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ÖZET 

 

 LuteinleĢtirici hormon (LH) erkek ve kadınların üreme sistemi için önemli bir 

hormondur. Hipofiz bezinde üretilen LH, kadınlarda yumurta oluĢumunu sağlayıp 

östrojen ve progesteron üretimini tetikler. Erkeklerde ise testosteron üretimini tetikleyip 

spermlerin geliĢiminde rol oynar. LH’ın dengesiz üretimi nedeniyle kadın ve erkeklerde 

kısırlık meydana gelebilir. Bu tezde LH’ın 10-60 mIU/mL aralığında kandaki 

miktarlarını ölçebilen, kadınların ovulasyon dönemlerini kontrol edebilecekleri bir 

biyosensör tasarlanmıĢtır. 

 6-merkaptohekzanol, p-benzokinon, PAMAM ve glutaraldehit immobilize 

edilerek lineer ölçüm yapabilen, tekrar üretilebilirliği yüksek immünolojik bir 

biyosensör geliĢtirildi. Tüm immobilizasyon adımları elektrokimyasal impedans ve 

siklik voltametri spektroskopisi ile karakterize edildi ve LH eklenmiĢ yapay serum 

örneklerinde de baĢarılı sonuçlar alındı. 
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ABSTRACT 

 

 Luteinizing hormone (LH) is an important hormone for male and female 

reproductive system. LH produced in the pituitary gland triggers egg production in 

women and triggers estrogen and progesterone production. In males, it triggers 

testosterone production and plays a role in the development of sperm. Due to the 

unbalanced production of LH, males and females experience infertility problem. In this 

thesis, a biosensor was designed to determined women's ovulation periods by measuring 

the amount of LH in blood the concentration range of 10-60 mIU/mL. 

Ġn this aim, an immunological biosensor was designed by immobilizing the anti-

LH antibody to the gold electrode surface by covalent immobilization method using 6-

MHL, p-benzoquinone, PAMAM and glutaraldehyde. All immobilization steps were 

characterized by electrochemical impedance and cyclic voltammetry spectroscopy, and 

successful results were obtained in artificial serum samples spiked with LH. 
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BÖLÜM 1 

 

 

GĠRĠġ 

 

 

 Ġnsan vücudunda üreme sisteminin sağlıklı bir Ģekilde çalıĢması için hormonlar 

çok önemli bir role sahiptir ve LuteinleĢtirici hormon (LH) bu hormonlardan biridir. 

Erkek ve kadın bedenlerindeki farklı rolleriyle, bu önemli hormonun sağlıklı bir üreme 

sisteminin sağlanması, üreme sağlığının kontrol altına alınması için anlaĢılması ve 

tayini gerekmektedir. 

LH, ön hipofiz bezinde üretilir ve salınır. Bu hormon gonadotropik 

hormonlardandır. Kadınlarda LH hormonu, östradiol üretmek için yumurtalıkları uyarır. 

Yumurta yumurtalıkta olgunlaĢtıktan sonra LH sayesinde yumurtalıktan dıĢarı salınır. 

Döllenme gerçekleĢirse, luteinleĢtirici hormon, gebeliği devam ettirmek için 

progesteron üreten corpus luteum’u uyaracaktır. Erkekler için luteinleĢtirici hormon 

testislerdeki Leydig hücrelerinden testosteron üretimini uyarır. Testosteron, sırayla, 

sperm üretimini uyarır ve erkek karakteristiklerini vurgulamaya yardımcı olur. 

 Yüksek seviyelerde luteinleĢtirici hormonu olan kiĢiler kısırlık yaĢayabilir, 

çünkü hormon doğrudan üreme sistemini etkiler. Kadınlarda, çok yüksek olan 

luteinleĢtirici hormon seviyeleri sıklıkla uygun testosteron seviyeleri oluĢturan 

polikistik over sendromuna bağlanır. Turner sendromu veya Klinefelter sendromu gibi 

bazı genetik durumlar da hormonun yüksek seviyelerine neden olabilir. DüĢük 

seviyelerde luteinleĢtirici hormon da kısırlığa neden olabilir, çünkü yetersiz seviyeler 

sperm üretimini veya yumurtlama sürecini sınırlayacaktır. Çok düĢük LH, kadınlarda 

ovulasyonu durdurur veya erkeklerde gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) 

salgılanmasında bir eksiklik yaratır. 

 Biyoteknolojideki ilerlemeyle, serum LH ile ilgili fizyolojik ve klinik çalıĢmaları 

gerçekleĢtirmek üzere çeĢitli immün analizler tasarlanmıĢtır. Günümüzde ELISA, RIA, 
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IFMA/ICMA gibi bazı tekniklerle LH tayini yapılabilse de bunların pahalı ekipman ve 

uzman personel gerektirmesinden dolayı daha pratik ve ucuz tanı fırsatı veren 

biyosensörler ilgi uyandırmaktadır.  

Bu tez çalıĢmasında da LH miktar tayini yapmak amacıyla elektrokimyasal 

impedans spektroskopisi (EIS) temelli bir LH immunosensörü tasarlanmıĢtır. 
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BÖLÜM 2 

 

 

KAYNAK ARAġTIRMASI 

 

 

2.1. Hormonlar 

 Hormonlar, bitki ve hayvanların salgıladığı, fizyolojik aktivitelerin 

düzenlenmesinde ve homeostazın korunmasında görev alan organik maddelerdir. 

Hormonlar, dakikalık miktarlarına tepki verecek Ģekilde kurgulanmıĢ spesifik organlar 

veya dokulardan gelen yanıtları uyararak iĢlevlerini yerine getirirler. Hormonlarca 

yapılan kimyasal uyarılar, tüm vücutta iletiĢim ve düzenlemenin iki temel sisteminden 

biri olan endokrin sisteminin görevidir. Hormonlar endokrin sekresyon olayı ile 

salgılandıkları endokrin bezlerinden kan dolaĢımındaki hedeflerine iletilirler 

(https://www.britannica.com). Endokrin hücreler tarafından salgılanan hormonlar, 

üreme, geliĢme, enerji metabolizması, büyüme ve davranıĢı düzenler.  

Diğer temel iletiĢim ve kontrol sistemi ise; belirli yollardan uyarıları ileten 

özelleĢmiĢ hücrelerin yani nöronların oluĢturduğu sinir sistemidir. Bu uyarılar, 

nöronları, kas hücrelerini ve endokrin hücrelerini düzenlerler (ġekil 2.1). Nöronların 

uyarıları hormonların salınmasını düzenlediğinden, sinir ve endokrin sistemlerinin 

iĢlevleri çoğunlukla örtüĢür (Campbell, 2013).  

 Hormonlar kanla dolaĢırken tüm doku hücreleri ile temas edebilir; ama yalnızca 

o hormona özgü reseptör taĢıyan hücreleri etkiyebilir. Hormonların kandaki miktarları 

çok azdır; fakat hücrelerdeki özgül reseptörler hormonlara karĢı çok duyarlıdır.  

 

 

 

 

 

https://www.britannica.com)./
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ġekil 2.1. BaĢlıca endokrin sistemler ve hedef dokuları (Lehninger, 2013) 

 

Memeli hayvanlarda ve insanda bulunan baĢlıca endokrin bezler Ģunlardır: 

Hipofiz, epifiz, tiroit, paratiroit, pankreas, adrenal bez, testis, ovaryum ve plasentadır 

(Akay, 2014). Ġnsan vücudundaki bu bezler ġekil 2.2’de gösterilmiĢtir. 

Hormon salgılayan bezleri histolojik olarak sınıflandırmak son derece zordur. 

Çünkü her bir doku farklı hücreler içerir. Ancak, hormonlar kimyasal yapılarına ve etki 

tarzlarına göre sınıflandırılabilir.  

Kimyasal yapılarına göre; Amino asit türevli hormonlar, Steroit hormonları ve 

Polipeptit hormonlar olarak sınıflandırılırlar.  

Amino asit türevli hormonlar (dopamin, epinefrin) suda çözünebilir özellikte 

olup, amino asitlerden türerler. Gereksinim duyulana kadar endokrin bezlerde 

depolanırlar. Yapı bakımından en basit hormonlardır. Steroit hormonlar (androjenler, 

progesteronlar) kolesterolden yapılan, yağda çözünebilir özellikte olan hormonlardır. 

Hücrede depo edilemez hemen salgılanırlar. Hücre çekirdeğine girip özel reseptörü ya 

da genine bağlanıp, hücreyi gerekli proteini yapması için uyarır. Polipeptit hormonlar 

ise (LH, insülin, büyüme hormonu) en karmaĢık yapılı grup olup, evrim modeli olarak 

önem taĢırlar. Uzun amino asit zinciri (birkaç tane ile 200 kadar) içerir ve suda 
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çözünebilir özelliktedirler. Hücre çoğalması, büyüme ve süt oluĢumu gibi metabolizma 

olaylarında iĢlev görürler. Endokrin bezlerde depolanıp, gerektiğinde salgılanırlar 

(Akay, 2014). 

 

 

ġekil 2.2. Ġnsan vücudundaki endokrin bezler (pembe renkli) (Lehninger, 2013) 

 

 Hormonlar etki Ģekillerine göre ise; kinetik etkili hormonlar, metabolizmaya 

etkili hormonlar ve morfogenetik etkili hormonlar olarak üçe ayrılır. 

 Epinefrin ve oksitosin kinetik etki yapan hormonlar olup, kas kasılması üzerine 

etkilidir. Hipotalamusun nörosekretorik hücrelerinin salgıladığı hormonlar hipofizden 

hormon salınmasını kontrol eder. Metabolizmaya etki eden hormonlar genellikle doku 

bileĢenlerinin dengede tutulmasını ve kimyasal reaksiyon hızlarını kontrol eder. 

Örneğin, tiroksin hücrelerin solunum hızlarını ayarlarken, antidiüretik hormon vücudun 

su dengesini sağlar. Morfogenetik etkili hormonlar, canlının doğumöncesi ve 

doğumsonrası yaĢamında tüm vücudunda veya herhangi bir organında morfogenetik 

değiĢikliğe neden olan hormonlardır. Örneğin, esterojen ve androjenler genital yapıların 

oluĢmasını ve eĢeysel karakterlerin birleĢmesini kontrol eder (Akay, 2014)

 Sentezlendikleri yere göre de hormonları hipofiz, epifiz, tiroit, paratiroit, 

pankreas, adrenal bez, testis, ovaryum hormonları olarak sınıflandırmak mümkündür. 
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LH ön hipofiz lobundan salgılanan, polipeptid yapılı ve morfogenetik etkili bir 

hormondur. 

 

2.1.1. Hipotalamus ve Hipofizin Endokrin Yolları Düzenlemesi 

 Omurgalılarda hipotalamus, endokrin ve sinir sistemlerinin ortak çalıĢmasını 

sağlamak açısından merkezi bir rol oynar. Beyinde yer alan birkaç endokrin bezden biri 

olan hipotalamus, tüm vücuttaki sinirlerden ve beyinden bilgi alır. Tepki olarak da, 

çevresel koĢullara uygun olarak endokrin uyarılar baĢlatır (ġekil 2.3). Hipotalamustan 

çıkan uyarılar, hemen altında yer alan hipofiz bezine ulaĢır. Hipofizin anteriyör (ön) 

hipofiz isimli bölümü bir endokrin bez olup, hipotalamustan gelen uyarılara tepki olarak 

hormon sentezleyip salgılar. Çoğu ön hipofiz hormonu, tropik hormondur; yani diğer 

endokrin hücre ya da bezlerinin iĢlevlerini kontrol eder. 

 

 

ġekil 2.3. Hipotalamus ve hipofiz bezlerinin veri iletim Ģeması (Lehninger, 2013,) 
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Bu tropik hormonlardan FSH ve LH, hem erkek hem de diĢi gonadların yani 

testis ve yumurtalıkların aktivitelerini uyarır. Bu nedenle, FSH ve LH aynı zamanda 

gonadotropinler olarak bilinir ve her ikisi de hipotalamusun gonadotropin-salgılatıcı 

hormonu (GnRH) tarafından kontrol edilirler (Campbell, 2013). 

 

2.1.2. LuteinleĢtirici hormon (LH) 

 LuteinleĢtirici hormon (lutropin, LH), kadınların yumurtalıklarında ve erkeklerin 

testislerinde geliĢimi uyaran temel iĢlevi olan bir gonadotropin olarak kategorize 

edilmiĢ bir anterior hipofiz hormonudur. LH hipotalamus tarafından salınan lüteinize 

edici salgılama hormonuna (LH-RH) yanıt olarak, gonadotroplar olarak adlandırılan 

hipofiz bezinin bazofilik hücreleri tarafından pulsatil bir Ģekilde salgılanır. Pulsatil 

pubertadan sonra gonadotropin salıverici hormonun ve buna uyarak da FSH ve LH 

salıverilmesinin ortalama 80 dakikalık bir siklus göstermesi ve bu hormonların 

salgılanma hızının 70-100 dakikada bir maksimuma çıkarak salgılanması olarak 

tanımlanabilir. Hem erkeklerde hem de kadınlarda üretilen LH, normal gonadal iĢlev ve 

fertilite için önemlidir. LH'nin erkeklerde bazal sekresyonu epizodiktir ve interstisyel 

hücreleri (Leydig hücreleri) testosteron üretmek için uyarmanın birincil fonksiyonuna 

sahiptir. Kadınlarda LH konsantrasyonu, yaĢ, cinsiyet, adet döngüsünün fazı ve 

gonadal-hipotalamik hipofizer aks boyunca hormonal olayların dizisi ile değiĢir. LH 

hormonu androjen üretmek için Ovarian tekal hücrelerini uyarır ve ovulasyonu 

tetiklemek için korpus luteumundan progesteron üretilmesini sağlar. ArtmıĢ LH 

seviyeleri, kadınlarda primer gonadal disfonksiyon, polikistik over sendromu, 

postmenopoz ve hipofiz adenomu ile iliĢkilidir (Kalia vd 2004).  

 Erkeklerde hipogonadizm ve anarĢinin yanı sıra Klinefelter sendromunda ve 

primer testis yetmezliğinde de yüksek LH konsantrasyonu görülebilir.  

 LH; molekül ağırlığı 26.000-229.000 dalton olan heterodimerik bir glikoprotein 

olup kovalent olmayan etkileĢimlerle bağlanmıĢ α ve β alt birimlerinden oluĢmaktadır. 

Her alt ünite dahili olarak çapraz bağlanarak disülfid bağları ile stabilize edilir. α-alt 

biriminin moleküler ağırlığı 14.000 olup, bu alt birim glikoprotein hormonlarından, 

luteinleĢtirici hormon, folikül uyarıcı hormon (FSH), karyonik gonadotropin (hCG) ve 

tiroid uyarıcı hormon (TSH) için ortakken, β-alt birimi benzersizdir ve her bir hormon 

reseptörüne spesifik bir bağlama yeteneği verir. Hormonun β-alt birimi N-bağlı 
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karbonhidrat yan zincirine ve moleküle biyoaktivite ve net moleküler yük veren farklı 

glikozilasyon derecesine sahiptir (Huhtaniemi, 2000; Leigh vd. 2000). LH, FSH ve hCG 

hormonlarının β-alt birimlerinin amino asit bileĢimi arasındaki fark, bunların 

immünolojik farklılaĢmasını açıklar. LH, hipofizden farklı glikozile izoformların bir 

karıĢımı olarak salgılanır, bileĢim fizyolojik duruma göre değiĢir. Glukozamin ve 

mannoz, bu hormonun biyolojik etkisinin (Labhart, 1974) ayrılmaz bir bileĢenini 

oluĢturur ve yapının özel glikoform/izoformlarına yol açar (Jeffcoate, 1993; Lambert 

vd., 1998). Eklenen glikokonjugatlar, molekülün toplam yükünü, plazma yarı ömrünü, 

reseptör bağlanmasını, in vitro ve in vivo biyolojik aktivitesini ve metabolik klirens 

oranlarını etkiler (Chappel, 1990; Burgon vd.,. 1997). LH tek bir tür olmayıp farklı 

biçimlerin heterojen bir popülasyonudur. Ġnsan LH (hLH) izoformlarının yapısal ve 

fonksiyonel karakterizasyonu Stanton ve ark (1996) tarafından kapsamlı bir Ģekilde 

gözden geçirilmiĢtir. 

Fizyolojik sıvılardaki LH konsantrasyonlarının ölçümleri; endokrinolojik 

durumun biyokimyasal göstergeleri ve ayrıca tedavi monitörleri olarak kullanılır. LH 

deneyleri, nötral/spay durumu, ovulasyon olasılığı, reprodüktif bozuklukların teĢhisi ve 

endokrin tedavisinin izlenmesi için FSH analizleri ile rutin olarak gerçekleĢtirilir. LH 

ölçümü ayrıca erkeklerde spermatogonial ve spermatit geliĢimin bir göstergesidir. 

Biyolojik profil ve immünoreaktiviteye dayanarak, LH tahmini için farklı deneyler 

oluĢturulmuĢtur. Bu tahliller, in vivo ve in vitro biyo-tahliller ve RIA, IRMA, EIA gibi 

immüno-deneyler halinde kategorize edilebilir. Biyolojik deneyler, LH'nin biyolojik 

aktivitesini ölçer, oysa immünoanalizler, biyolojik aktiviteyi hesaba katmadan, 

numunedeki immünoreaktif hormon moleküllerinin miktarını izler. Biyoanalizler her 

zaman hormon moleküllerinin sayısı ile korelasyon göstermediğinden, bu iki farklı 

analiz sistemi ile ölçülen gonadotropin konsantrasyonları her zaman aynı 

Biyoaktivite/Ġmmünreaktivite (B/I) oranlarını oluĢturmaz. B/I oranı, gonadotropinlerin 

(Huhtaniemi, 2000) kalite ve ortalama biyoaktivitesinin bir göstergesi olarak ve birçok 

klinik durumda bir tanı aracı olarak yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır (Jaakkola vd., 

1990). 

 Endokrin heterojenliği, çapraz reaktivite ve endojen interferanslar nedeniyle, 

tasarlanan her testin kendi sınırlamaları vardır. Ayrıca, farklı laboratuvarlar arasındaki 

LH analiz sonuçları karĢılaĢtırıldığında henüz farklılıklar gözlenmektedir. Mevcut 
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kavramları yeniden değerlendirmek ve geliĢmiĢ kesin metodolojiyi kavramak için LH 

nicel değerlendirmesinin mevcut tekniklerin ve sınırlamalarının tam olarak anlaĢılması 

gerekmektedir (Kalia vd., 2004).  

 LH izoformlarının yapısı, biyolojik aktiviteleri ve yaĢam süreleri menstural 

döngü boyunca farklılık gösterir. Biyolojik aktivitenin immünolojik aktiviteye oranı 

luteal faz boyunca en düĢüktür, foliküler faz süresince yavaĢça artar ve mid-foliküler 

fazda en yüksek seviyeye çıkar (ġekil 2.4) (Anobile vd., 1998). 

 

 

ġekil 2.4. Menstrüasyon döngüsünde hormonların etkisi (http://www.yenibiyoloji.com) 

  

http://www.yenibiyoloji.com/
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LH izoform yapılarındaki çeĢitlilik üreme ömrü boyunca görülmektedir. 

Genellikle ergenlik sonrasında kadınlarda daha kısa yarı ömürlü fakat yüksek 

biyopotansiyelli LH izoformları varken, menopoz sonrasındaki kadınlarda daha uzun 

ömürlü LH türleri baskındır (Reader vd., 1983; Wide, 1985).  

Menopoz sonrasında LH’ın biyolojik aktivitesinin immünolojik aktivitesine 

oranı artıĢ göstermektedir (Marrama vd., 1983). ġekil 2.5’de kadınlarda ve erkeklerde 

yaĢam dönemleri boyunca LH salınımı gösterilmektedir (Choi ve Smitz 2014). 

 

ġekil 2.5. Kadınlar (A) ve erkeklerde (B) yaĢam dönemleri boyunca LH salınımı (Choi 

ve Smitz, 2014). 
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Çizelge 2.1’de kadın ve erkeklerde LH hormonunun belirli yaĢ aralıklarındaki ve 

belirli dönemlerdeki referans değerleri verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.1. LH referans değerleri (Elmlinger vd., 2002) 

Erkek (mIU/mL) Kadın (mIU/mL) 

15 günlük-10 yaĢ: 0.3-2.8 15 günlük-10 yaĢ: 0.3-4.0 

11-14 yaĢ:              0.3-7.9 11-14 yaĢ:             0.3-12.6 

15-16 yaĢ:              0.5-10.8 15 yaĢ:                  0.5-20.7 

17 yaĢ:                   0.9-5.9 16 yaĢ:                  0.9-29.4 

18-70 yaĢ:              1.8-8.6 17 yaĢ:                  1.6-12.4 

71 yaĢ:                   1.5-9.3  18 yaĢ ve daha fazlası  

>71 yaĢ:                 3.1-34.6 Foliküler faz:            2.1-10.9 

 Mid-foliküler faz:     20.0-100.0 

 Luteal faz:                1.2-12.9 

 Post-menopoz:          10.0-60.0 

 

2.1.3. LH için tayin yöntemleri 

 Biyolojik klinik örneklerde LH miktarı, hormonun fonksiyonel ve 

immünokimyasal özelliklerine dayanan immünokimyasal veya radyoimmünolojik 

analizlerle saptanabilir ve değerlendirilebilir (Labhart vd., 1974). 

 1960’lardan beri gonadotropinlerin ölçümünde çeĢitli immünolojik test 

yöntemleri kullanılmıĢtır. Bu immüno analizler, radyoaktif, enzimatik, kemiluminesans 

veya floresans olarak sınıflandırılabilir, yönteme göre kullanılan izleyici maddeler 

açısından farklılık gösterir. Ölçülen hormonun biyolojik aktivitesini hesaba katmadan, 

numunedeki immünoreaktif hormon moleküllerinin miktarını belirler. Ġnsan LH α ve β 

alt birimlerinin amino asitleri benzerlikleri sıçanınkilerle karĢılaĢtırıldığında, α alt birim 

% 74.1, β alt birim % 71.6 benzer olduğu tespit edilmiĢtir (Kato vd., 1990; De Beer vd., 
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1996). Ayrıca insan, koyun, sığır, domuz ve sıçan LH’larının β-alt birimleri arasında 

yapısal benzerlikler vardır (Leiva ve Lastra, 1992). Ġnsan ve sıçanların α ve β alt 

birimleri arasındaki bu yapısal benzerlikler, bu türler için homolog ve heterolog 

immünolojik testlerin tasarlanmasını sağlamıĢtır. 

 

Radioimmunoassay (RIA): 

Radyoimünoassay tekniği, serum LH’ı ve radyoaktif madde -etiketli bir LH 

preparasyonunun yarıĢmalı bağlanması temeline dayanmaktadır. Ölçülecek olan 

hormonun antikorunun bağlı bulunduğu tüplerde, I
125

 ile iĢaretli hormon ve iĢaretsiz 

hormon bir araya getirilir. Tespit edilmek istenen iĢaretsiz hormon ile iĢaretli hormon 

antikorla etkileĢtirildiğinde antikora bağlanma etkinliği açısından birbiriyle yarıĢır. 

Reaksiyon ortamındaki iĢaretsiz hormon miktarı fazla ise antikora bağlanma o kadar 

yüksek olacaktır. ĠĢaretli hormonun yaymıĢ olduğu gamma ıĢınları, gamma sayacında 

belirlenir (Niswender vd., 1968). 

 RIA tarafından izo-hormonların ayrıĢtırılmaması ve düĢük konsantrasyonda LH 

ölçümündeki yanlıĢlar RIA’nın kısıtlamalarıdır (Jaakkola vd., 1990). Tüm bu 

kısıtlamalara rağmen, RIA; LH'nin spesifik ve hassas olarak miktarının belirlenmesi için 

temel bir yöntem olarak durmaktadır. Bununla birlikte, radyoaktif izleyicilerin 

kullanımının sağlık tehlikeleri, kısa raf ömrü, radyoaktif atık bertarafı ve ekipmanın 

yüksek maliyeti gibi birçok dezavantajı vardır, bu da tekniğin yaygın ticari 

uygulanabilirliğini sınırlamaktadır (Kalia vd., 2004). 

 

Immunoflorometrik/Kemiluminometrik Assay (IFMA/ ICMA) 

 IFMA/ICMA, α ve β alt birimlerine karĢı etiketli antikorlar ile LH 

moleküllerinin çevrelenmesi tekniğine dayanan bir yöntemdir (Gharib vd., 1990, 

Bousfield vd., 1994). Antikorlar, analitin kolay tanımlanmasını ve nicelleĢtirilmesini 

sağlayan ya bir floresan etiket ya da bir ıĢıklı etiketin bağlanmasıyla etiketlenir. Spesifik 

reaktifin (etiketli antikor) fazlası analit (LH) ile reaksiyona girer. Üretilen 

kemilüminesans sinyal bir luminometrede ölçülür. Matris etkisinden kaçınmak için 

testlerde çok küçük örnek hacmi kullanılır, analizler kısa inkübasyon gereksinimlerine 

sahiptir, radyoaktif atık üretilmez ve otomasyonla, gerçekleĢtirmek daha az maliyetlidir. 



13 

 

Yöntem, eĢdeğer RIA tekniklerinden çok daha hassas sonuç vermektedir (Kananen vd., 

1996; Hakola vd., 1998). 

 

Enzim Bağlı Immunosorbent Assay (ELISA/EIA) 

 Yöntem “sandviç prensibine” dayanır. Mikroplaka kuyucukları, bir β-LH 

molekülü üzerindeki özgül bir antijenik bölgeye yönelik bir monoklonal antikor ile 

kaplanır. Endojen LH içeren bir numune örneği kaplanmıĢ kuyucukta, yaban turpu 

peroksidazı ile konjuge edilmiĢ enzim anti-LH konjugatı ile inkübe edilir. 

Ġnkübasyondan sonra bağlanmamıĢ konjugat su ile yıkanır. Bağlı peroksidaz miktarı, 

örnekte LH konsantrasyonu ile orantılıdır. Enzimin substratı ilavesiyle geliĢtirilen renk 

yoğunluğu, numunedeki LH konsantrasyonu ile orantılıdır (Thijssen vd., 1990). 

 

Radyoreseptör Assays (RRA) 

 Radyoreseptör analizi, hormon yerine antikorun hormon reseptörüne bağlandığı, 

RIA'ya benzer yarıĢmalı protein bağlanma deneyleridir (Vogel ve Vogel 1997). 

 Radyoligand reseptör analizleri, çeĢitli türlerde serum LH'unu ölçebilir ve 

biyolojik sıvıların LH biyoaktivite profilini elde etmek için Leydig hücre biyo-analizine 

uygun bir alternatif olabilir (Hakola vd., 1998; Selvaraj ve Moudgal 1993). Ancak 

teknik, çok sayıda değiĢken örnek için ticari bir teĢhis aracı olarak hala validasyondan 

uzaktır. RRA'lar LH'yi kolayca ölçebilmelerine rağmen, RIA'lardan biraz daha az 

duyarlıdırlar ve plazma proteinleri ile spesifik olmayan etkileĢime daha duyarlıdırlar. 

Bu nedenlerden dolayı, radyoligand reseptör analizleri rutin olarak plazma gonadotropin 

düzeylerinin ölçümüne uygulanmamıĢtır (Bardin, 1986; Catt ve Pierce, 1986). 

 

2.2. Biyosensörler 

YaĢayan varlıklar, çevreleriyle iletiĢim ve değiĢim yoluyla geliĢir. Toplanan 

bilgiler onların ihtiyaçlarını karĢılamasına, çoğalmasına ve hayatta kalmasına olanak 

tanır. ÇeĢitli duyu reseptörleri ile yiyecek bulmak, tehlike tespit etmek veya cinsel bir eĢ 

bulmak için çeĢitli mesajlar alınır. Bazı bakteriler, besin maddelerini bulmalarına ve 

kendilerini zehirlerden uzak tutmaya imkan veren spesifik kimyasal reseptörlere 

sahiptir.  
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Ġnsan, çevresini gözlemlemek ve anlamak için bu biyolojik sensörleri 

kullanmanın uzun süredir hayalini kurmuĢtur. Gözlemlenen bir olayı ölçülebilir bir 

miktara dönüĢtüren ölçüm cihazları oluĢturmak için doğanın sağladığı hücre, doku, 

protein ve enzimler kullanılmaktadır. Bu doğal biyosensörlere benzeyen yapay cihazlar 

üretebilmek için bir sinyal transdüseri (sinyal iletici sistem) ve bir elektronik 

amplifikatör (yükselteç) ile immobilize edilmiĢ biyolojik aktif bir bileĢiğin (biyobileĢen) 

doğrudan bağlanması gerekir. (Canh, 1994; Schelfer ve Schubert 1992). ġekil 2.6’da bir 

biyosensör ve bileĢenleri Ģematik olarak verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.6. Biyosensör ve bileĢenlerinin Ģematik gösterimi (https://www.slideserve.com) 

 

2.2.1. Biyosensörlerin bileĢenleri 

Biyosensörler biyokomponentler ve transduser olarak farklı maddeleri ve sistemi 

içerebilmektedir. Bunlardan en önemlileri Çizelge 2.2’de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. Biyosensör bileĢenlerinin içeriği (Telefoncu, 2008) 

Analit olabilecek 

maddeler 

Biyoreseptör olabilcek 

molekküller 

Sinyal İletici Sistem                  

(Transduser) 

Hormonlar  

Kanser biyobelirteçleri 

Antijen 

Nükleik asit 

Koenzimler 

Aktivatör-İnhibitör 

Metabolitler 

Metaller 

Allerjenler  

Mikrorganizmalar 

 

Reseptörler  

Antikorlar  

Antikorlar 

Aptamerler 

Enzimler  

Enzimler 

Hücre-doku kesitleri 

Mikrorganizmalar  

Lipidler 

Hücre organelleri 

Elektrokimyasal Esaslı 

 Amperometri 

 Potansiyometri 

 Yarı iletken esaslı 

Optik esaslı 

 Fotometri esaslı 

 Fluorometri esaslı 

 Biyolüminesans 

Piezoelektrik 

 Mikrokantileverlar 

 Kuartz kristal mikrobalans 

 

 

2.2.1.1. Biyokomponentler (Biyoreseptör moleküller) 

Biyokomponentler (biyoreseptör de denir) enzim ile substrat veya antikor ile 

antijen arasındaki spesifik ilginin benzeri bir afiniteyle analitine bağlanır. Spesifik 

bağlanma ve/veya bu bağlanmanın sonrasındaki kimyasal bir reaksiyonunla sinyal 

oluĢturabilecek biyoaktif materyaller “biyokomponent” olarak seçilebilir.  

Bu bağlamda; mikroorganizmalar, organel, doku kesitleri gibi canlı hücre bütünü 

veya parçaları ya da bunlardan izole edilmiĢ enzim, antikor ve DNA-RNA gibi nükleik 

asit parçaları biyokomponent olarak biyosensör teknolojisinde önem kazanmıĢtır (Canh, 

1994). 
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2.2.1.2. Fiziksel bileĢenler (Transduserlar) 

 Biyolojik olarak aktif materyalin analit ile etkileĢiminden kaynaklanan 

fizikokimyasal değiĢimi, uygun bir güç çevirici tarafından bir elektrik çıkıĢ sinyaline 

dönüĢtürülmelidir (Schelfer ve Schubert, 1992). 

 Fiziksel bileĢenler biyokomponentle analitin biyolojik etkileĢimini ölçerek 

fiziksel bir sinyale çevirir. Biyosensör geliĢtirilirken seçilecek fiziksel bileĢen 

biyokomponent-analit ikilisinin biyokimyasal reaksiyonuna uygun olarak tercih 

edilmelidir. Örneğin; amperometrik, potansiyometrik, optik veya pieozoelektrik 

algılayıcılar sinyal dönüĢtürücü olarak kullanılabilir. Ayrıca transistör ve termistörler de 

bu amaçla biyosensör teknolojisinde fiziksel bileĢen olarak uygulama alanı bulmaktadır 

(Turner, 2013).  

 

2.3. Biyosensörlerin Elektrokimyasal Temelleri 

  

2.3.1. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

 Elektokimyasal impedans spektroskopisi (Elektrokimyasal dielektrik 

spektroskopi, EIS) kullanılacak olan sistemlerin, yüzey hassasiyetlerini, kompleks 

elektriksel dirençlerini ve miktarlarındaki değiĢimleri analiz etmek için kullanılan 

oldukça etkili ve kullanıĢlı bir yöntemdir. Biyomoleküllerin spesifik etkileĢimlerinin 

izlenmesi ve kantitatif analizlerinde, biyosensörlerin hazırlık aĢamalarındaki sağladığı 

kolaylıklardan dolayı tercih edilmektedirler. 

 Ġmpedans teknikleriyle baĢarılı bir Ģekilde hem biyoreseptör ve analiti arasındaki 

etkileĢimin belirlenmesi hem de transduserde biyomoleküllerin immobilizasyonun 

gerçekleĢmesi ve yüzey modifikasyonun karakterizasyonlarını gerçekleĢtirmek 

mümkündür. Ġmpedans ayrıca bu özelliklerinden dolayı, görüntüleme teknikleriyle 

yüzey morfolojisinin belirlenmesinde kullanılan önemli bir araçtır (Sezgintürk, 2012). 

 Ġmpedans çoğunlukla küçük genlikli bir potansiyel uygulanması ve akım 

cevabının belirlenmesiyle tayin edilir. Ġmpedans spektroskopisinin sadece tek bir 

frekansta değil ayrıca farklı frekansları da tayin etme özelliği vardır. Böylece bir 

impedans spektrumundan yüzeylerin, tabakaların ya da membranların değiĢimi, 

difüzyon prosesleri ve bunların karakterizasyonu hakkında bilgi edinilir. Ġmpedans 
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spektrumunun çoğunlukla eĢdeğer devre kullanılarak analiz edilmesiyle bu bilgilere 

ulaĢılır. Ġncelenen sistemin farklı fizikokimyasal özellikleri, genellikle kapasitans ve 

dirençten oluĢan bu devre ile açıklanır. Aynı zamanda sistem; difüzyon, partisyon, 

elektrokinetik gibi temel yasalardan türetilen transfer fonksiyonları ile de tanımlanabilir. 

Bu durumda bir impedans bileĢeninin (kapasitans veya direnç) değiĢimi, çözeltinin 

bileĢiminin bir fonksiyonudur. Bazı durumlarda konsantrasyondaki değiĢim ile tüm 

impedans arasında bağlantı kurmak mümkündür (Macdonald, 1987; Rubinstein, 1995; 

Barsoukov, Macdonald, 2005). 

 

2.3.2. Döngüsel voltametri 

 Döngüsel voltametride tarama iĢlemi belli bir potansiyel aralığında doğrusal 

olarak yapılır ve daha sonra potansiyeli orijinal değerine getirmek için tarama yönü ters 

çevrilir. Ġki yöndeki tarama hızı da aynıdır. Ters yöndeki potansiyeller döndürme 

potansiyelleri olarak adlandırılır. Bir ya da daha çok analitin indirgenme veya 

yükseltgenmesinin difüzyon kontrollü olarak meydana geldiği potansiyel, Döndürme 

potansiyellerin aralığını belirtmektedir. Numunenin bileĢimine göre baĢlangıç 

taramasının yönü pozitif veya negatif olabilir. Negatif potansiyeller yönünde 

gerçekleĢen taramaya ileri tarama, zıt yöndeki taramaya da ters tarama denir. 

 

2.4. Elektrokimyasal Ġmpedans Spektroskopisi Temelli Biyosensörler 

 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EĠS) fiziksel ve kimyasal proseslerin 

tanımlanmasında iyi bir metottur. Biyosensörün karakterizasyonu, membranların 

tanımlanması ve fabrikasyonu EĠS ile etkin bir Ģekilde izlenebilir. Enzim-substrat 

etkileĢiminin aksine katalitik olmayan antikor-antijen, DNA-DNA, reseptör-ligand 

etkileĢimleri bile EĠS ile baĢarıyla izlenebilir (Bott 2001; Katz ve Willner, 2009; Guan 

vd., 2004). Ġmpedans biyosensörleri oluĢturmak için öncelikle biyomoleküllerin iletken 

ve biyouyumlu elektrot üzerine immobilize edilmesi ve daha sonrada bu analit bağlayıcı 

molekül üzerindeki yüzeysel direnç değiĢikliğinin ölçülmesi gerekir. Bu biyomoleküller 

reseptör proteinler, tek iplikli DNA veya antikorlar olabilir (Bott, 2001; Yang ve Bashir, 

2008; Prodromidis, 2010). 
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2.4.1. Enzim temelli impedimetrik biyosensörler 

 Enzimler, reaksiyonları en az bir milyon kat hızlandıran bir katalizör gücüne 

sahiptir (Stryer, 1988). Enzimler biyosensörlerde en fazla tercih edilen biyoalgılama 

materyalleridir (Li, 2006). Bir enzimin dönüĢümünden (turnover) dolayı redoks-aktif 

bileĢiğinde meydana gelen değiĢim, yük aktarım direnciyle belirlenebilir. Bu durum, 

glukoz oksidazın ve mediatör olarak benzokinonun kullanıldığı glukoz tayini 

çalıĢmalarında gösterilmiĢtir (Shervedani vd., 2006). 

 Ġmpedans spektroskopisi, modifiye yüzeyli elektrotların elektriksel özelliklerinin 

ölçülmesi için etkin bir yöntemdir. Ancak geniĢ bir frekans aralığında bütün bir 

impedans spektrumunun taranması zaman alıcıdır. Bu yüzden impedimetrik teknikler 

çoğu enzim temelli impedimetrik biyosensör için karakterizasyon metodu olarak 

kullanılır ve genellikle dolaylı izleme stratejileri kabul edilir (Guan vd., 2004). 

 

2.4.2. Ġmmünokimya temelli impedimetrik biyosensörler 

 Affinite bağlama esaslı impedimetrik biyosensörler, hızlı, direkt ve etiketsiz 

elektrokimyasal immunosensörlere olanak sağlar ve çoklu-analit sensörler 

geliĢtirilebilmesi gibi avantajlara sahip olduğu için bu biyosensör çeĢidi yoğun ilgi 

görmektedirler (Guan vd., 2004). Ġmmünsensörler genellikle iki immobilizasyon 

stratejisi ile hazırlanır; 1) ilgili antijeni bağlayan antikorların veya reseptörlerin elektrot 

yüzeyine immobilizasyonu 2) antijenin kendisinin immobilizasyonu. Her iki durumda 

da, bağlanma olayı elektriksel yüzey özelliklerinin değiĢimiyle sonuçlanır. Ancak ikinci 

durumda (antijen immobilizasyonunda) antikorların yüksek molekül ağırlıkları ve düĢük 

dielektrik katsayılarından dolayı daha büyük değiĢimler ortaya çıkarabilir ki bu 

impedimetrik olarak çok daha etkili bir Ģekilde izlenebilir (Mulchandani ve Rogers 

1998; Buerk, 1995; Hleli vd., 2006). 

 

2.4.3. Nükleik asit temelli impedimetrik biyosensörler 

 Nükleik asitler hibridizasyon yetenekleri nedeniyle tamamlayıcı zinciri ile 

hibridize olabilirler. Bu nedenle ortamdaki tek iplikli DNA veya RNA molekülü, 

numunede bulunan tamamlayıcı zincirini tanıyarak onunla hibridize olur. Nükleik 

asitlerin gen probu özelliğinden biyosensör teknolojisinde de faydalanılır (Rajendran 

vd., 2002). 
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 Son zamanlarda, aptamerler biyosensörlerde biyokomponent olarak 

kullanılmaktadır. Aptamerler, spesifik dizi veya moleküllere bağlanabilen peptidler 

veya DNA-RNA parçalarıdır. Çoğu zaman rastgele olarak organize edilmiĢ diziliĢ 

havuzlarından seçilirler. Aptamerler, proteinler ve küçük moleküller gibi hedeflerini 

yüksek afinitiyle bağlama kabiliyetine sahiptir (Tombelli vd., 2005). 

 Nükleik asit temelli impedimetrik biyosensörlerde, hedef molekül bir DNA ise 

onun tamamlayıcı baz dizisi; protein, zehir, ilaç gibi bir molekül ise ona özgü 

sentezlenen aptamer elektrot yüzeyine çeĢitli immobilizasyon teknikleri ile bağlanır 

(Kafka vd., 2008). 

 

2.4.4. Hücre ve mikroorganizma temelli impedimetrik biyosensörler 

 Hücre temelli analizlerin kullanımında, maddelerin biyolojik etkilerini geniĢ bir 

alanda gözlemlemek ve spesifik analitlerin analizini yapmak için son zamanlarda hızlı 

bir artıĢ vardır. Herhangi bir hücre ya da mikroorganizma analizinde, tüm biyolojik 

sistemin cevabını rapor edebilecek parametrelere ihtiyaç vardır. Ġmpedans bu 

parametrelerden biridir; çünkü potansiyel ilaçlardan alınan yanıt, yüzeydeki hücre 

adezyonu, metabolik aktivite ve sitotoksitite testlerinin indirekt analizinde 

kullanılabilmektedir (Hug 2003; Yotter ve Wilson 2004). 

 Ġmpedans, yüzeydeki sabit hücreler hakkında bilgi verdiği gibi aynı zamanda 

çözeltideki hücrelerin sayısını belirlemek için de kullanılır. Bu yöntemin yoğun bir 

Ģekilde, mikrobiyolojide bakterilerin tanımlanmasında ve sayımında kullanıldığı rapor 

edilmiĢtir. Ġmpedans ayrıca, bakteriyofajlar, antikorlar ve spesifik bakteriyal hücreler 

için de kullanılabilmektedir. Ġmpedimetrik analiz lösemi hücrelerinin belirlenmesinde 

de kullanılmıĢtır (Jonsson vd., 2006; Yang ve Li, 2006; Maalouf vd., 2007). 

 

2.5. Biyokomponentlerin Ġmmobilizasyonu 

Biyosensör düzeneği, bir sinyal dönüĢtürücünün yüzeyine sıkıca bağlı bir 

biyokimyasal elemanı içerir. Ġmmobilizasyon prosedürü, biyokimyasal bileĢenin 

çözünmez hale getirilmesi ve uygun bir arayüz (katı destek veya dönüĢtürücü yüzey) 

üzerinde yapılması iĢlemini içerir. Ġmmobilizasyon biyosensör geliĢiminin önemli bir 

aĢamasıdır (Evtugyn, 2014). Biyolojik olarak aktif maddelerin immobilizasyonu için 

teknikler, hem fiziksel hem kimyasal yöntemler hem de bunların kombinasyonlarını 



20 

 

içerir. Ana fiziksel yöntemler suda çözünmeyen taĢıyıcılara adsorpsiyon ve suda 

çözünmeyen polimerik jellerde tutulmasıdır. Kimyasal immobilizasyon, modifiye 

edilmiĢ taĢıyıcılara kovalent bağlanma veya biyomoleküllerin intermoleküler çapraz 

bağlanmasıyla gerçekleĢtirilir (Schelfer ve Schubert, 1992). 

 

2.5.1. Adsorpsiyon yöntemiyle immobilizasyon 

Suda çözünmeyen taĢıyıcılar üzerine biyomoleküllerin adsorpsiyonu, en basit 

immobilizasyon yöntemidir. Biyomoleküllerin sulu bir çözeltisi, belirli bir süre boyunca 

aktif taĢıyıcı malzeme ile temas ettirilir. Daha sonra adsorbe edilmeyen moleküller 

yıkanarak uzaklaĢtırılır. Aktif madde olarak anyonik ve katyonik iyon değiĢimi 

reçineleri, aktif odun kömürü, silika jel, kil, alüminyum oksit, gözenekli cam ve 

seramikler kullanılmaktadır. TaĢıyıcı, biyomolekül için yüksek afinite ve kapasite 

sergilemelidir ve adsorbe edilmiĢ durumda aktif kalmalıdır. TaĢıyıcı, hem reaksiyon 

ürünlerini hem de biyokatalizörün inhibitörlerini adsorbe etmemelidir. Prosedürün 

basitliğine ek olarak, adsorptif immobilizasyonun avantajı, enzim veya hücre 

fonksiyonlarını potansiyel olarak bozan fizyolojik olmayan bağlama koĢullarına veya 

kimyasallara ihtiyaç duymamasıdır. Bu nedenle bir aktivite kaybı nadiren görülür 

(Schelfer ve Schubert, 1992). 

 

2.5.2. Tutuklamayöntemiyle immobilizasyon 

Tutuklama yöntemi, biyomoleküllerin reaksiyon karıĢımından yayılmasını önler. 

Öte yandan, küçük substrat ve efektör moleküller kolaylıkla nüfuz edebilir. Jelde 

tutuklama, adsorpsiyon kadar ılımlı bir prosedürdür, çünkü biyomoleküller matrise, 

membrana veya birbirine kovalent olarak bağlı değildir. Bu nedenle yöntem yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Kullanılan en önemli matriksler, aljinat, karagenan, kollajen, 

selüloz triasetat, poliakrilamid, jelatin, agar, silikon kauçuk, poli(vini1alkol) ve su 

eklenmesiyle (örneğin poliüretanlar) veya ıĢık ile çapraz bağlanan prepolimerlerdir 

(Schelfer ve Schubert, 1992). 

 

2.5.3. Çapraz bağlama yöntemiyle immobilizasyon 

Çapraz bağlamanın avantajları, basit prosedüre sahip olması ve biyomoleküllerin 

güçlü kimyasal bağlanmasıdır. Temel dezavantaj, proteinin katalitik olarak temel 
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bölgelerinin kimyasal değiĢimi nedeniyle aktivite kayıpları olasılığıdır. Çapraz 

bağlamada glutaraldehit, p-benzokinon, bis-izosiyanat türevleri ve bis-diazobenzidin 

bifonksiyonel reaktifleri kullanılmaktadır (Schelfer ve Schubert, 1992). 

 

p-benzokinon ile çapraz bağlama 

p-benzokinon, keskin, tahriĢ edici bir kokusu olan sarımsı renkli kristal bir 

katıdır. Yutulması veya buharların solunması ile zehirlidir. Cilde, gözlere ve mukoza 

zarlarına ciddi Ģekilde zarar verebilir. Boya yapımında foto kimyasal olarak kullanılır 

(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 

p-benzokinonun primer aminler ile kolaylıkla reaksiyona girdiği bilinmektedir. 

Amin molekülü öncelikle p-benzokinonun 2. konumuna, sonraki amin molekülü ise 5. 

konumuna katılmaktadır. ġekil 2.7’de p-benzokinonun –OH ucu olan bir yüzeyle ile 

sonrasında da bir amin grubuyla olan çapraz bağlanma reaksiyonu verilmiĢtir (Morrison 

vd., 1969) 

Wang vd., 2011’de çapraz bağlama tekniğinde kullanılan p-benzokinon ile lipaz 

CLEA'larının (çapraz bağlı enzim agregatları) termo-stabilitesinde belirgin bir iyileĢme 

sağlayan çalıĢma yapmıĢlardır. Lipaz CLEA'ları, BSA makromolekülleriyle p-

benzokinonun çapraz bağlayıcı olarak kullanılmasıyla hazırlandı ÇalıĢmalarında serbest 

lipaz 50º C'de 96 saat ısıtıldıktan sonra neredeyse katalitik aktivitesini kaybederken, 

çapraz bağlama maddesi olarak glutaraldehid kullanıldığında lipaz CLEA'larının 

baĢlangıç aktivitesinin sadece % 15.1 olduğu, çapraz bağlama maddesi olarak p-

benzokinon kullanıldığında ise lipaz CLEA'larının aktivitesinin 50 °C'de 96 saat 

ısıtmadan sonra % 75.18 olarak tespit edildiğini bildirmiĢlerdir. p-benzokinonun 

sağladığı aktivite çapraz bağlama maddesi olarak glutaraldehit ile karĢılaĢtırıldığında 

lipaz CLEA'larında yaklaĢık 5.01 kat daha yüksek olduğu görülmüĢtür.  
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ġekil 2.7. p-benzokinonun çapraz bağlama reaksiyonu (Morrison vd., 1969) 

 

2.5.4. Kovalent bağlama yöntemiyle immobilizasyon 

Bir kovalent bağlanmanın olması için biyomolekülün kimyasal olarak reaktif 

bölgeleri (-COOH, -SH, -OH, -NH2, -C=O vb.) olması gerekir. Bu reaktif bölgeler 

proteinleri oluĢturan amino asitlerin yan zincirlerindeki fonksiyonel gruplardır, örneğin 

aspartat ve glutamatta -COOH, sisteinde -SH, serin, treonin, tirozinde -OH, lizin ve 

arjininde -NH2 grupları seçilen immobilizasyon desteğinin fonksiyonel gruplarıyla 

kimyasal reaksiyona girer ve kovalent bağlar oluĢur (Telefoncu, 1997). Ġmmobilizasyon 

ortamının koĢulları (örneğin reaksiyon ortamının sıcaklığı, asitlik-bazlığı, iyonik 

Ģiddeti) bu kimyasal reaksiyonun baĢarısına etki eder ve baĢarılı bir bağlanma 

biyokomponenti bu koĢullara daha dirençli hale getirebilir. Stabil ve dayanıklı 

biyosensör eldesinde kovalent bağlama en etkin tekniklerden biridir (Bain vd., 1989). 

Ancak bu bağlanmanın biyokomponentin aktif bölgelerinden olması halinde ve protein 
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katlanmasının oluĢturabileceği sterik engellemeler bu tekniğin uygulamalarında dikkat 

edilmesi gereken parametrelerdir.  

  

Kendiliğinden oluĢan tek tabakalar (SAM) yöntemiyle enzim immobilizasyonu: 

 Altın, bakır, gümüĢ, nikel ve platin gibi bir metal yüzeyle SAM oluĢturmak 

üzere kullanılan organik molekülün fonksiyonel baĢ grubu arasında kuvvetli 

kemisorbsiyonla dayanıklı SAM’ler oluĢturulmaktadır (Bain vd., 1989). Ġyi 

düzenlenmiĢ ve metal yüzeyinde sıkıca paketlenmiĢ tek tabakalar Van der Waals 

etkileĢimleri ve alkil zincirleri arasındaki hidrofobik etkileĢimler sonucu oluĢur. 

Biyosensörlerde oluĢturulan SAM’ler, elektrot yüzeyi ile elektrodun daldırıldığı 

çözeltideki elektron alıĢveriĢi yönünden aktif türler arasında oluĢacak elektron 

aktarımlarında kinetik bir bariyer görevi görür (Wink vd., 1997). ġekil 2.8’de bir SAM 

modeli ve SAM’lerin bazı önemli özellikleri görülmektedir. SAM yığınlarının 

düzenlenmesi ve paketlenmesinde etkin parametrelerden bazıları; SAM oluĢturmak için 

kullanılan organik maddenin kimyası, absorbanın tutunma süresi, çözücü, adsorbanın 

kimyası, morfolojisi ve miktarı, sıcaklıktır (Chaki veVijayamohanan, 2002). 

SAM prosesi maddenin özel metal yüzeyde kendiliğinden organize olmasıdır ve 

biyosensörler farklı maddelerle, biyoçipler ve mikroçipler geliĢtirmekte çok sık 

kullanılmaktadır (Engtrakul, 2001). SAM oluĢturmak üzere adsorban-substrat ikilisi 

olarak sıklıkla kullanılanlar; altın, gümüĢ, bakır, platin ve nikel gibi metal yüzeylerle 

tiyolat veya sülfür molekülleri ve Al/Al2O3, SiO2, PtO, TiO2 ve ZrO2 gibi metal oksit 

yüzeyleriyle alkan silan molekülleri kullanılır (Chen ve Jinghong, 2006): 

ġekil 2.9’da bu adsorban-substrat ikilileriyle SAM oluĢumu Ģematize edilmiĢtir.  
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ġekil 2.8. SAM’in Ģematik gösterimi (Chen ve Jinghong, 2006) 

 

  

 

ġekil 2.9. SAM oluĢumunda kullanılan adsorban-substrat ikilileri (A) Altın yüzeyle 

alkan tiyoller ve (B) HidroksillenmiĢ yüzeyde alkil siloksanlar (Chaki ve 

Vijayamohanan, 2002). 
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 SAM kullanılmasının biyomoleküllerin immobilizasyonu için alt yapı olarak pek 

çok avantajı vardır. Düzenli ve stabil tek tabakanın oluĢumu kolaydır. Biyomoleküllerin 

immobilizasyonu için uygun yüzey sağlarlar. SAM’deki baĢ grupları çeĢitli fonksiyonel 

uçların dizaynı için esneklik sağlar. SAM üzerinde immobilizasyon için çok az miktarda 

biyomolekül dahi yeterlidir (Chaki ve Vijayamohanan, 2002). 

 

2.6. LH biyosensörünün dizaynı 

Bu tez kapsamında altın elektrot yüzeyine 6-merkaptohekzanol (6-MHL)+p-

benzokinon +PAMAM+glutaraldehit+ Anti-LH Ģeklinde bir biyosensör tasarlanmıĢtır. 

Hazırlanan LH biyosensörünün Ģematik gösterimi ġekil 2.10’da verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 2.10. Bu tez kapsamında üretilen LH biyosensörünün üretim basamaklarının 

Ģematik gösterimi 
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Bu çalıĢma ile, bir biyosensör geliĢtirirken SAM tabaka üzerinde biyolojik 

molekülü immobilize etmek üzere p-benzokinon ilk kez çapraz bağlayıcı olarak 

kullanılmıĢ olup bu immobilizasyon yöntemi kullanılarak bir LH biyosensörü 

tasarlanmıĢtır.  

Eldin vd., 2011 yılında glukoamilaz enziminin p-benzokinonla aktive edilmiĢ 

aljinat tanecikleri üzerine immobilize etmiĢlerdir. Tekniği yeni afinite kovalent 

immobilizasyon tekniği olarak tanımlamıĢlar, çalıĢmada p-benzokinon 

konsantrasyonunu 10 mM olarak kullanmıĢlardır. 

Wang vd., 2011 yılında moleküller arası çapraz bağların lipazın termo stabilitesi 

üzerine etkilerini araĢtırdıkları çalıĢmalarında p-benzokinon kullanmıĢlardır. 

ÇalıĢmadaki p-benzokinon konsantrasyonu 5 mM’dır.  

Liu vd., 2015 yılında yeni manyetik çapraz bağlı lipaz agregatları 

hazırlamıĢlardır. Bu amaçla p-benzokinon kullanarak yüksek sayıda amin terminal 

grublu manyetik parçacıklar üzerine enzimi immobilize etmiĢlerdir. ÇalıĢmada p-

benzokinon konsantrasyonu 5 mM olarak kullanılmıĢtır.  

Bu tez kapsamında anti-LH antikorunu SAM yüzeyine immobilize etmek üzere 

planlanan stratejide çapraz bağlayıcı olarak ilk kez seçilen p-benzokinon 

konsantrasyonu en yüksek biyosensör cevabının belirlendiği 25 mM olarak optimize 

edilmiĢtir. 

 

2.7. Literatürde LH Biyosensörleri 

1995 yılında Pritchard vd., tarafından FSH ve LH hormonlarını birlikte tayin 

edebilecek bir immünosensör yapılmıĢtır. N-asetil sistein ile altın elektrot yüzeyine 

SAM tabakalar oluĢturularak EDC ile aktive edilmiĢ ve yüzeye avidin bağlanmıĢtır. 

Biyotin moleküllerinin avidine olan yüksek afinitesinden yararlanarak fotobiyotin 

çözeltisinde bekletilen biyosensörün yüzeyi monoklonal FSH ile kaplanmıĢtır. FSH 

sensörleri için 100 W HB-10101AF süper yüksek basınçlı civa buharı lambasına maruz 

bırakılarak Anti-FSH’ların bağlanması gerçekleĢtirilmiĢtir. Elektrot yüzeyi yıkandıktan 

sonra bu kez monoklonal Anti-LH ile kaplanmıĢ ve aynı lambayla ıĢığa maruz 

bırakılarak FSH ve LH ölçen multi analit immünosensörü inĢa edilmiĢtiri. LH ve 

FSH’ın kantitatif ölçümleri 1-100 U/L aralığında ELISA temelli olarak ölçülmüĢtür. Bu 

amaçla elektrot yüzeyine HRP iĢaretli Anti-FSH ile muamele edildikten sonra 
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kromoamperometri yöntemiyle H2O2, ferrosen- monokarboksilik asit ve KCl içeren 

çözeltide Ag/AgCl elektroda karĢı biyosensör cevapları alınmıĢtır. Tayin sınırı FSH için 

2.1 U/L, LH için 1.8 U/L olarak belirlenmiĢtir (Pritchard vd., 1995). 

2001 yılında Lilie vd., tarafından elektrokimyasal impedans spektroskopine 

dayanan bir LH biyoafinite reaktif sensör dizayn edilmiĢtir ve polipirol filmler 

kullanılarak vücut sıvılarında düĢük miktarda bulunan biyolojik moleküllerin tayininde 

kullanılmasına ait bir model oluĢturulmuĢtur. Bu amaçla; SDS içeren ortamda IDE 

(interdigital elektrot) elektrodunun yüzeyi polipirol ile elektropolimerizasyon 

yöntemiyle kaplanmıĢtır. Üzerine avidin ve Anti-LH bağlanmaları yapılarak LH 

biyosensörü inĢa edilmiĢtir. LH ölçümleri 1-800 U/L aralığında yapıldı. Polipirol filmler 

ile üretilen bu biyosensörün ölçüm kabiliyeti biyotin ve biyotin türevleri ile avidin 

proteinine karĢı hassastır. LH’ın klinik değeri olan 1-10 U/L aralığında biyosensörün 

hassas cevaplar verdiği belirlenmiĢtir (Lilie vd., 2001). 

2006 yılında Boozer vd., DNA-yönlendirilmiĢ immobilizasyon yöntemiyle LH, 

FSH ve hCG gonadotropinlerini SPR ile eĢ zamanlı analiz edebilecek protein çipleri 

yapmıĢlardır. Bu amaçla öncelikle SPR çipleri oligo etilenglikol tiyol ile kovalent 

bağlanarak her bir hormon için farklı SS DNA/oligoetilen glikol SAM’leri 

oluĢturmuĢlardır. SPR çiplerinde kullanılan DNA zincirlerinin tamamlayıcı zinciriyle 

modifiye edilmiĢ Anti-LH, Anti-FSH ve Anti-hCG monoklonal molekülleri önceden 

hazırlanmıĢ SPR çipleriyle muamele edilerek multi-hormon analizlerinde kullanılacak 

Ģekilde hazırlamıĢlardır. DeğiĢen yüksek FSH, LH ve hCG konsantrasyonlarında farklı 

zamanlarda ölçüm alınmıĢ, en iyi sonuçlar 0.1 ng/mL ile hCG hormonu için 

belirlenmiĢtir (Boozer vd., 2006). 

2009 yılında Trevino vd.,  hipofiz bezi hormonu TSH (tiroid uyarıcı hormon), 

hGH (insan büyüme horman), FSH (folikül uyarıcı hormon), LH (luteinleĢtirici 

hormon) tayininde kullanmak üzere SPR altın çipleri merkaptoundekanoik asit ile alkan 

diol SAM’leri oluĢturulmuĢtur. Ardından uç grubun EDC-NHS ile aktivasyonu yapılmıĢ 

ve sonrasında seçilen hormon immobilize edilmiĢtir. Daha sonra da reaksiyola SAM 

uçları etanol aminle deaktive edilmiĢtir. Son olarak yüzeyde kalan non-kovalent bağlı 

biyomoleküller HCl ile uzaklaĢtırılmıĢtır. Ġdrarda yapılan LH denemelerinde 10
-4

 

µg/mL-100 µg/mL FSH ve LH hormonları için çalıĢılmıĢtır. Biyosensörün çalıĢma 

aralığı 17-123 ng/mL olarak belirlenmiĢtir (Trevino vd., 2009). 
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2009 yılında Trevino vd. baĢka bir çalıĢmada aynı SPR immünosensör ile 

idrarda gonadotropinlerin (LH ve FSH) tekli ve çoklu tayinlerini yapmıĢlardır. En düĢük 

tayin limitlerini LH için 8 mIU/mL, FSH için 14 mIU/mL olarak belirlemiĢlerdir. 

Analizin güvenilirliği <%6, çipten çipe değiĢkenlik <%5, geri kazanım % 80-120 

aralığında belirlenmiĢtir. Aynı biyosensörle 100’den fazla ölçüm yapılmıĢ ve 

tekrarlanabilir sonuçlar bulunmuĢtur (Trevino vd., 2009). 

2012 yılında Zambre vd.. koyunların yapay döllenmesi iĢlemi sırasında doğru 

yumurtlama zamanının tespitinde kullanılmak üzere koyun LH tayini için koyunların 

yaĢam alanlarında kullanılabilecek “altın nanopartikül (AuNP)-peptit konjugat” 

stratejisi ile altın nanosensör üretmiĢlerdir. Altın nanopartiküllerle konjugat hazırlamak 

üzere LH hormonu peptidini (LHP) BLAST ve Clustal W analizi ile belirlemiĢler ve 

karakterize etmiĢlerdir. Sentezlenen LHP’nin Anti-LH’a afinitesi ELISA tekniği ile 

belirlenmiĢtir. Altın nanosensörler kullanılarak LH miktar tayinleri, Anti-LH ile 

önceden kaplanmıĢ olan nitroselüloz membranların AuNP-LHP ve analiz örneğine (LH) 

daldırarak gerçekleĢtirilmiĢtir. LH yokluğunda membran kırmızıyken LH varlığında LH 

ve Anti-LH arasındaki etkileĢim nedeniyle hiçbir renk gözlenmemiĢtir. Minimum 50 

ppm konsantrasyona kadar LH tayini yapabilen bu sensörün yüksek derecede yeniden 

üretilebilirlik ve seçiciliğe sahip olduğu bildirilmiĢtir (Zambre vd., 2012). 

2015 yılında Mazina vd. canlı hücrelerde LH ve hCG konsantrasyonlarını 

belirlemek için bu hormonların reseptörlerinin aktivasyonunu incelemek üzere FRET 

temelli bir cAMP biyosensörü geliĢtirmiĢtir. Bu biyosensörün canlı hücrelerde çalıĢan 

reseptör aracılığı ile cAMP miktarını ölçerek sinyal iletiminin ve gonadotropinlerin 

biyolojik aktiviteleri ile bunların izoformlarının karakterizasyonu analizinde 

kullanılabileceği bildirilmiĢtir (Mazina vd., 2015). 

2017 yılında Mazina vd. yine benzer bir stratejiyle FRET tekniği ile cAMP ölçen 

biyosensör ile hCG ve FSH miktar analizinde kullanılabilecek yeni bir biyosensör inĢa 

etmiĢlerdir (Mazina vd., 2017). 

2016 yılında Güler yüksek lisans çalıĢmasında elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi (EIS) temelli bir LH immunosensörü geliĢtirmiĢtir. Altın yüzey üzerinde 

12-merkaptododekanolik asit (12-MDDA) ile SAM oluĢturduktan sonra EDC/NHS ile 

aktifleĢtirilen SAM’i PAMAM ile reaksiyona sokmuĢtur. Anti-LH ile çapraz bağlama 
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yapmak için glutaraldehit kullanarak 1-60 mIU/mL aralığında ölçüm yapabilen bir 

biyosensör tasarlamıĢtır (Güler, 2015). 
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BÖLÜM 3 

 

 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. ÇalıĢmada Kullanılan Kimyasallar 

Tez çalıĢmasında kullanılan LuteinleĢtirici Hormon ( Luteinizing Hormone from 

human pituitary ≥8500 IU/mg) ile bu hormona özgü sentezlenmiĢ antikor olan Anti-LH 

(Monoclonal Anti-LH, antibody produced in Mouse), poliamido amin (PAMAM 

dendrimeri, generation 2.0), glutaraldehit (% 25), potasyum ferrisiyanat, potasyum 

ferrosiyanat ve yapay serum Sigma-Aldrich Co. LLC (USA)’den temin edildi. KCl, 

K2HPO4, NaH2PO4, Etanol ( %99.9) Merck KGaA (Darmstadt, Almanya)’dan temin 

edildi. 

Kullanılan tüm sarf malzemeler analitik saflıktadır. Ġmmobilizasyon aĢamasında 

kullanılan tüm çözeltiler, deneyler esnasında taze olarak hazırlanmıĢ ve tüketilmiĢtir. 

Hormon ve antikorlar istenilen konsantrasyonlarda porsiyonlara ayrılarak -20ºC’de 

saklanmıĢtır.  

 

3.1.2. ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar 

Biyosensör analizleri Gamry Potentiostate/Galvanostate Reference 600 (Gamry 

Instruments, Warminster, USA) cihazında yapıldı. Cihaz Echem Analyst (Gamry 

Instruments, Warminster, USA) yazılımı içermektedir ve bir bilgisayarla bağlantılı 

olarak kullanılmıĢtır.  

Biyosensör hazırlık iĢlemleri ve ölçümleri için ultrasonik su banyosu (Wise Clean 

DAIHAN, WUC-AO3H, Kore), hassas terazi (Precisa XB 220A, Precisa Gravimetrics 
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AG/Switzerland), mikropipetler (Eppendorff), manyetik karıĢtırıcı (Biosan magnetic 

stirrer MSH 300), pH metre (6173 pH, made in China for USA) kullanıldı. 

 

3.1.3. ÇalıĢmada Kullanılan Çözeltilerin HazırlanıĢı 

50 mM fosfat tamponu: Destile su ile 500 ml’ye tamamlanan 3.549 g Na2HPO4  

vedestile su ile 500 ml’ye tamamlanan 3.4015 g KH2PO4 stok çözeltiler belirli oranlarda 

karıĢtırılarak istenen pH’larda tampon çözeltiler elde edildi.  

5.0 mM K3[Fe(CN)6]: 0.8231 g K3[Fe(CN)6] tartılıp 50 mM pH:7.0 fosfat 

tamponu ile 500 ml’ye tamamlanır. 

5.0 mM K4[Fe(CN)6]: 1.0560 g K4[Fe(CN)6] tartılıp 50 mM pH:7.0 fosfat 

tamponu ile 500 ml’ye tamamlanır. 

0.1 M KCl: 3.72 mg KCl tartılıp, 500 mL 50 mM pH:7.0 fosfat tamponunda 

hazırlanmıĢ 5.0 mM K4[Fe(CN)6]/ K3[Fe(CN)6] çözeltisinde çözülür. 

10 mM 6-Merkaptohekzanol: 500 mM’lık ana stoktan 260 µL alınarak, etanol 

ile (% 99’luk) 13 mL’ye tamamlanır. 

25 mM p-benzokinon: 2.7 mg p-benzokinon tartılıp 1 mL absolut etanolde 

çözülür. 

% 1.5’luk PAMAM: Ana stoktan (% 20) 8 µl çekilip 100 µl’ye 50 mM pH:7.0 

fosfat tamponu ile tamamlanır. 

% 0.25’lik Glutaraldehit: % 25’lik çözeltisinden 2 µL alınarak, fosfat tamponu 

ile 200 µL’ye tamamlanır. 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Elektrot Temizliği 

Biyosensör çalıĢmasında BASi, Warwickshire, UK firmasından satın alınan üç 

elektrod kullanıldı: ÇalıĢma elektrodu, referans elektrot ve karĢıt elektrot. ÇalıĢma 

elektrodu 2.01mm
2
 yüzey alanına sahip altın elektrottur. Referans elektrot ise KCl ile 

doygun 3 M Ag/AgCl elektrodudur. 10 mm uzunluğunda platin tel yardımcı karĢıt 

elektrot olarak kullanılmıĢtır.  

Her çalıĢma öncesinde ve sonrasında çalıĢma elektrodu yani Au elektrot fiziksel 

ve kimyasal olarak temizlendi. Temizlik aĢamaları aĢağıda verildiği gibi uygulandı: 
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1. Bir spatül ucu Gamma alümina tozu (Aluminyum oksit) kadife bir yüzeye 

alındı. Üzerine birkaç damla bidistile su pipetlenerek alümina pelte kıvamına gelene 

kadar karıĢtırıldı. Au elektrot bu pelte kıvamındaki alümina üzerinde aynı yönlü olmak 

üzere yavaĢ bir Ģekilde temas ettirildi. Elektrot yüzeyinde tabaka ve/veya baĢka bir 

kirlilik varsa mekanik olarak temizlendi. 

2. Ardından, elektrot yüzeti bidistile suyla iyice yıkandı. Yüzeyde kalan 

adsorblanmıĢ partikülleri uzaklaĢtırmak için sonikatörde 10 dakika etanolle (% 99.9) 

temizlendi. Ultra saf suyla iyice yıkanarak yüzey saf argon gazı ile kurutuldu. 

 

3.2.2. Biyosensörün ÇalıĢma Prensibi ve Ölçüm Sistemi 

Bu çalıĢmada LH biyosensörü inĢa etmek üzere uygulanan tüm immobilizasyon 

basamaklarının sonrasında döngüsel voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans 

spektrokopisi (EIS) kullanıldı. Her iki parametrenin analizleri 0.1 M KCl içeren ve 

ölçümlerde redoks probu görevi yapan 5.0 mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (1:1) 

çözeltisinde yürütüldü. CV alırken potansiyel 0.5 ve -0.1 V arasında, adım büyüklüğü 1 

mV, tarama hızı 50 mV/s olarak belirlendi. EIS analizleri ise 10 mV alternatif akımda 

yapıldı. Ġmpedans spektrumları 50.000-0.05 Hz aralığında alındı. 

Anti-LH monoklonal antikorunun elektrot yüzeyine immobilizasyonu iĢlemi ile 

baĢarıldıktan sonra LH hormonunun elektrot yüzeyine ilave ederek LH ölçümleri 

yapıldı. Bu amaçla, standart LH konsantrasyonu olarak belirlenen 10 mIU/mL içeren 5 

μL’lik LH porsiyonları elektrot yüzeyine her bir LH konsantrasyonu için pipetlendi. 

Belirlenen optimum inkübasyon periyodundan sonra elektrot yüzeyindeki anti-LH ile 

bağlanmayan LH hormonlarını uzaklaĢtırmak amacıyla yüzey ultra saf su ile yıkandı, 

bağlanma derecesini belirlemek üzere ardından Fe(CN)6
4−/3−

 redoks probu çözeltisi 

içeren reaksiyon hücresinde CV ve EIS ölçümleri yapıldı. Her CV ve EIS ölçümleri 

öncesi ve sonrasında elektrotlar ultra saf su ile yıkanıp, argon gazı ile kurutuldu. 

 

3.2.3. Hesaplama Yöntemi 

Gamry Potentiostate/Galvanostate cihazı kullanılarak immobilizasyon 

basamaklarının kontrolü ve LH tayininin gerçekleĢtirilmesinde impedans yöntemi 

kullanıldı. Ġmpedans alternatif akıma karĢı direnç olarak tanımlanabilir. Bu nedenle 

ölçümler sonrasında elde edilen Nyquist eğrileri aynı cihaz aracılığı ile bir eĢ-değer 
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devre aracılığı ile anlamlı sayısal değerlere dönüĢtürüldü. Bu dönüĢüm; Gamry 

Potentiostate/Galvanostate cihazının Gamry Analyst® yazılımı aracılığı ile aĢağıda 

kısaca sunulmaya çalıĢılan bilgiler ıĢığında yapılmaktadır.  

 

Hesaplanacak sayısal değerler “yük transfer direnci (Rct)” olarak ifade edildi. Rct 

yaklaĢık olarak Nyquist eğrisinin çap değerine karĢılık gelen elektrot yüzey alanı olarak 

tanımlanır. Yapılan çalıĢmalar ve literatür, elektrot yüzeyindeki madde miktarı arttıkça 

Rct değerinin arttığını yani madde miktarı ile Rct arasında doğru orantılı bir iliĢki 

bulunduğunu bildirilmektedir (Pritchard vd., 1995). 

Bu çalıĢmada Gamry Analyst® yazılımı ile elektrot yüzeyine uygun eĢdeğer devre 

modeli çizilmiĢ ve ölçümlerde elde edilen Nyquist eğrilerinin sayısal değerlere 

dönüĢtürülmesi sağlanmıĢtır. Bu devre örneği ġekil 3.1 olarak aĢağıda verilmiĢtir. Bu 

devrede, çözelti direnci Rs ile, Warburg Ġmpedansı Zw ile, sabit faz elemanı kapasitansı 

CPE-alpha ile, yük transfer direncini Rct ile ifade edilmiĢtir.  

 

ġekil 3.1. Gamry Analyst® yazılımı kullanılarak elde edilen eĢ-değer devre modeli 

 

Yük transfer direnci (Rct) hesaplanırken; Rct değeri hesaplanacak olan Nyquist 

diyagramı Gamry Analyst® yazılımında açıldıktan sonra üst menüdeki impedans 

sekmesinden “Fit A Model (Simplex Method)” seçildi. Ardından “CPE with Diffusion” 

devresi seçildi (ġekil 3.2).  
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ġekil 3.2. Gamry Analyst® yazılımındaki hesaplama yapılabilen devre modelleri 

 

Sonrasında açılan hesaplama ekranındaki değerlerini sıfırlamak üzere “reset to 

default values” düğmesine basıldı (ġekil 3.3). Ardından aynı ekran üzerinde bulunan 

“calculate” tuĢuna basılarak hesaplama yapıldı. Rakamsal değer sabitlenene kadar 

“calculate” tuĢuna basıldı. Rct’ye karĢılık gelen Rp değerleri her bir biyosensör 

ölçümünde elde edilen Nyquist eğrisi için kaydedildi.  

Yüzeye bağlanan madde miktarı ile Rp veya Rct arasındaki orantı varlığı 

mantığından yararlanarak hesaplanan bu Rp değerleri tüm kantitatif tayinlerde kullanıldı 

(Pritchard vd., 1995). 

 

 



35 

 

 

ġekil 3.3. Gamry Analyst® yazılımındaki hesaplama ekranı 

 

3.2.4. LuteinleĢtirici Hormon Tayinine Yönelik Biyosensörün HazırlanıĢı 

Altın elektrot yüzeyinde SAM oluĢturmak üzere temizlenmiĢ altın elektrot % 

99’luk etanolde 10 mM konsantrasyonda hazırlanmıĢ 6-MHL çözeltisine daldırıldı ve 

16 saat bekletildi. OluĢan SAM tabakanın üzerine PAMAM ile çapraz bağlama yapmak 

için 50 mM pH:7.0 fosfat tamponunda hazırlanmıĢ 25 mM p-benzokinon çözeltisinden 

10 µL damlatılıp 60 dakika karanlık ortamda bekletildi. p-benzokinon üzerine 50 mM 

pH:7.0 fosfat tamponunda hazırlanmıĢ % 1.5’luk PAMAM çözeltisinden 10 µL eklenip 

60 dakika karanlık ortamda bekletildi. PAMAM ile aktif kol sayısı arttırılarak elektrot 

yüzeyinde çapraz bağlama yapmak amacıyla 50 mM pH:7.0 fosfat tamponunda 

hazırlanmıĢ % 0.25’lik glutaraldehit çözeltisinden 10 µL damlatılıp karanlık ortamda 15 

dakika bekletildi. Son olarak 10 µg/mL Anti-LH antikorunun 5 µL’lik porsiyonu 

elektrot yüzeyine damlatıldı ve 60 dakika karanlık ortamda bekletildi. 

 

3.2.5. LuteinleĢtirici Hormon Tayinine Yönelik Biyosensörün Ġmmobilizasyon 

Basamaklarının Optimizasyonu 

 

3.2.5.1. 6-MHL konsantrasyonunun optimizasyonu 

Elektrotun yüzeyinde tek tip, dayanıklı ve kararlı SAM (kendiliğinden oluĢan tek 

tabakalar) oluĢturmak için 6-merkapto hekzanolün optimum konsantrasyonu belirlendi. 
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Bunun için 6-MHL’nin 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM ve 25 mM olacak Ģekilde 

farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri ile biyosensörler hazırlandı. Bu çalıĢmada SAM 

oluĢumunun immobilizasyona etkisini belirlerken; p-benzokinon (15 mM), PAMAM (% 

1.5), glutaraldehit (% 1), Anti-LH (10 µg/mL) ve LH (10 mIU/mL) konsantrasyonları 

sabit tutulmuĢtur.  

 

3.2.5.2. p-benzokinon konsantrasyonunun optimizasyonu 

p-benzokinon 6-MHL’nin açıkta kalan hidroksil (-OH) ucu ile PAMAM’ın amino 

(-NH2) ucu arasında çapraz bağ oluĢturması için kullanıldı. Bunun için p-benzokinonun 

5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM’lık konsantrasyonlarındaki çözeltileri ile 

biyosensörler hazırlandı. Bu çalıĢmada p-benzokinon konsantrasyonunun 

immobilizasyona etkisini belirlerken; 6-MHL (10 mM), PAMAM (% 1.5), glutaraldehit 

(% 1), Anti-LH (10 µg/mL) ve LH (10 mIU/mL) konsantrasyonları sabit tutulmuĢtur.  

 

3.2.5.3. PAMAM konsantrasyonunun optimizasyonu 

PAMAM dendrimeri (generation 2.0) 16 tane fonksiyonel amino ucu bulunduran 

bir moleküldür. Sahip olduğu fiziksel ve kimyasal fonksiyonelliği daha fazla antikor ve 

buna bağlı olarak daha fazla hormon immobilizasyonunun gerçekleĢmesini 

sağlamaktadır. Anti-LH immobilizasyonunun verimini arttırmak amacıyla gerekli 

PAMAM miktarını belirlemek için % 0.5, % 1.0, %2.0 ve % 2.5 konsantrasyonlarında 

PAMAM dendrimeri çözeltileri ile biyosensörler hazırlandı. Bu çalıĢmada PAMAM 

konsantrasyonunun immobilizasyona etkisini belirlerken; 6-MHL (10 mM), p-

benzokinon (25 mM), glutaraldehit (% 1), Anti-LH (10 µg/mL) ve LH (10 mIU/mL) 

konsantrasyonları sabit tutulmuĢtur. 

 

 

3.2.5.4. Glutaraldehit konsantrasyonu optimizasyonu 

Gluteraldehit, antikor ile PAMAM dendrimerinin açıkta kalan amino uçları 

arasında çapraz bağ oluĢturmak için kullanıldı. Bu durum Anti-LH immobilizasyonunun 

verimini arttırmaktadır. Yeterli glutaraldehit miktarını belirleyebilmek için %0.1, 

%0.25, %0.50 ve %0.75 konsantrasyonlarında glutaraldehit çözeltileri ile 

biyosensörler hazırlandı. Bu çalıĢmada glutaraldehit konsantrasyonunun 



37 

 

immobilizasyona etkisini belirlerken; 6-MHL (10 mM), p-benzokinon (25 mM), 

PAMAM (% 1.5), Anti-LH (10 µg/mL) ve LH (10 mIU/mL) konsantrasyonları sabit 

tutulmuĢtur. 

 

3.2.5.5. Anti-LH konsantrasyonu optimizasyonu 

Anti-LH tayini gerçekleĢtirilecek olan luteinleĢtirici hormona spesifik olarak 

bağlanan monoklonal antikordur. Duyarlılığı ve tekrarlanabilirliği yüksek olan tayin 

sonuçları elde edebilmek için, optimize edilmiĢ immobilizasyon basamaklarından sonra 

bağlanabilirliği en uygun Anti-LH konsantrasyonunu belirleyebilmek için 5 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL ve 30 µg/mL konsantrasyonlarında hazırlanmıĢ Anti-LH 

porsiyonları kullanılarak biyosensörler hazırlandı. Bu çalıĢmada Anti-LH 

konsantrasyonunun immobilizasyona etkisini belirlerken; 6-MHL (10 mM), p-

benzokinon (25 mM), PAMAM (% 1.5), glutaraldehit (% 0.25) ve LH (10 mIU/mL) 

konsantrasyonları sabit tutulmuĢtur. 

 

3.2.6. LuteinleĢtirici Hormon Tayinine Yönelik Biyosensörün Ġmmobilizasyon 

Basamaklarının Karakterizasyonu 

 

3.2.6.1. Doğrusal tayin aralığı ve tekrar üretilebilirlik 

Bölüm 3.2.5’te anlatıldığı gibi optimize edilmiĢ immobilizasyon basamaklarından 

elde edilen sonuçlar kullanılarak [6-MHL (10 mM), p-benzokinon (25 mM), PAMAM 

(% 1.5), glutaraldehit (% 0.25) ve Anti-LH (10 μg/mL)] hazırlanan biyosensör ile LH 

(10-60 mIU/mL) için doğrusal tayin aralığı belirlenmiĢtir.  

Bu optimum değerler ile hazırlanan farklı biyosensörlerle ölçümler alındı ve 

biyosensörün tekrar üretilebilirliği denendi.  

3.2.6.2. Yapay serumda uygulama 

LH hormonu ile anti-LH monoklonal antikoru arasındaki bağlanmaya ve 

dolayısıyla impedansa kan serum içeriğinin (örn: tuzlar, bazı proteinler) giriĢim yapıp 

yapmadığını belirlemek üzere optimize edilmiĢ koĢullarda hazırlanmıĢ LH biyosensörü 

yapay serumda hazırlanan LH hormonu (10 mIU/mL) kullanılarak ölçümler alındı. LH 

için yapılan seyreltmelerin tümü yapay serum çözeltisi ile yapılmıĢtır. Bu Ģekilde 



38 

 

optimize edilmiĢ Ģartlarda hazırlanmıĢ biyosensör için ölçümler alınmıĢ ve yapay 

serumun içeriğinin biyosensör cevabına etkisi incelenmiĢtir.  
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BÖLÜM 4 

 

 

SONUÇLAR VE TARTIġMA 

 

 

4.1. LH Biyosensörü ile Elde Edilen Bulgular 

 

4.1.1. LH Biyosensörünün HazırlanıĢ Basamaklarına ĠliĢkin Bulgular 

LH biyosensörünün her bir immobilizasyon basamağından sonra oluĢan elektrot 

yüzeyleri için alınan CV ve EĠS ölçümleri ġekil 4.1a ve ġekil 4.1b’de gösterilmiĢtir. 

 

1. Yalın Au elektrot yüzeyi: Au-Bare-elektrot, 

2. 6-MHL ile modifiye edilmiĢ elektrot yüzeyi: Au-6MHL,  

3. p-benzokinon ile modifiye edilmiĢ elektrot yüzeyi: Au-6MHL-p-

benzokinon, 

4. PAMAM bağlanmıĢ aktif elektrot yüzeyi: Au-6MHL-p-benzokinon-

PAMAM, 

5. Glutaraldehit çapraz bağlama sonrası elektrot yüzeyi: Au-6MHL-p-

benzokinon -PAMAM-GLT 

6. Antikor bağlamasından sonra elektrot yüzeyi: Au-6MHL-p-

benzokinon-PAMAM-GLT-ANTI LH olarak ifade edilmiĢtir.  
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ġekil 4.1a. LH biyosensörünün immobilizasyon basamaklarının impedans spektrumları 

 

 

 

ġekil 4.1b. LH biyosensörünün immobilizasyon basamaklarının döngüsel 

voltamogramları 
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Çizelge 4.1. Her bir immobilizasyon basamağı için hesaplanan Rct değerleri 

 

Elektrot yüzeyi Rct (kohm) 

Au Bare 0.282 

AU+6-MHL 1.019 

AU+6-MHL+p-benzokinon+ 38.26 

AU+6-MHL+p-benzokinon+PAMAM 0.380 

AU+6-MHL+p-benzokinon+PAMAM+AntiLH 3.740 

 

Elde edilen Nyguist diyagramlarına ve hesaplanan Rct değerlerine bakıldığında 

elektrot yüzeyinin iletkenliğinin 6-MHL ile oluĢturulan SAM tabakasından dolayı 

azaldığı görülmektedir. Bu durum 6-MHL’nin elektrolitteki redoks probunun altın 

yüzeye doğru difüze olmasına engel olmasından kaynaklanmaktadır. Bunun 

sonucunda Rct değerlerinde bir miktar artma gerçekleĢmiĢtir. 

p-benzokinon bağlandıktan sonra Rct değerlerinde artıĢ gerçekleĢmiĢtir. Bu 

artıĢın nedeni redoks probu olan negatif yüklü elektrolit ferrisiyanatın elektrot 

yüzeyine geçmesinin belli bir miktarda engellenmiĢ olmasıdır. Bu durum p-

benzokinonun konjuge bağlarındaki yoğun elektron bulutu ile negatif yüklü redoks 

probunun birbirini itmesi sonucu meydana gelmiĢtir. Elektrot yüzeye daha az miktarda 

ferrisiyanat geldiği için Rct değerlerinde artıĢ gerçekleĢmiĢtir. 

pH:7.0 tamponunda bulunan PAMAM molekülünün üzerindeki amin grupları 

protonlanmıĢ halde NH3
+
 formunda bulunur. Bu pozitif yükler negatif yüklü redoks 

probunun ve elektronların yüzeye taĢınmasını kolaylaĢtırır ve bunun sonucunda Rct 

değerlerinde düĢme meydana gelir. 

Anti-LH eklendiğinde görülen Rct değerindeki artıĢın nedeni Anti-LH’ın redoks 

probunun ve elektronların yüzeye difüze olmasını engellemiĢ olmasıdır. Bu engelleme 

Anti-LH’ın iletken olmayan hacimli bir protein molekülü olmasından 

kaynaklanmaktadır. 

LH’da aynı Ģekilde hacimli bir protein molekülü olduğu için yüzeye ulaĢan 

elektrolit miktarını azaltmıĢ ve Rct değerleri artmıĢtır. Üst üste LH eklendikçe SAM 

tabakasının bu molekül yığınını taĢıma kapasitesi sınırına kadar belli aralıklarla bu artıĢ 

gerçekleĢmiĢtir. 
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4.1.2. LH Biyosensörünün Ġmmobilizasyon Basamaklarının Optimizasyonuna 

ĠliĢkin Bulgular 

 

4.1.2.1. 6-MHL konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

Biyosensörler 6-MHL’nin 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM ve 25 mM olacak 

Ģekilde farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri ile hazırlandı. Bu biyosensörlerin Nyquist 

eğrilerinden hesaplanan Rct değerleri ile LH konsantrasyonu arasında çizilen kalibrasyon 

grafikleri ġekil 4.2’de, elde edilen doğruların doğrusallık katsayıları ile doğru 

denklemleri Çizelge 4.2’de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.2. 6-MHL konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 
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Çizelge 4.2. 6-MHL konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin 

doğrusallık katsayıları ve doğru denklemleri 

 

6-MHL konsantrasyonu Doğrusallık katsayı (R
2
) Doğru Denklemi 

5 mM 0.8698 y = 0.0511x + 0.9738 

10 mM 0.9793 y = 0.0807x + 0.0867 

15 mM 0.9512 y = 0.0719x – 0.1316 

20 mM 0.9422 y = 0.0539x + 0.6917 

25 mM 0.7661 y = 0.0637x + 0.7712 

 

 Grafikteki doğrusallık kat sayısı ve doğru denklemine bakıldığında optimum 6-

MHL konsantrasyonu 10 mM olarak görülmektedir. Optimum yoğunluktaki SAM 

oluĢumu sonucu her bir immobilizasyon basamağında oluĢturulan moleküller 

yanlarındaki moleküllerden destek alarak dayanıklı bir yapı oluĢturmuĢ olabilir. DüĢük 

konsantrasyonda ise altın yüzeyinde oluĢan SAM tabaka daha seyrek olacağı için LH 

bağlandıkça immobilizasyon tabakası dayanıksızlaĢıp kırılabilir. Yüksek 

konsantrasyonlarda ise bağlanan PAMAM sayısında artıĢ olur. PAMAM amin uçlardan 

oluĢan hacimli bir molekül olduğu için bu amin uçlar yoğun molekül ortamında siterik 

engele uğrar ve antikorlar daha az bağlanma gösterir. Grafikteki konsantrasyon arttıkça 

düĢen değerler de bu durumun sonucu olarak açıklanabilir. 

 

4.1.2.2. p-benzokinon konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

Biyosensörler p-benzokinon’un 5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM olacak Ģekilde 

farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri ile hazırlandı. Bu biyosensörlerin Nyquist 

eğrilerinden hesaplanan Rct değerleri ile LH konsantrasyonu arasında çizilen 

kalibrasyon grafikleri ġekil 4.3’de, elde edilen doğruların doğrusallık katsayıları ile 

doğru denklemleri Çizelge 4.3’de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.3. p-benzokinon konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

 

Çizelge 4.3. p-benzokinon konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin 

doğrusallık katsayıları ve doğru denklemleri 

 

p-benzokinon konsatrasyonu Doğrusallık katsayı (R
2
) Doğru Denklemi 

5 mM 0.8929 y = 0.0487x + 1.0891 

25 mM 0.9904 y = 0.1697x – 1.0997 

50 mM 0.9653 y = 0.0815x + 0.7748 

100 mM 0.9321 y = 0.0883x + 0.0672 

 

 p-benzokinon 6-MHL ile PAMAM moleküllerini bağlamak için çapraz bağlayıcı 

olarak kullanılmıĢtır. Doğrusallık kat sayılarına bakıldığında görülen düĢük değerler p-

benzokinonun aromatik yapısından kaynaklanıyor olabilir. SAM tabakası üzerine yatay 

bir konumda gelerek 6- MHL ile reaksiyon vermemiĢ olabilir. Bunun sonucunda da 

açıkta kalan 6-MHL ile PAMAM reasksiyon verememiĢ ve immobilize olan antikor 

sayısında düĢme meydana gelmiĢ olabilir. Bu durum diğer optimize edilen 

immobilizasyon basamaklarının sonuçlarına da önemli ölçüde etki etmiĢ gibi 
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görünmektedir. Grafikteki değerlerden optimum p-benzokinon konsantrasyonu 25 mM 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

4.1.2.3. PAMAM konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

Biyosensörler PAMAM’ın % 0.5, % 1, % 1.5, % 2 ve % 2.5 olacak Ģekilde farklı 

konsantrasyonlardaki çözeltileri ile hazırlandı. Bu biyosensörlerin Nyquist eğrilerinden 

hesaplanan Rct değerleri ile LH konsantrasyonu arasında çizilen kalibrasyon grafikleri 

ġekil 4.4’de, elde edilen doğruların doğrusallık katsayıları ile doğru denklemleri 

Çizelge 4.4’de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.4. PAMAM konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

 

Çizelge 4.4. PAMAM konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin 

doğrusallık katsayıları ve doğru denklemleri 

 

PAMAM Konsantrasyonu Doğrusallık katsayı (R
2
) Doğru Denklemi 

% 0.5 0.9167 y = 0.1115x – 1.239 

% 1.0 0.8947 y = 0.0903x – 0.9445 

% 1.5 0.9904 y = 0.1697x – 1.0997 

% 2.0 0.9553 y = 0.0677x + 0.258 

% 2.5 0.9134 y = 0.0635x – 0.2604 
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 Elde edilen verilere göre optimum PAMAM konsantrasyonu % 1.5 olarak 

belirlenmiĢtir. DüĢük konsantrasyonda daha az PAMAM dendrimeri bağlanır ve 

immobilize olan antikor sayısında düĢme meydana gelir. Yüksek konsantrasyonda ise 

sık bir Ģekilde bulunan birbirine yakın PAMAM molekülleri sterik engele uğrar. 

Antikorların immobilize olacağı daha az sayıda amin uçlar bulunur. Bunun sonucunda 

Rct değerleri daha düĢük çıkar.  

 

4.1.2.4. Glutaraldehit konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

Biyosensörler glutaraldehit’in % 0.10, % 0.25, % 0.50 ve % 0.75 olacak Ģekilde 

farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri ile hazırlandı. Bu biyosensörlerin Nyquist 

eğrilerinden hesaplanan Rct değerleri ile LH konsantrasyonu arasında çizilen 

kalibrasyon grafikleri ġekil 4.5’de, elde edilen doğruların doğrusallık katsayıları ile 

doğru denklemleri Çizelge 4.5’de verilmiĢtir. 

ġekil 4.5. Glutaraldehit konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 
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Çizelge 4.5. Glutaraldehit konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin 

doğrusallık katsayıları ve doğru denklemleri 

 

Glutaraldehit konsantrasyonu Doğrusallık katsayı (R
2
) Doğru Denklemi 

% 0.10 0.7642 y = 0.0275x + 0.6657 

% 0.25 0.9887 y = 0.0651x – 0.0786 

% 0.50 0.9220 y = 0.0493x + 0.7317 

% 0.75 0.9865 y = 0.0468x – 0.1323 

 

 Glutaraldehit antikoru bağlamak için çapraz bağlayıcı olarak kullanılmıĢtır. 

Yüksek miktarda bağlanan glutaraldehit immobilizasyon hattında istenmeyen çapraz 

bağlanmalara sebep olarak hasarlar verebilir. Bunun sonucunda Rct değerlerinde düĢme 

meydana gelir. DüĢük konsantrasyonda ise daha az antikor bağlanacağı için Rct değerleri 

yine düĢer. Doğrusallık katsayısı ve denklemine bakıldığında optimum glutaraldehit 

konsantrasyonu % 0.25 olarak belirlendi. 

 

4.1.2.5. Anti-LH konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

Biyosensörler gluteraldehit’in 5 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL ve 30 µg/mL 

olacak Ģekilde farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri ile hazırlandı. Bu biyosensörlerin 

Nyquist eğrilerinden hesaplanan Rct değerleri ile LH konsantrasyonu arasında çizilen 

kalibrasyon grafikleri ġekil 4.6’de, elde edilen doğruların doğrusallık katsayıları ile 

doğru denklemleri Çizelge 4.6’de verilmiĢtir.       
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ġekil 4.6. Anti-LH konsantrasyonunun biyosensör cevabına etkisi 

 

Çizelge 4.6. Anti-LH konsantrasyonunun optimizasyonunda elde edilen grafiklerin 

doğrusallık katsayıları ve doğru denklemleri 

 

Anti-LH konsantrasyonu Doğrusallık katsayı (R
2
) Doğru Denklemi 

5 µg/mL 0,6770 y = 0,0369x + 0,0287 

10 µg/mL 0,9780 y = 0,0572x + 1,0138 

20 µg/mL 0,9741 y = 0,0188x + 0,0841 

30 µg/mL 0,9942 y = 0,0504x + 0,099 

 

 DüĢük konsantrasyonda antikor kullanılması durumunda daha az sayıda LH 

bağlanır. Bunun sonucunda Rct değerleri düĢük çıkar. Yüksek konsantrasyonda antikor 

kullanıldığında ise daha çok LH bağlanır. Bunun sonucunda SAM tabaka fazla yüke 

dayanamayıp immobilizasyon hattının dengesizleĢmesine neden olabilir. 30 µg/mL 

AntiLH’ın doğrusallık katsayısı yüksek olsa da doğru denklemine bakıldığında 10 

µg/mL AntiLH’ın eğim değeri daha uygun olduğu için optimum konsantrasyon değeri 

olarak seçilmiĢtir. 

LH tayini için geliĢtirilen LH biyosensörünün immobilizasyon basamakları için 

elde edilen optimum değerler toplu olarak Çizelge 4.7’da gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 4.7. LH biyosensörü için elde edilen optimum değerler 

 

Ġmmobilizasyon adımları Optimum değerler 

6-MHL konsantrasyonu 10 mM 

p-benzokinon konsantrasyonu 25 mM 

PAMAM konsantrasyonu % 1.5 

Gluteraldehit konsantrasyonu % 0.25 

AntiLH konsantrasyonu 10 µg/mL 

 

4.1.3. LH Tayinine Yönelik Biyosensörün Karakterizasyonuna ĠliĢkin Bulgular 

 

4.1.3.1. Tekrar Üretilebilirlik 

 LH biyosensörünün optimizasyon çalıĢmalarından sonra, optimize edilmiĢ 

koĢullarda 8 adet LH biyosensörü hazırlanarak 10-60 mIU/mL aralığında LH analizi 

yapılmıĢ ve Bölüm 3.2.3’te anlatıldığı gibi Rct değerleri hesaplanmıĢtır. 10-60 mIU/mL 

tayin aralığında analiz yapılan 8 adet biyosensöre ait doğrusal tayin aralığı grafikleri 

çizilmiĢ ve bu grafiklerin doğru denklemleri ile doğrusallık katsayıları (R
2
) Çizelge 

4.8’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.8. 10-60 mIU/mL aralığında LH biyosensörünün tekrar üretilebilirliği 

 

Biyosensor 

numarası 

Doğrusallık 

katsayısı (R
2
) 

Doğru denklemi Tayin aralığı 

(mIU/mL) 

1 0,984 y = 0,0546x + 0,3229 10-60 

2 0,9971 y = 0,0444x - 0,1008 10-60 

3 0,9635 y = 0,083x + 0,1424 10-60 

4 0,994 y = 0,0935x - 0,2102 10-60 

5 0,9967 y = 0,0567x + 0,6237 10-60 

6 0,9839 y = 0,0561x + 1,0372 10-60 

7 0,9696 y = 0,0527x + 0,4428 10-60 

8 0,9914 y=0,0691x + 0,4779 10-60 
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 Çizelge 4.8’de de görüldüğü gibi hazırlanan on farklı LH biyosensöründe de 

benzer eğim ve doğrusallık katsayısı bulunmuĢtur. Bu da üretilen LH biyosensörünün 

tekrar üretilebilirlik baĢarısının iyi olduğunu göstermektedir. 

 

4.1.3.2. Doğrusal tayin aralığı  

 LH analizi için optimize edilmiĢ koĢullarda hazırlanan LH biosensörünün 

doğrusal tayin aralığını belirlemek için Bölüm 4.1.3.1’de “Tekrar üretilebilirlik” 

çalıĢması için optimum koĢullarda hazırlanan biyosensörlerin 10-60 mIU/m LH tayin 

aralığında impedans ölçümleri yapıldı. Hesaplanan Rct değerlerinin aritmetik 

ortalamaları hesaplanarak ortalama Rct değerlerinden kalibrasyon eğrisi çizildi ve ġekil 

4.7’de doğrusal tayin aralığı grafiği olarak verildi. 

  

 

ġekil 4.7. 10-60 mIU/mL tayin aralığında LH biyosensörüne ait doğrusal tayin aralığı 

grafiği 

 

 LH’ın 10-60 mIU/mL tayin aralığındaki doğrusal tayin aralığı tayininde 

kullanılan biyosensörlerden biri için elde edilen Nyquist eğrileri ve siklik 

voltammogramları ġekil 4.8 ve ġekil 4.9’da verilmiĢtir. ġekil 4.8’de görüldüğü gibi LH 

konsantrasyonu arttıkça impedans da lineer olarak arttmıĢtır. Bu da geliĢtirilen 
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biyosensörün 10-60 mIU/mL LH konsantrasyon aralığında doğru ve etkin LH ölçümü 

yapabildiğini göstermektedir. 

 

 

ġekil 4.8. LH’ın 10-60 mIU/mL tayin aralığındaki çalıĢmalarından elde edilen Nyquist 

eğrileri 

 

 

 

ġekil 4.9. LH’ın 10-60 mIU/mL tayin aralığındaki çalıĢmalarından elde edilen döngüsel 

voltamogramları 
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4.1.3.3. Yapay serumda uygulama 

 Yapay serumda bulunan tuzların ve diğer bazı biyomoleküllerin LH ölçümüne 

etkisinin olup olmadığını belirlemek amacıyla 10-60 mIU/mL konsantrasyon aralığında 

yapay serumda hazırlanan LH porsiyonlarının impedans ölçümleri geliĢtirilen LH 

biyosensörü ile yapıldı ve Rct değerleri hesaplandı. Çizilen doğrusal tayin aralığı grafiği 

ġekil 4.10’da verildi.  

 Çizilen kalibrasyon grafiğinin doğru denklemi ve doğrusallık katsayısı 

incelendiğinde LH biyosensörünün gerçek serum örneklerinde de LH tayinini hassas ve 

spesifik bir Ģekilde yapabilme potansiyeline sahip olabileceği görülmektedir.  

 

 

ġekil 4.10. 10-60 mIU/mL aralığında Yapay serumda uygulama çalıĢmasında elde 

edilen kalibrasyon grafiği 

 

GeliĢtirilen biyosensör sisteminin 10-60 mIU/mL aralığında yapay serumda 

hazırlanan LH porsiyonlarının analizi esnasında elde edilen Nyquist eğrileri ġekil 

4.11’da ve döngüsel voltamogramları ġekil 4.12’de verilmiĢtir.  

 

y = 0,0686x + 0,5033 
R² = 0,982 
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ġekil 4.11. 10-60 mIU/mL aralığında Yapay serumda uygulama çalıĢmasında elde 

edilen Nyquist eğrileri 

 

 

 

ġekil 4.12. 10-60 mIU/mL aralığında Yapay serumda uygulama çalıĢmasında elde 

edilen döngüsel voltamogramlar 

 

Sonuç olarak; bu tez çalıĢmasında p-benzokinon çapraz bağlayıcı molekülü 

kullanılarak SAM temelli bir immünobiyosensör ilk kez üretilmiĢtir.  

Bu tez kapsamında 10-60 mIU/mL aralığında doğru, hızlı LH tayini yapabilen 

tekrar üretilebilirlik baĢarısı olan LH biyosensörü SAM oluĢturularak dizayn edilmiĢtir. 
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SAM oluĢumu 6-MHL kullanılarak gerçekleĢtirimiĢtir. Literatür incelendiğinde, 

Pritchard vd., (1995) altın elektrot yüzeyine N-asetil sistein ile SAM oluĢturdukları hem 

FSH hemde LH tayini yapabilen bir immünosensör geliĢtirmiĢlerdir. Lilie vd., (2001) 

tarafından polipirol filmler kullanılarak IDE (interdigital elektrot) elektrodunun yüzeyi 

polipirol ile kaplanarak elektrokimyasal impedans spektroskopine dayanan bir LH 

biyoafinite reaktif sensör dizayn edilmiĢtir. Trevino vd., (2009) TSH, hGH, FSH ve LH 

tayininde kullanmak üzere merkaptoundekanoik asit ile alkan diol SAM’leri oluĢturarak 

SPR altın çipleri hazırlamıĢlardır. Boozer vd., (2006) DNA-yönlendirilmiĢ 

immobilizasyon yöntemiyle LH, FSH ve hCG gonadotropinlerini SPR ile eĢ zamanlı 

analiz edebilecek protein çipleri yapmıĢlardır. Bu amaçla SPR çipleri oligo etilenglikol 

tiyol ile kovalent bağlanarak her bir hormon için farklı SS DNA/oligoetilen glikol 

SAM’leri oluĢturmuĢlardır. Zambre vd., (2012) koyun LH’ı tayini için “altın 

nanopartikül (AuNP)-peptit konjugat” stratejisi ile altın nanosensör üretmiĢlerdir. Güler 

2015 yılında yüksek lisans çalıĢmasında altın yüzey üzerinde 12-merkaptododekanolik 

asit (12-MDDA) ile SAM oluĢturduğu bir LH immunosensörü geliĢtirmiĢtir.  

Tezde üretilen LH biyosensörünün tayin aralığı 10-60 mIU/mL aralığında olup 

kadınların ovulasyon sürecindeki 9.6-80 mIU/mL seviyelerinde değiĢen LH miktarları 

baĢarıyla analiz edebilme yeteneğindedir. Pritchard vd.’nin geliĢtirdiği LH ve FSH 

tayini yapabilen bir immünosensörün ELISA yöntemiyle yapılan ölçümlerde LH için 

tayin sınırı 1.8 U/L, FSH için ise tayin sınırı 2.1 U/L olarak belirlenmiĢtir (Pritchard vd., 

1995). Lilie vd. tarafından geliĢtirilen biyoafinite reaktif sensörünün 1-10 U/L LH 

konsantrasyonu aralığında hassas cevaplar verdiği bildirilmiĢtir  (Lilie vd., 2001). 

Boozer vd. LH, FSH ve hCG gonadotropinlerinin miktar tayini için geliĢtirdikleri SPR 

protein çiplerinin tayin aralığı hCG hormonu için 0.1 ng/mL olarak bildirilmiĢ, LH tayin 

aralığı belirtilmemiĢtir (Boozer vd., 2006).  Trevino vd.’nin TSH, hGH, FSH ve LH 

tayininde kullanmak üzere SPR altın çipleri ile idrarda yapılan LH denemelerinde 

çalıĢma aralığı 17-123 ng/mL olarak belirlenmiĢtir (Trevino vd., 2009). Zambre vd. 

koyun LH’ı tayini için ürettikleri altın nanosensörlerin minimum 50 ppm 

konsantrasyona kadar LH tayini yapabildiği belirlenmiĢtir (Zambre vd., 2012). Güler 

(2015) altın yüzey üzerinde 12-MDDA ile SAM oluĢturduğu bir LH 

immunosensörünün LH tayin aralığı 1-60 mIU/mL olarak bildirilmiĢtir (Güler 2015). 
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ÖNERĠLER  

Üretilen bu LH biyosensörü ile 10-60 mIU/mL LH konsantrasyon aralığında 

lineer ve tekrarlanabilir sonuçlar alınması, kadınların ovulasyon sürecindeki 9.6-80 

mIU/mL seviyelerinde değiĢen LH miktarlarının bu biyosensör ile ölçülebileceğini 

göstermektedir. Bu biyosensörün minyatürizasyonu ve optimizasyonları baĢarıldığı 

takdirde, fertilizasyon sorunu yaĢayan çiftlerin ovalusyon zamanını hızlı, pahalı cihaz ve 

uzman gerektirmeden evde LH tayini yapabilme potansiyeli de taĢımaktadır. Sözkonusu 

biyosensör sadece kadınlarda doğru ovalusyon zamanını teĢhiste değil ayrıca yükselen 

LH seviyeleriyle iliĢkilendirilen kadınlarda primer gonadal disfonksiyon, polikistik over 

sendromu, postmenopoz ve hipofiz adenomu, erkeklerde hipogonadizm ve anorĢinin 

yanı sıra Klinefelter sendromunda ve primer testis yetmezliği teĢhisinde kullanılabilir 

olma potansiyeli taĢımaktadır.  
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