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Bu tez çalışması kapsamında, nadir toprak elementlerinin yüksek enerji dönüşümü (up-

conversion) özelliğini ve antikor etkileşim süreçlerinin hassas seçim kabiliyetini 

kullanarak silika nanoyapıları ile vücut sıvısından telomeraz tespitini yapabilecek bir 

tanımlayıcı florofor probun geliştirilmesi amaçlanmıştır. Telomeraz enzimi, sınırsız 

bölünme yeteneğine sahip hücrelerde (kanser hücreleri) ekspresyonu oldukça yüksek 

olarak literatürde rapor edilmiş bir enzimdir. Buradan hareketle, telomeraz enziminin 

sekrasyon miktarını saptayacak bir biyosensör, genel kanser taraması ve kanserin erken 

teşhisi için bir umut olabilir. 

Günümüzde yaygın ve ölümcül bir hastalık olan kanserin erken dönemde teşhis edilmesi 

durumunda tedavisinin mümkün olduğu bir hastalıktır. Telomeraz miktarı ve 

aktivitesindeki anomaliler bu bağlamda bilim insanlarına ön bilgi vermektedir. Bu 

gerekçeyle, yeni nesil problar ile vücut sıvısından telomeraz varlığını araştırabilecek bir 

florofor prob geliştirmek hedeflenmiştir. Bu tez çalışması kapsamında, silika 

nanopartiküller taşıyıcı ana gövde olarak seçilmiştir. Literatürde Stöber yöntemi olarak 

bilinen yöntem ile sentezlenmiş ve bunlara yardımcı bağlayıcı gruplar (NH, OH vb.) ile 

modifiye edilmiştir. Modifiye edilen silika nanopartiküller ön deneme olarak, 
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organizmada fizyolojik ve biyolojik açıdan önemli bir yer teşkil eden demir ile alakalı 

olan ‘’transferrin’’ antikoru ile yapılmıştır. Transferrin antikoru başarılı bir şekilde temel 

silika nanopartiküllere bağlanmış ve antijen yakalama ve tespit etme kabiliyeti ve 

kapasitesi analizler ile ölçülerek rapor edilmiştir. Kanserin erken teşhisi için, benzersiz 

emisyon özellikleri olan yüksek enerji dönüşümlü lantanit katkılı silika (silika@lantanit) 

probların denemesinden önce yapılan bu ön deneylerde transferrin antijenin vücut 

sıvısındaki miktarını ölçmeye yarayan bir biyosensör olmuştur. Ön denemelerin başarılı 

bir şekilde sonuçlanmasından sonra, ölçülecek proteinden alınan sinyal farklarının daha 

yüksek ve daha keskin alınmasını sağlamak amacı ile sentezlenen silika nanopartiküllerin 

çekirdeğine evropiyum lantanit iyonu yerleştirilmiş ve alınan sinyalin daha yüksek ve 

kalıcı olması için de anten görevi görecek bir organik malzeme ile bu yapı desteklenerek 

bir florofor prob haline getirilmiştir. Daha sonra bu malzemeye, Si@Eu (Eu katkılı silika), 

‘’telomeraz’’ antikoru bağlanarak dekore edilmiş ve bir immüno prob halini almıştır. 

Hem florofor hem de immün etkileşimi olan bu nano sensör ‘’ immünoprob’’ olarak 

adlandırılmıştır. Telomeraz antijenini yakalamaya hazır hale getirilmiş olan bu problar ile 

deneyler yapılmıştır. Ticari antijen ve gerçek kanser hücrelerinden ekstrakt edilmiş 

antijenler ile etkileşime sokularak ortam absorpsiyon sinyalleri değerlendirilmiştir. Bu 

analizlerde yüzey karakterizasyonu, modifikasyonun her aşamsında yüzey potansiyeli ve 

elektron mikroskobu incelemeleri, FT-IR, elektroforez, UV spektrometri ve 

spektroflorometri analizleri yapılmış ve sonuçlar, başarılı bir şekilde rapor edilmiştir. Bu 

çalışma neticesinde elde edilen net veriler şunlar olmuştur; 

1) Silika nanoyapılar ön denemelerde bir prob haline getirilmiş ve toplam demir 

bağlama kapasitesi  (TIBC) analizi yapabilecek medikal bir sensör geliştirilmiştir.  

2) Silika nanoyapılar florofor problara dönüştürülerek, yüksek enerji dönüşümlü 

(YED) prob halini almış ve ticari antijen ile gerçek antijeni kayda değer oranlarda 

yakalamayı başarmıştır. 

3) Elektroforez analizlerinde, yüksek enerji dönüşümlü (YED) nanoprobların, ticari 

boya olan Cy2@Green ile yarışması sonucunda elde edilen bant görüntüleri, 

dissosiyasyon davranışları ve keskinliklerden de biyo-sensör olmasının yanısıra 

iyi bir belirteç olduğu da görülmüştür. 

 Özetle, silika nanoyapıların uygun ve işlenebilir yapıları sayesinde; lantanitlerin enerji 

dönüşümlerinin kararlılığı ve antikor-antijen etkileşimlerinin yüksek seçiciliği sayesinde 
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hem ticari kararlılığı yüksek bir biyo belirteç sentezlenmiş hem de tezin ana çalışması 

olan kanserin erken teşhisine olanak veren, telomeraz miktarının tayinini saptayacak bir 

biyosensör başarılı bir şekilde üretilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Biyosensör, Telomeraz Analizi, Yüksek Enerji Dönüşümlü 

Nanopartiküller, Silika Nanopartikül. 
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Within the scope of this thesis study, it is aimed to develop a descriptive fluorophore-

probe that can detect telomerase from body fluid with silica nanoparticles by using the 

high energy up-conversion feature of rare earth elements and the sensitive selection 

ability of antibody interaction processes. Telomerase is an enzyme that has been reported 

in the literature to be highly activated in cells with immortal ability (cancer cells). Based 

on this, a biosensor that will detect the secretion amount of telomerase may be a hope in 

treatment for general cancer screening and its early diagnosis. 

Cancer, which is a very common and mortal disease today, is a disease that can be treated 

if diagnosed at an early stage. Anomalies in the amount and activity of telomerase provide 

preliminary information to scientists in this context. For this reason, it is aimed to develop 

a fluorophore probe that can detect the presence of telomerase in body fluid with new 

generation probes. In this study, silica nanoparticles were chosen as the main body. Silica 

nanoparticles were synthesized by the method known as the Stöber method in the 

literature, and auxiliary linking groups (NH, OH, etc.) were attached to them through 

modification treatments. As a preliminary test, the modified silica nanoparticles were 

made with the "transferrin" antibody, which is related to iron, which has a physiologically 
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and biologically important place in the organism. The transferrin antibody was 

successfully bound to basic silica nanoparticles, and its antigen capture and detection 

ability and capacity were measured and reported by assays. These preliminary 

experiments, conducted before the trial of high energy conversion ‘’silica@lanthanide’’ 

UCNPs probes with unique emission properties for the early diagnosis of cancer, also 

became a biosensor to measure the amount of transferrin antigen in body fluid. After the 

successful completion of the preliminary tests, the europium lanthanide element was 

placed in the core of the synthesized silica particles in order to ensure higher and sharper 

signal differences received from the protein to be measured, and this structure was 

supported with an organic material that will serve as an antenna to make the signal 

received higher and more permanent. Then, Si@Eu (Eu doped silica NPs) particles were 

modified and decorated with "telomerase" antibody. Experiments were carried out with 

these fluorophore nanoprobes, which were prepared to capture telomerase antigen. 

Ambient absorption signals were evaluated by interacting with commercial antigen and 

antigens extracted from real cancer cells. In these analyses, surface characterization, 

surface potential and electron microscope examinations at every stage of modification, 

FT-IR, electrophoresis, UV spectrometry and spectrofluorometry analyzes were 

performed and the results were successfully reported. The logical data obtained as a result 

of this study were as follows; 

1) Silica nanoparticles have been turned into a probe in preliminary trials and have shown 

promise as a medical sensor that will allow total iron binding capacity (TIBC) analysis. 

2) Silica nanparticles were converted into fluorophore probes and became up-conversion 

(UCNPs) probes, which managed to capture commercial antigen and real antigen at 

significant rates. 

3) In electrophoresis analyses, it was seen that the band images, dissociation behaviors 

and sharpness obtained as a result of the competition of UCNPs nanoprobes with the 

commercial dye Cy2@Green were not only biosensors, but also a good marker. 

In summary, a stable immunoprobe was developed thanks to the useful and processable 

structures of silica nanoparticles, the emission stability of lanthanides and the high 

selectivity of antibody-antigen interactions. . A sensor platform to be used in the early 

diagnosis of cancer, which is the main subject of the thesis, has been successfully 

produced. 
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1. GİRİŞ 

Günümüzde çok yaygın ve ölümcül bir hastalık olan kanser, erken dönemde teşhis 

edildiğinde tedavisi mümkün olan bir hastalıktır. Son on yıllarda kanser tanı ve tedavisi 

üzerine oldukça fazla eğilmiş olan biyoteknoloji bilimi bu alanda her geçen gün literatüre 

yeni çalışmalar kazandırmaktadır. Kanser tanı ve tedavisi ile ilgili literatürde sayısızca 

çalışma yapılmış ve erken teşhisin önemi bu çalışmalarda da vurgulanmıştır. Kanser 

teşhisi açısından yapılan çalışmalarda dikkat çeken bir durum ise telomeraz aktivitesinin 

metabolizmadaki rolü olmuştur. Telomeraz miktarı ve aktivitesindeki anomaliler bu 

bağlamda bilim insanlarına ön bilgi vermektedir. Bu gerekçe ile yeni nesil problar ile 

vücut sıvısından telomeraz aktivitesini araştırabilecek bir prob geliştirmek 

hedeflenmiştir.  

Literatürde kanserin erken teşhis edilmesini amaçlayan ve bundan dolayı da onun 

varlığını telkin eden moleküllerin tespiti için birçok çalışma mevcuttur. Bu çalışmaları 

incelediğimizde, daha güvenilir, pratik, girişimsel olmayan ölçüm yöntemleri olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Ancak, bu çalışmalarda kullanılan problar oldukça kararsız veya 

organizma açısından hasar verici veya kararsız ortamlar oluşturmaktadırlar. Bu sebeple, 

sayılan birtakım dezavantajları barındırmayan, vücut sıvısından telomeraz tayini 

yapabilecek probların sentezi ve geliştirilmesi hedeflenmektedir. Bu tez çalışması 

kapsamında, nadir toprak elementlerinin yüksek enerji dönüşümü (up-conversion) 

özelliğini ve antikor-antijen etkileşim proseslerinin hassas seçim kabiliyetini kullanarak 

silika nanoyapıları ile vücut sıvısından bazı proteinlerin tespitini yapabilecek bir 

tanımlayıcı probun geliştirilmesi amaçlanmıştır. Sentezi planlanan bu probların üretim 

süreçleri optimize edildikten sonra, antibadi etkileşimleri ile süreç ilerlemiştir. Probların 

en belirgin özelliklieri ise ‘’ florofor özellikli olmalarıdır’’. Bu özelliklerini ise lantanitler 

sayesinde kazanmıştır. 

Bu probların güncel florofor problardan üstünlüğünü ise iki ana başlık altında 

değerlendirebiliriz:  

a) Yüksek enerji dönüşümü (up-conversion) özelliğine sahip olan nanoyapılar, güncel 

floroforlar ile kıyaslandığında, toksik değillerdir. Yanıp-sönme işlemi yapmazlar, ışıktan 

etkilenip aktivitelerini kaybetmezler, derişim ve cinsine göre spektrum aralıkları 

ayarlanabilen keskin renk aralıkları olan malzemelerdir [1]. 
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b) Antikor-antijen etkileşimleri sayesinde, sadece ilgili moleküle afinitesi olan malzeme, 

tıpkı enzim-substrat ilişkisi gibi, çözelti içinde tanıma özelliğine sahip olacağından, 

ölçümdeki hata payı güncel ölçüm yöntemlerine oranla oldukça düşük olacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Biyosensörler 

Biyosensörler 1962'de Lel ve Clark [2] tarafından ilk oksijen biyosensörünün 

geliştirilmesi ile tanımlandı.  O zamandan bu zamana, tıp, biyoteknoloji, ve biyoterörizme 

karşı savunmada, ayrıca yiyecekler, içecekler ve çevresel-tarımsal uygulamalar gibi [3] 

çeşitli alanlarda araştırmacılar tarafından büyük ilgi görmüştür. Hem doku mühendisliği 

hem de rejeneratif tıp ve biyomedikal mühendisliği hızla büyüyen alanlardır ve hastalıklı 

hasarlı doku ve organlar ya da hastaların kayıp fonksiyonlarını eski haline getirmek için 

tasarlanmış doku yapılarının geliştirilmesi için muazzam bir potansiyel sunmaktadırlar. 

Son zamanlarda, biyosensörler doku mühendisliği ve rejeneratif tıp uygulamaları için 

muazzam bir potansiyel göstermiştir. [4, 5]. 

Biyosensörler, fiziksel ve kimyasal algılama tekniklerinin birleşimi ile ortaya çıkan, hedef 

biyolojik molekül veya bileşenler ile seçici bir şekilde etkileşime giren ve bu etkileşim 

sonunda ortaya çıkan sinyalleri vb. gibi değişkenliklerin bir algılayıcı sistem tarafından 

işlenip, sonucun matematiksel bir ifadeye çevrilmesini sağlayan yapılardır [6]. Ayrıca, 

"International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC) tarafından, 20 yıldan daha 

fazla süre önce "hedef molekülde bulunan bir bileşiğe karşı verilen kimyasal ve biyolojik 

yanıtı, elektriksel sinyallere dönüştürerek anlamlı sonuçlar veren cihazlar" olarak 

tanımlanmıştır [7]. Biyosensörler, organizmada bulunan biyolojik reseptörler ile aynı 

prensiple çalışmaları için dizayn edilen ve birden fazla çeşidi bulunan teknolojik 

malzemelerdir. Biyoreseptörler, hedef molekülü biyokimyasal tanıma yeteneğine sahip, 

bu özelliği ile uyumlu merkezler içeren canlı ve biyolojik yapılardır. Biyosensör 

çalışmalarında, enzimler, antikorlar, aptamerler, moleküler baskılanmış yapılar, 

aminoasit ligandlar ve farklı nanoyapılar (kuantum noktalar, dendrimerler, lipozomlar 

vb.) kullanılan reseptörlere örnek verilebilir. Temelde bir takım modifikasyonlar ile biyo-

aktifleştirilmiş bir dedektörü oluşturan bileşenler, gelen sinyali değerlendirmeye 

yönlendirecek bir sinyal alıcı, bu sinyali anlamlı matematiksel ifadelere dönüştürebilecek 

bir sinyal işleyici ve matematiksel ifadeyi veri haline getirecek bir okuyucudur [8]. 

Dedektör veya sesnör genel olarak analizi yapılacak analit ile seçici bir şekilde etkileşime 

girecek biyoaktif bir bölgeyi yapısında barındırır veya onunla donanımlaştırılmış bir alet 

gibidir. Elektronik diğer bileşenler ise, bu etkileşim sonucu ortaya çıkan biyokimyasal 

süreçlerdeki değişimi, anlamlı sinyallere dönüştüren ve ileten yapılardır [9]. Elektronik 
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bölüm ise iletilen sinyali, çoğaltıcıler, sinyal işlemcisi, kayıt edici ve görüntüleme 

sistemlerinden geçirerek sonucun okunabilir bir şekle girmesine öncülük ederler. 

. 

2.1.1. Biyosensörlerin Tanımı ve Türleri 

Bir biyosensör, "analiz için öneme sahip bir molekülün, nicel veya nitel olarak 

belirlenmesini sağlayan, biyolojik bir malzemeyi fiziko-kimyasal bir materyalle 

birleştirerek anlamlı bir sonuç veren analitik cihaz" olarak tanımlanabilir. Tipik olarak üç 

temel bileşenden oluşur’’ analit ile etkileşime girecek dedektör veya sensör, dönüştürücü 

ve okuyucudur. Biyosensörler, fizikokimyasal dönüştürücü moduna veya biyotanıma 

elemanının türüne göre sınıflandırılabilir [10].  

Örneğin, elektrokimyasal ve amperometrik biyosensörler, analitin ortam koşullarındaki 

elektroaktifliğinden doğan veya reaktantların yükseltgenmesi veya indirgenmesi 

esnasında üretilen elektrik hareketinden oluşan akımı ölçer. Potansiyometrik 

biyosensörler ise referans bir elektrodun potansiyeline dayanarak, ortamdaki potansiyel 

değişim prensibine göre analiz yapan biyosensörlerdir. Kondüktometrik biyosensörler, 

biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle ortamda meydana gelen elektriksel iletkenlikteki 

değişiklikleri ölçer. Elektrokimyasal biyosensörler, hassas tespit sınırları, yüksek özgül 

değer aralıkları, ergonomik ve basit yapıları sayesinde, üzerinde en çok çalışılan 

biyosensörlerdir. Çağımızda ciddi bir şekilde ilerleme kaydeden elektronik alanının son 

gelişmeleri sayesinde, laboratuvarlarda gerçek zamanlı in vivo izleme için çip üstü 

cihazlar veya yerinde izleme için el tipi cihazlar olarak tasarlanabilmektedirler. Optik 

biyosensörler, biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda emilen veya yayılan ışığın 

ölçümüne dayanmaktadır. Optik biyosensörler absorpsiyon, floresans, lüminesans ve 

yüzey plazmon rezonansı (SPR) gibi çeşitli optik tekniklere dayanmaktadır. [11]. Bunlar 

arasında kolorimetrik biyosensörler, tespit kolaylığı nedeniyle kapsamlı bir şekilde 

üzerinde çalışılan sensör tiplerindendir. 

Termal biyosensörler, biyokimyasal reaksiyonalar esnasında açığa çıkan ısı ve sıcaklık 

verilerindeki dalgalanmalardan yararlanarak termal değişikliklerin ölçülmesini sağlarlar. 

Biyokimyasal reaksiyonların çoğu serbest Gibbs enerjisinin sebep olduğu entalpi 

değişikliklerini içerir ve ortam sıcaklığındaki değişiklikler hassas ısı almaçları 

kullanılarak ölçülebilir. Piezoelektrik biyosensörler ise biyomoleküler aktivitelerin sebep 

olduğu etkileşimler sonrasında kütledeki değişiklikleri ölçer. Bunun için titreşim 
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frekansları oldukça hassas olan piezoelektrik kristallerin frekans değişikliklerindeki 

farklar kullanılır. Bunların dışında biyo-tanıma biriminin türüne bağlı olarak, 

biyosensörler, nükleik asit bazlı, aptamer bazlı, antikor bazlı, hücre bazlı ve enzim bazlı 

biyosensörler olarak sınıflandırılabilir [7]. 

 

 

Şekil 2.1. Klasik bir biyosensörün en temel bileşenleri [10]. 

2.1.2. Biyoreseptörler ve Biyoalgılama Bileşenleri 

Bir biyosensör bileşeni katalitik tip ve afinite tipi olarak sınıflandırılabilir. Katalitik tip 

sensörler, organelleri, hücreleri veya dokuları, mikroorganizmaları ve enzimleri içerirken, 

afinite tipi sensörler ise, enzimleri, protein uyumlarını, antikorları, reseptörleri ve nükleik 

asitleri içerir. Bu türlerin en önemlilerinden bir kaçtanesi aşağıda tartışılmıştır. 

2.1.2.1. Enzimler 

Biyosensörlerin, biyoreseptör bileşenleri olarak kullanılan enzimler genellikle spesifik 

moleküllerle seçici olarak reaksiyona girer. Bu rekasiyon sonunda örneğin çözünmüş 

oksijeni tüketebilen ve kolayca tespit edilebilen proteinlerdir. Bunlardan en yaygın olan 

molekül ise peroksit bileşiğidir. Ortamda peroksidaz enzimi var ise peroksitli bileşiği 

parçalar ve açığa çıkan moleküllerin tespiti kalitatif ve kantitatif olarak bu enzim içerikli 

biyosensör sayesinde yapılmış olur. Enzim temelli biyodedeksiyonun diğer 

mekanizmaları ise enzimlerin ortam moleküllerinin aktivasyon enerjisini düşürerek 

reaksiyonların hızlanması veya başlatılmasını veya inhibisyonunun saptanmasını ve 

enzim özelliklerinin analitlerle değiştirilmesini içerir. Enzim molekülleri, jellerde 

hapsedilerek, kovalent bağlanmayla, yüzeylere fiziksel adsorpsiyonla veya mevcut diğer 

tekniklerle dönüştürücü yüzeyleri üzerinde doğrudan hareketsiz hale getirilebilir [12, 13]. 

Enzim temelli dedeksiyonun avantajları arasında, yüksek saflıkta enzimlerin ticari olarak 

bulunabilirliklerinin kolay olması ve enzimlerin bağlanma kapasitelerinin yüksek 
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özgüllüğü, çeşitli analitik teknikler ile uyumlu olmaları ve çok çeşitli analitleri tespit etme 

yetenekleri yer alır. Enzimin etki mekanizması katalizör olup, reaksiyon tamamlandıktan 

sonra bile enzimin kendisi değişmez, dolayısıyla sürekli olarak kullanılabilir. Enzim bazlı 

sensörlerin dezavantajı, enzimin kararlılığının sınırlı olması ve enzim aktivitesinin pH, 

iyonik kuvvet, kimyasal inhibisyon ve sıcaklık gibi çeşitli faktörlere bağlı olmasıdır. 

2.1.2.2. Mikroplar 

Biyosensör üretiminde mikroorganizmaların biyosensör bileşeni olarak kullanılması 

birçok avantaj sunmaktadır. Mikroplar, yapıları gereği her ortam koşulunda 

bulunabilirler, adaptasyon konusunda büyük bir yeteneğe sahiptirler ve zamanla yeni 

molekülleri metabolize etme yeteneğini geliştirerek bulundukları ekosisteme direnç 

kazanırlar. Mikrobiyal yapılar, antikorlardan, ve enzimlerden daha ucuzdur. Kararlılığı 

korurken birden fazla karmaşık reaksiyon gerçekleştirilebilir. Tüm hücreler canlı veya 

cansız formda kullanılabilir. Bu yapıların, organik bileşikleri anaerobik veya aerobik 

olarak metabolize etmeleri sonucunda ortamda, amonyak, karbondioksit ve karboksilik 

asitler gibi çeşitli son ürünler oluşur. Bunların çeşitli dönüştürücüler kullanılarak 

izlenebilmesi nedeniyle; bu yapılar, biyosensörlerin üretiminde önem kazanmaktadır. 

Mikrobiyal biyosensörler, toprak, hava, su ve dolayısıyla tarım ve gıdada biyolojik 

oksijen gereksinimine zarar veren bakteri ve pestisitlerin tespiti için çevresel alanlarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır [14-16]. 

2.1.2.3. Organeller 

Hücre içindeki bölmelere organel denir. Her organelin (lizozomlar, kloroplastlar, 

mitokondri vb.) ayrı bir işlevi vardır. Mitokondri, hücre içindeki kalsiyumun 

metabolizması alanındaki fonksiyonlardan ve kalsiyuma bağlı işlevsel yolakların 

düzenlenmesinden sorumludur. Yapılan çalışmalarda, yüksek konsantrasyonlarda 

kalsiyumun varlığının, mitokondriyi kalsiyum kanallarını açması için uyardığını 

göstermiştir. Biyolojik süreçlerden esinlenerek, ortamdaki kalsiyum konsantrasyonlarını 

ölçmek için bu yöntem kullanılabilir. Su kirliliğini tespit etmek için mitokondrinin 

kullanılması ise organellerin biyosensör alanlarındaki bir başka uygulamasıdır [17]. 

2.1.2.4. Hücreler ve Dokular 

Hücreler sahip oldukları yüksek hassasiyetleri nedeni ile çevrelerine karşı oldukça 

duyarlıdırlar. Bu etkileşimleri sayesinde biyolojik reseptörler olarak kullanılır. Yüzeylere 

yapışma hücrelerin önemli bir özelliğidir ve hücrelerin kolayca hareketsiz hale 
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getirilmesini sağlar. Bunlar genellikle stres koşulları, toksisite, organik türevler gibi ortak 

parametreleri kaydetmek veya ilaçların terapötik etkilerini izlemek ve iyon dönüştürücü 

ve seçici reaksiyonların süreçlerinde de belirteç olarak kullanılır [18, 19]. Dokular büyük 

miktarda enzim içerdiğinden biyosensörlerde de kullanılırlar. Hareketsiz hale 

getirilmeleri daha kolaydır ve hücre ve organellere göre daha yüksek aktivite ve kararlılık 

sergilerler. Önemli avantajlar arasında düşük maliyet ve uygulama için gerekli 

kofaktörlerin varlığı yer alır [20]. 

Dezavantajları arasında, reaksiyonu karmaşık hale getirebilen, belirsiz ve daha az 

güvenilir verilere sebep olan istenmeyen enzimlerin varlığı yer almaktadır.  

2.1.2.5. Antikor Temelli Biyosensörler: İmmünosensörler 

Antikorlar, reseptör olarak uzun süredir biyosensörler dahil olmak üzere farklı analitik 

sistemlerin geliştirilmesinde ilgi uyandırmıştır. Antikorların hedef moleküllerine yüksek 

afiniteleri sayesinde, antikor ve antijen bağlanmalarının bağlanma sabitleri oldukça 

yüksektir. Bu sebeple anikor ve antijen etkileşimlerinin hassasiyeti, insan örneklerinde 

tespit amaçlı pratik yöntemler olarak kullanılır [21].  Antikorlar, glikoprotein yapıdadırlar 

ve üstün seçicilik özelliğine sahiptirler. Organizmada bulunan antijenik yapıların 

tanımlanması sürecinde, B lenfositler tarafından üretilirler. Y şeklindedirler ve iki adet 

tanımlama bölgeleri bulunur. Antikor temelli biyosensörler, immünobiyosensörler olarak 

da isimlendirilirler. Antikorlar genellikle amin, karboksil, aldehit veya sülfo gruplarının 

koordinasyonu ile modifiye edilirler. İmmünosensörler, çevresel numunede patojenik 

olmayan mikroorganizmalarla çapraz reaksiyona girmeden çeşitli antijenleri belirlerler. 

Ayrıca, immünosensörler uygun bir antikorun geliştirilmesi ve daha sonra bir test formatı 

ile basitleştirilebilir [6, 22, 23]. 

2.1.2.6. Nükleik Asitler 

Oligonükleotidler, sinyal dönüştürücüler kullanılarak nükleik asit biyosensörlerine dahil 

edilir. Oligonükleotid probları, DNA/RNA parçalarını tespit etmek için transdüser 

üzerinde fiksasyonu yapılır. Tespit süreci, DNA'nın tamamlayıcı nükleotid baz çifti 

koduna dayanmaktadır: adenin (A): timin (T) ve sitozin (C): guanin (G). Sensör içindeki 

hibridizasyon probları, hedef diziyle baz çiftleri oluşturur ve bir sinyali üretir [24]. 
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2.1.3. Biyodönüştürücü Bileşenleri 

2.1.3.1. Elektrokimyasal Biyosensörler 

Elektrokimyasal biyosensörler esas olarak hibritleşmiş DNA'yı, glikoz konsantrasyonunu 

vb. tespit etmek için kullanılır. Elektrokimyasal biyosensörler elektriksel parametrelerin 

ölçümüne göre (i) kondüktimetrik, (ii) amperometrik ve (iii) potansiyometrik olarak 

sınıflandırılabilir. Elektrokimyasal biyosensörler genel olarak üç elektrot içerir: bir adet 

referans elektrotu, bir adet çalışma elektrotu ve bir adet de karşı elektrot. Hedef 

moleküller için reaksiyonlar, çalışma elektrot yüzeyinde meydana gelir. Bu reaksiyon, 

elektron transferine neden olur veya ortam potansiyeline katkıda bulunabilir. Bu tür 

biyosensörler iletken bir polimerle kaplanmış yalıtkan bir substrat üzerine bir elektrot 

modelinin serigrafi yöntemi ile baskılanması ve proteinler ile modifiye edilmesi sonunda 

oluşturulur. Biyosensör bileşenleri oldukça seçici olduğundan ve sinyal iletken polimer 

tabakasındaki elektrokimyasal ve fiziksel değişikliklerle üretildiğinden, tüm 

biyosensörler tipik olarak minimum numune hazırlama gerektirir. 

2.1.3.2. Optik Biyosensörler 

Optik biyosensörler prensipte ışığın kırınımının yarattığı değişikliklerin veya ışık 

yolundaki sapmaların ölçümüne dayanır. Bu sensörler, dönüştürücü yüzeylerde 

hareketsiz hale getirilmiş reseptörlerin aktivitelerinin sonucunda oluşan kimyasal 

bağlanma veya ayrışma vb. etkileşimlerin sonucu olarak ışığın davranışının değişimini 

analiz ederler. Işığın özelliklerindeki değişikliklere sebep olan parametreler ise, kütle, 

konsantrasyon ve molekül sayılarıdır. Bu sebeple, bu parametrelerdeki değişiklik ışığın 

özelliğini etkilediği anda aradaki fark anlamlı bir algoritma ile tayinine olanak sağlar. 

Aynı prensiple çalışan en yaygın yöntem yüzey plazmon rezonansı (SPR) ve 

elipsometridir. Araştırmacılar bakteriyel patojenleri optik olarak tespit etmek için bu 

yöntemleri sıklıkla kullanmaktadırlar [25, 26]. 

2.1.3.3. Diğer Biyosensörler: Akustik, Termometrik, Manyetik ve Piezoelektrik 

Biyosensörler. 

Biyosensörlerde kullanılan akustik transdüserler, toplu veya yüzeyel akustik dalgalarına 

dayanmaktadır. Elektriksel iletkenlik, kütle yoğunluğu, elastikiyet, viskoelastisite ve 

elektriksel iletkenlik gibi fizikokimyasal özelliklerdeki değişikliklerin tespit edilmesiyle 

elde edilir [27]. Kalorimetrik dönüştürücüler ise biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle 

ölçüm bölgesindeki sıcaklık değişikliklerine dayanır [28]. Sıcaklık ölçümünün, manyetik 
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ve piezoelektrik dönüştürücülerin şimdiye kadar doku mühendisliği uygulamaları 

üzerinde pratik bir etkisi olmamıştır [29]. 

2.1.4. Biyosensörlerin Doku Mühendisliğindeki Uygulamaları 

Biyosensörler, doku mühendisliği uygulamalarında, özellikle üç boyutlu hücre 

kültürlerinin sürdürülmesinde ve glikoz, adenosinler ve hidrojen peroksit seviyeleri gibi 

hücre ve dokuların kaderini belirleyen biyomolekül konsantrasyonlarının önemli roller 

oynadığı "organ-on-a-chip" modellerinin geliştirilmesinde çok büyük öneme sahip 

olabilir [30]. Canlı hücrelerin, oksijen tüketimindeki değişiklikler, ortamın pH 

dengesindeki dalgalanmalar, membran yüzey potansiyelleri, iyon değişim 

konsantrasyonları, ortama proteinlerin salımı ve birden fazla metabolik bileşiklerin 

oluşturduğu çeşitli fiziksel ve kimyasal sinyalleri ilettiği iyi bilinmektedir [31]. Bu 

analitlerin izlenmesi, hücresel aktiviteler hakkında gerçek zamanlı olarak fikir verebilir. 

2.1.4.1. Küçük Moleküllerin Tespiti 

Klinik uygulamalarda, kan şekeri konsantrasyonunun biyosensör tabanlı izlenmesi, 

yüksek seviyelerde glise edilmiş hemoglobin (HbA1c) içeren diyabetin doğru bir şekilde 

belirlenmesi için önemli bir teşhis yöntemi haline gelmiştir.   Bunun yanında, doku 

mühendisliği uygulamalarında, kültür ortamındaki glikozun gerçek zamanlı izlenmesi 

ise, hücresel metabolik aktivitenin bir göstergesi olarak değerlendirilip araştırmalarda 

kullanılır [29, 32]. Kan şekeri seviyelerinin izlenmesine yönelik birçok farklı biyosensör 

yaklaşım vardır. Bu yöntem, kandan ve interstisyel sıvıdan glikoz oksidaz veya glikoz 

dehidrojenazı tespit etmek için sıklıkla kullanılan elektrokimyasal biyosensörleri kullanır 

[33]. Glikoz tespiti için, aktif olmayan apoenzimler, birtakım reseptörler ve bağlayıcı 

proteinler kullanılarak üretilen optik biyosensörler birçok çalışmada rapor edilmiştir. Bu, 

tersine çevrilebilir, implante edilebilir veya hat içi sensör sistemlerinin geliştirilmesine 

yönelik alternatif stratejileri ve yaklaşımları içerir [34]. Araştırmalar girişimsel olmayan 

bir şekilde, glikoz içeriğini ölçmek için bazı tekniklerin revizyonuna veya yeni teknikler  

keşfetmeye odaklanmıştır. Son yıllarda teknolojideki bazı ümit verici gelişmelere 

rağmen, halen klinik pratikte kullanımda olup da girişimsel olmayan araç yoktur [35]. 

Bunların aksine, dağınık yansıma spektroskopisi [36], termal emisyon spektroskopisi 

[37], polarimetri [38], absorpsiyon/geçirgenlik spektroskopisi [37], fotoakustik 

spektroskopi [39] ve yakın kızılötesi spektroskopi (NIRS) [40], kan şekeri düzeylerinin 

güvenilir değerlerle ölçülmesinde umut verici başarılar göstermiştir. 
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Hernekadar bu yöntemler başarılı olsa da, zayıf glikoz absorpsiyon bantları 

(kombinasyon bantları), yanıt verilebilirlikteki kısıtlamalar ve sistemin diğer 

bileşenlerinden gelen çeşitli istenmeyen bantların varlığı nedeniyle oldukça yavaştır. Öte 

yandan, orta kızılötesi (MIR) bölge, belirgin bir glikoz emilim bandı içermesine ve insan 

kanında izole bant vermeesine rağmen, sudan kaynaklı absorpsyion ve arka plan 

dalgalanmaları nedeniyle verim düşük olmaktadır [41]. Fotoakustik [39] ve termal 

radyasyon yöntemlerinde de  [42] su varlığı girişimde bulunmaktadır ve sonuçları 

etklemektedir. Son zamanlarda, MIR aralığında sürekli veya aralıklı glikoz izleme için 

girişimsel olmayan ve temassız bir teknik olan dalga boyu modülasyonlu diferansiyel 

lazer fototermal radyometri (WM-DPTR) geliştirilmiştir. Bu, in vitro olarak insan 

derisindeki serum glikoz seviyelerini ölçmek için uygulanabilir [43, 44]. Nanobiyosensör 

teknolojilerinin glikoz konsantrasyonlarının izlenmesindeki uygulamalar öncelikle, 

diyabetik hastalarda kan glikoz seviyesinin ölçülmesine yönelik dizayn edilmektedir [45]. 

Hücreler tarafından glikoz tüketimi hücresel metabolizmanın en iyi göstergesi 

olduğundan, bu teknikler benzer şekilde tasarlanmış doku yapılarının üretimi, çoğalması 

ve büyümesi sırasında hücresel metabolizmayı gerçek zamanlı olarak izlemek için 

kullanılabilir [46]. 

Hidrojen peroksit (H2O2) hücre ve doku kültürlerinde oksidatif stres veya hipoksik strese 

sebep olur. Yapısı gereği parçalandıkça oksijen ve hidrojen gazı açığa çıkartır. Bu sebeple 

doku mühendisliği ve klinik uygulamalarda peroksit tespiti büyük önem taşımaktadır. 

Peroksit  ölçümü için, elektrokimya, fotometri ve titrasyon yöntemleri mevcut analitik 

yöntemler arasındadır [47]. Yüksek H2O2 seviyeleri (tipik olarak 50 M), çeşitli hayvan, 

bitki ve bakteri hücrelerinin yanı sıra insan için de sitotoksiktir. Anormal H2O2 seviyeleri 

biyolojik sistemlere son derece zararlıdır. H2O2 tespiti için floresans bazlı ve 

elektrokimyasal yöntemler doku mühendisliği uygulamalarında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Ancak bahsedilen tekniklerin, düşük hassasiyeti, düşük H2O2 özgüllüğü, biyolojik 

ortamlara uygulanma zorluğu gibi bazı dezavantajları vardır. Enzim bazlı amperometrik 

biyosensörler görece yüksek duyarlılıkları ve seçicilikleri sayesinde ilgi odağı olmuştur 

[48, 49]. Son derece hassas ve stabil olan sensörlerin geliştirilmesi, enzimlerin katı 

elektrot yüzeylerine etkili bir şekilde bağlanmasından kaynaklanır [49]. H2O2 tespiti için 

elektrot yüzeyindeki enzimleri verimli bir şekilde hareketsiz hale getirmek için çok sayıda 

strateji geliştirilmiştir. Bu stratejik çalışmalar, polimerleri [50], kuantum noktaları [51] 

ve çeşitli nanomalzemeleri [52, 53] içerir ki bunlar arasında nanomalzeme tabanlı 
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metotlar, bu amaçla en çok araştırılan yöntemler haline gelmiştir. Örneğin, gümüş (Ag) 

nanopartikül temelli elektrokimyasal biyosensörler, elektrot için önemli bir bileşen olarak 

kullanılmaktadır. Xu ve arkadaşları, camsı karbon (GC) elektrodu üzerinde hemoglobinin 

(Hb) doğrudan elektrokimyasına dayalı bir H2O2 biyosensörü geliştirmişlerdir. Hb, GC 

elektrotunda  farklı bir redoks pik seviyesi göstermiş ve yüksek hassasiyetli, 

tekrarlanabilirliliği olan ve stabil bir davranış sergilemiştir [54]. Nanobiyosensörlerin bir 

parçası olan nanoproblar H2O2'yi, floresans, lokalize yüzey plazmon rezonansı, 

kemilüminesans, yakın kızılötesi absorpsiyonu ve elektrokimyasal yöntemler gibi 

yöntemleri kullanarak, nanopartiküllerden oluşan matris malzemeleri ve enzimlere bağlı 

olarak  kullanarak saptayabilmektedirler [55-57]. H2O2 tespitinde sensörlerin 

kullanılmasının hem ex-vivo hem de in-vivo doku mühendisliğinde belirli avantajları 

vardır. Genel olarak nanoproblar, biyolojik hücrelerin boyutundan çok daha küçük olan 

10–500 nm boyut aralığındadır ve bu, ölçümler yapılırken hücrelere veya dokulara verilen 

fiziksel rahatsızlığı en aza indirir. Ayrıca, nanoproblar çok işlevlilik sunar ve hedefe özgü 

ligand parçalarının nanopartikülle dekore edilmiş elektrot yüzeyine konjuge edilmesiyle 

doku veya hücreye özgü hale getirilebilirler. 

Hücre dışı adenozin difosfat (ADP) ve adenozin trifosfat (ATP), kanda, kalpte ve 

karaciğerde bulunan çok işlevli hayati moleküllerdir. ATP,  hücresel metabolizmadaki 

ana rolünün yanında önemli bir hücre dışı sinyal ajanı olarak kabul edilmektedir. Özellikli 

plazma zarı reseptörlerini aktive eder ve bir dizi fizyolojik yolun stimülasyonunu sağlar. 

Lüsiferaz enzimi temelli yöntemler, adenozinleri tespit etmek için uzun süredir 

kullanılmaktadır. Ancak, düşük hassasiyetleri ve çözünürlükleri sebebi ile in vivo 

uygulamaları sınırlıdır. Sonuç olarak, ATP ölçümü için alternatif ve daha uygun 

yöntemlere ihtiyaç vardır. Biyosensörler yerinde ve gerçek zamanlı, hücre dışı ATP 

ölçümü ve hassasiyet gerektiren in vivo uygulamalar için birer seçenek halini almışlardır 

[58, 59].  

Hücre dışı ATP, ADP ve üridin trifosfatın (UTP) yaşamın düzenlenmesinde ciddi bir rolü 

vardır. Apoptoz ve nekroz, hücre çoğalması ve hücre göçü ve farklılaşması, sitokin 

sekrasyonu gibi çeşitli biyolojik reaksiyonlarda rol oynamaktadır [60]. Nükleotidlerin 

sinyallemesi, bağışıklık sisteminin olgunlaşması, nörodejeneratif bozukluklar, 

iltihaplanma-yangı ve kanser gibi birçok önemli fizyolojik ve patolojik olayda rol oynar. 

İn vivo olarak hipoksi, travma, iskemi, kanser ve inflamasyon gibi birçok hastalıkta hücre 

dışı ATP konsantrasyonları 100 μM'ye kadar çıkabilmektedir [61]. Tipik olarak hücre 
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süpernatanlarındaki hücre dışı ATP, standart bir biyolüminesans lusiferin/lusiferaz tayini 

kullanılarak ölçülür. Ancak bu yöntem, hücre dışı ATP konsantrasyonunun gerçek 

zamanlı ölçümüne izin vermez. Llaudet ve arkadaşları, ATP'nin in vivo ölçümleri için bir 

mikroelektrot kayıt sistemi geliştirerek ATP’nin ölçümünü engelleyecek girişimleri boşa 

çıkartmışlardır [58]. Başka bir grup ise, nöronal rejenerasyon için, granüler birincil hücre 

kültüründeki pürini ölçecek bir mikroelektrot biyosensörü geliştirmiştir [62]. Schneider 

ve arkadaşları, ATP salımının kaynağını belirlemek ve ATP konsantrasyonunu ölçmek 

için ATPaz içeren S1 miyozinin fragmanı ile modifiye edilmiş bir prob tasarlamışlardır 

[63]. Hayashi ve arkadaşları, ATP salan hedef hücrelerin yakınına yerleştirilebilen bir 

biyosensör geliştirmişlerdir [64]. Bu teknikler hücre dışı ATP salımının ölçülmesinde 

doğru olsa da klinik uygulamalar için karmaşıktırlar. Son zamanlarda Xie ve arkadaşları, 

standart mikroplaka okuyucuları kullanarak basit, etiketsiz, yüksek verimli ATP tespiti 

için yeni bir dizi lokalize yüzey plazmonu (LSPR) çipi geliştirmişlerdir. Bu çalışmaya 

göre oldukça verimli sonuçlar kayıt edilmiş ve LSPR sensör çipinin, doku mühendisliği 

uygulamalarında biyolojik örneklerin eser analizlerde yüksek verimli tespiti için 

kullanılabileceğini öne sürülmüştür [65]. 

2.1.4.2. Fonksiyonel Protein Moleküllerinin Tayini 

Teşhis ve tedavi için, farklı mikroçevre koşulları altında hücrelerden salınan biyolojik 

enzimler gibi fonksiyonel protein moleküllerinin aktivitesini ölçmek önemlidir. Bu 

durum için de  doku mühendisliği uygulamalarına yönelik hücre biyolojisinin temellerini 

anlamak ve bunu işlevsel hale getirmek gerekmektedir. Bu sebeple de fonksiyonel 

proteinlerin tayinine yönelik araştırmalar oldukça önemlidir. Proteinaz ailesinin üyeleri 

olan matris metaloproteinazlar (MMP'ler), doğal doku rejenerasyon programında 

biyolojik bir yanıt olarak hücreler tarafından salınırlar [66]. MMP'ler, kanser dahil farklı 

patolojik durumlara yanıt olarak değişkenlik gösteren miktarlarda salınır. Bu nedenle 

MMP proteinleri, biyosensörler kullanılarak tespit edilebilen ve ölçülebilen çeşitli 

hastalık durumları için de biyobelirteç olarak görev yapabilen fonksiyonel proteinlerdir. 

Günümüzde kolorimetrik bir yöntemle proteinaz aktivitesini ölçmek için, ticari olarak 

temin edilebilen proteinaz tanı kitleri kullanılmaktadır [67]. Bu sistemlerde çok kullanılan 

enzime duyarlı polimerler, biyolojik cihazlarda algılama elemanları olarak da popülerdir 

[68]. Bu durumlarda, floresan molekülü, peptid dizisi yoluyla söndürücüye bağlanır ve 

peptid dizisinin proteinaz enzimi tarafından bölünmesi, hedef proteinin 

konsantrasyonunu ve aktivitesini izlemek için ölçülebilen bir floresan sinyali üretir [69]. 
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Ancak bu etiketleme yöntemi, özellikle 3D in vitro doku kültürü koşullarında yetersiz 

miktardaki biyomoleküllerin tespiti için uygun olmayabilir.  

Son zamanlarda oldukça hassas optik biyoalgılama yöntemlerine dayanan etiketsiz 

biyosensörler geliştirilmiştir [70]. Bu tür biyosensörler, in vitro hücre kültürü koşullarının 

ve otofaji ve proteostaz gibi hücre dışı proteinlerdeki anormalliklerin gerçek zamanlı 

izlenmesini sağlamaktadır [71]. Biyofotonik temelli biyosensörler, hücre dışı 

proteinlerin, enzimlerin, hormonların ve çözünür moleküllerin konsantrasyon seviyelerini 

gerçek zamanlı tespit etmek için de kullanılabilir. 

Biyosensörler sayesinde girişimsel olmayan yöntemler ile kan örneklerinden kanserin 

erken teşhisi yapılmaktadır. Akciğer kanserinin erken tanısı için, serumdaki 

karsinoembriyonik antijen (CEA) yüzey plazmon rezonansı (SPR) sensörü sayesinde 

tespit edilmiştir [72-74]. Kanserin erken teşhisi için epidermal büyüme faktörü reseptörü 

(EGFR) biyobelirteçlerinin saptanmasında çip üzerinde laboratuvar (lab-on-a-chip) ve 

optik biyosensörler kullanılmıştır [75]. Tasarlanmış tümör modellerinde, floresan bazlı 

biyosensörler, klinik teşhiste biyobelirteçlerin erken saptanması, hastalık ilerlemesinin ve 

tedavi/terapötiklere yanıtın izlenmesi için yararlı araçlar sunmaktadır [76]. Protein 

kinazlar, hücre sinyal yollarında ve hastalık ilerlemesinde ana proteinlerdir ve 

biyosensörler kullanılarak da saptanabilen farklı terapötiklere yanıt olarak gerçek zamanlı 

biyobelirteçler olarak hareket edebilirler [77]. Birçok biyobelirtecin normal aralıkları 

nanogram ve pikogram seviyelerindedir ve bu eser miktarlar yalnızca uygun yüzey 

kimyaları, nanomalzemelerin işlevselleştirilmesi ve sinyal amplifikasyonu metadoloji ile 

olçukça hassas bir biçimde tayin edilebilir. Öte yandan, algılayıcı molekül ile hedef 

arasındaki girişim, serum veya gerçek hasta numunelerinde spesifik olmayan bağlanma, 

hedefin küçük boyutu ve sensörlerin mikroakışkan sistemlerinin ölçüm sürecine etkisi 

gibi sorunlar, biyosensör sistemlerindeki en büyük zorluklardır ve üstesinden gelinmesi 

için daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. 

2.1.4.3. Diğer Analitlerin Tayini 

Patojenik mikroorganizmaların tespit edilmesi için farklı tiplerde biyosensörler 

geliştirilmiştir. Escherichia coli'nin dolaylı tespiti için amperometrik biyosensörler ve 

Salmonella enterica'nın doğrudan tespiti için potansiyometrik biyosensörler 

geliştirilmiştir [78]. Enterobacteriaceae cinsi bakterilerin piezoelektrik immüno sensörler 

tarafından kolayca tespit edilebilirliği rapor edilmiştir [79]. Neisseria meningitidis ve 
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Brucella melitensis, ışık konsantrasyonu farkı ile bir potansiyometrik sensör tarafından 

tespit edilmiştir [80]. 

Endotoksinler, ateş, çoklu organ yetmezliği, septik şok, sepsis, meningokoksemi ve 

nörolojik sakatlık ve işitme kaybı gibi ciddi morbiditelere neden olan tüm gram negatif 

bakterilerin dış hücre duvarının karmaşık lipopolisakkaritleridir (LPS). Biyolojik ve 

medikal ürünlerde, rekombinant bazlı terapötik ürünlerde, tıbbi cihazlarda, serolojik 

ürünlerde, gıda ve su güvenliğinde kalite kontrolü için endotoksin analizi hayatidir [80]. 

E. Coli endotoksini, alt saptama sınırının 10 ng/mL olduğu ve saptama süresinin 30 saniye 

olduğu floresan tekniği kullanılarak saptanmıştır [81]. Salmonella minnesota kaynaklı 

endotoksin, bir amperometrik biyosensör kullanılarak 0,1 ng/mL seviyesinde [82] ve bir 

piezoelektrik biyosensör tarafından 0,1 pg/mL seviyesinde tanımlanmıştır [83]. 

Virüslerin tespiti ve karakterizasyonu ve de miktarının belirlenmesi, sanitasyon ve gıda 

üretiminden teşhis ve terapötiklere kadar çok çeşitli uygulamalar için gereklidir [84, 85]. 

Dang virüsü, optik biyosensör [86], insan bağışıklık eksikliği virüsü (HIV) SPR, EIS 

biyosensörü [87, 88] ve Hepatit C virüsünün neden olduğu karaciğer iltihabı optik ve 

kuvars kristal mikroterazi (QCM) biyosensörü kullanılarak etkili bir şekilde tespit 

edilmiştir [89, 90]. 

2.1.5. Biyosensörlerde Güncel Modeller  

2.1.5.1. Kuantum Nokta Tabanlı Optik Biyosensörler 

Yarı iletken kuantum noktaları (KNo), kaydadeğer kararlılıkları ve mükemmel kuantum 

sınırlama etkileri nedeniyle in vitro (biyosensörler ve kimyasal sensörler) ve in vivo 

(girişimsel olmayan derin doku görüntüleme) hastalık teşhisi için en umut verici optik 

görüntüleme ajanlarıdır  [91]. KNo'lar geniş uyarılma dalgaboylarına ve dar 

boyutlanabilme (5-10 nm çap), ayarlanabilir emisyon spektrumlarına ve dar emisyon bant 

genişliklerine sahiptirler. Bu benzersiz özellikler, KNo'ların biyoloji, biyosensörler, 

elektronik ve güneş pilleri gibi çeşitli alanlarda kullanımını kolaylaştırır [92-94]. 

KNo'ların, peptidler, nükleik asitler veya hedefleme ligandları ile yüzey modifikasyonu 

ve dekorasyonu, bağlantı yoluyla yeni multimodal prob tabanlı biyosensörlerin 

geliştirilmesine ilham vermiştir. KNo'ların floresan yoğunluğu oldukça kararlı ve hassas 

olduğundan, kimyasal veya fiziksel etkileşime dayalı floresans transdüksiyonu, yüzeyde 

doğrudan fotolüminesan ya da sönümlenme ile oluşur. KNo’lar serbest iyonları, pH 

değerlerini, organik bileşikleri ve biyomolekülleri (nükleik asitler, protein ve enzimler) 
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ve diğer biyolojik molekülleri algılama olasılıkları sebebiyle geniş uygulama alanları 

bulmuştur [95-98]. Bazı KNo'ların toksik etkileri endişe yaratmaya devam etse de, 

KNo'ların doku mühendisliğinde enzimleri ve biyomolekülleri tespit etmek için 

uygulanmasındaki son gelişmeler, biyoalgılama araştırmalarında önemli başarılardır [99]. 

2.1.5.2. Karbon Nanotüp Temelli Biyosensörler 

Karbon nanotüpler, benzersiz kimyasal ve fiziksel özellikleri, yapıları gereği kendilerine 

has özellikleri olan ve neredeyse her alanda kullanılan malzemelerdir. Karbon nanotüp 

bazlı biyosensörlerin en yeni ve umut veren tarafı ise, in vitro sistemlerde kanserin erken 

tespitinde kullanılmasıdır [100]. Spesifik antikorlarla kaplanmış karbon nanotüp 

yüzeyleri, ilgilenilen proteinleri veya virüsleri tespit etmek için kullanılabilir. Karbon 

nanotüpleri, dehidrojenaz, peroksidaz, katalaz, DNA, glikoz ve enzim sensörleri gibi 

potansiyel uygulamalar için geniş çapta incelenmiştir  [101]. Karbon nanotüp bazlı 

elektrokimyasal dönüştürücülerin, nükleik asit tespiti için amperometrik enzim 

elektrotlarının, immünosensörlerin ve biyosensörlerin aktivitesini önemli ölçüde 

arttırdığı gösterilmiştir [102]. Karbon nanotüplerin geliştirilmiş performansı, esnekliği ve 

özellikleri, örneğin hücre çoğalmasını ve desenlenmesini geliştirerek doku 

mühendisliğinin sınırlamalarının üstesinden gelmek için önemli bir alternatifi temsil 

edebilir. 

2.1.5.3. MEMS/NEMS Temelli Biyosensörler 

Biyosensörlerin minyatürleştirilmesine yönelik artan ihtiyaç, mikroelektromekanik 

sistemlere (MEMS), nanoelektromekanik sistemlere (NEMS) ve mikroakışkan veya çip 

üzerinde laboratuvar sistemlerine dayalı biyosensörlere olan ilginin artmasına neden 

olmuştur [103-105]. Bu tür minyatürleştirilmiş sistemler hem ekonomik açıdan hem 

kullanıcı açısından daha uygun olmaktadır. Yüzeyel alan artmasından kaynaklı daha 

doğru, analite spesifik, daha hassas ve güçlü biyoalgılama cihazları sağlar [106]. MEMS 

tabanlı biyosensörlerde kullanılan farklı yöntemler arasında mekanik, optik, manyetik, 

biyokimyasal ve elektrokimyasal sensörler bulunur. Mekanik MEMS biyosensörleri, 

yüzey gerilimindeki değişiklikler ve kütledeki değişiklikler olmak üzere iki faktörden 

birine dayalı olarak tasarlanmıştır. Manyetik MEMS biyosensörlerinde manyetik, 

paramanyetik veya ferromanyetik nanopartiküllerin konjugasyonu kullanılmış ve optik 

algılama yöntemlerinde organik boyalar, yarı iletken kuantum noktaları ve diğer floresan 

problar kullanılmıştır. Analitlerin konsol üzerindeki biyokimyasal reaksiyonu ve 
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adsorpsiyonu, yüzey stresinde değişikliklere neden olur. Elektrokimyasal MEMS tabanlı 

biyosensörler, potansiyometrik, amperometrik veya kondüktometrik algılamada 

kullanlmaktadır [107, 108].  

2.1.5.4. Grafen Tabanlı Biyosensörler 

Grafen bazlı biyosensörler, gösterdikleri iyi biyouyumluluk davranışları geniş spesifik 

yüzey alanı, düşük üretim maliyeti, yüksek elektrik iletkenliği ve iyi bir elektrokimyasal 

kararlılık özellikleri göstermesi sayesinde bilimsel ve teknolojik açıdan ilgi odağı 

olmuştur [109, 110]. Grafenin iki boyutlu yapısı sayesinde elektronik konjugasyon 

moleküler düzlemde desteklenir ve yüzeyini diğer kimyasal türler için optimum hale 

getirir. Bu nedenle grafen, doku mühendisliğinde çeşitli biyosensör cihazlarının 

imalatında tercih edilen bir seçenek haline gelmiştir [111, 112]. 

Grafen türevleri, özellikle 0D grafen kuantum noktaları (Gdots), grafen veya karbon 

liflerinden türetilen fotolüminesan malzemelerdir [113]. Gdot'lar, kuantum sınırlandırma 

ve geometrik kombinasyonundan dolayı çok benzersiz optik özelliklere sahiptir. Çoklu 

uyarma/emisyon spektrumuna sahip ultra nano boyutlu Gdot'lar, çeşitli kimyasal ve 

biyolojik analizler için elektronik, fotolüminesans, elektrokimyasal ve 

elektrokemilüminesans sensörlerinin imalatındaki uygulamalar için umut verici 

olabilirler [114]. Gdot'lar, yanıp sönme, düşük toksisite, yüksek fotokararlılıkları 

nedeniyle organik boyalar ve kadmiyum bazlı Qdots gibi diğer iyi bilinen optik 

görüntüleme ajanlarından daha üstündür. Bu benzersiz özellikler Gdot'un elektronik, 

elektrokemilüminesan, elektrokimyasal ve fotolüminesan sensörlerde kullanılmasına 

olanak tanır [115]. Elektronik sensörlerde G noktaları esas olarak tek elektronlu 

transistörlere dayanan yük sensörleri için kullanılırken, grafen alan etkili transistörlerde 

yaygın olarak uygulanır [116]. 

Grafen veya karbon fiberlerden mavi, yeşil, sarı ve kırmızı G noktalarını sentezlemek için 

çeşitli yöntemler rapor edilmiştir [113, 117]. G noktalarının renkleri, S ve N'nin boyutu, 

şekli, uyarımı, pH'ı, bant aralığı, oksidasyon derecesi, yüzey işlevselleştirmesi ve katkısı 

gibi temel faktörlerle ilişkilidir. Gdotlar, yük-yük etkileşimleri yoluyla, Ag2+ ve Fe3+ gibi 

herhangi bir pozitif yükü tespit etmek için çok uygun oldukları gibi ayarlanabilir 

özellikleri sayesinde de, enzim immobilizasyonu, ssDNA tespiti ve virüs alt gruplarının 

tespitinde klullanılmaktadır [118]. Gdots'un yüzeyinin altın dekorasyonu (Au) ile 

fonksiyonelleştirilmesi sonucunda H2O2 tespiti için geniş bir aralık ve düşük tespit limiti 
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sunmaktadır. Gdotlar, Cd2+, sistein ve ATP'yi saptamak için elektrokemilüminesans 

sensörü olarak da kullanılmıştır [106]. Düşük sitotoksisite, düşük maliyet, mükemmel 

çözünürlük ve etiketleme kolaylığı da yeni elektrokemilüminesans sensörlerin 

geliştirilmesi için caziptir.  

Önceki bölümde bahsedildiği gibi glikoz biyosensörleri doku mühendisliğinde hücrelerin 

metabolik aktivitesini sürekli ölçmek için kullanılabilir. Grafenin öncüsü olan grafen 

oksit (GO), fosfat tamponlu salinde (PBS) glikozu tespit etmek için yeni bir yüksek 

verimli enzimatik elektrot olarak kullanıldı [119]. Glikoz oksidazın (GOX) amin 

işlevselliği, GO’nun karboksil grubu üzerinden kovalent olarak bağlıdır. Kimyasal olarak 

indüklenen grafen ile immobilize edilen GOX’un elektrokimyasal davranışı ayrıntılı 

olarak incelenmiştir [120]. Hareketsizleştirilmiş GOX elektrodu, sabit elektron transfer 

kinetiği sayesinde doğal yapısını ve katalitik-kinetik aktivitesini korumuştur. Bunun 

yanında kimyasal olarak indüklenen grafenin elektrokatalitik aktivitesi, PBS'deki 

glikozun tespiti için gelişmiş elektrokatalitik aktivite göstermiştir. Böylece geliştirilen 

elektrot, harika hassas seçicilik ve tekrarlanabilirlik sergileyerek düşük maliyetli glikoz 

ölçüm cihazlarının üretiminde kullanım potansiyelini ortaya koymuştur. Bu sebeple 

grafen bazlı nanokompozitler glikoz biyosensörlerinin üretiminde yaygın olarak 

kullanılmaktadır [121-124]. Grafen/altın nanopartikül (AuNP)/Nafion nanokompozit 

biyosensörü, glikoza tipik katalitik oksidasyon tepkisi göstermiş ve tepki, glikoz 

eklendiğinde artış göstermiştir [122]. Grafen bazlı glikoz biyosensörlerinin algılama 

etkinliği ve tespit sınırının GOD'un elektrokimyasal reaksiyonunu katalize etmek için 

gümüş nanopartikül (AgNP)/AuNP hibriti kullanıldığında da artış gözlenmiştir [125]. 

Geliştirilen biyosensörün uzun vadeli kararlılıkları 30 gün boyunca incelenmiş ve 

elektrotun GOX immobilizasyonundan sonra bile stabil kaldığını ve biyosensörün geniş 

bir doğrusal aralıkta hızlı tepki ve yüksek hassasiyetle çalıştığı rapor edilmiştir [123]. 

Bununla birlikte, Kang ve arkadaşları tarafından grafen/kitosan nanokompozit 

biyosensörünün standart sapması ve tespit limitinin platin nanopartikül (PtNP) 

yokluğunda düştüğü rapor edilmiştir [126]. İyonik sıvı ile modifiye edilmiş grafen 

elektrotlar mükemmel yanıt süresi, <5 saniye ile iyi hassasiyet sergilemiştir [127]. İyonik 

bir sıvıyla işlevselleştirilen grafen bazlı bir glikoz sensörü, birkaç hafta boyunca soğuk 

PBS'ye daldırıldıktan sonra hassasiyetini ve seçiciliğini korudu. Liang ve arkadaşları 

elektrokimyasal olarak dizayn edilmiş karboksilgrafenin glikoz afinitesi verimliliğini 

araştırmışlardır [121]. Tasarlanan biyosensör, 0.02 mM'lik bir hassasiyet ile glikoza 
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doğrusal tepki göstermiştir. Bu nedenle, grafen bazlı glikoz sensörlerinin doğası gereği 

oldukça hassas, seçici ve tekrarlanabilir olduğu görülmüştür. [128]. Sülfonlanmış poli-

eter-eter-keton (SPEEK) ile değiştirilmiş grafen kullanan bir glikoz biyosensörü, ürik asit 

(UA),  askorbik asit (AA) ve dopamin gibi yaygın olarak var olan girişimci türlerin 

varlığında glikozu başarıyla tespit etmiştir. 

Kolesterol ve esterleri, tüm insan ve hayvan hücrelerinin hücre zarlarının temel 

bileşenleridir. İnsan serumundaki kolesterolün normal sınırı 1,0 ila 2,2 mM aralığındadır 

ve kanda aşırı kolesterol birikmesi ölümcül hastalıklara yol açabilir. Gholivand ve 

Khodadadian, kolesterolün tespiti için grafen/iyonik sıvı ile modifiye edilmiş camsı bir 

karbon elektrot biyosensörü üretmişlerdir [129]. Kolesterol oksidaz (ChOx) ve katalaz 

(CAT) ile modifiye edilmiş olan bu sensör probları oldukça hassas amperometrik analiz 

yapılmasına olanak sağlamıştır [130]. Hassasiyet ve tespit limitinin çalışmalarının iyi 

olduğu belirlenmiştir. ChOx veya kolesterol esteraz yokluğunda tespit limiti 0.5 nM 

olarak rapor edilmiştir. Bu tür biyosensörler, fizyolojik solüsyonlarda kolesterolün 

saptanması için harika hassasiyet ve doğrusal tepki sergilemişlerdir. Serbest kolesterolün 

tespiti için bu tür bir biyosensörün kullanılması, in vitro ölçümlerde kullanım için oldukça 

uygun görülmektedir. 

Enzim elektrotları mükemmel hassasiyete, seçiciliğe ve tespit limitlerine sahiptir. 

Bununla birlikte, bu elektrotlar sınırlı tekrarlanabilirlik, yüksek maliyet ve enzim 

immobilizasyon işleminin karmaşıklığı gibi sorunlarla karşı karşıyadır. Enzim elektrotları 

ayrıca çözelti pH'ındaki, sıcaklıktaki ve toksik kimyasallardaki değişikliklere karşı da çok 

hassastır. Bu tür sınırlamaların üstesinden gelmek için enzim temelli olmayan 

biyosensörlerin kullanımı yaygınlaşmaya başlamıştır. 

Grafen temelli elektrotlar kullanılarak biyomoleküllerin enzimatik olmayan tespiti, düşük 

üretim maliyeti, yüksek hassasiyeti ve uzun vadeli kararlılığı sayesinde büyük ilgi 

görmüştür. Li ve arkadaşları GO/MnO2 nanokompozitlerini kullanarak H2O2'nin 

enzimatik olmayan bir tayin yöntemini çalışmışlardır [131]. Biyosensör, 0,8 M'lik bir 

tayin limiti ile 5–600 M'lik bir lineer aralık göstermiştir. Biyosensör, ortam iyonlarından 

(SO4
2-, Cl-, NO3

-, CO3
2-) ve sitrik asit gibi sıklıkla karışılaşılan girişimci türlerden 

etkilenmemiştir. 
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2.1.5.5. Mikroakışkanlar ve Biyosensörler 

Doku mühendisliği, yapay doku ortamını değerlendirmek için mikroakışkan sitemlerden 

oluşan yapıların geliştirilmesine ciddi oranda ihtiyaç duymuştur. Ortamın incelenmesi, 

gerçek zamanlı gözlem ve analizler doku mühendisliği açısından öenmli hale gelmiştir. 

Güvenilir ve hassas mikro akışkan platformlar nanoteknolojik prosesler ile bu sebeple 

geliştirilmeye başlanmıştır. Bu tür platformların, tasarlanmış doku yapılarının 

işlevselliğini değerlendirmek için fizyolojik açıdan önemli olan bazı parametreleri 

düzenli bir şekilde izlemesi gerekmektedir. Mikroakışkan sistemler, mikro ölçekte 

kimyasal, fiziksel ve mekanik uyaranların hassas kontrolüyle spesifik organ yapıları 

oluşturmak için hücre oluşumunu yönlendiren çeşitli sinyalleri taklit edebilirler [132]. 

Ayrıca, mikroakışkan platformlar, küçük hacimli sıvıların (mikrolitreden nanolitreye 

kadar) yüksek verimli otomatik bir şekilde işlenmesine izin verir ve birkaç işlevi (örneğin, 

çoğullama yeteneği veya çok sayıda reaksiyonu gerçekleştirme olasılığı) tek bir 

taşınabilir cihazda birleştirirler [133]. Tüm bu faktörler, mikroakışkan özellikteki 

platformları doku mühendisliği açısından ( özellikle organ-on-a chip olarak) in vitro doku 

modelleri için oldukça çekici hale getirmiştir. Bu bağlamda, son yıllarda yerinde 

uygulamalar (POC) için biyosensörlerin geliştirilmesi yönünde kaydedilen ilerleme, doku 

mühendisliği uygulamaları için de oldukça faydalı olabilecektir.  

Son zamanlarda doku mühendisliği için biyosensör işlevselliğini mikroakışkan cihazlarla 

birleştiren birçok çalışma rapor edilmiştir. Weltin ve ark. Dinamik akış koşulları altında 

kültürlenen T98G insan beyni tümör hücrelerinin metabolizmasını izlemek için çok 

parametreli bir mikrofizyometri platformu sunmuştur [134]. Optik görüntülemeyi 

kolaylaştırmak için camdan bir mikroakışkan cihaz kullanılarak hücre odasına ve yukarı 

ve aşağı akış bölmelerine çok sayıda mikroüretim biyosensör entegre edilmiştir. pH 

değerleri, oksijen tüketimi ve hücresel metabolitlerin (laktat ve glikoz) üretimi harici 

cihazlar (örn. potansiyostat) kullanılarak izlenmiştir. Benzer şekilde Hu ve arkadaşları, 

insan meme kanseri hücrelerinin metabolizmasını gerçek zamanlı izleyebilmek için 

potansiyometrik bir sensörü (LAPS) mikroakışkan bir sisteme entegre etmişlerdir [135]. 

Sıcaklığı kontrol etmek ve çeşitli sıvıları işlemek için mikro ısıtıcılar ve mikropompalar 

da bu sistemlere entegre edilmiştir. Ek olarak empedans analizi sıklıkla doku 

mühendisliği yapılarında yapışık hücre davranışını incelemek için kullanılır. Sistem 

tarafından ölçülen elektriksel empedans, hücre sayısı, türü, durumu ve göçü gibi çeşitli 

hücresel parametrelerle ilişkilendirilir. Bu teknoloji hem laboratuarda üretilen 
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mikroakışkan sistemlerde hem de Applied BioPhysics Inc.'in ECIS Cultureware tek 

kullanımlık elektrot dizileri gibi ticari olarak temin edilebilen doku kültürü plakalarında 

başarıyla rapor edilmiştir [136-138]. 

Başarılı biyosensör teknolojilerinin doku mühendisliği platformlarına hızlı bir şekilde 

tanıtılması, araştırmacıların bunları mikroakışkan sistemlere düzgün bir şekilde entegre 

etmede çeşitli zorluklarla karşı karşıya kalması nedeniyle henüz başlangıç aşamasındadır 

[138]. Hücre kültürü ortamı, boyut ve konsantrasyon açısından büyük farklılıklar gösteren 

oldukça karmaşık molekül karışımları (küçük moleküller ve proteinler ve nükleik asitler 

gibi karmaşık moleküller) içerir. Bu nedenle biyosensörlerin büyük molekül 

popülasyonları arasındaki analitleri tespit edebilmesi için yüksek doğrulukta ve duyarlı 

olması gerekir. Bu sistemlerdeki hücre sayıları statik geleneksel standart kültürlerle 

karşılaştırıldığında genellikle çok düşük olduğundan, analitlerin üretim seviyeleri çok 

düşük olabilir. Yüzeyin biyolojik kirlenmesi ve hedef biyomoleküllerin biyosensör 

yüzeyinden farklı bölmelerde spesifik olmayan adsorpsiyonu, yanlış yanıt hatalarına ve 

duyarlılığın azalmasına neden olur. Mikroakışkan devrelerin yüzeyini pasifleştirmek için 

sığır serum albüminden türetilen PEG'in kullanılması gibi stratejiler, sistem (doku 

mühendisliğiyle üretilmiş yapı) üzerinde öngörülemeyen etkilere sahip olabilir ve bundan 

kaçınılabilir. Bir yandan POC sistemleri genellikle tek bir cihazda aşağıdakiler de dahil 

olmak üzere çeşitli işlevler sunar: Örnekler: sıvı kullanımı, numune ön işlemi 

(konsantrasyon, yıkama vb.), biyokimyasal analiz için çeşitli reaksiyonları gerçekleştirme 

yeteneği. Öte yandan, bu özelliklerin mikroakışkan hücre kültürü sistemlerine 

minyatürleştirilmesi ve entegre edilmesi, üretim ve operasyonel açıdan son derece 

zorlayıcı olabilir, ancak daha önce çeşitli girişimlerde bulunulmuştur [139]. Bu 

sistemlerin çoğu, numunenin testten sonra atıldığı uç nokta tespit cihazları olarak 

kullanılır. Bu nedenle, aynı (çok küçük) hacimdeki sıvı numuneler üzerinde birden fazla 

test gerçekleştirmek ve bunları hacmi boşa harcamadan gerçek zamanlı olarak kullanmak 

büyük bir zorluktur. 

2.2. Lantanitler 

Lantanitler veya nadir toprak elementleri (NTE), periyodik çizelgede geçiş metallerinin 

bir alt serisini oluşturan elementlerdir. Bu elementler periyodik çizelgede atom numarası 

57 olan Lantanyum ile atom numarası 71 olan Lutetiyum arasında yer almaktadırlar 

[140]. 17.yüzyılda oksit bileşikleri şeklinde bulunduklarında gruplandırılamamış, 

oksitlerinin metale indirgenmesi çok zor olduğundan ve doğada benzeri olaya sık 



 

 
 

21 

rastlanmadığından bu elementler “nadir toprak elementleri (NTE)” olarak 

isimlendirilmiştir. NTE’ler özellikleri bakımından genel olarak birbirlerine yakın 

davranışlar gösterirler. Yoğunlukları 4,5 g/cm³’den 9.8 g/cm³’e kadar atom ağırlıkları ile 

orantılı olarak artar. Kristal yapıları hekzagonaldirler [Seryum(Ce), İterbiyum (Yb), 

Öropiyum (Eu) kübiktir]. NTE’lerin hepsinin üç değerli oksitleri mevcuttur. Genel olarak 

1900-2400°C aralığında erirler [140, 141]. NTE’ler doğada saf metal olarak 

bulunmamaktadırlar ve prometyum dışındakiler de bileşik halindedir. NTE yatakları 

doğada birincil (volkanların etrafında ve granit kayaçlarda) ve ikincil (nehirler ve 

sahillerdeki plaserlerde) yataklarda bulunurlar [140-142].  

Endüstride oldukça sık kullanımına rastladığımız NTE katkılı malzemeler, yaşamın 

neredeyse her anında kullanılmaktadırlar [143]. NTE’lerin kullanıldığı ürünler, yüksek 

sıcaklığa, aşınmaya ve korozyona karşı oldukça dayanıklı olup, hafif malzemelerdir [142, 

144]. NTE’ler günümüzde, cep telefonu, diz üstü bilgisayar, modern tıp cihazları, optik 

lensler, fiber optik sinyal iletimi malzemesi, seramik sanayi, petrol rafineleri, televizyon 

üretimi gibi endüstriyel ve teknolojik ürünlerde kullanılmaktadırlar. Bunun yanında 

savunma sanayi sektöründe de ileri teknolojik ürün (gece görüş sistemleri, iletişim 

materyalleri, hassas güdümlü silahlar vb.)  üretiminde kullanılmaları nedeniyle NTE’ler, 

yüzyılın stratejik ve vazgeçilmez elementleridir [143]. Bu sanayileşmiş ürünlerin veya 

endüstriyel malzemelerin çoğunda Eu nadir elementine de sıklıkla rastlanmaktadır. Eu, 

atom numarası 63 olan bir nadir toprak elementidir ve ergime sıcaklığı 822°C, kaynama 

noktası ise 1597°C olan süper iletken bir elementtir. Diğer lantanitlerde de olduğu gibi 

Eu doğada genellikle oksitlenmiş halde (+3), bazen de (+2) değerliğiyle bulunur ki bu 

özellik sadece Eu elementinde görülmektedir [145, 146]. 

2.2.1. Övropiyum (Eu) Elementi 

Eu çok reaktif bir nadir toprak elementidir. Hızlı bir şekilde havadaki oksijenle tepkimeye 

girer. Su ile reaksiyonu ise 2Eu + 6H2O → 2Eu(OH)3 + 3H2 şeklindedir [21]. 

Eu3+ hem üç değerli bir yapıya hem de (+2) değerli bir yapıya sahiptir. Bu iki değerli yapı 

diğer lantanitlerde çok sık görülmeyen bir durumdur [146]. Diğer lantanitler genel olarak 

(+3) yükseltgenme basamağında bileşikler oluşturur. (+2)’li durumda elektron diziliminin 

sonu 4f7 ile biter ve bu durum daha kararlı bir yapının oluşmasını sağlar. Eu (II) suda 

çözünmez [147] ve doğada serbest bir şekilde bulunmaz. Bazı mineraller Eu içerir ve bu 

mineralin en önemlileri de bastnazit (%0,12) ve monazit (%0,1)’dir. Eu, televizyon 



 

 
 

22 

(kırmızımsı-turuncu) ve enerji tasarruflu floresan ışıkları kullanılan fosforlarda, renkli 

televizyonlarda kırmızı renk oluşmasında, lazerlerde, avro ve diğer paraların 

sahtelerinden ayrılmasında ve nükleer reaktörlerde kontrol amacı için kullanılmaktadır 

[148].  

L.S. Gomez-Villalba ve arkadaşlarının yaptıkları araştırmada Eu oksitlerini diğer nadir 

toprak elementlerine katkılamışlar ve bu maddelerin ışık verici özelliklerinde ciddi 

oranda artış gözlemlemişlerdir. Eu oksitlerinin eklenmesiyle ışıldama verimi daha yüksek 

olmuş ve uzun süre kararlılık sağlanmıştır [149]. Eu ve benzeri elementlerin (Yb vb.), 

lüminesans özellikleri oldukça etkin ve güçlüdür. Kendi kendine yanıp sönme hareketi 

(blinking) yapmadıklarından bu durum onları, diğer lüminesantlara göre daha kullanışlı 

kılmaktadır. 

Literatürde çoğunlukla Eu elementinin lüminesans özelliğinin oldukça fazla olması 

nedeniyle, biyomedikal ve analitik uygulamalarda görüntüleme ajanı olarak 

kullanıldığına rastlanmaktadır. Bu çalışmalar, Eu elementinin diğer nadir toprak 

elementlerine oranla toksitesinin oldukça az olduğunu göstermektedir [150, 151]. Eu 

nadir elementi tüm bu özelliklerinin dikkate aldığımızda, nadir toprak elementleri 

arasında en kullanışlı ve lüminesans özelliği ve de kolay işlenebilirliği bakımından 

deneysel çalışmalara oldukça uygun bir elementtir. 

2.2.2. Yüksek Enerji Dönüşümlü (YED) Özellikli Nanopartiküller 

Yüksek enerji dönüşümü yapan nanomalzemeler (YED) (Upconversion-UCNP), iki veya 

daha fazla foton tarafından uyarılıp düşük dalga boylarında emisyon yapan 

nanomalzemelere verilen isimdir. Bu malzemeler günümüzde oldukça popüler hale 

gelmekte ve yeni nesil floroforlar olarak adlandırılmaktadırlar [152]. Genellikle 

spektrumun kızılötesi bölgesinden absorbe olunup görünür ya da ultraviyole bölgeye 

yayılma olur. Bu duruma da yüksek atom dönüşümlü ışıldama veya upconversion 

lüminesans denir [152, 153]. 

YED’lerin bazı kendilerine has özelliklerinden ve katkılandığı malzemeye kazandırdığı 

bir takım özelliklerden dolayı, ilerleyen zamanlarda biyomedikal görüntülemede ve 

teragnostik uygulamalarda oldukça popüler hale geleceği düşünülmektedir [154]. 

YED’ler, verimlilik olarak lineer olmayan çoklu foton absorplayıcılarından (kuantum 

noktacıklar veya organik boyalar vb.) farklı ve oldukça üstündür. Bu yapılar birden fazla 

foton absorplayıp eş zamanlı olarak daha uzun süre ve gürültüsüz bir şekilde lüminesans 
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yaparlar. Bu özellikleri de onları diyot lazerlerde kullanmaya elverişli kılar ki bu da 

maliyet olarak oldukça düşüktür ve bu durumda ultra kısa süreli foton uyarıcı pahalı 

lazerlere olan ihtiyacı ortadan kaldırır [155].  

YED’ler benzersiz frekans çevirme özellikleri sayesinde, günümüzde kullanılan 

floroforlara üstün gelmektedirler [156].  

Bu özelliklerini sıralayacak olursak; 

• Biyogörüntüleme için, sinyal\gürültü oranı yok denecek kadar azdır. 

• Yüksek anti-stokes kaymaları sayesinde foto lüminesansları, uyarılma dalga 

boylarından kolayca ayırmamızı sağlar. 

• Dar emisyon bant genişlikleri sayesinde çoklu görüntüleme yapılabilir, bu da uzun 

vadeli görüntülemeler için olanak sağlar. 

• Foto blokaja karşı yüksek direnç gösterirler. 

• Renk ayarlanabilir konsantrasyonlara sahiptirler. Farklı renk skalası oluşturarak 

incelemeler yapılabilir. 

 

 

Şekil 2.2. NaYF4’ün farklı lantanitler ile katkılanması sonucu oluşan renk aralığı ve 

lüminesans renk görünümleri [154].                                 

Bunlara ek olarak, YED’ler yanıp sönme hareketi yapmazlar. Yakın kızılötesi ışığını 

absorpladıkları için derin doku nüfuzuna olanak sağlarlar ve derin dokunun 

görüntülenmesinde oldukça yararlı bir yöntem olarak karşımıza çıkarlar [156]. Tüm bu 

özellikleri YED’leri iyi birer biyogörüntüleme ajanı yapmaktadır. YED’ler Zhu ve 

arkadaşları tarafından MCF-7 tümör hücrelerinin in vivo görüntülenmesinde, Liu, Maji 

ve arkadaşları tarafından farelerde farklı organların görüntülenmesinde, Xing ve 

arkadaşları tarafından da anjiyografi ve aterosklerotik plak görüntüleme çalışmalarında 

kullanmış ve başarılı sonuçlar elde etmişlerdir [157].  
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Özetle YED’ler; renk kontrollerinin yapılabildiği, seçilmiş dalga boyunda spesifik 

çalışmalara olanak sağlayan, biyo-işaretleyici, biyosensör olarak kullanılabilinen, yüksek 

kontrastlarda görüntülemeye olanak sağlayan, sonuç tespitleri, ilaç salımı ve terapilerinde 

kullanılan yeni nesil nanoteknolojik teknikler ve kimyasal süreçlerin kullanımı sonucu 

sentezlenen ve gelecek vaat eden yapılardır. 

2.3. Silika Nanopartiküller 

Nanoteknolojinin biyomedikal alandaki önemli bir rolü, canlı sistemlerin inorganik ve 

organik malzemelerle etkileşimini nano ölçekte bu alanda irdeleyebilmektir. Silika 

nanopartiküller (SiNP'ler), bu bağlamda, kolay işlenebilirlikleri açısından ilgi çekici 

biyomalzemelerdir. 

Silika nanopartiküller, nanopartikül türleri arasında, nano yapı oluşturma, ilaç yükleme 

ve optik görüntüleme ajanları olarak tercih edilmektedirler [158]. Silika temelli 

nanopartiküller, aşağıdaki nedenlerden dolayı üzerinde çok çalışılan malzemelerdendir.  

• Silika düşük hücresel biyotoksisiteye sahiptir, 

• Enkapsülasyonu kolaydır, 

• SiNP’ler oda sıcaklığında sentezlenmesi kolaydır, 

• SiNP’lerin boyutu kolayca ayarlanabilir, 

• Yüzeyi kolay modifiye edilebilir, 

• Sentez parametrelerinin kolay ayarlanması, dar boyut dağılımına sahip olmasını 

sağlaması (monodisperse NP'ler), 

• Silika Np'lerin biyolojik çözeltiler içinde kararlı olmaları, 

• Çevre dostu malzemeler olmaları [158-161].  

Kolloidal silika sentezlenmesindeki kolaylık, parçacıkların büyüklükleri ve dağılımları 

konusundaki keskinlik sebebiyle sıklıkla kullanılmaktadır [162]. Stöber ve arkadaşları, 

tek boyut dağılımına sahip (monodisperse) küresel silika partiküllerin basit bir sentezini 

rapor etmiştir [163]. Sentez alkol, su ve amonyak (katalizör) karışımı içinde tetraetil 

ortosilikatın (TEOS) hidroliz ve yoğunlaşmasıyla başlatılmıştır. Bu metot, silika 

alkoksitlerin, Si(OR)4 (R, genel formülü CnH2n+1 olan bir gruptur), hidrolizi reaksiyonu 

sonucunda siloksan (-Si-O-Si-) grupları oluşturup birbirine yakın çapta küresel, nano 

veya mikro boyutlarda silika yapıların sentezini oldukça basit bir şekilde sunmaktadır. 
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Reaksiyon bazik pH aralığında gerçekleşirken, elektrostatik itme kuvveti sayesinde, 

kondenzasyonu gerçekleşmiş türlerin yanı sıra, ilgili türlerin monomerleri de 

oluşturmaktadır. Böylece topaklaşma engellenmekte ve çözünmeyen parçacıklar sol-jel 

içerisinde oluşmaktadır. Metot genel olarak, çözücü, silika-alkoksit ve katalizör 

içermektedir. Bunların yanı sıra boyut kontrolü için yüzey aktif malzemeler de 

kullanılabilmektedir. Silika kaynağı olarak genellikle TEOS, çözücü olarak etil alkol ve 

katalizör olarak amonyak veya amonyum hidroksit literatürde sıkça kullanılmaktadır 

[164]. 

2.3.1. Biyomedikal Uygulamalarda Silika Temelli Nanopartiküller 

SiNP'ler, üstün biyouyumlulukları ve kontrol edilebilir yapıları nedeniyle geçtiğimiz 

yıllarda biyomedikal uygulamalarda büyük ilgi görmüştür [165]. Bu nanopartiküllerin in 

vitro koşullarda kullanımı da belirtilen özelliklerinden dolayı bilim insanlarının tercih 

sebeplerindendir. Bu tür bir kullanım için partikül boyutu, morfoloji ve gözenek çapı, 

uygulama hedeflemesi için dikkate alınması gereken bazı önemli özelliklerdir. Yüzey 

topolojisi, asimetriklik, gözenek geometrisi, yapısal birleştirme ve kapsülleme bileşimi 

diğer bazı özel önemli özellikleridir [166]. Silika nanopartiküllerin kullanımında basit 

yüzey modifikasyonu, silika nanopartiküllerin tercih edilmesinin en önemli 

özeliiklerinden biridir. Yüzey modifikasyonu ayrıca, geri dönüşü olmayan topaklaşmaya 

neden olan yüksek yoğunluklu yüzey silanol gruplarından dolayı, özellikle silis için zor 

olan, çeşitli ortamlarda yeniden dağılım ve koloidal kararlılığa izin verir [167]. 

Gözeneksiz silika NP'lerin boyutu ve şekli mükemmel bir şekilde kontrol edilebilir [168, 

169]. Her silika nanopartikülün, optik özelliklerinden yararlanmak için farklı işlevler 

içeren benzersiz bir yapıya sahiptir. Bu avantajlar, silika nanopartiküllerinin, yalnızca 

görünür ışığı değil aynı zamanda yakın kızılötesi ışığı kullanarak in vivo olarak mikrodan 

nano seviyeye kadar güçlü ve gelişmiş optik görüntüleme elde edilmesine olanak tanır 

[170]. Silika malzemeler özellikle polimerlerin kompozitlerinin hazırlanmasında dolgu 

maddesi olarak kullanılır. Yüzey alanlarının yüksekliği ve kolay işlenebilir olmaları, 

iyileştirilmiş termal özellikleri, mekanik özgüllük gibi fiziksel ve kimyasal özelliklere 

sahip malzemelere olan ilginin artmasıyla büyük ilgi çekmiştir [171]. Silika 

nanopartiküller, daha fazla özellik elde etmek ve görüntüleme uygulamaları için terapötik 

yetenekler ve multimodalite elde etmek için diğer malzemelerle entegre edilebilir [172]. 

Yüksek biyouyumlulukları, hidrofiliklikleri, yüksek taşıma kapasitesi ile yüzey 



 

 
 

26 

modifikasyonu için muazzam esneklikleri ve uzun kan dolaşımı süreleri ile öne çıkarlar 

[168]. 

2.3.2. Biyoanalitik Uygulamalarda Silika Temelli Nanopartiküller 

Biyokonjuge silika nanopartiküller araştırılmış, doğrulanmış ve birçok biyokimyasal 

tahlil tekniğinde uygulanmıştır [173]. Silika ve boya katkılı silika bazlı nanopartiküller 

ile silika kaplı manyetik çekirdek kullanmak bunlardan bazılarıdır. Bu nanopartiküller 

kullanılarak DNA, bakteri ve çeşitli kimyasalların tespiti yapılabilir [174]. Bu 

nanopartiküllere uygulanabilen protein biyokonjugasyon kabiliyeti, biyoanaliz ve tahlil 

yaklaşımlarında büyük bir kolaylık ve gelişme sağlamıştır. Doğru şekilde kullanıldığında 

silika bazlı nanopartiküllerin çok yönlülüğü, bu yüksek oranda kullanılan potansiyelin 

ana nedenlerinden biridir. Polimerik nanopartiküller, hidrofobik olmaları ve 

biyouyumsuzlukları nedeniyle biyoanaliz için pek uygun olmamakla birlikte, diğer 

yandan silis, onu çok çekici bir alternatif substrat yapan çeşitli özelliklere sahiptir. 

Mikrobiyal saldırıya maruz kalmazlar ve ortamdaki hidronyum iyonlarından 

etkilenmezler (pH dalgalanmaları etkilemez) kimyasal değişikliklerle şişme veya 

gözenek yapılarında değişiklik olmaz. Bunların yanında silikalar, kimyasal olarak inert 

malzemelerdir ve optik olarak şeffaftırlar. Silika partiküllerinin kabuğu, dış ortamın 

partiküllerin çekirdeği üzerinde etkisini sınırlayarak bir izolatör görevi görebilir [175]. 

2.3.3. Silika Temelli Nanopartiküllerin Yüzey Modifikasyonu 

Uygulama hedeflerine bağlı olarak bilim insanları yüzey aşılama için çeşitli işlev grupları 

kullanırlar. Avidin-biotin bağlantı köprüsü, disülfit bağlanması, siyanojen bromür, 

karbodiimid bazı örneklerdir. Bunlardan yüzeye amin gruplarının eklenmesi, özellikle 

herhangi bir biyomolekülün protein olarak yüzeye eklenmesi amaçlandığında, en yararlı 

olanlardan biridir. Silika bazlı nanopartiküllerin yüzeyine amino grupları eklemek için 

çeşitli tekniklerdir. Silika bazlı nanopartikülleri işlevselleştirmeyi konjuge ve konjuge 

olmayan aşılama olmak üzere iki ana teknik kategoriye ayırabiliriz. 

2.3.3.1. Konjuge Olmayan Bağlanma 

Yüzeye amino gruplarının eklenmesi, çeşitli proteinlerin silika yüzeyine bağlanmasına 

yönelik işlevselleştirme için geniş yöntemlerden biridir. Amin grupları, reaksiyonlarda 

kendini kaıtlamış, katalitik, ayırma ve biyolojik uygulamalardaki yüksek verimli ajanlar 

olmalarının yanı sıra daha karmaşık fonksiyonel grupların sentezine izin veren belirli 
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molekülleri, amin ile reaksiyona sokma kabiliyetleri nedeniyle seçilmiştir [176]. (3-

aminopropil) dimetil etoksi silan (APDMES) veya 3-(aminopropil) trietoksisilan 

(APTES) kullanımı, amin grubunu silika nanopartiküllere aşılamak için yaygın olarak 

kullanılan iki malzemedir. Ancak, bu amaçla APTES veya APDMES kullanmanın çeşitli 

yöntemleri vardır [176-178]. 

2.3.3.2. Konjuge Bağlanma 

Silika nanopartiküller üzerindeki proteinleri (enzimler veya antikorlar gibi) immobilize 

etmek için etkili bir biyokonjugasyon yaklaşımı, parçacık yüzeyini amin-reaktif gruplarla 

kimyasal olarak değiştirmektir. Yüzeydeki serbest amin grupları, nanopartiküllere 

kovalent olarak bağlanır ve kovalent olarak bağlanmış silika-nanopartikül 

komplekslerinin oluşmasına neden olabilir. Silika nanopartiküller başlangıçta 

trimetoksisilil-propildietilentriamin (DETA) ile silanize edildikten sonra süksinik 

anhidrit ile modifiye edilir. Karboksilatlanmış yapılar deiyonize su ile uzaklaştırılır. 

Nanopartikülleri daha da değiştirmek için Bangs Labs protokolünü temel alan iki farklı 

yaklaşım kullanılabilir. Bunlardan ilk proses nanoparçacıkların yüzeyinde aktif ara 

maddeler oluşturmak için bir aktivasyon tamponu içinde karbodiimid hidroklorürü 

kullanır. Biyomoleküller üzerinde mevcut olan amin grupları daha sonra 

nanopartiküllerin uygun bir konsantrasyonda bir biyomolekül çözeltisine daldırılmasıyla 

amin bağları yoluyla modifiye silika nanopartiküllerine bağlanır. İkinci bir yaklaşımda, 

karboksil ile modifiye edilmiş silika nanopartiküllerine karbodiimid hidroklorür ile 

birlikte suda çözünür N-Hidroksisüksinimit bileşikleri eklenebilir. N-Hidroksi bileşiği 

tarafından oluşturulan aktif ester ara maddesi, hidroliz için daha kararlı aktif ara 

maddenin yerini alır, böylece biyomoleküllerin nanopartiküllere konjugasyon 

verimliliğini arttırır. Bu yöntemler, biyomoleküller ve silika nanopartikülleri arasında 

biyomoleküller inaktif hale gelene kadar devam edebilen kararlı bir bağlanma sağlar 

[179]. 
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Şekil 2.3.  Amino grup ile partikülün karboksil grup üzerinden bağlanması [179].  

2.4. Telomeraz 

Telomeraz, guaninden zengin tekrarlayan dizilerin eklenmesiyle telomer uzunluğunun 

korunmasından sorumlu enzimdir. Telomeraz enzimi, katalitik bir alt birim olan 

telomeraz ters transkriptaz (hTERT) molekülünü içerir [159]. Telomerazın katalitik 

protein bileşeni yalnızca spesifik germ hattı hücrelerinde, yenilenme dokularının 

proliferatif kök hücrelerinde ve kanser hücrelerinde eksprese edilir [161, 180]. Telomer 

uzunluğu ve yapısı, ters transkriptaz telomeraz ve telozom (shelterin) olarak adlandırılan 

bir multiprotein telomer kompleksi tarafından korunur [181]. Telomeraz aktivitesi, 

gametlerde, kök ve tümör hücrelerinde fazla miktarda bulunur [180]. Telomeraz 

aktivitesinin eksikliği, devam eden telomer kısalmasına neden olur ve deoksiribonükleik 

asidin (DNA) hasar sinyalleri yoluyla hücresel yaşlanmaya veya ölüme yol açar [50]. 

Ökaryotik kromozomların uç kısımlarına telomer adı verilir [182]. Telomerlerin hücresel 

kendini yenilemede çok önemli olduğunu bilerek, telomer bakımından sorumlu 

mekanizmalar kanser hastalıklarında çok önemli bir role sahiptir ve önemli onkolojik 

biyobelirteçler olabilir [183]. Karmaşık telomer/telomerazın benzersiz bir hedef olduğu 

ve kanser hücrelerinde oldukça spesifik olduğu konusunda pek çok çalışma yapılmıştır 

[184]. Telomer/telomeraz sistemi, hücrenin proliferatif aktivitesine müdahale etmek için 

iki olasılık sunar:  
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1. Telomeraz aktivitesini inhibe ederek telomer muhafazasının inhibisyonunu 

sağlar,  

2. Rezidüel telomeraz enzimini aktive etmek veya telomeraz ekspresyonunu 

indüklemeye olanak sağlar [185]. 

Örneğin, Amelia E. Hochreiter ve meslektaşları, GRN163L tedavisinin, farklı genetik 

geçmişlere sahip farklı tümör alt tiplerini temsil eden bir dizi meme kanseri hücresi 

üzerindeki etkilerini incelemişlerdir. Bu inceleme sonunda ‘’Telomeraz inhibisyonu 

gösteren meme kanseri hücreleri aynı zamanda koloni oluşumunda ve tümör oluşumunda 

da önemli bir azalma gösterdi ‘’ şekilinde bir rapor hazırlamışlardır [186]. 

Telomerazın fazla ekspresyonu, insan fibroblast dokuları ve normal epitelyal hücrelerinde 

tümör oluşumunu tetikler. Telomerazın buradaki spesifik görevi hücrelere sınırsız 

çoğalma kapasitesi kazandırmasıdır. Çoklu onkogenlerin mutasyonlarının engellenmesi 

ve tümör oluşum mekanizmalarının baskılanmasında yaşlanmak önemli bir rol almaktadır 

[185, 186]. Son yıllarda yapılan çalışmaların verilerine göre, tümör ihtiva eden bölgelerin 

%85’inden fazlasında telomeraz aktivitesi tespit edilmiştir [187]. 

2.4.1. Telomeraz Tayininin Erken Kanser Teşhisindeki Rolü 

Telomeraz iki molekülden oluşan bir ribo-nükleoprotein ters transkriptazdır. Vücut 

hücrelerinde aktivitesi bulunmayan ancak embriyonik ve erişkin kök hücrelerinde 

bulunan bir enzimdir. Son araştırmalar, telomeraz aktivasyonunun hücresel ölümsüzlüğe 

ve kansere neden olabileceğini, telomeraz inaktivasyonunun ise hücresel yaşlanmayı 

hızlandırabileceğini göstermektedir [188, 189]. Şimdiye kadar keşfedilen, insanlarda 

bulunan kötü huylu tümör hücrelerinde, kanser hücrelerinin %85-90'ı normal 

hücrelerdeki aktivitesi aşırı derecede bastırılırken, telomeraz ekspresyonunu 

yükseltmiştir. Bu da telomerazı hem kanser teşhisi ve prognoz değerlendirmesi açısından 

değerli bir biyobelirteç yapar hem de hücresel yaşlanmanın kontrolünde aktif bir rol 

oynadığının göstergesidir. Sınırsız bir şekilde büyüyen çok sayıda farklı kanser hücresi 

tipinde telomeraz aktivitesi tespit edilmiştir. Telomeraz aktivitesi çoğu somatik insan 

hücresinde bastırılırken, mide kanseri [190], kolorektal kanser [191], rahim ağzı kanseri 

[192], pankreas kanseri [193], meme kanseri [194], ürotelyal kanser [195, 196] ve yüksek 

riskli nöroblastom [197] dahil olmak üzere kanser hücrelerinin %85'inden fazlasında 

yüksek telomeraz seviyesi gözlenmektedir [198].  
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Tüm bu çalışmaların ışığında telomerazın doğru ve hassas bir şekilde tespit edilmesinin, 

terapötik açıdan oldukça önemli olduğu ve gelecek yıllarda kanser teşhis ve tedavilerinde 

insanlara oldukça fayda sağlayacağı görülmektedir. 

2.4.2. Telomeraz Tayin Yöntemleri 

Kanserli ve normal hücrelerdeki telomeraz aktivitesini, telomer uzunluğunu belirlemek, 

ölçmek için birçok metot bulunmaktadır. Bu algılama sistemlerinde ölçülen sinyaller, 

floresan [199, 200], kolorimetri [201], yüzey plazmon rezonansı (SPR) [202], 

elektrokimya [203], kemilüminesans [204, 205] ve benzerlerini içerir. 

2.4.2.1. Telomerik Tekrar Amplifikasyon Protokolü (TRAP) 

Telomeraz tayin yöntemlerinden en yaygın olan metot telomeraz ürünlerinin amplifiye 

edildiği ve PCR ile ölçüldüğü polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanlı telomerik tekrar 

amplifikasyon protokolleridir (TRAP'ler). Bu yöntem 1994’te Kim ve arkadaşları 

tarafından geliştirilmiştir. TRAP, telomerazın ters transkriptaz aktivitesini tespit eden 

biyokimyasal bir tayin yöntemidir. Ancak bu yöntemin en büyük handikabı miktar 

saptamasının çok hassas olmamasıdır. TRAP’da karşılaşılan zorlukları aşabilmek ve 

uygulamayı kolaylaştırmak için TRAP-eze ve TRAP-eze-Elisa kitleri geliştirilmiştir 

[206].  

Telomeraz aktivitesi, çoğu somatik hücrede tespit edilemeyecek kadar az olduğundan 

TRAP yöntemi hücre sayısı sınırlandığında oldukça hassas ölçümler yapabilmektedir. 

TRAP analizi üç basamaktan oluşur; uzatma, amplifikasyon ve telomeraz ürünlerinin 

tespitidir. Uzatma adımı esnasında telomeraz substratına (aslında telomerik olmayan bir 

oligonükleotid) telomeraz tarafından telomerazın tekrarları eklenir. Amplifikasyon 

aşamasında uzatma ürünü, spesifik primerler kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu 

(PCR) ile amplifiye edilir ve tespit aşamasında telomerazın varlığı veya yokluğu 

elektroforez ile analiz edilmektedir. Ancak PCR ve jel elektroforez işlemleri zaman 

alıcıdır ve kontaminasyona açıktır ve bu gibi durumlar hatalı sonuçlara yol 

açabilmektedir. Daha iyi bir hassasiyet, güvenilir bir analiz aralığı ve tekrarlanabilirlik 

açısından bazı çalışmalar yapılmış ve  analizlerde PCR içermeyen telomeraz tespit 

yöntemleri rapor edilmiştir. Alternatif olarak, son yıllarda biyoanalitik kimya ve malzeme 

bilimindeki ilerlemelerle birlikte birçok yeni telomeraz testi ortaya çıkmıştır. Hirose ve 

ark. TMA/HPA yöntemini önermişlerdir. Bu yöntemin uygulanması kolay ve hızlıdır. 

Ayrıca klinik örneklerden kaynaklanabilecek TRAP inhibitörlerinden de az miktarda 
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etkilenir. Bu yöntem, RNA'ya hibritlenen ve hibritleşmeyen probların diferansiyel 

hidrolizine ve telomeraz tarafından uzatılan primere bir promotörün eklenmesine 

dayanmaktadır [207]. Yajima ve arkadaşları hTER’in ifade edilme düzeyini saptamak 

için RT-PCR yöntemini geliştirmişlerdir. Bu sistemde spesifik PCR ürününün 

değerlendirilmesinde DNA polimerazın 5’→3’ ekzonükleaz aktivitesinden yararlanılır 

[208]. Fletcher ve arkadaşları primerin parçalanmamış çekirdek içerisinde uzatılmasını 

sağlayan bir sistem geliştirmişlerdir. İnsan T-lösemik hücrelerinden izotonik olarak izole 

edilen çekirdeklerdeki telomeraz aktivitesi çok düşük bir düzeydedir. Ancak dört kadar 

TTAGGG telomerik tekrar dizisini ekleyebilir. Telomeraz aktivitesinin doğal ortamında 

araştırılması, enzimin işlevine yeni bir ışık tutabileceği gibi yeni telomeraz 

inhibitörlerinin değerlendirilmesi için de kullanışlı bir sistem olduğu düşünülmüştür 

[209]. 

2.4.2.2. Altın Nanopartiküllerle Telomeraz Tayini 

Telomeraz tayini için kullanılan diğer yöntem de yüzey güçlendirilmiş Raman 

saçılmasıdır. Bu yöntemde, plazmonik duyarlılığa sahip sorgulama sinyali SERS 

kullanılarak, TEC-SERS (telomerik uzama kontrollü yüzey geliştirilmiş Raman 

saçılması) olarak adlandırılan diğer yöntemlere kıyasla PCR içermediği için kullanımı 

daha az handikaplı olan telomeraz tespit sistemi geliştirilmiştir.  

Altın temelli nanoyapılar, kolay sentezlenmeleri, ,iletkenlik özellikleri ve ayarlanabilir 

boyutları gibi bir takım özellikleri sayesinde biyolojik analizlerde tercih edilmektedir 

[210]. Floresan deneyleri yoluyla telomeraz tespiti için kayda değer avantajları olan 

algılama yöntemlerinden biridir. Bu metotlara Yüzey Geliştirilmiş Raman Saçılma 

(SERS) yöntemi [211], lokalize yüzey plazmon rezonansı (LSPR)  yöntemi ve gömülü 

mikro elektro mekanik sistemler (MEMS) örnek olarak verilebilir. Verici ve alıcı 

arasındaki mesafe belirli bir reaksiyondan sonra büyüdüğünde, FRET (Floresans 

Rezonans Enerji Transferi) kaybolur ve tespit için bir sinyal olarak floresan geri kazanımı 

ölçülebilir [212]. Bu nedenle, yerinde telomeraz tespiti için birçok AuNP tabanlı 

nanoproblar geliştirilmiştir [213]. 

Bunlardan başlıca olanı, Gao ve arkadaşlarının, telomeraz aktivitesini tespit etmek için 

SERS yöntemi ile yaptıkları bir çalışmadır. Bir nükleik asit işaretçisi (SNAB) kullanarak 

tümör hücrelerini saptayabilmişlerdir [214]. SERS yönteminde, tek molekül seviyesinde 

bile oldukça yüksek hassasiyetle, hedef analitin kayda değer oranda moleküler ve yapısal 
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bilgisine ulaşılır [215]. Bu yöntemde çok iyi sinyaller üretebilen altın veya gümüş 

nanopartiküller kullanılıyor. Bir çalışmada telomerazın varlığında Au etiketli NP'ler 

üzerinde immobilize edilen TS primerlerine telomerik tekrarlar eklenir. Kanser hücresi 

ekstraktları zayıf bir sinyal üretirken normal hücreler bir SERS sinyali üretir [216]. Lei 

ve ark. boya etiketli hairpin DNA ipliklerini ve tek altın nanopartiküller üzerinde TP'ler 

içeren süper hairpin bileşenlerini hareketsiz hale getirerek telomeraz aktivitesini hassas 

bir şekilde tespit etmek için bir DNA yürüteç sentezlemişlerdir [217]. 

2.4.2.3. Gümüş Nanopartiküllerle Telomeraz Tayini 

Gümüş nanomalzemeler, basit sentez, iyi fotokararlılık ve bariz parlaklık gibi özelliklere 

sahiptirler ve floresans ve SPR'nin gelişmiş etkilerinden dolayı sıklıkla algılamada 

kullanılırlar [218]. Zhu ve arkadaşları, AgNC'leri kullanarak telomeraz aktivitesini 

saptamak için bir çalışma dizayn etmişlerdir [219]. Bu çalışmada, DNA ile modifiye 

edilmiş AgNC'ler, telomerazın primerlerinin dizilerini ve primer uzantısının tamamlayıcı 

dizilerini içermektedir. Bu dizayn ise önceden tasarlanmış olan DNA dizilerinin 

varlığında AgNO3'ün yapıda  indirgenmesiyle elde edilmiştir. 

2.4.2.4. Grafen Oksitler ile Telomeraz Tayini 

Grafen Oksit, uzun vadeli nanometre floresan söndürme kabiliyetine sahip suda çözünür 

düzlemsel bir malzemedir ve DNA'yı enzimatik bölünmeden koruyabilir [220, 221]. 

Bunun yanında, grafen, kimyasal kararlılık sayesinde, elektron dağılım yapısı, büyük 

delokalize bağları sayesinde Raman geliştirilmiş kimyasal mekanizma (CM) için de 

kullanılmaktadır [222].   

Xia ve ark. telomeraz ve microRNA-21'i (miR-21) tespit etmek için grafen oksit (GO) 

bazlı bir floresan sensör (GOFA) tasarlamışlardır [223]. Sonuç olarak, farklı kanser 

tiplerinde yapılan çalışmalar, telomeraz aktivitesinin tanısal bir belirteç olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir. Telomeraz inhibisyonu ile özellikle kısa telomerli 

tümör hücrelerinde yaşam süresinin kısalması, ölümsüzleşmede ve kanser gelişiminde 

telomeraz reaktivasyonunun rol aldığını desteklemektedir [224]. Bu noktada telomeraz 

aktivitesinin tayini büyük bir önem teşkil etmektedir.
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

Sunulan tez çalışması iki temel başlıkta özetlenmiştir, bu kapsamda i) anti-transferrin ile 

modifiye edilmiş silika nanopartiküllerin sentezi ve transferrin tayininde biyosensör 

amaçlı kullanımının incelenmesi, ii) anti-telomeraz ile modifiye edilmiş yüksek enerji 

dönüşümlü silika nanopartiküllerin sentezi ve telomeraz tayininde biyosensör ve/veya 

biyogörüntüleme amaçlı kullanımının incelenmesine ait sonuçlar incelenmiştir.  

Günümüzde kullanılan ve yaygın olan probları, fiyat, performans, toksisite ve kullanım 

zorluğu bakımından göz önüne aldığımızda, bu yeni nesil lantanit temelli silika probların 

sentez ve üretim aşamalarının iyileştirilmesi, uygun çözeltiden hedef molekülün tayinini 

yapabilecek bir biyosensör olarak kullanılması ve gerektiğinde herhangi bir malzemenin 

ölçümünü yapmaya olanak sağlayacak bir platform geliştirilmesi hedeflenmiştir. 

Çalışmanın ilk basamağında kullanılan hedef protein yapı, transferrin molekülüdür. 

Transferrin, organizmada ferrik demir (Fe3+) formunun ana taşıyıcısıdır. Demir 

homeostazında organizmada oldukça önemli bir rolü vardır. Demir iyonu, vücutta birçok 

fizyolojik mekanizmaya katıldığı için hayati unsurlardan biri olarak kabul edilmektedir. 

Demir iyonu organizmada kritik rollere sahiptir. Bunlardan bir kaçı, hayati olan oksijenin 

taşınması, deoksiribonükleik asitin (DNA) sentezi ve elektron hareketliliğini sağlamasıdır 

[225]. Bu nedenle de transferrin analizinin biyoanalitik yaklaşımlarda önemi her zaman 

vurgulanmıştır. Tüm bu önemli rollerden dolayı da, organizmada transferrin veya demir 

seviyesinin ölçülmesi birçok hastalığın yorumlanması açısından biyomedikal 

yaklaşımların ilgi odağı haline gelmiştir. 

Araştırmanın ilk basamaklarında, transferrin antikorlarının silika nanopartikül yüzeyine 

bağlanması hedeflenmiştir. Transferrin antikor kaplı silika nanopartiküllerin biyomedikal 

ve biyoanalitik uygulamalarda yaygın olarak kullanılabileceği öngörülmüştür. Bu 

amaçla, fonksiyonel grup olarak amin grubunu nanopartikül yüzeyine eklemek için bir 

dizi kimyasal yöntemler  kullanılmıştır. 

 

  

 Bu doğrultuda; 

1. Silika nanopartiküllerin sentezi, karakterizasyonu ve boyut optimizasyonu, 
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2. Anten etkisini arttırıcı ve yapının kararlılığını sağlayacak (ligand) organik 

malzemenin sentezi, 

3. Lantanit -N-metakriloil-L-aspartik asit (MAAsp) komplekslerinin 

hazırlanması, 

4. [SiNP] ve [SiNP]NH2 nanopartiküllerinin sentezi, 

5. [SiNP]NH2 nanopartiküllerine transferrin antikor immobilizasyonu 

6. SiNP@Eu- MAAsp nanopartiküllerinin sentezi, 

7. SiNP@Eu- MAAsp nanopartiküllerinin aminlenmesi, 

8. Aminli-(SiNP@Eu)NH2 silika nanopartiküllerine telomeraz antikorların 

immobilizasyonu 

9. Nanoproblar ile antijenlerin etkileşim koşullarının testleri 

10. Hücre deneylerinin yapılması hedeflenmiştir. 

Genel olarak geliştirilen probların sentezinde, silika partiküllerin sentezi ve lantanitlerin 

bu partiküllere homojen dağıtılması, çekirdek-kabuk (core-shell) morfolojisinin sentezi 

ve bu yapı üzerine kimyasal etkileşimler ile antikor molekülünün bağlanması ve ortamda 

bulunan hedef molekülün belirlenmesi metotları yer almıştır. 

Bu çalışmada kullanılan kimyasallar ve makine-ölçüm cihazları;  

Amonyak (NH4OH) Merck firmasından (Darmstadt, Almanya) temin edilmiştir. Sodyum 

hidroksit (NaOH), N-etil-N‘-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorür (EDC), N-

hidroksisüksinimid (NHS), tetraetilortosilikat (TEOS), amonyum okzalat monohidrat 

[(NH4)2C2O4.H2O], övropium klorür hekzahidrat (EuCl3.6H2O), terbiyum(III) nitrat 

pentahidrat [Tb(NO3)3.5H2O], (3-aminopropil) trietoksisilan (APTES), sodyum 

bikarbonat (NaHCO3), sodyum klorür (NaCl), agaroz, fosfat tamponu (pH 7.2), L-

aspartik asit, metakriloil klorür, benzotriazol, 1,4-dioksan ve setildimetiletil amonyum 

bromür (CTAB) Sigma Aldrich firmasından (St. Louis, Missouri, ABD) temin edilmiştir. 

Antikor (Tavşan anti-Telomeraz monoklonal antikor), antijen (PrEST Antigen TERT) 

Merck Millipore (Burlington, ABD), karşılaştırma boyası Cy2@green  

[(Keçi Anti-Tavşan IgG H&L (Cy2 ®)] ABCAM-UK, kimyasal parçalama tamponu 

ThermoFisher (Waltham ABD) firmasından temin edilmiştir. 
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Tez çalışması kapsamında yapılan deneysel süreçlerin doğrulanmasında ve analizlerin 

yapılmasında kullanılan cihazlar ve kullanılma gerekçeleri ise aşağıdaki tabloda 

belirtilmiştir. 

Tablo 3.1 Tez çalışması aşamasında kullanılan cihazların listesi 

Cihazın Adı Marka ve Modeli Kullanım Amacı 

Taramalı Elektron 

Mikroskobu  

QUANTA 400F Field 

Emission 

Sentezlenen malzemenin 

morfolojisinin anlaşılması ve morfoloji 

değişimlerinin incelenmesi 

Yüksek Kontrastlı 

Geçirimli Elektron 

Mikroskobu 

TEMC-FEI Tecnai 

G2 Spirit BioTwin 

Sentezlenen malzemenin 

morfolojisinin anlaşılması ve morfoloji 

değişimlerinin incelenmesi ile birlikte 

yapıda bulunan kontrast farkından 

sistemin yorumlanması, core-shell 

yapının görülmesi 

Zeta Boyut Ölçer Malvern-NanoZs Nanopartikül modifikasyonu sonrası 

hidrodinamik boyut dağılımına ve 

boyuta etkisinin araştırılması 

Zeta Potansiyel Ölçer Malvern-NanzoZs Nanopartiküllerin yüzey yükünün 

modifikasyon ile değişiminin 

incelenmesi 

Fourier Dönüşümlü 

İnfrared Spektroskopisi 

Hyperion 1000- IFS/66S Nanopartiküllerin kimyasal yapısının 

belirlenmesi, modifikasyon sonrası 

değişimlerin anlaşılması 

UV Spektrometre Thermo-Scientific-1000 Nanopartiküllerin modifikasyanonun 

absorbansla elde edilen algoritma 

üzerinden araştırılması 

Floresans Spektrometre  Nanopartiküllerin yüksek enerjj 

dönüşümünün uyarılması ve emisyon 

bantları üzerinden anlaşılması ve 

modifikasyon sonucu absorbans ile 
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değişimlerden malzeme hakkında nicel 

ve nitel yorum yapabilme 

Elektroforez ChemiDoc Deney gruplarının protein düzeyinde 

incelenmesi ve tanımlanması 

EDAX veya EDS 

Dedektörü 

QUANTA 400F Field 

Emission- TEMC-FEI 

Tecnai G2 Spirit 

BioTwin 

Nanopartiküllerin yüzeyinin taranması 

ile elementel düzeyde analiz edilmesi  

 

3.1. İmmünoafinite Silika Nanopartiküllerle Transferrin Tayini 

3.1.1. Silika Nanopartiküllerin Sentezi 

Silika nanopartiküller (SiNP), literatürde bu sentez yönteminde en çok atıf almış olan 

çalışmaların sahibi  Stöber’in yöntemine göre sentezlenmiştir [163]. Özetle, 50 mL etanol 

50 mL ultra saf su, 250 mL boyunlu balonda homojen bir çözelti elde edilen kadar 

karıştırılmıştır. Ardından, 10 mL amonyum hidroksit (0.5 M) ve 5,0 ml tetraetil ortosilikat 

(TEOS) eklenerek 500 rpm karıştırma hızında 12 saat boyunca manyetik karıştırıcıda 

karıştırılmıştır. 12 saatin sonunda oluşan çözelti santrifüj edilip etanol ile yıkanmış ve 

50°C‘de vakumlu etüvde kurumaya bırakılmıştır. 

3.1.2. Silika Nanopartiküllerin (SiNP) Amin Gruplarıyla 

Fonksiyonelleştirilmesi 

Önceden hazırlanmış olan silika nanoyapılar (bknz. 3.1.1), bu aşamada aminlenip, antikor 

ile modifiye edilmiştir. Belirli miktarda alınan silika nanoyapılar (4 mg), etanol:su (4:1) 

çözeltisinde disperse edilip homojenize edildikten sonra, uygun miktarlarda SiNp: 

APTES (10:1 v/v) damla damla karışıma eklenir ve 1 saat manyetik karıştırıcıda 

karıştırılır. 1 saatin ardından, çözeltiye uygun miktarlarda (APTES:NaOH v/v) 5:1 

amonyum hidroksit (0.5M) çözeltisi eklenir ve 12 saat çözeltinin olgunlaşması beklenir. 

Yüzeyi amin grupları ile modifiye edilmiş silika nanopartikül molekülleri vakumlu 

etüvde 50◦C tamamen kurutulduktan sonra elde edilir. 
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3.1.3. Aminli [(SiNP)NH2] Silika Nanopartiküllerin Transferrin Antikoru ile 

Modifikasyonu 

Aminlenmiş silika nanoyapılar, de-iyonize su içinde disperse edilmiş ve EDC/NHS ile 

aktifleştirilmiş antikor (20:1 mol/mol) ile oda koşullarında 12 saat manyetik karıştırıcıda 

(500 rpm) karıştırılmıştır. 12 saatin ardından, silika nanoyapılar 9000 rpm’de 5 dakika 

santrifüj edilip, elde edilen [(SiNp)NH2]+AntiTra partiküller alınmıştır. Süpernatantlar 

antikor bağlanma kapasitesinin belirlenmesi amacıyla saklanmıştır. Alınan pelletler de-

iyonize su içinde (10 mL) disperse edilmiş ve bir sonraki aşama için saklanmış  ve 

kullanılmıştır. 

3.1.4. [(SiNp)NH2]+AntiTra Silika Nanopartiküllerle Transferrin Etkileşim 

Koşullarının Optimizasyonu 

Bu aşamada 250 µg/mL derişimde modifiye edilmiş silika nanoproblar, derişimi bilinen 

transferin standart çözeltileri (31,25-62,50-125,0-250,0 µg/mL) ile etkileşime 

sokulmuştur (25°C sıcaklık ve pH 7,2’de). 10 mL’lik falkon tüplerde, 1 mL silika 

nanopartikül çözeltisi ve 1 mL standart çözeltileri içeren analiz çözeltisi vorteks yardımı 

ile etkileşime sokulmuştur. 2 dakika süren bu işlem sonunda falkon tüpler santrifüj 

edilmiş, süpernatant kısmından 3 µL numune alınarak nanodrop UV-spektrometresinde 

ölçümler yapılarak, etkileşimden önceki absorbanslar arasında kayda değer 

değişikliklerin olup olmadığı incelenmiştir. Bu deneyin yanı sıra, transferin antijeni için 

nanopartiküllerin farklı ortam koşullarındaki etkileşim kabiliyetini sınamaya yönelik, pH, 

sıcaklık ve etkileşim süresinin prob-antijen etkileşimine etkisi incelenmiştir. Bu farklı 

koşullarda 250 µg/mL derişimindeki silika nanopartiküller ile yine aynı derişimde 

antijenler etkileşime sokulmuştur. Farklı pH, sıcaklık ve etkileşim süresi ortamlarında 

alınan sonuçlar incelenmiş ve rapor edilmiştir. 

3.1.5. [(SiNp)NH2]+AntiTra Silika Nanopartiküllerle Yarışmalı Afinite Testleri 

Modifiye edilmiş silika nanoprobların sadece transferin ihtiva eden çözelti ortamında, 

antijene karşı ilgileri analiz edilmiştir. Bunların yanında, nanopartiküllerin kompleks sıvı 

karışımlarında ortamda bulunabilecek herhangi bir proteine karşı olan ilgileri ve 

transferine karşı olan ilgileri değerlendirilerek yarışmacı protein ortamında etkileşimler 

incelenmiştir. Bu analizler için, ovalbumin, ɣ-globulin ve albumin proteinleri 

kullanılmıştır. Belirli derişimlerde, spektrum taramaları yapılmış, absorbans değerleri 

kayıt edilmiştir. Daha sonra belirli miktarda silika nanoproblar ile karışımı yapılmış 
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çözeltiler vorteks yardımı ile muamele edildikten sonra, santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

kısımlarından alınan örneklerin yine aynı dalga boyunda absorbans değerlerine bakılmış 

ve azalan derişim miktarlarına paralel olarak absorbans değerleri yorumlanmıştır. 

3.2. Yüksek Enerji Dönüşümlü Silika Nanopartiküller ile Telomeraz Tayini 

3.2.1. N-Metakriloil-L-Aspartik Asit (MAAsp) Monomerinin Sentezi 

Yüksek enerji dönşümü özelliği olan lantanit katkılı silika nanoyapıların sinyal 

sürelerinin uzatılması için ortama anten görevi görecek bir molekül yerleştirilmesi 

gerekmektedir. Bu sebeple, uygun molekül olarak MAAsp molekülü seçilmiştir. 5,52 

mmol, (0,73 g) L-aspartik asit, 1 M NaOH sulu çözeltisinde deney tüpü içinde 

çözülmüştür. MA-Bt (metakriloil benzotriazol) çözeltisi içeren 1,4-dioksan (25 mL) 

yavaşça aminoasit çözeltisi içine eklenmiştir. Karışım, reaksiyonun tamamlanması için 

oda sıcaklığında 20 dakika boyunca karıştırılmıştır. Reaksiyon bittiğinde vakum altında 

1,4-dioksan buharlaştırılarak final çözeltiden (karışımdan) uzaklaştırılmıştır. Çökelti su 

ile seyreltilmiş ve reaksiyon sonucu oluşan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 ml) ile 

uzaklaştırılmıştır. Toplanan sulu monomer çözeltisi %10'luk HCI çözeltisi kullanılarak 

pH 6,0-7,0 olacak şekilde nötrleştirilmiştir. Döner buharlaştırıcı ile su yapıdan 

uzaklaştırılarak reaksiyon ürünü MAAsp monomeri (açık sarı renkli çökelek) elde 

edilmiştir.   

3.2.2. Eu3+-MAAsp Floresans Kompleksinin Hazırlanması  

Eu lantanit tuz kompleksi, MAAsp fonksiyonel monomeri ile 1:3 (mol/mol) oranında 

karıştırılmasıyla oluşturulmuştur. Bu amaçla, MAAsp (3 mmol) ve kompleks oluşmasını 

kolaylaştıran ajan olarak amonyum oksalat monohidrat, (0.5 mmol, 71 mg), 20 mL 

deiyonize su içinde çözülmüştür. pH, NaOH’ın (1 M) damla damla eklenmesiyle 

kompleks oluşumu için en uygun pH olan pH 6,0-7,0 aralığında olacak şekilde 

ayarlanmıştır. Daha sonra, 5 mL deiyonize su içinde çözülen Eu3+ (1 mmol, 435 mg) 

iyonu önceki çözelti içerisine damla damla ilave edilmiştir. Karışım daha sonra 24 saat 

boyunca 150 rpm'de manyetik karıştırıcıda karıştırılmış ve oluşan beyaz çökelti 

(kompleks kristalleri) süzülerek çözeltiden toplanmıştır. 

3.2.3. SiNP@Eu3+-MAAsp Nanopartiküllerin Sentezi 

Önceden hazırlanmış olan, Eu3+-MAAsp (1:3) kompleksi, 1:1 oranında, etanol:su (4:1) 

çözeltisinde homojenize edildikten sonra, uygun miktarlarda (10:1 v/v) damla damla 



 

 
 

39 

silika karışımına eklenmiş ve 1 saat manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. 1 saatin 

ardından, çözeltiye 1 mL amonyum hidroksit çözeltisi (5M) eklenmiş ve 12 saat 

çözeltinin olgunlaşması beklenmiştir. Karışımdan yüzey aktif malzemelerin ayrılması 

için 8:2 etanol/HCl (0,1 M) (v/v) ile muamele edilmiş ve vakumlu etüvde kurumaya 

bırakılmıştır. 

3.2.4. SiNP@Eu3+-MAAsp Nanopartiküllerin Aminlenmesi 

Sentezlenen SiNp@Eu3+-MAAsp nanopartiküllerinden 4 mg alınmış, 10 mL distile su 

içinde 30 dakika boyunca ultrasonikatör kullanılarak disperse edilmiş ve homojen bir 

çözelti hazırlanmıştır. Homojen çözelti oluştuğunda, bu çözelti içine, APTES oranı 10:1 

(w/w) oranında olacak şekilde damla damla eklenmiş ve manyetik karıştırıcıda 24 saat 

boyunca 500 rpm’de karıştırılmıştır. Daha sonra bu çözelti 3 defa distile su ile yıkanmış 

ve 10000 rpm dönme hızında santrifüjle çöktürülmüş ve oluşan pellet vakumlu etüvde 

50°C’de 24 saat boyunca kurutulmuştur. 

3.2.5. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] Nanopartiküllerin Anti-Telomeraz ile 

Modifikasyonu 

Daha önce transferrin antikorunun bağlanma deneylerinde yapıldığı gibi modifiye 

edilmemiş silika nanoyapıların yüzeyleri aminlenerek [(SiNp@Eu3+-MAAsp)NH2] 

yapıları elde edilmiştir. Bu yapıların yüzeylerine telomeraz antikoru yine bağlayıcı bir 

karbodiimid (EDC/NHS) yardımı ile bağlanmıştır. Bağlanma veriminin araştırılması ve 

optimum aralığın bulunması için ise antikor standartları oluşturulmuş ve bunlar ile 250,0 

µg/mL derişimdeki [(SiNp@Eu3+-MAAsp)NH2] yapıları etkileşime sokulmuştur. 

Deneysel prosedür ve kullanılan reaktiflerin derişimleri transferrin antikorlarını 

bağlamak için uygulanan prosedürün benzeri olmuştur. 

3.2.6. SDS-PAGE Çalışmaları 

Ticari olarak elde edilen, antikor (tavşan anti-telomeraz antikor), antijen (PrEST Antigen 

TERT) ve karşılaştırma boyası Cy2@green (Keçi Anti-Tavşan IgG H&L (Cy2 ®) 

preadsorbed) son derişimleri 125 ug/uL olacak şekilde, belirli oranlarda YED nano 

proplar ile (250 µl/ml) etkileştirilmesiyle ayarlanmıştır. Bu deney gruplarına ek olarak da 

gerçek kanser hücresi hatlarından (HeLa ve MCF-7) ekstrakte edilen ve derişimleri 

bilinmeyen solüsyonlar kullanılmıştır (Tablo 3.2 ). 
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Tablo 3.2 Elektroforez numunelerinin derişimleri 

Numune Adı Derişim 

(µg/mL) 

Miktar 

(µL) 

Boş Silika 250 25 

Silika@YED 125 25 

YED@Antikor 125 25 

YED@Antikor+Antijen 125 25 

Antikor+Antijen 125 25 

Cybergreen@Antikor 125 25 

Cybergreen@Antikor+Antijen 125 25 

HeLa-T --- 25 

YED@Antikor+HeLa-T 125 25 

Ticari Antijen 125 25 

MCF-7-T --- 25 

YED@Antikor+MCF-7-T 125 25 

 

Jel-elektroforez analizi için ilk adımda, 100 mL hacmindeki bir behere 25 mL soğutulmuş 

elektroforez tamponu (TBE) eklenmiş ve çözelti hızla karıştırılırken 1,125 g yüksek 

çözünürlüklü (HR) agaroz tozu yavaş yavaş eklenmiştir.  Homojen bir karışm elde edilene 

kadar karıştırılmış ve beher plastik bir kapak ile kapatılarak havalandırma için küçük bir 

delik açılmıştır. Beher mikrodalgada 3 dakika "düşük" güçte ısıtılmış ve ardından 

"yüksek" güce geçilmiştir. Burada önemli olan nokta, çözeltinin dökülmesine neden 

olmayacak bir şekilde gerçekleştirilmiş olan kısa atımlarla ısıtma işlemidir. Isıtma ile 

oluşan köpük, büyük kabarcıklar haline geldiğinde bu köpükler birkaç saniye sonra 

kaybolmuştur. Bu durum, agarozun hazır olduğunu göstermektedir. Ardından, jel, jel 

aparatına (kasete) dökülmüş, oda sıcaklığında katılaştıktan sonra, kullanmadan önce 

+4°C'de 20 dakika soğumaya bırakılmıştır. Her şeride 25 µL numune yüklenmiş ve 1 saat 

boyunca 200 V'ta çalıştırılmıştır. De-iyonize su ile hazırlanmış 0,1 M NaCl çözeltis ile 

nazikçe çalkalayarak 20 dakika boyunca jel boyanmıştır. Bantları görüntülemek için, BIO 

RAD-CHEMIDOC cihazı 350-380 nm dalga boyu kullanılmıştır. 
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3.2.7. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+Anti-Telo Nanopartiküllerin Telomeraz 

Antijenleri ile Etkileşimi 

Antikor ile seçicilik özelliği kazandırılan [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] partiküllerinin 

antijen yakalama kabiliyetlerinin sınanması için, derişimi bilinen ticari telomeraz 

antijenleri ve derişimleri bilinmeyen gerçek kanser hücre hatlarından (HeLa ve MCF-7) 

ekstrakte edilen telomerazlar kullanılmıştır. Bu aşamada, 250 µg/mL YED problar ile 

derişimleri bilinen (12,50-25,50-100,0-200,0 ve 400,0 µg/mL) ve derişimleri bilinmeyen 

HeLa ve MCF-7 hücrelerinden ekstrakte edilen telomeraz antijenleri etkileşime sokulmuş 

ve 10 dakika rötarda bekletildikten sonra 1 dakika vorteks yardımı ile karıştırılarak 

belirlenen analizler yapılmıştır. 

Bu deneyler için MCF-7 ve HeLa hücre hatları seçilmiştir. Hücrelerden, 2. pasajlarından 

ortalama 1x106 olacak şekilde birer vial kullanılmıştır. Bu hücrelerden telomeraz 

ekstraksiyonu yapabilmek için literatüre uygun deneysel çalışmalar tertip edilmiştir 

[226]. Buna göre, RNase içermeyen  1,5 mL hacimli tüplere alınan hücreler soğuk PBS 

ile 2 defa 1800 rpm hızında 5 dakika yıkanmıştır. Süpernatant dikkatlice ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Daha sonra hücreler, buzda bekleyen 200 µL kimyasal parçalama 

(liziz) tamponuna alınmış ve 30 dakika yatay çalkalayıcıda buz içinde bekletilmiştir. 

Daha sonra 12000 rp değerinde 20 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

dikkatlice alınmış ve -80°C’de saklanmıştır. Daha sonra bu numuneler YED problar ile 

etkileşim için spektrometrik ve elektroforez analizleri için kullanılmıştır.
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

4.1. İmmünoafinite Özellikli Silika Nanopartiküllerle Transferrin Tayini 

4.1.1. Silika Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

4.1.1.1. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizleri 

Çalışmanın bu bölümünde, boş silika nanopartiküllerinin, aminlenmiş silika 

nanoprtiküllerinin [(SiNP)NH2] ve antikor bağlı final ürünlerinin FTIR-ATR 

spektrumları incelenmiştir. Bu sonuçlara göre, spektrumlarda kayda değer değişimler, 

beklenen yönde gözlemlenmiştir. Şekil 4.1. incelendiğinde, boş SiO2 nanoprobları, Si-

OH'nin asimetrik eğilme ve gerilme titreşimine ait 950 cm-1'deki bandın yanı sıra, Si-O-

Si asimetrik gerilmelerine karşılık gelen 1080 cm-1'de bir temel banda sahiptir.  Öte 

yandan, amin ile işlevselleştirilmiş SiO2 nanoprobları (mavi çizgi), amin gruplarının 

[227] asimetrik titreşimine ait 1640 cm-1 civarında ekstra geniş bir banda sahiptir ve 

bandın genişliği, dahil edilen SiO2 yapısında ayrışmamış su moleküllerine karşılık gelir 

[228]. Karşılaştırmalı sonuçlar, amino gruplarının SiO2 parçacık yüzeyine başarılı bir 

şekilde dahil edildiğini göstermiştir. Ek olarak antikor moleküllerinin immobilizasyonuna 

göre yeni önemli bantların açıkça gözlemlendiği, amino işlevselleştirilmiş ve antikorla 

dekore edilmiş SiO2 nanoprobların spektrumlarının karşılaştırılmasında da 

görülmektedir. Bu bağlamda, boş, amino işlevselleştirilmiş ve antikorla dekore edilmiş 

SiO2 nanoprobları arasındaki açık farklar, spektrumlarda yeni bantların ortaya çıkışının 

yanı sıra mevcut bantlarda kaymalar/genişlemeler olarak ortaya çıkmıştır. 454 cm-1, 570 

cm-1, 1066 cm-1 ve 804 cm-1 civarındaki SiO2 (Si-O-Si veya Si-OH) gruplarına karşılık 

gelen bantların yoğunlukları, antikor dekorasyonundan sonra önemli ölçüde değişmiştir. 

Sonuçlar, ATR yaklaşımının analiz edilen yüzeydeki fonksiyonel grubu ve ayrıca 

yüzeyler boyunca antikor moleküllerinin homojen immobilizasyonunu/dekorasyonunu 

taradığı analiz yönteminin doğasına bağlıdır. Bant yoğunluklarındaki bu varyasyonlara 

ek olarak, protein spektrumlarında yaygın olarak amid I/II titreşimine karşılık gelen 1544 

cm-1 civarında yeni bantlar görülmüştür [229]. Ayrıca, protein yapılarındaki amid bağları 

ile ilgili yapıya dahil olan yeni karbonil (-C=O-) grupları nedeniyle, bandın 1658 cm-1 

civarındaki yoğunluğu önemli ölçüde artmıştır. Özetle, silika bazlı nanoproblar başarılı 

bir şekilde sentezlenmiş ve karakterizasyon analizleri ışığında homojen bir şekilde 

modifiye edilmiştir.  
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Şekil 4.1. Mavi renkli çizgiler (üstüste çakışık) [(SiNP)NH2] ve kırmızı çizgi ise sadece 

SiNP’yi temsil etmektedir. 

4.1.1.2. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri 

Sentezlenen silika nanopartiküllerin boyutları ve morfolojileri taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir. SEM analizine göre (Şekil 4.2), nanoprobların boyut 

dağılımı Image J yazılımı kullanılarak belirlenmiştir. Boyutlar 91.6± 22.6 nm'lik dağılıma 

sahiptir. Boyut dağılımı yüksek monodispersitede olup, 70-120 nm aralığında rapor 

edilmiştir. Aminlenmiş silika nanopartiküller ise şekil 4.3’te incelenmiştir. Burada amin 

ile fonksiyonelleştirmenin morfolojide ciddi değişikliğe yol açtığı söylenemez. Partikül 

boyutları da boş silika nanoyapılarının boyutları ile neredeyse aynı çıkmıştır.  
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Şekil 4.2. Boş silika nanopartiküllerin taramalı elektron mikroskop görüntüleri, 3,0 kV 

voltaj ve 50 kx yakınlaştırma. 

 

Şekil 4.3. Aminli silika nanopartiküllerin taramalı elektron mikroskop görüntüleri, 5,0 kV 

voltaj ve 449 kx yakınlaştırma. 
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Şekil 4.4 ve 4.5’de silika nanopartiküller modifikasyon sonrası taramalı elektron 

mikroskobu ile morfoloji incelemeleri yapılmıştır. Yüzey morfolojisinde kayda değer 

oranda değişimler elektron mikroskobu incelemelerinde tespit edilmiştir. Yüzeyleri 

pürüzsüz olan silika yapılar, modifikasyon sonrası yüzey pürüzsüzlüğünü yitirmişlerdir. 

Partikül boyutlarında ise ciddi değişimler olmamıştır. Modifikasyon sonrası ölçeklerine 

göre image-J programından partiküller incelenmiş ve modifikasyonun partikül boyutuna 

etkisi yaklaşık 22 nm civarında olmuştur. 

 

 

Şekil 4.4. Anti-transferrin ile modifiye edilmiş (SiNP@NH2) nanopartiküllerin taramalı 

elektron mikroskobu görüntüleri, 7,0 kV voltaj ve 373 kx yakınlaştıma. 
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Şekil 4.5. Anti-transferrin ile modifiye edilmiş (SiNP@NH2) nanopartiküllerin taramalı 

elektron mikroskobu görüntüleri, 2,5 kV voltaj ve 100 kx yakınlaştıma. 

4.1.1.3. Geçirilimli Elektron Mikroskopi (TEM) Analizleri 

Geçirimli elektron mikroskobu görüntülerinden anlaşılacağı üzere, silika nanoyapıların 

sentezi ve karakterizasyonu başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.6 ve Şekil 

4.7’de silika yapılarının boş olduğu ışık geçirgenliğinden anlaşılmaktadır. Bu yapılarda 

lantanit kullanıldığı zaman nasıl bir kontrast farkı oluştuğu ileri deneylerde lantanit ile 

modifiye edilen floresan özellik gösteren probların TEM görüntülerinde değinilmiştir. 

Şekil 4.7 ‘deki görüntüde ise silika yapıların dış yüzeyinin modifiye edildiği gradient 

farkından dolayı belli olmaktadır. Yüzeyde çok ince bir tabaka hem yüzey yükünden 

kaynaklı hidrodinamik yarıçap etkisi hem de jelimsi saydam tabaka belli olmaktadı. 

Probların boyutları, zeta-sizer ve taramalı elektron mikroskobu görüntüleri ile de 

uyuşmaktadır. 



 

 
 

47 

 

Şekil 4.6. Boş silika nanopartiküllerin modifikasyon öncesi geçirimli elektron 

mikroskopu görüntüleri. 

 

Şekil 4.7. Silika nanopartiküllerinin transferrin ile modifikasyonu sonrası geçirimli 

elektron mikroskopu görüntüleri. 

4.1.1.4. Enerji Dağılımlı X-Işını Spektroskopisi (EDX) Analizleri 

SiNP yapıları öncelikle amin yapıları ile modifiye edilmiş ve sonrasında ise anti-

transferin ile fonksiyonellenmiştir. Bu işlem basamaklarının doğruluğuna, TEM 

mikroskobu altında EDAX dedektörü ile elementel olarak hem spektrum hem yüzey 

haritalamasında bakılmıştır. Şekil 4.8 incelendiğinde, final yapıda, boş silikaya göre 

karbon ve azot elementleri tespit edilmiştir. Yapıda silisyum ve oksijenden başka tespit 

edilen ve oldukça fazla olan karbon elementi, protein yapıda olan transferrinden ve azot 
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elementi ise hem proteinden hem de amin gruplarından gelmiştir. Bu sonuç da hem anti-

transferrinin hem de aminleme işleminin başarılı bir şekilde gerçekleştiğini 

göstermektedir. Bunun yanında, aynı partiküllerin elementel incelenmesi Şekil 4.9’da 

yüzey haritalanması şeklinde ifade edilmiştir. Burada elementlerin, kendilerini temsil 

eden renkler ile topoğrafik olarak dağılımları incelenmiştir.  

 

 

Şekil 4.8. Silika nanopartiküllerin EDAX spektrum analiz sonuçları a) boş, b) 

fonksiyonelleştirilmiş nanopartiküller 

 

Şekil 4.9. Modifiye edilmiş silika nanopartiküllerinin içerdiği elementleri gösterir yüzey 

haritalanması. 
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4.1.1.5. Zeta Boyut ve Zeta Potansiyel Ölçümleri 

Çalışmanın temel amacı, spesifik antikor ile donanımlaştırılmış dekore silika bazlı 

nanoproblar tarafından, antijenin yakalanması ve ortamda bulunan antijenin kantitatif 

olarak belirlenmesidir.  

Kayda değer miktarda ve optimum şekilde sentezlenen silika nanoyapıları ileri düzeyde 

“antikor-antijen” etkileşimlerine hazır hale getirilmek için biyolojik ajanlar ile modifiye 

edilmiştir. Çalışmanın asıl amacı silika nanopartiküllere antikorun kovalent bağlanması 

sonucu ortamda bulunan antijeni belirlemektir. Bu sebeple, silika nanoyapılara bağlanan 

antikorların karakterizasyonu yapılmış ve yüzey yüklerindeki değişim rapor edilmiştir 

(Şekil 4.10). 1 numaralı grafikte kullanılan silika yapıların boyutlarının hidrodinamik 

yarıçap ile ortalama 105 nm olduğu görülmektedir. Bu değerler taramalı elektron 

mikroskobunda ortalama 70-120 nm çıkan değer ile örtüşmektedir. 2 numaralı grafikte, 

boş silika nanomalzemenin yüzeyine amin grupları takıldıktan sonraki değişim 

görülmektedir. 3 numaralı grafikte modifiye edilmemiş silika yapılar ile bunlara antikor 

bağlandıktan sonraki değişim görülmektedir. 4 numaralı grafikte ise yüzeyi aminlenmiş 

silika yapılar ile final ürün olan silika nanoyapıların arasındaki değişim görülmektedir. 

Yüzey yükü analizlerinden de görüldüğü üzere, aşama aşama yüzeydeki modifikasyonun 

yüzey yükü üzerindeki etkisi sırasıyla değerlendirilmiş ve yüzeye antikorun bağlanması 

bu analizler ile de gösterilmiştir. 

Burada farklı fonksiyonel grupların, özellikle amin gruplarının dahil edilmesi zeta 

potansiyel ölçümleri ile izlenmiştir. Şekil 4.11'de verildiği gibi, zeta-potansiyel (Z-P) 

değerleri, modifikasyon adımlarına göre önemli ölçüde değişmiştir. Boş silika 

nanopartiküller için Z-P değeri (+11 mV), yüzey aminlenmesi nedeniyle -19 mV'a 

düşmüştür. Z-P değerleri, antikor dekorasyon adımından sonra -3.0 mV'lik daha pozitif 

bir bölgeye kaymıştır. Yüzey aminasyonu, daha pozitif yüzey yükleriyle sonuçlanmıştır. 

Bu nedenle, Z-P değeri önemli ölçüde azalmıştır. Ayrıca, ölçümlerin pH değerinin (7.0) 

antikor moleküllerinin izoelektronik noktasından yüksek olması nedeniyle antikor 

molekülleri negatif yüzey yüklerini arttırmıştır. Bu arada, daha büyük boyutlu antikor 

molekülleri, bazılarına konjuge olmanın yanı sıra, aminlenmiş grupları da maskelemiştir. 

Parçacıkların yüzey yükleri zıt yüklü moleküller tarafından çevrelendiğinden, tüm 

potansiyel kaymalar yüzey modifikasyonu ile tutarlıdır. Sonuç olarak, Z-P ölçümleri, 

yüzey modifikasyonunun başarıyla gerçekleştirildiğini ve boyut ölçümünün mikroskobik 

gözlemleri doğruladığını ortaya koymuştur. 
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Şekil 4.10. Boş silika nanopartiküllerin zeta boyut ve potansiyel ölçümü. 
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4.1.1.6. UV- Görünür Bölge Spektroskopisi Analizleri 

Fonksiyoneleştirilmiş silika nanopartiküllerinin adım adım spektrometri analizleri 

yapılmış ve her basamaktan sonra absorpsiyon miktarında artış görülmüştür. Şekil 

4.11’de sırasıyla fonksiyonelleştirilmiş malzemelerin absorpsiyon değerlerini 

göstermektedir. Burada absorpsiyon miktarı olarak, büyükten küçüğe doğru “final ürün-

aminlenmiş ürün- silika nanopartikül” olarak sıralanmıştır.  UV-Vis spektrometri 

ölçümleri, 200-800 nm dalga boyu aralığında, boş silika, amin ile modifiye edilmiş silika 

ve antikorla dekore edilmiş silika nanoprobların dağılımında gerçekleştirilmiştir. Şekilde 

görüldüğü gibi boş silika nanoprobu bu aralıkta soğurma bandına sahip değilken, 

aminasyon ‘’n-pi/pi-pi’’ geçişlerine sahip olabilecek nitrojen atomlarındaki yalnız çiftler 

nedeniyle 256 nm'de bir omuz oluşumuna neden olmuştur. Öte yandan, antikor 

immobilizasyonu, yüzeyde polipeptit yapısının birleşmesinden dolayı 260-560 nm 

arasında net bir absorpsiyon bandı ile sonuçlanmıştır. Burada absorpsiyon miktarı, 

antikorla dekore edilmiş-> aminlenmiş-> boş (modifiye edilmemiş) SiNP'ler olarak 

sıralanabilir. Ek olarak, sonuçlar, silika bazlı nanoprobların başarılı bir şekilde 

değiştirildiğini ve bu arada zeta-potansiyel ölçümleriyle oldukça tutarlı olduklarını ortaya 

koymuştur. 

 

Şekil 4.11. Modifikasyon aşamalarına göre silika nanopartiküllerin UV-Spektrometri 

analizleri. 



 

 
 

52 

4.1.2. Silika Nanopartiküllere (SiNP) Anti-Transferrin Antikorlarının Bağlanma 

Kapasitesi 

4,0 mg [(SiNP)NH2] partiküllerine karşılık 250 µg antikor alınmıştır. Daha sonra homojen 

karışım santrifüj edilmiş ve süpernatant bağlanma kapasitesi ölçümü için kullanılmıştır. 

Dışarıda kalan antikor miktarı, standart çözeltilerden elde edilen kalibrasyon grafiğinde 

absorbansları üzerinden hesaplanmış ve sonuçlar değerlendirilmiştir.  

İmmüno-çökeltme adımlarına başlamadan önce, spesifik antikor (anti-transferrin 

antikoru) molekülleri, karbodiimid yolu ile immobilize edildi. Burada, 250 µg antikor 

molekülü, daha önce özetlendiği gibi 4 mg aktifleştirilmiş/aminlenmiş silika nanoprobları 

ile etkileşime girmiştir. Homojen karışım belirli işlemlerden geçirildikten sonra 

santrifüjlendi ve süpernatant bağlama kapasitesi ölçümü için kullanıldı. Antikor 

miktarları (bağlı ve tutulan), standart çözeltilerden elde edilen kalibrasyon eğrisindeki 

absorbans üzerinde değerlendirilmiştir. Değerlendirme sonunda antikorun kütlece 

%15,79'u çözelti fazında kalmış, kalan %84,21'lik kısım başarıyla yapıya bağlanmıştır. 

Sonuç olarak silika bazlı nanoprobların antikor yükleme kapasitesi diğer bir deyişle 

ligand yoğunluğu 52,64 mg/g nanoprob olarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.12. [(SiNP)NH2] partiküllere anti-transferrin antikorunun bağlanmasının kontrolü 

için oluşturulan standart grafik 
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Şekil 4.13. [(SiNP)NH2] partiküllere anti-transferrin bağlanmasına ait verilerin bar 

grafiği. 

4.1.3. [(SiNP)NH2]+AntiTra Silika Nanopartiküllerle Transferrin Etkileşim 

Koşullarının Optimizasyonu 

Bu aşamada 250 µg/mL derişimde silika nanoproblar, 7,81 µg/mL- 250,00 µg/mL derişim 

aralığındaki transferrin standart çözeltileri ile muamele edilmiştir (ortam koşulları 25°C 

sıcaklık, süre 10 dk. ve pH 7,2). Standart çözeltiler ile kalibrasyon doğrusu oluşturulmuş 

ve spektrum taramasında en uygun dalga boyu 280 nm olarak tespit edilmiştir (Şekil 

4.14). Etkileşimler bu dalga boyunda ve bu kalibrasyon grafiğine göre değerlendirilmiştir. 

Kalibrasyon grafiğinde R2 değeri 1’e en yakın olan grafik seçilmiştir. 
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Şekil 4.14. Transferrin standart çözeltilerinin spektrum taraması. 

 

Şekil 4.15. Standart çözeltilerin 280 nm’de elde edilen kalibrasyon grafiği. 

Şekil 4.16’da farklı antijen konsantrasyonları ile etkileşime sokulan silika nanoprobların 

antijen bağlama kapasiteleri grafiğe dökülmüş ve incelenmiştir. Bu grafik verilerine göre 

1 mg antikor başına maksimum antijen yakalama kapasitesi 369,23 µg/mL derişimine 

sahip antijen grubunda olduğu görülmüştür. Antijen miktarı arttıkça bağlanma 

kapasitesinin artması olası bir durumdur. Ancak partikül başına bağlanma yüzdesini de 

bu durumda incelemek gerekmektedir. Bu bağlamda ise bağlanma kapasitesi yüzdesi 

antijen derişimi başına en yüksek 31,25 µg/mL derişime sahip antijen grubunda 
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görülmüştür. Kapasite 125,64 mg/g olarak da en yüksek olan bu grup çalışma grubu 

olarak belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.16. Farklı derişimlerdeki antijenler ile etkileşime sokulan immünoprobların 

antijen bağlama kapasitesindeki değişimin incelenmesi. 

Şekil 4.17’de, silika nanopartiküller ile farklı sıcaklıklarda belirlenmiş derişimde antijen 

ile etkileşime sokulup absorbans değerleri ölçülmüştür. Bu değerlere göre optimum 

sıcaklık, maksimum absorbans değeri-maksimum kapasite değeri olan nokta olarak 

belirlenmiştir. Bu nokta yaklaşık 37°C olarak belirlenmiştir. +4°C den itibaren yaklaşık 

37°C’ye kadar artış gösteren bağlanma afinite davranışı, protein yapıları bu sıcaklık 

aralığında kayda değer oranda etkilenmiş olabileceğinden 40°C’den sonra düşüşe geçmiş 

ve 50°C’de neredeyse hiç bağlanma göstermemiştir. 

 



 

 
 

56 

 

Şekil 4.17. Sıcaklığın değişimiyle immünoprobların antijen bağlama kapasitesindeki 

değişiminin incelenmesi. 

Şekil 4.18’de silika nanoproblar ile derişimi bilinen standart çözeltiler farklı süreler 

boyunca etkileşimde tutulmuştur. Bunun için 37oC ve pH 7,2 ortamı kullanılmıştır. 10. 

dakikadan sonra neredeyse kayda değer değişim görülmemiştir. Grafik incelendiğinde bu 

biyosensörün verimli çalışma süresi olarak 10 dakika olarak belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.18. Etkileşim süresinin değişimiyle immünoprobların antijen bağlama 

kapasitesindeki değişimin incelenmesi. 
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Şekil 4.19’da silika nanoproblar ile derişimi bilinen standart çözeltiler ile farklı pH 

ortamında, 37oC sıcaklık değerinde ve 10 dakika boyunca etkileşimde tutulmuştur. Bu 

sonuçlara göre en optimum etkileşim pH 7,4 ortamında gerçekleşmiştir. pH 5 ile 7 

arasında ve pH 8 ile 9 arasında değerler neredeyse sabit kalmıştır. Bu durumda, bu pH 

aralıklarında gerçekleşecek olan ölçümlerin gerçeği yansıtmayacağı düşünülmüştür. En 

uygun aralık vücut pH’ına yakın olan 7,4 olarak rapor edilmiştir. 

 

Şekil 4.19. pH değişimiyle immünoprobların antijen bağlama kapasitesindeki değişimin 

incelenmesi. 

Sonuç olarak, farklı ortam koşulları ve sürelerde gerçekleştirilen etkileşim deneyleri 

sonucunda en optimum koşullar bulunmuştur. Buna göre, pH 7,0-7,5 aralığında, 10 

dakika etkileşim süresi ve 37°C sıcaklık aralığı olarak rapor edilmiştir. 

Transferrin antikoru ile modifiye edilmiş silika nanoproplar ile (pH 7,2 ortamında ve 

25°C) etkileşim deneyleri yapılmıştır. Problar, Tablo 4.1'de belirtilen transferin antijeni 

konsantrasyonları ile etkileşime sokulmuştur. Bu çözelti, 10.000 rpm ve 5 dakikada 

santrifüjlenmiş ve süpernatantları alınarak etkileşime girmeyen transferin miktarı 

ölçülmüştür. Bu sonuçlara dayanarak, mikrogram nanoprob başına bağlanan antijen 

miktarı hesaplanmış ve grafiği oluşturulmuştur.  
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Bağlanma kapasiteleri, 

 Q = [(Ci-Cf) x V]/m formülüne göre hesaplanmıştır.  

Ci ve Cf: antijenlerin başlangıç ve final konsantrasyonları,  

V: protein çözeltisinin hacmi,  

m: partikül kütlesi. 

Tablo 4.1. [(SiNP)NH2]+AntiTra silika nanopartiküllerin antijen bağlama kapasiteleri 

Başlangıç konsantrasyonu 

(µg/mL) 

Q (Kapasite) 

250,00 369,23 

125,00 337,63 

62,50 144,17 

31,25 125,64 

 

Şekil 4.16, silika bazlı immünoprobların transferrin (hedef antijen) konsantrasyonu ile 

bağlanma kapasitesi arasındaki ilişkiyi gösterirken sıcaklık, etkileşim süresi ve pH gibi 

diğer faktörler sırasıyla ortam, 10 dakika ve 7,4 olarak sabit tutuldu. İlgili şekilde 

görüldüğü gibi, sıvı ve katı fazlar arasındaki konsantrasyon farkının analit moleküllerini 

yüzey üzerinde hareket etmeye/adsorbe etmeye zorlayan bir gradyan yaratması şeklindeki 

temel olguya bağlı olarak, ilk hedef konsantrasyonu doğrudan nanoprobların 

immünoçöktürme kapasitesini kontrol eder. Bu nedenle, başlangıç konsantrasyonundaki 

artış, immüno çöktürme kapasitesinde de bir artışa neden olmuştur. Ayrıca sıcaklıktaki 

artış immüno çöktürme kapasitesini önce artırmış, ardından önemli bir azalma 

gözlenmiştir (Şekil 4.17). Sonuç, sıcaklık aralığının ilk bölümünde artan analit 

moleküllerinin hareketliliğine bağlıdır, oysa sıcaklıktaki daha fazla artış, transferrin ve 

antikor molekülleri arasındaki etkileşimleri engeller. Ek olarak, sonuçlar H-bağı, 

elektrostatik ve hidrofobik etkileşimlerin ortak etkilerinin olduğuna işaret etmiştir. İlk iki 

etkileşim artan sıcaklıkla azalırken, üçüncü etkileşim artan sıcaklıkla artar. Üçüncü bir 

etki faktörü olarak etkileşim süresi, analit çözeltisinden silika bazlı immünoprobları 

ayırmadan önce 5 ila 60 dakika arasında değişmiştir (Şekil 4.18). Şekilde görüldüğü gibi, 

çözeltilerden hedef molekülleri yakalamak için on dakika yeterliyken, daha sonraki tedavi 
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süresinden önemli bir etki gözlenmemiştir. Bu sonuç dört farklı nokta ile açıklanabilir: 

(i) spesifik antikor molekülleri, afinitelerini korumanın yanı sıra uygun bir oryantasyon 

içinde yüzeye immobilize edildi; (ii) antikor moleküllerine, uygun ligand dağılımını ve 

yoğunluğunu bulan hedef moleküllerle etkileşime girmek için serbestçe erişilebilir; (iii) 

yakalama işleminin hızlı bir kinetiği, immünoprobların boyutu ve biyouyumluluğu 

nedeniyle herhangi bir difüzyon sınırlaması göstermedi; ve (iv) oldukça küçük boyutlu 

(yaklaşık 105 nm) silika bazlı immünoproblar, daha yüksek immünoçöktürme kapasitesi 

için daha yüksek aktif yüzey alanı sunar. Şekil 4.19, pH ve immünoçöktürme süreci 

arasındaki ilişkiyi gösterirken, en iyi yakalama kapasitesi pH 7,4'te gözlendi. Sonuç 

olarak, immünoçöktürme işlemi için optimum parametreler sırasıyla 125 µg /mL, 25 oC, 

10 dk, 7,4 olarak belirlendi. 

4.1.4. [(SiNP)NH2]+AntiTra Silika Nanopartiküllerle Yarışmalı Afinite Testleri 

Şekil 4.20 ve 4.21’de modifiye edilmiş silika nanoprobların sadece transferin içeren 

çözelti ortamında, antijene karşı ilgileri analiz edilmiştir. Bunların yanında, silika 

nanoprobların kompleks sıvı karışımlarında ortamda bulunabilecek herhangi bir proteine 

karşı olan ilgileri, transferine karşı değerlendirilmiştir. Bu analizler için, ovalbümin, ɣ-

globulin ve serum albümin proteinleri kullanılmıştır. Belirli konsantrasyonlarda (31,25 

µg/mL-250 µg/mL aralığında), spektrum taramaları yapılmış, absorbans değerleri 

kaydedilmiştir. Daha sonra belirli miktarda silika nanoproblar ile etkileşime sokulup, 

çözeltiler vorteks yardımıyla etkileştirildikten sonra, santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

kısımlarından alınan örneklerin yine aynı dalga boyunda absorbans değerlerine bakılmış 

ve azalan absorbans değerlerine bakılarak derişim miktarları hakkında yorum yapılmıştır. 

Grafiğe göre ortamda en çok bağlanan protein yine transferin proteini olmuştur. 

Yarışmacı proteinlerin varlığında silika nanoproblar transferin antijenini yüksek 

seçicilikle tayin edebilmiştir. 
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Şekil 4.20. [(SiNP)NH2]+AntiTra silika nanopartiküllerin yarışmacı ajanlar varlığında 

transferrin antijenlerini bağlama kapasitesi. 

 

Şekil 4.21. [(SiNP)NH2]+AntiTra silika nanopartiküllerin yarışmacı ajanlar varlığında 

transferrin antijenlerini çöktürme yüzdeleri. 

Silika nanopartiküller, antikor ile modifiye edilip nihai olarak bu partiküllere antijen 

yakalama özelliği kazandırılmış ve bu sonuçları desteklemek için de in vitro koşullarda, 

içinde antijen ihtiva eden farklı derişimlerdeki çözeltiler ile nanoproplar etkileşime 

sokulmuştur. Antikor-antijen etkileşimlerinden sonra, ortamdaki antijen miktarlarında 

absorbans değerlerine paralel olarak azalmalar gözlemlenmiştir. Ortamda yalnızca 

transferrin ihtiva eden çözelti ile etkileşimi sonunda kayda değer bir sonuç elde edilmiştir. 
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Bunun güvenirliliğini sınamak ve ortamda bulunabilecek herhangi bir proteine de 

bağlanıp bağlanmayacağını ölçmek için, 3 farklı protein ile nanoproblar muamele edilmiş 

ve deneysel kısım tekrarlanmıştır. Burada, tüm proteinler için immüno çöktürme 

yüzdeleri de (Wprotein çöktürülmüş/Wprotein başlangıç)x100% olarak uygun kütle dengesi 

uygulanarak hesaplanmıştır. İmmüno-nanoprobların hedef protein ile seçici olarak 

etkileşime girdiğini ve 125 µg/mL başlangıç konsantrasyonuna kadar neredeyse %100 

çökelme elde edildiğini daha açık bir şekilde gösterilmiştir. Öte yandan, yarışmacı 

proteinlerin oranı %10 dolaylarında belirlenmiş ve bu da transferrin moleküllerinin seçici 

immünoçöktürmesini doğrulamıştır. Ayrıca, sıvı ve katı fazlar arasındaki konsantrasyon 

gradienti nedeniyle beklendiği gibi daha düşük bir başlangıç konsantrasyonunda daha 

yüksek immünoçöktürme oranları elde edilmiştir. İmmünoçöktürme kapasiteleri 

literatüre göre nispeten yüksek olmasına rağmen, immünoprobların yüksek yüzey 

alanı/hacim oranı ile doğrudan ilişkili, başka bir deyişle nanoprobların daha yüksek aktif 

yüzey alanı, daha yüksek spesifik olmayan etkileşimlerle sonuçlanmıştır. Sonuç olarak, 

hedef proteinlerin seçici olarak tanındığını ve immünoproblar tarafından başarılı bir 

şekilde çöktürüldüğünü ortaya koyulmuştur. Bu denli yüksek afinitesi olan bu sistemin, 

ışık geçirgenliği yöntemini kullanarak, ortamda bulunan antijenin miktarının 

saptanabileceği ön görülmüştür. En belirgin değişim 280 nm dalga boyunda gözlenmiş, 

seçilen bazı dalga boylarında da analiz ortamı ve malzemelerin ışık geçirgenliği göz 

önüne alınarak amaca yönelik çalışmalar planlanabilir. 

Tablo 4.2’de immünoprobların yarışmalı afinite testlerinden sonra alınan absorbans 

değerlerinden yola çıkılarak, dağılma sabiti ve seçicilik üzerine yapılan hesaplamalar 

verilmiştir. Bu sonuçlara göre, tabloda görüldüğü üzere, transferrin en yüksek seçiciliğe 

sahip olmuştur. Ve bunun yanında diğerlerine oranla dağılma katsayısı hayli yüksek 

çıkmıştır. Benzer proteinlere karşı girilen yarışı transferrin ciddi oran farkı ile 

kazanmıştır. Silika nanoproblar transferrin antijenine karşı yüksek seçici davranmıştır. 
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Tablo 4.2 Yarışmalı etkileşim sonrasında [(SiNP)NH2]+AntiTra silika nanopartiküllerin 

seçicilik ve dağılma katsayılarının değerlendirilmesi. 

Hedef Q Kd-α β 

HSA 68,41 0,14 11,25 

ɣ-Globulin 61,05 0,11 13,75 

Ovalbumin 40,74 0,07 20,56 

Transferrin 686,54 1,53 100 

 

4.2. Yüksek Enerji Dönüşümlü Silika Nanoproblar ile Telomeraz Tayini 

4.2.1. N-Metakriloil-L-Aspartik Asit Monomerinin Karakterizasyonu 

Fonksiyonel monomer, MAAsp, L-aspartik asit ve metakriloil grubu taşıyıcısı MABt’nin 

tepkimesiyle sentezlenmiştir (Şekil 4.22) Sentezlenen MAAsp monomerine ait FT-IR 

spektrumu Şekil 4.23’te verilmiştir. FT-IR spektrumunda MAAsp monomerine ait 

karakteristik pik 1567 cm-1’deki karbonil bandı; 3398 cm-1’deki absorpsiyon bandı -N-H 

(ikincil amin grubu) ait gerilme bandı; 1010 cm-1 ve 1388 cm-1’deki C-N simetrik ve 

asimetrik gerilme bantlarıdır. FT-IR analizi MAAsp monomerinin başarıyla 

sentezlendiğini göstermektedir. 

 

Şekil 4.22. MAAsp monomerinin sentez reaksiyon şeması. 
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Şekil 4.23. MAAsp monomerinin FT-IR Spektrumu. 

 

4.2.2. [SiNP@Eu3+-MAAsp] ve [SiNP@Eu3+-MAAsp]NH2 Nanopartiküllerinin 

Karakterizasyonu 

4.2.2.1. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizleri 

Silika nanopartiküllerin FT-IR spektrumu Şekil 4.24’de değerlendirilmiştir. Spektruma 

göre, 794, 1059, 1634, 3271 cm-1'de silikatın tipik absorpsiyon bantları gözlenmiştir. 794 

cm-1'deki pik genellikle siloksan bağına karşılık gelir. 1059 cm-1 ve 3271 cm-1'deki pikler 

sırasıyla Si-O-Si eğilme ve silanol (Si-OH) simetrik gerilme titreşimlerinden ileri 

gelmektedir. Si-OH eğilme titreşimi, ayrıca 1634,57 cm-1'de bir bant oluşturmaktadır. 

Silika nanopartiküller, 794 ve 1059 cm-1'de Si–O bağ titreşimlerine sahiptir [230-233]. 

FT-IR spektrumunda 1060, 795 ve 455 cm-1'deki karakteristik bantlar, sırasıyla Si-O 

bağlarının gerilmesine, bükülmesine ve düzlem dışı makaslama hareketine karşılık 

gelmektedir. 950 cm-1'de Si-OH'ın asimetrik titreşimini ve 1634,57 cm-1'de Si-OH'nin 

eğilme titreşimi gözlenmiştir [234]. 3500-3100 cm-1 arasındaki bant, birincil aminlerin 

N-H gerilme titreşimlerine aittir. 3271 cm-1'deki bant, N-H gerilme titreşimlerinin 

varlığını göstermektedir. 1638 cm-1'deki pik, -C=O gerilmesine aittir. FT-IR analizinin 

sonucu silika nanopartiküllerin varlığını ortaya çıkarırken, modifikasyona ait 

moleküllerin de varlığını ortaya koymaktadır [233-235]. 
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Şekil 4.24. Boş silika (siyah), lantanit katkılı silika (kırmızı), aminli ve anten etkisi için 

MAAsp katkılı silika nanopartiküllerin FT-IR spektrumları. 

4.2.2.2. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri 

[(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] nanopartiküller (Şekil 4.25-4.28) taramalı elektron 

mikroskobu ile incelenmiş ve daha önceki deney sonuçları ile benzer sonuçlar 

gözlemlenmiştir. Bu analize göre partikül boyutları 80-120 nm arasında ve mono-

dispersite oldukça yüksektir. Bu analiz sonuçları zeta boyut ölçümleri ile de uyumludur. 

Şekil 4.29 ve 4.30’da ise antikor ile modifiye edilmiş ve antijen ile etkileşime sokulan 

partiküllerin yüzey morfoloji değişimleri incelenmiştir. Partikül yüzeylerinde 

agregasyonlar ve tutulmalar gözlenmiştir.  Etkileşim sonrası morfolojide ciddi değişimler 

gerçekleşmemiş olsa da yüzeyde oluşan tutulmalar (mikroskop ölçümlerinde net 

gözükmektedir) zeta potansiyeli ve zeta boyut ölçerin kademeli ölçümleri (Tablo 4.3) ile 

uyumlu olmasından dolayı etkileşimin olduğunu kanıtlar nitelikte olmuştur. 
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Şekil 4.25. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] YED nanopartiküllerin modifikasyon öncesi 

taramalı elektron mikroskopu görüntüleri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklaştırma. 

 

Şekil 4.26. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] YED nanopartiküllerin modifikasyon öncesi 

taramalı elektron mikroskopu görüntüleri 30 kV voltaj ve 100000 kx yaklaştırma. 
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Şekil 4.27. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] YED nanopartiküllerin modifikasyon öncesi 

taramalı elektron mikroskopu görüntüleri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklaştırma. 

 

Şekil 4.28. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] YED nanopartiküllerin modifikasyon öncesi 

taramalı elektron mikroskopu görüntüleri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklaştırma. 
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Şekil 4.29. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+AntTelo YED nanopartiküllerin modifikasyon 

sonrası taramalı elektron mikroskopu görüntüleri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklaştırma. 

 

Şekil 4.30. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+AntTelo YED nanopartiküllerin modifikasyon 

sonrası taramalı elektron mikroskopu görüntüleri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklaştırma. 
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4.2.2.3. Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizleri 

[(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] nanopartiküller geçirimli elektron mikroskobu ile 

incelenmiş ve daha önceki deney sonuçları ile benzer sonuçlar gözlemlenmiştir. Bu 

analizin amacı Eu iyonunun silika nanopartiküllerin içine başarılı bir şekilde katılıp 

katılmadığının araştırılmasıdır. Silika yapılar ışık geçirgenliği olan yapılardır. Bu sebeple, 

ışığı geçiren silika nanopartiküller Şekil 4.31’de verilmiştir. Herhangi bir kontrast fark 

bulunmamaktadır. Bunun yanında, içinde lantanit bulunduğu öngörülen numunelerin 

incelenmesinde ise Şekil 4.32 elde edilmiştir. Bu görüntüler incelediğinde, oluşan derişim 

farkı ve merkezden çevreye doğru oluşmuş olan gradient değişimi görülmektedir. 

Partiküllerin merkezinin daha koyu renkli görünmesinin temel nedeni, merkezde ışık 

geçirgenliğinin azalması, kenarlarda ise saydam ışığı geçiren bir morfolojinin 

oluşmasıdır. Bu sonuçlara göre çekirdek-kabuk formu başarılı bir şekilde 

oluşturulmuştur. Silika yapıalrın içine ışığın geçirilmesini engelleyen lantanit elementi 

eklenmiştir. Bu sonuçlar, EDX spektrumu, zeta potansiyeli yüzey yükü değişimi, FT-IR, 

SEM analizleri ve elektroforez sonuçları ile de uyuşmaktadır. 

 

Şekil 4.31. Modifiye edilmemiş silika nanopartiküllerin geçirimli elektron mikroskobu 

görüntüleri. 
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Şekil 4.32. YED özellikli nanopartiküllerin (içinde lantanit ihtiva eden) geçirimli elektron 

mikroskobu görüntüleri. 

4.2.2.4. Enerji Dağılımlı X-Işını Spektroskopisi (EDX) Analizleri 

Silika nanoyapılara Eu iyonunun bağlandığı taramalı elektron mikroskobunun EDX 

dedektörü yardımı ile elementel analizi yapılarak yüzey haritalanması yapılmıştır. Bu 

analiz sonucunda silika yüzey yeşil renkli bölgeler ve kırmızı noktalar ise Eu elementini 

göstermektedir (Şekil 4.33). Şekil 4.34‘de, Eu iyonu eklenen silika nanopartiküllerin EDS 

dedektörü ile elementel taraması yapılmış ve spektrum sonuçlarına bakılmıştır. Bu sonuca 

göre kayda değer oranda Eu elementinin silika yapılarda bulunan silisyum ve oksijen 

elementleri ile beraber ortamda olduğu tespit edilmiştir. Analizde çıkan diğer elementler 

(altın ve paladyum) ise malzemenin kaplanmasında kullanılan malzemeler olduğu için 

sonuçlara yansımışlardır. 
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Şekil 4.33. Yüksek enerji dönüşümlü silika nanoyapıların EDX analizi. (Kırmızı noktalar 

Eu elementini simgelemektedir.) 

 

Şekil 4.34. SiNP@Eu EDX Spektrumu 

Şekil 4.35’de Eu lantanit iyonu ile beraber yapıya kararlılık getirmesi ve anten etkisi 

yaratması amacı ile MAAsp ligandı da eklenmiştir. Eklenen malzemelerin içerdiği 

elementler EDS dedektörü ile elementel tarama sonrasında tespit edilmiştir. Bu analize 

göre MAAsp ligandının eklenmesi ile yapıda karbon ve oksijen elementi ve APTES 

eklenmesi ile de azot elementinin yer aldığı görülmüştür.  
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Şekil 4.35. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)]NH2  EDX spektrumu. 

Telomeraz antikoru yüklü [(SiNP@Eu3+-MAAsp)]NH2 nanopartiküllerinin SEM 

analizinde EDX dedektörü ile elementel incelemeleri yapılmıştır. Bunun sonucunda 

yüzey haritalanması yapılmış ve modifikasyon sonrasında ortamda olması gereken 

başlıca elementler araştırılmıştır (Şekil 4.36 ve 4.37). Partiküllerde kayda değer oranlarda 

karbon, amin ve lantanit elementi saptanmıştır. Yüzey haritalanmasında sarı renkler 

lantaniti, turuncu renkler karbon elementini, mavi renkler silisyum ve kırmızı renkler azot 

elementini göstermektedir. Bunun yanında EDS dedektörü ile elementel spektrum 

taraması yapılmış ve spektrumda karbon, azot ve lantanit spektrumu gözlenmiştir (Şekil 

4.38). 
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Şekil 4.36. Antikor yüklü [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+AntTelo nanopartiküllerin yüzey 

haritalanması 

 

Şekil 4.37. Antikor yüklü [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+AntTelo nanopartiküllerin yüzey 

haritalanması. 
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Şekil 4.38. Antikor yüklü [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+AntTelo nanopartiküllerinin 

EDX elementel analiz spektrumları. 

4.2.2.5. Zeta Boyut ve Potansiyel Ölçümleri 

Modifikasyon sonrası YED nanopartiküller elektron mikroskobunda incelenmiş ve 

yüzeylerindeki değişimleri gözlemlemek amacı ile 3 boyutlu çekim yapılmıştır. SDS 

ortamında dağıtılan partiküllerin hareketli çekimlerinden alınan veriler incelenmiş ve 

yüzey modifikasyonu sonrası partiküllerin kayda değer morfolojik değişimleri 

gözlemlenmiştir. Yüzey modifikasyonunun partikül boyutuna etkisi maksimum 10-20 nm 

arasında olduğu ZETA ile incelenmiş ancak elektron mikroskobunda kayda değer 

değişiklikler gözlemlenmemiştir. Bunun sebebi olarak da hidrodinamik yarıçapın gerçek 

çaptan her zaman büyük olduğu olarak düşünülmüştür. Partikül boyutları 100-120 nm 

civarında sabit kararlılıktadır (Tablo 4.3). Partiküllerin analizlerinin desteklenmesi ve 

yüzey değişimlerinin sebebi olan moleküllerin etkilerini elektriksel iletkenlik olarak 

irdelemek amacı ile nanopartiküllerin modifikasyonun her aşamasında ve etkileşimin her 

aşamasında değişikliklerin anlaşılabilmesi için zeta potansiyel analizi ile incelenmiştir. 

Silika boş yapıdan, partiküllerin son halinin antijen ile etkileştiği formuna kadar yüzey 

potansiyellerindeki değişim kayda değer olarak görülmüştür. Tablo 4’te silika yapının 

boş hal yüzey potansiyeli -9 mV iken, ona pozitif yüklü bir malzemenin eklenmesi ile 

yüzey potansiyeli ciddi oranda yükselmiş ve -15 mV a kadar düşmüştür. Bunun sebebi 

pozitif yük merkezinin negatif yükleri çekmesidir. Ortam amino silika ile modifiye 

edildikten sonra merkez başına düşen pozitif yük arttığı için yüzey yükü negatife kayış 

meyillinde olmuş ve -22 mV’a düşmüştür. Daha sonra bu malzemeye antikor yüklemesi 

yapılmış ve yüzey yükü -10,7 mV‘a doğru gerilemiş ve yüzeyde biriken negatif yük 

azalmıştır. Aynı durum antijen etkileşiminde de devam ederek kayda değer oranda yüzey 
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yükü pozitife kayış göstermiştir. Bu durumun sebebi antikor ve antijen proteinlerinin 

negatif grupları fazlası ile içermesinden kaynaklanmaktadır. Bundan dolayı da partikülün 

hidrodinamik yarıçap ara-yüzeyinde oluşan yüzey yükü pozitife kaymıştır. Bu durum 

elektroforez analizinde de görülmektedir. 

 
Tablo 4.3 Boş silika, lantanit yüklü silika (SiNp@Eu), aminlenmiş lantanit yüklü silika 

(SiNP@Eu]NH2), antikor bağlanmış-YED nanoprob silika ([SiNP@Eu]NH2+AntTelo) 

ve antijen ile etkileşime sokulmuş ([SiNP@Eu]NH2+AntTelo+Telo) YED 

Nanoproblarının adım adım yüzey potansiyeli. 

Nanopartikül Zeta Potansiyel (mV) Z-Ortalama Boyut 

(d.nm) 

SiNP -9 70 

SiNp@Eu -15,3 80 

SiNP@Eu]NH2 -22,78 100 

[SiNP@Eu]NH2+AntTelo -10,7 115 

[SiNP@Eu]NH2+AntTelo+Telo -4,8 120 

 

4.2.3. [SiNP@Eu3+-MAAsp]NH2 Nanopartiküllerine Anti-Telomeraz 

Antikorlarının Bağlanma Kapasitesi 

YED nanopartiküllerinin belirli konsantrasyonlarda antikor standart çözeltileri ile 

etkileşimi sonucu nanopartiküllere antikorlar kovalent bağlanmıştır. Bu deney sonucunda 

ise mg nanopartikül başına kaç µg antikor bağlandığı tablo ve grafiğe dökülerek analiz 

edilmiştir (Tablo 4.4 ve Şekil 4.39). Kapasite hesaplamalarının sonucuna göre her derişim 

değerinin sonucu kayda değer çıkmıştır. Bu sebeple medyan değer olan ve hazırlaması 

kolay olan en optimum derişimdeki çözelti 200 ng/µL olarak belirlenmiştir.   
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Şekil 4.39. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] YED immünoproblarının antikor bağlama 

kapasitesi. 

 

Tablo 4.4 [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2] YED immünoproblarının antikor bağlama 

kapasitesi. 

Derişim 

(µg/mL) 

 

12,5 

 

25 

 

50 

 

100 

 

200 

 

400 

 

500 

 

600 

 

800 

Kapasite 

(Q) 

(µg/mg)  

27,22 40,56 63,06 108,16 196,1 359,3 472,32 597,89 723,46 

 

4.2.4. [(SiNP@Eu3+-MAAsp)NH2]+Anti-Telo Nanopartiküllerin Telomeraz 

Antijenleri ile Etkileşimi 

4.2.4.1 SDS-PAGE Çalışmaları 

Şekil 4.40’da görüldüğü üzere, pozitif ve negatif görüntüleri alınan jel görüntülemenin 

sonrasında kayda değer sonuçlar elde edilmiştir. Silika, YED özellikli immünoproblar, 

ticari boya, ticari antijen ve hücreden elde edilen antijenlerin çapraz kontrolleri 

yapılmıştır. Bu sonuca göre, UV bölgede yapılan görüntüleme işlemi neticesinde, 

immünoprobların antijenleri yakaladığı, kayda değer oranda dissosiye olmadığı 

görülmüştür. Eu elementinden kaynaklanan kırmızı renk, ticari boya olan Cy2-green ile 

neredeyse benzer noktalarda ışıma vermiş ve ticari boyanın aksine, optimize etmiş 
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olduğumuz Eu katkılı nanoproblar (YED immünoproblar) daha keskin ve dağılımı daha 

az dispersiyonu daha az bantlar vermiştir. YED@Antikor ile Cy2@Antikor kıyaslandığı 

zaman, bantlar aynı noktada belirmiştir. Bunun yanında her iki malzeme de antijen ile 

etkileşime sokulup kontrol edilmiş ve yine benzer bölgede bantlar oluşmuştur. Ticari 

antijen, HeLa-T ve MCF-7-T kıyaslanmış ve MCF-7-T diğerlerine oranla biraz daha aşağı 

bölgede bant vermişken neredeyse her 3 malzeme de aynı bölgede bant vermiştir. 

Antijenlerin (Telo), antikor (AntTel) yüklü formlar ile etkileşimleri de yine benzer 

bölgelerde bantlar vermiştir. Bunun yanında tüm analizler kendi rakipleri içinde doğrusal 

ilerlemiştir. Grupları kendi içlerinde kıyasladığımız zaman bant oluşum aralıkları 

birbirleri ile benzer olarak rapor edilmiştir (Tablo 4.5) 

 

 

 

Şekil 4.40. YED immünoproblarının (kırmızı), ticari Cy@2 floresan boyasına (yeşil) 

karşılık denemesi ve ticari antijen ve gerçek hücre hatlarından elde edilmiş antijenlerin 

kıyası ve YED immünoproblarının bu antijenleri yakalama yeteneğinin jel elektroforez 

cihazı ile karşılaştırılması. *Antb: Antikor, Antj: Antijen 
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Tablo 4.5 Elektroforez yarışmalı grup incelemesi. 

Deney Grubu Bant 

(kDa)  

Bant 

(kDa) 

Deney Grubu 

YED@Antikor 120 

dolayları 

120 

dolayları 

Cy2@Antikor 

YED@Antikor+Antijen 130- üstü 

dolayları 

130- üstü 

dolayları 

Cy2@Antikor+Antijen 

HeLa-T 100 

dolayları 

100  

dolayları 

TERT 

MCF-7-T 100 

Dolayları 

100  

Dolayları 

TERT 

YED@Antikor+HeLa-T 130- üstü 

dolayları 

130- üstü 

dolayları 

YED@Antikor+Antijen 

YED@Antikor+MCF-7-T 130 

dolayları 

130 

dolayları 

YED@Antikor+Antijen 

 

4.2.4.2. UV-Görünür Bölge Spektroskopisi Analizleri 

Derişimi bilinen ticari telomeraz ile standart çözeltiler hazırlanmış ve en uygun dalga 

boyunda (280 nm) kalibrasyon doğrusu oluşturulmuştur. R2 değeri oldukça iyi çıkan bu 

grafik bundan sonraki hesaplamalarda kullanılmıştır (Şekil 4.41). 

250 µg/mL derişimindeki YED immünoproblar, derişimi bilinen ticari antijenler ve 

derişimi bilinmeyen iki farklı ölümsüz hücre hattından ekstrakte edilmiş telomeraz 

antijeni ile etkileşime sokulmuştur. Her numune 5’er dakika vorteks edildikten sonra 

nanodrop yardımı ile absorbansları ölçülmüştür. Ölçüm 280 nm dalga boyunda 

yapılmıştır. HeLa ve MCF-7 antijenlerinin absorbansı, değeri bilinen maksimum 

antijenin absorbansından daha yüksek çıkmıştır. Bu analiz sonuçlarına göre oluşturulan 

grafikte bu değerler yerine konularak gerçek derişimler saptanmıştır. Bu grafiğe göre de 

HeLa ve MCF-7 hücrelerinden ekstrakte edilen telomeraz miktarları, 719 ve 618,6 µg/mL 

olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.42). 
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Şekil 4.41. Telomeraz standart çözeltileriyle oluşturulan kalibrasyon eğrisi. 

 

Şekil 4.42. YED immünoproblarının derişimi bilinen ticari antijen ve derişimi bilinmeyen 

gerçek hücre hattından ekstrakte edilen antijenler ile etkileşiminin nanodrop spektrometre 

cihazı ile incelenmesi. 

4.2.4.3. Spektroflorometre Analizleri 

Spektrometrik analizler ve elektroforez analizlerinin dışında, bunlara ek olarak yüksek 

enerji dönüşümlerini de kanıtlamak ve analizleri kıyaslamak amacı ile final ürünler 

spektroflorometre analizine tabi tutulmuştur.  

Kompleks sırasıyla 280 nm, 425 nm, 570 nm dalga boylarında emisyon yapmıştır.  

D0→7F0 ve 5D0→7F1 geçişi, 300-600 nm arasındaki yayılma tepe noktalarının Eu3+'nın 

f-f geçişlerine atfedildiği ve 425 nm'deki en güçlü yoğunluğun 7F0→5L6 geçişinden 

geldiği bilinmektedir. Bu durum, kompleksleşmenin başarıyla gerçekleştirildiğini ve 
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ligand-iyon bağlarının kuvvetli bir şekilde oluştuğunu belirtmektedir. Eu3+'nın bir 

bölgede 5 D0→7 F1 geçişinin en fazla üç tepeye ve 5D0→7 F2 geçişi için beş tepeye 

bölünebileceği genellikle bilinmektedir [104]. Böylelikle, Eu3+ iyonlarının çapraz enerji 

gevşemesini önleyen MAASp molekülleri tarafından izole edildiğine atfedilebilir (Şekil 

4.43). 

Önceden hazırlanan antikor ile modifiye edilen YED (UCNP) problar, önceden 

hazırlanan derişimleri belli olan ticari antijenler ve derişimleri bilinmeyen gerçek 

hücrelerden ekstrakte edilen telomeraz antijenleri ile etkileşime sokulmuştur. Sonrasında 

spektroflorometre ile analiz edilmiştir. Veriler oldukça umut vadedici olmuştur. Hem 

YED partiküllere has olan enerji dönüşümü gözlemlenmiş hem de derişim ile bu sonuçlar 

paralel oranda kayda değer bir şekilde değişim göstermişlerdir. Ayrıca bu analizden elde 

edilen sonuçlar nanodrop sonuçları ile paralel oranda doğruluk göstermiştir. Standart 

antijenlerinden alınan derişim sonuçlarına göre oluşturulan kalibrasyon eğrisinden alınan 

denkleme göre absorbans değerleri bilinen HeLa ve MCF-7 antijenlerinin derişim 

değerleri hesaplanmıştır. Tablo 4.5’de belirtildiği gibi HeLa ve MCF-7 antijen miktarları 

ciddi oranda yüksek çıkmıştır. HeLa-T derişimi, elektroforez ve UV-spektrometrede 

olduğu gibi floresans spektrometre analizinde de MCF-7-T’den daha agresif çıkmıştır. 

Bu deney sonucu da Chen ve arkadaşlarının 2013 yılında yaptıkları ‘’tümör spesifik 

biyolüminesant’’ çalışmalarını (HeLa telomeraz aktivite davranışı, MCF-7 telomeraz 

aktivite davranışına göre daha agresiftir) destekler niteliktedir. Bu durumda, aynı 

konularda çalışan bilim insanlarının bir gün mutlaka birbirlerinin savlarına yorum 

yapabilme kabiliyetlerini deneysel doğrulardan aldığını bir kez daha göstermiştir [236]. 

Tablo 4.5’te maksimum emisyon piki temel alınarak bilinmeyen numunelerin ve bilinen 

numunelerin absorbans ve derişim değerleri özetlenmiştir. Derişimi bilinmeyen 

numuneler Şekil 4.44’de verilen grafikten türeyen formüle göre hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.43. YED immünoproblarının ticari ve gerçek hücre antijenleri ile etkileşiminin 

spektroflorometre ile incelenmesi. 

 

Şekil 4.44. Standart telomeraz antijenlerinin spektroflorometre ile oluşturulmuş 

kalibrasyon grafiği. 
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Tablo 4.6. Ticari ve Derişimi Bilinmeyen Gerçek Kanser Hücrelerinden Elde Edilen 

Telomeraz Derişimleri 

 
 

Telomeraz Derişim (µg/mL) Absorbans 

Std1 400 0,2 

Std2 200 0,0897 

Std3 100 0,0378 

Std4 50 0,017 

Std5 25 0,006 

Std6 12,5 0,00276 

HeLa 740 0,4582 

MCF-7 329 0,2322 
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5. YORUM 

Silika bazlı immünoproblar önce amin grupları ile aktive edilmiş ve daha sonra antikorlar, 

EDC-NHS yolu ile yüzeylerine kovalent olarak bağlanmıştır. Her adımda, modifikasyon 

adımlarını tam olarak karakterize etmek için FT-IR ölçümleri, boyut ve yüzey potansiyel 

analizleri, elektron/transmisyon mikroskobu gözlemleri ve elemental (EDAX) ve UV 

spektrometre analizleri gerçekleştirilmiştir. Tüm bu analizler, immünoprobların başarılı 

sentezi, modifikasyonu ve seçici etkileşim kabiliyetini doğrulamıştır. Hedef ve yarışmacı 

protein çözeltileri ile etkileşimlerden elde edilen sonuçlar ışığında, her konsantrasyonda 

önemli etkileşimler gerçekleşmiş, ancak en etkili etkileşim transferrin antijeni temelinde, 

250 µg/mL (kapasite 686,5 mg/g) transferrin konsantrasyonuna karşı iken, en yüksek 

immünoçöktürme yüzdesi daha düşük konsantrasyonda elde edilmiştir. Ek olarak, 

seçicilik çalışmalarına göre nanoprobların diğer yarışmacı proteinlere karşı önemli bir 

afinitesi gözlenmemiştir.[237] 

Bu çalışmada, uygulaması kolay, kullanıcı dostu ve seçici bir immünoproblar geliştirmek 

için iyi bilinen geleneksel sentez yönteminin kullanımı gösterilmiştir. Silika bazlı 

nanopartiküller, biyomedikal uygulamaların yanı sıra birçok yeni teknolojik uygulamada 

da kullanılmıştır. Bu nedenle, silan kimyasını nispeten kolay uygulanabilirliği ile 

birleştirerek, yüzey modifikasyonuna izin vererek ve nanopartiküllerin yüksek aktif 

yüzey alanı/hacim oranlarıyla birleştirerek dikkatimizi yeni bir nanoprob sistemi 

geliştirmeye odaklanılmıştır. Ek olarak, nanoproblara seçicilik kazandırmak için bir 

tanıma elemanı olarak spesifik antikorların bağlanması gerçekleştirilmiştir. Geliştirilen 

sistemin performans analizinde kullanılacak olan hedef molekül olan transferrin antijeni, 

anemili hastalarda ayırıcı tanıda toplam demir bağlama kapasitesinin (TIBC) biyomedikal 

analizinde önemli olduğundan seçilmiştir. Toplam demir bağlama kapasitesi (TIBC), 

plazma veya serum transferrinini doyurmak için gereken maksimum demir miktarını 

göstermektedir. TIBC, serum transferrin konsantrasyonu, serum demir konsantrasyonu 

veya doymamış demir bağlama kapasitesinden hesaplanabilir. Burada en hassas ölçüm 

transferrin miktarı ile gerçekeleştirilen ölçüm olmaktadır. Çünkü organizmada demir 

iyonlarının net karşılığı onun antagonisti olacak olan TIBC sekretasyonu ile elde 

edilebilir. Ancak transferrinin doğrudan ölçümü pahalı ve karmaşık bir yöntem 

olduğundan, TIBC seviyeleri dolaylı yöntemlerden hesaplanmaktadır [237, 238].  
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Pilot çalışmada başarılı sonuçların alınmasının ardından, tez çalışmasının asıl hipotezi 

‘’son on yıllarda üzerinde oldukça durulan, kanserin erken dönem teşhisi için bir marker 

haline gelmiş telomeraz enzimi’nin belirlenmesi’’ üzerine çalışılmıştır. Bu çalışmada, 

önceki çalışmalarda optimize edilmiş sistemler üzerinden gidilerek, tayin limitini, 

kararlılığını ve nitel gözlenebilirliğini artırma amaçlı florofor özellik katılmıştır. Bu 

sistem yüksek enerji dönüşümü özelliği olan nadir toprak elementlerini, sinyal arttırıcı ve 

ligand görevi de gören Aspartik asitin modifiye polimerik yapısı ile silika yapıya 

bağlanması ile tertip edilmiştir. Bu malzeme her aşamada modifikasyonların başarılı 

olduğunu göstermek için elektron mikroskobu, FT-IR, yüzey potansiyeli, spektrometre 

ve jel-elektroforez yöntemi ile analiz edilmiştir. Telomeraz tespiti için son olarak ise 

florofor özelliği kazanmış silika YED (UCNP) partikülleri antijeni tanıyacak olan 

antikorlar ile modifiye edilmiş ve sensör haline dönüştürülmüştür. Yukarıda anlatıldığı 

gibi antikorun silika yapılara bağlanması oldukça verimli olmuştur. Bu nanoproblar 

(UCNP) daha sonra, in vitro ortamda derişimi bilinen ticari ve derişimi bilinmeyen gerçek 

kanser hücrelerinden izole edilmiş antijenler ile etkileşime sokulmuştur. Etkileşim öncesi 

ve sonrası spektroflorometre ile analizleri yapılmıştır. Malzemenin başlangıçta 

beklenildiği gibi yüksek enerji dönüşümü özelliği en az 5 farklı noktada yaptığı ışımalar 

ile saptanmış ve övropiyuma ait olan D ve F geçişleri de gözlenmiştir. Keskin spektrum 

piklerinin alındığı analizlerde en yüksek şiddete sahip olan spektrum seçilmiş ve bu 

noktada oluşturulan kalibrasyon grafiğine göre derişimi bilinmeyen MCF-7 ve HeLa 

kanser hücrelerinden izole edilen gerçek antijenlerin miktar tespiti yapılmıştır. Bu 

sonuçlara göre HeLa hücresi literatürden de hareketle MCF-7 hücresinden daha yüksek 

absorbans değerine sahip olmuştur. Literatüre göre de aynı miktarda bulunan hücrelerden 

elde edilen antijen miktarına göre HeLa hücresininki herzaman daha agresif çıkmıştır. 

Spektrometrik analizlerin, protein düzeyinde bir etkileşiminin olup olmadığını sağlamak 

amacı ile ticari ve gerçek antijene afinitesi olan bir florofor ticari boya alınmıştır (Cy@2-

green). Bu boya ile karşılaştırmalı jel elektroforez çalışması yapılmıştır. Bu jel 

elektroforez sonuçları da Spektrometrik analizleri destekler nitelikte çıkmıştır. Bunların 

yanında, belki de ileri çalışmalarda bir projeye ilham verecek başka bir fikir daha açığa 

çıkmıştır. YED immünoproblarının da bu analiz sayesinde adeta bir elektroforez boyası 

olarak kullanılacağı görülmüştür.  

Sonuç olarak, seçici immünoçöktürme performansı sadece sentez, modifikasyon ve 

uygulama aşamaları dikkate alınarak değil, aynı zamanda kullanıcı dostu, zaman ve 
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maliyet açısından verimli, geleneksel sistemlere entegre edilmesi kolay, hızlı ve güvenli 

analiz ve seçici immünoçöktürme performansı sağlar. Geliştirilen immünoprobun hem 

sentez/modifikasyon yöntemi hem de seçici çöktürme performansı, biyomedikal analiz 

için umut verici alternatif araçlar olarak sınıflandırılmaları gerektiğini göstermiştir. 

Tüm bu çalışmanın sonunda, cut-off değerlerinin net ve hassas olarak belirlenmesi için 

insan çalışmalarının yapılması gerekmektedir. Bu tez çalışmasının devam çalışması 

olarak ileri düzey bir proje ile gerçek hastalar üzerinde sistematik bir kurgu ile çalışarak 

hassasiyeti oldukça yüksek bir immünoçöktürme temelli bir biyosensör geliştirilip, 

kanserin erken teşhisi için kliniğe ciddi destek verece ticari bir ürün çıkabilir. 
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