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ÖNSÖZ 

Beyin hasarı, vücut içi ve dışından beyinde meydana gelen bir hasar sonucu 

santral sinir sisteminde geçici veya daimî nörolojik fonksiyon bozukluklarının 

oluşmasıdır. Fiziksel kayıplar, bilişsel ve davranışsal, psikolojik ve sosyal problemler 

gelişebilmesi ve daha çok genç verimli çağda oluşması nedeniyle önemli bir halk 

sağlığı sorunudur. Biyobelirteçler, beyin hasarının düzeyinin ve şiddetinin 

belirlenmesinin yanısıra morbidite ve mortalite ile de yakından ilişkilidir. Bu tez 

çalışması kapsamında bir beyin hasarı biyobelirteci olan Leptin’nin tayini için ilk kez 

aptamerler ve moleküler baskılı polimerler kullanılarak elektrokimyasal biyosensörler 

geliştirilmiştir. Geliştirilen bu sensörler insan serum ve plazma örneklerinden Leptin 

tayini için yüksek hassasiyet, doğruluk ve kesinlikle uygulanmıştır. 

Öncelikle, lisansüstü eğitim hayatıma başladığım ilk günden beri kendisinden 

güç aldığım, bilgi, birikim ve tecrübesiyle bana her zaman yol gösteren, bilimsel 

anlamda bana her kapıyı açan ve hatta yeni olanaklar sağlayan, moral ve desteğini hiç 

eksik etmeyen, akademik olarak da sosyal olarak da beni güçlendiren, kendisini hem 

bilimsel hem de insani yönüyle her zaman örnek aldığım çok değerli ve saygıdeğer 

danışman hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ya sonsuz minnet ve teşekkürlerimi sunarım. 

Tez çalışmalarıma başladığım andan itibaren beni destekleyen, sabrı ve ilgisini 

hiç eksik etmeyen, kıymetli bilgi ve deneyimlerini benimle paylaşarak bana yardımcı 

olan değerli eş danışman hocam Doç. Dr. Gözde AYDOĞDU TIĞ’a sonsuz 

teşekkürlerimi sunarım. 

Kıymetli bilgi ve deneyimlerini benimle paylaşarak çalışmalarımda bana destek 

veren değerli hocam Prof. Dr. Sibel A. ÖZKAN’a teşekkürlerimi sunmayı borç bilirim. 

Birlikte gerçekleştirdiğimiz tüm çalışmalar ve her türlü aktivitede beraber çok 

güzel zamanlar geçirdiğimiz için ve her zaman bu grubun bir üyesi olarak kendimi çok 

şanslı hissettiğim için araştırma grubumuzun çok değerli üyeleri Dr. Burçin BOZAL 

PALABIYIK, Uzm. Kim. Müh. Didem Nur ÜNAL, Uzm. Ecz. Özge SELÇUK, Dr. 

Çiğdem KANBEŞ DİNDAR ve Dr. Md. Zahirul KABİR’e çok teşekkür ederim. 
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İlk biyosensör çalışmamda bana destek olan, her an ve saat sorunlarıma 

çözümler getiren, sonsuz desteği ve anlayışı için hem bir hoca hem bir abla olan Doç. 

Dr. Sevinç KURBANOĞLU’na çok teşekkür ederim. 

Her türlü sıkıntımda ve mutluluğumda yanımda olan, bu zorlu süreci 

güzelleştiren ve daha birçok güzel hatırası için değerli arkadaşım Uzm. Ecz. Tuğrul 

Mert SERİM’e çok teşekkür ederim. 

Birlikte çok güzel anılar biriktirdiğimiz hem mutluluğumda hem üzüntülerimde 

her zaman yanımda olan ve dostluğumuzun sonsuza kadar süreceğine inandığım 

sevgili dostlarım Alize AYGÜN, Aylin GÜRLEYİK, Ceyda BİLGİNAY, Sercan 

GÜRLEYİK ve Metin BİLGİNAY’a eşsiz yardımları ve destekleri için çok teşekkür 

ederim. 

Desteklerini her zaman hissettiğim, sevinçlerimi ve üzüntülerimi 

paylaşabildiğim, üniversitede başlayan güzel arkadaşlığımız için Gizem Gökçe 

KARADAĞ, Melih KARADAĞ, Fulya KOÇ GÜRLER ve Çağatay GÜRLER’e çok 

teşekkür ederim. 

Her gün kahve sohbetiyle dertleşebildiğim, her koşulda beni sabırla dinleyen ve 

her zaman desteklerini hissettiğim arkadaşlarım Selva BİLGE YÜCEL ve Abdullah 

YÜCEL’e çok teşekkür ederim. 

Doktora öğrenimim boyunca sağladıkları katkılar ve desteklerinden dolayı 

Analitik Kimya Anabilim Dalı’nın değerli öğretim üyeleri, öğretim elemanları ve idari 

personeline teşekkür ederim. 

Doktora çalışmalarım süresince 100/2000 YÖK Doktora Bursu Programı 

kapsamında bursiyerleri olmaktan gurur duyduğum Yükseköğretim Kurulu 

Başkanlığı’na (YÖK) maddi ve manevi bakımdan yardımları için çok teşekkür ederim. 

Doktora çalışmalarım boyunca Bilim İnsanı Destek Programları Başkanlığı 

(BİDEB) tarafından yürütülen 2211/A Yurt İçi Genel Doktora Burs Programı 

kapsamında bursiyerleri olmaktan gurur duyduğum Türkiye Bilimsel ve Teknolojik 
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Araştırma Kurumu’na (TÜBİTAK) sağlamış olduğu maddi ve manevi yardımlardan 

dolayı çok teşekkür ederim. 

Doktora çalışmalarımın son aşamasında Araştırma Destek Programları 

Başkanlığı (ARDEB) tarafından yürütülen 1002-B Acil Destek Modülü kapsamında 

122Z695 nolu proje desteği ile katkıda bulunan Türkiye Bilimsel ve Teknolojik 

Araştırma Kurumu’na (TÜBİTAK) sağlamış oldukları destekleri için teşekkür ederim. 

Hayat serüvenimde hep yanımda olan, birlikte şımardığımız, beraber 

sevindiğimiz ve en zor anlarımda bile desteğini hiç eksik etmeyen kardeşim Can 

ERKMEN ve eşi Gökçe KAYA ERKMEN’e sonsuz teşekkür ederim. 

Son olarak, bugünlere gelebilmem için her zaman yanımda olan, 

gerçekleştirmek istediğim hayallerim için sonsuz sevgiyle bana cesaret veren ve destek 

olan, evlatları olmaktan hep gurur duyduğum biricik annem Hatice Müjgan ERKMEN 

ve babam Yusuf ERKMEN’e sonsuz minnetle teşekkür ederim. 
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1. GİRİŞ 

1.1. Beyin Hasarı 

1.1.1. Genel Bilgiler 

Günümüzde, beyin hasarı (BH), yüksek mortalite ve morbiditeye sahip önemli 

sağlık problemlerinden biridir. Bu terim, meydana gelen bir hasar sonucunda sağ kalan 

kişilerde klinik düzeyi ve yaşam kalitesini ifade etmektedir (Feigin ve ark., 2014). BH, 

travmaya bağlı olarak meydana gelebileceği gibi beyinde kan akımı ve oksijen 

oksijenizasyonun bozulduğu çeşitli hastalıklarda, kalp ve akciğer fonksiyonlarının 

durması sonrasında ve çeşitli metabolik hastalıkların sonucunda da görülebilir 

(Bradley ve ark., 2004). Travmatik beyin hasarı (TBH) kapalı veya açık yaralanmalar 

sonucunda görülürken, edinilmiş beyin yaralanmaları kalıtsal veya dejeneratif bir 

neden olmadan ortaya çıkmaktadır. Travmatik olmayan beyin yaralanmalarından 

inmede, beyne giden kan akışında kayıp olduğu için bir pıhtı veya beyindeki kanama 

sonucunda BH görülebilir. Ayrıca, çeşitli iyi ve kötü huylu beyin tümörleri veya 

beyindeki enfeksiyonlar da beyin dokusunda hasara neden olabilir. Beyin hücrelerine 

yeterince oksijen gitmediğinde (anoksi durumu), edinilmiş yaralanmalarda, 

boğulmalar, yüksek dozda ilaç alımı, karbon monoksit veya kurşun zehirlenmesi, 

çeşitli kirleticilere maruz kalma, çeşitli enfeksiyonlar ve beyindeki nöbetler gibi farklı 

durumlar da BH’ye sebep olabilir (Nall, 2021). Beyinde hasarın görüldüğü bölgeye 

göre de dengesizlik, bulanık görme, bilinç bulanıklığı, konuşma güçlüğü, baş ağrısı, 

bellek problemleri ve nöbet gibi çeşitli semptomlar görülebilmektedir (Nall, 2021). 

BH’nin insan sağlığı üzerinde hem kısa hem de uzun vadeli etkileri vardır; bunlar, 

yaşam tarzını minimum düzeyde etkileyen semptomlardan günlük aktiviteleri 

engelleyebilecek fiziksel, duygusal ve psikososyal değişikliklere kadar uzanmaktadır 

(Nall, 2021). 
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1.1.2. Epidemiyolojisi 

Kafa travmasına bağlı hasarlar önemli sağlık sorunlarına ve sosyoekonomik 

problemlere yol açmaktadır. TBH insidansı 100,000 kişide 180-250 arasında iken, 

TBH’ye bağlı ölüm oranı yılda 100,000 kişide 14-30 arasındadır (Bruns ve Hauser, 

2003; Kinoshita, 2016). Amerika Birleşik Devletleri'nde (ABD) yılda yaklaşık 1,7-2,0 

milyon TBH vakası yaşanmaktadır (CDC, 2013). Buna ek olarak ABD Hastalık 

Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC; Centers for Disease Control and Prevention), 

yaklaşık 5,3 milyon ABD vatandaşının TBH’nin yaratmış olduğu etkilerle yaşamlarını 

sürdürdüğünü belirtmektedir. Her yıl TBH geçiren Amerikalıların yaklaşık yarısı en 

azından bazı kısa vadeli sakatlıklarla mücadele etmek durumunda kalmaktadır. En 

yüksek TBH oranları çocuk yaş grubunda (0-4 yaş), ergenlerde ve genç erişkinlerde 

(15-24 yaş) görülürken, yaşlılarda (>65 yaş) görülme sıklığı da yine farklı sebeplerden 

olmasına rağmen yüksektir. Günümüzde, en yaygın görülen TBH sebepleri, yüksekten 

düşme ve motorlu taşıt kazalarıdır (Langlois ve ark., 2006). Erkeklerde TBH görülme 

sıklığı, kadınlara göre üç kat daha fazladır (Teasdale ve Jennett, 1974).  Teşhis konulan 

kafa travmalarının %80-90’ı hafif kafa travması iken, kalan %10-20’lik kesim de orta-

ağır kafa travmasıdır. ABD’de kafa travması geçiren 500,000 olgunun %10’u ağır 

olarak sınıflandırılmıştır. Ağır kafa travması geçiren 50,000 kadar hastanın üçte biri 

tedaviye rağmen hayatlarını kaybederken, kurtulanlarda değişik seviyelerde nörolojik 

hasarlar görülmüştür (Narayan ve ark., 2002). 

1.1.3. Patofizyolojisi 

BH’de fiziksel etkenlere bağlı olarak travmanın olduğu anda oluşan birincil 

hasarda sinir hücrelerinde hasar meydana gelmekte, ikincil hasarlanmada ise beyin 

ödemi ya da kafa içi basınç artışı gibi sebeplerden ötürü, kan akımında azalma ve 

oksijenle hücrelerin beslenmesinde bozulma gibi farklı sebepler hücre hasarında rol 

oynamaktadır (Chesnut ve ark., 1993). İkincil hasar, birincil hasardan dakikalar ila 

günler sonrasında meydana gelebilir ve hipoksi, iskemi, beyin ödemi, kafa içi 

basıncında artış gibi klinik bulgular görülmektedir. BH meydana geldiği zaman, hücre 
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içi kalsiyumun artmasına neden olan glutamat ve aspartat gibi uyarıcı 

nörotransmiterlerin salınmasıyla nöronlarda depolarizasyon meydana gelmektedir. 

Hücre içi kalsiyum, enzim kaspazlarının ve serbest radikallerin aktivasyonuna neden 

olur, doğrudan veya dolaylı olarak apoptotik süreçlerle bozulma gerçekleşir, bu 

süreçler bir dizi mekanizmayı aktive eder. Nöronal hücrelerdeki bozulma, bu hücrelere 

daha fazla zarar veren ve kan beyin bariyerinde (KBB) bozulmaya ve daha fazla beyin 

ödemine neden olan enflamatuar yanıtla ilişkilidir. Tüm bu süreç, birkaç arabulucu 

aracılığıyla da ileri veya geri düzenlenir. İkincil yaralanma aşamasından sonra, 

anatomik, moleküler ve fonksiyonel düzeyde yeniden yapılanmadan oluşan iyileşme 

periyodu gelmektedir (Galgano ve ark., 2017). 

Kafatasının hacmi 3 ayrı içerikten oluşmaktadır: beyin parankimi (%83), beyin 

omurilik sıvısı (BOS, %11) ve kan (%6) (Smith, 2008). Bu içeriklerin her biri 

kafatasının içindeki homeostatik ortam için önemlidir. Bununla birlikte, intrakraniyal 

hacim normal bileşenlerinin hacmini aştığında, telafi edici mekanizmalar dizisi 

gerçekleşir. Travma esnasında oluşan mekanik etkiyle, beyinde kafatasının içinde 

basınç dalgası görülür. İletilen bu kuvvet değişiklikleri beyin dokusuna yansıtır. Dalga 

etkisi ve fiziksel güçle birlikte beyinde sinir uzantılarında, damarlarda, kemiklerde 

hasar meydana gelir (Jamieson ve Yelland, 1968). Bu travmalar sonucunda, dura 

dışına kanama (Jamieson ve Yelland, 1968), dura altına kanama, kontüzyonlar ve 

beyin içine kanamalar (Marshall ve ark., 1968) görülmektedir. 

Travmatize olmuş bir beyinde hem hücre hasarına bağlı hem de KBB’nin 

bozulmasına bağlı ödem görülebilir. Venöz tıkanıklıktan kaynaklanan, kütle etkisi ile 

intrakraniyal hacimde bir artış meydana gelebilir. Beyin dokusu sıkıştırılamamaktadır, 

bu yüzden ödemli beyin dokusu başlangıçta omurilik bölmesinden BOS çıkışına neden 

olur. Özellikle venöz kökenli olan kan da beyinden uzaklaşmış olur. Eğer uygun 

müdahale yapılamazsa maksimum tolerasyon sınırı aşılır ve patolojik olarak beyin 

dokuları sıkışarak ölüm meydana gelir (Greenberg, 2006). 

Son yıllarda, araştırmacılar bazı özellikli gruplarda hafif TBH’nin uzun vadeli 

sonuçlarına odaklanmışlardır. Bu gruplardaki kişilerin beyinleri üzerinde yapılan 



4 

patofizyolojik araştırmalarda Alzheimer benzeri bulguların görülmesi dikkat çekmiştir 

(McKee ve ark., 2009). BH’nin türüne göre hücresel düzeyde beyinde gerçekleşen 

hasar da farklıdır. Örneğin TBH'nin patofizyolojisi incelendiğinde sadece akut bir olay 

olmadığı, aynı zamanda doku, hücresel ve hücre altı biyolojik reaksiyonların çoklu, 

paralel, etkileşimli ve birbirine bağımlı basamaklarından oluşan ilerleyici ve gecikmiş 

bir nöron hasarı ve iyileşmesi süreci olduğu artık kabul edilmektedir. Sinir hücrelerinin 

birbirleriyle olan iletişiminde önemli olan aksonlar, uzun olmaları nedeniyle, beyne 

yönelik fiziksel travmaya karşı özellikle savunmasızdır. Bu nedenle aksonal hasar hem 

bölgesel hem de yaygın beyin travmalarında sık görülen bir durumdur ve tüm şiddetli 

TBH’larında görülebilir (Smith ve ark., 2003). Ancak ek olarak, nöron gövdeleri, 

dendritler ve sinapslar da TBH kaynaklı hasara maruz kalır (Merlo ve ark., 2014). 

Benzer şekilde, sadece nöronlar yaralanma riski altında değildir, aynı zamanda 

astroglia hücreleri ve miyelin oluşturan oligodendrositler de bu durumdan etkilenir 

(Wang ve ark., 2018). 

1.1.4. Travmatik Beyin Hasarı 

TBH beyinde hasara neden olan bir yaralanma türüdür. Kafatasına bir darbe 

gelmesi, kafanın bir yere çarpması veya sarsılması durumlarında ortaya çıkabilir. Bu 

durum çoğu zaman kapalı bir kafa travması olarak sonuçlanır. Bir nesne kafatasına 

nüfuz ettiğinde de TBH meydana gelebilir, bu da delici alet yaralanmasına bağlı açık 

bir kafa travması olarak isimlendirilir. TBH belirtileri hafif, orta veya şiddetli 

ölçülerde olabilir. Şiddetli TBH ciddi fiziksel ve psikolojik semptomlara, komaya ve 

hatta ölüme neden olabilir (Medline Plus, 2020). Travmatik beyin yaralanmaları kapalı 

kafa travması şeklinde olabilir. Kafatasına gelen darbeyle, içeri güç nüfus etmeden 

beyinde yaralanma veya ödem oluşabilir. Beyin sarsıntısından dolayı beyin 

fonksiyonları etkilenir ve hücre hasarı veya kanama görülebilir (Nall, 2021). 

Günümüzde TBH morbiditesi ve mortalitesi yüksek bir acil durumdur (Peeters 

ve ark., 2015). Çeşitli ülkelerde farklı oranlarda olmakla birlikte TBH’nin büyük kısmı 

düşmelerden ve araçla yapılan kazalardan kaynaklanmaktadır. Yaşa göre bakıldığında; 
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bebeklik döneminde kaza dışı travmalar, çocuklarda düşmeler, gençlerde spor 

kaynaklı travmalar, erişkinlerde araç kazaları ve yaşlılarda da düşmeler ön plandadır 

(Corrigan ve ark., 2010). TBH geçirmiş hastaya klinik yaklaşımda durumun 

ciddiyetini belirlemek üzere hafif, orta, ağır gibi sınıflamalar yapılır. Bu amaçla en sık 

Glasgow Koma Skalası (GKS) kullanılmaktadır (Sternbach, 2000). GKS’ye göre, 

şiddetli (GKS 3-8), orta (GKS 9-12) ve hafif (GKS 13-15) şeklinde sınıflama yapılır. 

Bu tarz sınıflamalar kullanılarak hastalara müdahale edilmektedir. Bunun yanında 

bilgisayarlı tomografi de klinik yaklaşımda önem taşımaktadır (Sternbach, 2000). 

1.1.5. Beyin Hasarında Biyobelirteçler 

Serum biyobelirteçleri, birçok organ hasarının tanısında yaygın biçimde 

kullanıldığı gibi BH’nin göstergesi olarak da sıkça kullanılmaktadır. Ancak BH’yi 

gösterecek tek bir değişken bulmak oldukça zordur. Beyin kompleks bir organdır ve 

diğer organlara göre daha az homojen yapısı vardır. Bu yüzden, BH’nda ölen tek bir 

doku veya tek bir hücre değildir. Dolaşıma karışan enzimler veya proteinler farklı 

hücrelere ait olduğu için tek bir belirtecin kullanılması zordur. Bu yüzden, tanı ve 

prognoz açısından klinik bulgular dışında, radyolojik bulguların da değerlendirilmesi 

gerekmektedir (Berger, 2006). 

TBH sonrası hücrede genomik, proteomik ve lipidomik değişiklikler meydana 

gelirken, TBH oksidatif stres, nörotransmiter disfonksiyon ve mitokondriyal yetmezlik 

gibi farklı süreçleri de etkilemektedir. Bu nedenle, TBH tanısında biyobelirteçlerin 

kullanılması ikincil beyin hasarını ve uzun vadede olabilecek bozuklukları en aza 

indirgemek, klinik öngörüyü arttırmak ve seçilecek tedavi yöntemlerinin uygunluğunu 

belirlemek için büyük önem taşımaktadır (Kochanek ve ark., 2008 ve Sandler ve ark., 

2010). Bu amaca yönelik, TBH hastalarında biyobelirteç seviyeleri, BOS, serum, 

plazma ve/veya tam kan gibi erişilebilir biyolojik sıvılarda ölçülebilmektedir. TBH 

hasta gruplarında biyobelirteç seviyeleri, yaralanmamış sağlıklı kontrol 

popülasyonuna kıyasla akut fazda (yaralanma sonrası 3 saat ila 24 saat) yüksektir. 

Ayrıca, biyolojik sıvıda tespit edilen biyobelirteç, ana kaynak olarak yaralı beyinden 
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türetilmeli veya kaynaklanmalıdır. TBH özgü biyobelirteçler, çeşitli immünolojik test 

yöntemleri kullanılarak kolayca belirlenmeli ve ölçülmelidir. Yine benzer şekilde, bu 

biyobelirteçler Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi (FDA; U.S. Food and 

Drug Administration) tarafından kabul edilen tahlil performans gereksinimlerini 

karşılamalı; tekrarlanan testlerde güvenilir ve tutarlı sonuçlar vermelidir. Bu 

biyobelirteçler, GKS ve bilgisayarlı tomografi anormalliği ile tespit edildiği gibi 

TBH’nin şiddetine duyarlı olmalıdır. Ayrıca, BH’nı takiben 48 saatlik bir zaman 

diliminde biyolojik sıvılardan birinde tekrarlanan tespitlere izin vermelidir (Ilgınel ve 

ark., 2018 ve Wang ve ark., 2018). 

Son on yılda birçok farklı molekülün TBH'nın potansiyel biyobelirteçleri olarak 

test edildiği ve bunların amaca uygun olarak kullanılabileceği literatür çalışmalarıyla 

kanıtlanmıştır. Ancak, şimdiye kadar hiçbir molekülün, nöral doku hasarının 

derecesini tahmin etmek veya sonucun tahminine yardımcı olmak için kapsamlı bir 

klinik tanı aracı olarak kullanılacak kadar spesifik ve hassas olduğu kanıtlanmamıştır. 

TBH’nın potansiyel biyobelirteçleri olarak nöron spesifik enolaz (NSE), tümör nekroz 

faktör-Α (TNF-α), gliyal fibriller asit proteini (GFAP), S100B protein, interlökin-6 

(IL-6), miyelin temel proteini, spektrin parçalanma ürünleri (SBDP), ubikuitin C-

terminal hidrolaz-L1 (UCH-L1), tau proteinleri de dahil olmak üzere farklı moleküller 

ve cinsiyet hormonları için araştırmalar yapılmış ve bu amaçla kullanılabilecekleri 

kanıtlanmıştır (Forde ve ark., 2014). Şimdiye kadar kullanılan biyobelirteçlerin 

kapsadığı süreçler aksonal yaralanma, dendritik yaralanma, nöronal hücre gövdesi 

hasarı, demiyelinizasyon, sinaptik yaralanma ve astroglia hücre hasarı ve mikroglia 

yanıtlarını içermektedir (Zetterberg ve Blennow, 2016). Bu amaçlarla kullanılan 

biyobelirteçlere bakılacak olursa: 

Nöron hücresi gövde hasarı: NSE (Berger ve ark., 2002 ve Böhmer ve ark., 2011) 

ve UCH-L1 (Kobeissy ve ark., 2006). 

Astroglial biyobelirteçler: GFAP (Okonkwo ve ark., 2013), S100B protein 

(Cervellin ve ark., 2012). 
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Tüm hücre ölümü biyobelirteçleri olarak spektrin parçalanma ürünleri: 

SBDP150, SBDP145, SBDP120 (Pike ve ark., 2001 ve Yokobori ve ark., 2015). 

Gecikmiş aksonal yaralanma ve demiyelinizasyon biyobelirteçleri: 

Nörofilament proteinler (Posmantur ve ark., 1998) ve temel miyelin proteinleri 

(Ringger ve ark., 2004). 

Subakut, kronik TBH biyobelirteçleri: IL-1β, IL-6 IL-8 ve TNF-α (Gordon ve 

ark., 2006), tau protein ve amiloid-beta peptidleri (Aβ1–40, Aβ1–42) (Sorokina ve 

ark., 2010) sıklıkla kullanılmaktadır. 

1.1.6. Beyin Hasarında Leptin 

Başlangıçta bir tokluk hormonu olduğu düşünülen Leptin’in, zaman içerisinde 

yapılan araştırmalar ile çok farklı amaçlar için kullanılabilecek bir molekül olduğu 

bulunmuştur (Otero ve ark., 2005). 1994 yılında klonlandığından bu yana, Leptin’in 

enflamatuar yanıtı düzenlemedeki rolü giderek belirginleşmiştir. Hem Leptin’in yapısı 

hem de reseptörünün yapısı, Leptin’in bir sitokin olarak sınıflandırılabileceğini 

göstermektedir (Fantuzzi ve Faggioni, 2000). Leptin’in sekonder yapısı, IL-6, IL-1, 

lösemi inhibitör faktörü ve siliyer nörotrofik faktörü içeren uzun zincirli sarmal 

sitokinler ailesi ile benzerliklere sahiptir (Zhang ve ark., 1997). Leptin reseptörleri 

diyabet geni tarafından kodlanmaktadır. IL-6 tipi sitokin reseptörlerinin glikoprotein 

130 sinyal ileten alt biriminin homoloğudur (Baumann ve ark., 1996). IL-1, IL-6, TNF-

α veya lipopolisakkarit dahil olmak üzere farklı enflamatuar uyaranların Leptin mRNA 

ekspresyonunu ve ayrıca Leptin seviyelerini düzenlediği birçok çalışmada 

gösterilmiştir (Sarraf ve ark., 1997). 

Ayrıca, Leptin enflamatuar düzenleyici hücreler tarafından üretilmektedir 

(Sanna ve ark., 2003). Bununla beraber, Leptin, C- reaktif protein (CRP), TNF-α ve 

IL-6 üretimini arttırır, bu da Leptin salgılanmasının enflamatuar sürece 

katılabileceğinin göstergesidir (Wolf ve ark., 1999). 
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Son yıllarda yapılan birçok çalışmada Leptin’in sinir sisteminde de önemli bir 

role sahip olduğu gösterilmiştir. Matarese ve ark. (2001) deneysel otoimmün 

ensefalomiyelit ile ilgili yürüttükleri bir çalışmada, Leptin eksikliği olan farelerin 

multipl skleroz gelişimine direnç gösterdiği bulunmuştur. Sanna ve ark. (2003) 

yürüttükleri bir çalışmada ise, Leptin’in otoimün ensefalomiyelit sırasında merkezi 

sinir sistemine sızan hem makrofajlar hem de T hücreleri tarafından eksprese edildiği 

gösterilmiştir. Leptin’in merkezi sinir sistemindeki enflamatuar hastalıkların 

gelişimine katılabileceği ve beyin hasarının, Leptin gen ekspresyonunu indükleyebilen 

IL-1, IL-6 ve TNF-α gibi çeşitli enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu arttırdığı 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Baker ve ark., 1974; Faggioni ve ark., 2001 ve 

Otero ve ark., 2006). 

Brown ve ark. (2008) gerçekleştirdikleri bir çalışmada, beyin korteksi Leptin 

mRNA ekspresyonu ve serum Leptin düzeyinin iskemik fare beyninde ve TBH olan 

sıçanlarda yüksek olduğu görülmüştür. Sierra-Johnson ve ark. (2007) yaptıkları 

çalışmanın sonucunda, erişkinlerde intraserebral kanama sonrası, plazmadaki yüksek 

Leptin seviyesinin mortalite ile ilişkili olduğunu göstermiştir. Dong ve ark. (2010) 

yetişkinler üzerinde yaptıkları bir çalışmada, intraserebral kanamadan sonra plazma 

Leptin seviyesinin arttığını göstermiştirlerdir, hasta gruplarındaki yüksek Leptin 

seviyeleri, kötü klinik sonucu ve ölümü iyi öngörmekteydi. Ayrıca bu çalışmada 

intraserebral kanamada plazma Leptin seviyesinin CRP seviyesi ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur. Elde edilen bulgular Leptin’in beyin hasarının inflamatuar sürecine 

katkıda bulunabileceğini düşündürmekteydi. 

Lin ve ark. (2012) yürüttükleri bir çalışmada TBH olan çocuklarda plazmadaki 

yüksek Leptin seviyelerinin 6 aylık ölümü potansiyel olarak predikte ettiği sonucu 

çıkmıştır. Bu çalışmada kabul edilen plazma Leptin seviyeleri, tüm hastalarda sağlıklı 

bireylere kıyasla anlamlı derecede artmıştır. Elde edilen sonuçlara göre Leptin’in 

prognostik değeri, 6 aylık klinik sonuç için GKS’dakine benzer bulunmuştur. Toklu 

ve ark. (2018) sıçan frontal korteksi ve beyinciğinde aşırı basınç patlama 

yaralanmasına bağlı olarak oksidatif stres ve nöroinflamasyon yanıtına baktıkları bir 

çalışmada, serumda NSE, TNF-α ve Leptin’in seviyelerinin yükseldiği yükseldiği 
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belirtilmiştir. Serum Leptin seviyesi, patlamaya maruz bırakılan sıçan gruplarında 

kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (P <0,01) (Toklu ve ark., 

2018). Sonuç olarak yapılan çalışmalarla, Leptin’in TBH’nda yeni bir prognostik 

biyobelirteç olarak kullanılabileceği kanıtlanmıştır. 

1.2. Biyosensörler 

İngilizcede “sense”, yani algılama kelimesinden türetilen sensör kelimesi 

algılayıcı anlamında kullanılan bir terimdir. Genel olarak, sensörler, kontrol ve süreç 

elektroniği, yazılım ve algılayıcı ağı içeren cihaz ya da sistemler olarak da 

tanımlanabilmektedir. İnsan veya hayvanların duyu organları olan burun, kulak, göz, 

dil ve deri, sensör olarak verilecek temel örneklerdir. Kimya laboratuvarlarında 

sıklıkla kullanılan turnusol kâğıdı da sensörlere örnektir. Sensörler, kimyasal ve 

elektronik yanıtları, okunabilir sinyallere dönüştüren cihazladır. Kimyasal reaksiyona 

bağlı olarak turnusol kâğıdında meydana gelen renk değişimi, görünür ışık altındaki 

absorbans değişikliğinden kaynaklanmaktadır. Bir başka örnek ise pH metrede okunan 

dijital cevaptır, bu cevap çözelti ve elektrot arasındaki potansiyel değişimine bağlı 

olarak elde edilmektedir (Arregui, 2010; Borisov ve Wolfbeis, 2008; Dubach ve Clark, 

2013; Kurbanoğlu, 2016 ve Thevenot ve ark., 2001). 

Sensörler, bulundukları ortam içerisinde meydana gelen fiziksel veya kimyasal 

değişikliklere ve bu ortamda bulunan madde miktarına bağlı olarak cevap üretirler. 

Kütle, sıcaklık, iletkenlik, kuvvet veya ses gibi fiziksel değişimleri okunabilir 

sinyallere dönüştüren sensörler fiziksel sensörler iken, ortamdaki kimyasal değişimleri 

okunabilir sinyallere dönüştüren sensörler kimyasal sensörler olarak sınıflandırılabilir. 

Biyosensörler ise hedef analitin tanınmasından sorumlu olan biyolojik bir molekül 

varlığında, analit ile biyolojik molekül arasında meydana gelen reaksiyondaki 

değişimi ölçen sensörlerdir (Borisov ve Wolfbeis, 2008; Buerk, 1993; Eggins, 2002; 

Janata ve ark., 1994 ve Tamayo ve ark., 2013). 
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Clark ve Lyons’un (1962) kandaki glukoz miktarının ölçülmesi için 

geliştirdikleri sistem biyosensörlerin ilk keşfidir. Bu çalışmada platin elektrot 

yüzeyine oksido-redüktaz enzimi olan glikoz oksidaz bir diyaliz membranı 

kullanılarak immobilize edilmiştir. +0,6 V’da hidrojen peroksit oluşumu ve elde edilen 

sinyalin izlenmesine dayalı olarak tasarlanan bu sensör sayesinde ilk biyosensör 

oluşturulmuştur. 

Canlılar mükemmel sayılabilecek algılama ve tepki mekanizmalarına sahiptir. 

Bu algılama ve tepki mekanizmaları da biyosensörlerin ortaya çıkmasında önemli rol 

oynamıştır. Müren balıkları tonlarca su içerisindeki az bir miktarda bulunan yabancı 

maddeyi algılayabilirken, kelebekler ise partnerlerinin bıraktığı çok az miktardaki 

maddeyi algılayabilme yeteneklerine sahiptir. Yosunlar toksik ve zararlı maddelere 

karşı oldukça duyarlı iken, köpeklerdeki koku alma duyuları insanlara göre yüz bin kat 

daha iyidir. Canlılara bu algılama özelliklerini veren biyolojik moleküllerin analiz 

sistemleri ile birleştirilmesi, biyosensörlerin temelini oluşturmaktadır (Buerk, 1993; 

Chen ve ark., 2013; Gronow, 1991 ve Turner, 2013). 

Biyosensörler, biyolojik algılama elemanın (Biyobileşen) mükemmel seçicilik 

özelliklerini ve gelen bilgiyi okunabilir kullanışlı bir sinyale dönüştüren modern 

elektronik teknikleri (Dönüştürücü) birleştiren sistemlerdir. IUPAC (International 

Union of Pure and Applied Chemistry)’ın yaptığı tanıma göre biyosensörler, 

dönüştürücü ile doğrudan bağlı olan, bir biyobileşen kullanılarak ayrıntılı kantitatif 

bilgi sağlayan entegre bir cihazlardır (Thevenot ve ark., 2001). 

Biyosensörlerin temel çalışma mekanizması, hedef analitin çözelti ortamından 

biyobileşene doğru difüzyon yoluyla taşınması ve bu sayede analit ile biyoloşenin 

duyarlı bir şekilde reaksiyona girmesine dayanmaktadır. Analit ile biyobileşen 

arasında gerçekleşen bu reaksiyon sonucunda, yeni bir ürünün oluşması, elektron 

transferi, pH değişimi veya ısı salınımı gibi farklı dönüşümler meydana gelmektedir. 

Dönüştürücü yakınında meydana gelen bu değişimler, dönüştürücülerin kendi 

özelliklerine göre optik, elektrokimyasal veya termal gibi anlamlı bir sinyal olarak 

görülmektedir (Altay, 2021 ve Sezgintürk, 2020). 
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Biyosensörler temel olarak iki kısımdan oluşmaktadır. Biyosensörler için farklı 

sınıflandırmalar yapılsa da temel olarak biyobileşen ve dönüştürücü kısımlarına göre 

sınıflandırma en yaygın kullanılanlardır. Hedef analite spesifik olarak bağlanabilen 

antikor, enzim, hücre, nükleik asit veya aptamer gibi katalitik ve affinite özellikler 

taşıyan biyolojik moleküller, biyobileşenleri oluşturmaktadır. Analit ile biyobileşen 

arasında gerçekleşen biyokimyasal reaksiyon sonrasında ortaya çıkan bilgiyi anlamlı 

sinyale dönüştüren ve elektrokimyasal, optik, termal, piezolelektrik veya manyetik 

özellikleri bulunan elektronik cihazlar ise dönüştürücü kısmını oluşturmaktadır (Şekil 

1.1.) (Thevenot ve ark., 2001 ve Tüylek, 2017). 

 

Şekil 1.1. İdeal bir biyosensörün şematik gösterimi 

İdeal bir biyosensörde bulunması gereken özellikler; 

• Kullanılacak biyobileşen hedef analite karşı oldukça spesifik olmalıdır. 

• Ortam koşullarına göre değişebilecek sıcaklık ve pH etkenlerden mümkün 

olduğunca az etkilenmelidir. 

• Elde edilen cevaplar cihaz veya ortam kaynaklı gürültülerinden arındırılmış 

olmalıdır. 

• Geliştirilen biyosensör uzun kullanım ömrü sergilemelidir. 

• Değişen ölçüm ortamlarında tekrarlanabilir ve kararlı olmalıdır. 

• Geliştirilen biyosensörün yüksek duyarlılığa sahip olması ve istenilen 

düzeyde tayin sınırına imkân sağlaması gerekmektedir. 

• Geliştirilen biyosensörün geniş bir ölçüm aralığı sergilemesi ve minimum 

kalibrasyon gereksinimine ihtiyaç duyması gerekmektedir. 

• Klinik uygulamalarda kullanılabilir olması için biyouyumluğu yüksek olmalı 

ve toksik etkileri olmamalıdır. 
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• Geliştirilen biyosensör basit, ekonomik ve küçültülerek taşınabilir nitelikte 

olmalıdır (Altay, 2021 ve Grieshaber ve ark., 2008). 

Bu tez çalışması kapsamında biyobileşen olarak aptamerler ve dönüştürücü 

olarak elektrokimyasal yöntemler kullanıldığı için aptamer tabanlı elektrokimyasal 

sensörler daha ayrıntılı olarak açıklanacaktır. 

1.3. Aptamerler 

Aptamerler, hedef analitlere karşı yüksek afinite ve özgüllük ile bağlanabilme 

yeteneklerine sahip sentetik ve tek iplikli deoksiribo nükleik asit (DNA) veya 

ribonükleik asit (RNA) oligonükleotidlerdir. Aptamer kelimesi, Latince de ‘uymak’ 

anlamına gelen ‘aptus’ ve birim anlamına gelen ‘meros’ kelimelerinin birleşmesiyle 

türetilmiş ve ‘uyumlu olan birim’ anlamına gelmektedir.  İlk olarak, 1990 yılında 

birbirinden bağımsız üç farklı araştırma grubu tarafından bildirilen aptamerler, 

spesifik üç boyutlu yapılarını kendilerine özgü sekonder ve tersiyer katlanmalar 

yaparak oluşturabilmektedir. Bu sayede aptamerler, Şekil 1.2’de gösterildiği gibi 

ilaçlara, pestisitlere, amino asitlere, enzimlere, ökaryotik hücrelere ve diğer birçok 

hedef moleküllere yüksek etkinlik ve özgünlükle bağlanabilirler (Bayraç ve Kandemir, 

2018; Ellington ve Szostak, 1990; Robertson ve Joyce, 1990 ve Tuerk ve Gold, 1990). 

 

Şekil 1.2. Aptamer ile hedef analit arasında gerçekleşen etkileşimin şematik gösterimi (Sun ve 

Zu, 2015) 

Aptamerler, keşfedildikleri ilk yıllardan bu yana biyosensörlerin biyobileşen 

elemanı olarak, klinik analizler, hastalıkların teşhisi için geliştirilen sensörler ve yeni 
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ilaç tasarımları dahil birçok alanda uygulamaları bulunan biyolojik moleküllerdir. 

Aptamerlerin biyolojik tanıma elemanı olarak kullanıldığı biyosensörler, aptasensör 

olarak adlandırılmaktadır. Son yıllarda, aptasensörler, eser element tayininde, çevresel 

kirleticilerin analizinde, biyobelirteçlerin miktar tayininde ve çeşitli teşhis alanlarında 

gereksinimleri karşılayabilecek güçlü bir analitik teknik olarak dikkat çekmektedir 

(Baird, 2010 ve Bilici, 2019). 

Aptamerler, ilaçlar, metal iyonları, proteinler ve hatta bütün hücreler gibi hedef 

analitlere spesifik olarak SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential 

Enrichment; Üstel Zenginleştirme ile Ligandların Sistematik Evrimi) yöntemi 

kullanılarak üretilirler (Şekil 1.3). SELEX yöntemi sayesinde, in vitro ortamda bir 

oligomer kütüphanesi (rastgele dizilim havuzu) kullanılarak, hedef analit için analitin 

şekline, nükleotit dizilimine ve yapısında bulunan tanıma reseptörlerine bağlı olarak 

aptamer dizilimi seçilebilmektedir. SELEX yöntemi, hedef analite karşı en uygun 

aptamer diziliminin seçilmesi için tekrarlı olarak gerçekleştirilen 3 ana basamaktan 

oluşmaktadır (Song ve ark., 2012; Stoltenburg ve ark., 2007 ve Zhuo ve ark., 2017). 

 

Şekil 1.3. SELEX yönteminin şematik gösterimi (Zhuo ve ark., 2017) 
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Birinci basamak rastgele DNA veya RNA oligonükleotitlerini içeren oligomer 

kütüphanesinin oluşturulmasıdır. İkinci basamakta aday aptamer dizilimlerinin hedef 

analit ile etkileşimi gerçekleştirilir ve son basamakta ise, hedef analit ile etkileşime 

giren aptamer dizilimleri çoğaltılarak saflaştırılmaktadır. SELEX yönteminde ilk 

olarak, 1013-1018 rastgele tek iplikli DNA veya RNA oligonükleotidlerinden oluşan 

kütüphane, optimum sıcaklık ve uygun tampon çözelti ortamında hedef analit ile 

inkübe edilmektedir. Aptamer diziliminin belirlenmesi için ikinci basamakta, bu 

kütüphanede bulunan oligonükleotidlerin sadece %0,1-0,5’i hedef analit ile etkileşime 

girmektedir. Hedef analit ile etkileşime girmeyen diğer oligonükleotidler ise ortamdan 

uzaklaştırılmaktadır. Sonraki basamakta ise olası aptamer dizilimleri etkileşime giren 

oligonükleotidler arasından olduğu için bu oligonükleotidler hedef analitten 

ayrıştırılmaktadır. Ayrıştırılan bu oligonükleotidler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

kullanılarak çoğaltılmaktadır ve SELEX döngüsü 8-15 kere tekrar edilmektedir. Son 

olarak, hedef analite spesifik olarak belirlenen aptamer dizilimleri tekrar 

saflaştırılarak, dizi analizinin gerçekleştirilmesiyle işlem tamamlanır. Günümüzde de 

SELEX yöntemi, hedef analit karşı en güçlü bağlanma afinitesi sergileyen aptamerin 

in vitro olarak seçilmesi için temel yöntem olarak tercih edilmektedir (Kılıç, 2021 ve 

Zhuo ve ark., 2017 ). 

Aptamerlerin hedef analite bağlı olarak konformasyonel değişimler 

göstermelerinin yanı sıra birçok avantajları sayesinde aptasensörlerin uygulama 

alanları günden güne artmaktadır. Aptamerler, biyosensörlerde biyobileşen olarak 

kullanılan enzim veya antikor gibi moleküllere kıyasla daha küçük boyuttadırlar. Bu 

sayede aptamerler iyonlar gibi daha küçük hedef analitelere bağlanabilirler (Zhou ve 

ark., 2014 ve Wang ve ark., 2015). 

Aptamerler, genellikle 20-100 farklı DNA ya da RNA bazından oluşan kısa 

oligonükleotid dizilimleri ve daha kararlı moleküllerdir. Bu sayede özellikle 

elektrokimyasal yöntemlerde kullanılan elektrot yüzeylerine immobilizasyonları 

yüksek yoğunluklarda dahi mümkün olmaktadır. Oligonükleotitlerden oluşan 

aptamerler, sıcaklık ve pH gibi değişebilen ortam koşullarında daha stabildir. Enzimler 

veya antikorlar aşırı ortam koşullarında denatüre olurlar, ancak, aptamerler ortam 
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koşulları yeniden tersine çevrildiğinde üç boyutlu yapılarını yeniden kazanırlar.  Bu 

da daha uzun saklama ve kullanım süresi gibi avantajlar sağlar (Catuogno ve Esposito, 

2017 ve Hamula ve ark., 2008). 

Hedef analit için spesifik aptamer dizilimleri belirlendiği takdirde karmaşık 

sistemlere gerek duyulmadan, büyük miktarda, yüksek tekrarlanabilirlik ve saflıkla 

kolayca daha az maliyetle sentezlenebilirler. Antikorlar veya enzimlerin üretilebilmesi 

için (~6 ay) bir canlıya ihtiyaç duyulurken, aptamerlerin in vitro olarak seçilebilmesi 

ve üretiminde (~3-7 hafta) herhangi bir canlıya ihtiyaç duyulmaması toksisite açısında 

da avantaj sağlamaktadır. Ayrıca, aptamerler afinite ve kararlılıklarını kaybetmeden 

farklı uygulamalar için floroforlar, nanopartiküller, enzimler, amino (-NH2) ya da tiyol 

(-SH) gibi gruplarla kolayca modifiye edilebilirler (Catuogno ve Esposito, 2017; Chen 

ve Yang, 2015 ve Hamula ve ark., 2008). 

1.4. Elektrokimyasal Yöntemler 

Elektrokimya, temel olarak kimyasal süreçleri, elektrik enerjisi ile bir araya 

getiren kimyanın bir alt alanıdır. Elektrokimya elektrot-çözelti ortamına dışarıdan bir 

elektriksel etkinin yapılması ile oluşan akım, potansiyel veya zaman gibi cevapların 

incelendiği yöntemlerin tümünü kapsamaktadır. Elektrokimyasal yöntemlerde 

elektron alışverişinin gerçekleştiği yükseltgenme/ indirgenme reaksiyonları elektriksel 

iletkenliğe sahip iki elektrodun varlığından elektrokimyasal bir hücrede gerçekleşir 

(Kelter ve ark., 2009). 

Elektrokimyada kullanılan elektrotlarla temas halinde bulunan ve bu elektrotlar 

ile elektron alışverişini sağlayabilen çözelti ile elektrotlar arasında oluşan ara 

yüzeydeki kimyasal/fiziksel değişiklikler esastır (Bozal Palabıyık, 2015). 

Elektrokimyasal hücrelerde yükseltgenme reaksiyonları anot bölümünde 

gerçekleşirken, indirgenme reaksiyonları ise katot bölümünde gerçekleşmektedir. Bu 

hücreler genel olarak galvanik ya da elektrolitik olmak üzere iki farklı şekilde 
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sınıflandırılabilir. Kimyasal reaksiyona bağlı olarak oluşan enerjinin elektrik 

enerjisine kendiliğinden dönüşümü galvanik hücrelerde meydana gelirken, elektrolitik 

hücrelerde elektrik enerjisi bir dış kaynaktan sağlanmalıdır. Elektrokimyasal 

yöntemler detaylı olarak Şekil 1.4’teki gibi sınıflandırılabilir (Skoog ve ark., 2007). 

 

Şekil 1.4. Elektrokimyasal yöntemlerin sınıflandırılması (Skoog ve ark., 2007) 

Elektrokimyasal çalışmalar genellikle iki ya da üç elektrodun bulunduğu 

hücrelerde gerçekleştirilmektedir. Bu hücrelerde elektronların hareketlerine göre 

potansiyellerini ölçmek veya kontrol etmek için metal veya yarı iletken 

malzemelerden yapılmış elektrotlar kullanılmaktadır. Elektrokimyasal hücreler 

kullanılan elektrot sayısına göre tanımlanmaktadır. Yapılacak analize göre de elektrot 

sayısı değişiklik göstermektedir. İki elektrotlu sistemlerde bir tane çalışma elektrodu 

ve bir tane de potansiyeli sabit olan referans elektrot bulunur. Elektrokimyasal 

analizlerde en sık kullanılan hücreler ise üç elektrotlu sistemlerdir. Üç elektrotları 

sistemlerde çalışma ve referans elektrotlara ek olarak yardımcı (karşıt) elektrot bulunur 

(Wang, 2006). 

Çalışma elektrodu: Bir elektrokimyasal hücrede kullanılan çalışma elektrodu 

analit ile ilgili kimyasal reaksiyonun gerçekleştiği elektrottur. Çözeltideki analit veya 

elektroaktif moleküllerin elektron alışveriş reaksiyonları çalışma elektrodunun 
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yüzeyinde gerçekleşmektedir. Çalışma elektrodunun potansiyeli referans elektroda 

bağlı olarak değişmektedir. Günümüzde, karbon temelli katı elektrot olarak camsı 

karbon elektrot (CKE), karbon pasta elektrot veya perde baskılı karbon elektrotlar ya 

da metal temelli katı elektrotlar olarak platin, altın ve gümüş elektrotlar en çok tercih 

edilen elektrotlardır (Bard ve ark., 2008). 

Referans elektrot: Referans elektrot, ideal olarak polarize olmayan bir davranış 

sergileyen, sabit ve bilinen bir potansiyeli olan elektrottur. Bu elektrodun potansiyeli 

analit ve elektroaktif moleküllerin derişiminden etkilenmez. Bu yüzden çalışma 

elektrodunun potansiyelinin karşılaştırılması amacıyla kullanılmaktadır. Ag/AgCl 

elektrot ve doymuş kalomel elektrotların (Hg/Hg2Cl2) referans elektrot olarak 

kullanımı daha yaygındır (Bard ve ark., 2008). 

Yardımcı (karşıt) elektrot: Yardımcı elektrotlar, elektrokimyasal hücredeki 

elektrik akımının çözelti içinden geçirilip çalışma elektroduna aktarılması için 

kullanılan elektrotlardır. Yardımcı elektrotların kimyasal olarak inert olması ve 

elektriği iyi ileten malzemelerden seçilmesi gerekmektedir. Bu amaçla, platin ve 

titanyum gibi metal elektrotlar en çok tercih edilendir (Bard ve ark., 2008). 

Analiz edilecek hedef analitin kütlesi, iletkenliği veya hücrenin elektriksel 

kapasitesinin ölçüldüğü ana çözeltiye ilişkin yöntemlerin çalışma prensibi, hücrenin 

içindeki kütlenin omik impedansın ölçülmesine dayanmaktadır. Hücredeki tüm iyonlar 

iletkenliği etkileyebilmektedir bu yüzden kondüktometri gibi bu yöntemler yeteri 

kadar spesifik değillerdir (Ivaska, 2008). 

Çalışma elektrodu yüzeyinde meydana gelen kimyasal tepkimelere dayalı 

yöntemler, kullanılan elektrodun polarize olup olmamasına bağlı olarak ikiye ayrılır. 

Polarize olmayan elektrotların kullanıldığı yöntemlerde tepkimeler denge halindedir. 

Potansiyometride olduğu gibi hücrenin termodinamik niteliklerinin dikkate alındığı bu 

yöntemlerde elektrot tepkimesi için elektroda dışarıdan bir gerilim uygulanır (Ivaska, 

2008). 
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Polarize elektrotların kullanıldığı yöntemler olarak voltametri ve kulometri diğer 

yöntemlere kıyaslandığında spesifik ve hassasiyetleri bakımından öne çıkmaktadır. 

Voltametrik yöntemlerde hücre içinden geçen elektrik akımı, uygulanan gerilimin bir 

fonksiyonu olarak ölçülmektedir ve hedef analitin derişimine bağlı olarak doğrusal 

davranış sergilemektedir (Ivaska, 2008). 

Tez çalışmaları kapsamında kullanılan elektrokimyasal yöntemler gereç ve 

yöntem bölümünde detaylı olarak anlatılmıştır. 

1.5. Nanomalzemeler 

Geliştirilen sensörün çalışma potansiyeli veya hassasiyeti gibi birçok etmeni 

kontrol etmek ve hazırlanan sensöre yön verilebilmesi için çalışma elektrodunun 

yüzeyini modifiye etmek sıklıkla kullanılan bir yöntemdir. Günümüzde malzeme 

bilimi ve elektronik cihazlardaki gelişmeler, elektrokimyasal sensörler ile elde 

edilmesi istenen yüksek duyarlılık, seçicilik ve kullanım kolaylığı gibi gereksinimlerin 

karşılanmasında fayda sağlamaktadır. Boyutları 100 nanometre ve altında olan 

nanoboyutlu malzemelerin elektrokimyasal sensörlere entegre edilmesi, yüksek 

hassasiyet, seçicilik ve kullanım kolaylığı sağlayan biyosensörlerin geliştirilmesinin 

önünü açmıştır (Xie ve ark., 2022). 

Çalışma elektrotlarının yüzeyini modifiye etmek için nanomalzemelerin 

kullanılmaya başlanması 1990’lu yıllara dayanmaktadır. Nanomalzemeler, polimerler 

veya biyomalzemeler gibi çeşitli modifikasyon ajanları bu amaçla kullanılırken, 

elektrodepozisyon, damlatma veya içinde bekletme gibi farklı yöntemler ile yüzeyler 

modifiye edilebilir (Edwards ve ark., 2007). 

Nanoboyutlu malzeme olarak tanımlanan nanopartiküller, nanoküreler, 

nanokristaller, nanotüpler, nanoteller veya nanoçubuklar, hacimsel yapılarına kıyasla 

sahip oldukları üstün kimyasal ve fiziksel özellikleri sayesinde, yüksek aktiviteli 

katalizörlerin geliştirilmesi, yeni sensör platformlarının hazırlanması, hidrojen 



19 

üretimi, biyolojik analiz sistemleri veya tıp da görüntüleme cihazları gibi birçok farklı 

alanda kullanılmaktadır (Kant ve ark., 2022). 

Nanopartiküller kimyasal olarak oldukça aktif malzemelerdir. Bu malzemeler, 

iyileştirilmiş elektriksel, optik, manyetik ve mekanik özelliklere sahiptir. Yüksek 

yüzey/hacim oranı ve sağlayan nanopartiküller, boyutlarının yanı sıra kontrol 

edilebilinen şekillerinin ve morfolojilerinin sayesinde ön plana çıkmaktadır (Pramanik 

ve ark., 2021). 

Metalik ve metal oksit nanopartiküller, kolayca sentezlenebilmeleri, toksik 

olmamaları, uzun süreli kimyasal stabiliteleri, biyouyumlulukları, katalitik özellikleri 

ve sistemin elektron transfer özelliklerini iyileştirilmesi gibi avantajlar sunmaktadır. 

Altın nanopartiküller (Au NP’ler) yüzeylerine biyolojik moleküllerin kolay 

bağlanabilmesi, yüksek yüzey reaktivitesi ve kolay sentez prosedürleri nedeniyle, çok 

kullanılan metalik nanopartiküllerdendir. Platin nanopartiküller (Pt NP’ler) 

yükseltgenme ve indirgenme reaksiyonları da dahil olmak üzere farklı reaksiyonlarda 

katalitik olarak üstün aktivite ve kararlılık sergiledikleri için literatürde sıklıkla 

kullanılmaktadır (Khan ve ark., 2021 ve Pingarron ve ark., 2008). 

Metal oksit nanopartiküller arasında titanyum dioksit nanopartiküller (TiO2 

NP’ler) 3eV’ den yüksek elektron band boşluğuna sahip ve UV bölgede absorbsiyon 

veren partiküllerdir. TiO2 NP’lerin kimyasal olarak kararlı olmalarının yanı sıra, toksik 

olmamaları, ucuz olmaları, optik ve biyolojik özellikleri çeşitli uygulamalarda 

kullanımına olanak sağlamaktadır. Bir başka metal oksit nanopartikül olan çinko oksit 

nanopartiküller (ZnO NP’ler) geniş bant aralığına sahip ve yarı iletken olma 

özellikleriyle ön plana çıkmaktadır. ZnO NP’ler yüksek mekanik, termal ve kimyasal 

kararlılığa sahiptir. Yüksek bağlanma enerjileri, ekonomik olması, optik ve 

piezoelektrik özellikleri ve uygun nanopartiküller ile doplandığında sergiledikleri 

yüksek iletkenlikleri sayesinde çok geniş uygulama alanlarında kullanılmaktadır 

(Arığ, 2010 ve Shetti ve ark., 2019). 
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Biyosensör tasarımlarında, biyobileşenlerin en iyi immobilizasyonları için 

modifiye ajanlar olarak iletken veya fonksiyonelleştirilmiş polimerlerin kullanılması 

da dünya çapında son derece yaygındır. Polimerin en temel özelliği polimerin 

omurgasında ardışık olarak sıralanmış çift bağların bulunmasıdır. Karbon atomları 

arasında peşpeşe sıralanan tek ve çift bağlar, kuvvetli bir kimyasal bağ olan “sigma” 

bağı içerirken, her çift bağda daha zayıf ve az lokalize olmuş bir “pi” bağı 

bulunmaktadır. Ayrıca polimerlere elektron ve “boşluk” ların sayısını arttırmak için 

farklı dopant maddeler eklenerek iletkenlikleri arttırılabilir (Gerard ve ark., 2002). 

1.5.1. Moleküler Baskılı Polimerler 

Biyosensörlerin hazırlanmasında yüksek hassasiyet ve seçicilik en önemli 

parametrelerdir. Son yıllarda moleküler baskılı polimerler (MIP), hedef analitin 

tanınması için yapay yani hedef analite özel reseptörler olarak popüler hale gelmiştir. 

MIP’ler, yapısal olarak benzer moleküllere kıyasla, hedef analit için yüksek afinite ve 

seçicilik sergilerler. Ortam koşullarındaki sıcaklık, basınç ve pH’da meydana 

değişimlere karşı dirençleri yüksek iken, daha uzun süre stabiliteleri sayesinden birçok 

uygulamada kullanılmaktadırlar. Dahası MIP’ler, kolay hazırlanma prosedürleri, 

hazırlık maliyetlerinin düşük olması, tekrar kullanılabilme potansiyellerinin 

bulunması ve çeşitli dönüştürücülere uyarlanabilmesi gibi avantajlar sunmaktadır 

(Alvarez-Lorenzo ve Concheiro, 2013 ve Antuna-Jimenez ve ark., 2012). 

MIP’ler, antikorların ve enzimlerin karakteristik özelliği olan hedef analite seçici 

bağlanmayı taklit edebilen sentetik materyallerdir. MIP’lerin tasarımında asıl amaç hedef 

analiti biyolojik moleküller kadar iyi tanıyan sentetik reseptörlerin hazırlanmasıdır. Temel 

olarak MIP’ler de anahtar-kilit etkileşimine dayanmaktadır. Bu etkileşimden genellikle van 

der Waals bağları, hidrojen bağları, iyonik ve hidrofobik etkileşimler gibi non-kovalent 

bağlar etkili rol oynar. Bu bağlamda, MIP’lerin çalışma prensibi de sentetik polimerler 

içinde hedef analitin tanınması için yapay boşlukların oluşturulmasına dayanmaktadır. Şekil 

1.5’te görüleceği gibi, MIP yüzeylerin hazırlanması temel olarak üç ana basamaktan 

oluşmaktadır. Birinci basamak monomer ve şablon görevi gören hedef analit varlığında ön 
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polimerizasyon komplekslerinin oluşturulmasını kapsamaktadır. İkinci basamak ise 

hazırlanan kompleksin polimerizasyonunu kapsamaktadır. Son olarak, şablon görevi gören 

hedef analitin yüzeyden uzaklaştırılmasını içermektedir (Bozal Palabıyık ve ark., 2020 ve 

Selvolini ve Marrazza, 2017). 

Başarılı bir MIP temelli sensörün hazırlanması için kritik öneme sahip üç konu 

vardır: 1) Hedef analitin yeniden bağlanması sonucu elde edilen sinyali yüksek 

hassasiyetle ölçebilen dönüştürücünün geliştirilmesi; 2) Hedef analit ile optimum koşullar 

altında yüksek afinite ve özgüllük sergileyen baskılı polimerlerin seçilmesi; 3) geliştirilen 

MIP sensörünün dönüştürücü ile birleştirilmesi (Saylan ve Denizli, 2019). 

MIP’leri oluşturmak için 5 farklı temel bileşene ihtiyaç vardır. Bu bileşenler, 

fonksiyonel monomer, hedef analit (kalıp molekül), çapraz bağlayıcı, başlatıcı ve çözücüden 

oluşmaktadır. Stabil ve etkili bir MIP sensörü tasarımı için bu bileşenlerin en uygun şekilde 

seçilmesi de önem taşımaktadır (Saylan ve Denizli, 2019 ve Liu ve Dykstra, 2022). 

 

Şekil 1.5. Hedef analit için MIP hazırlama prosedürünün şematik gösterimi (Liu ve Dykstra, 

2022) 
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1.5.1.1. Hedef analit (Kalıp molekül) 

MIP sensörlerin tasarımında analizi yapılmak istenen ilaç, pestisit, protein veya 

hormon gibi pek çok molekül hedef analit (kalıp molekül) olarak seçilebilmektedir. 

Hedef analitler polimerizasyon sürecinde kararlı kalabilmelidir. Ayrıca, bu analitlerin 

kimyasal yapısı, polimerizasyonu etkileyebilecek fonksiyonel gruplar içermemelidir 

(Moreno ve ark., 2013). 

1.5.1.2. Fonksiyonel monomer 

MIP tasarımında kullanılan fonksiyonel monomer, yüzeydeki boşluklara hedef 

analitin bağlanması için gerekli fonksiyonel grupları sağlayan en kritik bileşendir. Bu 

yüzden, yüzeyde stabil bir polimer tabakası oluşturmak için hedef analit ile en uygun 

şekilde etkileşebilen monomerin seçilmesi önemlidir. Günümüzde, ticari olarak temin 

edilebildikleri gibi hedef analite özgü sentezlenebilen monomerlerin ucuz, kimyasal 

olarak kararlı, biyouyumlu ve toksik olmamaları gerekmektedir. Anilin, orto-

fenilendiamin (oPD), dopamin, etakrilik asit ve 2-akrilamido-1-etansülfonik asit gibi 

farklı maddeler MIP sensörlerde sıklıkla kullanılan monomerlere örnek olarak 

verilebilir (Adumitrăchioaie ve ark., 2018). 

1.5.1.3. Çapraz bağlayıcı 

Çapraz bağlayıcı, MIP sensörlerdeki boşlukları stabilize etmek, fonksiyonel 

bağlanma bölgelerini yerinde tutmak ve polimerin gözenekli yapısını arttırmak için 

kullanılan bileşendir. Ancak, çapraz bağlayıcıların kullanımı her zaman zorunlu 

değildir. Uygun miktarda çapraz bağlayıcı kullanılmadığı zaman, polimer yüzeyde 

istenilen düzeyde tanıma bölgeleri oluşmazken, aşırı miktarda kullanılırsa daha az 

sayıda tanıma bölgesi oluşabilir (Li ve ark., 2019). 
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1.5.1.4. Çözücü 

MIP yüzeylerde gözenek oluşturucu olarak işlev gören çözücüler, 

polimerizasyon reaksiyonu için ortamı oluşturarak hem kütle transferini 

kolaylaştırmak hem de hedef analitin bağlanma bölgelerine erişimini kolaylaştırmak 

için kullanılmaktadır. Kovalent baskılamada metanol veya dimetilformamit gibi polar 

çözücüler kullanılırken, kovalent olmayan baskılamada asetonitril, kloroform veya 

toluen gibi polar olmayan ya da düşük polaritedeki çözücüler kullanılmaktadır (Bozal 

Palabıyık ve Uslu, 2020 ve Moreno ve ark., 2013). 

1.5.1.5. Polimerizasyon başlatıcı 

Başlatıcılar polimerizasyonun başlamasını sağlamak için kullanılan azo- veya 

peroksi- yapılı bileşiklerdir. MIP’ler hazırlanırken başlatıcının kullanılmasıyla 

elektropolimerizasyon, fotopolimerizasyon veya serbest radikal polimerizasyonu 

süreçleri devam ederek polimer tabakaları oluşur. Ancak, çapraz bağlayıcı gibi 

başlatıcının da kullanımı her zaman zorunlu değildir (Moreno ve ark., 2013). 

MIP’lerin sergilediği yüksek seçicilik ve duyarlılık gibi avantajları geliştirilen 

sensörlerin kullanım performasını arttırmak için analitik uygulamalarda sıklıkla 

kullanılmaktadır. MIP’ler sahip oldukları kimyasal kararlılık sayesinde tıbbi teşhis, 

gıda analizi ve kalite kontrolü, çevre analizi, ilaç analizi ve biyomedikal uygulamalar 

gibi birçok farklı alanda araştırmacıların dikkatini çekmektedir (Rahman ve ark., 

2022). 

Son yıllarda, MIP’ler ve aptamerler çeşitli hedef analitlerin farklı matrislerden 

analizi için bağımsız olarak sıklıkla kullanılmaktadır. Yine de MIP ve aptamerlerin 

uygulamalarını sınırlayan bazı dezavantajlar bulunmaktadır. Bu dezavantajların 

üstesinden gelmek için MIP'lerin ve aptamerlerin birleştirilmesiyle hazırlanan hibrit 

sensörler, çok yönlü kullanım, hedef analite karşı artan özgüllük ve afinite gibi 

özellikleriyle ön plana çıkmaya başlamıştır (Ali ve Ömer, 2022). 
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1.6. Biyosensörlerde Validasyon 

İlaçlar, proteinler ve biyobelirteçler gibi kimyasal moleküllerin analizleri için 

geliştirilen yöntemlerin geçerliliğini göstermek metot validasyonu ile mümkün 

olmaktadır. Geliştirilen bir yöntemin uluslararası geçerliliğe sahip olması için, 

Uluslararası uyum konferansı (ICH, International Conference on Harmonization) ve 

FDA gibi uluslararası kuruluşlar tarafından belirlenen kurallar doğrultusunda 

validasyon çalışmaları yapılmalıdır (Kurbanoğlu ve ark., 2018).   

Geliştirilen analiz yöntemi için validasyon parametrelerinin belirlenmesi 

gerekliliği ilk kez 1978 yılında ABD’de ortaya atılırken, biyoanalitik yöntemlerin 

validasyon gereklilikleri ise 1991 yılında Karnes tarafından belirtilmiştir. 1992 yılında, 

Shah ve arkadaşlarının, "Analytical Methods Validation: Bioavailability, 

Bioequivalence and Pharmacokinetic Studies" kongresinde yayınladıkları raporda 

validasyon parametreleri için değerlendirme kriterleri ve kabul edilme limitleri 

belirlenmiştir (Karnes ve ark., 1991 ve Shah ve ark., 1992). 

Biyolojik kökenli moleküller kolaylıkla bozulabilirken, kontamine olma 

ihtimalleri yüksektir. Biyolojik moleküller oldukça hassas, saklama koşulları zordur. 

Sıcaklık ve pH gibi değişen ortam şartlarında farklı tepkimeler sergilerler. Bu yüzden, 

biyolojik moleküller ile çalışılırken ekstra özen ve önem gösterilmesi gerekmektedir. 

Geliştirilen biyosensörler genel olarak tek kullanımlık veya aynı gün içinde çok 

kullanımlık olarak tasarlanmaktadır. Biyosensörün raf ömrü incelenmek istenildiğinde 

başka maddelerden kontamine olmamasına dikkat edilerek saklanmalıdır. 

Tekrarlanabilirlik veya tekrar üretilebilirliklerinin değerlendirilmesi için ise farklı 

biyosensörler hazırlanmaktadır. Bu nedenle biyosensörlerde bağıl hata (BH) ve bağıl 

standart sapma (BSS) limitleri normal moleküllerin analizleri için belirlenen 

limitlerden daha geniştir (Aboul Enein ve ark., 2000 ve Huber, 2007). 
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1.6.1. İstatistiksel Hesaplamalar 

Geliştirilen bir yöntem için validasyon sonuçlarının yorumlanması ve 

değerlendirilmesi için bazı istatistiksel hesaplamalara ihtiyaç duyulmaktadır. Temel 

olarak bunlar; ortalama, standart sapma, BH ve BSS’dir. Ortalama değeri sonsuz 

sayıdaki örnek için gerçek ortalama veya sınırlı sayıda elde edilen sonuçlar için 

numune ortalaması olarak iki farklı şekilde hesaplanabilir. Ancak, pratik olarak sonsuz 

sayıda numune sonucu elde edilemeyeceği için, numune ortalaması (𝑥̅) sınırlı sayıda 

elde edilen sonuçların deney sayısına bölünmesiyle eşitlik 1.1’den 

hesaplanabilmektedir. Bu eşitlikte, numune sayısı (n) ile, numunelerin ölçüm sonuçları 

ise (𝑥̅𝑖)  ile gösterilmektedir (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996). 

𝑥̅ =
∑ 𝑥𝑖

𝑛
𝑖=1

𝑛
     (1.1) 

Standart sapma, elde edilen sonuçların birbirine yakınlığını göstermektedir. 

Standart sapmanın sonuçların “dağılımı” ile doğrudan ilişkilidir ve gerçek standart 

sapma (σ) veya numunenin standart sapması (S) olarak iki farklı şekilde 

hesaplanabilmektedir. Pratik olarak ölçüm sonuçlarını değerlendirmek için “S” eşitlik 

1.2’den hesaplanmaktadır (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996). 

𝑆 = √
∑ (𝑥𝑖−𝑥̅)2𝑛

𝑖=1

𝑛−1
     (1.2) 

Bağıl standart sapma (BSS), ölçüm değerleri arasındaki belirsizliğin ifade 

edilmesi için kullanılan bir istatistiksel terimdir. BSS, sonuçlarının dağılımının olması 

gereken değere uzaklığını belirtmektedir ve eşitlik 1.3’e göre % cinsinden 

hesaplanmaktadır (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996). 

%𝐵𝑆𝑆 =  
𝑆

𝑥̅
𝑥100     (1.3) 



26 

Bağıl hata (BH, %Sapma) ise doğruluk ile ilişkili bir istatistiksel terimdir. 

Kaynağı bilinen ve ölçülebilen hatalar sonucunda, ölçüm sonuçlarının ortalama değeri 

olması gereken değerden uzaklaşır ve bu sapma % cinsinden ifade edilmektedir. 

Numune ortalaması (𝑥̅) ve kabul edilen değer (μ) kullanılarak eşitlik 1.4’teki gibi 

hesaplanmaktadır (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015 ve Riley, 1996). 

𝐵𝐻 =  [
𝜇−𝑥̅

𝜇
] 𝑥100  (1.4) 

Biyosensörler kullanılarak özellikle kantitatif amaçlı geliştirilen yöntemlerde 

validasyon parametrelerinden seçicilik, doğruluk, doğrusallık ve kesinliğin mutlaka 

belirlenmesi gerekmektedir (FDA, 2003 ve FDA, 2015). 

1.6.2. Seçicilik 

Seçicilik, geliştirilen bir biyosensörün validasyonu için değerlendirilmesi 

gereken ilk ve ve önemli validasyon parametresidir. Seçicilik, hedef analit için 

geliştirilen yöntemin analiz ortamındaki safsızlıklar, bozunma ürünleri ve diğer 

bileşiklerden etkilenmeden doğru ve kesin olarak tayin edilebilmesidir. Analiz 

ortamındaki farklı maddelerin varlığı girişim etkisine sebep olarak analiz sonuçlarında 

hatalara yol açabilir. Bu yüzden geliştirilen bir yöntemin seçiciliği değerlendirilirken 

girişim etkisi yaratmayacak ortamda elde edilen sonuçlar ile biyolojik ortamda doğal 

olarak bulunan moleküller, safsızlıklar ya da hedef analit ile benzer yapıdaki 

moleküllerin eklendiği ortamda elde edilen sonuçlar karşılaştırılmaktadır (FDA, 2003; 

FDA, 2015; Peters ve Maurer, 2002 ve Srinubabu ve ark., 2006). 

1.6.3. Doğrusallık 

Doğrusallık, artan analit derişimlerine karşı ölçülen cevabın derişim ile doğru 

orantılı olmasını ifade etmektedir. Doğrusallığın belirlenmesi için en az beş farklı 

analit derişiminin cevabına bakılmalı ve her bir derişim için en az üç kez ölçüm 
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yapılmalıdır. Doğrusallığın incelenmesi için analit derişimine karşı ölçülen cevaplar 

grafiğe geçirilerek bir doğru denklemi elde edilir. Bu doğru denkleminden hesaplanan 

eğim (m), kesişim (n), korelasyon katsayısı (r) ve regresyon katsayısı (r2) parametreleri 

kullanılarak doğrusallık ifade edilmektedir. Geliştirilen yöntem ile hedef analit 

derişimin en yüksek ve en düşük olduğu doğrusal aralık ‘çalışma aralığı’ olarak 

tanımlanmaktadır. Geliştirilen bir yöntemin doğrusal olduğunun söylenmesi için r ve 

r2 değerlerinin 1’e oldukça yakın olması istenir (FDA, 2003; FDA, 2015; Peters ve 

Maurer, 2002 ve Srinubabu ve ark., 2006). 

Validasyon sonuçlarına göre doğrusallığı gösteren parametrelerden 

yararlanılarak, geliştirilen yöntemin performansı teşhis sınırı (TS, LOD) ve tayin alt 

sınırının (TAS, LOQ) hesaplanmasıyla da gösterilebilir. Eşitlik 1.4 ve 1.5’ten 

görüleceği gibi, TS ve TAS hesaplamaya dayalı olarak, çalışma aralığında en düşük 

derişim için elde edilen cevabın standart sapması ve doğrusallık grafiğinin eğimi 

oranlanarak hesaplanabilir. TAS doğrusal çalışma aralığındaki en düşük derişimden 

büyük, TS’nda ise küçük olamaz (Özkan, 2012 ve Özkan ve ark., 2015). 

𝑇𝑆 =  
3,3 𝑥 𝜎

𝑚
  (1.5) 

𝑇𝐴𝑆 =  
10 𝑥 𝜎

𝑚
  (1.6) 

TS ve TAS, gözleme dayalı olarak da belirlenebilmektedir. TS, hedef analit için 

cevabın gözlenebildiği en düşük derişim noktası iken, TAS ise hedef analit miktarının 

kesin ve doğru olarak tayin edilebildiği en düşük derişim noktasıdır. Ayrıca, TS ve 

TAS değerleri sinyalin gürültüye oranlanması ile de belirlenebilmektedir. Elde edilen 

cevabın, ortam gürültüsüne oranı 3’e eşit olduğu nokta TS derişimi, 10’a eşit olduğu 

nokta ise TAS derişimi olmaktadır (Özkan, 2012 ve Özkan ve ark., 2015). 
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1.6.4. Duyarlılık 

Duyarlılık, doğrusal çalışma aralığında elde edilen kalibrasyon doğrusunun 

eğimi ile ifade edilmektedir. Doğrunun eğiminin artması duyarlılığı arttırmaktadır. 

Duyarlılık, geliştirilen yöntemin, literatürde daha önce rapor edilmiş yöntemler ile 

karşılaştırılması açısından önem taşımaktadır (Özkan, 2012 ve Özkan ve ark., 2015). 

Ayrıca TS değeri de duyarlılığının değerlendirilmesi için kullanılmaktadır. 

Geliştirilen yöntem için kalibrasyon doğrusunun eğimi ne kadar büyük, TS değeri de 

ne kadar küçük ise yöntem o kadar duyarlıdır (Özkan, 2012 ve Özkan ve ark., 2015). 

1.6.5. Kesinlik 

Kesinlik, geliştirilen bir yöntem için tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik 

(tekrar üretilebilirlik) ya da tekrarlanabilirliğin ölçüsü olarak hesaplanan validasyon 

parametresidir. Kesinlik, aynı gün veya farklı günlerde, birden fazla ölçüm sonucunun 

değerlendirilmesi ile belirlenirken, elde edilen bu sonuçların birbirine yakınlığının 

ifadesidir. Bir yöntemin kesinliği üç farklı aşamada %BSS değerlerinin hesaplanması 

ile belirlenebilir (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015 ve Peters ve Maurer, 2002). 

Tekrarlanabilirlik: Optimum deneysel şartlarda, aynı çözelti, numune ve araç 

gereçler kullanılarak kısa bir süre zarfından gerçekleştirilen ölçüm sonuçlarının 

değerlendirilmesidir (Özkan, 2012 ve Özkan ve ark., 2015). 

Orta kesinlik: Geliştirilen bir yöntem ile elde edilen sonuçları etkileyebilecek 

gün, analizci, kullanılan cihaz veya laboratuvar içindeki farklılıklar gibi parametrelerin 

değerlendirilmesi için kullanılan ve %BSS ifade edilen kesinlik ölçüsüdür (Özkan, 

2012 ve Özkan ve ark., 2015). 

Tekrar elde edilebilirlik (tekrar üretilebilirlik): Aynı hedef analit için, optimum 

analiz şartlarında geliştirilen yönteminin farklı laboratuvar ortamında veya aynı 
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laboratuvarda farklı cihazlar (farklı biyosensörler) kullanılarak daha geniş bir zaman 

aralığında elde edilen ölçüm sonuçlarının %BSS cinsinden ifade edilmesidir (Özkan, 

2012 ve Özkan ve ark., 2015). 

Her zaman zorunlu olmasa da son yıllarda kesinliğin içinde değerlendirilen 

tutarlılık ise geliştirilen bir yöntemin farklı laboratuvar, cihaz ve analizci ile 

serisi/markası değişen kimyasallar ile ölçümlerin tekrarlanmasını ifade eden 

validasyon parametresidir (FDA, 2003 ve FDA, 2015). 

1.6.6. Doğruluk 

Doğruluk, geliştirilen yöntem ile elde edilen cevapların, referans değere 

yakınlığının bir göstergesidir. Yöntemin doğruluğu için, elde edilen bu cevapların 

referans değere mümkün oldukça yakın olması istenir. Analitik yöntemlerde 

doğruluğun belirlenmesi için “geri kazanım” yolu izlenebilir. Geri kazanım 

çalışmaları, analiz ortamına dışardan ilave edilen hedef analitin, analiz ortamından 

hangi oranda geri kazanılabildiğini göstermek için gerçekleştirilir (FDA, 2003; FDA, 

2015 ve Peters ve Maurer, 2002). 

Ayrıca, doğruluk, geliştirilen yöntemin referans bir yöntem ile 

karşılaştırılmasıyla, hedef analitin kör matris ortamına ilave edilmesiyle ve standart 

ekleme yöntemleri kullanılarak değerlendirilebilir. Doğruluk için elde edilen sonuçlar 

%BSS ve/veya %BH değerleri raporlanarak verilir (FDA, 2003; FDA, 2015 ve Peters 

ve Maurer, 2002). 

1.6.7. Sağlamlık 

Sağlamlık, geliştirilen bir yöntemin güvenilirliğini değerlendirmek için 

kullanılan bir validasyon parametresidir. Ortam sıcaklığı, çözeltilerin pH’sı, kullanılan 

tamponların derişimi gibi deneysel şartlarda meydana gelen küçük değişiklerin analiz 



30 

sonuçlarını etkilemediğinin göstergesidir (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015 ve FDA, 

2015). 

1.6.8. Stabilite 

Validasyon çalışmalarında her zaman zorunlu olmayan bu parametre geliştirilen 

yöntemin güvenilirliği ve sağlamlığıyla doğrudan ilişkilidir. Analit, numune ve 

tampon çözelti gibi kullanılan tüm çözeltilerin stabiliteleri değerlendirilmelidir. 

Biyosensör çalışmalarında kullanılan biyolojik moleküller kolayca kontamine 

olabilirler. Bu yüzden hazırlanan biyosensörlerin farklı bileşiklerden kontamine 

olmadan saklanması gerekmektedir (Özkan, 2012; Özkan ve ark., 2015; FDA, 2003 

ve FDA, 2015). 

Literatür çalışmaları incelendiğinde (Çizelge 1.1) farklı biyolojik örneklerden 

Leptin tayinine yönelik çoğunlukla antikor temelli immunosensör bulunmaktadır. 

Ancak, antikorların üretiminde canlı hayvana ihtiyaç duyulması, yüksek sıcaklıklarda 

kararsız yapıları, daha kısa raf ömürleri gibi dezavantajları vardır. Son yıllarda, 

aptamerler ekonomik, daha uzun süre kararlı kalabilme ve kolay üretim süreçlerine 

sahip olmalarından dolayı antikorlara rakip moleküller olarak ilgi görmektedir. 

Bu tez çalışması kapsamında, Leptin tayinine yönelik ilk kez aptamer temelli 

elektrokimyasal biyosensörlerin geliştirilmesi amaçlanmıştır. Biyobileşen olarak 

sadece aptamerler kullanılarak farklı modifikasyon yüzeylerinde etiketsiz bir 

impedimetrik aptasensör ve voltametrik temelli bir sandviç aptasensör geliştirilmiştir. 

Ayrıca aptamerler ve MIP’ler ile birleştirilerek Leptin’in ultra hassas ve seçici tayini 

için hibrit sensör tasarlanmıştır. Bu sensörlerin hassasiyetini arttırmak için elektrot 

yüzeyleri metal, metal oksit ve polimerik nanomalzemelerle modifiye edilmiştir. 

Ayrıca, geliştirilen aptasensörler ve hibrit sensör kullanılarak Leptin’in insan serum 

ve plazma örneklerinden analizi başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 1.1. Leptin tayinine yönelik yapılmış çalışmalar 

Ölçüm prensibi Elektrot 
Sensör 

tasarımı 
Biyobileşen 

Doğrusal 

aralık 

(pg/mL) 

TS 

(pg/mL) 
Uygulama Ref. 

Elektrokimyasal 

immunosensör 
CKE 

Glu/AuNPs/PG-

BP 
Antikor 0,150-2500 0,036 

İnsan serum 

örneği 

Cai ve ark., 

2019 

Elektrokimyasal 
biyosensör 

CKE SWCNTs/CS Antikor 0-1000 1,5 
İnsan serum 

örneği 
Zhang ve ark., 

2018 

Elektrokimyasal 

immunosensör 
PBKE Strept-MBs Antikor 5-100 0,5 

İnsan serum 

ve anne sütü 
örnekleri 

Ojeda ve ark., 

2013 

Elektrokimyasal 
immunosensör 

PBE 

EDC/NHS/MP

A/Au/Ce3NbO7/

CeO2 

Antikor 0,5,12, 000 0,138 
İnsan plazma 

örneği 
Liu ve ark., 

2021 

Elektrokimyasal 
immunosensör 

Grafit 
kağıt 

EDC-NHS/PGA Antikor 0,2-20 0,00813 
İnsan serum 

örneği 

Özcan ve 

Sezgintürk, 

2021 

Elektrokimyasal 
MIP sensör 

Altın 
elektrot 

PP/MIP - 
1000-
32,000 

110 
İnsan serum 

örneği 
Mihailescu ve 

ark., 2020 

Elektrokimyasal 

immunosensör 
CKE 

Protein 

G/PPy/PPa/Au 
Antikor 1x104

-1x108 1x104 
İnsan serum 

örneği 

Chen ve ark., 

2010 

Elektrokimyasal 
immunosensör 

CKE SWNTs/CS Antikor 50-5x105 30 
İnsan serum 

örneği 
Dong ve ark., 

2014 

Elektrokimyasal 

immunosensör 
ITO-PET CNBr/HMDC Antikor 0,05-100 0,0287 

İnsan serum 

örneği 

Uludağ ve 

Sezgintürk, 
2022 

Elektrokimyasal 

immunosensör 
CKE 

rGO-Au-ZZ-

BNC 
Antikor 0,001-1000 0,00087 

Fare serum 

örneği 
Zhang ve ark., 

2022 

Elektrokimyasal 
immunosensör 

CKE APTMS/AuNP Antikor 
0,00012-

2600 
0,00025 - 

Shukla ve ark., 
2022 

Kemilüminesans 

immunosensör 

Optik 

cam 

Fe3O4/polidopa

mine/Au 
Antikor 1-800 0,3 

İnsan serum 

örneği 
He ve ark., 2015 

Kemilüminesans 

immunosensör 

Kuyucuk

lu plaka 

Hemin/G-
quadruplex 

DNAzymes 

Antikor 10-1000 1,9 
İnsan serum 

örneği 
He ve ark., 2013 

ELISA PBKE DTSSP Antikor 100-20,000 33 
Fare plazma 

örneği 

Sung ve Seok 

Heo, 2021 

Floresans 

aptasensör 
- 

Aptamer 

kompleks 
Aptamer 10-1000 10 

İnsan tükürük 

örneği 

Cavallo ve ark., 

2021 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Tez Çalışmaları Kapsamında Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tez çalışmaları kapsamında kullanılan kimyasal maddeler, saflık dereceleri ve 

temin edildikleri firmalar Çizelge 2.1 ve çizelge 2.2.’ de detaylandırılmıştır. 

Çizelge 2.1. Tez çalışmaları kapsamında kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal Madde 
Saflık 

Derecesi (%) 
Firma 

Leptin ≥97 Sigma-Aldrich 

Titanyum dioksit nanopartiküller (TiO2 NP’ler) ≥99 Sigma-Aldrich 

Çinko oksit nanopartiküller (ZnO NP’ler) ≥99 Sigma-Aldrich 

Platin nanoküreler (Pt NK’ler) - Sigma-Aldrich 
Tetra kloroaurik asit (HAuCl4) ≥99 Sigma-Aldrich 

Etanol ≥99,8 Sigma-Aldrich 

Potasyum klorür (KCl) ≥99 Sigma-Aldrich 

Sodyum klorür (NaCl) ≥99 Sigma-Aldrich 

Magnezyum klorür (MgCl2) ≥99 Sigma-Aldrich 

Potasyum ferrisiyanür (K3[Fe(CN)6]·3H2O) ≥99 Sigma-Aldrich 

Potasyum ferrosiyanür (K4[Fe(CN)6]·3H2O) ≥99 Sigma-Aldrich 

6-merkapto-1-hekzanol (6-MCH) 97 Sigma-Aldrich 

Dietanolamin (DEA) ≥98 Sigma-Aldrich 

Streptavidin-alkalen fosfataz (Strep-ALP) - Sigma-Aldrich 

α-naftil fosfat ≥98 Sigma-Aldrich 

Ortofenilendiamin (oPD) ≥99 Sigma-Aldrich 
Tris hidroksimetil aminometan hidroklorür (TRIS-HCl) ≥99 Sigma-Aldrich 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ≥99 Sigma-Aldrich 

Asetik asit  - Sigma-Aldrich 
Sodyum dodesil sülfat (SDS) ≥97 Sigma-Aldrich 

Ticari insan serumu - Sigma-Aldrich 

Ticari insan plazması - Sigma-Aldrich 

İnsan serum albümini (HSA) ≥98 Sigma-Aldrich 

Sığır serum albümini (BSA) ≥98 Sigma-Aldrich 

Haptoglobin ≥95 Sigma-Aldrich 

Glukoz ≥99,5 Sigma-Aldrich 

Glutatyon Referans standart Sigma-Aldrich 

Norepinefrin Referans standart Sigma-Aldrich 

l-sistein ≥98 Sigma-Aldrich 

l-lizin ≥98 Sigma-Aldrich 

Dopamin Referans standart Sigma-Aldrich 

Askorbik asit 99 Sigma-Aldrich 

Parasetamol Referans standart Sigma-Aldrich 

İnterleukin-6 (IL-6) ≥97 Sigma-Aldrich 

C- reaktif protein (CRP) - Abcam 

Tümör nekroz faktör-Α (TNF-α) - Abcam 
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Çizelge 2.2. Tez çalışmaları kapsamında kullanılan aptamer dizileri 

Aptamer dizisi Kısaltması 

Saflık 

Derecesi 

(%) 

Firma 

5' ´ -SH-(CH2)6- 

GTTAATGGGGGATCTCGCGGCCGTTCTTGTTGCTTATACA-3' 
Apt1 HPLC Metabion 

3'-(Biotin)-( Trietilen Glikol)-

CAATTACCCCCTAGAGCGCCGGCAAGAACAACGAATATGT-5' 
Apt2 HPLC Metabion 

2.2. Tez çalışmaları Kapsamında Kullanılan Cihazlar ve Ekipmanlar 

Tez çalışmaları kapsamında kullanılan sarf malzemeler ve cihazlar marka ve 

modelleri belirtilerek çizelge 2.3’ de detaylandırılmıştır. 

Çizelge 2.3. Tez çalışmaları kapsamında kullanılan sarf malzemeler ve cihazlar 

Sarf malzeme/Ekipman Marka-Model 

Perde baskılı elektrot (PBE) Dropsens DRP-C110 

Potansiyostat – galvanostat sistemi 
AUTOLAB 302N-PGSTAT /NOVA 2.1.2 yazılımı (Eco Chemie, 

Hollanda) 

pH Metre ORION 720A (Thermo Fisher, Massachusetts, ABD) 

Hassas Terazi KERN, ABT 220-5DM 

Vorteks karıştırıcı ISOLAB Laborgeräte GmbH (Eschau, Almanya) 

Ultrasonik Banyo Bandelin SONOREX (Bandelin Electronic GmbH & Co. KG) 

Farklı hacimlerde kapaklı cam balon 

jojeler 
ISOLAB Laborgeräte GmbH (Eschau, Almanya) 

Otomatik mikro pipetler ve uygun 

pipet uçları 

Eppendorf AG (Almanya)/ ISOLAB Laborgeräte GmbH (Eschau, 

Almanya) 

Ultra saf su cihazı PURELAB Option-Q (ELGA LabWater, Birleşik Krallık) 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ZEISS EVO 40 (Merlin, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) 

X-ışını difraktometresi (XRD) 
APD 2000 PRO (G.N.R. s.r.l.-Analytical Instruments Group, Agrate 

Conturbia NO, İtalya) 

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) NanoMagnetics marka AFM sistemi 

2.3. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Çözeltiler ve Çözeltilerin 

Hazırlanması 

TiO2 NP’lerin hazırlanması 

4,0 mg, 2,0 mg, 1,0 mg ve 0,5 mg TiO2 NP’ler ayrı olarak hassas terazide 

tartıldıktan sonra, her birine 1 mL etanol çözeltisi ilave edilmiş ve ultrasonik banyoda 

1 saat karıştırılmıştır. 
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ZnO NP’lerin hazırlanması 

1,0 mg, 0,5 mg, 0,25 mg ve 0,1 mg ZnO NP’ler ayrı olarak hassas terazide 

tartıldıktan sonra, her birine 1 mL etanol çözeltisi ilave edilmiş ve ultrasonik banyoda 

1 saat karıştırılmıştır. 

HAuCl4 çözeltisinin hazırlanması 

50 mM’lık HAuCl4 stok çözeltisi hazırlamak için, 170 mg HAuCl4 hassas olarak 

tartılmış ve 10 mL ultra saf su ile tam olarak çözünmesi sağlanmıştır. Au NP’lerin 

elektrodepolanması için bu çözeltiden yeterli hacimde alınarak 0,1 M KCl çözeltisinde 

gerekli seyreltmeler yapılmıştır. 

Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin hazırlanması 

Tüm elektrokimyasal ölçümlerde kullanılan 5 mM redoks çözeltisini hazırlamak 

için, 0,165 g K3Fe(CN)6, 0,211 g K4Fe(CN)6, ve 0,745 g KCl hassas olarak tartılıp, 

100 mL balon joje içerisinde ultra saf su ile hazırlanmıştır. 

TRIS-HCl tampon çözeltisinin hazırlanması 

20 mM TRIS-HCl tampon çözeltisini hazırlamak için 0,315 g TRIS-HCl, 0,584 

g NaCl, 1, 49 g KCl ve 0,048 g MgCl2’den hassas olarak tatılıp ultra saf suda 

çözüldükten sonra, toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmış ve pH 7,4’e ayarlanmıştır. 

6-MCH çözeltisinin hazırlanması 

Spesifik olmayan bağlanmaları önlemek için 1 mM 6-MCH çözeltisi, yoğunluğu 

0,981 g/mL olan %97’lik 6-MCH’den 2,82 μL alınarak 20 mL’ye ultra saf su ile 

tamamlanarak hazırlanmıştır. 
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Tris-EDTA (TE) tampon çözeltisinin hazırlanması 

Aptamer stok çözeltilerini hazırlamak için 10 mM Tris-HCl ve 1 mM EDTA 

içeren TE tampon çözeltisi litresinde 1,576 g Tris-HCl ve 0,372 g EDTA içerecek 

şekilde hazırlanmıştır. Çözeltinin pH'sı 0,5 M NaOH kullanılarak 8,0’e ayarlanmıştır. 

Stok aptamer çözeltilerinin hazırlanması 

100 µM tiyol modifiye Apt1 ve 100 µM biyotin modifiye Apt2 stok çözeltileri 

pH 8,0 TE tamponunda çözülerek hazırlanmıştır. Hazırlanan bu stok çözeltilerden 

farklı derişimlerdeki aptamer çözeltileri de TE tampon çözeltisi kullanılarak 

hazırlanmış ve -20 °C’de saklanmıştır. 

Stok Leptin çözeltisinin hazırlanması 

Uygun miktarda katı Leptin alınarak derişimi 1,0 mg/mL olacak şekilde Tris-

HCl (20 mM, pH 8,0) tampon çözeltisinde hazırlanmıştır. Hazırlanan bu stok 

çözeltilerden farklı derişimlerdeki Leptin çözeltileri de Tris-HCl tampon çözeltisi 

kullanılarak hazırlanmış ve -20°C’de saklanmıştır. 

DEA tampon çözeltisinin hazırlanması 

0,1 M (pH 9,6) DEA tamponu hazırlamak için, 0,49 mL DEA çözeltisi, 4,76 mg 

MgCl2 ve 0,373 mg KCl hassas olarak tartılıp ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlanmış 

ve çözeltinin pH'sı 0,5 M NaOH kullanılarak 9,6’ya ayarlanmıştır. 

Strep-ALP enzim konjugatı çözeltisinin hazırlanması 

Stok Strep-ALP enzimi 2 mL DEA tamponunda çözülerek 1407 U/1 mL 

derişimde olacak şekilde hazırlanmıştır. Enzim-BSA karışımı, sırasıyla 1U/mL strep- 
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ALP enzimi ve 8 mg/mL BSA içerecek şekilde DEA tamponu kullanılarak 

hazırlanmıştır. 

α-naftil fosfat çözeltisinin hazırlanması 

1 mg α-naftil fosfat hassas olarak tartılıp, 1 mL DEA tampon çözeltisinde 

çözülerek hazırlanmıştır. 

Ticari insan serum ve plazma örneklerinin hazırlanması 

ABD kaynaklı erkek plazmasından elde edilmiş insan serumu ve insan plazması 

örnekleri ticari olarak satın alınmıştır. Öncelikle bu çözeltiler 1:10 (h:h) oranında Tris-

HCl (20 mM, pH 8,0) tampon çözeltisi kullanılarak seyreltmiştir. Geliştirilen her 

sensör için bellirli miktarlarda Leptin çözeltisi bu örneklere ilave edilmiş ve geri 

kazanım çalışmaları için kullanılmıştır. 

Seçicilik çalışmalarında kullanılan çözeltilerinin hazırlanması 

Geliştirilen sensörlerin seçiciliklerini incelemek için HSA, BSA, haptoglobin, 

glukoz, glutatyon, norepinefrin, l-sistein, l-lizin, dopamin, askorbik asit ve 

parasetamol belirlenen derişimlerdeki stok çözeltileri ultra saf suda hazırlanmıştır. 

2.4. Leptin Tayini İçin Etiketsiz Aptasensörün Hazırlanması 

Tez çalışmaları kapsamında, Leptin tayini için etiketsiz aptasensörün hazırlık 

basamakları Şekil 2.1’de gösterilmektedir. İlk modifikasyon adımı olarak 10 µL TiO2 

NP’ler (1,0 mg/mL) PBE çalışma yüzeyine damlatılarak, oda koşullarında tam olarak 

kurumaya bırakılmıştır. İkinci adımda, elektrot yüzeyinde Au NP’lerin 

elektrokimyasal olarak biriktirilmesi sağlanmıştır. Bu amaçla 1 mM HAuCl4 

çözeltisinde 60 µL elektrot yüzeyine damlatılmış, 50 mV/s tarama hızında (-0,3)-
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(+1,2) V potansiyel aralığında, 15 döngü sayısı ile dönüşümlü voltametri (DV) tekniği 

kullanılarak elektrokimyasal biriktirilmesi gerçekleştirilmiştir (Chiang ve ark., 2019). 

Modifiye yüzey ultra saf su ile yıkanıp kurutulduktan sonra kullanılmıştır. Daha sonra, 

1, 5 µM Apt1 çözeltisi modifiye elektrot yüzeyine damlatılmış +4°C’de 3 saat 

bekletilmiştir. Yüzey Tris-HCl yıkama çözeltisi ile yıkandıktan sonra, spesifik 

olmayan bağlanmaları önlemek için 6-MCH ile 1 saat etkileştirilmiştir. Bir sonraki 

adımda, yıkama çözeltisi yıkanan yüzeye artan konsantrasyon Leptin çözeltisi 

damlatılmış ve 30 dakika etkileşim süresi sonunda geliştirilen aptasensör ölçümler için 

hazır hale gelmiştir. Son olarak, 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinden 60 µL 

aptasensör yüzeyine damlatılmış ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) 

ölçümleri alınmıştır. 

 

Şekil 2.1. Geliştirilen etiketsiz aptasensörün hazırlık basamaklarının şematik olarak gösterimi 
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2.5. Leptin Tayini İçin Sandviç Tip Aptasensörün Hazırlanması 

Tez çalışmaları kapsamında, Leptin tayini için sandviç tip aptasensörün hazırlık 

basamakları Şekil 2.2’de gösterilmektedir. İlk olarak, 0,25 mg/mL derişimindeki ZnO 

NP’lerden 10 µL PBE çalışma yüzeyine damlatılmış ve oda koşullarında tam olarak 

kurumaya bırakılmıştır. Sonraki adımda, 60 µL HAuCl4 (1 mM) çözeltisi sensör yüzeyinde 

Au NP’lerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi için damlatılmıştır. 50 mV/s tarama 

hızında (-0,3)-(+1,2) V potansiyel aralığında ve 15 döngü sayısı ile DV tekniği kullanılarak 

ZnO NP’ler/PBE yüzeyi Au NP’ler ile modifiye edilmiştir. Modifiye elektrodun yüzeyi 

ultra saf su ile yıkanıp kurutulduktan sonra Apt1 immobilizasyonu için kullanılmıştır. Daha 

sonra 0,5 µM Apt1 çözeltisi Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE’nin yüzeyine damlatılmış ve 

hazırlanan elektrot 1 gece boyunca (yaklaşık 16 saat) +4°C’de bekletilmiştir. Yüzey yıkama 

çözeltisi ile yıkandıktan sonra, 1 saat boyunca spesifik olmayan bağlanmaları önlemek 

amacıyla 6-MCH ile etkileştirilmiştir. Apt1 modifiye elektrot artan derişimlerde Leptin 

çözeltisi ile 30 dakika boyunca etkileştirildikten sonra yıkama çözeltisi ile tekrar yıkanmıştır. 

Bu işlem sonrasında, sandviç temelli aptasensörü oluşturmak için, 1,5 µM biyotin modifiyeli 

Apt2 çözeltisi yüzeye damlatılmış ve 30 dakika boyunca Apt2-Leptin etkileşimi 

sağlanmıştır. Hazırlanan yüzeye Strep-ALP enzim konjugatı damlatılarak 20 dakika 

boyunca etkileştirilmiş ve ardından yüzey 0,1 M DEA tamponu ile yıkanmıştır. Son 

basamakta ise, geliştirilen aptasensör yüzeyine 1,0 mg/mL α-naftil fosfat damlatılmış ve α-

naftol oluşumu için 20 dakika bekletildikten sonra α-naftol sinyalini takip etmek için 

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ölçümleri alınmıştır (Rapini ve Marrazza, 2017). 

 

Şekil 2.2. Geliştirilen sandviç tip aptasensörün hazırlık basamaklarının şematik olarak gösterimi 
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2.6. Leptin Tayini İçin Apt-MIP Hibrit Sensörün Hazırlanması 

Tez çalışmaları kapsamında, Leptin tayini için Apt-MIP hibrit sensörün hazırlık 

basamakları Şekil 2.3’te gösterilmektedir. Öncelikle elektrotların modifikasyonu için 10 

µL Pt NK’ler (0,02 µg/mL) PBE yüzeyine damlatılmış, oda sıcaklığında tam olarak 

kuruması sağlandıktan sonra yüzey ultra saf su ile yıkanmıştır. Sonraki aşamada, Au 

NP’ler, Pt NK’ler/PBE yüzeyine DV yöntemi kullanılarak elektrokimyasal olarak 

biriktirilmiştir. Bu amaç doğrultusunda 0,1 M KCl içerisinde 1 mM HAuCl4 içeren 

çözeltiden 60 μL alınarak elektrot yüzeyine damlatılmıştır. DV yönteminin çalışma 

şartları, 50 mV/s tarama hızında (-0,3)-(+1,2) V potansiyel aralığında, 15 döngü sayısını 

kapsamaktadır. Apt-MIP hibrit sensörünün hazırlanması için ikinci aşamada TE tampon 

çözeltisi içinde hazırlanan Apt1 çözeltisi (1,5 µM) 95 °C'de 2 dakika bekletilmiştir. Apt1 

çözeltisi oda sıcaklığına geldikten sonra, bu çözelti 25 pg/mL Leptin 37 °C'de 1 saat 

inkübe edilmiştir. Daha sonra, elde edilen Apt[Leptin] kompleksinin 10 µL'si Pt 

NK’ler/Au NP’ler/PBE'nin yüzeyine damlatılmış ve 1 gece boyunca +4 °C’de 

bekletilmiştir. Elde edilen elektrot, bu adımda Apt[Leptin]/Pt NK’ler/Au NP’ler/PBE 

olarak adlandırılmıştır. Moleküler baskılama adımına geçmeden önce Apt[Leptin] 

kompleks oluşumundan sonra yüzeyde kalabilecek olası serbest aptamer moleküllerini 

doyurmak için 10 µL Leptin (25 pg/mL) yüzeye damlatılarak 20 dakika bekletilmiştir ve 

ardından modifiye elektrot yüzeyi durulanmıştır. Apt-MIP hibrit sensörünün 

hazırlanmasının son aşamasında, birinci aşamadan elde edilen Apt[Leptin]/Pt NK’ler/Au 

NP’ler/PBE'nin yüzeyi üzerinde oPD polimerinin elektropolimerizasyonu ile MIP 

oluşumu gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, oPD (5 mg/ 5 mL), modifiye elektrot yüzeyine 

damlatılmış 0 ile 0,8 V (tarama hızı 50 mV/s) potansiyel aralığında ardışık 30 döngü 

uygulanarak DV yöntemi ile elde edilmiştir. Daha sonra, polimer kaplı elektrot 

(oPD/Apt[Leptin]/Pt NK’ler/Au NP’ler/PBE) yüzeyinden Leptin moleküllerini çıkarmak 

için %5 (h/h) asetik asit ve %5 (a/h) sodyum dodesil sülfatın (SDS) ile 1:1 oranında 

karıştıralarak hazırlanan uzaklaştırma çözeltisi kullanılmıştır. MIP temelli sensörün 

oluşturulması için oPD/Apt[Leptin]/ Pt NK’ler/Au NP’ler/PBE 30 dakika uzaklaştırma 

çözeltisinde bekletildikten sonra, yüzey yıkanmıştır. Ek olarak, önerilen hibrit sensörün 

etkinliğini doğrulamak için, aynı prosedür kullanılarak, ancak Leptin içermeyen 

moleküler baskılı olmayan bir polimer yüzey (NIP) hazırlanmıştır. En son aşamada sensör 
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yüzeyine artan konsantrasyonlarda Leptin ilave edilerek 60 dakika bağlanma süresinin 

sonunda 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin DPV ölçümleri alınmıştır. 

 

Şekil 2.3. Geliştirilen Apt-MIP hibrit sensörün hazırlık basamaklarının şematik olarak 

gösterimi 

2.7. Tez Çalışmaları Kapsamında Kullanılan Yöntemler 

2.7.1. Voltametri 

Voltametri, polarize olabilen bir çalışma elektrodu ile referans elektrot arasına bir 

potansiyel uygulandığı zaman, bu potansiyelin bir fonksiyonu olan ve çalışma elektrodu 

ile yardımcı elektrot arasında okunan akımın ölçülmesi ilkesine dayanır. Voltameteri, elde 

edilen bu akım cevabına bağlı olarak hedef analit için bilgi edinmeyi sağlayan bir grup 

elektrokimyasal yöntemlerdir. Voltametri kullanılarak elde edilen potansiyel-akım eğrileri 

“voltamogram” olarak adlandırılmaktadır (Bard ve ark., 2001).  

Voltameteride çalışma elektroduna değeri zamanla değişen potansiyel 

uygulanması için farklı dalga şekillerine sahip uyarma sinyalleri kullanılabilmektedir. 

Voltametrik yöntemlerde en çok kullanılan uyarma sinyalleri Çizelge 2.4’te 

gösterilmiştir. Voltametrik yöntemlerin sahip oldukları avantajlar sayesinde ilaç etken 

maddeleri ve biyobelirteç analizleri, gıda, çevre ve adli tıp gibi birçok farklı alanda 

uygulaması bulunmaktadır (Bard ve ark., 2001 ve Skoog ve ark., 2007). 
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Çizelge 2.4. Voltametride kullanılan uyarma sinyalleri (Skoog ve ark., 2007) 

İsim Dalga şekli Voltametri türü 

Doğrusal taramalı 

 

Polarografi 

Hidrodinamik voltametri 

Diferansiyel puls 

 

Diferansiyel puls 

voltametrisi 

Kare dalga 

 

Kare dalga voltametrisi 

Üçgen 

 

Dönüşümlü voltametri 

2.7.1.1. Dönüşümlü voltametri 

Dönüşümlü voltametri (DV) günümüzde en yaygın kullanılan elektrokimyasal 

yöntemlerin başında gelmektedir. Her ne kadar kalitatif amaçlı analizlerde kullanımı 

daha az olsa da indirgenme/yükseltgenme tepkimelerinin incelenmesinden, tepkimeye 

giren maddelerin veya oluşan ürünlerin tayinlerinde, elektrot mekanizmalarının 

incelenmesinde veya kinetik çalışmalarda sıklıkla kullanılmaktadır. Bu yöntemde, 

potansiyel doğrusal olarak bir pik noktasına kadar kayar ve aynı hızda başlangıç 

noktasına kadar geri döner. Potansiyeldeki bu değişime karşı farklı akım cevapları 

oluşur. Bu yüzden, DV’de okunan akım değerleri gerilimin bir fonksiyonu olarak 

ölçülmektedir (Bard ve ark., 2001; Marken ve ark., 2010 ve Skoog ve ark., 2007). 
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1960’lı yıllarda Nicholson ve Shain tarafından geliştirilen DV, elde edilen akım 

gerilim eğrisinin şekline tamamen bağımlı olmadan analizi mümkün kılmak için 

tasarlanmış daha basit bir yöntemdir.  DV yöntemi kullanılarak elde edilen akım-gerilim 

eğrilerine dönüşümlü voltamogram (Şekil 2.4.) denmektedir. Bu voltamogramların pozitif 

potansiyel bölgelerinde elde edilen akım cevapları anodik, negatif potansiyel bölgelerinde 

elde edilen akım cevapları ise katodik pikleri ifade etmektedir. Bir voltamogramda hem 

anodik hem de katodik pikler gözlenmişse reaksiyon tersinirdir. Ancak, sadece anodik 

veya katodik piklerden biri gözlenmişse reaksiyon tersinmezdir. Bunlara ek olarak, DV 

yöntemi adsorpsiyon veya difüzyon kontrollü reaksiyonların mekanizmaları, elektron 

aktarım mekanizması ve yüzey modifikasyonunun aydınlatılması gibi pek çok alanda 

kullanım imkânına sahiptir (Bard ve ark., 2001; Bozal Palabıyık, 2015; Marken ve ark., 

2010 ve Skoog ve ark., 2007). 

 

Şekil 2.4. Tipik bir dönüşümlü voltamogram (Bozal Palabıyık, 2015) 

2.7.1.2. Diferansiyel puls voltametrisi 

Elektrokimyasal çalışmalarda yükseltgenme veya indirgenme reaksiyonlarından 

kaynaklanmayan faradayik akımın varlığı istenen bir durum değildir. Faradayik 

akımın etkisini azalttığı için daha hassas sonuçlar sunan diferansiyel puls voltametrisi 

(DPV), voltametrik yöntemler arasında en çok kullanılandır. Çünkü, bu yöntemde 
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uygulanan puls şekline bağlı olarak akımın ölçülmesi faradayik olmayan akımların 

etkisini azaltmaktadır (Bard ve ark., 2001 ve Wang, 2006). 

DPV’nin temeli doğrusal olarak artan potansiyele karşı sabit büyüklükte pulslar 

uygulanmasına dayanmaktadır. Birinci akım pulsun başladığı noktadan hemen önce 

ölçülürken, ikinci akım ise pulsun bittiği noktadan hemen önce ölçülür (Şekil.2.5). Bu 

akımlar arasındaki fark alınarak, potansiyelin bir fonksiyonu olarak toplam akım 

değeri elde edilmiş olur. Elde edilen bu akım değeri hedef analitin derişimi ile doğru 

orantılı olarak değişmektedir (Bard ve ark., 2001 ve Wang, 2006). 

Günümüzde teknolojide yaşanan gelişmeler ile DPV, analitik veya kinetik 

amaçlarla, nano-molar seviyelerinde analiz imkânı sunan oldukça hassas bir yöntem 

olarak ön plana çıkmaktadır. 

 

Şekil 2.5. DPV yönteminde kullanılan dalga formu (Bard ve ark., 2001 ve Wang, 2006) 

2.7.2. Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopisi 

İmpedans terimi, ilk kez 1886 yılında Oliver Heaviside tarafından kompleks 

sayıların elektrik devrelerine uyarlanmasıyla literatüre girmiştir. Keşfedildiği ilk 

zamandan bu yana impedans temelli ölçüm yöntemleri, korozyon, elektrot kinetiği, 

katı faz elektrokimyası ve biyoelektrokimya gibi birçok alanda sıklıkla 

kullanılmaktadır (Josephs, 1971). 
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Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), temel olarak frekans düzleminde 

elektriksel bilgiler sağlayabilen bir karakterizasyon yöntemidir. Elektrokimyasal hücrede 

meydana gelen süreçler kapasitör ve rezistörler kullanılarak EIS yönteminde kolayca 

modellenebilir (Bard ve Faulkner, 1980 ve MacDonald, 1987). 

EIS’in temel çalışma prensibi elektrokimyasal hücreye bir AC (Alternating 

current impedance spectroscopy) potansiyeli uygulanması ve hücreden geçen akımın 

belirlenerek ölçülmesine dayanmaktadır. Uygulanan bu potansiyele karşı elde edilen 

cevap, zamana bağlı olarak değişen, potansiyel ile aynı frekansta fakat farklı genlik ve 

faz açısına sahip bir AC akım sinyalidir. EIS ile elde edilen deneysel verilerin ilgili 

teorik eğrileri, uygun eşdeğer devre kullanılarak kolaylıkla elde edilmektedir (Bard ve 

Faulkner, 1980 ve MacDonald, 1987). 

Farklı birçok grafik bulunsa da impedimetrik verilerin gösterilmesi için en 

yaygın kullanılan grafik Nyquist Grafiğidir. Nyquist grafiği (şekil 2.6), sanal 

impedansın gerçek impedansa karşı grafiğe geçirilmesi ile elde edilmektedir. Bu 

grafikte her bir nokta farklı bir frekans değerine karşılık gelmektedir (Barsoukov ve 

MacDonald, 2005; Derkuş, 2012 ve Orazem ve Tribollet, 2008). 

 

Şekil 2.6. Tipik bir Nyquist impedans spektrum grafiği (Derkuş, 2012) 
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Şekil 2.6’da tipik bir Nyquist grafiği ile ilgili elektriksel devre gösterilmektedir. 

Bu impedans spektrumu incelendiğinde spektrumun profili ‘a’ değerinden başlayan R1 

direncinin ve ‘b’ değeriyle biten R2’nin toplamı olan bir yarım daire şeklindedir. 

Burada, çözelti direnci R1 ile gösterilirken, yük transfer direnci R2 (Rct) ile ifade 

edilmektedir. İmpedans spektrumunun sanal impedans kısmının maksimum değeri, 

kapasitörün kapasitans değerine eşittir. Elektrokimyasal sistemler için elde edilen 

birçok impedans spektrumu bu tip diyagramlara uyum sağlayabilmektedir. 

Spektrumdaki doğrusal olan bölge ise elektrot yüzeyi ve çözelti arasındaki kütle 

aktarımıyla ilgili olan bölgedir (Barsoukov ve MacDonald, 2005; Derkuş, 2012 ve 

Orazem ve Tribollet, 2008). 

İmpedimetrik ölçümlere ilk başlandığı anda, yüksek frekans (düşük enerji) 

pertübrasyonları uygulanır ve çözelti direnci (Rs) ölçülmektedir. Zamanla frekans 

azalarak, enerji de yavaş yavaş artmaktadır. Bu sayede, tarama bölgesi elektrot yüzeyine 

doğru hareket etmektedir. Bu bölgede, direnç maksimum değerde olduğundan Nyquist 

grafiklerdeki kapasitif direnç en üst değerlerde gözlenmektedir. Frekansın en düşük, 

enerjinin ise en yüksek olduğu zaman elektromanyetik dalgalar elektrot içerisine hareket 

ederek Nyquist grafiğindeki difüzyon ile ilgili doğrusal kısmı oluşturmaktadır 

(Barsoukov ve MacDonald, 2005; Cruz-Manzo ve Greenwood, 2022 ve Derkuş, 2012). 

Bu davranış, şekil 2.7‘de gösterilen Randles devresi kullanılarak açıklanabilir. Bu 

devre, elektrot yüzeyinde bulunan çift tabakanın rezistörüne (Re) paralel olarak bağlanan 

bir kapasitörden (C) ve onlara seri olarak bağlanan çözelti direncinden oluşmaktadır. 

Frekansa bağımlı olarak difüzyondan kaynaklı oluşan Warburg impedansı ise ‘W’ ile 

gösterilmektedir (Bigdeli ve ark., 2021 ve Cruz-Manzo ve Greenwood, 2022). 

 

Şekil 2.7. Randles devresinin şematik gösterimi 
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EIS, diğer elektrokimyasal yöntemlere kıyasla benzersiz avantajlara sahiptir. 

Çünkü, bu yöntem spesifik olarak mevcut ve potansiyel arasındaki transfer 

fonksiyonunu tahmin edebilmektedir. Elektrokimyasal analizlerde kullanılan EIS 

temelli yöntemler, hedef analitin spesifik biyolojik molekül ile reaksiyona girmesi 

sonucu meydana gelen etkileşimlerde, elektrokimyasal analiz sonucunda oluşan 

kapasitansın ara yüzeyde taşıyabileceği maksimum yük miktarı hakkında bilgi 

sağlamaktadır. Difüzyon katsayılarının, kimyasal reaksiyon veya elektrokimyasal 

sistemin mikroyapısal özelliklerini belirlemek amacıyla sıklıkla tercih edilmektedir 

(Kumar ve Kalkal, 2021). 
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3. BULGULAR 

3.1. Etiketsiz Aptasensörün Elektrokimyasal Karakterizasyonu 

Leptin tayini için geliştirilen etiketsiz aptasensörün hazırlık aşamasındaki her 

elektrodun elektrokimyasal davranışları, Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin DV ve EIS 

cevapları incelenerek gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla ilk olarak, PBE, TiO2 

NP’ler/PBE, Au NP’ler/PBE, Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE ve Apt1/Au NP’ler/TiO2 

NP’ler/PBE’nin döngüsel voltamogramları kaydedilmiştir (Şekil 3.1A). Yalın PBE’de 

Fe(CN)6
3-/4- çözeltisine ait tersinir reaksiyon özelliği gösteren anodik ve katodik pik 

akımları elde edilmiştir. PBE'nin TiO2 NP'ler ve Au NP'ler ile modifikasyonundan 

sonra, TiO2 NP'lerin ve Au NP'lerin sağladıkları elektriksel iletkenlik nedeniyle anodik 

tepe akımları sırasıyla 1,1 kat ve 1,24 kat artmıştır. Au NP'lerin TiO2 NP’ler/PBE 

yüzeyine modifiye edilmesiyle tepe akımında 1,48 katlık artış elde edilmiştir. Bu artış, 

TiO2 NP'ler ve Au NP'ler arasındaki gelişmiş sinerjistik etki sayesinde meydana 

gelmiştir. Bununla birlikte, Apt1 moleküllerinin Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE yüzeyine 

immobilize edilmesi pik akımında dramatik bir düşüş ve tepe akımında kayma 

meydana gelmiştir (Çizelge 3.1). Bu durum, Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisi ile negatif 

yüklü Apt1 molekülleri arasındaki olası elektrostatik itme kuvvetine bağlanabilir (Zhu 

ve ark., 2019). Ayrıca, Apt1 molekülleri yüzeydeki elektron transfer sürecini 

engellediği için akım sinyalinde düşüş görülmüştür. 

Ayrıca, DV kullanılarak elektrotların yüzey alanları Randles–Ševčík eşitliğine 

(Eşitlik 3.1) göre hesaplanmıştır (Li ve ark., 2021) (Şekil 3.2). 

𝐼𝑃 = 2.686 𝑥 105𝑛3/2𝐴 𝑐 𝐷1/2𝑣1/2 (3.1) 

Bu eşitlikte; 

Ip: Pik akımı (A) 

A: Elektroaktif yüzey alanı (cm2), 
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D: Difüzyon sabiti (cm2/s), 

c: Redoks çözeltisinin derişimi (mol/cm3), 

v: Tarama hızı (V/s), 

n: Aktarılan elektron sayısı 

ile ifade edilmektedir. 

Au NP'ler ve TiO2 NP'lerin birlikte kullanımı, PBE'nin yüzey alanında kayda 

değer bir artışa yol açmıştır. Bu durum, daha fazla Apt1 molekülünün yüzeye 

bağlanmasını kolaylaştırarak, geliştirilen etiketsiz aptasensörün performansını diğer 

yüzeylere kıyasla etkili bir şekilde iyileştirebilmiştir. Ayrıca, Apt1 immobilizasyonu 

sonrası, Apt1 moleküllerinin elektron transfer sürecini engelleyen doğası yüzey 

alanının azalmasına yol açmıştır (Çizelge 3.1). 

Geliştirilen etiketsiz aptasensör için her elektrodun EIS ölçümleri Fe(CN)6
3-/4- 

redoks çözeltisi kullanılarak alınmıştır. Elde edilen impedans spektrumları eşdeğer 

devreye uydurularak Rct değerleri hesaplanmıştır (Şekil 3.1B). Çizelge 3.1’de 

görüleceği gibi, PBE, TiO2 NP’ler/PBE ve Au NP’ler/PBE'nin Rct değerleri sırasıyla 

304, 219 ve 136 Ω olarak hesaplanmıştır. Diğer elektrotlara kıyasla Au NP’ler/TiO2 

NP’ler/PBE'nin Rct değeri dramatik olarak 50 Ω'a düşmüştür. Kademeli olarak azalan 

Rct değerleri, modifiye elektrodun, elektron transfer sürecini iyileştirdiğini açıkça 

göstermiştir. Modifiye elektrot yüzeyine Apt1 ve Leptin moleküllerinin 

immobilizasyonu ile Rct değerlerindeki artış, biyolojik moleküllerin yüzeye 

bağlanmasıyla oluşan kompleksler ve artan sterik engellerden kaynaklanmaktadır (Fei 

ve ark., 2015). Sonuç olarak hem DV hem EIS sonuçları etiketsiz aptasensörün Leptin 

tayini için başarıyla üretildiğini göstermiştir. 
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Şekil 3.1. Etiketsiz aptasensörün hazırlanması aşamalarında elde edilen dönüşümlü 

voltamogram eğrileri (A) ve Nyquist eğrileri (B) 
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Şekil 3.2. 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin elektrot yüzeylerinde farklı tarama 

hızlarındaki dönüşümlü voltamogram eğrileri (A) PBE, (B) TiO2 NP’ler/PBE, (C) Au 

NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE, ve (E) Apt1/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE  
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Şekil 3.2. (Devam) 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin elektrot yüzeylerinde farklı tarama 

hızlarındaki dönüşümlü voltamogram eğrileri (A) PBE, (B) TiO2 NP’ler/PBE, (C) Au 

NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE ve (E) Apt1/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE  

Çizelge 3.1. Etiketsiz aptasensörün hazırlanması aşamalarında kullanılan elektrotların 

elektrokimyasal özelliklerinin karşılaştırılması 

Elektrot 
IPa 

(µA) 

IPc 

(µA) 

EPa 

(V) 

EPc 

(V) 

∆Ep 

(V) 

Rct 

(Ω) 

Elektroaktif yüzey 

alanı (cm2) 

PBE 88,64 82,44 0,298 -0,046 -0,344 304,0 0,093 

TiO2 NP’ler/PBE 98,33 87,91 0,259 -0,034 -0,293 219,0 0,116 

Au NP’ler/PBE 110,00 94,29 0,266 -0,073 -0,339 136,0 0,131 

Au NP’ler/TiO2 

NP’ler/PBE 
131,83 103,43 0,193 -0,095 -0,288 50,0 0,158 

Apt1/Au NP’ler/TiO2 

NP’ler/PBE 
100,54 68,77 0,254 -0,117 -0,371 555,0 0,121 
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3.2. Etiketsiz Aptasensörün Yüzey Karakterizasyonu 

Geliştirilen aptasensör için elektrotların yüzey morfolojileri SEM yöntemi 

kullanılarak incelenmiştir. Şekil 3.3’te görüldüğü gibi, yalın PBE pürüzsüz ve daha koyu 

bir yüzeye sahiptir. PBE’nin TiO2 NP’ler ile modifiye edilmesiyle değişen morfoloji ve 

artan yüzey pürüzlülüğü elektrot yüzeyinde TiO2 NP’lerin varlığını doğrulamıştır. Au 

NP'lerin PBE yüzeyinde elektrodepolanmasıyla yüzeyde homojen olarak dağılmış parlak 

parçacıklar Au NP'lerin modifikasyonunu göstermiştir. Ayrıca, Au NP'lerin, TiO2 

NP'ler/PBE yüzeyinde biriktirilmesiyle TiO2 NP'lerin boşuklarındaki ve üzerindeki parlak 

morfoloji modifikasyonun başarılı olarak gerçekleştiğini desteklemiştir. Son adımda, 

Apt1 moleküllerinin immobilizasyonu ile görülen fibril benzeri yapılar etiketsiz 

aptasensörün başarılı olarak üretimini göstermiştir. 

 

Şekil 3.3. Etiketsiz aptasensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait SEM görüntüleri 

(A) PBE, (B) TiO2 NP’ler/PBE, (C) Au NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE, (E) 

Apt1/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE (25.00 kx) ve (F) Apt1/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE (50.00 

kx) 
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Ayrıca, enerji dağılımlı X-ışını (EDS) yöntemi TiO2 NP'lerin, Au NP'lerin ve 

Apt1'in elementel analizi için kullanılmıştır. Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE'nin EDS 

spektrumları (Şekil 3.4A) incelendiğinde Ti ve Au pikleri belirgin şekilde görünürken, 

Apt1/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE’de (Şekil 3.4B) azot ve sodyumun varlığı Apt1 

moleküllerinin immobilizasyonunu göstermiştir. 

 

Şekil 3.4. Etiketsiz aptasensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait EDS spektrumları 

(A) Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE, (B) Apt1/Au NP’ler/TiO2 NP’ler/PBE  

3.3. Etiketsiz Aptasensör İçin Deneysel Koşulların Belirlenmesi 

Geliştirilen aptasensörün en yüksek performansı sergilemesi için farklı deneysel 

parametrelerin optimizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla TiO2 NP’lerin 

derişimi, Au NP’lerin elektrodepozisyonu için döngü sayısı, Apt1 moleküllerinin 

immobilizasyon süresi, ve derişimi, ve Leptin’in aptasensöre bağlanması için inkübasyon 

süresi Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin EIS yanıtları takip edilerek incelenmiştir. 
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İlk modifikasyon katmanı olarak, TiO2 NP'lerin derişimi 0,5 ile 4,0 mg/mL arasında 

değiştirilmiştir. Şekil 3.5A'dan görüleceği gibi, 1,0 mg/mL TiO2 NP'ler kullanıldığı zaman 

en düşük Rct değeri elde edilmiştir. İkinci adımda, 1,0 mM HAuCl4 derişimi sabit tutularak 

Au NP'lerin elektrodepolanması için 5, 10, 15, 20 ve 25 döngü sayıları denenmiştir. 15 

döngü sayısı kullanıldığı zaman en düşük Rct değeri elde edilirken artan döngü sayılarında 

önemli bir farklılık gözlemlenmemiştir (Şekil 3.5B). Sonuç olarak artan iletkenlik ve 

elektron transferine bağlı olarak en düşük Rct değerinin elde edildiği 1,0 mg/mL TiO2 

NP'ler derişimi ve 15 döngü sayısı optimum olarak belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.5. Farklı TiO2 NP’ler derişimlerinin 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct 

değerlerine etkisinin grafiği  (A), farklı döngü sayılarının 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks 

çözeltisinin Rct değerlerine etkisinin grafiği (B) 
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TiO2 NP’ler ve Au NP’ler için optimum değerler belirlendikten sonra, Apt1 

moleküllerinin immobilizasyon süresinin Rct değerine etkisi incelenmiştir. 

İmmobilizasyon süresi kademeli olarak 3 saate kadar arttırıldıkça, aptasensörün Rct değeri 

artmış ve daha sonrasında sabit olarak devam etmiştir (Şekil 3.6A). Bu davranış, Apt1 

moleküllerin bağlanma bölgelerinin modifiye yüzeyde 3 saatte doygunluğa ulaştığını 

göstermektedir. Bu nedenle, optimum immobilizasyon süresi olarak 3 saat seçilmiştir. 

Apt1 derişimimin geliştirilen aptasensörün Rct değeri üzerindeki etkisi 0,5 ile 3,0 

µM arasında değişen derişimlerde incelenmiştir. 0,5 µM ile 1,5 µM derişim aralığında 

Rct değerinin kademeli olarak arttığı görülürken, derişim 2,0 µM ve 3,0 µM’a 

yükseltildiğinde Rct değerinde keskin bir düşüş görülmüştür (Şekil 3.6B). Apt1 

moleküllerinin konformasyonuna ve sterik engellere bağlı olarak maksimum Rct 

değerinin elde edildiği 1,5 µM Apt1 derişimi optimum olarak seçilmiştir. 

Son olarak, Leptin’in aptasensöre bağlanma süresi 10 pg/mL Leptin derişimi 

sabit tutularak 5, 15, 30, 45 ve 60 dakikalarda incelenmiştir. 30 dakikaya kadar Rct 

değeri artarken, 30 dakika sonrasında Apt1-Leptin kompleksinin doygunluğuna bağlı 

olarak Rct değerinde bir farklılık gözlemlenmemiştir (Şekil 3.6C). Bu nedenle, Leptin 

tayini için optimum bağlanma süresi olarak 30 dakika olarak seçilmiştir. 

 

Şekil 3.6. 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerlerine karşılık farklı Apt1 bağlanma 

sürelerinin grafiği (A), 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerlerine karşılık farklı 

Apt1 derişimlerinin grafiği (B), 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerlerine karşılık 

aptasensör ile Leptin arasındaki farklı etkileşim sürelerinin grafiği (C) 



56 

 

 

 

Şekil 3.6. (Devam) 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerlerine karşılık farklı Apt1 

bağlanma sürelerinin grafiği (A), 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerlerine karşılık 

farklı Apt1 derişimlerinin grafiği (B), 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerlerine 

karşılık aptasensör ile Leptin arasındaki farklı etkileşim sürelerinin grafiği (C)  

3.4. Etiketsiz Aptasensör ile Leptin’nin Elektrokimyasal Tayini ve Yöntem 

Validasyonu 

Geliştirilen aptasensörün analitik performansı, optimum deneysel koşullar 

altında artan Leptin derişimine karşı Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerleri elde 

edilerek incelenmiştir. Bu amaçla, 1 pg/mL-100 pg/mL (Şekil 3.7A) ve 100 pg/mL-1 
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ng/mL (Şekil 3.7B) olmak üzere iki farklı Leptin derişimi aralığında EIS ölçümleri 

kaydedilmiştir. İlk kalibrasyon aralığında (1 pg/mL-100 pg/mL aralığında), Rct (Ω) 

= 10,78 CLeptin [pg/mL]+ 681,68 regresyon denklemi; R2=0,999 elde edilirken, ikinci  

kalibrasyon aralığında (100 pg/mL-1 ng/mL) aralığında) Rct (Ω) = 0,943 CLeptin 

[pg/mL]+ 1646,63 regresyon denklemi; R2=0,999 elde edilmiştir. Elde edilen 

sonuçlar, geliştirilen aptasensörün artan Leptin derişimlerine karşı mükemmel bir 

doğrusallık sağladığını göstermiştir (Şekil 3.7C). 

İkinci kalibrasyon aralığındaki regresyon denkleminin daha düşük eğimi, artan 

Leptin derişimine bağlı olarak aptasensör ile Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisi arasındaki 

elektron transferinin sınırlanmasından kaynaklanmaktadır. Bu da ilk kalibrasyon 

aralığına göre azalan hassasiyete yol açmaktadır. Ayrıca, ilk kalibrasyon aralığı 

kullanılarak geliştirilen aptasensör ile Leptin’in TS ve TAS’ı belirlenmiştir. Regresyon 

denkleminin eğimine bağlı olarak hesaplamalara göre, TS değeri 0,312 pg/mL, TAS 

değeri ise 1,0 pg/mL olarak bulunmuştur. 

 

Şekil 3.7. Etiketsiz aptasensör kullanılarak Leptin tayini için Nyquist ve kalibrasyon eğrileri (A) 

1 pg/mL-100 pg/mL derişim aralığında Nyquist eğrileri, (B) 100 pg/mL-1 ng/mL derişim 

aralığında Nyquist eğrileri, (C) 1 pg/mL-100 pg/mL (iç grafik) ve 100 pg/mL-1 ng/mL derişim 

aralıklarında kalibrasyon eğrileri 
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Şekil 3.7. (Devam) Etiketsiz aptasensör kullanılarak Leptin tayini için Nyquist ve kalibrasyon 

eğrileri (A) 1 pg/mL-100 pg/mL derişim aralığında Nyquist eğrileri , (B) 100 pg/mL-1 ng/mL 

derişim aralığında Nyquist eğrileri, (C) 1 pg/mL-100 pg/mL (iç grafik) ve 100 pg/mL-1 ng/mL 

derişim aralıklarında elde kalibrasyon eğrileri 
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3.4.1. Etiketsiz Aptasensör İçin Seçicilik Çalışması 

Geliştirilen aptasensörün performansını değerlendirmede kritik bir faktör olarak 

kabul edilen seçicilik, 50 pg/mL Leptin içeren 50 pg/mL HSA ve BSA, 2,2 mg/mL 

haptoglobin, 0,5 mM glukoz, 5 mM glutatyon, 2,0 ng/mL norepinefrin ve 360 µM l-

sistein varlığında ayrı olarak değerlendirilmiştir. 

Optimum deneysel koşullar altında, Şekil 3.8'de görüldüğü gibi, Rct değerlerinde 

küçük farklar gözlemlenmiştir. Muhtemel girişim etkili moleküller varlığında olan 

%geri kazanım ve %BSS sonuçları değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre %geri 

kazanım değerleri %97,72-108,44 aralığında ve biyosensörler için ihmal edilebilir BSS 

(≤%9,0) değerleri ile bulunmuştur (Şekil 3.8). Elde edilen sonuçlar, Leptin için 

geliştirilen aptasensörün spesifik olmayan adsorpsiyonlara duyarsız olduğunu, sadece 

Leptin tayini için yüksek seçicilik sergilediğini göstermiştir (Şekil 3.9). 

 

Şekil 3.8. Etiketsiz aptasensör kullanılarak Leptin ile birlikte çeşitli girişim yapan maddelerin 

varlığında 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct değerleri 
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Şekil 3.9. Etiketsiz aptasensör kullanılarak Leptin ile çeşitli girişim yapan maddeler için elde 

edilen Nyquist eğrileri. A) HSA, (B) BSA, (C) haptoglobin, (D) glukoz, (E) glutatyon, (F) 

norepinefrin ve (G) l-sistein 
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Şekil 3.9. (Devam) Etiketsiz aptasensör kullanılarak Leptin ile çeşitli girişim yapan maddeler 

için elde edilen Nyquist eğrileri. (A) HSA, (B) BSA, (C) haptoglobin, (D) glukoz, (E) 

glutatyon, (F) norepinefrin ve (G) l-sistein 

3.4.2. Etiketsiz Aptasensör İçin Tekrar Üretilebilirlik ve Stabilite Çalışmaları 

Geliştirilen aptasensörün tekrar üretilebilirliğinin incelenmesi için beş farklı 

aptasensörün aynı deneysel koşullar altında 50 pg/mL Leptin derişimine karşı EIS 

ölçümleri kaydedilmiştir (Şekil 3.10). Beş farklı aptasensörün Rct değerlerinin 
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%BSS’si 1,40 olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuç, geliştirilen aptasensörün Leptin 

tayininde mükemmel derecede tekrarlanabilirlik sergilediğini göstermiştir. 

 

Şekil 3.10. Geliştirilen etiketsiz aptasensörün tekrar üretilebilirliği 

Geliştirilen aptasensörün stabilitesi, elektrodun 10 gün boyunca 4 °C'de 

bekletilmesiyle değerlendirilmiştir. Şekil 3.11’de görüldüğü gibi, geliştirilen 

aptasensör Leptin’e karşı 3 gün boyunca başlangıç sinyalinin %96’sını korurken, 

aptasensörün bir hafta süreyle kullanılabilir olduğu bulunmuştur. 

 

Şekil 3.11. Geliştirilen etiketsiz aptasensörün stabilitesi 
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3.4.3. Etiketsiz Aptasensör Kullanılarak İnsan Serum ve İnsan Plazma 

Örneklerinden Leptin Analizi 

Geliştirilen aptasensörün pratik olarak uygulanabilirliği, ticari olarak temin edilen 

insan serumu ve insan plazma örneklerine standart ekleme yöntemiyle Leptin ilavesi 

yapılarak değerlendirilmiştir.  Serum ve plazma örneklerinden elde edilen analiz sonuçları 

Çizelge 3.2’de verilmiştir. Geri kazanım değerleri %96,40-107,79 aralığında kabul 

edilebilir %BSS değerleri ile bulunmuştur. Bu sonuçlar geliştirilen etiketsiz aptasensörün 

Leptin tayini için başarılı bir şekilde uygulanabilir olduğunu göstermiştir. 

Çizelge 3.2. Etiketsiz aptasensör kullanılarak geri kazanım çalışmalarına ait sonuçlar 

Örnek Eklenen miktar (pg/mL) Bulunan miktar (pg/mL) Geri kazanım (%) %BSS* 

İnsan serum örneği 

1,0 1,08 107,79 9,84 

10,0 10,07 100,69 7,53 

50,0 51,24 102,47 7,98 

İnsan plazma örneği 

1,0 0,97 97,03 7,90 

10,0 9,64 96,40 9,94 

50,0 49,75 99,50 6,71 

*Elde edilen %BSS değerleri 5 ölçüme ait sonuçlardır. 

3.5. Sandviç Tip Aptasensörün Elektrokimyasal Karakterizasyonu 

Leptin tayini için geliştirilen sandviç tip aptasensörün her bir modifikasyon 

aşamasının karakterizasyonunu DV ve EIS yöntemleri ile incelenmiştir. Şekil 

3.12A'da görüldüğü gibi, ZnO NP’ler ile modifiye edilmiş PBE'nin anodik tepe akımı 

(98,77 µA), yalın PBE’nin tepe akımı (80,19 µA) ile kıyaslandığında artmıştır. Akım 

değerindeki bu artış, ZnO NP'lerin redoks molekülü ile elektrot arasında doğrudan 

elektron transferini arttırdığını göstermektedir. PBE yüzeyi Au NP'ler ile modifiye 

edildikten sonra, Au NP'lerin yüksek iletkenliği ve mükemmel elektrokatalitik 

özellikleri, akım değerinin 116,00 µA'ya kadar yükselmesini sağlamıştır. Dahası, Au 

NP’ler/ZnO NP’ler/PBE’de en yüksek tepe akımı (162,22 µA) elde edilirken, pik 

potansiyelinde 127 mV'luk daha negatif bir potansiyele kayma meydana gelmiştir. Bu, 
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Au NP'lerin elektrokimyasal katalitik aktivitesinden ve Au NP'ler ile ZnO NP'ler 

arasındaki sinerjik etkiden kaynaklanmaktadır (Yang ve ark., 2022). 

Daha sonra, tiyol etiketli Apt1 molekülleri, Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin 

yüzeyinde immobilize edildiğinde, Apt1 modifiye yüzeyin akım değeri 113,77 µA'ya 

kadar düşmüştür. Bu, Apt1 moleküllerinin Au-S kovalent bağları yoluyla elektrot 

yüzeyinde başarılı bir şekilde immobilize edildiğini göstermektedir. Sonraki adımda, 

Leptin’in inkübasyonu ile, Leptin’in elektroaktif olmayan özelliğinden dolayı akım 

değeri 100,21 µA’ya kadar düşmüştür. Son adımda ise, biyotin etiketli Apt2 

molekülleri, Leptin/Apt1/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE yüzeyine immobilize 

edildiğinde, akım değeri 75,20 µA’ya kadar azalmıştır. Akım değerindeki kademeli bu 

azalmalar yüzeydeki biyolojik moleküllerin yoğunluklarının artmasıyla, elektron 

transferinin inhibisyonuna bağlanabilir (Çizelge 3.3). 

Ayrıca, elektroaktif yüzey alanının belirlenmesi farklı tarama hızlarında Fe(CN)6
3-

/4- redoks çözeltisinin dönüşümlü voltamogramları kaydedilmiştir (Şekil 3.13). Randles–

Ševčík eşitliğine (Eşitlik 3.1) göre, PBE'nin elektrokimyasal yüzey alanı 0,097 cm2 iken, 

Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin elektrokimyasal yüzey alanı 0,195 cm2’dir. Yüzey 

alanındaki bu artış Apt1 moleküllerinin yüzey üzerinde daha etkin bir şekilde immobilize 

olabileceğini ve aptasensörün performansını arttırabileceğini göstermektedir. 

Elektrokimyasal karakterizasyonun ikinci adımında, EIS ölçümleri alınarak 

elektrotların Rct değerleri belirlenmiştir. Şekil 3.12B'de görüldüğü gibi, yalın PBE, 

ZnO NP’ler/PBE, Au NP’ler/PBE ve Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin Rct değerleri 

sırasıyla 305,0 Ω, 199,0 Ω, 134,0 Ω ve 56,0 Ω olarak bulunmuştur. ZnO NP'lerin yarı 

iletken özellikleri ve Au NP'lerin mükemmel iletkenliği sayesinde Rct değerindeki 

azalma, Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE'nin Apt1 moleküllerinin immobilizasyonu için 

uygun bir yüzey olduğunu göstermektedir. Apt1, Leptin ve Apt2 molekülleri, yüzeye 

sırasıyla immobilize edildikten sonra, Rct değerleri sırasıyla 390,0 Ω, 696,0 Ω ve 

1030,0 Ω 'a kadar yükselmiştir. Rct değerlerindeki bu artışlar, elektron transferinin, 

biyolojik moleküller tarafından inhibe edilmesi gerçeğine bağlanabilir. Sonuç olarak, 
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birbirini destekler nitelikte olan tüm DV ve EIS sonuçları, geliştirilen aptasensörün 

Leptin tayini için başarıyla üretildiğini göstermektedir. 

 

 

Şekil 3.12. Sandviç tip aptasensörün hazırlanması aşamalarında elde edilen dönüşümlü 

voltamogram eğrileri (A) ve Nyquist eğrileri (B) 
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Şekil 3.13. 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin elektrot yüzeylerinde farklı tarama 

hızlarındaki dönüşümlü voltamogram eğrileri. (A) PBE, (B) ZnO NP’ler/PBE, (C) Au 

NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, (E) Apt1/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, (F) 

Leptin/Apt1/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE ve (G) Apt2/Leptin/Apt1/Au NP’ler/ZnO 

NP’ler/PBE  
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Çizelge 3.3. Sandviç tip aptasensörün hazırlanması aşamalarında kullanılan 

elektrotların elektrokimyasal özelliklerinin karşılaştırılması 

Elektrot 
IPa 

(µA) 

IPc 

(µA) 

EPa 

(V) 
EPc (V) 

∆Ep 

(V) 

Rct 

(Ω) 

Elektroaktif yüzey 

alanı (cm2) 

PBE 80,19 70,07 0,322 -0,01 0,342 305,0 0,097 

ZnO NP’ler/PBE 98,77 91,30 0,308 -0,007 0,315 199,0 0,119 

Au NP’ler/PBE 116,00 104,89 0,240 -0,08 0,320 134,0 0,139 

Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE 162,22 174,92 0,195 -0,09 0,285 56,0 0,195 

Apt1/Au NP’ler/ZnO 

NP’ler/PBE 
113,77 98,67 0,190 -0,106 0,296 390,0 0,136 

Leptin/Apt1/Au 

NP’ler/ZnO NP’ler/PBE 
100,21 92,92 0,210 -0,08 0,290 696,0 0,120 

Apt2/Leptin/Apt1/Au 

NP’ler/ZnO NP’ler/PBE 
75,20 56,60 0,252 -0,08 0,332 1030,0 0,091 

3.6. Sandviç Tip Aptasensörün Yüzey Karakterizasyonu 

Leptin tayini için geliştirilen sandviç tip aptasensörün yüzey morfolojisi, SEM, 

EDS ve XRD analizleri ile aydınlatılmıştır. Şekil 3.14’te görüldüğü gibi, yalın PBE 

nispeten pürüzsüz bir karbon tabakası yüzeyine sahiptir. ZnO NP’ler ile modifiye 

edilen PBE'de eşit olarak dağılmış küresel gözenekli yapıları modifikasyonu açıkça 

göstermektedir. Ayrıca, sadece Au NP'lerin elektrokimyasal biriktirilmesiyle, PBE 

üzerinde Au NP'lerin küresel olarak homojen ve düzgün dağılımı görülmektedir. 

Dahası, Au NP'lerin ZnO NP'ler/PBE'nin yüzeyinde elektrodepolanmasıyla 

görülen parlak ve arka plandaki loş parçacıklar sırasıyla yüzeydeki Au NP'ler ve ZnO 

NP'lerin varlığını göstermektedir. Apt1 moleküllerinin yüzeye immobilize edilmesiyle 

değişen yüzey morfolojisi, immobilizasyonu doğrular niteliktedir.  
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Şekil 3.14. Sandviç tip aptasensörün hazırlanması aşamalarında elektrotalara ait SEM 

görüntüleri (A) PBE, (B) ZnO NP’ler/PBE, (C) Au NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/ ZnO 

NP’ler/PBE, (E) Au NP’ler/ ZnO NP’ler/PBE (geri saçılım); (25.00 kx) ve (F) Apt1/Au 

NP’ler/ ZnO NP’ler/PBE (80.00 kx)  

Ek olarak, Şekil 3.15A’da görüldüğü gibi EDS spektrumundan elde edilen 

elementel analiz sonuçları, Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE yüzeyinden, %60 oranında 

ZnO NP’lerin ve %20 oranında Au NP’lerin olduğunu doğrulamıştır. Şekil 3.15B'de 

görüldüğü gibi, ağırlıkça %10 azot varlığı, Apt1 moleküllerinin yüzey üzerinde 

başarılı bir şekilde immobilizasyonunu göstermektedir.  
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Şekil 3.15. Sandviç tip aptasensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait EDS spektrumları.  

(A) Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, (B) Apt1/Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE 

Ayrıca geliştirilen aptasensör için hazırlanan modifiye elektrotların kristalografik 

yapısı XRD kullanılarak karakterize edilmiştir. Şekil 3.16A'da görülebileceği gibi, 2θ'de 

38,3°, 44,4° ve 64,4°'lik kırınım tepe noktaları sırasıyla Au NP'lerin (111), (200) ve (220) 

düzlemleriyle ilişkilendirilebilir. Elde edilen sonuçlar, HAuCl4 öncüsü kullanılarak 

elektrodepozisyon yoluyla PBE yüzeyinin metalik Au NP'ler ile başarılı bir şekilde 

kaplandığını göstermiştir. Ayrıca, ZnO NP'lerin XRD modeli Şekil 3.16B'de 

gösterilmiştir. 2θ=31,8, 34,5, 36,3, 47,6, 56,8, 63,0 ve 68,7'de gözlemlenen tepe noktaları 

sırasıyla ZnO NP’lerin (100), (002), (101), (102), (110), (103) ve (112) düzlemleri ile 

ilişkisini doğrulamıştır (Salih ve ark., 2016). Dahası, PBE yüzeyinde hem ZnO NP'lerin 

hem de Au NP'lerin varlığında elde edilen XRD sonuçları (Şekil 3.16C), kırınım 

A 

B 
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deseninde ek tepe olmadığını yani elektrodun mükemmel bir saflığa sahip olduğunu 

ortaya koymuştur. 

 

Şekil 3.16. Sandviç tip aptasensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait XRD kırınım 

desenleri. (A) Au NP’ler (B) ZnO NP’ler ve (C) Au NP’ler/ZnO NP’ler  

3.7. Sandviç Tip Aptasensör Tasarımı İçin Elektrot Modifikasyonu 

Geliştirilen aptasensörün algılama performansını güçlü bir şekilde etkileyen ilk 

faktör, Apt moleküllerinin yüzeye başarılı bir şekilde immobilizasyonudur. Bu amaçla, 

ilk olarak, ZnO NP’lerin derişimi 0,10 ile 1,0 mg/mL arasında değiştirilmiştir. Şekil 

3.17A'da görüldüğü gibi, elektrot yüzeyinde 0,25 mg/mL ZnO NP’ler, 0,1 mg/mL ZnO 

NP’lere göre elektrot yüzeyinin Rct değerinde bir azalmaya neden olurken, 0,5 mg/mL 

ve 1,0 mg/mL ZnO NP’ler kullanıldığında Rct değeri artmıştır. Bu artış, yüzeydeki 

elektron transferini engelleyen böylece hassasiyette bir azalmaya neden olan kalın 

tabakalardan kaynaklanmaktadır. Sonuç olarak 0,25 mg/mL ZnO NP'ler elektrot 

yüzeyinde yük transferini kolaylaştırarak yük transfer direncinde gözlemlenebilir bir 

azalmaya neden olduğu için optimum olarak seçilmiştir.  

Au NP'lerin elektrot yüzeyi üzerindeki boyutunu ve dağılımını etkileyen döngü 

sayısı 5 ile 25 arasında değiştirilmiştir. Şekil 3.17B'de gösterildiği gibi, döngü sayısı 5 

ile 15 arasında değiştirildiğinde Rct değeri azalma eğilimi sergilemiştir. Döngü sayısı 
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20 ve 25 yapıldığında ise Rct değeri artan bir eğilim sergilemiştir. Bunun nedeni ise, 

15 döngü sayısından sonra, daha az erişilebilir yüzey alanlarına ve düşük iletkenliğe 

sahip daha kalın bir film oluşumunun meydana gelmesidir. Sonuç olarak artan 

iletkenlik ve elektron transferine bağlı olarak en düşük Rct değerinin elde edildiği 

0,25 mg/mL ZnO NP'ler derişimi ve 15 döngü sayısı optimum olarak belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.17. Farklı ZnO NP’ler derişimlerinin 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin Rct 

değerlerine etkisinin grafiği (A), farklı döngü sayılarının 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin 

Rct değerlerine etkisinin grafiği (B) 

3.8. Sandviç Tip Aptasensör İçin Deneysel Koşulların Belirlenmesi  

Sinyal amplifikasyon stratejisinin uygulanabilirliğini kontrol etmek için α-

naftol’ün Leptin’e karşı mevcut yanıtı farklı elektrotlar kullanılarak incelenmiştir. 
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Şekil 3.18'de görüldüğü gibi, PBE yüzeyinde hiçbir nanomalzeme olmadığında 

oluşturulan sandviç yapı ile 0,07 μA'lık bir akım elde edilmiştir. SPE yüzeyi ZnO 

NP'ler ve Au NP'ler ile modifiye edildiğinde, mevcut akım değerleri sırasıyla 0,30 μA 

ve 3,75 μA olarak elde edilmiştir. Elektrot yüzeyinde hem ZnO NP'ler hem de Au 

NP'ler varken, akım değeri diğer elektrotlara göre %220,0’lik (15,4 μA) artış 

sergilemiştir. Bu sonuçlar, ZnO NP'lerin ve Au NP'lerin aptasensörün iletkenliğini 

daha da artırabileceğini göstermiştir. Ayrıca, akımdaki önemli artış, ZnO NP'ler ve Au 

NP'lerin kombinasyonunun elektrot yüzeyinde Apt ve Leptin moleküllerinin daha 

etkin immobilizasyonuna olanak sağladığını göstermiştir. 

 

Şekil 3.18. Sandviç tip aptasensörde α-naftol’e ait DP voltamogramları  

Bu çalışmada, geliştirilen aptasensörün Leptin analizine yönelik en iyi 

performansı göstermesi için bazı kritik deneysel faktörler optimize edilmiştir. İlk 

olarak, farklı Apt1 derişimlerinin α-naftol’ün mevcut yanıtı üzerindeki etkisi 0,05 ile 

2,0 µM Apt1 derişimlerinde incelenmiştir. Şekil 3.19A'da görüldüğü gibi, 0,5 µM 

Apt1 derişimine kadar akım sinyali yükselirken sonrasında doygun bir cevap 

sergilemiştir. Bu nedenle sonraki deneyler için optimum Apt1 derişimi 0,5 μM olarak 

belirlenmiştir. İkinci bir parametre olarak Apt2'nin immobilizasyon süresi 

incelenmiştir. Şekil 3.19B'de gösterildiği gibi, mevcut akım sinyali 5 dakikadan 30 
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dakikaya kadar artan bir eğilim göstererek 30 dakika sonra dengeye ulaşmıştır. Bu 

sonuçlar Apt2 için optimum immobilizasyon süresinin 30 dakika olarak 

seçilebileceğini göstermiştir.  

Bir başka parametre olarak, Apt2 derişiminin Leptin tayini üzerindeki etkisi, 

Apt2 derişiminin 0,5 ile 3,0 µM arasında değiştirilmesiyle incelenmiştir. Şekil 

3.19C’de görüldüğü gibi, en yüksek akım değerinin elde edildiği 1,5 µM Apt2 derişimi 

optimum değer olarak seçilmiştir. Son olarak, aptasensörün performansını etkileyen 

en önemli parametre olarak Leptin’in bağlanma süresi incelenmiştir. Bağlanma 

süresinin optimizasyonu için 50,0 pg/mL Leptin yüzeyde 5 ile 60 dakika arasında 

inkübe edilmiştir. Akım sinyali 30 dakikaya kadar yükselmeye devam ederken, 30 

dakikadan sonra Apt molekülleri ve Leptin tamamen etkileşime girerek doygunluk 

davranışı göstermiştir (Şekil 3.19D). Bu nedenle, geliştirilen aptasensör için Leptin’in 

optimum bağlanma süresi 30 dakika olarak belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.19. α-naftol’un akım değerlerine karşılık farklı Apt1 derişimlerinin grafiği (A), α-

naftol’un akım değerlerine karşılık farklı Apt2 bağlanma sürelerinin grafiği (B), α-naftol’un 

akım değerlerine karşılık farklı Apt2 derişimlerinin grafiği (C), α-naftol’un akım değerlerine 

karşılık aptasensör ile Leptin arasındaki farklı etkileşim sürelerinin grafiği (D) 
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3.9. Sandviç Tip Aptasensör ile Leptin’nin Elektrokimyasal Tayini ve 

Yöntem Validasyonu 

Optimum deneysel koşullar altında, geliştirilen sandviç tipi aptasensörün 

analitik performansı, α-naftol’ün akım sinyalinin değişimi artan Leptin derişimlerine 

bağlı olarak incelenmiştir. Şekil 3.20A ve 3.20B’de, artan Leptin konsantrasyonlarında 

a-naftol’ün DP voltamogramları gösterilmiştir. Artan Leptin derişimi ile sırasıyla 0,01 

ile 5,0 pg/mL (Şekil 3.20C) ve 5,0 ila 100,0 pg/mL (Şekil 3.20D) derişim aralıklarında 

doğrusallık elde edilmiştir. İlk ve ikinci doğrusal kalibrasyon aralığı için regresyon 

denklemleri sırasıyla I (μA) =1,69 CLeptin [pg/mL] +0,46 (R2=0,998) ve I (μA) =0,14 

CLeptin [pg/mL] + 8,12 (R2=0,999) olarak bulunmuştur.  

Gözlemlenen iki doğrusal kalibrasyon aralığının farklı nedenlerle açıklanabilir. 

Düşük Leptin derişimlerinde, α-naftil fosfat substratı artan difüzyon etkileri nedeniyle 

hızla α-naftol’e dönüştüğü için elektrot yüzeyindeki lokal derişim hızla tükenir ve 

sensörün daha yüksek hassasiyet sergilemesine olanak sağlar. Öte yandan, daha yüksek 

Leptin derişimlerinde, enzim ve substrat arasındaki enzimatik reaksiyonun süresi 

uzamaktadır. Bu yüzden, oluşan reaksiyon ürünlerinin elektrot yüzeyini kirletme olasılığı 

ile daha düşük bir eğim oluşmaktadır. Ayrıca, daha yüksek analit derişimlerinde 

reaksiyon, Michaelis-Menten tipi enzim kinetiğinde tarif edildiği gibi bir doyma 

seviyesine ulaşmaya başlar (Gholizadeh ve ark., 2012 ve Zhou ve ark., 2022).  

İlk kalibrasyon aralığı kullanılarak geliştirilen sandviç tip aptasensör ile Leptin’in TS 

ve TAS’ı belirlenmiştir. Regresyon denkleminin eğimine bağlı olarak hesaplamalara göre, 

TS değeri 0,0035 pg/mL, TAS değeri ise 0,01 pg/mL olarak bulunmuştur. 
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Şekil 3.20. Sandviç tip aptasensör kullanılarak Leptin tayini için DP voltamogramları ve 

kalibrasyon eğrileri (A) 0,01 pg/mL-5 pg/mL derişim aralığında elde edilen DP 

voltamogramları, (B) 5 pg/mL-100 pg/mL derişim aralığında elde edilen DP voltamogramları, 

(C) 0,01 pg/mL-5 pg/mL derişim aralığında elde edilen kalibrasyon eğrileri ve (D) 5 pg/mL-

100 pg/mL derişim aralığında elde edilen kalibrasyon eğrileri 

3.9.1. Sandviç Tip Aptasensör İçin Seçicilik Çalışması 

Geliştirilen aptasensörün seçiciliği, 2,5 pg/mL HSA, BSA, l-lizin, haptoglobin, 

dopamin, askorbik asit ve parasetamolün her birinin 250 pg/mL Leptin içeren 

karışımlarının aptasensör yüzeyine inkübe edilmesiyle değerlendirilmiştir. Şekil 

3.21'de gösterildiği gibi, 2,5 pg/mL Leptin 5 µA kadar yanıt verirken, müdahale eden 

bileşiklerin varlığında akım cevabı 4,37 µA-4,90 µA aralığında değişmektedir. Elde 

edilen sonuçlar, geliştirilen aptasensörün %87,5 ile %98 arasında değişen geri kazanım 

değerleri ile herhangi bir sinyalden etkilenmeden Leptin’in tayini için yüksek 

seçiciliğe sahip olduğunu göstermektedir (Şekil 3.22).  
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Şekil 3.21. Sandviç tip aptasensör kullanılarak Leptin ile çeşitli girişim yapan maddelerin 

varlığında α-naftol’e ait akım değerleri 

 

Şekil 3.22. Sandviç tip aptasensör kullanılarak Leptin ile çeşitli girişim yapan maddelerin 

varlığında elde edilen DP voltamogramları  (A) HSA, (B) BSA, (C) l-lizin, (D) haptoglobin, 

(E) dopamin, (F) askorbik asit ve (G) parasetamol; (Siyah çizgiler: sadece Leptin için elde 

edilen DP voltamogramları; Kırmızı çizgiler: Leptin ve çeşitli girişim yapan maddelerin 

varlığında elde edilen DP voltamogramları) 
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Şekil 3.22. (Devam) Sandviç tip aptasensör kullanılarak Leptin ile çeşitli girişim yapan 

maddelerin varlığında elde edilen DP voltamogramları(A) HSA, (B) BSA, (C) l-lizin, (D) 

haptoglobin, (E) dopamin, (F) askorbik asit ve (G) parasetamol; (Siyah çizgiler: sadece Leptin 

için elde edilen DP voltamogramları; Kırmızı çizgiler: Leptin ve çeşitli girişim yapan 

maddelerin varlığında elde edilen DP voltamogramları) 



78 

 

 

 

Şekil 3.22. (Devam) Sandviç tip aptasensör kullanılarak Leptin ile çeşitli girişim yapan 

maddelerin varlığında elde edilen DP voltamogramları(A) HSA, (B) BSA, (C) l-lizin, (D) 

haptoglobin, (E) dopamin, (F) askorbik asit ve (G) parasetamol; (Siyah çizgiler: sadece Leptin 

için elde edilen DP voltamogramları; Kırmızı çizgiler: Leptin ve çeşitli girişim yapan 

maddelerin varlığında elde edilen DP voltamogramları) 
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3.9.2. Etiketsiz Aptasensör İçin Tekrar Üretilebilirlik ve Stabilite 

Çalışmaları 

Geliştirilen aptasensörün tekrarlanabilirliği, optimum koşullar altında hazırlanan 

beş farklı aptasensörden elde edilen mevcut akım yanıtlarına göre değerlendirilmiştir. 

Şekil 3.23’te görüldüğü gibi, 50,0 pg/mL Leptin’in aptasensörlere inkübasyonundan 

sonra, elde edilen sonuçlar %1,5 BSS değeri ile aptasensörün yüksek bir 

tekrarlanabilirlik sergilediğini göstermiştir. 

 

Şekil 3.23. Geliştirilen sandviç tip aptasensörün tekrar üretilebilirliği 

Ayrıca geliştirilen aptasensörün stabilitesinin değerlendirilmesi için, aptasensör 

15 gün boyunca +4°C’de muhafaza edilmiştir. Şekil 3.24’te görüldüğü gibi, geliştirilen 

aptasensör Leptin’e karşı bir hafta boyunca başlangıç sinyalinin %85’ini korurken, 

aptasensörün on gün süreyle kullanılabilir olduğu bulunmuştur. 
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Şekil 3.24. Geliştirilen sandviç tip aptasensörün stabilitesi 

3.9.3. Sandviç Tip Aptasensör Kullanılarak İnsan Serum ve İnsan Plazma 

Örneklerinden Leptin Analizi 

Geliştirilen aptasensörün pratik olarak uygulanabilirliği insan serum ve plazma 

örneklerinde Leptin içeriğini belirlenmesiyle gösterilmiştir. Bu amaçla ilk olarak serum 

ve plazma örnekleri 1:10 (h/h) oranında seyreltilmiş ve bu örneklere standart ekleme 

yöntemi ile 0,5, 5,0 ve 50,0 pg/mL olmak üzere üç derişimde Leptin ilavesi yapılmıştır. 

Geliştirilen aptasensör ile optimal koşullar altında insan serum ve plazma örneklerinden 

Leptin’in geri kazanım değerleri, sırasıyla %96,31–103,49 (%BSS: %7,71–9,90), 

%97,80–108,79 (%BSS: %7,26–9,94) olarak bulunmuştur (Çizelge 3.4). Elde edilen 

analitik sonuçlar, basit bir numune hazırlama prosedürüne sahip olan aptasensörün 

güvenilirliğini ve geçerliliğini göstermiştir.  
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Çizelge 3.4. Sandviç tip aptasensör kullanılarak geri kazanım çalışmalarına ait sonuçlar 

Örnek 
Eklenen miktar 

(pg/mL) 
Bulunan miktar 

(pg/mL) 
Geri kazanım 

(%) 
%BSS*** 

İnsan serum örneği  

0,5 0,48 96,31 9,90 

5,0 
5,11* 102,15 8,97 

5,17** 103,49 8,67 

50,0 50,60 101,19 7,71 

İnsan plazma örneği 

0,5 0,54 108,79 9,94 

5,0 
5,12* 102,39 8,53 

5,32** 106,40 8,88 

50,0 48,90 97,80 7,26 

*Birinci kalibrasyon aralığı kullanılarak elde edilen sonuçlardır. 
**İkinci kalibrasyon aralığı kullanılarak elde edilen sonuçlardır. 
***Elde edilen %BSS değerleri 3 ölçüme ait sonuçlardır. 

3.10. Apt-MIP Hibrit Sensörün Elektrokimyasal Karakterizasyonu 

Önceki aptasensörlerde de bahsedildiği gibi, Apt-MIP hibrit sensörün hazırlık 

aşamasındaki elektrot yüzeylerinin karakterizasyonu DV ve EIS yöntemleri 

kullanılarak incelenmiştir. Şekil 3.25A’da görüldüğü gibi PBE, Fe(CN)6
3-/4- redoks 

çözeltisinin karakteristik anodik ve katodik piklerini sergilemektedir (88,6 µA). PBE 

yüzeyi sırasıyla, Pt NK’ler ve Pt NK’lerin üzerine Au NP’ler ile modifiye edildiğinde 

redoks çözeltisinin tepe akımı sırasıyla 109,8 µA, 142,0 µA’ya kadar önemli ölçüde 

artmıştır. Bu artış AuNP’ler/Pt NK’lerin elektrot yüzeyinde elektron transferini 

hızlandırdığını ve elektrokimyasal sinyali arttırdığını göstermektedir. Elektrot 

yüzeyindeki Au NP'ler, Apt[Leptin] kompleksi ile inkübe edildiğinde akım değerinde 

azalma meydana gelmiştir (97,6 µA). Bu azalış, elektrot yüzeyinde Apt[Leptin] 

kompleksine bağlı olarak oluşan yalıtkan tabakadan kaynaklanmaktadır. Sonraki 

aşamada, oPD’nin elektropolimerizasyonu ile elde edilen iletken olmayan polimer 

film tabakası (PoPD), yük transferini neredeyse tamamen bloke ettiği için akım 

sinyalinde önemli derecede bir düşüş meydana gelmiştir. Daha sonra, uzaklaştırma 

çözeltisi kullanılarak Leptin şablon molekülleri polimer film tabakasından 

çıkarıldığında, üç boyutlu film tabakasında Fe(CN)6
3-/4- redoks moleküllerinin elektrot 

yüzeyine tekrar ulaşabileceği Leptin'in uzamsal yapısı, şekli ve boyutuyla eşleşen 

baskılı boşluklar oluşmaktadır. Bu durum, hazırlanan sensörün tepe akımının (22,2 
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µA), PoPD kaplı yüzeye kıyasla, belirli bir dereceye kadar artmasıyla sonuçlanmıştır. 

Son aşamada, Leptin molekülleri yeniden sensör yüzeyine bağlanınca tepe akımında 

azalma meydana gelmiştir (16,6 µA). Bu azalış, Leptin’in yeniden bağlanmasıyla 

baskılı boşlukların kapanması ve buna bağlı olarak elektron transferinin 

engellemesinden kaynaklanmaktadır.  

EIS yöntemi kullanılarak Şekil 3.25B’de görüldüğü gibi yalın PBE’nin Rct 

değeri 304 Ω olarak bulunmuştur. PBE yüzeyi Pt NK’ler ve Au NP’ler ile modifiye 

edildiğinde Pt NK’ler/PBE ve Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE’nin Rct değerleri sırasıyla 151 

Ω ve 60,4 Ω olarak bulunmuştur. Rct değerlerindeki bu azalış yalın PBE’ye kıyasla 

elektron transferinin kolaylaşmasından kaynaklanmaktadır. Modifiye yüzeye 

Apt[Leptin] kompleksinin inkübe edilmesi ile Rct değeri 300 Ω'a kadar artmıştır. Bu 

artış, elektron transferinin zorlaşması ve kompleksin varlığından dolayı elektrot 

yüzeyinde oluşan daha büyük bir sterik engelden kaynaklanmaktadır. Bu da 

kompleksin, yüzeye başarılı bir şekilde immobilizasyonunu doğrulamaktadır. 

Apt[Leptin]/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE yüzeyinin oPD ile kaplanmasından sonra, 

beklenildiği gibi Rct değerinde (14,4 kΩ) önemli bir artış gözlemlenmiştir. Rct'deki bu 

artış, yüzeyde daha fazla sterik engellerin oluşmasından kaynaklanmaktadır. PoPD ile 

kaplanmış yüzey, uzaklaştırma çözeltisi ile yıkandıktan sonra, Rct değeri (422 Ω) 

Apt[Leptin] kompleksinden Leptin'in çıkarılmasıyla sterik/konformasyonel 

kısıtlamadaki azalmalardan kaynaklı olarak azalmıştır. Son olarak, bir önceki adımda 

hazırlanan Apt-MIP hibrit sensörü yüzeyinde Leptin'in inkübasyonu nedeniyle, Rct 

değeri 749 Ω’a yükselmiştir. Bu artış, elektrot yüzeyindeki boşluklara hapsolmuş 

Leptin nedeniyle elektron transferindeki daha büyük engelden kaynaklanmaktadır. 

Sonuç olarak, elde edilen DV ve EIS bulguları birbiri ile iyi bir uyum içinde Apt-MIP 

hibrit sensörün başarılı bir şekilde üretildiğini doğrulamıştır.  
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Şekil 3.25. Apt-MIP hibrit sensörün hazırlanması aşamalarında elde edilen dönüşümlü 

voltamogram eğrileri  (A) ve Nyquist eğrileri (B) 
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Ayrıca, elektroaktif yüzey alanının belirlenmesi amacıyla Pt NK’ler ve Au 

NP’ler ile modifiye edilmiş elektrotlar için farklı tarama hızlarında Fe(CN)63-/4- 

redoks çözeltisinin dönüşümlü voltamogramları kaydedilmiştir (Şekil 3.26). Randles–

Ševčík eşitliğine (Eşitlik 3.1) göre, PBE'nin elektrokimyasal yüzey alanı 0,097 cm2 

iken, Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin elektrokimyasal yüzey alanı 0,175 cm2’dir. Yüzey 

alanındaki bu artış Apt[Leptin] kompleksinin yüzey üzerinde daha etkin bir şekilde 

immobilize olabileceğini ve hibrit sensörün performansını arttırabileceğini 

göstermektedir.  

 

 

Şekil 3.26. 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin elektrot yüzeylerinde farklı tarama 

hızlarındaki dönüşümlü voltamogram eğrileri  (A) PBE, (B) Pt NK’ler/PBE, (C) Au 

NP’ler/PBE, ve (D) Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE  

3.11. Apt-MIP Hibrit Sensörün Yüzey Karakterizasyonu 

Geliştirilen hibrit sensör için yüzey karakterizasyonu SEM görüntülerinin 

incelenmesiyle gerçekleştirilmiştir. Şekil 3.27A'da görüldüğü gibi yalın PBE pürüzsüz 
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bir morfolojiye sahiptir. PBE yüzeyi Pt NK’ler ile modifiye edildiğinde Şekil 

3.27B'den de anlaşılacağı gibi elektrot yüzeyindeki homojen olarak dağılmış tek tip 

küreler modifikasyonun başarılı olduğunu göstermiştir. Şekil 3.27C, Au NP’lerin PBE 

yüzeyine başarılı bir şekilde elektrodepolanmasını doğrularken, Au NP’lerin Pt 

NK’ler/PBE yüzeyine modifiye edilmesiyle değişen yüzey morfolojisi Şekil 3.27D'de 

görülmektedir. Apt[Leptin] kompleksinin Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE yüzeyinde 

immobilizasyonundan sonra, elde edilen elektrotun SEM görüntüsündeki (Şekil 

3.27E) fibril yapılar, kompleksin varlığını göstermiştir. Şekil 3.27F’deki SEM 

görüntüsü Apt[Leptin]/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE üzerine oPD 

elektropolimaerizasyonu ile kaplanmış polimer tabakasının varlığını göstermektedir. 

Leptin’in sensör yüzeyinden çıkarılmasıyla Şekil 3.27G'de değişen yüzey morfolojisi, 

Leptin'nin matristen başarıyla çıkarıldığını doğrulamaktadır. Şekil 3.27H'da görüldüğü 

gibi Leptin içermeyen baskılanmamış polimer (NIP)’in yüzey morfolojisinin farklılığı 

ve yüzeyde bozulma olmaması, geliştirilen hibrit sensörün yüzey karakterizasyonunu 

doğrulamaktadır. 
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Şekil 3.27. Apt-MIP hibrit sensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait SEM görüntüleri  (A) 

PBE, (B) Pt NK’ler/PBE, (C) Au NP’ler/PBE, (D) Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (E) 

Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (F) PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, 

(G) MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (H) NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt 

NK’ler/PBE (50.00 kx)  
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Ayrıca, EDS yöntemi modifiye çalışma elektrodu yüzeyindeki, Pt NK'lerin ve Au 

NP'lerin elementel analizi için kullanılmıştır. Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin EDS 

spektrumları (Şekil 3.28) incelendiğinde belirgin şekilde görünen Pt ve Au pikleri 

modifikasyonun başarılı olduğunu göstermiştir. 

 

Şekil 3.28. Apt-MIP hibrit sensörün hazırlanması aşamalarında Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE’ye 

ait EDS spektrumları 

Ayrıca, geliştirilen hibrit sensör için yüzey karakterizasyonu AFM görüntülerinin 

incelenmesi ile de gerçekleştirilmiştir. Tüm ölçümler 3x3 µm2 tarama alanında ve oda 

sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. Yalın PBE, Au NP’ler ve Pt NK’ler ile modifiye edilmiş 

PBE, Apt ve Leptin kompleksinin immobilizasyonu, polimer kaplama, hibrit sensör ve 

NIP için elde edilen iki boyutlu (2D) ve üç bıyutlu (3D) topografik görüntüler şekil 3.29'da 

gösterilmiştir. Elde edilen AFM görüntüleri, elektrotların yüzey özelliklerini anlamak için 

bir kanıt niteliğindedir. PBE, Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt 

NK’ler/PBE, PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ 

Pt NK’ler/PBE ve NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE’nin yüzey 

pürüzlülüklerinin kök ortalama kare (RMS) değerleri sırasıyla, 27,7 nm, 55,0 nm, 59,5 

nm, 70,0 nm, 64,0 nm ve 69,4 nm olarak bulunmuştur. Özellikle MIP ve NIP sensörlerin 
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arasındaki yüzey derinliğinin farklı olması moleküler baskılama işleminin başarılı bir 

şekilde gerçekleştiğini göstermektedir.  

 

 

A 

 

 

B 

 

 

C 

Şekil 3.29. Apt-MIP hibrit sensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait AFM görüntüleri (A) 

PBE, (B) Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (C) Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (D) 

PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (E) MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt 

NK’ler/PBE, (F) NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE  
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D 

 

 

E 

 

 

F 

Şekil 3.29. (Devam) Apt-MIP hibrit sensörün hazırlanması aşamalarında elektrotlara ait AFM 

görüntüleri (A) PBE, (B) Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (C) Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt 

NK’ler/PBE, (D) PoPD/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (E) MIP/Apt[Leptin]/Au 

NP’ler/ Pt NK’ler/PBE, (F) NIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE  
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3.12. Apt-MIP Hibrit Sensörün Tasarımı İçin Elektrot Modifikasyonu 

Geliştirilen hibrit sensörün ilk aşamasında, Pt NK’lerin derişimi 0,005 ile 0,04 

µg/mL arasında değiştirilmiştir. Hem DV hem de EIS yöntemleri kullanılarak yapılan 

optimizasyon çalışmalarına göre elektrot yüzeyine 0,02 µg/mL Pt NK’ler modifiye 

edildiğinde en yüksek akım sinyali ve en düşük Rct değeri elde edilmiştir (Şekil 3.30A ve 

Şekil 3.30B). Au NP’lerin elektrodepolanması için döngü sayısı 5-25 aralığında 

değiştirildiğinde, en yüksek akım sinyali ve en düşük Rct değeri 15 döngü sayısında elde 

edilmiştir (Şekil 3.30C ve Şekil 3.30D). Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde, 0,02 µg/mL 

Pt NK’ler ve 15 döngü sayısı hem iletkenliğin artması hem de elektrot yüzeyinde yük 

transferinin kolaylaşması nedeniyle optimum değerler olarak seçilmiştir. 

 

 

Şekil 3.30. Farklı Pt NK’ler derişimlerinin 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin I değerlerine 

etkisinin grafiği (A), Rct değerlerine etkisinin grafiği (B), farklı döngü sayılarının 5 mM 

Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin I değerlerine etkisinin grafiği ve Rct değerlerine etkisinin 

grafiği (D) 
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3.13. Apt-MIP Hibrit Sensörü İçin Deneysel Koşulların Belirlenmesi  

Apt-MIP hibrit sensöründe DV kullanılarak yapılan elektropolimerizasyon 

işleminde elde edilen polimerik film tabakasının kararlılığı ve kalınlığı sensör 

performansını etkileyen en kritik parametredir. Bu amaçla, oPD’nin 

elektropolimerizasyonu için 10, 25, 30 ve 40 döngü sayıları ile kaplamalar yapılmıştır. 

Her kaplama için sonuçlar, Leptin’in yüzeyden uzaklaştırılması ile elde edilen 

sensörün pik akımı ve Leptin’in yeniden bağlanmasından sonra elde edilen pik akımı 

arasındaki fark (ΔI) değerleri karşılaştırılarak belirlenmiştir (Şekil 3.31A). Sonuç 

olarak, kararlı ve stabil bir polimer film tabakasının oluştuğu 30 döngü sayısı sonraki 

deneyler için optimum olarak belirlenmiştir (Şekil 3.31B).  

Apt-MIP hibrit sensöründe, Leptin’e özgü kararlı ve tekrarlanabilir özellikte 

spesifik boşlukların oluşabilmesi için uzaklaştırma çözeltisinin (Asetik asit:SDS; 

1:1,h/h) etkileşim süresi değerlendirilmiştir. Bu amaçla 5 ile 60 dakika aralığında farklı 

süreler denenmiştir. Şekil 3.31C’de görüldüğü gibi sensör yüzeyinden Leptin’in 

uzaklaştırılması için en etkili sürenin 30 dakika olduğu belirlenmiştir.  

Hedef analit Leptin’in sensör yüzeyine yeniden bağlanma işlemi geliştirilen 

sensörün performansını doğrudan etkileyen önemli faktörlerden biridir. Bağlanma 

süresinin optimize edilmesi için farklı inkübasyon sürelerinde (15, 30, 60 ve 120 

dakika) denemeler yapılmıştır. Leptin’in baskılı yüzeydeki boşluklara aşırı 

doygunluktan kaçınarak kararlı bir biçimde bağlanabilmesi ve geliştirilen sensörün 

yeniden kullanılabilir olması için en iyi ve etkili bağlanma süresi 60 dakika olarak 

seçilmiştir (Şekil 3.31D).  
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Şekil 3.31. I ve ΔI değerlerine karşılık elektropolimerizasyon farklı döngü sayılarının etkisi (A), 30 

döngü ile oPD’nin elektropolimerizasyonu (B), uzaklaştırma süresinin etkisi (C) ve yeniden 

bağlanma süresinin etkisi (D) 
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Şekil 3.31. (Devam) I ve ΔI değerlerine karşılık elektropolimerizasyon farklı döngü 

sayılarının etkisi (A), 30 döngü ile oPD’nin elektropolimerizasyonu (B), uzaklaştırma 

süresinin etkisi (C) ve yeniden bağlanma süresinin etkisi (D) 

3.14. Apt-MIP Hibrit Sensörü İle Leptin’nin Elektrokimyasal Tayini ve 

Yöntem Validasyonu 

Geliştirilen hibrit sensör için DV ve EIS yöntemleri ile elde edilen önceki sonuçları 

doğrulamak amacıyla Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisi kullanılarak DPV ölçümleri de alınmıştır. 

Şekil 3.32’de görüldüğü gibi yalın PBE yaklaşık 9,02 μA’lik tepe akımına sahiptir. PBE 

yüzeyi Pt NK’ler ve Au NP’ler ile modifiye edildiği zaman Fe(CN)6
3-/4-'nin difüzyonunun 

artmasına bağlı olarak tepe akımı 24,4 μA’ya kadar yükselmiştir. Apt[Leptin] kompleksinin 

yüzeye immobilizasyonu ile 13,0 μA’ya kadar düşen akım sinyali elektron aktarımının 

zorlaşmasından kaynaklanmaktadır. Daha sonra, yüzeyin oPD ile kaplanmasına bağlı olarak 

MIP filminin oluşması, elektron aktarımını tamamen engelleyerek akım sinyalinin 0,76 

μA’ya kadar düşmesine yol açmıştır. Leptin moleküllerinin yüzeyden uzaklaştırılmasından 

sonra artan akım değeri (13,4 μA) MIP filmindeki boşlukların Fe(CN)6
3-/4-'nin difüzyonunu 

arttırmasına bağlanabilir. Son aşamada, Leptin’in yeniden bağlanmasıyla düşen akım sinyali 

(11,1 μA), DPV sonuçlarının DV ve EIS sonuçları ile tutarlı olduğunu göstermiştir.  
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Şekil 3.32. Apt-MIP hibrit sensörün hazırlanması aşamalarında farklı elektrotlarda 5 mM 

Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisine ait DP voltamogramları 

Geliştirilen Apt-MIP hibrit sensörünün analitik performansı 1 fg/mL-10 pg/mL 

aralığında artan Leptin derişimlerinde Fe(CN)6
3-/4- çözeltisinin DPV ölçümlerinin 

gerçekleştirilmesiyle değerlendirilmiştir (Şekil 3.33A). Hem Apt-MIP hibrit sensörü hem 

de NIP temelli elektrotların kalibrasyon grafikleri için ΔI değerlerine karşılık Leptin 

derişimlerinin logaritması kullanılarak elde edilmiştir. MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt 

NK’ler/PBE sensörü ile Leptin derişimi ve ΔI değeri arasındaki doğrusal ilişki, ΔI (μA) 

=3,06 LogCLeptin [pg/mL] + 9,19 (R2=0,999) regresyon denklemi ile elde edilmiştir (Şekil 

3.33B). İlgili kalibrasyon aralığı kullanılarak geliştirilen Apt-MIP hibrit sensörü ile 

Leptin’in TS ve TAS’ı belirlenmiştir. Regresyon denkleminin eğimine bağlı olarak 

hesaplamalara göre, TS değeri 0,31 fg/mL, TAS değeri ise 1,0 fg/mL olarak bulunmuştur.  

Ayrıca, geliştirilen hibrit sensörün hem performansının kontrol edilmesi hem de 

doğrulanması amacıyla Leptin içermeyen NIP temelli sensörün artan Leptin derişimlerine 

karşı cevabı incelenmiştir. NIP temelli sensörde Leptin’e spesifik yüzeyin oluşmamasından 

dolayı doğrusal bir yanıt elde edilememiştir (Şekil 3.33B). Bu da geliştirilen hibrit sensörün 

Leptin’e karşı seçici olduğunu bir kez daha göstermiştir.  
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Şekil 3.33. Apt-MIP hibrit sensör kullanılarak Leptin tayini için DP voltamogramları ve 

kalibrasyon eğrileri (A) 0,001 pg/mL-10 pg/mL derişim aralığında elde edilen DP 

voltamogramları, (B) 0,001 pg/mL-10 pg/mL derişim aralığında elde edilen kalibrasyon 

eğrileri  

 



96 

3.14.1. Apt-MIP Hibrit Sensörü İçin Seçicilik, Tekrar Üretilebilirlik ve 

Stabilite Çalışmaları 

Apt-MIP hibrit sensörün tekrarlanabilirliği iki farklı şekilde incelenmiştir. İlk 

olarak, optimum koşullar altında hazırlanan tek sensör ile Leptin’in cevabı 

incelenmiştir. Tek sensör kullanılarak alınan beş ölçümün sonuçlarına göre %BSS, 

%2,48 olarak bulunmuştur (Şekil 3.34A). Ayrıca aynı yöntemle beş bağımsız 

MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt NK’ler/PBE sensörü hazırlanarak Leptin derişimi için 

karşılık gelen DPV sinyalleri kaydedilmiştir. 0,1 pg/mL Leptin için analiz sonuçlarına 

göre için %2,39'luk BSS değeri bulunmuştur (Şekil 3.34B). Sonuç olarak, elde edilen 

veriler geliştirilen hibrit sensörün yüksek tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik 

sergilediğini göstermiştir. 

Geliştirilen hibrit sensörün stabilitesi 15 gün boyunca +4°C’de bekletilmesiyle 

incelenmiştir. Bu hibrit sensör 15. günün sonunda başlangıç aktivitesinin %90’ını 

koruyarak kayda değer bir stabilite sergilemiştir (Şekil 3.34C).  

Ayrıca, geliştirilen hibrit sensörün seçiciliği, MIP/Apt[Leptin]/Au NP’ler/ Pt 

NK’ler/PBE yüzeyinde 0,1 pg/mL Leptin varlığında 10 pg/mL HSA, 10 pg/mL BSA, 10 

pg/mL haptoglobin, 100 pg/mL glukoz, 10 ng/mL CRP, 200 pg/mL IL-6 ve 780 pg/mL 

TNF-α’nın ayrı karışımlarının DPV ölçümlerinin alınmasıyla değerlendirilmiştir (Şekil 

3.34D). DPV sinyallerinden elde edilen %97,2 ile %101,5 arasında değişen geri kazanım 

değerleri, müdahale eden bileşiklerin varlığının geliştirilen sensörün tepkisi üzerinde 

önemsiz bir etkiye sahip olduğunu göstermiştir. Bu sonuçlar, hedef analit Leptin ile hibrit 

sensör yüzeyi arasında gerçekleşen etkileşimin spesifik olduğu gerçeğiyle tutarlı olmuştur. 
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Şekil 3.34. Geliştirilen Apt-MIP hibrit sensörün tekrar üretilebilirliği (A), ölçüm 

tekrarlanabilirliği (B), stabilitesi (C) ve Leptin ile çeşitli girişim yapan maddelerin varlığında 

seçiciliği (D) 
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Şekil 3.34. (Devam) Geliştirilen Apt-MIP hibrit sensörün tekrar üretilebilirliği (A), ölçüm 

tekrarlanabilirliği (B), stabilitesi (C) ve Leptin ile çeşitli girişim yapan maddelerin varlığında 

seçiciliği (D) 
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3.14.2. Apt-MIP Hibrit Sensörü Kullanılarak İnsan Serum ve İnsan 

Plazma Örneklerinden Leptin Analizi 

Geliştirilen hibrit sensörün gerçek numune analizlerinde uygulanabilirliğini 

değerlendirmek için, insan serum ve plazma örneklerinden Leptin'in belirlenmesi için 

geri kazanım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Serum ve plazma örnekleri (1:10; h/h) 

oranında çözücü içerisinden seyreltildikten sonra bu örneklere üç farklı derişimde 

Leptin çözeltisi ilave edilmiştir. Apt-MIP hibrit sensörü kullanılarak elde edilen yüzde 

geri kazanım değerleri Çizelge 3.5’te gösterilmiştir. %106,3 ile %108,66 arasında 

hesaplanan geri kazanım değerleri geliştirilen sensörün gerçek örneklerde 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

Çizelge 3.5. Apt-MIP hibrit sensörü kullanılarak geri kazanım çalışmalarına ait sonuçlar 

Örnek 
Eklenen miktar 

(pg/mL) 

Bulunan miktar 

(fg/mL) 
Geri kazanım (%) %BSS* 

İnsan serum örneği 

0,01 106,23 106,23 6,36  

0,1 107,03 107,03 5,44 

1,0 1078,40 107,84 2,89 

İnsan plazma örneği 

0,01 108,50 108,50 7,24 

0,1 108,25 108,25 7,66 

1,0 1086,60 108,66 3,98 

*Elde edilen %BSS değerleri 5 ölçüme ait sonuçlardır. 
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4. TARTIŞMA 

Bu tez çalışması kapsamında aptamerler kullanılarak ilk kez, Leptin tayinine 

yönelik elektrokimyasal sensörler geliştirip bu sensörlerin performansları incelenmiştir. 

İlk olarak Leptin’e spesifik ve bağlanma affinitesi en yüksek olan aptamer kullanılarak 

etiketsiz impedimetrik bir aptasensör tasarlanmıştır. Daha sonra, hassasiyeti arttırmak 

amacıyla enzim etiketli sandviç temelli bir aptasensör tasarlanmıştır. Son olarak MIP’lerin 

seçicilik özelliği ve aptamerlerin mükemmel bağlanma özellikleri birleştirilerek bir hibrit 

sensör tasarımı gerçekleştirilmiştir. Geliştirilen sensörlerin hassasiyetlerini arttırmak için 

çalışma elektrotları çeşitli nanomateryaller ile modifiye edilmiştir. Deneysel koşulların 

optimizasyonları ve geliştirilen sensörler için validasyon çalışmaları tamamlandıktan 

sonra, Leptin’in insan serum ve insan plazma örneklerinden analizi başarılı bir şekilde 

uygulanmıştır. 

Leptin tayinine yönelik ilk olarak TiO2 NP’ler ve Au NP’ler ile modifiye edilmiş 

yüzeyler kullanılarak etiketsiz impedimetrik bir aptasensör geliştirilmiştir. 

Karakterizasyon çalışmalarında kullanılan DV ve miktar tayini için kullanılan EIS temelli 

elektrokimyasal yöntemlerde 5 mM Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinden yararlanılarak 

elektrokimyasal ölçümler gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada, elektroaktif özellikte 

olmayan Apt ve Leptin için herhangi bir elektrokimyasal sinyal olmadığı için doğrudan 

ölçüm yerine dolaylı ölçüm yaklaşımı tercih edilmiştir. Apt ve Leptin arasındaki 

etkileşime bağlı olarak Fe(CN)6
3-/4- redoks sinyalinde meydana gelen değişimlerin 

izlenmesi, doğrudan yöntemlere göre kıyasla daha hassas sonuçların elde edilmesini 

sağlamıştır. 

İlk aşamada PBE’ler kimyasal ve termal kararlılıkları, uygun maliyetli olmaları, 

biyouyumlulukları ve çevre dostu olmaları nedeniyle seçilen TiO2 NP’ler ile modifiye 

edilmiştir. EIS yöntemi kullanılarak gerçekleştirilen optimizasyon çalışmasına göre TiO2 

NP’lerin derişimi 1,0 mg/mL olarak belirlenmiştir. Modifikasyonun ikinci aşamasında ise 

TiO2 NP’ler üzerinde, Au NP’lerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi 

gerçekleştirilmiştir. Sensör yüzeyinde Au NP'lerin kullanılması, Apt’in yüzeye 
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immobilizasyonu için daha aktif bağlanma bölgeleri sağlar. Literatür incelemesi sonucu 

belirlenen 1 mM stok HAuCl4 çözeltisi 0,1 M KCl içerisinde hazırlanmıştır. TiO2 NP’ler 

modifiye yüzeye bu çözeltiden damlatılmış ve (-0,3) -(+1,2) V potansiyel aralığında ve 15 

döngü sayısı ile DV yöntemi uygulanmıştır. TiO2 NP’ler modifiye yüzeyin Au NP'ler ile 

modifiye edilmesiyle, Au NP'lerin mükemmel iletkenliği sayesinde tepe akımı ve 

elektroaktif yüzey alanında anlamlı bir artış ve Rct değerinde anlamlı bir azalış elde 

edilmiştir.  Elde edilen sonuçlar Au NP'ler/TiO2 NP’ler/PBE’nin aptasensör tasarımı için 

kararlı ve iyi bir performans sergileyen yüzey olduğunu göstermiştir. 

Optimizasyon çalışmalarının ikinci adımında NP’ler ile modifiye yüzeyde Apt ve 

Leptin arasındaki maksimum etkileşimin sağlanması için Apt moleküllerinin 

immobilizasyon süresi, derişimi ve Leptin ile bağlanma süresi optimize edilmiştir. Apt 

immobilizasyonu için sürenin etkisini değerlendirmek için, 30 dakika ile 18 saat arasında 

değişen farklı sürelerde Rct değerleri incelenmiştir. Maksimum Rct değerinin elde edildiği 

3 saat, modifiye yüzey üzerindeki bağlanma bölgelerinin Apt molekülleri ile tamamen 

doygunluğunu göstermiştir. Apt derişiminin etkisini görmek için, 0,5 ile 3,0 µM arasında 

değişen farklı Apt derişimlerinde Rct değerleri incelenmiştir. Rct değerindeki en yüksek 

artış (~11,1 kat), sonraki çalışmalar için optimum Apt derişimi olarak seçilen 1,5 µM ile 

elde edilmiştir. Leptin'nin Apt ile bağlanma süresini optimize etmek için, aptasensörler, 

sırasıyla 5, 15, 30, 45 ve 60 dakika süreyle Leptin çözeltisiyle (10 pg/mL) inkübe 

edilmiştir. 30 dakikaya kadar atan sonrasında ise doygunluk davranışı sergileyen Rct 

değeri, Leptin tayini için optimum bağlanma süresinin 30 dakika olarak seçilebileceğini 

göstermiştir. Ayrıca geliştirilen aptasensörün yüzey morfolojilerinde meydana gelen 

değişimleri incelemek için alınan SEM görüntüleri ve EDS sonuçları aptasensörün başarılı 

şekilde üretildiğini göstermiştir. 

Optimum koşullar altında, geliştirilen aptasensör 1,0-100,0 pg/mL ve 100,0-1000,0 

pg/mL aralıklarında artan Leptin derişimine karşı doğrusal çalışma aralığı sergilemiştir. 

1,0-100,0 pg/mL aralığındaki regresyon denklemiyle daha büyük eğim elde edilmiştir. Bu 

durum 1,0-100,0 pg/mL aralığında artan hassasiyetle sonuçlanmaktadır. Daha yüksek 

Leptin derişim aralığındaki (100,0-1000,0 pg/mL) eğimin azalışı, artan streik engellerden 

dolayı Fe(CN)6
3-/4- moleküllerinin yeteri kadar elektrot yüzeyine (Apt/Au NP’ler/TiO2 
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NP'ler/PBE) ulaşamamasından kaynaklanmaktadır. Ayrıca, ilk kalibrasyon aralığının 

regresyon denklemi kullanılarak hesaplanan TS (0,312 pg/mL) ve TAS (1,0 pg/mL) 

değerleri aptasensörün gelişmiş hassasiyetini göstermektedir. 

Geliştirilen aptasensörün analitik performansı, Leptin tayini için daha önce rapor 

edilen literatür yöntemleri ile karşılaştırıldığında, bu aptasensör Leptin tayini için 

geliştirilmiş ilk aptamer bazlı elektrokimyasal yöntem olma özelliğini taşımaktadır. 

Aptamer teknolojisine dayalı olarak geliştirilen Au NP’ler/TiO2 NP’ler tabanlı bu 

aptasensör, literatürde daha önce bildirilen sensörlerin çoğundan daha geniş bir çalışma 

aralığına sahiptir (Cavallo ve ark., 2021; He ve ark., 2013; He ve ark., 2015; Mihailescu 

ve ark., 2020; Ojeda ve ark., 2013; Özcan ve Sezgintürk, 2021 ve Sung ve Seok Heo, 

2021). Ayrıca, geliştirilen aptasensör ile elde edilen TS değeri sayesinde bazı 

elektrokimyasal immunosensörler, kemilüminesans temelli sensörler ve MIP temelli 

sensörlere kıyasla artan hassasiyet sergilemiştir (Chen ve ark., 2010; Dong ve ark., 2014; 

He ve ark., 2013; Mihailescu ve ark., 2020; Ojeda ve ark., 2013 ve Zhang ve ark., 2018). 

Antikor temelli yöntemler (Cai ve ark., 2019; Liu ve ark., 2021 ve Özcan ve Sezgintürk, 

2021). TS açısından bazı faydalar sunsa da geliştirilen aptasensör özellikle düşük üretim 

maliyeti, daha kısa analiz süresi, tek kullanımlık ve basitlik, düşük toksisite ve yüksek 

stabilite gibi avantajlara sahiptir. 

Geliştirilen aptasensörün tekrarlanabilirliği farklı aptasensörlerin hazırlanmasıyla 

incelenmiştir. Farklı aptasensörlerin Leptin’e karşı verdikleri cevapların %BSS değerinin 

%1,4 olarak bulunması aptasensörün tekrarlanabilirliğinin yüksek olduğunu göstermiştir. 

Geliştirilen bu aptasensörün seçiciliği, kanda yüksek oranda bulunan HSA ve BSA gibi 

proteinler, glukoz, haptoglobin, glutatyon, norepinefrin ve l-sistein varlığında Leptin’in 

tayini ile değerlendirilmiştir. %9’dan küçük bulunan BSS ve %99,93 ile %102,43 arasında 

elde edilen %geri kazanım değerleri aptasensörün Leptin’e karşı yüksek seçiciliğini 

göstermiştir. Ayrıca, geliştirilen aptasensörün bir hafta boyunca kullanılabilir olması 

pratik uygulamalarda avantaj sağlayabilecektir. 

Geliştirilen etiketsiz aptasensörün insan serum ve plazma örneklerinden analizleri, 

serum ve plazma çözeltilerinin tampon ile seyreltilmesi ve dışardan belirli derişimlerde 
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Leptin eklenmesiyle incelenmiştir. %96,40 ile %107,79 arasında elde edilen %geri 

kazanım sonuçları aptasensörün herhangi bir numune hazırlama aşamasına gerek olmadan 

biyolojik sıvılarda başarılı bir şekilde kullanımına olanak sağlamaktadır. 

Tez çalışmalarının ikinci kısmında, Leptin tayinine yönelik etiketli üretim 

stratejisine dayalı sandviç tip aptasensör geliştirilmiştir. Oldukça hassas ve çok yönlü 

analize imkân sağlayan etiketli yöntemlerde ölçüm prensibi bir veya birkaç etiketten 

üretilen sinyallerin değerlendirilmesine dayanır. 

Etiketli sensörlerde, etiket olarak sıklıkla kullanılan horseradish peroksidaz glukoz 

oksidaz ve alkalin fosfataz gibi enzimler hedef analite veya hedef analitin spesifik antikoru 

ya da aptamerine bağlanabilir. Etiketli sensörler sağladıkları yüksek hassasiyet ve spesifik 

olmayan adsorpsiyonların sinyal üzerindeki etkisini minimuma indirdikleri için sensör 

tasarımlarında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Bu çalışmadaki aptasensör, modifiye yüzey üzerine kendiliğinden immobilize 

edilen tiyol fonksiyonlu Apt1, Leptin ile etkileştirildikten sonra biyotinlenmiş Leptin 

bağlayan başka bir Apt2 molekülü ile sandviç yöntemine göre geliştirilmiştir. Öncelikle 

yalın PBE yüzeyi ZnO NP’ler ile damlatıp kurutma prensibine göre modifiye edilmiştir. 

Fe(CN)6
3-/4- redoks sinyalindeki değişimler takip edilerek farklı derişimlerdeki ZnO 

NP’ler için optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Ardından, ZnO NP’ler modifiye 

yüzeyde Au NP'lerin biriktirilmesi için DV yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde, döngü 

sayısının 5 ile 15 arasında değiştirilmesiyle Fe(CN)6
3-/4- redoks sinyaline ait Rct 

değerlerinin davranışı incelenerek optimum döngü sayısı belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlar, en düşük Rct değerinin 0,25 mg/mL ZnO NP'ler derişimi ve 15 döngü sayısında 

elde edildiğini göstermiştir. Artan iletkenlik ve yüzey ile Fe(CN)6
3-/4- redoks molekülü 

arasında kolaylaşan elektron transferi Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE’nin aptasensör tasarımı 

için uygun bir yüzey olduğunu göstermiştir. Au NP’ler/ZnO NP’ler/PBE, Apt1 

moleküllerinin immobilizasyonu için etkili ve geniş bir yüzey alanı sağlarken, Strep-ALP 

ile α-naftil fosfat arasında gerçekleşen indirgenme reaksiyonu sırasında elde edilen 

elektrokimyasal sinyali yükseltmeye katkı sağlamıştır. 
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Aptasensörün maksimum performansı sergilemesi için Apt1’in derişimi, Apt2’in 

immobilizasyon süresi ve derişim ve Leptin’in inkübasyon süresi optimize edilmiştir. 

Optimizasyon çalışmaları, etiket olarak kullanılan ALP ile substrat olarak kullanılan α-

naftil fosfat arasındaki reaksiyon ürünü α-naftol’ün akım sinyalleri takip edilerek 

gerçekleştirilmiştir. 

İlk olarak, 0,05 ile 2,0 µM arasında farklı Apt1 derişimleri incelenmiştir. 

Maksimum akım sinyalinin görüldüğü 0,5 μM optimum değer olarak seçilmiştir. Bu 

aşamada aptasensörün hazırlık aşamalarındaki modifikasyon ve etkileşim süreleri dikkate 

alındığında, geliştirilen aptasensörün pratik kullanımı için Apt1’in immobilizasyon süresi 

1 gece (~18 saat) olarak belirlenmiştir. İkinci bir parametre olarak Apt2'nin 

immobilizasyon süresi, 5 ile 60 dakika arasında incelenmiştir. Maksimum akım sinyalinin 

görüldüğü 30 dakika optimum değer olarak seçilmiştir. Aptasensör performasını etkileyen 

enzim etiketinin, yüzeye bağlanmasını etkileyen önemli faktörden biri Apt2'nin derişimi 

ise 0,5 ile 3,0 µM arasında değiştirilmesiyle incelenmiştir. Maksimum akım sinyalinin 

elde edildiği 1,5 µM Apt2 derişimi optimum değer olarak seçilmiştir. Son olarak, 

Leptin’in bağlanma süresi 5 ile 60 dakika arasında incelenmiştir. Apt molekülleri ve 

Leptin arasındaki etkileşime göre maksimum akım sinyalinin elde edildiği 30 dakika 

optimum değer olarak seçilmiştir. Ayrıca, heliştirilen aptasensör için SEM görüntüleri, 

EDS ve XRD analizleri ile yüzey morfolojileri incelenmiştir. 

Optimum koşullar altında, geliştirilen aptasensör 0,01-5,0 pg/mL ve 5,0-100,0 

pg/mL aralıklarında artan Leptin derişimine karşı doğrusal çalışma aralığı sergilemiştir. 

0,01-5,0 pg/mL aralığındaki regresyon denklemiyle daha büyük eğim elde edilmiştir. Bu 

durum ilk doğrusal çalışma aralığında artan hassasiyetle sonuçlanmaktadır. 0,01-5,0 

pg/mL çalışma aralığında α-naftil fosfat, difüzyon etkilerinin artmasıyla nedeniyle daha 

hızlı α-naftol’e dönüştüğü için elektrot yüzeyindeki lokal Leptin derişimi hızla tükenir. 

Böylece aptasensörün hassasiyeti artmaktadır. Ancak, daha yüksek Leptin derişimlerinde, 

ALP ile α-naftil fosfat arasındaki enzimatik reaksiyon daha uzun bir süre devam eder. Bu 

da oluşan reaksiyon ürünlerinin elektrot yüzeyini kirletme olasılığı ile daha düşük bir eğim 

sergilemektedir (Gholizadeh ve ark., 2012 ve Zhou ve ark., 2022). Ayrıca, ilk 
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kalibrasyon aralığının regresyon denklemi kullanılarak hesaplanan TS (0,0035 pg/mL) ve 

TAS (0,01 pg/mL) değerleri aptasensörün gelişmiş hassasiyetini göstermektedir. 

Literatür çalışmaları incelendiğinde, Leptin tayini için tek duvarlı karbon 

nanotüpler, pirol, polidopamin ve demir (II, III) oksit gibi çeşitli nanomalzemelerin 

kullanıldığı EIS, amperometrik ve kemilüminesans yöntemlerine dayalı elektrokimyasal 

sensörler önerilmiştir. Geliştirilen bu elektrokimyasal sensörler kullanılarak Leptin 0,3 

pg/mL'ye kadar belirlenebilmiştir (Chen ve ark., 2010; Dong ve ark., 2014; He ve ark., 

2015 ve Mihailescu ve ark., 2020). Ayrıca, elektrokimyasal immünosensörler ve ELISA 

yöntemlerine dayalı dayalı analitik çalışmalar Leptin’in 0.00813 pg/mL seviyelerinde 

belirlenmesini sağlamıştır (Cai ve ark., 2019; Liu ve ark., 2021; Ojeda ve ark., 2013; 

Özcan ve Sezgintürk, 2021; Sung ve Seok Heo, 2021 ve Zhang ve ark., 2018). Ek olarak, 

floresan temelli bir aptasensör ile 10 pg/mL seviyesinde Leptin tayini yapılabilmiştir 

(Cavallo ve ark., 2021). Ancak bu yöntemlerin düşük doğruluk, yüksek maliyet, sıcaklık 

ve pH gibi çevresel faktörlere karşı aşırı duyarlılık, düşük stabilite ve düşük raf ömrü gibi 

bazı dezavantajları vardır. Sonuç olarak, geliştirilen bu aptasensörün sadece metalik NP'ler 

ve enzim etiket stratejisine dayanarak doğrusal bir konsantrasyon aralığında, düşük TS ve 

düşük maliyet avantajı, diğer yöntemlere kıyasla önemli ölçüde geliştirilmiş üstünlük 

sunmaktadır. 

Geliştirilen sandivç tip aptasensör, tekrarlanabilirliği (%BSS=%1,4), HSA, BSA, l-

lizin, haptoglobin, dopamin, askorbik asit ve parasetamol varlığında seçiciliği, on gün 

boyunca koruduğu stabilitesi ile Leptin tayini için önemli avantajlar sunmaktadır. Dahası, 

herhangi bir numune hazırlama aşamasına gerek olmadan insan serum ve plazma 

örneklerinden Leptin tayini için elde edilen %geri kazanım oranları (%96,31-%108,79), 

geliştirilen aptasensörün pratik olarak kullanılabilirliğini göstermiştir. 

Tez çalışmaları kapsamında son olarak Leptin tayinine yönelik, MIP'lerin ve 

Apt’lerin tanıma özelliklerini sinerji haline getirebilen hibrit sensör geliştirilmiştir. Apt-

MIP hibrit sistemi, daha yüksek bağlanma özellikleri gösteren sentetik reseptörler 

oluşturarak makromolekülerin baskılanmasını kolaylaştırmaktadır. Bu çalışmada 

öncelikle yalın PBE yüzeyi Pt NK’ler ile damlatıp kurutma prensibine göre modifiye 
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edilmiştir. Sonrasında, Pt NK’ler modifiye yüzeyde Au NP'lerin biriktirilmesi için DV 

yöntemi kullanılmıştır. Önceki çalışmalarda olduğu gibi, Pt NK’lerin derişimi ve Au 

NP'lerin elektrodepolanması için döngü sayısı hem DV hem de EIS yöntemleri 

kullanılarak Fe(CN)6
3-/4- redoks sinyalindeki değişimlerin takip edilmesiyle optimize 

edilmiştir. Artan elektroaktif yüzey alanı ve iletkenlik ile yüzey ile Fe(CN)6
3-/4- redoks 

molekülü arasında kolaylaşan elektron transferi baz alınarak maksimum akım değerinin 

ve en düşük Rct değerinin elde edildiği 0,02 µg/mL Pt NK’ler derişimi ve 15 döngü sayısı 

optimum değerler olarak bulunmuştur. Ayrıca, DV ve EIS sonuçlarının birbirini 

desteklemesi optimizasyonun başarılı olduğunu göstermiştir. 

Çalışmaların devamında, tiyol fonksiyonlu Apt1 ile Leptin 37 °C'de 1 saat boyunca 

inkübe edilmiştir. Daha sonra, Apt[Leptin] kompleksinin Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin 

yüzeyinde immobilize olması için 1 gece boyunca bekletilmiştir. Moleküler baskılama 

adımını gerçekleştirmeden önce yüzeydeki serbest Apt moleküllerini doyurmak için 

Leptin ile 30 dakika daha inkübe edilmiştir. Bu hibrit sensör geliştirilirken MIP yüzey 

oluşturulması için fonksiyonel monomer olarak oPD kullanılmıştır. Polimerizasyon 

adımında, Apt[Leptin]/Au NP’ler/Pt NK’ler/PBE'nin yüzeyi DV yöntemi uygulanarak 

elektropolimerizasyon yoluyla polimer kaplı (PoPD) kaplı yüzey oluşturulmuştur. Sonraki 

basamakta uzaklaştırma çözeltisi ile Leptin PoPD yüzeyinden uzaklaştırılarak hibrit 

sensör geliştirilmiştir. Analiz için hibrit sensör yüzeyine farklı derişimlerde Leptin 

inkübasyonu ile kalibrasyon elektrotları hazırlanmıştır. Hazırlanan elektrotların 

optimizasyonu ve miktar tayini için kullanılan DV, DPV ve EIS temelli elektrokimyasal 

ölçümlerde Fe(CN)6
3-/4- redoks çözeltisinin sinyali takip edilmiştir. Bu ölçümlerde hedef 

analit Leptin’in sensör yüzeyinden uzaklaştırılması ve yeniden bağlanmasından sonra elde 

edilen Fe(CN)6
3-/4- redoks molekülüne ait pik akımlarının arasındaki farklar 

değerlendirilmiştir. Böylece, çok daha düşük derişimlerde çalışılarak daha hassas sonuçlar 

elde edilmiştir. 

Optimizasyon çalışmalarında PoPD elde edilmesi için döngü sayısı, optimize 

edilerek 30 döngü sayısının optimum olduğu bulunmuştur. PoPD/Apt[Leptin]/Au 

NP’ler/Pt NK’ler/PBE yüzeyinden Leptin’in uzaklaştırılması için optimum süre 30 dakika 
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olarak belirlenmiştir. Leptin’in hibrit sensör yüzeyine yeniden bağlanması için optimum 

süre ise 1 saat olarak belirlenmiştir. 

Geliştirilen hibrit sensör ile 1,0 fg/mL-10,0 pg/mL derişim aralığında doğrusal 

çalışma aralığı elde edilmiştir. Bu aralıktaki regresyon denklemi kullanılarak hesaplanan 

TS (0,31 fg/mL) ve TAS (1,0 fg/mL) değerleri geliştirilen hibrit sensörün, literatürdeki 

tüm çalışmalara göre daha düşük derişim seviyesine inerek, gelişmiş hassasiyetini 

göstermektedir. 

Apt-MIP hibrit sensörü için hem tek sensör kullanılarak alınan beş ölçümün 

sonuçları hem de beş bağımsız sensör kullanılarak Leptin’e karşı elde edilen sonuçlar 

hibrit sensörün yüksek tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik sergilediğini göstermiştir. 

Bu hibrit sensörün 15 gün boyunca başlangıç aktivitesinin %90’ını koruması geliştirilen 

aptasensörlere kıyaslama iyileştirilmiş stabilitesini göstermektedir. Ayrıca, Leptin 

varlığında HSA, BSA, haptoglobin, glukoz, CRP, IL-6 ve TNF-α ile gerçekleştirilen 

seçicilik çalışmalarının sonuçları, geliştirilen hibrit sensörün sadece hedef analit Leptin’e 

spesifik bir sensör geliştirildiğini doğrulamıştır. 

Son olarak, insan serum ve plazma örneklerinden Leptin analizi için, seyreltilmiş 

serum ve plazma örneklerine üç farklı derişimde standart Leptin çözeltileri ilave edilerek 

geri kazanım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. %106,23 ile %108,66 arasında değişen 

%geri kazanım değerleri hibrit sensörün biyolojik analizlerde başarılı bir şekilde 

uygulanabileceğini göstermiştir. 

Sonuç olarak, Leptin tayini için geliştirilen etiketsiz aptasensör, sandviç tip 

aptasensör ve hibrit sensör literatürde yer alan diğer yöntemlerle karşılaştırıldıkların daha 

ekonomik, uygulaması daha kolay, çok daha hassas ve çevre dostu özellikleri sayesinde 

ön plana çıkmaktadır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında beyin hasarı biyobelirteçlerinden olan Leptin’in insan serum 

ve plazma örneklerinden ultra hassas ve seçici tayini için aptamer temelli 

elektrokimyasal biyosensörler geliştirilmiştir.  Geliştirilen aptasensörlerin ve hibrit 

sensörün optimizasyon ve validasyon çalışmaları yapılarak sonuçlar 

değerlendirilmiştir. 

Giriş bölümünde beyin hasarından, beyin hasarında Leptin’in rolünden, 

aptamerler, elektrokimyasal yöntemler ve biyosensörlerde validasyon işlemleri ile 

ilgili detaylı bilgiler verilmiştir. Çalışmalarda kullanılan aptamer moleküllerinin 

özellikleri, avantajları ve seçimi ile sensör hassasiyetini arttırmak için kullanılan 

metalik, metal oksit ve polimerik nanomalzemelerin karakteristik özellikleri bu 

bölümde detaylandırılmıştır. 

Gereç ve yöntem bölümünde öncelikle çalışmalarda kullanılan kimyasal ve sarf 

malzemeler, cihazlar ve ekipmanlar, kullanılan çözeltilerin hazırlanması ve geliştirilen 

sensörlerin hazırlık aşamaları anlatılmıştır. Çalışmalarda kullanılan tüm 

elektrokimyasal yöntemler bu bölümde özetlenmiştir. Geliştirilen aptasensörler ve 

hibrit sensörün elektrokimyasal ve morfolojik karakterizasyonları, deneysel 

koşullarının optimizasyon adımları, elektrokimyasal tayinleri, tekrarlanabilirlik, 

seçicilik ve girişim gibi validasyon karakteristikleri ve stabilite çalışmalarına ait 

sonuçlar ise bulgular bölümünde sunulmuştur. 

İlk olarak; Leptin tayinine yönelik ilk elektrokimyasal aptasensör geliştirilmiştir. 

Geliştirilen aptasensör için elektrot yüzeyi TiO2 NP’ler ve ardından Au NP’ler ile 

modifiye edilmiştir. Bu aptasensör, modifiye elektrot yüzeyine tiyol fonksiyonlu DNA 

Apt’inin immobilize edilmesiyle üretilmiştir. Artan derişimlerde Leptin çözeltisinin 

Apt ile modifiye edilmiş elektrota inkübe edilmesiyle kalibrasyon elektrotları 

hazırlanmış ve EIS ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Geliştirilen aptasensörün 

elektrokimyasal ve morfolojik karakterizasyonu için DV, EIS, SEM ve EDS 



109 

yöntemlerinden yararlanılmıştır. Geliştirilen aptasensör, artan Leptin derişimlerinde 

iki doğrusal aralıkta (1,0-100,0 pg/mL ve 100,0-1000,0 pg/mL) yüksek bir performans 

sergilemiştir. Ayrıca, 0,312 pg/mL'ye eşit TS değeri aptasensörün hassasiyetini 

göstermiştir. İnsan serum ve plazma örneklerinde Leptin’i belirlemek için kullanılan 

aptasensör, %96,40-107,79 aralığında geri kazanım değerleri ile iyi derecede doğruluk 

sergilemiştir. Sonuç olarak, geliştirilen impedimetrik aptasensörün sahip olduğu 

seçicilik, hassasiyet ve stabilite sayesinde Leptin tayinine yönelik yeni ve umut verici 

bir elektrokimyasal platform olduğu söylenebilir. 

Bir sonraki basamakta, insan serumu ve insan plazmassı örneklerinden Leptin’in 

hassas tespiti için sandviç tip bir elektrokimyasal aptasensör tasarlanmıştır. Geliştirilen 

aptasensörün ölçüm prensibi, ZnO NP’ler ve Au NP’ler ile modifiye edilmiş yüzey 

üzerinde tiyol ve biyotin fonksiyonlu Apt’lerin Leptin ile etkileşimi ve artan Leptin 

derişimlerinin ALP enzimi ile α-naftil fosfat substratı arasındaki biyokimyasal 

reaksiyona verdiği cevaba dayanmaktadır. ZnO NP’ler ve Au NP’lerin arasındaki 

sinerjistik etki, aptasensörün elektrokatalitik aktivitesini önemli ölçüde iyileştirmiştir. 

Elde edilen yüksek yüzey alanı, elektrot yüzeyine daha fazla Apt molekülünün 

bağlanmasına olanak sağlamıştır. Optimum koşullar altında, geliştirilen aptasensör, 

0,0035 pg/mL TS değeri ile 0,01 pg/mL ile 100,0 pg/mL arasında geniş bir doğrusal 

çalışma aralığı sergilemiştir. Geliştirilen aptasensör, vücut sıvılarında çok bulunabilen 

protein ve bileşiklerin varlığında mükemmel seçicilik sağlarken, iyi derece 

tekrarlanabilirlik ve stabiliteye sahiptir. Ayrıca geliştirilen aptasensör, insan serum ve 

plazma örneklerinden %96,31 ile %108,79 aralığında iyi geri kazanım oranlarıyla 

başarıyla uygulanabilmiştir. Sonuç olarak, elde edilen tüm sonuçlar, geliştirilen 

aptasensörün pratik uygulamalar için fizibilitesini göstermiştir. 

Son olarak; Leptin’in ultra hassas ve seçici tayini için Apt ve MIP temelli hibrit 

sensör geliştirilmiştir. İlk aşamada Apt ve Leptin kompleksinin yüzeye daha etkin 

bağlanabilmesi için elektrot yüzeyi Pt NK’ler ve Au NP’ler ile modifiye edilmiştir. Bu 

sayede daha geniş bir yüzey alanı ve iletkenlik sağlanmıştır. Hibrit sensör 

hazırlanırken polimerizasyon basamağında, fonksiyonel monomer olarak 

biyouyumluluğu ve stabilitesi yüksek olan oPD kullanılmıştır. Elektropolimerizasyon 
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için döngü sayısı, uzaklaştırma çözeltisinin uygulama süresi ve Leptin’in yeniden 

bağlanma süresi optimize edilmiştir. Elektrot yüzeylerinin yapısı DV, EIS ve SEM 

yöntemleri kullanılarak karakterize edilmiştir. Geliştirilen Apt-MIP hibrit sensörü, 

0,31 pg/mL TS değeri ile 1,0 fg/mL ile 10,0 pg/mL arasında geniş bir doğrusal çalışma 

aralığı sergilemiştir. Girişim çalışmalarına ve insan serum ve plazma örneklerinden 

yapılan geri kazanım çalışmalarına ait sonuçlar, geliştirilen hibrit sensörün hem 

uygulanabilirliğini hem de doğruluğunu göstermiştir. Sonuç olarak geliştirilen bu 

hibrit sensörün Leptin tayini için en hassas, kararlı, seçici ve stabil bir sensör platformu 

olduğu söylenebilir. 

Sonuç olarak tez çalışmaları kapsamında geliştirilen tüm sensörlerin, ekonomik, 

basit numune hazırlama prosedürüne sahip, çok düşük Leptin derişimlerinde duyarlı, 

seçici ve stabil gibi üstün özellikleri sayesinde Leptin’in biyolojik örneklerden erken 

tayin için oldukça avantajlı analitik yöntemler olarak değerlendirilebileceği ön 

görülmektedir. 

  



111 

ÖZET 

Beyin Hasarı Biyobelirteçlerinin Biyolojik Numunelerden Erken Teşhisine 

Yönelik Analitik Yöntem Geliştirilmesi 

Bu tez çalışması kapsamında, Leptin tayinine yönelik üç farklı özgün elektrokimyasal 

biyosensör platformunun geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu platformlarda, biyobileşen olarak 

aptamerler kullanılarak Leptin tayinine yönelik ilk kez elektrokimyasal aptasensörler ve hibrit 

sensör geliştirilmiştir. İlk aptasensör tasarımında, aptamerlerin yüzeye etkin bir şekilde 

immobilizasyonu için, perde baskılı elektrotlar titanyum dioksit nanopartiküller ve altın 

nanopartiküller modifiye edilmiştir. Aptasensörün performasına etki eden aptamer derişimi, 

immobilizasyon süresi ve Leptin ile etkileşim süresi optimize edilmiştir. Fe(CN)6
3-/4- redoks 

molekülünün impedans yanıtları takip edilerek 1,0-100,0 pg/mL ve 100,0-1000,0 pg/mL 

olmak üzere iki derişim aralığında doğrusallık elde edilmiştir. Bu aptasensör için, teşhis sınırı 

ve tayin alt sınırı değerleri sırasıyla 0,312 pg/mL ve 1,0 pg/mL olarak bulunmuştur. Leptin 

tayinine yönelik sandviç tip aptasensörün tasarımı için elektrotların yüzeyi çinko oksit 

nanopartiküller ve altın nanopartiküller modifiye edilmiştir. Tiyol fonksiyonlu aptamerin 

derişimi, biyotin fonksiyonlu aptamerin derişimi ve immobilizasyon süresi ve Leptin ile 

etkileşim süresi optimize edilmiştir. Sandviç yapıda enzim etiketi olarak kullanılan alkalen 

fosfataz enzimi ve substratı α-naftil fosfat arasındaki reaksiyon ürünü α-naftol’ün akım 

sinyalleri takip edilerek, 0,01 pg/mL ile 100,0 pg/mL derişim aralığında doğrusallık elde 

edilmiştir. Bu aptasensör için, teşhis sınırı ve tayin alt sınırı değerleri sırasıyla 0,0035 pg/mL 

ve 0,01 pg/mL olarak bulunmuştur. Son sensör tasarımında ise, aptamerlerin ve moleküler 

baskılı polimerlerin benzersiz özellikleri birleştirilerek hibrit sensör geliştirilmiştir. Bu sensör 

için çalışma elektrodunun yüzeyi platin nanoküreler ve altın nanopartiküller modifiye 

edildikten sonra, polimer kaplama için polimerizasyon döngü sayısı, uzaklaştırma çözeltisinin 

uygulama süresi ve Leptin’in yeniden bağlanma süresi optimize edilmiştir. Fe(CN)6
3-/4- redoks 

molekülünün akım cevapları takip edilerek 1,0 fg/mL-10,0 pg/mL derişim aralığında 

doğrusallık elde edilmiştir. Bu hibrit sensör için, teşhis sınırı ve tayin alt sınırı değerleri 

sırasıyla 0,31 fg/mL ve 1,0 fg/mL olarak bulunmuştur. Geliştirilen üç sensör için de 

gerçekleştirilen tekrarlanabilirlik, seçicilik, geri kazanım ve stabilite çalışmaları, bu 

sensörlerin Leptin analizi için mevcut yöntemlere kıyasla daha avantajlı ve alternatif olarak 

tercih edilebilecek sensörler olduğunu göstermiştir. 

Anahtar Sözcükler: Aptasensör, Beyin Hasarı, Moleküler Baskılı Polimerler, Leptin, 

Validasyon 
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SUMMARY 

Development of Analytical Methods for Early Diagnosis of Brain Injury 

Biomarkers from Biological Samples 

Within the scope of this thesis, it is aimed to develop three different novel 

electrochemical biosensor platforms for Leptin determination. In these platforms, 

electrochemical aptasensors and hybrid sensor were developed for the first time for the 

determination of Leptin using aptamers as biocomponents. In the first aptasensor design, 

screen printed electrodes were modified with titanium dioxide nanoparticles and gold 

nanoparticles for efficient immobilization of aptamers to the surface. Aptamer concentration, 

immobilization time and interaction time with Leptin, which affect the performance of the 

aptasensor, were optimized. By following the impedance responses of the Fe(CN)6
3-/4-redox 

molecule, the linearity was obtained in two concentration ranges, 1.0-100.0 pg/mL and 100.0-

1000.0 pg/mL. For this aptasensor, the limit of detection and lower limit of quantitation were 

found to be 0.312 pg/mL and 1.0 pg/mL, respectively. For the design of the sandwich type 

aptasensor for Leptin determination, the surface of the electrodes was modified with zinc oxide 

nanoparticles and gold nanoparticles. The concentration of thiol-functionalized aptamer, the 

concentration and immobilization time of biotin-functionalized aptamer, and the interaction 

time with Leptin were optimized. By following the current signals of α-naphthol, the reaction 

product between alkaline phosphatase enzyme used as enzyme label in sandwich structure and 

its substrate α-naphthyl phosphate, the linearity was obtained between 0.01 pg/mL and 100.0 

pg/mL concentration range. For this aptasensor, the limit of detection and lower limit of 

quantitation values were found to be 0.0035 pg/mL and 0.01 pg/mL, respectively. In the final 

sensor design, a hybrid sensor was developed by combining the unique properties of aptamers 

and molecularly imprinted polymers. For this sensor, after the surface of the working electrode 

was modified with platinum nanospheres and gold nanoparticles, the number of 

polymerization cycles, the application time of the removal solution, and the rebinding time of 

Leptin were optimized for the polymer coating. By following the current responses of the 

Fe(CN)6
3-/4-redox molecule, the linearity was obtained in the concentration range of 1.0 fg/mL-

10.0 pg/mL. For this hybrid sensor, the limit of detection and lower limit of quantitation values 

were found to be 0.31 fg/mL and 1.0 fg/mL, respectively. The reproducibility, selectivity, 

recovery and stability studies performed for all three sensors have shown that these sensors 

are more advantageous and alternative sensors for Leptin analysis compared to other existing 

methods. 

Keywords: Aptasensor, Brain Injury, Molecular Imprinted Polymers, Leptin, Validation  
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