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ÖNSÖZ 
 

 

 

Tez kapsamında kanser ve nörolojik hastalıkların erken teşhisine yönelik 

immunosensör ve nükleik asit biyosensör geliştirilmesi amaçlanmıştır. Rahim ağzı 

kanserine neden olan HPV’nin en yüksek riskli HPV16 tipine ait bir elektrokimyasal 

HPV16 DNA biyosensörü geliştirilmiştir. Ek olarak, nörolojik hastalıkların tespitinde 

kullanılan GFAP biyobelirtecinin immünosensörü geliştirilmiştir. Her iki biyosensör 

çalışmasında manyetik mikroboncuklar kullanılmıştır ve hızlı, tekraredilebilir, ucuz ve 

duyarlı alternatif bir yöntem geliştirilmesi amaçlanmıştır.  
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1. GİRİŞ 
 

 

 

1.1. Onkovirüsler 

 

 

Kanser, dünyada yaşamı tehdit eden en ölümcül hastalıklardan biridir. Dünya 

Sağlık Örgütünün verilerine göre 2018 yılında dünyada yaklaşık 18,1 milyon yeni 

kanser vakası ortaya çıkarken, 9,6 milyon kişi de kanserden yaşamını yitirmiştir 

(McGuire, 2016). Kanser, vücudumuzda çeşitli bölgelerdeki (organ veya doku) 

hücrelerin düzensiz olarak bölünüp çoğalmasıyla beliren bir hastalık grubudur. Kanser 

hücreleri, kontrol dışında büyümelerine ve istilacı hale gelmelerine imkan tanıyan 

birçok yolla normal hücrelerden farklılık gösterirler. Kanserli hücreler, Deoksirübo 

nükleik asit (DNA) iplikçiğindeki hasardan dolayı oluşur. Hücrenin normal yaşam 

siklusunda DNA hasarı olsa da hücre ya bunu onarır ya da ölür. Kanserli hücrelerde 

hasarlanmış DNA onarılamaz ve kontrolsüz çoğalma başlar. DNA, çevresel etkenler 

(kimyasallar, virüsler, tütün ürünleri veya aşırı güneş ışını vs gibi) nedeniyle hasar 

görebilir. 

 

 

İnsanlarda görülen kanserlerin yaklaşık %40’ında tümör virüsleri etkendir. 

Tümör virüsleri başlıca Ribonükleik asit (RNA) ve DNA virüsleri olmak üzere iki 

kategoriye ayrılırlar. Onkovirüsler veya tümör virüsleri, kansere neden olabilen 

virüsler için kullanılan genel bir terimdir. Virüslerin kanserojen etkilerini nasıl 

oluşturduklarına dair mekanizmalar kesin olarak bilinmemekle beraber, deney 

hayvanlarından elde edilen verilere göre şu şekilde açıklanmaktadır. Onkovirüsler, 

hücre üreme döngüsünü kontrol eden uyarıcı ya da baskılayıcı genlerden birinin 

kopyasına sahiptirler. Kanser ile ilişkisi, bu genlerden herhangi birinin ekspresyonunu 

değiştirmelerine bağlıdır (Toyoshima, 1989). DNA virüsleri doğal olarak 

konakladıkları hücreye girdiğinde çoğalarak hücre ölümüne sebep olur. Ancak doğal 

olarak konaklamadıkları hücrelere girdiklerinde kendine benzer virüsleri 

oluşturamazlar. Koşullar uygun ise, hücrelerin çekirdeğinde bulunan genetik yapıya 

katılır ve birlikte çoğalırlar. Bu şekilde değişime uğrayan hücre, tümör hücresi özelliği 
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kazanır. Onkojenik RNA virüsleri ise, ters transkriptaz enzimi (RNA'dan DNA yapan 

enzim) içerirler ve böylece kendi RNA'larının DNA örneğini çıkarırlar. 

 

Çizelge 1.1. Kansere neden olan virüsler ve kanser türleri. 

Kansere Neden Olan Başlıca Virüsler Kanser Türü 

HPV Rahim ağzı kanseri 

EBV Burkitt lenfoma  

HBV ve HCV Karaciğer kanseri 

HIV Kaposi sarkomu, Agresif B hücreli 

lenfoma, Rahim ağzı kanseri 

HHV-8 

KSHV 

Kaposi sarkomu  

Castleman hastalığı  

MCV Cilt kanseri 

HTLV-1 Lösemi/Lenfoma  

 

Çeşitli kansere neden olan virüslerin başında insan papilloma virüs (HPV), 

Epstein-Barr virüs (EBV), hepatitis B virüs (HBV) ve hepatitis C virüs (HCV), insan 

bağışıklık eksikliği virüsü (HIV), insan uçuk virüsü (HHV-8), insan lenfotropik virüs-

1 (HTLV-1), merkel hücresi polyomavirus (MCV) gelmektedir (Mui ve ark., 2017). 

Kansere neden olan virüsler ve kanser türleri Çizelge 1.1’de verilmiştir. 

 

 

 

1.1.1. İnsan Papilloma Virüsü 

 

 

İnsan papilloma virüsü, cinsel yolla bulaşan en yaygın enfeksiyon hastalıklarının 

başında gelmektedir (Wang, Sparano, and Palefsky, 2017). Kadın ve erkeklerin genital 

bölgelerinde kalıcı enfeksiyon sonucu malign değişikler gözlenmektedir. Deri ve 

mukoza hücreleri enfekte etmektedir. Ayrıca, vajina, vulva, penis ve anüs kanserine 

de yol açtığı; baş ve boyun bölgesi, göz konjunktivası, kulak kanalları, nazal sinüsler, 

oral kavite gibi diğer bölgelere de bulaşabildiği bilinmektedir (Satterwhite ve ark., 

2013). 
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Alphapapillomavirüs (Alfa-PV) tipi HPV’ler oral ve genital mukoza yüzeylerini 

enfekte ederken; Betapapillomavirüs (Beta-PV), Gammapapillomavirüs (Gama-PV), 

Mupapillomavirüs (Mu-PV) ve Nupapillomavirüs (Nu-PV) tipine ait HPV'ler genital 

olmayan mukoza ve cildi enfekte ederler (Bernard ve ark., 2010). Özellikle rahim ağzı 

(serviks) kanseri, genç kadınları etkileyen ciddi bir sorun haline gelmiştir (Chow ve 

ark., 2010). Dünya’da genç kadınlarda yaygın olarak görülen ikinci kanser hastalığı 

olan rahim ağzı kanseri, gelişmekte olan ülkelerde daha yüksek sıklıkta görülmekte ve 

ölümlere neden olmaktadır (Woodman ve ark., 2007).  

 

 

Kanserli hücreleri tetikleme açısından ve bulaşma eğilimi gösterdiği vücut 

bölgesine göre HPV’ler sınıflandırılmaktadır. Düşük riskli HPV’ler genital siğillere ve 

yüksek riskli HPV’ler ise rahim ağzı, vulva, anüs gibi genital bölgedeki hücrelerin 

anormal değişikliği sonucu kansere neden olmaktadır.  

 

 

Günümüzde 200’den fazla papillomavirüs genotipi tanımlanmış olup, yaklaşık 

olarak 120 tipi insanlardan izole edilmiştir (Bernard ve ark., 2010). Uluslararası 

Kanser Araştırma Kurumu (IARC), yüksek riskli HPV tipini (16, 18, 31, 33, 35, 39, 

45, 51, 52, 56, 58, 59,68, 73 tipi) (Harari ve ark., 2014); düşük riskli HPV tipini ise 

anogenital siğil ve lezyonlarla ilişkili olan HPV 6 ve 11 olduğunu bildirmiştir (Bernard 

ve ark., 2010).  

 

 

Yüksek riskli HPV 16 ve 18 rahim ağzı kanser olgularının %99’undan sorumlu 

olduğu en sık görülen genotiplerdir (Bernard ve ark., 2010). Yapılan çalışmalar 

sonucunda Hausen ve ark 1976'da rahim ağzı kanserinin Papillomavirüs ile ilişkisini 

tespit etmiş ve 1983’te %50-60’ında HPV 16 genotipi, 1984’te %10-12’sinde ise HPV 

18 genotipini saptamışlardır (Gissmann ve ark., 1977). Hausen'in bu çalışmaları 

kendisine 2008 yılında Nobel Tıp Ödülünü kazandırmış ve kanser önleyici sentetik 

aşıların yapılandırılmasına da öncülük etmiştir. Rahim ağzı kanseri ile birlikte, vulva, 

anüs, orofaringeal kanserlerine de sebep olan HPV 16 ve 18 genotipi virüslerinin aşı 

çalışmaları da hız kazanmıştır (Lindenbach ve ark., 2007).  
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Memeli, balık, sürüngen, kuş gibi farklı omurgalıları enfekte edebilen 

papillomavirüs cinsi, Papillomaviridae ailesi içinde sınıflandırılır. HPV, yaklaşık 7-8 

kb uzunluğunda, çembersel çift sarmallı DNA yapısında, 50-60 nm çapında olan, 72 

kapsomerli zarfsız, ikosahedral simetrili bir genoma sahiptir (Boscolo-Rizzo ve ark., 

2013). Çift sarmallı HPV DNA’sının yalnızca bir ipliği, viral gen ekspresyonu için 

birçok gene ait bilgiyi taşıyan polisistronik mRNA transkriptini oluşturur. 

 

 

HPV genomu fonksiyonel olarak 3 bölgeye ayrılır: replikasyonundan ve hücre 

transformasyonundan sorumlu proteinleri şifreleyen bir “erken” bölgesi (E1, E2 E4, 

E5, E6, E7); viral kapsid proteinleri şifreleyen bir “Geç” bölgesi (L1 ve L2) ve şifre 

olmayan “non-coding region (NCR)” bölge olmak üzere üç bölgeden oluşur. 

 

 

Şekil 1.1. HPV genomun yapısı. 

 

HPV genomunun yapısı Şekil 1.1’de verilmiştir. Erken gen bölgesindeki E6 ve 

E7 viral genlerin transkripsiyonunu düzenlerken, geç gen bölgesindeki L1, majör 

kapsid proteinini ve L2 ise minör kapsid proteinini kodlamaktadır. Erken gen 

bölgesinde yer alan ve bazı HPV tiplerinde bulunan E3 ve E8, son yıllarda 

keşfedilmiştir (Berg, 2010). E8’in E2 bölgesinin delesyonu sırasında ortaya çıktığı 

düşünülmekte olup reseptör protein replikasyonundan sorumludur (Sanclemente ve 

ark., 2002). HPV genotipi ve tip sayı sistemi, L1 protein dizileri arasındaki biyolojik 

homolojilerine göre belirlenmiştir.  
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HPV genotipler, 1970’li yıllarda bilim adamlarının papillomavirüs genomunu 

klonlamayı başarmaları ile ortaya çıkmıştır. Böylece yüksek riskli HPV tipi ile rahim 

ağzı kanser arasında güçlü bir ilişki tespit edilmiştir. Bu nedenle HPV DNA’yı tespit 

edilip belirlemesinin klinik ve epidemiyolojik açıdan önemi açıkça görülmektedir. 

Yüksek riskli HPV tipleriyle oluşan enfeksiyonların tespit edilememesi, uygun 

tedavinin yapılmaması gibi durumlarda, enfeksiyon- özellikle genital bölgede- invaziv 

karsinoma kadar ilerleyebilir. Rahim ağzından alınan sürüntü örneklerinde ileri ve orta 

derecede onkojenik risk taşıyan HPV tiplerinin DNA’sının tespit edilmesi, rahim ağzı 

kanserinin tahmininde büyük önem taşımaktadır. Bu durum rahim ağzı kanser 

taramasında ve prekürsör lezyonların tespitinde, HPV DNA testlerinin sitolojiye 

ilaveten yardımcı bir tarama testi olarak veya PAP (Papanicolau) Smear testi yerine 

alternatif olarak tek başına bir tarama testi olarak kullanılmasına yol açmıştır. 

 

 

Kanser taramalarında PAP Smear testi oldukça önemlidir ama rahim ağzı 

lezyonlarında klinik olarak spesifikliği oldukça düşüktür ve hatalı sonuç verme 

olasılığı yüksektir. Kolposkopik biyopsi rahim ağzı lezyonlarının %33-50’sini tanı 

veya örnekleme hatalarından dolayı yanlış sonuç verebilir. Bu sebeple moleküler tanı 

yöntemlerinin uygulanmasına yüksek dereceli lezyonların ve karsinomların tespiti 

açısından gereklidir. Böylece, sitolojinin duyarlılığı rahim ağzı bölgede arttırılabilir ve 

yanlış sonuçlar en aza indirgenmiş olur. 

 

 

Rahim ağzı kanser tarama programları, bu kanserin görülme sıklığını ve ölüm 

oranlarını azaltmak için son derece önemlidir. Ülkemizde de PAP smear, HPV DNA 

taraması gibi çeşitli yöntemlerle rahim ağzı kanser tarama programlarının 

geliştirilmesi ve taramaların toplumun geneline yayılması amaçlanmıştır (Aydoğdu ve 

ark., 2018). Erken tanıda kullanılan PAP smear testi hastaya zarar vermeden, maliyeti 

düşük, ayrıca tedavi yükünü, morbidite ve mortaliteyi azaltan bir testtir. Fakat, HPV 

DNA’sının saptanmasının, PAP ile karşılaştırıldığında daha yüksek hassasiyet ve 

özgüllüğe sahip olduğu görülmektedir. Bu sınırlamalar, yeni kullanılabilir teknolojiler 

için araştırmacıları nükleik asit biyosensöre yönlendirmiştir. 
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1.2.Glial Fibriler Asidik Protein Biyobelirteci 

 

 

ABD Ulusal Sağlık Enstitüleri biyobelirteçleri “nesnel olarak ölçülebilen ve 

normal veya hastalık süreçlerinin göstergeleri ve terapötik müdahaleye farmakolojik 

tepkiler olarak değerlendirilebilen moleküller” olarak tanımlamıştır (Atkinson, ve ark.,  

2001). 

 

 

Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP); astrositlerde bulunan ve astrositlerin 

fizyolojik ve patolojik durumları hakkında bilgi veren bir proteindir (Florio ve ark., 

2010). Serumdaki GFAP konsantrasyonundaki değişiklikler hem serebral dokudaki 

astrosit değişikliklerini hem de kan beyin bariyerindeki harabiyeti gösterirler. 

Hipoksik-iskemik yenidoğan bebeklerde yapılan bir çalışmada periventriküler beyaz 

cevherdeki astrositlerin hem hacimlerinde hem sayılarında hem de GFAP düzeylerinde 

azalma görülmüş ve hipoksi-iskeminin astrosit harabiyeti yaparak hücre ölümünü 

arttırdığı belirtilmiştir (Sullivan ve ark., 2010). Serum GFAP düzeylerindeki artışın 

hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE)’nin ağırlığı ile yakın ilişkide olduğu 

bildirilmiştir. Doğumda yüksek serum GFAP konsantrasyonu sebat ediyorsa bu ağır 

veya orta derecede neonatal HIE olduğunun düşündürmektedir. Serum GFAP 

konsantrasyonu >0,08 pg mL−1 ise anormal prognoz için pozitif prediktif değeri %100 

dür (Chalak ve ark., 2014). Çalışmalara göre; neonatal HIE tanısı için GFAP düzeyinin 

eşik değeri 0,007 ng mL−1 olarak alındığında duyarlılık ve özgüllük %77 ve %78 

olarak belirtilmiştir (Jiang ve ark., 2014). Neonatal HIE takibinde; klinik pratikte 

doğumdan sonraki ilk 96 saatte serum GFAP konsantrasyonundaki değişikliklerin 

bilinmesi bazal gangliyon ve beyaz cevher harabiyetinin ve ilerideki motor gelişimin 

nasıl olacağının belirlenmesinde de önemlidir. Böyle olgularda doktorlar en erken 

dönemde hipotermi tedavisini ve diğer nöro-koruyucu tedavileri başlamaktan 

çekinmeyeceklerdir. Ennen ve arkadaşları; MRI normal HIE’li bebeklerde, HIE ve 

MRI anormallikleri olan bebeklerde ve sağlıklı kontrollerde doğumdan bir hafta sonra 

serumda GFAP düzeylerine bakmışlar; sağlam kontrol bebeklerin değerleri ile 

kıyaslandığında en yüksek düzeyler HIE ve MRI bozuk olanlarda, ikinci yüksek MRI 

normal HIE’li bebeklerde bulunmuştur. Bu çalışma doğumdan sonraki ilk bir haftada 

artmış serum GFAP düzeylerinin beyin harabiyetinin derecesi yanı sıra bu hastaların 
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tedavilerinin sonuçlarının da takip edilmesini sağlayacağını göstermiştir (Ennen ve 

ark., 2011). Tüm bu araştırmaların sonuçları GFAP’ın neonatal HIE de oldukça önemli 

bir biyobelirteç olduğunu göstermektedir. 

 

 

Kafa içinde kanama olduğunu gösteren biyobelirteç verileri çok nadirdir ve 

genelde glial hücrelerden daha çok salınan GFAP gibi proteinleri içerir. GFAP 

astroglial hücrelerden salınan, 50 kDa ağırlığında intraselüler bir proteindir. Yapı ve 

hücre göçünden sorumlu filament yapıda beyin dokusuna spesifik bir proteindir. 

GFAP, sadece 50-52 kDa büyüklüğündeki çözünmüş maddelerin geçebildiği kan-

beyin bariyerinin korunmasına yardımcı olur. Bu etkenlere bağlı olarak, GFAP, 

önerilen bir biyolojik belirteç olarak merkezi sinir sistemi hastalıklarının 

çalışmalarında çok dikkat çekmektedir (Missler ve ark., 1999). Eng ve arkadaşları 

tarafından 1969 yılında astrositlerin karakterizasyonu ve izolasyon çalışmaları 

yapılmış ve astrositler ayrı bir yapısal protein olan GFAP ile saptanmıştır (Bignami ve 

ark., 1972).   

 

 

GFAP, astrositlerde bulunan ana yapısal tip III ara filament proteinidir ve astrosit 

proliferasyonun, astrogliozis’in bir göstergesidir. Orta filament (IF) III proteini olarak, 

GFAP, periferik sinir sistemi, mide-bağırsak hücreleri ve merkezi sinir sistemindeki 

astrositlerdeki miyelinsiz Schwann hücrelerinde bulunurlar (Wang ve ark., 2017).  

GFAP, hücre iskeletinin oluşumu, mitoz, sinyal iletimi, KBB yapısının korunması ve 

hücre hareketlerinin sağlanmasında önemlidir. Ayrıca, bu protein sinir hücre 

aksonlarının yalıtımını sağlayan miyelinin üretim ve korunmasını sağlayan 

astrositlerin diğer hücrelerle etkileşiminde önemli bir rol oynar. Biyolojik sıvıya 

GFAP’ın ve GFAP’ın parçalanma ürününün hızlı salımı, beyin travması, omurilik 

yaralamaları ve inmeden sonra gözlenmiştir. GFAP’ın miyelinizasyonun 

devamlılığında da rol oynadığı düşündürmektedir (Sugaya-Fukasawa ve ark., 2011). 

 

 

Nörodejeneratif bozuklukların (NDD) doğru teşhisi, yoğun bir araştırma 

konusudur. NDD arasında, Alzheimer hastalığı (AD) ve vasküler demans (VD), 

yaşlılar arasında bilişsel bozulmanın yaygın nedenleridir. Histopatolojik olarak AD, 
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hücre dışı amiloid-β (Aβ) plak oluşumu ve beyinde anormal fosforile tau proteini 

üreten hücre içi nöronal yumakların varlığı ile tanımlanabilir (Osborn, Kamphuis, 

Wadman, and Hol, 2016). Bununla birlikte, AD ve VD arasındaki paralel sonuçlar, 

AD’nin klasik nöropatolojik değişiklikleri (plaklar ve yumaklar) VD’de 

gözlemlenebilir olduğunu doğrulamıştır (MacLin ve ark., 2019).   

 

 

Pozitron emisyon tomografi (PET) teknolojisi ve beyin omurilik sıvısı (BOS) 

analizi kullanılarak belirlenmiş biyobelirteçlerin tanısal doğrulanmasına yardımcı 

olmak adına ölüm sonrası parametreler klinik açıdan değerlendirilir (Jack ve ark., 

2018)(Chatterjee ve ark., 2021). Ayrıca PET görüntülemenin maliyeti ve lomber 

ponksiyonun invazivliği bu yöntemlerin standart klinik uygulamada kullanılmasını 

zorlaştırmaktadır (Reiman ve ark., 2012; Cicognola ve ark., 2021). Bu anlamda, kan 

bazlı biyobelirteçlerin daha az zarar verici doku oluşumları nedeniyle, ilk klinik tanı 

testleri için farklı bir alternatiftir. Fosforile edilmiş tau türleri (Janelidze ve ark., 2020; 

Lantero ve ark., 2020) ve Aβ 42/40 oranı (Nakamura ve ark., 2018), AD’yi saptamak 

için umut verici kan biyobelirteçleri olsa da, diğer kan biyobelirteçleri demansın 

teşhisinde elde edilen sonucun doğruluk oranını artırmaya yardımcı olabilir. 

 

 

Nörodejeneratif rahatsızlıklar, reaktif astrogliosis olarak bilinen bir süreç olan 

astrositlerin, moleküler, morfolojik ve fonksiyonel yeniden şekillenmesi ile ilgilidir 

(Escartin ve ark., 2021). Astrositler, sinaps modülasyonu, homeostaz, besinlerin 

taşınması, beyin sinyalleri ve yapısal destek ile ilişkili glial hücrelerdir (Osborn ve 

ark., 2016). 

 

 

Bir tür beyin hasarı meydana geldiğinde, astroglial hücrelerinin belirli 

belirteçlerin ifadesini yükselterek beyin hasarını kontrol altına almaya çalışan 

astrogliosis adı verilen bir reaksiyonu gerçekleşir. Astrogliosis, AD, VD ve 

frontotemporal demans gibi beyin bozukluklarında yaygın bir nöropatolojik bulgudur 

(Wallin ve ark., 1996). Astrogliosis genellikle, astrositlerin ara filamentlerinin ana 

protein bileşeni olan (Escartin ve ark., 2021) ve beyin dokusuna özgü olan (Eng ve 

ark., 2000) yüksek seviyelerde GFAP ekspresyonu ile kendini gösterir. Sadece 
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astrositlerin ölümünden sonra interstisyel sıvıya salınır (Pelinka ve ark., 2004) ve 

ardından kan-beyin bariyerini geçerek kan dolaşımına girer (Huebschmann ve ark., 

2020). GFAP, hastanın lomber ponksiyonundan sonra BOS’ta genellikle ölçülen bir 

biyobelirteçtir ve AD ve VD hastalarında yükseldiği bulunmuştur (Petzold ve ark., 

2004;Bellaver ve ark., 2021). Kan plazmasındaki GFAP ölçümü, etkilenen kişinin 

içinde olabileceği AD aşamasının doğru ve daha az invaziv olarak tanımlanması için 

BOS’tan GFAP ölçümünden daha iyi sonuç verir. Plazmadaki GFAP 

konsantrasyonunun AD’nin erken evresinde tespit edildiği ve hastalığın ilerlemesi 

sırasında arttığı gözlenmiştir bu da onu erken evre ve minimal invaziv AD teşhisi için 

özellikle umut verici bir biyobelirteç yapmıştır (Benedet ve ark., 2021; Chatterjee ve 

ark., 2021). 

 

 

ND biyobelirteçleri tespit etmek için mevcut yöntemler arasında, biyosensörler, 

özellikle elektrokimyasal biyosensörler, yüksek hassasiyetleri, düşük maliyetleri, basit 

kullanımları, hızlı tepkileri ve sahada operasyonları nedeniyle bir alternatif analiz 

yöntemi oluşturmaktadır. Şimdiye kadar GFAP tayininde kullanılan elektrokimyasal 

immünosensörler (Arya ve ark., 2013; Khetani ve ark.,  2018; González-López ve ark., 

2020; Timilsina ve ark., 2021), geleneksel yöntem olarak kullanılan yöntemlere 

(enzim bağlı immünosorbent analizi (ELISA), immunohistokimya ve western blot 

analizi) uyumlu bir alternatif olduğunu kanıtlamıştır. Geleneksel yöntemlerde pahalı 

cihaz, uzman kullanım sınırlaması ve taşıma zorluğu gibi sorunlar yaşanmaktadır 

(Petzold ve ark., 2004; Weigel ve ark., 2010; Vos ve ark., 2010; Papa ve ark., 2012; 

Simani ve ark., 2018). 

 

 

 

1.3.Elektrokimya 

 

 

Elektrik enerjisi ile kimyasal enerji arasındaki dönüşüm sonucunda fiziksel 

değişiklikleri inceleyen bilim dalına elektrokimya denir. Elektrokimya bilim dalının 

keşfi, 1793 yılında Alessandro Volta’nın elektrik bilimi ve kimya bilimi arasındaki 

ilişkinin araştırmasına dayanmaktadır. Tuzlu su çözeltisi içerisinde uç kısımlarında 

bulunan çinko ve bakır metal elektrotlar arasındaki kimyasal tepkime sonucunda 
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elektrik üretilmiştir. Böylece volt, ilk elektrokimyasal hücreyi geliştiren bilim adamı 

olmuştur (Kelter ve ark., 2019).  

 

 

 

1.3.1. Elektrokimyasal Tabakalar 

 

 

Elektrokimyasal çalışmalarda, elektron alışverişini oluşmasını sağlayan 

heterojen tabakalar meydana gelir. Bu heterojen tabakalar, çözeltinin karıştırılmasıyla 

oluşur. Karıştırma hızına bağlı olarak iki farklı akış alanı oluşur. Karıştırma hızı daha 

az olan bölge laminar akış bölge iken, karıştırma hızı daha yüksek olan bölgede 

çalkantılı akış bölgesi oluşur. Laminar akış bölgesinde akış daha yumuşak düzgündür 

fakat çalkantılı akış bölgesinde akış dalgalı ve düzensizdir. Laminar akış bölgesi, 

elektrokimyasal hücre içerisinde elektrot yüzeyine daha yakındır. Heterojen tabaka 

sistemleri Şekil 1.2’de gösterilmiştir (Skoog ve ark., 1998). 

  

 

Şekil 1.2. Elektrokimyasal tabakaların şematik gösterimi. 

 

Elektrot yüzeyinden δ cm uzaklıktaki akış bölgesi arasında “Nernst difüzyon 

tabakası” bölgesi oluşmaktadır. Bu bölgede, akış hızı neredeyse sıfırdır, bu bölgede 

durgun ve sabit bir çözelti tabakası oluşur. Tabaka kalınlığı yaklaşık 10-2-10-3 cm 



11 

 

arasındadır. Kütle aktarım, bu tabakada difüzyon veya göç yoluyla oluşur (Bard ve 

ark., 2001).  

 

 

 

1.3.2. Kütle Aktarım İşlemleri 

 

 

Elektrokimyasal hücre içerisinde analiz edilecek bir maddenin, bir yerden başka 

bir yere hareket etmesi sırasında aktarım mekanizmasına dayanmaktadır. Bu 

mekanizmalar 3 farklı şekilde gerçekleşir (Grinberg ve ark., 2019): 

 

 

Difüzyon: İki farklı çözelti arasındaki konsantrasyon farkından meydana gelen 

aktarım türüdür. İyon veya molekül çok yoğun bölgeden az yoğun bölgeye doğru 

hareketi ile gerçekleşir ve konsantrasyon dengeye gelinceye kadar devam etmektedir. 

Difüzyon hızı, konsantrasyon farkı ile doğru orantılıdır.  

 

 

 Göç: Çözelti içerisindeki iyonların ve elektrotların elektrostatik etkileşimine 

dayanan bir yöntemdir. Böylece, bir potansiyel değişimi nedeniyle iyonların elektrota 

doğru yönelmesi gerçekleşir. Elektrokimyasal hücrede anyonlar anoda, katyonlar 

katoda doğru hareket eder. 

 

 

Konveksiyon: Mekanik bir güç uygulanması sonucunda çözelti içerisindeki 

hareketlenmeyi sağlar. Karıştırma, titreşim, elektrotun hareket ettirilmesi, sıcaklık 

değişimi ya da yoğunluk değişimi gibi ortamda hareketlilik sağlar. Doğal 

konveksiyonun, kütle aktarımı üzerinde herhangi bir etkisi bulunmamaktadır.  
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1.3.3. Elektrokimyasal Akımlar 

 

 

Elektrokimyasal yöntemlerde bir gerilim uygulanması durumunda kapasitif 

akım ve faradayik akım olmak üzere iki farklı akım gerçekleşir(Wang, 2006): 

 

 

Kapasitif akım (Ic): Bir elektrokimyasal hücre içerisinde elektrot daldırıldığında, 

elektrolit çözeltisinde negatif yükle yüklenir ve pozitif yüklü iyonları kendine doğru 

çekmeye başlar. Negatif ve pozitif iyonlarının etkileşimi ile elektrot ve elektrolit 

çözeltisi arasında bir elektriksel çift tabaka meydana gelir. Bu elektriksel çift tabaka 

bir kapasitör gibi davranış gösterir ve yükseltgenme-indirgenme reaksiyondan 

bağımsız bir akım oluşur. Bu akıma kapasitif akım denir. Bu akımın var olması, doğru 

bir ölçüm yapılmasını engellemektedir.  

 

 

Faradayik akım (If): Bir elektrolit çözeltisi içerisinde analiz edilecek bir 

maddenin bir elektrotun yüzeyi ile yükseltgenme-indirgenme tepkimesi sonucunda 

ortaya çıkan akıma denir. Reaksiyon sonucunda elektrottaki değişen maddenin 

miktarı, elektrolit çözeltisi içerisinde geçen akım ile doğru orantılıdır. Bu kurala 

Faraday kanunu denmektedir. Nernst tabakası içerisinde, analiz edilecek madde ve 

ürünlerin konsantrasyonları yalnızca elektrot yüzeyinden uzaklığın bir fonksiyonu 

olarak değişiklik göstermektedir. 

 

 

Çözelti ile elektrot arasında akım ilerlerken elektrotlardan birinde yükseltgenme 

diğerinde indirgenme tepkimesi meydana gelir.  

 

𝑂(𝑦ü𝑘𝑠𝑒𝑙𝑡𝑔𝑒𝑛𝑚𝑖ş ℎ𝑎𝑙) + 𝑛𝑒− ↔ 𝑅(𝑖𝑛𝑑𝑖𝑟𝑔𝑒𝑛𝑚𝑖ş ℎ𝑎𝑙) 

 

Alman bilim adamı W. Nernst tarafından ortaya konulan denklemde elektroaktif 

türün elektrot yüzeyindeki derişime bağlı olarak elektrot potansiyeli belirlenmektedir. 

Nernst denklemi şu şekilde açıklanır (Skoog ve ark.,1998): 
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𝐸 = 𝐸𝑂 +
2,3 𝑅𝑇

𝑛𝐹
𝑙𝑜𝑔

𝐶𝑂

𝐶𝑅
 

 

𝐸𝑂: Yükseltgenme-indirgenme tepkimesi için standart potansiyel 

R: Gaz sabiti (8,314 JK-1mol-1) 

T: Sıcaklık (OK) 

n: Tepkimede transfer edilen elektron sayısı 

F: Faraday sabiti (96487 kulomb) 

 

 

1.3.4. Elektroanalitik Yöntemler 

 

 

Elektrokimya prensibi, çözelti/elektrolit içerisindeki elektron verme 

(yükseltgenme) ve/veya elektron alma (indirgenme) (redoks) tepkimeleri sonucunda 

elektron transferine dayanmaktadır. Bu tepkimeler, elektrokimyasal hücre içinde 

gerçekleşmektedir. Elektrokimyasal hücre içerisinde analiz edilecek maddenin 

elektrokimyasal davranışını incelemek için yapılan kantitatif analiz yöntemine 

“Elektroanalitik yöntem” adı verilmektedir. Elektroanalitik yöntemler ile akım, 

potansiyel ve zamana karşılık elektrik sinyalleri elde edilmektedir. Elektroanalitik 

yöntemler ölçülen elektrik sinyaline göre alt gruplar halinde sınıflandırılmaktadır 

(Newman ve Thomas-Alyea, 2004):  
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Şekil 1.3. Elektroanalitik yöntemlerin sınıflandırılması. 

 

Elektroanalitik yöntemlerde, çalışma elektrotunun polarize olup olmamasına 

bağlı olarak yöntemler ikiye ayrılır: Polarize olmayan elektrotlar ile yapılan 

çalışmalardaki tepkime dengededir ve en yaygın kullanılan yöntem potansiyel 

ölçümüne dayanan potansiyometridir. Polarize olan çalışma elektrotunda ise dışarıdan 

gerilim uygulanması halinde tepkime gerçekleşir. Polarize elektrotların kullanıldığı en 

yaygın yöntem voltametri ve amperometridir (Bard ve Ketelaar, 1976).  

 

 

Voltametri yönteminde, uygulanan gerilime bağlı olarak hücreden geçen elektrik 

akımı ölçülür. Elde edilen akım değeri, analiz edilen maddenin derişimi ile doğrusal 

bir orantıya sahiptir. Amperometrik yöntem de ise, uygulanan sabit bir potansiyel de 

zamana bağlı olarak elde edilen akım değeri ölçülür. Kondüktometri ise, iletkenlik 

ölçümüne dayanan bir elektroanalitik yöntemdir (Bard ve Ketelaar, 1976).  
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1.3.4.1. Voltametri 

 

 

Elektroanalitik yöntemler arasında en yaygın kullanılan voltametrik yöntem, 

1920 yıllının başlarında Çekoslovak Kimyacı J. Heyrovsky tarafından bulunan 

polarografik yöntemin çalışma prensibine dayanarak geliştirilmiştir. Bir 

elektrokimyasal hücre içerisinde polarize halde bulunan çalışma(indikatör) 

elektrotunun, uygulanan sabit olmayan potansiyele karşılık elde edilen sinyalin 

ölçülmesinden faydalanarak elektroaktif maddelerin incelendiği bir yöntemdir. Bu 

yöntem ile gerileme karşılık elde edilen akım değerinin sinyal eğrisine 

“voltamogram’’ adı verilmektedir (Skoog ve ark., 1998). 

 

 

 

1.3.4.2. Voltametride Kullanılan Uyarma Sinyalleri 

 

 

Voltametrik yöntemde, çalışma elektrotuna zamanın fonksiyonu olarak farklı 

potansiyellerin uygulanması sonucunda farklı dalga şekillerinde uyarıcı sinyaller elde 

edilmektedir. Verilen sinyallere göre karakteristik akım meydana gelir. Voltametride 

en sık kullanılan farklı şekildeki uyarıcı sinyaller Çizelge 1.2’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 1.2.Voltametride kullanılan uyarma sinyalleri. 

 

İsim Voltametri Uyarı Sinyali 

Üçgen Dönüşümlü Voltametri 

 
Diferansiyel Puls Diferansiyel Puls Voltametri 

 
Kare Dalga Kare Dalga Voltametri 

 
Doğrusal Taramalı Hidrodinamik Voltametri 

 
 

 

 

1.3.4.2.1. Dönüşümlü Voltametri 

 

 

Elektroaktif maddenin mekanizmasını aydınlatırken, optimizasyon 

çalışmalarında ve tepkimeye giren maddelerin tayininde kullanılan en yaygın 

voltametrik yöntemdir. Çalışma elektrotuna doğrusal olarak artan bir potansiyel 

uygulanıp, bitiş potansiyeline geldiğinde bu sefer azalan bir potansiyel uygulanır. Bu 

yöntem, akım gerilimin bir fonksiyonu olarak ölçülür. Akım cevabı potansiyel ile 

doğrusal olarak artar ve azalırken potansiyel dönüşümü gerçekleşir. İleri ve geri yönde 

tarama, birden fazla uygulanabilmektedir. İleri yönde tarama sırasında bir indirgenme 
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tepkimesi olmuşsa, geri yöndeki pik indirgenme sırasında oluşan ürünün elektrotta 

yeniden yükseltgenmesinden dolayı oluşur (Bard ve Faulkner, 2001). 

 

 

 

1.3.4.2.2. Diferansiyel Puls Voltametri 

 

 

Diferansiyel puls voltametrisi, periyodik olarak sabit büyüklükteki pulsun 

çalışma elektrotuna uygulanması ile gerçekleşir. Doğrusal bir tarama sırasında iki defa 

akım ölçülür: ilk olarak pulsun tam başladığı esnada; ikinci olarak pulsun bitmesine 

yakın bir sürede ölçülür. Bu iki akım arasındaki fark ΔI puls olarak verilir. Uygulanan 

potansiyele karşı akım farkı arasındaki ilişki ile bir grafik elde edilir. Bu grafik 

diferansiyel puls voltamogramı olarak adlandırılır. Bu yöntemin en büyük üstünlüğü 

yüksek hassasiyete sahip olmasıdır, böylece daha düşük duyarlılık sınırına (10-7 M-10-

8 M) kadar ölçüm yapabilirler. Bunun nedenlerinden biri iki yarı dalga potansiyeli 

arasındaki 0,04-0,05 V fark olması durumunda bile pik maksimumları elde 

edilebilmesi; ikincisi ise kapasitif akım en düşük, faradayik akımın en yüksek olduğu 

anda ölçümün yapılmasından kaynaklanır. Bu yöntem, aynı zamanda çok küçük 

miktarlardaki maddelerin analizine de olanak sağlamaktadır (Skoog ve ark., 1998). 

 

 

 

1.3.4.2.3. Kare Dalga Voltametri 

 

 

Kare dalga voltametresiyle, göreceli olarak geniş dikdörtgensel dalgaların 

çalışma elektrotuna uygulanması ile gerçekleşir. Gerilim, merdiven basamakları 

şeklinde uygulanır. Bu dalgaların döngü süresi, gerilim basamaklarının süresine eşittir 

ve ortalama 5-10 ms arasındadır. Dikdörtgensel dalganın pozitif ucunda ve negatif 

ucunda olmak üzere iki akım elde edilir. Bu iki akım arasındaki farka karşılık 

uygulanan potansiyel grafiği ile kare dalga voltamogramı elde edilir. Elde edilen akım 

pikinin yüksekliği ile analit derişimi arasında doğrusal bir orantı vardır. 
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Kare dalga voltametresiyle, çok hızlı bir gerilim tarama hızı ile kısa sürede 

ölçümü tamamlanır. Bu yöntem ile ölçüm çok hızlı olduğu için hassasiyeti azaltarak 

daha düşük konsantrasyonlarda belirgin bir akım sinyali elde edilemeyebilir. Bunun 

nedeni kısa puls aralıklarının kullanılması daha düşük faradayik akım/kapasitif akım 

oranına sebep olur (Skoog ve ark., 1998). 

 

 

 

1.3.4.2.4. Doğrusal Taramalı Voltametri 

 

 

Doğrusal taramalı voltametresiyle, belirli bir hızla elektrot potansiyelinin 

arttırılması ve azaltılmasıyla ile gerçekleşir. En basit voltametrik yöntemde, uygulanan 

potansiyel sonrasında elde edilen akımın fonksiyonu olarak voltametrik dalga 

(sigmoidal şeklinde) oluşur. Belirgin bir pik görebilmek için potansiyel tarama hızı 5-

20 mVs-1 aralığında, yarı dalga potansiyel farkı en az 0,2 V civarında olmalıdır. 

 

 

Dikdörtgensel dalganın pozitif ucunda ve negatif ucunda olmak üzere iki akım 

elde edilir. Bu iki akım arasındaki farka karşılık uygulanan potansiyel grafiği ile kare 

dalga voltamogramı elde edilir (Wang, 1948). 

 

 

 

1.3.4.3. Amperometri 
 

 

Clark ve Lyons, 1962 yılında enzim katalizörlüğünde kandaki oksijen miktarının 

ölçülmesine dayanan bir amperometrik biyosensör geliştirmiştir. Yükselgenen veya 

indirgenen elektroaktif maddenin akım farkının ölçülmesiyle analit konsantrasyonun 

belirlendiği en eski sensördür (Clark ve Lyons, 2006). Daha sonra, 1973 yılında 

Guilbault ve Lubranove tarafından hidrojen peroksit ölçümüne dayanan glikoz oksidaz 

enzimi ile hazırlanmış glikoz biyosensörü geliştirilmiştir (Guilbault ve Montalvo, 

2002). 

 

Glikoz + O2                         Glukonik asit +H2O2 

 

Glikoz Oksidaz 
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Glikoz tayini için üç farklı amperometrik nesilden bahsedilmektedir; 

 

 

 Birinci nesil amperometrik biyosensör: 

 

 

Bu biyosensör tipi ile oksijen ve hidrojen peroksit tayini esasına dayanır. Birinci 

nesil yöntemde, hidrojen peroksitin yüksek seçicilik elde etmesi için yüksek potansiyel 

uygulanmaktadır fakat yüksek çalışma potansiyelinin uygulanması dezavantajdır. 

Diğer bir dezavantajı ise oksijen açığıdır (Turner, 1989). 

 

 

 İkinci nesil amperometrik biyosensör: 

 

 

Birinci nesilde yüksek potansiyel uygulamasını engellemek için, enzimin aktif 

merkezi ile elektrot yüzeyi arasındaki elektron transferini sağlayan yapay elektron 

taşıyıcı kullanılmıştır. Yapay elektron taşıyıcı olarak; organik, inorganik kompleksler 

ve polimerler kullanılmaktadır. Ferrosiyanid, kinonlar, ferrosen türevleri, iletken 

organik tuzlar örnek olarak verilebilir. Bu taşıyıcılar, oksijen değişiminden bağımsız 

olarak çalışır ve oksijenden daha kolay indirgenebilirler (Turner, 1989). 

 

 

 Üçüncü nesil amperometrik biyosensör: 

 

 

İkinci nesilde toksik maddelerin kullanımını önlemek için yapay elektron 

taşıyıcı kullanılmadan doğrudan akım uygulanarak enzim aktif merkezi ile elektrot 

yüzeyi arasında bir elektron transferi gerçekleşmektedir. Böylece kan numunesindeki 

oksijen konsantrasyondan kaynaklanan hatalar giderilmiş olur (Turner, 1989). 

 

 

Amperometri, biyoanalizde en yaygın kullanılan tekniklerden biridir. Sabit 

uygulanan potansiyelde akımın ölçülmesi prensibine dayanan bir yöntemdir. 

Elektroaktif maddenin redoks potansiyele bağlı olarak, yöntemin duyarlılığı değişir. 

Potansiyel, analitin indergenip-yükseltgendiği pikin alt seviyesine göre seçilir. 

Konveksiyon koşullarında, potansiyel uygulandığında tampon çözeltisi içerisinde 
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akım sabitlendikten sonra analit eklenmesiyle değişen akımın zamana karşı grafiğine 

amperogram denir. Amperogramda analitin eklendiği ilk akım değeri ile, eklendikten 

sonra sabitlenen akım değeri arasındaki akım farkı hesaplanır (Patel, 2020). 

 

 

Akım (nA, μA), dönüştürücüde meydana gelen elektrokimyasal tepkinin hızı ile 

tanımlanır. Amperometrik ölçümlerin çoğunlukla çalışma elektrotu perde baskılı 

elektrotlardır. Amperometrik teknik, biyolojik maddelerin analizinde yaygın olarak 

kullanılan akım duyarlılığı ve tekrar edilebilirliği yüksek, kısa sürede cevap elde 

edilebilen biyosensörler için yaygın olarak kullanılır.  

 

 

 

1.3.5. Elektrokimyasal Hücre Bileşenleri 

 

 

Elektrokimyasal hücre içerisinde genellikle üçlü elektrot sistemi 

kullanılmaktadır. Bir çalışma elektrot, bir referans elektrot ve karşıt elektrottan 

meydana gelmektedir. Elektrokimyasal hücre içerisinde elektroaktif maddelerin 

yükseltgenme-indirgenme reaksiyonu sonucunda yük transferinin olduğu elektrot 

çalışma (indikatör) elektrottur. Referans elektrot, analiz süresinde potansiyeli 

değişmeyen metal ve metal tuzundan oluşan elektrotlardır. Karşıt elektrot ise, ortamda 

istenmeyen akımları önlemek ve elektriğin çözeltiden geçerek çalışma elektrotuna 

aktarılmasını sağlamaktadır. Elektrotlar, bağlantı kablosuyla potansiyostata bağlanır. 

Elektrokimyasal hücre, elektrokimyasal tepkimelerin gerçekleştiği hücredir. Hücre 

içerisinde, akım iletimini destekleyebilecek destek elektroliti olarak adlandırılan bir 

çözelti bulunmaktadır. Elektrokimyasal sistem, yukarıda bahsedilen üç elektrotun 

destek elektroliti içerisine daldırılması ve elektriksel bağlantı kablosuyla 

potansiyostata bağlanmasıyla oluşur (Skoog ve ark., 1998). 

 

 

 

1.3.5.1. Çalışma (indikatör) Elektrotu 

 

 

Yüzeyinde yükseltgenme-indirgenme tepkimelerinin gerçekleştiği polarize 

olabilen elektrotlardır. Çalışma elektrotu, elektrot malzemesine göre civa, katı ve 
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modifiye elektrot olarak çeşitlilik göstermektedir. Katı elektrotlar karbon ve metal 

temelli elektrotlar olarak sınıflandırılmaktadır. Elektrot seçiminde; çalışma gerilim 

aralığı, analit ve çözücünün özelliği önemlidir. Günümüzde perde baskılı elektrotlar, 

tek kullanımlık, küçük hacimli çözeltilerde kullanım kolaylığı nedeniyle yaygın olarak 

kullanılmaktadır.  

 

 

İdeal bir çalışma elektrotu; düşük artık akıma ve geniş potansiyel aralığına sahip 

olmalı, elektrot yüzeyi kolayca tekrar kullanılabilir olmalı, düşük maliyetli ve toksik 

olmayan malzemelerden üretilmelidir (Merkoçi ve Alegret, 2007). 

 

 

 

1.3.5.1.1. Civa Elektrot 

 

 

1959 yılında Nobel bilim ödülü almış Heyrovský tarafından bulunmuş 

voltametrenin öncüsü olan polarografi tekniğinde kullanılan ilk çalışma elektrotudur. 

Damlayan civa, asılı damlayan civa, durağan civa damla ve civa ince film elektrot alt 

başlıklarını oluşturur. Civa elektrotunun en büyük avantajı, hidrojen iyonlarının 

indirgenebilmesi için yüksek bir aşırı gerilime ihtiyaç duyulmasıdır. Dezavantajı ise 

civa olduğu için, kullanımı sakıncalıdır. 

 

 

 

1.3.5.1.2. Katı Elektrot 

 

 

Elektroaktif maddelerin, civa ile etkileşime girmesi nedeniyle 1950 yılında katı 

elektrotlar yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. Ayrıca civa elektrotlar sınırlı 

çalışma potansiyel aralığına sahip iken, katı elektrotlar ± 2,0 V çalışma aralığına 

sahiptir. Mekanik olarak, katı elektrotlar daha kararlıdır. Katı elektrotların dezavantajı 

ise safsızlıkların yüzeye yapışması nedeniyle tekrarlanabilirliğinin düşük olmasıdır. 

Bu nedene, katı elektrotların homojen bir yüzeye sahip olması için parlatma ve 

cilalama gibi ön işlemler gerekir. Metal ve karbon elektrot olarak alt başlıkta 

sınıflandırılır. 
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 Metal Elektrot: 

 

 

Soy metaller, metal elektrotların üretiminde kullanılır. Altın, platin, gümüş, nikel 

ve bakır elektrotları metal çalışma elektrotuna örnek olarak verilebilir. Metal 

elektrotların avantajı, yüksek iletken bir yüzeye sahip olmalarıdır. Dezavantajı ise, 

elektrot yüzeyindeki metalin, analiz edilecek madde ile beklenmeyen etkileşime 

girmesi ve sistematik hata oluşturabilmesidir.  

 

 

 Karbon Elektrot: 

 

 

Karbon elektrotlar, elektriği iyi iletmesi, inert olması, zemin akımları düşük 

olması ve geniş bir potansiyele sahip olması nedeniyle günümüzde yaygın kullanılan 

bir katı elektrot grubudur.  

 

 

Camsı Karbon Elektrot: 

 

 

Yüksek sıcaklık direncine ve mekanik özelliğe sahip camsı saf karbon yüzeyi 

ince grafit tabakaların birbirine kurdele gibi geçmesiyle oluşur. Yüksek elektrik 

iletkenliğine sahiptir, bu nedenle elektrokimyasal yöntemlerde yaygın olarak 

kullanılır. Elektrot yüzeyinin temizlenmesi ve aktive etmek için alümina yardımıyla 

parlatma işlemi gerekir. 

 

 

Karbon Pasta Elektrot: 

 

 

Yüksek saflıkta ve düşük mikron boyutuna sahip olması nedeniyle grafit tozu, 

inert organik bir bağlayıcı sıvı (nujol, mineral yağ, parafin) ile karıştırılıp karbon 

yüzeyi oluşturulur. Hazırlana karbon yüzeyi, teflon yüzeyindeki yuvarlak boşluğa 

doldurulur. Elektrotun dezavantajı elde edilen sonuçların tekrar edilebilirliğin düşük 

olmasıdır. 
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Perde Baskılı Karbon Elektrot: 

 

 

Üç elektrotlu konveksiyonel elektrot sistemine alternatif olarak tek bir yüzeyde 

üç elektrotun bulunduğu bir elektrot türüdür. Perde baskılı karbon elektrotlar, sert bir 

seramik ya da polimer yapılı yüzeyde referans, karşıt ve çalışma elektrotu birlikte 

bulunurlar. Bir püskürtme mürekkep yardımıyla perde baskı tekniği kullanılarak yüzey 

oluşturulur. Karbon ve platin mürekkep çalışma elektrotu için, gümüş mürekkep 

referans elektrot için kullanılır. İsteğe bağlı olarak çalışma elektrotu için altın ya da 

sentezlenmiş nanomateryal mürekkebi de kullanılabilir.  Küçük hacimlerde (40-50 µL) 

damlatma miktarı ile numune analiz edilebilir. Tek kullanımlık olması nedeniyle 

yüzey kirliliği ile yaşanan sorunlar en aza indirgenmiş olur. Son yıllarda yaygın olarak 

nükleik asit biyosensörü ve immunosensör geliştirmek için kullanılmaktadır. Uzun 

üretim süreci ve pahalı maliyete sahip olması gibi dezavantajları vardır.  

 

 

 

1.3.5.2. Referans Elektrot 

 

 

Bir elektrokimyasal hücre içerisinde elektrik akımı iletimi sırasında çalışma 

potansiyeli, sabit bir potansiyele karşılık net değeri belirlenir. Bu nedenle potansiyeli 

sabit, Nernst eşitliğine uyumlu, ideal polarize olmayan bir referans elektrot kullanılır. 

Metal ve metal tuzundan oluşan elektrotlar kullanılır. Ag/AgCl ve doygun kalomel 

elektrot (Hg/Hg2Cl2) en yaygın kullanılan referans elektrotlardır. 

 

 

 

1.3.5.3. Karşıt (Yardımcı) Elektrot 
 

 

Elektrokimyasal hücre içerisinde ikili elektrot sistemlerinde polarizasyon 

potansiyelinin kayması akım potansiyel eğrisinde bazı piklerin okunmamasına neden 

olmaktadır. Bu nedenle ölçüm hatalarını ortadan kaldırmak için karşıt elektrot 

kullanılması gerekmektedir. Elektrokimyasal hücre içerisinde elektrik akımının 

çalışma elektrotuna iletilmesi için gerekli elektrottur. Elektrokimyasal hücre içerisinde 

analit ile kimyasal reaksiyona girmez, fakat elektriği iyi iletir. Hücre içerisinde 
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referans elektrot ile çalışma elektrotu arasında konumlandırılır. Karşıt elektrotun 

yüzey alanı, çalışma elektrotuna göre daha geniş olması beklenir. Platin tel en yaygın 

kullanılan karşıt elektrottur.  

 

 

 

1.4.  Biyosensörler 

 

 

1.4.1. Biyosensörün Tarihi 

 

 

İlk biyosensör, 1950’li yıllarda ameliyat esnasında kandaki oksijen miktarını bir 

elektrot ile takip edilmesiyle başlamıştır. Yarı-geçirgen bir diyaliz membranı 

yardımıyla standart bir oksijen elektrotunun glikoz oksidaz ile ince bir tabaka halinde 

kaplanmasıyla ilk enzim elektrotu hazırlanmıştır. 1975 yılında Yelloy Springs 

Instruments tarafından ilk ticarileştirilmiş biyosensör ile kan ve idrardaki glikoz 

tayinine yönelik ürün geliştirilmiştir. Bu glikoz biyosensörü, glikoz oksidazın 

katalizlediği bir tepkime sonucunda hidrojen peroksitin amperometrik ölçümü esasına 

dayanmaktadır. Clark ve Lyons tarafından ilk keşfedilen ve giderek artan yoğun 

çalışmalar sonucunda günümüzde biyoteknoloji, biyomedikal, eczacılık, savunma 

sanayi, çevre analizi ve gıda alanında önemli katkılarda bulunmaktadır. 

 

 

 

1.4.2. Biyosensörün Yapısı 

 

 

Biyosensörler, analiz edilecek maddeyi tanıyacak biyolojik tanıma yüzeyi 

(biyoalgılayıcı) ve bu etkileşimi fizikokimyasal çevirici (transducer) yardımıyla 

ölçülebilir elektronik sinyale çeviren sistemin birleştirilmesiyle oluşan analitik biyo-

dedektörlerdir. Aynı zamanda biyolojik bir ortamda, biyoalgılayıcı varlığında 

biyolojik analitin indirekt ve direkt ölçülmesi esasına dayanır. 

 

 

Biyosensör sistemler, herhangi bir hastalık türüne ilişkin spesifik ve yüksek 

hassasiyet gösteren biyobelirteçleri, vücuttaki serum, tükürük, BOS gibi çok az 
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hacimlerdeki vücut sıvılarından alınan örneklerde tayin edebilme özelliği ile klinik 

uygulamalarda öne çıkmaktadırlar.  

 

 

Biyosensörler; biyoalgılayıcı ve çevirici olarak iki kısımdan oluşur (Şekil 1.4);  

 

 

 

Şekil 1.4.Biyosensörün temel bileşenleri. 

 

 

 

1.4.3. Biyoalgılayıcılar 

 

 

Ortamda analiz edilmesi istenilen biyolojik/kimyasal madde, biyoalgılayıcı ile 

etkileşmesi sonucu sinyal oluşur. Biyoalgılayıcılar, seçici ve kararlı bir yapıda olması 

istenir. Tanıma yüzeyi; enzim, antikor, nükleik asit, hücre ve doku parçalarından 

oluşur. Enzim, antikor ve nükleik asittin yüzeye immobilizasyonu kolay iken, nispeten 

hücre ve doku parçalarının immobilizasyonu zordur.  

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

1.4.3.1. Biyoalgılayıcı Çeşitlerine Göre Biyosensörlerin Sınıflandırılması 

 

 

1.4.3.1.1. Enzim Biyosensörleri 

 

 

Kandaki glikoz ölçümü nedeniyle en eski ve en yaygın kullanılan biyosensör 

türüdür. Ticarileştirme yönünden de piyasadaki ürünlerin yaklaşık %85’ini enzim 

biyosensörleri oluşturmaktadır.  Enzim, ortamdaki substrat ile katalizlenerek kimyasal 

bir reaksiyon oluşur. Enzim, substratına karşı yüksek seçiciliğe sahiptir. Enzimin 

yüzeye immobilizasyon için kullanılan yöntemler, adsorpsiyon (kovalent olmayan 

bağlama), kovalent bağlama, tutuklama, çapraz bağlamadır. Enzim immobilizasyonun 

amacı, katalitik aktivitesini kaybetmeden, fiziksel olarak hareketini sınırlamaktır. 

Böylece tekrar kullanılabilir olması, uygun olmayan koşullara karşı dayanıklı olması, 

enzimi ortamdan uzaklaştırarak reaksiyonun sonlandırılabilmesi ve ürünlerden 

kolayca ayrılabilir olması nedeniyle enzimin yüzeye immobilizasyonun birçok 

üstünlüğü vardır.   

 

 

 

1.4.3.1.1.1. Enzim İmmobilizasyon Yöntemleri 

 

 

 Adsorpsiyon: 

 

 

Enzimin elektrot yüzeyine hidrojen bağları, elektron geçiş kompleksleri, Van 

der Waals bağları gibi kovalent olmayan etkileşimler ile tutunması esasına dayanır. 

Streptavidin, doğada bilinen en kuvvetli non-kovalent bağ ile biyotine bağlanmaktadır. 

Streptavidin-biyotin bağlanması; yüksek pH, sıcaklık, organik çözücüler, deterjanlar 

(sodyum dodesil sülfat-SDS, Triton gibi) ve proteolitik enzimlerden etkilenmediği için 

kullanımı yaygındır. Birçok biyosensör çalışmasında bu bağlanmadan 

faydalanılmaktadır. 
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 Kovalent bağlama: 

 

 

Karboksil(-COOH), hidroksil(-OH), amin (-NH2), tiyol (-SH) gibi çeşitli reaktif 

grupları yüzey üzerine bağlanması gerekmektedir. Aksi takdirde reaktif grupları 

kendiliğinden oluşan tek tabakalar (SAM) yöntemiyle yüzeyde oluşturulur. 

Biyomolekül kovalent bağ ile yüzeye bağlanır ya da biyomolekül önceden uygun bir 

materyal ile kovalent bağ oluşturur ve bu biyokomposit elektrot yüzeyinde film 

halinde kaplanır. Kovalent bağ ile enzimin yüzeye tutturulması pH, sıcaklık, iyon 

şiddetindeki değişkenliklere karşı oldukça dirençlidir, böylece biyosensörün ömrünü 

uzatır. Fakat, aktivasyon kaybına neden olabilir. 

 

 

Biyotin, protein ve nükleik asitlere kovalent olarak bağlanabilme özelliğinden 

dolayı proteinleri ve nükleik asitleri işaretleme işleminde kullanılır. Bağlanma 

özelliğinden faydalanılarak biyotinlenmiş problar hazırlanır ve bu biyotinlenmiş 

hibritlerin tayini, enzimatik veya kimyasal ışıldama (kemiluminesans) ile yapılabilir.  

 

 

 Tutuklama: 

 

 

Yüksek moleküler ağırlıklı biyomoleküller, doğal jel maktriksleri ile yüzeyde 

tutuklanarak immobilize olurlar. 

 

 

 Çapraz Bağlama: 

 

 

Küçük molekül yapısına sahip iki ya da daha fazla fonksiyonel grup içeren 

reaktiflerin enzim molekülleri arasında suda çözünmeyen biyokompozitlerin 

oluşmasını sağlar. En yaygın kullanılan çapraz bağlayıcı iki fonksiyonel grup içeren 

gluteraldehittir. 
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1.4.3.1.2. İmmünosensörler 

 

 

İmmünosensörler, antikor ile antijen arasındaki biyoafinite esasına dayanan bir 

yöntemdir. Antikorlar, plazma proteinin %20’sini oluşturmaktadır ve çoğu antikor 

glikoprotein (karbonhidrat ve aminoasit yapılı) grubu olan immünoglobulinler (Ig) 

olarak adlandırılırlar. Antikor, vücut içerisine dışarıdan giren yabancı bileşiklere 

(mikroorganizmalar) karşı bağışıklık sistemi tarafından üretilen protein yapılı 

bileşiklerdir. Antijen ise, vücuda giren toksinler, bakteriler, virüsler, yabancı kan 

hücreleri gibi antikor oluşumuna neden olan yabancı moleküllerdir.  Antijenler, 

spesifik bir antikorun ortamda bulunması durumunda spesifik olarak bağlanır. Böylece 

immünosensör kullanımı ile yüksek seçicilikte antijen tayin edilebilir.  

 

 

Antijen ile antikor arasındaki reaksiyonu temel alan üç farklı immünosensör 

yöntemi vardır. Bunlar: 

 

 

 Direk immünosensörler: 

 

 

Biyoalgılayıcı olarak yüzeye tutturulan antikorun, antijeni tanıyarak, birbiriyle 

etkileşime girmesi esasına dayanır. Bir diğer adıyla etiketsiz immünosensörler, 

doğrudan antijen-antikor kompleksi oluşumundan kaynaklanan fiziksel veya kimyasal 

değişimini, etiketleme işlemine gerek kalmadan tespit edebilmektedir. Ancak etiketsiz 

immünosensörlerde, elde edilen cevaplar üzerinde spesifik olmayan adsorpsiyonun 

olumsuz etkileri vardır.  

 

 

Bu olay, immunosensör duyarlılığının azalmasına neden olur. Bu nedenle, uygun 

bir bloke edici ajanın kullanılması gereklidir. Surfaktanlar gibi bloke edici ajanlar 

(Tween 20, polietilen glikol), kazein, sığır serum albümini (BSA) ve altın yüzey için 

tiyonik bileşikler) kullanılır. 
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 İndirekt immünosensörler: 

 

 

Bir diğer adıyla etiketli immünosensörler, hassas ve çok yönlü algılama 

yeteneğine sahip olmasının nedeni bir veya birkaç etiketten üretilmiş olmasıdır. 

İndirekt ölçümlerde, enzim (Horseradish peroksidaz, katalaz ve glikoz oksidaz, alkalin 

fosfat) ve elektroaktif bileşikler (ferrosen, prusya mavisi (özellikle antijen ya da 

antikor elektroaktif olmadığı durumlarda)) yaygın olarak kullanılır. Etiketli 

immünosensörlerde, etiketler bir elektron transferi elde etmek için bir antikora veya 

antijene bağlanabilir ve ölçüm sırasında tespit edilen etiket sayısının hedef analitlerin 

sayısına karşılık geldiği varsayılır (Mollarasouli ve ark., 2019). Etiketli 

immünosensörlerin, yüksek hassasiyet ve düşük adsorpsiyonun etkisi gibi bazı 

avantajlara sahip iken biyomoleküllerin etiketleme reaksiyonundaki farklılık antijen 

antikor bağlanma etkinliği üzerinde olumsuz sonuçlar gösterebilir. 

 

 

o Sandviç İmmünosensör: 

 

 

Birden fazla epitopu olan büyük antijenlerin tayini için sandviç 

immünosensörler kullanılır. Bu yöntem, fazla miktarda birincil ve ikincil antikor ve 

iki antikor arasında antijenden oluşmaktadır. Katı substrat yüzeyine immobilize edilen 

antikora yakalama antikoru (birincil antikor), antikor-antijen kompleksine bağlanan ve 

elde edilen sinyalin tespitine neden olan antikora da tespit antikoru (ikincil antikor) 

denir. Prob olarak enzimle etiketlenmiş tespit antikorunun katalitik reaksiyonundan bu 

sinyaller meydana gelmiştir.  

 

 

Bir "tek bölge" analizi, hareketsizleştirilmiş bir antijen ile etiketli bir antikor 

arasındaki immünoreaksiyona dayanır. Bağlanma olayında çökelmeyi önlemek için 

bağlanmamış etiketli antikor yıkanarak uzaklaştırılır, böylece bağlı antikor tarafından 

elde edilen sinyal ölçülebilir. Sandviç immünosensörler, yüksek hassasiyet, geniş 

dinamik aralığı gibi avantajlara sahip olmasına rağmen, küçük molekül ağırlığına 

(<1000 kDa) sahip analitlerin analizinde kullanışlı değildir. 
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o Yarışmalı immünosensör: 

 

 

Sınırlı sayıdaki antikor bağlanma bölgelerine erişebilmek için birbirleri ile 

yarışan enzim etiketli ve etiketi olmayan analitlerdeki bir epitopa sahip küçük 

antijenlerin tayini için kullanılır. Biyoalgılayıcı olarak antikor yüzeye bağlanır.  

 

 

1.4.3.1.3. Nükleik Asit Biyosensörü 

 

 

E. Paleček tarafından 1960 yılında nükleik asitlerin elektroaktif olduğu 

keşfedildikten (Paleček, 1960) sonra 1996 yılında J. Wang ve çalışma grubu DNA 

hibridizasyon tayinine yönelik ilk elektrokimyasal DNA biyosensörünü 

tasarlamışlardır (Wang ve ark., 1996). Günümüze kadar nükleik asit biyosensör 

çalışmaları hız kesmeden devam etmektedir. Mutasyona uğramış DNA diziliminin 

analizi, DNA-ilaç etkileşim mekanizmasını aydınlatmak, bulaşıcı hastalıklara neden 

olan virüslerin DNA diziliminin analizi gibi pek çok çalışma yapılmıştır. DNA 

analizleri için günümüzde jel elektroforezi, membran blot gibi yavaş ve yoğun bilgi 

gerektiren pek çok analiz yöntemi vardır. Fakat, klasik yöntemlere alternatif olarak 

elektrokimyasal yöntemler son zamanlarda geniş bir çalışma potansiyeline sahiptir.  

 

 

Elektrokimyasal DNA biyosensörleri, genosensör olarak da ifade edilmektedir. 

Hastanın genetik bozukluğu ya da bulaşıcı hastalıkların kısa bir süre içerisinde 

belirlenmesiyle ilgili çalışmalara yeni bir boyut kazanmıştır. Tüm çalışma ekibinin 

hastalıkların erken tanısına yönelik klinikte rahatlıkla kullanabileceği, ucuz, hızlı, 

küçük boyutta cihaz tasarımı Amerika Birleşik Devletleri'ndeki bazı büyük firmalar 

tarafından başlatılmıştır. 

 

 

Biyomedikal ve çevre araştırmalarında, nükleik asit analizi temelde DNA 

hibridizasyonuna bağlıdır. Tanıma yüzeyine tutturulan kısa ve tek sarmal yapıda 

oligonükleotid prob dizisi ile sentetik hedef DNA dizisinin birleşerek, çift sarmal 

oluşturması esasına dayanır. Oluşan çift sarmal DNA’ya hibrit, bu etkileşime 
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hibridizasyon denir. Oligonükleotid dizisinden oluşan prob ile hedef dizisi arasındaki 

etkileşim, çevirici sistem sayesinde ölçülebilen bir elektrik sinyaline dönüştürülür. 

 

 

 Tipik bir genosensörün dört basamakta tasarımı yapılır: 

o Oligonükleotid prob dizisinin yüzeye immobilizasyonu 

o Sentetik hedef DNA dizisi ile hibridizasyon 

o Spesifik olmayan bağlanmaların engellenmesi 

o Enzim etiketinin etkisi 

 

 

1.4.3.1.3.1. Oligonükleotid Prob Dizisinin Yüzeye İmmobilizasyonu 

 

 

Yüzeye tutturulan oligonükleotid problar, bütün bir DNA zincirinden ziyade, 

polimeraz zincir reaksiyonuyla sentezlenen dizi sayısı 18-40 bazlık kısa DNA 

parçalarıdır. İmmobilizasyon ne kadar güçlü ve düzenli olursa, hibridizasyon o kadar 

kolay olacaktır. Böylece bağlanmaları kimyasal ya da fiziksel olumsuz etkenlerden en 

az seviye de etkilenecektir. Oligonükleotid problar çeşitli yöntemler ile yüzeye 

immobilize edilebilir: 

 

 

-Adsorpsiyon ile probun yüzeye immobilizasyonu: 

 

 

Adsorpsiyon yöntemi, kısa DNA ya da RNA dizi probunun yüzeye kolayca 

tutturulması için kullanılan yaygın bir yöntemdir. Elektrot yüzeyine DNA ya da RNA 

dizisi adsorbe olur. Elektrokimyasal ön işlem gerektirmeksizin ucuz ve kısa 

immobilizasyon süresi içerisinde gerçekleşir.  

 

 

-Elektrostatik ile probun yüzeye immobilizasyonu: 

 

 

DNA ya da RNA dizi probunun elektrostatik kuvvet özelliğinden faydalanarak, 

elektrot yüzeyine tutunur. Elektrot yüzeyine pozitif potansiyel uygulanarak, negatif 

yüklü fosfat yapısına sahip DNA’nın elektriksel çekim kuvveti esasına dayanır.  
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-Kovalent bağ ile probun yüzeye immobilizasyonu:  

 

 

Karbodiimit ve silan yapıları, DNA ya da RNA dizi probunun kovalent bağ ile 

elektrot yüzeyine tutturulmasında kullanılır. Altın elektrot (altın nanopartikül ile 

modifiye edilmiş elektrot ya da tek kullanımlık perde baskılı altın elektrotlar) 

yüzeyine, altın—SH (tiyol) arasındaki güçlü afinite etkisinden yararlanarak, 3-

merkaptopropiyonik asit ya da L-sistein/sisteamin yapılarında bulunan –SH (tiyol) 

grubunun yüzeye tutunması sağlanır. Molekülün diğer ucunda kalan -OH (hidroksil) 

grubunun etil karbodiimit (EDC)/ N-Hidroksi süksinimit (NHS) gibi kovalent ajanlar 

kullanılarak aktive edilmesi ile amino grubu içeren DNA probunun yüzeye kuvvetli 

bir şekilde bağlanması sağlanır.  

 

 

- Avidin-Biyotin Etkileşimi Nedeni ile Streptavidinle Kaplı Yüzeye Biyotinle 

İşaretlenmiş Probların Tutturulması: 

 

 

Biyotin ile işaretlenmiş problar, streptavidin kaplı manyetik boncuklar ile 

modifiye edilmiş elektrotlar ile streptavidin ve biyotinin birbirine olan güçlü afinitesi 

nedeniyle spesifik şekilde etkileşime girerler.  

 

 

 

1.4.3.1.3.2. Sentetik Hedef DNA Dizisi ile Hibridizasyon 

 

 

Nükleik asit hibridizasyonu, elektrot yüzeyindeki tek zincirli probun, 

belirlenmek istenen hastalığa yönelik tek zincirli hedef DNA dizisi ile kararlı hidrojen 

bağı oluşturarak, kararlı bir dubleks molekülün oluşturulmasıdır. Hibridizasyon işlemi 

belli bir süre içerisinde nötr pH ortamında gerçekleştirilir.  
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1.4.3.1.3.3. Spesifik Olmayan Bağlanmaların Engellenmesi 

 

 

Nükleik asit biyosensörlerde hedef DNA dizisinin proba sabitlenmiş elektrot 

yüzeyleri hem hedef dizi ile hem de hedef diziden farklı baz dizilimine sahip dizilerle 

hibritleşme koşullarında aktif rol oynar. Spesifik olmayan bağlanmaların en aza 

indirgenmesi için her bir immobilizasyon basamağının ardından yıkama işlemi 

yapılmaktadır. 

 

 

 

1.4.3.1.3.4. Enzim Etiketinin Etkisi 

 

 

Biyoalgılama yaklaşımların sinyal amplifikasyon stratejilerinde kullanılan 

nanomalzemelere alternatif olarak, çoklu etiketler veya çoklu enzim etiketleri son 

zamanlarda çok sık kullanılmaktadır (Munge ve ark., 2005; Mani ve ark., 2009; 

Chikkaveeraiah ve ark., 2012). Sinyal amplifikasyonu, uygun dedektör 

biyoalgılayıcılarına (oligonükleotidler veya spesifik antikorlar) daha fazla sayıda 

çoklu etiket veya çoklu enzim etiketleri bağlanarak nükleik asit biyosensörün 

hassasiyetini artırır.  Geleneksel enzimatik etiketleri, spesifik antikor fragmanlarını, 

tek bir enzim molekülü veya birden fazla enzim birimi içeren bir homopolimer ile 

konjuge edilmiş immünoglobulinler (Valat, Limoges ve ark., 2000) hem de bir enzim 

molekülü ile konjuge edilmiş sekonder antikorları, geniş bir Fc bölgesini bağlayabilen 

bakteriyel antikor bağlayıcı proteinleri kullanarak farklı etiketleme stratejileri 

kullanılmaktadır (Ruiz-Valdepenas Montiel ve ark., 2018).  

 

 

Horseradish peroksidaz (HRP) yaban turpu bitkisinin kökünden ekstrakte edilir. 

HRP enzimi, demir (III) ve protoporpirin IX (genellikle hem grubu olarak adlandırılan) 

farklı türde metal merkezleri ve iki kalsiyum atomu içerir (Azevedo ve ark., 2003). 

H2O2’in indirgenmesini katalizleyen bir metaloenzimdir. HRP içeren biyosensörler 

kullanıldığında, H2O2’in düşük potansiyellerde tayinini gerçekleştirerek girişim 

etkilerini azaltmak mümkündür (Veitch, 2004). 
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Geleneksel Strep-HRP, HRP’ye özgü etiketli antikorlar ve tek bir HRP molekülü 

veya birden fazla HRP molekülü içeren bir homopolimer ile konjuge edilmiş 

bakteriyel antikor bağlayıcı proteinlerin kullanımını içeren farklı etiketleme stratejileri 

karşılaştırılmıştır. Protein A-HRP, Prot A-Poly-HRP 40, Prot A-Poly-HRP80, 

AntiIgG-HRP ve Histostar enzim etiketleri bu çalışmada kullanılmıştır. 

 

 

 

1.4.4. Manyetik Tabanlı Elektrokimyasal Biyosensörler 

 

 

Manyetik boncuklar, kanser teşhisi için önemli olan çoklu protein tespiti için 

hassas ve kolay bir metadolojiye sahiptir. Polimer kaplamalı manyetik boncuklar, 

hemen hemen her biyomolekülün bağlanmasına uygun yüzey kimyası ile 0,5 ila 10 

µm arasındaki çaplarda ticari olarak temin edilebilir.  

 

 

Yüzey fonksiyonel grupları, aktifleştirilmiş karboksil, amin, epoksi, hidroksil, 

tosil ve N-hidroksi süksinimit (NHS) içerir. Boncuklar ayrıca streptavidin, biyotin, 

protein A (ProtA), protein G (ProtG), IgG, IgE ve IgM gibi yüzey molekülleri ile de 

bulunmaktadır. 

 

 

Paramanyetik boncuklar en çok protein yakalama, ayırma ve taşıma için 

faydalıdır, ancak agregasyon meydana gelebilir. Manyetik boncuklara veya ortak 

nanopartiküllere bağlı enzimler, polinükleotitler veya metal kompleksler gibi çoklu 

etiketlerin kullanımı, optik ve elektrokimyasal immünoanalizlerde duyarlılığı büyük 

ölçüde arttırmak için kullanılabilir. Antikorlarla veya diğer protein yakalama 

ajanlarıyla konjuge edilmiş manyetik boncuklar, bu analitik işlemleri 

gerçekleştirmenin basit ama etkili bir yolunu sağlamaktadırlar. Manyetik boncuklar, 

birim hacim başına yüksek yüzey alanlarına ve iyi stabiliteye sahiptir ve katı yüzeylere 

kıyasla çözelti türlerini içeren hızlı kinetik işlemlerine olanak sağlarlar. Manyetik 

olmayan nanoparçacıkların aksine manyetik mikroboncukların büyük bir avantajı, 

basit, ucuz mıknatıslarla yönlendirme kolaylığıdır. 
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Manyetik mikroboncuk (MB)’ların geliştirilmesi ve uygulanması ayırma ve 

tespit metodolojilerinde son yıllarda büyük ilgi görmektedir (Kuramitz, 2009). Bunun 

başlıca nedeni, MB’lerin sergilediği çok yönlülük, yüksek yüzey alanı, kimyasal ve 

fiziksel kararlılık, düşük toksisite ve yüksek biyouyumluluktur (Afkhami ve ark., 

2013). MB’ler, biyomoleküllerin immobilizasyonu için uygun polimerik bir dış 

katmanla çevrili bir paramanyetik veya süperparamanyetik çekirdekten oluşur 

(Pedrero ve ark., 2012). Manyetik mikroboncukların fonksiyonelleştirilmesi, 

biyoalgılama ve nükleotid dizilerin tanıma yüzeyine bağlanması açısından MB’lerin 

performansını artırır. Günümüzde, ticari olarak temin edilen MB’ler, farklı biyolojik 

türlerin analizinde yaygın olarak kullanılır.   

 

 

Böylece, MB’ler farklı şekilde işlevselleştirilebilir: (a) biyotinlenmiş nükleik 

asitleri, aptamerleri, peptitleri, proteinleri vb. yakalamak için uygun streptavidin; (b) 

antikorları spesifik olarak bağlayan protA veya protG; (c) oligonükleotidler; veya (d) 

etiketli rekombinant proteinlerin vb. spesifik olarak yakalanması için afinite ligandlar 

(Paleček ve Fojta, 2007). 

 

 

MB’lerin modifikasyonu, (a) çözünmüş türler ve boncukların yüzeyinde 

hareketsiz hale getirilmiş biyomoleküller arasında daha kısa reaksiyon süreleri, (b) katı 

platform olarak MB’ler kullanılarak sensör sisteminin kolayca minyatürleştirilmesi, 

(c) gerekli reaktif hacimlerinin ve üretilen atıkların azaltılması, (d) daha kısa analiz 

süreleriyle daha düşük tespit limitleri elde etmek (Kuramitz, 2009) dahil olmak üzere 

analitik açıdan önemli avantajlar sağlamıştır. Tüm bu özellikleri nedeniyle MB’ler, 

minyatürleştirme, düşük maliyet ve kullanım kolaylığı gibi avantajları olan 

elektrokimyasal biyosensörlerin tasarımı için ilgi çekici bir platform oluşturur. 

Elektrokimyasal enzim bazlı biyosensörler, immünosensörler ve nükleik asit bazlı 

biyosensörlerde de yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (Hsing ve ark., 2007; de Dios 

ve Díaz-García, 2010; Albers ve ark., 2003). 

 

 

Yüzey tosil-, NHS-aktif ve epoksit grupları, biyomolekülleri çapraz bağlama 

maddeleri olmadan doğrudan bağlamak için kullanılabilir. Manyetik mikroboncuklar 
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streptavidin ile kaplanmıştır, biyotin etiketli biyomolekülleri yakalayabilir. ProtA 

kaplı partiküller, yönlendirilmiş immobilizasyon için antikorların Fc bölgelerine seçici 

olarak bağlanabilir. 

 

Şekil 1.5. Fonksiyonelleşmiş manyetik mikroboncuk çeşitleri. 

 

 

Birincil antikorlarla konjuge edilmiş manyetik mikroboncuklar, bir manyetik 

alan tarafından bir sensör yüzeyinde tutulabilir. Hedef antijenler daha sonra manyetik 

mikroboncuklar üzerinde yakalanabilir ve ardından enzim etiketli ikincil antikorlar 

eklenebilir. Protein konsantrasyonuyla orantılı bir akım, enzim etiketi için bir substrat 

içeren bir çözelti eklenerek ve enzim ürününü elektroliz etme potansiyeli kullanılarak 

veya enzimle elektron alışverişi yapan bir aracı kullanılarak üretme prensibine dayanır. 

 

 

MB’ler yalnızca ayırma için değil, aynı zamanda optimize edilmiş DNA 

hibridizasyonu için bir platform olarak da hizmet eder (Paleček ve Fojta, 2007). Bir 

hibridizasyon olayı diğer elektrot yüzeyinde ayrı ayrı tespit edilir. Tespit ya içsel DNA 

elektroaktivitesine ya da kimyasal modifikasyon, enzim etiketleri, nanopartiküller, 
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elektroaktif boncuklar vb. dahil olmak üzere çeşitli DNA etiketlemelerine dayanır ve 

ölçülen sinyalleri büyük ölçüde yükseltir. 

 

 

DNA hibridizasyon sensörlerinde, tanımlanmış bir nükleotid dizisine (prob 

DNA) sahip ssDNA, bir yüzey üzerine immobilize edilir. Prob, dizisi analiz edilen 

(hedef DNA, tDNA) çözeltideki başka bir ssDNA ile birleştirilir. Dizi, DNA probunun 

tamamlayıcı ise, hibrit dsDNA oluşur. 

 

 

 

1.4.5. Biyosensör Validasyon Parametreleri 

 

 

İdeal bir biyosensör geliştirmek için belli fiziksel özelliklere sahip olması 

gerekmektedir. İdeal bir biyosensörün validasyon parametreleri aşağıda 

sıralanmaktadır: 

 

 

 

1.4.5.1. Duyarlılık 

 

 

Biyosensörler, analitte meydana gelen değişime karşılık anında elde edilen 

cevap vermesi duyarlılığı gösterir. Yüksek duyarlılığa sahip bir biyosensör, analit 

miktarındaki değişim ile doğru bir orantı gösterir. Duyarlılık çalışma analitinin 

derişimi değiştiğinde cevabın ne kadar değiştiğini gösteren bir parametredir. Bir 

yöntemin duyarlılığı ne kadar yüksekse seçiciliği o kadar düşüktür. İyi bir analitik 

yöntemde duyarlılık orta seviyelerde tutulurken seçiciliğin yüksek seviyede olması 

beklenir. 

 

 

 

1.4.5.2. Seçicilik 

 

 

İdeal biyosensörlerin, en önemli parametrelerinden biri seçiciliktir. Bir 

kompleks içerisinde tek başına analiz edilecek maddenin belirlenmesi oldukça 
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önemlidir. Geliştirilen biyosensörler sadece hedef analit derişimindeki değişime cevap 

vermelidir, aksi takdirde analiz sonucunda hata meydana gelmektedir. 

 

 

 

1.4.5.3. Doğrusallık ve Doğrusal Aralık 

 

 

Belli bir aralıkta bir analitin miktarı veya derişimi ile elde edilen sinyalin doğru 

orantılı olarak değişmesi ve kantitatif tayin çalışmalarında gerekli bir parametredir. 

Doğrusallık, analit derişimin, sinyale olan karşılığı grafiksel olarak ifade edilir. 

Kalibrasyonun grafiği doğrusal bir çizgi oluşturuyorsa, oluşturduğu konsantrasyon 

aralığına “doğrusal aralık” denir. Bu doğrusal aralık ile elde edilen denklemdeki 

korelasyon katsayısının 1’e yaklaşması durumunda biyosensörün doğrusallığı 

değerlendirilir. 

 

 

 

1.4.5.4. Doğruluk 

 

 

Doğruluk, analiz sonucunda elde edilen değerin gerçek değere yakınlığı olarak 

tanımlanabilir; bir diğer tanımda da doğruluk analiz sonucunda elde edilen değerin 

referans değer olarak tanımlanmış değere yakınlığı olarak ifade edilir. Doğruluk ve 

kesinlik arasında çok yakın bir ilişki vardır; doğruluk kesinliğe bağlıdır. Doğruluk geri 

kazanım çalışmaları ile belirlenir ve geri kazanım sonuçları %100’e ne kadar yakınsa 

yöntemin o kadar doğru olduğu düşünülür. 

 

 

Doğruluk hakkında bilgi sahibi olabilmek için aşağıdaki yöntemlerden biri ya da 

birkaçı kullanılır: 

 

 

 Referans standart ile karşılaştırma:  

 

 

Bir elektroanalitik yöntemin doğruluğunu test etmek için, referans olarak 

kullanılan bir standart maddenin de analiz edilmesi gerekir. Standart maddenin 
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sonuçları referans olarak alınabilir. Yöntemin doğruluğunun belirlenmesi için üç farklı 

konsantrasyon seviyesi belirlenerek, en az 9 ölçüm alınır ve elde edilen sonuçlar %geri 

kazanım sonuçlarına dönüştürerek doğruluk değeri elde edilir. 

 

 

 Kör matriks ortamında bileşiğin geri kazanımı:  

 

 

Bu yöntemde ise destek çözeltisine farklı derişimlerde analiz edilecek maddenin 

etken madde eklenir. Doğrusal olarak artan oranla (%50, 75, 100, 125 ve 150) ekleme 

yapılır. Her seviyede en az 3 ölçüm yapılır. %bağıl standart sapma ve %bağıl hata 

sonuçları ile değerlendirilir. 

 

 

 Başka bir referans yöntemi kullanarak sonuçların kıyaslanması:  

 

 

Bu yöntemde geliştirilen yöntem ile 3 farklı derişimde, üçer ölçüm alır ve bu 

değerler % geri kazanım olarak ifade edildikten sonra, sonuçlar referans olarak kabul 

edilen değerler ile istatiksel olarak karşılaştırılır. Bunun için student t ve F testleri 

kullanılır. t testi ile iki yöntemle elde edilen sonuçların ortalama değerleri arasında 

fark, F testi ile de iki yöntemle elde edilen sonuçların standart sapmaları arasındaki 

fark karşılaştırılır. Hesaplanarak bulunan değer, teorik çizelgede yer alan değerden 

küçük ise geliştirilen yöntemin, referans yöntem kadar hassas olduğunu gösterir. 

Sonuçlar %bağıl standart sapma ve %bağıl hata ile ifade edilir.  

 

 

 

1.4.5.5. Teşhis Sınırı 

 

 

Teşhis sınırı (TS), geliştirilen biyosensörler ile analitin teorik olarak tespit 

edebileceği en düşük derişimi ifade etmektedir. Sinyal/gürültü oranı yöntemi 

kullanıldığında genellikle 3:1 oranı kullanılır. Teşhis sınırı aşağıda denklem ile 

hesaplanabilir; 

 

𝑇𝑆 = 3 𝑠
𝑚⁄  
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Bu denklemde s standart sapmayı, m ise ilgili kalibrasyon çizgisinin eğimini 

ifade etmektedir. TS ve duyarlılık arasında doğrusal bir bağlantı bulunmaktadır. 

 

 

 

 

1.4.5.6. Tayin Alt Sınırı  
 

 

Kesin olarak tayin edebileceği en düşük seviyedeki konsantrasyonun 

saptanmasıyla Tayin alt sınırı (TAS) değeri bulunur. Sinyal/gürültü oranı yöntemi 

kullanıldığında genellikle 10:1 oranı kullanılır. Tayin alt sınırı aşağıda denklem ile 

hesaplanabilir; 

 

𝑇𝐴𝑆 = 10 𝑠
𝑚⁄  

 

TAS değerinin her zaman TS’den daha büyük olması beklenir. TAS ve TS 

arasında aşağıda belirtilen bir ilişki bulunmaktadır. 

 

TAS=3,3 x TS 

 

 

1.4.5.7. Raf Ömrü 

 

 

Biyosensörün kullanım ömrünü kısıtlayan en önemli unsur, biyolojik çeviricinin 

aktivitesindeki azalmadır. Bu durum ayrıca biyosensörün, kalibrasyon sıklığı, 

kararlılık, tekrarlanabilirlik gibi diğer ölçütlerini de etkilemektedir. Biyosensörün 

önemli bir özelliği, normal koşullar altında duyarlılığını koruyabildiği uzun bir 

kullanım ömrüne sahip olmasıdır. Kullanım ömrü, yapılan toplam ölçüm sayısına veya 

ölçülen analit derişiminin büyüklüğüne bağlıdır. Yüksek derişimler duyarlılığın daha 

hızlı bir şekilde düşmesine sebep olabilir. Ayrıca, analit derişimine bağlı olmaksızın, 

numunelerin içinde deaktivasyon işlemini hızlandıran diğer kimyasal türler de 

bulunabilir. Bir diğer önemli özellik ise biyosensörün muhafaza edilmesi ve 

kullanılması arasında geçen zamanın uzunluğudur. 
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1.4.5.8. Kesinlik 

 

 

Kesinlik rastgele ve orta seviyedeki hataların sıklığını veren son derece önemli 

bir analitik niteliktir ve bir numuneye aynı yöntem birden çok sayıda uygulandığında 

analitin tayini için elde edilen sonuçların birbirine yakınlığı şeklinde tanımlanabilir.  

 

 

Kesinlik belirlenen değer çevresinde dağılan rastgele hataları ölçer ve genellikle 

tekrar eden analizlerin standart veya bağıl standart sapması şeklinde ifade edilir. 

Kesinlik üç seviyede incelenir; 

 

 

Tekrar edilebilirlik: Gün içi kesinlik olarak da ifade edilebilir. Gün içerisinde en 

az 5 defa tekrarlanmış sonuçların bağıl standart sapmalarının %1’den küçük veya ona 

eşit olması beklenir, ancak biyolojik analizlerde bu oran %5’e kadar kabul edilebilir 

seviyededir. 

 

 

Orta kesinlik: Laboratuvar içerisinde deneysel farklılıklarını belirtir; deney 

günleri, deneyi yapan analizci, cihaz farklılığı sayılabilir. Ayrıca aynı laboratuvarda 

farklı zamanlarda alınan ölçümlerin birbirine yakınlığı orta kesinlik olarak ifade edilir 

ve bağıl standart sapmalarının %2’den küçük veya ona eşit olması istenir, biyolojik 

madde analizlerinde bu oran %5’e kadar kabul edilebilir seviyededir.  

 

 

Tekrar elde edilebilirlik: Farklı laboratuvarlarda, laboratuvar arasında elde 

edilen sonuçların birbirine yakınlığı tekrar elde edilebilirlik ile ifade edilir. Bağıl 

standart sapmalarının %2’den küçük ya da eşit olması istenir, biyolojik madde 

analizlerinde bu oran %10’a kadar kabul edilebilir seviyededir.   
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1.4.6. Yapılmış Elektrokimyasal Çalışmalar 

 

 

1.4.6.1. GFAP Tayinine Yönelik Yapılmış Çalışmalar 

 

 

GFAP gibi birçok biyobelirteç tayini için yaygın olarak kullanılan yöntemler 

arasında sıvı kromatografi, ELISA, western blot, enzim immunoassay (EIA) ve 

radyoimmunoassayler bulunmaktadır. Kromatografik yöntemlerden olan sıvı 

kromatografi ise, çok düşük konsantrasyonlarda çözünmüş bileşenleri bile yüksek 

hassasiyetle ayırıp analiz eden bir yöntemdir. Modern bir kromatografi yöntemi olan 

yüksek performanslı sıvı kromatografi (HPLC), yüksek ayrım gücü ve birçok 

laboratuvarda bulunması açısından yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayırma 

yöntemlerinden olan elektroforez ve kromatografi temelli yöntemlerdeki zaman alan 

numune hazırlığı, yüksek maliyetli cihazlar ve nitelikli personel ihtiyacı dezavantaj 

oluşturmaktadır. Bu teknikler arasında en yaygın kullanılanı, kullanımı kolay olması 

nedeniyle ELISA testidir. ELISA testinin hızlı cevap süresi ve kolay kullanım 

avantajlarına rağmen geniş yüzey alanı nedeniyle, büyük miktardaki örnekler için 

uygun olmakla beraber küçük miktardaki örnekler için uygun değildir (Çizelge 1.3)  

(Ganau ve ark., 2015).   

 

 

Diğer taraftan elektrokimyasal yöntemler, biyobelirteçleri teşhis etmek için 

biyosensör ve aptasensörlerde yaygın olarak kullanılırlar. Biyomolekül ve 

elektrokimya arasındaki uyum yüksek seçiciliğe sahip cihazlar ile biyobelirteçlerin 

hassas tayinini sağlar. Katalitik özellikte olan nanomateryaller ile modifiye edilmiş 

katı elektrotların kullanımı, biyomoleküllerin tespitinde önemli bir yere sahiptir 

(Eivazzadeh-Keihan ve ark., 2018).  

 

 

İmmünosensörler, dönüştürücü yüzeyindeki antikor ve antijen arasındaki 

etkileşime dayanan biyosensörlerdir. Antijen veya antikoru teşhis etmek için çevirici-

tanıyıcı tabakaya immobilize edilmiş türler sırasıyla antikor ve antijendir. Bu 

moleküller arasındaki kuvvetli bağlanma nedeniyle immünosensörler, bilimsel alanda 

çok yüksek seçicilik ve çok yüksek hassasiyet ile uygulama sunarlar. Elektrokimyasal 
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çevirici tarafından üretilen elektriksel sinyallerin ölçümünü elektrokimyasal 

immünosensörler gerçekleştirir. Bu sinyaller voltametrik, kondüktometrik, 

impedimetrik, potansiyometrik olabilir. Spesifik, basit, taşınabilir ve tek kullanım 

özelliğinden dolayı immunosensör birçok teşhis de kullanılmaktadır (Felix ve Angnes, 

2018). 

 

 

Çizelge 1.3.Diğer tayin yöntemleri ve biyosensör karşılaştırması.  

 

Biyosensör Üstünlükleri Dezavantajları 

 Hızlı eş zamanlı teşhis Sınırlı uygulama 

 Düşük maliyet  

 Taşınabilir  

 Kolay Hazırlanabilir  

 Tekrar Kullanılabilir  

 Düşük organik çözücü tüketimi  

 Seçicilik  

Klasik Analiz Yöntemler Üstünlükleri Dezavantajları 

 Seçicilik Yüksek Maliyet 

 Duyarlılık Numune hazırlama süresi 

  Yüksek organik çözücü tüketimi 

  Yüksek teknolojik cihazlar 

  Uzman eleman eksikliği 

  Uzun süren çalışma 

  Tekrar kullanılabilir olmaması 

 

GFAP tayini için yapılan biyosensörleri incelediğimizde manyetik 

mikroboncuklar ile yapılmış GFAP çalışması olmaması tezin özgünlüğünü gösterir 

niteliktedir (Çizelge 1.4). Wang T. ve arkadaşlarının 2017 yılında yapmış olduğu bir 

çalışmada perde baskılı elektrot (SPCE) yüzeyini GFAP ile baskılanmış polimerik film 

kaplayarak GFAP tespiti için biyosensör geliştirmişlerdir. Biyosensörün daha hassas 

olabilmesi için çok duvarlı karbon nanotüp (MWCNT) ile yüzey modifiye edilmiştir. 

GFAP ile baskılanmış polimerik film (MIP) kaplı biyosensör kolayca, düşük maliyet 
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ile hızlı ve basit bir şekilde hazırlanmış ve bu şekilde porlu yüzey oluşturulmuştur. 

Perde baskılı karbon elektrotlar ile taşınabilir boyutta biyosensör geliştirilerek 

diferansiyel puls voltametri (DPV) tekniği kullanılmıştır. Tayin alt sınırı 0,04 μgmL−1 

olarak bulunmuş ve tüm ölçümler μgmL−1 seviyesinde elde edilen hassas ve doğru 

verilerle gerçekleştirilmiştir (Wang ve ark., 2017).  

 

 

Nasr B. ve arkadaşlarının 2015 yılında yapmış oldukları çalışmada GFAP bağlı 

fonksiyonelleştirilmiş dikey nanotel (VNW) elektrotların, fizyolojik kompleks ve 

serum ortamında GFAP antikorunun (Ab) 2,9 ngmL−1- 290 μgmL−1 aralığındaki 

konsantrasyonuna duyarlılığında oldukça hassas bir sensör geliştirmişlerdir. Bu 

geliştirilen immunosensör tavşan serumunda uygulanmıştır (Nasr ve ark., 2015).  

GFAP'ın tespiti için nano-immünosensör tasarlamak amacıyla, DNA-protein 

konjügatlarının biyolojik tahlillerini ve DNA yönlendirmeli immobilizasyonu (DDI) 

çoğaltma için DNA barkodlama kombinasyonu kullanılmıştır. Nanograft tekniği ile en 

uygun aygıt duyarlılığı için DNA prob yoğunluğunun kontrolü ile minyatür bir cihaz 

üretilmiştir. Buradaki sonuçlar, kritik önem taşıyan biyolojik belirteçlerin tespiti için 

tasarlanmış nano-immünoarraylerin duyarlılık ve özgüllüğünü test etmek için ilk adım 

atılmıştır. Bu teknik ile ELISA tabanlı proteomiklerin karşılaştırılması için bir 

alternatif immünosensör oluşturulmuştur (Ganau ve ark., 2015).  

 

 

Arya ve ark., 2013’te yapmış olduğu çalışmada travmatik beyin biyobelirteç 

teşhisi için etiketsiz elektrokimyasal biyosensör tasarlamışlardır. Mikrodisk elektrot, 

tarak yapısına sahip makroelektrotlar ve altın elektrotun anti-GFAP ile yüzey 

modifikasyonu sağlanmıştır. Ditiyobis (süksinimid propiyonat) (DSP) yüzey bağlayıcı 

ajan olarak kullanılmıştır. Serbest halde bulunan DSP’i engellemek için etanolamin 

(Ea) kullanılmıştır. Elektrokimyasal empedans yöntemi (EIS) ile GFAP tayini 

yapılmıştır. Geliştirilen bu elektrokimyasal biyosensör ile 1 pgmL−1-100 ngmL−1 

aralığında GFAP tayini yapabildiklerini çalışmalarında belirtmişlerdir (Arya ve ark., 

2013).  
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Abeyrathne ve ark., 2016’da yayınladıkları çalışmalarında farklı ve dolaylı bir 

GFAP tayini yaklaşım sunmuştur. Tümör varlığında veya travma sonrasında artan 

GFAP miktarına bağlı olarak üretilen GFAP oto-antikoru tayini için bir immünoassay 

temelli dieletrik biyosensör geliştirmişlerdir. Dielektrik sensörler, ortamdaki bir 

molekülün konsantrasyon fakını sensör empedansındaki farka dayanarak ölçen 

sistemlerdir. Ekip bu sensör sisteminin hassasiyetini 2,9 pgmL−1 olarak bildirmiştir 

(Abeyrathne ve ark., 2016).  

 

 

Kang ve ark., 2016 yılında fareler ile yapılmış çalışmada beyine implante 

edilebilir silikon basınç sensörünü geliştirmişlerdir. Geliştirilen sistemin ileriki 

çalışmalar için GFAP ve benzeri biyobelirteçlerin tayininde ümit vadeden bir sistem 

olduğu belirtilmiştir (Kang ve ark., 2016). Khetani ve ark., GFAP için polietilenimin 

kaplı grafen perde baskılı elektrot kullanarak bir impedimetrik immünosensör 

geliştirmişlerdir (Khetani ve ark., 2018). Doğrusal aralık, 1 pgmL-1 ila 100 ngmL-1 

arasında bulunmuştur. Ayrıca, yerinde incelenen GFAP belirteci, tek kullanımlık 

immünoelektrokimyasal hücre olarak kullanılan mikrosantrifüj tüpünde analizi 

gerçekleşmiştir, ve kronoamperometri ile GFAP'ın yokluğu ve varlığı arasında ayrım 

yapmak mümkündür (González-López ve ark., 2020). GFAP tayini için nanokompozit 

bazlı bir elektrokimyasal immünosensör rapor edilmiştir. Altın nanoteller, karbon 

nanotüpler ve indirgenmiş grafen oksit nano parçacıklardan oluşan nanogözenekli bir 

kompozit malzemeden oluşmuştur. 0,01- 10 ngmL-1 aralığında GFAP tayini için 

geliştirilmiştir (Timilsina ve ark., 2021).  

 

 

Agostini ve ark., 35 pM (1,75 µgmL-1) konsantrasyon seviyesinde GFAP'ı tespit 

edebilen çip üzerinde ultra yüksek frekanslı bir yüzey akustik dalga lab-on-chip 

sistemleri geliştirmişlerdir (Agostini ve ark., 2021). Ma ve ark., GFAP biyobelirtecini 

tayin etmek için GFAP'a özgü antikorlarla modifiye edilmiş karbon noktaları 

kullanarak bir floresan sandviç immün testi geliştirmişlerdir. Ticari serum örneğinde 

GFAP’ın TS değerini 25 pgmL-1 olarak bulunmuştur (Ma ve Su, 2011). Enzim etiketi 

kullanmaksızın, GFAP tespiti için organik alan etkili transistör (OFET) tabanlı bir 

biyosensör geliştirilmiş ve TS değeri 1 ngmL-1 bulunmuştur (Song ve ark., 2017). 
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Günümüzde, GFAP biyobelirtecinin belirlenmesi için TS değerleri 10-1500 

pgmL-1 arasında değişen ve test süreleri 60 ila 240 dakika arasında geliştirilmiş çeşitli 

ticari ELISA kitleri de mevcuttur. Fakat, ELISA yöntemi, nispeten maliyetli ekipman 

(ELISA plaka okuyucuları), zor taşınabilir ve minyatürleştirme gibi dezavantajlara 

sahiptir. 

 

 

Ayrıca, GFAP biyobelirtecinin 20 dakika ile 3 saat 30 dakika arasında test süresi 

ve TS değerlerine 0,2 ile 15 pg mL-1 arasında ulaştığını iddia eden Simoa® (Quanterix) 

ve prototipler I STATTM (Abbott) ve ARCHITECT® (Abbott) gibi ticarileşmiş 

otomatik immüno analiz yöntemleri vardır (Korley ve ark., 2021).  

 

 
Çizelge 1.4. GFAP tayini için geliştirilen biyosensör / sensör tipleri ve performansları. 

 

Çevirici Tipi Tanıyıcı Tabaka Tespit Limiti 

/Performansı 

Referans 

Elektrokimyasal MIP/MWCNTs/SPCE/DPV 0,04 µLmL-1 (Wang ve ark, 

2017) 

Elektrokimyasal Ea/anti-GFAP/DSP/Au/EIS 1,0 pgmL-1 (Arya ve ark., 

2017) 

Elektrokimyasal Planar interdijital dielektrik 

prob/GFAP 

2,9 pgmL-1 (Abeyrathne ve 

ark.,  2016) 

Elektrokimyasal   VNW/etiketsiz immunosensör 2,9 ngmL-1 (Nasr ve ark., 2015)  

 

Yukarıda görüldüğü üzere, GFAP tayini için üretilen sensör ya da 

biyosensörlerde yapılan tüm yılları kapsayan taramamızda görüldüğü üzere, sensör 

çalışmaları elektrokimyasal ağırlıklı olmakla birlikte oldukça az sayıdadır. Bu tez 

kapsamında GFAP tayinine yönelik geliştirilecek biyosensörün performans 

parametresi olarak da hassasiyet dışında, tekrarlanabilir, taşınabilir ve kolay 

uygulanabilir olması önem arz etmektedir.  

 

 

 

1.4.6.2. HPV16 DNA Tayinine Yönelik Yapılmış Çalışmalar 

 

 

HPV DNA biyosensörleri ile yapılmış çalışmaların bir kısmı özetlenmiştir. 

Danielly S. Campos-Ferreira ve çalışma arkadaşları (2013), rahim ağzı kanseri olan 
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hastalardan DNA ekstrakte ederek ve sentetik DNA HPV 16 virüsü üzerinde çalışarak 

elektrokimyasal biyosensör geliştirmişlerdir. 18,13 nM’nin tespit sınır (TS) değeri ile 

18,75 nM ile 250 nM arasında bir doğrusal kalibrasyon aralığı elde edilmiştir. Bu 

sonuçlar, HPV'ler için yeni küçük, taşınabilir bir algılama sistemi geliştirerek, erken 

evrede enfeksiyonu tespit edip tanı konulmasında var olan analiz yöntemlerine bir 

alternatif sunmaktadır (Campos-Ferreira ve ark., 2013).  

 

Martin Bartosik ve arkadaşları (2016), hedef HPV DNA'nın manyetik 

mikroboncukla modifiye edilmiş DNA probları ile etkileşime girdiği elektrokimyasal 

çip geliştirmişlerdir. Geliştirilen sistemde antidigoksigenin-peroksidaz cevabını takip 

etmişlerdir (Bartosik ve ark., 2016a). Bartosik M. ve ark., elektrokimyasal 

amperometrik ölçümle manyetik boncuk ile modifiye edilmiş perde baskılı elektrot 

kullanılarak döngü aracılı amplifikasyonu (LAMP) ile paralel HPV16 ve HPV18 DNA 

zincirinin analizini yapmışlardır. HPV pozitif hasta örnekleri ve kanser hücre hattına 

uygulanmıştır (Bartosik ve ark., 2018). Bartosik M. araştırma grubundan bir başka 

araştırmacı ise, streptavidin ile işlevselleştirilmiş manyetik mikroboncuk yüzeyine 

biyotinlenmiş HPV16 DNA immobilize etmişlerdir. Daha sonra digoksigenin (DIG) 

etiketli döngü aracılı amplifikasyonu yüzeye immobilize edildikten sonra antiDIG-

HRP etiketi yüzeye tutturulmuş ve amperometrik ölçüm alınmıştır. 61 adet serviks 

doku örneğinde çalışmalar gerçekleşmiştir (Anton ve ark., 2020). 

 

 

Qingfeng Lv ve arkadaşları 2019 yılında karbodiimidazol ile modifiye edilmiş 

elektrot yüzeyini tasarlayarak, HPV16-E7 DNA sekansının tayin alt sınırı 1 fM olarak 

bulmuşlardır. Duyarlılığı arttırmak için, hedef HPV16-E7 DNA dizisi altın 

nanoparçacık (GNP) üzerine konjuge edilmiştir (Lv ve ark., 2019). Daha önce yapılan 

çalışmalara bakıldığında, anti-DNA/RNA antikoru kullanılmadığı ve Horseradish 

peroksidaz homopolimeri ile konjuge edilmiş bir enzim ile sinyal hassasiyetine yönelik 

bir çalışma yapılmadığı görülmüştür. 

 

 

Avelino K. ve ark. HPV tayini için polipirol film ve Altın nanopartikül ile 

nükleik asit biyosensörü geliştirmişler ve kalibrasyon aralığı 100 pgmL-1-1 fgmL-1 

olarak bulmuşlardır. TS ve TAS değeri 0,89 pgmL-1 ve 2,70 pgmL-1 olarak elde 
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edilmiştir (Avelino ve ark., 2021). Aynı ekibin bir başka çalışmasında ise, altın 

nanopartikül içerisindeki polianilin matriksine dayanan bir nanoyapılı platform 

geliştirmişlerdir. HPV16 için kalibrasyon aralığı 1 pgmL-1- 100 pgmL-1 ve TS değeri 

7,43 pgmL-1 bulunmuştur (Avelino ve ark., 2020).  

 

 

Campos-Ferreira S. ve ark., altın elektrot yüzeyine l-sistein 

elektropolimerizasyonu uygulayarak, elektrokimyasal DNA biyosensörü 

geliştirmişlerdir. HPV16 probu yüzeye immobilize edilmiştir. Ölçüm, HPV16 probu 

ve hedef DNA arasında hibridizasyondan önce ve sonra metilen mavisi indirgenme 

DPV sinyaline dayanmaktadır. Geliştirmiş oldukları elektrokimyasal DNA 

biyosensörleri ile çalışma aralığı 18,75-250 nM, TS değeri 18,13 nM bulunmuştur 

(Campos-Ferreira ve ark., 2013). Aynı ekip 2016 yılında, kalem grafit elektrot ile 

plasmidden klonlanmış guaninsiz 23 mer HPV16 dizisini yüzeye immobilize 

etmişlerdir. HPV16 DNA biyosensörü 40-5000 pgmL-1 çalışma aralığında ve teşhis 

sınırı 500 nM bulunmuştur (Campos-Ferreira ve ark., 2016). 

 

 

Farzin L. ve ark. amin-iyonik sıvılar ile işlevselleştirilmiş indirgenmiş grafen 

oksit immunosensör platformu ile elektrokimyasal HPV16 DNA tayini yapılmıştır. 

Geliştirilen immunosensör ile HPV16 pozitif baş-boyun kanser hastalarına 

uygulanmıştır. Lineer aralık 8,5- 10,7 nM ve TS değeri 1,3 nM olarak bulunmuştur 

(Farzin ve ark., 2020). L. Civit ve ark. altın çalışma elektrotlarının modifikasyonu için 

bir tiyollenmiş prob ve bir bipodal alkanetiyolden oluşan bir immobilizasyon stratejisi 

kullanmışlardır.  HPV16, HPV18 ve HPV45 tayini için HRP etiketli sandviç yöntemi 

ile çalışmışlardır. Çalışma aralığı 0,1-10 nM, TS değeri 200 pM olarak bulmuşlardır 

(Civit ve ark., 2012). Jimenez A.M. ve ark., ticari streptavidin ile 

fonksiyonelleştirilmiş manyetik mikroboncuklara alternatif olarak kendileri manyetik 

mikroboncukları sentezlemişlerdir. Elektrokimyasal ve PCR yöntemi ile HPV16 DNA 

zincir analizi ile geliştirilen biyosensörün karşılaştırmasını yapmışlardır ve 

elektrokimyasal yöntemin performansını daha yüksek bulmuşlardır (Jimenez ve ark., 

2016).  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

 

2.1.Deneyde Kullanılan Elektrokimyasal Sistemler ve Laboratuvar Cihazları 

 

 

a) Potansiyostat: CHI812B cihazı ve Autolab PGSTAT302N cihazı 

b) Yazılım: CHI programı ve Nova 2.1 

c) Elektrokimyasal deney hücresi 

d) Elektrot bağlantı kablosu (Dropsens CAC) 

e) Elektrotlar: 

I. Çalışma Elektrot: Perde baskılı karbon elektrot (DropSens DRP-110) 

II. Referans Elektrot: Ag/AgCl elektrot (3 M NaCl) (BASi MF 2052) 

f) Manyetik Toparlama Standı (Invitrogen, Thermo-Scientific, ABD) 

g) Teflon Manyetik yatak (El yapımı) 

h) Hassas Terazi (Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Almanya) 

i) Termal-Çalkalayıcı İnkübatör (UnivortempMT100 (Universal Labortechnik 

Leipzig, Almanya)) 

j) pH Metre (Hanna instruments, ABD)  

k) Santrifüj (Thermo-Scientific, ABD) 

l) Ultrasonik Banyo (Selecta, İsviçre) 

m) Otoklav (HICLAVE, HV-85L, HIRAYAMA, Almanya) 

n) Çeşitli hacimlerde kapaklı cam balon jojeler, beherler, mezür 

o) Otomatik mikro pipetler ve uygun pipet uçları 

p) Farklı hacimlerde (0,2mL, 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL) santrifüj mikrotüpler 

 

 

 

2.2.Deneylerde Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

 

 

Deneylerde kullanılan biyolojik malzemelerden dolayı kromatografik ve/veya 

analitik saflıkta kimyasal maddeler kullanılmıştır.  
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Çizelge 2.1. Çözeltilerin hazırlanmasında kullanılan kimyasal maddeler. 

 

Kimyasal Madde Firma 

Tris hidroksimetil aminometan Sigma-Aldrich 

Etilendiamin tetraasetik asit Sigma-Aldrich 

Sodyum Klorür Scharlau 

Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich 

Hidrokinon Sigma-Aldrich 

Hidrojen Peroksit Sigma-Aldrich 

Disodyum fosfat PanReac 

Mono bazik sodyum fosfat Scharlau 

Yüzeyi bloke eden tampon Thermo-scientific 

Ultrasonik Saf Su  

Potasyum Klorür Scharlau 

Mono potasyum fosfat Labkem 

2-(N-morfin) etanosülfonik asit Sigma-Aldrich 

1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) 

karbodiimid 

Sigma-Aldrich 

N-hidroksisüksinimid Sigma-Aldrich 

Etanolamin Sigma-Aldrich 

Tris (hidroksimetil) aminometan Sigma-Aldrich 

Sığır serum albümin Sigma-Aldrich 

Kalsiyum Klorür  Sigma-Aldrich 

GFAP ELISA kit R&D Systems 

S100 kalsiyum bağlayıcı protein B Sigma-Aldrich 

Hemoglobin Sigma-Aldrich 

İnsan serum albümin Sigma-Aldrich 

Ticari İnsan Serumu Sigma-Aldrich 

İmmünoglobülin G Sigma-Aldrich 

  

Çizelge 2.2. Deneyde kullanılan GFAP ELISA kit içerisindeki kimyasal maddeler 

 

Kimyasal Madde Firma  

Fare anti-insan GFAP yakalama 

antikoru 

R&D Systems 

Biyotinlenmiş koyun anti-insan 

GFAP tayin antikoru 

R&D Systems 

Rekombinant İnsan GFAP standartı R&D Systems 

Streptavidin-HRP R&D Systems 
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2.3.Deneylerde Kullanılan Çözeltiler 
 

 

a) pH 7,4 bağlama-yıkama Çözeltisi (B&W) 

b) pH 7,4 fosfat tampon tuzu (PBS)(1X) 

c) 0,05 M fosfat tamponu (pH 6,0) 

d) 0,1 M fosfat tamponu (pH 8,0) 

e) 10 mM hidrokinon (HQ) 

f) 0,1 M hidrojen peroksit (H2O2) (%30) 

g) Bloke eden tampon (%1 kasein) 

h) 0,025 M MES tamponu 

i) EDC/NHS karışım çözeltisi 

j) 1 M etanolamin çözeltisi 

k) 10 mM TRIS-HCl çözeltisi 

l) Reaktif seyreltme çözeltisi   

m) Substrat çözeltisi   

n) Yıkama Çözeltisi   

o) Durdurma Çözeltisi 

 

 

 

2.4.Deneylerde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 
 

 

Deneysel çalışmalarda, oligonükleotid/proteinleri ve manyetik 

mikroboncukların kolayca yüzeye immobilize eden, spesifik olmayan analitlerin 

bağlanmasını engelleyen ve kolayca oligonükleotidler/proteinleri çözebilen çözeltiler 

seçilmiştir. 

 

 

Bağlama-Yıkama Çözeltisinin (B&W) Hazırlanması (pH 7,4): 

 

 

B&W tamponu için 10 mM TRIS-HCl, 1 mM EDTA ve 2 mM NaCl aynı balon 

joje içinde hazırlanmıştır. 5 M HCl çözeltisi ile pH 7,4 değerine ayarlanmıştır. Otoklav 

yardımıyla steril hale getirilmiştir. 
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Fosfat Tampon Tuzunun Hazırlanması (PBS)(1X): 

 

 

PBS tamponu için 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCl, 0,01 M Na2HPO4 ve 0,0018 

M KH2PO4 aynı balon joje içinde hazırlanmıştır. 5 M HCl çözeltisi ile pH 7,4 değerine 

ayarlanmıştır. Otoklav yardımıyla steril hale getirilmiştir. 

 

 

0.05 M Fosfat Tamponunun Hazırlanması (pH 6,0): 

 

 

Fosfat tamponu için 10X stok fosfat tamponundan 50 mL mezür yardımıyla 

balon jojeye aktarılıp, ultrasonik saf su ile 1 L ye tamamlanmıştır. 5 M HCl çözeltisi 

ile pH 6,0 değerine ayarlanmıştır. 

 

 

0,1 M Fosfat Tamponunun Hazırlanması (pH 8,0): 

 

 

Fosfat tamponu için Na2HPO4 ve NaH2PO4 kimyasal maddeleri hassas terazide 

tartılarak, aynı balon joje içinde hazırlanmıştır. 5 M HCl çözeltisi ile pH 8,0 değerine 

ayarlanmıştır.  

 

 

10 mM Hidrokinon (HQ) Çözeltisinin Hazırlanması: 

 

 

11 mg hidrokinon kimyasal maddesi hassas terazide tartılıp, 1 mL mikrosantrifüj 

tüp içerisinde pH 6,0 fosfat tamponu ile hazırlanmıştır. 

 

 

0,1 M %30 Hidrojen Peroksit (H2O2) Çözeltisinin Hazırlanması: 

 

 

50 µL H2O2 çözeltisi mikro pipet ile alınıp, 5 mL hacminde balon joje içerisinde 

pH 6,0 fosfat tamponu ile hazırlanmıştır.  

 

0,025 M MES Tamponunun Hazırlanması: 

 

0,490 gram MES kimyasal maddesi hassas terazide tartılıp, 100 mL balon joje 

içerisinde distile su ile hazırlanmıştır ve pH 5,0 değerine ayarlanmıştır. 
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EDC/NHS Karışım Çözeltisinin Hazırlanması: 

 

 

EDC ve NHS kimyasal maddesi hassas terazide 1:1 oranında tartılıp 1 mL 

mikrosantrifüj tüp içerisinde pH 5,0 MES tamponu ile hazırlanmıştır. 

 

 

1,0 M Etanolamin Çözeltisinin Hazırlanması: 

 

 

Etanolamin çözeltisinden 30 μL alınıp, 0,5 mL mikrosantrifüj tüp içinde pH 8,0 

fosfat tamponu ile hazırlanmıştır. 

 

 

0,1 M TRIS-HCl Çözeltisinin Hazırlanması: 

 

 

1,211 gram TRIS-baz kimyasal maddesi hassas terazide tartılır, 100 mL balon 

joje içerisinde distile su ile hazırlanmıştır ve pH 7,2 değerine ayarlanmıştır. 

 

 

Reaktif Seyreltme çözeltisi:  

 

 

Reaktif seyreltme çözeltisi olarak 1% BSA içeren PBS çözeltisi hazırlanmıştır.  

 

 

Yıkama Çözeltisi: 

  

 

Yıkama çözeltisi olarak 0,05% Tween® 20 içeren PBS çözeltisi hazırlanmıştır.  

 

 

Durdurma Çözeltisi: 

 

 

Durdurma çözeltisi olarak 2N H2SO4 kullanılmıştır.  

 

 

2.5.Deneyde Kullanılan Manyetik Mikroboncuklar 
 

 

Elektrot yüzeyinde bir manyetik taban oluşturmak amacıyla çeşitli manyetik 

mikroboncuklar kullanılmıştır.  
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Çizelge 2. 3. Modifikasyon sırasında kullanılan çeşitli manyetik mikroboncuklar 

 
Kimyasal Madde Kısaltması Firma 

Streptavidin ile fonksiyonlaştırılmış manyetik 

boncuklar 

MB-Strep 

 

Invitrogen 

Neutravidin ile fonksiyonlaştırılmış manyetik 

boncuklar 

MB-Neut SpeedBeads™ 

Karboksil ile fonksiyonlaştırılmış manyetik 

boncuklar 

MB-COOH Invitrogen 

 

2.6. Deneyde Kullanılan Oligonükleotid Dizileri 
 

 

Deneyde her biri 40 mer olan B-Cp-RNA ve HPV-16-1753-DNA 

oligonükleotid dizileri kullanılmıştır.  

 

 
Çizelge 2.4. Oligonükleotid dizileri. 

 

Oligonükleotid dizileri Kısaltması Firma 

5´-Biotin-

UACGCAAUUUUGGAGGCUCUA 

UCAUCAUACACA UUGGAGA-3 (40 mer) 

B-Cp- RNA IDT  

Technologies 

5´TCTCCAATGTGTATGATGATAGA 

GCCTCCAAAATTGCGTA (40 mer) 

HPV-16- 

1753-DNA 

IDT  

Technologies 

 

 

 

2.7.Deneyde Kullanılan Oligonükletoidlerin Hazırlanması 
 

 

B-Cp-RNA ve HPV-16-1753 DNA oligonükleotid stok çözeltileri, 100 mM 

olarak PBS (pH 7,40) tamponunda hazırlanmıştır. Stok çözeltiler, küçük hacimlerde 

200 µL’lik mikrosantrifüj tüplere ayrılarak, -80oC derin dondurucu da muhafaza 

edilmiştir. B-Cp-RNA B&W tamponu ile seyreltilirken; HPV-16-1753-DNA PBS ile 

seyreltilmiştir.  
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2.8. Deneyde Kullanılan Enzim Substratları 
 

 

Sensörün kararlılığını, tekrar kullanılabilirliğini ve verimliliğini arttırmak 

amacıyla çeşitli enzim substratları kullanılmıştır.  

Çizelge 2.5. Enzim Substratları. 

 

Enzim Substratları Firma 

Streptavidin- Horseradish Peroksidaz R&D Systems 

Protein A- Horseradish Peroksidaz Sigma-Aldrich 

Protein A- Poly-Horseradish Peroksidaz -40 Antibodies-online 

Protein A- Poly-Horseradish Peroksidaz -80  Fitgerald 

İmmünoglobülin G- Horseradish Peroksidaz Abcam 

Histostar MBL Life Science 

 

2.9.Nükleik Asit Biyosensör Geliştirme Basamakları 

 

 

 Manyetik mikroboncuk seçimi 

 Manyetik mikroboncukların B&W çözeltisi ile yıkanması  

 Biotinlenmiş RNA probunun bağlanması 

 Manyetik mikroboncukların PBS çözeltisi ile yıkanması  

 DNA hibridizasyonu 

 Manyetik mikroboncukların BB çözeltisi ile yıkanması 

 Antikorun bağlanması 

 Manyetik mikroboncukların BB çözeltisi ile yıkanması 

 Enzim etiketinin bağlanması 

 Manyetik mikroboncukların BB çözeltisi ile yıkanması 

 Kronoamperometrik ölçüm 

 

2.9.1. Manyetik Mikroboncukların Seçimi 

 

 

5 µL Streptavidin ile fonksiyonlaştırılmış manyetik mikroboncuk (MB-Strep) 

süspansiyonu ve 4 µL Neutravidin ile fonksiyonlaştırılmış manyetik mikroboncuk 

süspansiyonu (MB-Neut) kullanılmıştır.  
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2.9.2. Manyetik Mikroboncukların B&W Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

Manyetik mikroboncuklar 1,5 mL mikrosantrifüj tüpüne eklenir, 50 µL B&W 

çözeltisi içerisinde süspansiyon haline gelir. Manyetik boncukların ayrılması için 

mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standında 2 dk bekletildikten sonra, 

mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir.  

 

 

 

2.9.3. Biotinlenmiş RNA Probunun Bağlanması 

 

 

MB-Strep üzerine 25 µL Biyotin ile işaretli RNA prob dizisi (B-Cp-RNA), 

termal-çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 370C koşullarda) belli süre aralığında yüzeye 

immobilize edilmiştir.  

 

 

 

2.9.4. Manyetik Mikroboncukların PBS Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

İnkübasyondan sonra B-Cp-RNA/MB-Strep süspansiyonun yıkanması için 

mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standına yerleştirilir ve 2 dk bekletildikten 

sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Daha sonra 50 µL PBS çözeltisi 

eklenir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. PBS 

ile yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. Bu yıkama işlemi yüzeye bağlanmayan prob 

dizileri uzaklaştırmak için yapılır. 

 

 

 

2.9.5. DNA Hibridizasyonu 

 

 

MB üzerine immobilize olan Biyotin ile işaretli RNA prob dizisi, 25 µL PBS’de 

hazırlanmış hedef HPV16 DNA dizisi ile termal-çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 

370C koşullarda) belli süre aralığında adsorpsiyon yoluyla hibridizasyonu 

gerçekleşmiştir.  
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2.9.6. Manyetik Mikroboncukların BB Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

Hibridizasyon işleminden sonra Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep 

süspansiyonun yıkanması için mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standına 

yerleştirilir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. 

Daha sonra 50 µL BB çözeltisi eklenir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet 

yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. BB ile yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. Bu 

yıkama işlemi hibrit olmayan hedef DNA dizilerini uzaklaştırmak için yapılır. 

 

 

 

2.9.7. Antikorun Bağlanması 

 

 

DNA/RNA hibridizasyon çalışmalarında, benzersiz bağlanma özelliklerine 

sahip spesifik ve çok yönlü biyoalgılayıcılar olması nedeniyle antikor içeren 

protokoller nükleik asitlerin belirlenmesine oldukça fayda sağlamaktadır.  

 

 

Hibridizasyon sonrası 25 µL BB’ de hazırlanmış anti-DNA/RNA antikoru, 

termal-çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 370C koşullarda) Hedef HPV16 DNA/B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize edilmiştir.  

 

 

 

2.9.8. Manyetik Mikroboncukların BB Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

İmmobilizasyon işleminden sonra anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 DNA /B-Cp-

RNA/MB-Strep süspansiyonun yıkanması için mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama 

standına yerleştirilir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti 

uzaklaştırılır. Daha sonra 50 µL BB çözeltisi eklenir ve 2 dk bekletildikten sonra, 

mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. BB ile yıkama işlemi 2 defa 

gerçekleştirilir. Bu yıkama işlemi yüzeye bağlanmayan anti-DNA/RNA antikoru 

uzaklaştırmak için yapılır. 
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2.9.9. Enzim Etiketinin Bağlanması 

 

 

Poly-HRP, kovalent HRP homopolimeri içeren geliştirilmiş bir enzimatik 

etikettir. Sulu çözeltilerde stabildir. Enzimin aktivitesini arttırır. Poly-HRP kovalent 

bağ ile proteinlere bağlanır. Tek ya da birden fazla HRP içeren homopolimer ile 

konjuge edilmiş proteinler yöntemin duyarlılığını ve seçiciliğini arttırır.  

 

 

Anti-DNA/RNA antikoru bağlanıp, bağlanmayan antikoru uzaklaştırdıktan 

sonra 25 µL BB çözeltisi ile hazırlanmış Protein A-HRP, Prot A-Poly-HRP 40, Prot 

A-Poly-HRP80, AntiIgG-HRP ve Histostar enzim etiketleri kullanılmıştır. Termal-

çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 370C koşullarda) belli bir süre immobilize 

edilmiştir.  

 

 

 

2.9.10. Manyetik Mikroboncukların BB Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

İmmobilizasyon işleminden sonra enzim etiketi/anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 

DNA /B-Cp-RNA/MB süspansiyonun yıkanması için mikrosantrifüj tüpler manyetik 

toplama standına yerleştirilir ve 2 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla 

çözelti uzaklaştırılır. Daha sonra 50 µL BB çözeltisi eklenir ve 2 dk bekletildikten 

sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. BB ile yıkama işlemi 2 defa 

gerçekleştirilir. Bu yıkama işlemi yüzeye bağlanmayan enzim etiketini uzaklaştırmak 

için yapılır.  

 

 

 

2.9.11. Kronoamperometrik Ölçüm 

 

 

Elektrot yüzeyine bağlanan DNA/RNA homokonjugatları, H2O2/HQ sistemi 

kullanılarak amperometrik ölçümlerde bir HRP-konjuge sekonder antikor ile 

etiketlenen proteinler tarafından tanınır. HQ elektron transfer aracına, H2O2 enzim 

substratı eklenerek yükseltgenme mekanizmasına dayanır. H2O2'nin HRP tarafından 

enzimatik indirgenmesini ve HQ tarafından HRP'nin oksitlenmesini içerir. 
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Manyetik mikroboncuklar 50 µL BB çözeltisi ile yıkama işlemi tamamlandıktan 

sonra her amperometrik ölçümden önce 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) ile 

süspansiyon hale gelmiştir. Manyetik mikroboncuk süspansiyonu, çalışma 

elektrotunun yüzeyini tamamen kaplayacak şekilde (50 µL) damlatılır ve manyetik 

yatak yardımıyla potansiyostata bağlanır. Manyetik mikroboncuklar ile yüzeyi 

kaplanmış elektrot, elektrokimyasal hücreye daldırılır.  

 

 

Elektrokimyasal hücre içerisinde bulunan ölçüm çözeltisi, 1 mM HQ varlığında 

50 mM pH 6,0 fosfat tamponu içermektedir. Amperometrik ölçüm sırasında -0,2 V 

teşhis potansiyeli uygulanmış ve harici gümüş/gümüş klorür referans elektrotu 

kullanılmıştır. Akım sabitlendiğinde 50 μL 0,1 M H2O2 (%30) enzim substrat çözeltisi 

elektrokimyasal hücreye eklenmiştir. Amperometrik cevap, enzim substratı 

eklenmeden hemen önceki akım değeri ile eklendikten sonra akım sabitlendiğindeki 

değerin arasındaki fark alınır. Amperometrik cevapların S/B değerleri kıyaslanarak 

optimum sonuçlar elde edilir. B değeri kontrol ve S değeri hedef HPV16 DNA akım 

değerini göstermektedir. 
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2.10. GFAP İmmunosensör Geliştirme Basamakları 

 

  
 
Şekil 2.1. GFAP immünosensör şematik gösterimi. 

 

 Karboksil gruplu manyetik mikroboncukların MES tamponu ile yıkanması  

 Mikroboncukların karboksil gruplarının EDC/sulfo-NHS ile aktifleştirme 

 MES tamponu ile yıkanması 

 Yakalama antikorunun yüzeye bağlanması 

 MES tamponu ile yıkanması 

 Etanolamin ile yüzeyin bloke edilmesi 

 TRIS-HCl ve PBS çözeltileri ile yıkanması 

 GFAP standartı ve tayin antikor karışımının yüzeye bağlanması 

 BB çözeltisi ile yıkanması 

 Strep-HRP çözeltisinin yüzeye bağlanması 

 BB çözeltisi ile yıkanması 

 Kronoamperometrik ölçüm 
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2.10.1. Karboksil Gruplu Manyetik Mikroboncukların MES Tamponu ile 

Yıkanması 

 

 

Karboksil gruplu manyetik mikroboncuklar (MB-COOH) 1,5 mL mikrosantrifüj 

tüpüne aktarılır, 50 µL MES tamponu içerisinde süspansiyon haline gelir. Manyetik 

mikroboncukların yıkanması için önce termal-çalkalayıcı (25oC, 950 rpm 

koşullarda)’da 10 dk çalkalanır, ardından mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama 

standında 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu 

yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. 

 

 

 

2.10.2. Mikroboncukların Karboksil Gruplarının EDC/sulfo-NHS ile 

Aktifleştirme 
 

 

Manyetik mikroboncukların yüzeyindeki karboksil grupların aktive edilmesi 

için, yeni hazırlanmış bir EDC/sulfo-NHS karışım çözeltisi 1:1 oranında hazırlanmış 

ve termal-çalkalayıcıda (950 rpm, 25 °C koşullarda) 35 dakika inkübasyonu 

sağlanmıştır.  

 

 

 

2.10.3. MES Tamponu ile Yıkanması 

 

 

Yüzeyi aktive edilmiş karboksil gruplu manyetik mikroboncukların süpernatantı 

mikropipet yardımıyla uzaklaştırılır ve 50 µL MES tamponu ile süspansiyon haline 

gelir. Manyetik boncukların yıkanması mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama 

standında 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu 

yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. 

 

 

 

2.10.4. Yakalama Antikorunun Yüzeye Bağlanması 

 

 

MB-COOH üzerine yakalama antikoru (CAb), termal-çalkalayıcı inkübatörde 

(950 rpm, 25 °C koşullarda) belli süre aralığında yüzeye immobilize edilmiştir. 
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2.10.5. MES Tamponu ile Yıkanması 

 

 

İmmobilizasyon işleminden sonra CAb/MB-COOH süspansiyonu yıkanması 

için mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standına yerleştirilir ve 3 dk bekletildikten 

sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Daha sonra 50 µL MES çözeltisi 

eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu 

yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. 

 

 

 

2.10.6. Etanolamin ile Yüzeyin Bloke Edilmesi 

 

 

CAb/MB-COOH yüzeyindeki antikorların bağlanma yönleri farklılık 

gösterebilir. GFAP standartının yüzeye bağlanma problemini engellemek ve yana 

doğru eğik halde bulunan antikorları bloke etmek için etanolamin kullanılmıştır.  1 M 

etanolamin, 60 dakika termal-çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 25 °C koşullarda) 

CAb/MB-COOH yüzeyine immobilize edilmiştir. 

 

 

 

2.10.7. TRIS-HCl ve PBS Çözeltileri ile Yıkanması 

 

 

Yüzeyin bloke edilmesi işleminden sonra CAb/MB-COOH süspansiyonu 

yıkanması için mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standına yerleştirilir ve 3 dk 

bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Daha sonra 50 µL 

0,1 M TRIS-HCl çözeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla 

çözelti uzaklaştırılır. En son 50 µL PBS çözeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, 

mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. 

 

 

2.10.8. GFAP Standartı ve Tespit Antikor Karışımının Yüzeye Bağlanması 

 

 

CAb/MB-COOH yüzeyi bloke edildikten sonra GFAP standartı ve btn-DAb 

antikor karışımı, termal-çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 25 °C koşullarda) belli süre 

aralığında yüzeye immobilize edilmiştir. 
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2.10.9. BB Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

İmmobilizasyon işleminden sonra GFAP+btn-DAb/CAb/MB-COOH 

süspansiyonu yıkanması için mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standına 

yerleştirilir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. 

Daha sonra 50 µL BB çözeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet 

yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. 

 

 

 

2.10.10. Strep-HRP Çözeltisinin Yüzeye Bağlanması 

 

 

Strep-HRP çözeltisi belli oranlarda BB çözeltisi ile seyreltilmiştir. 25 µL BB 

çözeltisi ile hazırlanmış Strep-HRP, termal-çalkalayıcı inkübatörde (950 rpm, 370C 

koşullarda) belli bir süre immobilize edilmiştir. 

 

 

 

2.10.11. BB Çözeltisi ile Yıkanması 

 

 

İmmobilizasyon işleminden sonra Strep-HRP/GFAP+DAb/CAb/MB-COOH 

süspansiyonun yıkanması için mikrosantrifüj tüpler manyetik toplama standına 

yerleştirilir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. 

Daha sonra 50 µL BB çözeltisi eklenir ve 3 dk bekletildikten sonra, mikropipet 

yardımıyla çözelti uzaklaştırılır. Bu yıkama işlemi 2 defa gerçekleştirilir. 

 

 

 

2.10.12. Kronoamperometrik Ölçüm 

 

 

Elektrot yüzeyindeki Strep-HRP/GFAP+btn-DAb/CAb/MB-COOH, H2O2/HQ 

sistemi kullanılarak amperometrik ölçümlerde bir HRP-konjuge sekonder antikor ile 

etiketlenen proteinler tarafından tanınır. HQ elektron transfer aracına, H2O2 enzim 

substratı eklenerek yükseltgenme mekanizmasına dayanır. H2O2'nin HRP tarafından 

enzimatik indirgenmesini ve HQ tarafından HRP'nin oksitlenmesini içerir. 
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Manyetik mikroboncuklar 50 µL BB çözeltisi ile yıkama işlemi tamamlandıktan 

sonra her amperometrik ölçümden önce 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) ile 

süspansiyon hale gelmiştir. Manyetik mikroboncuk süspansiyonu, çalışma 

elektrotunun yüzeyini tamamen kaplayacak şekilde (50µL) damlatılır ve manyetik 

yatak yardımıyla yatak yardımıyla potansiyostata bağlanır. Manyetik mikroboncuklar 

ile yüzeyi kaplanmış elektrot, elektrokimyasal hücreye daldırılır. Elektrokimyasal 

hücre içerisinde bulunan ölçüm çözeltisi, 1 mM HQ varlığında 50 mM pH 6,0 fosfat 

tamponu içermektedir. Amperometrik ölçüm sırasında -0,2 V teşhis potansiyeli 

uygulanmış ve harici gümüş/gümüş klorür referans elektrotu kullanılmıştır. Akım 

sabitlendiğinde 50 μL 0,1 M H2O2 (%30) enzim substrat çözeltisi elektrokimyasal 

hücreye eklenmiştir. Amperometrik cevap, enzim substratı eklenmeden hemen önceki 

akım değeri ile eklendikten sonra akım sabitlendiğindeki değerin arasındaki fark alınır. 

Amperometrik cevapların S/B değerleri kıyaslanarak optimum sonuçlar elde 

edilecektir. B değeri kontrol ve S değeri GFAP akım değerini göstermektedir. 

 

 

 

2.11. Deneyde Kullanılan Örneklerin Hazırlanması 

 

 

2.11.1. Ticari İnsan Serumunun Hazırlanması 

 

 

ABD insan erkek plazmasından hazırlanmış serum çözeltisi satın alınmıştır. 

Ticari sentetik serum çözeltisi içerisindeki diğer biyolojik moleküllerin çökmesi için 

asetonitril ilave edilerek 25 dk 3500 rpm ultrasantrifüj işlemi yapılmıştır. Süpernatantı 

alınarak, GFAP çözeltisi belli miktarda ilave edilmiştir.    

 

 

2.11.2. Beyin Doku Protein Analizi 

 

 

Analiz edilen beyin dokusu örnekleri, CIEN Vakfı'nın Doku Bankası (BT-

CIEN)’ndan alınmıştır. Beyin doku bankasının protokolüne göre, vakaların 

nöropatolojik teşhisi ve sınıflandırılması uluslararası konsensüs kriterlerine göre 

yapılmıştır ve tüm bireylerden yazılı aydınlatılmış onamları alınmıştır. Beyin doku 

ekstraksiyonu, belirtilen protokole göre yapılmıştır (Barderas ve ark., 2012)(Barderas 
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ve ark., 2013). Kısaca, doku örnekleri, bir proteaz inhibitör kokteyli (Sigma) ile PBS 

içinde %0,5 SDS ile mekanik olarak küçük parçalar halinde hazırlanmıştır ve 

hazırlama sürecinde kuru buz içerisinde muhafaza edilmiştir. Son olarak 10.000 

rpm'de santrifüj edilerek fazlara ayrılmıştır. Elde edilen beyin doku ekstraktları 

kullanılıncaya kadar -80 ºC'de saklanmıştır. Protein ekstraktları, önce SDS PAGE %10 

jellerinin Coomassie boyamasıyla, örneğin kalitesi değerlendirilmiştir (Razzino ve 

ark., 2020). 

 

 

 

2.12. ELISA Yöntemi ile GFAP Analizi 
 

 

Standart bir yöntem olan ELISA tekniği ile GFAP analizi yapılarak, geliştirilen 

immunosensörün, standart bir analiz yöntemiyle karşılaştırılması yapılmıştır. ELISA 

ve biyosensör hazırlanırken aynı immunokonjugatlar kullanılmıştır. Öncelikle ELISA 

plakası hazırlanmıştır. Taşıyıcı protein olmaksızın PBS ile CAb antikoru (4 μgmL-1) 

seyreltilmiştir. Mikroplakaların kuyucukları 50 μL CAb antikor çözeltisi ile kaplanıp, 

gece boyunca inkübasyonu gerçekleşmiştir. Çözelti uzaklaştırdıktan sonra, yıkama 

çözeltisi ile üç kez yıkanır. Ardından yüzeyi bloke etmek için 300 μL reaktif seyreltme 

çözeltisi ile kaplanır ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilir. Çözeltiyi uzaklaştırdıktan 

sonra, tekrar yıkama çözeltisi ile üç kez yıkanır. Reaktif çözeltisi ile seyreltilmiş GFAP 

ve/veya beyin doku ekstraktları, 50 μL, ile kaplanır ve oda sıcaklığında 2 saat inkübe 

edilir. Çözeltiyi uzaklaştırdıktan sonra, tekrar yıkama çözeltisi ile üç kez yıkanır. 

Reaktif çözeltisi ile seyreltilmiş Strep-HRP, 50 μL, ile kaplanır ve oda sıcaklığında 20 

dk inkübe edilir. Çözeltiyi uzaklaştırdıktan sonra, tekrar yıkama çözeltisi ile üç kez 

yıkanır. Substrat çözeltisi, 50 μL, ile kaplanır ve oda sıcaklığında 20 dk inkübe edilir. 

Ardından durdurma çözeltisi, 25 μL, ile kaplanır. İnkübasyon süresince ışığa maruz 

bırakılmamıştır. ELISA Mikroplaka okuyucuda, 450 nM dalga boyunda ölçümler 

alınmıştır.  
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3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. Hedef HPV16 DNA'sının Belirlenmesi için Nükleik Asit Bazlı Biyosensör 

Geliştirilmesine Dayalı Elde Edilen Bulgular 

 

 

3.1.1. Fonksiyonlaştırılmış Manyetik Mikroboncukların HPV16 DNA Sinyaline 

Etkisinin İncelenmesi 

 

 

MB-Strep ve MB-Neut manyetik mikroboncuklar, mikrosantrifüj tüp içerisinde 

yöntem 2.9.1’ de anlatıldığı gibi uygulanmış ve optimizasyon çalışması yapılmıştır. 

MB-Strep, B&W çözeltisi ile yıkandıktan sonra 25 µL 0,1 µM B-Cp-RNA probu 30 

dk inkübe edilmiştir. 50 µL PBS ile 2 defa manyetik mikroboncuklar yıkandıktan sonra 

25 µL PBS ve 0,1 nM hedef HPV16 DNA dizisi 30 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. 

50 µL BB ile 2 defa MB-Strep yıkandıktan sonra 25 µL 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA 

antikoru 15 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. Son olarak, 50 µL BB ile 2 defa MB-

Strep yıkandıktan sonra 25 µL BB ile 1/1000 seyreltilmiş AntiIgG-HRP 15 dk 

inkübasyon işlemi yapılmıştır. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 370C 

sıcaklıkta gerçekleşmiştir.  

 

 

Hedef DNA sinyali üzerine farklı fonksiyonlaştırılmış manyetik 

mikroboncukların etkisi yöntem 2.9.11’de anlatıldığı gibi incelenmiştir. 

Amperometrik cevap ve S/B oranı Şekil 3.1’de yer almaktadır. MB-Strep ile modifiye 

edilmiş nükleik asit biyosensörü ile elde edilen S/B oranı 29,30 iken, MB-Neut ile 

hazırlanan nükleik asit biyosensörün S/B oranı 14,35 olarak bulunmuştur. Her iki 

fonksiyonlaştırılmış manyetik mikroboncuklar ile hazırlanan nükleik asit 

biyosensörün S/B oranı incelendiğinde MB-Strep ile hazırlananla daha yüksek değer 

elde edilmiştir. 
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Şekil 3.1. Manyetik mikroboncukların kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etkisinin 

karşılaştırma grafiği. 

 

 

 

3.1.2. Biotinlenmiş RNA Prob Konsantrasyonun HPV16 DNA Sinyaline 

Etkisinin İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuklar yöntem 2.9.2’de belirtildiği gibi yıkanmıştır. 

MB-Strep yıkandıktan sonra biyotin ile işaretli RNA (B-Cp-RNA) prob dizisinin MB-

Strep yüzeyine yöntem 2.9.3’te anlatıldığı gibi uygulanmış ve farklı 

konsantrasyonlardaki B-Cp-RNA prob dizisinin optimizasyon çalışması yapılmıştır. 

25 µL farklı konsantrasyonlardaki (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 µgmL-1) B-Cp-RNA 

probu 30 dk inkübe edilmiştir. 50 µL PBS ile 2 defa mikroboncuklar yıkandıktan sonra 

25 µL PBS ve 1,0 nM hedef HPV16 DNA dizisi 30 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. 

50 µL BB ile 2 defa mikroboncuklar yıkandıktan sonra 25 µL 2 µgmL-1 anti-

DNA/RNA antikoru 15 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. Son olarak, 50 µL BB ile 2 

defa MB-Strep yıkandıktan sonra 25 µL BB ile 1/1000 seyreltilmiş AntiIgG-HRP 15 

dk inkübasyonu yapılmıştır. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 370C 

sıcaklıkta gerçekleşmiştir.  
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B&W tampon çözeltisinde hazırlanmış farklı konsantrasyonlardaki B-Cp-RNA 

prob dizisinin hedef DNA sinyali üzerine etkisi yöntem 2.9.11’de anlatıldığı gibi 

incelenmiştir. Farklı konsantrasyonlardaki B-Cp-RNA prob dizisine karşılık elde 

edilen amperometrik cevap ve S/B oranı Şekil 3.2’de gösterilmiştir.  

 

 

MB-Strep mikroboncuklara 30 dk boyunca inkübasyonu sağlanmış farklı 

konsantrasyondaki (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 µgmL-1) B-Cp-RNA prob dizisinin 

S/B oranı sırasıyla; 1,20; 11,14; 7,20; 18,33; 35,17; 35,24 bulunmuştur. Şekil 3.2’deki 

verilere göre 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA prob sinyali ile en iyi nükleik asit biyosensör 

cevabı elde edilmiştir. 
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Şekil 3.2. B-Cp-RNA prob konsantrasyonun kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki grafiği. 

 

 

 

3.1.3. Biotinlenmiş RNA Prob İmmobilizasyon Süresinin HPV16 DNA Sinyaline 

Etkisinin İncelenmesi 

 

 

MB-Strep yıkandıktan sonra Biyotin ile işaretli RNA prob dizisinin MB-Strep 

yüzeyine yöntem 2.9.3’ te anlatıldığı gibi uygulanmış ve 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA prob 

dizisinin inkübasyon süresinin optimizasyon çalışması yapılmıştır. 25 µL 0,25 µgmL-
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1 B-Cp-RNA probu farklı sürelerde (0; 15; 30; 45; 60; 90 dk) inkübe edilmiştir. 50 µL 

PBS ile 2 defa mikroboncuklar yıkandıktan sonra 25 µL PBS ve 1,0 nM hedef HPV16 

DNA dizisi 30 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. 50 µL BB ile 2 defa MB-Strep 

yıkandıktan sonra 25 µL 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA antikoru 15 dk boyunca 

inkübasyon işlemi yapılmıştır. Son olarak, 50 µL BB ile 2 defa MB-Strep yıkandıktan 

sonra 25 µL BB ile 1/1000 seyreltilmiş AntiIgG-HRP 15 dk boyunca inkübasyon 

işlemi yapılmıştır. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 370C sıcaklıkta 

gerçekleşmiştir. 

 

 

0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA prob dizisinin MB-Strep yüzeyine farklı sürelerdeki 

inkübasyonu, hedef HPV16 DNA dizisinin sinyaline etkisi yöntem 2.9.11’de 

anlatıldığı gibi incelenmiştir. Şekil 3.3’te verilen 0; 15 dk; 30 dk; 45 dk; 60 dk; 90 dk 

inkübasyon süreleri için S/B oranları sırasıyla 0,78; 29,4; 43,0;43,84; 33,55; 36,6 

olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 30 dk inkübasyon süresi B-Cp-RNA 

probunun yüzeye immobilizasyonu için yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.3. B-Cp-RNA prob immobilizasyon süresinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki 

grafiği. 
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3.1.4. Hedef HPV 16 DNA Dizi İmmobilizasyon Süresinin Biyosensör Sinyaline 

Etkisinin İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 30 dk 

inkübe edildikten sonra mikroboncuklar 2.9.4’te açıklanan yöntem ile yıkanmıştır. 

MB-Strep yıkandıktan sonra hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-RNA/MB-Strep 

yüzeyine yöntem 2.9.5’te anlatıldığı gibi uygulanmış ardından PBS ve 1,0 nM hedef 

HPV16 DNA dizisinin inkübasyon süre optimizasyon çalışması yapılmıştır. 25 µL 

PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisinin farklı sürelerde (0; 15 dk; 30 dk; 45 dk; 

60 dk; 90 dk) inkübasyon işlemi yapılmıştır. 50 µL BB ile 2 defa mikroboncuklar 

yıkandıktan sonra 25 µL 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA antikoru 15 dk inkübasyon işlemi 

yapılmıştır. Son olarak, 50 µL BB ile 2 defa mikroboncuklar yıkandıktan sonra 25 µL 

BB ile 1/1000 seyreltilmiş AntiIgG-HRP 15 dk boyunca inkübe edilmiştir. 

 

 

PBS çözeltisinde hazırlanmış 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisinin B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine inkübasyon süresinin, hedef DNA sinyaline etkisi yöntem 

2.9.11’de anlatıldığı şekilde incelenmiştir. Farklı HPV16 DNA inkübasyon sürelerine 

(0; 15; 30; 45; 60 dk) karşılık S/B oranı sırasıyla 36,68; 40,83; 35,53; 29,26 

bulunmuştur. Şekil 3.4’teki verilere göre Hedef HPV16 DNA dizisinin yüzeye 

immobilizasyonu için 30 dk inkübasyon süresi yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.4. Hedef HPV16 DNA immobilizasyon süresinin biyosensör sinyaline etki grafiği. 

 

 

3.1.5. DNA/RNA Antikor Konsantrasyonun DNA Sinyaline Etkisinin 

İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 30 dk 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 

inkübe edildikten sonra 30 dk boyunca PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-

Cp-RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize edilmiştir. MB-Strep mikroboncuklar 

Yöntem 2.9.6’da açıklandığı şekilde yıkandıktan sonra anti-DNA/RNA antikoru 

Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep yüzeyine yöntem 2.9.7’ de anlatıldığı gibi 

uygulanmış ve farklı konsantrasyonlardaki anti-DNA/RNA antikor optimizasyon 

çalışması yapılmıştır. 25 µL farklı konsantrasyonlardaki (0; 0,25; 0,5; 2; 4 µgmL-1) 

anti-DNA/RNA antikoru 15 dk boyunca inkübasyon işlemi yapılmıştır. Son olarak, 50 

µL BB ile 2 defa MB-Strep yıkandıktan sonra 25 µL BB ile 1/1000 seyreltilmiş 

AntiIgG-HRP 15 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır.  

 

 

BB çözeltisinde hazırlanmış farklı konsantrasyonlardaki anti-DNA/RNA 

antikorunun, hedef DNA sinyaline etkisi yöntem 2.9.11’de anlatıldığı şekilde 

incelenmiştir. Farklı konsantrasyonlardaki anti-DNA/RNA antikoruna karşılık elde 
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edilen amperometrik cevap ve S/B oranı Şekil 3.5’te gösterilmiştir. Farklı 

konsantrasyondaki (0; 0,25; 0,5; 2; 4 µgmL-1) anti-DNA/RNA antikoruna karşılık S/B 

oranı sırasıyla; 1,09; 11,68; 20,88; 40,47; 38,73 bulunmuştur. Şekil 3.5’teki verilere 

göre 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA sinyali ile en iyi nükleik asit biyosensör cevabı elde 

edilmiştir. 
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Şekil 3.5. DNA/RNA antikor konsantrasyonun kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki 

grafiği. 
 

 

 

3.1.6. DNA/RNA Antikor İmmobilizasyon Süresinin HPV16 DNA Sinyaline 

Etkisinin İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 30 dk 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 

inkübe edildikten sonra 30 dk PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize edilmiştir. Mikroboncuklar yıkandıktan sonra 

anti-DNA/RNA antikoru Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep yüzeyine yöntem 

2.9.7’de anlatıldığı gibi uygulanmış ve 2 µgmL-1 DNA/RNA antikorunun inkübasyon 

süresinin optimizasyon çalışması yapılmıştır. 25 µL 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA farklı 

sürelerde (15; 30; 45; 60 dk) inkübasyon işlemi yapılmıştır. Son olarak, 50 µL BB ile 

2 defa MB-Strep yıkandıktan sonra 25 µL BB ile 1/1000 seyreltilmiş AntiIgG-HRP 15 

dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 

370C sıcaklıkta gerçekleşmiştir. 
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2 µgmL-1 DNA/RNA antikorunun Hedef HPV16 DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep 

yüzeyine farklı sürelerdeki inkübasyonun, hedef DNA sinyaline etkisi yöntem 

2.9.11’de anlatıldığı gibi incelenmiştir. Şekil 3.6’ da verilen 15 dk; 30 dk; 45 dk; 60 

dk inkübasyon süreleri için S/B oranları sırasıyla 57,60; 41,63; 37,6; 40,0 olarak 

bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 15 dk inkübasyon süresi DNA/RNA 

antikorunun yüzeye immobilizasyonu için yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.6. DNA/RNA antikor immobilizasyon süresinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline 

etki grafiği. 

 

 
 

3.1.7. Enzim Etiket Seçiminin İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 30 dk 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 

inkübe edildikten sonra 30 dk PBS ve 0,1 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize edilmiştir. Ardından, 15 dk 2 µgmL-1 

DNA/RNA antikoru Hedef HPV16 DNA /B-Cp-RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize 

edilmiştir. MB-Strep mikroboncuklar 2.9.8’de açıklanan yöntem ile yıkandıktan sonra 

enzim etiket seçimi için yöntem 2.9.9’da anlatıldığı gibi farklı enzim etiketleri ile 

optimizasyon çalışması yapılmıştır. Son olarak, 25 µL farklı enzim etiketleri (Protein 
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A-HRP, Prot A-Poly-HRP 40, Prot A-Poly-HRP80, AntiIgG-HRP ve Histostar) 15 dk 

boyunca inkübasyon işlemi yapılmıştır.  

 

 

BB çözeltisinde hazırlanmış farklı enzim etiketlerinin, hedef HPV16 DNA 

sinyaline etkisi yöntem 2.9.11’de anlatıldığı şekilde incelenmiştir. Enzim etiketlerine 

karşılık elde edilen amperometrik cevap ve S/B oranı Şekil 3.7’de gösterilmiştir. Farklı 

enzim etiketlerine (Protein A-HRP, ProtA-Poly-HRP40, ProtA-Poly-HRP80, antiIgG-

HRP ve Histostar) karşılık S/B oranı sırasıyla; 1,96; 5,71; 25,4; 9,57; 29,36 

bulunmuştur. Şekil 3.7’deki verilere göre antiIgG-HRP sinyali ile en iyi nükleik asit 

biyosensör cevabı elde edilmiştir. 
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Şekil 3.7. Farklı enzim etiketlerinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki grafiği. 

 

 

 

3.1.8. AntiIgG-HRP ve Prot-A-Poly-HRP80 Enzim Etiketlerinin Karşılaştırılması 

 

 

AntiIgG-HRP ve Prot-A-Poly-HRP80 enzim etiketleri ile geliştirilen nükleik asit 

biyosensörlerin birbirine yakın S/B değerleri elde edildiği için farklı 

konsantrasyonlarda Hedef HPV16 DNA dizisi için kalibrasyon denklemi 

oluşturulmuştur. Eğim değerleri de birbirine yakın çıkmıştır fakat Prot A-Poly-HRP80 
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enzim etiketi ile kontrol sinyal değeri yüksek çıktığı için AntiIgG-HRP ile devam 

edilmiştir. 
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Şekil 3.8. AntiIgG-HRP ve Prot-A-Poly-HRP80 enzim etiketleri ile geliştirilen nükleik asit 

biyosensörlerin kalibrasyon eğrilerinin karşılaştırılması. 

 

 

 

3.1.9. Enzim Etiketi Konsantrasyonun HPV16 DNA Sinyaline Etkisinin 

İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 30 dk 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 

inkübe edildikten sonra 30 dk PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize edilmiştir. Mikroboncukların yıkama işleminin 

ardından 15 dk 2 µgmL-1 DNA/RNA antikoru, Hedef HPV16 DNA /B-Cp-RNA/MB-

Strep yüzeyine immobilize edilmiştir. Mikroboncuklar yıkandıktan sonra BB ile 

seyreltilmiş AntiIgG-HRP enzim etiketi, anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 DNA/B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine yöntem 2.9.9’da anlatıldığı gibi uygulanmış ve farklı 

seyrelme oranları ile AntiIgG-HRP enzim etiket optimizasyon çalışması yapılmıştır. 

25 µL farklı AntiIgG-HRP enzim etiketi seyrelme oranları (1/100; 1/250; 1/500; 

1/1000; 1/2500; 1/5000; 1/10000) ile 15 dk boyunca inkübasyon işlemi yapılmıştır. 



76 

 

Son olarak, yöntem 2.9.10’da anlatıldığı gibi 50 µL BB ile 2 defa mikroboncuklar 

yıkanmıştır.  

 

 

AntiIgG-HRP enzim etiketi seyrelme oranı, hedef HPV16 DNA sinyaline etkisi 

yöntem 2.9.11’de anlatıldığı şekilde incelenmiştir. Farklı seyrelme oranlarındaki 

AntiIgG-HRP enzim etiketi kullanılarak kontrol ve 1,0 nM hedef DNA sinyallerini ve 

S/B oranlarını gösteren grafik Şekil 3.9’da verilmiştir. Farklı seyrelme oranlarındaki 

(1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2500, 1/5000, 1/10000) AntiIgG-HRP enzim etiketine 

karşılık S/B oranı sırasıyla 5,70; 17,60; 27,53; 56,30; 56,32; 53,17; 51,15 bulunmuştur. 

Şekil 3.9’daki verilere göre 1/1000 antiIgG-HRP enzim etiketi sinyali ile en iyi nükleik 

asit biyosensör cevabı elde edilmiştir. 
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Şekil 3.9. AntiIgG-HRP seyrelme oranlarının kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki grafiği. 

 

 

 

3.1.10. Enzim Etiketinin İmmobilizasyon Süresinin DNA Sinyaline Etkisinin 

İncelenmesi 

 

 

5 µL MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 30 dk 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 

inkübe edildikten sonra 30 dk PBS ve 1,0 nM Hedef HPV16 DNA dizisi B-Cp-
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RNA/MB-Strep yüzeyine immobilize edilmiştir. Ardından, 15 dk 2 µgmL-1 

DNA/RNA antikoru, Hedef HPV16 DNA /B-Cp-RNA/MB-Strep yüzeyine 

immobilize edilmiştir. MB-Strep mikroboncuklar yıkandıktan sonra BB ile 1/1000 

oranında seyreltilmiş AntiIgG-HRP enzim etiketi, anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 

DNA/B-Cp-RNA/MB-Strep yüzeyine yöntem 2.9.9’ da anlatıldığı gibi uygulanmış ve 

AntiIgG-HRP inkübasyon süresinin optimizasyon çalışması yapılmıştır. Son olarak, 

yöntem 2.9.10’da anlatıldığı gibi 50 µL BB ile 2 defa MB-Strep yıkanmıştır.  

 

 

AntiIgG-HRP enzim etiketinin, anti-DNA/RNA/Hedef HPV16 DNA/B-Cp-

RNA/MB-Strep yüzeyine farklı sürelerdeki inkübasyonun, hedef HPV16 DNA 

sinyaline etkisi yöntem 2.9.11’de anlatıldığı gibi incelenmiştir. Şekil 3.10’ da verilen 

15 dk; 30 dk; 45 dk; 60 dk inkübasyon süreleri için S/B oranları sırasıyla 41,67; 52,91; 

50,95; 29,65 olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 30 dk inkübasyon süresi 

AntiIgG-HRP enzim etiketinin yüzeye immobilizasyonu için yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.10. AntiIgG-HRP inkübasyon süresinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki 

grafiği. 
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3.1.11. Elektrokimyasal Nükleik Asit Biyosensör Protokolünün DNA Sinyaline 

Etkisinin İncelenmesi  

 

 

Nükleik asit biyosensörün gerekli optimizasyon çalışmaları tamamlandıktan 

sonra protokol basamaklarının optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Protokoller, 

Tablo 3.1’ de açıklanmaktadır. 

 

 
Çizelge 3.1.Nükleik asit biyosensör protokollerinin DNA sinyaline etkisinin incelenmesi. 

 

 Protokol 

B-Cp-RNA, Hedef HPV16 DNA anti-DNA/RNA 

antikoru 

(İnkübasyon 

süresi 30 dk) 

AntiIgG-HRP 

 

 (İnkübasyon 

süresi 30 dk) 

(İnkübasyon 

Süresi 30dk) 
(İnkübasyon süresi 30 dk) 

3  

0,25 µM 

0 nM  2 µgmL-1 

(30 dk) 

1/1000 

(30 dk) 1 nM 

2A  
0 nM + 2 µgmL-1 (30 dk) 1/1000 

(30 dk) 1 nM + 2 µgmL-1 (30 dk) 

2B  
0 nM 2 µgmL-1+1/1000 

(30 dk) 1 nM 

1  
0 nM + 2 µgmL-1+1/1000 (30 dk) 

1 nM + 2 µgmL-1+1/1000 (30 dk) 

 

Nükleik asit biyosensörün HPV16 DNA, anti-DNA/RNA antikoru, AntiIgG-

HRP enzim etiketi konsantrasyon ve inkübasyon sürelerinin optimizasyon çalışmaları 

Protokol 3 ile yapılmıştır. MB-Strep mikroboncuk yüzeyine 30 dk boyunca 0,25 

µgmL-1 B-Cp-RNA probu inkübe edildikten sonra protokol optimizasyon çalışması 

yapılmıştır. Üç basamaklı protokolde (Protokol 3) sırasıyla HPV16 DNA, anti-

DNA/RNA antikoru ve AntiIgG-HRP enzim etiketi yüzeye immobilize edilmiştir. 2A 

basamaklı protokolde (Protokol 2A) öncelikle hedef HPV16 DNA ve anti-DNA/RNA 

antikor karışımı, ardından AntiIgG-HRP enzim etiketi yüzeye immobilize edilmiştir. 

2B basamaklı protokolde (Protokol 2B) öncelikle HPV16 DNA, ardından anti-

DNA/RNA antikoru ve AntiIgG-HRP enzim etiket karışımı yüzeye immobilize 

edilmiştir. 1 basamaklı protokolde (Protokol 1) HPV16 DNA, anti-DNA/RNA 

antikoru ve AntiIgG-HRP enzim etiket karışımı tek bir immobilizasyon ile yüzeye 

tutturulmuştur.  
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Uygulanan protokolün, hedef HPV16 DNA sinyaline etkisi yöntem 2.9.11’de 

anlatıldığı gibi incelenmiştir. Şekil 3.11’ de verilen Protokol 3; Protokol 2A, Protokol 

2B ve Protokol 1 için S/B oranları sırasıyla 65,48; 26,78; 96,30; 54,15 olarak 

bulunmuştur. Sonuçlara göre Protokol 2B ile en iyi nükleik asit biyosensör cevabı elde 

edilmiştir. 
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Şekil 3.11. Nükleik asit biyosensör protokollerinin kontrol ve HPV16 DNA sinyaline etki 

grafiği. 

 

 

 

3.1.12. Anti-DNA/RNA Antikoru ve Enzim Etiket Karışımı İmmobilizasyon 

Süresinin DNA Sinyaline Etkisinin İncelenmesi 

 

 

Bölüm 3.1.11’de verilen bulgulara göre protokol 2B ile en iyi nükleik asit 

biyosensörü elde edilmiştir. Manyetik mikroboncuk yüzeyine 0,25 µgmL-1 b-Cp-RNA 

probu 30 dk immobilize edildikten sonra Protokol 2B’ e göre önce Hedef HPV16 DNA 

dizisi 30 dk immobilize edilmiştir. Ardından 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA antikoru ve 

1/1000 AntiIgG-HRP enzim etiket karışımı inkübasyon süresi optimizasyon çalışması 

yapılmıştır. 
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2 µgmL-1 anti-DNA/RNA antikoru ve 1/1000 AntiIgG-HRP enzim etiket 

karışımının MB-Strep yüzeyine farklı sürelerdeki inkübasyonun, hedef DNA sinyaline 

etkisi yöntem 2.9.11’de anlatıldığı gibi incelenmiştir. Şekil 3.12’ de verilen 15 dk; 30 

dk; 45 dk; 60 dk inkübasyon süreleri için S/B oranları sırasıyla 102,90; 106,76; 88,85; 

76,90 olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 30 dk inkübasyon süresi anti-

DNA/RNA antikoru ve AntiIgG-HRP enzim etiketi karışımının yüzeye 

immobilizasyonu için yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.12. DNA/RNA antikoru ve enzim etiket karışımının inkübasyon süresinin kontrol ve 

HPV16 DNA sinyaline etki grafiği. 

 

 

 

3.1.13. Hedef DNA için Nükleik Asit Biyosensörü ile Yapılan Analiz 

Çalışmalarına İlişkin Bulgular 

 

 

Nükleik asit biyosensörünün her aşaması için optimizasyon çalışmaları 

gerçekleşmiştir. Elde edilen optimum nükleik asit biyosensörü şu şekilde 

tasarlanmıştır: 5 µL Manyetik mikroboncuk yüzeyine 0,25 µgmL-1 b-Cp-RNA probu 

30 dk immobilize edildikten sonra Protokol 2B’ e göre önce Hedef HPV16 DNA dizisi 

30 dk immobilize edilmiştir. Ardından 2 µgmL-1 anti-DNA/RNA antikoru ve 1/1000 
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AntiIgG-HRP enzim etiketi karışımı 30 dk immobilize edilmiştir. Her aşama arasında 

manyetik mikroboncuklar yıkanmıştır. 

 

 

 Elde edilen optimum verilere göre geliştirilen nükleik asit biyosensörü hedef 

HPV 16 DNA’nın tayini için uygulanmıştır.  Hedef DNA 0,002-0,5 nM derişim 

aralığında doğrusal bir eğri göstermiştir. Amperometrik teknik ile hedef HPV16 DNA 

derişimi – sinyal arasında elde edilen doğru denklemi ve korelasyon katsayısı değeri 

aşağıdaki gibidir: 

 

ip (nA)= 17521C (nM)- 14,877; r = 0,999 (n=9) 

 

9 farklı konsantrasyon değerlerinin amperometrik yöntem ile ölçümleri alınarak 

hedef HPV 16 DNA için elde edilen kalibrasyon doğrusu Şekil 3.13’te ve 

amperogramlar Şekil 3.14’te verilmiştir. 
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Şekil 3.13. Hedef HPV 16 DNA için elde edilen kalibrasyon doğrusu. 
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Şekil 3.14. Farklı konsantrasyonlarda Hedef HPV 16 DNA için elde edilen amperogramlar. 

 

 

Amperometri tekniği ile elde edilen veriler kullanılarak kalibrasyon eğrisine ait 

regresyon analizi sonuçları ve hesaplanan validasyon parametreleri Çizelge 3.2’de 

özetlenmiştir.  

 

 
Çizelge 3.2. Hedef HPV 16 DNA için elde edilen kalibrasyon eğrisine ait regresyon analizi 

sonuçları ve gerekli validasyon parametreleri 

 
 Amperometri 

Doğrusal Aralığı(nM) 0,002-0,5 nM 

Eğim (nA M-1) 17521 

Kesişim(nA) - 14,877 

Korelasyon Katsayısı 0,999 

Eğimin Standart Hatası 430,67 

Kesişimin Standart Hatası 82,63 

Yakalama Sınırı(nM) 0,000519 

Tayin Alt Sınırı(nM) 0,001731 

Akımın gün içi tekrarlanabilirliği (%BSS) 7,99 
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Yakalama sınırı 3 ss/m ve tayin alt sınırı 10 ss/m formülleri ile hesaplanmıştır 

(Ozkan, 2012). Formüllerde bulunan ss, kontrol sinyallerinden elde edilen on tekrarlı 

ölçümün standart sapmasını, m ise kalibrasyon eğrisinin eğimini ifade etmektedir. 

Yakalama sınırı ve tayin alt sınır değerleri de sırasıyla 0,519 pM ve 1,731 pM olarak 

hesaplanmıştır. 

 

 

 

3.1.14. Hedef DNA için Nükleik Asit Biyosensörü ile Yapılan Stabilitesinin 

Çalışmalarına İlişkin Bulgular 

 

 

Bu çalışmada, geliştirilen nükleik asit biyosensörünün stabilitesinin incelenmesi 

için 1., 4., 7., 14., 21., 28. günlerde 0,1 nM Hedef HPV16 DNA dizisinin amperometrik 

cevapları elde edilmiştir.  Elde edilen verilere göre stabilite çalışması Şekil 3.15’te 

verilmiştir. 
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Şekil 3.15. Geliştirilen nükleik asit biyosensörün stabilitesi. 
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3.2. GFAP Tespiti için Antikor/Antijen Bazlı Biyosensör (İmmünosensör) 

Geliştirilmesine Dayalı Elde Edilen Bulgular 

 

 

3.2.1. CAb Antikor Konsantrasyonunun GFAP Sinyaline Etkisinin İncelenmesi 

 

 

Karboksil gruplu manyetik mikroboncuklar (MB-COOH), öncelikle santrifüj 

mikrotüp içerisinde yöntem 2.10.1’de anlatıldığı gibi yıkanmıştır. MB-COOH, MES 

çözeltisi ile yıkandıktan sonra karboksil gruplarının aktive edilmesi için yöntem 

2.10.2.’de anlatıldığı gibi EDC/sulfo-NHS karışım çözeltisine 35 dk maruz 

bırakılmıştır. 50 µL MES ile 2 defa MB-COOH yıkandıktan sonra farklı 

konsantrasyonlardaki CAb çözeltisinin optimizasyon çalışması yapılmıştır. 25 µL 

farklı konsantrasyonlardaki (0; 10; 25; 50 µgmL-1) CAb çözeltisi 15 dk yüzeye inkübe 

edilmiştir. Sonra yüzeyin bloke edilebilmesi için 1 M etanolamin çözeltisi ile 60 dk 

inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH mikroboncuklar TRIS-HCl ve PBS ile yıkandıktan 

sonra GFAP/btn-DAb antikor karışım çözeltisiyle 60 dk inkübe edilmiştir. 50 µL BB 

ile 2 defa MB-COOH mikroboncuklar yıkandıktan sonra BB ile seyreltilmiş 1/250 

Strep-HRP çözeltisi ile 60 dk inkübasyon işlemi yapılmıştır. İnkübasyon işlemi termal-

çalkalayıcıda 950 rpm, 250C sıcaklıkta gerçekleşmiştir.  

 

 

GFAP standartının sinyali üzerine farklı konsantrasyondaki CAb çözeltisinin 

etkisi yöntem 2.10.4’te anlatıldığı gibi incelenmiştir. Farklı konsantrasyonlardaki CAb 

çözeltisine karşılık elde edilen amperometrik cevap ve S/B oranı Şekil 3.16‘da yer 

almaktadır. MB-COOH mikroboncuklara 15 dk boyunca inkübasyonu sağlanmış farklı 

konsantrasyondaki (0; 10; 25; 50 µgmL-1) CAb çözeltisinin S/B oranı sırasıyla; 0,89; 

1,29; 2,60; 2,60 bulunmuştur. Şekil 3.16’daki verilere göre 25 µgmL-1 CAb sinyali ile 

en iyi immunosensör cevabı elde edilmiştir. 
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Şekil 3.16. CAb antikor konsantrasyonun kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 

 

 

 

3.2.2. CAb Antikorunun İnkübasyon Süresinin GFAP Sinyaline Etkisinin 

İncelenmesi 

 

 

MB-COOH mikroboncuklar yıkanıp ve aktive edildikten sonra CAb çözeltisi 

MB-COOH yüzeyine yöntem 2.10.4’ te anlatıldığı gibi uygulanmış ve 25 µgmL-1 CAb 

inkübasyon süresinin optimizasyon çalışması yapılmıştır. 25 µL 25 µgmL-1 CAb 

çözeltisi farklı sürelerde (15 dk; 30 dk; 60 dk; 90 dk) inkübasyon işlemi yapılmıştır. 

CAb/MB-COOH mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, yıkandıktan sonra GFAP/btn-

DAb antikor karışım çözeltisi yüzeye immobilize edilmiştir. Btn-

DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yüzeyi yıkandıktan sonra Strep-HRP immobilize 

edilmiştir. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 250C sıcaklıkta 

gerçekleşmiştir. 

 

 

25 µgmL-1 CAb çözeltisinin, MB-COOH yüzeyine farklı sürelerdeki 

inkübasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi yöntem 2.10.4’te anlatıldığı gibi 

incelenmiştir. Şekil 3.17’ de verilen 15 dk; 30 dk; 60 dk; 90 dk inkübasyon süreleri 
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için S/B oranları sırasıyla 2,44; 1,63; 1,06; 1,03 olarak bulunmuştur. Elde edilen 

sonuçlara göre 15 dk inkübasyon süresi CAb’ın yüzeye immobilizasyonu için yeterli 

olmuştur. 
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Şekil 3.17. CAb antikor inkübasyon süresinin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 

 

 

3.2.3. Protokollerin GFAP Sinyaline Etkisinin İncelenmesi 

 

 

MB-COOH mikroboncuklar yıkanıp ve aktive edildikten sonra 25 µgmL-1 CAb 

çözeltisi MB-COOH yüzeyine 15 dk inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH 

mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, yıkandıktan sonra protokol optimizasyon 

çalışması yapılmıştır. GFAP immunosensörün CAb, GFAP, btn-DAb, Strep-HRP 

konsantrasyon ve inkübasyon sürelerinin optimizasyon çalışmalarına ait veriler 

Protokol 3’ e göre yapılmıştır.  Üç basamaklı protokolde (Protokol 3) sırasıyla GFAP, 

btn-DAb ve Strep-HRP yüzeye immobilize edilmiştir. 2B basamaklı protokolde 

(Protokol 2B) öncelikle GFAP standartı ve btn-DAb karışımı, ardından Strep-HRP 

yüzeye immobilize edilmiştir. 2A basamaklı protokolde (Protokol 2A) öncelikle 

GFAP, ardından btn-DAb ve Strep-HRP karışımı yüzeye immobilize edilmiştir. 1 

basamaklı protokolde (Protokol 1) GFAP, btn-DAb ve Strep-HRP karışımı tek bir 

immobilizasyon basamağı ile yüzeye tutturulmuştur.  
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Uygulanan protokoller, Çizelge 3.3’te özetlenmiştir. Şekil 3.18’de verilen 

Protokol 3; Protokol 2A, Protokol 2B ve Protokol 1 için S/B oranları sırasıyla 0,90; 

2,5; 3,2; 2,8 olarak bulunmuştur. Sonuçlara göre Protokol 2B ile en iyi immünosensör 

cevabı elde edilmiştir. 

 
Çizelge 3.3. Immünosensör protokollerinin GFAP sinyaline etkisinin incelenmesi. 

 

 Protokol 

CAb GFAP standartı Btn-DAb 

 

(İnkübasyon 

süresi 30 dk) 

Strep-HRP 

 

 (İnkübasyon 

süresi 30 dk) 

(İnkübasyon 

Süresi 30dk) 
(İnkübasyon süresi 30 dk) 

3  

25 µgmL-1   

0 ngmL-1   0,50 µgmL-1 1/1000 

7,8 ngmL-1 (30 dk) (30 dk) 

2B 
0 ngmL-1   + 0,50 µgmL-1 (30 dk) 1/1000 

7,8 ngmL-1 + 0,50 µgmL-1 (30 dk) (30 dk) 

2A 
0 ngmL-1 0,50 µgmL-1+1/1000 

7,8 ngmL-1 (30 dk) 

1  
0 ngmL-1 GFAP + 0,50 µgmL-1+1/1000 (30 dk) 

7,8 ngmL-1 GFAP + 0,50 µgmL-1+1/1000 (30 dk) 
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Şekil 3.18. İmmünosensör protokollerinin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 
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3.2.4. Btn-DAb Konsantrasyonun GFAP Sinyaline Etkisinin İncelenmesi  

 

 

MB-COOH mikroboncuklar yıkanıp ve aktive edildikten sonra 25 µgmL-1 CAb 

çözeltisi MB-COOH yüzeyine 15 dk inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH 

mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, yıkandıktan sonra GFAP/ btn-DAb karışım 

çözeltisi farklı konsantrasyonlarda btn-DAb (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 μgmL-1) optimizasyon 

çalışmaları yapılmıştır. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yüzeyi yıkandıktan sonra 

Strep-HRP immobilize edilmiştir. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 

250C sıcaklıkta gerçekleşmiştir. 

 

 

Btn-DAb çözeltisinin MB-COOH mikroboncuk yüzeyine farklı 

konsantrasyonlardaki inkübasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi incelenmiştir. 

Şekil 3.19’ da verilen 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 μgmL-1 btn-DAb konsantrasyonu için S/B 

oranları sırasıyla 2,74; 3,18; 1,94; 1,88 olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 

0,25 μgmL-1 btn-DAb konsantrasyonu btn-DAb’ın yüzeye immobilizasyonu için 

yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.19. Btn-DAb antikor konsantrasyonun kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 

 



89 

 

3.2.5. [GFAP]+ [Btn-DAb] İnkübasyon Süresinin GFAP Sinyaline Etkisinin 

İncelenmesi 

 

 

MB-COOH mikroboncuk yıkanıp ve aktive edildikten sonra 25 µgmL-1 CAb 

çözeltisi MB-COOH yüzeyine 15 dk inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH 

mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, yıkandıktan sonra GFAP/btn-DAb karışım 

çözeltisi farklı sürelerde (15, 30, 45, 60, 90, 120 dk) optimizasyon çalışmaları 

yapılmıştır. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yüzeyi yıkandıktan sonra Strep-HRP 

immobilize edilmiştir. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 250C 

sıcaklıkta gerçekleşmiştir. 

 

 

Btn-DAb/GFAP karışım çözeltisinin MB-COOH mikroboncuk yüzeyine farklı 

sürelerdeki inkübasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi gibi incelenmiştir. Şekil 

3.20’ de verilen 15, 30, 45, 60, 90, 120 dk inkübasyon süreleri için S/B oranları 

sırasıyla 2,02; 3,17; 3,35; 6,75; 4,0; 3,2 olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 

btn-DAb/GFAP karışım çözeltisinin 60 dk immobilizasyon süresi yeterli olmuştur. 
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 Şekil 3.20. [GFAP]+ [Btn-DAb] İnkübasyon Süresinin kontrol ve GFAP sinyaline etki 

grafiği. 
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3.2.6. Strep-HRP Seyreltme Oranının GFAP Sinyaline Etkisinin İncelenmesi 

 

 

MB-COOH mikroboncuk yıkanıp ve aktive edildikten sonra 25 µgmL-1 CAb 

çözeltisi MB-COOH yüzeyine 15 dk inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH 

mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, yıkandıktan sonra GFAP/btn-DAb karışım 

çözeltisi 60 dk inkübe edilmiştir. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yüzeyi 

yıkandıktan sonra Strep-HRP immobilize edilmiştir ve farklı konsantrasyonlarda 

Strep-HRP (1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 1/2500) optimizasyon çalışmaları 

yapılmıştır. İnkübasyon işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 250C sıcaklıkta 

gerçekleşmiştir. 

 

 

Strep-HRP çözeltisinin Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH mikroboncuk 

yüzeyine farklı konsantrasyonlardaki inkübasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi 

incelenmiştir. Şekil 3.21’ de verilen BB ile seyreltilmiş 1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 

1/2500 btn-DAb konsantrasyonu için S/B oranları sırasıyla 1,75; 6,08; 3,93; 3,18; 2,94 

olarak bulunmuştur. BB ile seyreltilmiş 1/250 Strep-HRP çözeltisi ile en iyi sonuç elde 

edilmiştir.  
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Şekil 3.21. Strep-HRP seyreltme oranının kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 
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3.2.7. Strep-HRP İnkübasyon Süresinin GFAP Sinyaline Etkisinin İncelenmesi 

 

 

MB-COOH mikroboncuk yıkanıp ve aktive edildikten sonra 25 µgmL-1 CAb 

çözeltisi MB-COOH yüzeyine 15 dk inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH 

mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, yıkandıktan sonra GFAP/btn-DAb karışım 

çözeltisi 60 dk inkübe edilmiştir. Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH yüzeyi 

yıkandıktan sonra Strep-HRP inkübasyon süresi optimize edilmiştir. İnkübasyon 

işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 250C sıcaklıkta gerçekleşmiştir. 

 

 

Strep-HRP çözeltisinin Btn-DAb/GFAP/CAb/MB-COOH mikroboncuk 

yüzeyine farklı sürelerdeki inkübasyonun, GFAP standart sinyaline etkisi 

incelenmiştir. Şekil 3.22’ de verilen 15, 30, 45, 60, 90 dk inkübasyon süreleri için S/B 

oranları sırasıyla 7,97; 6,75; 9,71; 13,67; 9,97 olarak bulunmuştur. Elde edilen 

sonuçlara göre Strep-HRP çözeltisinin 60 dk immobilizasyon süresi yeterli olmuştur. 
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Şekil 3.22. Strep-HRP İnkübasyon Süresinin kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 
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Çizelge 3.4. Test edilen çalışma aralığı ve seçilen değer çizelgesi. 

 
Parametreler Çalışma Aralığı Seçilen değer 

CAb konsantrasyonu, μg mL-1 050 25 

CAb inkübasyon süresi, dk 1590 15 

Protokol 13 2B 

GFAP/btn-DAb karışım inkübasyon süresi, dk 15120 60 

Btn-DAb konsantrasyonu, μg mL-1 0,11,0 0,25 

Strep-HRP seyrelme oranı 1/501/2500 1/250 

Strep-HRP inkübasyon süresi, dk 15120 60 

 

Bu deneysel parametreler için test edilen çalışma aralığı ve her parametre için en 

uygun değer Çizelge 3.4’te verilmiştir. 

 

 

 

3.2.8. GFAP İçin İmmunosensör ile Yapılan Analiz Çalışmalarına İlişkin 

Bulgular 

 

 

Elde edilen sinyal ile GFAP standart konsantrasyonu arasında 0,24 – 31,6 ng 

mL-1 aralığında doğrusal bir kalibrasyon grafiği (r = 0,999) gözlemlenmiştir. Eğim ve 

kesişim değerleri sırasıyla 45 ± 2 nA mL ng-1 ve 114 ± 28 nA olarak bulunmuştur. 

 

 

TS ve TAS, sırasıyla 3sb/m ve 10sb/m eşitliklerine göre hesaplanarak bulunur; 

standart sapma (ss), GFAP yokluğunda 10 amperometrik ölçüm ile hesaplanırken, m 

lineer denklemin eğimine eşittir. 

 

 

Buna göre elde edilen TS ve TAS değerleri sırasıyla 67 pg mL-1 ve 203 pg mL-1 

olarak bulunmuştur. Plazmada GFAP, Alzheimer patolojisini tespit eder ve hafif 

bilişsel bozukluğu olan hastalarda gelecekte Alzheimer demansına ilişkin öngörü 

sunmaktadır (Teitsdottir ve ark., 2021). 
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Elde edilen duyarlılık, Hafif Bilişsel Bozukluk (MCI)-AD durumunda  plazmada 

54,1 pg mL-1 bir eşik değeri belirlenmiş olan GFAP’ ı ayırt etmek için yeterli değildir 

(Cicognola ve ark., 2021). Bununla birlikte, bu tip hastaların omurilik sıvısı analiz 

edilerek 1 ng mL-1'in üzerindeki konsantrasyonların immünoplatform ile ayırt 

edilebildiği rapor edilmiştir. Ulaşılan TS'nin, Travmatik beyin hasarı (TBI) oluşan 

hastalardan alınan serumda GFAP için bulunan eşik değerinden (1.5 µg mL-1) yaklaşık 

altı kat daha küçük olması dikkat çekicidir (Pelika ve ark., 2004). 

 

 

İmmunosensörün tekrarlanabilirliği, 7,8 ng mL-1 GFAP için aynı gün içerisinde 

aynı şekilde 7 farklı immünoplatformun amperometrik cevaplarından elde edilen bağıl 

standart sapma (BSS) değeri ile incelenmiştir. Elde edilen BSS değeri, %8,2, 

geliştirilen immunosensörün kabul edilebilir tekrarlanabilirliğini doğrulamıştır. 

 

 

Şekil 3.23. GFAP biyobelirteci için elde edilen kalibrasyon doğrusu ve farklı 

konsantrasyonlarda GFAP için elde edilen amperogramlar 

 

 

 

3.2.9. Stabilite Çalışması 

 

 

GFAP için immunosensörün stabilite çalışması, MB-COOH mikroboncuk 

yıkanıp ve aktive edildikten sonra 25 µgmL-1 CAb çözeltisi MB-COOH yüzeyine 15 

dk inkübe edilmiştir. CAb/MB-COOH mikroboncukların yüzeyi bloke edilip, 
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yıkandıktan sonra CAb/MB-COOH immunokonjugatları 0,01 mol L-1 PBS pH 7,5'te 

hazırlanarak, 4 ºC'de buzdolabında muhafaza edilmiştir. CAb/MB-COOH 

immünokonjugatları stabilite çalışmasının yapıldığı belli günlerde 0 ve 7,8 ng mL-1 

GFAP/ 0,25 μgmL-1 DAb karışım çözeltisi yüzeye 60 dk immobilize edilmiştir. 

Ardından 1/250 Strep-HRP çözeltisi yüzeye 60 dk immobilize edilmiştir. İnkübasyon 

işlemi termal-çalkalayıcıda 950 rpm, 250C sıcaklıkta gerçekleşmiştir. 12 gün boyunca 

elde edilen amperometrik sinyaller için ölçülen S/B oranı değeri açısından anlamlı bir 

fark elde edilmemiştir. Böylece daha önceden hazırlanan CAb/MB-COOH 

immunokonjugatları, analiz günü daha kısa sürede cevap alınmasına imkan sağlar. 
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Şekil 3.24. GFAP immunosensörü için stabilite çalışması. 

 

 

 

3.2.10. Seçicilik Çalışması 

 

 

Geliştirilen immünosensörün, insan vücudundaki sıvılarda bulunan bazı 

potansiyel girişim yapabilen maddeler varlığında GFAP sinyali incelenmiştir. 5 mg 

mL–1 insan serum albümini (HSA), 10 mg mL –1 bovin serumu albümin (BSA), 10 ng 

mL –1 S100 kalsiyum bağlayıcı protein ß (S100ß), 5 mg mL 1 hemoglobin (Hb) ve 0,01 

mg mL –1, 0,1 mg mL –1 ve 1,0 mg mL –1 insan immünoglobulin (hIgG) yokluğunda ve 
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varlığında yapılan 0,0 (B) ve 7,8 ng mL –1 GFAP standartları için amperometrik sinyal 

elde edilmiştir. 

A B C D E F G H

0

50

100

150

200

250

300

350

-i
,n

A

Interferans maddeleri

0

2

4

6

8

10

12

S
/B

 
 
Şekil 3.25. Geliştirilen immünoplatformun amperometrik cevapları ((A) GFAP standart (B) 

10 mg mL-1 BSA, (C) 10 ng mL-1 S100ß, (D) 5 mg mL-1 HSA, (E) 0,01 mg mL–1, (F) 0,1 mg 

mL–1, (G) 1,0 mg mL–1 hIgG ve (H) 5 mg mL-1 Hb.) 

 

 

GFAP için geliştirilen immunosensörlerin diğer interferans maddeleri varlığında 

tespit edilmesi mümkün olmasına rağmen hem hIgG (G çubukları) hem de Hb (H 

çubukları) varlığında S/B oranını önemli ölçüde değiştirmiştir. hIgG varlığında, 

yabancı immünoglobulinlerin Fc kısmındaki epitopları bağlayabilen hayvan 

proteinleri (insan anti-hayvan antikorları, HAAA) ile reaksiyona giren mevcut insan 

antikorlarını etkileyebilir (Korley ve ark., 2021). Hemoglobin varlığında elde edilen 

daha büyük sinyaller, intrinsik peroksidaz aktivitesi ile açıklanabilir (Grigorieva ve 

ark.,  2013). Ek olarak, kullanılan GFAP ELISA spesifikasyonlarına göre, 200 ngmL-

1 rekombinant insan proteini (lamin B1, menin, presenilin-1 N-terminal fragmanı, 

S100A1 ve S100B) test edildiğinde GFAP immünosensörlerde yer alan antikorlarla 

çapraz reaktivite göstermezler. 
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3.2.11.  Beyin Dokusu Protein Ekstraktının Analizi 

 

 

Sağlıklı bireylerden ve bunama teşhisi konan hastalardan alınan beyin dokusu 

protein ekstraktlarında endojen GFAP içeriğinin belirlenmesi için geliştirilen 

immünosensör kullanılmıştır. Bu tür bireyler şu şekilde sınıflandırıldı: demansı 

olmayan kontrol havuzu (Havuz Kontrol), vasküler demans (VD) veya Alzheimer 

hastalığı (AD Braak IV, AD Braak V ve AD Braak VI) teşhisi konan hastalar ve AD 

hastalığı teşhisi konan hastaların havuzu (Havuz AD Braak IV ve Havuz AD Braak 

V). Bu havuz aynı Braak evresinde hastalık teşhisi konan 4 hastadan alınan 

numunelerin birleştirilmesi ile hazırlanmıştır.  

 

 

6,25 ile 500 ng arasındaki beyin dokusu protein ekstraktı kullanılarak AD Braak 

V hasta havuzu ve kontrol grubu için elde edilen amperometrik sinyallerin 

karşılaştırılması ile tespiti gerçekleştirmek için gereken beyin dokusu protein ekstrakte 

miktarı optimize edilmiştir. 

 

 

Şekil 3.26’da gösterilen sonuçlar, daha küçük miktarlarda beyin dokusu protein 

ekstraktının, AD Braak V hastaları ve sağlıklı bireyler arasında daha iyi bir ayrım 

(AD/H oranı) sağladığını göstermiştir. Bu nedenle, seçilen örneklerde GFAP tayinini 

gerçekleştirmek için 6,25 ng seçilmiştir. 
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Şekil 3.26. Beyin doku miktarının kontrol ve GFAP sinyaline etki grafiği. 

 

Beyin doku ekstraktlarında var olan potansiyel matris etkisi, 6,25 ng protein 

doku ekstraktına standart ekleme yöntemiyle artan konsantrasyonlarda GFAP standart 

çözeltisi (525 ng mL-1) eklenerek test edilmiştir. GFAP standartlarıyla (45 ± 2 nA 

mL ng-1) hazırlanan lineer kalibrasyon grafiklerinin eğim değerleri ile standart ekleme 

kalibrasyon grafiği (50 ± 3 nA mL ng-1) karşılaştırıldığında, önemli bir fark tespit 

edilememiştir (texp = 0,903 <ttab = 4,303), böylece bu ekstrakt miktarı kullanılarak 

hiçbir belirgin matris etkisinin gözlemlenmediği sonucu ortaya çıkmıştır. GFAP 

proteini, GFAP standartlarının kalibrasyon grafiğine 6,25 ng beyin doku 

ekstraktlarında ölçülen amperometrik cevapların interpolasyonu ile tayin edilmiştir. 
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Şekil 3.27.Kontrol grubu (turuncu) ve AD V havuzu (siyah)’ a ait amperogramları 

 

Şekil 3.27’de, kontrol grubu (turuncu) ve AD V havuzu (siyah)’ a ait 

amperogramlar göstermektedir. 
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Şekil 3.28. AD hastalarından ve AD havuzundan alınan örneklerdeki GFAP seviyeleri 

 

 

Şekil 3.28'de gösterildiği gibi, AD hastalarından ve AD havuzundan alınan 

örneklerdeki GFAP seviyeleri, literatürde bildirilenlerle uyumlu olarak, sağlıklı 
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bireylerden alınan örneklerden önemli ölçüde daha yüksektir (Cicognola ve ark., 2021; 

Chatterjee ve ark., 2021; Benedet ve ark., 2021). AD Braak V numunesi için elde 

edilen önemli ölçüde düşük sinyalin nedeni, bireyler arasındaki heterojenlik olarak 

açıklanabilir. 

 

 

Ek olarak, VD hastası ayrıca daha önce beyin omur ilik sıvısının analizinde 

bildirildiği gibi kontrol hasta havuzundan daha büyük bir GFAP konsantrasyonu elde 

edilmiştir (Wallin ve ark., 1996). Çizelge 3.5’te, aynı immünoreaktifleri içeren ELISA 

metodolojisiyle ve geliştirilen immünoplatform kullanılarak GFAP'nin belirlenmesi 

için elde edilen verileri özetlemektedir. 

 

 
Çizelge 3.5. MB tabanlı immunoplatform ve ELISA ile elde edilen veriler. 

 

Örnek 

MBs-tabanlı immünoplatform  ELISA 

texp 

[GFAP]* BSS, % [GFAP]* BSS % 

Kontrol  0,56 ± 0,01 4,9 0,58 ± 0,03 8,2 0,591 

VD 4,3 ± 0,2 8,4 4,2 ± 0,1 3,4 0,445 

AD Braak IV 5,0 ± 0,2 5,4 5,0 ± 0,3 11,0 0,151 

AD Braak V 1,06 ± 0,05 7,8 0,82 ± 0,01 1,2 5,208 

AD Braak VI 11,2 ± 0,5 7,2 10,9 ± 0,2 3,2 0,601 

AD Braak IV 

Havuz 
8,7 ± 0,1 1,6 7,5 ± 0,1 2,5 8,900 

AD Braak V 

Havuz 
10,5 ± 0,1 2,0 10,1 ± 0,2 2,8 2,159 

 

Çizelge 3.5'teki istatistiksel karşılaştırma, 8 örneğin 6'sında texp < ttab = 2,776 

olarak göstermektedir. 
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Ek olarak, Şekil 3.29.’de gösterilen korelasyon grafiğinin eğim değeri ((0,9 ± 

0,1) ve kesişme noktası (0,0 ± 0,6); r= 0,998), analiz edilen numunelerin yüksek 

karmaşıklığına rağmen her iki metodoloji ile sağlanan sonuçlar arasındaki büyük 

korelasyonu doğrulamıştır. Bu nedenle, bu sonuçlar, yalnızca 6,25 ng ham ekstrat 

kullanılarak ve 2 saat içinde bu tür numunelerdeki GFAP içeriğini ölçmek için 

geliştirilen metodolojinin alternatif bir yöntem olacağını kanıtlamıştır. 
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Şekil 3.29. ELISA ve immunosensör korelasyon grafiği. 

 

 

 

3.2.12. Ticari Serum Örneğinde GFAP analizi 

 

 

Geliştirilen immünosensörün uygulanabilirliği, ticari insan serumundaki farklı 

GFAP konsantrasyonlarında Şekil 3.30'da gösterilen bir kalibrasyon eğrisi ile 

değerlendirilmiştir. Optimize edilmiş çalışma koşulları altında, GFAP konsantrasyon 

değeri 0,24-31,2 ng mL-1 arasında doğrusal bir eğri elde edilmiştir (r= 0,997). TS ve 

TAS sırasıyla 71 pg mL-1 ve 217 pg mL-1 olarak bulunmuştur. 

 

Ic (nA) = (23 ± 2) (nA mL ng-1) [GFAP] (ng mL-1) + (22 ±24) (nA) 
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Şekil 3.30. Ticari Serumda GFAP biyobelirteçi için elde edilen kalibrasyon doğrusu 
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4. TARTIŞMA 

 

 

 
Tez çalışması kapsamında hedef HPV16 DNA dizisi için nükleik asit 

biyosensörü geliştirilmiştir. Geliştirilen nükleik asit biyosensörünün öncelikle 

optimizasyon basamakları incelenmiştir. Ardından optimum koşullarda geliştirilen 

biyosensörün analitik performansı değerlendirilmiştir.  

 

 

Nükleik asit biyosensör çalışmasında öncelikle manyetik mikroboncuk 

optimizasyon çalışması yapılmıştır. Biyosensör için çalışma elektrotu olarak perde 

baskılı karbon elektrot (SPCE) kullanılmıştır. İki farklı manyetik mikroboncuk ile 

hazırlanmış biyosensörlerin, destek ve hedef HPV16 DNA dizisinin sinyallerinden 

elde edilen sinyal/kontrol (S/B) oranı dikkate alınarak, sonuçlar değerlendirilmiştir.  

 

 

MB-Neut ile hazırlanan biyosensör, MB-Strep ile hazırlanan biyosensöre kıyasla 

spesifik olmayan daha yüksek bağlanma afinitesine sahiptir. Bu nedenle, S/B değeri 

incelendiğinde MB-Strep mikroboncuk kullanılmış biyosensör ile daha yüksek S/B 

değeri elde edilmiştir.  

 

 

Mikrosantrifüj tüpüne eklenen 5 μL MB-Strep mikroboncuk miktarı, daha önce 

streptavidin kaplı manyetik mikroboncuk ile geliştirilen nükleik asit biyosensörlerinde 

kullanılan referans miktarı dikkate alınarak, belirlenmiştir (Ruiz-Valdepenas Montiel 

ve ark., 2018)(Ruiz-Valdepeñas Montiel ve ark., 2017). 

 

 

MB-Strep mikroboncuklar her bir aşamadan önce mikrosantrifüj tüp içerisinde 

yıkanması gerekir. Bunun nedeni, yüzeye tutunamayan biyolojik maddelerin 

uzaklaşması ve magnet yardımıyla hedef DNA zincirinin, mikroboncuklara 

bağlanmasını kuvvetlendirmektir. Böylece, manyetik mikroboncuk yüzeyine tutunan 

biyolojik maddeler ile geliştirilen biyosensörün hızlı ve verimli sinyal vermesine 

olanak sağlar. Her aşamadan sonra manyetik mikroboncukların iki defa yıkanması 
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önerilmektedir. Yıkama çözeltisi uzaklaştırılıp, yüzeye tutturulacak biyolojik madde 

çözeltisi mikroboncuklar resüspande edilir. 

 

 

B-Cp-RNA prob, biyotin-streptavidin etkileşimi yoluyla streptavidin kaplı 

MB'ler üzerinde spesifik bir etkileşime girerler. Streptavidin ve biyotin arasındaki 

etkileşim, en güçlü non-kovalent etkileşimlerinden biridir. B-Cp-RNA probunun farklı 

konsantrasyonda (0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 µgmL-1) kontrol ve hedef sinyalleri 

incelenmiştir. S/B oranı incelendiğinde, en iyi sonuç 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA probu 

kullanılarak elde edilmiştir. 

 

 

B-Cp-RNA prob konsantrasyonları için kontrol (B) sinyalleri arasında belirgin 

bir fark yoktur sadece 0,01 µgmL-1 B-Cp-RNA ile elde edilen B sinyali diğer 

konsantrasyon değerlerine göre daha düşük okunmuştur, bu yüzden de S/B değeri 

yüksek gözükmektedir. Ancak, hedef DNA'nın 1,0 nM ‘si için ölçülen akımın, 0,25 

µgmL-1 'ye kadar b-Cp-RNA konsantrasyonu ile önemli ölçüde arttığını 

göstermektedir. 0,5 µgmL-1 B-Cp-RNA probu immobilize edildiğinde kısıtlı 

hibridizasyon verimliliğinden dolayı S/B oranı sabit kalmıştır. Ayrıca, yüksek B-Cp-

RNA konsantrasyonu hassasiyeti engelleyebilir.  

 

 

B-Cp-RNA probunun MB-Strep yüzeyine immobilizasyonu için 0-90 dk 

inkübasyon süresi optimize edilmiştir. S/B oranı değerlendirildiğinde, 30 dakika 

yeterli bir inkübasyon süresi olarak kabul edildi.  

 

 

MB-Strep mikroboncuklar spesifik bir biyotinlenmiş RNA probu ile modifiye 

edilmiş ve sentetik hedef HPV16 DNA'yı doğrudan hibridizasyon yoluyla yüksek 

seçicilikte yakalamak için kullanılmıştır. B-Cp-RNA probu hedef HPV16 ile tam 

eşleşecek şekilde sentezlenmiştir. Ruiz-Valdepenas Montiel, V. ve ark.’nın yaptığı bir 

çalışmada 24 mer ve 40 mer’lik iki farklı zincir uzunluğu ile nükleik asit biyosensörü 

geliştirmişlerdir. Elde edilen sonuçlara göre 40 mer zincir uzunluğuna sahip DNA ve 

RNA zincirleri ile daha hassas bir biyosensör geliştirdiklerini ifade etmişlerdir (Ruiz-

Valdepenas Montiel ve ark., 2017).  
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Tez çalışmasında HPV16 tam genom dizileri, NCBI veri tabanından alındı 

(National Center for Biotechnology Information, 2022). Hedef zincir için HPV16 

DNA genomu 1753 nükleotidinden 40 mer fragmanını Bartosik M. ve ark., 

elektrokimyasal çalışmasında kullanmıştır (Bartosik ve ark., 2016b). Tez çalışmasında 

da belirtilen (5´TCTCCAATGTGTATGATGATAGAGCCTCCAAAATTGCGTA) 

HPV16 DNA zinciri referans alınmıştır. HPV16 DNA dizisinin farklı immobilizasyon 

süreleri 0- 90 dk arasında incelenmiştir. 30 dakika immobilizasyon süresi, en yüksek 

spesifik akıma ve S/B oranına ulaşmak için yeterli olmuştur. Daha uzun inkübasyon 

süreleri için spesifik tepkilerde gözlenen kademeli azalma, sterik etki ve 

aglomerasyondan kaynaklanabilir. 

 

 

Antikor olarak kullanılan DNA/RNA hibritlerine karşı yüksek afiniteye sahip 

ticari bir antikorun kullanımı ile doğrudan DNA/RNA hibridizasyon yapılmıştır. 

Belirli bir dubleks tipine yönelik seçiciliklerinden ayrı olarak, bu spesifik antikorlar, 

herhangi bir hedef nükleik asittin saptanması için çok yönlü tanıma elemanlarıdır. 

Bununla birlikte, küçük epitopları (boyut olarak ∼6 baz çifti), DNA/RNA 

heteroduplekslerinin uzunluğunu değiştirerek analitik duyarlılığını arttırmaktadır. 

 

 

Daha sonra, farklı konsantrasyonlardaki DNA/RNA antikorun HPV16 DNA 

sinyaline etkisi incelenmiştir. 0; 0,25; 0,5; 2; 4 µgmL-1 anti-DNA/RNA değerleri 

arasında en iyi HPV16 DNA sinyali 2 µgmL-1 ile elde edilmiştir. 2 µgmL-1 anti-

DNA/RNA’nın 15-60 dk arasında immobilizasyon süresinin HPV16 DNA sinyaline 

etkisi incelenmiştir ve 15 dk inkübasyon süresi yeterli olmuştur.  

 

 

Hem geleneksel enzim etiketleri (Strep-HRP gibi) hem de spesifik antikor 

fragmanları ve bir enzim molekülü veya bakteriyel antikor bağlayıcı proteinler ile 

konjuge edilmiş ikincil antikorlar gibi nükleik asit biyoalgılamasında çok yaygın 

kullanılmayan enzim etiketleri kullanılarak farklı etiketleme stratejileri 

karşılaştırılmıştır. Anti-DNA/RNA antikor etiketlemesinin tek bir HRP molekülüyle 

veya birden fazla HRP molekülü içeren bir polimerle konjuge edilmiş ikincil antikorlar 

veya bakteriyel antikor bağlayıcı proteinlerle karşılaştırılmasında elde edilen sonuçlar, 
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ProtA-HRP80 ve antiIgG-HRP enzim etiketleri ile daha yüksek hassasiyet elde 

edildiğini göstermiştir.  ProtA-HRP80 ve antiIgG-HRP enzim etiketlerinin 

amplifikasyon faktörü 1,27 olarak bulunmuştur. AntiIgG-HRP enzim etiketiyle 

birlikte geliştirilen nükleik asit biyosensörü ile elde edilen sinyal(S) değeri ProtA-

HRP80 ile hazırlanan nükleik asit biyosensörüne göre düşüktür. ProtA-HRP80 enzim 

etiketinin daha yüksek hassasiyete sahip olmasının nedeni, enzim bağlanma bölgesinin 

fazla olmasıdır. Fakat ProtA-HRP40 ve ProtA-HRP80 ile geliştirilen nükleik asit 

biyosensörün spesifik olmayan adsorpsiyon oldukça yüksektir. Bu yüzden, S/B oranı 

değerlendiğinde, antiIgG-HRP enzim etiketi tercih edilmiştir. 

 

 

En uygun enzim etiketi antiIgG-HRP seçildikten sonra, enzim etiketi seyrelme 

oranları (1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 1/2500; 1/5000; 1/10000) incelenmiştir. S/B 

değeri, antiIgG-HRP’nin seyrelme oranı küçük konsantrasyon (1/10000)’dan 1/1000’e 

kadar bir artış gözlenmiştir ve 1/1000 oranında en yüksek S/B değerini elde ettikten 

sonra daha yüksek konsantrasyonda S/B değeri sabit kalmıştır. 1/1000 antiIgG-

HRP’nin 15-60 dk arasında immobilizasyon süresinin HPV16 DNA sinyaline etkisi 

incelenmiştir ve 30 dk inkübasyon süresi yeterli olmuştur. 

 

 

Nükleik asit biyosensör parametrelerinin optimizasyon çalışmaları 

tamamlandıktan sonra, HPV16 DNA biyosensör protokol çalışması incelenmiştir.  

 

 

Nükleik asit biyosensörü için, streptavidin kaplı manyetik mikroboncuk 

yüzeyine öncelikle biyotinlenmiş RNA probu immobilize edilir. Devamında, Tablo 

3.1.’de belirtilen farklı protokol çalışmaları yapılmıştır. Birincisi (1); Hedef HPV16 

DNA, anti-DNA/RNA antikoru ve antiIgG-HRP karışımı; ikincisi(2B); ilk basamak 

Hedef HPV16 DNA, ikinci basamak anti-DNA/RNA antikoru ve antiIgG-HRP 

karışımı, üçüncüsü (2A); ilk basamak Hedef HPV16 DNA ve anti-DNA/RNA antikoru 

karışımı, ikinci basamak antiIgG-HRP enzim etiketi, dördüncüsü (3); sırasıyla Hedef 

HPV16 DNA, anti-DNA/RNA antikoru ve antiIgG-HRP immobilize edilmiştir. S/B 

oranı değerlendirildiğinde, en iyi sonuç Protokol 2B ile elde edilmiştir.  
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Manyetik mikroboncuk üzerinde immobilize edilen heterodupleksler, önceden 

bir HRP homopolimeri ile konjuge edilmiş bir antikor ile etiketlenmiş spesifik bir 

DNA/RNA antikor karışımı immobilize edilir. Böylece duyarlılık artmış olur. 

DNA/RNA antikoru ve enzim etiket karışımının inkübasyon süresinin hedef HPV16 

DNA zincirine etkisi incelenmiştir. Spesifik olmayan cevap(B), inkübasyon süresi 

arttıkça artmıştır. Bu nedenle 30 dakika inkübasyon süresi ile immobilize edilmiş 

heterohibritlerin verimli bir şekilde etiketlenmesi yeterli olmuş ve daha sonraki 

çalışmalar için bu inkübasyon süresi seçilmiştir. 

 

 

Sonuç olarak geliştirilen HPV16 DNA nükleik asit biyosensörü için, 5 μL MB-

Strep yüzeyine 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA 30 dk immobilize edilmiştir. Hedef HPV16 

dizisi 30 dk yüzeye immobilize edilmiştir. Ardından optimize edilmiş 2 μgmL-1 anti-

DNA/RNA ve 1/1000 anti-IgG-HRP karışımı 30 dk boyunca yüzeye immobilize 

edilmiştir. Elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensörün analiz süresi yıkama ve ölçüm 

süresiyle birlikte yaklaşık 60 dk olduğunu ifade edebiliriz. 

 

 

Manyetik mikroboncuklar 1,5 mL mikrosantrifüj tüpünde hazırlanmıştır. 

Amperometrik ölçüm için manyetik mikroboncuklar fosfat tamponu ile resuspande 

edilip, manyetik teflon yatak üzerindeki SPCE yüzeyine damlatılmıştır. H2O2/HQ 

sistemi kullanılarak amperometrik ölçüm alınmıştır. 

 

 

Geliştirdiğimiz HPV16 DNA nükleik asit biyosensörün analitik performansı 

değerlendirilmiştir. Kalibrasyon aralığı 0,002-0,5 nM derişim arasında doğrusal bir 

eğri göstermiştir, TS ve TAS değerleri de 0,5 pM ve 1,7 pM olarak bulunmuştur.  

 

 

Geliştirilen nükleik asit biyosensörün stabilite çalışması yapılmıştır. Stabilite 

çalışmasında, streptavidin ile işlevselleştirilmiş manyetik mikroboncuklar yüzeyine 

biyotinlenmiş RNA probu bağlanıp, manyetik mikroboncuklar PBS ile resuspande 

edilerek buzdolabında muhafaza edilmiştir. Belli aralıklarda alınan ölçümler için aynı 

gün önce kontrol ve hedef HPV16 DNA immobilize edilip sonra antiDNA/RNA ve 

antiIgG-HRP karışım çözelti immobilize edilerek H2O2/HQ aracılığıyla amperometrik 
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ölçüm alınmıştır. Kontrol sinyalinde 30 gün boyunca bir düşüş gözlenmemiştir fakat 

hedef HPV16 DNA sinyallerin 15 gün stabil kaldığı sonrasında sinyalde bir düşüş 

olduğu gözlemlenmiştir. 

 

 

Tez kapsamında geliştirilen immunosensör ile GFAP biyobelirtecinin analizi 

yapılmıştır. Karboksil ile fonksiyonelleştirilmiş manyetik mikroboncuklar (MB-

COOH) kullanılmıştır. Karboksil manyetik mikroboncuklar, streptavidin ile 

fonksiyonelleştirilmiş manyetik mikroboncuklara (MB-Strep) göre daha dayanıklıdır. 

MB-COOH, MB-Strep manyetik mikroboncuklarda olduğu gibi her bir 

immobilizasyon basamağı arasında belli çözeltiler ile yıkama işlemi gerçekleşmiştir. 

MB-COOH manyetik mikroboncuklar daha önce yapılmış çalışmalarda belirtildiği 

gibi mikrosantrifüj tüpüne 3 μL ilave edilmiştir (Muñoz-San Martín ve ark., 2020; 

Arévalo ve ark., 2021; Valverde ve ark., 2021). Daha sonra karboksil gruplarının 

aktive edilmesi için EDC/NHS karışım çözeltisine belli bir süre maruz bırakılmıştır. 

Yüzeye CAb antikoru farklı konsantrasyonda (0; 10; 25; 50 µgmL-1) immobilizasyonu 

ile kontrol ve 7,8 ngmL-1 GFAP belirtecinin sinyali üzerindeki etkisi incelenmiştir. En 

iyi sinyal 25 μgmL-1 CAb antikoru ile elde edilmiştir. 25,0 μg mL−1'den küçük cAb 

konsantrasyonları, sınırlı CAb yüklemesi nedeniyle düşük amperometrik cevap 

vermiştir.  

 

 

Farklı sürelerde (15; 30; 60; 90 dk) CAb antikoru’nun GFAP sinyali üzerine 

etkisi incelendiğinde 15 dk immobilizasyon için yeterli olmuştur. 25 μgmL-1'den daha 

büyük CAb konsantrasyonlar ve 15 dakikadan uzun inkübasyon süresinde daha düşük 

GFAP sinyali gözlenmiştir. Bunun nedeni, daha uzun sürede ve yüksek 

konsantrasyonda immobilize edilen CAb antikoru, GFAP antijenini tanımasını 

zorlaştığı ve sterik engel gözlendiği için daha küçük S/B oranlarına neden olmuştur. 

CAb/MB-COOH yüzeyinde CAb immobilizasyonundan sonra kalan aktif grupları 

bloke etmek için etanolamin kullanılmıştır.  

 

 

Geliştirilen immunosensörün protokol çalışması yapılmıştır. 4 farklı protokolün 

kontrol ve GFAP sinyaline etkisi incelenmiştir. GFAP immunosensörü için, karboksil 
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kaplı manyetik mikroboncuk yüzeyine öncelikle CAb immobilize edilir. Devamında, 

Çizelge 3.3.’de belirtilen farklı protokol çalışmaları yapılmıştır. Birincisi (1); GFAP, 

Btn-DAb antikoru ve Strep-HRP karışımı; ikincisi(2B); ilk basamak GFAP ve Btn-

DAb antikoru karışımı, ikinci basamak Strep-HRP, üçüncüsü (2A); ilk basamak 

GFAP, ikinci basamak Btn-DAb ve Strep-HRP karışımı, dördüncüsü (3); sırasıyla 

GFAP, Btn-DAb ve Strep-HRP immobilize edilmiştir. S/B oranı değerlendirildiğinde, 

en iyi sonuç Protokol 2B ile elde edilmiştir. 

 

 

Farklı konsantrasyonlarda btn-DAb (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 μgmL-1) optimizasyon 

çalışmaları yapılmıştır. 0,25 μgmL-1 btn-DAb antikoru ile hazırlanan biyosensörün, 

S/B oranı en yüksek bulunmuştur. 0,25 μgmL-1'den yüksek btn-DAb konsantrasyonu 

ile, kontrol sinyaldeki kademeli artış S/B oranında düşüşe ve sabitlenmeye neden oldu. 

Bu davranış, daha güçlü spesifik olmayan adsorpsiyon ve sterik engellemeden 

kaynaklı olduğunu ifade edebiliriz. 

 

 

GFAP/btn-DAb karışım çözeltisi farklı sürelerde (15, 30, 45, 60, 90, 120 dk) 

immobilizasyon çalışması yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre GFAP/btn-DAb 

karışım çözeltisinin 60 dk immobilizasyon süresi yeterli olmuştur.  

 

 

Farklı seyrelme oranlarında (1/100; 1/250; 1/500; 1/1000; 1/2500) Strep-HRP 

enzim etiketinin, S/B sinyaline etkisi incelenmiştir. 1/250 seyreltme oranı ile en iyi 

sonuç elde edilmiştir. Daha sonra farklı sürelerde 1/250 Strep-HRP enzim etiketinin 

S/B oranı incelendiğinde 60 dk immobilizasyon süresi ile en iyi sonuç elde edilmiştir. 

 

 

Sonuç olarak geliştirilen GFAP immunosensörü için, 3 μL MB-COOH yüzeyi 

önce aktive edilmiştir daha sonra, 25 µgmL-1 CAb antikoru yüzeye 15 dk immobilize 

edilmiştir. Yüzey bloke edildikten sonra, GFAP/btn-DAb karışımı 60 dk yüzeye 

tutturulur. Ardından optimize edilmiş 1/250 Strep-HRP 60 dk boyunca yüzeye 

immobilize edilmiştir. Böylece sandviç immunokonjugatlarıyla bir elektrokimyasal 

immunosensör geliştirilmiştir. Elektrokimyasal GFAP immunosensörün hazırlık ve 

analiz süresi yaklaşık 2 saat olduğunu ifade edebiliriz. 
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Manyetik mikroboncuklar 1,5 mL mikrosantrifüj tüpünde hazırlanmıştır. 

Amperometrik ölçüm için manyetik mikroboncuklar fosfat tamponu ile resuspande 

edilip, manyetik teflon yatak üzerindeki SPCE yüzeyine damlatılmıştır. -0,2 V 

potansiyel uygulayarak, H2O2/HQ sistemi kullanılarak amperometrik ölçüm alınmıştır. 

 

 

Geliştirdiğimiz GFAP immunosensörün analitik performansı 

değerlendirilmiştir. Kalibrasyon eğrisi, 0,24 – 31,6 ng mL-1 GFAP arasında doğrusal 

bir eğri göstermiştir. TS ve TAS değerleri de sırasıyla, 67 pgmL-1 ve 203 pgmL-1 olarak 

bulunmuştur. Yöntemin kabul edilebilir tekrarlanabilirliği %BSS, %8,2, ile 

doğrulanmıştır. Geliştirilen GFAP biyosensörün serumdaki analizi, ticari serum 

çözeltisine dışarıdan GFAP biyobelirteci ekleyerek gerçekleşmiştir. GFAP 

konsantrasyonu 0,24-31,2 ngmL-1 arasında doğrusal bir kalibrasyon eğrisi elde 

edilmiştir. TS ve TAS sırasıyla 71 pgmL-1 ve 217 pgmL-1 olarak bulunmuştur. Fakat, 

elde ettiğimiz tayin sınırı, Alzheimer hastalığına sahip bireylerin plazmasındaki eşik 

değeri (54,1 pg mL-1) için yeterli değil iken (Cicognola ve ark., 2021), Alzheimer 

hastalarının omurilik sıvısından alınmış örneklerde, 1 ngmL-1'in üzerindeki GFAP 

konsantrasyonunun ayırt edilebildiği rapor edilmiştir. Ayrıca, travmatik beyin hasarı 

gerçekleşmiş hastaların serumunda, GFAP için eşik değeri 1,5 µg mL-1 bulunmuştur 

(Pelika ve ark., 2004). Bizim elde ettiğimiz TS’nın, bu eşik değerinden yaklaşık altı 

kat küçük olması, geliştirilen biyosensörün uygulanabilir olduğunun bir göstergesidir.  

 

 

GFAP immunosensörünün stabilitesi değerlendirmek için, belli sürelerde ölçüm 

almak için immunokonjugatları aynı gün hazırlanmıştır. CAb/MB-COOH 

immunokonjugatı, PBS ile resuspande edilip, buzdolabında ölçüm alınacağı güne 

kadar muhafaza edilmiş ve belli ölçüm aralıklarında sırasıyla GFAP/btn-DAb karışımı 

sonrasında Strep-HRP immobilize edilmesiyle kontrol ve 7,8 ngmL-1 GFAP sinyalleri 

elde edilerek S/B oranı değerlendirildiğinde 12 gün boyunca elde edilen amperometrik 

sinyaller için ölçülen S/B oranında anlamlı bir fark elde edilmemiştir. Böylece daha 

önceden hazırlanan CAb/MB-COOH immunokonjugatları, analiz günü daha kısa 

sürede cevap alınmasına olanak sağlamıştır. 
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İmmunosensörün seçicilik çalışmasında, insan vücudunda bulunan bazı 

potansiyel girişim yapabilen biyomoleküllerin, GFAP biyobelirteç sinyali üzerinde bir 

etkisi olup olmadığı incelenmiştir. hIgG ve Hb maddeleri varlığında GFAP sinyalinde 

farklılık gözlenmiştir. Bunun nedeni hIgG varlığında insan anti-hayvan antikorları ile 

reaksiyona girebilir olması; Hb varlığında GFAP sinyalindeki artışın intrinsik 

peroksidaz aktivesinden kaynaklanabilir olmasıdır (Grigorieva ve ark., 2013). Diğer 

interferans maddeleri (BSA, S100ß, HSA), varlığında GFAP sinyalinde önemli bir 

değişim gözlenmemiştir.  

 

 

Immünosensör parametreleri optimize edildikten sonra, analitik performansı 

değerlendirilmiştir. Sağlıklı bireylerden ve Alzheimer teşhisi konan hastalardan alınan 

beyin doku örneklerinde GFAP analizi yapılmıştır. GFAP tespiti için kullanılan beyin 

doku ekstraktları 6,25 ile 500 ng arasında optimize edilmiştir. En düşük beyin doku 

ekstrakt konsantrasyonu (6,25 ng), GFAP tayini için seçilmiştir. Geliştirilen 

immunosensörün kalibrasyon denkleminde elde edilen eğim (45 ± 2 nA mL ng-1) ile, 

standart ekleme yöntemiyle beyin doku ekstraktına eklenen GFAP’ın kalibrasyon 

denkleminde elde edilen eğim (50 ± 3 nA mL ng-1) arasında önemli bir fark tespit 

edilememiştir (texp = 0,903 < ttab = 4,303). Elde edilen sonuca göre belirgin bir matriks 

etkisi olmadığı sonucuna varılmıştır.  

 

 

GFAP standartlarının kalibrasyon grafiği 6,25 ng beyin doku ekstraktlarında 

ölçülen amperometrik cevapların interpolasyonu ile tayin edilmiştir. Şekil 3.27’ e 

bakıldığında kontrol grubuna ait sinyalin, Alzheimer teşhisi konan hastalardan alınan 

örneklerin sinyalinden daha küçük olduğu gözlemlenmiştir. Alzheimer teşhisi konan 

hastalardan AD Braak V numunesi için elde edilen sinyalin düşük olmasının nedeni, 

bireyler arasındaki heterojenlikten olabilir. 

 

 

 

Geliştirilen immunosensör, rutin bir analiz yöntemi olan ELISA ile 

karşılaştırması yapılmıştır. 8 farklı sağlıklı ve AD hastalığı teşhisi olan hastaların beyin 
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doku ekstraktlarından alınan örneklerin konsantrasyon değerleri Çizelge 3.5’te 

incelenmiştir. Geliştirilen immunosensör ve ELISA yöntemleriyle elde edilen 

konsantrasyon değerlerinin karşılaştırılması texp < ttab = 2,776 ile her iki metodoloji 

arasında güçlü bir korelasyon olduğunu göstermiştir. Ek olarak Şekil 3.29’da belirtilen 

GFAP ile immunosensör arasındaki korelasyon grafiğindeki eğim değeri ve kesişme 

noktası da bu korelasyonu desteklemektedir. 

 

 

Geliştirdiğimiz GFAP immunosensörü, daha önce yapılmış çalışmalar ile benzer 

doğrusal aralıklar ve TS değerleri bulunmuştur. Giriş 1.4.6.1. kısmında bahsedilen 

daha önce geliştirilmiş elektrokimyasal sensörlerin hiçbirinde beyin doku ekstraktında 

GFAP analizi yapılmamıştır. 

 

 

Bu yöntemlerin yüksek duyarlılığına rağmen, bu çalışmada bildirilen metodoloji 

GFAP'nin belirlenmesi için uygundur ve uygun bir maliyetle ve farklı numunelerde 

GFAP analizi için umut vadetmektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 
 

 

 

Tez kapsamında kanser ve nörolojik hastalıkların erken teşhisine yönelik 

immunosensör ve nükleik asit biyosensör geliştirilmesi amaçlanmıştır. Rahim ağzı 

kanserine neden olan HPV’nin en yüksek riskli HPV16 tipine ait bir elektrokimyasal 

HPV16 DNA biyosensörü geliştirilmiştir. Ek olarak, nörolojik hastalıkların tespitinde 

kullanılan GFAP biyobelirtecinin immunosensörü geliştirilmiştir. Her iki biyosensör 

çalışmasında manyetik mikroboncuklar kullanılmıştır ve hızlı, tekraredilebilir, ucuz ve 

duyarlı alternatif bir yöntem geliştirilmesi amaçlanmıştır.  

 

 

Tezin ilk kısmında elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensörü geliştirilirken 

gerekli belli parametrelerin optimizasyonu gerçekleşmiştir. Manyetik mikroboncuk 

seçimi, b-Cp-RNA prob konsantrasyonu ve immobilizasyon süresi, hedef DNA 

immobilizasyon süresi, anti-DNA/RNA antikor konsantrasyonu ve immobilizasyon 

süresi, enzim etiketinin belirlenmesi, enzim etiketinin seyrelme oranı ve 

immobilizasyon süresi, biyosensör protokolü incelenmiştir. Nükleik asit biyosensör 

çalışmasında biyotin-streptavidin etkileşiminden faydalanmak amacıyla MB-Strep 

kullanılmıştır. Hedef HPV16 DNA sentetik genomu1753 nükleotidinden 40 mer 

fragmanı kullanılmıştır ve belirtilen zincirin B-Cp-RNA probu kullanılmıştır. Enzim 

etiket seçimi, geliştirilen nükleik asittin duyarlılığı için oldukça önemlidir. IgG-HRP 

enzim etiketinin anti-DNA/RNA antikoru ile etkileşimi biyosensörün performansını 

da oldukça arttırdığını göstermiştir.  

 

 

İmmobilizasyon ortamı 950 rpm, 370C’de optimize edilen koşullar altında termal 

çalkalayıcıda gerçekleşmiştir. Her immobilizasyon aşamasından önce manyetik 

mikroboncuklar belli tamponlar ile yıkanmıştır. 

 

 

Sonuç olarak geliştirilen HPV16 DNA nükleik asit biyosensörü için, 5 μL MB-

Strep yüzeyine 0,25 µgmL-1 B-Cp-RNA 30 dk immobilize edilmiştir. Hedef HPV16 

dizisi 30 dk yüzeye immobilize edilmiştir. Ardından optimize edilmiş 2 μgmL-1 anti-
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DNA/RNA ve 1/1000 anti-IgG-HRP karışımı 30 dk boyunca yüzeye immobilize 

edilmiştir. Elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensörün analiz süresi yaklaşık 60 dk 

olduğunu ifade edebiliriz. 

 

 

Optimum koşullar altında geliştirilen elektrokimyasal HPV16 DNA 

biyosensörün, analitik performansı değerlendirilmiştir. Hedef DNA 0,002-0,5 nM 

derişim aralığında doğrusallık elde edilmiştir.  Teşhis sınırı ve tayin alt sınırı değerleri 

sırasıyla 0,5 pM ve 1,7 pM olarak bulunmuştur. 

 

 

Bu değerler, tez kapsamında geliştirilen HPV16 DNA biyosensörünün, 

literatürdeki elektrokimyasal çalışmalarda elde edilen teşhis sınırlarından daha düşük 

olup, duyarlı bir biyosensör geliştirildiği ifade edilmiştir.  Geliştirilen HPV16 DNA 

biyosensörün stabilite çalışması yapılmıştır. 15 gün boyunca sinyallerde önemli bir 

farklılık görünmez iken, 15 günün sonunda bir azalma gözlemlenmiştir. 

 

 

Tezin ikinci kısmında, elektrokimyasal GFAP immunosensörün geliştirilmesi 

için gerekli parametrelerin optimizasyonu gerçekleşmiştir. CAb konsantrasyonu ve 

immobilizasyon süresi, biyosensör protokolü, btn-DAb konsantrasyonu, Strep-HRP 

seyrelme oranı ve inkübasyon süresi, biyosensör protokolü incelenmiştir. Bu 

çalışmada MB-COOH manyetik mikroboncuklar kullanılmıştır. Karboksil grupları 

EDC/NHS ile aktive edilmesi sonucu, CAb antikorunun yüzeye daha kuvvetli 

bağlanmasına neden olmuştur. CAb antikoru immobilize edildikten sonra, yüzeyin 

bloke edilmesi için etanolamin kullanılmıştır. İmmobilizasyon ortamı, 950 rpm, 

250C’de optimize edilen koşullar altında termal çalkalayıcıda gerçekleşmiştir. Her 

immobilizasyon aşamasından önce manyetik mikroboncuklar belli tamponlar ile 

yıkanmıştır. 

 

 

Sonuç olarak geliştirilen GFAP immunosensörü için, 3 μL MB-COOH yüzeyi 

önce aktive edilmiştir daha sonra, 25 µgmL-1 CAb antikoru yüzeye 15 dk immobilize 

edilmiştir. Yüzey bloke edildikten sonra, GFAP/btn-DAb karışımı 60 dk yüzeye 

tutturulmuştur. Ardından optimize edilmiş 1/250 Strep-HRP 60 dk boyunca yüzeye 
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bağlanmıştır. Böylece sandviç immunokonjugatlarıyla bir elektrokimyasal 

immunosensör geliştirilmiştir. Elektrokimyasal GFAP immunosensörün analiz süresi 

yaklaşık 2 saat olduğunu ifade edebiliriz. 

 

 

Optimum koşullar altında geliştirilen elektrokimyasal GFAP immunosensörün, 

analitik performansı değerlendirilmiştir. GFAP biyobelirteçi, 0,24 – 31,6 ng mL-1 

derişim aralığında doğrusallık elde edilmiştir.  Teşhis sınırı ve tayin alt sınırı değerleri 

sırasıyla 67 pg mL-1 ve 203 pg mL-1 olarak bulunmuştur. Elde edilen teşhis sınırı, 

nörolojik rahatsızlığı olan hastaların plazmasındaki GFAP eşik değeri için yeterli 

değildir. Bu tip hastaların omurilik sıvısından alınacak numuneden elde edilecek 

GFAP miktarı için yeterli bir duyarlılıkta olabilir. Tez kapsamında çalıştığımız beyin 

doku ekstraktlarında GFAP analizi ile oldukça olumlu sonuçlar elde edilmiştir. 

Geliştirilen biyosensör aynı zamanda, standart ELISA yöntemiyle de karşılaştırılmıştır 

ve istatiksel verilere göre yüksek korelasyonu sahip bir biyosensör geliştirilmiştir.  

 

 

Geliştirilen GFAP immunosensör ile, HSA, BSA, S100ß biyomoleküllerinin 

varlığında GFAP sinyalinde önemli bir değişiklik gözlemlenmediği, fakat hIgG ve Hb 

varlığında GFAP sinyalinde değişiklik gözlemlenmiştir. GFAP ELISA 

spesifikasyonlarına göre rekombinant insan proteini test edildiğinde GFAP 

immünosensörlerde yer alan antikorlarla çapraz reaktivite göstermezler. 

 

 

GFAP immunosensörün stabilitesi incelendiğinde, 12 gün boyunca elde edilen 

sinyallerde anlamlı bir fark elde edilmemiştir. Böylece, daha önce hazırlanmış 

immunokonjugatları hazırlanması durumunda, analiz süresinin daha kısa olmasına 

imkan sağlamıştır. 

 

 

Geliştirilen her iki biyosensör ölçümleri, -0,2 V teşhis potansiyeli uygulanmış 

ve harici gümüş/gümüş klorür referans elektrotu kullanarak, amperometrik teknik ile 

gerçekleşmiştir. Perde baskılı karbon elektrot yüzeyine, hazırlanan manyetik 

mikroboncuk damlatılır ve manyetik yatak üzerine tutturulur ve elektrokimyasal hücre 
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içerisine daldırılır. H2O2/HQ sistemi kullanılarak, 50 mM pH 6,0 fosfat tamponu 

içerisinde ölçüm gerçekleşmiştir. 
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ÖZET 
 

 

 
Kanser ve Nörolojik Hastalıklara Yönelik Elektrokimyasal Biyosensör Sistemlerinin 

Geliştirilmesi 

 

Tez kapsamında, nükleik asit biyosensörü ve immunosensör elektrokimyasal sistemleri 

geliştirilmiştir. Rahim ağzı kanserine neden olduğu bilinen yüksek riskli HPV16 tipi DNA 

zincirinin ve nörolojik hastalıkların erken teşhisinde kullanılan GFAP biyobelirtecinin 

elektrokimyasal analizi yapılmıştır. Basit, hızlı, ucuz, hassas, kolay ve uygulanabilirlik 

bakımından varolan yöntemler ile karşılaştırmak için, HQ/H2O2 sistem kullanılarak HRP 

enzim etiketi ve manyetik mikroboncuk ile kaplanmış tek kullanımlık elektrot yüzeyinde 

amperometrik ölçüm ile her iki biyolojik platformu geliştirmek tez kapsamında amaçlanmıştır. 

  

Hedef DNA dizisine uygun yakalama ve tespit probları kullanarak sandviç 

hibridizasyon yöntemi ile HPV16 DNA tayini ve HRP ile konjuge edilmiş ticari bir ikincil 

antikor ile enzim etiketinin bağlanmasıyla bu heterohibritlerdeki 6-baz çifte sahip epitopları 

tanıyabilen amperometrik ölçüm ile RNA heterohibritlerinin analizi için biyolojik platform 

geliştirilmiştir. 

 

Optimum koşullar altında geliştirilen elektrokimyasal HPV16 DNA biyosensörün, 

analitik performansı değerlendirilmiştir. Hedef DNA 0,002-0,5 nM derişim aralığında 

doğrusallık elde edilmiştir. Teşhis sınırı ve tayin alt sınırı değerleri sırasıyla 0,5 pM ve 1,7 pM 

olarak bulunmuştur. 

 

HRP ile etiketlenmiş sandviç immünoplatformun ilk GFAP tayini için manyetik 

mikroboncuk tabanlı immunosensör geliştirilmiştir. Optimum koşullar altında geliştirilen 

elektrokimyasal GFAP immunosensörün, analitik performansı değerlendirilmiştir. GFAP 

biyobelirteci, 0,24 – 31,6 ng mL-1 derişim aralığında doğrusallık elde edilmiştir.  Teşhis sınırı 

ve tayin alt sınırı değerleri sırasıyla 67 pg mL-1 ve 203 pg mL-1 olarak bulunmuştur.  
 
Bu immünoplatform, matriks etkisi olmadan yalnızca 6,25 ng protein beyin 

ekstraktlarında sağlıklı denekler ile nörodejeneratif hastalık teşhisi konan hastalarda sadece 2 

saat içinde GFAP biyobelirteç konsantrasyonu belirlendi ve ayırt edildi aynı zamanda uzun 

süren ELISA metodolojisi ile benzer sonuçlar elde edilmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler GFAP, HPV, İmmunosensör, Nükleik asit biyosensör, Manyetik 

mikroboncuk 
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SUMMARY 
 

 

 

Development of Electrochemical Biosensor Systems for Cancer and Neurological 

Diseases 

 

During the thesis, electrochemical bioplatforms of nucleic acids and immunosensors 

were developed. Electrochemical analysis of the high-risk DNA strand of HPV16, known to 

cause cervical cancer, and of the biomarker GFAP, used in the early diagnosis of neurological 

diseases, was performed. To develop competitive tools compared to existing ones in terms of 

simplicity, speed, affordability, sensitivity and point-of-care application, the objective pursued 

in this PhD thesis, both bioplatforms are based on the implementation of the corresponding 

bioassays on the surface of magnetic microparticles, enzymatic labeling with the HRP enzyme, 

and amperometric transduction on disposable electrodes using the system HQ/H2O2. 

 

The bioplatform developed for HPV16 DNA determination involves the formation of a 

sandwich hybridization assay using RNA capture and detection probes complementary to the 

target DNA sequence to be determined and the recognition of RNA heterohybrids formed by 

a commercial antibody capable of recognizing 6-base pair epitopes in these heterohybrids, 

which is enzymatically labeled prior to amperometric transduction with an HRP-conjugated 

secondary antibody. 

 

The analytical performance of the electrochemical HPV16 DNA biosensor was 

evaluated under optimum conditions. The concentration range was obtained 0.002-0.5 nM of 

target DNA. Limit of detection and limit of quantification were found 0.5 pM and 1.7 pM, 

respectively. 

 

The immunoplatform for GFAP determination, the first one developed so far based on 

magnetic microbeads, comprises a sandwich immunoassay and enzymatic labeling with HRP. 

In the optimal experimental conditions, also exhaustively evaluated, this immunoplatform 

offered a limit of detection of 67 pgmL-1 for the amperometric detection of standards and 

selectivity compatible with clinical applicability to assist in minimally invasive 

neurodegenerative diagnosis and prognosis. This immunoplatform demonstrated the ability to 

differentiate between healthy subjects and patients diagnosed with neurodegenerative diseases 

in only 2 h by determining the concentration of the target biomarker in protein brain extracts 

without matrix effect and using only 6.25 ng of sample per determination, providing accurate 

results in line with those obtained by the long-established ELISA methodology. 

 

Keywords: GFAP, HPV, immunosensor, magnetic microbeads, nucleic acid biosensor 
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