkinligini elde etmek
amaciyla, anti-PINP antikorunun yapisal formuna odaklanan bir optimizasyon c¢alismasi

yiiriitiilmiistiir. Immobilizasyon basamaklar1 asagidaki sekilde uygulanmustir:

Altin elektrot yiizeyi, 3-MPA c¢ozeltisi iginde 16 saat inkiibe edilerek karboksil gruplari
igeren kararli bir SAM olusturulmustur. Olusturulan SAM iizerindeki karboksil gruplari, pH
7,4 50 mM fosfat tamponu i¢inde ¢oziilmiis 0,2 M EDC ve 0,05 M NHS c¢ozeltileri
kullanilarak 1 saat siireyle aktive edilmistir. Biyosecici tabakanin hazirlanmasi amaciyla,
aktive edilmis ylizey 1000 ng/mL monoklonal anti-PINP antikor ¢6zeltisi ile 1 saat siireyle
etkilestirilmistir. Antikorun baglanma kapasitesini ve analitik performans iizerindeki etkisini
optimize etmek icin, antikor ¢ozeltileri 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ng/mL konsantrasyon

araliginda hazirlanmis ve her bir konsantrasyon ile 60 dakikalik inkiibasyonlar
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gerceklestirilmistir. Bu optimizasyon, PINP antijenine karsi en yiiksek baglanma verimini

saglayan antikor formunun belirlenmesiyle sonuglanmastir.
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Sekil 3.5. Gelistirilen PINP biyosensoriiniin tasarimi sirasinda monoklonal Anti-PINP

antikorunun Au elektrot ylizeyine immobilizasyon basamaklari
3.8. PINP Antikorunun immobilizasyon Basamaklarinin Optimizasyon Cahsmalar
3.8.1. Antikor ve antijen i¢in en uygun ¢oziicii tiiriiniin belirlenmesi

Antijen ve antikor sisteminin en yiiksek duyarlilikta yanit verecegi optimum ¢ozelti ortamini
belirlemek amaciyla farkli ¢oziiciiler test edilmistir. Bu dogrultuda, pH 7,4 fosfat tampon
sistemi, pH 6,0 MES tamponu ve ultra saf su kullanilarak deneyler gerceklestirilmistir.
Calismanin tiim immobilizasyon asamalarinda, belirli protokol adimlar1 dikkatle takip

edilmistir.

Oncelikle, altin elektrot yiizeyinde SAM olusturmak amactyla 5 mM 3-MPA c¢ozeltisi
kullanilarak 16 saat siireyle inkiibasyon ger¢eklestirilmistir. Ardindan, SAM tabakasindaki
karboksil gruplarinin aktif esterlere doniistiiriilmesi amaciyla, S0 mM pH 7,4’de hazirlanmis
fosfat tamponu igerisinde ¢6ziilmiis olan 0,2 M EDC ve 0,05 M NHS ¢ozeltileri ile 1 saatlik

inkiibasyon uygulanmustir.

Antikor immobilizasyonu i¢in 1000 ng/mL konsantrasyonunda monoklonal anti-PINP
antikoru kullanilmis ve yiizeyle 1 saat siireyle etkilesim saglanmistir. Sonrasinda, baglanma

kapasitesini degerlendirmek tizere, PINP proteinine ait ¢esitli konsantrasyonlar (5, 10, 20,



100

30, 40 ve 50 ng/mL) kullanilarak her bir 6rnek 60 dakika siireyle yiizeyde inkiibe edilmistir.
Bu calismalar, antijen ve antikor sisteminin en yiiksek biyosensor yanitini verecegi optimal

¢Oziicli ortaminin belirlenmesine olanak tanimistir.
3.8.2. 3- Merkaptopropiyonik asit konsantrasyonunun optimizasyonu

Bu calisma kapsaminda, altin elektrot yiizeyinde kendiliginden diizenlenmis monolayer
(SAM) olusturmak amaciyla 3-Merkaptopropiyonik asit (3-MPA) ¢ozeltisi tercih edilmistir.
Bu stiregte, elektrot yiizeyi 1, 2,5 ve 5,0 mM konsantrasyonlarda 16 saat siireyle inkiibe
edilerek, 3-MPA ile tek tabaka (SAM) formasyonu saglanmistir. Bu modifikasyonun
ardindan, elektrot yiizeyi, sirastyla 50 mM pH 7,4 fosfat tamponunda hazirlanan 0,2-0,05 M
EDC ve NHS c¢ozeltileri ile 1 saat siireyle inkiibe edilerek aktif hale getirilmistir.

Son olarak, elektrot yiizeyine 1000 pg/mL konsantrasyonunda anti-PINP antikoru
uygulanarak 1 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir PINP proteinlerinin baglanma
diizeyini degerlendirmek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200, 300, 400
pg/mL) PINP ¢ozeltileri ile 30 dakika siireyle inkiibasyon yapilmistir. Bu adimlar, elektrot
ylizeyinin her asamada etkin bir sekilde modifiye edilmesi ve baglanma kapasitesinin

optimize edilmesi amaciyla gergeklestirilmistir.

3.8.3. 3-Merkaptopropiyonik asit cozeltisinde en uygun inkiibasyon siiresinin

belirlenmesi

PINP biyosensoriiniin elektrokimyasal algilama yiizeyini hazirlamak amaciyla, altin elektrot
iizerinde 3-MPA SAM olusumu hedeflenmistir. SAM olusumu i¢in optimal 3-MPA
konsantrasyonunu belirlemek iizere, elektrot yiizeyleri sirasiyla 1, 2,5, 5, 10, 15 ve 20 mM

konsantrasyonlardaki ¢6zeltilerde 16 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Bu modifikasyonu takiben, SAM tabakasindaki karboksil gruplart 50 mM, pH 7,4 fosfat
tamponu igerisinde hazirlanmis 0,2 M EDC ve 0,05 M NHS c¢o6zeltileri ile 1saat siireyle

inkiibe edilerek aktif esterlere doniistiiriilmiistiir.

Biyosecici tabakanin immobilizasyonu i¢in, aktif yiizeye 1000 ng/mL konsantrasyonunda

monklonal anti-PINP antikoru uygulanarak 1 saatlik etkilesim saglanmistir.

Son olarak, optimize edilmis yiizeyin PINP antijenine baglanma kapasitesini ve duyarliligini
degerlendirmek amaciyla, 10-60 ng/mL araliindaki PINP c¢ozeltileri 60 dakikalik

inkiibasyonlar gerceklestirilmistir. Bu immobilizasyon basamaklari, elektrot yiizeyinin her
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asamada etkin bir sekilde modifiye edilmesini ve antijen baglanma veriminin optimize

edilmesini saglamstir.
3.8.4. EDC-NHS konsantrasyonlarinin optimizasyonu

PINP biyosensoriiniin gelistirilmesinde, antikor immobilizasyonu i¢in en uygun kimyasal
aktivasyon kosullarini belirlemek amaciyla, SAM iizerindeki serbest karboksil gruplarinin

aktivasyonu, EDC/NHS reaktif ¢ifti kullanilarak optimize edilmistir.

50 mM pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde hazirlanan 0,2 M/0,05 M, 1 M/0,25 M, 0,02
M/0,005 M, 2 M / 0,5 M dort farkli EDC/NHS konsantrasyon orani test edilmistir.
Aktivasyon c¢ozeltileriyle elektrot yiizeyi 1 saat silireyle inkiibe edilerek, karboksil
gruplarinin  N-hidroksisiiksinimid (NHS) esterlerine donlisimii  saglanmistir. Bu
optimizasyon denemeleri sirasinda, 5 mM 3-MPA ¢ozeltisi ile 16 saatlik SAM olusturma
ve 1000 ng/mL monoklonal anti-PINP antikoru ile 1 saatlik immobilizasyon basamaklari

sabit tutulmustur

Elde edilen modifiye yiizeylerin baglanma etkinligini belirlemek i¢in, 10-60 ng/mL
araligindaki PINP antijen c¢ozeltileri ile 60 dakikalik inkiibasyonlar gerceklestirilmistir. Bu
sistematik siireg, elektrot ylizey modifikasyonunun verimliligini maksimize eden ve optimal
baglanma kapasitesini saglayan EDC/NHS konsantrasyonlarmin tespit edilmesini

amaglamustir.
3.8.5. EDC/NHS aktivasyonunda inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Optimizasyon c¢aligmalar1 kapsaminda, belirlenen optimum EDC/NHS konsantrasyonlari
esas aliarak, biyosensor performansi lizerindeki karboksil aktivasyon siiresinin etkisi
arastirtlmistir. Tiim denemelerde, altin elektrot ylizeyinde 5 mM 3-MPA c¢ozeltisi ile 16 saat
siireyle inkiibasyon gergeklestirilerek SAM olusturulmasi saglanmistir. Aktivasyon
asamasinda, 50 mM, pH 7 4icerisinde hazirlana fosfat tamponu igerisinde optimize edilmis
0,2 M EDC/0,05 M NHS konsantrasyonlar1 kullanilarak, elektrot yiizeyleri 15, 30, 60 ve 120

dakika olmak iizere farkl: siirelerde inkiibe edilmistir.

Bu aktivasyonun ardindan, ylizeyler 1000 ng/mL monoklonal anti-PINP antikoru ile 1 saat
stireyle etkilestirilmistir. Antikor baglanma verimini degerlendirmek amaciylal0-60 ng/mL

araligindaki PINP antijen ¢ozeltileri ile 60 dakikalik inkiibasyonlar uygulanmistir. Bu
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sistematik yaklasim, en yiiksek biyosensor sinyalini saglayan ve optimal antikor

immobilizasyonunu saglayan EDC/NHS aktivasyon siiresinin belirlenmesini hedeflemistir.
3.8.6. Antikor konsantrasyonunun optimizasyonu

Hazirlanan bu aktif yiizeyler, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ng/mL olmak tiizere dort farklh
monoklonal anti-PINP antikor konsantrasyonu ile 1 saat slireyle muamele edilerek modifiye
edilmistir. Antikor immobilizasyon etkinligini ve biyosensoriin PINP'ye verdigi yaniti
degerlendirmek amaciyla, immobilize edilmis elektrotlarin her biri, 10-60 ng/mL
aralifindaki PINP antijen ¢ozeltileri ile 60 dakikalik inkiibasyonlara tabi tutulmustur. Bu
calisma, en yiiksek biyosensor sinyalini ve dolayisiyla en yiiksek baglanma kapasitesini

saglayan monoklonal anti-PINP antikor miktarinin tespit edilmesini hedeflemistir.
3.8.7. Antikor inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Antikorlarin aktive edilmis SAM yiizeyindeki karboksil uglarma kovalent baglanma
etkinligi, immobilizasyon siiresine bagli olarak degiskenlik gostermektedir; bu siire, hem
antikorun dogru yonlenimini (oryantasyon) hem de yiizeye baglanan son miktarini dogrudan
etkilemektedir. Bu kritik parametreyi optimize etmek amaciyla, antikor inkiibasyonu i¢in 15,
30, 60 ve 120 dakika olmak tizere farkl: siireler test edilmistir. 5 mM 3-MPA ¢ozeltisi ile 16
saatlik inkiibasyon yapilarak SAM olusumu saglanmis, ardindan 50 mM, pH 7,4 fosfat
tamponu igerisinde 0,2 M EDC/0,05 M NHS konsantrasyonlar1 1 saat inkiibasyon ile
aktivasyon gerceklestirilmis ve 5 ng/mL monoklonal anti-PINP antikoru ile elektrot yilizeyi

modifiye edilmistir.

Immobilizasyon verimini ve baglanma kapasitesini degerlendirmek igin, modifiye edilmis
elektrotlar 10-60 ng/mL araligindaki 5,10, 20, 30, 40 ve 50 ng/mL PINP antijen ¢ozeltileri
ile 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu deneyler, PINP antijenine karsi en yiiksek
biyosensOr yanitin1 saglayan optimal antikor inkiibasyon siiresinin tespit edilmesini

saglamstir.
3.8.8. PINP antijen-antikor etkilesim siiresinin optimizasyonu

Biyosensor yiizey modifikasyon adimlarinin tamamlanmasimin ardindan, immobilize
edilmis antikor ile PINP antijeni arasindaki etkilesimden elde edilen sinyali maksimize

etmek amaciyla PINP inkiibasyon siiresi optimize edilmistir.
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Bu kapsamda, elektrot ylizeyine mikro-pipetleme yontemiyle ilave edilen PINP antijen

¢ozeltileri icin 15,30,60 ve 120 dakika olmak iizere dort farkli etkilesim siiresi test edilmistir.

5 mM 3-MPA c¢ozeltisi ile 16 saatlik inkiibasyon yapilarak SAM olusumu saglanmus,
ardindan 50 mM, pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde 0,2 M EDC/0,05 M NHS
konsantrasyonlar1 1 saat inkiibasyon ile aktivasyon gerceklestirilmis ve 5 ng/mL monoklonal

anti-PINP antikoru ile elektrot ylizeyi modifiye edilmistir.

Inkiibasyon siirelerinin karsilastirilmasi, 10 - 60 ng/mL araliginda belirlenen PINP antijen
konsantrasyonlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu optimizasyon calismasi, antijen-
antikor etkilesiminin denge durumuna ulastig1 ve dolayisiyla en yiiksek analitik hassasiyetin

saglandig1 optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.

3.9. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) Yontemi ile PINP Tayinine

Yonelik Gelistirilen Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalar:
3.9.1. Dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin analitik validasyonu kapsaminda, Dogrusal Tayin Araligi (Linear
Dynamic Range - LDR) belirlenmistir. Bu belirleme ¢alismalari i¢in biyosensorler, dnceki
optimizasyon adimlarinda saptanan optimal protokol kosullar1 altinda hazirlanmis ve

Olctimler bu kosullar altinda gerceklestirilmistir.

5 mM 3-MPA ¢ozeltisi ile 16 saatlik inkiibasyon yapilarak SAM olusumu saglanmus,
ardindan 50 mM, pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 0,2 M EDC/0,05 M NHS
konsantrasyonlari 1 saat inkiibasyon ile aktivasyon gerceklestirilmis ve 5 ng/mL monoklonal

anti-PINP antikoru ile elektrot ylizeyi modifiye edilmistir.

Tim Ol¢timler, belirlenen bu optimal sartlar altinda yiiriitiilerek, biyosensor sinyalinin analit

konsantrasyonuyla dogru orantili oldugu dogrusal tayin aralig1 tespit edilmistir.
3.9.2. Tekrar iiretilebilirlik

Gelistirilen biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik performansimi degerlendirmek amaciyla,
belirlenen optimal modifikasyon kosullari altinda 5 mM 3-MPA c¢ozeltisi ile 16 saatlik
inkiibasyon yapilarak SAM olusumu saglanmis, ardindan 50 mM, pH 7,4 fosfat tamponu
igerisinde 0,2 M EDC/0,05 M NHS konsantrasyonlar1 1 saat inkiibasyon ile aktivasyon
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gerceklestirilmis ve 5 ng/mL monoklonal anti-PINP antikoru ile elektrot yiizeyi modifiye

edilmistir ve 6 adet bagimsiz biyosensor iiretilmistir.

Bu biyosensorlerle standart kalibrasyon egrileri elde edilmis ve egrilerin egim degerleri ile

2 karsilastirlmistir.  Elde edilen egim ve 1> degerlerinin

korelasyon katsayilar1 r
karsilagtirmasi, biyosensoriin  liretimler aras1 hassasiyet tutarliligi ve parti ici
tekrarlanabilirligini (intra-assay precision) ortaya koymak i¢in temel analitik parametreler

olarak kullanilmistir.
3.9.3. Tekrarlanabilirlik ve analitik limitlerin (LOD/LOQ) belirlenmesi

Uretilebilirlik denemelerinden elde edilen sinyal yanmitlari kullanilarak, her bir PINP
konsantrasyonu i¢in ortalama sinyal degeri hesaplanmistir. Bu ortalama degerler referans
alinarak standart kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Analitik tutarlilifi nicel olarak
degerlendirmek amaciyla, bu verilere dayali olarak standart sapma ve varyasyon katsayisi

gibi istatistiksel parametreler hesaplanmistir.

Gelistirilen PINP biyosensor sisteminin analitik performansinin temel bir gostergesi olarak
LOD ve LOQ degerleri belirlenmistir. LOD, biyosensoriin hedef analiti (PINP) arka plan
giiriiltiistinden ayirt edebilecegi en diisiik konsantrasyon seviyesini tanimlar. LOQ,
biyosensdriin hedef molekiilii kabul edilebilir bir dogruluk ve kesinlik (precision) diizeyinde

nicel olarak dlgebilecegi en diislik konsantrasyonu belirtir.

Bu kapsamli hesaplamalar EIS o6lc¢limleri iizerinden gergeklestirilmis olup, biyosensor
uretimindeki tekrar {retilebilirlik ve elde edilen verilerin analitik giivenilirligini

degerlendirmede kritik rol oynamistir.
3.9.4. Depo omrii

Biyosensoriin klinik uygulamalara uyumlulugunun test edilmesi i¢in depo 6mrii 6nemli bir
parametredir. Belirli araliklarla dl¢im alimmak {izere ayni zamanda optimum kosullarda
elektrotlar hazirlanmistir ve belirlenen antijen konsantrasyonunda 6lgiim yapilana kadar

+4°C’ de saklanmustir.
3.10. Yapay Serum Matriksinde Uygulama ve Dogrulama

Biyosensorlerin gercekei matriks kosullarindaki performansini dogrulamak amaciyla, bu

asamada ¢0ziicli matriksi olarak hazir yapay serum kullanilmigtir. Gelistirilen B-CTX ve
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PINP biyosensorlerinin performansi, hazirlanan yapay serum matriksi i¢erisinde ¢oziilen 3-
CTX ve PINP ¢ozeltileri ile EIS dl¢limleri alinarak incelenmistir. Analit konsantrasyonlari,
biyosensorler i¢in daha once belirlenmis olan dogrusal tayin araligi icerisindeki degerlere

gore hazirlanmistir.

Elde edilen 6lglim sonuglari, yapay serum bilesenlerinin biyosensor sinyali lizerindeki
matriks etkisini (interferans) ve dolayisiyla biyosensér cevabinin fizyolojik ortamdaki

gecerliligini degerlendirmek i¢in kullanilmastir.
3.11. Yapay Tiikiiriik Matriksinde Uygulama ve Dogrulama

Biyosensorlerin gercekei matriks kosullarindaki performansini dogrulamak amaciyla, bu
asamada ¢Oziicii matrisi olarak hazir yapay tiikiiriik kullanilmistir. Gelistirilen B-CTX ve
PINP biyosensorlerinin performansi, hazirlanan yapay tiikiiriikk matriksi icerisinde ¢oziilen
B-CTX ve PINP c¢ozeltileri ile EIS Olgiimleri alinarak incelenmistir. Analit
konsantrasyonlari, biyosensorler i¢in daha once belirlenmis olan dogrusal tayin araligi,

icerisindeki degerlere gore hazirlanmistir.

Elde edilen 6l¢lim sonuglari, yapay tiikiiriik bilesenlerinin biyosensor sinyali iizerindeki
matriks etkisini (interferans) ve dolayisiyla biyosensor cevabinin fizyolojik ortamdaki

gecerliligini degerlendirmek i¢in kullanilmastir.
3.12. Yapay Idrar Matriksinde Uygulama ve Dogrulama

Biyosensorlerin ger¢ekci matriks kosullarindaki performansini dogrulamak amaciyla, bu

asamada ¢oziicii matriksi olarak hazir yapay idrar kullanilmistir.

Gelistirilen B-CTX ve PINP biyosensorlerinin performansi, hazirlanan yapay idrar matriksi
igerisinde ¢oziilen B-CTX ve PINP cozeltileri ile EIS 6l¢timleri alinarak incelenmistir. Analit
konsantrasyonlari, biyosensorler icin daha dnce belirlenmis olan dogrusal tayin araligi

icerisindeki degerlere gore hazirlanmigtir.

Elde edilen 6l¢iim sonuglari, yapay idrar bilesenlerinin biyosensor sinyali tizerindeki matriks
etkisini (interferans) ve dolayistyla biyosensor cevabinin fizyolojik ortamdaki gegerliligini

degerlendirmek i¢in kullanilmistir.
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3.13. istatistiksel Analiz

Elde edilen deneysel verilerin istatistiksel analizleri, MedCalc 2025 ve Origin 2025
yazilimlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Biyosensor performansinin referans yontemler
ELISA ve ECLIA ile karsilastirilmasinda korelasyon analizi kullanilmis; yontemler arasi
mutlak uyumu gorsellestirmek amaciyla Bland-Altman grafikleri ¢izilmis (Bland ve Altman,
1999 ; Giavarina, 2015) ; ve iliskisel uyumu (sistematik hatalar) belirlemek iizere Deming
Regresyonu ile Passing-Bablok analizleri uygulanmistir (Bablok ve Passing, 1985; .
Tekrarlanabilirlik c¢alismalarinda ise sinyal degerlerinin ortalama ve standart sapma
degerleri hesaplanmistir. Tiim sonuglar, p<0,05 anlamlilik diizeyi esas alinarak, %95'lik

giiven araliginda degerlendirilmistir.
3.14. Biyoaktif Tabakanin Gériintiilenmesi I¢in Yapilan Analizler

Biyoaktif tabaka, bir biyosensdriin hedef analit veya molekiille 6zgiil bir sekilde etkilesime
girmesini saglayan temel bilesenlerden biridir. Bu etkilesim sonucunda genellikle 6l¢iilebilir
bir sinyal olusur ve bu sinyal sensor araciligtyla algilanir. Biyoaktif tabakanin seciciligi ve
duyarliligi, biyosensdriin genel performansi {izerinde dogrudan etkili olan baslica
faktorlerdendir. Bu tabakanin karakterizasyonu ve gorsellestirilmesi, biyosensoriin yapisal
tasariminin, islevsel mekanizmalarinin ve performans parametrelerinin daha iy1 anlasilmasi
acisindan biiyiik 6nem tasir. Ayrica, en uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesine de katki
saglar. Bu amagla; taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscopy, SEM),
Fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FT-
IR), atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force Microscopy, AFM) ve Temas agis1 (contact

angle) gibi ileri diizey goriintiileme ve analiz teknikleri kullanilmaktadir.
3.14.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinin elde edilmesi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), malzemelerin ylizey morfolojisinin yliksek
¢Oziiniirliikle incelenmesine olanak taniyan ileri diizey bir goriintiileme teknigidir. Bu
yontemde, analiz edilmek istenen yiizeye yiiksek enerjili bir elektron demeti yonlendirilir.
Elektronlarin 6rnek yiizeyine ¢arpmasi sonucu ikincil elektronlar ve geri sagilan elektronlar
gibi ¢esitli sinyaller olusur. ikincil elektronlar, numunenin yiizey topografyasina dair detayli
bilgi saglarken; geri sacilan elektronlar, 6rnegin kimyasal bilesimi hakkinda bilgi verir. SEM

cihazi bu sinyalleri toplayarak bilgisayar ortaminda yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerin elde
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edilmesini saglar ve bu goriintiiler araciligiyla malzemenin yiizey yapisi ayrintili bi¢imde

analiz edilebilir.

Bu calismada, SEM goriintiilemesi i¢in bes farkli grup numune hazirlanmistir: Bos, 3-MPA
immobilize edilmis, EDC/NHS baglayici ve antikor. Her bir formiilasyon tek kullanimlik
elektrotlar iizerine uygulanarak kurutulmus ve goriintiileme i¢in hazir hale getirilmistir. SEM
analizi, antikorlarin elektrot yiizeyindeki morfolojik yapilarini ve antikor ile kovalent
baglayicilarin etkilesim bolgelerindeki homojenlik diizeylerini incelemek amaciyla

gerceklestirilmistir.

Goriintiileme islemleri, Gazi Universitesi TEMEL VE MUHENDISLIK BILIMLERI
MERKEZ LABORATUVARI UYGULAMA VE ARASTIRMA MERKEZi (GUTMAM)
bilinyesinde bulunan HITACHI marka SU8700 model Alan Emisyonlu SEM cihaz ile
yapilmistir. SEM goriintiileri, antikorlarin yapisal 6zelliklerine bagl olarak 500 ile 10.000
kat biiylitme araliginda, 10,5-11,5 mm ¢alisma mesafesinde ve 5 um 6l¢ek kullanilarak elde

edilmistir.

3.14.2. Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) analizlerinin

gerceklestirilmesi

Fourier doniisiimii, zaman alaninda elde edilen interferogram verilerini frekans alanina
dontistiirerek, bu sinyallerin spektral bilesenler halinde analiz edilmesine olanak taniyan
matematiksel bir yontemdir. Fourier doniisiimlii kiziltesi (FT-IR) spektroskopisi ise, 6rnek
icerisindeki molekiillerin kizilotesi 1sinimla etkilesimlerini 6lgerek, malzemenin kimyasal
yapis1 ve molekiiler bilesimi hakkinda niteliksel bilgiler sunar. Bu teknik, polimerik yapilar
ve biyolojik molekiillerde meydana gelen degisimleri incelemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Kizil6tesi 151mim, elektromanyetik spektrumun uzun dalga boyu aralifinda yer alir ve bu
1simimin ornek lizerindeki absorpsiyonu, molekiillerdeki karakteristik titresim modlariin
belirlenmesini saglar. FT-IR spektrometresi, genis bantli bir 151k kaynagindan elde edilen
ham sinyalleri her bir dalga boyuna karsilik gelen sogurma diizeylerine doniistiirerek
karakteristik spektrumlar iiretir. Bu ¢aligmada kullanilan spektral bolge, orta dalga boylu
infrared (Mid-IR, M-IR) araligi olup 4000400 cm™ dalga araligim1 kapsamaktadir.
Spektrumlarda yatay eksen (X) dalga sayisini, dikey eksen (Y) ise Ornek tarafindan
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absorplanan kizilotesi 15181n siddetini gostermektedir. Elde edilen tepe noktalari, 6rnekteki

molekiillerin fonksiyonel gruplarina ve atomlar aras: titresimlere karsilik gelmektedir.

FT-IR analizlerinde, hazirlanan bes farkli numune grubu incelenmistir: Bos, sadece 3-MPA
iceren, 3-MPA-EDC/NHS igeren, 3-MPA-EDC/NHS-Anti-CTX ve 3-MPA-EDC/NHS-
Anti-PINP igeren grup. Bu analizler, immobilizasyon siirecinde yer alan farkli kimyasal
bilesenler arasindaki fonksiyonel gruplarin ve kimyasal baglarin infrared absorbsiyon
Ozelliklerinin  karsilastirmali  olarak degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilmistir.
Olgiimler, Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesindeki Jasco

marka FTIR 6700 model spektrometre kullanilarak yapilmaistir.
3.14.3. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile yiizey analizlerinin gerceklestirilmesi

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), yiizeylerin iic boyutlu morfolojisini yiiksek
coziiniirliikle goriintillemeye olanak taniyan ileri diizey bir mikroskopi teknigidir. Bu
yontem, 6rnek ylizeyi ile prob ucu arasindaki atomik veya molekiiler diizeydeki etkilesimleri
algilayarak, yiizeyin detayli topografik haritasinin olusturulmasini saglar. Ozellikle yiizey
modifikasyonlarinin degerlendirilmesinde; yiizey piriizliligi, yogunluk dagilimi ve
polimer-biyomolekiil etkilesimlerinin gézlemlenmesi agisindan 6nemli bir aragtir. Ayrica,
immobilizasyon islemiyle yiizeye baglanan molekiillerin dagilim ve yogunlugunun

belirlenmesi, yiizey kaplamalarinin homojenligi ve etkinligi hakkinda anlamli bilgiler sunar.

AFM ol¢iimleri i¢in hazirlanan numuneler, taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizinde
kullanilan protokol ile benzer sekilde hazirlanmistir. Bu analizde, yiizey topografyasinin
yani sira, antijen-antikor etkilesimlerinin degerlendirilmesi, immobilizasyon ajanlari ile
biyolojik molekiiller arasindaki yapisal farkliliklarin izlenmesi ve ylizey kaplama
karakteristiklerinin detayli olarak incelenmesi hedeflenmistir. Goriintiilleme islemleri,
Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’'nde (UNAM) bulunan
Atomik Kuvvet Mikroskobu Asylum cihazi ile ger¢eklestirilmis olup, veriler mikrometre

Olceginde elde edilmistir.
3.14.4. Temas acqisi ile yiizey analizlerinin gerceklestirilmesi

Yiizeylerin hidrofilik ve hidrofobik o6zelliklerini degerlendirmek icin kullanilan
karakterizasyon yontemlerinden biri de temas agis1 ol¢iimiidiir. Kat1 yilizey {lizerine belirli
hacimde s1vi damlatilarak damlanin yiizey ile olugturdugu denge acisi ile 6l¢iiliir. Yiizeyin

kimyasal bilesimi, piiriizliliigii ve fonksiyonel gruplarin varligi temas agisi ile belirlenir.
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Biyosensor gelistirme calismalarinda temas agis1 ol¢limleri, elektrot yilizeyinde gelistirilen
kimyasal modifikasyon ve biyomolekiil immobilizasyon basamaklarinin dogrulanmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Her bir immobilizasyon sonrasinda yiizeyin islanabilirlik
Ozelliklerinde meydana gelen degisimler, ilgili modifikasyonun basari ile gerceklestigini
gostermektedir. Temas acist Ol¢limii, biyosensor yiizeylerinin karakterizasyonunda
tamamlayict ve giivenilir bir yontem olarak tercih edilmektedir. Analiz islemleri Bilkent
Universitesi Kimya Béliimii'nde bulunan Contact Angle Measurements System cihazi ile 0-

180° arasinda gerceklestirilmistir.
3.15. Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Biyosensorlerin duyarlilik, 6zgiillik ve tekrarlanabilirlik agisindan iyi bir performans
gostermest, biiylik 6l¢iide uygun ¢aligma kosullarinin belirlenmesine baglidir. Bu baglamda,
sensoriin hedef uygulama alanlarinda giivenilir sonuglar verebilmesi ve fonksiyonlarmin
artirllmas1 agisindan calisma parametrelerinin dikkatli bir sekilde optimize edilmesi
gereklidir. Bu dogrultuda, gelistirilen biyosensoriin analitik giivenilirligini ve genel
performansin1 maksimize etmek amaciyla deneysel kosullar sistematik olarak optimize

edilmistir.
3.15.1. Elektrokimyasal ¢calisma arali@inin optimizasyonu

Biyoaktif tabakanin karakterizasyon analizlerinden elde edilen bulgular 15181nda,
elektrokimyasal 6l¢iimler i¢in antikor bazli bir algilama sistemi benimsenmistir. Bu antikor
matriksi kullanilarak, B-CTX ve PINP biyobelirteglerinin tayinine yonelik tasarlanan
biyosensoriin optimal elektrokimyasal Ol¢iim kosullar1 belirlenmistir. Bu kapsamda,
sensOriin en uygun ve kararli elektrokimyasal yanit1 saglayabildigi potansiyel araligin tespit
etmek amaciyla, -0,2 V ile 0,6 V arasinda CV taramalar1 gerceklestirilerek caligma

potansiyel aralig1 optimize edilmistir
3.15.2. pH-tampon optimizasyonu

B-CTX ve PINP biyosensdriiniin optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in pH 5,5, 6,0 ve 6,5’te
0,1 M asetat; 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5 ve 8,0’de 0,1 M fosfat tamponu ve pH 8,5, 9,0 ve
9,5°te 0,1 M glisin tamponu kullanilarak en 1yi biyosensor yanitinin en yliksek pik akimina

gore hangi pH degerlerinde elde edildigi gore belirlendi.
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3.15.3. Tampon konsantrasyonunun optimizasyonu

Elektrokimyasal olarak en iyi yanitin goriildiigii tampon konsantrasyonunu belirlemek i¢in
bir 6nceki ¢alismada en yiiksek akimi veren pH degerine gore fosfat tamponun 25 mM, 50

mM, 75 mM ve 100 mM konsantrasyonlar1 kullanilarak deneyler gergeklestirildi.
3.16. ELISA Olciimleri
3.16.1. B-CTX olciim prosediirii

Elabscience Human B-CTX (Beta Crosslaps) ELISA Kiti kullanilarak yarismali ELISA
teknigi ile B-CTX Olclimleri alindi. Analizden 20 dakika once tiim kimyasallar ve
numuneler oda sicakligima getirildi. Tiim kimyasallar ve standart ¢ozeltileri prosediirde

verildigi sekilde hazirlandi.
Asagida verilen basamaklar sirasiyla uygulandi:

1. Standart ve 6rneklerden (serum, tiikiiriik ve idrar) 50 pL alinarak uygun kuyucuklara
eklendi ve ardindan 50 pL Biotinylated Detection Ab (biyotinlenmis tanima
antikoru) caligma ¢ozeltisi eklendi ve iizeri kapatildi. 37°C’de 45 dakika inkiibe
edildi.

2. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltildi ve 3 kez 350 uL yikama ¢ozeltisi ile
yikandi.

3. Her kuyucuga 100 uL. HRP Conjugate ¢dzeltisi eklendi, iizeri kapatildi ve 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi.

4. Cozelti bosaltild1 ve 5 kez 350 pL. yikama ¢ozeltisi ile tekrar yikandi.

5. Her kuyucuga 90 uL TMB (3, 3', 5, 5' tetrametilbenzidin) substrat1 eklendi, tizeri
kapatildi ve 37 °C'de karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga 50 pL durdurucu ¢ozelti eklendi. Sonuglar 20 dakika icinde Chromate
Awareness Technology INC. Cihazinda 450 nm'de okundu.

3.16.2. PINP ol¢iim prosediirii

BT Lab Human Procollagen I N-Terminal Propeptit (PINP) ELISA Kiti kullanilarak sandvig
ELISA teknigi ile PINP ol¢iimleri alindi. Analizden 20 dakika dnce tiim kimyasallar ve
numuneler oda sicakligina getirildi. Tiim kimyasallar ve standart ¢ozeltileri prosediirde

verildigi sekilde hazirlandi.
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Asagida verilen basamaklar sirasiyla uygulandi:

1. 50 pL Standartlardan alinarak uygun kuyucuklara eklendi.

2. 40 pL o6rneklerden (serum, tiikiiriik ve idrar) alinarak uygun kuyucuklara eklendi
ve 10 pL anti-PINP antikoru 6rnek kuyucuklarina eklendi. Ardindan 50 pL
streptavidin-HRP standart ve 6rnek kuyucuklarina (blank hari¢) eklendi ve tlizeri
kapatildi. 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltildi.

4. Cozelti bosaltild1 ve 5 kez 300 pL yikama ¢ozeltisi ile yikandi.

5. Her kuyucuga 50 pL substrat A ¢ozeltisi eklendi,ardindan 40 pL substrat B
cozeltisi eklendi iizeri kapatildi ve 37 °C'de karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga 50 pL durdurucu ¢ozelti eklendi. Sonuglar 10 dakika i¢inde
Chromate Awareness Technology INC. cihazinda 450 nm'de okundu.

3.17. ECLIA Olciimii

Yapay serum, tiikiiriik ve idrar orneklerinden bakilan B-CTX ve PINP biyobelirtecleri
kemiliiminesans yontemler ile Roche Cobas E 800 otoanalizoriinde 6l¢iildii. Numune ve
reaktif i¢inde 6zel olarak bir manyetik bilyenin bulundugu test kabina konur. Bu kap cihaz
tarafindan ara sira sallanarak 37°C’de bekletilir. Inkiibasyondan sonra test kabi dikey
eksende yliksek hizda dondiiriiliir. Bu donmenin sonucunda kap i¢inde bulunan sivilar kabin
disia c¢ikarilir. Bir dizi yikama isleminden sonra bilyeye tam olarak tutunmamis olan
maddeler bilyeden ve test kabinin icinden ¢ikarilir. Kemiliimiinesans madde test kabina
eklenir. Bunun sonucunda 1s1ma ortaya ¢ikar. Bu 1s1ma yiiksek hassasiyetli bir foton sayici

ile okunur. Bu 1simanin miktar1 6l¢tilmek istenilen madde ile orantilidir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Biyoaktif Tabakanin SEM Mikrografisinin Incelenmesi

B-CTX ve PINP biyosensor tasarimi i¢in algilama performasindaki en Onemli
parametrelerden biri olan biyoaktif tabakay1 ve buna bagli olarak da en 1yi yiizey 6zelliklerini
gosteren immobilizasyon yiizeyini segmek amaciyla; farkli konsantrasyonlarda 3-MPA ve
EDC/NHS kullanildi. Gelistirilen B-CTX ve PINP biyosensoriiniin biyoaktif tabakasini
olusturan polimer sistemi ve immobilize B-CTX ve PINP antikorunun -CTX ve PINP ile
olan elektrot lizerindeki etkilesimi, mikroskobik yapilarin ve yilizey morfololojisinin

goriintiilenmesi amaciyla, her olusturulan tabaka i¢in SEM analizi yapildi.

4.1.1 Bos altin elektrodun SEM mikrografisi

Kullanilan 3-MPA, EDC/NHS ile antikor-antijen etkilesimlerinin goriintiilerinden dnce bos
Au elektrodun yiizey morfolojisini degerlendirmek amactyla SEM mikrografi alind1 (Sekil

4.1).

GUTMAM SUSTG010.00KV: AAmiIn SX600 L0~ it e n

Sekil 4.1. Bos Au elektrodun SEM mikrografisi

Sekil 4.1°de goriilen bos Au elektrodun SEM mikrografi goriintiisiinde yiizeyin homojen ve
temiz oldugu, ayrica, polikristalin yapiya bagli olarak mikropiiriizliiliiglin ve sinirlarinin
secilebildigi goriilmektedir. Bos elektrot yiizeyi, immobilizasyon ve modifikasyon igin

uygun oldugu yap1 sunmaktadir.

Biyosensor gelistirme ¢alismalarinda immobilizasyon basamaklarinin dogrulanmasi,
ylizeyde gerceklesen kimyasal ve biyolojik modifikasyonlarin morfolojik olarak izlenmesi

acisindan onemlidir. Bu amagla, altin elektrot yiizeyinin bos haldeki durumu ile ardigik
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olarak gerceklestirilen kaplama ve immobilizasyon adimlar1 SEM ile karakterize edilmistir

(Sekil 4.2, 4,3, 4,4 ve 4.5).

MSUBTE0 5 DORY, T2 2mMXE00 L. £ pas s o,

Sekil 4.2. Au Bare/3-MPA elektrodunun SEM mikrografisi
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Sekil 4.4. Au Bare/3-MPA/EDC-NHS/Anti-CTX elektrodunun SEM mikrografisi



115

Sekil 4.5. Au Bare/3-MPA/EDC-NHS/Anti-PINP elektrodunun SEM mikrografisi

SEM goriintiilerinde, Sekil 4.2.’de 3-MPA kaplamas1 sonrasinda daha diizenli bir morfoloji
kazandig1 goriilmiistiir. EDC/NHS sonrasinda yilizeyde gozle goriiliir bir partikiil artis
olmaz, fakat kaplama kalinligina bagli olarak doku degisimi olabilir veya baz1 bolgelerde
daha yogun goriiniim, yilizeyde aktivasyonun gerceklestigini diisiindiirebilir. Sekil 4.3'te
gozlemlenen diizgiin matris tizerindeki igne seklindeki kristallerin, EDC/NHS kimyasal
aktivasyon siirecinin bir yan iriinii veya tepkime kalintis1 oldugu diisiiniilmektedir. Bu
durumun nedeni, EDC ve NHS nin genellikle tuz formunda kullanilmasidir; bu reaktiflerin
veya tepkime sonucunda olusan yan friinlerin, sulu ¢ozelti buharlagtiginda elektrot
yluzeyinde kristallesme egilimi gostermesidir. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de antikor
immobilizasyonuyla ylizeyde graniiler partikiiller belirginlesmis, analit baglanmasi1 sonrasi
ise ylizey yogunlugunda artis meydana gelmistir. Bu bulgular, immobilizasyon

basamaklarinin basarili bir sekilde gerceklestigini morfolojik olarak dogrulamaktadir.
4.2. FT-IR Spektrumlarimin Degerlendirilmesi

Polimer yapist ile antijen-antikor etkilesimlerinin molekiiler diizeyde karakterizasyonu,
4000-400 cm™ dalga sayis1 araliginda FT-IR kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu teknik,
elektromanyetik radyasyonun molekiillerle etkilesimine dayanarak yiizey modifikasyonu ve

biyomolekiiler baglanma siireclerini tanimlamay1 saglamistir.

PINP ve B-CTX sensoriiniin immobilizasyonuna ait FTIR spektrumlarina bakildiginda x
ekseni 4000-400 cm™ tipik bir IR bolgesini, y ekseni ise transmittans1 gostermektedir.

Kaplama arttik¢a yiizeyden gegen 151k azalmakta, bu da transmittansi diigiirmektedir.
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Sekil 4.6. B-CTX sensoriiniin immobilizasyon basamaklarina ait FT-IR spektrumlari

Sekilde 4.6’da verilen FT-IR spektrumlari, B-CTX biyosensoriiniin ardigik modifikasyon
adimlarinin kimyasal kanitlarii saglamaktadir. Spektrumun genelinde, ciplak altin (Au-
Bare) (siyah) referansina kiyasla, 3-MPA (kirmizi) immobilizasyonu sonrasinda 1693 cm!
civarinda belirginlesen (C=0) karboksil gerilme titresim bandi, SAM’in basariyla
olusumunu gostermektedir. EDC/NHS (mavi) aktivasyonu, 1976 -2158 cm™! araliginda aktif
ester olusumuna atfedilen yeni titresim bantlarinin ortaya ¢ikmasiyla dogrulanmistir. Son
asama olan Anti B-CTX (yesil) antikorunun kovalent baglanmast ise, 1650 cm™! civarindaki
kuvvetlenen Amid I (C=0) ve 1550 cm™ civarindaki Amid II (N-H) bantlarindaki
karakteristik degisimler ile kanitlanmistir. Buna ek olarak, 3700 - 3900 cm™ aralig
incelendiginde, bu bdlgede gozlemlenen genis bantlar, yiizeyde ve ¢ozelti ortaminda
bulunan hidrojen baglari ile bagl hidroksil (O-H) gruplarinin varligina isaret etmektedir; bu
durum, karboksilik asit gruplarinin hidrasyon durumunu ve iglem siiresince yilizeyde adsorbe
edilmis suyun etkinligini desteklemektedir. Bu FT-IR veriler biitiinii, her bir ylizey

modifikasyonunun etkinligini ve biyoaktif tabakanin basarili immobilizasyonunu

dogrulamaktadir
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Sekil 4.7. PINP sensoriiniin immobilizasyon basamaklarina ait FT-IR spektrumlari

PINP biyosensoriintin ardisik yiizey modifikasyon adimlari, FT-IR ile basaril1 bir sekilde
dogrulanmigtir. Au Bare (siyah) referansina kiyasla, 3-MPA immobilizasyonu sonrasinda
1693 cm! civarinda (C=0) karboksil gerilme titresim bandinin olusumu SAM olusumunu
gosterirken; EDC/NHS aktivasyonu, 1976 cm™ ile 2158 c¢m™ aralifinda aktif ester
olusumunu gosteren yeni karakteristik bantlarin ortaya ¢ikmasiyla kanitlanmistir. Son agama
olan Anti-PINP antikorunun baglanmasi, 1650 cm™' civarindaki Amid I ve 1550 cm’
civarindaki Amid II protein bantlarinda gozlenen belirgin siddetlenmeler ve kaymalar ile
dogrulanmustir. Ayrica, 3700 - 3900 cm™ yiiksek dalga sayis1 bolgesindeki genis bantlarin
varlig1 (3851 cm've 3743 cm! degerler), immobilizasyon siirecinde yiizeyde hidrojen bagh
hidroksil (O-H) gruplarinin ve adsorbe suyun etkilesimini gostermektedir. Bu FT-IR verileri,
biyoaktif antikor tabakasinin altin elektrot yiizeyine beklenen kimyasal tepkimeler ile etkin

bir sekilde immobilize edildigini gostermektedir.
4.3. AFM Analizlerinin Degerlendirilmesi

B-CTX ve PINP antikorlarimin biyotabaka ile olan etkilesiminin topolojik goriintiisiini
degerlendirmek i¢in yiizey piiriizliiliikk 6l¢iimlerinden AFM analizini kullanild1 (Sekil 4.8,
4.9,4.10,4.11 ve Sekil 4.12).
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064 um

0.00 pm

Sekil 4.8. Au Bare elektrotuna ait AFM goriintiisii ve istatistigi

13 um

00 pum

41,54 £20,31nm

Ry (RMS)

59,84 £23,4 nm

114,1 £ 30,15 nm

Ry (RMS)

144,9 + 42,24 nm

134,6 = 40,65 nm

Ry (RMS)

180,2 +£ 57,92 nm

Sekil 4.10. Au Bare/3-MPA/EDC-NHS elektrotuna ait AFM goriintiisii ve istatistigi
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Ra 189,2467,31 nm
R,(RMS) | 235,6+76,6 nm

1.7 um

0.0 um

Sekil 4.11 Au Bare/3-MPA/EDC-NHS/Anti PINP elektrotuna ait AFM goriintiisii ve

istatistigi

R. 171,8 48,41 nm
Ry, (RMS) | 214,4+59,34 nm

Sekil 4.12. Au Bare/3-MPA/EDC-NHS/Anti CTX elektrotuna ait AFM goriintiisii ve

istatistigi

Atomik kuvvet mikroskobu biyoaktif tabakanin yapisal 6zelliklerinin degerlendirilmesinde
kullanilir, yiizey piirtizliiliigii genellikle aritmetik ortalama piiriizliiliik ve karekdk ortalama
piriizlilik degerleri {lizerinden incelenir. Her iki parametrede yiiksek degerler, yiizey
topografyasinin daha diizensiz ve piiriizlii oldugunu gosterirken, bu piiriizliiliik farkliliklart
ise, 0zellikle yiizeye gerceklestirilen biyomolekiiler immobilizasyonunun etkinligi hakkinda

onemli bilgiler saglar.

Atomik kuvvet mikroskobunun topografik goriintiilerinde yiizeyin yiiksek bolgeleri acik
renk, algak bolgeler ise koyu renkler ile belirtilmektedir. PINP ve CTX antikorlarinin
immobilizasyonunda elde edilen ylizey goriintiilerinde Ra ve Rq degerlerinin belirgin sekilde

arttigi gozlenmistir. 3- MPA ile fonksiyonellestirilmis ve EDC/NHS ile aktive edilmis
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polimer ylizeylerde Rave Rqdegerleri diislik diizeylerde (sirasiyla, Ra: 41,54 £20,31nm , Rq
059,84 £23,4 nm ; Ra: 114,1 £ 30,15 nm, Rq: 144,9 £ 42,24 nm) Olgiiliirken, PINP ve CTX
immobilizasyonundan sonra Ra ve Rq degerleri sirastyla Ra: 189,2 67,31 nm , Rq: 235,6
76,6 nm ; Ra: 171,8 + 48,41 nm, Rq : 214,4 £ 59,34 nm olarak yiikselmistir. Ra ve Rq

degerlerinde goriilen bu artig biyomolekiillerin ylizeye basarili bir sekilde tutundugunu ve

aktif tabakanin olustugunu gostermektedir.

PINP ve CTX antikorlarinin immobilizasyonu sonrast Ra ve Rq degerlerinden gézlenen
yiiksek artig ile birlikte yiizey topografyasinda meydana gelen belirgin degisikler
biyosensoriin ylizeyinde biyoaktif tabakanin aktif bir sekilde olustugunu gostermektedir.

4.4 Temas Acis1 Olgiimlerinin Degerlendirilmesi

Temas agis1 Ol¢limleri, biyosensor hazirlama stirecindeki ardisik yiizey modifikasyon

adimlarinin yiizey kimyas1 tizerindeki etkisini gii¢lii bir sekilde dogrulamaktadir.
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Sekil 4.13. Farkli yiizeyler i¢in temas acis1 6l¢iimii
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Bos altin elektrot yiizeyleri genellikle hidrofobik o6zellik gosterir. Temas agist 80°’dir.
Kaplama 6ncesinde bu deger referans deger olarak kullanilir. 3-MPA, tiyol gruplari ile Au
ylizeye kovalent baglanir ve yiizeyde karboksil fonksiyonlar1 meydana gelir. Bu gruplar
hidrofilik oldugundan dolay1 temas agisinda belirgin azalma goriilmektedir. Bu azalma, 3-
MPA’nm yiizeye basarili sekilde baglandigin1 géstermektedir (Temas agis1 40°). EDC/NHS
aktivasyonu sirasinda karboksil gruplar1 aktif ester formlarina doniistir, bu gruplar kararh
ama biraz daha hidrofobiktir. Temas agisinda 3-MPA yiizeyine gore bir miktar artig
goriilmiistiir (45°). Son basamak da biiyiik ve globiiler protein molekiillerinin (anti g -CTX
ve anti-PINP ) yiizeye kovalent baglanmasi, temas agisini sirasiyla 70° ve 75°°e ¢ikararak
ylizeyin hidrofobisitesinin kismen geri kazanildigini ve biyoaktif antikor tabakasinin basarili

immobilizasyonunu kesin olarak gostermistir (Sekil 4.13).

4.5. p-C-Terminal Telopeptit (B-CTX ) Biyosensoriine Dayah Ol¢ciimlerden Elde Edilen
Analitik Veriler

4.5.1 B-C-terminal telopeptit (-CTX ) biyosensoriiniin tasarimina iliskin bulgular

Bu bdliimde, gelistirilen B-CTX biyobelirteci i¢in 6zgiin bir elektrokimyasal biyosensor
gelistirilmis ve her bir immobilizasyon basamagindan sonra elektrot yiizeyindeki degisimler
EIS ve CV 6l¢iimleri alinarak ayrintili olarak degerlendirilmistir. Biyosensor tasarimi, hedef
biyobelirtecin hizli, duyarli ve 6zgiil tespiti i¢in optimize edilmistir. B-CTX biyosensoriiniin
tasarim siirecinde uygulanan her iki immobilizasyon asamasi, asagida belirtilen kisaltmalarla

tanimlanmistir:

> Au-Bare: Temiz altin elektrot yiizeyi

> Au-3MPA : 3-MPA ile kaplanan elektrot yiizeyi

> Au-3MPA-EDC/NHS: EDC/NHS ile aktive edilmis modifiye elektrot yiizeyi
> Au-3MPA-EDC/NHS-Anti-CTX: Antikor baglamasindan sonra elektrot yiizeyi

Her bir immobilizasyon basamagi sonrasinda hesaplanan yiik transfer direnci (Rct) degerleri,

sensoOr yiizeyindeki degisimleri nicel olarak degerlendirmek amaciyla analiz edilmistir.
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Sekil 4.14. B-CTX biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin EIS spektrumlari
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Sekil 4.15. B-CTX biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin déngiisel

voltamogramlari

Sekil 4.15°de gosterilen CV spektrumlari, ylizey modifikasyonunun her bir asamasinin
elektrokimyasal etkisini, Fe(CN)s > redoks probu kullanilarak dogrulamistir. En yiiksek pik
akimin sergileyen Au Bare yiizeyine gore, 3-MPA’nin kendiliginden diizenlenmis tek
tabaka (SAM) olusturmasi, Au Bare- 3-MPA egrisinde katodik ve anodik pik akimlarinda
ilk diisiise neden olmustur. Bu diisiis, negatif yliklii karboksil gruplarindan kaynaklanan
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elektrostatik itme kuvvetinin redoks probunun elektron transferini kismen engelledigini
gostermektedir. Ardindan uygulanan EDC/NHS aktivasyonu (Au Bare-3-MPA-EDC/NHS
egrisi), pik akimlarin1 hafif¢e daha da azaltmistir. Son olarak, biiyiik biyomolekiil olan Anti
B-CTX antikorunun yiizeye immobilize edilmesi, (Au Bare-3-MPA-EDC/NHS-Anti -CTX
egrisi) elektron transferini en yiiksek oranda engelleyerek pik akimlarinda en belirgin
azalmaya neden olmustur. Bu kademeli ve sistematik pik akimi diisiisii, her bir modifikasyon
adiminin ylizeyde basarilt bir sekilde gerceklestigini ve biyosensériin katman katman

olusumunu elektrokimyasal olarak kanitlamaktadir.
4.6. Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Gelistirilen biyosensoriin analitik performansini en iist diizeye ¢ikarmak ve matriks etkilerini
minimize etmek amaciyla, elektrokimyasal 6l¢lim parametreleri i¢in detayli optimizasyon
calismalan gerceklestirilmistir. Bu calismalar, sistemin duyarlilik, segicilik ve kararlilik
ozelliklerini belirleyen kritik deneysel degiskenlerin (pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve

potansiyel aralig1 gibi) en uygun degerlerinin tespit edilmesini hedeflemistir.
4.6.1. Uygun pH ve tampon konsantrasyonu

Incelenen sistemin pH araligt pH 5.5 ile pH 8.0 olarak saptanmasina ragmen,
biyolojik/kimyasal aktivitenin maksimize edilmesi amaciyla asetat, fosfat ve glisin gibi
yaygin kullanilan farkli tampon sistemleri ile karsilastirmali ¢aligmalar yiiriitiilmiigtiir.
Fosfat tamponu, diger sistemlere kiyasla daha {istiin bir tamponlama kapasitesi sergilemis
ve bu, 6zgiil olarak optimum pH 7.4 degerinde en yiiksek verim ile sonug¢lanmistir. Tampon
sistemi se¢imi sonrasinda, en iyi tampon konsantrasyonun da belirlenmesi amaciyla pH
7,4°te konsantrasyonu 25 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM olan fosfat tamponlari
kullanilarak tampon konsantrasyonu optimizasyonu gerceklestirilmis ve sonuglar sekil 4.16
ve 4.17°de verilmistir. Bulgular, en yiiksek performansin 50 mM konsantrasyonundaki fosfat
tampon sistemi kullanilarak elde edildigini ortaya koymustur. Elde edilen bu bulgular,
calisilan siirecin fizyolojik veya kimyasal gerekliliklerinin pH 7.4 noktasinda karsilandigini
ve bu kritik degerin 50 mM fosfat tamponu ile hassas bir sekilde korunmasinin, deneysel
validasyon ve tekrarlanabilirlik agisindan mutlak bir zorunluluk olusturdugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.17. Tampon konsantrasyonun biyosensor cevabi lizerine etkisi
4.7. p-CTX Biyosensoriiniin immobilizasyon Basamaklariin Optimizasyonu
4.7.1. 3-MPA konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Gelistirilen biyosensoriin performansint optimize etmek amaciyla, 3-MPA kullanilarak
hazirlanan kendiliginden diizenlenmis tek tabakanin (SAM) konsantrasyon etkisi
incelenmistir. Bu kapsamda, ImM’dan 20 mM’a kadar (1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 15
mM ve 20 mM) degisen alt1 farkl1 3-MPA konsantrasyonu test edilmistir.

Bu c¢ozeltilerle modifiye edilen biyosensorlerin B-CTX konsantrasyonuna karsi verdigi
yanit, Nyquist egrilerinden elde edilen yiik transfer direnci (Rct) degerleri ile kalibrasyon
grafikleri olusturularak degerlendirilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinin
determinasyon katsayilar1 ve dogru denklemleri sirasiyla Cizelge 4.1'de sunulmustur; ilgili

Rct verileri ise Sekil 4.18’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.18. 3-MPA konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.1. 3-MPA konsantrasyonunun optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

3-MPA konsantrasyonu Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
(mM) R?)
1 0,9708 y=67971x-34
2,5 0,9727 y =70,857x + 5,33
5 0,9976 y =141,43x + 53,333
10 0,9935 y =62,286x + 235,33
15 0,941 y =85,714x + 318,33
20 0,9865 y=126,71x + 312,33

Sekil 4.18'de sunulan kalibrasyon egrileri incelendiginde, en yiiksek dogrusal iliski katsay1s1
ve en belirgin biyosensor yaniti, 5 mM ve 10 mM 3-MPA konsantrasyonlar1 kullanilarak
hazirlanan  biyosensorlerde  gozlemlenmistir. 10 mM  iizerindeki  3-MPA
konsantrasyonlarinda biyosensor cevabinda ihmal edilebilir veya minimal bir artig
(doygunluk) gozlemlenmesi nedeniyle, maliyet etkinligi ve kararlilik dikkate alinarak 5 mM

3-MPA konsantrasyonu optimal yiizey modifikasyon kosulu olarak belirlenmistir.
4.7.2. 3-MPA c¢ozeltisinde en uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Optimum 3-MPA konsantrasyonunun belirlenmesini takiben, elektrot ylizeyinde kararli ve
iyl paketlenmis bir SAM olusumu i¢in kritik olan optimum inkiibasyon siiresi tespit

edilmistir. Inkiibasyon siiresi, alkantiyol gruplarinin yiizeyi tam olarak kaplama verimliligini
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dogrudan etkiledigi i¢in biiyiik 6neme sahiptir. Bu amacla yapilan denemelerde 1, 2, 4 ve 16

saatlik inkiibasyon stireleri test edilmistir.
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Sekil 4.19. Optimum 3-MPA inkiibasyon siiresi

Cizelge 4.2. 3-MPA inkiibasyon siire optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri.

3-MPA c¢ozeltisinde Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
inkiibasyon siiresi (saat) (R?)
1 0,9677 y=135,14x-141,33
2 0,9706 y=137,57x -87,333
4 0,9916 y=72,857x +63,333
16 0,9986 y=136,29x -128,67

Diizenli ve kararli SAM olusumunda bir diger 6nemli parametre inkiibasyon siiresidir.
Yiksek konsantrasyonlarda kisa silirede diizenli bir yap1 gdzlenirken, diisiik
konsantrasyonlarda bu siire artar (Chaki ve Vijayamohanan, 2002b). Cok uzun siirelerde ise

(6 giin) ¢oklu tabakalar olusumu gergeklesebilir (Chaki ve Vijayamohanan, 2002b).

Sekil 4.19'da sunulan 3-MPA inkiibasyon siiresi optimizasyonu sonuglari, test edilen
stirelerde biyosensor yanitlarinin birbirine yakin bir dagilim sergiledigini gostermektedir.

Ancak, en yiiksek dogrusallik katsayis1 degerleri, 4 ve 16 saatlik inkiibasyon siirelerinde elde
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edilmistir. Dort saatlik inkiibasyon siiresi, biyosensor iiretimindeki ardisik modifikasyon
adimlarinin dongiisel uygulama kolayligi ve pratik zamanlama siireci agisindan uygun
bulunmamistir. Bu nedenle, analitik performans agisindan neredeyse esdeger sonuglar
saglayan ve rutin laboratuvar prosediirlerine daha 1yi entegre edilebilen 16 saatlik

inkiibasyon siiresi, optimal SAM olusum siiresi olarak kabul edilmistir.
4.7.3. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Antikor immobilizasyonu i¢in en uygun kimyasal aktivasyon kosullarini belirlemek
amaciyla, dort farkli EDC/NHS konsantrasyon orani test edilmistir: 0,2 M/0,05 M, 1 M/0,25
M, 0,02 M/0,005 M ve 2 M/0,5 M. Bu cozeltilerle aktive edilen biyosensorlerin B-CTX
konsantrasyonuna kars1 verdigi yamit, EIS kullanilarak degerlendirilmistir. Nyquist
egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile B-CTX konsantrasyonu arasinda ¢izilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.20'de sunulmustur. Ayrica, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilart

ve dogru denklemleri Cizelge 4.3'te detaylandirilmastir.
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Sekil 4.20. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.3. EDC/NHS konsantrasyon optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

EDC/NHS Determinasyon Katsayisi Dogru denklemi
konsantrasyonu R2)
0,2 M/0,05 M 0,9986 y=103x + 0,3333
1 M/0,25 M 0,9813 y=83,714x + 13,667
0,02 M/0,005 M 0,893 y=222,86x + 1486,7
2 M/0,5M 0,9761 y=277,71x +378

Sekil 4.20’de goriildiigli {lizere, biyosensOr cevabinin en yiiksek oldugu EDC/NHS
konsantrasyonu 2 M/0,5 M konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Ancak bu konsantrasyonda
elde edilen dogrusallik katsayis1 degeri diisiiktiir. Ayrica, bu yiiksek EDC/NHS
konsantrasyonlarinin  kullanimi sirasinda, ¢ozeltilerin elektrot yilizeyinde katilasma
(presipitasyon) egilimi gosterdigi gozlemlenmistir; bu durum, sonraki temizleme
adimlarinda operasyonel zorluklara yol agmaktadir. Bu deneysel ve pratik kisitlamalar
dikkate alinarak, nispeten yiiksek biyosensor cevabi ve kabul edilebilir determinasyon
katsayisina sahip olan 0,2 M/0,05 M EDC/NHS konsantrasyonu optimum aktivasyon kosulu

olarak secilmistir.
4.7.4. EDC/NHS aktivasyonunda inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Optimum EDC/NHS konsantrasyonlart belirlendikten sonra, karboksil gruplarmin aktif
esterlere donilisiimiinii saglayan inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Test edilen 15,30,60
ve 120 dakika stireler arasinda, 60 dakika inkiibasyonun biyosensor yanit1 agisindan en
yliksek determinasyon katsayist degeri ile birlikte en iyi performansi sagladigi tespit
edilmistir. Daha uzun siirelerin 120 dakika kullanilmasi, pik akimi veya analitik hassasiyet
tizerinde anlamli bir iyilesme saglamamis, aksine reaktiflerin hidroliz riskini artirmistir. Bu
nedenle, 60 dakika inkiibasyon siiresi, yliksek verimlilik ve zaman etkinligi dengesi

gozetilerek optimum aktivasyon siiresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.21. EDC/NHS aktivasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.4. EDC/NHS aktivasyon siire optimizasyonuna ait denklemler ve R* degerleri

EDC/NHS aktivasyon Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
siiresi (dakika) (R?
15 0,9551 y=1,5569x + 31,127
30 0,9026 y=1,388x + 42,22
60 0,9833 y=3,1083x + 64,627
120 0,979 y=3,1437x + 53,253

4.7.5. Anti B-CTX konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Antikor immobilizasyon verimini optimize etmek amaciyla, farkli konsantrasyonlardaki anti

B-CTX antikor porsiyonlar1 kullanilmistir. Alt1 farkli antikor konsantrasyonu (5 pg/mL, 10

pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL 40 pg/mL ve 50 pg/mL) ile hazirlanan biyosensdrlerin fCTX

konsantrasyonuna kars1 verdigi yanit, EIS ile degerlendirilmistir. Rct degerleri ile B-CTX

konsantrasyonu arasinda ¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.22’de sunulmustur. Ayrica,

elde edilen kalibrasyon dogrularinin determinasyon katsayilar1 ve dogru denklemleri Cizelge

4.5'te detayl1 olarak verilmistir.
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Sekil 4.22. Anti B-CTX konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.5. Anti B-CTX konsantrasyon optimizasyonuna ait denklemleri ve R? degerleri

Anti-CTX Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
konsantrasyonu (pg/mL) (R?)

5 0,9369 y=156x + 50,667
10 0,9952 y=79,286x + 230
15 0,9688 y=97,686x +103,93
20 0,9769 y=102,63+101,8
30 0,9895 y=74,571x+224
40 0,967 y=56,286x +334,67

Sekil 4.22°de sunulan kalibrasyon egrileri incelendiginde, 10, 15, 20, 30 ve 40 pg/mL Anti
B-CTX konsantrasyonlarinda hazirlanan biyosensorler icin elde edilen standart grafik
egimlerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Bu konsantrasyon aralig1 i¢inde, en yiiksek
determinasyon katsayisini veren 10 pg/mL Anti B-CTX konsantrasyonu optimum
immobilizasyon kosulu olarak belirlenmistir. Ayrica, 5 pg/mL Anti B-CTX
konsantrasyonunda en yliksek biyosensor yaniti elde edilmesine ragmen, diisiik dogrusallik

katsayist nedeniyle analitik giivenilirlik agisindan bu konsantrasyonun optimum olmadigi

sonucuna vartlmaistir.
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4.7.6. Anti B-CTX inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Biyosensor yiizeyinde optimum antikor immobilizasyon kosullarinin saglanmasi ve analitik
stirecte zaman verimlili§inin artirilmas1 hedefiyle, farkli inkiibasyon siirelerinin yiizey
etkilesimleri lizerindeki etkisi detayli olarak arastirilmistir. Bu amagla, 3-MPA ile
fonksiyonellestirilen elektrot ylizeylerine, optimize edilmis 10 pg/mL konsantrasyonundaki
antikor ¢dzeltileri uygulanmis ve 15, 30, 60 ve 120 dakika olmak tizere dort farkli
inkiibasyon siiresi test edilmistir. Inkiibasyon siiresinin Rct degerleri iizerindeki etkisi,
Nyquist egrilerinden hesaplanan veriler kullanilarak degerlendirilmistir. B-CTX
konsantrasyonlari ile Ret degerleri iligkilendirilerek olusturulan standart kalibrasyon grafigi
sonuglar1 Sekil 4.23'de, elde edilen dogrusal denklemler ve bunlara karsilik gelen

determinasyon katsayilari ise Cizelge 4.6'da ayrintili olarak verilmistir.
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Sekil 4.23. Anti B-CTX antikorunun immobilizasyon siiresinin optimizasyonu
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Cizelge 4.6. Anti B-CTX inkiibasyon siire optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

Anti-CTX inkiibasyon Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
siiresi (dakika) R?
15 0,9619 y=18,286x + 39,333
30 0,8505 y=17,457x + 45,067
60 0,9915 y=34,429x +38,667
120 0,7557 y=13,143+39

Antikor immobilizasyonu i¢in yapilan optimizasyon caligmalari sonucunda, 60 dakika en
uygun inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. 15 dakikalik kisa immobilizasyon siiresi,
antikor-yiizey kovalent baglanma reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in yetersiz kalmis; bu
durum, antikorun yiizeyde etkin bir sekilde tutulamamasina ve yikama asamasinda kaybina
yol agarak diislik analitik yanitlara neden olmustur. Diger yandan, 120 dakikalik uzun
inkiibasyon siiresi, (Xiao ve digerleri, 2017) elektrot yiizeyindeki antikor ¢6zeltisinin kismi
buharlagsmasina sebep olmustur. Buharlasmanin neden oldugu yiizey yapisindaki degisim,
antijen-antikor etkilesim verimliligini diisiirerek elde edilen yanitlara diisiik ve dogrusal
olmayan cevaplar olarak yansimigstir. Sonug¢ olarak, yiiksek verimlilik ve sinyal kalitesi

acisindan 60 dakikalik inkiibasyon stiresi optimum kosul olarak kabul edilmistir.

Gelistirilen B-CTX biyosensor sisteminin tasariminda kullanilan immobilizasyon
basamaklar1 i¢in yapilan optimizasyon ¢alismalart sonucunda, asagidaki anahtar
parametreler optimum degerler olarak belirlenmistir: 3-MPA konsantrasyonu i¢in 5 mM,
EDC/NHS aktivasyon konsantrasyonu ig¢in 0,2 M/0,05 M, ve Anti B-CTX antikor

immobilizasyon konsantrasyonu i¢in 10 pg/mL.
4.8. B-CTX Biyosensoriiniin Karakterizasyonuna iliskin Veriler
4.8.1. Dogrusal tayin aralig1 ve duyarhhk

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 kullanilarak hazirlanan biyosensor
sisteminin [3-MPA (5§ mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05 M), Anti-CTX (10 pg/mL) ve CTX (1
saat)] ile hazirlanan biyosensor ile daha genis bir dogrusal tayin aralig belirlemek amaciyla,
iki farkli CTX konsantrasyonu araliginda calismalar gerceklestirilmistir. 10-60 pg/mL -
CTX konsantrasyonu aralifinda yapilan deneyler sonucunda elde edilen ARct degerleri ile

B-CTX konsantrasyonu arasindaki standart kalibrasyon egrisi belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. B-CTX i¢in elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi

B-CTX sensorlerinin dogrusal tayin araliklari, sensdrlerin Ol¢lim sinyali ile analit
konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskinin belirlenmesi amaciyla degerlendirilmistir. -

CTX sensorii i¢in dogrusal tayin araligi 10 - 60 pg/mL olarak belirlenmistir.

Gelistirilen B-CTX biyosensoriiniin analitik performansi, fizyolojik matrikslerin etkisini
degerlendirmek amaciyla yapay serum, tiikiiriik ve idrar ornekleri {lizerinde ayri ayri
incelenmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda, biyosensoriin LOD ve LOQ degerleri, test

edilen her bir matriks i¢in asagida belirtildigi sekilde belirlenmistir (Cizelge 4.7.):

Cizelge 4.7 B-CTX sensoriiniin LOD ve LOQ degerleri

Matriks tiirii LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL)
Yapay Serum 2,9 9,1
Yapay Tiikiiriik 7,5 22.3
Yapay Idrar 5,6 17,4

Bu degerler, biyosensdriin yapay serumda en yiiksek hassasiyete sahip oldugunu gosterirken,
kompleks biyolojik matrikslerdeki (tiikiiriik ve idrar) etkilesimler nedeniyle LOD ve LOQ
degerlerinde nispeten hafif bir artis gézlemlenmistir. Elde edilen tim LOD ve LOQ
degerleri, pg/mL seviyesinde yiiksek bir duyarlilik ve kesinlik sergilemektedir.
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4.8.2. B-CTX biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

B-CTX biyosensoriiniin elektrot yiizeyinde gergeklesen katmanlagma siireci ve antikor
immobilizasyon etkinligi, 10-100 mV s™' aralifinda degisen 15 farkli tarama hizinda
gerceklestirilen CV 6lgiimleriyle detayli olarak incelenmistir. -0,2 V ile +0,6 V potansiyel
aralifinda elde edilen veriler, elektrot yilizeyinde adsorbe edilen aktif tiirlerin yilizey
yogunlugunu (I') hesaplamak {izere Boliim 3'te belirtilen Laviron esitligi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda, Au Bare elektrot yiizeyi i¢in I'degeri 0,314
x 10° mol cm™ olarak bulunmustur. Buna karsilik, Au/3-MPA/EDC-NHS/Anti-CTX
elektrodunun I" degeri 0,518 x 10® mol cm™ olarak tespit edilmistir. Modifiye elektrottaki I
degerinin, Au bare elektroda kiyasla belirgin derecede yiiksek olmasi, Anti B-CTX
antikorunun altin elektrot yiizeyine basarili ve yiliksek yogunlukta immobilize edildigini

acikca gostermektedir
4.8.3. Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

B-CTX biyosensoriiniin analitik giivenilirligi, tekrar iiretilebilirlik (inter-assay) ve
tekrarlanabilirlik (intra-assay) calismalar1 ile kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.
Optimizasyonu yapilmig immobilizasyon kosullar1 [3-MPA (5 mM, 16 saat), EDC/NHS (0,2
M /0,05 M, 60 dakika), Anti-CTX (10 pg/mL, 60 dakika) ve CTX antijen inkiibasyonu (1
saat)| kullanilarak hazirlanan 10 bagimsiz biyosensor ile testler gergeklestirilmistir. Her bir
sensor, 10—60 pg/mL konsantrasyon araligindaki B-CTX orneklerine tabi tutulmus ve elde
edilen Rct degerleri kullanilarak standart kalibrasyon egrileri olusturulmustur (Sekil 4.25 ve
Cizelge 4.8). Tekrarlanabilirlik (ayn1 glin ve ayni kosullar) testlerinde, sensorler arasi
varyasyon katsayisi (CV) degerleri %2,1-3,5 araliginda bulunmustur (Sekil 4.26). Bu diisiik
CV araligi, gelistirilen B-CTX biyosensoriiniin yiiksek diizeyde ol¢iim tutarhilignr ve

hassasiyetini dogrulamaktadir



135

1000
900

800
=12,057x+ 151,33

700 R’=0,9987

600
500

ARct

400
300
200
100

0 10 20 30 40 50 60 70
B-CTX ( (pg/mL)
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Sekil 4.26. B-CTX tespiti i¢in gelistirilen biyosensor sisteminin tekrarlanabilirlik
sonuglari

Tekrar iretilebilirlik (farkli gilinler) incelemesi, biyosensoriin farkli laboratuvar kosullar
altinda gosterdigi performansi ortaya koymustur. Bu testlerde elde edilen CV degerleri
%3,8-5,2 araliginda tespit edilmistir. Ayn1 zamanda, 10 bagimsiz biyosensorden elde edilen
kalibrasyon egrileri, biyosensdrler arasinda yiiksek bir dogrusal iliski (R2 0,9741-0,9982)
ve minimal bir sapma ile 6l¢lim yapilabildigini gdstermistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.26). Bu
bulgular, B-CTX biyosensoriiniin sadece ayni1 kosullar altinda degil, ayn1 zamanda farkl
zaman ve operatorler altinda da giivenilir ve tutarli Slglimler sunma yetenegine sahip
oldugunu teyit etmektedir. Sonug olarak, gelistirilen biyosensoriin hem tekrarlanabilir hem

de tekrar tretilebilir bir analitik ara¢ oldugu kanitlanmgtir.



136

Cizelge 4.8. 10-60 pg/mL araliginda B-CTX biyosensoriiniin tekrariiretilebilirligi

Biyosensor Determinasyon Dogru Denklemi Tayin arahg
Kkatsayisi (R?) (pg/mL)
1 0,9762 y =6,590x + 209,15 | 10-60
2 0,991 y=8,2857x + 237,97 | 10-60
3 0,9741 y=7,429x+423,97 10-60
4 0,9982 y=10,845x+186,2 10-60
5 0,9952 y=7,9286x + 230,82 | 10-60
6 0,9849 y=10,3311x+ 170,56 | 10-60
7 0,9922 y=10,126x+256,16 10-60
8 0,9895 y=7,4571x+142,85 10-60
9 0,9835 y=10,671x+312,33 10-60
10 0,9956 y=6,8524x+356,8 10-60

4.8.4. Depo omrii

B-CTX biyosensoriiniin depolama kararliligr 12 haftalik siire boyunca degerlendirilmistir.
IIk 10 hafta boyunca sensér aktivitesinde yalnizca minimal bir azalma gdzlenmis olup
(%100°den %92,67°ye), bu durum biyosensoriin bu siire zarfinda yiiksek diizeyde
kararliligimi korudugunu gostermektedir. Ancak 10. haftadan sonra aktivitede belirgin bir
diisiis meydana gelmis ve 12. haftada %35,75 diizeyine gerilemistir. Bu bulgular, B-CTX
biyosensoriiniin yaklasik 10 haftaya kadar kararli oldugunu, bu siirenin ardindan ise

duyarlilik ve baglanma kapasitesinde onemli kayiplar olustugunu gostermektedir (Sekil

4.27).
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4.8.5. Yapay serum matriksinde analitik validasyon

Biyosensor sisteminin  kompleks biyolojik ortamlardaki analitik  gecerliligini
degerlendirmek amaciyla, yapay serum matriksinde uygulama caligmalar1 yapilmistir. Bu
amagla, optimize edilmis immobilizasyon kosullar1 [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05
M), Anti-CTX (10 pg/mL, 1 saat) ve CTX (1 saat)] ile hazirlanan biyosensorler, yapay serum
orneklerinde test edilmistir. Yapay serum matriksinin biyosensdr cevabi iizerindeki
potansiyel matriks etkisini degerlendirmek amaciyla, 10-60 pg/mL konsantrasyon
araliginda B-CTX iceren yapay serum Ornekleri hazirlanmis ve bu orneklerle dlglimler

gerceklestirilmistir.

Elde edilen yanitlar kullanilarak, biyosensor ile yapay serumdaki B-CTX miktarlar
saptanmis; olusturulan standart kalibrasyon denklemi araciligiyla tayin edilen B-CTX
miktarlar1 ve analitik geri kazanim yiizdesi (% geri kazanim) hesaplanmis ve Cizelge 4.9’da

verilmistir.

Cizelge 4.9. Yapay serumda geri kazanim analizi

Yapay serumda p-CTX Olgiilen p-CTX diizeyi | Geri kazanim (%)
diizeyi (pg/mL)
(pg/mL)

10 8,8 88

20 20,7 103,5
30 29,1 97

40 39,95 99,98
50 51,27 102,54
60 60,25 100,42

Yapay serum matriksinde gerceklestirilen B-CTX tayin sonuglar1 (Cizelge 4.9), gelistirilen
biyosensoriin analitik dogrulugunu ve matriks toleransini gostermektedir. 10 birimden 60
birime kadar degisen konsantrasyon araliginda, B-CTX i¢in hesaplanan geri kazanim (%)
degerleri, %88 (en diisiik) ile %103,5 (en yiiksek) arasinda bir dagilim gostermistir. Bu
aralik, biyosensoriin teorik olarak hazirlanan B-CTX diizeylerini, kabul edilebilir analitik
sinirlar i¢inde yiiksek bir dogrulukla tayin edebildigini kanitlamaktadir. 10 birimlik en diisiik
konsantrasyonda elde edilen %88 geri kazanim, diisiik konsantrasyonlarda bile iyi bir bir
performans saglandigini, diger konsantrasyonlarda ise degerlerin %97 ile &103,5 arasinda

degiserek miikemmel bir dogrulugu isaret ettigini gostermektedir.
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4.8.6. Yapay tiikiiriik matriksinde analitik validasyon

Biyosensor  sisteminin  kompleks biyolojik ortamlardaki analitik  gegerliligini
degerlendirmek amaciyla, yapay tiikiiriik matriksinde uygulama calismalar1 yapilmistir. Bu
amacla, optimize edilmis immobilizasyon kosullar1 [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05
M), Anti-CTX (10 pg/mL, 1 saat) ve CTX (1 saat)] ile hazirlanan biyosensorler, yapay
tikiiriik oOrneklerinde test edilmistir. Yapay tiikiirik matriksinin biyosensdr cevabi
tizerindeki potansiyel matriks etkisini degerlendirmek amaciyla, 10-60 pg/mL
konsantrasyon araliginda B-CTX igeren yapay tiikiirik ornekleri hazirlanmis ve bu

orneklerle 6l¢iimler gergeklestirilmistir.

Elde edilen yanitlar kullanilarak, biyosensor ile yapay tiikiirikteki B-CTX miktarlar
saptanmis; olusturulan standart kalibrasyon denklemi araciligiyla tayin edilen B-CTX
miktarlar1 ve analitik geri kazanim yiizdesi (% geri kazanim) hesaplanmis ve Cizelge 4.10°da

verilmistir.

Cizelge 4.10. Yapay tiikiiriik de geri kazanim analizi

Yapay tiikiiriik de B- Olciilen p-CTX diizeyi Geri kazanim(%)
CTX diizeyi (pg/mL)
(pg/mL)
10 8,4 84
20 20,01 100,5
30 28,5 95
40 39,5 98,75
50 51,02 102,04
60 59,95 99,92

Gelistirilen B-CTX biyosensoriiniin klinik acidan ilgili bir viicut sivist olan yapay tiikiiriik
matriksindeki analitik dogrulugunu degerlendirmek amaciyla geri kazanim testleri
gergeklestirilmistir (Cizelge 4.10). 10 pg/mL'den 60 pg/mL'ye kadar degisen PCTX
konsantrasyon araliginda, biyosensoriin geri kazanim yiizdeleri %84 (en diistik) ile %102,04
(en yiiksek) arasinda rapor edilmistir. En diisiik konsantrasyon olan 10 pg/mL diizeyinde
gozlemlenen %84°liikk deger, alt saptama sinirina yakin konsantrasyonlarda bile iyi bir
performans ve matriks etkisine kars1 yiiksek bir tolerans oldugunu gostermektedir. Diger
konsantrasyon diizeylerinde elde edilen %95 ve {izeri geri kazanim degerleri, yapay tiikiiriik
matriksinde bile B-CTX tayininin yiiksek kesinlik ve giivenilirlikle ger¢eklestirilebilecegini

kanitlamaktadir.
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4.8.7. Yapay idrar matriksinde analitik validasyon

Biyosensor sisteminin  kompleks biyolojik ortamlardaki analitik  gecerliligini
degerlendirmek amaciyla, yapay idrar matriksinde uygulama g¢alismalar1 yapilmistir. Bu
amagla, optimize edilmis immobilizasyon kosullar1 [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05
M), Anti-CTX (10 pg/mL, 1 saat) ve CTX (1 saat)] ile hazirlanan biyosensorler, yapay idrar
orneklerinde test edilmistir. Yapay idrar matriksinin biyosensor cevabi iizerindeki potansiyel
matriks etkisini degerlendirmek amaciyla, 10-60 pg/mL konsantrasyon aralifinda B-CTX

iceren yapay idrar ornekleri hazirlanmis ve bu 6rneklerle dl¢timler gerceklestirilmistir.

Elde edilen yanitlar kullanilarak, biyosensor ile yapay idrardaki B-CTX miktarlar
saptanmig; olusturulan standart kalibrasyon denklemi araciligiyla tayin edilen B-CTX
miktarlar1 ve analitik geri kazanim yiizdesi (% geri kazanim) hesaplanmis ve Cizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Yapay idrarda geri kazanim analizi

Yapay idrarda p-CTX Olciilen p-CTX diizeyi | Geri kazanim (%)
diizeyi (pg/mL)
(pg/mL)
10 8,6 86
20 20,5 102,5
30 59,23 97,43
40 40,01 100,03
50 51,42 102,84
60 60,05 100,08

Gelistirilen B-CTX biyosensoriiniin, klinik uygulamalar i¢in 6nem tagiyan bir matriks olan
yapay idrar icerisindeki analitik dogrulugunu saptamak amaciyla geri kazanim testleri
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.11). 10 pg/mL’den 60 pg/mL’ye kadar degisen konsantrasyon
araliginda, ol¢iilen B-CTX diizeyleri referans diizeylere olduk¢a yakin sonuglar vermistir.
Hesaplanan geri kazanim yiizdeleri %86 (en diisiik) ile %102,84 (en yiiksek) arasinda bir
aralikta rapor edilmistir. Alt sinir diizeyi olan 10 pg/mL’lik %86’ ik kabul edilebilir bir geri
kazanim elde edilmesi, biyosensoriin idrar matriksinin potansiyel kompleks etkilesimlerine
kars1 yiiksek secicilik ve dayaniklilik sergiledigini gostermektedir. Diger konsantrasyon
diizeylerindeki % 97,43 ve lizeri geri kazanim degerleri ise, biyosensor sisteminin yapay
idrar matriksinde bile yiiksek kesinlik ve kantitatif gilivenilirlige sahip oldugunu

kanitlamaktadir.
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4.9. Prokollajen 1-N Terminal Propeptit Biyosensorii ile Elde Edilen Bulgular
4.9.1. Prokollajen 1-N terminal propeptit biyosensoriiniin tasarimina iliskin bulgular

Bu boélimde, gelistirilen PINP biyobelirteci icin 6zgiin bir elektrokimyasal biyosensor
gelistirilmis ve her bir immobilizasyon basamagindan sonra elektrot yiizeyindeki degisimler
EIS ve CV 6l¢iimleri alinarak ayrintili olarak degerlendirilmistir. Biyosensor tasarimi, hedef
biyobelirtecin hizli, duyarli ve 6zgiil tespiti i¢in optimize edilmistir. PINP biyosensoriiniin
tasarim siirecinde uygulanan her iki immobilizasyon asamasi, asagida belirtilen kisaltmalarla

tanimlanmustir:

> Au-Bare: Temiz altin elektrot yiizeyi

> Au-3MPA : 3-MPA ile kaplanan elektrot yiizeyi

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

> Au-3MPA-EDC/NHS-Anti-PINP: Antikor baglamasindan sonra elektrot yiizeyi
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Sekil 4.28. PINP biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin impedans spektrumlari



141

B,00C+01

6,00E 101

2,00k /Q\\
/ —
/ /ﬁ—_————- e 1) RN
< 0,00C+00 ’ 7
2 J/
£ .
T} [ — 1] Bare-2MPA
2,008 01 (] /
4 ODE+01 \\ Al Hare 2MPA
FDC/NHS
-0,00E+01
e AL BaTC-2MPA-
CDC/NIIS/Anti
-8,000+01 PINA
U, 200 0,100 0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600
Fotensiyal/V

Sekil 4.29. PINP biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarinin dongiisel

voltamogramlari

Sekil 4.29’de gosterilen grafik, Au bare elektrot yiizeyinde gerceklestirilen ardisik
biyosensdr modifikasyon adimlarmin elektrokimyasal etkilerini CV yontemi ile
incelemektedir. Analiz edilen dort farkli yilizey durumu, redoks probunun elektron transfer
kinetigi iizerindeki etkileri agisindan sistematik bir degisim gostermektedir. Au bare elektrot
(bekledigi gibi, en yiiksek anodik ve katodik pik akimlarini (Ipa) ve (Ipc) sergileyerek hizli
bir elektron transferi oldugunu gésterir. Ilk modifikasyon adim1 olan 3-MPA ile yiizeyin
fonksiyonellestirilmesi, SAM olusumu nedeniyle akim degerlerinde hafif bir diisiise yol
acar. Bu diisiis, organik bir bariyerin elektron transferini kismen engelledigini gosterir.
Ardindan gelen EDC/NHS aktivasyon adimi, karboksil gruplarini amin baglamaya uygun
hale getirirken, pik akimlarinda bir miktar daha diisiise neden olur. Son ve en kritik adim
olan Anti PINP antikorunun immobilizasyonu ise, akim degerlerindeki en belirgin ve en
biiylik diisiisii (Ip azalmasi) beraberinde getirir. Bu keskin azalma, yiiksek molekiil agirlikli
antikorun elektrot yiizeyinde gii¢lii bir sterik ve dielektrik bariyer olusturdugunu, dolayisiyla
redoks probunun elektron transferini en {ist diizeyde engelledigini kanitlar. Bu sistematik
akim diisiisti, biyosensor hazirlama adimlarinin basarili bir sekilde gergeklestirildigini ve her
katmanin yiizey iizerine basarili bir sekilde yerlestigini elektrokimyasal olarak gosteren tipik

bir CV yanitidir.
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4.9.2. Prokollajen 1-N terminal propeptit biyosensoriiniin immobilizasyon

basamaklarimin optimizasyonuna iliskin veriler

3-MPA konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

3-merkaptopropiyonik asitin 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM , 15 mM ve 20 mM olacak
sekilde farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler ile hazirlanan biyosensdrlerin
Nyquist egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile PINP konsantrasyonu arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.30°da, elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilar1 ile dogru

denklemleri Cizelge 4.12°da verilmistir.
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Sekil 4.30. 3-MPA konsantrasyonuna biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.12. 3-MPA konsantrasyon optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

3-MPA konsantrasyonu (mM) | Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
(R?)
0,9179 y=0,1474x +1,24
5 0,9983 y=0,2157x + 1,0333
10 0,8079 y=0,2213 +2,6967
20 0,9769 y=0,152x + 7,5467
30 0,9623 y=0,164x + 6,734
40 0,931 y=0,1114x + 10,7
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Calismadaki tiim biyosensor sonuglari incelenirken, hesaplanilan Ret degerleri ile calisilan
parametrenin verileri arasinda olusturulan standart grafiklerin dogrusallik katsayist 1’e en
yakin ve biyosensor cevabi en yiiksek olan konsantrasyon o c¢alismada optimum

konsantrasyon olarak secilmistir .

Sekil 4.30’da gorildigl tizere 1 mM’lik 3-MPA’nin kullanildig1 biyosensoriin verdigi
cevabin diger biyosensorlere gore daha yiiksek olmasina ragmen lineerliginin diisiik olmasi
nedeniyle dogrusallik katsayisinin en yiiksek oldugu 5 mM’lik 3-MPA optimum

konsantrasyon olarak belirlendi.

3-MPA inkiibasyon siiresinin biyosens0Or cevabina etkisi

3-MPA inkiibasyon siiresinin elektrot yiizeyinde olusturulan karboksil gruplariin
yogunlugu ve diizenliligi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla 1, 2, 4 ve 16 saatlik
inkiibasyon siireleri karsilagtirilmistir.  Yapilan Ol¢imler sonucunda, 16 saatlik
inkiibasyonun uygulandigi elektrotlarda en yiiksek yiizey diizenliligi, karboksil grup
yogunlugu ve biyoreaktif baglanma cevabi elde edilmistir. Daha kisa siirelerde (14 saat)
ylizeyde tamamlanmamis veya heterojen monolayer olusumu gdzlenmis, bu durumun
EDC/NHS aktivasyon verimini ve antikor immobilizasyon etkinligini sinirladig
belirlenmistir. Buna karsin, 16 saatlik inkiibasyon siiresi, altin ylizeyinde daha kararl ve
homojen bir 3-MPA tabakasi olusmasimni saglayarak sonraki kimyasal baglanma

basamaklarinin verimini artirmis ve sistem i¢in optimum kosul olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.31. 3-MPA inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.13. 3-MPA inkiibasyon siire optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri.

3-MPA inkiibasyon siiresi Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
(saat) (R?»)
1 0,9179 y=0,1474x +1,24
2 0,9983 y=0,2157x + 1,0333
4 0,8079 y=0,2213 +2,6967
16 0,9769 y=0,152x + 7,5467

EDC/NHS konsantrasyonunun biyvosensor cevabina etkisi

EDC/NHS 0,2 M/0,05 M, 1 M/0,25 M, 0,02 M/0,005 M ve 2 M/5 M olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileriyle hazirlanan biyosensorlerin Nyquist egrilerinden elde
edilen Rct degerleri ile PINP konsantrasyonu arasinda c¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil
4.32°de elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilar1 ile dogru denklemleri de Cizelge

4.14°de verilmistir.
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Sekil 4.32. EDC/NHS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.14. EDC/NHS konsantrasyon optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

EDC/NHS Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
konsantrasyonu (R?
0,2 M/0,05 M 0,9911 y=0,3257x+4,6933
1 M/0,25 M 0,9678 y=0,8029x+0,74
0,02 M/0,005 M 0,9469 y=0,9286x+0,3
2M/5M 0,9758 y=0,8543x+0,7933

Sekil 4.32’de goriildiigii lizere, biyosensdr cevabinin en yiiksek oldugu EDC/NHS

konsantrasyonu 0,2 M/0,05 M konsantrasyonu optimum kosul olarak se¢ilmistir.

EDC/NHS aktivasyon siiresinin belirlenmesi

EDC/NHS aktivasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla 15, 30, 60 ve 120 dakika siireleri

karsilagtirilmistir.
25 y=0,326x+3,9733
R =0,9923
20 y=0,3189x% + 4,04 ‘ _,.'0 0566+ 3.5
R?=0,9775 e YT [1,£060KF 5,3
— ey R?=0,9873
a ot
j 15 ‘ ot et ® - ®
L kO o g . ®
23: " I G ®
.o I y=0,1989x + 3,04
10 B T R?=0,9472
IRCRPE AR
§
5 "‘
0
0 10 20 30 40 50 60 70
PINP (ng/mL)

Sekil 4.33. EDC/NHS aktivasyon siiresinin biyosensor cevabina etkisi
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Cizelge 4.15. EDC/NHS aktivasyon siire optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

EDC/NHS aktivasyon Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
siiresi (dakika) (R?
15 0,9472 y=0,1989x + 3,04
30 0,9873 y=0,2566x + 3,52
60 0,9923 y=0,326x + 3,9733
120 0,9775 y=0,3189x + 4,04

EDC/NHS aktivasyon stiresi bu ¢alismada 1 saat olarak optimize edilmistir. 15-30 dakika
aktivasyon siireleriyle karsilastirildiginda, 1 saatlik silirenin uygulanmasi sonucunda
ylizeydeki karboksil gruplarinin daha etkin sekilde aktive oldugu ve antikor immobilizasyon
veriminin anlamli bicimde artt1g1 belirlenmistir. Bu bulgu, daha uzun aktivasyon siiresinin
kararli NHS-ester olusumunu destekleyerek baglanma kapasitesini artirdigini ve biyosensor
ylizeyinde daha homojen, yogun ve kararli bir biyoaktif tabaka elde edilmesine katki
sagladigin1  gostermektedir. Kisa siireli aktivasyon kosullarinda ise, oOzellikle ylizey
modifikasyon yogunlugu yiiksek veya reaktif bolgelerin erisilebilirligi sinirli sistemlerde,

aktivasyonun tamamlanmadig1 ve antikor baglanma etkinliginin azaldig1 saptanmustir.

Anti-PINP konsantrasyonunun biyosensoOr cevabina etkisi

5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 30 ng/mL, 40 ng/mLve 50 ng/mL olacak sekilde farkli
konsantrasyonlardaki Anti-PINP porsiyonlariyla hazirlanan biyosensorlerin  Nyquist
egrilerinden elde edilen Rct degerleri ile PINP konsantrasyonu arasinda ¢izilen kalibrasyon

grafigi ile belirlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Anti-PINP konsantrasyonun biyosensor cevabina etkisi

Cizelge 4.16. Anti-PINP konsantrasyon optimizasyonuna ait denklemler ve R* degerleri

Anti-PINP Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
konsantrasyonu (R?)
(ng/mL)

5 0,9974 y=1,7857x + 0,733
10 0,9816 y=2,3571x+ 2,3
15 0,8867 y=1,0386x +5,04
20 0,9479 y=1,7857x+3,9333
30 0,9107 y=1,4171x+7,1733
40 0,9734 y=0,4434x +9,488
50 0,9606 y=1,46x + 8,84

10, 20, 30 ve 40 ng/mL Anti-PINP konsantrasyonlarinda hazirlanan biyosensorler igin
olusturulan standart grafiklerin egimleri birbirine yakindir. Bu nedenle bu dort
konsantrasyondan en yiiksek dogrusallik katsayisinin elde edildigi 5 ng/mL optimum Anti-
PINP konsantrasyonu olarak belirlendi. 10 ng/mL Anti-PINP konsantrasyonunda, en yiiksek

biyosensdr cevabi alinmasina ragmen dogrusallik katsayisi diisiiktiir.

Anti-PINP inkiibasyon siiresinin biyosensOr cevabina etkisi

Biyosensor yiizeyinde optimum antikor immobilizasyon kosullarinin saglanmasi ve siiregte
zaman verimliliginin artirllmasi amaciyla, farkli inkiibasyon siirelerinin etkileri detayl
olarak arastirilmistir. Bu amacla, 3-MPA ile fonksiyonellestirilen elektrot yiizeylerine 10
ng/mL konsantrasyonundaki antikor ¢ozeltileri uygulanmis ve 15, 30, 60 ve 120 dakikalik

inkiibasyon siireleri boyunca yiizey etkilesimleri izlenmistir. Inkiibasyon siiresinin Ret
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degerleri lizerindeki etkisi, Nyquist egrilerinden hesaplanan veriler kullanilarak
degerlendirilmis; PINP konsantrasyonlarinin degerleri ile iliskilendirilerek standart
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Elde edilen dogrusal denklemleri ve bunlara karsilik

gelen dogrusallik katsayilari, sirasiyla Sekil 4.35 ve Cizelge 4.13’da ayrintili olarak

verilmistir.
30
25 y =0,3443x+3,8667
RZ=0,99
20 y =0,1746x+4,5067
— z=
g R? =0,8505
- 15
< #-0,1829x+3,9333
R?*=0,9619
10
5 y=0,1314%+3,9
R?=0,7557
0
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Sekil 4.35. PINP antikorunun inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Cizelge 4.17. Anti PINP inkiibasyon siire optimizasyonuna ait denklemler ve R? degerleri

Anti-PINP inkiibasyon | Determinasyon katsayisi Dogru denklemi
siiresi (dakika) (R?
15 0,9619 y=0,1829x + 3,9333
30 0,8505 y=0,1746x + 4,5067
60 0,9915 y=0,3443x +3,8667
120 0,7557 y=0,1314x + 3,9

Elde edilen sonugclar, antikor immobilizasyonu i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin 60 dakika
oldugunu gosterdi. 15 dakikalik immobilizasyon siiresinin, antikorun yiizeye
immobilizasyonu i¢in gerceklesmesi gereken tepkime agisindan kisa oldugu tespit edildi. Bu
kisa siirede antikor yiizeye etkin bir sekilde baglanamamis ve bir miktar1 ortamdan
yikamayla uzaklagsmistir. Dolayisiyla elde edilen yanitlarin diisiik oldugu gozlendi. 120

dakikalik siirede, elektrot yiizeyine eklenen antikor ¢ozeltisinin kismen buharlasmasina
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sebep oldugu icin (Xiao K, ve digerleri 2017), etkili bir immobilizasyon ger¢eklesmemistir.
Buharlagma nedeniyle yapisi degisen yiizeyde verimli bir antijen — antikor etkilesimi
olmamistir. Bu durum da sonuglara diisiik ve dogrusal olmayan cevaplar olarak yansimistir.

Sonug olarak 60 dakikalik inkiibasyon siiresi en uygun siire olarak kabul edildi.

Gelistirilen PINP biyosensor sisteminin tasariminda kullanilan immobilizasyon basamaklar1
i¢in elde dilen optimum degerler; 3-MPA konsantrasyonu 5 mM, EDC/NHS konsantrasyonu
0,2 M/0,05M ve Anti-PINP konsantrasyonu ise 5 ng/mL’dir.

4.10. PINP Biyosensoriiniin Karakterizasyonuna iliskin Veriler
4.10.1. Dogrusal tayin arahgi ve duyarhhk

Optimize edilmis immobilizasyon parametreleri [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05
M), Anti-PINP (5 ng/mL) ve PINP (5 ng/mL) 1 saat inkiibasyon] kullanilarak hazirlanan
biyosensor ile, PINP i¢in genis bir dogrusal tayin araligi belirlemek amaciyla iki farkl
konsantrasyon araliginda c¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Ozellikle 10-60 ng/mL PINP
konsantrasyonu araliginda gerceklestirilen deneyler sonucunda, Nyquist egrileri elde edilmis
ve bu elektrokimyasal veriler iizerinden hesaplanan ARct degerleri ile PINP konsantrasyonu
arasindaki standart kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 4.36). Elde edilen kalibrasyon
egrisi, biyosensoriin belirlenen konsantrasyon araliginda yiiksek dogruluk ve duyarhlik ile

dogrusal tepki verdigini gostermistir.

18
16 y=0,2428x+0,5227
14 R* =0,9935
12
' 10
o
=1 B8
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4
2
0
0 10 20 30 40 50 60 70

PINP (ng/mL)

Sekil 4.36. PINP icin elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi
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PINP sensorlerinin dogrusal tayin araliklari, sensorlerin Olgiim sinyali ile analit
konsantrasyonu arasindaki dogrusal iligkinin belirlenmesi amaciyla degerlendirilmistir.

PINP sensorii i¢in dogrusal tayin araligt 10 - 60 pg/mL olarak belirlenmistir.

Gelistirilen PINP biyosensoriiniin analitik performansi, fizyolojik matrikslerin etkisini
degerlendirmek amaciyla yapay serum, tiikiirik ve idrar ornekleri lizerinde ayri ayri
incelenmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda, biyosensoriin LOD ve LOQ degerleri, test

edilen her bir matriks i¢in asagida belirtildigi sekilde belirlenmistir (Cizelge 4.18):

Cizelge 4.18. PINP sensoriiniin LOD ve LOQ degerleri

Matriks tiirii LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
Yapay Serum 34 10,2
Yapay Tiikiiriik 6,2 18,7
Yapay Idrar 4,8 15,1

Bu bulgular, biyosensoriin PINP saptamasinda ng/mL diizeyinde yiiksek bir duyarliliga
sahip oldugunu, ancak kompleks yapili biyolojik matrikslerin varliginin sensoriin analitik
sinirlarin1 olumsuz yonde etkiledigini ve hassasiyetin yapay serum > yapay idrar > yapay
tiikiiriik siralamastyla azaldigini ortaya koymaktadir. Tiikiirtigiin dogal olarak daha yiiksek
viskoziteye ve farkli bilesen profiline sahip olmasi, sensor ylizeyindeki kiitle transferini veya
0zgiil olmayan baglanmalar1 artirarak analitik hassasiyeti (LOD ve LOQ degerlerinin

artmasi seklinde) diistirmiistiir.
4.10.2. PINP biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

PINP biyosensoriiniin elektrot yilizeyinde meydana gelen kaplanma durumu 15 farkli tarama
hizinda (10-100 mV) CV ol¢iimleri alinarak gerceklestirildi. Au elektrot ve Au /3-MPA /
EDC-NHS / Anti-PINP elektrot i¢in -0,2 ve 0,6 V potansiyel araliginda 10-20-30-40-50-60-
70-80-90-100 mVs™! olacak sekilde 15 farkli tarama hizinda CV 6l¢giimlerinden elde edilen
veriler materyal ve metot boliimiinde verilen Laviron esitliginde yerine konularak Au
elektrot yiizeyi igin yiizey alam 0.245 mol/cm? Au/3-MPA/EDC-NHS/Anti-PINP
elektrotunun yiizeyi i¢in 0.295 mol/cm? olarak hesaplandi. Au/ 3-MPA/EDC-NHS/Anti-
PINP elektrotunun I' degerleri, ¢iplak elektrot icin elde edilen ylizey alan1 degerinden
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belirgin sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu da altin elektrot yilizeyinde Anti-PINP

immobilizasyonunun basarili oldugunu gdstermektedir.
4.10.3. Tekrarlanabilirlik ve tekrar uretilebilirlik

PINP biyosensoriiniin ~ giivenilirligini  ve tutarliligini  degerlendirmek amaciyla,
tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik performanslari incelenmistir. Optimizasyonu
yapilmig immobilizasyon kosullar1 [3-MPA (5 mM), EDC/NHS (0,2 M/0,05 M), Anti-PINP
(5 ng/mL) ve PINP inkiibasyonu (1 saat)] kullanilarak 10 farkli biyosensor hazirlanmistir.

Hazirlanan bu sensorler ile 10—60 ng/mL konsantrasyon araligindaki PINP 6rneklerinin
elektrokimyasal cevaplari alinmistir. Olgiimlerden elde edilen Nyquist egrileri iizerinden
hesaplanan Rct degerleri ile PINP konsantrasyonlar1 arasindaki iliski incelenmis ve standart

kalibrasyon grafikleri olugturulmustur.

Tekrarlanabilirlik (ayn1 glin ve ayn1 kosullar) testlerinde, sensorler aras1 varyasyon katsayist
(CV) degerleri %4,1-4,7 araliginda bulunmustur. Bu diisiikk CV araligi, gelistirilen PINP

biyosensoriiniin yliksek diizeyde 6l¢liim tutarliligi ve hassasiyetini dogrulamaktadir.

Tekrar iretilebilirlik (farkli gilinler) incelemesi, biyosensoriin farkli laboratuvar kosullar
altinda gosterdigi performansi ortaya koymustur. Bu testlerde elde edilen CV degerleri
%6,5—7,4 araliginda tespit edilmistir. Ayn1 zamanda, 10 bagimsiz biyosensorden elde edilen
kalibrasyon egrileri, biyosensorler arasinda yiiksek bir dogrusal iliski (R? 0,978-0,9976) ve
minimal bir sapma ile 6l¢iim yapilabildigini gostermistir (Cizelge 4.19 ve Sekil 4.37). Elde
edilen R? degerlerinin yiiksek olmasi, bagimsiz biyosensérler arasinda tutarli bir dogrusal
iliski kurulabildigini ve gelistirilen PINP biyosensoriiniin hem tekrarlanabilirlik hem de

tekrar iiretilebilirlik agisindan giiclii bir analitik performansa sahip oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.37. PINP tespiti i¢in gelistirilen biyosensor sisteminin tekrarlanabilirlik sonuglar

18
16 y =0,2428x+0,5227
14
12

10

ARct

0 10 20 30 40 50 60 70
PINP (ng/mL

Sekil 4.38. PINP tespiti i¢in gelistirilen biyosensor sisteminin tekrariiretilebilirlik sonuglari



Cizelge 4.19. 10-60 ng/mL araliginda PINP biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensor Determinasyon Dogru Denklemi Tayin arahg
Kkatsayisi (R?) (ng/mL)
1 0,9976 y=0,1414x+1,105 10-60
2 0,9916 y=0,295x-0,033 10-60
3 0,9915 y=0,108x+1,343 10-60
4 0,987 y=0,201x-0,234 10-60
5 0,9865 y=0,1267x+2,315 10-60
6 0,986 y=0,3311x-1,662 10-60
7 0,985 y=0,299x-0,037 10-60
8 0,9813 y=0,237x+2,367 10-60
9 0,98 y=0,247x+2,143 10-60
10 0,978 y=0,485x -1,092 10-60

4.10.4. Depo omrii
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PINP biyosensoriiniin depolama siiresine bagli aktivite degisimi 12 haftalik periyot boyunca

izlenmistir. 11k hafta icin %100 olarak kabul edilen baslangi¢ aktivitesi, 4. haftada %98,4, 8.
haftada %93,65 ve 12. haftada %84,65 olarak belirlenmistir (Sekil 4.39). Depolamanin ilk 8

haftasinda aktivite kaybinin minimal diizeyde oldugu, 8. haftadan sonra ise daha belirgin bir

azalma egilimi gosterdigi gozlemlenmistir. Elde edilen bulgular, biyosensoriin 8 haftalik

siire boyunca yiiksek kararliligini korudugunu, bu siirenin ardindan ise aktivitenin anlamli

diizeyde azaldigini ortaya koymaktadir.
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Sekil.4.39. PINP sensoriiniin depo omrii
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4.10.5. Yapay serum matriksinde analitik validasyon

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklari degerleri kullanilarak [3-MPA (5 mM),
EDC/NHS (0,2 M/0, 05M), Anti-PINP (5 ng/mL) ve PINP 1 saat] hazirlanan biyosensorler
ile yapay serumda Sl¢iimler alinmistir. Yapay serumun biyosensor cevabi lizerindeki etkisi
10-60 ng/mL PINP konsantrasyon aralifinda incelendi. Yapay serumda hazirlanan PINP
porsiyonlart optimum immobilizasyon kosullar1 altinda hazirlanan biyosensorler ile

Olgtimler alindi.

Hazirlanan PINP biyosensorii ile yapay serumdaki PINP miktarlari belirlenerek, olusturulan
standart grafik denkleminden PINP miktarlar1 ve % geri kazanim sonuglar1 hesaplanmis ve

Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Yapay serum da geri kazanim analizi

Yapay serumda PINP Olciilen PINP diizeyi Geri kazanim (%)
diizeyi (ng/mL) (ng/mL)

10 9,87 98,7

20 21,12 105,6
30 29,87 99,57
40 40,1 100,25
50 51,2 102,4
60 59,75 99,58

Yapay serum numuneleri kullanilarak dlgiilen PINP diizeyleri ve % doniisiim verileri yapay
serum bilesimindeki tuzlarin ve diger biyomolekiillerin biyosensor yaniti tizerinde ¢ok etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Bu da; gelistirilen PINP biyosensoriiniin  gercek serum
orneklerinde PINP miktar tayininin kesin ve 0zgiil olarak belirlenmesi i¢in yiiksek

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
4.10.6. Yapay tiikiiriik matriksinde analitik validasyon

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklari degerleri kullanilarak [3-MPA (5 mM),
EDC/NHS (0,2 M/0,05M), Anti-PINP (5 ng/mL ) ve PINP 1 saat] hazirlanan biyosensorler
ile yapay serumda dl¢iimler alinmistir. Yapay tiikiiriigiin biyosensor cevabi lizerindeki etkisi
10-60 ng/mL PINP konsantrasyon araliginda incelendi. Yapay tiikiiriik de hazirlanan PINP
¢ozeltileri optimum immobilizasyon kosullar1 altinda hazirlanan biyosensorler ile dlgtimler

alind.
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Hazirlanan PINP biyosensorii ile yapay serumdaki PINP miktarlar belirlenerek, olusturulan
standart grafik denkleminden PINP miktarlar1 ve % geri kazanim sonuglar1 hesaplanmis ve

Cizelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.21 Yapay tiikiiriik de geri kazanim analizi

Yapay tiikiiriikk de PINP Olciilen PINP diizeyi Geri kazanim (%)
diizeyi (ng/mL) (ng/mL)
10 9,85 98,5
20 21,1 105,5
30 29,85 99,5
40 39,9 99,75
50 51,5 103
60 59,9 99,83

Yapay tiikiirik numuneleri kullanilarak 6l¢iilen PINP diizeyleri ve % doniisiim verileri
yapay tiikiiriik bilesimindeki tuzlarin ve diger biyomolekiillerin biyosensor yanit1 iizerinde
cok etkisi olmadigin1 gostermektedir. Bu da; gelistirilen PINP biyosensoriiniin gergek
tiikiiriik 6rneklerinde PINP miktar tayininin kesin ve 6zgiil olarak belirlenmesi i¢in yiiksek

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
4.10.7 Yapay idrar matriksinde analitik validasyon

Optimize edilmis immobilizasyon basamaklar1 degerleri kullanilarak [3-MPA (5 mM),
EDC/NHS (0.2M/0,05M), Anti-PINP (5 ng/mL) ve PINP 1 saat] hazirlanan biyosensdorler
ile yapay idrarda 6l¢iimler alinmistir. Yapay idrarin biyosensor cevabi tizerindeki etkisi 10-
60 ng/mL PINP konsantrasyon araliginda incelendi. Yapay idrarda hazirlanan PINP
¢oOzeltileri optimum immobilizasyon kosullar1 altinda hazirlanan biyosensorler ile dlgtimler

alind1.

Hazirlanan PINP biyosensorii ile yapay serumdaki PINP miktarlar belirlenerek, olusturulan
standart grafik denkleminden PINP miktarlar1 ve % geri kazanim sonuglar1 hesaplanmis ve

Cizelge 4.22°de verilmistir.
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Cizelge 4.22. Yapay idrarda geri kazanim analizi

Yapay idrarda PINP Olciilen PINP diizeyi Geri kazamim (%)
diizeyi (ng/mL) (ng/mL)

10 10,19 101,49

20 20,28 101,4

30 29,13 97,1

40 40,12 100,3

50 51,01 102,02

60 59,05 98,42

Yapay idrar numuneleri kullanilarak 6lgiilen PINP diizeyleri ve % doniisiim verileri yapay
idrar bilesimindeki tuzlarin ve diger biyomolekiillerin biyosensor yaniti tizerinde ¢ok etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Bu da; gelistirilen PINP biyosensoriiniin - gercek idrar

orneklerinde PINP miktar tayininin kesin ve 0zgiil olarak belirlenmesi icin yiiksek

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

4.11. ELISA ve ECLIA SONUCLARI

B-CTX ve PINP’1n konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kullandigimiz ELISA kitlerine ait

standart konsantrasyonlar1 ve absorbans degerleri Cizelge 4.23 ve 24°de, olusturulan standart

grafik Sekil 4.40 ve 41°de verilmistir.

Cizelge 4.23. B-CTX konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri

pB-CTX konsantrasyonu Absorbans degeri
(pg/mL) (450 nm)

8000 0,8155
4000 1,575

2000 2,390

1000 2,718

500 2,738

250 2,809
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Sekil 4.40. B-CTX ELISA kitinin standart grafigi

Cizelge 4.24. PINP konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri

PINP Konsantrasyonu Absorbans degerleri (450
(ng/mL) nm)
2400 1,348
1200 1,068
600 0,603
300 0,486
150 0,426
75 0,373
0 0,223
PINP
16
14 y = 0,0005x + 0,3369 e
£ 12 R?=0,9457 -t
=
£ 08
= .t
< 06 i
Zos [o°
02 ®
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.41. PINP ELISA kitinin standart grafigi
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4.12. ELISA, Biyosensor ve ECLIA Sonuclar

Hazirlanan yapay serum ,tiikiiriik ve idrar 6rneklerinde B-CTX, PINP konsantrasyonu igeren
numuneler, ELISA, biyosensor ve ECLIA yontemi kullanilarak 6l¢iim alindi. Cizelge 4.25,
26,27, 28,29 ve 30°da B-CTX ve PINP konsantrasyonlarinin ELISA, biyosensor ve ECLIA

sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 4.25. Yapay serumda B-CTX konsantrasyonlarinin biyosensor, ECLIA ve ELISA

sonuglari
Yapay serumda B-CTX Biyosensor ECLIA ELISA
konsantrasyonlar1 (pg/mL)
10 8,8 10,2 11,5
20 20,7 23,6 21,9
30 29,1 34,6 32,5
40 39,95 40,3 41,8
50 51,27 49,7 50,7
60 60,25 61,5 62,5

Cizelge 4.26. Yapay tiikiiriikte B-CTX konsantrasyonlarinin biyosensor, ECLIA ve ELISA

sonuglari
Yapay tiikiiriikte B-CTX Biyosensor ECLIA ELISA
konsantrasyonlari (pg/mL)
10 8,4 8,0 9,1
20 20,01 19,5 21,2
30 28,5 29,9 30,5
40 39,5 41,3 42,5
50 51,02 50,6 50,2
60 59,95 60,5 62

Cizelge 4.27. Yapay idrarda B-CTX konsantrasyonlarinin biyosensor, ECLIA ve ELISA

sonuglari
Yapay idrarda B-CTX Biyosensor ECLIA ELISA
konsantrasyonlar1 (pg/mL)
10 8,6 9,8 10,2
20 20,5 24,6 20,2
30 29,23 31,5 31,8
40 40,01 39,2 40,1
50 51,42 55,7 50,6
60 60,05 62,5 61,4
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Cizelge 4.28. Yapay serumda PINP konsantrasyonlarinin biyosensér, ECLIA ve ELISA

sonuglari
Yapay serumda PINP Biyosensor ECLIA ELISA
konsantrasyonlar1 (ng/mL)
10 9,87 10,5 10,2
20 21,12 20,7 20,2
30 29,87 29,1 32,2
40 40,1 41,3 42,2
50 51,2 53,0 52,2
60 59,75 60,8 60,2

Cizelge 4.29. Yapay tiikiiriikte PINP konsantrasyonlarinin biyosensér, ECLIA ve ELISA

sonugclar1
Yapay tiikiiriikte PINP Biyosensor ECLIA ELISA
konsantrasyonlari (ng/mL)
10 9,85 9,56 10,1
20 21,1 20,2 19,9
30 29,85 28,3 31,2
40 39,9 38,3 41,5
50 51,5 49,5 51,8
60 59,9 58,1 58,9

Cizelge 4.30. Yapay idrarda PINP konsantrasyonlarmin biyosensér , ECLIA ve ELISA

sonugclari
Yapay idrarda PINP Biyosensor ECLIA ELISA
konsantrasyonlar1 (ng/mL)
10 10,19 9,45 9,65
20 20,28 19,3 19,8
30 29,13 27,8 27,2
40 40,12 38,9 39,5
50 51,01 49.9 50,5
60 59,05 58,5 59,9

4.13. ELISA, ECLIA ve Biyosensor Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Yapilan ¢alismada yapay serum, tiikiiriik ve idrar numuneleri standart ekleme yontemi ile ii¢

farkl1 yontemle analiz edildi ve elde edilen B-CTX ve PINP degerleri istatistiksel olarak

degerlendirildi. Aralarindaki iligkiyi degerlendirmek amaciyla MedCalc 2025 programinda
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Bland Altman, Deming regresyon analizi ve Passing Bablok yontem karsilastiriimasi

yapild.
4.13.1. B-CTX icin ELISA ve biyosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Calisma da yapay serum, tiikiiriik ve idrar numunelerinden, ELISA ve biyosensor yontemleri
ile elde edilen B-CTX degerleri MedCalc 2025 istatistik programinda Bland Altman, Deming
regresyon analizi ve Passing Bablok analiz teknigi ile incelenmistir. Ayrica, ELISA ve
biyosensor arasindaki dogrusal iligkiyi degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
uygulanmis, degiskenlerin normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman korelasyon

katsay1s1 (r?) hesaplanmustir.

Yapay serumda B-CTX icin ELISA ve bivosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay serumda B-CTX diizeylerinin ELISA ve biyosensor dlgiimleri arasindaki dogrusal

iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. Yapay serumda biyosensor ve ELISA yonteminin dagilim grafigi

Alt1 numuneden elde edilen biyosensor ile ELISA 6lclimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gézlenmistir (r = 0,9977 ; p <
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven araligi 0,9780 ile 0,9998 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay serumda B-CTX diizeyinin ELISA ve Biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilimi

Sekil 4.43’de gosterilmistir.
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Sekil 4.43. Yapay serumda biyosensdr ve ELISA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —2.05 olarak

bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligr (—3.26 ile 0.23) sifir degerini

icermekte olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini

gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —3.40 ve 0.57 olarak belirlenmis, farklarin

biiyiik ¢cogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gozlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim

yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.31. Yapay serumda regresyon analizi sonuglar1: Fark (Biyosensor - ELISA) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi y=-2,7333 + 0,02585 x
Rezidiiel standart sapma 1,4446
Parametre Katsay: Std. Hata t p %95 GA
y-eksenini kesme noktast -2,7333 1,3565 -2,0149 | 0,1142 -6,4996 - 1,0331
Egim katsayisi 0,02585 0,03402 0,7598 0,4897 -0,06860 - 0,1203

Yapay serum da biyosensdr ve ELISA yontemlerinden elde edilen B-CTX 6l¢iim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 4) tanimlanmistir:
y = —2.7333 4+ 0.02585x  (4)

Bu modelde, egim katsayist (0,02585) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p
=0,4897; %95 GA: -0,0686 — 0,1203). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere bagl
olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-eksenini kesme noktasi (-2,7333) degeri de anlamli
degildir (p = 0,1142; %95 GA: -6,4996 — 1,0331), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,4446 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagilimiin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.

Biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki dogrusal iliski Deming regresyon analizi ile

degerlendirilmis ve Sekil 4.44° de gosterilmistir.

70

y=
n=

2,775 + 1,026 x
60 H 6

50 |-

40 -

30 |-

Biyosensor

20 -

10 -

1
0 10 20 30 40 50 60 70
ELISA

Sekil 4.44. Yapay serumda biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.
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Cizelge 4.32. Deming regresyon analizine iliskin veriler

Regresyon Denklemi

y=-2,7746 + 1,0263 x

Parametre Katsaysi Std.Hata %95 GA
y-eksenini kesme noktasi -2,7746 1,1902 -5,8341- 0,2850
Egim katsayist 1,0263 0,04027 0,9228 -1,1299

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (1,0263; %95 GA: 0,9228—
1,1299) ve y-eksenini kesme noktasi (-2,7746; %95 GA: -5,8341-0,2850) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanhilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9977) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.45. Yapay serumda biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
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Cizelge 4.33. Passing -Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=-3,022607 + 1,028053 x

Sistematik farklar
y-eksenini kesme -3,0226
noktasi A
%95 GA -10,4893 - 5,0854

Orantisal farklar

Egim Katsayis1 B 1,0281

%95 GA 0,7925 -1,2181

Rastgele farklar

Rezidiiel Standart
Sapma (RSD)

1,0338

+ 1.96 RSD Interval

-2,0263 - 2,0263

Dogrusal modelin

gecerliligi

Dogrusallik igin CUSUM
testi

Dogrusalliktan
anlamli bir sapma

gbzlenmemistir
(p=0,93)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayist (1,0281; %95 GA: 0,7925-1,2181) ve
y-eksenini kesme noktasi (-3,0226; %95 GA: -10,4893-5,0854) degerlerinin giiven araliklar1
stirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,93) dogrusallik varsayiminin karsilandigin
ve iliskinin dogasi geregi dogrusal bir yapida ele alinmasinin uygun oldugunu
gostermektedir. p degerinin yiiksek olmasi (p > 0,05%), gozlemlenen sapmanin istatistiksel
olarak anlamli olmadigin1 ve dolayistyla iliskinin dogrusal olarak kabul edilebilecegini
desteklemektedir. Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem

arasinda tam uyum ve son derece anlamli pozitif anlaml iligki bulundugunu goéstermistir.

Tim yontemler birlikte degerlendirildiginde, biyosensor yontemi ile ELISA arasinda yiiksek
diizeyde uyum, dogruluk ve tekrarlanabilirlik bulundugu sonucuna varilmistir. Elde edilen
veriler, biyosensoriin yapay serumda B-CTX’in tespiti i¢in referans yonteme giiclii bir

alternatif olabilecegini desteklemektedir.
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Yapay tikirik de B-CTX icin ELISA ve biyosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay tiikiiriik de B-CTX diizeylerinin ELISA ve biyosensor 6l¢iimleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Yapay tiikiiriik de biyosensor ve ELISA yonteminin dagilim grafigi

Alt1 numuneden elde edilen biyosensor ile ELISA 6lclimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligski gézlenmistir (r = 0,9977 ;
p < 0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven aralig1 0,9779 ile 0,9998 arasinda olup,
bu sonuclar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay tiikiiriik de B-CTX diizeyinin ELISA ve Biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilim1

Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Sekil 4.47. Yapay tiikiiriik de biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —1,595 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligir (—2,815 ile 0.524) sifir degerini
icermekte olup, yoOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —3,00 ve 0,82 olarak belirlenmis, farklarin
biiylik ¢ogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gdézlenmistir. Bu bulgular, dl¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.34. Yapay tiikiiriik de regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ELISA) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y =-1,1660 - 0,005315 x
Rezidiiel standart sapma 1,4781
Parametre Katsayis1 Std. Hata t p % 95 GA
y-eksenini kesme noktasi -1,1660 1,3442 -0,8675 0,4346 -4,8981 - 2,5660
Egim katsayist -0,005315 0,03408 -0,1559 | 0,8836 | -0,09995 - 0,08932

Yapay tiikiiriik de biyosensor ve ELISA yontemlerinden elde edilen B-CTX 6l¢iim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 5) tanimlanmistir:
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y =—1,1660 — 0,005315 x (5)

Bu modelde, egim katsayist (-0,005315) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p=0,8836; %95 GA: -0.09995 — 0,08932). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagli olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktast (-1,1660) degeri de anlamli
degildir (p = 0,4346; %95 GA: -4,8981—- 2,5660), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,4781 olarak belirlenmistir. Bu deger, ol¢iim farklarinin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki Slgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.

Biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki dogrusal iliski Deming regresyon analizi ile

degerlendirilmis ve Sekil 4.48’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.48. Yapay tiikiiriik de biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.

Cizelge 4.35. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=-1,1659 + 0,9948 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktast | -1,1659 0,8703 -3,4030 - 1,0712
Egim katsayisi 0,9948 0,03149 0,9138 - 1,0757
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Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (0,9948; %95 GA: 0,9138—
1,0757) ve y-ekseni kesme noktasi (-1,1659; %95 GA: -3,4030—-1,0712 degerleri, sirasiyla 1
ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanhilik bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9977) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.49. Yapay tiikiiriik de biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
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Cizelge 4.36. Passing- Bablok regresyon analizine iliskin veriler
y =-0,558374 + 0,974480 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktast A -0,5584

%95 GA -6,3660 - 0,6790

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9745
%95 GA 0,9129 - 1,1431
Rastgele farklar
Residiiel Standart Sapma 1,0967
(RSD)
+ 1.96 RSD Interval -2,1495 - 2,1495

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik icin CUSUM Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gozlenmemistir

(p=0,43)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (0,9745; %95 GA: 0,9129-1,1431) ve
y-ekseni kesme noktasi (-0,5584; %95 GA: -6,3660-0,6790) degerlerinin giiven araliklari
sirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif anlamli iligki bulundugunu gostermistir.

Tiim yontemler birlikte degerlendirildiginde, biyosensor yontemi ile ELISA arasinda ytiksek
diizeyde uyum, dogruluk ve tekrarlanabilirlik bulundugu sonucuna varilmistir. Elde edilen
veriler, biyosensoriin yapay serumda B-CTX’in tespiti i¢in referans yonteme giiclii bir

alternatif olabilecegini desteklemektedir.

Yapay idrar da B-CTX icin ELISA ve biyosensOr yvontemlerinin karsilastirilmast

Yapay idrar da B-CTX diizeylerinin ELISA ve biyosensor dl¢iimleri arasindaki dogrusal
iligkiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.50. Yapay idrarda biyosensor ve ELISA yonteminin dagilim grafigi

Altt numuneden elde edilen biyosensor ile ELISA 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son

derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gézlenmistir (r = 0,9978 ; p <

0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven araligi 0,9793 ile 0,9998 arasinda olup, bu

sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay idrarda B-CTX diizeyinin ELISA ve Biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu

Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.51°de gosterilmistir.
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Sekil 4.51. Yapay idrarda biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —0,72 olarak

bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giiven aralig1 (—2,3817 ile 0,7191) sifir degerini
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icermekte olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —2,57 ve 0,82 olarak belirlenmis, farklarin
biliylik ¢ogunlugunun bu sinirlar icerisinde yer aldigi gdézlenmistir. Bu bulgular, 6lgiim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.37. Yapay idrarda regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ELISA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y=-1,2800 + 0,01504 x

Rezidiiel standart sapma 1,4127

Parametre Katsay1 | Std. Hata t p %95 GA

y-ekseni kesim noktas1 | -1,2800 1,3010 -0,9838 | 0,3809 -4,8921 - 2,3322

Egim katsay1s1 0,01504 0,03300 0,4559 0,6721 -0,07657 - 0,1067

Yapay idrar da biyosensor ve ELISA yontemlerinden elde edilen B-CTX 6lgiim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 6) tanimlanmastir:
y =—1,2800 + 0,01504x (6)

Bu modelde, egim katsayis1 (0,01504) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p =
0,6721; %95 GA: -0,07657 — 0,1067). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere bagl
olarak anlamli bir de8isim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktasi (-1,2800) degeri de anlamli
degildir (p = 0,3809; %95 GA: -4,8921 — 2,3322), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigin1 géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,4127 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagilimmin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6l¢iim sonuglariin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.52. Yapay idrarda biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.38. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=-1,2919 + 1,0152 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktasi -1,2919 1,2977 -4,6277 - 2,0439
Egim katsayist 1,0152 0,03622 0,9221 - 1,1083

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayist (1,0152; %95 GA: 0,9221—
1,1083) ve y-ekseni katsayisi (-1,2919; %95 GA: -4,6277-2,0439 degerleri, sirasiyla 1 ve 0
degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne sabit
ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9978) oldukea yliksek bulunarak,

iki yontem arasindaki dogrusal iligkinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.53. Yapay idrarda biyosensor ve ELISA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
Cizelge 4.39. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=-1,275197 + 1,017105 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A -1,2752

%95 GA -8,1605 - 6,1629

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 1,0171

%95 GA 0,7991 - 1,1900
Rastgele farklar

Residiiel Standart Sapma 1,0019

(RSD)

+ 1.96 RSD Interval -1,9638 - 1,9638

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamlt sapma
gozlenmemistir

(p=0,99)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (1,0171; %95 GA: 0,7991-1,1900) ve
y-ekseni kesim noktast (-1,2752; %95 GA: -8,1605-6,1629) degerlerinin giiven araliklar
strastyla 1 ve O degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark

olmadigint gdstermektedir. Cusum testi (p = 0,99) dogrusal modelden sapma olmadigin,
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Spearman korelasyon katsayisi (r = 1.000, p < 0.0001) ise iki yontem arasinda tam uyum ve

son derece anlamli pozitif anlamli iligki bulundugunu gdstermistir.
4.13.2. p-CTX icin ELISA ve ECLIA yontemlerinin karsilastirilmasi

Calisma da yapay serum, tiikiirtik ve idrar numunelerinden, ELISA ve ECLIA yontemleri ile
elde edilen B-CTX degerleri MedCalc 2025 istatistik programinda Bland Altman, Deming
regresyon analizi ve Passing Bablok analiz teknigi ile incelenmistir. Ayrica, ELISA ve
ECLIA arasindaki dogrusal iligskiyi degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
uygulanmis, degiskenlerin normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman korelasyon

katsay1s1 (r?) hesaplanmustir.

Yapay serumda B-CTX icin ELISA ve ECLIA yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay serumda B-CTX diizeylerinin ELISA ve ECLIA 6l¢timleri arasindaki dogrusal iligkiyi

degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Yapay serumda ELISA ve ECLIA yonteminin dagilim grafigi

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ile ECLIA 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gézlenmistir (r = 0,9965 ; p <
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven araligi 0,9668 ile 0,9996 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay serumda B-CTX diizeyinin ELISA ve ECLIA yontemi arasindaki 6l¢tim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.55’de gosterilmistir.



175

3 —
P97.5

L 2,1

1 -
3:) ..........
D o ——
: e Median
: P75
o -2t N
w

3+

4|

S5hH L ‘ l l | l | l | |

10 20 30 40 50 60 70
ECLIA ve ELISA'nin Ortalamasi

Sekil 4.55. Yapay serumda ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —1,00 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligr (—1,46 ile 2,02) sifir degerini
icermekte olup, yoOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —1,50 ve 2,10 olarak belirlenmis, farklarin
biiylik ¢ogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gdézlenmistir. Bu bulgular, dl¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.40. Yapay serumda regresyon analizi sonuglart: Fark (ELISA - ECLIA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y=0,7338 - 0,02451 x
Rezidiiel standart sapma 1,7352
Parametre Katsayr | Std. Hata t p %95 GA
y-eksenini kesme noktasi 0,7338 1,6947 0,4330 0,6873 -3,9715 - 5,4391
Egim katsayisi -0,02451 0,04191 | -0,5849 | 10,5900 -0,1409 - 0,09185

Yapay serumda ECLIA ve ELISA yontemlerinden elde edilen B-CTX 6l¢iim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki
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yontem arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon

dogrusu asagidaki denklemle (Esitlik 7) tanimlanmustir:
y = 0,7338—-0,02451x (7)

Bu modelde, egim katsayisi (-0,02451) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p
= 0,5900; %95 GA: -0,1409 — 0,09185). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (0,7338) degeri de anlamli
degildir (p = 0,6873; %95 GA: 3,9715 — 5,4391), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,7352 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarimin
dagilimiin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.56. Yapay serumda ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.41. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=0,7259 + 0,9758 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA

y-ekseni kesme noktasi 0,7259 2,7017 | -6,2191 - 7,6709

Egim katsayisi 0,9758 0,05487 | 0,8347-1,1168
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Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim 0,9758; %95 GA: 0,8347-1,1168) ve
kesisim (0,7259; %95 GA: -6,2191-7,6709 degerleri, sirasiyla 1 ve 0 degerlerini kapsayan
giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne sabit ne de orantisal yanlilik
bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica
Pearson korelasyon katsayist (r = 0,9965) oldukca yiiksek bulunarak, iki yontem arasindaki

dogrusal iligskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir
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Sekil 4.57. Yapay serumda ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
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Cizelge 4.42. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y =-1,000000 + 1,000000 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A -1,0000

%95 GA -5,7148 - 6,6277

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 1,0000
%95 GA 0,8297 - 1,1619
Rastgele farklar

Residiiel Standart Sapma 1,4680
(RSD)
+ 1.96 RSD Interval -2,8773 - 2,8773

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gbzlenmemistir

(p=0,93)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (1,0000; %95 GA: 0,8297-1,1619) ve
y-ekseni kesme noktas1 (-1,0000; %95 GA: -5,7148-6,6277) degerlerinin giiven araliklar
stirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,93) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayisi (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif iligki bulundugunu gdstermistir.

Yapay tukiirik de B-CTX icin ELISA ve ECLIA vontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay tiikiiriik de B-CTX diizeylerinin ELISA ve ECLIA o6l¢iimleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. Yapay tiikiiriik de ELISA ve ECLIA yonteminin dagilim grafigi

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ile ECLIA 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gdzlenmistir (r = 0,9993 ; p <
0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven araligi 0,9932 ile 0,9999 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay tiikiiriik de B-CTX diizeyinin ELISA ve ECLIA yontemi arasindaki 6l¢lim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.59°da gosterilmistir.
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Sekil 4.59. Yapay tiikiirik de ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —1,15 olarak
bulunmustur. Bias icin hesaplanan %95 giiven araligi (—1,66 ile 0,20) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlar1 sirasiyla —1,70 ve 0,40 olarak belirlenmis, farklarin
bliyiik cogunlugunun bu simirlar igerisinde yer aldigi gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.43. Yapay tiikiiriik de regresyon analizi sonuglari: Fark (ELISA - ECLIA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi y=-1,2822 + 0,009373 x
Rezidiiel standart sapma 0,8257
Parametre Katsay1 | Std.Hata t p %95 GA

y-ekseni kesme noktas1 | -1,2822 0,7497 | -1,7103 | 0,1624 -3,3637 - 0,7993

Egim katsay1st 0,009373 | 0,01889 | 0,4961 | 0,6458 | -0,04308 - 0,06183

Yapay tiikiirik de ECLIA ve ELISA yontemlerinden elde edilen B-CTX 6l¢iim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 8) tanimlanmustir:
y = —1,2822 + 0,009373x (8)

Bu modelde, egim katsayisi (0,009373) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p=0,6458; %95 GA: -0,04308 — 0,06183). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktasi (-1,2822) degeri de anlamli
degildir (p = 0,1624; %95 GA: -3,3637 — 0,7993), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigin1 gostermektedir.

Rezidiiel standart sapma 0,8257 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagilimmin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6l¢iim sonuglariin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.



181

70
y=-1,289 + 1,009 x
n=

50 -

40+

ECLIA

30
20

10

ELISA

Sekil 4.60. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.
Cizelge 4.44. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=-1,2891 + 1,0094 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktas1 | -1,2891 0,6481 | -2,9551-0,3770
Egim katsayist 1,0094 0,02471 0,9459 - 1,0730

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (1,0094; %95 GA: 0,9459—
1,0730) ve y-ekseni kesme noktasi (-1,2891; %95 GA: -2,9551-0,3770 degerleri, sirasiyla 1
ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlhilik bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9993) oldukea yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.61. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
Cizelge 4.45. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=-1276471 + 1,004902 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A -1,2765

%95 GA -4,8726 - 0,9250

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 1,0049
%95 GA 0,9500 - 1,1183
Rastgele farklar

Rezidiiel Standart 0,6021

Sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -1,1802 - 1,1802

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢cin Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gozlenmemistir

(p=0,99)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (1,0049; %95 GA: 0,9500-1,1183) ve
y-ekseni kesme noktasi (-1,2765; %95 GA: -4,8726—0,9250) degerlerinin giiven araliklar1
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sirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,99) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.

Yapay idrar da B-CTX icin ELISA ve ECLIA yOntemlerinin karsilastirilmasi

Yapay idrar da B-CTX diizeylerinin ELISA ve ECLIA 6l¢iimleri arasindaki dogrusal iligkiyi

degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.62).
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Sekil 4.62. Yapay idrarda ELISA ve ECLIA yo6nteminin dagilim grafigi

Altt numuneden elde edilen ELISA ile ECLIA o6l¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlaml, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gozlenmistir (r = 0,9914 ;
p < 0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven aralig1 0,9201 ile 0,9991 arasinda olup,
bu sonuclar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay idrarda B-CTX diizeyinin ELISA ve ECLIA yoOntemi arasindaki 6l¢lim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilimi

Sekil 4.63’te gosterilmistir.
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Sekil 4.63. Yapay idrarda ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —0,4 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligi (—4,96 ile 0,80) sifir degerini
icermekte olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —5,10 ve 0,90 olarak belirlenmis, farklarin
biiylik ¢ogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gdézlenmistir. Bu bulgular, 6lgiim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.46. Yapay idrarda regresyon analizi sonuglari: Fark (ELISA - ECLIA) ve iki

yontem ortalamas1 arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y=-0,3156 - 0,03248 x
Rezidiiel standart sapma 2,8363
Parametre Katsay1 | Std.Hata t p %95 GA

y-ekseni kesme noktasi | -0,3156 2,6635 -0,1185 | 09114 | -7,7107 - 7,0794

Egim katsayisi -0,03248 | 0,06578 -0,4938 | 0,6474 | -0,2151-0,1501

Yapay idrarda da ECLIA ve ELISA yontemlerinden elde edilen B-CTX 6l¢iim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 9) tanimlanmistir:
y =—0,3156 — 0,03248x (9)

Bu modelde, egim katsayist (-0,03248) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p = 0,6474; %95 GA: -0,2151 — 0,1501). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (-0,3156) degeri de anlamli
degildir (p = 0,9114; %95 GA: -7,7107 — 7,0794), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 2,8363 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklariin
dagilimiin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.64. Yapay idrarda ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.47. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=-0,3184 + 0,9683 x

Parametre Katsayr | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktas1 | -0,3184 2,5864 -6,9669 - 6,3301
Egim katsayisi 0,9683 0,06382 0,8042 - 1,1323
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Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim 0,9683; %95 GA: 0,8042—1,1323) ve
kesisim (-0,3184; %95 GA: -6,9669-6,3301 degerleri, sirasiyla 1 ve 0 degerlerini kapsayan
giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne sabit ne de orantisal yanlilik
bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica
Pearson korelasyon katsayist (r = 0,9914) oldukca yiiksek bulunarak, iki yontem arasindaki

dogrusal iligkinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.65. Yapay idrarda ECLIA ve ELISA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
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Cizelge 4.48. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y =0,463666 + 0,977492 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A 0,4637

%95 GA -20,5147 - 11,7405

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9775

%95 GA 0,6757 - 1,5882
Rastgele farklar

Rezidiiel Standart 2,2397

Sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -4,3898 - 4,3898

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamlisapma
gbzlenmemistir

(p=0,43)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (0,9775; %95 GA: 0,6757-1,5882) ve
y-ekseni kesme noktasi (0,4637; %95 GA: -20,5147—-11,7405) degerlerinin giiven araliklari
strastyla 1 ve 0 degerlerini igermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.
4.13.3. B-CTX icin ECLIA ve Biyosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Calisma da yapay serum, tiikiiriik ve idrar numunelerinden, ECLIA ve biyosensor yontemleri
ile elde edilen B-CTX degerleri MedCalc 2025 istatistik programinda Bland Altman, Deming
regresyon analizi ve Passing Bablok analiz teknigi ile incelenmistir. Ayrica, ECLIA ve
ELISA arasindaki dogrusal iligkiyi degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
uygulanmis, degiskenlerin normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman korelasyon

katsayis1 (1?) hesaplanmustir.
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Yapay serumda B-CTX icin ECLIA ve bivosensOr yontemlerinin karsilastiriimasi

Yapay serumda B-CTX diizeylerinin ECLIA ve biyosensor olgiimleri arasindaki dogrusal

iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66. Yapay serumda ECLIA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi

Alti numuneden elde edilen ECLIA ve biyosensor dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gézlenmistir (r = 0,9931 ; p =
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven aralig1 0,9358 ile 0,9993 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay serumda B-CTX diizeyinin ECLIA ve Biyosensor yontemi arasindaki 6l¢lim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilim1

Sekil 4.67°de gosterilmistir.
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Sekil 4.67. Yapay serum da ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —1,32 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligi (—4,99 ile 1,19) sifir degerini
icermekte olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —5,50 ve 1,57 olarak belirlenmis, farklarin
biiylik ¢ogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gdézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri

arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.49. Yapay serumda regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ECLIA) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi y=-3,4461 + 0,05045 x
Rezidiiel standart sapma 2,4593
Parametre Katsayis1 | Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktast -3,4461 2,3299 -1,4791 0,2132 -9,9149 - 3,0227
Egim katsay1 0,05045 0,05868 0,8598 0,4384 | -0,1125-0,2134

Yapay serum da ECLIA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen B-CTX 6l¢iim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 10) tanimlanmistir:
y = 3,4461 + 0,05045x (10)

Bu modelde, egim katsayist (0,05045) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p = 0,4384; %95 GA: -0,1125 — 0,2134). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
(bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktasi (-3,4461) degeri de anlamli
degildir (p = 0,2132; %95 GA: -9,9149 — 3,0227), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 2,4593 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagilimiin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.68. Yapay serumda ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.
Cizelge 4.50. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=-3,5541 + 1,0523 x

Parametre Katsay1 | Std.Hata %95 GA

y-ekseni kesme noktas1 | -3,5541 2,8265 -10,8199 - 3,7117

Egim katsayis1 1,0523 0,06521 0,8847 - 1,2199
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Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (1,0523; %95 GA: 0,8847—
1,2199) ve y-ekseni kesim noktasi (-3,5541; %95 GA: -10,8199-3,7117) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanhilik bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9931) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.69. Yapay serumda ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi
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Cizelge 4.51. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=-3,015963 + 1,043536 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesim noktasi A -3,0160

%95 GA -20,4595 - 5,9268

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 1,0435

%95 GA 0,7636 - 1,4682
Rastgele farklar

Rezidiiel Standart 1,7523

Sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -3,4344 - 3,4344

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gbzlenmemistir

(p=0,99)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayisi (1,0435 %95 GA: 0,7636—1,4682) ve y-
ekseni kesim noktas1 (-3,0160; %95 GA: -20,4595-5,9268) degerlerinin giliven araliklari
strastyla 1 ve O degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,99) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.

Yapay tukiirik de B-CTX icin ECLIA ve biyvosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay tiikiiriik de B-CTX diizeylerinin ECLIA ve biyosensor Ol¢timleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.70).
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Sekil 4.70. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi
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Alt1 numuneden elde edilen ECLIA ve biyosensor dl¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son

derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9988 ; p=

0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven aralig1 0,9881 ile 0,9999 arasinda olup, bu

sonuclar degiskenler arasindaki iligkinin yiliksek diizeyde gilivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay tiikiiriik de B-CTX diizeyinin ECLIA ve biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu

Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilim1

Sekil 4.71°de gosterilmistir.
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Sekil 4.71. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —0,075 olarak
bulunmustur. Bias ic¢in hesaplanan %95 giiven araligi (—1,72 ile 0,49) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlar1 sirasiyla —1,80 ve 0,51 olarak belirlenmis, farklarin
bliyiik cogunlugunun bu simirlar igerisinde yer aldigi gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.52. Yapay tiikiiriik de regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ECLIA) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y=0,1073 - 0,01469 x
Rezidiiel standart sapma 1,0855
Parametre Katsay1 Std. Hata t p %95 GA

y-ekseni kesme noktasi 0,1073 0,9727 0,1103 | 0,9175 -2,5934 - 2,8079

Egim katsay1st 20,01469 | 0,02491 | -0,5897 | 0,5871 | -0,08384 - 0,05447

Yapay tiikiiriik de ECLIA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen -CTX dl¢lim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 11) tanimlanmistir:
y =0,1073 — 0,01469x (11)

Bu modelde, egim katsayist (-0,01469) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamisgtir
(p=0,5871; %95 GA: -0,08384 — 0,05447). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (0,1073) degeri de anlamli
degildir (p = 0,9175; %95 GA: -2,5934 -2,8079), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigin1 géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,08553 olarak belirlenmistir. Bu deger, oOlgiim farklarmin
dagilimmin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6l¢im sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.72. Yapay tiikiirik de ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Passing

Bablok regresyon analizi grafigi

Cizelge 4.53. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=0,544762 + 0,

981905 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A

0,5448

sapma (RSD)

%95 GA -4,0289 - 2,5763
Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9819

%95 GA 0,8940 - 1,0879
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 0,8174

+1.96 RSD Interval

-1,6020 - 1,6020

Dogrusal modelin gecerliligi
Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma

gozlenmemistir

(p=0,93)
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Passing Bablok regresyon analizi de egim (0,9819; %95 GA: 0,8940-1,0879) ve y-ekseni
kesim noktas1 (0,5448 ; %95 GA: -4,0289-2,5763) degerlerinin giiven araliklari sirastyla 1
ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark olmadigini
gostermektedir. Cusum testi (p = 0,93) dogrusal modelden sapma olmadigini, Spearman
korelasyon katsayis1 (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda miikemmel diizeyde

pozitif iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.73. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.

Cizelge 4.54. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=0,1063 + 0,9854 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA

y-ekseni kesme noktast | 0,1063 0,7647 -1,8593 -2,0719

Egim katsayisi 0,9854 0,01920 0,9361 - 1,0348

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayist (0,9854; %95 GA: 0,9361-
1,0348) ve y-ekseni kesme noktas1 (0,1063; %95 GA: -1,8593-2,0719) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0.9988) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Yapay idrarda B-CTX icin ECLIA ve bivosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay idrarda B-CTX diizeylerinin ECLIA ve biyosensor dl¢limleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.74).
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Sekil 4.74. Yapay idrarda ECLIA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi

Altt numuneden elde edilen ECLIA ve biyosensor dl¢timleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9954 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven araligi 0,9565 ile 0,9995 arasinda olup, bu
sonuclar degiskenler arasindaki iliskinin yiliksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay idrarda B-CTX diizeyinin ECLIA ve Biyosensor yontemi arasindaki 6lglim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.75’de gosterilmistir.
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Sekil 4.75. Yapay idrarda ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —2,36 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligr (—4,24 ile 0,41) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlar1 sirasiyla —4,28 ve 0,81 olarak belirlenmis, farklarin
biiylik ¢ogunlugunun bu sinirlar icerisinde yer aldigi gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.55. Yapay idrarda regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ECLIA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y=-1,6220-0,01735 x
Rezidiiel standart sapma 2,0905
Parametre Katsay1 Std. Hata t p %95 GA

y-ekseni kesme noktas1 | -1,6220 1,9336 -0,8388 | 0,4488 | -6,9905 - 3,7465

Egim katsayis1 -0,01735 0,04807 -0,3610 | 0,7364 | -0,1508 - 0,1161

Yapay idrarda ECLIA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen B-CTX o6lglim sonuglar

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 12) tanimlanmastir:
y=-1,6220-0,01735x (12)

Bu modelde, egim katsayisi (-0,01735) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p = 0,7364; %95 GA: -0,1508 — 0,1161). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (-1,6220) degeri de anlamli
degildir (p = 0,4488; %95 GA: -6,9905 —3,7465), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 2,0905 olarak belirlenmistir. Bu deger, ol¢iim farklarmin
dagilimiin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.76. Yapay idrarda ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi
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Cizelge 4.56. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=-2,087097 + 0,994194 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A -2,0871

%95 GA -12,6183 - 5,2682

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9942

%95 GA 0,8041 - 1,3363
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 1,4895

sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -2,9195 -2,9195

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gozlenmemistir

(p=0,88)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (0,9942; %95 GA: 0,8041-1,3363) ve
y-ekseni kesme noktasi (-2,0871 ; %95 GA: -12,6183-5,2682) degerlerinin gliven araliklar
sirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,88) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1.000, p < 0.0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif anlamli iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.77. Yapay idrarda ECLIA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.57. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=-1,6171 + 0,9830 x

Parametre Katsay1 Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktas1 | -1,6171 1,4724 -5,4021 - 2,1678
Egim katsayis1 0,9830 0,03377 0,8962 - 1,0698

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (0,9830; %95 GA: 0,8962-
1,0698) ve y-ekseni kesme noktast (-1,6171; %95 GA: -5,4021-2,1678) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giliven araliklar1 géstermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlhilik bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9954) oldukea yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
4.13.4. PINP icin ELISA ve Biyosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Calisma da yapay serum, tiikiiriik ve idrar numunelerinden, ELISA ve biyosensor yontemleri
ile elde edilen PINP degerleri MedCalc 2025 istatistik programinda Bland Altman, Deming
regresyon analizi ve Passing Bablok analiz teknigi ile incelenmistir. Ayrica, ELISA ve
biyosensor arasindaki dogrusal iliskiyi degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
uygulanmis, degiskenlerin normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman korelasyon

katsay1s1 (r?) hesaplanmistir.
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Yapay serumda PINP icin ELISA ve bivosensor yontemlerinin karsilastiriimasi

Yapay serumda PINP diizeylerinin ELISA ve biyosensor dlglimleri arasindaki dogrusal

iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.78).

70

60

50 |- L ‘O
40 | o

30 -

Biyosensor

20 -

10 o

ELISA

Sekil 4.78. Yapay serumda ELISA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ve biyosensor dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gézlenmistir (r = 0,9981 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven araligi 0,9820 ile 0,9998 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay serumda PINP diizeyinin ELISA ve biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilimi

Sekil 4.79°da gosterilmistir.
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Biyosenstr ve ELISA'nin Ortalamasi

Sekil 4.79. Yapay serumda ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —0,72 olarak

bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligi (—2,28 ile 0,67) sifir degerini

icermekte olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini

gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlari sirastyla —2,33 ve 0,92 olarak belirlenmis, farklarin

biiyiik ¢cogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gozlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim

yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.58. Yapay serumda regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ELISA) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi

y =-0,2283 - 0,01827 x

Rezidiiel standart sapma 1,2979
Parametre Katsay1 Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi -0,2283 1,2205 -0,1870 0,8607 -3,6171 - 3,1605
Egim katsayist -0,01827 0,03075 -0,5942 | 0,5843 | -0,1036 - 0,06710

Yapay serumda ELISA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen PINP 6l¢iim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 13) tanimlanmastir:
y =—0,2283 - 0,01827x (13)

Bu modelde, egim katsayis1 (-0,01827) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p
= 0,5843; %95 GA: -0,1036 — 0,06710). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir de§isim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktasi (-0,2283) degeri de anlamli
degildir (p = 0,8607; %95 GA: -3,6171 -3,1605), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,2979 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.80. Yapay serumda ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi



205

Cizelge 4.59. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y =-0,590120 + 0,997600 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A -0,5901

%95 GA -6,3070 - 3,6929

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9976
%95 GA 0,8627 - 1,1100
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 0,9643
sapma (RSD)
+ 1.96 RSD Interval -1,8900 - 1,8900

Dogrusal model gecerliligi

Dogrusallik igin Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gbzlenmemistir

(p=0,43)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayisi (0,9976; %95 GA: 0,8627-1,1100) ve
y-ekseni kesme noktast (--0,5901; %95 GA -6,3070 — 3,6929) degerlerinin giiven araliklar
strastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigint gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayis1 (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif anlamli iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.81. Yapay serumda ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.
Cizelge 4.60. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=-0,2273 + 0,9819 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesim noktasi -0,2273 1,1517 -3,1878 -2,7333
Egim katsayisi 0,9819 0,02741 0,9115 - 1,0524

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 0,9819; %95 GA: 0,9115-
1,0524) ve y-ekseni kesme noktasi (-0,2273; %95 GA: -3,1878-2,7333) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9981) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetki oldugunu desteklemistir.

Yapay tukiirik de PINP icin ELISA ve bivosensoOr vontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay tiikiiriik de PINP diizeylerinin ELISA ve biyosensor dlgiimleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.82).
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Sekil 4.82. Yapay tiikiiriik de ELISA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ve biyosensor Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9981 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven araligi 0,9819 ile 0,9998 arasinda olup, bu
sonuclar degiskenler arasindaki iligkinin yiliksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay tiikiiriik de PINP diizeyinin ELISA ve biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.83’de gosterilmistir.
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Sekil 4.83. Yapay tiikiiriik de ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) —0,275 olarak
bulunmustur. Bias icin hesaplanan %95 giiven araligi (—1,55 ile 1,16) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlart sirasiyla —1,60 ve 1,20 olarak belirlenmis, farklarin
bliyiik cogunlugunun bu simirlar igerisinde yer aldigi gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.61. Yapay tiikiiriik de regresyon analizi sonuclari: Fark (Biyosensor - ELISA)

ve iki yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi y=-0,3331 + 0,003283 x
Rezidiiel standart sapma 1,2917
Parametre Katsay1 Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi -0,3331 1,2124 -0,2747 0,7971 -3,6992 - 3,0330
Egim katsayis1 0,003283 0,03079 0,1066 0,9202 -0,08220 - 0,08876

Yapay tiikiiriik de ELISA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen PINP 6l¢iim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 14) tanimlanmistir:
y = —0,3331 4+ 0,003283x (14)

Bu modelde, egim katsayist (0,003283) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p =0,9202; %95 GA: -0,08220 — 0,08876) Bu durum, dl¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktast (-0,3331) degeri de anlamhi
degildir (p = 0,7971; %95 GA: -3,6992-3,0330), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigin1 géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,2917 olarak belirlenmistir. Bu deger, ol¢tim farklarinin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.84. Yapay tiikiiriik de ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.
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Cizelge 4.62. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=-03341 + 1,0033 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktasi -0,3341 1,1597 -3,3151 - 2,6469
Egim katsayisi 1,0033 0,03248 0,9198 - 1,0868

209

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (1,0033; %95 GA: 0,9198-
1,0868) ve y-ekseni kesme noktast (-0,3341; %95 GA: -3,3151-2,6469) degerleri, sirasiyla

1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne

sabit ne de orantisal yanhilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek

oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9981) oldukea yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.85. Yapay tiikiirtik de ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Passing

Bablok regresyon analizi grafigi

Cizelge 4.63. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=-0,237890 + 0,998801 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesim noktasi A -0,2379

%95 GA -6,9066 - 3,7796

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9988
%95 GA 0,8704 - 1,1494
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 0,9175

sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -1,7983 - 1,7983

Dogrusal model gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gozlenmemistir

(p=0,57)
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Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (0,9988; %95 GA: 0,8704—1,1494) ve
y-ekseni kesim noktasi (-0,2379; %95 GA -6,9066 — 3,7796) degerlerinin giiven araliklar1
strastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,57) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayisi (r = 1.000, p < 0.0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif anlamli iligki bulundugunu géstermistir.

Yapay idrarda PINP icin ELISA ve biyosensor yvontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay idrarda PINP diizeylerinin ELISA ve biyosensor Olgiimleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.86).
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Sekil 4.86. Yapay idrarda ELISA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi.

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ve biyosensor dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gézlenmistir (r = 0,9992 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven araligi 0,9923 ile 0,9999 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay idrarda PINP diizeyinin ELISA ve biyosensor yontemi arasindaki 6l¢lim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilimi

Sekil 4.87°de gosterilmistir.
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Sekil 4.87. Yapay idrarda ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) 0,52 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giliven araligr (—0,59 ile 1,67) sifir degerini
icermekte olup, yoOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigimni
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlar1 sirasiyla —0,85 ve 1,93 olarak belirlenmis, farklarin
biiylik ¢ogunlugunun bu sinirlar icerisinde yer aldigi gdézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.64. Yapay idrarda regresyon analizi sonuglari: Fark (Biyosensor - ELISA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi y=1,3759 - 0,02414 x
Farametre Katsay1 Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 1,3759 0,7760 1,7731 0,1509 -0,7786 - 3,5304
Egim katsayisi -0,02414 0,02005 -1,2043 0,2949 -0,07980 - 0,03151

Yapay idrarda ELISA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen PINP 6l¢iim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 15) tantmlanmustir:
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y = 1,3759 — 0,02414x  (15)

Bu modelde, egim katsayis1 (-0,02414) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=10,2949; %95 GA: -0,07980 — 0,03151) Bu durum, 6l¢tim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (1,3759) degeri de anlamli
degildir (p = 0,1509; %95 GA: -0,7786-3,5304), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 0,8432 olarak belirlenmistir. Bu deger, ol¢lim farklarinin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.88. Yapay idrarda ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi.
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Cizelge 4.65. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y =0,846500 + 0,990000 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktasi A 0,8465

%95 GA -1,7983 - 4,8269

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9900
%95 GA 0,8935 - 1,0792
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 0,6328

sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -1,2402 - 1,2402

Dogrusal model gegerliligi

Dogrusalik icin  Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gbzlenmemistir

(p=0,43)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayisi (0,9900; %95 GA: 0,8935-1,0792) ve
y-ekseni kesme noktasi (0,8465; %95 GA -1,7983 — 4,8269) degerlerinin giiven araliklari
stirastyla 1 ve O degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.89. Yapay idrarda ELISA ve Biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.

Cizelge 4.66. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=13602 + 0,9761 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 1,3602 0,9635 | -1,1166 - 3,8371
Egim katsayisi 0,9761 0,02671 0,9075 - 1,0448

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (0,9761; %95 GA: 0,9075-
1,0448) ve y-ekseni kesim noktasi (1,3602; %95 GA: -1,1166-3,8371) degerleri, sirastyla 1
ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0.9992) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
4.13.5. PINP icin ELISA ve ECLIA yontemlerinin karsilastirilmasi

Calisma da yapay serum, tiikiirtik ve idrar numunelerinden, ELISA ve ECLIA yontemleri ile
elde edilen B-CTX degerleri MedCalc 2025 istatistik programinda Bland Altman, Deming
regresyon analizi ve Passing Bablok analiz teknigi ile incelenmistir. Ayrica, ECLIA ve
ELISA arasindaki dogrusal iligkiyi degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
uygulanmis, degiskenlerin normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman korelasyon

katsayis1 (r?) hesaplanmistir.
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Yapay serumda PINP icin ELISA ve ECLIA yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay serumda PINP diizeylerinin ELISA ve ECLIA 6l¢timleri arasindaki dogrusal iliskiyi

degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.90).
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Sekil 4.90. Yapay serumda ELISA ve ECLIA yo6nteminin dagilim grafigi.

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ve ECLIA ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9970 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven araligi 0,9719 ile 0,9997 arasinda olup, bu
sonuclar degiskenler arasindaki iliskinin yiliksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay serumda PINP diizeyinin ELISA ve ECLIA yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.91°de gosterilmistir.
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Sekil 4.91. Yapay serumda ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) 0,40 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giiven araligi (—2,67 ile 0,76) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlart sirastyla —3,10 ve 0,80 olarak belirlenmis, farklarin
bliyiik cogunlugunun bu simirlar icerisinde yer aldigi goézlenmistir. Bu bulgular, 6lgiim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.67. Yapay serumda regresyon analizi sonuclari: Fark (ECLIA - ELISA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon denklemi y=-0,7711 + 0,01307 x
Rezidiiel standart sapma 1,6512
Parametre Katsayr | Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktas1 | -0,7711 1,5437 -0,4995 0,6436 -5,0572 - 3,5150
Egim katsayisi 0,01307 0,03852 0,3392 0,7515 -0,09389 - 0,1200

Yapay serumda ELISA ve ECLIA yontemlerinden elde edilen PINP o6l¢lim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 16) tanimlanmistir:
y =—0,7711+0,01307x  (16)

Bu modelde, egim katsayist (0,01307) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p =0,7515; %95 GA: -0,09389 — 0,1200) Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktast (-0,7711) degeri de anlaml
degildir (p = 0,6436; %95 GA: -5,0572-3,5150), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,6512 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.92. Yapay serumda ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi
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Cizelge 4.68 Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=0,120000 + 1,009375 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktast A 0,1200

%95 GA -9,2540 - 4,6218

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 1,0094

%95 GA 0,8455 - 1,1950
Rastgele farklhihiklar

Rezidiiel Standart 1,3397

Sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -2,6259 - 2,6259

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gbzlenmemistir

(p=0,43)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (1,0094; %95 GA: 0,8455-1,1950) ve
y-eksenini kesme noktasi (0,1200; %95 GA -9,2540 — 4,6218) degerlerinin giiven araliklar
stirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1.000, p < 0.0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.93. Yapay serumda ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.69. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=-0,7778 + 1,0132 x

Parametre Katsay1 | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesim noktast | -0,7778 1,6637 -5,0546 - 3,4990
Egim katsayisi 1,0132 0,03458 0,9243 -1,1021

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (1,0132; %95 GA: 0,9243-
1,1021) ve y-ekseni kesim noktas1 (-0,7778; %95 GA: -5,0546 - 3,4990) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9970) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.

Yapay tukiirik de PINP icin ELISA ve ECLIA yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay tiikiiriik de PINP diizeylerinin ELISA ve ECLIA 6lgiimleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.94).
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Sekil 4.94. Yapay tiikiiriik de ELISA ve ECLIA yonteminin dagilim grafigi.

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ve ECLIA ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9974 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven aralig1 0,9756 ile 0,9997 arasinda olup, bu
sonuclar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde gilivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay tiikiirik de PINP diizeyinin ELISA ve ECLIA yo6ntemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.95’te gosterilmistir.
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Sekil 4.95. Yapay tiikiiriik de ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) -1,55 olarak
bulunmustur. Bias icin hesaplanan %95 giiven araligi (—3,14 ile 0,13) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlart sirasiyla —3,20 ve 0,30 olarak belirlenmis, farklarin
bliyiik cogunlugunun bu simirlar igerisinde yer aldigi gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.70. Yapay tiikiirtik de regresyon analizi sonuglari: Fark (ECLIA - ELISA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon denklemi y =-0,5900 - 0,02827 x
Rezidiiel standart sapma 1,4787
Parametre Katsay: Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi -0,5900 1,3839 -0,4263 0,6918 -4,4324 - 3,2524
Egim katsay1si -0,02827 0,03581 -0,7896 0,4739 -0,1277 - 0,07114

Yapay tiikiirik de ELISA ve ECLIA yontemlerinden elde edilen PINP Sl¢iim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 17) tanimlanmistir:
y = —0,5900 — 0,02827x (17)

Bu modelde, egim katsayis1 (-0,02827) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p =0,4739; %95 GA: -0,1277 — 0,07114) Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (-0,5900) degeri de anlamli
degildir (p = 0,6918; %95 GA: -4,4324-3,2524), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigin1 géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 1,4787 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir
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Sekil 4.96. Yapay tiikiirtik de ELISA ve ECLIA ydntemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi

Cizelge 4.71. Passing-Bablok regresyon analizine iligkin veriler

y =-0,547051 + 0,971795 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktast A -0,5471

%95 GA -8,0638 - 3,5245

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9718
%95 GA 0,8380 - 1,1379
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 1,0457

sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -2,0495 - 2,0495

Dogrusal model gegerliligi

Dogrusallik i¢cin Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gozlenmemistir

(p=0,43)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayisi (0,9718; %95 GA: 0,8380-1,1379) ve
y-ekseni kesme noktast (-0,5471; %95 GA -8,0638 — 3,5245) degerlerinin giiven araliklari
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sirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.97. Yapay tiikiiriik de ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.72. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=-0,5845 + 0,9722 x

Parametre Katsay1r | Std.Hata %95 GA

y-ekseni kesme noktas1 | -0,5845 1,3530 -4,0625 - 2,8935

Egim katsayis1 0,9722 0,03999 0,8694 - 1,0750

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (0,9722; %95 GA: 0,8694-
1,0750) ve y-ekseni kesme noktas1 (-0,5845; %95 GA: -4,0625 —2,8935) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanhilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9974) yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.

Yapay idrarda PINP icin ELISA ve ECLIA vOntemlerinin karsilastirilmast

Yapay idrarda PINP diizeylerinin ELISA ve ECLIA 6l¢iimleri arasindaki dogrusal iliskiyi

degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.98).
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Sekil 4.98. Yapay idrarda ELISA ve ECLIA yoOnteminin dagilim grafigi.

Alt1 numuneden elde edilen ELISA ve ECLIA oOl¢limleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gdzlenmistir (r = 0,9970 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven aralig1 0,9719 ile 0,9997 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiiksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay idrarda PINP diizeyinin ELISA ve ECLIA yo6ntemi arasindaki 6l¢iim uyumu Bland—
Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi Sekil

4.99°da gosterilmistir.
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Sekil 4.99. Yapay idrarda ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) -0,55 olarak
bulunmustur. Bias icin hesaplanan %95 giiven araligi (—1,24 ile 0,44) sifir degerini
icermekte olup, yOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlart sirasiyla —1,40 ve 0,60 olarak belirlenmis, farklarin
bliyiik cogunlugunun bu simirlar igerisinde yer aldigi gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.73. Yapay idrarda regresyon analizi sonuglari: Fark (ECLIA - ELISA) ve iki

yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon Denklemi y =0,3093 - 0,02220 x
Rezidiiel standart sapma 0,5570
Parametre Katsayr | Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 0,3093 0,5063 0,6108 0,5743 -1,0965 - 1,7151
Egim katsayisi -0,02220 0,01323 -1,6783 0,1686 | -0,05893 - 0,01453

Yapay idrarda ELISA ve ECLIA yontemlerinden elde edilen PINP ol¢lim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitik 18) tanimlanmistir:
y = 0,3093 — 0,02220x (18)

Bu modelde, egim katsayis1 (-0,0220) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,1686; %95 GA: -0,05893 — 0,01453) . Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagli olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigini gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesim noktasi (0,3093) degeri de anlaml
degildir (p = 0,5743; %95 GA: -1,0965 — 1,7151), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigin1 géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 0,5570 olarak belirlenmistir. Bu deger, ol¢lim farklarinin
dagilimmin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6l¢im sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.100. Yapay idrarda ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki Passing Bablok

ELISA

regresyon analizi grafigi

Cizelge 4.74. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=0,151559 + 0,977556 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesim noktasi A

0,1516

sapma (RSD)

%95 GA -1,9016 - 2,8383
Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9776

% 95 GA 0,9149 -1,0456
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 0,4214

+ 1.96 RSD Interval

-0,8260 - 0,8260

Dogrusal modelin gecerliligi
Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma

gbzlenmemistir
(p=0.43)

50

60

227

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayisi (0,9776; %95 GA: 0,9149-1,0456) ve
y-ekseni kesim noktas1 (0,1516; %95 GA -1,9016 — 2,8383) degerlerinin giliven araliklari
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sirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.101. Yapay idrarda ELISA ve ECLIA yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi.

Cizelge 4.75. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=0,3058 + 0,9780 x

Parametre Katsayr | Std. Hata %95 GA

y-ekseni kesme noktasi 0,3058 0,5576 -1,1274 - 1,7391

Egim katsayisi 0,9780 0,01412 0,9418 - 1,0143

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (0,9780; %95 GA: 0,9418 -
1,0143) ve y-ekseni kesme noktas1 (0,3058; %95 GA: -1,1274 — 1,7391) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanhlik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9997) oldukea yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir
4.13.6. PINP icin ECLIA ve Biyosensor yontemlerinin karsilastirilmasi

Calisma da yapay serum, tiikiiriik ve idrar numunelerinden, ECLIA ve biyosensor yontemleri

ile elde edilen PINP degerleri MedCalc 2025 istatistik programinda Bland Altman, Deming
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regresyon analizi ve Passing Bablok analiz teknigi ile incelenmistir. Ayrica, ECLIA ve
biyosensor arasindaki dogrusal iliskiyi degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
uygulanmis, degiskenlerin normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman korelasyon

katsayis1 (r?) hesaplanmistir.

Yapay serumda PINP icin ECLIA ve bivosensOr yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay serumda PINP diizeylerinin ECLIA ve biyosensor Olgiimleri arasindaki dogrusal

iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.102).
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Sekil 4.102. Yapay serumda ECLIA ve biyosensor yonteminin dagilim grafigi.

Alti numuneden elde edilen ECLIA ve biyosensor dlgiimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9991 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayisi i¢in %95 giiven aralig1 0,9917 ile 0,9999 arasinda olup, bu
sonuclar degiskenler arasindaki iligkinin yiliksek diizeyde gilivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay serumda PINP diizeyinin ECLIA ve biyosensor yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.103’de gosterilmistir
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Sekil 4.103. Yapay serumda ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) -0,84 olarak
bulunmustur. Bias icin hesaplanan %95 giiven araligi (—1,68 ile 0,70) sifir degerini
icermekte olup, yoOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir. Alt ve iist uyum sinirlart sirastyla —1,80 ve 0,77 olarak belirlenmis, farklarin
biiyiik ¢cogunlugunun bu sinirlar igerisinde yer aldigi gozlenmistir. Bu bulgular, 6l¢iim
yontemleri arasinda klinik olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.76. Yapay serumda regresyon analizi sonuglari: Fark (biyosensor - ECLIA ) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iligki

Regresyon Denklemi y=0,5335-0,03132 x
Rezidiiel standart sapma 0,8870
Parametre Katsay1 | Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 0,5335 0,8267 0,6453 | 0,5539 -1,7620 - 2,8289
Egim katsayis1 -0,03132 0,02087 | -1,5004 | 0,2079 -0,08926 - 0,02663

Yapay serumda ECLIA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen PINP 6l¢iim sonuglart

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 19) tanimlanmastir:
y = 0,5335-0,03132x (19)

Bu modelde, egim katsayisi (-0,03132) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,2079; %95 GA: -0,08926 — 0,02663). Bu durum, 6l¢iim farklarinin ortalama degerlere
bagl olarak anlamli bir degisim gostermedigini ve iki yontem arasinda orantisal yanlilik
bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktasi (0,5335) degeri de anlamli
degildir (p = 0,5539; %95 GA: -1,7620 — 2,8289), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik

olmadigini géstermektedir.

Rezidiiel standart sapma 0,8870 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarmin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6lgiim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.104. Yapay serumda ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi
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Cizelge 4.77. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=0,280376 + 0,972471 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesme noktast A 0,2804

%95 GA -3,5996 - 3,5701

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9725

%95 GA 0,8925 - 1,0962
Rastgele farkliliklar

Rezidiiel standart 0,6389

sapma (RSD)

+ 1.96 RSD Interval -1,2523 - 1,2523

Dogrusal modelin gecerliligi

Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma
gozlenmemistir

(p=0,99)

Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 (0,9725; %95 GA: 0,8925-1,0962) ve
y-ekseni kesim noktasi (0,2804; %95 GA -3,5996 — 3,5701) degerlerinin giliven araliklar
stirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigint gostermektedir. Cusum testi (p = 0,99) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayisi (r = 1.000, p < 0.0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif anlamhiliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.105. Yapay serumda ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.

Cizelge 4.78. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=0,5252 + 0,9692 x

Parametre Katsay1 Std. Hata % 95 GA
y-ekseni kesme noktasi 0,5252 1,1626 -2,4632 - 3,5137
egim katsayisi 0,9692 0,02524 0,9043 - 1,0340

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayist (0,9692; %95 GA: 0,9043
- 1,0340) ve y-ekseni kesme noktas1 (0,5252; %95 GA: -2,4632 — 3,5137) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6lgiim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9991) oldukea yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.

Yapay tiukiirik de PINP icin ECLIA ve biyosensor vontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay tiikiiriik de PINP diizeylerinin ECLIA ve biyosensor dl¢timleri arasindaki dogrusal
iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.106).
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Sekil 4.106. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve biyosensér yonteminin dagilim grafigi.

Altt numuneden elde edilen ECLIA ve biyosensor 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iliski gdzlenmistir (r = 0,9999 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayist i¢in %95 giiven araligi 0,9990 ile 1,000 arasinda olup, bu
sonuglar degiskenler arasindaki iligkinin yiliksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay tiikiiriik de PINP diizeyinin ECLIA ve biyosensoér yontemi arasindaki 6l¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere kars1 dagilimi

Sekil 4.107°de gosterilmistir.
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Sekil 4.107. Yapay tiikiiriikk de ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki farklarin

ortalama degerlere gore dagilimini gosteren Bland—Altman grafigi.
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Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) 1,575 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giiven araligi (0,40 ile 1,96) sifir degerini igcermekte
olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigin1 gostermektedir. Alt
ve Uist uyum sinirlari sirasiyla 0,29 ve 2,00 olarak belirlenmis, farklarin biiyiik gogunlugunun
bu siirlar icerisinde yer aldig1 gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢tiim yontemleri arasinda klinik

olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.79. Yapay tiikiiriik de regresyon analizi sonuclari: Fark (biyosensor - ECLIA )

ve iki yontem ortalamas1 arasindaki iligki

Regresyon denklemi y=0,2639 + 0,03152 x
Rezidiiel standart sapma 0,2964
Parametre Katsay1 | Std. Hata t p %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 0,2639 0,2762 0,9554 | 0,3935 -0,5030 - 1,0308
Egim katsayis1 0,03152 | 0,007161 4,4012 0,0117 0,01164 - 0,05140

Yapay tiikiiriik de ECLIA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen PINP 6l¢lim sonuglari
arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 20) tanimlanmistir:
y = 0,2639 + 0,03152x (20)

Bu modelde, egim katsayist (0,03152) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,0117; %95 GA: 0,01164 — 0,05140). Bu durum, diisiik degerlerde yontemler birbirine
yakin 6l¢giim yaparken, yliksek degerlerde farklilik arttigini gostermektedir. Bu durum, ve
iki yontem arasinda orantisal yanlilik bulundugunu  gostermektedir.
Ayrica y-ekseni kesme noktast (0,2639) degeri anlamli degildir (p = 0,3935; %95 GA: -
0,5030 — 1,0308), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik olmadigini gostermektedir.

Rezidiiel standart sapma 0,2964 olarak belirlenmistir. Bu deger, Ol¢iim farklarinin
dagilimmin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki 6l¢im sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.



236

60

| y=0,268 + 1,032 x
n=6

40

T

30

T

Biyosensor

T

20

10

T

0 1 ] . | | | | |
0 10 20 30 40 50 60
ECLIA

Sekil 4.108. Yapay tiikiiriikte ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki Deming

regresyon analizi grafigi.

Cizelge 4.80. Deming regresyon analizine iliskin veriler

y=0,2682 + 1,0320 x

Parametre Katsay1 | Std.Hata %95 GA

y-ekseni kesim noktasi 0,2682 0,4356 -0,8516 -1,3880

Egim katsay1s1 1,0320 0,01230 1,0004 - 1,0636

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayis1 (1,0320; %95 GA: 1,0004
- 1,0636) ve y-ekseni kesim noktas1 (0,2682; %95 GA: -0,8516 — 1,3880) degerleri, sirasiyla
1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklar1 gostermistir. Bu durum, yontemler arasinda ne
sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9999) oldukga yiiksek

bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.109. Yapay tiikiiriik de ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki Passing

Bablok regresyon analizi grafigi

Cizelge 4.81. Passing-Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=0,205357 + 1

,035714 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesim noktasi A

0,2054

%95 GA

-0,7166 - 1,4085

Orantisal farklar

Egim katsayis1 B

1,0357

%95 GA

1,0050 - 1,0672

Rastgele farklar

Rezidiiel
sapma (RSD)

standart

0,2225

+1.96 RSD Interval

-0,4360 - 0,4360

Dogrusal modelin gecerliligi
Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
Testi anlamli sapma

gozlenmemistir
(p=0.43)
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Passing Bablok regresyon analizi de egim katsayis1 1,0357; %95 GA: 1,0050-1,0672) ve y-
ekseni kesim noktasi (0,2054; %95 GA -0,7166 — 1,4085) degerlerinin giiven araliklart
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sirastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark
olmadigin1 gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,
Spearman korelasyon katsayist (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda mitkemmel

diizeyde pozitif iliski bulundugunu gostermistir.

Yapay idrarda PINP icin ECLIA ve bivosensOr yontemlerinin karsilastirilmasi

Yapay idrarda PINP diizeylerinin ECLIA ve biyosensor Olc¢iimleri arasindaki dogrusal
iligkiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.110).
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Sekil 4.110. Yapay idrarda ECLIA ve biyosensér yonteminin dagilim grafigi.

Altt numuneden elde edilen ECLIA ve biyosensor 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak son
derece anlamli, yiiksek diizeyde kuvvetli bir dogrusal iligki gézlenmistir (r = 0,9999 ; p<
0,0001). Korelasyon katsayis1 i¢in %95 giiven araligi 0,9988 ile 1,000 arasinda olup, bu
sonuclar degiskenler arasindaki iliskinin yiliksek diizeyde giivenilir, kuvvetli ve uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Yapay idrarda PINP diizeyinin ECLIA ve biyosensor yontemi arasindaki dl¢iim uyumu
Bland—Altman analiziyle degerlendirilmis olup, farklarin ortalama degerlere karsi dagilimi

Sekil 4.111°de gosterilmistir.
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Sekil 4.111. Yapay idrarda ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki farklarin ortalama

degerlere gore dagilimini gésteren Bland—Altman grafigi.

Bland—Altman analizi sonucunda iki yontem arasindaki ortalama fark (bias) 1,045 olarak
bulunmustur. Bias i¢in hesaplanan %95 giiven araligi (0,58 ile 1,30) sifir degerini igermekte
olup, yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigin1 gostermektedir. Alt
ve Uist uyum sinirlar sirastyla 0,55 ve 1,33 olarak belirlenmis, farklarin biiyiik cogunlugunun
bu simirlar icerisinde yer aldig1 gézlenmistir. Bu bulgular, 6l¢tiim yontemleri arasinda klinik

olarak kabul edilebilir diizeyde bir uyum oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.82. Yapay idrarda regresyon analizi sonuglari: Fark (biyosensor - ECLIA ) ve

iki yontem ortalamasi arasindaki iliski

Regresyon denklemi y =1,0550 - 0,001935 x
Rezidiiel standart sapma 0,3289
Parametre Katsay1 Std. Hata t ] %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 1,0550 0,3038 3,4733 | 0,0255 0,2117 - 1,8984
Egim katsayist -0,001935 0,007905 | -0,2448 | 0,8187 -0,02388 -0,02001

Yapay idrarda ECLIA ve biyosensor yontemlerinden elde edilen PINP 6l¢iim sonuglari

arasindaki uyum, Bland—Altman analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda iki yontem
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arasindaki farklarin ortalama degerlere gore dagilimi incelenmis ve regresyon dogrusu

asagidaki denklemle (Esitlik 21) tanimlanmastir:
y = 1,0550 — 0,001935x (21)

Bu modelde, egim katsay1 (-0,001935) degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p = 0,8187; %95 GA: -0,02388 — 0,02001). Bu durum, 6l¢iim diizeyine bagl orantili bir
bias bulunmadigin1 gostermektedir. Ayrica y-ekseni kesme noktasi (1,0550) degeri
anlamlidir (p = 0,0255; %95 GA: 0,2117 — 1,8984), bu da yontemler arasinda sabit yanlilik
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, iki yontem genel olarak birbiri ile tutarl dlgtimler
meydana getirmekte, ancak ECLIA degerlerinin sistematik olarak biyosensdrden daha

yuksek oldugunu gostermektedir.

Rezidiiel standart sapma 0,3289 olarak belirlenmistir. Bu deger, ol¢iim farklarinin
dagiliminin diisiik diizeyde oldugunu ve yontemler arasindaki Sl¢lim sonuglarinin genel

olarak iyi bir uyum gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.112. Yapay idrarda ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki Passing Bablok

regresyon analizi grafigi



Cizelge 4.83. Passing Bablok regresyon analizine iliskin veriler

y=1,179027 + 0,

996126 x

Sistematik farklar

y-ekseni kesim noktast A

1,1790

sapma (RSD)

%95 GA 0,1644 - 2,4150
Orantisal farklar

Egim katsayis1 B 0,9961

%95 GA 0,9658 - 1,0322
Rastgele farklar

Rezidiiel standart 0,2398

+1.96 RSD Interval

-0,4701 - 0,4701

Dogrusal modelin gecerliligi
Dogrusallik i¢in Cusum Dogrusalliktan
testi anlamli sapma

gbzlenmemistir
(p=0,43)
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Passing Bablok regresyon analizi de e§im katsayis1 (0,9961; %95 GA: 0,9658 — 1,0322) ve
y-ekseni kesim noktas1 (1,1790; %95 GA 0,1644 — 2,4150) degerlerinin giiven araliklar

strastyla 1 ve 0 degerlerini icermektedir. Bu da yontemler arasinda anlamli sistematik fark

olmadigint gostermektedir. Cusum testi (p = 0,43) dogrusal modelden sapma olmadigini,

Spearman korelasyon katsayis1 (r = 1,000, p < 0,0001) ise iki yontem arasinda miikemmel

diizeyde pozitif anlamli iliski bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.113 Yapay idrarda ECLIA ve biyosensor yontemleri arasindaki Deming regresyon

analizi grafigi

Cizelge 4.84. Deming regresyon analizine iligkin veriler

y=1,0541 + 0,9981 x

Parametre Katsayr | Std. Hata %95 GA
y-ekseni kesme noktasi 1,0541 0,4411 -0,07972 - 2,1880
Egim katsayisi 0,9981 0,01317 0,9642 - 1,0319

Deming regresyon analizi sonucunda elde edilen egim katsayist (0,9981; %95 GA: 0,9641
— 1,0319) ve y-ekseni kesme noktast (1,0541; %95 GA: -0,07972 — 2,1880) degerleri,
sirastyla 1 ve 0 degerlerini kapsayan giiven araliklari gostermistir. Bu durum, yontemler
arasinda ne sabit ne de orantisal yanlilik bulundugunu, dolayisiyla 6l¢iim dogrulugunun
yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica Pearson korelasyon katsayisi (r = 0,9999) oldukca

yiiksek bulunarak, iki yontem arasindaki dogrusal iliskinin kuvvetli oldugunu desteklemistir.
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5. TARTISMA

Uluslararas1 Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC) ve Uluslararasi
Osteoporoz Vakfi (IOF) osteoporoz icin referans kemik dongii belirtegleri olarak
Prokollajen Tip I N-Terminal Peptidi ve Tip I Kollajenin B-izomerize C-Terminal
Telopeptidi'ni tavsiye etmektedir.. Prokollajen Tip I N-Terminal Peptidinin kantifikasyonu
icin tam (intact) veya total PINP'yi 6l¢cen ¢esitli ticari immiinoassay'ler mevcuttur. Tam
PINP, peptidin tam uzunlukta ve degismemis formunu ifade ederken, total PINP bu tam form
ile iligkili kisimlar1 da kapsamaktadir. PINP’nin non-kovalent baglanma egilimi, dolasimda
disagregasyona yol acarak 'PINP monomerleri' olusumuna neden olabilir. Tam PINP
analizleri arasinda Orion Diagnostica (Espoo, Finlandiya) tarafindan gelistirilen
Radyoimmiinoassay ve ImmunoDiagnostic Systems Holdings PLC (Boldon, Birlesik
Krallik) iSYS sistemi i¢in olan otomatize kemiliiminesans immiinoassay bulunmaktadir.
Total PINP ise Shenzhen New Industries Biomedical Engineering Co., Ltd. (Shenzhen, Cin)
Maglumi i¢in Elektrokemiliiminesans Immiinoassay (ECLIA) ve Uscn Life Science Inc.
(Cin) tarafindan sunulan bir ELISA ile 6l¢iilebilmektedir. Ayrica, osteoporoz ve kalitsal
kemik metabolizmas1 bozukluklar1 gibi hastaliklarin incelenmesi amaciyla 6zellestirilmis

immiinoassay'ler de gelistirilmistir (Bhattoa ve digerleri, 2024 ; Demeuse ve digerleri, 2025).

Kemik rezorpsiyon belirte¢lerinin tayini i¢in giincel durumda ticari olarak erisilebilir dort
farkli immiinoassay bulunmaktadir: ImmunoDiagnostic Systems Holdings PLC'nin manuel
ELISA'st ve IDS-iSYS immiinanalizérii i¢in otomatize CLIA'si; Roche Diagnostic
GmbH'nin Elecsys analizorleri i¢in Roche Cobas B-Crosslaps CTX ECLIA's1; ve SNIBE
Maglumi Sistemi i¢in CTX CLIA'dir. Ticari kit sayisindaki bu artisa ragmen, 6zellikle IOF
ve IFCC tarafindan 6nerilen baslica belirtegler olan CTX ve PINP arasinda harmonizasyon

eksikligi acik¢a goriilmektedir (Bhattoa ve digerleri, 2024 ; Demeuse ve digerleri, 2025).

Yiiksek kemik dongii belirteg konsantrasyonlari, postmenopozal kadinlarda artmis kirik riski
ile korelasyon gdstermektedir. Dolagimda 6l¢iilen PINP ve B-CTX-I'in kirik riski ile iligkisi
kanitlanmis olmakla birlikte, diger risk faktorleri ile olan etkilesimleri yeterince
arastirilmamistir; bu durum, kirik riski algoritmalarina entegrasyonlarini kisitlamaktadir.
Tedaviye baglh olarak PINP ve B-CTX-I'de meydana gelen degisiklikler, kirik riskindeki
belirgin azalmadan sorumlu olup, hasta uyumunu iyilestirmede yarar saglamaktadir. Bu
nedenle, bireysel hasta diizeyinde tedaviye uyumu degerlendiren ¢alismalara bu belirteglerin

dahil edilmesi 6nerilmektedir (Bhattoa ve digerleri, 2024 ; Demeuse ve digerleri, 2025).
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Biyosensorler, proteinler veya niikleik asitler gibi biyolojik makromolekiillerin kimyasal ya
da elektrostatik etkilesimler aracilifiyla kati elektrot ylizeyine immobilize edilmesiyle

olusturulmaktadir.

Calismamizda, kemik yapim ve yikim biyobelirteclerinin viicut sivilarinda tayinine yonelik
elektrokimyasal bir biyosensor gelistirilmis, analitik performansi degerlendirilmis, sonuglar
ECLIA ve ELISA yontemleriyle karsilastirilmistir. Geleneksel yontemler olan ECLIA ve
ELISA, yliksek 6zgiilliik ve duyarlilik saglasa da yiiksek maliyet, uzun islem siiresi, yetismis
uzman personel ihtiyaci, laboratuvar bagimlilig1 ve ¢ogunlukla invaziv numunelere ihtiyag
duymasi gibi dezavantajlar tasimaktadir. Elektrokimyasal biyosensorler ise taginabilirlik,
hiz, diisik numune hacmi ve maliyet avantajlartyla bu smrliliklarin asilmasinda umut

vadetmektedir.

Calismanin ilk asamasinda elektrot ylizeyinin karakterizasyonunun gerceklestirilmesi
planlanmistir. Altin elektrot ylizeyi 3-MPA ile fonksiyonellestirilmis ve karboksil gruplari
tizerinden antikor immobilizasyonu saglanmistir. SEM ve AFM analizleri, yilizeyin her
modifikasyon basamaginda morfolojik degisiklikleri dogrulamis; 6zellikle antikor
immobilizasyonu sonrasi graniiler partikiillerin olugmasi, biyomolekiiler tutulumun basarili
oldugunu gostermistir. Bu bulgular, literatiirde bildirilen benzer yiizey modifikasyon

stratejileriyle uyumlu bulunmustur (Zhang ve digerleri, 2019; Li ve digerleri, 2021).

Bir immiinosensoriin dinamik araligi ve algilama kapasitesi, algilama katmaninin
maksimum biyomolekiil yiikleme kapasitesi ile dogrudan iliskilidir. Bu nedenle, ¢alismanin
bir sonraki agamasinda elektrot yiizeyinde katmanlarin ardigik birikiminin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu nedenle, elektrot yiizeyindeki antikorlarin dogru yonelimini,
bozulmamis konformasyonunu ve yeterli yogunlugunu korumak, dizinin tekrarlanabilir,
biyouyumlu, uygun maliyetli, uzun vadeli kararliliga ve genis ylizey alanina sahip olmasin
garantilemek i¢in kritik neme sahiptir (Welch ve digerleri, 2017). Farkli konsantrasyonlara
ve cesitli inkiibasyon siirelerine sahip ¢esitli ticari ve ©6zel yapim baglayici tiiriiniin
karsilastirilmasi, elektrot substratlarinin baglayici olarak etil alkolde 5 mM 3-MPA
cOzeltisine 16 saat daldirildigini ortaya koymustur. 3-MPA, oOzellikle altin elektrot
ylizeylerinin modifiye edilmesinde olmak {izere biyosensor gelistirmede yaygin olarak
kullanilan bifonksiyonel bir molekiildiir. Tiyol (-SH) grubu kuvvetli Au-S baglan
olusturarak kararl1 bir kendiliginden birlesen tek tabaka olustururken, karboksil (—~COOH)
grubu daha ileri kimyasal aktivasyon i¢in acikta kalir. Tipik olarak, karboksil gruplar
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EDC/NHS kimyas1 kullanilarak aktive edilir ve antikorlar gibi biyomolekiillerin amin
gruplartyla amid bagi olusumu yoluyla kovalent olarak baglanmasini saglar. Bu,
biyomolekiil immobilizasyonu i¢in kararli, yonlendirilmis ve islevsel bir arayiiz saglayarak
elektrokimyasal biyosensorlerin hassasiyetini, tekrarlanabilirligini ve kararliligini arttirir.
Ayrica, 3-MPA giigclii metal baglama ve reaktif Ozellikleri nedeniyle nanopartikiil

islevsellestirme, organik sentez ve korozyon inhibisyonu i¢in kullanilir.

Bir immiinosensoriin seciciliginin yalnizca antikorun baglanma 6zelliklerine degil, aym
zamanda hedef ¢ozeltinin bilesimine ve matriksine de bagli oldugu iyi bilinmektedir (Tate
ve Ward, 2004). Bu nedenle, test girisimi, numunedeki analitlerin konsantrasyonunu veya
antikor baglama kapasitelerini degistiren capraz tepkimeye giren tiirlerin varligindan
kaynaklanabilir. Her ikisi de sonuglarin yanlis yorumlanmasina yol acabilir. Monoklonal
antikorlarin kullaniminin, kan/serum/plazma matriksinde yaygin olarak bulunan diger
analitlere kars1 ¢apraz tepkimeyi azaltarak sensoriin performansini iyilestirmeye yardimci
oldugu gosterilmistir. Bu endojen molekiiller, hedef analitle benzer bir yapiya veya ortak
capraz tepkimeye giren epitoplara sahip olabilir. Bundan dolayi, yalnizca hedef analitle
tepkimeye giren ve bilinen karistiricilarin higbiriyle tepkimeye girmeyen monoklonal

antikorlar kullanilmistir.

Bir sonraki asamada, antikor konsantrasyonu optimize edilmistir. Elektrot yiizeyindeki
antikor yogunlugunun immiinosensér performansini 6nemli 6l¢iide etkileyebilecegi iyi
bilinmektedir; bu faktoriin ylizey konformasyonunu, dolayisiyla dlgiilen elektrokimyasal
sinyali ve son olarak immiinosensdriin LOD'sini ve hassasiyetini etkileyebilmesidir (Zorea
ve digerleri, 2020). Daha yiiksek antikor konsantrasyonlarnin ylizeyde farkli sekilde
diizenlendigi ve ayn1 zamanda cozelti direncini artirarak antijen birikimini iyilestirdigi
gosterilmistir. Sonuglarimiz da benzer sekilde, daha yiiksek antikor konsantrasyonlarmin
daha iyi sensor performanstyla iliskili oldugunu gostermistir. Bu nedenle, her bir antikordan
100 pg/ mL kullanilmasinin (tampon olarak PBS i¢inde) en yiiksek dogrusallik ve
hassasiyetle iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, ¢alisma boyunca antikorlarin

optimum inkiibasyon siiresi 1 saat kabul edilmistir.

Monoklonal antikorlarin uygulanmasinin yani sira, ¢ogu ¢alismada, engelleyici maddelerin
0zgiil olmayan baglanmasini daha etkili bir sekilde bastirmak i¢in ek bir engelleyici (bloke

edici) ajan uygulanir. Baz1 arastirmacilar daha kii¢iik ve daha hidrofilik molekiillerin
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(etanolamin gibi) daha iyi engelleme kapasitelerine sahip oldugunu diisiinse de,
calismamizda %1 BSA tercih edilmistir. Optimum engelleyici ajanlarin, tanima elemaninin
molekiiler boyutuna ve olasi istenmeyen engelleyicilerin molekiiler boyutuna gore segilmesi

gerekir.

Daha once de belirtildigi gibi, EIS, katman katman birikimi ve analitin farkll
konsantrasyonlarina tepkiyi degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Beklendigi gibi, kapasitif
akimlar her katman dokiildiikten sonra artarak, arayiizey yiik transfer direncinde (Rct)
onemli bir degisiklik gostermistir ve bdylece immiinosensoriin basarilt bir sekilde
gergeklestigini  dogrulamistir. Son asama da ise, PINP ve [-CTX’in bilinen
konsantrasyonlar1 kullanarak kalibrasyon egrileri c¢izilmistir. Elde edilen CV akim
yogunluklari, iiretilen dizilerin oldukga tekrarlanabilir oldugunu gostermistir. Beklendigi
gibi, yeni hazirlanmis dizilerle karsilastirildiginda, hedef analitlerin konsantrasyonundaki
herhangi bir artigla birlikte CV akim tepe degerlerinde PINP icin kademeli bir azalma
kaydedilirken, B-CTX i¢in bu azalma antikor immobilizasyon basamaginda artisa neden
olmustur. Bu durum, PINP icin algilama katmani ile analit arasindaki basarili tepkimeyi
gostermistir. B-CTX i¢in ise protein tabakasinin yiikii ve antikorlarin yiizeye oryantasyonuna
bagli olarak redoks probunun difiizyonunu kolaylastirmis ve elektrot ylizeyinin erigsime daha

acik hale gelmesi saglanmistir.

Yapilan karsilastirmali analizlerde, elektrot yiizeyinin fosfat ¢dzeltisi veya 6zgiil olmayan
hedef analit ile inkiibasyonu sonucunda Olciilen elektrokimyasal akim degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlenmemistir (p< 0.05). Bu durum, genellikle %5'in
altinda bir diisiisle karakterize edilmistir. Bu bulgu, sensor yiizeyinin yiiksek 6zgiilliigiinii

ve rastgele/non-spesifik baglanmaya kars1 direncini dogrulamaktadir.

Ayrica, kinetik caligmalar, B-CTX analiti i¢in 10 dakikalik inkiibasyon siiresinin ve PINP
analiti i¢cin 15 dakikalik inkiibasyon siiresinin yeterli oldugunu gostermistir. Bu siireler,
hedeflenen analitlerin yiizey immobilize edilmis antikorlar ile kantitatif ve dengeli bir
sekilde etkilesime girmesi/baglanmasi igin gerekli optimum tepkime zamanlar1 olarak

belirlenmistir.

Biyosensoriin analitik performansi elektroanalitik yontemler ile test edilmis, antijen—antikor
etkilesimine bagl olarak akim yogunlugunda belirgin degisiklikler saptanmistir (Chen ve
digerleri, 2020; Wu ve digerleri, 2022). Calismada gelistirilen biyosensoriin non-invaziv

biyolojik sivilar olan tiikiiriik ve idrarda da uygulanabilirligi arastirilmis ve bu dogrultuda
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LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Farkli hesaplama yontemleri mevcut olmakla
birlikte, ¢calismada hesaplamalar, standart egrilerden elde edilen regresyon dogrular1 temel

almarak LOD = 3.3 x (o6/S) ve LOQ = 10 x (o/S) formiilleri {izerinden yapilmuistir.

Bu degerler, literatiir ve biyosensor ile ilgili ¢calismalar temel alinarak ve IUPAC sistemine
gore belirlenmistir. Rutin kullanimda temel olarak kullanarak klinik ve laboratuvar
standartlar1 enstitiisii (CLSI-Clinical and Laboratory Standards Institute) kilavuzlari gibi
benzer kaynaklar biyosensor c¢alismalart igin mevcut degildir. Elde edilen sonuglar,
biyosensoriin yalnizca serumda degil, aym1 zamanda tiikiiriik ve idrar gibi non-invaziv
biyolojik sivilarda da giivenilir bir alternatif 6l¢giim sistemi sunabilecegini, dolayisiyla klinik

kullanim potansiyelini arttirdigini ortaya koymaktadir.

Depolama Omiirleri dikkate alindiginda, her iki biyosensoriin de yaklasik 8 haftalik siire
boyunca yiiksek kararlilik sergiledigini, bu siirenin ardindan ise antikor immobilizasyonuna
bagli olarak biyosensoér performansinda azalma meydana geldigini gostermektedir. Aktivite
kaybinin temel nedeni olarak, depolama siiresinin uzamasiyla birlikte antikor yapisinda
gerceklesen konformasyonel degisiklikler, baglanma bdolgelerinde esneklik kaybi ve yiizey
etkilesimlerinde zayiflama olasiligt degerlendirilebilir. Bu durum, elektrokimyasal
Ol¢iimlerde yiik transfer direncinin artmasi ve redoks yanitlarinin zayiflamasiyla kendini
gostermektedir. Literatlirde, antikor temelli elektrokimyasal biyosensdrlerin depolama
kararliliklarinin genellikle 610 hafta arasinda degistigi, bu siireden sonra aktivite kaybinin
hizlandig1 bildirilmektedir (Brito F., ve digerleri, 2022). Bu acidan degerlendirildiginde,
gelistirilen PINP ve B-CTX biyosensorlerinin 8 haftaya kadar olan kararli performansi,
sistemin hem immobilizasyon stratejisinin hem de sensor ylizey kimyasinin uygun sekilde
optimize edildigini gostermektedir.Bununla birlikte, B-CTX biyosensoriinde gozlenen
aktivite kaybinin PINP biyosensoriine gore daha erken baslamasi, B-CTX antikorunun
yapisal kararliligin ve ylizeye baglanma kuvvetinin PINP antikoruna kiyasla daha diisiik
olabilecegini diigiindiirmektedir. Ayrica B-CTX molekiiliiniin daha kiigiik peptid yapisina
sahip olmasi, antikor-antijen etkilesiminin depolama siiresine kars1 daha hassas hale

gelmesine neden olabilir.

Her iki biyosensor de kisa ve orta vadeli depolama kosullarinda ytiksek kararlilik sergilemis,
ancak uzun vadede (8. haftadan sonra) antikor duyarliliginda azalma meydana gelmistir. Bu

bulgu, gelistirilen biyosensdrlerin klinik uygulamalarda rutin kullanim agisindan yeterli
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kararliliga sahip oldugunu; ancak daha uzun siireli saklama kosullarinda performansin
korunabilmesi i¢in antikor immobilizasyon yontemlerinin ve depolama ortaminin ileri

aragtirmalar ile incelenmesini gerektirmektedir.

Metot karsilagtirma calismalar1 viicut sivilarinda Bland altman ve regresyon analizleri ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, biyosensoriin, rutinde kullanilan ECLIA ve ELISA
yontemlerine alternatif olarak kullanilabilecegi ve gelistirilen biyosensoriin hem serum hem
de non-invaziv numunelerin hasta uyumunu arttirabilecegi, diizenli takipte kolaylik
saglayabilecegi ve oOzellikle risk gruplarinda erken taniyr destekleyebilece§i sonucuna

varilmistir.

Gelistirilen biyosensoriin, ECLIA ve ELISA ile gosterdigi yiliksek uyum, klinik
laboratuvarlarda validasyon c¢alismalarinin yapilabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, biyosensoriin tasinabilir cihazlarla entegrasyonu, hasta basi test (POCT)
uygulamalari i¢in potansiyel tasimaktadir. Osteoporoz, metastatik kemik hastaliklar1 ve
tedaviye yanitin izlenmesinde hizli ve erisilebilir biyobelirteg 6l¢timii klinisyenlerin karar

stireglerini kolaylastiracaktir.

Genel literatiir taramas1 sonucunda konu ile ilgili ¢ok kisitl literatiir bilgisi mevcuttur. Inal
Kabala ve digerlerinin 2019 yilinda yapay serum kullanarak osteoporoz tanisinda
kullanabilecegini 6nerdikleri ostekalsin biyosensor ¢alismasi mevcuttur. Bu calismada da

biyosensor antikor temelli tiretilmistir (Inal Kabala ve digerleri, 2019) .

Khashayar ve digerleri 2024 yilinda yayinladiklari makalelerinde kemik dongiisii
biyobelirteglerinin 6l¢lim ve monitorizasyonu i¢in multipleks olarak hazirladiklar1 CTX ve
PINP antikor temelli biyosensér kullanimini serum Orneklerinde c¢alisarak ECLIA ile
karsilastirarak kullanilabilirligini savunmus ve gelecek i¢in tiikiiriik, idrar ve ter 6rneklerinin
de kullanilabilecegini Onermislerdir (Khashayar ve digerleri, 2024). Ancak, makale
metodolojisi incelendiginde biyosensor olusturma detaylari igeren kaynagi halihazirda yayin

asamasinda oldugu goriilmektedir.

Biyosensor kullanim alanlar1 dikkate alindiginda osteoporoz ile iligkili olarak her iki

belirtecin kullanim alaninin arastirma ve rutin calismalar olarak degerlendirilmesi
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miimkiindiir. Arastirmalardaki kullanim kolaylig1 diisiiniildiigiinde dikkatimizi ¢ceken uzay

caligsmalaridir (Walle ve digerleri, 2024; Baran ve digerleri, 2022).

Sonug olarak, bu ¢alisma ile gelistirilen elektrokimyasal biyosensor, hem invaziv hem de
non-invaziv Orneklerde PINP ve B-CTX tayininde yiliksek duyarlilik, o6zgiillik ve
giivenilirlik gostermistir. ECLIA ve ELISA ile kuvvetli korelasyonu biyosensoriin
translasyonel potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu o6zellikleriyle biyosensdr kullanimu,
kemik metabolizmasi ile iliskili hastaliklar da tedavi yanitinin izlenmesi ve hasta uyumunun
artirlmasina yonelik klinik uygulamalarda yenilik¢i bir yaklasim olma potansiyeline

sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin amaci, gercek zamanli PINP ve CTX olglimii icin hassas, gilivenilir,
tagmabilir ve uygun maliyetli bir sistem gelistirmektir. Cesitli viicut sivilarinda (serum,
tiikiiriik, idrar gibi ) PINP ve CTX o0l¢limii i¢in yiiksek hassasiyet ve segicilige sahip boyle

bir sistem ilk kez gelistirilmistir.

Referans kemik dongiisii belirtegleri olarak serum/plazma total PINP ve plazma CTX
kullanim1 6nerilmektedir. Normal renal fonksiyona sahip bireylerde ylriitiilen klinik
calismalarda, osteoporoz tedavisinin etkinliginin degerlendirilmesi ve
farmakokinetik/farmakodinamik izlemi i¢in, uygun hasta hazirligimin yani sira
standardize/uyumlu analiz yontemleri ile gerceklestirilen 6rnek isleme ve 6l¢lim siireclerine
dikkat ¢ekilmektedir.. Tip I kollajen tiirevli belirteclerin kemik rezorpsiyon ve formasyon
belirtegleri olarak etkin kullanimui i¢in, bu belirteglerin yapilarinin detayli karakterizasyonu
kritik 6neme sahiptir. Yapisal karakterizasyonlar1 tamamlandiginda, immiinoassay'lerin
standardizasyonunu saglamak iizere "altin standart" referans yontemlerinin olusturulmasi
gerekmektedir. Standardizasyon, farkli kitler arasinda tutarli sonuglar elde edilmesini
saglayarak bu biyobelirteclere olan giiveni artiracak ve hastalarin izlem ve yonetimindeki

belirsizligi azaltacaktir.

(Calismamizdaki sonuglar en son teknoloji olan ECLIA ile yiiksek oranda uyum gosterirken,
10 dakikadan ¢ok daha kisa bir islem siiresi saglamistir. Onerilen sistem, ELISA ve ECLIA
gibi benzerlerinin ihtiya¢ duydugundan ¢ok daha diigiik hacmi kullanmaktadir.

Mevcut yontemler ile karsilastirildiginda, kemik kaybinin degerlendirilmesi ve tedavi takibi
icin umut verici bir yontem haline gelmistir. Calismanin 6nemi, 6zellikle non-invaziv
biyolojik sivilarda (tiikiiriik ve idrar) elde edilen degerlerin klinik agidan kabul edilebilir
sinirlar igerisinde bulunmasindan ileri gelmektedir. Bu durum, biyosensdrlerin yalnizca
serum tabanl dl¢limler i¢in degil, ayn1 zamanda invaziv olmayan alternatif sivilar izerinden
de uygulanabilirligini desteklemektedir. Bulgular, serumda gergeklestirilen 6l¢iimlere iliskin
Onceki arastirmalarla biiyilik 6l¢giide tutarlilik gostermektedir. Bununla birlikte, tiikiiriik ve
idrara yonelik smirli sayida ¢alisma bulunmasi nedeniyle bu arastirma, literatiire 6nemli

katki saglamaktadir.
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Sonuglarin farkli agilardan ifade edilmesi miimkiindiir. Bir yandan gelistirilen biyosensor,
hizli, duyarh ve diisiik maliyetli bir tan1 araci olarak degerlendirilirken; diger yandan tedavi
etkinliginin takibinde ve hastalik prognozunun oOngodriilmesinde potansiyel bir klinik
uygulama alan1 sunmaktadir. Bu alternatif yaklagimlar arasinda oncelikli olan, biyosensdriin

non-invaziv biyolojik sivilarda giivenilir 6l¢iim kapasitesinin vurgulanmasidir.

Elde edilen veriler ayni zamanda ileri diizey aragtirmalar i¢in giiclii bir temel
olusturmaktadir. Gelecek caligmalarda, farkli hasta popiilasyonlarinda genis 6rneklemli
dogrulama caligmalari, ayni anda birden fazla biyobelirtecin tayinine imkan veren multiplex
biyosensorlerin gelistirilmesi, cihazin tagiabilir sistemler ile entegrasyonu ve elektrot ylizey
kararliliginin uzun donemli olarak degerlendirilmesi Oncelikli aragtirma alanlar1 olarak 6ne
cikmaktadir. Dolayisiyla bu tez ¢aligmasi, yalnizca ulasilan sonuglari ile degil, ayn1 zamanda

yonlendirdigi bilimsel aragtirma perspektifleri ile de literatiire katki saglamaktadir.
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Katildig:r Ulusal Kurs, Calistay, Sempozyum ve Kongreler
Kurslar

2021 Saglik Bilimlerinde Bilimsel Ar-Ge Projesi Yazma Egitimi (ANKARA)

2021 Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 Kursu (ANKARA)

2021 ISO 9001:2015 Kalite Yonetim Sistemi Temel Egitimi

2021 Laboratuvar Uygulamalarinda Molekiiler Tekniklerin Yeri ve Kullanimi Kursu
(MANISA-Online)

2021 Goriisme ve Miilakat Teknikleri

2018 DNA Hasar1,Onarimi ve Tandem Kiitle Spektrometrik Degerlendirilmesi (IZMIR)
2018 Akim Sitometri Nerde? Nasil? SBU Giilhane Tip Fakiiltesi (ANKARA)

2018 Laboratuvar Uygulamalarinda Molekiiler Tekniklerin Yeri ve Kullanim1 Kursu
(ADANA)

2016 Biyoistatistik ve SPSS Kursu

2014 Yasamart1 Gelisim Zirvesi

Etkin Beden Dili Yo6netimi

Diksiyon ve Konusma Estetigi

Zaman Y Onetimi

Liderlik ve Yonetim Yetkinlikleri

2010 Goethe Institute (ANKARA)

Almanca Dil Kursu

Ulusal Kongrelerde—Calistaylarda-Kurslarda Gorevler

Kurs Egitmen Gorevi: Arastirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler
Laboratuvar Teknikleri: Uygulamali Egitim Kursu. Kirklareli, 18 Kasim — 22 Kasim 2024.

Kurs Egitmen Gorevi: Arastirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler
Laboratuvar Teknikleri: Uygulamali Egitim Kursu. TUBITAK-2237-A Bilimsel Egitim
Etkinlikleri Destekleme Programi tarafindan desteklenmistir. Sivas, 29 Ocak-02 Subat 2024.

Kurs Egitmen Gorevi: Arastirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler
Laboratuvar Teknikleri: Uygulamali Egitim Kursu. TUBITAK-2237-A Bilimsel Egitim
Etkinlikleri Destekleme Programi tarafindan desteklenmistir. Online, 13 Haziran-18 Haziran
2021.

Kurs Egitmen Goérevi: Arastirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler
Laboratuvar Teknikleri: Uygulamali Egitim Kursu. TUBITAK-2237-A Bilimsel Egitim
Etkinlikleri Destekleme Programi tarafindan desteklenmistir. Online, 20 Mayis-26 Mayis
2021.
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Kurs Egitmen Gorevi: Arastirmada ve Tibbi Uygulamada Kullanilan Molekiiler
Laboratuvar Teknikleri: Uygulamali Egitim Kursu. Tiim Laboratuvar Uygulamalari.
TUBITAK-2237-A Bilimsel Egitim Etkinlikleri Destekleme Programi tarafindan
desteklenmistir, Ankara, 10 Eyliil — 14 Eyliil 2018.

Calistay, Sempozyum ve Kongreler

2025 Yiiksek Ihtisas Biyokimya Giinii 15 Ekim 2025 (Ankara)

2025 IX. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu “Preklinik ve Klinik Modellemeler
II” 9-11 Nisan 2025 (IZMIR)

2025 Kanser Hiicresini Temelden Anlamak Sempozyumu 11 Subat 2025 (Virtual)
2023 VIII. Tirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu “Preklinik Modellemeler” 29
Kasim- 01 Aralik 2023 (IZMIR)

2023 III. Sci Gether Bilim Giinleri 24-25 Haziran 2023 (Online)

2023 Kimya Arastirmalarinda Inovasyonu Giiclendirmek icim Reaxys: Tarim ve Gida
Kimyasi1 8 June 2023 (Virtual)

2023 MEDIVATION IV ZIRVESI 4-5 Mayis 2023 (Online)

2022 2. Gazi Tip Biyokimya Giinleri-Inflamasyona Muitidisipliner Yaklasim
Sempozyumu (ANKARA)

2022 Kolon Kimyas1, Parametreler ve Ornek Hazirlama

2022 Iyon Kromatografi Tekniginin Temelleri

2022 Titrasyon Olgiimlerinin Teori ve Temelleri (Online)

2022 VII. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu “Inflamasyon” (27-29 Nisan 2022-
Online)

2022 Validasyon: Elektroanalitik Analizlerdeki Yeri ve Ilgili Parametreleri (Online)
2022 Gida, Cevre, Medikal ve Askeri Alanda Elektrokimyasal Biyosensorler (Online)
2022 MEDCON Saglik Bilim ve Teknoloji Zirvesi (Online)

2022 II. SCIGETHER Bilim Giinleri (Online)

2022 Biyo/Nanomalzemeler ve Biyomedikal Uygulamalari

2022 Ug Boyutlu Biyobasim ile Doku ve Organ Uretimi

2021 VI. Hacettepe Biyoloji ve Uygulamalar1 Kongresi “Genetik” Caligtay1

2021 VI. Hacettepe Biyoloji ve Uygulamalar1 Kongresi

2021 MEDCON Saglik, Bilim ve Teknoloji Zirvesi (Online)

2021 BioSem’21 (Online)

2021 Bioinfoconference - Biyoenformatik ve Disiplinlerarasi Yaklagimlar Konferansi
(Online)

2021 Uluslararast Katilimli Onkolojide S1vi Biyopsi VI. Tiirkiye in vitro Diyagnostik
Sempozyumu (Online)

2021 Kalitsal Metabolik Hastaliklarda Olgularla Laboratuvar Yaklasimi (Online)
2021 Laboratuvar Gilivenligi ve Calisma Kurallar1 (Online)

2021 Covid-19 Pandemisinde Arastirma-Yayin Ve Egitim Siireclerine Bakis Kongresi
(Online)

2021 Molekiiler Genetik Uygulamalarinda Cozelti Cesitleri ve Cozelti Hazirlama
Teknikleri (Webinar)

2020 31. Ulusal Biyokimya Kongresi 18-20 Aralik (Sanal Kongre)

2020 Saglik Biyoteknolojisi V. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu (IZMIR)
2019 ORPHEUS lyi Uygulamalar Calistay1 (ANKARA)

2019 Tiirkiye Universiteleri Saglhik Bilimleri Enstitiileri 31. Toplantist (ANKARA)
2019 Biyosensérler IV. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu (IZMIR)
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2018 Endokrin ve Metabolik Hastaliklar Tanidan-Tedaviye Biyobelirtegler III. Turkiye in
vitro Diyagnostik Sempozyumu (IZMIR)

2017 1. OMFACELL Kok Hiicre Arastirma Ogrenci Toplulugu Sempozyumu-
Laboratuvardan Dis Unitine Mezenkimel K&k Hiicreler Gazi Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi (ANKARA)

2017 1.Gazi Tip Biyokimya Giinleri- Obeziteye Multidisipliner Yaklasim Sempozyumu
(ANKARA)

2017 Uluslararas1 Katiliml1 Yeni Nesil Immunoloji Testleri Calistay1 Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi (ANKARA)

KATILDIGI ULUSLARARASI KURS, CALISTAY , SEMPOZYUM ve
KONGRELER

KURSLAR

2022 IFCC-C-CMBC Advanced Course- Adana 1-3 December 2022, (Tiirkiye)

2022 IFCC C-CMBC Pre-Course- Trainee, Institute of Clinical Chemistry at the University
Medical Center Mannheim 18-22 July 2022 (GERMANY)

2022 R for Biochemists 101

2021 PCR Based Genetic Analysis Approaches Course 04-05 May 2021 (Online)

2014 St.Giles International Language School (LONDON)

Ingilizce Dil Kursu

Calistay, Sempozyum Ve Kongreler

2025 49" FEBS Congress — Bridging Continents to Advance Life Science 5-9 July 2025
(Istanbul, Tiirkiye) (TDK-2024-9725 nolu BAP projesi)

2025 EUROMEDLAB 2025 26" IFCC-EFLM EUROMEDLAB Congress of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, 49" Annual Meeting of the Royal Belgian Society of
Laboratory Medicine 18-22 May 2025 Brussels, Belgium (TCD-2024-8425 nolu BAP
projesi)

2025 Bioinfocongress VII 21-23 March 2025 (Online)

2025 FEBS Education Workshop on Safe Learning Environment: Bridging the Gap
Between Learning Partners , 28 February-02 March 2025 (Izmir) (TCD-2024-8425 nolu
BAP projesi)

2024 TIFCC Intelligent Biosensors in Medical Diagnostics, 27 November 2024 (Online)
2024 XXXI Meeting of Balkan Clinical Laboratory Federation, 35 National Biochemistry
Congress 28 October-1 November 2024, Antalya, Tiirkiye (Ttbitak 2224-B)

2024 Machine Learning for Multiple Domains: From Concepts to Implementation. EuroCC
National Competence Centres, 14-15 October 2024 (Online)

2024 48" FEBS Congress-Mining biochemistry for human health and well-being 29 June-3
July 2024 (Milano, Italy) (FEBS bursu)

2024 Scope of TUBITAK Ulakbim + WILEY Free Open Access Article Publication
Agreement 28 May 2024 (Online)

2024 BIOINFOCONGRESS VI 18-19 May 2024 (Online)

2024 The International Higher Education Symposium 17-19 April 2024 (Online)

2024 FEBS Education and Training Conference 20-23 March 2024 (Antalya, Ttirkiye)
2023 Systematic reviews and meta analysis Workshop. 8-9 November 2023 (Online)

2023 Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2023/ 34. Ulusal Biyokimya Kongresi 29 Ekim-1
Kasim 2023 (Fethiye Mugla Tiirkiye)
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2023 3™ International Congress. From Plant Health to Community Health: How Smart
Sensors Can Improve It. 20 October 2023 (Virtual)

2023 FEBS Open Bio webinar entitled "Supporting Early Career Researchers —what FEBS
can offer" 11 October 2023 (Online)

2023 XXX Meeting of the Balkan Clinical Laboratory Federation and II Montegrin
Conference of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 27-30 September 2023 (Herceg
Novi, MONTENEGRO)

2023 25" International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 25%
European Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 55" Congress of the
Italian Society of clinical biochemistry and clinical biology, Worldlab-Euromedlab 21-25
May 2023 (Rome, ITALY) (IFCC bursu)

2023 ABMBBIH CONFERENCE 2023, Sarajevo, Bosna Herzegovina (18-20 May 2023)
2022 Educational Considerations for Training-ATSB-FEBS (07 Aralik)

2022 The 26™ Biomedical Science and Technology Symposium-BIOMED 2022 (25-27
November)

2022 Uluslararas1 Biyokimya Kongresi/33. Ulusal Biyokimya Kongresi (26-30 October)
(IZMIR)

2022 Bioinfocongress III (14-16 October)

2022 Thermo Fischer Scientific “Look Again Discovery Days”(6 October)(ANKARA)
2022 TFCC-YS FORUM Complimentary event “Post-pandemic situation and Current
Trends in Lab Medicine-Meeting the Future” South KOREA, Seoul- (25-26 June)

2022 1*' International Symposium of Ege University Graduate School of Health Sciences (8
Haziran)

2022 Bioinfocongress II (18-20 Mart)

2022 IFCC Neurofilament Light Chain (NfL), Troponin for the Brain: Measurement and
Applications in Multiple Sclerosis and other neurological conditions

2021 Joint FEBS/SPB/UMinho Symposium on Evidence Based Teaching in Your
Biomolecular Classroom: Catalysing Student Engagement (Online)

2021 VIII. International Congress of Molecular Medicine (Online)

2021 International Biochemistry Congress /32" National Biochemistry Congress
(Gaziantep, Tiirkiye)

2021 IFCC Alzheimer’s disease CSF and Blood Tests: Current Practice and Future Prospects
2021 IFCC Common Laboratory Measures of Dysglycaemia; The Strengths and Weakness
2021Understanding the How and the Why: Biosafety in Centrifugation

2021Quality management of medical test results during the pandemic

2021 CRISPR 2021

2021 Bioinfocongress I 24-26 September 2021

2021 Un-Conventional QC: Implementing Appropriate QC Design Strategies in Your Lab
2021 Working in Tandem - 1st Annual TMT Symposium

2021 Elsevier Turkey Webinar - Increasing Scientific Productivity with ScienceDirect
20211%International Microscopy & Spectroscopy Congress/25. National Electron
Microscopy Congress

2021 IFCC Evidence-based Laboratory Medicine (Online)

2021 IFCC Tumor Liquid Biopsy (Online)

2021 IFCC Different Perspectives On Laboratory 4.0 (Online)

2021 IFCC Newborn Screening (Online)

2021 IFCC Quality in Clinical Laboratory (Online)

2021 IFCC Point of care testing in resource limited settings: dotting the "i's" and crossing
the "t's" (Online)
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2021 45" FEBS Congress Molecules of Life: Towards New Horizons (LJUBLJANA,
SLOVENIA, Online)

2021 IFCC TF-YS Webinar: Emerging Clinical Mass Spectrometry Applications (Online)
2021 Content Registration at Crossref (Online)

2021 Evolving Molecular Bioscience Education 27-28 May 2021 (Online)

2021 IFCC Risk Management in Clinical Laboratories (Online)

2020 IFCC Advancing Internal and External Quality Assurance on a Global Scale (Online)
2020 ACS Publications Advancements in Covid-19 Testing&Diagnostics

2019 27" BCLF 2019 / 30" TBS National Biochemistry Congress (Antalya, Tiirkiye)

2019 FEBS Workshop on Molecular Life Sciences Education (Tbilisi, Georgia)

2018 TBD International Biochemistry Congress-29™ National Biochemistry Congress
(Bodrum, Tiirkiye)

2018 FEBS Workshop on Molecular Life Sciences Education: TRAINING TOMORROW’S
SCIENTISTS (Izmir, Tiirkiye)

Uluslararasi Kongrelerde—Cahistaylarda-Kurslarda Gorevler

Oturum Bagkanh@ : XXXI Meeting of Balkan Clinical Laboratory Federation, 35%
National Biochemistry Congress 28 October-1 November 2024, Antalya, Tiirkiye

Kurs Egitmen Gérevi miRNA Isolation and Expression Training Programme. 27" BCLF
2019 / 30" TBS National Biochemistry Congress, 27-31 October 2019.

Local Trainee 11" Beginners’ Course in Molecular Diagnostics (C-CMBC/IFCC), 4-10
September 2022, Nigde, Tiirkiye

Kurs Sekretaryasi: 111 Beginners' Course in Molecular Diagnostics (C-CMBC /IFCC), 4-
10 Eyliil 2022, Nigde, Tiirkiye

Kurs Sekretaryasi: 2"¢ Advanced Course in Molecular Diagnostics (C-CMBC / IFCC), , 1-
3 Aralik 2022, Adana, Tiirkiye

Egitmen Gorevi : Europen Medical Students’ Association-Research Twinning etkinligi-
Karaciger Dokusundan Glikojen Tayini/Karbohidratlarin Kalitatif ve Kantitatif
Tayini/Protein Miktar Tayini deneyleri 25 January 2023.

BILIMSEL CALISMALAR
Uluslararasi Terciime Bilimsel Kitapta Boliim Yazarhg:

1. Biochemical Calculations. Irwin Segel. Ceviren R.Semsi & Aylin Sepici Dingel
Bolim 1 (Sulu Cozeltiler ve Asit-Baz Kimyas1), 1-90, Ikinci baski, Ceviri
Editorii: Rabia Semsi &Aylin Sepici Dingel (2025)

2. Biochemical Calculations. Irwin Segel. Ceviren R.Semsi & Aylin Sepici Dingel
Boliim 2 (Biyolojik Molekiillerin Kimyasi), 1-90, Ikinci baski, Ceviri Editorii:
Rabia Semsi &Aylin Sepici Dingel (2025)
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3. Biochemical Calculations. Irwin Segel. Ceviren R.Semsi & Aylin Sepici Dingel
Boliim 5 (Spektrofotometri ve Diger Optik Yontemler), 1-90, Ikinci baski, Ceviri
Editorii: Rabia Semsi &Aylin Sepici Dingel (2025)

4. Biochemical Calculations. Irwin Segel. Ceviren R.Semsi & Aylin Sepici Dingel
Bolim 6 (Biyokimyada Izotoplar), 1-90, Ikinci baski, Ceviri Editorii: Rabia
Semsi &Aylin Sepici Dingel (2025)

5. Lehninger Principles of Biochemistry. David L. Nelson, Michael M.Cox, Aaron
A. Hoskins. Ceviren R.Semsi & Aylin Sepici Dingel Boliim 3 (Amino Asitler,
Peptitler ve Proteinler), 70-105 Sekizinci baski. Ceviri Editorii: Dogan
Yiicel.(2024)

6. Lehninger Principles of Biochemistry. David L. Nelson, Michael M.Cox, Aaron
A. Hoskins. Ceviren R.Semsi & Duygu Sahin Bsliim 4 (Proteinlerin Ug Boyutlu
Yapisi), 106-146 Sekizinci baski. Ceviri Editorii: Dogan Yiicel.(2024)

7. Lehninger Principles of Biochemistry. David L. Nelson, Michael M.Cox, Aaron
A. Hoskins. Ceviren R.Semsi & Gozde Aydogdu Tig Boliim 6 (Enzimler), 177-
228 Sekizinci baski. Ceviri Editorii: Dogan Yiicel. (2024)

8. Harpers Illustrated Biochemistry. Victor Rodwell and David Bender. Ceviren
R.Semsi: & A. Sepici Dingel, Boliim 39 (432 - 458), Otuzbirinci baski. Ceviri
Editorii: Dogan Yiicel (2019)

Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan Bildiriler

1.

Zeliha Tiirkan Asik, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. “Diverse Outcomes of Peer
Learning” Poster Presentation, 49" FEBS Congress-Bridging Continents to Advance
Life Science, 5-9 July 2025, Istanbul, Tiirkiye

Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. “Design and Characterization of a Biosensor for
the Detection of CTX and PINP in Biological Fluids” Poster Presentation, 49" FEBS
Congress-Bridging Continents to Advance Life Science, 5-9 July 2025, Istanbul,
Tiirkiye

Demet Abdullahoglu, Rabia Semsi, Aysel Caglan Giinal, Aylin Sepici Dingel.
Oxidative Stress Responses in Zebrafish (Danio rerio) Exposed to Perfluorooctane
Sulfonate (PFOS): May TOS and TAS be a Rapid Biomarker?” Poster Presentation,
49" FEBS Congress-Bridging Continents to Advance Life Science, 5-9 July 2025,
Istanbul, Tiirkiye

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dincel. “A Biochemical Biosensor
Designed To Track Bone Status Indices From Body Fluids”, Poster Presentation.
Euromedlab 2025, Brussells, Belgium, 18-22 May 2025.

Rabia Semsi. V.Ercan Dincel, Aylin Sepici Dincel. “Development of an
Immunosensor for the Detection of Wnt Signaling Pathway Inhibitor Sclerostin in
Saliva and Serum”, Poster Presentation, Euromedlab 2025, Brussels, Belgium, 18-
22 May 2025.



10.

11.

12.

13.

14.
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Rabia Semsi, Ugur Sozlii, Selda Basar, Aylin Sepici Dingel “Impact Of
Neurodynamic Mobilization Techniques On Muscle Damage And Bramn- Derived
Neurotrophic Factor Levels In Delayed Onset Muscle Soreness”, Poster
Presentation. XXXI Meeting of Balkan Clinical Laboratory Federation, 35" National
Biochemistry Congress 28 October-1 November 2024, Antalya, Tirkiye.

Zeliha Tiirkan Asik, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. Disrupted circadian rhythm
results in diabetes in the offspring of rats. Poster Presentation. 48th FEBS
CONGRESS Mining biochemistry for human health and well-being. Milano, Italy,
29 June-3 July 2024.

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Duygu Dayanir, Altay Uludamar, Ayhan Ozkul, Aylin
Sepici Dincel. “Evaluation of Osseointegration in Alveolar Bone Defects: A
Preclinical Modelling”, Poster Presentation 48th FEBS CONGRESS Mining
biochemistry for human health and well-being, Milano, Italy, 29 June - 3 July 2024.

Rabia Semsi, Aylin Sepici Dincel. “Developing Education and Training in
Undergraduate Level Biochemistry Laboratories in Tiirkiye and Northern Cyprus”
Poster Presentation 48th FEBS CONGRESS Mining biochemistry for human health
and well-being, Milano, Italy, 29 June - 3 July 2024.

Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. “Laboratuvar Giivenligi, Tehlikeli Maddelerin
Imhas;, Msds (Malzeme Giivenlik Bilgi Formu)”. Invited Speaker. ,”2nd
International Azerbaijan Laboratory Medicine Congress &Lab Expo (AZLTK
&LAB EXPO 2024) and ANKEM (Rational Antibiotic Use) Symposium. Baku-
Azerbaijan 2-4 May 2024.

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Remzi Orkun Akgiin, Okan Ekim, Altay Uludamar,
Ayhan Ozkul, Aylin Sepici Dincel “Wnt Signaling Inhibitors for Increasing
Osseointegration”, Oral Presentation International Biochemistry Congress/34.
National Biochemistry Congress, Fethiye/Mugla Tiirkiye 29 Ekim-1 Kasim 2023.

Giilsiim Kocak, Burcu Eser, Rabia Semsi, Goktug Giil, Pinar Arslan, Aysel Caglan
Giinal, Aylin Sepici Dingel. “Omurgali Model Organizma, Zebra Baliklarinda
Asetamipridin Oksidatif DNA Hasar1” Oral Presentation International Biochemistry
Congress/34. National Biochemistry Congress, Fethiye/Mugla Tiirkiye 29 Ekim-1
Kasim 2023.

Rabia Semsi, Aylin Sepici Dincel. “Awareness of Medical Students About Green
Chemistry, Green Labs and Sustainability ”, Poster Presentation BCLF Congress,
Herceg Novi/Montenegro, 27-30 September 2023.

Rabia Semsi, V.Ercan Dincel, Aylin Sepici Dincel "Wnt-Signal Inhibitors as
Biomarkers in Osteoporotic Hip Fractures”, Poster Presentation WorldLab-
EuroMedLab Roma 2023 Congress (21-25 May 2023).



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
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Erdal Ergunol, Rabia Semsi, Duygu Dayanir, Okan Ekim, Altay Uludamar, Ayhan
Ozkul, Aylin Sepici Dincel. “ The Local Use of Sclerostin and Dickoppf-1 As A
Therapeutic Composition To Increase Osseointegration at Alveolar Bone Grafting ,
Poster Presentation WorldLab-EuroMedLab Roma 2023 Congress (21-25 May
2023).

Rabia Semsi, Burak Hazir, Nirgiil Birger, Arzu Or Koca, Asiye Ugras Dikmen, Ayse
Iriz, Aylin Sepici Dingel, Ilhan Yetkin. “Relationship of Orexigenic and
Anorexigenic Hormones with Body far Distribution in Patiensts with Obstructive
Sleep Apnea Syndrome” , Oral Presentation International Biochemistry Congress/33
National Biochemistry Congress, Cesme/Ilica, Turkey, 26-30 October 2022.

Rabia Semsi. “Flipped Learning” Approach in Medical Biochemistry Laboratory:
Medical Students’ Achievement and Attitudes, Invited Speaker, International
Biochemistry Congress /32" National Biochemistry Congress, Gaziantep, Turkey,
27-30 October 2021.

Rabia Semsi, Aylin Sepici Dincel. Molecular Laboratory Techniques Used in
Research and Medical Practice: Applied Training Course Pre-test/Post-test
Evaluation Results, Poster Prensentation, XXVIII. Balkan Clinical Laboratory
Federation Meeting and XIII. National Conference of Clinical Laboratory, Sofia,
Bulgaria, 8-11 September 2021.

Rabia Semsi, Meryem Selvi, Aysel Caglan Giinal, Aylin Sepici Dingel. The Effect
of Portfolios on Medical Students’ Academic Achievement and Attitudes toward
Endocrine Distruptors Course, Poster Presentation, 45 FEBS Congress Molecules
of Life: Towards New Horizons, Ljublajana, Slovenia,3-8 July 2021.

Rabia Semsi, Umut Kokbas, Aylin Sepici Dingel, Erdal Ergiinol and event. Kayrin,
Evaluation of Saliva Kallikrein-8 Levels Related with Stress, Oral Presentation, 27th
Bcelf 2019 / 30th Tbs National Biochemistry Congress, Antalya, Turkey, 27-31
October 2019.

Emre Kanad Er, Rabia Semsi, Erdal Ergiinol and Aylin Sepici Dingel. Evaluation of
Environmental Conditions in Dental Practice with Inflammatory Biomarkers in
Saliva Samples, Oral Presentation, 25™ International Dental Congress of TDA 4-7
September 2019.

Erdal Ergiinol, Rabia Semsi, Emre Kanad Er and Aylin Sepici Dingel, The
Evaluation of Saliva Electrolyte and Antioxidant Status in Different Age Groups
According to Health Status, Oral Presentation, 25 International Dental Congress of
TDA, 4-7 September 2019.

Rabia Semsi, Umut Kokbas, Burak Arslan, Aylin Sepici Dingel, Erdal Ergiinol and
Levent Kayrin, Comparison of Chemiluminescence Immunoassay and Biosensor
Methods for Measurement of Saliva Glucose Levels in Adults, Poster Presentation,
44" FEBS Congress:From molecules to living systems?, Poland 06-11 July 2019.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
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Aslihan Coban, Rabia Semsi, Burak Arslan, Erdal Ergunol, Aylin Dincel. Absolute
quantification of cell free, circulating DNA from plasma, urine and saliva, Poster

Presentation, 44" FEBS Congress:From molecules to living systems? Poland, 06-11
July 2019.

Erdal Ergiinol, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel Implications For "History of
Dentistry and Ethics" In Life Sciences “International Scientific Congress and
Exhibition”, IZMIR, 9-11 November 20138.

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dingel The View Of The Students About
Biochemistry Course From Middle East Countries “TBD International Biochemistry

Congress-29" National Biochemistry Congress”,BODRUM, Oral Presentation,
BODRUM, 26-30 October 2018 .

Ayse Iriz , Rabia Semsi, Burak Arslan , Burcu Eser, Aylin Sepici Dingel. The
Association of Trytophan-Kynurenine Level and Disease Activity of Mild and
Medium/Severe Osas “TBD International Biochemistry Congress-29" National
Biochemistry Congress” Poster Presentation, BODRUM, 26-30 October 2018.

Aysel Caglan Giinal , Rabia Tural , Rabia Semsi Ozkisa, Nagehan Ipiciiriik, Aylin
Sepici Dingel Effects of Zinc and Copper Pyrithione on Vitellogenin Levels of
Zebrafish (Danio Rerio) “TBD International Biochemistry Congress-29" National
Biochemistry Congress”, Poster Presentation, BODRUM, 26-30 October 2018.

Erdal Ergiinol, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. There is Value in Taking The Time
To Teach Dental History And Ethics in Dentistry Curriculum “FEBS Workshop on
Molecular Life Sciences: Training Tomorrow’s Scientists”, IZMIR, Poster
Presentation, Award of Poster , 5-7 September 2018.

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dingel, Academic Performance Of
International Students in Dental Biochemistry Course “FEBS Workshop on
Molecular Life Sciences: Training Tomorrow’s Scientists”, Poster Presentation,
IZMIR, 5-7 September 2018.

Rabia Semsi Ozkisa, Rabia Tural, Aysel Caglan Gunal ,Aylin Sepici Dincel The
evaluation of endocrine disruptor effects of environmental pollutant zinc and copper
pyrithione via apoptosis pathways by histopathological and biochemical
analyses.Special Issue: 43rd FEBS Congress, FEBS Open Bio 8 (Suppl.S1), page
220, Czech Rebuplic, July 2018.

Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitaplarinda Basilan Bildiriler

1.

Ozer Tug, Rabia Semsi, Huriye Bilge Tuncer, Nuran Siingii , Sevdenur Ozdiizgiin
Polat, Elvin Kesimci , Aylin Sepici Dingel , Ezgi Erkili¢. “Deneysel Modellemede
Crush Hasarlanma ve Renal Fonksiyonlarin Degerlendirilmesi”, Poster Sunumu, IX.
Tiirkiye in vitro diyagnostik sempozyumu, “Preklinik ve Klinik Modellemeler 11-
Kanser Arastirmalar1”, Izmir 9-11 Nisan 2025



10.
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Rabia Semsi, Burcu Eser, Giilsim Kogak, Goktug Giil, Pinar Arslan, Aysel Caglan
Giinal, Aylin Sepici Dingel. Oxidative DNA Damage of Lambda-Cyhalothrin in
Model Organism. VIII. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu, Poster Sunumu
“ Preklinik Modellemeler” Izmir, 29 Kasim/01 Aralik 2023

. Arzu Or Koca, Ayse Iriz, Aylin Sepici Dingel, Burak Hazir, Rabia Semsi, Nirgiil

Bilger, Asiye Ugras Dikmen, Ilhan Yetkin. Obstriiktif Uyku Apne Sendrom’lu
olgularda viicut yag dagilimi ile oreksijenik ve anoreksijenik hormon iliskileri. S6zlii
Sunum. 43. Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Kongresi, Antalya,
18-22 Mayis 2022

Rabia Semsi, Ugur Sozlii, Selda Basar, Aylin Sepici Dingel. “Gecikmis Kas
Agrisinda Nérodinamik Mobilizasyon Tekniginin Inflamasyon Biyobelirtegleri ile
Agri, Basing Agri Esigi, Normal Eklem Hareketi, Kas Kuvveti ve Fonksiyonel
Durum Uzerine Etkisinin Arastirilmasi.” Poster Sunumu, VII. Tiirkiye in vitro
diyagnostik Sempozyumu. “Inflamasyon”, izmir, 27-29 Nisan 2022.

Rabia Semsi, Emre Kanad Er, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dingel “Akademik Sinav
Stresi: Tiikiiriik kortizolii, Néropeptit Y ve Interlokin-1B Uzerindeki Etkileri”, Sozlii
Sunum, 31. Ulusal Biyokimya Kongresi, 18-20 Aralik 2020.

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dingel, “Tip, Tip Dis1 Yasam Bilimleri ve
Farkli Akademik Birimlerin Biyoetik Konularina iliskin Tutum ve Gériislerinin
Degerlendirilmesi”, Poster Sunumu, V. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu,
“Saglik Biyoteknolojisi”, IZMIR, 19-21 Subat 2020

Umut Kokbas, Rabia Semsi, Aylin Sepici Dincel, Erdal Ergiinol, Abdullah Tuli,
Levent Kayrin “DNA-Chip for Determination of Point Mutations”, S6zlii Sunum,
IV.Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu“Biyosensérler”, IZMIR, Sozlii
Sunum Birincilik Odiilii 20 Subat-22 Subat 2019

Rabia Semsi, Umut Kokbas, Burak Arslan, Aylin Sepici Dingel, Erdal Ergiinol,
Levent Kayrin “Evaluation Of Salivary Cortisol Levels Before And After
Examinations In Young Adults Individuals By Different Biochemical Analysis
Methods”, Poster Sunumu, IV.Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu,
“Biyosensdrler”, IZMIR, 20 Subat-22 Subat 2019

Umut Kokbag, Rabia Semsi, Burak Arslan, Aylin Sepici Dingel, Erdal Ergiinol,
Levent Kayrin “Evaluation Of Saliva Uric Acid Levels In Young Adult Individuals
By Biosensor Method”, Poster Sunumu, IV.Tiirkiye in vitro Diyagnostik
Sempozyumu,“Biyosensorler”, IZMIR, 20 Subat-22 Subat 2019

Ayse Iriz, Rabia Semsi Ozkisa, Rabia Tural , Aylin Sepici Dingel. “Biomarkers
Related with Galectin-1 In Moderate And Medium/Severe Levels Of Obstructive
Sleep Apne Syndrome”, Poster Sunumu, III. Tiirkiye in vitro Diyagnostik
Sempozyumu, “Endokrin ve Metabolik Hastaliklar, Tanidan Tedaviye
Biyobelirtecler”, IZMIR, 28 Subat- 02 Mart 2018
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11. Ercan Dingel, Rabia Semsi Ozkisa, Funda Kosova, Aylin Sepici Dingel.”Evaluation

OfN-Telopeptide Levels in Romatoid Arthritis”, Poster Sunumu, III. Tiirkiye in vitro
Diyagnostik Sempozyumu, “Endokrin ve Metabolik Hastaliklar, Tanidan Tedaviye
Biyobelirtecler”, IZMIR, 28 Subat- 02 Mart 2018.

Yazilan Ulusal/Uluslararasi Kitaplar veya Kitaplardaki Boliimler

1.

Ugur Sozlii, Selda Basar, Rabia Semsi, Esedullah Akaras, Aylin Sepici Dingel.
International Studies and Evalations in the Field of Health Sciences. Chapter
10:Effectiveness of Neurodynamic Mobilization Technique on Delayed Onset
Muscle Soreness- Associated Muscle Damage and Inflammatory Biomarkers.
Editors: Prof. Dr. Engin Sahna, Prof. Dr. Hasan Akgiil, Prof. Dr. Zeliha Selamoglu.
Ingilizce (Bilimsel Kitap).

Rabia Semsi, Erdal Ergiinol, Aylin Sepici Dingel. Dis Hekimligi Ogrencileri igin
Tibbi Biyokimya. Ttikiiriik Biyokimyas1 (2022). Nobel T1p Kitabevleri. Editor: Dog.
Dr. Mustafa Nisari and Dr. Ogretim Uyesi Umut Kkbas. Tiirkce (Bilimsel Kitap).

. Rabia Semsi, Aylin Sepici Dingel. Dis Hekimligi Ogrencileri i¢in Tibbi Biyokimya.

Boliim : Metabolik Entegrasyon (2022). Nobel Tip Kitabevleri. Editér: Dog. Dr.
Mustafa Nisari and Dr. Ogretim Uyesi Umut Kokbas. Tiirkge (Bilimsel Kitap).

Rabia Semsi, Ayse Iriz, Aylin Sepici Dingel. Biophotonics, Tryptophan and Disease
Book. Chapter 11:Tryptophan and kynurenine levels in patients with obstructive
sleep apnea syndrome (2021). Elsevier Academic Press. Editor(s): Sordillo, P,
Sordillo L. Ingilizce (Bilimsel Kitap).

Projeler

1.

Sepici Dingel A. (Yiiriitiicii), Semsi R., Ergilinol E. Viicut Stvilarinda Kemik Yapim-
Yikim Biyobelirte¢ Tayinine Yonelik Biyosensor Gelistirilmesi. Yiiksekogretim
Kurumlar1 Destekli Proje (2024-devam ediyor).

Sepici Dingel A. (Yiiriitiicii), Ergiinol E., Semsi R, Eser B. Dis Cekim Soketinde
Kemik Iyilesmesi ve Farkli Kimyasal Kaplama ile Hazirlanan Dental Implant
Uygulama  Sonrasi  Osseointegrasyonun  Domuzlarda  Degerlendirilmesi.
Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje (2024- devam ediyor).

Sepici Dingel A. (Yiiriitiicli), Ergiinol E., Semsi R., Uludamar A. Dis Cekim
Soketinde Kemik lyilesmesi ve Farkli Kimyasal Kaplama ile Hazirlanan Dental

Implant Uygulama Sonras1 Osseointegrasyonun Domuzlarda Degerlendirilmesi.
Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje (2023-2024).

Sepici Dingel A. (Yiiriitiicli), Dayanir D., Ergiinol E., Akgiin R. Semsi R., O., Ekim
0., Uludamar A., ve digerleri. Kemik Greftleri ile Osseointegrasyonun Artirilmasi
icin Terapotik Kompozisyonun Lokal Kullanimi Yiiksekogretim Kurumlar: Destekli

Proje (2021-2024).


https://avesis.gazi.edu.tr/proje/a6396a95-08ef-47fc-b271-3dc05cd4b67b/vucut-sivilarinda-kemik-yapim-yikim-biyobelirtec-tayinine-yonelik-biyosensor-gelistirilmesi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/a6396a95-08ef-47fc-b271-3dc05cd4b67b/vucut-sivilarinda-kemik-yapim-yikim-biyobelirtec-tayinine-yonelik-biyosensor-gelistirilmesi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/6ea523b0-5727-4648-b26c-22f6d7a50597/dis-cekim-soketinde-kemik-iyilesmesi-ve-farkli-kimyasal-kaplama-ile-hazirlanan-dental-implant-uygulama-sonrasi-osseointegrasyonun-domuzlarda-degerlendirilmesi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/6ea523b0-5727-4648-b26c-22f6d7a50597/dis-cekim-soketinde-kemik-iyilesmesi-ve-farkli-kimyasal-kaplama-ile-hazirlanan-dental-implant-uygulama-sonrasi-osseointegrasyonun-domuzlarda-degerlendirilmesi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/6ea523b0-5727-4648-b26c-22f6d7a50597/dis-cekim-soketinde-kemik-iyilesmesi-ve-farkli-kimyasal-kaplama-ile-hazirlanan-dental-implant-uygulama-sonrasi-osseointegrasyonun-domuzlarda-degerlendirilmesi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/0ef0e9a6-9269-4c43-8ca0-c99345e09de4/kemik-greftleri-ile-osseointegrasyonun-artirilmasi-icin-terapotik-kompozisyonun-lokal-kullanimi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/0ef0e9a6-9269-4c43-8ca0-c99345e09de4/kemik-greftleri-ile-osseointegrasyonun-artirilmasi-icin-terapotik-kompozisyonun-lokal-kullanimi
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5. Sepici Dingel A. (Yiirtiicii), Semsi R., Ergiinol E., Coban A. Circulating Cell Free
Niikleik Asitlerin Plazma, Idrar ve Tiikiiriikteki Mutlak Miktarlarmm Bulunmasi
Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje (2020-2023).

6. Basar S. (Yiirtiicii), Sozli U., Semsi R., Sepici Dingel A., Akaras E. Gecikmis Kas
Agnisinda Nérodinamik Mobilizasyon Tekniginin Kas Hasari ve Inflamasyon
Biyobelirtecleri ile Agri, Basing Agr1 Esigi, Normal Eklem Hareketi, Kas Kuvveti
ve Fonksiyonel Durum Uzerine Etkisinin Arastirilmasi. Yiiksekogretim Kurumlari
Destekli Proje (2020-2021).

7. Sepici Dingel A. (Yiirttiicii), Ergiinol E., Semsi R. Geng Eriskin Bireylerde Sinav
Oncesi ve Sonrasi, Eriskin Bireylerde Dis Hekimligi Uygulamalar1 Oncesi ve
Sonras1 Tiukiiriik ve Serumda Amilaz, Kortizol, Nitrik Oksit, Endotelin-1
Diizeylerinin Farkli Biyokimyasal Analiz Yontemleri ile Degerlendirilmesi.
Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje (2019-2019).

Bilimsel Kuruluslara Uyelikler
1. Tiirk Biyokimya Dernegi, Uye, 2018
2. EFLM Academy, Uye, 2023
Bilimsel Arastirma/Calisma Grubu Uyelikleri

Sd Lab, Sepici-Dingel Research Lab. https://avesis.gazi.edu.tr/arastirma-grubu/sdlab

Gazi Universitesi, Tiirkiye
Diger
MEDICA- 11-14 NOVEMBER 2024, DUSSELDORF, GERMANY

YENI FIKIRLER YENI ISLER- BOOTCAMP DAY-19-20 OCTOBER 2024,
ODTUTEKNOKENT, ANKARA

YENI FIKIRLER YENI ISLER -DEMO DAY- 4 ARALIK 2024, ODTU KKM,
ANKARA-BITES OZEL ODULU

TAKE OFF FUAR, ISTANBUL FUAR ALANI, 11-12 Aralik 2024, ISTANBUL

Sosyal Sorumluluk

Yasemin Karakaya Bilim ve Sanat Merkezi Tiibitak Bilim Soylesileri, ““ Saglikli Yasam ve
Beslenme i¢in Saglikli Cevre”-26 Nisan 2022

Editorliik

Journal of Future Biochemistry and Bioscience- Alan Editorii

Hobiler

Tenis ve voleybol oynamak ve izlemek, Futbol mag1 izlemek, Kiiltiirel seyahatler, Kitap
okumak


https://avesis.gazi.edu.tr/proje/2e390453-569c-45b4-b5a5-1347e34d3812/circulating-cell-free-nukleik-asitlerin-plazma-idrar-ve-tukurukteki-mutlak-miktarlarinin-bulunmasi
https://avesis.gazi.edu.tr/proje/2e390453-569c-45b4-b5a5-1347e34d3812/circulating-cell-free-nukleik-asitlerin-plazma-idrar-ve-tukurukteki-mutlak-miktarlarinin-bulunmasi
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