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Kanser Biyobelirteci Alfa-Fetoproteinin Elektrokimyasal Tayini i¢in Tek Kullanimlik Etiketsiz Yeni AFP immiinosensoriiniin
Gelistirilmesi

Kadir ERDEM?, Melike BILGI KAMAG*"

OZET: Bu arastirmada, bir kanser biyobelirteci olan alfa-fetoproteinin (AFP) elektrokimyasal tayini igin tek kullanimlik yeni etiketsiz
immiinosensor gelistirilmis ve insan kan serumu numunelerinde uygulamasi gergeklestirilmistir. Caligmada yiizey baskili karbon elektrotlar
(SPCE) ilk olarak indirgenmis grafen oksit (RGO) ile modifiye edilmis ardindan elektropolimerizasyon teknigi uygulanarak elektrot yiizeyi
polindtral kirmizi (PNR) ile kaplanmug, son olarak elektrodepozisyon metodu ile altin nanopargaciklar (AuNP) yiizeyde olusturulmustur.
SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun elektrokimyasal karakterizasyonu doniigiimlii voltametri (CV), diferansiyel puls voltametri (DPV) ve kare
dalga voltametri (SWV) metotlar1 kullanilarak yapilmigtir. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarin yiizeyine Anti-AFP’nin immobilizasyonu 3-
merkaptopropiyonik asit (3-MPA) ve 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimid/N-hidroksisiiksinimid (EDC/NHS) kullanilarak kovalent
baglama yontemi ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan AFP immiinosensdriiniin optimum ¢alisma parametreleri DPV ve SWV metotlar1 ile
belirlenmistir. DPV ve SWV metotlari ile belirlenen dogrusal tayin araliklar: 1-500 ng mL™, tespit limitleri ise sirastyla 0.79 ng mL* ve 0.86 ng
mL? olarak belirlenmistir. AFP immiinosensdriiniin tekrarlanabilirligi 50 ng mL* AFP konsantrasyonu i¢in test edilmis ve bagil standart sapma
(R.S.D.) degerleri DPV ve SWV metotlar1 igin sirasiyla %4.06 (n=10) ve %3.68 (n=10) olarak hesaplanmistir. Gelistirilen AFP immiinosensoriiniin
uygulama kararliligi 60 giin boyunca, depolama kararlilig1 ise 12 hafta depolama siiresince voltametrik metotlarla incelenmistir. Hazirlanan AFP
immiinosensorleri insan serumu drneklerine bilinen miktarda ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki AFP’nin analizi i¢in kullanilmis ve %95’in
ustiinde geri kazanimlar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal AFP immiinosensorii, kanser biyobelirteci, indirgenmis grafen oksit, polindtral kirmizi, altin nanopartikiil,
yiizey baskil1 karbon elektrotlar

Development of a New Disposable Label-free AFP Immunosensor for Electrochemical Detection of Cancer Biomarker Alpha-
Fetoprotein

ABSTRACT: In this study, a new disposable label-free immunosensor was developed for the electrochemical determination of alpha-fetoprotein
(AFP) that is a cancer biomarker and its application was performed on human blood serum samples. In the work, firstly the screen printed carbon
electrodes (SPCE) were modified with reduced graphene oxide (RGO), then the electrode surface was coated with polyneutral red (PNR) by
applying the electropolymerization technique and finally, gold nanoparticles (AuNP) were created by electrodeposition method on the surface.
Electrochemical characterizations of the SPCE/RGO/PNR/AuUNP electrode were performed using cyclic voltammetry (CV), differential pulse
voltammetry (DPV), and square wave voltammetry (SWV) methods. Immobilization of Anti-AFP to the surface of SPCE/RGO/PNR/AuNP
electrodes was carried out by a covalent binding method using 3-mercaptopropionic acid (3-MPA) and 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS). The optimum working parameters of the prepared AFP immunosensor were determined
by DPV and SWV methods. It was calculated that the linear range was 1-500 ng mL%, the limit of detections was 0.79 ng mL*, and 0.86 ng mL"
! respectively. The reproducibility of the AFP immunosensor was tested for 50 ng mL* AFP concentration and relative standard deviation (R.S.D.)
values were calculated as 4.06% (n = 10) and 3.68% (n = 10) for DPV and SWV methods, respectively. The operation stability of the developed
AFP immunosensor was examined by voltammetric methods for 60 days, and the storage stability for 12 weeks. The prepared AFP immunosensors
were used for the analysis of different concentrations of AFP added to the human serum samples in a known amount and over 95% recoveries
were obtained.

Keywords: Electrochemical AFP immunosensor, cancer biomarker, reduced graphene oxide, polyneutral red, gold nanoparticle, screen-printed
carbon electrodes
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GIRIS

Molekiil agirligr yaklagik 70 kDa olan alfa-feto protein (AFP), 590 ¢esit aminoasit iceren ve
yaklagik %3.4 karbonhidrattan olusan bir onkofetal glukoproteindir (Zhou ve ark., 2018). Karaciger,
testis ve hepetosellular kanserinde (HCC), vitellus kesesi ve diger kotii huylu tiimérlerde bulunur. HCC
hastalarinin kaninda %75-80 oraninda AFP bulundugu bilinmektedir. AFP; endoderm kanser, teratoma,
yumurtalik kanseri ve mide kanserinden karaciger kanserine gegis asamalarinda da goriiliir (Tang ve Ma,
2017). Gebelik déoneminde diisiik ve down sendromu gibi yasanan olumsuz vakalarda da AFP miktarinin
artis gosterdigi tespit edilmistir (Yuan ve ark., 2019). Karaciger kanserinin teshisi ve tedavisi i¢in AFP
her zaman hayati ve ¢ok 6zel bir biyobelirte¢ olarak kabul edilir. Saglikli insan serumunda, AFP
konsantrasyonu genellikle 20 ng mL™**den diisiikken, karaciger kanseri hastalarinda bu deger 20 ng mL
1> den &nemli dlgiide fazladir (Wu ve ark., 2019). Bu nedenle, kan serumundaki AFP seviyesinin tespiti
biliyiik 6nem tasimaktadir. AFP’nin hassas ve secici tayini i¢in glivenilir metotlarin gelistirilmesi
gerekmektedir. Cesitli tayin metotlar1 arasinda, AFP'nin kantitatif tespiti i¢in floresans spektroskopisi
(Fang ve ark., 2018), kemiliiminesans (Fan ve ark., 2014), elektrokemiliiminesans (Liang ve ark., 2018),
enzim-bagli immunosorbent assay (ELISA) (Preechakasedkit ve ark., 2018), yiizey plazmon rezonansi
(Wangkam ve ark., 2016), elektrokimyasal immiinosensing (Yang ve ark., 2018; Li ve ark., 2018) ve
fotoelektrokimyasal algilama (Zhou ve ark. 2018) gibi bir dizi yontem Onerilmistir. Diger yontemlerle
karsilastirildiginda, elektrokimyasal immiinosensorlerin ekonomik, hassas, taginabilir ve kolay kullanim
gibi birgok avantaji vardir ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Bahadir ve Sezgintiirk, 2015). Etiketli
immiinosensorler, uygulanan etiketin analitik 6zellikleri nedeniyle son derece hassas olmasina karsin
zaman alict ve maliyetinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Etiketsiz immiinosensorler,
immiinokompleks olusumu sirasinda fiziksel degisiklikleri algilayabilir, daha hassas ve ¢ok yonli
tespitlere izin verir. Etiketsiz immiinosensorler, potansiyel basitligi ve ekonomikligi ile immiino analiz
sistemlerinde daha cok tercih edilir (Diaconu ve ark., 2013). Canli serumunda AFP tayini i¢in birgok
etiketsiz elektrokimyasal immiinosensor gelistirilmistir (Wu ve ark., 2019; Liu ve ark., 2019; Lan ve
ark., 2020; Jothi ve ark., 2020).

Grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksitin (RGO), kolay sentezlenebilmesi, suda iyi
¢Oziinebilmesi, biyouyumlulugu ve yiiksek ylizey alan1 gibi 6zellikleri nedeniyle biyosensor iiretimi,
hiicresel goriintiileme ve ila¢ salinimi alanlarinda potansiyel uygulamalar1 vardir (Zhou ve ark., 2019).
Grafen, GO ve RGO sensor ve biyosensorlerde elektronik iletkenligi artirmak ve biyomateryalin
immobilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Li ve ark., 2018; Yang ve ark., 2018). Notral
kirmizi (NR), viriisler gibi biyolojik materyalleri incelemek icin bir renklendirici, biyokimyasal
sistemlerde pH indikatorii, optik veya elektrokimyasal metotlar kullanarak DNA’nin incelenmesi gibi
cesitli amaglarla kullanilan bir fenazin boyasidir (Pauliukaite ve Brett, 2008). Son zamanlarda polinétral
kirmizi1 (PNR), sensor ve biyosensorlerde hem iletken polimer hem de redoks medyatdrii olarak
kullanilan bir polimerdir (Attar ve ark., 2014; Sahin ve Ayranci, 2015; Bilgi ve Ayranci, 2016). Altin
nanopartikiiller (AuNP), yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmasi, yliksek anodik potansiyellerde
calisma ihtiyacimi ortadan kaldirmasi ve biyouyumluluk gibi &zellikleri nedeniyle elektrokimyasal
sensor ve biyosensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Putzbach ve Ronkainen, 2013; Bilgi ve
Ayranci, 2018). Yiizey baskili elektrotlar (SPE), cesitli inert substratlar {izerine farkli iletken veya
yalitkan miirekkep katmanlarinin ardigik olarak yerlestirilmesini temel alir. SPE’lerin ¢ok yonli
modifikasyona uygun olmasi, dogrudan yerinde 6l¢liim yapabilme imkani sunmasi, tek kullanimlik
olmasi, hizl1 ve basit olmasi, diisiik maliyet gerektirmesi ve hasta bas1 testlere uygun olmasi gibi birgok
avantaj1 vardir (Fanjul-Bolado ve ark., 2007; Tudorche ve Bala, 2007).

1280



Kadir ERDEM ve Melike BILGI KAMAC 11(2): 1279-1292, 2021

Kanser Biyobelirteci Alfa- Fetoprotejnin Elektrokimyasal Tayini i¢in Tek Kullammlik Etiketsiz Yeni
AFP Immiinosensoriiniin Gelistirilmesi

Elektrokimyasal AFP immiinosensorleri ile ilgili cok sayida arastirma bulunmasina ragmen, RGO,
PNR ve AuNP ile modifiye edilmis tek kullanimlik SPCE elektrotlari ile hazirlanan diisitk maliyetli,
pratik, hazirlanmas1 kolay ve etiketsiz elektrokimyasal AFP immiinosensorii literatiirde yer
almamaktadir. Bu ¢calismada gelistirilen AFP immiinosensoriiniin analitiksel performanst DPV ve SWV
metotlari ile incelenmis, secicilik testleri yapilmis, uygulama ve depolama kararliliklart incelenmistir.
AFP immiinosensoriiniin uygulanabilirligi insan kan serumu numunelerinde denenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Anti-AFP ve AFP Novus Biologicals USA firmasindan, indirgenmis grafen oksit (RGO),
HAUCIs (kloroaurik asit), sigir serum albiimin (BSA), EDC (1-Etil,3-[3-dimetilaminopropil]
karbodiimid), NHS (N-hidroksisiiksinimid), insan serumu (erkek AB pihtilagmis tam kandan, H6914),
potasyum hekzosiyanoferrat (KsFe(CN)s) potasyum hekzosiyanoferrit (KsFe(CN)s), sodyum hidroksit
(NaOH) Sigma-Aldrich firmasindan, 3-merkaptopropiyonik asit (3-MPA), nétral kirmizi (NR), KH2PO4
(potasyum dihidrojen fosfat), K;HPO4 (dipotasyum hidrojen fosfat), KCl (potasyum kloriir), dimetil
formamid (DMF), hidroklorik asit (%37°1ik) ve etanol Merck firmasindan tedarik edilmistir. Kullanilan
tim kimyasallar yiiksek analitik safliktadir. Deneylerde Millipore Milli-Q Direct Q-3 ultra saf su
cihazindan elde edilen su kullanilmistir. Istenilen pH’da tampon ¢dzelti hazirlamak igin, standart tampon
cozeltilerle kalibre edilmis Mettler Toledo pH-metre kullanilmistir. Tiim ¢ozeltiler 50 mM pH 7.0 fosfat
tamponu igerisinde hazirlanmistir.

Elektrokimyasal 6l¢iimler

Tek kullanimlik yiizey baskili karbon elektrotlar (SPCE) DropSens (Oveido, Ispanya)
firmasindan temin edilmistir. SPCE’lerin calisma elektrodu (4 mm) ve karsit elektrodu karbondan,
referans elektrodu ise Ag/AgCl’den (0.1 M KCl) olugmaktadir. Elektrotlarin potantiyostata (Dropsens
uStat 400 Bipotantiostat/Galvanostat, Oveido, Ispanya) baglantisi DropSens’ten temin edilmis
konnektorler ile saglanmistir. Ttim elektrokimyasal dl¢limler, cihazin sinyalleri DropView 8400 yazilim1
ile degerlendirilen bilgisayar kontrollii Dropsens uStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat ile
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal olgtimler ve deneyler en az 3 tekrarh olarak gergeklestirilmistir.

SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin hazirlanmasi

0.5 mg RGO ve 1.0 mL DMF:Hz0 (1:1) karisimina 3 saatlik sonikator uygulamasiyla kararli ve
homojen bir siispansiyon hazirlanmistir. Disperse edilmis RGO’dan SPCE’lerin ¢alisma elektrodunun
yiizeyine 2 pL damlatilmis ve karanlhikta kapali ortamda oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir
(SPCE/RGO) (Altun ve ark., 2020; Bilgi Kamag ve ark., 2020a; 2020b). Daha sonra SPCE/RGO’larin
tizerinde PNR olusumu i¢in, 0.025 M pH 5.5 fosfat tamponu (0.1 M KNO3) icerisinde hazirlanan 1.0
mM monomer ndtral kirmizi ¢dzeltisine 50 mV s tarama hizinda -1.0 V ile +0.9 V potansiyel araliginda
15 dongili doniistimlii voltametri uygulanmistir (Attar ve ark., 2014; Altun ve ark., 2020). Son olarak,
SPCE/RGO/PNR’lerin iizerinde AuNP’nin hazirlanmasi i¢in 4 mM HAuCls (50 mM pH 7.0 fosfat
tamponu, 0.1 M KCl) ¢dzeltisine 50 mV s tarama hizinda -1.3 V ile -0.2 V potansiyel araliginda 10
dongli doniisiimlii voltametri uygulanmistir (Sonu¢ Karaboga ve Sezgintiirk, 2019). Her bir
modifikasyon basamagindan sonra, elektrotlarin yiizeyi ultra saf su ile yikanmis ve yiiksek safliktaki Ar
gazi ile kurutulmustur. Hazirlanan SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlarinin  elektrokimyasal
karakterizasyonlar1 i¢in 5 mM [Fe(CN)s]®* (1 M KCl) ¢bzeltisinde CV, DPV ve SWV o&lgiimleri
yapilmustir.
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AFP immiinosensoriiniin hazirlanmasi

AFP immiinosensoriiniin hazirlanmasinda, Anti-AFP’nin yiizeye immobilizasyonu i¢in kovalent
baglama yontemi kullanilmistir. Bu amagla, SPCE/RGO/PNR/AuNP’lerin ¢alisma elektrotlarinin
yiizeyine 50 mM 3-MPA (etanolde) ¢ozeltisinden 3 pL. damlatilmis ve karanlikta, oda sicakliginda 1
gece bekletilmistir (Sezgintiirk, 2011). 3-MPA ile modifiye edilmis SPCE/RGO/PNR/AuNP’lerin
calisma elektrotlarinin yiizeyine 0.6 mM EDC/0.1 mM NHS ¢6zeltisinden (pH 7.0 fosfat tamponunda)
2 uL damlatilmis ve oda sicakliginda sabit nem ortaminda 60 dk bekletilmistir (Demirbakan ve
Sezgintiirk, 2020). 3-MPA ve EDC/NHS ile aktive edilmis ¢alisma elektrotlarinin yiizeyine 2 pL. Anti-
AFP ¢ozeltisinden damlatilmis ve oda sicakliginda sabit nem ortaminda 60 dk bekletilmistir. Anti-
AFP’nin immobilizasyonundan sonra, elektrotlarin yiizeyine bloke edici ajan olan BSA (%1°lik, pH 7.0
fosfat tamponunda) ¢6zeltisinden 2 pL damlatilmis ve oda sicakliginda sabit nem ortaminda 30 dk
bekletilmigtir. Hazirlanan immiinosensorlerin - AFP  analizinde kullanabilmesi igin, bilinen
konsantrasyondaki AFP ¢ozeltisinden 2 uLL damlatilmis ve oda sicakliginda sabit nem ortaminda 15 dk
bekletilmistir. AFP immiinosensorlerinin her bir hazirlanma basamagindan sonra, elektrotlarin ytizeyi
ultra saf su ile yikanmis ve yiiksek safliktaki Ar gazi ile kurutulmustur. Hazirlanan AFP
immiinosensoriiniin elektrokimyasal karakterizasyonlar1 icin, 50 pg mL™* AFP konsantrasyonunda
hazirlanan immiinosensorler ile 5 mM [Fe(CN)s]** (1 M KCl) ¢ozeltisinde CV, DPV ve SWV
Olclimleri yapilmistir. AFP immiinosensoriiniin optimum caligma parametrelerinin belirlenmesi i¢in
antikor konsantrasyon optimizasyonu, antikor ve antijen inkiibasyon siire optimizasyon calismalari
yapilmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

SPCE/RGO/PNR/AUNP Elektrodunun Elektrokimyasal Karakterizasyonu
SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun formiilasyonunda yer alan nanomateryallerin ve iletken
redoks polimerinin etkisini incelemek icin SPCE, SPCE/RGO, SPCE/PNR, SPCE/AuNP,
SPCE/RGO/PNR, SPCE/RGO/AuNP, SPCE/PNR/AuNP ve SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrotlar ile 5
mM [Fe(CN)e]®* (1 M KCl) ¢ozeltisinde CV, DPV ve SWV olgiimleri yapilmistir. Elde edilen
voltamogramlar $ekil 1A, 1B ve 1C’de, voltamogramlardan elde edilen pik akim degerleri ise Cizelge
1’de verilmistir. SPCE iizerine RGO’nun modifikasyonu ile yalin SPCE elektroduna gore her {i¢ metotta
da elektronik iletkenligin artisiyla birlikte pik akim degerlerinin arttig1 goriilmektedir (CV, DPV ve
SWV ig¢in pik akim yiikseklikleri farki (AI) degerleri sirasiyla 3.2 pA, 35.8 pA ve 37.7 pA). RGO,
elektronik iletkenligi artiric1 yonde etki etmistir. SPCE yiizeyine sadece NR’nin elektropolimerizasyonu
sonrasinda elde edilen SPCE/PNR elektrodunda tiim metotlarda pik akim degerlerinin belirgin derecede
azaldig1 gozlenmistir. Bu sonuglar PNR’nin elektrot yiizeyine kaplandigini ve polimerin film kalinliga
bagli olarak difiizyonu azaltici etki yaptigini gostermektedir. SPCE iizerine AuNP’nin modifikasyonuyla
olusan SPCE/AuNP elektrodunda elde edilen pik akim degerlerinin (CV, DPV ve SWV i¢in Al degerleri
sirastyla 148.1 pA, 215.1 pA ve 175.0 pA) yalin SPCE, SPCE/RGO ve SPCE/PNR elektrotlarina gore
onemli Olglide arttig1 goriilmiistiir. Yalin SPCE’ye gore CV, DPV ve SWV i¢in Al degerleri sirasiyla
22.3 pA, 28.2 pA ve 27.2 pA’dir. Bu sonuglara gore AuNP, RGO’ya gore elektronik iletkenligi daha
fazla arttirmistir. SPCE/PNR’ye gore CV, DPV ve SWV i¢in Al degerleri ise sirasiyla 143.2 pA, 206.8
HA ve 170 pA’dir. SPCE/RGO/PNR elektrodunda elde edilen pik akim degerleri, SPCE/PNR
elektrodunda elde edilen pik akim degerlerine yakin, SPCE/RGO elektrodunda elde edilen degerlerden
olduke¢a diisiiktiir (Cizelge 1). RGO elektronik iletkenligi SPCE’ye gore belirgin derecede artirirken,
ayn1 etki SPCE/RGO/PNR’de gozlenememistir. Bu sonucglara gére SPCE/RGO/PNR elektrodunda da
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yilizeyde olusan polimer film tabakasi nedeniyle PNR diflizyonu azaltic1 yonde etki etmistir. PNR’nin
yer aldig1 diger elektrot olan SPCE/PNR/AuNP elektrodunda ise, pik akim degerlerinin hem SPCE/PNR
(CV, DPV ve SWV icin Al degerleri sirasiyla 149.2 yA, 223.4 pA ve 189.4 pA) hem de SPCE/AuNP’ye
(CV, DPV ve SWYV ig¢in Al degerleri sirastyla 6.0 pA, 16.6 pA ve 19.4 pA) gore arttigr Sekil 1A, 1B ve
1C’deki voltamogramlardan ve Cizelge 1’den anlagilmaktadir. PNR ve AuNP birlikte sinerjik bir etki
gostermis ve elektronik iletkenligi artirmistir. SPCE/RGO/AuNP elektrodunun pik akim degerleri ise,
SPCE/RGO (CV, DPV ve SWYV igin Al degerleri sirasiyla 27.5 pA, 29.5 pA ve 46.6 pA) ve
SPCE/AuNP’ye (CV, DPV ve SWV icin Al degerleri sirasiyla 5.2 pA, 1.3 pA ve 19.4 pA) gore daha
fazladir. Bu durum RGO ve AuNP nin birlikte sinerjik bir etki yaparak elektronik iletkenligi arttirdigini
gostermektedir. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunda ise tiim metotlarda elde edilen pik akim degerleri
incelendiginde, en yiiksek degerlere ulasildigi anlagilmaktadir. RGO, PNR ve AuNP materyallerinin
hepsinin elektrot formiilasyonunda yer almasi sinerjik bir etki yaratarak elektronik iletkenligi oldukca
fazla artirmistir (Sahin ve Ayranci, 2015; Bilgi Kamag ve ark., 2020a; 2020b).

30 ohcE 350 SPCE
SPCEPNS A SPCE/RGO B
200 ShaEAuN SPCE/PNR
SPCE/AUNP 250 SPCE/AUNP
SPCE/RGO/PNR
100 SPCE/RGO/AUNP SPCE/RGO/PNR
< SPCE/PNR/AUNP SPCE/RGO/AUNP
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Sekil 1. (A) SPCE, SPCE/RGO, SPCE/PNR, SPCE/AuNP, SPCE/RGO/PNR, SPCE/RGO/AuNP, SPCE/PNR/AuNP ve SPCE/RGO/PNR/AuNP
elektrotlarmin 5 mM [Fe(CN)s]®* (1 M KCl) ¢ézeltisinde -0.4 V ile +0.7 V potansiyel araliginda elde edilen déniisiimlii voltamogramlar (srate: 50 mV s
1), (B) -0.4 V ile +0.5 V potansiyel araliginda elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari (Epus: 70 MV, tous: 0.1'S, Egep: 5 MV, srate: 10 mV s?), (C) -0.3
V ile +0.6 V potansiyel araliginda elde edilen kare dalga voltamogramlari (Egep: 5 MV, Eamp: 25 mV, Freq: 5 Hz)

Cizelge 1. SPCE/RGO/PNR/AuNP elektrodunun hazirlanma basamaklarinda CV, DPV ve SWV’lerden elde edilen pik akimu yiikseklikleri

Elektrot tiirii CV (uA) DPV (uA) SWV (nA)

SPCE 122.6+0.26 151.1+£0.23 110.1+£0.24
SPCE/RGO 125.840.41 186.9+0.34 147.840.37
SPCE/PNR 4.9+0.07 8.3+£0.06 5.0+0.09
SPCE/AUNP 148.1+0.14 215.1+0.17 175.0+0.12
SPCE/RGO/PNR 5.1+£0.13 9.0+0.11 7.3+0.08
SPCE/RGO/AUNP 153.3+0.56 216.4+0.49 175.3 £0.51
SPCE/PNR/AuUNP 154.1+0.43 231.7+0.39 194.440.41
SPCE/RGO/PNR/AuUNP 170.0+0.71 288.2+0.68 234.0+£0.66
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AFP immiinosensoriiniin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

AFP elektrokimyasal icin 50 pg mL! AFP
konsantrasyonunda hazirlanan immiinosensorler ile 5 mM [Fe(CN)s]¥* (1 M KCl) ¢ozeltisinde CV,
DPV ve SWV ol¢iimleri yapilmigtir. AFP immiinosensoriiniin hazirlanma basamaklarina ait CV, DPV
ve SWV’ler sirastyla Sekil 2A, 2B ve 2C’de, voltamogramlardan elde edilen pik akim degerleri ise
Cizelge 2’de verilmistir. Anti-AFP’nin elektrot yiizeyine tutuklanmasi sonrasinda EDC-NHS/Anti-AFP
elektrodunun pik akim degerleri ii¢c metotta da azalmistir. Bu azalisin nedeni, antikorun elektrodun
yiizeyini EDC-NHS basamagina gore daha yalitkan hale getirmesi ve sonrasinda elektronlarin elektrot

immiinosensoriiniin karakterizasyonu

ylizeyine diflizyonunu azaltmasidir. Bu sonug, anti-AFP’nin elektrot yiizeyine basarili bir sekilde
kovalent baglandigin1 gostermektedir. BSA bloklama ajaninin modifikasyonu sonrasinda ise her ii¢
metottan elde edilen degerlere gére EDC-NHS/Anti-AFP/BSA immiinosensoriiniin yiizeyinde, EDC-
NHS/Anti-AFP elektroduna gore daha yalitkan bir tabaka olusmus ve bunun sonucu olarak da
elektronlarin elektrot yiizeyine diflizyonu azalmistir. Elektron diflizyonunun azalmasi ile pik akim
degerleri de azalmistir. Son basamakta ise AFP’nin immiinosensor yiizeyine immobilizasyonu ile AFP
immiinosensoriiniin yalitkanli§i daha da artmus, iletkenligi azalmis ve pik akim degerleri de azalma
gostermistir (Aydin ve Sezgintiirk, 2017; Demirbakan ve Sezgintiirk, 2020). Bu sonuclar AFP
immiinosensoriiniin basaril bir sekilde hazirlandigini géstermektedir.
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Sekil 2. AFP immiinosensoriiniin hazirlanma basamaklarmm 5 mM [Fe(CN)s]¥* (1 M KCl) ¢ozeltisinde (A) -0.4 V ile +0.8 V potansiyel araliginda elde
edilen dongiisel voltamogramlar (srate: 50 mV s™), (B) -0.4 V ile +0.5 V potansiyel araliginda elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari (Epys: 70 mV,
touis: 0.1'S, Estep: 5 MV, srate: 10 mV s?), (C) -0.3 V ile +0.6 V potansiyel arahiginda elde edilen kare dalga voltamogramlari (Egep: 5 MV, Eamp: 25 mV, Freq:

5 Hz)

Cizelge 2. AFP immiinosensoriiniin hazirlanma basamaklarinda CV, DPV ve SWV’lerden elde edilen pik akimu yiikseklikleri

Elektrot tiirii CV (nA) DPV (uA) SWV (nA)
EDC-NHS 110.4+0.30 155.6+0.27 130.8+0.23
EDC-NHS/Anti-AFP 108.4+0.39 152.4+0.32 129.7+0.33
EDC-NHS/Anti-AFP/BSA 90.1+0.24 94.2+0.22 109.4+0.21
EDC-NHS/Anti-AFP/BSA/AFP 72.6+£0.18 68.1£0.16 41.7+0.13

AFP immiinosensériiniin Optimum Cahsma Parametrelerinin Belirlenmesi

Anti-AFP antikor konsantrasyonunun optimizasyonu i¢in ii¢ farkli anti-AFP konsantrasyonuna
(25 pg mLt, 50 pg mL* ve 75 pg mL™) sahip AFP immiinosensorleri hazirlanmistir. Hazirlanan AFP
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immiinosensorleri farkli konsantrasyonlardaki AFP’nin analizi i¢in kullanilmistir. Bu amagla farkli AFP
immiinosensorlerinin 5 mM [Fe(CN)s] ¥ (1 M KCl) ¢ozeltisinde DPV ve SWV metotlari ile farkli
konsantrasyonlardaki AFP antijenine karsi 6l¢limleri alinmistir. DPV ve SWV 6l¢limlerinden elde edilen
akim farki degerlerinin farklt AFP konsantrasyon degerlerine karsi ¢izilen grafikleri sirasiyla Sekil 3A
ve 3B’de, grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi1 degerleri ise Cizelge 3’te verilmistir.
En yiiksek duyarlik degeri DPV metodu ile 50 pg mL?, SWV metodu ile 25 ug mL™? anti-AFP
konsantrasyonunda elde edilmis ve her iki duyarlik degerlerinin birbirine yakin oldugu gériilmiistiir. 50
ng mL*! anti-AFP konsantrasyonu igin her iki metotta elde edilen korelasyon katsayis1 degerleri en
yiiksektir. Duyarlik ve korelasyon katsayis1 degerlerinin her ikisi de g6z 6niinde bulunduruldugunda
optimum anti-AFP konsantrasyonu 50 pg mL™? olarak belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki
kisimlarinda AFP immiinosensorleri 50 pg mL™ anti-AFP konsantrasyonunda hazirlanmustir.

5
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlardaki anti-AFP ile hazirlanan SPCE/RGO/PNR/AuNP/ Anti-AFP/BSA immiinosensorlerinin farkli konsantrasyonlardaki
AFP antijenine kars1 5 mM [Fe(CN)e] ¥ (1 M KCI) ¢bzeltisinde (A) DPV cevabina etkileri, (B) SWV cevabina etkileri

Cizelge 3. Sekil 3A ve 3B’de verilen grafiklerinden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri

Metot Anti-AFP konsantrasyonu (ug mL™) Duyarlik (pA mL ng?) Korelasyon katsayisi (r)
25 0.0204+0.0003 0.9774
DPV 50 0.0333+0.0007 0.9981
75 0.028 +0.0005 0.9330
25 0.0114+0.0001 0.9796
SWV 50 0.0101+0.0003 0.9898
75 0.0053+0.0001 0.7755

Optimum anti-AFP konsantrasyonunu belirledikten sonra, anti-AFP inkiibasyon siiresinin
optimizasyonu basamagina gecilmistir. Burada amag, anti-AFP’nin hangi inkiibasyon siiresinde en
verimli sekilde yiizeye baglanabilecegini tespit etmektir. Anti-AFP inkiibasyon siiresinin optimizasyonu
i¢in farkli anti-AFP (50 pg mL™) inkiibasyon siirelerinde (30, 45 ve 60 dk) AFP immiinosensorleri
hazirlanmistir. Hazirlanan AFP immiinosensorleri, farkli konsantrasyonlardaki AFP’nin analizi i¢in
kullanilmustir. Farkli AFP immiinosensérlerinin 5 mM [Fe(CN)s] ¥ (1 M KCl) ¢ozeltisinde DPV ve
SWYV metotlari ile farkli konsantrasyonlardaki AFP antijenine karsi 6l¢timleri alinmistir. DPV ve SWV
Olciimlerinden elde edilen akim farki degerlerinin farklit AFP konsantrasyon degerlerine kars1 ¢izilen
grafikleri sirasiyla Sekil 4A ve 4B’de, grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayis1 degerleri
ise Cizelge 4’te verilmistir. DPV metodunda 30 dk ve 45 dk inkiibasyon siirelerinde elde edilen duyarlik
degerlerinin birbirine yakin olmasina karsin, 45 dk inkiibasyon siiresinde korelasyon ¢ok daha fazladir.
SWV metodunda ise 30 dk inkiibasyon siiresinde elde edilen duyarlik degeri 45 dk’da elde edilen
degerden daha fazla olmasina karsin, korelasyon katsayisi degerleri 45 dk’da daha fazladir. Korelasyon
katsayilar1 g6z ontline alindiginda 30 dk inkiibasyon siiresinin anti-AFP’nin immobilizasyonu i¢in
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yeterince iyi olmadigimi gostermektedir. 60 dk inkiibasyon siiresinde ise her iki metotta da en yiiksek
duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri elde edilmistir. Bu sonuglara gore optimum anti-AFP
inkiibasyon siiresi 60 dk olarak belirlenmistir. Literatiirde de antikorlarin ylizeye immobilizasyonu
genellikle 30 ile 60 dk arasindadir. Buldugumuz sonuglar literatiir ile de uyumludur (Aydin ve
Sezgintiirk, 2017; Aydin ve ark., 2017). Calismanin bundan sonraki kisminda, 50 pg mL*

konsantrasyonundaki anti-AFP’ler 60 dk inkiibe edilerek AFP immiinosensorleri hazirlanmistir.
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Sekil 4. Farkli anti-AFP inkiibasyon siirelerinde hazirlanan SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-AFP/BSA immiinosensorlerinin farkli konsantrasyonlardaki AFP

antijenine kars1 5 mM [Fe(CN)s]** (1 M KCl) ¢ozeltisinde (A) DPV cevabina etkileri B) SWV cevabina etkileri

Cizelge 4. Sekil 4A ve 4B’de verilen grafiklerinden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri

Metot Anti-AFP inkiibasyon siiresi (dk) Duyarhk (uA mL ng?) Korelasyon katsayisi (r)
30 0.0329+0.0006 0.950
DPV 45 0.0320+0.0003 0.986
60 0.0386+0.0002 0.997
30 0.0285+0.0003 0.988
SWvV 45 0.0123+0.0006 0.996
60 0.0307+0.0001 0.998

Calismanin  bu asamasinda,
baglanabilecegi inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Bu amagla optimum sartlarda farkli AFP inkiibasyon
stirelerinde (15, 30 ve 45 dk) AFP immiinosensorleri hazirlanmig ve farkli konsantrasyonlardaki
AFP’nin analizi igin kullanilmistir. Farkli AFP immiinosensérlerinin 5 mM [Fe(CN)g]™®* (1 M KCI)
cozeltisinde DPV ve SWV metotlar ile farkli konsantrasyonlardaki AFP antijenine karsi dl¢timleri
alinmistir. DPV ve SWV o6l¢iimlerinden elde edilen akim farki degerlerinin farkli AFP konsantrasyon
degerlerine karsi ¢izilen grafikleri sirasiyla Sekil SA ve 5B’de, grafiklerden elde edilen duyarlik ve

elektrot ylizeyine AFP antijeninin maksimum verimde

korelasyon katsayis1 degerleri ise Cizelge 5°te verilmistir. Her iki metotta da en yliksek duyarlik degeri
15 dk AFP inkiibasyon siiresinde elde edilmistir. 15 dakika AFP inkiibasyon siiresinde DPV metodu ile
elde edilen korelasyon katsayisinin diisiik olmasina karsin, SWV metodunda en yiiksek degerdedir.
DPV ve SWV metotlar1 ile elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayis1 degerleri géz niine alindiginda,
AFP’nin tespiti i¢in 15 dk AFP inkiibasyon siiresinde, immiinosensdrden ¢ok daha yliksek performans
elde edilecegi sonucuna varilmistir ve optimum AFP inkiibasyon siiresi 15 dk olarak belirlenmistir
(Aydin ve Sezgintiirk, 2017; Aydin ve ark., 2017).
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Sekil 5. AFP’nin inkiibasyon siirelerinin SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-AFP/BSA immiinosensériiniin farklt AFP antijenine kars1 S mM [Fe(CN)g] ¥ (1 M
KCl) gozeltisinde (A) DPV cevabina etkileri, (B) SWV cevabina etkileri

Cizelge 5. Sekil 5A ve 5B’de verilen grafiklerinden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri

Metot AFP’nin inkiibasyon siiresi (dk) Duyarhk (uA mL ng?) Korelasyon katsayisi (r)
15 0.0660+0.0006 0.803
DPV 30 0.0400+0.0005 0.996
45 0.0173+0.0004 0.936
15 0.0296+0.0005 0.997
SWvV 30 0.0220+0.0002 0.980
45 0.0271+0.0005 0.941

Analitiksel Karakterizasyon

Saglikli insan serumunda AFP seviyesi 25 ng mL™'den daha diisiik bir konsantrasyondadir.
Ancak yaklasik %75 HCC hastasinda 500 ng mL™ye yiikselir (Li ve ark., 2018; Wu ve ark., 2019).
Calismamizda optimum sartlarda hazirlanan AFP immiinosensorlerinin analitiksel performanslarinin
tespiti icin 1-500 ng mL™ konsantrasyon araliginda artan AFP konsantrasyonuna kars1 5 mM [Fe(CN)g]”
34 (1 M KCI) ¢bzeltisinde DPV ve SWV metotlart ile 6lciim alinarak analitiksel karakterizasyonlari
yapilmistir. Artan AFP konsantrasyonuna karst DPV ve SWV’den elde edilen pik akim degeri grafikleri
sirasiyla Sekil 6A ve 6B’de verilmistir. AFP derisimi artisi1 ile pik akim degerleri de dogru orantili olarak
artigi  verilen grafiklerden anlasilmaktadir. AFP’nin  voltametrik tayininde kullanilan
SPCE/RGO/PNR/AUNP/ANti-AFP/BSA  immiinosensdrlerinin  analitiksel ~ karakterizasyonu igin
duyarlik, tayin ve tespit sinir1 parametreleri belirlenmis ve Cizelge 6’da verilmistir. Her iki metotta da
yiiksek duyarlik ve korelasyon katsayis1 degerleri elde edilmistir. AFP immiinosensoriiniin
tekrarlanabilirligi 50 ng mLAFP derisiminde DPV ve SWV metotlari ile test edilmis ve bagil standart
sapma (RSD) degerleri sirasiyla %4.06 (n=10) ve %3.68 (n=10) olarak hesaplanmistir. Her iki metot
verilerine gore tekrarlanabilirlik i¢cin hesaplanan RSD degerleri, 10 tekrara kadar AFP tayininin iyi
oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6. AFP immiinosensorii ile 1-500 ng mL! konsantrasyon araliginda artan AFP derisimine karsi (A) DPV (B) SWV’den elde edilen pik akim degerleri
grafikleri
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Cizelge 6. AFP’nin tayini igin SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-AFP/BSA immiinosensdrleri ile elde edilen
analitiksel parametreler

Metot  Tayin arahg Duyarhk Tespit Limiti  Tayin Simir1  Korelasyon katsayisi (r)
DPV 1-500ngmL? 0247 p)AmLng? 079ngmL? 2.61ngmL? 0.9991
SWV 1-500ngmL?  0.183 uAmLng? 086ngmL! 284ngmL* 0.9980

SPCE/RGO/PNR/AUNP/ANti-AFP/BSA immiinosensoriiniin  uygulama kararliliginin tespiti
icin, 50 ng mL™ sabit AFP konsantrasyonunda AFP immiinosensorleri hazirlanmis ve 5 mM [Fe(CN)s]"
-4 (1 M KCI) ¢ozeltisinde 60 giin boyunca belirli araliklarla DPV ve SWV metotlar: ile Slgiimler
yapilmistir. AFP immiinosensdrleri 60 giin boyunca +4 °C’de inkiibatérde bekletilmistir. DPV ve SWV
metotlar ile yapilan 6l¢iimlerden elde edilen AFP’ye karsi immiinosensor cevabinin ilk glinkii akim
ortalamasina gore yiizde bagil akim degerleri hesaplanmis ve zamana kars1 grafigi ¢izilmistir (Sekil 7A).
AFP immiinosensoriiniin % ortalama bagil akim degeri 3. giliniin sonunda %>5.6, 10. giliniin sonunda
%17.64, 30. giniin sonunda %44.31, 60. giin sonunda %7291 oraninda azalmistir.
SPCE/RGO/PNR/AUNP/ANti-AFP/BSA immiinosensoriiniin uygulama kararliligi ilk kullanimdan
sonra azalmis olsa da 60. gline kadar AFP i¢in yanit vermistir. Tek kullanimlik olarak hazirlanan bir
immiinosensor i¢in 60 giin boyunca uygulama kararliliginin iyt oldugu ve immiinosensor
formiilasyonunda bulunan RGO, PNR ve AuNP’nin uygulama kararliligini arttirdigi sonucuna
varilabilir.  SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-AFP/BSA  immiinosensdriiniin ~ depolama  kararligini
belirlemek igin, optimum sartlarda 50 ng mL? sabit AFP konsantrasyonunda hazirlanan
immiinosensorler -20 °C’de bekletilmistir. AFP immiinosensérlerin 5 mM [Fe(CN)g]** (1 M KCI)
cozeltisinde DPV ve SWV metotlar1 ile 12 hafta boyunca belirli araliklarla Sl¢limleri yapilmistir.
Voltametrik tayinler sonucu elde edilen %ortalama bagil akim-hafta sayisi grafigi Sekil 7B’de
verilmistir. AFP immiinosensdriiniin % ortalama bagil akim degeri 1. haftanin sonunda ilk giine gore
%16.5, 2. haftanin sonunda %24.8, 8. haftanin sonunda %43.2 ve 12. haftanin sonunda ise %58.7 azalma
gostermistir.  Bu  veriler, ilk gine gore bagl akimda azalma olmasmna karsin
SPCE/RGO/PNR/AUNP/AnNti-AFP/BSA immiinosensoriiniin 12. haftaya kadar AFP’ye karst yanit
verdigini gostermektedir.
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Sekil 7. SPCE/RGO/PNR/AUNP/Anti-AFP/BSA immiinosensdriiniin 50 ng mL* AFP konsantrasyonuna karsi elde edilen % ortalama bagil akim degerlerine
kars1 (A) giin sayist grafigi (B) hafta sayis1 grafigi

Son yillarda literatiirde ¢esitli materyallerle modifiye edilerek AFP’nin tayini i¢in hazirlanmis olan
etiketsiz immiinosensdrler ile bu ¢alismada gelistirilmis olan etiketsiz SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-
AFP/BSA/AFP immiinosensoriiniin analitiksel performanslarinin karsilastirilmast  Cizelge 7°de
verilmistir. Calismamizda gelistirdigimiz AFP immiinosensdriiniin en uzun uygulama kararliligina sahip
oldugu goriilmektedir. AFP inkiibasyon siiresinin ise genel olarak kisa oldugu anlagilmaktadir.
SPCE’lerin pratik, diisiik maliyetli ve tasinabilir olmas1 ¢alismamizda gelistirdigimiz etiketsiz AFP
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immiinosensoriiniin, hasta basi testlerde AFP tayininde kullanilmasina imkan saglayabilir. Saglikli insan
serumunda, AFP konsantrasyonu genellikle 20 pg mL ™’ den diisiikken, karaciger kanseri hastalarinda bu
deger 20 pg mL ™’ den nemli 6lciide fazladir (Wu ve ark., 2019). Literatiirde yer alan bu bilgiler 1s181nda,
bu caligmada gelistirdigimiz AFP immiinosensoriiniin tayin limit araligimin ve diger analitiksel
parametrelerinin klinik agidan AFP tespit uygulamalarinda yeterli oldugu sdylenebilir.

Cizelge 7. Son yillarda gesitli materyallerle modifiye edilerek AFP’nin tayini igin hazirlanmis olan etiketsiz immiinosensérler ile bu
calismada gelistirilmis olan etiketsiz AFP immiinosensoriiniin analitiksel performanslarinin karsilastirilmasi

immiinosensor Tayin arahg: Tespit limiti Metot ~ Stabilite AFP inkiibasyon Referans
(ng mL™) (giin) siiresi (dk)

GCE/CNP/Anti-AFP/BSA/AFP 0.005 - 1000 1.9 pg mL? SWv - 40 Idris ve ark., 2018
GCE/PHEMA/RGO/AUNP/Anti-AFP/BSA/AFP 0.0025 - 25 0.40 pg mL™* SWv 15 30 Liang ve ark., 2019
SPCE/RGO/PNR/AuUNP/Anti-AFP/BSA/AFP 1-500 0.89 ng mL™* SWv 60 15 Bu ¢alisma
SPCE/AUNP/RGO/THI/Anti-AFP/BSA/AFP 100 - 100000 50 ng mL? DPV - 60 Li ve ark., 2018
GCE/AuNP-Dex-RGO/Anti-AFP/BSA/AFP 0.01-20 0.05 pg mL* DPV 28 30 Zhou ve ark., 2019
GCE/CusPt NF-RGO/Anti-AFP/BSA/AFP 0.0001 - 10 0.033 pg mL*! DPV 5 - Wang ve ark., 2019
SPCE/RGO/PNR/AuUNP/Anti-AFP/BSA/AFP 1-500 0.79 ng mL? DPV 60 15 Bu ¢alisma

SPCE: yiizey baskili karbon elektrot, GCE: camsi karbon elektrot, RGO: indirgenmis grafen oksit, AuNP: altin nanopartikiil, PNR: polinétral kirmizi, THI:
tiyonin, CNP: karbon nanopartikiil, Dex: dekstran, PHEMA: 2-hidroksietil metakrilat, CusPt NF: CusPt nano gergeveler

Secicilik Testi

Optimum ¢aligma sartlarinda gelistirilen etiketsiz SPCE/RGO/PNR/AuUNP/AnNti-AFP/BSA
immiinosensoriiniin seciciligini belirlemek icin her biri 20 ng mL* konsantrasyonuna sahip olan on farkl
antijen karigimi kullanilarak AFP immiinosensorleri hazirlanmistir. Karisimda yer alan antijenler HE4,
CA125, AFP, MAGE1, Haptoglobin, HSP70, PAK2, SOX2, Leptin ve TRAPI1’dir. Hazirlanan
immiinosensorler ile 5 mM [Fe(CN)s] ¥ (1 M KCl) ¢ozeltisinde DPV ve SWV 6lgiimleri yapilmustir.
Voltamogramlardan elde edilen % ortalama bagil akim degerlerine kars1t AFP ve antijen karisimi grafigi
Sekil 8’de verilmistir. Antijen karisimi varliginda elde edilen % ortalama bagil akim degeri sadece AFP
varliginda elde edilen degere gore %4.02 artmistir. Antijen karisimi varliginda % ortalama bagil akim
degerindeki bu artisin = %5’in  altinda  olmasi, SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-AFP/BSA
immiinosensoriiniin se¢iciliginin antijen karisimi varliginda iyi oldugunu gostermektedir.
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AFP AFP ve antijen karigimi
Sekil 8. SPCE/RGO/PNR/AuNP/Anti-AFP/BSA immiinosensoriiniin AFP ve farkli antijenlerin karisimina kars: elde edilen % ortalama bagil akim grafigi
Gercek Numune Analizi
Gelistirdigimiz AFP immiinosensdrleri gercek numune analizinde kullanilmistir. Sigma-Aldrich
firmasindan satin alinan insan serumu numunesi 1:100 oraninda pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi ile
seyreltilmistir. insan serumu numunesine bilinen konsantrasyonlarda AFP ilave edilerek, AFP igeren
insan serumu numuneleri hazirlanmistir. Bilinen miktarda AFP igeren insan serumu numunelerindeki
AFP’nin elektrokimyasal tayini SPCE/RGO/PNR/AuUNP/AnNti-AFP/BSA/AFP immiinosensorleri
kullanilarak yapilmistir. Insan serumu numunelerinde yapilan elektrokimyasal AFP analizinin
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sonuglarindan elde edilen veriler Cizelge 8’de verilmistir. Her iki metotta da ylizde hatanin %5’ten az
oldugu ve geri kazanimlarin %95’in listiinde oldugu ¢izelgedeki verilerden goriilmektedir. Bu sonuglara
gore, calismamizda gelistirdigimiz etiketsiz AFP immiinosensorleri ile insan serumu Orneklerinde
AFP’nin elektrokimyasal analizi, yiiksek % geri kazanim ve diisiik % hata degerleri ile basarili bir
sekilde yapilmigstir.

Cizelge 8. insan serumu numunelerinde AFP analizi

Metot  Eklenen AFP (ng mL™?)  Hesaplanan AFP (ng mL) % Geri Kazamim % Hata
5.0 4.86+0.32 97.2 2.8
DPV 25.0 24.15+0.22 96.6 3.4
250.0 245.18+0.18 98.1 19
5.0 4.79+0.34 95.8 4.2
SWv 25.0 24.324+0.26 97.3 2.7
250.0 244.31+0.16 97.7 2.3
SONUC

Karaciger, testis ve hepetosellular kanseri (HCC) hastalarinda AFP seviyelerinin takibi ¢ok
onemlidir. Bu nedenle, bu 6nemli biyobelirtecin analizini gerceklestirmek icin literatiirde bir¢ok
biyosensor bulunmaktadir. Bu calismada RGO, PNR ve AuNP ile modifiye edilmis SPCE’ler
kullanilarak diisiik maliyetli, pratik, tek kullanimlik ve etiketsiz elektrokimyasal AFP immiinosensorii
gelistirilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal AFP immiinosensorii, 1-500 ng mL? konsantrasyon
araliginda DPV ve SWV metotlar ile sirasiyla 0.79 ng mL™ ve 0.86 ng mL™* tespit limitlerinde, iyi
tekrarlanabilirlik, yiiksek uygulama ve depolama kararlilig gdstermistir. Insan serumu numunelerinde
gelistirilen AFP immiinosensorleri kullanilarak, AFP analizleri yapilmis ve yiiksek geri kazanimlar elde
edilmistir. Bu calismada gelistirilen pratik, tek kullanimlik, diisiik maliyetli ve etiketsiz AFP
immiinosensdriit AFP’nin klinik analizi i¢in diger tayin metotlarina gore iyi bir alternatif olabilir ve AFP
seviyelerinin takibi i¢in hasta basi testlerde kullanilabilir.
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