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GİRİŞ 

 

Yüksek seçicilik, yüksek hassasiyet ve kullanım kolaylığı gibi yararlı 

özellikleri sayesinde klasik tayin metotlarına (ELISA, jel elektroforezi vb.) alternatif 

olarak geliştirilen biyosensörler yakın zamanda rutin analizlerde de kullanılmaya 

başlanmıştır. Bir damla kan ile kan şekeri ölçebilen cihazlar bu sistemlere 

verilebilecek en güzel örnektir [20].Clark ve arkadaşlarının tasarlamış olduğu bu ilk 

biyosensörde biyolojik tanıyıcı molekül olarak glikoz oksidaz enzimi kullanılmış, 

enzimlerin yüksek seçiciliğinden ve hızlı sürede reaksiyonu gerçekleştirebilmesinden 

yararlanılmıştır. Daha sonraki çalışmalarda tanıyıcı molekül olarak antikor  [115, 

77], lipit [123, 125, 83], mikroorganizma [2, 105, 86], doku [57, 124, 143] ve nükleik 

asitler [48, 91] gibi biyolojik tanıma yüzeyine sahip biyosensörler geliştirilmiştir. 

 

1960 yılında Emil Palacek’in nükleik asitlerin elektroaktif olduklarını 

keşfetmesinden [98] 36 yıl sonra 1996 yılında Joseph Wang ve arkadaşları DNA 

hibridizasyon tayinini gerçekleştirebilecek ilk elektrokimyasal DNA biyonsörünün 

tasarımını gerçekleştirdiler [135].    

 

Genetik biliminde son yıllarda meydana gelen önemli gelişmeler ve insan 

genom projesinin tamamlanmasıyla DNA üzerindeki genlerin büyük çoğunluğunun 

görevleri tanımlanmış oldu [129]. Bu bilgiler ışığında nükleik asitlerin moleküler 

tanıda kullanılmasına yönelik çalışmalar da hız kazandı. Bu alandaki bir diğer 

gelişme ise istenilen gen bölgesinin, özgül primer DNA dizileri kullanılarak in vitro 

koşullarda çoğaltılabilmesi işlemidir (Polimer zincir reaksiyonu (PCR). 
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 Nükleik asitlerin moleküler tanıyıcı olarak kullanıldığı hibridizasyona dayalı 

biyosensör sistemleri ile mutasyon analizleri [3, 29, 94, 95, 103, 130, 132],  gıdalarda 

bakteri tayinleri [25, 47, 122], yeni sentezlenen ilaçların moleküler etki 

mekanizmalarının aydınlatılması [8, 78, 96, 100, 130, 131], DNA hasarı oluşturan 

maddelerin tespiti [26, 50, 96, 99, 130], adli tıpta analizleri ve çevresel analizler [30, 

61, 67]  gibi pek çok alanda uygulamalar ve projeler gerçekleştirilmeye devam 

etmektedir. 

 

 Bu teknolojilerle birlikte daha seçimli biyosensörler üretilmekte ve düşük 

tayin sınırlarında analizler gerçekleştirilebilmektedir. Ayrıca tasarlanan 

biyosensörlerin boyutları küçültülmekte böylece çip teknolojisine uyarlanabilecek 

tasarımlar yapılmaktadır. Lab-on-a-chip sistemleri ile tek bir çip ile binlerce analizin 

tek seferde gerçekleştirilmesinin sağlanması tasarımdaki amaçlar arasındadır. 1994 

yılında American Clinic Micro Sensors Inc. (CMS) firması tarafından kalıtsal 

hastalıkların DNA biyosensörleriyle tayinine yönelik tasarlanan sensör bu konudaki 

ilk çalışmadır [74] Biyosensör teknolojisi ile geliştirilmiş ve klinikte kullanıma hazır 

hale getirilmiş mikroçip cihazlarına örnek olarak Affymetrix ve nanogen firmalarının 

ürünleri gösterilebilir [23].  

  

1996 yılında Joseph Wang’ın çalışmasından sonra elektrokimyasal DNA 

biyosensör tasarlama çalışmalarının sayısı hızla artımıştır. 2000 yılında bu konuda 72 

makale yayınlanmışken 2011 yılında ise yayınlanan makale sayısı 916’ya çıkmıştır. 

Elektrokimyasal yöntemlerin hızlı ve hassas yanıt veriyor olması bu sayının neden bu 

kadar hızla arttığının yanıtıdır. DNA hibridizasyonuna dayalı elektrokimyasal 
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tayinler ile özellikle biyomedikal ve çevresel araştırmalarda büyük önem kazanmıştır 

[97, 45, 88, 62, 67, 10, 92, 73, 91].  

 

Tezin elektrokimyasal kısmında Katekol-O-Metil transferaz (COMT) 

enziminin translasyonundan sorumlu gen üzerinde gerçekleşen polimorfimizmi tayin 

edebilecek elektrokimyasal DNA biyosensörü geliştirmesi ve geliştirilen 

biyosensörün kullanılabilirlik süresinin belirlemesi hedeflemiştir.  

 Polimorfizimin kelime anlamı çeşitliliktir, bir populasyonun genetik 

yapısında gözlenen çeşitlilik genetik polimorfizim olarak adlandırılır. Tek nükleotid 

polimorfizmi kısaca SNP olarak tanımlanır, insanlar arasındaki genetik varyasyonun 

en yaygın tipidir. DNA dizisindeki bazlardan birinin yerine farklı bir bazın geçmesi 

olarak tanımlanır. Örnek olarak DNA dizisinde bir sitozin (C) yerine bir guanin (G) 

bazının geçmesi vb. verilebilir. Popülasyondaki tek baz değişimin frekansı %1’den 

küçük ise tek nokta mutasyonu olarak adlandırılır, %1’den fazla ise bu değişim SNP 

olarak adlandırılır. SNP’ler insan DNA’sında ortalama her 300 bazda 1 bulunabilir, 

bu da insan genomunda yaklaşık 10 milyon SNP olduğu anlamına gelir. Bu 

varyasyonlar genellikle genom içeriğindeki genler arasında yer alır. Bu nedenle 

birçok SNP rahatsızlığa sebep olmaz. Eğer SNP, bir gen üzerinde yer alıyor ise genin 

fonksiyonunu etkileyerek rahatsızlıkların oluşmasına sebep olabilir. İnsan 

genomundaki değişimlerin %85’i tek nükleotid polimorfizmden kaynaklanmaktadır. 

SNP’lerin tamınlanması genetik hastalıkların belirlenmesinde, genetik haritalamada, 

belirli hastalıkların kişilerde ortaya çıkma riskinin bilinmesi ve ilaçların o kişiye nasıl 

etki edeceklerinin bilinmesini sağlayarak kişiye özgü tedavi geliştirilmesinde çok 

önemli bir yer tutar [55, 126, 43].  
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Katekol-O-Metil transferaz enzimi bir metil grubunun S-

adenozilmetiyoninden, katekolaminlere ( dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi 

nörotransmitter vb.) transferini katalizler. Bu O-metilasyon işlemi katekolamin 

transmitterlerinin yıkımında çok en önemli bir yıkım yolağıdır. Aynı zamanda 

hipertansiyon, astım ve Parkinson hastalıklarında kullanılan katekol içerikli ilaçların 

metabolize edilmesinde de COMT enzimi önem taşır [44, 28] COMT enzimini 

kodlayan gen üzerindeki SNP ( G → A; Val158MET ) enzim aktivitesinde yaklaşık 4 

kat kadar değişikliğe sebep olmaktadır. Fonksiyonel polmorfizimlerine göre yüksek 

aktiviteli (Val/Val), orta seviyede aktiviteli (Val/Met) ve en düşük aktiviteli 

(Met/Met) olmak üzere 3 gruba ayrılmışlarıdır. Bu polimorfizmin, şizofrenide, 

bipolar duygu bozuklularında, migrende, davranış bozukluklarında ve Parkinson 

hastalığının patogenizinde önemli rol oynadığı bilinmektedir [28].  

Çalışmada tasarımı yapılan elektrokimyasal biyosensör yüzeyine (kalem grafit 

elektrot, PGE), amino (-NH2) grubu işaretli ve guanin bazı içermeyen DNA 

oligonükleotidleri kovalent olarak tutturuldu. Sonra yüzeydeki boşluklar etanolamin 

(ETA) ile kaplandı. Bu aşamadan sonra modifiye edilmiş elektrotlar farklı saklama 

koşullarında belirli süre bekletildi. Daha sonra hedef DNA çözeltisiyle 

gerçekleştirilen hibridizasyonun ardından diferansiyel puls voltametri (DPV) tekniği 

ile guanin yükseltgenme yanıtları ölçüldü. Prob dizi guanin bazı içermediği için 

yükseltgenme sırasında yanıt vermezken, hibridizasyon sonrasında hedef DNA’dan 

kaynaklanan guaninlerin yükseltgenmesi sonucunda sinyal elde edildi. Sentetik DNA 

dizileri ile en uygun tayin koşulları belirlendikten sonra gerçek hasta örnekleri (PCR 

ürünleri ) ile analizler gerçekleştirildi. 
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Tez çalışmasının optik biyosensörler ile patojen tayini bölümünde yüzey 

plazmon rezonans (SPR) sisteminin kullanıldığı DNA biyosensörü tasarlanması 

amaçlanmıştır. Çalışmada örnek patojen olarak Influenza B virüsü seçilmiştir. 

 İnfluenza virüsleri Orthomyxoviridae ailesinden, zarflı, tek zincirli RNA 

virüsleridirler. İnsanlar kuşlar ve birçok memelide hastalık yapmaktadırlar.  Halk 

sağlığı için takip edilmeleri çok önemlidir. En sık görülen semptomları genellikle 

boğaz, baş ve kas ağrısı ile birlikte yüksek ateş ile titremedir. 20. yüzyıl boyunca üç 

defa pandemik influenza salgını gerçekleşmiş ve milyonlarca insan bu pandemilerde 

hayatını kaybetmiştir. 1918-1919 yılları arasına “İspanyol Gribi” olarak bilinen 

pandemide dünya genelinde yaklaşık 100 milyon insan hayatını kaybetmiştir [63, 90, 

109]. Antijenik farklılıklarına göre A, B ve C alt tiplerine ayrılırlar. İnfluenza 

virüslerinin yapısında zarf glikoproteinleri hemaglutinin (H) ve neuraminidaz (N) 

vardır. H proteini, virüsün hedef hücreye bağlanmasından, N proteini ise 

bağlanmanın kolaylaştırılmasından sorumludur. İnfluenza A virüsleri H ve N 

glikoproteinlerine göre alt gruplara ayrılır. Hemaglutinin den kaynaklanan 16 (H1-

H16) ve Neuraminidaz’dan kaynaklan 9 (N1-N9) alt grubu vardır [34]. Influenza B 

ve C virüslerinde H ve N alt tipleri yoktur. İnfluenza B virüsleri Yamagata ve 

Victoria olmak üzere iki alt grubu vardır. Victoria virüsleri sıklıkla batı Asya’da 

etkili iken Yamagata alt türü tüm dünyada bulunabilir [13].  

 Yüzey plazmon rezonans çevirici sistemini içeren SPR sensörlerinin temeli, 

ince metal film üzerindeki elektronların üzerlerine tam yansıma açısı ile gönderilen 

ışıktaki enerjinin bir kısmını absorbe ederek yüzey plazmonları durumuna geçmesi 

ve bu durumdayken yüzeydeki çevreye karşı aşırı duyarlı olmalarına dayanmaktadır. 

Yüzey plazmonalarının osilasyon yaptıkları yüzeydeki değişimlere bağlı olarak tam 

yansıma açısıda değişmektedir [40].   
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Tez çalışmasının bu bölümünde hibdiridizasyon analizi üzerinden Influenza B 

virüsünün tayini, tasarımı yapılan optik biyosensör ile gerçekleştirildi. Tayin, altın 

çip yüzeyinde değil çözelti ortamında gerçekleştirilmiştir. Sentetik hedef DNA 

çözeltisi ile tiyol (-SH ) grubu işaretli prob DNA çözeltisi oda sıcaklığında 

hibritleştirilerek SPR çip yüzeyine gönderilmiştir. Hibrit DNA’lar prob dizideki –SH 

grubu kısmından altın yüzeye kovalent olarak bağlanmış ve sensör yanıtını 

arttırmıştır. Elde edilen yanıtlar ve ölçümler hibridizasyon öncesinde ve sonrasında 

hesaplanarak değerlendirilmiştir.   
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BÖLÜM I 

1 GENEL BİLGİLER 

1.1 Biyosensörler 

 

Biyosensörler (biyo-algılayıcılar), biyolojik kaynaklı bir tanıma yüzeyi, 

fizikokimyasal çevirici ve görüntüleyici sistemden oluşan, biyolojik moleküller 

kullanılarak diğer biyolojik molekülleri, direkt veya indirekt olarak saptayabilen 

cihazlardır. Diğer bir tanımla, biyoaktif materyaller içeren ve biyolojik ortamlarda 

bulunan çeşitli maddelerin analizi için kullanılan analitik cihazlardır. 

Elektrokimyasal sensörler  Analitik Kimya’da oldukça yaygın kullanılan cihazlardır. 

Bu cihazlara IUPAC tarafından literatürde getirilen tanım ise şu şekildedir: 

“Kimyasal bileşiklere ya da iyonlara seçici ve tersinir bir şekilde cevap veren ve 

konsantrasyona bağımlı elektriksel sinyaller oluşturan küçültülmüş cihazlara 

elektrokimyasal sensörler denir ” [14]. Bu sensörlerde algılayıcı olarak enzim, hücre, 

doku, antikor, DNA, vb. biyolojik yapıların kullanılmasıyla BİYOSENSÖR adını 

almışlardır [127]. Bir biyosensörün kısaca anlatımı şu şekilde yapılabilir; analizi 

yapılacak olacak molekül ile kuvvetli ve seçici olarak bağlanabilen tanıyıcı biyolojik 

molekül ile analit etkileştiği zaman transducer (çevirici sistemi) bu etkileşimi fiziksel 

bir sinyal dönüştürür ve sinyaller bilgisayar gibi cihazlarla anlamlı değerler olarak 

kullanıcıya aktarılır. [6, 16, 21, 106] 
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Piezoelektrik sensörler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansındaki 

farklanmayı belirleyerek bir piezoelektrik kristal yüzeyinde toplanan örneğin 

kütlesinin ölçülmesi esasına göre çalışan, gravimetrik aygıtlardır. QCM’in aktif 

elementi iki köşesine metal elektrotlar yerleştirilmiş ince kuvars kristal plakasıdır. 

Sistemde metal yüzeyindeki kütle değişimi, kuvarsın frekansında değişime neden 

olur. Yüzeyde kütle değişimi ile frekans değişimi arasında doğru orantı vardır. Kütle 

baskısına karşı frekans değişimi ‘Saurbery’ eşitliği ile tanımlanmıştır [60].  

 

Optik Sensörler 

Optik biyosensörler iletici sistem olarak optik lifler üzerine uygun bir yöntemle 

uygun bir biyomolekülün yüzeye tutturularak hazırlanığı ölçüm aygıtlarıdır. 

Fotometri, florumetri ve biyolüminesansa dayalı optik sistemler vardır. Etkileşim 

sonucu meydana gelen sinyal, ışık yansıması, saçılımını yada açısındaki değişimin 

ölçümünü esas alınır.  

 

Yüzey Plazmon Rezonans (SPR) 

Kritik bir açının üzerinde gönderilen polarize ışık, daha yüksek kırılma indisli 

bir ortama girdiğinde (havadan cama gibi) toplam iç yansımaya (TIR) uğrar. Bu 

koşullarda kendiliğinden sönümlü dalga (evanescent wave) adı verilen ışık, metal 

filmin içine doğru nüfuz eder. Belirli bir kırılma açısında bu dalga, metal yüzeydeki 

serbest elektronların yüzey plazmonları oluşturmasına sebep olur ve yansıyan ışığın 

yoğunluğu düşer. Bu olaya yüzey plazmon rezonans denir ve sadece rezonans açısı 

denilen belirli bir açıda gerçekleşir. Rezonans açısı, yüzeyde gerçekleşen 

modifikasyonlarla ve etkileşimlerle değişir. Bu da SPR biyosensörlerin temelini 

oluşturmaktadır. 
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Yüzey Plazmon Rezonansın Teorisi 

Bu teori enerji yüklü ışık fotonunun metalin elektronları ile birleşmesi veya 

enerji transferi ilkesine dayanmaktadır. Enerji transferinin gerçekleştiği ışığın geliş 

açısı yüzeydeki metalin türüne ve metalin yüzeyindeki ortama bağlı olarak 

değişmektedir. Belirli dalga boyunda salınım yapan enerji yüklü ışık fotonları ve 

metal yüzeyindeki serbest elektronlar arasında bir eşleşme veya rezonans 

yakalandığında enerji transferi gerçekleşir. Transfer edilen enerjinin büyüklüğü 

yüzeyden yansıyan ışığın miktarının ölçülmesi ile tayin edilir. Rezonansın yüzeye ve 

yüzeydeki değişmelere bağlı olarak sadece tek bir açı ile gönderilen ışıkta 

gerçekleşir. 

 

SPR hazırlanmasında kullanılan prizma yapısı Kretschmann prizma yapısıdır. 

Şekil 5’de görüldüğü gibi, metal film yüzeyindeki elektron bulutunun salınımını 

uyaran ışık demetinin toplam iç kırılması ile oluşan kendiliğinden sönümlü dalganın 

kullanıldığı bir yaklaşım vardır. Bu elektron salınımları, yüzey plazmonları olarak 

adlandırılmaktadır. Geçici alanın girişim derinliği ışığın dalgaboyuna, ışığın geldiği 

ortam ile çevresinin kırınım açısı indekslerinin oranına ve fotonun parlaklığına 

bağlıdır. Enerji alanı yüzeyden uzaklaştıkça üstel olarak azalmaktadır. Bundan 

dolayı, girişim derinliği aniden düşmektedir. 
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SPR Biyosensörleri ve Uygulama Alanları 

Hiçbir işaretçi gereği duymadan moleküllerin etkileşimlerinin gerçek zamanlı 

olarak izlenmesine olanak veren bir sistem olan SPR biyosensörleri çok geniş 

uygulama alanlarına sahiptir. Klinik tanı, milli savunma ve ilaç araştırmalarına kadar 

birçok alanda SPR biyosensörlerin geliştirilmiştir. Bu çalışmalarda biyolojik molekül 

olarak proteinler, karbohidratlar, hücreler, nükleik asitler ve reseptörler gibi çeşitli 

biyolojik materyallerin etkileşimleri incelenmiştir. 

 

Şimdiye kadar SPR biyosensör uygulamaları için geliştirilen dört farklı 

uygulama formatı bulunmaktadır, bunlar; direk metod, sandviç metodu, yarışmalı 

metod ve inhibisyon formatlarıdır.  Şekil 7 (a)’da gösterilen indirek yöntemde, 

tanıyıcı molekül SPR çip yüzeyine tutturulur, ve örnek tutturulumuş tanıyıcı molekül 

ile yakalanır. Bu yöntem genellikle orta ve büyük moleküle ağırlıklı (>10,000 D) 

analitler için kullanılır [40]. Yarışmalı yöntem [113], sandviç yöntem [76], ve 

inhibisyon yöntemi [80] genellikle düşük moleküler ağırlıklı analitler için 

kullanılmaktadır. Yarışmalı yöntemde şekil 7 (b) SPR çip yüzeyine tutturulmuş 

tanıyıcı molekül ile bağlanan iki farklı örnek kullanılır. Bu örneklerden biri serbest 

iken diğer örnek sığır serum albumin  (BSA) gibi büyük bir proteinle işaretlenir. 

Yarışma sırasında sinyalde gerçekleşen düşüş hedef örnek miktarı ile orantılıdır. 

Sandviç yöntemi şekil 7 (c) çok bilindik bir yöntemdir. Yüzeye tutturulmuş tanıyıcı 

molekül tarafından yakalanmış örnek ile bağlanabilecek ikincil bir tanıyıcı molekül 

yüzeye gönderilir. İkincil tanıyıcının avantajı tayın sınırını düşürmesi ve analit ile 

bağlanarak doğruluğu arttırmasıdır. İnhibisyon methodu şekil 7 (d)’de gösterilmiştir. 

Türelerden biri sensör yüzeyine tutturulur, genellikle büyük bir protein ile işaretli 

olarak kullanılır. Analizlenmiş örnek, derişimi bilinen miktardaki antikor ile 
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- Pestisit Analizi için Geliştirilmiş Bazı SPR biyosensörleri  

 

Tablo 1: Bazı pestisitlerin analizi için tasatlanmş SPR biyosensörleri 

Pestisit Yöntem 
Tayin Sınırı ve 

tayin süresi 
Tanıyıcı molekül Referans 

Altrazin 
İnhibisyon 

yöntemi 

0,05-1ng/mL 

15 dakika 
Monoklonal Antikor 76 

Simazin 
İnhibisyon 

yöntemi 

0,2 g/L 

22 dk 
Poliklonal Antikor 80 

Altrazin 

Yarışmalı 

yöntem- HRP 

işaretli Altrazin 

kullanılmış 

5 ng/mL  

15 dk 
Poliklonal Antikor 113 

Altrazin Direk Yöntem 
1 ng/mL 

15dk 

Saccharomicet 

Cerevisia’dan özel 

olarak eksprese edilen 

mRNA 

 

58 

2,4-

Diklorofenol 

indirek 

inhibisyon 

yöntemi 

10-250ppb Antikor 

117 

Paraoxon İndirek yöntem 1-100ppb 
Asetilkolinesteraz 

enzimi 
59 
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- Patlayıcı Madde Analizi için Geliştirilmiş Bazı SPR biyosensörleri  

Tablo 2: Bazı patlayıcı maddelerin tayini için tasarlanmış SPR biyosensörleri 

Patlayıcının 

Türü 
Yöntem 

Tayin Sınırı ve tayin 

süresi 
Referans 

Trinitrolen (TNT) 

Trinitrofenil-alanin (Tph-

alanin) kullanılarak 

İndirek yarışmalı yöntem 

8 ppt - 30 ppb 

4 dk 
49 

2,4,6-Trinitrophenol 

(TNP) 

BSA işaretli TNP 

kullanılarak İndirek 

yarışmalı yöntem 

10ppt – 100ppb 111 

TNT İnhibisyon Yöntemi 1 g/mL 119 

 

 

- Kirletici Madde Analizi için Geliştirilmiş Bazı SPR biyosensörleri  

Tablo 3: Bazı kirletici maddelerin tayini için tasarlanmış SPR biyosensörleri 

 

Kirletici 
Yöntem 

Tayin Sınırı ve 

tayin süresi 

Tanıyıcı 

molekül 
Referans 

4-Nonilfenol İnhibisyon 

yöntemi 

2 ng/mL 3 min Monoklonal 

Antikor 

108 

Fenol Direk yöntem 5 g/mL E.coli 17 

Kadmiyum, nikel, 

çinko 

Direk tayin 0,1g/mL Metallothionein 

hücresel 

proteinler 

139 

Bakır İyonları Direk Tayin 0,063pg/mL – 

6,3 g/mL 

Squaylium 

boyası 

85 
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- Bakteri Tayini için Geliştirilmiş Bazı SPR biyosensörleri  

 

Tablo 4: Bazı bakterilerin tayini için geliştirilmiş SPR biyosensörleri 

Bakteri Türü Yöntem 
Tayin Sınırı ve 

tayin süresi 
Referans 

Escherichia coli 

O157:H7 
Sandviç yöntemi 5-7.107 cfu/mL 35 

Escherichia coli 

O157:H7 
Direk Yöntem 8:7 106 cfu/mL 72 

Salmonella 

typhimurium 
Direk Yöntem 102-109 cfu/mL 87 

Listeria 

monocytogenes 
İnhibisyon Yöntemi 105 cfu/mL 30dk 56 

Staphylococcus 

aureus 
Direk Yöntem 104 cfu/mL 7 

 

- Virüs Tayini için Geliştirilmiş Bazı SPR biyosensörleri  

Tablo 5: Bazı virüslerin tayini için tasarlanmış SPR biyosensörleri  

Virüs türü Yöntem 
Tayin Sınırı ve tayin 

süresi 
Referans 

Epstein-Barr virus Direk Yöntem 0,2 ng/mL 128 

Hepatit B virus 

(hHBV) 

Direk ve sadviç 

yöntemleri 

9,2 nM direk, 

4,39 nM sandviç 

yöntemi için 

18 

Human immun- 

odeficiency virus 

type 1 (HIV-1) 

Direk yöntem  12 
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- Zehirli Madde Tayini için Geliştirilmiş Bazı SPR Biyosensöleri 

 

Tablo 6: Bazı zehirli maddelerin tayini için tasarlanmış SPR biyosensörleri 

Analit Yöntem 
Tayin Sınırı ve tayin 

süresi 
Referans 

Staphylococcal 

enterotoxin B (SEB) 

Direk ve Sandviç 

Yöntemleri 

5 ng/mL direk, 

0,5 ng/mL sandviç 

Yöntemi için 

40 

SEB Yarışmalı Yöntem 

Tampondan analizde 

0,78 ng/ml -50ng/ml, 

Sütten analizde 

0,312ng/ml-

25ng/mL 

71 

Aflatoksin B1 İnhibisyon Yöntemi 3 -100 ng/mL 24 

Clostridium 

perfringens-toksin 
Direk Yöntem  42 

Domoic acid İnhibisyon Yöntemi 0,1-1000 ng/mL 141 

Yer Fıstığı Proteinleri Direk Yöntem 0,7 ng /mL 79 

Kazein Sandviç Yöntemi 85 ng/mL 10 dk 81 
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- Biyomedikal Analit Tayinleri için Geliştirilmiş Bazı SPR Biyosensöleri 

 

Tablo 7: Biyomedikal uygulamalar için tasarlanmış bazı SPR biyosensörleri 

Analit Yöntem 
Tayin Sınırı ve tayin 

süresi 
Referans 

Miyokardiyal hasar 

markörleri, 

Miyoglobin ve 

Tropionin I 

Direk yöntem 3 ng/mL 68 

Tropinin T 
İnsan serumundan 

Direk Yöntem 
0,01 ng/mL 27 

Tropionin I 
Serumdan Direk ve 

sandviç yöntem ile 

2,5-40 ng/mL direk, 

0,5-20 ng/mL 

sandviç yöntemde 

137 

Kanser Markörleri; 

Prostat-özgül antijen 

(PSA) 

Direk ve Sandviç 

Yöntem 

0,15 ng/mL ve 

2,4 ng/mL 
11 

İntelökin-8 (IL-8) Sandiç Yöntem 2,5 pM (0,02 ng/mL) 140 

Hormonlar; Estrone 

ve Estradiol 
İnhibisyon yöntemi 0,01 – 3000 ng/mL 20 

Morfin İnhibisyon yöntem 
0,1 – 10 ng/mL 

idrarda 
107 
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- Nükleik Asitler Kullanılarak Geliştirilmiş Bazı SPR biyosensörleri  

 

Tablo 8: Tanıyıcı molekül olarak nükleik asitlerin kullanıldığı bazı SPR 
biyosensörleri 

Analit Yöntem Tayin Sınırı ve tayin süresi Referans 

Bakteri Analizi Direk Yöntem 

0,03nM P. aeruginosa, 0,02 

nM S. Aureus, 0,01 nM  C. 

tetani 0.02 nM for C. 

perfringens. 

129 

İnsan 

immünoglobilin 

E. 

Direk Yöntem 2 nM 60dk 104 

Tek nokta 

mutasyon 

analizi 

Direk Yöntem 50 nM 20dk 15 

İlaç 

Görüntüleme 
Direk yöntem 0,5µM 10dk 75 

 

 

Elektrokimyasal Yöntemler 

Elektrokimyasal sistemlerin temelinde kimyasal bir reaksiyonun sonucu olarak 

gerçekleşen elektron transferlerinin incelenmesi, elektrik alanın etkileri ve 

iletkenlikte değişimler vardır. Bu sistemler hakkında detaylı bilgi bölüm 2’de yer 

almaktadır. 
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1.1.1.2 Biyosensörlerin Kullanılan Biyolojik Molekülün Türüne 

Sınıflandırılması 

Enzimler 

 

Canlı hücrelerdeki metabolik olayların tamamında düzenleyici rolü olan ve 

substratlarına karşı yüksek derecede seçiciliğe sahip genellikle protein yapılı 

katalizörlere enzim denilmektedir. Hedeflerine karşı yüksek afinite gösterirler ve 

hızla reaksiyonun gerçekleşmesini sağlamaktadırlar.  Bu da enzimlerin canlı 

hücrelerden izole edilerek biyolojik tanıma yüzeyi olarak çeşitli biyosensörlerde 

kullanımı yönündeki çalışmaları ön plana çıkarmıştır. Enzim temelli biyosensörlerin 

kullanımı 1960’lı yıllarda glukoz tayinin yapılmasına ilişkin çalışmalarla başlamıştır. 

Biyosensör çalışmarının ilki 1962 yılında Clark ve Lyons ‘un Glukoz Oksidaz 

(GOD)  enzimini O2 elektrodu ile kombine ederek kanın glukoz düzeyini ölçmeyi 

başardıkları çalışmadır. Enzimlerin kullanılması uygun sıcaklık ve pH koşullarına 

bağlı olduğundan ve enzimlerin kararlılıklarının düşük olması nedeniyle zordur. 

Ayrıca enzimin elektrot yüzeyine tutuklanmasının ve tutuklanma sonrasında 

kararlılığını değişmeden sürdürmesinin de zorluğu tasarımı yapılacak biyosensörde 

dikkate alınması gereken en önemli unsurlardır [54]. Uygun sartlar altında sıcaklığa 

karşı kararlılık gösteren enzim biyosensörleri de yapılmıştır [37]. Enzimle işaretli 

immunosensörler de günümüz bilim dünyasında yerlerini almışlardır [97].   

Antikorlar  

 

Canlı organizmaların bağışıklık sistemlerinde vücuda giren yabancı maddelere 

karşı üretilen glikoprotein (karbohidrat ve aminoasit yapılı) yapısında moleküllere 
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antikor (immünoglobulin) denilmektedir. Bağışıklık sisteminin özgül hücreleri olan 

β-hücreleri tarafından üretilirler. Genellikle iki kısa (L zinciri), iki uzun (H zinciri) 

olmak üzere dört polipeptid zincirinden oluşmuşlardır, Y harfi şekline sahiptirler ve 

polipeptid zincirler disülfit bağları ile bir arada tutulmaktadır. Y'nin kolları antijen 

bağlama özelliğindedir. Her antikor-antijen etkileşimi özgül olduğu için biyosensör 

çalışmalarında kullanılırlar fakat antikor üretimi zorlu ve multidisipliner çalışma 

gerektiren bir konudur. Bu nedenle biyosensör çalışmaları için kullanımı sınırlıdır. 

Antikorlar makro moleküller oldukları için özellikle SPR ve QCM sistemlerinde 

reseptör katmanı olarak kullanılmaktadır [102].  Çip yüzeyine tutturulmuş antikorlar 

ilgili antijenle etkileşirler ve etkileşimin özgül tayini cihaz ölçümüyle tespit edilir. 

Bu tip immunosensör çalışmaları halen devam etmektedir. 

 

Nükleik Asitler (DNA ve RNA)  

 

Canlı vücudunun kalıtım materyali olan nükleik asitler DNA 

(Deoksiribonükleik asit) ve RNA (Ribonükleik asit) yapısında olmak üzere iki farklı 

türdedir. Her iki tür de tekrarlayan nükleotid birimlerinden oluşan polimerdir. Bir 

nükleotid de; şeker, fosfat ve baz olmak üzere 3 farklı öğeden oluşur. Şekerin 2 

numaralı karbonunda –OH gurubu olup (RNA) ve olmaması (DNA) durumuna göre 

nükleik asidin türü belirlenir. 
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özelliktir. Bu yöntemle herhangi bir DNA dizisinden istenilen sayıda kopya DNA 

elde edilir. 

 DNA fosfodiester bağları enzimler ve kimyasal hidroliz sonucu kesilebilir. 

Bu işlemi gerçekleştiren enzimlere nükleazlar denir. DNA’yı uçlarından kesen 

enzimler ekzonükleaz, iç kısımlarından kesen enzimler ise endonükleaz adını alırlar.  

 

Nükleik asit Sensörleri ile ilgili bazı terimler 

 

Oligonükleotid: Birden fazla nükleotidin yan yana gelmesiyle oluşan dizi. 

 

Dinükleotidler: İki nükleotidin yan yana gelmesiyle oluşan dizi 

 

Tekrarlayan oligonükleotidler: Nükleik Asit dizisi içindeki tekrarlayan 

oligonükleotidler, tekrarlayan tek bir bazı, tekrarlayan ikili bazı veya üçlü bazı ifade 

eder.  Tekrarlayan mononükleotid poly (A), dinükleotide poly (AT), trinükleotid 

poly (GAT) gibi. 

 

Baz çifti: Birbirinin karşılığı olan iki bazı ifade eder ve gösterilirken nokta ile 

ayrılır. Örneğin, A.T veya G.C baz çiftleri gibi. 

 

Prob : Baz dizisi belli olan hedefi yakalayıcı olarak kullanılan oligonükleotit. 

 

Hedef dizi (Target): Prob dizisinin karşılığını içeren oligonükleotit. 
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Yanlış eşleşen dizi (Mismatch): Bir bazı veya birden fazla bazı hedef diziden 

farklı olan oligonükleotit. 

 

Rastgele dizi (Non complementary): Hedef diziden tamamen farklı baz 

dizilimine sahip oligonükleotit. 

 

İnterkalasyon: Düzlemsel bir halka sistemine sahip olan bazı maddelerin 

DNA baz çiftleri arasına yerleşerek, güçlü bir şekilde bağlanması olayıdır [130, 132]. 

Maddenin yapısına bağlı olarak, bu etkileşim tersinir ya da tersinmez şekilde 

gerçekleşmektedir. İnterkalasyon, DNA' da zincir kırılmasına yol açarak ve DNA 

senteziyle DNA' ya bağımlı RNA sentezini bozmaktadır. Bu maddeler genellikle 

Topoizomeraz (II) enzimini inhibe ederler.  

 

Mutasyon: Nükleik asitlerdeki baz dizilerinde tabii yollarla yada kimyasal 

veya radyoaktif herhangi bir mutajen ajan vasıtasıyla meydana gelen değişimlere 

mutasyon adı verilir. Mutasyonlar silent mutasyon (etkisiz mutasyon) olup sağlık 

açısından hiç etki göstermeyebileceği gibi bazı proteinlerin sentezinin durdurulması 

veya yanlış sentezlenmesine yol açabilir. DNA tamir mekanizmasından eğer 

mutasyon tamir edilmeden çoğaltılırsa kalıtsal hastalıklara da sebep olabilir.  

 

DNA’daki bir yada birkaç baz ile ortaya çıkan mutasyona nokta mutasyonu adı 

verilir. Tek bir bazda oluşan nokta mutasyonu en yaygın görülen türüdür. Bu durum 

herhangi bir bazın kendi tamamlayıcısı olan baz dışındaki bir baz ile eşleşmesine 

sebep olur fakat bu iki baz arasında hidrojen bağları kurulamaz. 
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1.2 ELEKTROKİMYA 

 

Kimyasal enerji ile elektrik enerjisi arasındaki etkileşmeyi, etkileşim 

sonucunda oluşan kimyasal dönüşümleri ve kimyasal reaksiyonalrıda gerçekleşen 

elektron transferi olaylarını inceleyen, bilim dalı olarak tanımlanmaktadır.  

 

Elektrokimyasal sisteminin oluşturulması için bir elektron alıcısı (katot), bir 

elektron vericisi (anot) ve iki uç arasındaki elektron transferine sağlayacak elektrolit 

çözeltisi gerekmektedir.  Elektrokimyasal tepkimenin gerçekleştiği ortama 

elektrokimyasal hücre adı verilir. Analizlenecek maddenin elektrokimyasal 

özelliklerine dayalı olarak gerçekleştirilen kantitatif tayinler “elektroanalitik kimya” 

olarak adlandırılır. Elektroanalitik teknikler kısa sürede, yüksek hassasiyetli sonuçlar 

elde edilmesine ve düşük tayin sınırlarına ulaşılabilinmesine izin verirler. [116].  

 

Elektrokimyasal çalışmalarda genellikle kullanılan sistem 3’lü elektrot 

sistemidir. Bu sistemde bir çalışma elektrodu, bir referans elektrot ve bir de karşıt 

elektrot bulunmaktadır. Elektrotlar arasında elektrokimyasal hücre içerisinde 

gerçekleşen reaksiyon çevirici sistemler yardımıyla analizlenir. Elektriksel iletkenliği 

sağlamak amacıyla elektolit çözeltileri kullanılır. Analizlerde kullanılan çeşitli 

elektroanalitik yöntemler vardır, Diferansiyel Puls voltametri (DPV), Kare Dalga 

voltametri (SWV) ve Dönüşümlü Voltametri (CV) sıklıkla kullanılan 

tekniklerdendir. Belirli potansiyel aralığında tarama yapılarak bu esnada oluşan akım 

sürekli olarak ölçülür. Akım, Difüzyona bağlı olarak oluştuğundan burada ölçülen 

akım difüzyon akımıdır bu nedenle difüzyon hızı ile akım doğru orantılıdır. Difüzyon 

elektrot yüzeyindeki difüzyon tabakasında gerçekleşir. 
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1.2.1 Faradayik ve Faradayik Olmayan Akımlar [116, 134]  

 

Elektrot çözelti ara yüzeyinden akım iki tip işlemle iletilir. Birincisinde 

elektrotlardan birinde yükseltgenme indirgenme reaksiyonu gerçekleşirken 

elektronların doğrudan aktarımı ile akım iletilir. Bu tip işlemlere bir elektrottaki 

kimyasal reaksiyon miktarının geçen akımla orantılı olduğunu ifade eden Faraday 

yasalarına uygun olması nedeniyle faradayik işlemler adı verilir, bu şekilde oluşan 

akımlara faradayik akımlar (if) denir. Fardayik olmayan (kapasitif) akımlar ise; 

elektrot / çözelti ara yüzeyindeki yüklü bir çift tabakadan oluşan yükleme akımıdır. 

Bir elektrodun bir yükleme çözeltisine daldırılması ve negatif yükle yüklenmesi ile 

çözeltideki pozitif yüklü iyonlar elektroda doğru çekilir. Böylece ara yüzeyde bir 

gerilim farkı oluşur. Ters işaretli yüklerin arayüzeyde sıralı olarak dizilmesi ile bu 

bölgede bir kapasitör gibi davranan bir elektriksel çift tabaka oluşur. Oluşan 

kapasitörün yüklenmesi için ortamda herhangi bir reaksiyon olamasa bile bir akım 

oluşur. Reaksiyona bağlı olmayıp, sistemden kaynaklanan bu akıma faradayik 

olmayan kapasitif akım (ic) denir.   

1.2.2  Polarizasyon [116] 

 
Metalik iletkenler gibi elektrokimyasal hücrelerde yük akışına karşı direnç 

gösterirler. Ohm kanuna göre bir hücreden geçen akım ile hücrenin direncinin 

çarpımı, hücrenin ohmik potansiyeli ( IR düşüşü ) olarak ifade edilir.  Hücrede I 

amperlik bir akım oluşturmak için hücreye –IR volt kadar negatif potansiyel (E 

uygulanan ) uygulanmalıdır. 

 

Eşitlik 1 Euygulanan = Ekatot – Eanot – IR   



 

 

Ekato

Elek

çizildiğind

olmaz. Be

doğrusallı

 

1.2.3

 

Karı

incelenme

karıştırılan

 

ot ve Eanot  N

ktrokimyasa

de düşük ak

elli bir potan

ktan sapma

3 Elektr

ıştırılan bi

esi için yüz

n bir sistem

Nerst eşitliği

al bir hücred

kımlarda doğ

nsiyelden uy

aya başlar. 

Şekil 12:

rot Yüzeyin

ir çözelti 

eydeki taba

mdeki tabaka

32

i ile hesapla

de uygulana

ğrusal bir gr

ygulamasın

 Aşırı gerili

ndeki Taba

ile elektro

akaların nas

alar şekil 13

2 

anan elektro

an potansiye

rafik elde e

dan sonra il

im ve polar

akalar 

okimyasal 

sıl olduklar

3’deki gibi g

ot potansiye

ele karşı akı

dilir çünk IR

le potansiye

izasyon 

analizde d

rı incelenme

görülmekted

lleridir. 

ım grafiği 

R düşüşü fa

el artışı ile a

 

derişimin e

elidir. Gene

dir. 

azla 

akım 

etkisinin 

el olarak 



 

Tür

yığın çöze

Lam

bir akış ge

birbiri üze

Ner

akımının h

sonucunda

tabakası, s

kalınlığınd

elektrot y

reaksiyona

 

Şek

rbülent akı

eltide gözlen

miner akış 

eçişi olur. L

erine kayarl

nst difüzy

hızı sıvı ile 

a elektrot ç

sıvının karı

da olmaktad

yüzeyinden 

a giren türle

kil 13: Elekt

ış tabakası

nen akıştır.

bölgesi: El

Laminer akı

ar. 

yon tabaka

elektrot ara

çevresinde, 

ıştırılma etk

dır. Analit v

uzaklığın 

er bu tabaka

33

trot yüzeyin

: Çalışma e

lektrot yüze

şta sıvı taba

ası: Elektr

asındaki sür

durgun bi

kinliğine ve

ve ürünlerin

bir fonksiy

aya ulaşabil

3 

ndeki hetero

 

elektrodunu

eyine yakla

akaları elekt

ot yüzeyin

rtünmeden 

ir çözelti ta

e viskozites

n derişimler

yonu olarak

len molekül

ojen tabakal

un yüzeyind

aşıldığında 

trot yüzeyin

nin hemen 

dolayı sıfıra

abakası olu

ine bağlı o

ri yalnızca b

k değişir. E

llerdir. 

lar 

den uzakta 

aynı yönde

ne paralel b

üzerinde, 

a yaklaşır v

uşur. Genel

larak 10-2 –

bu tabaka iç

Elektrot yü

 

bulunan 

e düzenli 

bir yönde 

laminer 

ve bunun 

llikle bu 

–10-4 cm 

çerisinde 

üzeyinde 



34 
 

1.2.4 Elektrot Yüzeyine Kütle Aktarım Yolları 

 

Elektrot yüzeyindeki reaksiyona katılacak türlerin yığın çözeltiden nerst 

difuzyon tabakasına ulaşması için üç faklı kütle aktarım yolu vardır.  

 

Difüzyon 

Derişim farkından dolayı kendiliğinden gerçekleşen difüzyon ile elektrot 

yüzeyindeki derişimi elektrokimyasal reaksiyon süresince azalan molekül yada iyon 

yığın çözeltiden elektrot yüzeyine taşınır. Aynı şekilde reaksiyon süresince derişimi 

artan moleküllerde elektrot yüzeyinden derişimi az olan yığın çözeltiye doğru taşınır. 

Difüzyon hızı derişim farkı ile orantılı olarak değişir. 

 

Göç 

Çözeltideki katyon ve anyonların yüklerinden dolayı elektrotlara doğru 

elektrostatik çekim kuvvetleri ile taşınmasıdır. Yükün bu hareketi ile potansiyel ile 

artan bir akım meydana getirmektedir.  

 

Konveksiyon 

Karıştırma, sarsma veya sıcaklık gibi mekanik etmenlerle iyon ve moleküllerin 

elektrotlara taşınımdır. Konveksiyon etkisi nerst difüzyon tabakasını inceltir.  
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1.2.5 Elektroanalitik Yöntemler 

 

Voltametri 

Çalışma elektrodunun polarize olduğu şartlar altında, uygulanan potansiyelin 

bir fonksiyonu olarak akımın ölçülmesinden faydalanarak analit hakkında bilgi 

edilinen bir grup elektroanalitik yönteme voltametri denir. Voltametride bir 

maddenin elektrokimyasal davranışını incelemek için elektroda uygulanabilecek 

potansiyel aralığı, kullanılan çalışma elektroduna, çözeltiye ve elektrolitin türlerine 

bağlıdır. 

 

Elektroanalitik yöntemlerin en çok tercih edilen yöntemi olan voltametrik 

teknikler, analitik kimya, inorganik kimya, organik kimya ve biyokimya 

araştırmalarında hızlı bir analiz yöntemi olmasından dolayı sıklıkla kullanılmaktadır. 

 

Voltametrik analizlerin sonucunda potansiyele karşı akım grafiği olarak elde 

edilen grafiğe voltamogram denir. 

Voltametri Yönteminde Kullanılan Elektrotlar [116] 

 

Referans Elektrot 

Referans elektrot, analit çözeltisinin bileşiminden bağımsız sabit elektrot 

potansiyeline sahip bir yarı hücredir. Elektrokimyasal reaksiyon süresince dış 

ortamdan etkilenmeden iç potansiyellerini korurlar. Referans elektrotlar potansiyeli 

ölçülmek istenin sistemin mutlak potansiyelini ölçemez, ilgilenilen potansiyel ile yarı 

hüce arasındaki potansiyel farkı ölçer. Üçlü elektrot sistemlerinde anot olarak görev 

alır. Ag/AgCl ve Kalomel (Hg2Cl2) referans elektrotlar yaygın olarak kullanılır. 
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İdeal bir referans elektrodun özellikleri; 

o Kolay hazırlanabilir olmalı 

o Tersinir olmalı 

o Nerst eşitliğine uymalı 

o Zamanla potansiyeli değişmemeli ve sıcaklıkla potansiyel değişim 

katsayısı düşük olmalı 

o Direnci yüksek olmalı üzerinden akım geçişi olmamalı 

 

Karşıt Elektrotlar 

Çalışma elektrodunda gerçekleşen reaksiyona veya ölçüme bir etkisi yoktur. 

Çalışma elektrodunu elektronlarla beslemek ve istenmeyen akımların sistemden 

uzaklaştırılmasını sağlamakla görevlidir. İç direnci “0” kabul edilir istenmeyen 

akımların sonucu etkilemesini engeller. Yaygı olarak kullanılan karşıt elektrotlar 

platin veya tungsten tel ve grafittir. 

 

Çalışma Elektrotları 

Analit ile reaksiyonun gerçekleştiği yer çalışma elektrodunun yüzeyidir, 

potansiyeli analitin zamanla değişen derişimine bağlı olarak değişir. 

Gerçekleştirilecek olan çalışmalara göre seçilecek çeşitli mikro ve makro boyutta, 

şekillerde karbon, altın, platin ve bizmut katı elektrotlar ve damlayan civa gibi sıvı 

elektrotlar yaygın olarak kullanılan çalışma elektrotlarındandır. 
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Her iki sistemde de akım ölçümü iki bölgede yapılmaktadır. Dijital sistemde 

ölçümlerden birinci doğru akım (dc) puls uygulamasından 16,7 ms önce (1), diğeri 

ise pulsun sonundan 16,7 ms sonra (2) yapılır. Puls başına akımdaki fark (ΔIp) 

doğrusal olarak artan potansiyelin bir fonksiyonudur. Elde edilen diferansiyel 

eğrideki pikin yüksekliği reaksiyona giren moleküllerin derişimleri ile orantılıdır. 

Tayin sınırı bu yöntemde 10-8 M’dır. Faradayik akımın artması, faradayik olmayan 

yükleme akımının ise azalması bu yüksek duyarlılığın sebebidir. Puls uygulandığı 

anda faradayik olmayan akımda görülen ilk dalgalanmanın ölçüme etkisini en aza 

indirmek için iki faklı zamanda akım ölçümü alınır. Böylece sinyal/gürültü oranı ve 

duyarlılık artar. 

 

Kare Dalga Voltametri (SWV) 

Tüm ölçümün yaklaşık 10 ms kadar sürmesinden dolayı son derece hızlı ve 

tayin sınırının 10-7 M – 10-8 M arasında olmasından dolayı da duyarlı bir yöntemdir. 

İleri puls bir katodik akımını ( i1 ) ve geri puls bir anodik akımı ( i2 ) oluşturur. İki 

akım arasındaki fark alınarak Δi değerleri bulunur ve bu sonuçlarla voltamogram 

grafiği çizilir. Akımlar arasındaki bu fark reaksiyona giren moleküllerin derişimleri 

ile orantılıdır. [89] 
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Tez çalışmasının 2. Bölümünde influenza B virüsünün tayinine yönelik optik 

(SPR) biyosensör tasarımı yapılmıştır. İnfluenza virüsleri Orthomyxoviridae sınıfına 

air RNA virüsleridirler. Memeli ve kuşlara etki ederler. İnfluenza virüsleri 

hemaglutinin (H) ve nöraminidaz (N) olmak üzere 2 farklı antijenik yüzey proteinleri 

taşırlar ve bu proteinlerdeki değişimlere göre alt tipleri vardır [1]. İnfluenza B ve C 

tiplerinini genellikle insanları etkilemektedir fakat nadir de olsa diğer memelileri de 

etkilemektedirler. İnfluenza A virüsü birçok türü etkilemesine karşın genellikle 

hedefleri kuşlardır. Su kuşları, kuş gribi virüsü için konakçı konumundadır bu kuş 

popülasyonlarında virüs asemptomik etki gösterir [118]. 

İnfluenza en çok genç insanları bulaşmakta, en yüksek mortaliteyi ise yaşlı 

insanlarda göstermektedir. Zayıf bağışıklık sistemi bulunan hastalarda veya 

bağışıklık sistemini zayıflatacak ilaç kullanan hastalarda yaşına bakmaksızın mortal 

etkisi artmaktadır [1]. 
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BÖLÜM II 

2 GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1 Analitik Tayin Sistemleri 

2.1.1 Elektrokimyasal sistemler 

 

 Bu çalışmada elektrokimyasal sistemler için Autolab PGSTAT 12 (Eco. 

Chemie, Hollanda) cihazı kullanılmıştır. Cihazın bilgisayarlı kontrolü için GPES 4,9 

yazılımı kullanılmaktadır.  

 Üçlü elektrot sistemini kurmak için kullanılan elektrotlar sırası ile; referans 

elektrot olarak Ag/AgCl elektrod, karşıt elektrot olarak platin tel ve çalışma 

elektrodu olarak kalem grafit elektrottan (PGE) oluşmaktadır. Sistemde elektrotlar 

arasındaki elektriksel bağlantı elektrokimyasal hücre içerisindeki 4 mL elektrolit 

çözeltisi sağlanmaktadır.  

 PGE’ler 6 cm uzunluğunda, 0,5 mm çapındaki kalem uçlarının (Tombo, 

Japonya) 3 cm olacak şekilde kesilmesi ile elde edilmektedir. Elektrokimyasal 

sistemle bağlantıyı sağlamak adına tutucu olarak elektrotla temas eden ucuna bir 

kablo lehimlenmiş uçlu kalem (Rotring, Almanya) kullanılmıştır.  
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Şekil 18: Elektrokimyasal tayin sisteminin görüntüsüne ait fotoğraf; elektrokimyasal 

hücre içerisindeki elektrolit çözeltisine daldırılmış referans elektrot, çalışma 

elektrodu ve platin tel(yardımcı elektrot).  

2.1.2  SPR sistemi 

 

 Optik tayin sistemi SPR cihazı (spreeta Texas ins. ABD) ve peristaltik şırınga 

pompasından (Goldman, Türkiye) oluşmaktadır. Bu sistemde 1 ve 5ml’lik şırıngalar, 

istenilen çözeltileri elektrot yüzeyine göndermek için kullanılmaktadır. 
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Şekil 19: SPR sistemine ait fotoğraf görüntüsü; şırınga pompası, şırıngadan çıkan 

örnepin geçtiği kapiler borular, sensöre ait çipi içeren kısımdan oluşmaktadır.  

  Diğer Cihazlar 

 

 Terazi ( A&D company, Japonya) 

 pH metre (Inolab, Almanya) 

 Vorteks (IKA Genius 3, USA) 

 Manyetik karıştırıcı (IKA Yellowline big squid, USA) 

2.2 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 
Tablo 9: Kullanılan kimyasallar ve üretici firmaları 

Madde Adı Üretici Firma 

Glasiyel Asetik Asit Merck, Almanya 

Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich, Almanya 

Sodyum Klorür  Riedel-de Haen, Almanya 
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Etanol Sigma, Almanya 

Di potasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) Merck, Almanya 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) Merck, Almanya 

N-Hidroksisüksinimid (NHS) Fluka, Almanya 

Etilkarbodiimid 1-etil -3-(3-dimetil aminopropil) 

karbodiimid hidroklorür  (EDC) 

Thermo, ABD 

Etanolamin Sigma, Almanya 

 

Tüm çalışmalarda su saflaştırma sistemiyle (ELGASTAT Maxima ultrapure 

water- İngiltere) elde edilen yüksek saflıkta deiyonize (18-mega ohm ) su kullanıldı 

ve çalışmalar oda sıcaklığında gerçekleştirildi.  

2.3 Kullanılan Tamponlar ve İçerikleri 

 
Tablo 10: Kullanılan tamponlar ve içerikleri 

Tampon Adı İçeriği 

Asetat tamponu (ACB) 20mM NaCl, 0,5M glasiyel asetik asit, pH 4,8  

Fosfat tamponu (PBS)  20mM NaCl, 50mM fosfat (KH2PO4 ve K2HPO4), pH: 7,4 

Fosfat tamponu (PBS)  500mM NaCl, 50mM fosfat (KH2PO4 ve K2HPO4), pH: 7,4 

Etanolamin Çözeltisi 200mM NaCl içeren PBS tamponu içinde 10mM Etanolamin 

Sodyum Sitrat (20xSSC) 3,0M NaCl, 0,3M C6H5Na3.2H2O, pH:7,0 

2.4  Kullanılan Oligonükleotid Dizileri  

 
Tablo 11: Tez Çalışmasının Elektrokimyasal Bölümünde Katekol - O - metil 
Transferaz (COMT) Nokta Mutasyonu Analizinde Kullanılan Oligonükleotidler 

Dizinin Adı Sekansı 

Prob 1 (Sağlıklı tip CP)  5’-NH2-TTI TCC TTC ACI CCA ICI AA-3’ 

Hedef 1 (Sağlıklı tip CT) 5’-TTC GCT GGC GTG AAG GAC AA-3’ 
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Prob 2 (Mutant tip MTP) 5’-NH2-TTI TCC TTC ATI CCA ICI AA-3’ 

Hedef 2 (Mutant tip MTT) 5’-TTC GCT GGC ATG AAG GAC AA-3’ 

 

  Bu oligonükleotidlerin dizileri gen haritasında COMT enziminin 

sentezlenmesinde sorumlu olduğu bilinen gen bölgesi incelenerek belirli bir bölge 

seçilmiştir. I simgesi dizilerdeki inozin bazını göstermektedir.  Prob dizilerde guanin 

bazları yerine onların eş değeri olan, sitozin ile bağ yapabilen inozin içeren diziler 

kullanılmıştır. 

 

Tablo 12: Tez çalışmasının Optik bölümünde İnfluenza-B Tayininde Kullanılan 
Oligonükleotidler 

Dizinin Adı Sekansı 

Prob İnfluenza-A 5’- SH-CTG CAG CGT AGA CGC TTT GTC CAA AAT G-3’ 

Hedef İnfluenza-A 5’-CAT TTT GGA CAA AGC GTC TAC GCT GCA G-3’  

Prob İnfluenza-B 5’- SH- ACC TTC GGC AAA AGC TTC AAT ACT CCA-3’ 

Hedef İnfluenza-B 5’-TGG AGT ATT GAA GCT TTT GCC GAA GGT-3’ 

 

Prob DNA dizileri Schweiger ve arkadaşları tarafından belirlenmiştir [110]. 

Dizayn edilen sensörlerin seçimliliğinin anlaşılabilmesi için hedef dizilerinden farklı 

diziler prob diziler ile etkileştirilmek ve özgüllük çalışmaları yapılması amacıyla 

sentezlettirildi.    

 

Liyofilize Oligonükleotidlerin Çözeltilerinin Hazırlanması 

Liyofilize halde +4° C de saklanan oligonükleotidlerin son derişimleri 1000 

µg/mL olacak şekilde Ultra saf su (18 mΩ) ile hazırlandı. 50’şer µL olacak şekilde 

steril viyallere dağıtıldı ve kullanılana kadar -20°C’de muhafaza edildi. Çalışmalar 
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 Geliştirilen biyosensör sisteminde hibridizasyon tayinleri ilk önce sentetik 

diziler kullanılarak gerçekleştirildi daha sonra PCR ürünleri ile tayin gerçekleştirildi.  

 

Aktivasyon 

Elektrot yüzeyi 0,5 M asetat tampon çözeltisi ( pH: 4,8 ) içine daldırılarak 30 

sn süresince +1,4 V gerilim uygulandı. Böylece elektrokimyasal olarak aktivasyon 

işlemi gerçekleştirildi ve yüzeyin elektrokimyasal olarak temizliği +0,75 V - +1,4 V 

potansiyel aralığında DPV metodu ile taranarak kontrol edildi. 

Elektrot Yüzeyinin Kovalent Ajanla Kaplanması 

PBS tamponu içerisine 5,2 mM derişimde hazırlana EDC ve 8,68 mM NHS 

çözeltisine yüzeyi aktive edilmiş elektrotlar daldırılarak 60 dakika bekletildi.  

Elektrot Yüzeyine Prob Tutturulması 

7 µg/mL derişimde sağlıklı veya mutasyonlu özelliğe sahip problar kullanılarak 

hazırlanan çözeltiler, 0,2 mL’lik tüpler içerisinde 25 µL’şer olacak şekilde dağıtıldı 

ve kovalent ajan kaplı PGE’ler bu tüplere daldırıldı. 30 dakika bekletildi. 

 

Etanolamin ile Etkileşim 

10 mM derşimde olacak şekilde hazırlanan ETA çözeltisi, prob kaplı 

yüzeylerle 30dk etkileştirildi. Yüzeydeki boşluklar kaplandı. 

  

Sensörün Kullanım Süresinin Belirlenmesi 

Kovalent yolla prob tutturulmuş ve etanolamin ile etkileştirilmiş elektrotlar,  üç 

farklı saklama koşulunda (hibridizasyon öncesi) bekletildi. Bu koşullar;  
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1) buzlukta (-20°C),  

2) oda sıcaklığında (+25°C) 

3) buzdolabında (+4°C),  

 

Hibridizasyon 

Sentetik Dizilerle Hibridizasyon 

Belirli koşullar altında belirtilen elektrotlar, guanin bazı içeren ve derişimi 

12µg/mL olan sentetik hedef DNA çözeltisine daldırılarak 30 dakika süreyle 

etkileştirildi. Daha sonra elektrot yüzeyi PBS tamponuyla karıştırmalı olarak yıkandı, 

bağlanmamış olan hedef diziler yüzeyden uzaklaştırıldı. 

 

PCR Ürünleriyle Hibiridazyon 

 
Ege Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji Bölümünden sağlanan, ( 1:40 ) 

oranında seyreltilen gerçek COMT PCR ürünleri hibridizasyon öncesinde denatüre 

edildi (97°C 6 dk, 0°C 2 dk). Daha sonra prob kaplı elektrotlarla 30 dk hibridizasyon 

için etkileştirildi.  Etkileşim sonrasında 5 dk süreyle PBS tamponu ile karıştırılarak 

yıkandı. Ayrıca hedefe özgü hibridizasyon analizi rastgele ve tek bazı hedeften farklı 

diziyle de gerçekleştirildi. Böylece sensör seçimliliği kontrol edildi. 

 

Ölçüm 

 
Differansiyel Puls Voltametri tekniği ile +0,75V - +1,40V potansiyel aralığı ve 

100mV/sn tarama hızında ölçüm gerçekleştirildi. Hibridizasyon öncesi ve sonrasında 
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alınan yanıtlar karşılaştırılarak hibridizasyonun gerçekleşip gerekleşmediği izlendi. 

Prob dizide guanin bazları yerine inozin bazları bulunduğu için prob ölçümlerinde 

voltamogramda herhangi bir yanıt gözlenmemesi, hibridizasyon sonrasında hedef 

diziden kaynaklanan guanin bazlarının yükseltgenmesi sayesinde yüksek yanıt 

alınması (hibridizasyon) beklendi. 

 

 

2.5.2 Yüzey Plazmon Rezonans Sistemiyle (SPR) İnfluenza B 

Virüsünün Tayini Çalışmasında Kullanılan Yötem 

 

 SPR sistemiyle gerçekleştirilen tayinde kullanılan yönteme ait basamaklar 

şema 2’de gösterilmiştir. Yöntem, sırasıyla ultra saf su, tampon, DNA ve tekrar 

tampon çözeltilerinin akışkan sistemde yüzeyden geçirilmesi olmak üzere 4 ana 

basamaktan oluşmaktadır.  
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Tampon (5xSSC) Enjeksiyonu 

30 dakika boyunca 100 µL/dk hızla yüzeye 5xSSC tamponu enjekte edildi. 

Yanıtta kararlılık elde edilene kadar beklendi.  

DNA Enjeksiyonu 

Tiyol (-SH) işaretli prob DNA, SPR sistemine gönderilmeden önce hedef DNA 

ile çözelti ortamında hibritleştirilerek tiyol işaretli hibrit DNA elde edildi ve altın 

elektrot yüzeyine şırınga pompasıyla 1 saat boyunca 10 µL/dk hızla gönderildi. 

Hibrit DNA,  6 µg/mL derişimdeki 400 µL prob DNA ve ısı ile denatüre edilmiş 

1:40 oranında seyreltilmiş 400 µL hedef veya hedeften farklı PCR ürünü bir tüp 

içerisinde hafifçe karıştırılarak elde edildi. Oda koşullarında 20 dakika 

hibridizasyonun gerçekleşmesi için bekletildikten sonra elektrot yüzeyine gönderildi. 

 

 

 İstenmeyen Bağlanmaların Tampon ile Yıkanarak Uzaklaştırılması

 Hibrit DNA sisteme gönderildikten sonra sensör yüzeyi 50 µL/dk hızla  

5xSSC tamponu ile yıkandı (15 dakika süreyle). Bu işlem yüzeye kovalent olarak 

tutunmayan dizileri uzaklaştımak amacıyla yapıldı. 

 

 Ölçüm  

SPR sistemine yapılan enjeksiyonların öncesinde ve sonrasında elde edilen 

yanıtlar ölçülerek aralarındaki fark hesaplandı ve net yanıt olarak değerlendirildi. 
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BÖLÜM III 

3 BULGULAR 

3.1 Elektrokimyasal Tayin ile COMT Dizisinde SNP Tayini 

Çalışmasında Elde edilen Bulgular 

 

 Çalışmalarda elde edilen bulgular en az 3’er ölçüm sonucu değerlendirilerek 

sunulmuştur. 

 

3.1.1 Sentetik Dizilerle Hibridizasyon ve Biyosensör Seçimliliğinin 

Tayini 

 

 Çalışmada hibridizasyon öncesi ve sonrasında voltamogramda yaklaşık 

+1,0V potansiyelde guanine özgü olduğu bilinen yükseltgenme yanıtları incelendi. 

Seçimliliğin incelenmesi amacıyla hedef dizi dışında hedeften farklı (rastgele) 

dizilerle de hibridizasyon deneyleri yapıldı. Biyosensörün hedef diziyle en yüksek 

hibridizasyon yanıtını vermesi, diğer dizilerle ise istenmeyen bağlanmalardan 

kaynaklanan düşük yanıtlar vermesi beklendi. 
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Şekil 22: Diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak sağlıklı tip prob (P1) 

tutturulmuş elektrot ile hibridizasyon öncesi ve sonrasında elde edilen guanin 

sinyalleri; , a) yüzeyde sadece prob varken (hibridizasyon öncesi), b) prob ile tüm 

baz dizilimi hedeften farklı ikinci dizi ile arasındaki etkileşim sonrasında, c) prob ile 

tüm baz dizilimi hedeften farklı bir dizi ile arasında etkileşim sonrasında, d) prob ile 

tek baz dizilimi hedeften farklı bir dizi (SNP) ile arasında etkileşim sonrasında, e) 

prob-hedef hibridizasyonu sonrasında elde edilen guanin sinyalleri. 

 

Guanin yükseltgenme yanıtlarının elde edilmesi ile hibridizasyon tayini 

gerçekleştirildi. İki farklı rastgele DNA dizisi ölçümü gerçekleştirilerek biyosensörün 

seçimliliği gösterildi. Guanin içermeyen prob DNA kullanıldığı için guanin 

yükseltgenme yanıtı gözlenmemiştir (Şekil 22d). Şekil 22b ve 22c’deki sinyaller 
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rastgele DNA’ların PGE yüzeyine özgül olmayan etkileşimlerle tutunmalardından 

kaynaklanmaktadır. Şekil 22a da gösterilen sinyal hedef DNA dizisi ile etkileşim 

sonucu elde edilen guanin yükseltgenme yanıtıdır.  Rastgele dizilerle elde edilen 

yanıtlardan yaklaşık 6-7 kat daha yüksektir. Bu veriler kullanılarak şekil 22’de 

hibridizasyonun tayin edildiği ve biyosensörün seçimliliği gösterilmiştir. Hibrit 

ölçümü ile elde edilen yanıt %6,12 bağıl standart sapma ile ortalama olarak 273nA 

olarak ölçülmüştür. SNP içeren hedef ile etkileşim sonrasında alınan yanıt %7,05 

bağıl standart sapma ile ortalama 248,1 nA’dir. Tüm baz dizilimi farklı hedefler ile 

etkileştirilmiş sensör elektrotlarda alınan yanıtlar sırası ile %15,9 ve %9,84 bağıl 

standart sapma ile ortalama 16 nA ve 56 nA olarak ölçülmüştür. 

3.1.2 Sensör Yüzeyinin En İyi Saklanma Koşullarının Bulunması ve 

Kullanım Süresinin Tayin 

 PGE yüzeyine kovalent yolla tutturulan prob DNA’nın bu şekilde hasar 

görmeden saklanabileceği en uygun ortam ve en uzun sürenin bulunması amacıyla 

gerçekleştirilen çalışmada, prob kaplı sensör yüzeyleri farklı ortam koşullarında 

belirli sürelerde saklandı ve süre sonunda hibridizasyon deneyleri tekrarlandı (sensör 

yüzeyinin stabilite kontrolleri yapıldı). 

 

   Kontroller sonrasında PGE’lere prob tutturulması sırasında yüzey 

boşluklarına ETA kaplanmasının hibridizasyon analizi üzerine olan etkisi de 

incelendi. ETA ile kaplanan ve kaplanmayan sensör elektrotlar,  -20°C’de saklandı 

ve belirlenen günlerde hibridizasyonun kontrolü yapıldı. 
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Şekil 23: -20°C’ de saklanan elektrotların zamanla ve ETA kaplanmasına bağlı 

olarak stabilitelerinin değişimini gösteren histogram. ETA ile etkileştirilmeden 

bekletilen elektrotlardan elde edilen yanıtlar (a), etkileşimden sonra elde edilen 

yanıtlar (b). 

a 

b 
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 Sonuçlar genel olarak değerlendirildiğinde ETA ile kaplanarak bekletilen 

elektrotlar daha uzun süreyle analizlerde kullanılabilmektedir.  

 

Burada, PGE yüzeyine kovalent bağlayıcılar kullanılarak tutturulan prob 

DNA’lar yüzeye dik olarak bağlanmaktadır. PGE yüzeyinde doygunluk sağlayacak 

derişimde (7µg/mL) prob DNA kullanılarak yüzey kaplandı. Fakat yüzeydeki tek 

sarmal haldeki prob DNA’lar zamanla kendi üzerlerine katlanmalar 

gerçekleştirebilmektedir. Elde edilen bulgulardan hareketle bu sonuca ulaşılmaktadır. 

Katlanmalar hibridizasyonu engellemekte ve sensörün etkili bir tayin yapamamasına 

neden olmaktadır (Şekil 23a 15.günden sonra, Şekil 23b 30.günden sonraki 

sonuçlar). Bu etkiyi ortadan kaldırmak amacıyla yüzeydeki boşluklar ETA ile 

kaplandı. 
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Şekil 24: +25°C’ de saklanan elektrotlarla gerçekleştirilen hibridizasyon analizlerine 

ait histogram. 

  

Şema 1’de gösterilen basamaklar takip edilerek sensör eletrotlar hazırlandı ve 

+25°C’de saklandı. Planlanan günlerde elektrotlar 12 µg/mL hedef DNA çözeltisi ile 

etkileştirilerek hibridizasyon tayini gerçekleştirildi. 20. güne kadar hibridizasyon 

tayini gerçekleştirilebildi. 30. günden itibaren yanıtların tekrarlanabilirliğinin 

düştüğü ve biyosensör seçimliliğinin azaldığı gözlendi.    
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Şekil 25: +4°C’ de saklanan elektrotlarla gerçekleştirilen hibridizasyon analizlerine 

ait histogram. 

 

 +4°C’ de belirlenen süre bekletilen sensör elektrotlar, hedef DNA çözeltisine 

daldırılarak hibridizasyon tayini gerçekleştirildi. Tasarlanan sensör elektrotlardan 

150 gün bekletilmiş olanlardan dahi seçici ve tekrarlanabilir yanıtlar elde edildi.  

 

SNP tayini gerçekleştirmek üzere tasarlanan biyosensör için en uygun saklama 

koşulunun +4°C olduğunu gözlendi.  

Farklı sıcaklıklarda belirli günlerden sonra seçiciliğin kaybolduğu gözlendi. 

PGE yüzeyindeki probun uzun süreli beklemeden dolayı hasar gördüğü söylenebilir. 

Hasar görmüş problar hedef ile etkileştirildiklerinde yüzeyde rasgele bağlanmalar 

olduğu gözlendi. 
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3.1.3 Gerçek Örneklerle (PCR ürünleri) Hibridizasyon ve Biyosensör 

Seçimliliğinin Tayini 

Bu çalışmada, prob DNA kaplı elektrot yüzeyleri, polimeraz zincir reaksiyonu 

(PCR) ile üretilen ve COMT gen bölgesini içeren ürünlerle hibridize edilmiştir. 

 PCR ürünleri hibridizasyon öncesinde ısı ile denatüre edilerek tek sarmal 

haline getirilmiştir. Çalışmalar hedef DNA bölgesini içeren ve farklı PCR ürünleri ve 

hedeften farklı dizilime sahip PCR ürünleri ile gerçekleştirilmiştir.  

 

Şekil 26: Diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak sağlıklı tip prob (P1) 
tuturulmuş elektrotların PCR ürünlerinin etkileştrilmesi ile eldilen yanıtlar; a) prob 
dizi (hibridizasyon öncesi), b) prob- tüm baz dizilimi hedeften farklı PCR ürünü, c) 
prob- bir bazı hedeften farklı PCR ürünü,  d) Prob-hedef PCR ürünü guanin 
yanıtlarının ölçümü 
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Ege Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji bölümü tarafından hazırlanan 

gerçek örnekler, PCR ile çoğaltılarak elde edildi. Hedef PCR ürünleri tasarlanan 

biyosensörde tayin edildi. Böylece sensörün gerçek örneklerde de SNP analizini 

gerçekleştirebildiği gösterildi. Pozitif PCR örneği ile elde edilen hibrit yanıtı %23,72 

bağıl standart sapma ile ortalama olarak 137nA olarak ölçülmüştür. SNP içeren PCR 

örneği ile etkileşim sonrasında alınan yanıt %31,524 bağıl standart sapma ile 

ortalama 86,04 nA’dir. Tüm baz dizilimi farklı PCR örneği ile etkileştirilmiş sensör 

elektrotlarda alınan yanıt %3,64 bağıl standart sapma ile ortalama 25 nA olarak 

ölçülmüştür. 

3.2  SPR ile İnfluenza B Virüsü Tayini Çalışmasından Elde Edilen 

Bulgular 

 

Yüzey plazmon rezonans (SPR) biyosensör çalışmalarında kullanılan altın çip 

elektrotların temizliği deney öncesinde kontrol edilmiş ve ultra saf su ile SPR 

kalibrasyonu gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.1 Prob DNA’ya Ait Yanıtın Ölçümü 

 
Ultra saf su ile kalibrasyon sonrasında yüzeye 5xSSC tamponu gönderildi. 

Zemin sinyalinin gözlenmesi ve bu sinyalin sabitlenmesinden sonra prob DNA 

çözeltisi şırınga pompası yardımıyla 10µL/dk hızla yüzeye gönderildi (60dk süreyle). 

Prob DNA dizisi içerdiği –SH ( tiyol ) grupları sayesinde altın çip yüzeyine kovalent 

olarak bağlandı. Yüzeyde gerçekleşen zayıf etkileşimleri uzaklaştırmak için tampon 
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ürünü etkileşiminde hibridizasyon gerçekleşmediği için elde edilen yanıtlar prob 

DNA’ya yakın değerlerdedir. 
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BÖLÜM IV 

4 TARTIŞMA 

4.1  COMT Gen Dizisindeki Mutasyonun Tayini Çalışmasında Elde 

Edilen Bulguların Değerlendirilmesi 

 
Bu çalışmada COMT enziminin sentezlenmesinden sorumlu gen bölgesindeki 

SNP’nin tayinini sağlayabilecek bir elektrokimyasal DNA biyosensörü tasarlanması 

hedef alındı. Çalışmada, tasarlanan sensör elektrotların farklı sıcaklıklarda zamana 

karşı dayanıklılıkları ve ETA’nın hibridizasyona ve sensör dayanıklılığına olan etkisi 

incelendi. Daha önceden yapılmış diğer çalışmalar incelendiğinde COMT genindeki 

polimorfizmin tayini için geliştirilmiş sadece bir elektrokimyasal biyosensör 

çalışması bulunmaktadır [93]. Guanin bazının karbon elektrot ve DPV metodu  

kulanılarak +1,0V potansiyelde yükseltgenme yanıtı verdiği bilmektedir. Guanin 

içermeyen prob DNA’da +1,0V potansiyelde yanıt gözlenmezken hibridizasyon 

sonrası hedeften gelen guaninlerin yükseltgenme sinyallerinin ölçülmesi ile 

hibridizasyon analizi gerçekleştirildi. Guanin içeremeyen prob DNA’lar kullanılarak 

hibridizasyon tayininin elektrokimyasal olarak yapıldığı biyosensör çalışmalarına 

örnekler literatürde mevcuttur [93, 32, 136].  

 

Çalışmada kullanılan prob DNA (7µg/mL) ve hedef DNA (12µg/mL) 

derişimleri Özkan-Arıksoysal ve arkadaşlarının daha önce yaptığı çalışmadan en 

uygun derişimler olarak seçildi [93]. Özkan-Arıksoysal ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada PGE yüzeyine prob DNA absorbsiyon yöntemi ile tutturulmuştur. Bu tez 

kapsamında gerçekleştirilen çalışmada, uygun koşullarda saklanabilen, DNA-
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modifiye edilmiş sensör yüzeyleri tasarlandı ve bu sensörlerin kit olarak kullanılıp 

kullanılamayacağı incelendi.  Uzun süre bekletilecek olan yüzeylere prob DNA 

kovalent yolla tutturuldu. Prob DNA tutturulduktan sonra PGE, ETA ile 

etkileştirilerek yüzeydeki boşluklar kapatıldı. Böylece biyosensör seçimliliği arttırıldı 

ve DNA’nın daha uzun süre kendi üzerine katlanmadan durabilmesi sağlandı. ETA 

kullanımı, literatürde Kim ve arkadaşları tarafından kullanılmıştır. Çalışmalarında 

geliştirdikleri sensörde yüzeye aptamer tutturduktan sonra ETA ile etkileştirmiş ve 

boşlukları kapladıktan sonra hedef molekül ile etkileştirmişlerdir [53]. Başka bir 

çalışmada Arya ve arkadaşları elektrot yüzeyini antikor tutturduktan sonra boşukları 

ETA ile kaplamış böylece analizdeki seçimliliği arttırmışlardır [4].  

 

Tasarlanan biyosensörün kolay hazırlanabilme, tek kullanımlık olma ve 

ucuzluk gibi yararlara sahip olan PGE’lerin kullanılması, en uygun saklama 

koşulunun +4°C olması, hibridizasyon süresinin kısa olması, ölçümün 1dk gibi kısa 

bir sürede yapılabiliyor olması ve tasarımda kullanılan metodun insan sağlığına zarar 

verebilecek herhangi bir indikatör madde içermemesi, klasik tayin yöntemlerine ve 

önceki biyosensör tasarımlarına bir alternatif olmasını sağlamaktadır. Tasarımı 

yapılan bu biyosensör, kit benzeri kullanımı olabilecek altyapıya sahip literatürdeki 

ilk biyosensördür.    

 

Literatürdeki diğer çalışmalara bakıldığında, SNP tayini için Zhang ve 

arkadaşlarının geliştirdiği elektrokimyasal sensörde altın elektrotlar kullanmışlar ve 

hibridizasyon tayini için metilen mavisi indikatörü kullanmışlardır [142]. Başka bir 

çalışmada SnO2 nanopartiküller ve poli(vinilferosen) ile modifiye edilmiş PGE’ler 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir [82]. Kerman ve arkadaşlarının SNP analizi için 
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tasarladığı biyosensörde altın elektrot kullanılmış, hibridizasyon indikatörü olarak 

metilen mavisi kullanılmış kullanılmıştır [51]. Özsoz ve arkadaşları kan pıhtılaşma 

faktörü olan faktor V genindeki tek nokta mutasyonu altın nanopartiküller kullanarak 

gerçekleştirmiştir [94]. Literatürde yer almış olan bu biyosensörler, tez kapsamındaki 

çalışmayla karşılaştırıldığında, sensör yüzeylerinin hazırlanma zorluğu ve yüksek 

maliyetleri nedeniyle ürüne dönüştürme durumunda bazı güçlüklerle karşılaşacağı 

açıktır. 

 

4.2 SPR ile İnfluenza B Virüsünün Tayini İçin Geliştirilen Sensöre ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

Bakteri ve virüslerin tayin edilmesi çok uzun yıllardır gerçekleştirilen bir 

analizdir. Bu analizin için tasarlanmış mevcut birçok analiz yöntemi vardır, daha 

hassas ve hızlı yöntemlerin geliştirilmesi için araştırmacılar çalışmalar ve projelere 

devam etmektedirler. Kültür yönteminde mikroorganizma türünü en az 2 gün 

inkübatörde tutulması gerekir ki bu çok uzun bir süredir, enzim immunoassay 

yöntemler pahalıdır ve  ≈2-6 saatlik tayin süresine sahiptir. Ayrıca analiz için 

yetişmiş eleman ihtiyacı vardır. Real-time PCR yöntemi hızlı bir yöntem   (≈ 45dk)  

olmasına karşın kullanılan florasan boyalar çok pahalıdır ve yine analizi 

gerçekleştirecek uzmana ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

Tez çalışmasının ikinci bölümünde İnfluenza B tür tayininin, DNA 

hibridizasyonu esasına dayalı olarak analizlenmesi hedeflenmiş ve bu amaçla SPR 

biyosensörü tasarlanmıştır. Önce yüzeye prob tutturup daha sonra hedef gönderilmesi 

çok klasik bir yöntemdir. Ayrıca bu yöntemin PCR ürünlerine uygulanmasında bazı 
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sorunlarla karşılaşılmaktadır. Bu nedenle tez çalışması kapsamında hibrit DNA 

çözelti fazında elde edildi ve çip yüzeyine gönderildi. 

 

Kim ve arkadaşlarının tasarladığı SPR biyosensöründe İnfluenza A virüsü 

DNA hibridizasyon yöntemi ile tayin edilmiştir bu amaçla hedef DNA’lar florasan 

olarak işaretlenmiştir. Bu çalışmada gerçek örneklerin analizi gerçekleşmemiş sadece 

sentetik hedef DNA’lar kullanılmıştır [52]. Parab ve arkadaşlarının Chlamydia 

trachomatis tayini için tasarladıkları SPR biyosensörü hibridizasyon sistemine dayalı 

olarak çalışmaktadır, sensör tasarımında iki farklı prob DNA ve altın nanoçubuklar 

kullanılmıştır [101]. Florasan işaretli DNA’lar ve altın nanoçubukların kullanılması 

yanıtların zenginleştirmesi sağlarlar, iki farklı prob kullanılması seçiciliği arttırır 

buna karşılık, altın nanoçubukların hazırlanmaları uzun işlemler gerektirir, florasan 

işaretli DNA kullanılması veya ikinci bir prob DNA kullanılması maliyeti arttırır. Bu 

nedenle ideal bir biyosensörde olması gereken ucuzluk, hızlı ve kolay hazırlanım 

özelliklerini sağlamazlar.  

 

Bir çalışmada yüzey glikoproteini hemaglutinin (H) analizi ile influenza tayini 

yapılmıştır. Bu çalışmada influenza türlerini ayrılamamıştır [64]. Nilson ve 

arkadaşlarının geliştirdiği başka bir çalışmada yine H proteini üzerinden influenza 

tayini gerçekleştirilerek düşük tayin sınırına inilebilmiştir [84]. Subramanian ve 

arkadaşlarının E.coli tayini için geliştirdikleri SPR biyosensöründe saflaştırılmış 

monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanarak tayin sağlanmıştır [121].  

Tez çalışması kapsamında hazırlanan SPR biyosensörünün tayin süresi bu 

çalışmalara göre daha uzundur fakat kullanım kolaylığı ve maliyet bakımında bu 

çalışmalara göre üstünlük sağlar. Ayrıca analiz DNA düzeyinde gerçekleştirilmiştir. 
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Bölüm V 

5 .Sonuç ve Öneriler 
 

Tez çalışmasının elektrokimyasal bölümünde COMT geni üzerindeki SNP hem 

sentetik dizilerle hemde PCR ürünleri ile seçimli olarak analizlenmiştir. SNP için 

tasarlanan sensörün hangi koşullar altında uzun süre prob DNA bozunmadan 

saklanabileceği tayin edildi. Tez çalışmasının optik sensör bölümünde bir patojen 

olan İnfluenza B virüsünün tayini de gerçek örnekler (PCR ürünleri) kullanılarak 

gerçekleştirildi.  

 

Saklama Koşulu Prob Kaplı Sensörün En Uzun Saklanabilme Süresi 

-20°C 30 gün 

+4°C 150 gün 

+25°C 20 gün 

Tablo 13: Farklı saklama koşullarında sensörün bekletilebilme süreleri. 

 

Bu çalışma ilk defa uzun süre saklanabilen elektrokimyasal DNA biyosensörü 

tasarımının yapılması açısından önem taşımaktadır. Ayrıca COMT geni üzerindeki 

SNP analizi gerçek örneklerle(PCR) gerçekleştirildi. Elektrokimyasal yanıt +1,0V 

potansiyelde guanin bazlarının yükseltgenme yanıtlarının ölçülmesi ile edildi. Bu 

sistem kullanılarak biyosensörün hazırlanması yaklaşık 2 saat olarak tespit edildi. 

Hazırlanan sensör elektrotlar 20 dakika hedef ile etkileştirildikten sonra yaklaşık 1 

dakikada ölçüm gereçekleşmektedir.  
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Geliştirilen biyosensörün tayin sınırı sentetik örneklerde 1,184pmol/30µL 

olarak hesaplandı. Hedef PCR örneklerinin analizinde ise tayin sınırı yaklaşık 

6,09x105 molekül olarak belirlendi. 

Tek kullanımlık PGE’lerin kullanılması biyosensöre yenilenebilirlik, ucuzluk 

ve kolay kullanılabilirlik özellikleri sağlandı. Ayrıca tayinin kısa sürede (21dk), 

seçimli olarak yapılabiliyor olması ve uzun süre saklanabiliyor olması bu tasarımın 

ideal bir biyosensör olduğunu göstermiştir. 

Bu tez kapsamında, gelecekte hastanın kendisinin kullanabileceği kolaylıkta 

(şeker ölçüm çubukları gibi) cihaz tasarımları amaçlandığından, gerçek örneklerle 

analizde PCR ürününün tazeliğinini araştırılması ve PCR’sız doğrudan analizlerin 

yapılması için yakın gelecekte yeni çalışmalar planlanmıştır. 

Tasarlanan bu uzun ömürlü elektrokimyasal DNA biyosensör sisteminin, farklı 

genlerde bulunan mutasyonların saptanması için de modifiye edilerek 

kullanılabileceği açıktır.  

SPR sensöründe hibridizasyon analizi üzerinden virüs tayini gerçekleştirildi. 

Yöntemin seçicililiğinin tayini için hedef PCR ürünü yerine rastgele PCR ürünleri ile 

etkileştirilmiş prob DNA’larda yüzeye gönderilerek ölçüldü. Ölçümün tamamı 

yaklaşık olarak 110 dakikada gerçekleştirildi. Tayin sınırı yaklaşık olarak 6,88x105 

molekül olarak hesaplandı. 

 

Kullanım kolaylığı, pratikliği, gerçek zamanlı olarak analizin sağlanması ve 

analizin oldukça seçimli olması tasarlanan bu sensörün en önemli yararlarıdır. 

Kullanılan prob DNA’daki baz dizilimi değiştirilerek farklı patojenlerin analizinin de 

mümkün olabileceği düşünülmektedir.  
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Biyoloji, kimya ve mühendislik bilimlerindeki gelişmeler ve ihtiyaçlar 

doğrultusunda biyosensör teknolojileride çok hızlı bir şekilde gelişmektedir. Mevcut 

tayin yöntemlerine göre daha seçici, düşük maliyetli, daha pratik ve hassas analizler 

yapabilmek üzere tasarlanan biyosensörler gelecek vaat eden biyoanalitik 

sistemlerdir. Uzun süre kullanılabilir olacak şekilde geliştirilmeleri seri üretime 

dönüştürülmeleri gelecekte tayin yöntemlerinde çok daha fazla kullanılabileceklerini 

göstermektedir. 

Sonuç olarak yapılan tez çalışmasında COMT genindeki SNP tayini için uzun 

süre saklanabilecek elektrokimyasal DNA biyosensörü tasarımı ve İnfluenza B virüs 

tayini için optik DNA biyosensörü (SPR) geliştirildi. Her iki sistem de fabrikasyona 

uygundur. Gelecekte seri üretim yapılabilmesi için sanayi-üniversite iş birliği 

gerekmektedir. 
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ÖZET 
 

OPTİK VE ELEKTROKİMYASAL DNA BİYOSENSÖRLERİNİN GENETİK 

HASTALIK VE MİKROORGANİZMA TAYİNİNE YÖNELİK TASARIMI 

VE UYGULAMALARI 

 

DNA’de meydana gelen mutasyonların tayinini yapabilecek ve uzun süre 

boyunca kullanıma hazır bir şekilde saklanabilecek bir elektrokimyasal DNA 

biyosensör tasarımı, DNA hibridizasyon esasıyle patojen tayinine yönelik SPR 

biyosensör tasarımı gerekleştirildi. 

DNA’nın yapısı aydınlatıldıktan ve önemi anlaşıldığından bu yana DNA 

anazlizleri için yeni yöntemler geliştirilmesi, moleküler biyoloji ve nanoteknoloji 

alanındaki gelişmelere paralel olarak ilerlemektedir. Bu gelişmelerle birlikte analiz 

sistemlerinin boyutları giderek küçültülmekte, hassasiyet ve özgüllükleri giderek 

arttırılmaktadır. 

 

Tez çalışması kapsamında DNA’da mutasyon tayinine yönelik bir 

elektrokimyasal DNA biyosensör, ve patojen tayinine yönelik yüzey plazmon 

rezonans (SPR) DNA biyosensör tasarımı gerçekleştirildi.  

 

Tez çalışmasının ilk bölümünde şizofreni, alzehmir gibi psikolojik 

rahatsızlıklardan sorumlu olduğu bilinen bir enzim olan katekol-o-metil transferaz 

(E.C.2.1.1.6.) sentezinden sorumlu gende gerçekleşen tek nokta polimorfizm (SNP) 

tayini yapıldı. Kalem grafit elektroda (PGE) tutturulan inozin işaretli prob DNA’lar 

kullanılarak, sentetik oligonükleotidlerde ve polimer zincir reaksiyonu (PCR) ile 
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üretilen ürünlerde hibridizasyonun tayini gerçekleştirildi. Hibridizasyon tayini 

guanin yükseltgenme sinyallerinin diferansiyel puls voltametri (DPV) tekniği 

kullanılarak ölçülmesi ile gerçekleştirildi. Biyosensör tasarımdan etanolaminin 

(ETA) hibridizasyona olan etkisi zamana bağlı olarak incelendi. En uygun saklama 

koşullarında ( -20°C, +4°C, +25°C) nekadar süre ile saklanabilecekleri inceledi. 

Ölçümler asetat tamponu (pH: 4,8) içersinde gerçekleştirildi. Hibridizasyondan önce 

elektrot yüzeyinden guanin yükseltgenme yanıtı alınmazken, hedef dizi ile 

hibritleşme sonrasında elde edilen yanıtın yüksek olduğu gözlendi. Probun hedef dizi 

ile hibridizasyonunun yanı sıra prob, hedef diziden bir baz farklı dizilime sahip ve 

bazları tamamen farklı olan iki ayrı hedef ile de etkileştirildi. Hibridizasyon sonrası 

alınan guanin sinyalleri, öngörüldüğü üzere, hedef ile hibridizasyon durumunda en 

yüksek iken, tek bazı farklı olan hedefle hibridizasyonda biraz daha düşük, rastgele 

diziyle yapılan hibridizasyonda ise en düşüktür. ETA’nın yüzeydeki boşukları 

kapladığını böylece sensör elektrotun uzun süre saklanabilmesine olanak verdiği 

buna karşın, elektron transferini zorlaştırdığı için yanıtlarda düşüşe neden olduğu 

gözlendi. Belirli sıcaklıklarda (-200C, +40C, +250C) saklanarak, planlanan 

zamanlarda hedef ile etkileştirilerek hibridizasyon analizi gerçekleştirilen 

elektrotların, +40C’de 150 gün süresince seçiciliğini kaybetmeden saklanabildiği 

görüldü. Tasarlanan sensörde kullanılan PGE’lerin tek kullanımlık ve ucuz olması, 

hazırlanan sensör elektrotların uzun süre bozulmadan bekleyebilir olması 

fabrikasyona ve seri üretime uygun olabileceği fikrini düşündürmüştür. COMT geni 

üzerindeki SNP’nin enzim aktivitesinde 4 kata kadar etkili olması ve enzimdeki 

bozuklukların psikolojik rahatsızlıklardan sorumlu olduğunun düşünülmesi, bu 

SNP’nin tayininin gerçekleştirilmesini gerekli kılmıştır. Tasarlanan biyosensör ile 

kısa sürede (21dk) yapılan mutasyon tayini klasik yöntemlere farklı güçlü bir 
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alternatif getirmiştir. Hesaplanan tayin sınırı sentetik hedeflerde 1,184pmol/30µL, 

PCR ürünlerinde ise 6,09x105 moleküldür. Bu biyosensör yanlızca hızlı, ucuz ve 

kolay analiz sağlamakla kalmayıp aynı zamanda uzun bir kullanım süresine sahiptir. 

 

Tez çalışmasının ikinci kısmında insan, kuş ve bazı memelilerde hastalığa 

sebep olan İnfluenza B virüsünün tayinine yönelik SPR biyosensörü tasarımı 

gerçekleştirildi. İnfluenza B virüsünü tanımlayan, tiyol grubu işaretli 21-mer 

oligonükleotit prob olarak kullanıldı. İlk önce prob DNA çip yüzeyine enjekte edildi. 

Oligonükleotitler tiyol gruplarından ince altım filmle kovalent olarak bağlandı. Bu 

etkileşim SPR sensöründe yanıta sebep oldu. Yanıt hesaplandı ve prob DNA’nın 

yanıtı olarak kaydedildi. Daha sonra prob DNA ve hedef PCR ürünü (İnfluenza B 

PCR ürünü) ile etkileştirildi ve Prob DNA-hedef PCR (hibrit DNA) çip yüzeyine 

gönderilerek yüzey plazmon rezonans yanıtları hesaplandı. Hibrit DNA ile elde 

edilen yanıtların, prob DNA ile elde edilen yanıtlardan yaklaşık 2 kat kadar daha 

yüksek olduğu gözlendi. Hedef PCR ürünü yerine rastgele PCR ürünü (İnfluenza A 

PCR ürünü) prob DNA ile etkileştirildikten sonra çip yüzeyine gönderilmesi ile elde 

edilen yanıtların prob DNA yanıtları kadar olduğu gözlendi.  

 

Geliştirilen bu biyosensör ile seçilecek özgül prop dizilerle kolayca ve gerçek 

zamanlı olarak tür tayini yapılmasına sağlamıştır. Klasik tayin yöntemlerine yeni bir 

alternatif getirmiştir. Tayin sınırı 6,88x105 molekül olarak hesaplanmıştır. 

 

Tez çalışması kapsamında geliştirilen her iki biyosensör de hazırlama kolaylığı, 

kullanım kolaylığı ve düşük maliyetleri gibi özellikleri sayesinde fabrikasyona 

geçirilebilmeye uygundur.  
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ABSTRACT 
 

THE DESIGN AND APPLICATIONS OF OPTICAL AND 

ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS FOR GENETIC DISEASES AND 

MICROORGANISM DETECTION 

 

In this study, by the principle of DNA hybridization, a SPR biosensor that is 

capable of detecting patogens and an electrochemical DNA biosensor, ready to use 

for a long time, that will detect the mutations exist in DNA a were designed.  

After the enlightening the structure of DNA and understanding its importance, 

for DNA analysis, new metods have been developed parellel to the developments of 

molecular biology and nanotechnology. By these advancements, the dimensions of 

analysis systems have been gradually decreased while the sensitivity and specifity 

have been gradually increased. 

In this dissertation study, an electrochemical DNA biosensor for detection of 

DNA mutation and a surface plasmon resonance (SPR) DNA biosensor for detection 

of pathogens were developed. 

 In the first part of the study, an electrochemical DNA sensor designed to 

detect single nucleotid polimorphism (SNP) on COMT gene. The gene is responsible 

for the enzyme, cathecol-o-methyl transferaz enzyme, which causes the psycological 

diseases like schizophrenia and alzhemier. By the usage of inosine substituted probes 

that were immobilized on to the surface of pencil graphite electrode (PGE), 

hybridization between the probe and synthetic target oligonucleotides and polimer 

chain reaction (PCR) amplicons was achieved. The detection of hybridization was 

done by evaluation of guanine oxidation signals recorded by differential pulse 
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voltammetry. The effect of ethanolamine on hybridization was examined with 

respect to time. Also, the maximum duration of the electrodes at the optimum storage 

conditions ( -20°C, +4°C, +25°C) was specified. The measurements were done in 

acetate buffer solutions (pH : 4.8). Before hybridization, no guanine oxidation signal 

was recorded, after the hybridization of immobilized probe with target sequence, the 

recorded oxidation signal of guanine was relatively high. In addition to the 

hybridization of probe with its complementary target, probe was hybridized with a 

non-complementary target and a mismatch target. The purpose of doing this is, to 

prove the nonexistence of hybridization between probe and target that is not fully 

complementary to the probe. As expected, the guanine oxidation signals recorded 

after hybridization was seen to be highest in the case of full complementarity and 

decreasing from mismatch to noncomplementary. It was observed that, the usage of 

ETA enables the storage of electrode for a long time due to its covarage of electrode 

surface, although, the signals were seemed to be lowered since it makes difficult the 

electron transfer. Also, it was proved that, it is possible to store the electrodes for 150 

days at +4 0C according to the tests repeated at different temperatures for specific 

duration periods. The idea of fabrication and mass production of PGEs due to their 

disposiblity, cheapness and long shell life was supposed as a future aspect. It makes 

necessary to detect the Single nucleotide polimorphism (SNP) due to the fact that, 

the SNP on COMT gene, affects the enzyme activity up to 4 fold and this failure of 

enzymes are responsible for psycological diseases. By the designed biosensor, a new 

powerful alternative to the classical mutation methods was brought in. This biosensor 

not only rapid (21dk), cheap and enables easy analysis, but also has a long shell life. 

Detection limit calculated 1,184pmol/30µL for synthetic target and 6,09x105 

molecules for PCR products. 
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In the second part of the dissertation study, a design of a SPR biosensor that is 

capable of detecting influenza B virus that causes the disease in human beings, birds 

and some mammals were done. 

Thiol attached 21mer oligonucleotid which, represents the Influenza B virus 

was used as probe DNA. Firstly probe DNA enjected to the chip surface. The 

oligonucleotid attached covalently with gold thin metal film on chip surface. This 

interaction caused a response from SPR sensor. The response calculated and saved as 

probe response. After that probe DNA and target PCR product (influenza B PCR 

product) interacted than, probe DNA-target PCR product (hybrid DNA) was send to 

the chip surface and the responses of plasmon resonance were calculated. The 

response belonging to hybrid DNA was seen to be approximately two times higher 

than the responses of probe DNA. It was observed that, the signal recorded after 

sending the interacted probe with non-complementary PCR product (influenza A 

PCR product) instead of target PCR product to the chip surface, was as much as the 

signal of probe. 

This developed biosensor enabled the detection of specimen by specific probe 

sequences and is an alternative method to classical detection methods. Detection 

limit calculated as 6,88x105 molecules. 

Both biosensors developed throughout this study are suitable for fabrication 

due to their ease of use and low cost features. 
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