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OZET

MIKOTOKSIN TAYINI iCIN APTAMER TEMELLI BIYOSENSORLERIN
GELISTIRILMESI

Bu tez calismasinda, gida giivenliginde ciddi risk olusturan mikotoksinlerden patulin
(PAT)’in giivenilir, hizli ve segici tayini amaciyla aptamer temelli elektrokimyasal
biyosensorlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Mikotoksinler, 6zellikle meyve ve meyve
tirtinlerinde siklikla rastlanan, insan ve hayvan saghgmi tehdit eden toksik bilesiklerdir.
PAT’1n, basta elma ve elma suyu olmak iizere ¢esitli gida maddelerinde sinir degerin iizerinde
bulunmasi, yeni ve etkili analiz yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Bu baglamda,
aptamerler gibi sentetik biyo-tanima elemanlarmin kullanildig1 biyosensorler hem 6zgiilliik

hem de hassasiyet bakimindan geleneksel analiz yontemlerine 6nemli avantajlar sunmaktadir.

Calisma kapsaminda, biri yapisal anahtarlama mekanizmasina sahip ve metilen mavisi ile
isaretli aptamer kullanilan kare dalga voltametrisi (SWV) temelli, digeri ise tiyol ile
fonksiyonellestirilmis aptamerin kullanildigi impedimetrik (EIS) temelli olmak {izere iki
farkli sensor platformu tasarlanmis ve optimize edilmistir. Elektrot yiizeyleri, altin kaplama
ve uygun kimyasal modifikasyonlarla fonksiyonellestirilerek aptamerlerin yiiksek verimle
immobilizasyonu saglanmistir. Optimal immobilizasyon parametreleri, Yanit Yiizey

Metodolojisi (RSM) ile istatistiksel olarak belirlenmistir.

Her iki sensoriin analitik performansi, tampon ¢ozeltilerde ve elma suyu gibi gergek gida
orneklerinde kapsamli olarak degerlendirilmigtir. SWV tabanli yapisal anahtarlama
sensoriinde, 0,5-5 ng/mL dogrusal aralikta ¢alisilmig, kalibrasyon dogrusu i=0,783x+1,649
(R*=0,99) olarak bulunmustur. Bu platformda LOD (Tespit Sinir1) 0,33 ng/mL, LOQ
(Kantitatif Sinir) ise 1,0 ng/mL olarak hesaplanmigtir. Duyarlilik 0,783 kQ/(ng/mL) olarak
belirlenmigtir. Elde edilen bu degerler, mevcut literatiirde rapor edilen bircok aptasensdrden
daha iistiin veya karsilastirilabilir diizeydedir. Impedimetrik sensérde ise 0,5-10 ng/mL
dogrusal aralikta calisilmis, LOD 0,45 ng/mL, LOQ ise 1,35 ng/mL olarak tespit edilmistir.
Ayrica bu sensorde elde edilen kalibrasyon dogrusu yiiksek lineerlik gostermistir (R>0,98).

Segicilik testlerinde hem SWV hem de EIS tabanli platformlarda PAT ile yapisal olarak
benzer mikotoksinler olan zearalenon (ZEA) ve okratoksin A (OTA-A)' nin varliginda sensor
cikislarinda belirli oranlarda artis gozlenmistir. EIS platformunda ZEA ic¢in %26,7 + 11,7,
OTA i¢in %16,1 £ 6,9 oraninda pozitif sinyal kaymas1 saptanirken, SWV tabanli platformda

bu girisim oranlart daha diisiik bulunmustur. Bu sonuglar, 6zellikle aptamer dizilimi ve ug
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modifikasyonunun, mikotoksinler arasi capraz etkilesim iizerinde onemli etkisi oldugunu
gostermektedir. Gelistirilen sensdrlerin elma suyu gibi gergek orneklerde uygulanabilirligi de
test edilmis ve yiiksek geri kazanim (%91-104) ile diisiik bagil standart sapma (RSD<%38)
degerleri elde edilmistir. Her iki sensoér de depolama siiresince (raf Oomrii testi) iki haftalik

periyotta %90’1n lizerinde performans sergilemistir.

Calismanin en 6nemli ¢iktilarindan biri, farkli elektrokimyasal yontemlerin (SWV ve EIS) ve
aptamer modifikasyonlarmin (MB ve SH) hem sinyal amplifikasyonu hem de segicilik
tizerinde farkli avantaj ve siirhiliklar getirdiginin ortaya konmasidir. Metilen mavisi etiketli
yapisal anahtarlama sensorii, daha yiiksek sinyal amplifikasyonu ve diisik LOD degerleri
sunarken, impedimetrik sensor, yiiksek seciciligi ve stabilitesiyle one ¢ikmaktadir. Ayrica her
iki platform, gida giivenliginde sahada hizli ve diisiik maliyetli analiz yapma potansiyeli

gostermektedir.

Gelecekte, sensor platformlarinin ¢oklu mikotoksin tespitine uyarlanmasi, yeni nesil
nanomateryallerle modifikasyon ve aptamer diziliminde in silico optimizasyon ile daha
yiiksek performansli biyosensorlerin gelistirilmesi miimkiindiir. Bu ¢alisma hem temel hem
de uygulamali analizlerde aptamer temelli biyosensorlerin 6zgilin katkisini ve inovatif

yonlerini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mikotoksin, Patulin, Aptasensor, Elektrokimyasal Biyosensor, Gida

Giivenligi
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF APTAMER-BASED BIOSENSORS FOR MYCOTOXIN
DETERMINATION

In this thesis, the development of aptamer-based electrochemical biosensors for the rapid,
reliable, and selective detection of patulin (PAT), a mycotoxin that poses a significant risk to
food safety, was investigated. Mycotoxins, especially those found in fruit and fruit-based
products, threaten both human and animal health. The frequent detection of PAT above
regulatory limits in apple juice and similar foods highlights the need for novel and effective
analytical tools. In this context, biosensors utilizing synthetic biorecognition elements such as
aptamers offer clear advantages in specificity and sensitivity over conventional analytical

techniques.

The study presents two distinct biosensor platforms: a structural-switching, methylene blue-
labeled aptamer-based sensor using square wave voltammetry (SWV), and an impedimetric
sensor based on thiol-modified aptamers (EIS). Gold-coated electrode surfaces were
functionalized and optimized for aptamer immobilization, with experimental parameters

statistically designed via response surface methodology (RSM).

Analytical performance of both sensors was rigorously evaluated in buffer and real samples
such as apple juice. The SWV-based structural-switching sensor exhibited a linear range of
0.5-5 ng/mL with a calibration equation of i=0.783x+1.649 (R?>=0.99). The limit of detection
(LOD) was calculated as 0.33 ng/mL and the limit of quantification (LOQ) as 1.0 ng/mL, with
a sensitivity of 0.783 kQ/(ng/mL). These results are comparable to, or exceed, many
previously reported aptasensors. For the impedimetric sensor, a linear range of 0.5-10 ng/mL
was achieved, with an LOD of 0.45 ng/mL and an LOQ of 1.35 ng/mL, maintaining a high
degree of linearity (R*>0.98).

Selectivity tests revealed cross-reactivity with structurally similar mycotoxins, notably
zearalenone (ZEA) and ochratoxin A (OTA-A). On the EIS platform, positive signal shifts of
26.7% = 11.7 for ZEA and 16.1% + 6.9 for OTA were observed, while SWV-based sensors
displayed lower cross-reactivity. These findings underscore the impact of aptamer sequence
and terminal modification on the degree of interference among different mycotoxins.
Application in real samples resulted in high recoveries (91-104%) and low relative standard
deviations (RSD<8%), with both sensors maintaining over 90% performance after two weeks

of storage (shelf-life testing).
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A key outcome of this research is the demonstration that different electrochemical techniques
(SWV vs. EIS) and aptamer modifications (MB vs. SH) impart unique advantages and
limitations in terms of signal amplification and selectivity. The methylene blue-labeled
structural-switching sensor offered superior signal enhancement and lower LODs, while the
impedimetric platform was distinguished by its high selectivity and stability. Both approaches

provide rapid, low-cost alternatives suitable for field analysis in food safety applications.

Future directions may include multiplexed detection platforms, advanced nanomaterial
modifications, and in silico aptamer sequence optimization for even higher performance.
Overall, this study highlights both the innovative and practical aspects of aptamer-based
biosensors in mycotoxin detection, contributing valuable insights to both fundamental and

applied analytical sciences.

Keywords: Mycotoxin, Patulin, Aptasensor, Electrochemical Biosensor, Food Safety
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1.GIRIS

Gida giivenligi, kiiresel, saglik ve ekonomi agisindan kritik bir konudur. Bu baglamda,

mikotoksinler 6zellikle dikkate alinmasi1 gereken zararl bilesenlerdir.

Mikotoksinler, bir dizi mantar tiirii tarafindan lretilen ikincil metabolitlerdir. Gida ve
tarim endiistrisinde 6nemli bir sorun teskil etmektedirler. Bu mantarlar, hasat veya depolama
sirasinda mahsuller iizerinde koloniler olusturur. Mikotoksinler, gidalarda maddi kayiplara,
tiikketicilerde ise 6nemli saglik risklerine yol agmaktadir (Caglayan, 2016). Yiyecek ve
yemlerde yaygin bicimde bulunmalari, insan ve hayvan saglig1 agisindan ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Bu tehdit, ya tarimsal iriinlerin dogrudan kontaminasyonundan ya da
mikotoksin ve metabolitlerinin kontamine yemlerle beslenen hayvanlarin dokularina, siitiine
ve yumurtalarima gegisinden kaynaklanmaktadir (Koéppen vd., 2010). Kiiresel 1sinma,
mikotoksinlerin olusumunu ve yayilimini artiran Onemli bir faktordiir. Ayrica, bu
mikotoksinler 1siya, fiziksel ve kimyasal islemlere karsi direngli olduklarindan, gida isleme

yontemleriyle kolayca yok edilemezler (Evtugyn vd., 2017).

Tarim tiretiminin genis 6lgekli olmasi ve liretici sayisinin fazla olmasi, mikotoksinler
ile bunlarm metabolitlerinin genel olarak izlenmesini gerekli kilmaktadir. Ozellikle birgok
ureticinin teknik altyapi ve mali kaynak yetersizligi nedeniyle, iiretim kalitesini yliksek
diizeyde tutmas1 ve kontaminasyonu dnlemesi zorlasmaktadir. Bu durum, etkili ve kapsamli
bir kontrol-denetim sisteminin gerekliligini daha da 6n plana ¢ikarmaktadir (Evtugyn ve

Hianik, 2019).

Mikotoksinlerin tayininde kullanilan enstriimantal yontemler, pahali ekipmanlara ve
nitelikli kullanim becerilerine dayanmaktadir. Modern kromatografik ve spektrometrik
cihazlar gida kontaminantlarini tespit edebilse de, sahada kullanima uygun, diisiik maliyetli,
hizli ve yiiksek dogruluklu sensorlerin gelistirilmesi biiylik dnem tasimaktadir. Bu nedenle,
disiplinler arasi ¢caligmalar sonucu gelistirilen biyosensorler ve aptamerler gibi sentetik biyo-
tanima elemanlar1, hizli ve dogru alternatif analiz yontemleri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Son
yillarda gida giivenligi ve kalitesi ile ilgili yasal diizenlemelerin getirdigi kisitlamalar ve artan
giincel kaygilar, yenilik¢i ve ileri teknolojiye dayali, cogunlukla saha uygulamalar igin
tasarlanmis hizli ve giivenilir taginabilir cihazlarin gelistirilmesini tesvik etmektedir (Evtugyn
ve Hianik, 2019). Ayrica, gida numunelerinde mikotoksinler gibi tehlikeli bilesenlerin tespiti
i¢cin hizl, hassas ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesinde, mikotoksinlere yiiksek 6zgiilliik

gdsteren yeni reseptOrlerin tasarlanmasi biiyiik onem tagimaktadir (Duan vd., 2016).



Geleneksel analitik cihazlarla rekabet edebilmek i¢in, minimum numune hazirligi
gerektiren ve az sayida reaktifle ¢alisan biyosensorler, saha kosullarinda hizli ve giivenilir
tespit imkan1 sunmaktadir. Bu baglamda, biyo-tanima elemani olarak aptamerlerin kullanimi
giderek daha fazla Oonem kazanmaktadir ve etkili bir alternatif analiz yontemi olarak
degerlendirilmektedir. Bu calismanin amaci, farkli elektrokimyasal yontemler kullanarak

yiiksek afinite ve segicilige sahip mikotoksine 6zgii aptamer temelli biyosensor gelistirmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, Aspergillus, Fusarium ve Penicillium spp. gibi ¢esitli tarim iirtinlerinde
yetisen mantarlar tarafindan tiretilen ikincil metabolitlerdir. Tahillarda ve tahil bazli gidalarda,
meyvelerde, sarapta, siitte, kahve ve kakao ¢ekirdeklerinde ve et liriinlerinde birikebilmektedir

(Evtugyn ve Hianik, 2019).

Kiiciik molekiil agirliklariyla (yaklasik 700 Da) karakterize edilen mikotoksinler,
teratojenik, mutajenik, kanserojenik ve bagisiklik baskilayici 6zellikleriyle bilinir ve besin
zincirine girdiklerinde diisiik konsantrasyonlarda bile kronik toksisiteye yol agarlar (Evtugyn
ve Hianik, 2019). Mikotoksinlerle zehirlenme genellikle kronik nitelikte olurken, bazi
durumlarda akut nitelikte de olabilmekte ve ¢ok ciddi sonuglarla karsilagilabilmektedir (Orug,
2014). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi iizerinde yiiksek toksikolojik etkisini dogrulamistir.
Bu nedenle, genis bir yelpazede gida maddelerinde kalint1 limitleri mevzuat ile siki bir sekilde

sinirlandirilmistir (Evtugyn ve Hianik, 2019).

100'den fazla mantar tiirli tarafindan iiretilen, yaklasik 400 potansiyel toksik
mikotoksin tespit edilmistir. Tarim, hayvancilik ve halk sagh§i i¢in; trikotesenler,
okratoksinler (OTA), aflatoksinler (AFB), zearalenon (ZEA), fumonisinler (FB), patulin
(PAT) ve sitrinin en toksik oldugu diisiiniilmektedir (Janik vd., 2020). Bu mikotoksinler,
onlar lireten mantar tiirleri, en yaygin goriildiigii gidalar ve saglik {izerine etkileri Tablo 2.1’

de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Mikotoksinler, onlar lireten mantar tiirleri, en yaygin goriildiigii gidalar ve saglik

uzerine etkileri.

Ureten Mantar En Yaygin Saghk Uzerine Ref.
. . eferans
Mikotoksinler Tiirii Goriildiigii Gidalar Etkileri
(Al-Jaal vd.,
2019; Shabeer
Tahil, baharatlar, vd., 2022;
Aspergillus  flavus En giiclii kanserojen
yem, patates, yagh ) Sharma vd.,
AFB ve Aspergillus ~_ madde, aspergilloz ve )
tohumlar ve cesitli o 2025; Wei vd,
parasiticus ] aflatoksikozis
siit tirlinlerinde 2020), (Sharma
vd., 2025; Wei
vd., 2020)



Tablo 2.1. Tablonun Devamai.

Mikotoksinler Ureten Mantar En Yaygin Saghk Uzerine Referans
Tiirii Goriildiigii Gidalar __ EtKileri
Insanlarda 6ncelikli
Ozellikle OTA- A, olarak bobregi hedef
: Tahil ve tahil bazli alir nefropati gelisimi
Aspergillus .
S gidalarda, ve list idrar yolu
(6zellikle .
Asperaillus kurutulmus kanseri ile (Pinhiio vd
OTA Ders: meyvelerde, iligkilendirilir. .
ochraceus ) ve . 2020)
S kahvede, alkollii Hayvanlarda
Penicillium . .
e iceceklerde ve genotoksisite,
(Penicillium .
baharatlarda teratojenite,
verrucosum ) .. ..
norotoksisite ve
immiinotoksisite
Kronik maruziyette
| karaciger ve bébrek cpep g,
Fusarium tiimorleri gozlenir. i .
. verticillioides ve FB1 insanlarda 2023; W?l Vd".
Fumonosinler . Misir ve tahillar . . 2020; Yli-Mattila
Fusarium kanserojen olan bir .
. . ve Sundheim,
proliferatum grup 2B kanserojen 2022)
olarak
siniflandirilmagtir.
Fusarium hepatotoksisite,
graminearum ve Tahil (musir, norotoksisite,
ZEA Fusarium bugday), yem kardiyotoksisite ve (Rong vd., 2023)
culmorum immiinotoksisite
Hepatotoksisite,
Penicillium Yaygin olarak elma embriyotoksisite,
PAT expansum ve bazi ve elma triinlerinde,  teratojenite, (Pan vd., 2025;
Aspergillus ve armut, liziim, tath genotoksisite, Wei vd., 2020)
Byssochlamys biber ve havugta kardiyotoksisite ve
kanserojen
2.2. PAT

PAT, ilk olarak 1943 yilinda antibiyotik 6zelliklere sahip yeni bir mantar tiirli olarak

kabul gérmesine karsin kisa siirede toksisitesi kesfedilmis bir mikotoksindir (Puel vd., 2010).

Temel olarak Penicillium expansum (mavi kiif) tarafindan {iretilir. Belirsiz bozunma

mekanizmalar1 ve bozunma sonrasi olusan metabolitlerin zararlar1 hakkindaki smirli bilgi

PAT kontroliinii zorlagtirmaktadir (Zhong vd., 2018).

PAT, diinya capinda goriilen, 60’dan fazla mantar tiirii tarafindan fiiretilen bir

mikotoksindir. Meyveler (elma, domates, armut vb.), sert kabuklu yemisler (badem, findik,

yer fisti1) ve bunlarin {irtinleri dahil olmak iizere insan gida maddelerinde goriilen yaygin bir

kirleticidir (Wu vd., 2016). PAT 1, molekiil agirligr 154,12 g/mol olup, molekiiler yapisi
Sekil 2.1° de verilmistir (Vidal vd., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/neurotoxicity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/immunotoxicity

Sekil 2.1. PAT’ in molekiiler yapisi.

Ozellikle elma ve elma temelli gida iiriinlerinde maddi kayiplara ve saglik sorunlarina
yol agmaktadir. Portekiz, Belgika gibi Avrupa iilkelerinde ve Cin’in bazi1 bolgelerindeki
tiriinler PAT kontaminasyonu ag¢isindan incelenmis ve pek azinin izin verilen sinirlar altinda
oldugu tespit edilmistir (Tang vd., 2019). PAT’ in giderilmesi i¢in uygulanan fiziksel
yontemler (UV 1sinlama), kimyasal katkilar (ozon) ve uygulanan biyolojik ajanlar énemli
besin degeri kayiplarina ve yeni safsizliklara sebep olmustur (Tang vd., 2019). Ayrica bu
uygulamalar olusumun engellenmesi noktasinda yetersiz kalmis ve maliyetli olmustur (Sahin

vd., 2011).

Yapilan cesitli caligmalar, akut PAT zehirlenmesinin atesli havalelere, ajitasyona,
ilser, 6dem, bagirsak iltihab1 ve kusmaya yol agtigini ve beyin, karaciger ve bobreklerde
DNA hasarma neden oldugunu gostermistir (Vidal vd., 2019). PAT toksisitesinin siddeti,
alinan miktara baglidir. Bu nedenle 6zellikle bebek ve ¢ocuklarda kontamine olmus iiriinlerin
tiiketim miktar1 onem arz etmektedir (Sahin vd., 2011). FAO’ya gore PAT’ 1n kanserojen
olduguna dair kesin bir kanit olmamasina ragmen, hayvanlarda immiinotoksik ve norotoksik
etkileri oldugu belirtilmistir. Bu tiirde kronik etkilerin sinirlanmas1 amaciyla tolere edilebilir
maksimum giinlik alimm 0,4 pg/kg vicut agirhigr oldugu ifade edilmektedir
(http://www.fao.org/input/download/standards/405/CXP_050e.pdf). Gida numunelerinde izin
verilen maksimum PAT seviyesi 50 ng/g’dir (veya ~320 nM;
http://www.fao.org/tempref/codex/Meetings/CCFAC/ccfac34/fa02 19e.pdf).

Gida gilivenliginin saglik alaninda kiiresel bir hedef oldugu giiniimiizde (Duan vd.,
2016) toksinlerin belirlenen degerlerde tutulmasi igin iireticilerin hizli ve giivenli testler ile
kontrolii tesvik edilmelidir (Ngolong vd., 2020). Boylece PAT in hizli tespiti, gidalarin
kirlenmesini onleyerek tiiketicilerin ve isletmelerin ciddi saglik ve ekonomik kayiplara maruz
kalmasinin 6niine gegebilir (Duan vd., 2016). Biyoteknolojik yontemler ile PAT 1 kontrol
edilmesi ve ortadan kaldirilmasi i¢in yeni, daha etkili ve daha c¢evreci yOntemlerin
gelistirildigi bildirilmistir. Bu yontemlerde gelistirilen ve kullanilan sensérler, aptamer, enzim

ve antikor temelli biyosensorlerdir. Ayrica PAT’ 1 meydana getiren bakterilerin tespiti i¢inde
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http://www.fao.org/input/download/standards/405/CXP_050e.pdf
http://www.fao.org/tempref/codex/Meetings/CCFAC/ccfac34/fa02_19e.pdf

bazi dezavantajlarina ragmen biyoteknolojik uygulamalardan faydalanilabilecegi bildirilmistir

(Ngolong vd., 2020).
2.3. Biyosensorler

Biyosensorler, geleneksel analiz yontemlerine kiyasla daha hizli sonug¢ veren, hedef
analiti yliksek hassasiyet ve biyosecicilikle taniyabilen, yerinde ve gercek zamanli tespit

yapabilen, kullanim1 kolay, ekonomik ve ¢evre dostu cihazlardir (Gavrilas vd., 2022).

Biyosensorler; genel olarak tespit edilecek olan analit, bu analiti spesifik olarak
tantyan biyobilesenler (enzim, niikleik asitler, bakteri, doku, hiicre), biyo-tanima olayini
Olciilebilir bir sinyale doniistiiren bir donistiiriicii (transdiiser), bu doniistiiriilen sinyali

isleyen ve goriintiileme i¢in hazirlayan algilayicilardan olusmaktadir (Bhalla vd., 2016).
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Sekil 2.2. Biyosensorlerin genel gosterimi.

Biyosensorler, igerdigi biyolojik tantyiciya gore ii¢ temel grupta incelenebilir; enzim
kullanan biyokatalitik sensorler, mikroorganizma temelli mikrobiyal sensorler ve biyolojik
ozgiilliige dayali immiinosensdrler, aptasensorler ve genosensdrler. Ote yandan, déniistiiriicii
bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal ozelliklerine goére biyosensorler; elektrokimyasal
(potansiyometrik, amperometrik, impedimetrik, kondiiktometrik), optik (fiber optik, yiizey

plazmon rezonansi (SPR), Raman ve Fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)



tabanli) ve kiitleye duyarli sistemler (manyetoelektrik veya piezoelektrik) olarak

siiflandirilabilir (Gavrilas vd., 2022).

Tez ¢alismasinda, erken tani, yerinde tespit, kompakt analiz platformu olusturabilme,
daha diisiik numune ihtiyaci, uygun fiyat, karmasik numunelerde tespit kolaylig1 ve bir¢ok
analitin hizl1 analizi gibi say1siz avantaji nedeniyle daha giivenilir ve dogru bir yontem oldugu
kanitlanmis olan (Paimard vd., 2023) elektrokimyasal biyosensorler kullanilmistir.
Elektrokimyasal sensorler, diger algilama mekanizmalarina dayanan sensorlere kiyasla hizli
tepki, uygun maliyet, kolay kullanim ve oldukg¢a diisiik algilama limitleri gibi ¢oklu avantajlar

sergiler (Ren vd., 2017).

Elektrokimyasal biyosensorler mikotoksinlerin tespiti, kiigiik biyolojik molekiillerin
tespiti (dopamin gibi) ve ¢evresel izlemelerde degerli araglar haline gelme noktasinda umut

vadetmektedir (Economou vd., 2023; Shan vd., 2020; Yuan vd., 2023).

Elektrokimyasal biyosensorlerin ana bileseni, iletken elektrotlardir. Elektrotlarin
ozellikleri, elektrokimyasal sensorlerin duyarliliini, segiciligini ve performansini etkiler. Bu
durum da sensoriin duyarliligina ve genel performansina yansir. Elektrot malzemeleri ve
sensOr tasarimindaki geligsmeler, tespit ve teshis performansina katki saglar. Gelistirilen bu
elektrotlarin kullanimi diisiik maliyet amacina hizmet eden biyosensorler i¢in uygundur.
Serigrafi baski elektrotlar1 (SPE), kiiclik boyutlari, yiiksek iiretim kapasiteleri, esneklikleri,
basitlikleri, ¢ok yonliiliikleri, diisiik maliyetleri ve kullanim kolayliklar1 ile avantajlidir

(Suleman vd., 2024).

Optik litografi ile fiziksel buhar biriktirme yontemlerinin birlikte kullanilmasiyla
iretilen SPE’ler, ylizey diizgiinligli yiiksek, kimyasal ve mekanik olarak dayanikli yapilar
elde edilmesini saglar. Bu ozellikleri sayesinde, elektrokimyasal biyosensor uygulamalarinda

sikga tercih edilmektedir (Pedersen vd., 2025).

Elektrot ylizeylerinin analizinde, elektrokimyasal karakterizasyon yontemleri yaygin
olarak tercih edilmektedir. Bu elektroanalitik teknikler, kimyasal tiirlerin hem nitel hem de
nicel olarak belirlenmesine imkéan tanir. Fizikokimya, biyokimya ve anorganik kimya gibi
alanlarda, ylizeyde meydana gelen adsorpsiyon olaylarmin, redoks (yiikseltgenme—
indirgenme) tepkimelerinin ve ¢ozeltideki maddelerin kararliliinin incelenmesinde 6nemli
rol oynarlar. Ayrica, modifiye edilmis elektrot ylizeylerinde gerceklesen elektron transfer

siireclerinin anlagilmasi acisindan da oldukca degerlidirler (Asik, 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S259013702400027X?via%3Dihub#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S259013702400027X?via%3Dihub#bib10
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/electrochemical-sensor

2.4. Elektrokimyasal Karakterizasyon Yontemleri

Tez calismasinda yiizey Ozelliklerinin elektrokimyasal olarak incelenmesinde,
dontistimlii voltametri (CV), dogrusal tarama voltametri (LSV), kare dalga voltametrisi
(SWV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) tamamlayic1 karakterizasyon
teknikleri olarak kullanilmistir.

Elektrokimyasal biyosensorler hakkinda yapilan ¢ogu c¢alismada CV, diger
yontemlerle birlikte kullanilir (Pedersen vd., 2025). CV, elektrot ylizeyinde olusan
elektrokimyasal tiirleri incelemek i¢in potansiyeli ileri ve geri yonlerde tarama yapar. Hem
nitel hem nicel bilgi saglar ve hizli, giivenilir bir karakterizasyon araci olarak yaygin sekilde

kullanilmaktadir (Dempsey vd., 2024).

CV tekniginin temel avantajlarindan biri, belirli bir potansiyel araliginda farkli tarama
hizlar1 kullanilarak elektroaktif maddenin tepkime mekanizmasinin ayrintili sekilde analiz
edilebilmesidir. Pik akimlar1 ve potansiyel farklari incelenerek, elektrot yiizeyindeki
adsorpsiyon, difiizyon siiregleri ve elektron transfer dinamikleri hakkinda bilgi edinilebilir.
Ayrica, maddenin katodik ya da anodik yondeki davranisi, tepkimenin tersinirlik durumu ve

kinetik parametreler de bu yontemle degerlendirilebilir (Erkal, 2024).

LSV uygulamalarinda, elektroaktif tiir iceren hareketsiz bir ¢ozeltide, referans ve
calisma elektrotlar1 arasinda zamanla dogrusal olarak artan bir potansiyel uygulanir. Bu sirada
calisma ve karsit elektrotlar arasinda olusan akim degerleri 6l¢iiliir. Elde edilen potansiyel-
akim iliskisini gosteren grafiksel ¢ikti, dogrusal voltamogram olarak adlandirilir. Bu teknikte,
uygulanan potansiyelin zamana bagli degisimi ve buna karsilik alinan akim tepkisi, sistemin

elektrokimyasal 6zelliklerinin analizinde belirleyici rol oynar (Asik, 2020).

SWV’de temel prensip, potansiyelin kiiclik adimlarla degistirilmesi ve akim
Ol¢iimlerinin bu adimlardan yaklastk 50 ms sonra yapilmasidir. Bu gecikmeli 6lglim
sayesinde, c¢ift tabaka kapasitoriiniin yiliklenmesinden kaynaklanan Faradayik olmayan
akimlar biiyiik ol¢lide azaltilir. Ayrica bu teknikte, akim hem ileri hem geri puls sonrasinda
iki kez Olgiilir. Ana amagc, analizle ilgili Faradayik akimi yiikseltirken, sarj akimlarimi

minimize etmek ve bdylece daha hassas dl¢limler yapmaktir (Pedersen vd., 2025).

EIS, elektrot yiizey analizinde ve biyosensor gelistirmede, yliksek hassasiyetle g¢ok
yonli kullanilan bir tekniktir. Bu teknikle, Faradayik (redoks) ve Faradayik olmayan
(kapasitif) akimlar ayristirilabilir. Cift tabaka, yiik transferi, difiizyon, adsorpsiyon gibi



fiziksel siiregler devre elemanlariyla temsil edilir. CV ile birlikte, elektrot yiizey

modifikasyonlarini karakterize etmek i¢in rutin bir yontemdir (Pedersen vd., 2025).

2.5. Aptamerler

Aptamerler, ilk olarak Tuerk ve Gold tarafindan tanimlanan, bir hedef molekiile

yiiksek afinite ve Ozgiillik ile baglanma kapasitesine sahip DNA (deoksiriboniikleik asit)
veya RNA (riboniikleik asit) dizileridir (Schmidt vd., 2022; Tuerk ve Gold, 1990).

Aptamerler, kiiciik molekiillerden (peptitler, proteinler, karbonhidratlar, metal

iyonlar), hiicrelere, viriislere ve bakterilere kadar cesitli hedefleri tespit i¢in kullanilmaktadir

Aptamerler pek c¢ok avantajinin yaninda, biyouyumlu olmalar1 sayesinde biyosensor

calismalarin1  desteklemektedir.  Yeni nanomalzemelerin  sentezlenmesi

yenilik¢i
aptasensorlerin gelistirilmesi i¢cin 6nemlidir (Gavrilas vd., 2022).

Aptamerler; cesitli analitleri yiiksek afinite ve 0Ozgiillilkle baglamak igin, iistel

zenginlestirme (SELEX, Sekil 2.3.) ile ligandlarin sistematik evrimi yoluyla in vitro olarak
secilen tek sarmalli oligoniikleotidlerdir (Duan vd., 2016).
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Sekil 2.3. SELEX isleminin sematik gosterimi.

Aptamerlerin termal stabiliteleri sayesinde, tekrar islenebilir ve doniistimlii

denatiirasyona ugrayabilir olmasi, kimyasal yolla kolayca sentezlenmesi, enzimatik direncinin

yiiksek olmasi, ¢esitli yiizeylere immobilize edilebilmeleri ve bir biyotani elemani olarak



kullanilabilmesi sayesinde kiiglik molekiillii organik ve inorganik bilesiklerin tespitinde
aptasensorlerin kullanilabilecegi kanitlanmistir (Ku vd., 2015). Aptamerler nM (hatta pM ve
alt1) mertebesinde ayrigsma sabitine (Kg) sahiptir. Kolay denatiire olan ve iiretimi zor olan
antibadiler yerine kullanilir ve hatta “sentetik antibadiler” olarak adlandirilir (Caglayan,

2016).

Aptamerler, uygun analitlere kovalent olmayan, se¢ici baglanma yetenegi nedeniyle
genellikle antikorlara bir alternatif olarak kabul edilir. Bu nedenle, aptamerle reaksiyon bir
analitin kimyasal dogasini etkilemez ve geri dontlisimliidiir. Ayrica aptamerler hidrolize karsi
antikorlardan daha kararlidir ve biyosensor birlesiminde uygulanmak iizere oldukga kolay
modifiye edilirler. Aptamer {iretiminde hayvanlara ihtiyag¢ duyulmadigindan biyoetik

gereklilikleri karsilamaktadir (Evtugyn ve Hianik, 2019).
Aptamerler ve antikorlar arasindaki karsilastirma Tablo 2.2.’de sunulmustur.

Tablo 2.2. Aptamerler ve antikorlar

Olciit Aptamerler Antikorlar

) 150-180 kDa, yiiksek
Molekiiler agirlik araligi: 6-30 kDa (20—100 niikleotid) 2
Boyut molekiiler agirlik 15 nm veya
nm boyutunda )
civari

Tekrar

o Partiler arasi yiiksek tekrar kullanilabilirlik Partiler arasi biiyiik farkliliklar
kullanilabilirlik
. o Sicakliga duyarlidir. Kalict
Fiziksel ve Termal  Yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Tersinir olarak denatiire
denatiirasyona kars1 hassastir.

kararlilik edilebilir. Tekrar kullanilabilir
Tek kullanimliktir.
. Sentez sirasinda veya segimden dnce kolaylikla ]
Kimyasal L ) Sinirly, spesifik olmayan ve
] gergeklestirilebilen ¢ok sayida bolgeye 6zgii kimyasal ) .
Modifikasyon R tutarsiz kimyasal degisimler.
degisiklik
. In vitro SELEX Canl1 organizmada biyolojik
Uretim .
sistem
Organik molekiiller, iyonlar, niikleik asitler,
Hedefl karbonhidratlar, amino asitler, peptitler, hiicreler, Sadece bagisiklik uyarici
edefler
toksinler, organik bilesikler ve antibiyotikler gibi ¢ok maddeler, diisiik toksinler
¢esitli maddeler
Liyofilize edilebilen, kolayca tasinabilen ve oda Kisa raf 6mrt, kararsizlik.
Tasima, Depolama . i o
sicakliginda saklanabilen kalic1 kalite ve dayaniklilik Soguk zincir ile

Kaynak: (Sheraz vd., 2024).
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2.6. Yanit Yiizey Metodolojisi (RSM)

RSM, birden fazla bagimsiz degisken ile bir veya daha fazla bagiml tepki degiskeni
arasindaki iligkileri inceleyerek siirecleri ve {iriin formiilasyonlarini optimize etmek icin
yaygin olarak kullanilan bir istatistiksel deney tasarim yontemidir. Bu ydntem, deneysel
tasarimlar1 optimize etmek amaciyla, bir dizi deneyi ampirik bir modele uyacak sekilde kurar
ve ilgi alanindaki maksimum veya minimum tepkiyi elde etmek i¢in modeldeki giris

degiskenlerinin optimum kosullarini belirlemek i¢in matematiksel teknikler kullanir.

RSM tamamen incelenen siireci veya iiriinii iyilestirmek, gelistirmek ve optimizasyonu
saglamak amaciyla iyi bilinen regresyon ve varyans analizi prensiplerine dayanmaktadir. Bu
onu cesitli endiistri dallarinda iiretkenligi ve kaliteyi artirmada kullanilan bir yontem haline

getirir.

RSM'nin 6nemi, analiz i¢in kapsamli veri toplamak iizere faktor seviyelerinin
kombinasyonlarin1 stratejik olarak se¢meyi iceren deneysel tasarima yonelik sistematik
yaklasiminda yatmaktadir. RSM'de kullanilan Merkezi Bilesik Tasarim (CCD) ve Kutu-
Behnken Tasarimi (BBD) gibi yaygin deneysel tasarimlar, faktdr alaninin verimli bir sekilde
kesfedilmesini kolaylastirir ve bodylece temel etkilesimleri ve etkileri yakalar. Metodoloji
genellikle, altta yatan kaliplar1 agiklamak ve test edilmemis kosullar altinda tepkileri tahmin
etmek icin deneysel verilere matematiksel modeller yerlestirildigi regresyon analizini igerir

(Bell, 2009; Meega ve Rupak, 2023).
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3. LITERATUR OZETi

Son zamanlarda aptamer esasli biyosensorler, patojenik bakterilerin, mikotoksinlerin
ve agir metallerin tespitinde gida giivenligini saglamak amaciyla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Wu vd., 2016). Ancak PAT kontaminasyonunun goriildiigii gidalarin,
yaygin bir kullanim alanina sahip olmasina ve maddi acidan degerli besin maddelerinde
goriilmesine ragmen, PAT ile ilgili genel ve aptamer temelli ¢alisma sayisinin azligi dikkat
cekmektedir. Tablo 3.1.’de Scopus veri tabaninda bazi anahtar kelimeler ile bunlara ait arama
sonuclar1 listelenmistir. Arama kelimeleri baslik, 6zet ve anahtar kelimeler igerisinde
gergeklestirilmistir. Calismalarin bir kismi PAT’in immiinosensor ile tespit edilmesi ile
ilgilidir ve sinyal artirma ¢abalar1 olmaksizin 10 pg/mL tespit sinirt (LOD) rapor edilmistir

(Riberi vd., 2020).

Molekiiler baskilanmis polimer (MIP)/elektrokimyasal (Hatamluyi, Behnaz vd., 2020;
Huang vd., 2019b), Froster rezonans enerji transferi (FRET) floresan sensor (Khan vd., 2020;
Ma vd., 2018; Wu. vd., 2018), agregasyon ile etkilenmis emisyon (AIE) floresan (Zhang vd.,
2020), MIP/ yiizeyde gii¢clendirilmis SERS (Wu vd., 2019; Zhu vd., 2020), immiinolipozom
esasli floresan (Song vd., 2019), 4-merkaptobenzoik asit/Au nanopiramit ile SERS (Kang vd.,
2019) galismalar bulunmaktadir.

ZnO nanogubuklar (He ve Dong 2018), ZnO nano-cigek ve pordz Zr-metal organik
iskele/metilen mavisi (MB) (He ve Dong, 2019), siyah fosfor nanotabakalar1 (Xu vd., 2019b)

ile ilgili caligmalar mevcuttur.

Tablo 3.1. Scopus veri tabaninda Mayis 2025 tarihli anahtar kelime tarama sonuglari.

Anahtar Kelime Makale inceleme Makalesi
PAT 1954 305
PAT+ Electrochemicial 40 8
PAT+ Electrochemicial+Aptamer 16 4
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Tablo 3.2. Literatiirde karsilagilan PAT tespit yontemleri.

Yontem Numune Arahk LOD Aciklama* Referans
0,5 - 0.27 Aptasensor, Au elektrot, ZnO (He ve
Elektrokimyasal Tampon 50000 }mL nanogubuklar (ZnO-NRs) ve Dong, ,
pg/mL P& kitosan, A1* 2018)
Elektrokimvasal Sulu 0,1 nM- 4,62 Aptasensor, GCE, siyah fosfor (Xu vd.,
Y ¢ozelti 10,0 uM pg/mL nanolevhalar, A1* 2019b)
Elektrokimvasal Elma 0’% ) 9,8 Immiinosensor — elektrokimyasl ~ (Riberi vd.,
Y suyu pg/mL  — Impedimetrik — GC elektrot 2020)
ng/mL
0,001- .
Elektrokimyasal Elma 70 0,7 MIP- Au@Cu-MOF/N-GQDs  (Hatamluyi
suyu ng/mL pg/mL GC elektrot — CV vd., 2020)
) 5-200 5 . (Song vd.,
Elektrokimyasal Tampon ng/mL ng/mL GC elektrot, imunosensor, rGO 2021)
]Slllma 5x107% — 0.04 DNA walker, Pt@AuNRs/Fe- (He ve
Elektrokimyasal Eh’}IIllzll 0,5 ;mL MOFs/PEI-rGO elektrokimyasal, Dong, 2021)
ng/mL P& CV, Al* &
sarabi
3 Aptasensor, Tetrahedral DNA
5x107°- R .
Elektrokimyasal Elma 0.5 30 nanoyapi, tiyonin etiketlenmis  (He ve Lu,
suyu ;mL fg/mL Fe304 nanopargaciklar/ rGO 2020)
HE elektrokimyasal, A1*
Aptasensor, Hiyerasik pordz Zr-
Elma 5x108- 0.015 metal organik iskele, MB, (He ve
Elektrokimyasal su 0,5 ’ mL kitosan/ ZnO nano-gi¢cek ve Dong, X.,
yu pg/mL Pg AgNP elektrokimyasal sensor, 2019)
aptamer, A1*
Elma Poli(tiyonin) MIP, PtNP ve azot
. suyu  0,002-2 0,001 y ’ (Huang vd.,
Elektrokimyasal . - doplanmis grafen,
Uziim ng/mL ng/mL ; 2019b)
elektrokimyasal
suyu
Aptasensor, Karboksi-amin (Kggrllg\;d"
polietilen glikol spacer {izerinden
. Elma 1-25 2,8 ; .
Elektrokimyasal dizaonyum tuzu ile karbon SPE
suyu ng/L ng/L

Al*

lizerine immobilize elektrot, EIS,
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Tablo 3.2. Tablonun Devami

Yontem Numune Arahk LOD Aciklama* Referans
Elma
Floresans suyu 0,5- 30 0,28  Aptasensor, manyetik NP ve (Ma vd.,
Uziim ng/mL ng/mL  rGO, DNase I, A1* 2018)
suyu
Tampon 0,01 - 3 Apta'sensor,' FRET, elizc?‘n 1.1.k1eaz (Wu vd.,
Floresan szelii. 100 ne/ml be/ml. katalizlenmis hedef doniistim 2018)
¢ & P& stratejisi, A1*
Aptasensor, FRET, DNA
Sulu  15-35000 6 dupleks yapinn skiilmesive —— \p g
Floresan szelti il L hedef baglanmasi ile aktive olan vd., 2019)
¢ P& P& fliioresan etiketli DNA sekans °
salimi, A1*
Aptasensor, carboxyfluorescein
boya ve -COOH
Floresan Tg;r;ﬁ(i)n 151_3/15n(}4 no/,r1n3L fonksiyonellestrilmis MWCNT %12181)1 vd,
¢ & & nano-soniimleyici, Al ve farkl
aptamer™
Elma
Floresan suyu 0,001-100 0,042 DNA G-kuadrupleks agregasyon (Dong
ores Uziim  ng/mL pg/mL etkili emisyon, Floresan, A1* vd., 2020)
suyu
Elma  0-150 s \mmunolipozomlarve (Song vd.,
Floresan suvu no/mL no/mL immiinomanyetik 2019)
Y & & nanopargaciklar, Floresan
Kolorimetri Elma 50-2500 48 Aptasensor, enzim-kromajenik ~ (Wu vd.,
suyu pg/mL pg/mL kolorimetrik analiz 2016)
Elma
suyu 2-40 0,5 QPR (Yang vd.,
LC Armut  ng/mL ng/mL MIP-SPE-HPLC 2016)
suyu
Elma 50-5000 6 (Lhotska
LC suyu ng/mL ng/mL MISPE-HPLC vd., 2017)
Elma 1-400 0.15 B"enz"ofuran -2- karboksilik asit (Yuve
LC su ne/mL ne/mL yiiklii manyetik nanokompozit ~ Fan,
yu & & MSPE-HPLC 2017)
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Tablo 3.2. Tablonun Devami

Yontem Numune Arahk LOD Aciklama* Referans
Elma 2-2000 0,5 (Li vd.,
LC suyu ng/mL ng/mL HPLC 2018)
Elma  0008-8 217  OOPLC-MS/MS, aptamer =7y,
LC Suvy oM M fonksiyonellestirilmis monolitik vd., 2021)
Y p kapiler kolon, A1* ’
Elma
suyu 7,5-60 3,1 ) (Fang vd.,
QEM Armut ng/mL  ng/mL MIP-sensor QCM 2016)
suyu
Tampon 7-5000 0,83 (Wu vd.,
SERS cozelti pM pe/mL MIP-SERS, AuNPs 2019)
0,5 pM e et .
SERS Portakal ~~ 0,85 Au/poli dimetilsiloksan/ anodik ~ (Zhu vd.,
suyu I uM pM allimina membran, MIP, SERS 2020)
SERS Elma 10-3000 6 4-merkaptobenzoik asit, Au- (Kang vd.,
suyu ng/mL  ng/mL nanopiramit, SERS 2019)

Al: Aptamer 1 (Wu vd., 2016)
A2: Aptamer 2 (Tomita vd., 2016)
SPE: Kati1 faz ekstraksiyonu

MIPSPE: Molekiiler olarak baskilanmis kati

faz ekstraksiyonu

UHPLC: Ultra yiiksek performans sivi

kromatografisi

MWCNT: Cok duvarli karbon nanotiip
rGO: Indirgenmis grafen oksit

MB: Metilen mavisi

MOF: Metal organik ag

QCM: Kuvars kristal mikroterazisi

HPLC: Yiiksek performans S1V1

kromatografisi

NP: Nanoparcacik

MSPE: Manyetik kat1 faz ekstraksiyonu
FRET: Froster rezonans enerji transferi
GC: Cams1 karbon

GCE: Cams1 karbon elektrot

MS/MS: Ikili kiitle spektrometrisi

PEI: Polietilenimin

GQDs: Grafen kuvantum noktaciklar
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PAT i¢in bir saptama yontemi gelistirmek iizere yapilan cesitli caligmalar Tablo
3.2.°de Ozetlenmistir. Genel olarak PAT tespitinde kullanilan teknikler, PAT i¢in belirlenen

sinir degerini (50 ng/g) karsilamaktadir.

Literatiirde siklikla kullanilan PAT aptameri, iissel zenginlestirme yontemi (SELEX)
ile 15 tur pozitif ve negatif se¢imin ardindan gelistirilmis olan sekiz aptamer adayindan
secilmigtir (Wu vd., 2016). Bu PAT-11 dizisinin, 21,83 £ 5,022 nM'lik bir ayrilma sabiti ile
yuksek afinite ve miikemmel segicilik ile PAT’a baglandig1 rapor edilmistir. Segilen aptamer,
PAT-11, daha sonra, bir enzim-kromojenik substrat sistemine dayali olarak PAT igin bir
saptama yoOntemi gelistirmek {izere bir tanima elemani olarak kullanildigi belirtilmistir.
Kolorimetrik aptasensoriin 50 ila 2500 pg/mL arasinda dogrusal bir aralik sergiledigi ifade

edilmistir (Wu vd., 2016).

Aptamer tabanli floresan sensérde Onceden rapor edilen iki aptamer (Tomita vd.,
2016; Wu vd., 2016) ve arastirmacilar tarafindan Onerilen bir diger aptamer kullanilmistir.
Sontimleyici olarak —COOH ile islevsellestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNT'ler) uygulanirken, floresan boya olarak karboksifloresein (CFL) kullanilmistir.
LOD ve nicellestirme smirt (LOQ) sirastyla 0,13 pg/L ve 0,41 pg/L olarak hesaplanmustir.
Ayrica, gidalarda yaygin olarak bulunan mikotoksinler de aptasensoriin segiciligini
dogrulamak i¢in test edilmistir. Gelistirilen aptasensor elma suyu numunesine uygulanmis ve
%096 ila %98 arasinda degisen toksin geri kazanimlar1 gozlenmistir (Khan vd., 2020). FRET
stratejisine dayali bir diger caligmada eksoniikleazla katalize edilen hedef geri doniisiim
stratejisi kullanilmistir. 0,01 ng/mL- 100 ng/mL arasinda dogrusal sonug veren bu ¢alismada
LOD 0,003 ng/mL olarak hesaplanmistir (Wu vd., 2018). Fotoindiiklenmis enerji transferi
kullanilan bir ¢alismada ise molekiiler olarak baskilanmis polimerde kuantum noktaciklar ile

PAT tespit edilmistir (Zhang vd., 2017).

Elektrokimyasal sensor tarafinda ise, GCE siyah fosfor nano-tabakalar (BP NS'ler) ile
modifiye edilmis ve PAT aptamer kullanilan bir impedans yontemi rapor edilmistir. PAT i¢in
LOD 0,3 nM ve 1,0 nM-1,0 uM tespit aralig1 rapor edilmistir (Xu vd., 2019a). Altin elektrot,
ZnO nanogubuklar ve kitosan modifikasyonlarinin kullanildig: bir elektrokimyasal ¢aligmada
ise 50 ng/mL ila 0,5 pg/mL PAT konsantrasyon araliginda ve 0,27 pg/mL LOD elde edilmistir
(He ve Dong, 2018). Aptamerin konformasyonel degisim saglamasi ile direncin artmasi
temelinde impedans spektroskopisi kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alismada ise 1 ile 25 ng
arasinda 1iyi bir dogrusal aralik elde edilmistir. LOD ve LOQ sirasiyla 2,8 ng/L ve 4,0 ng/L
oldugu rapor edilmistir (Khan, 2019).
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Ancak PAT kontaminasyonunun goriildiigii gidalar yaygin bir kullanim alanina sahip
olmasina ve maddi a¢idan degerli besin maddelerinde de goriilmesine ragmen, PAT tespiti ile
ilgili genel ve aptamer temelli ¢alisma sayisinin azlig1 dikkat ¢ekmektedir. 2021 yili harig,
Ozellikle PAT sensorleri ve PAT aptasensorleri ilizerinde yapilan ¢alismalarin artis trendi

izledigi goriilmektedir.

PAT tespiti i¢in cesitli yontemler gelistirilmis olmasina ragmen, kromatografik
yontemler referans yontem olarak kabul edilir. PAT kontaminasyonun tespiti i¢in ilk rapor
edilen yontem, ters fazli HPLC yontemidir. PAT’in numunelerden etil asetat ile
ekstraksiyonunun ardindan sodyum karbonat ¢ozeltisi ile muamelesi ve su, su-tetrahidrofuran
veya su-asetonitril mobil faz olarak kullanildigi yontemde tespit 254 ya da 276 nm’de

gerceklestirilmistir. Bu yontemin tespit sinir1 10 ng/mL civarinda olmustur (Brause vd.,

2020).

PAT tespiti i¢in kromatografik yontemlerin en biiylik sorunu, 6zellikle bazik ortamda
saflastirma veya analiz Oncesi tlirevlendirme basamaklarinda ortaya ¢ikan toksin stabilitesi

olmaktadir (Rovira vd., 1993).

Bu nedenle kromatografik yontemlerde gesitli enstriimental yaklagimlar ve numune
hazirlama teknikleri iizerine ¢alismalar gerceklestirilmistir. Boylece numunelerde PAT kaybi
olmaksizin ng/mL mertebesinden daha diisiik tespit sinirinda ve giivenilir kromatografik
yontemler rapor edilmistir. Cogu kromatografik yontem, izin verilen maksimum PAT
kontaminasyon sinir1 olan 50 ng/mL degerinin altinda tespit sinirina sahiptir (Llovera vd.,

1999).

PAT tespitinde kullanilan kromatografik yontemler ile ilgili ayrintili bir inceleme

makalesi mevcuttur (Notardonato vd., 2021).

Bununla birlikte kromatografik yontemler ile ilgili kisa bir literatiir incelemesi uygun
olacaktir. Boylece PAT tespiti ve piyasada bulunan iiriinlerde PAT kontaminasyonu hakkinda

genel bir bilgi de edinilebilir.

PAT kontaminasyonun incelendigi bir calismada, PAT, 100 adet elma suyu 6rneginde
stvi-sivi ekstraksiyonu ile ayrildiktan sonra misel elektrokinetik kromatografi (MEKC) ile
belirlenmistir. Orneklerin %66’sinda 0,7 ng/mL olan LOD degeri iizerinde PAT kalmntisi
tespit edilmistir. Ortalama PAT seviyesinin 0,7- 118,7 ng/mL araliginda ve numunelerin
%11'inde PAT kalint1 seviyesi 50 ng/mL ’in {izerinde oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada;

Ispanya'da, 15 yil &nce yaymnlanan verilere gére onemli bir degisiklik gozlenmedigi
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vurgulanmistir (Murillo-Arbizu vd., 2009). Bir diger ¢alismada, Suudi Arabistan'da ticari
olarak temin edilen 120 elma suyu numunesinde PAT kalintis1 mevzuata uygun yontemle
XDB C18 kolonunda ters faz HPLC ile tespit edilmistir ve numunelerde kalinti miktarinin
57 - 104 ng/mL oldugu bulunmustur (Gashlan, 2009). Elma suyunda PAT tespiti ve kontrolii
icin temel 6zellikler, PAT olusumu, toksikolojik 6nemi ve PAT tespit yontemleri hakkinda bir

inceleme makalesi bulunmaktadir (Welke vd., 2009).

Morales ve arkadaslar1 geleneksel teknolojilere kiyasla, biyolojik kontrol ajanlarinin
ve kontrollii atmosferin elma ciliriimesi ve PAT birikimi tizerindeki etkilerini incelemistir
(Morales vd., 2010). Ayni1 tarihlerde Iran’in giineybatisindaki bir fabrikadan alman gesitli
ticari elma suyu Orneklerinde HPLC yontemi kullanilarak gerceklestirilen analizde PAT

kalint1 seviyelerinin 26 —92 ng/mL oldugu bulunmustur (Jalali vd., 2010).

Portekiz'de pazarlanan 68 elma suyu (32 agik ve 36 bulanik) ve 76 homojenize elma
pliresi dahil olmak {iizere 144 elma bazli gidanin analizinde (HPLC yoOntemi), 33 Ornekte
1,2 ng/mL -42 ng/mL araliginda PAT kalintist tespit edilmistir (Barreira vd., 2010). Ayni
calismada, PAT kalintis1 bebek igeceklerinde tespit edilmemis, ancak, bebekler ve kiigiik
cocuklar tarafindan tiiketilmek tiizere etiketlenmis bes homojenize edilmis elma piiresi
orneginde tespit dilmistir. Bulanik meyve sularinda (%67), berrak olanlara (%13) kiyasla
yiiksek pozitif PAT insidansi tespit edilmistir. PAT tespitinin yam1 sira, PAT
kontaminasyonunun azaltilmasina yonelik ¢aligmalar da devam etmektedir. Yaklasik 100
mJem™ UV 1smma maruz birakilan taze elma sarabinda mevcut PAT kontaminasyonunun
%9,4 -%43,4 oraninda azaldig1 tespit edilmistir (Dong vd., 2010). Ancak bu miktarin oldukca
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu calismalar, PAT kontamine gida iiriinlerinin goriilme

sikliginin oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir.

Kontaminantlarin bir arada tespiti i¢in de farkli HPLC metotlar1 denenmistir. Gida
tiriinlerinde furfuraldehitlerin ve PAT 1n ayni1 anda belirlenmesi i¢in gelistirilen yontemde
furfuraldehitler %6 ila %100 geri kazanimla tespit edilirken PAT kazaniminin %90 oldugu
rapor edilmistir. Bu yontem bal, beyaz ve demerara sofra sekerleri, beyaz ve kirmizi balzamik
sirke, karamel, besin takviyesi, seker ikamesi, elma suyu (berrak ve bulanik) ve ayrica kiifle
enfekte bir elmay1 igeren farkli ticari gida matrislerine uygulanmistir (Gaspar ve Lucena,

2009).

Bir diger ¢alismada ise Cin'in Shandong eyaletinden alinan bugday unu 6rneklerinde

86,7 ng/g’a varan mikotoksin kalintis1 tespit edilmistir (Li vd., 2016).
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Kromatografik yontemlerde numuneden PAT ekstraksiyonu i¢in de farkli yaklagimlar
onerilmistir. Ornegin, Wang ve arkadaslar1 elma suyunda PAT 1 izolasyonu igin grafen oksit
(GO) bazh bir manyetik nanokompozit gelistirmistir. Bilinen HPLC y&nteminin kullanildig:
bu calismada manyetik katkili grafen oksitin (MGO) kullanildig1 yontemde 2,3 ng/mg LOD
elde edilmistir. Bu c¢alismada geri kazanim %68,7-83,6 arasinda degismis ve bagil standart
sapma (RSD) %1,8 - %8,7 arasinda olmustur (Wang vd., 2017). Bu calismada elde edilen
degerler, Brause ve arkadaslarinin yontemine gore RSD cinsinden yaklasik on kat daha

tekrarlanabilir sonu¢ vermistir (Brause vd., 2020).

MIP, bir analitin polimer iiretilmesi sirasinda yapiya yerlestirilmesi ve ardindan
sokiilerek analite uygun bosluklarin elde edilmesine dayali bir sentetik liganddir. Lucci ve
arkadaslar1 elma suyu, pilire ve recel Orneklerinden PAT tespitinde numune deristirme
siirecinde sorbent olarak MIP (Affinisep SPE PAT) kullanmistir. MIP kolonunun 6n-
deristirme i¢in kullaniminda ilave bir kimyasal derivativasyon kullanilmamis ve 6n deristirme
kolonunda toplanan PAT dietil eter ile ekstrakte edilerek analiz edilmistir. Bu ¢aligmada
%77°den biiylik geri kazanim saglanmis ve RSD degerinin %I11'in altinda oldugu
belirlenmistir. Bu yontem 2-100 ng/mL araliginda lineer cevap vermistir (Lucci vd., 2017).
Bir diger MIP calismasinda HPLC analizi sirasinda veya analiz Oncesi kullanilan analit
izolasyon kolunu ile sirasiyla 6 ng/mL ve 15 ng/mL LOD elde edilmistir. Geri kazanim

degerleri ise sirasiyla %81,2-109,9 ve %68,3—123,5 olmustur (Lhotska vd., 2017).

Bir diger deristirme yaklasiminda 16 fonksiyonel monomer, 4 ¢apraz baglayict ve 4
farkli porojenik ¢d6ziicliniin kullanimma dayanan 256 iiyeli bir kombinatoryal polimer
kitapligindan PAT i¢in uygun kati faz ekstraksiyon kolonu gelistirilmistir. Bu ¢alismada en
1yi geri kazanim %383 + 5,6 iken giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik sirasiyla +% 5,6 ve

7,6 bulunmustur (Giovannoli vd., 2017).

Deristirme siirecinde bir diger Onemli yaklasim, ligand olarak aptamerin
kullanilmasidir. SPME ve ardindan ultra yiiksek performansli sivi kromatografi-ikili kiitle
spektrometresi (UHPLC-MS/MS) kullanilan bir ¢alismada aptamer ile islevsellestirilmis
monolitik kapiler polimer hibrit kullanilmistir. Kapiler monolitik kolon, Au-nanoparcacik-
tiyonin -poli ((glisidil metakrilat)- ko-poli (etilen glikol) diakrilattan imal edilmistir (Sekil
3.1.). Bu yontemle elde edilen LOD 2,17 pM olmustur ve 8 pM-8 nM arasinda bir dogrusal
Olctim aralig elde edilmistir. Ger¢cek numunelerde 4 pg/mL PAT kontaminasyonun %85,4—
%106 geri kazanim ve %4,1-7,3 RSD ile tespit edilebildigi rapor edilmistir (Zhang vd.,
2021).

19



NH, .
: o NH,

(0]
ﬁ*o/wo
AIBN, DMF
0]

Izooktan, paraksilen

/\ro\/\ 0
o0

OH

0 "

O
o0

'\! S\) '} \)(:/“ O
i TCEP - NSsu

—————T—
S
‘/\/ \S

H
OH NH,

OH
4] H
0\/K/'\\/\ HS- 2 \,)
-

0 NN
0 H
OH

Sekil 3.1. Aptamer-fonksiyonel kilcal monolitik kolonun hazirlanmasi
Kaynak: (Zhang vd., 2021).

Genel durumun aksine, PAT 1 nispeten diisiik molekiiler kiitleli bir toksin olmas1 ve
bu yaklasimla tespitinde sinirlamalar nedeniyle PAT tespiti i¢in sinirli sayida immiinosensor

yaklagimi rapor edilmistir (Riberi vd., 2020).

Immiinosensér PAT platformu igin oOnerilen ilk c¢alismalar fliioresan temelli
yaklasimlar1 icermekteydi. Pennacchio ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismayla yakin kizilotesi
floresan problarinin kullanimina dayanan yeni bir floresan polarizasyon immiinoanaliz (FPIA)
yaklasimi sunmugstur. Yontem, PAT ve floresan etiketli PAT tiirevi arasindaki yarigmali
baglanma sonucu spesifik bir antikora baglanmanin ardindan floresan polarizasyon
emisyonundaki artis1 esas almistir. Bu yontemin LOD degerinin 0,06 ng/mL oldugu rapor

edilmistir (Pennacchio vd., 2015).

GCE iizerine GO konjuge poliklonal anti-PAT antikor kullanilarak elma suyundan
PAT tespitinde EIS ydntemi kullanilmistir. Sensériin 1x1072 —10 ng/mL araliginda dogrusal
cevap verdigi ve LOD degerinin 9,8 pg/mL oldugu belirlenmistir. Sensor %86 geri kazanim

ve %20 RSD ile yeterli analitik performans sagladig rapor edilmistir (Riberi vd., 2020).

GCE iizerinde PAT immiinosensorde tavsan anti-PAT-BSA IgG'si GO /Au
nanokompozit ile kaplanmis bir GCE iizerine immobilize edilerek tespit gerceklestirilmistir
(Song vd., 2021). PAT tespiti 5 ng/mL —-200 ng/mL arasinda dogrusal sonu¢ veren

immiinosensor ile 5 ng/mL LOD elde edilmistir.
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Coklu toksik mikotoksinlerin tespitine yonelik bir ¢alismada AFB1, OTA- A ve ZEA
icin bir goriintiilemeli RSM platformu rapor edilmistir. Bu immiinoanaliz i¢in monoklonal
mikotoksin antikorlari, poli (oligo (etilen glikol) metakrilat-ko-glisidil metakrilat) molekiiler
firca lizerine immobilize edilmis ve sinyal artirmak i¢in Au nanoparcaciklar (AuNP)
kullanilmistir. Bu ¢alismada ii¢ mikotoksin i¢in, 8, 30 ve 15 pg/mL’lik LOD degerleri elde
edilmistir (Hu vd., 2014).

i+ O — g

Grafen oksit Au nanoparcacik GO/Au nanokompozit

@
(GO) (Au) l Y
@

Camsi karbon
elektrot (GCE)
Uzerine kaplanmig
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Tavsan
anti-patulin lY
BSA IgG
GCE Uzerine

immobilize
antikor (Ab)

Patulin

Ovalbiimin |®

Ovalblimin ile
bloke edilmis
anti-patulin Ab
GCE sensor

Sekil 3.2. PAT tespiti icin immobilize edilmis GCE sensoriiniin hazirlanmasina iliskin sematik
¢izim
Kaynak: (Song vd., 2021).

Aptamerlerin sagladigi avantajlar nedeniyle seg¢ici ve tekrarlanabilir sensor
platformlarinin olusturulmasi saglanmaktadir. Ancak, PAT i¢in sinirhh sayida aptasensor
caligmas1 mevcuttur. Literatlirde siklikla kullanilan PAT aptameri, SELEX ile 15 tur pozitif
ve negatif se¢imin ardindan gelistirilmis olan sekiz aptamer adayindan segilmistir. Bu PAT-11
dizisi (3'-GGCC CGCC AACC CGCA TCAT CTAC ACTG ATAT TTTA CCTT- 5,
21,83 + 5,022 nM'lik bir ayrilma sabiti ile yiliksek afinite ve miilkemmel secicilik ile PAT a
baglandig1 rapor edilmistir (Sekil 3.2.). Segilen aptamer, PAT-11, daha sonra, bir enzim-

kromojenik substrat sistemine dayali olarak PAT i¢in bir saptama yontemi gelistirmek iizere
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bir tan1 elemani olarak kullanildigi belirtilmistir. Kolorimetrik aptasensoriin 50 ila 2500

pg/mL arasinda dogrusal bir aralik sergiledigi ifade edilmistir.

Literatiirde PAT i¢in gelistirilen bir diger aptamer ise 5° - GGGT AGGG CGGG
TTGG GAGC TATT CCTG CGGG CGCT GTTC GCCT AGTC GGAA GGGA TCCC -3°
dizilimindedir (Tomita vd., 2016).
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Sekil 3.3. GO-SELEX prosediirii ve PAT tespiti i¢in bir kolorimetrik aptasensor kullanilarak

PAT'a kars1 aptamer se¢iminin sematik gosterimi
Kaynak: (Wu vd., 2016).

Diger bir ¢aligmada, manyetik nanopargacik, rGO ve DNase I kullanimina dayali bir
florometrik PAT sensorii rapor edilmistir. 6-karboksifloresein ile -etiketlenmis PAT
aptamerinin floresani, FRET nedeniyle manyetik nanoparcacik konjuge rGO-Fe3Os ile
soniimlenmistir. Bununla birlikte, PAT varliginda, etiketli aptamer rGO-Fe;Oq4'ten siyrilir.
rGO-Fe;04 daha sonra manyetik olarak ayrilir, bdylece serbest etiketli PAT aptamerinin
floresan1 eski haline getirilir. Bu yontemle PAT i¢in tespit limitinin 0,28 ng/mL olarak rapor

edilmistir (Ma vd., 2018).

FRET stratejisine dayal1 bir diger calismada eksoniikleazla katalize edilen hedef geri
doniisiim stratejisi kullanilmistir. Dogrusal araligin 0,01 ng/mL 'den 100 ng/mL oldugu bu
calismada ortalama geri kazanimlar %93,33 ile %105,21 arasinda degismistir. Gelistirilen
yontem icin toplam analiz siiresi yaklagik 50 dakikadir. Arastirmacilar, 0,003 ng/mL LOD
rapor etmistir (Wu vd., 2018).
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Sekil 3.4. PAT tespiti i¢in oranli metrik floresan aptasensoriiniin islevini gosteren sematik

diyagram
Kaynak: (Ahmadi vd., 2019).

Oransal floresan Slgiimii ve tek sarmal yer degistirme stratejisi kullanilan yontemde
(Sekil 3.4.), PAT varliginda, DNA dubleks yapisinin sokiilmesi ve TAMRA etiketli eslenik
DNA dizisinin hedef aracili salinimi nedeniyle sinyal azalmasi ile 15 pg/mL- 35 ng/mL

arasinda dogrusal aralik ve 6 pg/mL LOD elde edilmistir (Ahmadi vd., 2019).

PAT i¢in aptamer temelli biyosensor gelistirilmesinde daha sik kullanilan platform
elektrokimyasal metodolojiler olmustur. PAT spesifik aptamerlerin se¢iminin yakin tarihte
olmasi nedeniyle de aptamer temelli biyosensorler hakkinda da sinirli sayida ve yakin tarihli

calismalar yapilmstir.

PAT i¢in gelistirilen impedimetrik tabanli aptasensorde, bir GCE siyah fosfor nano-
tabakalar (BP NS'ler) ile modifiye edilmis ve elektrostatik ¢ekim ile PAT aptamer ile
modifiye edilmistir. Algilama basit¢e, modifiye edilmis elektrot yiizeyindeki elektron transfer
direncinin artmasi ile saglanmistir. Bu aptasensér PAT"1 0,3 nM LOD 1,0 nM'den 1,0 pM'ye
kadar uzanan dogrusal bir aralikta algilamistir. Ardindan ayni calismada, sensdriin
performansin1 artirmak icin, BP-NS-GCE, AuNP ve ardindan tiyollii PAT aptameri ile
modifiye edilerek, bu elektrot 0,18 V (Ag/AgCl'ye kiyasla) uygulanan bir potansiyelde
calistirilmig ve daha genis bir dogrusal aralikta (0,1 nM ila 10,0 uM), daha diisiik bir algilama
sinir1 (0,03 nM) elde edilmistir (Xu vd., 2019b).

Sinyal amplifikasyon adiminda bir diger yaklasim walker-DNA'y1r (WDNA) ele
almistir. Bu yaklasimda, wDNA ile bagli PAT-spesifik aptamer, analit PAT ile etkilesimden
sonra serbest birakilmis ve daha sonra, wDNA, Nb.BbvClI endoniikleaz ile birlikte, ylizeye

immobilize edilmistir. Zr-MOFs etiketli oligoniikleotidler biiyiilk miktarda metilen mavisi
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(MB) yiikleyerek sinyal amplifikasyonu saglanmistir. Bu c¢alismada, altin-platin
cekirdek@kabuk nanorodlari/demir bazli metal-organik iskele/poli(etilenimin) indirgenmis
grafen oksit kompozit elektrot modifikasyonu kullanilarak 40 fg/mL'lik bir tespit siniri
bildirilmistir (He ve Dong, 2021).

Ozellikle son yillarda ligand olarak bir biyolojik kdkenli bilesenin alternatifi olarak
MIP da kullanilmaktadir. MIP yonteminde, analit olacak molekiiliin bir konak {izerine zay1f
veya kuvvetli baglar ile baglanmasi ile olusan bir sablon igeren bir polimer dokiilmesi ve daha
sonra bu sablon molekiiliin ¢ikarilmasi ile elde edilen kavitenin analit i¢in kullanilmasi esastir
(BelBruno, 2019). Prensip olarak "kilit ve anahtar" mekanizmasina benzedigi i¢in antikor-
antijen biyoafinitesi ¢iftinin sentetik analoglari olarak tanimlanir. Ana bilesen olarak polimer

icerdigi icin de maliyet, kararlilik ve sicakliga dayaniklilik gibi avantajlara sahiptir.

MIP yapilar herhangi bir kuantum noktaciklar1 (QD) tlizerine kaplanabildigi icin, optik
sensOr yontemlerinin ilk adaylardan biri olmasi kaginilmazdir. Mn katkili ZnS QD temelli bir
MIP igin sablon olarak 6-hidroksinikotinik asit, fonksiyonel monomer olarak 3-
aminopropiltrietoksisilan ve baski i¢in ¢apraz baglayici olarak tetraetoksisilan kullanilarak
sol-jel yontemi kullanilmistir. Foto-indiiklii elektron transfer mekanizmasi ile sensoriin baskili
bosluklar ile yiiksek polariteli PAT baglanmasi ile olusan fosforesans sondiirme ile analitik
sonu¢ elde edilen bu calismada 0,43—6,50 pM dogrusal aralik ve 0,32 uM LOD elde
edilmistir. Elma suyu orneklerinde, yiiksek performanshi sivi kromatografisi ile iyi uyum
gosteren, bagil standart sapmalart <%4,95 olan %102,9-127,2 oraninda geri kazanimlar elde

edilmistir (HPLC) (P > 0,05) (Zhang vd., 2017).

Bir diger calismada ise MIP, azot doplanmis grafen kuantum noktaciklar ve AuNP
fonksiyonellestirilmis bakir-metal organik iskele kullamlarak 7x10° ng/mL LOD elde
edilmistir (Hatamluyi vd., 2020). Platin nanopargacik iizerine azot doplanmis grafen ve
politiyonin MIP uygulanarak gerceklestirilen bir elektrokimyasal c¢alismada ise gercek
numunelerden 0,001 ng/mL LOD ile PAT tespit edilmistir (Huang vd., 2019a).
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Sekil 3.5. PAT 1n fosforesans tespiti i¢in bir nanosensor olarak MIP-QD'lerin sentez semast

Kaynak: (Zhang vd., 2017).

Literatiirdeki bazi uygulamalar, farkli mikotoksinlerin tespitinde kullanilmis olsa da
heniiz PAT ile ilgili bu tiir uygulamalar rapor edilmemistir. Ornegin, AFB1 ve ZEA tespiti
icin Escherichia coli esash bir elektrokimyasal biyosensor Onerilmistir. Tan1 eleman1 olarak
E. coli ve mediyator olarak p-benzokinon kullanilan bu ¢alismada 1 ng/mL LOD ve 0,01-0,3
pg/mL araliginda dogrusal cevap elde edilmistir. Bu yaklasimda, E. coli i¢in sitotoksisite esas
alindigindan farkli toksinlerin bir arada ve ayr1 ayri etkilerini belirlemek de miimkiin
olmustur. Bu sensoriin gercek numunelerde uygulanmasi da giivenilir sonuglar vermistir

(Chen vd., 2020).

Plazmonik biyosensor platformlarindan SPR ise farkli mikotoksinlerin tespitinde
kullanilmasina ragmen PAT ig¢in rapor edilmemistir. AFB i¢in gelistirilen bir SPR sensérde
tantyict eleman olarak aptamer kullanilmistir. Optimizasyondan sonra SPR sensdriin analitik
performansi, tampon ¢ozeltide, 1,5 ila 50 ng/mL dogrusal aralik ve 0,19 ng/mL LOD
olmustur. Elma sarab1 6rneklerinden analit geri kazanim % 96,3 ile 117,8 arasinda degismistir
(Wu vd., 2018). Cesitli tespit yontemleri arasinda, kolorimetrik ve SERS teknikleri kapsamli
bir sekilde karsilagtirilmustir. Ornegin, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, LOD 1,5 pg/mL
ile OTA-A’y1 tespit edebilen bir kolorimetrik aptasensor bildirilmis ve piring gibi gercek

numune analizlerinde verimliligini gostermistir (Zhang vd., 2024).

SERS tabanli bir bagka yontemde tespit, 1,6 pg/mL 'lik daha diisiik bir LOD ile 0,0156
ila 31,2 ng/mL araligindaki AFB1 konsantrasyonlar1 i¢in dogrusal bir yanit elde edilmistir
(Evtugyn vd., 2021).
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu caligma kapsaminda, PAT tespitine yonelik olarak yapisal anahtarlama aptamer
tabanli elektrokimyasal sensor ile impedimetrik aptasensor tasarlanmis; her iki ¢alismanin

asamalar1 ayr1 bagliklar halinde diizenlenmistir.
4.1. Materyal
4.1.1. Kullamlan cihaz ve kimyasallar

Bu calisma kapsaminda tiim Olgiimler, 234+2°C sicaklikta gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal dl¢limler gerceklestirilirken Ivium potansiyostat (Ivium Technologies, B.V.,
Hollanda) ve Autolab marka Kompakt potensiyostat/galvanostat (Metrohm) cihazlar
kullanilmistir. Deneyler, Dropsens markasinin yerel distribiitériinden temin edilen, ¢alisma
elektrodu ylizey alam1 0,126 cm?® olan SPE (DRP-110) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Deneylerde kullanilan kimyasallar aksi belirtilmedik¢e Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmis olup, analitik derecededir. Sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve durulama adimlarinda
18,2 MQ-cm direng degerine sahip ultra saf su (UPW) kullanilmistir. Literatiirden (Zuker,
2003) secilen PAT" tanimak igin 6zel olarak tasarlanmis MB-modifiye PAT aptamer probu
(MB-aptamer), FElla Biotech'ten (Almanya) temin edilmistir. MB-aptamerin 23°C'deki
niikleotid dizilimi ve sekonder yapisi Tablo 4.1° de verilmistir (Schmidt vd., 2022; Zuker,
2003). Liyofilize edilmis aptamer, herhangi bir ek isleme tabi tutulmadan kullanilmigtir.

Impedimetrik aptasensdr gelistirilmesi deneylerinde kullanilan PAT ‘a &zgii aptamer
probu (SH-aptamer), Ella Biotech'ten (Almanya) firmasinin yerel temsilcisinden temin
edilmistir. SH-aptamerin dizilimi 5'- SH- C6- GGCC CGCC AACC CGCA TCAT CTAC
ACTG ATAT TTTA CCTT- 3'diir (Wu vd., 2016) (Tablo 4.1) ve liyofilize olarak gelen

aptamer herhangi bagka bir igleme tabi tutulmadan kullanilmistir.
4.1.2. Kullamlan cozeltiler
0,1 M PBS ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Sodyum fosfatin monobazik ve dibazik tuzlarmmin 0,1 M’lik konsantrasyonundaki
cozeltileri saf su icerisinde hazirlanmistir. 0,1 M dibazik ¢6zeltinin pH degeri pH metre ile
Olclilmiistiir. Daha sonra, pH degeri istenilen araliga ulasana kadar 0,1 M monobazik
cozeltisinden uygun miktarda eklenerek pH kademeli olarak diisiiriilmiistiir. Elde edilen
tampon ¢ozelti bir giin bekletilerek pH 6l¢iimii yapilmig ve pH’in kararlilig1 saglanmistir. Bu

tez kapsaminda kullanilan PBS tampon ¢6zeltisi pH 7,4’e ayarlanarak kullanilmigtir.
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Tablo 4.1. Aptamerin dizisi ve sekonder yapist
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Kaynak: (Wu vd., 2016; Zuker, 2003).

2 mM Kis[Fe(CN)s]/ Ka[Fe(CN)s] ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
0,1 M KCI ¢ozeltisi igerisinde 4 mM potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)s]) ve 4 mM
potasyum ferrosiyaniir (Ka[Fe(CN)s]) ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Hazirlanan iki ¢ozelti

hacimce 1:1 oraninda birlestirilerek ferri/ferrosiyantir ¢ozeltisi elde edilmistir.

Bu redoks probu, EIS 6l¢iimlerinde elektrot yiizeyinin elektron transfer direncini (Ret)
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Ferri/ferrosiyaniir sistemi, iyi tanimlanmis ve tersinir
redoks ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle, 6zellikle elektrot modifikasyonlarinin etkinligini

izlemek i¢in yaygin sekilde tercih edilmektedir.
4.2. Yontem
4.2.1. Au elektrobiriktirme

SPE'ler, safsizliklar1 ortadan kaldirmak ve elektrotlar i¢in temiz bir yiizey saglamak
amaciyla deneylerden o6nce LSV teknigi kullanilarak elektrokimyasal temizlige tabi
tutulmustur. Elektrot yilizeylerinin elektrokimyasal temizligi i¢in, negatif tarama (Stan vd.,
2022) ve potasyum hidroksit ile negatif tarama (Fischer vd., 2009) en uygun yontemler olarak
belirtilmistir. Bu ¢caligmada, negatif tarama iglemi 0 ile -2 V araliginda 20 mV/s tarama hiziyla
ancak notral ve daha az agresif olan 0,1 M KCl i¢inde 1 mV'lik bir potansiyel uygulanarak
gerceklestirilmistir. Temizlenen ve kurutulan elektrot yiizeyine ince bir altin (Au) tabakasi

kaplamak amaciyla 0,1 M KCI igerisinde hazirlanan 1 mM kloroaurik asit [AuCls4]™ ¢6zeltisi
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damlatilarak 0 ile -1,5 V potansiyel araliginda, 50 mV/s tarama hizinda, 15 dongii CV
uygulanarak kaplama yapilmigtir. Bu asamada elektrot ylizeyinde goriiniir bir Au tabakasi
birikmistir (Sahin vd., 2022). Au kaplama islemi elektrot duyarliligi ve performansini
artirmak amaciyla gergeklestirilmistir. SPE-Au olarak adlandirilan bu elektrotlar,
elektrobiriktirme isleminden sonra UPW ile yikanarak yiizeydeki kalintilar giderilmistir.
Calisma kapsaminda gergeklestirilen tiim deneylerde elektrotlar bu asamalarla aptamer

immobilizasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

4.2.2. PAT Tespiti Icin Yapisal Anahtarlama Aptamer Tabanh Elektrokimyasal

Sensor Gelistirilmesi
4.2.2.1. Aptamer immobilizasyonu

Aptamer immobilizasyonu, SH-(CH2)s-Aptamer-AttoMB2 dizisine sahip MB-
modifiye edilmis aptamer kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla, 0,1 M PBS (pH: 7.,4)
ve % 0,05 Tween-20 igeren 10 uM konsantrasyonunda MB-aptamer ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan 10 pL'lik 10 uM MB-aptamer c¢ozeltisi (%0,05 Tween-20 PBS) SPE-Au
elektrotunun ylizeyine damlatilarak inkiibe edilmis ve Au yiizeyi ile etkilesime girmesi
saglanmigtir. Inkiibasyon isleminden sonra, elektrot ayni tampon ¢ozelti kullanilarak yikama
yapilmistir. Tampon igerisinde Tween-20 kullanilmasinin amaci, aptamer ile hedef analit

arasindaki etkilesimi artirmaktir (Song vd., 2019).

Spesifik olmayan etkilesimleri azaltmak (Ahmadi vd., 2019) ve aptamerin
immobilizasyonu sirasinda altin ylizeyle olan etkilesimini dengeleyerek immobilizasyon
verimliligini artirmak amaciyla (Wu vd., 2018), yiizeyde bosta kalan bolgeleri bloke etmek
icin 1 mM 6-merkapto-1-heksanol (MCH) c¢ozeltisi kullanilmistir. Kiiglik molekiil yapisi
sayesinde MCH, aptamer dizileri arasinda diizenli bir sekilde yerleserek yiizeyin kompakt ve
homojen bir yap1 kazanmasina katki saglar. Bu islem, 6zellikle biyolojik orneklerde sik¢a
karsilagilan hedef dis1 molekiillerin ylizeye tutunmasini engelleyerek, spesifik olmayan
sinyallerin Oniine gecilmesine yardimci olur. Aptamer immobilizasyonu gerceklestirilen ve

hedef analit (PAT) tespiti i¢in hazirlanan bu elektrotlar SPE-Au/Apt olarak adlandirilmistir.

Elektrokimyasal biyosensorlerde de aptamerlerin altin  elektrot ylizeyine
immobilizasyonunu takiben acgikta kalan bolgelerin kapatilmasi amaciyla MCH siklikla
kullanilmaktadir. Vasilescu ve arkadaglari, MCH' in bu 0zelliginin sensoriin arka plan
sinyalini azalttigini ve ol¢iim giivenilirligini artirdigini gostermistir. Benzer sekilde, Shaver ve

arkadaslari, altin nanoparcaciklarla modifiye edilmis MWCNT yiizeylerde MCH' 1n, yiizey
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stabilitesini artirarak aptamerin hedefe kars1 6zgiilliigiinii korudugunu rapor etmistir. Ayrica,
Malecka-Baturo ve arkadaslarinin gergeklestirdigi deneysel ¢alismada, MCH ile bloklanmis
elektrotlarin yalnizca aptamerle modifiye edilmis ylizeylere gore daha stabil elektrokimyasal
yanitlar verdigi ve arka plan giiriiltiistiniin anlaml1 sekilde azaldig1 ortaya konulmustur. Tiim
bu bulgular, MCH’ 1n yalnizca makroskobik altin yiizeylerde degil, ayni zamanda nanoyap1
iceren hibrit elektrot sistemlerinde de etkili bir yiizey bloke edici ajan olarak islev gordiigiinii
ve sensOr performansini ¢cok yonlii olarak gelistirdigini gostermektedir (Malecka-Baturo vd.,

2024; Shaver vd., 2020; Vasilescu vd., 2025).

4.2.2.2. PAT Tespiti

Farkli konsantrasyonlardaki PAT ¢ozeltileri, tampon ortamda hazirlanarak elektrotlara
inkiibe edilmistir. PAT inkiibe edilen elektrotlarin yaniti, SWV teknigi ile analiz edilmistir.
SWYV dl¢timleri, -0,8 V ile -0,3 V potansiyel aralifinda, 10 mV sinyal biiytikligii ve 25 Hz
frekansta, tek tarama olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bu dl¢limler, PAT inkiibasyonundan
once ve sonra ayri ayri yapilarak, her iki durum arasindaki akim farki, aptasensoriin tepkisi
olarak degerlendirilmistir. Bu c¢alismada kullanilan aptamer, PAT'in varliginin bir sinyal
degisikligine neden oldugu aptasensoriin elektrokimyasal acgik-kapali davranigini

gostermektedir.

Elektrokimyasal aptamer bazli sensorlerde, hedef molekiiliin aptamere baglanmasi ile
meydana gelen konformasyonel degisim, redoks etiketi ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron
transfer hizin1 dogrudan etkiler. Hedef analit baglanmadan 6nce redoks etiketi (6rnegin MB)
elektrottan uzak konumdadir ve bu durum yavas elektron transferi ile sonug¢lanir. Hedef
baglandiginda ise aptamer yapist katlanarak redoks etiketi elektrota yaklasir ve elektron

transfer hizi artar.

SWV teknigi, bu elektron transfer hizlarindaki degisimlere karsi yiiksek duyarlilik

gosterdiginden, hedefin baglanma kinetigine bagli olarak farkli sinyal yanitlar1 elde edilebilir.

Hedef baglandiginda akim siddetini artirdigi durumda "sinyal-agik" tipi bir cevap,
hedef baglanmasi akimi azaldiginda "sinyal-kapali" tipi bir cevap olusmaktadir. Bu farkli
yanitlarin  temelinde, SWV  parametrelerinin  sensoriin ~ bagli  ve  baglanmamig
konformasyonlarina karst gosterdigi duyarhiligin  yatmakta oldugu diisiiniilmektedir.
Uygulanan frekansa gore sistem, hizli ya da yavas elektron transfer durumunu daha baskin

sekilde gosterebilir.
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Bu durum, SWV tekniginin uygun frekans ve genlik ayarlartyla hem "sinyal-agik"
hem de "sinyal-kapali" seklinde sinyal {iretimine olanak tanidigini gostermistir. Bu esneklik,
ozellikle kinetik diferansiyel ol¢iim gibi gelismis analiz yontemlerinin uygulanmasina olanak
saglamis, boylece Ol¢lim sirasinda olusabilecek sinyal siiriiklenmeleri (drift) etkili sekilde
diizeltilebilmistir. Sonug olarak, SWV teknigi yalnizca hassas bir sinyal iiretim araci olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda sistemin dinamik yanitlarinin optimize edilmesine de imkan tanir
(Verrinder vd., 2023). Calismamizin 06zgiin degerlerinden biri olarak tasarlanan yapisal

anahtarlama aptasensor platformunu gelistirirken SWV teknigi kullanilmistir.

Aptamer kET > k,(.‘T

Y i
—

Patulin

Redoks Merkezi

%%%%%%z%%
g %ﬁ% By o)

%ﬁ

Sekil 4.1.PAT tespiti icin yapisal anahtarlama aptasensor platformunun prensibinin sematik

gosterimi.
4.2.2.3. En uygun Aptamer, MCH ve PAT inkiibasyon siirelerinin belirlenmesi

Aptamer, MCH ve PAT i¢in optimal inkiibasyon siirelerini belirlemek amaciyla,
optimizasyon c¢alismalarinda merkezi kompozit tasarim yontemi olan RSM kullanilmastir.
Optimizasyon i¢in aptamer, MCH ve PAT inkiibasyon siireleri ile ortaya ¢ikan akim degisimi
kullanilarak RSM analizi gerceklestirilmistir. Istatistiksel degerlendirme sonucu kuadratik
yontemin deneysel veriler i¢in en uygun modeli sagladigi belirlenmistir. Optimizasyon
caligmalarina yonelik deneysel planda, aptamer modifikasyonu, MCH modifikasyonu ve PAT
inkiibasyon siiresi anahtar faktdrler olarak belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirmeler ve

istenebilirlik fonksiyonu temelinde belirlenen optimum degerler, Tablo 4.2. 'de verilmistir.
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Tablo 4.2. immobilizasyon parametrelerine gére RSM deney plani.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 1
Std Deney .
A: Aptamer Modifikasyon B: MCH Modifikasyon C:PAT Inkiibasyon
4 1 150 60 90
18 2 150 60 47,5
17 3 150 60 47,5
10 4 240 60 47,5
9 5 60 60 47,5
7 6 60 90 90
5 7 60 30 90
6 8 240 30 90
2 9 240 30 5
13 10 150 60 5
20 11 150 60 47,5
3 12 60 90 5
15 13 150 60 47,5
12 14 150 90 47,5
19 15 150 60 47,5
16 16 150 60 47,5
8 17 240 90 90
11 18 150 30 47,5
1 19 60 30 5
4 20 240 90 5

31



4.2.2.4. Analitik Performansin Belirlenmesi

SPE-Au/Apt elektrotlarinin analitik performansiin belirlenmesi i¢in ilk 6nce PAT
icermeyen 0,1 M PBS (pH: 7,4) ¢6zeltisi kullanilarak PAT bulunmayan ortamda temel yanitin
belirlenmesi amaciyla SWV teknigi uygulanmistir. Daha sonra, elektrotlar optimizasyon
sonucu belirlenen siire boyunca (89 dakika) farkli konsantrasyonlarda PAT (0,1 M PBS, pH
74te 1, 2,5, 10, 25 ng/mL) ile inkiibe edilmistir. Inkﬁbasyonun ardindan, elektrotlar 0,1 M
PBS (pH: 7.4) ile iyice yikanmistir. Hazirlanan SPE-Au/Apt/PAT elektrotlari, 0,1 M PBS
(pH: 7,4) ¢ozeltisinde SWV kullanilarak test edilmis ve PAT icermeyen ¢ozeltiden elde edilen
ile PAT varliginda elde edilen cevaplar arasindaki akim degisimi aptasensoriin cevabi olarak

kaydedilmistir.

SPE-Au/Apt elektrodunun PAT tespiti i¢in modifikasyon adimlarinin genel sematik

gosterimi Sekil 4.2' de verilmistir.

ﬁloroaurik

asit §\§ @ 4%
2 - 0 g % 0
/ / MB Aptamer
SPE/Au

= Aptasensor “agik”
== Aptasensor “kap

35 .
— <5 =

Aptasensor “kapal” Aptasensor “agik”

Sekil 4.2. PAT tespiti i¢in yapisal anahtarlama elektrokimyasal aptasensoriiniin iiretim

adimlarinin sematik gosterimi
Kaynak: (Sahin vd. , 2022).

Kalibrasyon egrisi, maksimum akim degisimine karsilik gelen PAT konsantrasyonuna
kars1 grafik cizilerek olusturulmustur. Kalibrasyon deneyleri, farkli elektrotlar kullanilarak {i¢

kez tekrar edilmis ve verilerin standart sapmasi belirlenmistir. Aptasensor kalibre edildikten
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sonra, LOD %95 giiven araliginda standart sapmanin 3 kat1 (3c) olarak hesaplanmistir; burada

o, tekrarlanan 6l¢iimler arasinda gozlemlenen en biiyiik standart sapmay1 temsil etmektedir.
4.2.2.5. Girisim, Ger¢cek Numune ve Raf Omrii Testleri

PAT tespitinde olas1 benzer toksinlerin girisim etkilerinin incelenmesi amaciyla ZEA
ve OTA- A’nin esdeger ve 5 kat yiiksek derisimlerinin inkiibasyonundan kaynaklanan akim
degerleri incelenmistir. SPE-Au/Apt elektrotlar1 baslangicta PAT olmadan test edilmis,
ardindan sirasiyla 5 ng/mL ve 25 ng/mL PAT, ZEA ve OTA-A konsantrasyonlari ile inkiibe

edilmistir. Tekrarlanabilirligi belirlemek amaciyla deneyler ii¢ kez (N=3) tekrar edilmistir.

Gergek numune testleri i¢in, yerel marketlerden alinan elma suyu 6rnekleri, bir vorteks
kanistiric1 kullanilarak esit hacimde etil asetat cozeltisi (%99,5 saflik, Merck'ten elde
edilmistir) ile karistirildiktan sonra santrifiijleme islemi yapilmistir. Faz ayrimindan sonra tist
etil asetat fazt (1 mL) toplanmis ve 19 mL PBS ile seyreltilmistir. Farklt PAT
konsantrasyonlart (5 ng/mL, 10 ng/mL ve 25 ng/mL), bu hazirlanan elma suyu 6rneklerine

standart ekleme yontemi kullanilarak eklenmistir.

Raf 6mrii deneyleri ile elektrotun raf 6mrii tespit edilmistir. Hazirlanan SPE-Au/Apt
elektrotlari, temel akim degeri elde edildikten sonra +4°C'de 10 giin boyunca saklanmuistir.
Saklama siiresinin ardindan, elektrotlar PAT ile test edilmis ve akim farki degerindeki yiizde
degisim referans degerine gore hesaplanmistir. Ayrica, elektrotlar +4°C'de ek olarak 10 giin
daha saklanmis ve referans degerine gore sensor tepkisini degerlendirmek i¢in tekrar test

edilmistir.
4.2.3. PAT Tespiti I¢cin Impedimetrik Aptasensor Gelistirilmesi

Boliim 4.2.1.°de belirtilen sekilde hazirlanan ve SPE-Au olarak adlandirilan elektrotlar
2 mM ferri/ferrosiyaniir ¢ozeltisi igerisinde, CV ve EIS teknikleri kullanilarak karakterize

edilmistir.

CV, elektrot yiizeyinde gerceklesen redoks siireglerine genel bir bakis sunmasi ve
genis potansiyel araliklarinda redoks davranisinin hizli bir sekilde gézlemlenmesine olanak
tanimast nedeniyle, sensorlerin 6n karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Beitollahi vd., 2020). Ozellikle aptamer immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasi yiizeydeki

degisikliklerin izlenmesinde oldukca bilgilendirici bir tekniktir (Pellitero vd., 2021).

Aptamer bazli elektrokimyasal sensorlerin yiizey modifikasyonlarinin izlenmesi ve

hedef analite 0zgii yanitlarinin degerlendirilmesinde, CV ve EIS siklikla birlikte
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kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda aptamer immobilizasyonunu takiben CV ile yiizeyin
redoks tepkisini analiz edilmis ve sonrasinda hedefin baglanmasiyla sistemdeki yiik transfer
direncinin EIS ile ol¢iildiigii gosterilmistir. Bu yaklasim, hem ylizey modifikasyonlarinin
takibi hem de hedef baglanmasinin dogrulanmasi igin etkili bir kombinasyon sunmustur

(Radi, 2011).

CV, ozellikle yiizeydeki degisimleri hizli ve tekrarlanabilir sekilde gosterebilirken;
EIS, sensor yanitinin daha diislik konsantrasyonlarda bile 6lgiilmesine imkan taniyan yiiksek
duyarlilikli bir analiz saglar. Bu baglamda, CV ve EIS' nin birlikte kullanilmasi, sensor
platformlarinin hem yapisal biitiinliiglinii hem de analitik performansini optimize etmek adina

olduke¢a degerlidir (Pellitero vd., 2021).
4.2.3.1. Aptamer ile immobilize edilmis SPE’lerin hazirlanmasi

SH- (CH2)s —Aptamer sekansina (Tablo 4.1.) sahip aptamer kullanilmistir. 5 pM
derisimde pH 7,4 PBS igerisinde 0,1 M fosfat tamponlu tuzlu su i¢inde 5 pL hacimde 5 pM
aptamer cozeltisi SPE-Au lizerinde bekletilmis ve tampon ile yikandiktan sonra, %2,5 yagh

siit ile muamele edilerek Au yiizeyi bloke edilmistir.

Proteinler ile genosensorlerde sinyal artiriminin rapor edildigi sinirlt sayida ¢aligma
olsa da, MCH kullanilarak yiizey bloklama sonucu ortaya ¢ikan tekrarlanabilirlik sorunu siit
ile muamele sonucunda ortadan kalkmistir (Bonaldo vd., 2023). Son olarak elektrotlar tampon
cozelti ile yikanarak PAT tayini i¢in hazir hale getirilmistir. SPE-Au/Apt olarak adlandirilan
ektrotlara tampon igerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PAT inkiibe edilerek CV (-
0,5 ile -0,48 V potansiyel araligi, 2 ¢cevrim) ve EIS teknigi ile test edilmistir. Testler, 0,1 M
KCl igerisinde hazirlanmis 2 mM [Fe(CN)s]** redoks prob ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilmistir

EIS olglimleri, genellikle voltamogramda yiikseltgenme ve indirgenme piklerinin
ortalamasi alinarak belirlenen formal potansiyelin (Ey) yakininda yapilmaktadir. Bu
potansiyelde faradayik akim sifira yakin olup, sistem yalnizca elektrot ara yiizeyine 6zgii yiik
transferi ve kapasitif davranis tlizerinden karakterize edilebilmektedir. Calismada EIS
Olctimleri AC potansiyeli uygulanarak Eo degeri 0,12 V olarak bulunmus ve bu potansiyelde
Olctimler gerceklestirilmistir. EIS sonuglarinda uydurma (fitting) i¢in esdeger devre modeli
(Randles devresi) kullanilmigtir. Bu devre ¢ozelti direnci (Rg), sabit faz elemani1 (CPE), yiik
aktarim direnci (R¢) ve Warburg impedansindan (W) olusmaktadir. Bu esdeger devre modeli

EIS verilerinin modellenmesi i¢in kullanilmis ve Nyquist diyagramlarinda verilmistir.
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a EPA EPK indirgenme:
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Sekil 4.3. (a) Anodik pik ( E pa ) ve katodik pik ( E pk ) arasindaki potansiyel farki AEp, Eo
formal potansiyel olarak etiketlenir (b) Elektrokimyasal sistemin Randles esdeger devre

modeli. (Fischer vd., 2009).
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PAT tespiti i¢in aptasensor liretim adimlar1 sematik olarak Sekil 4.4 te gosterilmistir.

A
uCly Aptamer
g Immobilizasyon SPE-Au/APT

‘ . SPE-Au Siit

Elektrot Bloklama

SPE-AuW/APT

SPE

PAT
Inkiibasyon SPE-AuwAPT/PAT
PP T—

Sekil 4.4. PAT tespiti i¢in aptasensor sematik gosterimi.

4.2.3.2. En Uygun Aptamer Konsantrasyonu ve Aptamer immobilizasyon ve PAT

Inkiibasyon Siirelerinin Belirlenmesi

Bu calismada aptamer konsantrasyonu, aptamer immobilizasyon siiresi ve PAT
etkilesim siiresi optimize edilmistir. Optimizasyon ¢alismalarma ilk olarak aptamer
konsantrasyonu ile baglanmistir. Aptamerin farkli konsantrasyonlari (1, 5, 10 uM), 120 dakika
siireyle pasif adsorpsiyon yoluyla elektrot yiizeyine immobilize edilmistir. Elektrot yiizeyinin
elektrokimyasal aktivasyonundan sonra PAT’a 6zgii aptamer immobilizasyonundan elde
edilen Nyquist egrilerinin esdeger devreleri ile belirlenen R¢; degeri artis1 dikkate alinarak
optimum aptamer konsantrasyonu belirlenmistir. Daha sonra 60, 120 ve 180 dakika aptamer

immobilizasyon stireleri ve 30, 45, 60 dakika PAT inkiibasyon siireleri ii¢ tekrar olacak
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sekilde deneyler gergeklestirilmistir. Ayni sekilde R¢¢ degerleri dikkate alinarak optimum

sartlar belirlenmistir.
4.2.3.3. Analitik Performansin Belirlenmesi

Altin kaplanan ve siit ile bloklama islemi gerceklestirilen SPE’ler EIS teknigi
kullanilarak, hiicreye 0,12 V potansiyel uygulanarak karakterize edilmistir. Karakterizasyon
islemi Au kaplama, aptamer immobilizasyonu ve farkli PAT konsantrasyonlarinin
inkiibasyonu sonrasinda gergeklestirilmistir. Aptasensor cevabi olarak R¢¢ degerleri dikkate

alinmustir.

PAT aptasensOrii cevabt esas alinarak gerceklestirilen analizde, aptamer
konsantrasyonu, aptamer ve PAT inkiibasyon siirelerinin elde edilen Nyquist egrilerinin
esdeger devreleri ile belirlenen R¢¢ degeri artisi iliskisi incelenmistir. Elde edilen analiz
sonuclarina gdre en iyi sonucu veren aptamer konsantrasyonu, aptamer modifikasyon ve PAT

inkiibasyon siireleri minimum hata ve test siiresini verecek sekilde belirlenmistir.

SPE-Au elektrotlar iizerine 5 pL. aptamer damlatilarak, 120 dk siireyle immobilizasyon
gerceklestirilmis ve 2 mM [Fe(CN)e¢]> " redoks prob c¢dzeltisi igerisinde EIS teknigi
kullanilarak kalibre edilmistir ve SPE-Au/Apt olarak kaydedilmistir. Farkli miktarlarda PAT
(0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 ng/mL 0,1 M PBS, pH 7,4) inkiibe edilmis elektrotlar (SPE-
Au/Apt/PAT) aynm sekilde redoks probu ile analiz edilmistir. Aptasensér cevabi olarak

Nyquist egrileri kiyaslanmistir.
4.2.3.4. Girisim ve Raf Omrii Testleri

Girisim deneyleri kapsaminda, iki yaygin mikotoksin olan OTA-A ve ZEA’nin, PAT
tespitindeki potansiyel girisimi degerlendirilmistir. Optimize edilmis PAT inkiibasyon stiresi
boyunca, girisim yapan maddelerin inkiibasyonundan kaynaklanan diren¢ degerleri
incelenmistir. SPE-Au/Apt elektrotlar1 5 ng/mL ZEA (PAT+ZEA) ve OTA-A
(PAT+ZEA+OTA) konsantrasyonlariyla inkiibe edilmistir. Deneyler giivenilirlik ve
tekrarlanabilirlik saglamak i¢in ti¢ kez (N=3) tekrar edilmistir.

Elektrotlarin  raf Omriinii degerlendirmek amaciyla raf Omrii deneyleri
gerceklestirilmistir. Hazirlanan SPE-Au/Apt elektrotlari, baslangic diren¢ degerini elde
ettikten sonra +4°C'de 7 giin boyunca saklanmigtir. Saklama siiresinin ardindan elektrotlar
PAT ile test edilmis ve direncteki de8isim degeri ylizdesi, referans degerine gore

hesaplanmistir. Boylece sensor yaniti referans degerine gore degerlendirilmistir.
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5. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. PAT Tespiti Iicin Yapisal Anahtarlama Aptamer Tabanh Elektrokimyasal

Sensor

SPE f{izerine Au’in elektrobiriktirmesini gosteren CV sonuglar1 Sekil 5.1. A 'da
verilmigtir. CV sonuglarina gorei, ilk ¢evrimde gdzlenen belirgin indirgenme piki (~—0.85 V),
altin iyonlarinin Au® olarak yiizeye indirgenmesini gostermektedir. Artan ¢evrim sayistyla bu
pik kaybolmakta ve akim siddeti azalmaktadir; bu durum, yiizeyin altinla kaplandigini ve
indirgenecek iyon kalmadigim1 goéstermektedir. Ayn1 zamanda toplam akimin biytikligii
azalmaktadir, bu durum indikatif olarak ylizey doyumuna yaklasildigini gostermektedir.
Ayrica, ilk ii¢ dongiiden sonra voltammogramda onemli bir degisiklik olmaksizin Au
kaplamasinin kararli bir duruma ulastig1 gézlemlenmistir. Sonrasinda, 15 dongiiden sonra,
ylizeyin tamamen kaplandigi ve goriiniir bir Au tabakasinin olustugu tespit edilmistir (Zaki

vd., 2020).

A) B)
0t 10} —0ng/mL PAT
g‘ -40 :i sl ~—25 ng/mL PAT
E’ -80 . ) E 6}t
15. cevrim
% -120 | = 4t
=160} 1. cevrim < 2
A A A A A 0 " A
-1,6 -1,2 -0,8 -0,4 0,0 07 -06 -05 -04

Potansiyel (V vs Ag/Ag™) Potansiyel (V vs Ag/Ag™)

Sekil 5.1. A) 15 dongii boyunca 50 mV'da 0,1 M KCl'de 1 mM [AuCly]elektroliz icin CV'ler
(B) Aptasensoriin PAT'a kars1 sinyal agma-kapama sinyal tepkisi.

Molekiiler anahtarlama ile gergeklesen agik-kapali sensor tepkisi, PAT varliginda
degerlendirilmistir. Elektrot ile PBS probu arasindaki elektron transferi, bir akim gecisine
olanak tanir ve bdylece aptamer ile PAT arasinda bir etkilesim yokken (PAT olmadig:
durumda) aptasensoriin "agik" durumda olmasina neden olur. Tersine, PAT ile inkiibasyon,
molekiiler anahtarlama sonucu MB ile elektrot ylizeyi arasinda saglanan akimi engeller ve
aptasensoriin "kapali" durumda olmasina yol agar. Bu "agik-kapali" davranis, elektron transfer
mesafesinin aptamere bagli PAT molekiillerinin sayisina bagli olabilecegini ve bu sayede
belirli bir 6rnekte PAT konsantrasyonunun kantitatif 6l¢timii igin kalibrasyon yapilabilecegini

gostermistir. Sekil 5.1. (B)’de 0 ng/mL PAT ve 25 ng/mL PAT varliginda sensorden elde
38



edilen sinyaller karsilagtirilmistir. 25 ng/mL PAT varliginda akimda belirgin bir diisiis (~—0.5
V civar1) gozlemlenmektedir. Burada, Au kapl yilizeyde immobilize edilen aptamer, PAT ile
etkilesime girerek ylizey yiik gecisini siirlar. Bu durum ise pik akiminin azalmasina neden
olur. 25 ng/mL PAT inkiibasyonu sonrasi diferansiyel puls voltametrisi (DPV) sinyalinde
gozlenen akim diislisli, hedef analitin ylizeye 0zgiil baglanmasin1 ve boylece yiizeydeki

elektron transferinin engellendigini gostermektedir.

Bu durum, fonksiyonel sensor yiizeyinin olustugunu ve aptamer-PAT etkilesiminin
basarili sekilde gergeklestigini gostermektedir. CV ile yapilan ¢oklu ¢evrim analizleri, yiizeye
basarili bir sekilde altin kaplandigin1 gosterirken, DPV analizi, immobilize edilen aptamerin
hedef analit olan PAT ile 6zgiil etkilesimini dogrulamaktadir. Bu bulgular, yiizeyin hem
yapisal hem de fonksiyonel olarak sensor uygulamalari i¢in uygun sekilde modifiye edildigini

ortaya koymaktadir.

Elektrodun analitik performansini optimize etmek igin, aptamer ve MCH'nin
modifikasyonu ile hedef molekiil (PAT) i¢in inkiibasyon siireleri anahtar degiskenler olarak
belirlenerek RSM ile optimizasyon gerceklestirilmistir. Detayli RSM deney tasarimi Tablo

5.1.’de verilmistir.

Tablo 5.1. Design Expert programi tarafindan belirlenen deneyler ve elde edilen sonuglar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Sonug 1
Deney A:Aptamer B:MCH Modifikasyon — C:PAT Inkiibasyon ~ Akim
Modifikasyon Siiresi Stiresi (dakika) Siiresi (dakika) LA
(dakika)
1 150 60 47,5 1,566
2 60 90 5 1,201
3 150 60 47,5 1,934
4 150 60 47,5 1,570
5 150 60 47,5 2,037
6 60 30 5 1,335
7 240 90 5 1,701

PAT aptasensorii cevabi esas alinarak gerceklestirilen RSM analizinde aptamer, MCH
ve PAT inkiibasyon siirelerinin akimdaki degisimle olan iliskisi incelenmistir. Yapilan
istatistiki degerlendirmeler neticesinde elde edilen analiz sonuglarina gére en iyi sonucu veren

kuadratik yontem, deney verilerine en uygun model olarak onerilmistir.
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Aptamer, MCH ve PAT inkiibasyon siireleri ile ortaya ¢ikan elektrokimyasal PAT
sensoriinden elde edilen akim degisimi arasindaki iligki ile optimizasyon ger¢eklestirilmistir.
Optimizasyonda bos elektroda kiyasla daha yiliksek bir akim farki veren kosullar tercih
edilmistir. Isteklilik fonksiyonunun 1'e esit oldugu ¢dziim kullanilarak, aptamer, MCH ve
hedef molekiil inkiibasyon siireleri i¢in optimize edilmis degerler sirasiyla 180 dakika, 40
dakika ve 89 dakika olarak belirlenmistir. Yaklagik 40 bazlik aptamerin Au yiizeyine
kendiliginden diizenlenen tek tabakalar (SAM) formunda baglanmasi icin bu c¢alisamda
bulunan optimum degerler literatiir ile uyumludur (Erkal-Aytemur vd., 2024). Ayrica MCH
bloklama siiresi de bu tiirde kiigiik bir SAM olusturan molekiil i¢in literatiire uyumlu ve
gercekei bir optimizasyon sonucu olarak degerlendirilmistir(Sahin vd., 2022). Bu optimize
edilmis degerler, ¢alismanin sonraki asamalarinda Au kapli SPE elektrotlarinin iiretimi ve

analizi i¢in kullanilmistir.

@ 4,—.
60 240 30 90
A:Aptamer Modifikasyon Siiresi = 180,168 B:MCH Modifikasyon Siiresi = 40,3288
5 90 1,201 2,037
C:PAT inkiibasyon Siiresi = 88,7006 Akim = 2,15532

Sekil 5.2. Au kapli SPE elektrotlarinin iiretimi ve analizi i¢in optimizasyon degerleri.
5.1.1. Analitik performansin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki PAT c¢ozeltileri (0,1 M PBS, pH 7.4’te 2, 5, 10, 25
ng/mL) ile inkiibe edilen elektrotlardan elde edilen tepe akim yogunlugu degerleri, yanit
degisikliklerini incelemek i¢in grafige gegirilmistir. Her bir ¢alisma ii¢ tekrarli yapilmis ve
ortalamalar1 alinmistir. Sekil5.3’te  dort farkli PAT derisimi i¢cin DPV  sonuglari
gosterilmektedir. Her panelde (A: 2 ng/mL, B: 5 ng/mL, C: 10 ng/mL, D: 25 ng/mL), kirmiz1
egri PAT eklenmeden 6nceki sensor yanitini, mavi egri ise ilgili PAT derisimiyle inkiibasyon
sonrast Olclilen akimi temsil etmektedir. Tiim panellerde PAT varliginda akim siddetinde
sistematik bir azalma gozlenmektedir. Bu durum, yiizeye immobilize edilen anti-PAT
aptamerin hedef molekiille 6zgiil olarak baglandigini ve bu baglanmanin yiizeydeki elektron

transferini  kisitlayarak akim degerini diisiirdiigiinii gdstermektedir. Ozellikle diisiik
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konsantrasyonlarda (2 ve 5 ng/mL) dahi gozlenen akim azalmasi, sensoriin yliksek

duyarlilikla c¢alistigin1 kanitlamaktadir. PAT konsantrasyonu arttikca akim siddetindeki

diisiislin daha belirgin hale gelmesi ise sensoriin konsantrasyon bagimli yanit verdigini ortaya

koymaktadir.
A B
10
] — OPAT — OPAT

—_ — 2 ng/mL PAT — — 5ng/mL PAT
< <

2 2

g 5 g 57

X 3 4

< <

0- T T T
-0.6 -0.5 -0.4 -0.60 -055 -0.50 -0.45
E vs Ag/Ag+ (V) E vs Ag/Ag+ (V)
C D
10 — OPAT
] — OPAT — 25ng/mL PAT

I ] — 10 ng/mL PAT I :

2 2

£ 54 £ 5

X = 4

< <

o_
-0.6 -0.5 -0.4 -0.6 -0.5 -0.4
E vs Ag/Ag+ (V) E vs Ag/Ag+ (V)

Sekil 5.3. Farkli PAT konsantrasyonlarinda elde edilen tepe akim yogunlugu degerleri.

Secilen aptasensor 1-25 ng/mL'lik dogrusal bir ¢alisma aralifi gostermis ve LOD,

standart sapmanm 3 kati (30) ile belirlenen %95 giiven aralifiyla 3,56 ng/mL olarak

hesaplanmistir. Gelistirdigimiz aptasensoriin performansini degerlendirmek i¢in bu aralik ve

LOD degerlerini literatiirde diger elektrokimyasal tespit yontemleri i¢in bildirilenlerle

karsilastirilmistir (Tablo 3.2.). Sonuglar, aptasensériimiiziin PAT'in dogru tespiti i¢in dnemli

bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
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Gelistirilen aptasensoriin kalibrasyon egrisi Sekil 5.4.’de sunulmugtur. Kalibrasyon
egrisi, bes farkli PAT konsantrasyonunun her birinde ii¢ tekrar yapilarak ve ortalama degerler
hesaplanarak olusturulmustur. Yapisal anahtarlama mekanizmasinin, PAT konsantrasyonu
artttkca akim yogunlugunda orantili bir azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir. Bu
orantisallik, 2 ng/mL 'lik bir PAT konsantrasyonundan itibaren daha belirgin hale gelmistir ve
daha yiiksek bir dogrusal diizey sergilemistir (belirleme katsayisi, CoD, R? = 0,993). Daha
diisiik PAT konsantrasyonlarinda, anahtar degistirme olaylarinin akim yogunlugunda 6nemli
bir degisiklik yaratacak kadar sik gergeklesmemesi beklenir. Ancak, 2 ng/mL ile 25 ng/mL
araliginda, anahtarlama davranisi yiliksek bir dogrusal iliski ve yiiksek bir CoD ortaya
koymustur. Ayrica, tekrarlanabilirlik analizi ortalama 0,055 pA standart sapma ve maksimum
0,067 pA sapma oldugunu gostermistir. Bu sapma, 1 ng/mL PAT i¢in 6l¢iilen sensor sinyalinin
%5'ine karsilik gelir ve tekrar edebilirlik sonuglarinin tatmin edici analitik performans sonucu

verdigini ortaya koymustur (Khan vd., 2020; Zhang vd., 2020).

24 .71
7
< 207¢ .//
= /
é 1,6 i /‘;
é 192 ] I.'I
ol y =0,0623x + 0,945
08} 1 R%= 0,944

0 5 10 15 20 25
PAT (ng/mL)

Sekil 5.4. Yapisal Anahtarlama Aptamer Tabanli Elektrokimyasal Sensor i¢in kalibrasyon
egrisi.
Kalibrasyon egrisinden elde edilen analitik parametreler Tablo 5.2.'de verilmistir.

LOD, (3.3xc)/egim iliskisi kullanilarak CoD, R? degerinin 0,94 oldugu
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i =0,0623.[PAT]+0,945 (5.1)

dogrusal denkleminden belirlenmistir. LOD belirlenirken, dl¢iimlerden elde edilen maksimum
o6 degeri olan 0,067 pA standart sapma degeri kullanilmistir. LOD, 3,56 ng/mL olarak
hesaplanmustir (Sekil 5.4) (Sahin vd., 2022).

Tablo 5.2. Aptasensor igin analitik parametreler.

Analitik parametre Degerler
Dogrusal aralik (ng/mL ) 1 ila 25

Kalibrasyon dogrusu esitligi , i (LWA), [PAT] (ng/mL ) i=0,0624[PAT]+0,946

Hassasiyet (ng PATpPA/mL) 0,0623
Egimin standart hatasi, + 0,008
Kesim noktasinin standart hatasi, + 0,946
CoD, R? 0,945
LOD ng/mL 3,560
LOQ ng/mL 10,700

Alternatif ~ olarak, kalibrasyon egrisi 2 ng/mL ‘'den baslatildiginda,
i=0,0565[PAT]+1,043 denklemine uyan ve R? degeri 0,99 olan miikemmel bir uyum ortaya
koymustur. Ikinci kalibrasyon egrisi kullanildiginda ise, hesaplanan LOD 3,91 ng/mL
olmustur. Ozellikle, her iki LOD degeri de birbirine oldukg¢a yakin olup, kalibrasyon egrisinin
egimi olan sensoOr hassasiyeti arasinda yaklasik %9'luk Onemsiz bir mutlak oransal fark

oldugunu gosterilmistir.

Gelistirilen yap1 degistiren aptamer tabanli elektrokimyasal sensor, 2-25ng/mL
araliinda PAT i¢in yiiksek dogrusal yanit (R? = 0,993) ve diisiik tekrar sapmasi (en fazla
0,067 pA) ile giiclii bir analitik performans sergilemistir. Artan PAT konsantrasyonu, aptamer-
hedef etkilesimine bagli olarak elektron transferini kisitlamigs ve akim yogunlugunda
sistematik bir azalma olusturmustur. Kalibrasyon egrisinden elde edilen egim ve Olgiim
sapmalar1 kullanilarak hesaplanan LOD degeri 3,56 ng/mL olup, alternatif kalibrasyonda bu
deger 3,91 ng/mL olarak bulunmustur. Her iki durumda da elde edilen diisiik LOD ve yiiksek

tekrarlanabilirlik, sensdriin secicilik ve duyarlilik agisindan giivenilirligini dogrulamaktadir.
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Gergek numune testleri i¢in, yerel marketlerden elde edilen elma suyu 6rnekleri, bir
vorteks karistirict kullanilarak esit hacimde etil asetat ¢ozeltisi (99,5% saflik, Merck'ten elde
edilmistir) ile karistirildiktan sonra santrifiijleme islemi yapilmistir. Faz ayrimindan sonra iist
etil asetat fazi1 (I mL) toplanmigs ve 19 mL PBS ile seyreltilmistir. Farkli PAT
konsantrasyonlart (5 ng/mL, 10 ng/mL ve 25 ng/mL), bu hazirlanan elma suyu 6rneklerine
standart ekleme yontemi kullanilarak eklenmistir. Olgiilen degerler daha sonra gergek
orneklerde PAT tespitinin dogrulugunu degerlendirmek i¢in kalibrasyon egrisi ile

karsilastirilmistir.

OTA-A ve ZEA gibi girisim yapan maddelerin aptasensoriin tepkisi tizerindeki etkisi,
her madde i¢in 5 ng/mL ve 25 ng/mL konsantrasyonlarinda arastirilmistir. Bu analiz dort
elektrot kullanilarak yiiriitiilmiis olup ve kalibrasyon egrisinden elde edilen karsilik gelen

degerler, standart sapmayla birlikte Sekil 5.5.’de gosterilmistir.

n
—

- 25 ng/mL

5 ng/mL

Akim (nA)
- N W A
& &

S &

=)

PAT PAT+ZEA PAT+ZEA+OTA

Sekil 5.5. Girisim yapan maddelerin aptasensoriin tepkisi iizerindeki etkisi. Girisim yapan
maddenin 5 ng/mL ve 25 ng/mL konsantrasyonundaki tepkisi. Hata cubuklari, bagimsiz

olarak hazirlanmis dort elektrottan tiiretilen numunelerin standart sapmalarini temsil eder.

Bu calismada kullanilan ve spesifik olarak PAT'a baglanan aptamer, daha Once
literatiirde bildirilmistir (Wu vd., 2016). Ote yandan, ZEA ve OTA dahil olmak iizere
potansiyel interferanslarin sensor yiizeyinde 5 ng/mL PAT ile birlikte inkiibe edildiginde,

kalibrasyon egrisinden elde edilen Olgiilen degerlerin pozitif bir Onyargi sergiledigi
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gozlemlenmistir. Ozellikle, ZEA, 5 ng/mL konsantrasyonda sensdr tepkisinde onemli bir
artisa neden olmus ve 15 ng/mL'nin iizerindeki konsantrasyonlara esdeger bir tepkiyle
sonuglanmistir. Ancak, bu spesifik olmayan girisim etkisi daha yiiksek bir ZEA
konsantrasyonunda (25 ng/mL) gozlenmemistir. ZEA' nin diisiik konsantrasyonlarda PAT-
spesifik aptamer ile rekabetci etkilesiminin yani sira, ZEA' nin ayrica sinyal azalma oranini
artiran yapisal bir etkilesime neden oldugu agik olarak goriilmiistiir. PAT, ZEA ve OTA'nin
fizikokimyasal 6zellikleri molekiiler mekanik (MM?2) modellemesi kullanilarak hesaplanmis

ve sonuclar Tablo 5.3.'de 0zetlenmistir.

Tablo 5.3. Girisimciler i¢in ZEA ve OTA ile PAT i¢in hesaplanan fizikokimyasal 6zellikler, 1-

4 van der Waals faktori ve Wiener endeksi.

PAT ZEA OTA

/ cl
HO

Molekiiler o
yapl z ° 0, (0]
gH o ° ,; OH OH 0

Germe 0,3975 3,3788 2,7855
Biikme 14,2503 14,2710 8,9576
Germe-

0,0877 0,6306 0,0567
Biikme
Burulma 1,1177 15,1357 -0,7561
1,4 VDW

-2,0779 -1,9683 -4,0717
Olmayan
1,4 VDW 4,1251 18,1306 14,5069
Dipol/Dipol 0,9734 3,1423 4,4234
Toplam

18,87 kcal/mol 52,72 kcal/mol 25,90 kcal/mol
Enerji
LogP -0,928 3,316 1,877
Toplam
0,019642 0,000473 0,004365
Baglant1
Wiener
139 1150 460

Endeksi
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LogP, toplam baglanabilirlik ve topolojik indeks (Wiener) dahil olmak iizere
hesaplanan parametreler beklendigi gibi PAT, ZEA ve OTA ig¢in farklilik gdstermektedir. OTA,
ZEA'ya kiyasla PAT'a yapisal olarak daha yakin olmasina ragmen, ZEA'ya kiyasla aptamer ile
daha distk bir spesifik olmayan etkilesim sergilemistir. OTA tek basma Olgiilen PAT
konsantrasyonunun yaklasik %10'a kadar bir girisim sinyali iiretmistir. Her iki girisim de ayni
anda etkilesime girdiginde, yaklasik %10'luk benzer bir pozitif yanli sapma (bias)
gozlemlenmistir. Ote yandan, digerlerine kiyasla daha hidrofobik olan ZEN, yapisal gegcis
veya redoks merkeziyle etkilesim yoluyla akimda bir azalmaya yol acgabilecek spesifik
olmayan bir etkilesim sergilemistir. ilging bir sekilde, bu negatif etkilesim daha yiiksek ZEA
konsantrasyonlarinda azalmistir. Ancak, PAT-spesifik aptamerin farkli interferanslar igin
secilip dogrulandig1 bu ¢alismada, aptamerin ZEA ile spesifik olmayan bir sekilde etkilesime
girdigi sonucuna kesin olarak varilamaz. Bunun yerine, aptamer gecisinde veya redoks
merkezinin elektrot ylizeyi ile etkilesiminde bir interferans oldugu sonucuna varilabilir. Yine
de, pratik uygulamalarda, ZEA elma suyunda bir kirletici olmadigindan (Zinedine vd., 2007),

bahsedilen interferans sensoriin analitik performansin1 6nemli 6l¢iide etkilemeyebilir.

Calismanin ilk basamaginda, PAT tespiti amaciyla gelistirilen yap1 anahtarlamali
aptamer tabanl elektrokimyasal sensor, ylizeye elektrokimyasal olarak biriktirilen altin tabaka
lizerine immobilize edilen aptamer sayesinde yiiksek secicilik ve duyarlilik gostermistir. Altin
kaplama stireci, ¢oklu g¢evrimli CV ile izlenmis ve ylizeyin homojen sekilde kaplandig:
dogrulanmigtir. PAT varliginda aptamerin yap1 degistirme mekanizmasi sayesinde sensor agik-
kapali konuma gecerek akim sinyalinde belirgin bir diisiis liretmis ve bu degisim, hedef
molekiiliin 6zgiil olarak baglandigin1 gostermistir. RSM ile optimize edilen aptamer, MCH ve
PAT inkiibasyon stireleri, sensor performansini maksimum diizeye ¢ikarmis; DPV sonuglari
ise 2-25 ng/mL aralifinda yiiksek dogrusal yanit (R*=0,993) ve diisiik tekrar sapmasi ile bu
performans1 dogrulamistir. Hesaplanan LOD degeri 3,56 ng/mL olup, sensoriin diisiik

diizeydeki PAT miktarlarini bile dogru sekilde tespit edebildigi gosterilmistir.

Gergek numune analizlerinde, elma suyu 6rneklerinde gerceklestirilen standart ekleme
ve geri kazanim testleri sensoOriin karmasik matrislerde de giivenilir calistifini ortaya
koymustur. Ayrica, OTA ve ZEA gibi potansiyel interferanslar karsisinda sensoriin seciciligi
degerlendirilmis ve ZEA’nin diisiik konsantrasyonlarda kismi bir pozitif sapmaya neden
oldugu gozlenmistir. Bu sapma, ZEA’nin aptamerle yapisal olarak benzerligi veya redoks
merkezine olan spesifik olmayan etkilesimlerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Ancak ZEA'nin gida matriksinde bulunma olasiliginin diisiik olmasi nedeniyle bu girisimin
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uygulamali analiz performansini 6nemli o6l¢iide etkilemeyecegi Ongoriilmektedir. Sonug
olarak, gelistirilen aptasensor; dugiikk tespit limiti, yliksek dogrusal yanit araligi,
tekrarlanabilirligi ve gercek orneklerdeki basarisi ile PAT'in elektrokimyasal olarak giivenilir

tespiti i¢in etkili bir platform sunmaktadir.
5.2. PAT Tespiti icin impedimetrik Aptasensor

Calismanin ikinci basamaginda ise, aptamer tabanli impedimetrik elektrokimaysal
sensOr platformunun gelistirilmesi amaglanmistir. Boylece daha karmasik bir tespit stratejisi
olan yapisal anahtarlamali aptasensoriin daha bilinen ve basit bri impedimetri stratejisi ile
karsilastirilmast da hedeflenmistir. SPE’ ler boliim 4.1.2.1°deki gibi hazirlanmis, daha sonra
ayni islem basamaklar1 takip edilerek yiizeyleri Sekil 5.1. A ‘daki gibi 15 dongii ile Au

tabakasi ile kaplanmustir.

Elektrodun analitik performansinin optimize edilmesi igin, sensor iizerinde etkili
oldugu 6n denemelerle tespit edilen aptamer konsantrasyonu, aptamer immobilizasyon siiresi
ve PAT etkilesim siiresi degiskenleri secilmis ve optimize edilmistir. Optimizasyon
asamasinda, ilk calismadan bagimsiz olarak ve RSM sonuglarini dogrulamak amaci ile
deneysel tasarim yoOntemi kullanilmamustir. Optimizasyon asamasinda ilk olarak aptamer
konsantrasyonu optimize edilmistir. Aptamerin farkli konsantrasyonlar1 (1,5,10 uM) SPE
yluzeyinde 120 dakika boyunca pasif adsorpsiyon yoluyla elektrot ylizeyine immobilize
edilmigtir. Elektrot yiizeyinin elektrokimyasal aktivasyonundan sonra PAT’ a 6zgii aptamer
immobilizasyonundan elde edilen Nyquist egrilerinin esdeger devreleri ile belirlenen Rt
degeri artis1 dikkate alinarak optimum aptamer konsantrasyonu belirlenmistir. Daha sonra 60,
120 ve 180 dk aptamer immobilizasyon siiresi ve 30, 45, 60 dakika olarak PAT inkiibasyon
stireleri li¢ tekrarli olarak denenmis ve ayni sekilde Rec degerleri dikkate alinarak optimum

sartlar belirlenmistir.
5.2.1. PAT Tespitinde impedimetrik Aptasensoriin Performansi

Altin bloklanmig SPE elektrotlar elektrokimyasal impedans teknigi kullanilarak,
hiicreye uygulanan 0,12 V potansiyel ile Au kaplama, aptamer immobilizasyon ve ¢esitli PAT
konsantrasyonlarindan sonra karakterize edilmis aptasensor cevabi olarak Rct degerleri

dikkate alinmistir.

PAT aptasensorii cevabi esas alinarak gerceklestirilen analizde aptamer
konsantrasyonu, aptamer ve PAT inkiibasyon siirelerinin elde edilen Nyquist egrilerinin

esdeger devreleri ile belirlenen Recdegeri artisi iliskisi incelenmistir.
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Gelistirilen aptamer tabanli impedimetrik sensoriin performansi, elektrot ytlizeyindeki
modifikasyon adimlarimin ardindan Olgiilen yiik transfer direnci (Rct) iizerinden
degerlendirilmistir. Altin kaplanmis ve MCH ile bloklanmis SPE elektrotlarda, aptamer
immobilizasyonu ve ardindan farkli PAT konsantrasyonlar1 ile inkiibasyon sonrasi elde edilen
Nyquist egrileri, elektrot yiizeyindeki degisimlerin etkisini agikca gdstermistir. Rct
degerindeki artis, 6zellikle aptamerin ylizeye immobilizasyonu ve hedef analit olan PAT ile
Ozgiil etkilesim sonrasi gozlenmis; bu artis, elektron transfer siirecine olan direncin
yukseldigini ve yilizeyin kademeli olarak daha az gecirgen hale geldigini gdstermistir. Bu
durum, hedef molekiil baglanmasiyla birlikte aptamerin konformasyonel degisime ugrayarak
elektrot yiizeyine daha fazla yalitkanlik kazandirmasi ve elektron transferini fiziksel olarak
engellemesiyle aciklanabilir. Yani, aptamer-PAT etkilesimi sonucunda olusan kompleks,
elektrot ile ¢ozeltideki redoks probu arasindaki yiik transfer yolunu sinirlamakta, bdylece

daha yiiksek Rct degerleri elde edilmektedir.

PAT’in 0,1- 5 ng/mL derisimde impedimetrik sensor cevaplarndan elde edilen
kalirasyon egrisi Sekil 5.6°da sunulmustur. Calisma araliginda 0,99 R?’lik bir belirleme
katsayis1 saglayan dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Analitik performans
degerlendirmesi Tablo 5.4’de verilmistir. Goriildiigli lizere, sensoriin hassasiyeti egim
cinsinden 0,7239 Rct/[PAT] olmustur. S/N orami olarak kesim noktasindaki standart hata
(6=0,07174) dikkate alinarak 3.3c/egim degerinden tespit siir1 (LOD) 0,328 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Sensor cevabinin ortalama standart sapmalar1 S/N orani olarak ele alindiginda
1se (0=0,08284) LOD 0,303 ng/mL olarak hesaplanmaktadir. Her iki durumda tespit siniri,

literatlirde daha 6nceden rapor ettigimiz 3,56 ng/mL PAT degerinden diisiik bulunmustur.
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" y=10,783x + 1,649
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Sekil 5.6. Impidimetrik aptasensore ait kalibrasyon egrisi.

Yirtitiilen impedimetrik analizlerde, 0,1-5 ng/mL araliginda PAT ile inkiibe edilen
sensOrlerin Rct degerlerinde artan bir trend gozlemlenmis ve bu artiglar yiiksek dogrusal
orant1 (R*=0,99) ile kalibrasyon egrisi lizerinde modellenmistir. Rct vs. [PAT] dogrusal
denkleminden; (Rct = 0,783[PAT] + 1,649) elde edilen egim 0,783 kQ/ng-mL™"' olarak
hesaplanmistir. Bu yliksek egim degeri, sensoriin kiiciik PAT konsantrasyonlarina dahi duyarlt
oldugunu gostermektedir. Ayrica, 0,33 ng/mL seviyesinde hesaplanan LOD degeri, daha 6nce
gelistirilen voltametrik sensore kiyasla yaklasik 10 kat daha diisiikk olup, elektrokimyasal
impedans spektroskopisinin (EIS) bu sistemde daha yiiksek duyarlilik sundugunu ortaya
koymaktadir. Bu sonuglar, yap1 degistiren aptamerin impedimetrik mekanizmaya dayal1 sinyal
iiretimini destekledigini ve bu yontemin 6zellikle diisiik konsantrasyon araliklarinda gilivenilir

bir tan1 arac1 sundugunu gostermektedir.
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Tablo 5.4. impedimetrik aptasensére ait analitik parametreler.

Analitik parameter Deger

Dogrusal aralik (ng/mL) 0,5-5

Denklem, R (kQ), [PAT] (ng/mL)  Re=0,783 [PAT]+1,649

Hassasiyet (k€/(ng/mL) 0,783
Egimin standart hatasi, + 0,028
Kesimin standart hatasi, + 0,078
R? 0,99
LOD ng/mL 0,33
LOQ ng/mL 1

Bu calismada gelistirilen iki farkli aptamer tabanli sensor platformu, analitik
performans yoniinden karsilastirildiginda, her iki yaklasimin da kendine 6zgii avantajlar
sundugu goriilmiistiir. Yapisal anahtarlama esasina dayali ve MB etiketli aptamer kullanilan
voltametrik sensor, 2-25 ng/mL PAT konsantrasyon araliginda yiiksek dogrusal yanit (R? =
0,993) gostermis ve 3,56 ng/mL gibi oldukca diisiik bir tespit siirina ulasmistir (Sekil 5.4,
Tablo 5.2). Bu platformda molekiiler anahtar yapisinin etkisiyle hedef baglanmasi sonucu
sensOriin  "acik-kapali" sinyal gecisi saglanmis; bu durum Ozellikle disiik PAT
konsantrasyonlarinda dahi akim siddetinde belirgin azalmalarla dogrulanmistir. Kalibrasyon
egrisinden elde edilen egim degeri 0,0623 nA/ng.mL ile yiiksek hassasiyet sergilemistir.
Ayrica, Ol¢iimlerin tekrarlanabilirligi agisindan 0,067 uA’ya kadar diisiik standart sapmalar
kaydedilmis, bu da sensoriin glivenilirligini desteklemistir.

Diger yandan, impedimetrik sensor platformu, tiyol ile modifiye edilmis aptamer
kullanilarak gerceklestirilmis ve elektrot yiizeyinde PAT ile olugsan baglanmanin yiik transfer
direnci (Rct) tlizerindeki etkisi iizerinden degerlendirilmistir. Bu platformda 0,5-5 ng/mL
aralifinda elde edilen kalibrasyon egrisi yliksek bir dogrusal korelasyon (R* = 0,99) sunmus;
kalibrasyon denklemi;

Ret = 0,783[PAT] + 1,649 (5.2)
olarak belirlenmistir (Sekil 5.6, Tablo 5.4). Impedans tabanl &lgiimlerde hesaplanan tespit
sinir1 (LOD) 0,33 ng/mL ile voltametrik sensore kiyasla daha diisiiktlir ve bu durum, sensoriin

diisiik derisimlerde daha hassas Ol¢lim yapabildigini gostermektedir. Elde edilen e§im
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(0,783 kQ/ng.mL), sensériin PAT baglanmast ile elektron transferinin etkili sekilde
engellendigini ve bu engelin dogrudan Rct artisina yansidigin1 kanitlamaktadir. Dolayisiyla
impedimetrik platform, Ozellikle sinyal kararliligit ve diisiik LOD agisindan {stiinliik
saglarken, yapisal anahtarlamali sistemde daha genis bir ¢aligma aralig1r ve yliksek akim

degisimi ile gdzlenen sinyal amplifikasyonu dikkat ¢ekmektedir.
5.2.2.Girisim, Ger¢cek Numune ve Raf Omrii Test Sonuclar

Calismanin bu basamaginda, calismanin ilk boliimiinde oldugu gibi girisim yapmast
muhtemel maddeler olan OTA-A ve ZEN’in, aptasensoriin yanit1 iizerindeki etkisi her bir
madde i¢in 5 ng/mL derisimde incelenmistir. Boylece aptamer veya tespit stratejisinden
kaynaklanmasi muhtemel girisim etkilerinin karsilastirilmas1 amaglanmistir. Kalibrasyon
egrisinden elde edilen ilgili degerler ile standart sapmalar Sekil 5.7.te gosterilmistir. OTA’nin
eklenmesi ile elde edilen sinyal degisimi %16,1+6,9 ve ZEA eklenmesi ile elde edilen sensor
cevap degisimi ise %26,7+11,7 olmustur. Daha 6nceki ¢alismamizda da (Kiigiik ve dig. 2024),
OTA-A ve ZEN’in girisim gosterdigi, Ozellikle de ZEN’in girisiminin yiiksek oldugu
belirlenmisti. Bu ¢alismada kullandigimiz ve literatiirde rapor edilmis olan aptamerin
seciminde cesitli girisimciler ile deneyler yapilmis olsa da (Wu ve dig. 2016), aptamerin
seciciliginin ozellikle ZEN’e kars1 zayif oldugu, diger girisimci olan OTA i¢in de 5 ng/mL

icin %10’dan daha yiiksek sensor cevabi kaymasina neden oldugu goriilmektedir.

A B C

Sekil 5.7. Girisim yapan maddelerin 5 ng/mL derisimdeki aptasensor yaniti.

(A:PAT, B:PAT+OTA-A, C:PAT+OTA-A+ZEN).
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Gelistirilen iki sensor platformu segicilik agisindan karsilastirildiginda, yapisal
anahtarlamali voltametrik sensoriin, PAT’a yapisal olarak benzeyen ZEN ve OTA gibi
mikotoksinler karsisinda daha diisiik diizeyde sinyal kaymasi1 gosterdigi goriilmistiir (Sekil
5.5). Bu durum, sensoriin hedefe 6zgiil baglanma kapasitesinin yiiksek oldugunu ve capraz
etkilesimlere karsi daha direngli bir davranis sergiledigini gostermektedir. Bu platformda
kullanilan aptamerin 5’ ucuna baglanan metilen mavisi etiketi, yalnizca 06zgiil hedef
baglanmasi sonucu konformasyonel bir degisiklikle sinyal iirettiginden, spesifik olmayan
etkilesimler sinyale daha az yansimaktadir. Ayrica, voltametrik sinyalin liretim mekanizmasi
olan “acik-kapali” yapisal anahtarlama davranisi, yalnizca aptamer-hedef komplekslesmesi
durumunda sinyalin kapanmasina izin verdigi i¢in bu platformun segicilik avantaji sagladigi

diistiniilmektedir.

Buna karsin, impedimetrik platformda ZEN ve OTA’nin sensdr yanitinda anlamli
diizeyde artisa neden oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.7). Bu platformda sinyal {iretimi,
ylizeydeki yiik transfer direncinin (R¢) hedef molekiil baglanmasiyla artmasina dayanir.
Ancak bu mekanizma, aptamer ile ger¢eklesen baglanmanin 6zgiilliiglinden ziyade, yiizeydeki
fiziksel tikanikligin ve yiik aktarim engelinin derecesine duyarlidir. Bu nedenle, yapisal
olarak benzer olan veya hidrofobik karakter tasiyan diger mikotoksinler, sensor yiizeyinde
sterik engel olusturarak Rct degerinde artisa neden olabilmektedir. Ozellikle ZEN'nin daha
biiyiik hacimli ve hidrofobik bir molekiil olmasi, aptamer yiizeyine nonspecifik olarak
adsorbe olma egilimini artirmakta ve bu durum sinyali etkilemektedir. Bu baglamda,
impedimetrik platformun capraz reaktiviteye karst daha hassas oldugu ve seciciliginin,

voltametrik sensore kiyasla nispeten sinirli oldugu sonucuna varilabilir.
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5.3 TARTISMA

Bu c¢aligmada gelistirilen elektrokimyasal aptasensorler, PAT tespitine yonelik mevcut
yontemlerle karsilastirlldiginda rekabet¢i ve uygulanabilir alternatif  olusturdugu
goriilmektedir. Yapisal anahtarlamali strateji ile calisan aptasensoriin 1-25 uM ’lik genis
dogrusal caligma aralig1 ve 3,56 ng/mL seviyesindeki diisiik LOD, benzer amagla literatiirde
bildirilen MOF-temelli MIP sensdrler ve immiinosensdrlerle karsilastirildiginda dikkat
cekicidir. Ornegin, Hatamluyi ve ark. (2020) tarafindan gelistirilen bir MOF destekli MIP
sensor, PAT i¢in daha diisik bir LOD degeri (0,0007 ng/mL) (Hatamluyi vd., 2020)
sunmasina ragmen, sensoriin liretim siirecinin ¢ok asamali olmasi ve 0Ozel malzeme
gereksinimleri, pratik kullanim agisindan sinirlayici unsurlar olugturmaktadir. Benzer sekilde,
Riberi ve ark. (2020) tarafindan raporlanan immiinosensorler de oldukga diisiik LOD degerleri
(9,8 pg/mL ve 360 pg/mL) bildirmis, ancak antikor temelli tasarimin {iretim maliyeti, stabilite
sorunlar1 ve antikorlarin depolama kosullarina duyarlilig1 gibi dezavantajlar1 sahada uygulama

imkanin kisitlamaktadir (Riberi vd., 2020).

Impedimetrik tespit stratejisi ile gelistirilen aptasensér ise, EIS yontemiyle, Nyquist
egrilerinden elde edilen yiik transfer direncindeki (Rct) artisa dayali olarak PAT tayinini
gerceklestirmis; 0,5-5ng/mL aralifinda lineer tepki ve 0,328 ng/mL LOD ile yiiksek
hassasiyet sunmustur (R? = 0,996). Bu sensoriin diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin
giivenilir tespiti, Xu ve ark. (2019a) tarafindan BP NS-GCE {izerine AuNP entegrasyonu ile
elde edilen ultra diisik LOD’a kiyasla daha yiiksek olmasina ragmen, sensoriimiiziin
kompleks nanomalzeme modifikasyonlar1 gerektirmemesi tretim kolayligi ve maliyet

acisindan 6nemli bir avantajdir (Xu vd., 2019a).

Secicilik testlerinde ise, impedimetrik aptasensérde ZEN ve OTA varliginda sirasiyla
%26,7 ve %16,1 sinyal artis1 gozlenmistir. Bu da yapisal olarak benzer mikotoksinlerin
aptamer baglanma bdlgelerinde ¢apraz etkilesime neden olabilecegini gostermistir. Yapisal
anahtarlama sensoriinde ise OTA’nin etkisi daha diisiik seviyede gerceklesmis (%10’un
altinda) ve bu fark, sensor tipine ve baglanma mekanizmasina bagli olarak segiciligin

degisebilecegine isaret etmektedir (Wang vd., 2020).

Gergek oOrnekler tiizerinde yapilan uygulamalarda, elma suyu matrisi igerisinde
ozellikle diisiik konsantrasyonlarda gdzlenen girisim etkisi, aptasensor performansini kismen
sinirlamisti. Bu durum, kompleks gida matrislerinin igerdigi girisim yapict bilesiklerin

aptamer-hedef etkilesimini zayiflatabilecegini gostermektedir. Ancak 25 ng/mL gibi daha
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yiiksek konsantrasyonlarda bu etki ortadan kalkmis ve geri kazanim degerlerinin %6,6
standart sapma ile stabil seyrettigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde, Pang ve ark. (2022)
tarafindan farkli matrislerde test edilen aptasensér uygulamalarinda da diisiik
konsantrasyonlarda matris etkisinin analitik performanst olumsuz etkiledigi, ancak

optimizasyonlar ile bu etkinin minimize edilebildigi bildirilmistir (Pang vd., 2022).

Aptasensoriin 10 giinliik stabilite testi sonucunda orijinal sinyalin %13,12’sinin
korunmus olmasi, kisa siireli depolamalarda pratik kullanima uygun bir dayaniklilik
sagladigin1 gostermektedir. Aptamer bazli sensorlerin uzun siireli stabilitesinin artirilmasina
yonelik yeni kusak modifikasyon stratejileri (6rnegin kimyasal capraz baglayicilar veya
nanomalzeme destekli yapilarin kullanilmasi) bu tiir kayiplar1 azaltabilir ve saha

uygulamalarini destekleyebilir (Duan vd., 2024).

Sonug olarak, bu tez calismasinda gelistirilen aptasensér, PAT’ 1n hizli, hassas ve
Ozgil tespitini miimkiin kilarken, maliyet ve fretim kolayli§i acisindan da avantaj
sunmaktadir. Bununla birlikte, ger¢ek numune matrislerinde 6zellikle diisiik diizey tespitlerde
karsilagilan girisimlerin minimize edilmesi ve sensor stabilitesinin uzun vadede iyilestirilmesi,
gelecek caligmalarda ele alinmasi gereken temel konular olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu yoniiyle
gelistirilen platform, gida giivenligi ve kalite kontrol siireglerinde hizli tarama testleri igin

giiclii bir aday olarak degerlendirilebilir.

Daha kapsamli olarak, bu calismada gelistirilen yapisal anahtarlamali aptasensor ve

impedimetrik aptasensor yapilarinin karsilastirmast su sekildedir:
Yapisal “acik-kapah” ve impedimetrik stratejilerin sensér performansi

SWV tabanli sensoriimiiz, 1-25 ng/mL araliginda LOD = 3,56 ng/mL (R? = 0,944)
performansiyla ¢alismistir. Ahmadi ve arkadaslarinin (2019) floresan tabanli ratiometrik PAT
sensoOrii 6 pg/mL LOD saglarken, bu yontem floresan etiketleme gerektirmekte ve pahali
cihazlar kullanmaktadir (Qi vd., 2024). Dolayisiyla, sensoriimiiz daha yiiksek LOD’a sahip

olsa da saha uygulamalarinda kullanilabilirligi daha yiiksektir.

GCE lizerine uygulanan aptamer immobilizasyonu, MCH bloklama ve RSM
optimizasyonu ile belirlenen inkiibasyon siiresinin (120 dk. aptamer, 30 dk. bloklama, 60 dk.
PAT) ardindan elde edilen lineer aralik 0,5-5ng/mL, LOD = 0,328 ng/mL (R? = 0,996)
olmustur. Bu LOD degeri, Xu ve ark. (2019a) tarafindan BP NS-GCE iizerine AuNP
entegrasyonu ile elde edilen ~0,0046 ng/mL LOD’dan (0,03 nM) daha yiiksek olsa da,
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Onerilen yontem maliyet, sentez karmasiklig1 ve sahada uygulama kolaylig1 acisindan avantaj

saglar (Nan vd., 2022).

Literatiirde farkli ylizey modifikasyon teknikleri kullanilarak sensoriin hassasiyetinin
artirildig1 gériilmektedir. Ornegin, baz1 ¢calismalarda(He, Baoshan ve Dong, 2021) MoF, DNA
ylrliylis makineleri ve Pt@AuNRs modifikasyonlar1 ile 40 fg/mL seviyelerinde LOD elde
etmislerdir. Ancak bu tarzda stratejiler, hem sensor platformunun {iretilmesinde maliyet
etkinligi azaltmaktadir hem de zaten 50 ng/mL olan PAT kontaminasyon sinir1 igin 10° kat
daha yiiksek bir tespit siirmin gerekliligi tartismaya aciktir. Literatiir 0zeti kisminda
belirtildigi tizere PAT gibi genel ve siklikla karsilasilan bir kontaminantin, gida sektdriiniin
her basamaginda tespit zorunlulugu bulundugundan, daha az maliyetli ve yerinde Ol¢lime
uygun tespit yoOntemlerinin gelistirilmesi gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu calismada
gelistirilen yontemlerin her ikisi de bu ultra diisiik LOD’a ulagsmasa da basit, hizli ve
tagiabilir sistemlere kolay uyum saglamaktadir. Bu yaklasim, hassasiyet—pratiklik dengesi

acisindan énemli bir noktadir.

Secicilik ve ger¢cek numune uygulamalari

Impedans sensérde ZEA ve OTA igin sirastyla %26,7 £ 11,7 ve %16,1 £6,9 oraninda
pozitif sinyal kaymasi gozlenmistir. Literatiirde, 0zellikle benzer yapisal 6zellikler tasiyan
mikotoksinlerin, aptamer tabanli sensorlerde capraz tepkimeye neden olabilecegi ve seciciligi
olumsuz yonde etkileyebilecegi bildirilmistir (Chrouda vd., 2022). Bu durum, elde edilen
sinyal degisimlerinin, aptamer-se¢iciliginde yapisal yakinligin kritik rol oynadigin
gostermektedir. Ancak bu tlirde girisimler, tan1 eleman1 olan aptamer esasli oldugundan
seciciligi daha yiiksek ve girisim yapmasi muhtemel molekiillere kars1 daha genis kapsamda
seciciligi dogrulanmig aptamerlerin secgilmesi PAT tespitinde daha segici sensor
platformlarinin gelistirilmesini miimkiin kilacaktir. Yontemimizde algilanan girisimlerin, ileri
diizey aptamer miihendisligi ve optimizasyon teknikleriyle daha da azaltilabilecegi

degerlendirilmektedir.

Her iki sensorde elde edilen %90-110 geri kazanim sonuglari, Fang ve ark. (2016)
tarafindan QCM-MIP sensoriinde bildirilen %95-105 geri kazanim degerleriyle uyumludur.
Ayrica Riberi ve ark. (2020) immiinosensor calismasi da benzer performans sergilemistir
(Nan vd., 2022). Bu durum elektroanalitik aptasensorlerin ger¢cek Ornek analizlerinde

giivenilir alternatifler oldugunu gostermektedir.
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Avantaj—dezavantaj dengesi

SWYV tabanli sensoriimiiz diisitk donanim gereksinimi ve kisa analiz siiresi (90 dk) gibi
gliclii yonlere sahipken, LOD’u EIS sensoriine gore yaklasik 10 kat daha yiiksektir. Buna
karsin EIS sensor, daha diisitk LOD (0,328 ng/mL) ve yiiksek lineerite (R* = 0,996) sunmakla

beraber daha karmasik cihazlar ve analiz gerektirir.

Sinyal amplifikasyon stratejileri, LOD’u fg/mL diizeyine indirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmakta olup, Literatiirde karsilasilan ((He ve Dong, 2021; Zhang vd., 2020))
calismalarda DNA yiirliylis makineleri, metal-organik cergeveler (MOF) ve karmasik
nanoyap1 kombinasyonlariyla bu basariy1 elde etmistir. Ancak PAT igin yasal siir olan 50
ng/mL’lik deger ile kiyaslandiginda 10° kat daha hassas bir sensdr platformunun
gelistirilmesindeki gereklilik net degildir. Ayrica bu yontemler yiiksek teknik uzmanlik, uzun
analiz siiresi ve pahali reaktifler gerektirdiginden, saha uygulamalar i¢in uygunlugu sinirhdir.
Bu baglamda, gelistirilen sensor platformlarimiz dogrudan sinyal 6l¢iimiine dayali basit

yapilartyla 6ne ¢ikmaktadir.

Sonug olarak, bu calisma, laboratuvar dlgeginden sahaya uygulanabilir elektroanalitik
aptasensorlerin gelistirilmesine yonelik onemli bir adim sunmaktadir. Impedimetrik sensér
yuksek hassasiyet ve dogruluk saglarken, yapisal anahtarlama sensorii diisiik maliyet ve
kullanim kolayligiyla 6ne ¢ikmaktadir. Gelecekte, aptamer miihendisligi, nanomalzeme
tabanl elektrot modifikasyonlari, sinyal amplifikasyon teknikleri ve tagmabilir mikro akigkan
sistemlerle entegrasyon calismalari ile bu platformlarin daha da gelistirilmesi miimkiindiir.
Ozellikle aptamer-MOF  kombinasyonlar;, in silico aptamer tasarimi ve mini
potansiyostatlarla ger¢ek zamanli analiz modiillerinin tasarimi, saha uygulamalarinda
dogruluk ve giivenilirligi artiracaktir. Bu kapsamda, gelistirilen sensdrlerin gida giivenligi ve

cevresel analizlerde yaygin kullanimi i¢in saglam bir temel olusturdugu sdylenebilir.

Bu calismada gelistirilen iki farkli elektrokimyasal aptasensor, kare dalga voltametrisi
(SWV) temelli yapisal anahtarlama sensorii ile elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) temelli impedimetrik sensor, hem analitik performanslar1 hem de saha uygulamalarina
uygunluklart agisindan kapsamli bicimde degerlendirilmistir. Her iki sensér de elma suyu
matriksinde bagarili sekilde ¢aligmis, %90—-110 geri kazanim oranlar1 ve kisa siireli (+4 °C’de

7—-10 giin) stabilite performanslari ile ger¢ek 6rnek analizlerine uygunluk géstermistir.

Gelistirilen iki elektroanalitik aptasensor platformu olan SWV tabanli yapisal “acik-

kapali” sensor ile EIS tabanli impedimetrik sensor, elma suyu analizlerinde %90-110 geri
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kazanim ve +4 °C’de 7-10 giinliik stabilite gdstermistir. Bu sonuglar, saha uygulamalar igin

yeterli giivenilirlik sunmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, PAT tespitine yonelik yiiksek hassasiyetli, segici ve
uygulanabilir iki farkli elektrokimyasal aptasensor basarili bir sekilde optimize edilerek
gelistirilmistir. Bu amagla yapisal anahtarlamali aptasensér ve impedimetrik aptasensor
stratejileri ilk kez ve basariyla uygulanmistir. Her iki aptasensor platformu igin tani
elemaninin yiizeye sabitlenmesi Onemli bir siiregtir (Sandhyarani, 2019). Yapisal
anahtarlamali aptasensor i¢in optimum kosullar, aptamer anahtarlamasi nedeniyle sinyal
eldesinde daha o©nemli bir degisken oldugundan ilk kez ve ayrintili bir sekilde
degerlendirilmistir. Aptamer immobilizasyonu i¢in 180 dakika, MCH inkiibasyon siiresi 40
dakika ve PAT inkiibasyonu 89 dakika olarak kosullar optimize edilmistir. Yapisal
anahtarlama prensibine dayali “agik-kapali” tipi aptasensor, 1-25 ng/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal bir yanit vermis ve elde edilen kalibrasyon egrisi asagidaki regresyon

denkleminde tanimlanmaistir:
i=0,0623-[PAT]+0,945 (R?=0,944) (6.1)

Sensoriin duyarliligt 0,062 pA-mL/ng olarak hesaplanmig, LOD ve LOQ sinirlari
sirastyla 3,56 ng/mL ve 10,70 ng/mL olarak belirlenmistir. Bes farkli elektrot ile yapilan
tekrarlanabilirlik analizlerinde elde edilen ortalama yanit 0,055 + 0,012 pA (maks. 0,067 pA)
olup, bu degerler sistemin yliksek tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir. Bulgular,
aptamerin konformasyonel degisimine dayanan "agik-kapali" mekanizmasinin diisiik sinyal-

giiriiltii orani ile hassas 6l¢iim olanagi sundugunu ortaya koymaktadir.

Yapisal anahtarlama temelli bu sensoriin analitik performansi literatiirde yer alan diger
elektrokimyasal aptasensorlerle karsilastirildiginda, bildirilen LOD 0,27 pg/mL—0,7 pg/mL
araligindaki metotlardan bir miktar daha yiiksektir. Ancak cogu laboratuvar dis1 uygulama i¢in
yeterince diisiiktiir (Tablo 3.2). Diger “agik-kapali” tip aptasensorlerle karsilastirildiginda
(floresan tabanli yontemlerde 0,003-0,13 ng/mL LOD), elektrokimyasal yontem daha basit
ekipman ve daha diisiik maliyet avantaji sunar. Bununla birlikte, elektrokimyasal temelli bu
yontem, basit liretim siirecleri, diisiik ekipman gereksinimi ve minimal numune hazirligi gibi
avantajlar1 sayesinde saha analizleri igin oldukc¢a elverislidir. Ozellikle floresan tabanli
sistemlerde bildirilen ¢ok diisiik LOD degerlerine karsin, elektrokimyasal yaklasimlar daha

pratik, ekonomik ve taginabilir ¢éziimler sunmaktadir.
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Ikinci olarak gelistirilen impedimetrik aptasensor, EIS teknigiyle karakterize edilmis
ve 0,5-5 ng/mL araliginda dogrusal yanit vermistir. Elde edilen kalibrasyon egrisine ait

regresyon denklemi:
Rc=0,783-[PAT]+1,649 (R*=0,98) (6.2)

olarak hesaplanmistir. Elde edilen dogrusal yanit, Nyquist diyagramlarindan elde edilen R
artiglarinin PAT konsantrasyonu ile yiiksek korelasyonunu yansitmaktadir. Bu sensor i¢in
hesaplanan LOD 0,33 ng/mL, LOQ ise 1 ng/mL olup, yapisal anahtarlamali sensore kiyasla
yaklagik on kat daha yliksek bir hassasiyet sunmaktadir. Bu durum, diisiik PAT seviyelerinin

tespitinde impedimetrik yaklagimin avantaj sagladigini1 gostermektedir.

Bu calismada, SWV ve EIS teknikleri kullanilarak gerceklestirilen secicilik (girisim)
testleri kapsaminda, ii¢ farkli analitin (A: PAT, B: OTA-A, C: ZEA) neden oldugu sinyal
degisimleri karsilastirilmistir. Sekil 6.1.’de her iki yonteme ait, spesifik ve ¢apraz reaktiviteye
iligkin sinyal seviyeleri gorsellestirilmistir. Sekil 6.2. ise, her analit i¢in tespit edilen oransal

farklar sunulmaktadir.

B EIS
B swv

fae o
- n

PAT (ng/mL)
—
hn

0
A B C

Sekil 6.1. Girisim deneylerinde SWV ve EIS yontemlerinin kiyaslanmasi (A) PAT, (B) OTA-
A, (C) ZEA.
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Oransal Fark

Sekil 6.2. Girisim deneylerinde (A) PAT, (B) OTA-A, (C) ZEA, igin tespit edilen oransal
farklar.

Analiz sonuglar, 6zellikle SWV yonteminde gozlemlenen sinyal artiglarinin, EIS
yontemine kiyasla oldukca yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Ornegin, A (PAT)
analitinde SWV ile elde edilen sinyal yaklasik 45 ng/mL seviyesinde iken, ayni kosullarda
EIS ile olgiilen deger 5 ng/mL civarindadir. Benzer sekilde, B (OTA-A) ve C (ZEA) analitleri
icin de SWV, EIS’e gore belirgin sekilde daha yiiksek ¢ikiglar vermistir. Bu bulgular, SWV
yonteminin, hedef dis1 analitlerin varliginda dahi sensdér yanitinda onemli artiglara yol
acabilecegini gostermektedir. Oransal farklar agisindan incelendiginde, C analitinde (%89,41)
gozlenen yiikksek deger, bu yoOntemin, Ozellikle ZEA gibi yapisal olarak benzer

mikotoksinlerde 6zgilliik sorununa daha agik oldugunu diisiindiirmektedir.

Diger yandan, EIS tabanli 6l¢limler, tiim girisimci analitler i¢in daha diisiik sinyal
artiglar1 sergilemis ve yontemin capraz tepkilere karsi daha direngli olabilecegine isaret
etmistir. Bu durum, EIS’in, ylizeyde gerceklesen baglanma olaylarinin elektriksel 6zellikler

tizerindeki etkisini daha segici sekilde algilayabilmesine baglanabilir.

Calismada gozlenen bir diger 6nemli husus, 6zellikle SWV olgtimlerinde PAT, OTA-
A ve ZEA'nm tiimiinde anlaml diizeyde sinyal artis1 gozlenmesidir. Bu durum, aptamer bazl
sensorlerde baglanma bolgelerinin mikotoksinler arasindaki yapisal yakinlik nedeniyle belirli
oranda c¢apraz etkilesime agik olabilecegini gostermektedir. Nitekim bu tiir yanitlar, sensoriin

secicilik parametrelerinde onemli bir kisit olusturabilir. Ozellikle C (ZEA) analitiginde elde
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edilen %89,41'lik oransal fark, yapisal benzerligin aptamer sensor performansi tlizerindeki

etkisini gii¢lii bigimde ortaya koymaktadir.

SWYV yontemi, MB gibi redoks etiketli aptamerlerle ¢alisildiginda, aptamer hedef dis1
molekiillerle (6rnegin OTA, ZEA gibi) zayif baglanmalar yapsa bile, sinyalde 6nemli bir artig
gozlenebilir. Ciinkii MB ucu, hedef molekiil baglandiginda elektroda daha yakin konumlanir
ve bu da giiclii bir sinyal artisina neden olur (Chang vd., 2024). Oysa EIS, yiizeydeki
iletkenlik ve kapasitans gibi 6zelliklerdeki degisiklikleri dlger ve yalnizca giiclii ve 6zgiil
baglanmalar sinyalle sonuc¢lanir. SH-modifikasyonlu aptamerlerde bu zayif etkilesimlerin

etkisi daha sinirli kalir (Abd-Ellatief ve Abd-Ellatief, 2021; Rozenblum vd., 2019).

MB ile modifiye edilmis aptamer, baglanma sonrasi konformasyonel degisiklige bagl
olarak sinyal giliciinii artirir. Ancak bu yapi, hedef dist molekiillerin dalgali baglanma

durumlarinda bile tespit edilebilir sinyal olusturmasina neden olabilir.

SH terminali ile immobilize edilen aptamer, genellikle daha kararli sekilde altin
ylizeye baglanir. Bu nedenle yalnizca belirgin ve 6zgiil baglanmalar sensor ¢ikisinda anlaml
degisiklige yol acar. Dolayisiyla secicilik acisindan daha tutarli sonug verir, ancak duyarliligi

biraz daha diisiiktiir (Xu vd., 2009).

MB modifikasyonlu aptamer ile gerceklestirilen SWV tabanli Ol¢limler, zayif
baglanmalarin dahi sinyal {iretmesine olanak tanirken, SH terminali ile immobilize edilen
aptamer ve EIS tabanli analiz bu tiir etkilesimlerde daha diisiik sinyal artig1 verir. Dolayisiyla
gozlenen girisim farklar1 yalnizca yonteme veya yalnizca modifikasyona atfedilemez; bu fark,
iletisim ¢iftinin (aptamer + yontem) birlikte yarattigi etkilesimlerden kaynaklanmaktadir
(Abd-Ellatief ve Abd-Ellatief, 2021; Chang vd., 2024; Rozenblum vd., 2019; Xu, Y. vd.,
2009).

Literatiirde niikleik asit amplifikasyonlar1 (6rn. DNA yiiriiylis makineleri), altin
nanopartikiiller/grafen-MOF entegrasyonlar1 ve tasinabilir mikroakiskan sistemlerle yapilan
caligmalar, hem LOD diisiiriilmesi hem de secicilik artirilmasi i¢in onemli yaklagimlar

sunmaktadir (Rabiee vd., 2024).

Secicilik ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan girisim testlerinde, 5 ng/mL seviyesindeki
OTA ve ZEA varliginda sirasiyla %16,1 £ 6,9 ve %26,7 + 11,7 oranlarinda pozitif sinyal
sapmalar1 gézlenmistir. Ozellikle ZEA icin belirgin olan bu girisim etkisi, elma suyu gibi baz1
gida matrislerinde bu toksinin genellikle diisilk diizeyde bulunmasi nedeniyle pratik

uygulamalarda ciddi bir sorun teskil etmemektedir. Bununla birlikte, gerektiginde 6rnek 6n
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temizleme adimlarinin entegrasyonu ile segiciligin daha da artirilabilecegi diistiniilmektedir.
Sonug olarak, iki farkli elektroanalitik teknigin girisim testlerindeki performans farkliliklari,
sensOr tasariminda kullanilacak aptamerin se¢imi ve analiz yonteminin belirlenmesinde kritik
rol oynamaktadir. EIS’in daha 6zgiil sonuglar sunma egilimine karsin, SWV'nin duyarlilik
acisindan avantajl fakat secicilik yoniinden daha fazla iyilestirme gerektirdigi goriilmektedir.
Bu bulgular 1s181inda, ileri aptamer miihendisligi ve in silico konformasyon analizleri gibi
yaklasimlarin, c¢apraz reaktivite sorunlarinin asilmasinda onemli bir strateji olabilecegi

diistiniilmektedir.

Gelistirilen aptasensor, elma suyu Orneklerinde gergeklestirilen standart ekleme
analizleriyle test edilmis ve %90—-110 arasinda degisen geri kazanim oranlariyla basarili bir
performans sergilemistir. Yapisal anahtarlama sensorii +4 °C’de 10 giin, impedimetrik sensor
ise 7 giin boyunca stabilitesini korumus; bu durum kisa siireli depolama ve saha uygulamalari

acisindan sensdrlerin yeterli raf dmriine sahip oldugunu gostermistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, yapisal anahtarlama sensorii diisiik maliyet, kolay
taginabilirlik ve hizli okuma avantajlartyla saha uygulamalarina uygunken; impedimetrik
sensOr daha yiiksek hassasiyet, daha genis dinamik aralik ve yliksek lineerite gibi istiin
analitik performans 6zellikleri sunmaktadir. Ancak EIS tekniginin daha karmasik cihaz ve veri
analiz siireclert gerektirdigi de goz Oniinde bulundurulmalidir. Her iki yaklasimda da
aptamerin seciciligi, sensor ylizey kimyast ve iretim siireclerinin standardizasyonu

performans iizerinde belirleyici rol oynamaktadir.

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular, PAT gibi toksik bilesiklerin hizli ve giivenilir
bir sekilde tespit edilmesine yonelik yeni nesil sensor tasarimlari i¢in Oonemli bir temel
olusturmaktadir. Gelecek c¢alismalarda, daha yiiksek secicilik sunan aptamer dizilerinin
kullanimi, nano-malzeme destekli yilizey modifikasyonlariyla sensdr hassasiyetinin
artirtlmasi, yapisal ve impedans verilerinin kombinasyonuna dayali ¢ok parametreli analiz
yaklagimlarmin  gelistirilmesi  ve tasmabilir cihaz  entegrasyonlarmin  saglanmasi
onerilmektedir. Ayrica, uzun donem stabilite ¢alismalarina odaklanilarak sensorlerin raf
Omriiniin artirilmasi ve ticari uygulamalara yonelik prototip optimizasyonlarinin yapilmasi da

Oonemli bir arastirma alani olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Gelecekte bu sensorlerin daha da gelistirilmesi i¢in birtakim Oneriler sunulabilir.
Oncelikle, aptamer dizilerinin seciciligini artirmak amaciyla mutasyon gegirmis veya yeni

nesil aptamerlerin kullanimi, girisim etkilerini minimize edebilir. Sensor performansinin
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artirtlmas1 amaciyla, altin nanopartikiiller, grafen tiirevleri veya metal-organik gerceveler gibi
nanomalzemelerin yiizey entegrasyonu LOD degerini diisiiriirken ayn1 zamanda uzun dénem
kararliliga katki saglayabilir. Ayrica, yapisal anahtarlama verisi ile impedans yanitlarinin
birlikte degerlendirilmesiyle daha giivenilir kantifikasyon algoritmalar1 gelistirilebilir. Bu
yaklasimlar, tasinabilir potansiyostat veya EIS modiilleriyle entegre edilerek saha
uygulamalari i¢in gergek zamanli analiz imkani yaratabilir. Son olarak, uzun donem stabiliteyi
artirmaya yonelik yilizey modifikasyonlar1 ve 30-60 giin saklama kosullarini kapsayan
caligmalarla sensorlerin raf Oomrii uzatilabilir. Bu Oneriler dogrultusunda gelistirilecek
aptasensor platformlari, gida giivenligi ve cevresel izleme basta olmak iizere birgok alanda

etkili, hizl1 ve giivenilir tespit araglar1 olarak degerlendirilebilir.
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