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ÖZET 

 

  Doktora Tezi 

 

BAZI KARDĠYOVASKÜLER HASTALIKLARIN BĠYOSENSÖR SĠSTEMLERĠ ĠLE 

BELĠRLENMESĠ VE GERÇEK ÖRNEKLERDE KULLANIM POTANSĠYELLERĠNĠN 

ARAġTIRILMASI 

 

Burçak DEMĠRBAKAN 

 

Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

DanıĢman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGĠNTÜRK 

 

 Kardiyovasküler hastalıklar tüm dünyada en önde gelen ölüm nedenlerinden birisidir. 

Birçok farklı etkene bağlı olarak ortaya çıkabilen ve zamanın son derece önem arz ettiği bu 

hastalık türlerinde erken teĢhise yönelik geliĢtirilen sistemler kritik bir rol oynamaktadır. Bu 

doktora tez çalıĢmasında, kardiyovasküler hastalıkların erken teĢhisine yönelik 3 önemli 

biyobelirteç olan CK, ST2 ve TnT‟ nin tayini için kullan-at elektrotlarla ve çeĢitli 

elektrokimyasal tekniklerle biyosensör sistemleri geliĢtirilmiĢtir. Biyosensörler tasarlanırken 

gerçekleĢtirilen immobilizasyon, optimizasyon ve karakterizasyon çalıĢmaları sırasında, 

elektrokimyasal impedans spektroskopisi, döngüsel voltametri, kare dalga voltametrisi ve 

sabit frekansta impedans tekniklerinden yararlanılmıĢtır. Ġmmobilizasyon sonrası yüzey 

morfolojisinde meydana gelen değiĢiklikleri inceleyebilmek için taramalı elektron 

mikroskobu kullanılarak değerlendirmeler yapılmıĢtır. Standart ekleme yöntemiyle gerçek 

serum örneklerinde analiz yapılarak tasarlanan biyosensörlerin klinikteki potansiyeli 

araĢtırılmıĢtır. Kardiyovasküler hastalıkların tayinine yönelik geliĢtirilen biyosensör 

sistemlerinin, çok yüksek hassasiyete, mükemmel tekrar üretilebilirlik ve tekrar 

kullanılabilirlik kapasitesine, uzun raf ömrüne ve serum örneklerinde analitin tayinini yüksek 

duyarlıkla yapabilecek hassasiyete sahip olduğu gözlemlenmiĢtir. 

 

Anahtar kelimeler: Anti-ST2, EIS, CV, SFI, grafit kağıt, kardiyovasküler hastalıklar 

2018, 156 sayfa 
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ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

DETERMINATION OF SOME CARDIOVASCULAR DISEASES WITH BIOSENSOR 

SYSTEMS AND INVESTIGATION OF THE POTENTIAL OF THEM IN REAL SAMPLES 

 

Burçak DEMĠRBAKAN 

 

Namık Kemal University in Tekirdağ 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

 

Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGĠNTÜRK 

 

 Cardiovascular diseases are one of the causes of death in the world. The biosensor 

systems developed for early detection of these diseases occured due to many different effects and 

acts a critical role. In this phD thesis, the biosensor systems with disposable electrodes and 

several electrochemical techniques have been designed to determine CK, ST2 and TnT which are 

the important biomarkers for early detection of cardiovascular diseases. Electrochemical 

impedance spectroscopy, cyclic voltammetry, square wave voltammetry and single frequency 

technique were utilized for immobilization, optimization and characterization studies when 

biosensors were designed. SEM was used to monitor the morphological changes of the surfaces 

during the immobilization step. The clinical potential of the biosensors designed by analyzing 

real serum samples with standard addition method were investigated. It has been observed that 

the biosensor systems developed for detection of cardiovascular diseases have very high 

sensitivity, excellent reproducibility and reusability capacity, long shelf life and high sensitivity 

in the analysis of serum samples. 

Keywords: Anti-ST2, EIS, CV, SFI, graphite paper, cardiovascular diseases 

2018, 156 pages 
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1. GĠRĠġ 

Son yıllarda gittikçe artan ve insan sağlığını büyük ölçüde tehdit eden kardiyovasküler 

hastalıklar (KVH) ülkemizde ve dünyada kronik hastalıklar listesinde üst sıralarda yer 

almaktadır. Birçok etkiye bağlı olarak ortaya çıkan bu hastalık türlerinde, yaĢ artıĢı, hareketsiz 

yaĢam ve alkol, sigara gibi kötü alıĢkanların tüketilmesiyle birlikte daha çok yaygınlaĢma söz 

konusu olmuĢtur (YeĢil 2012). 

Dünya Sağlık Örgütü‟nün (WHO) 2008 yılı verilerine göre; kardiyovasküler 

hastalıkların küresel ölüm nedenleri içerisinde birinci sırada yer aldığı ve 7.6 milyon kiĢinin 

bu hastalıklar sebebiyle yaĢamını yitirdiği bildirilmektedir. 2012 yılında bu sayı tüm 

ölümlerin %31‟ ine tekabül eden 17.5 milyona yükselmiĢtir (Anonim 2016). Dahası 

kardiyovasküler hastalıkların, Avrupa‟ daki 4.3 milyondan fazla kiĢinin ölümüne doğrudan ve 

her sene gerçekleĢen toplam ölüm sayısının da neredeyse yarısına (% 48) sebep olduğu 

belirtilmektedir (Petersen ve ark. 2008). Ülkemizde ise Türkiye Ġstatistik Kurumu (TÜĠK) 

verilerine göre 2016 yılında ölüm nedenleri içerisinde dolaĢım sistemi hastalıkları nedeniyle 

ölüm vakaları tüm ölümlerin %39,8‟ ini oluĢturarak ilk sırada yer almıĢtır (Anonim 2016). 

Kardiyovasküler hastalıkların küresel ölçekte uzun bir süre daha bir numaralı ölüm sebebi 

olmaya devam edeceği tahmin edilmektedir. 

Kardiyovasküler hastalıkların ortaya çıkıĢı ateroskleroza bağlıdır. Küçük yaĢlardan 

itibaren damarlardaki yağlı çizgilenmeyle baĢlayan koroner ateroskleroz, bazı değiĢik risk 

faktörlerinden de etkilenerek artıĢ göstermektedir (Woods 2005).  

Kardiyovasküler hastalıkların ilerlemesinde yaĢ, genetik faktörler, kötü alıĢkanlıklar 

(alkol, sigara vs.), hipertansiyon, hiperkolesterolemi, halk arasında "kötü kolesterol" olarak 

bilinen düĢük dansiteli lipoprotein (LDL) düzeyinin yüksek ve yüksek dansiteli lipoprotein 

(HDL) düzeyinin ise düĢük olması, diyabet gibi bir çok faktör rol oynamaktadır (Woods 

2005). 

Küresel ölçekte ölüm oranını bu denli etkileyen, günlük hayattaki pek çok kiĢinin 

sahip olduğu ve çok ciddi hasar bırakıcı etkilerine rağmen uzun süre vücut içerisinde varlığını 

belli etmeden ilerleyebilen kardiyovasküler hastalıkların erken teĢhisi, hiç Ģüphesiz insan 

sağlığı için çok önemli bir ihtiyaç haline gelmiĢtir. 
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Vücuttaki biyolojik olarak aktif türleri tayin etmek için tasarlanan biyosensör 

sistemleri, herhangi bir hastalık türüne iliĢkin spesifik ya da duyarlılık gösteren 

biyobelirteçleri; serum, BOS, tükürük gibi çok az hacimlerdeki vücut sıvılarından alınan 

örneklerde tayin edebilme özelliğine sahiptir. Biyosensörler bu özelliğiyle klinik 

uygulamalarda kullanılmak için çok elveriĢli olmalarının yanı sıra, yüksek hassasiyette ve 

düĢük maliyetli olarak tasarlanabilmeleriyle de öne çıkmaktadırlar.  

Ġnsan sağlığını ciddi oranda tehdit eden kardiyovasküler hastalıkların erken teĢhisinin 

yapılabilmesi durumunda hem tanı konulma adımının hızlanmasına hem de tedavi sürecinin 

daha basit hale dönüĢmesine büyük yararlar sağlayacağı açıktır. 

Bu amaçlar doğrultusunda geliĢtirilen bu doktora tezinin amacı, kalp krizi, kalp 

yetmezliği gibi kardiyovasküler hastalıkların erken teĢhisine yönelik, biyosensör sistemleri 

tasarlamaktır. Bu tez çalıĢmasında kardiyovasküler hastalıklara özgü olan CK, ST2 ve TnT 

biyobelirteçlerinin, insan kan örneklerinden alınan serum sıvısında tayinlerinin yapılarak 

kullanım potansiyellerinin araĢtırılması hedeflenmiĢtir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER  

2.1.Kardiyovasküler Hastalıklara Genel Bir BakıĢ 

 

Kardiyovasküler hastalıklar (KVH), geliĢen dünyada artan nüfusla birlikte ölüm ve 

morbidite nedenleri arasında ilk sıralarda yer almaktadır. Kardiyovasküler hastalıkların 

oluĢması genetik, yaĢ, kronik rahatsızlıklar, inaktif yaĢam, sağlıksız beslenme, sigara veya 

alkol kullanımı, Tip 1 ve Tip 2 diyabet gibi bir çok etkene bağlıdır. KiĢinin yaĢam 

standartlarını kontrol etmesine bağlı olarak bu hastalıklara yakalanma riski düĢürülebilir. 

Ancak, hipertansiyon, istemsiz kas hareketlerine bağlı geliĢen ataklar gibi kontrol edilemeyen 

durumlarda hastalığın kiĢide geri dönüĢümsüz hasarlara yol açmaması için acil müdahaleyi 

kolaylaĢtıran tedavilere ihtiyaç vardır. Bu noktada en önemli Ģey hastalığın „‟erken teĢhisi‟‟ 

için vücutta geliĢen birtakım biyokimyasal olayları iyi analiz edebilmektir. Böylece vücudun 

vermeye çalıĢtığı mesaj anlaĢılıp o doğrultuda bir tedavi yöntemi izlenebilir. Zamanın çok 

kıymetli olduğu bu hastalık türlerinde erken yapılan müdahale kiĢinin yaĢamı için son derece 

kritik bir önemdedir. Çok geniĢ bir alana sahip olan kardiyovasküler hastalıkların genel bir 

sınıflandırılması Çizelge 2.1‟ de verilmiĢtir. 

Bu hastalık türleri kiĢinin yaĢamını tehdit edecek derece de önemli olup akut koroner 

sendromuyla (AKS) birlikte kendisini gösterir. Bu sendrom, kan akıĢı sırasında meydana 

gelen bir aksaklığın (miyokart iskemisi) ve tıbbi müdahalesini gerektirecek akut koroner 

durumları tanımlama da kullanılmaktadır. Hastalardaki genel Ģikayet göğüs ağrısıdır. 

Çoğunlukla yırtılmıĢ veya zarar görmüĢ aterosklerotik bir plak akut trombuzunu tetikleyerek 

vazokonstriksiyonla birlikte veya tek baĢına durumu ağırlaĢtırarak, koroner kan akıĢında hızlı 

bir azalıĢa sebep olur. Akut koroner sendromun, baĢlıca klinik belirtileri; 

- sessiz iskemi, 

- kararlı anjina pektoris 

- kararsız anjina pektoris 

- akut miyokart enfarktüsü (AMI) 

- kalp yetersizliği  

- ani ölüm 

olarak sıralanabilir.  
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Akut koroner sendromları, beliriĢ Ģekillleri ve bulguları bakımından farklılık 

gösterebilirler. Bunun nedeni koroner anatominin farklı olmasıdır. Ancak tüm AKS‟ lere hızlı 

bir Ģekilde tanı koyulup oluĢabilecek riskin ön görülmesi üzerine trombolitik tedavi veya 

perkutan koroner giriĢimle reperfüzyon baĢlatılabilir. 

 Akut koroner sendromunda, miyokart iskemisiyle birlikte hücrelere yeterli oksijenin 

ulaĢmamasına bağlı olarak bir dizi  elektrofizyolojik ve biyokimyasal olay meydana gelir. 

Meydana gelen bu biyokimyasal değiĢikliklerden erken teĢhis için büyük ölçüde fayda 

sağlanır. Akut koroner sendromunda tanı koyulması ve oluĢabilecek risk faktörlerinin 

belirlenmesi sırasında dikkate alınması gerek üç durum söz konusudur. Bu durumlar; 

- anamnez sırasında belirlenen hastanın anjina pektorisin veya bunun eĢdeğeri 

durumunda sayılan belirtilerinin var olması, 

- EKG (elektrokardiyagram) bulgularına göre STEMI (ST-yükselmeli miyokart 

enfarktüsü), NSTEMI (ST-yükselmeli olmayan miyokart enfarktüsü) ve kararsız 

anjina pektoris durumlarının, incelenmesi, 

- Son durum ise kandaki kardiyak belirteç seviyelerinin artmasıdır. 

Son durumdaki kardiyak belirteçlerinin AMI‟ daki önemine dikkat çekmek adına 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 2000 yılında tanı koyma kriterlerini tekrar düzenleyerek, 20 dk 

dan uzun süreli kalp ağrılarında; kardiyak belirteçlerinden iki tanesinin seviyesinde yükseliĢ 

söz konusuysa büyük ihtimalle, tümünde bir yükseliĢ varsa kesin AMI teĢhisi konulmaktadır 

(Ademoğlu 2015).  
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Çizelge.2.1. KVH‟ ın genel sınıflandırılması (Öztürk, 1998). 

 

Kalp yetmezliği hastalıkları 
 Sol kalp yetmezliği (akut kalp yetmezliği)  

 Sağ kalp yetmezliği (kronik kalp yetmezliği) 

 Korpulmonale  

 

 

Kalp kapak hastalıkları 

 Mitral stenozu (mitral darlığı)  

 Mitral yetmezliği 

 Triküspit stenozu (triküspit darlığı) 

 Triküspit yetmezliği 

 Aort yetmezliği 

 

Koroner damar hastalıkları 
 Koroner skleroz  

 Anjina pektoris 

 Miyokart enfarktüsü 

 

 

 

 

 

Konjenital kalp hastalıkları 

Siyanozsuz konjenital kalp hastalıkları  

 Vetriküler septal defekt (VSD) 

 Patent ductus arteriozus (PDA) 

 Atrial septal defekt (ASD) 

 Pulmoner stenoz 

 Aort stenozu 

 Aort koarktasyonu 

 Mitral stenoz 

 

Siyanozlu konjenital kalp hastalıkları  

 Fallot tetrolojisi 

 Büyük arterlerin transpozisyonu 

 Tirküspit atrezisi 

 Pulmoner atrezi 

 Trucus arteriosus 

 Kompleks anomaliler  

 

 

Kan basıncı bozuklukları 
 Hipertansiyon 

 Hipotansiyon 

 

 

 

Damar hastalıkları 

 

 Arterioskleroz (Arteriosklerozis Obliterans-ASO)  

 Buerger hastalığı (TAO - Tromboanjitis Obliterans) 

 Buerger hastalığı (TAO - Tromboanjitis Obliterans) 

 Raynaud hastalığı 

 Varis 

 Tromboflebit 

 Flebotromboz 
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2.2.Akut Miyokart Enfarktüsü (AMI) 

 

 Amerikalı bir hekim olan James Bryan, akut miyokart enfarktüsünün belirtilerini 

tanımlayarak kalp krizi belirtilerinin ve anormalliklerinin koroner arterdeki tromboz 

tarafından yönlendirildiğini açıklayan ilk isimlerden birisidir (James 2000; Herrick 1912). 

Tromboz, kan damarındaki kan pıhtılaĢması nedeniyle dolaĢım sistemi boyunca kan akıĢının 

engellenmesidir. Patolojiye göre AMI, uzamıĢ iskemi, kalbe kan akıĢının azalması nedeniyle 

miyokardiyal nekroz (hücre ölümü) olarak tanımlanır (Thygesen ve ark. 2007). AMI Dünya 

genelinde ölümlerin baĢ nedeni olarak kabul edilmektedir. 2008‟ de bu hastalıktan ölenlerin 

sayısı 17,3 milyon kiĢiyi bulmuĢtur (WHO, 2014). Bu ölümlerin %80‟ den fazlası düĢük ve 

orta gelirli ülkelerde gerçekleĢmiĢtir. Dahası, 2030 itibariyle, kardiyovasküler hastalıktan 

yılda 23,3 milyon insanın ölmesi beklenmektedir. Elektrokardiyogramlar (EKG) kalbin 

anormal ritmlerini ölçmek ve teĢhis etmek için geçerli bir yöntemdir ve elektrik sinyallerini 

taĢıyan iletken dokunun hasarının teĢhis edilmesine yardımcı olur. Ancak EKG, akut 

miyokartlı hastaları kullanılmasına rağmen duyarlılıktan yoksundur (Zhang ve ark. 2012).  

EKG'nin birincil sınırlaması, tek bir anda sadece elektrokardiyografik aktivitenin temsil 

edilmesidir; bu nedenle genellikle hastanın klinik durumundaki değiĢikliklere bağlı olarak 

birçok kez yapılması gerekir (Leisy ve ark. 2013). Ġkinci sınırlama ise EKG değerlendirmesinde 

dalga modelini tanıma ve beklenen normal bulgularla karĢılaĢtırma yapılmasına rağmen, son tahlilde 

sübjektif bir yorumdur. Üçüncü olarakta, EKG, ST olmayan segment (EKG temsili kasılma 

dalgaları segment) yükselmesi miyokart enfarktüsü (NSTEMI) olan hastalar için yararlı 

değildir ve normal bulunmuĢtur (Mahajan ve ark. 2011). Son olarak, bir EKG, akut 

miyokardiyal iskeminin varlığını, miyokardiyal enfarktüs oluĢumunu veya bir iletim 

bozukluğu ya da aritminin varlığını tanımlamakta yararlıdır, ancak erken koroner arter 

tıkanıklığının ortaya çıkması için son derece güvenilirliği düĢük bir testtir. EKG ile bu 

sınırlamaları ve sorunları aĢmak için alternatif strateji olarak, hassasiyetleri ile geçerli 

olabilecek potansiyel kardiyak biyobelirteçlerin kullanımıdır. 

2.3. Kardiyak Biyobelirteçler 

 

 Kardiyak biyobelirteçler, AMI' nın saptanmasında ağırlıklı olarak kullanılan 

indikatörlerdir. Biyobelirteçlerle yapılan en eski AMI çalıĢması, 1954‟ te glutamat 

oksaloasetik transaminaza odaklanılmayla baĢlamıĢtır (Dewar ve ark. 1958). Miyosit, 
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kalpteki ana hücredir ve kalbin amacı kan pompalamaktır. Bu amaçla bir kan örneğinde 

protein miktarının kullanılması mantıklıdır (Rosalki ve ark. 2004).  

 Kalp hücreleri öldüğünde miyositler yeniden üretilemeyeceği için, kardiyak 

fonksiyonun hasar görme olasılığı yüksektir. Hücre öldüğünde, hücre içindeki biyobelirteç (en 

çok bilinenler; CK, CRP, miyoglobin, kardiyak troponin) proteinler salınır, sitoplazmada 

bulunan proteinler hücreyi zarlardan veya sabit hücre elemanlarından daha hızlı bırakır.  

 AMI için kardiyak troponin T (cTnT) ve kardiyak troponin I (cTnI) diğer kardiyak 

biyobelirteçlerden yani miyoglobin ve kreatin-kinaz MB'den daha duyarlı ve spesifik olarak 

kabul edilir (Jaffe ve ark. 2010). Her ikisi de AMI semptomlarının baĢlangıcından sonra, 

ölüm hücresinden sırasıyla 2-4 saat ve 3-4 saat içinde salınır (Bahadır ve ark. 2015). Bazı 

sonuçlar cTnI için elveriĢlidir (De Antonio ve ark. 2013)., ancak duyarlı cTnT ile yüksek 

duyarlı cTnI arasında karĢılaĢtırma yapılmıĢtır (Hetland ve ark. 1998). Prensip olarak, cTnT 

ve cTnI kan akıĢında yaklaĢık 10 günden fazla kalır, yaklaĢık 1-2 gün miyokart hasarıyla 

birlikte zirveye ulaĢır (Thygesen ve ark. 2000). Kandaki uzun süreli salınımı nedeniyle, bu 

biyobelirteçler akut miyokart enfarktüsünü teĢhis etmede faydalıdır (Jaffe ve ark. 2010). 

Kardiyak troponin, kardiyak spesifik bir biyobelirteç olduğundan, iskelet kası ya da diğer 

organ hasarlarından kardiyak izole edilmesine yardımcı olmaktadır (McDonough ve ark. 

2004). Normal hastalarda, cTnI konsantrasyonu seviyesi 0.001 mg / L civarındadır, ancak MI 

hastalarında bu değer 100 mg / L'ye yükselmektedir (Agewall ve ark. 2011).  0.01 mg/L 

kadar düĢük bir konsantrasyon bile kalp yetmezliği ile iliĢkili olabilmektedir. Kardiyak 

troponin için artan bir değer, bir referans kontrol grubunun %99 güvenilirliğiyle bir ölçüm 

olarak tanımlanmalıdır (Thygesen ve ark. 2000). Her laboratuvarda referans değerler, uygun 

kalite kontrolüne sahip spesifik analizler kullanılarak yapılan çalıĢmalarla belirlenmelidir. Her 

bir analiz için %99 kabul edilebilir hatalı ölçüm (varyasyon katsayısı),% 10'a eĢit veya daha 

küçük olarak tanımlanmalıdır.  

 ġekil 1 miyokart enfarktüsü ile ilgili genel bilgileri göstermektedir. Kardiyak 

troponinlerine ek olarak, troponin C (cTnC) denen baĢka bir biyobelirteç daha mevcuttur 

(Takeda et al., 2003). ġekilde, aktin filaman üzerinde bulunan tropomiyosin ile birlikte 3 

birim troponin kompleksi verilmiĢtir (troponin I, T ve C). cTnC iskelet ve kardiyak kas 

konsantrasyonunun kalsiyum aracılı regülasyonu için gereklidir. Ancak, cTnC' nin kardiyak 

yaralanma tanılarında biyobelirteç olarak cTnI ve cTnT' den daha az kullanımının sebebi, C' 

nin kardiyak izoformunun yavaĢ-twitch iskelet kaslarında da bulunmasından dolayı kardiyak 

bir özgüllüğü olmamasındandır. 
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ġekil.2.1. Miyokart enfarktüsü (MI) teĢhisi. Troponin konsantrasyon düzeyi, semptomları, 

güncel MI saptama yöntemleri ve kardiyak biyobelirteç algılama yöntemleri 
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2.4. Kreatin Kinaz (CK) 

 

Kreatin kinaz iki alt birimden (M ve B) oluĢan bir enzimdir. Bu alt birleĢerek üç farklı 

izoenzim oluĢtururlar. Bu izoenzimler; CK-MM, CK-MB ve CK-BB‟ dir. CK-BB beyin 

izoenzimidir ve beyinde ve birçok iç organda büyük miktarda bulunur. CK-MB ise kalbe özgü 

bir izoenzimdir ve birçok laboratuvarda AMI tanısı için altın standart yöntem olmuĢtur. Kalp 

kasında büyük miktarda bulunmasına rağmen iskelet kasları ve diğer dokularda da bulunduğu 

için kardiyak spesifik değildir. Kalp kasının toplam CK aktivitesinin yaklaĢık % 15-40'ı CK-

MB'ye geri kalan kısmı büyük ölçüde CK-MM izoenzimine bağlıdır. CK-MM bir iskelet kası 

izoenzimi olup iskelet kaslarında en yüksek dağılıma sahiptir. Bu üç izoenzim, kolon, ileum, 

mide ve idrar torbasının düz kaslarında değiĢen konsantrasyonlarda bulunmaktadır 

(Perryman ve ark. 1983). CK için referans aralığı erkekler için yaklaĢık 80-200 IU / L ve 

kadınlar için ise 60-140 IU/L' dir. Bu durum, CK enziminin iskelet kaslarındaki normal 

döngüsünün sonucudur ve kas kütlesi ve fiziksel çalıĢma gibi faktörlerden etkilenir. 

Bu alandaki en eski biyobelirteçlerden biri olan CK 1965 yılında miyokardiyal hasar 

için biyokimyasal bir iĢaretleyici olarak tanıtılmıĢtır (Duma ve ark. 1965). CK, AMI tanısı 

için% 90'lık bir klinik duyarlılığa sahiptir ancak yüksek özgüllüğü düĢüktür. CK, AMI' nin 

semptom baĢlangıcından sonra 12 saat içinde serbest bırakılır, 24-36 saatte serumda en üst 

seviyeye yükselir ve 48-72 saat içinde normale döner. Bu salım kinetiğinin bir sonucu olarak, 

toplam CK' nin ölçümü AMI' nin erken teĢhisine (6 saat içinde) uygun değildir. Aynı Ģekilde 

bir belirteç olarak CK, ST-ST yükselmesi olmayan MI' lı, PCI‟ lı veya cerrahi operasyon 

geçiren hastalarda ortaya çıkabilecek miyokardiyal hasarın saptanması için de uygun değildir. 

Daha önce de belirtildiği gibi, AMI' nin erken teĢhisi için uygun olan belirteç, yüksek bir 

sitoplazmik (hücre) ila vasküler (plazma) oranı, çok düĢük veya saptanamayan normal plazma 

konsantrasyonu ve toplam kardiyak özgüllüğe sahip kalbe yapılan küçük yaralanmaların 

saptanmasında etkili bir belirteç olmalıdır. 200 IU/L' ye kadar yüksek bir referans aralığı ve 

vücutta geniĢ çapta dağıtılmıĢ olan CK, orta dereceli bir sitoplazmik ila vasküler oranın 

60.000: 1 olması nedeniyle bu kriterleri karĢılamamaktadır. AMI tanısı için CK' nin kardiyak 

spesifitesini geliĢtirmeye yönelik hem total CK hem de CK-MB' nin (CK' nin kardiyak 

spesifik izoenzimi) ölçülmesi önerilmiĢtir. CK-MB ila CK oranının miyokardiyal yaralanma 

için spesifik olduğu bildirilirken, <% 6' lık bir oran iskelet kası hasarı veya kalp dıĢı 

nedenlerle uyumlu olmaktadır. Bu nedenle bazı klinik ortamlarda, toplam CK aktivitesi 

yükselmedikçe CK-MB testi istenmez. CK-MB ölçümü vermeden önce toplam CK' nin bir 
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tarama testi olarak kullanılması AMI 'li bazı hastaların gözden kaçmasına sebep olduğu için 

dikkatle  kullanılmalıdır. Toplam CK konsantrasyonunun yüksek olmadığı AMI vakaları 

vardır, ancak bu hastalarda total CK-MB fraksiyonu ve CK-MB-CK oranı AMI için asıl 

tanıdır. Bu durum ancak, düĢük kas kütlesine sahip bir insanda küçük bir MI olduğunda ve 

toplam CK' nin baĢlangıç değerinin düĢük olduğu koĢullarda meydana gelebilir. CK' nin 

normal referans aralığı çok geniĢtir ve bu hastalar küçük miktarlarda enzim açığa çıkarabilir, 

bu da referans aralığının üstündeki konsantrasyonu yükseltmede yetersiz kalmaktadır. Bu 

olasılık göz önünde bulundurulmazsa, CK kullanıldığında tanı gözden kaçabilir. Yüksek 

oranda Ģüpheli iskemi teĢhisi ile baĢvuran bir hastada baĢlangıç total CK bilinmediği sürece, 

düĢük bir toplam CK teĢhisi dıĢlamamalı ve CK-MB için isteklerin engellenmemesi 

gerekmektedir (Van Blerk ve ark. 1992). 

2.5. Suppression of Tumorigenicity 2 (ST2) 

 

 ST2, transmembran (ST2L) ve çözünür (sST2) izoformları olan bir interlökin-1 

reseptör ailesi üyesidir (Iwahana ve ark. 1999). Human Gene Nomenclature Database' de 

ST2 için onaylanmıĢ sembol IL1RL1'dir (interlökin-1 reseptörü benzeri-1). Ġnsan IL1RL1 

geninin kromozom 2 üzerinde bulunduğu saptanmıĢtır (Tominaga ve ark. 1996). ST2L ve 

sST2, alternatif promoter zincirleme ve 3‟  iĢlem ile üretilir (Bergers ve ark. 1994).  

ST2L, 3 hücre dıĢı IgG alanı, tek bir transmembran bölge ve bir hücre içi alanı olan 

membrana bağlı bir izoformdur. sST2 ise transmembran ve hücre içi alanlardan yoksundur 

(Iwahana ve ark. 1999). ġu anda, interleukin-33 daha önce var olmasına rağmen, ST2L'nin 

patofizyolojik rolü tam olarak anlaĢılamamıĢtır.ST2L'nin fonksiyonel bir ligandı olarak 

tanımlanmaktadır (Schimitz ve ark. 2005). Interleukin-33 / ST2L sinyallemesinin birkaç 

dokuda önerilen fonksiyonlarına ek olarak, son zamanlarda mekaniksel aĢırı yüklenme altında 

miyokardiyi koruyan önemli bir kardiyoprotektif mekanizmada iĢlev gördüğü iddia edilmiĢtir 

(Sanada ve ark. 2007). Bu bulgunun muhtemelen, kronik kalp yetmezliği olan hastalarda ve 

akut miyokart enfarktüslü hastalarda dolaĢımdaki sST2 artıĢının daha kötü prognozu 

öngördüğü gözlemlerle ilgili olmalıdır (Weinberg ve ark. 2003; Shimpo ve ark. 2004). 

 Sepsis ve ardıĢık çoklu organ yetmezliği / disfonksiyon sendromu (MOF / MODS), 

kötü sonuçlarla iliĢkilidir ve septik Ģok, yoğun bakım ünitelerinde en yaygın ölüm nedenidir 

(Stone 1994). Sepsis yanıtın immünolojik kaskadı artmıĢ T-hücresi apoptozu, lenfopeni ve 

değiĢtirilmiĢ T-lenfosit alt popülasyonlarına yol açar (Hotchkiss ve ark. 1999). Özel tip 

immün yanıtı, öncü T yardımcı (Th0) hücrelerinin Th1 veya Th2 hücrelerine farklılaĢmasıyla 
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belirlenir. Th1 hücreleri interlökin (IL) -2, interferon (IFN) -g ve tümör nekroz faktörü (TNF) 

-α dahil olmak üzere proinflamatuar sitokinler üretir. Th2 hücreleri IL-4, IL-5, IL-13, IgG1 ve 

IgE salgılarlar ve çeĢitli hastalıkların inflamatuar yanıtında önemli bir rol oynarlar (Mosmann 

ve ark. 1996). Th1 ve Th2 alt tipleri farklı sitokin üretim modelleri gösterdiğinden, Th1'in 

Th2 hücrelerine oranı sepsisin sonucu için önemli olmaktadır. Ayrıca sitokinlerin dengesinin, 

Ģiddetli sepsiste üretilen in vivo Th alt birimlerinin üstünlüğü üzerinde belirgin bir etkiye 

sahip olabileceği kuvvetli ihtimaller arasındadır. Dahası, Th2 antikor aracılı immün yanıtları 

sepsiste baskın görünmektedirler (Fergusan ve ark. 1999; Roth ve ark. 2003). Astım ve 

otoimmün hastalıklar gibi diğer nosolojik öğelerde de, benzer bir Th2 hücre tipi bağıĢıklık 

yanıtına sahip oldukları bildirilmiĢtir (Mosmann ve ark. 1996). Ayrıca T1, Fit-1 ve DER4 

olarak adlandırılan ST2 proteini, yeni bir Th2 spesifik ürünüdür. ST2‟ ye ait çözünür ST2 

(ST2), transmembran reseptör formu (ST2L) ve  varyant formu (ST2 V) olmak üzere üç farklı 

türde gen ürünü, klonlanmıĢtır (Tominaga ve ark. 1989; Yanagisawa ve ark. 1993; 

Tominaga ve ark. 1999). ST2 geni baĢlangıçta fare fibroblast hücre çizgileri ve HA-ras 

onkojene duyarlı genlerdeki birincil yanıt genleri olarak tanımlanmaktaydı (Werenskiold ve 

ark. 1989; Tominaga ve ark. 1999). ST2, Ig süper familyasına ait nadir bir reseptörü kodlar 

ve ST2 geni, insan kromozomu üzerinde IL-1 reseptör tip I ve tip II' yi kodlayan genlere 

sıkıca bağlıdır (Tominaga ve ark. 1996; Bergers ve ark. 1994; Moritz ve ark. 1998). Ġnsan 

Geni Nomenklatür Veri Tabanı' na göre, interlökin-1 reseptörü benzeri-1 (IL1R1), çözünür 

ST2 için belirlenmiĢ sembol olup, IL1RL1-a, çözünür ST2 reseptörüdür ve IL1R1-b, ST2L'dir 

(Dale ve ark. 1999). ST2 genleri tercihen Thl hücreleri yerine, aktive Th2 hücreleri üzerinde 

eksprese edilir ve IL-4, IL-5 ve IL-13 stokinlerinin yükseltilmiĢ ekspresyonları tarafından 

karakterize edilen Th2 efektör fonksiyonlarında (Lohning ve ark. 1998) önemli bir rol oynar 

(Yanagisawa ve ark. 1997; Xu ve ark. 1998). ST2 proteini ayrıca serum protein seviyeleri 

astım ve alerjik solunum yolları inflamasyonu olan hastalarda, mast hücrelerinin hücre zarları 

üzerinde de gözlemlenir (Oshikawa ve ark. 2001; Oshikawa ve ark. 2002). Fibrozis ve 

çeĢitli otoimmün hastalıklarda da idiopatik pulmonerde yükselmiĢ serum ST2 protein 

konsantrasyonları bulunmaktadır (Tajima ve ark. 2002; Kuroiwa ve ark. 2001). 

2.6. Troponin T (TnT) 

 

Troponin kompleksi, her tür çizgili kasın (hızlı, yavaĢ ve kardiyak) ince filamentinde 

(aktin) bulunmaktadır. Bu kompleksin fonksiyonu ise kasların kalsiyum bağımlı kasılmasını 

düzenlemektir. Üç tip troponin vardır: TnT, TnI ve TnC. Bunlar, troponin proteininin iĢlevine 



12 

 

atıfta bulunan bir harfle belirtilir; TnC kalsiyumu bağlar; TnI, enzim astomosin adenosin 

trifosfatazın etkisini inhibe eder; TnT ise tropomyosin' e bağlanır (Greaser ve ark. 1973). Bu 

yapılar troponinin izoformu olan yapılardır. Örneğin; cTnT, sTnT, fTnT, kalp kası, yavaĢ 

seğirme iskelet kası ve hızlı seğirme iskelet kası TnT' yi temsil eder. Kardiyak TnT daha fazla 

doku dağılımına ve daha serbest sitoplazmik konsantrasyona sahiptir ve diğer kardiyak 

troponin T-I-C ile kompleks olarak salınmaktadır. Kardiyak TnI ise ikili formda daha fazla 

serbest bırakılmaktadır (troponin I-C kompleksi) (Wu ve ark. 1999). Bu kaslardaki her 

troponin proteini, farklı bir moleküler ağırlığına, farklı amino asitlere ve bu kas tipine özgü 

bir amino asit dizisine sahiptir. TnT ve TnI' nin farklı izoformları, amino asit sekansı 

homolojisinin% 40-55' ini oluĢturmaktadır. 

Kardiyak TnT (34 KDa) ilk kez 1989 yılında AMI teĢhisi için bir biyobelirteç olarak 

tanıtılmıĢtır (Katus ve ark. 1992). CTnT için üst sınır <0.1μg/L olarak bildirilmiĢtir, ancak 

0.03-0.1μg/L arasındaki konsantrasyonlar da olumsuz bir sonucun belirteçleri olarak anlamlı 

olabilmektedir (Muller ve ark. 1997). Kardiyak-TnT, AMI hastalarında semptom 

baĢlangıcından 12 saat sonra serumda görülmektedir. cTnT, CK-MB ve cTnI' ye benzer salma 

kinetiklerini gösterir ve bu nedenle, semptom baĢlangıcından sonraki ilk 6 saat içinde, AMI 

için CK-MB veya cTnI' dan daha erken bir tespit sağlayamaz (Gerhardt ve ark. 1993). 

DolaĢımda bir kez, semptom baĢlangıcından sonra uzun bir süre (2-3 hafta) devam 

etmektedir. DolaĢımdaki cTnT' nin yarı ömrü 120 dakikadır ve bu uzun diyagnostik 

pencerenin, nekroz sonrası miyokardiyal hücrelerden sürekli olarak salıverilmesinden ve 

dolaĢımdan yavaĢ bir Ģekilde temizlenmemesinden kaynaklandığı düĢünülmektedir (Wu ve 

ark.1994). AMT tanısı için cTnT' nin klinik duyarlılığı semptom baĢlangıcından yaklaĢık 12 

saat sonra % 100' e yaklaĢır ve en az 4 gün boyunca% 100' de yüksek kalır (Wu ve ark.1994). 

2.7. Kardiyovasküler Hastalıkların Erken TeĢhisinde Biyosensörlerin Rolü 

  

KVH‟ ın erken teĢhisine yönelik biyosensörlerin kullanımı son yıllarda artıĢ 

göstermiĢtir. Bu artıĢ biyosensörlerin; uygun maliyetli, biyoaktif türlerin hassas tayinini 

mümkün kılması, seçiciliği yüksek  olarak tasarlanabilmesi gibi avantajlara sahip olmasıyla 

yakından ilgilidir. Biyosensörlerin temel prensibi, biyoaktif türün bulunduğu ortamdaki 

değiĢikliği bir dönüĢtürücü yardımıyla analiz edebilmesine dayanmaktadır. Bu nedenle 

alternatif bir çok Ģekilde modifiye edilebilirler. Bu doktora tezinde de kardiyak 
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biyobelirteçlerin tayinine yönelik geliĢtirilen farklı biyosensör sistemlerinin çalıĢma 

prensiplerine ve örneklerine yer verilmiĢtir. 

Bu durumda, biyosensörler kardiyak biyobelirteç etkileĢimi ile ilgili hedef molekülleri 

tespit etmek ve ölçmek için kullanılabilir. Biyosensörler, biyolojik veya biyolojik olarak 

türevlendirilmiĢ biyoaktif türü bir fizikokimyasal dönüĢtürücü ile tayin edebilen cihazlardır 

(Mascini ve ark. 2008). 

Genel olarak, bir biyosensörün dönüĢtürücü yüzeyi, ya elektrokimyasal (Gomes-Filho ve 

ark. 2013; Horak ve ark. 2015), optik (He ve ark. 2013; Leung ve ark. 2013, 2015; Lu ve 

ark. 2014), kütle değiĢimi (piezoelektrik/akustik dalga) (Lee ve ark. 2013) ya da ölçülebilir 

biyokimyasal sinyalin elektrik sinyaline (Qureshi ve ark. 2012) dönüĢtürülmesini sağlayan 

bir biyolojik reseptör materyali (DNA, RNA veya antikor) ile immobilize edilir. Ayrıca, EKG 

gibi geleneksel tekniklerle kıyaslandığında, biyosensörler yüksek hassasiyet, yüksek seçicilik, 

hızlı analiz, güvenilir ön iĢlem ve basit enstrümantasyona sahiptirler (Bahadır ve ark. 2015). 

Enzim bağlı immünosorbent assay (De Antonio ve ark. 2013), kemilüminesans immünoassay 

(Cho ve ark. 2009), floro-immünoassay (Hayes ve ark. 2009), elektriksel tayinler (Tuteja ve 

ark. 2014), yüzey plazmon rezonans (SPR) temelli tayin (Liu ve ark. 2011), kalorimetrik 

protein düzeni (Wu ve ark. 2010), POC assayler (Dittmer ve ark. 2010), ve Aptamer temelli 

biosensör içeren kardiyak troponin tayini ve ölçülmesi için farklı yöntemler geliĢtirilmiĢtir. 

          -Enzim-bağlı immünosorbent yöntemi (ELISA) 

ELISA, belirli bir örnekte antijenin (proteinler, peptitler, hormonlar, vs.) veya 

antikorun varlığını tanımlamak için antikorları ve enzim aracılı bir renk değiĢimini kullanan 

bir biyokimyasal analizdir (Gan ve ark. 2013). Spesifik antikora bağlanan bir antijen 

bağıĢıklığının temel kavramları kullanılarak çok küçük miktarlarda antijenlerin saptanmasına 

izin verilir ve MI' yı teĢhis etmek için kardiyak troponinin saptanmasında uygulanmıĢtır. 

ELISA ile ilgili ilk makale 1971 yalında Engvall ve Perlmann tarafından, etiket olarak alkalin 

fosfataz kullanılarak tavĢan serumunda IgG‟ nin kantitatif ölçümü üzerine basılmıĢtır. ELISA 

yönteminde , antijenin kendine özgü bir antikora bağlanması sağlanır, daha sonra bir 

kromojen ile reaksiyona giren ikincil, enzim ile bağlanmıĢ bir antikor tarafından tespit edilir. 

Antijenin varlığı, enzim için kromojenik bir substrattan görünür bir renk değiĢimi veya 

floresan üretimi ile gösterilir. Bu renk değiĢimi antijeni tespit etmek için niceliksel veya 

niteliksel olarak ölçülebilir. ġekil.2.2‟ de ELISA yönteminin tayin prensibi Ģematik olarak 

gösterimi yer almaktadır. 
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ġekil.2.2. Antijen tayini için ELISA yönteminin prensibi 

 

        -Kemilüminesans imünoassayler 

 

          Kemilüminesans (CL),  bir molekül uyarılmıĢ bir halde bir foton yaydığı zaman (enerji 

kimyasal reaksiyonla üretilir) gerçekleĢen  ıĢık yayılımını temsil etmek için kullanılan bir 

terimdir (Dodeigne ve ark. 2000). CL sistemleri immünorekasiyonlarla birleĢmesiyle, 

kemilüminesans immünoassays (CLIA) olarak adlandırılan kimyasal reaksiyonun, 

lüminesansın yoğunluğuna göre numunelerin konsantrasyonlarını belirleme yöntemi haline 

gelmiĢtir (Pei ve ark. 2013). Sistem, CL substratlarının, yani luminol, isoluminol ve bunların 

türevlerinin, akridinyum esterinin, türevinin, peroksidazın ve alkalin fosfatazın (ALP), CL 

etiketleri olarak görev yapan bazı reaktiflere katılmasıyla CL' yi oluĢturmaktadır (Wang ve 

ark. 2012). CLIA' daki proteinleri etiketlemek için, en yaygın kullanılan etiketleme enzimleri, 

yabanturpu peroksidaz (HRP) ve ALP' dir. CL' yi ilk kez 1976 yılında CL, Schroeder ve 

arkadaĢları yarıĢmalı protein bağlanma reaksiyonlarını izlemek için immüno-analizde bir 

etiket olarak kullanılmıĢlardır (Schroeder ve ark. 1976). 

 - Flüoresan immünoassayler (FI) 

 Flüoresan immünoassayleri (FI), homojen ve heterojen analizlerde karmaĢık 

moleküllerin sinyal transdüksiyonunu içeren optik biyosensörlerin sınıflandırmasından biridir 

(Qureshi ve ark. 2012). FI, zararsız, yüksek derecede hassas karakteristiklerine ve 

biyomoleküllerin floresan etiketleriyle değiĢtirilmesinde kolaylık sağladığı için tercih 
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edilmektedir. Floresin izotiyosiyanat, rodamin, kumarin ve siyanin gibi floresan etiketler, 

etiket veya biyo-tanıyıcı olarak kullanılırlar. Hedef moleküllerin varlığı, floresan sinyalinin 

değiĢmesi ile gösterilmektedir. Tayin sınırı, tek bir moleküle kadar aĢırı derecede hassastır 

(Fan ve ark. 2008). FI için, Song ve arkadaĢları  (2011), cTnI tespiti için bir floro-mikrobead 

temelli çip (FMGC) temelli sandviç immüno-assay geliĢtirmiĢlerdir. FMGC, doğrudan 

immünosensör olan bölgeye bağlanan tane sayısını saymak için bir floresan mikroskobu 

kullanma yeteneğine sahiptir. Antikorun floro-mikroplara konjugasyonu, tayin komponenti 

olarak hazırlanmaktadır. Antijen-antikor bağlama sinyalini arttırmak için avidin-biyotin 

afinite etkileĢimi kullanılmıĢtır. Optik sinyal, 0.1–100 mg/L cTnI içeren plazma örneklerinde 

cTnI konsantrasyonları ile doğrusal bir korelasyon göstermiĢtir. 

- Elektriksel tayinler 

   

 TaĢınabilirlik olmayıĢı, geç tayin süresi ve üretim sürecinin yüksek karmaĢıklığı 

(Kong ve ark. 2012). gibi immüno-analiz etiketli yöntemin sınırlamalarının üstesinden 

gelmek için, biyo-moleküler etkileĢim geliĢtirmesinin elektriksel tespiti oldukça faydalıdır 

çünkü düĢük maliyetli taĢınabilir sensör ve herkes tarafından kullanılabilir (Estrela ve ark. 

2009). Elektriksel tayin, moleküler bağlanma olayını kullanılabilir bir elektrik sinyaline 

dönüĢtürerek gerçekleĢtirilir (Zhang ve ark. 2012). Boyutları çok küçük olan kimyasal ve 

biyolojik türleri algılamak için, araĢtırmacılar, nanoteller (NWs), nanokemerler, karbon 

nanotüpler (CNTs), grafen ve biyoensitizasyon için nanopartiküller gibi nanoyapıların 

üzerinde yoğunlaĢmıĢlardır. Elektriksel tayin yöntemi, yakın zamandaki tartıĢmalı tanıya 

iliĢkin daha fazla sayıda yayın ile kanıtlanmıĢ ve  son yıldaki ana ilgi odağı olmuĢtur. 

          -Yüzey plazmon rezonansı (SPR) 

SPR, örneğin bir metal ve bir dielektrik gibi, karĢıt iĢaretlerin dielektrik sabitleri ile iki 

ortamın ara yüzünde mevcut olabilecek bir yük yoğunluğu salınımdır (Homola ve ark. 1999). 

Ġnce bir metal filmin yüzeyi, gelen bir ıĢık demeti (belirli bir açıda uygun bir dalga boyuna 

sahip) ile uyarıldığında, bu olay, bir evanesan elektromanyetik alan oluĢturur ve zıt yüklü 

dielektrik sabitlerin iki ortam arasındaki ara yüzeyde meydana gelen bir yük yoğunluğu 

salınımı olarak tarif edilir. Ara yüzde, toplam iç yansıma koĢulları altında üretilen evanesan  

en güçlü olan alandır, fakat yüzeyden penetrasyon mesafesi arttıkça bu alan azalmaktadır. 

SPR, dönüĢtürücü yüzeyinde meydana gelen, sadece yüzeyde sınırlı moleküler etkileĢimlerin 

tayinini desteklemektedir (Dutra ve ark. 2007). 
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-Kalorimetrik tayin 

Kolorimetrik tespit, kromojenik boyaların hedefi tanımak için kullanılan baĢka bir 

optik biyosensör sınıfıdır (Qureshi ve ark. 2012). Hedef moleküllerin varlığı, renk 

değiĢimlerinin yoğunluğu ile sunulmaktadır. Bu yöntem için tayin sınırı, tek bir molekül 

tespitine kadar daraltılabildiği için hassas bir teknik olarak kabul edilmektedir (Fan ve ark. 

2008). Wu ve arkadaĢları (2010), cTnI için gümüĢ ile zenginleĢtirilerek kolorimetrik tayin ile 

birleĢtirilmiĢ bir Poli (dimetilsiloksan) (PDMS) –gruplu nanopartiküller (AuNP) kompozit 

film bazlı biyosensör geliĢtirmiĢlerdir (Wu ve ark. 2010). 

  -Point-of-care assayler 

 Yukarıda belirtildiği gibi cTnI ve cTnT tespiti için kullanılan birçok çeĢit immüno-

düzenleme yöntemi bulunmakla birlikte, bu yaklaĢımlar zaman alıcıdır ve genellikle etiketli 

reaktifler ve büyük enstrümantasyon gerektirmektedir (Bhalla ve ark. 2012). Bu amaç için, 

MI tanısını desteklemek için ELISA, floresan, kemilüminesans ve diğer teknolojilere dayanan 

bir dizi POC analizi geliĢtirilmiĢtir. Genel olarak cTnI veya cTnT' nin kantitatif ölçümünün 

sağlanması ve POC sistemlerinin duyarlılığının klinik laboratuvardaki otomatik platformların 

sağladığı sonuçlardan daha kötü sonuçlar olmaması gerekmektedir (Bingisser ve ark. 2012). 

Her ne kadar daha yüksek hassasiyetli POC analizleri mevcut olsa da, dikkate alınması 

gereken önemli dezavantajlar vardır bunlar özellikle, laboratuvar hizmetleri, hizmet-ücret 

esasına göre çalıĢtırıldığında kullanıcı ile ilgili pratik sorunlar (ör. eğitim, bakım, 

akreditasyon) olarak düĢünülebilir (Bingisser ve ark. 2012). 

 

 -Aptamer 

 

 Hedefe yüksek afinitesi olan nükleik asit ligandları, “ligandın üslü zenginleĢtirmeyle 

sistematik evrimi” (SELEX) olarak adlandırılan in vitro tarama sürecinin kurulmasıyla Tuerk 

ve Gold (1990) tarafından tanımlanmıĢtır. AraĢtırmacılar özellikle tanı ve hastalık yönetimi 

uygulamaları alanında aptamerlere büyük ilgi duymuĢlardır. Aptamerler antikorlardan daha 

geniĢ çeĢitlilikte hedeflere bağlanabildiği gibi, üretilmesi ve depolanması da daha kolaydır 

(MacKay ve ark. 2014). Antikorlar biyosensör geliĢmelerinde yaygın olarak kullanılmasına 

rağmen, aptamerler antikorlardan daha küçük boyutları sayesinde ayrıca kararlı ve yapısal 

anahtarlama yapabildikleri için özel algılama sağlarlar (Lee ve ark. 2008; Gopinath ve ark. 

2011). 
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2.8. Biyosensörlerin Tasarlanmasında Kullanılan Yenilikçi Materyaller 

  

Bir biyosensör tasarlanırken dikkat edilmesi gereken bazı hususlar vardır. Bunlar 

özetle; biyolojik tayinin gerçekleĢeceği yüzeyde kullanılacak materyalin modifikasyona 

elveriĢli olması, maliyetinin düĢük olması, gerçekleĢecek reaksiyonlarda oluĢabilecek 

olumsuzlukları bertaraf ederek analizin hassasiyetini zedelememesi, uzun süreli kullanım ve 

depolamaya uygun olması, tekrar kullanılabilirlik yetisinin yüksek olması Ģeklinde 

sıralanabilir. 

Yukarıda bahsedilen tüm bu özelliklerden yola çıkarak, doktora tezi geliĢtirilirken hem 

kardiyak biyobelirteçler için gerçek manada hassas, seçici ve en önemlisi gerçek serumda 

spesifik olduğu türe karĢı yanıt verebilmesi, hem de tüm bunları yapabilecek sensörün 

dizaynında yenilikçi materyallerin kullanılması sayesinde literatüre katkı sağlamak gayesi 

güdülmüĢtür. 

Bu sebeple doktora tezi kapsamında gerçekleĢtirilen kardiyak biyobelirteçleri için 

tasarlanan biyosensörlerin immobilizasyonunda, kararlı bir yüzey oluĢturmak için mükemmel 

bir yol olan SAM tabakaları ile elektrot yüzeyi modifiye edilmiĢtir. SAMs‟ in en önemli 

yeniliği; farklı materyallerin fonksiyonel uç gruba kovalent bağlanma gerçekleĢtirmesi 

sayesinde, kimyasal veya biyolojik reaktif yüzey tabakalarda modifiye edilebilmesidir. SAM‟ 

lerin bu kullanımı, çeĢitli hassas uygulamalar için gerekli spesifik etkileĢimleri sağlayabilir. 

 Bunun için her iki ucunda da fonksiyonel grup içeren 6- merkapto hekzanol (6-MH) 

bileĢiğini kullanarak altınla tiyol bağı yaparken diğer ucundaki hidroksil grupları sayesinde 

silanlama iĢlemi gerçekleĢtirilebilmiĢtir. 

Yüzey modifikasyon teknikleri arasında en yaygın olarak kullanılan kendiliğinden 

oluĢum (Self-assembly-SA) tekniğidir. SA tekniği, özellikle SAM‟ lar, son zamanlarda  

yaygın bir Ģekilde çalıĢılmaktadır. SA, yüzey modifikasyonu konusunda avantajlar sağlayan 

bir çeĢit “dipten yukarı” tekniğidir. Bu teknik, termodinamik dengeye yakın ya da 

termodinamik dengede yapıların oluĢmasına ve yüzeyde yakın olarak paketlenmiĢ, düzenli ve 

kararlı bir konfigürasyonu oluĢmasına öncülük etmektedir. SAM‟ lar hem moleküler hem de 

materyal düzeyinde, ihtiyaç duyulan dizayn esnekliğini sağlar ve 2 ya da 3 boyutlu substratlar 

üzerinde, spesifik ya da kompleks ara yüzeylerin fabrikasyonu için bir araç sunmaktadır. 

SAM‟ ların kullanımıyla, bu tabakaların daha ileriki süreçlerde, farklı materyallerin 

fonksiyonel gruplara kovalet olarak bağlanmasıyla, kimyasal ya da biyolojik olarak reaktif 
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olan yüzeysel tabakalara modifikasyonu mümkün olmaktadır. ÇeĢitli fonksiyonları tespit 

etmek amacıyla SAM„ ların kullanımı, çeĢitli duyarlılık uygulamaları için spesifik olan 

etkileĢimler sağlayabilir. Pratikte, elektrotlar üzerinde SAM„ lar hazırlanırken, çoğaltılabilir 

ve istenen fonsiyonel karaktere sahip organik ara yüzeylerin elde edilmesinde birçok deneysel 

koĢulun etkisi söz konusudur. Elektrotların temizliği, çözücü seçimi ve sıcaklık gibi bazı 

parametrelerin, SAM„ lerin yapıları ve özellikleri üzerinde etkilerinin büyük olduğu 

bilinmektedir. Tiyoller, altın, gümüĢ, platin ve bakır gibi metallerin yüzeyine çok sağlam bir 

Ģekilde koordine olurlar. Kendiliğinden oluĢan tek tabakanın yapısı, metalin morfolojisine çok 

bağımlıdır. Voltametrik çalıĢmalar, tiyol gruplarının adsorpsiyon sonrasında 

deprotonlandığını göstermektedir (Wang 2000).  

Bir diğer yenilikçi materyal olarak  bir silanlama ajanı 3- glisidoksipropiltrietoksisilan 

(GOPE) tercih edilmiĢtir. Literatürde de çok kısıtlı bilgiye sahip olan bu yenilikçi materyal 

hidroksilli yüzeyin immobilizasyonu için herhangi bir çapraz bağlayıcıya ihtiyaç duymaksızın 

yüzeye antikorun bağlanmasını mümkün kılmaktadır. Bu sayede sensör hazırlık 

aĢamalarındaki uzun ve yorucu proseslere gerek bırakmayan bu ajanla geliĢtirilen CK 

sensörünün literatürde de öne çıkması beklenmektedir. 

Kardiyak sensörlerin tasarımında tercih edilen yenilikçi materyallerden fulleren C60‟ ta 

oldukça kararlı karbon yapısıyla öne çıkmaktadır. Mükemmel karbon dizilimiyle bilim 

insanlarının dikkatini cezbetmiĢ fulleren C60 yüzey immobilizasyonlarında da kullanılarak 

yüzeyin reaksiyona girme eğilimini arttırmıĢtır (Demirbakan ve Sezgintürk 2016). 

Biyosensörlerin geliĢtirilmesi sırasında kullanılan materyallerin maliyeti de önemli bir 

sorundur. SPE, GCE, katı Au elektrot gibi pahalı elektrotlarla tasarlanan biyosensörler 

analizin pratikte kullanımının önüne set koyan bir durumdur. Bu sorunun çözümüne yönelik  

daha uygun, tek kullanımlık ve yüzey modifikasyonuna elveriĢli elektrotlarla çalıĢılmıĢtır.  

En yaygın olarak kullanılan Ģeffaf iletken oksit ince filmlerden biri olan indiyum kalay 

oksit (ITO), iki ana özelliği nedeniyle biyosensörler, düz paneller ve fotovoltaikler gibi farklı 

teknolojileri geliĢtirmek için umut verici bir malzemedir. Bu özellikler iyi elektriksel 

iletkenlik ve optik Ģeffaflıktır (Khan 2016). 

 ITO, iyi optik saydamlık, geniĢ çalıĢma penceresi, yüksek elektriksel iletkenlik, 

substrat yapıĢma, düĢük kapasitif akım ve kararlı elektrokimyasal ve fiziksel özellikler gibi 
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benzersiz özellikleri sayesinde biyosensör çalıĢmalarında yoğun olarak kullanılan mükemmel 

bir materyaldir (Tang ve ark. 2006). 

 GP mükemmel esneklik ve pürüzlülük yüzeyi sayesinde, redoks gibi 

elektrokimyasal enerji dönüĢtürme ve depolama cihazları akü (Yao ve ark. 2012), mikrobiyal 

yakıt hücreleri (Kim ve ark. 2007) ve süper kapasitör gibi daha geniĢ çapta kullanılmasına 

olanak sağladığı için oldukça faydalıdır. 

2.9. Kaynak AraĢtırması 

 

 Sharma ve arkadaĢları 2018 yılında yaptıkları çalıĢmada kan serumunda CK-MM 

tayinine yönelik elektrokimyasal temelli kalorimetrik bir biyosensör sistemi geliĢtirmeyi 

amaçlamıĢlardır. Sensörün temeli, ATP varlığında altın nanopartikül ile sisteaminin kimyasal 

etkileĢimiyle gerçekleĢen immobilizasyonuna dayanmaktadır. ÇalıĢmanın sonunda 

araĢtırmacılar geliĢtirilen biyosensör sisteminin 0,5617-5617 ng/mL aralığında ve 0,569 

ng/mL tayin sınırında yüksek hassasiyete sahip olduğunu ileri sürmüĢlerdir (Sharma ve ark. 

2018). 

 Palladino ve arkadaĢları 2018 yılında yaptıkları çalıĢmada TnT‟ nin tayini için afinite 

bazlı bir biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. TnT proteininin varlığında dopamin çözeltisi 

kullanılarak altın kaplanmıĢ temiz SPR (yüzey plazmon rezonansı) yüzey üzerinde dopaminin 

polimerik filmleri oluĢturulmasıyla sensörde  geliĢtirilmiĢtir. AraĢtırmacılar bu çalıĢmayla ilk 

kez miyositlerin hasarı üzerine kan dolaĢımındaki kardiyak dokulardan salınan kardiyak 

biyobelirteci TnT için epitop baskılı biyosensör geliĢtirdiklerini belirtmiĢlerdir (Palladino ve 

ark. 2018). 

 Lu ve arkadaĢları 2016 yılında CK tayininde amorf indiyum çinko oksit (amorf-IGZO) 

ince film transistör biyosensörlerin uygulamasına yönelik çalıĢma gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar titanyum depolanarak üretilen amorf-IGZO film transistörlerinin, CK‟ nın 

tayini için büyük bir potansiyele sahip olduğunu ileri sürmüĢlerdir (Lu ve ark. 2016). 

 Kucherenko ve arkadaĢları 2015 yılında glukoz oksidaz ve hekzokinaz temelli 

amperometrik biyosensör kullanarak kan serumunda CK‟ nın toplam aktivitesinin 

belirlenmesine yönelik bir çalıĢma gerçekleĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢmada platin disk elektrotlardan 

yararlanmıĢlardır. AraĢtırmacılar çalıĢmanın sonunda elde ettikleri kalibrasyon grafiğinden 

yararlanılarak kandaki CK oranına göre dakikada gerçekleĢen ATP sentezinin oranının 

hesaplanabileceğini ileri sürmüĢlerdir (Kucherenko ve ark. 2015). 
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 Brunner ve arkadaĢları 2004 yılında sepsis ve travma durumundaki hastalarda ST2 

proteini ve immünglobulinin (IgG1) seviye artıĢlarını araĢtırmaya yönelik bir çalıĢma 

yapmıĢlardır. ELISA testiyle belirlenen sonuçlara göre ST2 serum seviyesinin septik 

hastalarda 8420±2169 pg/mL, travma durumundaki hastalarda ise 2936±826 pg/mL olduğunu 

rapor etmiĢlerdir. Bu rapora göre, kritik kardiyovasküler hastalıklara sahip bireylerin kan 

serumundaki ST2 seviyesinin belirgin oranda azalma yaĢadığı araĢtırmacılar tarafından 

bildirilmiĢtir (Brunner ve ark. 2004). 

 Liu ve arkadaĢları 2007 yılında toplam CK‟ nın tayini için tek kullanımlık trienzim 

elektrot temelli amperometrik bir biyosensör sistemi geliĢtirmiĢlerdir. AraĢtırmacılar 

geliĢtirilen biyosensörün, çalıĢma elektrodunun Os (II/III) içeren redoks polimeriyle modifiye 

edilerek tasarlandığını belirtmiĢler ve biyosensör sisteminin 10,01-2748,05 U/L aralığında 

tayin gerçekleĢtirebildiğini ileri sürmüĢlerdir (Liu ve ark. 2007). 

 Barrett ve arkadaĢları 2015 yılında ultra hassas nanogörüntülemeyle TnT‟ nin tayinini 

gerçekleĢtirmeye yönelik bir çalıĢma yapmıĢlardır. ÇalıĢmada EIS tekniğini kullanan 

araĢtırmacılar biyosensör sisteminin 73-1800 ng/L aralığında ve 0,0088 ng/L tayin sınırında 

ölçüm yapabildiğini ispatlamıĢlardır (Barrett ve ark. 2015). 

 Gomes-Filho ve arkadaĢları 2013 yılında kardiyak TnT için karbon nanotüp temelli 

elektrokimyasal bir biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢma, altın yüzeyin yüksek katyonik bir 

polimer olan polietileniminle kaplandıktan sonra çift duvarlı karbon nanotüple yapılan amit 

bağlarıyla immobilize edilmesine dayanmaktadır. AraĢtırmacılar, geliĢtirilen sensörün tayin 

aralığının 0,1-10 ng/mL , tayin sınırının ise  0,033 ng/mL olduğunu belirterek TnT‟ nin akut 

miyokart enfarktüsü tanısı için kullanılabilir olduğunu iddia etmiĢlerdir (Gomes-Filho ve 

ark. 2013). 

 Pawula ve arkadaĢları 2016 yılında akut miyokart enfarktüsü için TnT‟ nin SPR 

analizine yönelik çalıĢma yapmıĢlarıdır. Yapılan çalıĢmada elektrot yüzeyini AuNP ile 

modifiye etmiĢlerdir. AraĢtırmacılar biyosensörün tayin aralığının 0,5-40 ng/mL, tayin 

sınırının da 0,05 ng/mL olarak belirlendiğini ve geliĢtirilen immünosensörün iyi bir tekrar 

üretilebilirliğe ve tekrar kullanılabilirliğe sahip olduğunu öne sürmüĢlerdir (Pawula ve ark. 

2016). 

 Jiang ve arkadaĢları 2018 yılında kardiyak TnT‟ nin hassas tayini için Ag@SnO2‟ in 

kendiliğinden hızlanan elektrokemilüminesans (ECL) emitörlerini kullanmıĢlardır. 
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AraĢtırmacılar, elektrot yüzeyinde AgNP‟ lerin modifikasyonuyla geliĢtirdikleri sensörün 

1fg/mL- 100 pg/mL tayin aralığında ve 0,11 fg/mL tayin sınırında iyi kararlıkta ve mükemmel 

seçicilikle TnT‟ nin tayinini yapabildiklerini iddia etmiĢlerdir (Jiang ve ark. 2018). 

 Barbara ve arkadaĢları 2013 yılında kardiyak TnT‟ nin etiketsiz tayini için karbon 

nanotüp SPE‟ lerle bir çalıĢma yapmıĢlardır. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) tekniği 

kullanılarak geliĢtirilen biyosensör sisteminin tayin aralığının 0,0025 – 0,5 ng/mL, tayin 

sınırının ise 0,0035 ng/mL olduğunu ileri süren araĢtırmacılar tasarlanan biyosensörün yüksek 

tekrar üretilebilirliğe de sahip olduğunu belirtmiĢlerdir (Barbara ve ark. 2013). 

 Weinberg ve arkadaĢları 2003 yılında kalp yetmezliği olan hastalarda nörohormonal 

aktivasyon için ST2‟ nin yeni bir biyobelirteç olduğunu kabul etmiĢlerdir. Serum içerisinde 

ST2 seviyesindeki değiĢikliğin takibinde mortalite veya transplantasyonun bağımsız bir ön 

gördürücüsü olduğunu ileri sürmüĢlerdir (Weinberg ve ark. 2003). 

 Cai ve arkadaĢları 2014 yılında soyulmuĢ GP elektrot temelli askorbik asit (AA), 

dopamin (DA) ve ürik asidin (UA) elektrokimyasal tayinini gerçekleĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢmada 

EIS, CV, DPV ve SEM görüntüleme tekniklerinden yararlanıldığını kaydetmiĢlerdir. AA, DA 

ve UA‟ ya ait kalibrasyon grafiklerinin tayin aralıklarının sırasıyla 20–400 M (LOD : 2,0 M), 

0,5–35 M (LOD : 0,01 M), 0,5–35 M (LOD : 0,02 M) olarak belirlendiğini rapor etmiĢlerdir 

(Cai ve arkadaĢları 2014). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kardiyovasküler biyosensörlerin tasarımında kullanılan kimyasallar 

 

 CK, ST 2 ve TnT tayinine yönelik biyosensörler tasarlanırken kullanılan kimyasal ve 

materyaller aĢağıda belirtilmiĢtir. 

 GP (grafit kağıt) kullan-at tabakanın özelliklerine ait veriler sırasıyla; kalınlık: 

0,3±0,01 mm, boyut: 210 x 210 mm, yoğunluk: 0,78 g/cm
3
, elektrik direnci: 3 mΩ/ cm

2
, 

gözenek: % 75, hava direnci: < 12 mm H2O, bükülme yarıçapı: > 10 cm Ģeklindedir. ÇalıĢma 

elektrodu ölçüleri: 2 x 0,5 cm. (Firma: Xiamen Tob New Energy Technology, Co. Ltd, Fujian, 

China) 

 KCl ile doygunlaĢmıĢ 3 M Ag/AgCl referans elektrot (Firma: iBAS, Warwickshire, 

UK) 

 KarĢıt elektrot olarak kullanılan 10 cm uzunluğunda platin tel (Firma: iBAS, 

Warwickshire, UK) 

 Gold (III) chloride trihydate (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 6- merkaptohekzanol  (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 3- glisidoksipropiltrietoksisilan (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 Fareden üretilen Monoklonal Anti-Creatine Kinase BB antikoru (Firma: Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 TavĢan kasından elde edilmiĢ Creatine Kinase (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 

 Bovine serum albümin (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 Fullerene C60 (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 % 95-98 ACS agent sülfürik asit (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 N-(3- dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide (EDC) (Firma: Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

 N-hydroxysuccinimide (NHS) (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 TavĢandan üretilen Anti-Suppression of Tumorigenicity 2 antikoru (Firma: Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 PrEST Antigen IL1RL1 (ST 2) (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 % 37 ACS agent hidroklorik asit (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
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 Fareden üretilen Monoklonal Anti-Troponin T antikoru (Firma: Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

 Ġnsan kalbinden elde edilmiĢ Troponin T (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 Potasyum mono bazik/dibazik (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 Çözücüler; etanol, toluen, aseton (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 Potasyum ferrisiyanat, potasyum ferrosiyanat (Firma: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 

 Kullanılan tüm sarf malzemeler Interlab Lab. Ürün. San ve Tic. A.Ģ‟den tedarik 

edilmiĢtir. Ġmmobilizasyon ve ölçüm esnasında kullanılan tüm çözeltiler, deneyler esnasında 

taze olarak hazırlanmıĢtır. Tüm antikor ve antijenler belirlenen konsantrasyonlarda 

porsiyonlara ayrılarak çalıĢılana dek -20ºCde muhafaza edilmiĢtir.  

3.1.2. Kardiyovasküler biyosensörlerin tasarımında kullanılan cihazlar 

 

 Kardiyovasküler hastalıkların erken teĢhisine yönelik biyosensörler geliĢtirilirken 

kullanılan tüm cihaz aĢağıda verilmiĢtir. 

 Elektrokimyasal Ġmpedans Spektroskopisi (EIS), Döngüsel Voltametri (CV) ve Kare 

Dalga Voltametrisi (SWV) yazılımları ve analiz programı (Echem Analyst) içeren Gamry 

Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 ve Interface 1000 (Firma: Gamry Instruments, 

Warminster, USA) 

 Ultra saf su (18,2 MΩ/cm) cihazı (Elga LC134, Veolia Water Technologies, USA) 

 Ultrasonik banyo (JEIOTECH) 

 Isıtıcılı manyetik karıĢtırıcı 

 pH metre (HANNA INSTRUMENT), (INOLAB)  

 Hassas Terazi (RADWAG), (SHIMADZU ATX224) 

 Mikropipetler (ISOLAB) 

 Vorteks (VELP SCIENTIFICA ZX3)  
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Elektrokimyasal ölçümler 

 

Grafit kağıt elektrota uygulanan bütün immobilizasyon iĢlemleri ve optimizasyon 

adımlarının takibi için döngüsel voltametriden (CV) ve elektrokimyasal impedans 

spektrokopisinden (EIS) yararlanılmıĢtır.  

CV için potansiyel aralık -0,5 - 1 V arasında seçilmiĢ olup (adım büyüklüğü: 10 mV, 

tarama hızı: 100 mV/s) ölçümler 0,1 M KCl içeren ve ölçüm için redoks probu sunan 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (1:1) çözeltisi içinde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Elektrokimyasal impedans ölçümleri ise 10 mV alternatif akımda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ölçümde kullanılan redoks çifti, döngüsel voltametredeki ile aynıdır. Ġmpedans spektrumları 

10.000 – 0.05 Hz aralığındadır.  

Kare dalga voltametrisi için belli potansiyel aralık seçilmiĢ olup (frekans: 25 Hz, 

genlik (pulse size): 25 mV, denge zamanı: 2 saniye) ölçümler aynı prob içerisinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Elektrot yüzeyinin altın (Au) kaplanmasında CV için potansiyel aralık -0,2 / -1,3 V 

seçilmiĢ olup (adım büyüklüğü: 10 mV, tarama hızı: 50 mV/s, döngü sayısı: 10 ) ölçümler 15 

mL fosfat tamponunda (pH: 7.0) gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ayrıca tüm ölçümler 25 C‟de sabit sıcaklıkta, reaksiyon hücresinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

3.3. Creatine Kinase Tayini için GeliĢtirilen Biyosensör Sistemi 

3.3.1 CK biyosensörünün fabrikasyonu ve immobilizasyon adımları 

  

CK biyosensörünün hazırlık aĢamasındaki ilk adım, her bir elektrot yüzeyinin 

temizlenmesidir. Bu iĢlem için yalın GP elektrotlar sırasıyla etanol ve ultra saf su içerisinde 5 

dakika ultrasonik banyoda sonike edilip hemen ardından saf argon gazından geçirilerek 

kurutulur. Temizlenen elektrot yüzeyinde tasarlanan immobilizasyonun gerçekleĢebilmesi için 

gerekli olan altın yüzeyi oluĢturmak üzere GP elektrotlar, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu 

içerisinde hazırlanan HAuCl4.3H2O (1 mM) çözeltisi içeren elektrokimyasal hücreye 

daldırılmıĢtır. Yüzeyde altın nanopartiküllerin (AuNP) elektrokimyasal olarak biriktirilmesi 
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olan bu iĢlem; -0,2 V / -1,3 V potansiyel aralıkta, 50 mV/s tarama hızında ve döngü sayısı 10 

olarak gerçekleĢtirilmiĢtir (Ma, Di ve ark. 2009). 

 

- CK biyosensörünün immobilizasyon adımları 

 

GP elektrot yüzeyleri altın nanopartikülle kaplandıktan sonra etanol içerisinde 

hazırlanmıĢ 6- merkapto hekzanol (MH) çözeltisinde SAMs oluĢturmak için gece boyu (16 

saat) karanlık ortamda inkübasyona bırakılır. Bu inkübasyon iĢlemi tamamlandıktan sonra GP 

elektrotlar ilk olarak kendi çözücüsünden daha sonra da ultra saf sudan geçirilerek yıkanır ve 

saf argon gazıyla kurutulur. Daha sonra GP elektrotlar, MH sayesinde yüzeyde oluĢan aktif 

hidroksil gruplarıyla (-OH) SAMs oluĢturmak için toluen içerisinde hazırlanan 3-

glisidoksipropiltrietoksisilan (GOPE) çözeltisine daldırılarak gece boyu inkübasyona bırakılır. 

Her inkübasyon iĢleminden sonra olduğu gibi ultra saf su ile yıkanarak saf argon gazıyla 

kurutularak EIS-CV ölçümleri alındı. CK biyosensörünün tasarımında SAMs tabakaları 

oluĢturulmuĢ bu elektrotlar artık antikorların kovalent immobilizasyonuna hazırdır. Elektrotlar 

Anti-CK çözeltilerine daldırılır ve inkübasyona (45 dakika) bırakılır. Açık uçları bloklamak 

için tek kullanımlık GP elektrotlara % 0,5‟lik BSA çözeltisinde inkübasyon iĢlemi uygulanır 

(1 saat ) ve yıkanıp kurutulan elektrotların CV-EIS ölçümleri alınır. Ġmmobilizasyonun bu son 

adımından sonra, hazırlanan biyosensör, CK ölçümleri gerçekleĢtirilene kadar + 4 ° C'de 

muhafaza edilir. CK biyosensörüne ait immobilizasyon adımları (GP, GP/MH, 

GP/MH/GOPE, GP/MH/GOPE/anti-CK, GP/MH/GOPE/anti-CK/BSA ) ġekil 3.1‟ de Ģematik 

olarak sunulmuĢtur. 
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ġekil.3.1. CK biyosensörünün immobilizasyon adımlarının Ģematik gösterimi 
 

3.3.2. CK biyosensörünün optimizasyon adımları 

3.3.2.1. 6-MH konsantrasyonunun optimizasyonu 

 

AuNP ile kaplanan elektrot yüzeyinde hidroksil grupları oluĢturmak için kullanılan 6-

MH için 3 farklı konsantrasyonda (0,1 M, 0,5 M, 1 M) optimizasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Her 

bir konsantrasyonda hazırlanan 6-MH çözeltilerine GP elektrotlar daldırılarak gece boyu 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrasında ultra saf su ile yıkanıp saf argon ile nazikçe 

kurutulan elektrotların CV-EIS ölçümleri alındı.(ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.3.2.2. GOPE konsantrasyonunun optimizasyonu 

 

Yüzeyde düzgün bir SAMs tabakasının oluĢabilmesi ve bu tabakanın her çalıĢmada 

tekrarlanabilmesi, ileri aĢamalar için oldukça önemlidir. Bu sebeple, yüzeydeki hidroksil 

gruplarıyla bağ yapabilen silan gruplarına sahip GOPE için 3 farklı konsantrasyonda (%1 % 

1,5 % 5) denemeler yapıldı. Her bir konsantrasyonda hazırlanan GOPE çözeltilerine GP 
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elektrotlar daldırılarak gece boyu inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrasında ultra saf su 

ile yıkanıp saf argon ile nazikçe kurutulan elektrotların CV-EIS ölçümleri alındı. (ÇalıĢma 

koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C)  

3.3.2.3. Anti-CK’ nın konsantrasyon optimizasyonu 

 

BaĢarılı bir biyosensör sistemi için optimize edilmesi gereken bir diğer önemli adım 

antikor konsantrasyonudur. Bunun için 3 farklı konsantrasyonda  (10 ng/mL, 37 ng/mL, 50 

ng/mL) denemeler yapıldı. Belirtilen konsantrasyonlarda inkübe edilen elektrotlar yıkanıp 

kurutulduktan sonra CV-EIS ölçümleri alındı. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.3.2.4. Anti-CK’ nın inkübasyon süresinin optimizasyonu 

 

Antikor konsantrasyonunun sonrasında anti-CK inkübasyon süresini optimize 

edilmiĢtir. Bunun için 3 farklı zamanlarda (30 dk, 45 dk, 1 sa) hazırlanan elektrotlar anti-CK 

çözeltisine daldırılmıĢtır. Optimize edilen konsantrasyonda hazırlanan elektrotlar planlanan 

sürelerde inkübe edildikten elektrotlar yıkanıp kurutulduktan sonra CV-EIS ölçümleri alındı. 

(ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.3.2.5. CK’ nın inkübasyon süresinin optimizasyonu 

 

Anti-CK süre optimizasyonunun ardından bir diğer optimizasyon adımı antijenin (CK) 

antikora bağlanma süresinin optimizasyonudur. Bunun için 3 farklı süre (30 dk, 45 dk, 60 dk) 

boyunca hazırlanmıĢ elektrotlar inkübe edilmiĢtir. Elektrotlar planlanan sürelerde inkübe 

edildikten elektrotlar yıkanıp kurutulduktan sonra CV-EIS ölçümleri alındı. (ÇalıĢma 

koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.3.3. CK biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmaları 

 

CK biyosensörünün tüm immobilizasyon iĢlemleri ve optimizasyon adımları 

tamamlandıktan sonra biyosensörün tasarımındaki son çalıĢma adımı olan karakterizasyon 

çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢma adımları aĢağıda sırasıyla belirtilmiĢtir.  

3.3.3.1. CK biyosensörünün kalibrasyon grafiği 

 Tüm optimizasyon adımları tamamlanan CK biyosensörünün elde edilen veriler 

doğrultusunda kalibrasyon grafiği çizilerek doğrusal tayin aralığı belirlendi. Dizayn edilen 
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biyosensöre ait bu tayin aralığı; CK biyobelirteci ile bloklama ajanı olarak kullanılan BSA 

proteinin EIS verilerinden elde edilen elektron transfer direncinin farkından 

hesaplanmaktadır. Elektrokimyasal impedans spektroskopi çalıĢmalarında en önemli 

noktalardan bir tanesi de geliĢtirilen sistemin bir elektriksel eĢdeğer devre modeliyle uyumlu 

halde modellendirilmesidir. Bu noktanın önemi özellikle elektron transfer rezistanslarının 

doğru hesaplanmasında ortaya çıkmaktadır. Çünkü elektron transfer rezistansları yani 

impedans bu devre modeli temel alınarak hesaplanmaktadır.   Hesaplama iĢleminde kullanılan 

denklem aĢağıdaki gibidir. 

ΔRet = Ret(CK)- Ret(BSA)         (3.1) 

Bu denklem impedans çalıĢmalarında tercih edilen „‟eĢdeğer devre modeli‟‟  ile iliĢkili 

olarak kullanılmaktadır. 

 

ġekil.3.2. EIS elektriksel eĢdeğer devre modeli 
 

ġekil 3.2‟ de verilen eĢdeğer devre modelinde; Rs çözelti direncini, C kapasitansı, W 

difüzyona bağlı olan Warburg eğrisini ve Ret ise elektron transfer rezistansını ifade 

etmektedir (Sezgintürk ve ark. 2014). 

Bu denklemdeki Ret değerlerinden yararlanılarak biyosensörün kalibrasyon grafiği 

oluĢturuldu. Ayrıca bu kalibrasyon grafiğine ait LOD (tayin limiti) ve LOQ (kantitatif ölçüm 

limiti) değerleri de hesaplandı. 

3.3.3.2. CK biyosensörünün tekrarlanabilirlik çalıĢmaları 

 

Biyosensörün tekrarlanabilirlik çalıĢması için 20 farklı tek kullanımlık GP elektrot 

hazırlanıp aynı konsantrasyonda (20 pg/mL) EIS ölçümleri alınmıĢtır. Ölçümlerden elde 

edilen veriler için kalibrasyon grafiği denkleminden yararlanılarak; ortalama değer, standart 

sapma değeri ve varyasyon katsayısı hesaplanmıĢtır. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 
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3.3.3.3. CK biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢmaları 

 

 Ġdeal bir biyosensör geliĢtirme sırasındaki en önemli adımlardan biri olan tekrar 

üretilebilirlik çalıĢması için aynı koĢullarda ve bileĢimlerde biyosensörler hazırlandı ve 

birbirinden bağımsız zaman dilimlerinde EIS ve CV ölçümleri alındı. Böylelikle farklı 

zamanlarda, biyosensörün belirli bir tayin aralığında vermiĢ olduğu cevaplar değerlendirildi. 

Bu biyosensörlere ait standart grafiklerden elde edilen veriler doğrultusunda bağıl standart 

sapma (RSD) değeri ve intercept hesaplandı. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.3.3.4. CK biyosensörünün rejenerasyon çalıĢmaları 

 

Rejenerasyon iĢlemi, üzerinde immobilizasyon basamakları tamamlanmıĢ tek bir 

biyosensör üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Biyosensör ilk olarak optimum CK konsantrasyonu 

ile inkübe edilmiĢ ve EIS ölçümleri alınmıĢtır. Daha sonra 10 mM HCl asit çözeltisinin 

içerisinde 2 dakika bekletildikten sonra EIS ölçümü alınmıĢ ve sonrasında tekrar CK ile 

inkübe edilmiĢtir. Her iĢlem sonrasında elektrot yüzeyi bol ultra saf su ile yıkanıp saf argon 

gazıyla nazikçe kurutulmuĢtur. Bu iĢlem elektrot yüzeyindeki anti-CK ve CK etkileĢiminin 

aktifliğini oldukça azalması ya da tamamen kaybetmesinin EIS spektrumlarına bariz bir 

Ģekilde yansıdığı aĢamaya kadar tekrarlanmıĢtır. GeliĢtirilen biyosensördeki bu rejenerasyon 

iĢlemi sayesinde, hem çalıĢma elektrodu olarak tercih edilen yüzeyin kararlılığı hem de 

yüzeydeki antikor-antijen immüno-kompleksinin ayrıĢtırılmasından sonra tekrar bağlanabilme 

kapasitesi incelenmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi 

içerisinde, T=25 °C) 

3.3.3.5. CK biyosensörü için Sabit Frekansta Ġmpedans (SFI) analizi 

 

 Anti-CK temelli CK biyosensörünün yüzeyinde meydana gelen zamana bağlı 

değiĢiklikleri açıklığa kavuĢturabilmek için sabit frekansta impedans tekniği kullanıldı. Bu 

tekniğin prensibi sabit bir frekansta zamana karĢı ölçülen impedans değiĢimine dayanmaktadır 

(Sezgintürk ve ark. 2014). Bu sabit frekans (198,6 Hz) potansiyostattaki Bode eğrisinden 

yararlanılarak belirlenir. Buna bağlı olarak ölçüm; CK içeren 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu 

içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Sabit frekansta gerçekleĢtirilen bu impedans analizinde; 

impedans ve faz açısında meydana gelen değiĢim, anti-CK ile CK arasındaki etkileĢimin 
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kinetik olarak incelenmesine olanak sağlamıĢtır. (ÇalıĢma koĢulları; pH 7,0 fosfat tamponu 

içerisinde, T=25 °C) 

3.3.3.6. CK biyosensörüne iliĢkin kare dalga voltametrisi (SWV) çalıĢmaları 

 

Biyosensörün döngüsel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

ölçümleriyle takip edilmesine ek olarak kare dalga voltametrisiyle de elektrokimyasal 

ölçümleri pekiĢtirildi. Bu iĢlem CK biyosensörünün tayin aralığında, anodik ve katodik pik 

akımları arasındaki potansiyel sinyali ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  

CK biyosensörünün kare dalga ölçümleri belirlenen potansiyel aralıkta ferri-ferro 

redoks çözeltisi içerisinde alındı. ÇalıĢma sonrasında ölçüm sonuçlarından bir kalibrasyon 

grafiği elde edildi. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, 

T=25 °C) 

3.3.3.7. CK biyosensörünün yüzey alanının hesaplanması 

 

Yapılan immobilizasyon iĢlemlerinde elektrot yüzey alanının ne kadar kaplandığını 

hesaplayabilmek adına dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak, Laviron eĢitliği yardımıyla 

elektrotun kaplanmıĢ olan yüzey alanı hesaplandı. 

                  (3.2) 

Bu denklemde; n eğim, F Faraday sabiti, A elektrot yüzey alanı, Q yük ve Γ ise kaplanan 

yüzey alanını ifade etmektedir.                                                     

3.3.3.8. CK biyosensörünün raf ömrü 

 

 GeliĢtirilen CK biyosensörünün raf ömrünü belirlemek için 10 haftalık bir zaman 

diliminde, aynı koĢullarda hazırlanmıĢ biyosensörler buzdolabında +4 
o
C‟ de saklandı ve 

haftalık periyotlarla kalibrasyon grafiğine ait bir konsantrasyonda CK (20 pg/mL) ile inkübe 

edildi. Alınan EIS ölçümlerinden yapılan hesaplamalardan yararlanılarak biyosensörün depo 

kararlılığı hakkında bilgi sağlandı.   

3.3.3.9. Taramalı elektron mikroskobu (SEM)  

 Çanakkale 18 Mart Üniversitesi (ÇOBĠLTUM) Bilim ve Teknoloji Uygulama ve 

AraĢtırma Merkezi Merkez Laboratuvarı‟nda biyosensör üretim prosesinin her bir adımına, 
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alan emisyon taramalı elektron mikroskobu (JEOL JSM-7100F) iĢlemi uygulanarak farklı 

yüzeylerin morfolojik olarak incelenmesi sağlanmıĢtır. SEM görüntülerini elde etmek için 5 

kV bir hızlanma gerilimi kullanılmıĢtır. 

 ÇalıĢmanın bu aĢamasında, geliĢtirilen biyosensörün immobilizasyonu esnasında 

meydana gelen yüzey morfolojik değiĢimleri SEM analizleriyle aydınlatılmaya çalıĢıldı. 

3.3.3.10. CK biyosensörünün serum örneklerinde uygulanabilirliğinin araĢtırılması 

  

 Tasarlanan CK biyosensörünün son aĢamasında, beĢ farklı insan serum örneğinde CK 

miktarı standart ekleme yöntemi kullanılarak tayin edilmiĢtir. Standart ekleme için tercih 

edilen CK konsantrasyonları 1 pg/mL ve 20 pg/mL‟ dir. Her bir serum örneği için ölçümler 3 

defa tekrar edilmiĢtir. Serum örnekleri kullanılıncaya kadar porsiyonlar halinde -20 
o
C de 

muhafaza edilmiĢtir.  

3.3.3.11. CK biyosensörünün Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu 

 

CK biyosensör sisteminin impedans spektrumunun dıĢ etkenlerden dolayı meydana 

gelen sapmalardan etkilenip etkilenmediğini belirlemek için Kramers-Kronig transformu 

kullanıldı. 

3.4. ST2 Tayini için GeliĢtirilen Biyosensör Sistemi 

3.4.1. ST2 biyosensörünün fabrikasyonu ve immobilizasyon adımları 

 

 ST2 biyosensörünün immobilizasyon aĢamasındaki ilk adım elektrot yüzeylerinin 

temizlenmesidir. Temizlik iĢlemi daha önce baĢlık 3.3.1.‟ de anlatılan prosedürle 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

-  ST2 biyosensörünün immobilizasyon adımları 

 

 Temizlik iĢleminden sonra GP elektrotların karboksil gruplarını arttırarak daha zengin 

bir karbon yüzey tabakası elde etmek için elektrot yüzeyine toluen içerisinde hazırlanmıĢ 

fulleren C60 molekülleri adsorbe edilmiĢtir. Elektrotlar oda sıcaklığında 1 saat boyunca 

fulleren C60 ile inkübe edildikten sonra sırasıyla toluen ve ultra saf sudan geçirilip EIS ve CV 

ölçümleri alınmıĢtır.  
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 Fulleren C60 muamelesinden sonra immobilizasyonu daha güçlü kılmak için GP 

elektrotlar H2SO4 çözeltisine daldırılıp gece boyu inkübasyona bırakılmıĢtır. Böyle yapılarak 

GP elektrot yüzeyinde fulleren C60 muamelesiyle kantitatif olarak arttırıldığı düĢünülen 

karboksil gruplarının (-COOH) aktifliğinin daha çok artacağı düĢünülmüĢtür. 

 H2SO4 muamelesinden sonra elektrotlar ultra saf sudan geçirilip EIS ve CV ölçümleri 

alınmıĢtır. Daha sonra saf argon gazıyla dikkatlice kurutulup, karboksil gruplarını açığa 

çıkarmak için kullanılan pH 7,0 fosfat tamponunda hazırlanmıĢ EDC/NHS (0,4 mM: 0,1 mM) 

çözeltisinde 1 saat boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 EDC/NHS çiftinin muamelesinden sonra elektrotların EIS ve CV ölçümleri alınıp, 

yüzey saf argon gazıyla kurutulduktan sonra anti-ST2 (5 ng/mL) çözeltisine daldırılarak 60 

dakikalık bir inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrası elektrotlar ultra saf su ile yıkanıp 

EIS ve CV ölçümleri alınmıĢtır. 

 Ġmmobilizasyon iĢleminin son adımında, yüzey üzerinde anti-ST2 bağlamamıĢ açık 

uçları bloke etmek için % 0,5‟ lik sığır serum albümini (BSA) çözeltisinde 1 saatlik 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu iĢlem sonunda da ultra saf su ile yıkanıp nazikçe saf argon gazı 

ile kurutulmuĢtur. Ġmmobilizasyonu tamamlanan ST2 biyosensörü ölçüm iĢlemi gerçekleĢene 

kadar +4 °C „ de muhafaza edilmiĢtir. ST2 biyosensörüne ait immobilizasyon adımları (GP, 

GP/Fulleren C60, GP/Fulleren C60/H2SO4, GP/Fulleren C60/H2SO4/EDC-NHS, GP/Fulleren 

C60/H2SO4/EDC-NHS/anti-ST2, GP/Fulleren C60/H2SO4/EDC-NHS/anti-ST2/BSA) ġekil 3.2‟ 

de Ģematik olarak sunulmuĢtur. 
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ġekil.3.3. ST2 biyosensörünün immobilizasyon adımlarının Ģematik gösterimi 

3.4.2. ST2 biyosensörünün optimizasyon adımları 

3.4.2.1. Fullerene C60 miktarının optimizasyonu 

 

 GeliĢtirilen immünosensörde ST2‟ nin hassas tayini için immobilizasyon aĢamasında 

kullanılan fulleren C60 miktarının biyosensör üzerindeki etkisini incelemek amacıyla diğer 

tüm bileĢenler sabit tutulup, fulleren C60 miktarı değiĢtirilerek biyosensörler hazırlandı. 

Toluen çözeltisi içerisinde hazırlanan fulleren C60 konsantrasyonları sırasıyla; 0,2, 0,4 ve 0,8 

mg/mL „dir. Bu belirtilen miktarlarda biyosensörler hazırlanarak ST2 biyosensörüne iliĢkin 

standart grafikler oluĢturuldu. OluĢturulan standart grafikler karĢılaĢtırılıp, yorumlanarak elde 

edilen verilerden en uygun fulleren C60 miktarı belirlendi. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.2.2. Fullerene C60 ‘ ın inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 Bir biyosensör geliĢtirilirken yüzey modifikasyonu sırasında kullanılan ajanların 

yüzeydeki inkübasyon süreleri, doğrudan immobilizasyonu etkilediği için, bu ajanların 
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optimum inkübasyon sürelerini belirlemek gerekir. Bu çalıĢmada fulleren C60 için 3 farklı 

inkübasyon süresinde (30 dk, 60 dk ve 120 dk) biyosensörler hazırlanmıĢ sonrasında EIS ve 

CV ölçümleri alınmıĢtır. Alınan ölçümlerden standart grafikler elde edilerek sonuçlar 

değerlendirilmiĢ ve fulleren C60 için optimum inkübasyon süresine karar verilmiĢtir. (ÇalıĢma 

koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.2.3. H2SO4 asit konsantrasyonun biyosensör üzerindeki etkisi 

 

 GP elektrot yüzeylerinin fulleren C60 ile modifikasyonundan sonra elektrotlar H2SO4 

ile gece boyu inkübasyona bırakılmıĢtır. Fulleren C60 çok kararlı ve düzenli bir yapıya sahip 

olduğu için, elektrot yüzeyindeki karboksil gruplarını açığa çıkarmak adına bu optimizasyon 

adımı oldukça önemlidir. Bu amaca yönelik olarak, asit konsantrasyonun biyosensöre etkisini 

incelemek için 4 farklı konsantrasyonda ( %5, %10, %25 ve %50) çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Belirtilen her bir konsantrasyon için biyosensörler hazırlanarak EIS ve CV ölçümleri 

alınmıĢtır. Ölçüm verilerinden yararlanılarak elde edilen, biyosensörlere ait standart grafikler 

çizilerek ST2 immünosensörü için optimum H2SO4 konsantrasyonuna karar verilmiĢtir. 

(ÇalıĢma koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.2.4. Anti-ST2’ nin konsantrasyon optimizasyonu 

  

ST2 biyosensörünün bir sonraki optimizasyon adımı, anti-ST2 konsantrasyonun 

immünosensör üzerine etkisinin araĢtırılmasıdır. Bu optimizasyon adımı için 3 farklı 

konsantrasyondaki (2,5, 5 ve 10 ng/mL) anti-ST2 çözeltisinde biyosensörler hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan biyosensörlerin EIS ve CV ölçümlerinden yararlanılarak standart grafikleri 

çizilmiĢtir. Standart grafiklerden elde edilen veriler sayesinde ST2 immünosensörü için en 

uygun anti-ST2 konsantrasyonuna karar verilmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.2.5. Anti-ST2’ nin inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 ST2 biyosensörüne ait optimum konsantrasyon değerlerinin belirlenmesinden sonra, 

inkübasyon sürelerinin immünosensör üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. Bu amaca yönelik olarak, 

anti-ST2‟ nin optimum inkübasyon süresini belirlemek için 3 farklı sürede (30, 45 ve 60 

dakika) çalıĢma yapılmıĢtır. Biyosensörün EIS ve CV ölçümleri alınarak standart grafikleri 

çizilmiĢtir. Bu grafiklerden elde edilen veriler ıĢığında anti-ST2 için en uygun inkübasyon 
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süresine karar verilmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi 

içerisinde, T=25 °C) 

3.4.2.6. ST2’ nin inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 Ġnkübasyon sürelerinin immünosensör üzerindeki etkisini incelemek için yapılan bir 

diğer optimizasyon çalıĢması ST2‟ nin inkübasyon süresinin belirlenmesidir. Bu çalıĢma için 

de 3 farklı süre de (30, 45 ve 60 dakika) çalıĢma yapılmıĢtır. Her bir süre için EIS ve CV 

ölçümleri alınarak standart grafikleri çizilmiĢtir. Grafiklerden elde edilen veriler sayesinde 

ST2 antijeni için optimum inkübasyon süresi belirlenmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.3. ST2 biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmaları 

 

ST2 biyosensörünün tüm immobilizasyon iĢlemleri ve optimizasyon adımları 

tamamlandıktan sonra biyosensörün tasarımındaki son çalıĢma adımı olan karakterizasyon 

çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢma adımları aĢağıda sırasıyla belirtilmiĢtir.  

3.4.3.1. ST2 biyosensörünün kalibrasyon grafiği 

 

ST2 biyosensörünün tüm optimizasyon iĢlemleri tamamlandıktan sonra 8 farklı 

konsantrasyon değerinin EIS ölçümleri alınarak kalibrasyon grafiği oluĢturulmuĢtur. ST2 

biyobelirtecinin konsantrasyonlarından elde edilen EIS verilerine iliĢkin hesaplama baĢlık 

3.3.3.1‟ de açıklandığı gibidir.   

BaĢlık 3.3.3.1‟ de bahsedilen „‟ eĢ değer devre modelinden‟‟  yararlanılarak ve 

aĢağıdaki bağıntı esas alınarak ST2 biyosensörünün kalibrasyon grafiği hesaplanmıĢtır. 

ΔRet = Ret(ST2)- Ret(BSA)          (3.3) 

Bağıntı 3.3‟ de, Ret (ST2) geliĢtirilen immünosensörün yüzeyindeki antikor (anti-ST2) 

ve antijen (ST2) etkileĢiminden sonra elde edilen yük transfer direncini ifade etmektedir. Ret 

(BSA) ise, bloklama ajanı olarak kullanılan sığır serum albüminin yüzeye bağlanmasıyla 

oluĢturduğu yarım daire çapını ifade etmektedir. 

ST2 sensörünün kalibrasyon grafiğine ait LOD (tayin limiti) ve LOQ (kantitatif ölçüm 

limiti) değerleri de hesaplanmıĢtır. 
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3.4.3.2. ST2 biyosensörünün tekrarlanabilirlik çalıĢmaları 

 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında, biyosensörün en önemli özelliklerinden biri olan 

tekrarlanabilirliğini test edebilmek amacıyla aynı koĢullar altında 20 farklı GP elektrot 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan elektrotların her biri kalibrasyon grafiğine ait bir konsantrasyon 

değerinde (25 fg/mL) inkübe edilerek EIS ölçümleri alınmıĢtır. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda ortalama değer, standart sapma ve varyasyon katsayısı hesaplanmıĢtır. 

(ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.3.3. ST2 biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢmaları 

 

Bir biyosensörün klinik alanda kullanılabilirliği ve doğruluğu açısından tekrar aynı 

Ģartlarda ve özelliklerde hazırlanabiliyor olması önemli bir özelliktir. Bu amaca yönelik 

olarak optimum koĢullarda hazırlanan elektrotlar ST2' nin farklı standart konsantrasyonlarıyla 

inkübe edilerek, detaylı kalibrasyon eğrisi çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen her bir 

biyosensörün EIS ve CV ölçümleri alınarak bu Ģekilde toplam 8 biyosensör hazırlanmıĢtır. Bu 

biyosensörlerde, EIS spektrumlarından elde edilen Ret değerleri, ST2 konsantrasyonlarına 

karĢı grafiğe geçirilmiĢtir ve birbirleriyle kıyaslanmıĢtır. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.3.4. ST2 biyosensörünün rejenerasyon çalıĢmaları 

 

Bir biyosensörün yüzeyinin tekrar kullanılabilmesi  (rejenere edilebiliyor olması) 

klinik uygulamalarda kullanım açısından büyük avantajdır. Bu çalıĢmada da biyosensörün 

tekrar tekrar kullanılabilirliğinin tespit edilmesi amacıyla optimum koĢullarda hazırlanan 

biyosensör sistemi ilk ST2 inkübasyonundan sonra 10mM HCl ile muamele edilmiĢtir. Anti-

ST2 ile ST2 arasındaki etkileĢimin sonlanıp sonlanmadığı elde edilen EIS spektrumlarıyla 

tayin edilmeye çalıĢılmıĢtır ve bu iĢlemin kaç kere tekrar edilebilirliği yine elde edilen 

impedans spektrumlarıyla belirlenmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] 

çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.3.5. ST2 biyosensörünün SFI analizi 

 

Anti-ST2 temelli ST2 biyosensörünün değerlendirilmesi ve karakterizasyonu için, 

daha önce baĢlık 3.3.3.5‟ de anlatılmıĢ olan sabit frekansta impedans tekniği (SFI) 

kullanılmıĢtır. Bu amaç doğrultusunda sabit bir frekans değeri (45 Hz) ile impedans ölçümü 
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zamanın ve faz açısının fonksiyonları olarak ölçülmüĢtür. Böylece ST2 ile anti-ST2 

arasındaki etkileĢimin karakterizasyonu belirlenmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; pH 7,0 fosfat 

tamponu içerisinde, T=25 °C) 

3.4.3.6. ST2 biyosensörüne iliĢkin SWV çalıĢmaları 

 

ST2 biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmalarına yönelik, uygun elektrokimyasal 

parametreler belirlenerek kare dalga voltametrisi tekniğiyle de ölçümler alınmıĢtır. 

Ölçümlerden elde edilen pik akımlarından gerekli hesaplamalar yapılarak ST2 

biyosensörünün bu çalıĢmaya ait kalibrasyon grafiği oluĢturulmuĢtur. (ÇalıĢma koĢulları; 5 

mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.4.3.7. ST2 biyosensörünün yüzey alanının hesaplanması 

  

ST2 biyosensörü geliĢtirilirken yapılan immobilizasyon iĢlemlerinde elektrot yüzey 

alanının ne kadar kaplandığını saptayabilmek için bir takım hesaplamalar yapılmıĢtır. Bu 

çalıĢma için dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılmıĢ ve hesaplamalar için de daha önce 

baĢlık 3.3.3.7 de verilen Laviron eĢitliğinden yararlanılmıĢtır.  

3.4.3.8. ST2 biyosensörünün raf ömrü 

 

 Tasarlanan ST2 biyosensörünün depo kararlılığını belirleyebilmek adına raf ömrüne 

bakılmıĢtır. Bu çalıĢma kapsamında ST2 biyosensörleri BSA aĢamasına kadar hazırlanarak +4 

o
C‟ de saklanmıĢ ve her hafta immobilizasyon aĢaması tamamlanmıĢ olan bir sensör 

kalibrasyon grafiğine ait bir konsantrasyonda ST2 (25 fg/mL) ile inkübe edilmiĢtir. 

Sonrasında EIS ve CV ölçümleri alınmıĢtır. 10. Haftanın sonunda biyosensörün depo 

kararlılığında göstermiĢ olduğu performans hakkında bilgi sağlanmıĢtır.  

3.4.3.9. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

 

 Yüzey morfolojisini inceleyebilmek adına ST2 biyosensörünün immobilizasyon 

aĢamalarının SEM görüntüleri alınmıĢtır. Görüntüler baĢlık 3.3.3.9‟ da anlatıldığı Ģekilde 

edinilmiĢtir. 

3.4.3.10. ST2 biyosensörünün serum örneklerinde uygulanabilirliğinin araĢtırılması 

GeliĢtirilen ST2 biyosensörünün son aĢamasında, beĢ farklı insan serum örneğinde 

ST2 miktarı standart ekleme yöntemi kullanılarak tayin edilmiĢtir. Standart ekleme için tercih 
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edilen ST2 konsantrasyonları 5 fg/mL ve 50 fg/mL‟ dir. Her bir serum örneği için ölçümler 3 

defa tekrar edilmiĢtir. Serum örnekleri kullanılıncaya kadar porsiyonlar halinde -20 
o
C de 

muhafaza edilmiĢtir. 

3.4.3.11. ST2 biyosensörünün Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu 

 

 ST2 biyosensör sisteminin impedans spektrumunun dıĢ etkenlerden dolayı meydana 

gelen sapmalardan etkilenip etkilenmediğini belirlemek için Kramers-Kronig transformu 

kullanıldı.  

3.5. TnT Tayini için GeliĢtirilen Biyosensör Sistemi 

3.5.1. TnT biyosensörünün fabrikasyonu ve immobilizasyon adımları 

 

TnT biyosensörünün immobilizasyon aĢamasındaki ilk adım elektrot yüzeylerinin 

temizlenmesidir. Temizlik iĢlemi daha önce baĢlık 3.3.1.‟ de anlatılan prosedürle 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

- TnT biyosensörünün immobilizasyon adımları 

 

Temizlik iĢlemi tamamlandıktan sonra GP elektrot yüzeyi, var olan karbon gruplarını 

aktifleĢtirmek suretiyle kovalent immobilizasyona daha elveriĢli bir ortam sağlamak için HCl 

ile muamele edilmiĢtir. Elektrotlar oda sıcaklığında hazırlanan HCl çözeltisi içerisine 

daldırılarak gece boyu (20 saat) inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu inkübasyon iĢleminden sonra 

her bir elektrot ultra saf sudan geçirilerek EIS ve CV ölçümleri alınmıĢtır. 

HCl ile muamelesinden sonra yüzeyde meydana gelen karboksil gruplarını açığa 

çıkarmak için EDC/NHS çifti kullanılmıĢtır. GP elektrotlar, pH 7,0 fosfat tamponunda ve oda 

sıcaklığında hazırlan EDC/NHS (0,4 mM: 0,1 mM) çözeltisine daldırılarak 1 saat boyunca 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Sonrasında elektrotlar ultra saf sudan geçirilerek EIS ve CV 

ölçümleri alınmıĢtır. 

EDC/NHS çiftiyle karboksil grupları açığa çıkan elektrot yüzeyinde bir sonraki aĢama 

anti-TnT‟ nin yüzeye immobilizasyonudur. EIS ve CV ölçümü alındıktan sonra ultra saf 

sudan geçirilip dikkatlice argon gazıyla kurutulan elektrotlar, pH: 7,0 tamponunda 

hazırlanmıĢ anti-TnT (13 ng/mL) çözeltilerine daldırılarak 30 dakika boyunca inkübe 

edilmiĢtir. Her immobilizasyon aĢamasından sonra olduğu gibi bu iĢlem sonunda elektrotların 

EIS ve CV ölçümleri alınmıĢtır. 
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TnT biyosensörünün son immobilizasyon aĢamasında ise spesifik olmayan 

bağlanmaları önlemek için, bloklayıcı ajan olarak tercih edilen BSA (%0,5) proteini ile 1 saat 

süreyle inkübasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra ultra saf sudan geçirilerek EIS ve 

CV ölçümleri alınmıĢtır. Bu iĢlemden sonra TnT biyosensörünün immobilizasyon iĢlemleri 

tamamlanmıĢtır ve hazırlanan TnT biyosensörleri ölçüm iĢlemi gerçekleĢene kadar +4 °C „ de 

muhafaza edilmiĢtir. TnT biyosensörüne ait immobilizasyon adımları (GP, GP/HCl, GP/HCl 

/EDC-NHS, GP/HCl /EDC-NHS /anti-TnT, GP/HCl /EDC-NHS /anti-TnT /BSA) ġekil 3.3‟ 

de Ģematik olarak sunulmuĢtur. 

 

ġekil.3.4. TnT biyosensörünün immobilizasyon adımlarının Ģematik gösterimi 

 

3.5.2. TnT biyosensörünün optimizasyon adımları 

3.5.2.1. HCl asit konsantrasyonunun optimizasyonu 

 

 Tasarlanan TnT biyosensöründe HCl asit konsantrasyonunun etkisini inceleyebilmek 

adına 4 farklı HCl konsantrasyonunda (1 M, 1,5 M, 3 M ve 6,25 M) çalıĢma yapılmıĢtır. Her 

bir konsantrasyon için biyosensörler hazırlanmıĢ ve EIS-CV ölçümleri alınmıĢtır. Alınan 

ölçümlerden elde edilen verilerle standart grafikler çizilerek TnT biyosensörü için optimum 

HCl konsantrasyonuna karar verilmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] 

çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 
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3.5.2.2. Anti-TnT konsantrasyonunun optimizasyonu 

 

 En önemli optimizasyon basamaklarından biri olan antikor konsantrasyonunun 

biyosensör üzerine etkisini inceleyebilmek için 3 farklı konsantrasyonda (6,5 ng/mL, 13 

ng/mL ve 26,6 ng/mL) çalıĢma yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmaların EIS ve CV sonuçlarından 

elde edilen verilerle standart grafikler oluĢturularak optimum anti-TnT konsantrasyonu 

seçilmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.5.2.3. Anti-TnT inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 Optimum anti-TnT konsantrasyonu belirlendikten sonra antikor süresinin de 

biyosensör üzerine etkisini saptayabilmek adına süre optimizasyonu yapılmıĢtır. Bu amaç için 

3 farklı süre de (30, 45 ve 60 dakika) TnT biyosensörleri hazırlanarak çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Her bir süre için yapılan çalıĢmada EIS ve CV ölçümleri alınmıĢ ve bu çalıĢmalara ait standart 

grafikler oluĢturulmuĢtur. Yapılan değerlendirmeler sonrasında en uygun anti-TnT 

inkübasyon süresi belirlenmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi 

içerisinde, T=25 °C) 

3.5.2.4. TnT inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

Tasarlanan biyosensörün optimizasyon çalıĢmalarındaki son adım TnT‟ nin 

inkübasyon süresinin belirlenmesidir. TnT biyobelirtecinin geliĢtirilen sensör üzerindeki 

etkisini incelemek için 3 farklı süre de (30, 45 ve 60 dakika) çalıĢma yapılmıĢtır. Yapılan bu 

çalıĢmalarda biyosensörlerin EIS ve CV ölçümleri alınmıĢ ve standart grafikler 

oluĢturulmuĢtur. Standart grafikler değerlendirilerek TnT için optimum inkübasyon süresine 

karar verilmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, 

T=25 °C) 

3.5.3. TnT biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmaları 

 

 Ġmmobilizasyon ve optimizasyon iĢlemlerinin ardından biyosensörün karakterizasyon 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. GerçekleĢtirilen tüm karakterizasyon çalıĢmaları aĢağıdaki baĢlıklarda 

sırasıyla anlatılmıĢtır. 
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3.5.3.1. TnT biyosensörünün kalibrasyon grafiği 

Tüm immobilizasyon ve optimizasyon iĢlemleri tamamlanan TnT biyosensörü için 

EIS verilerinden yararlanılarak 8 farklı konsantrasyon ile bir kalibrasyon grafiği çizildi. TnT 

konsantrasyonlarının EIS verilerine iliĢkin hesaplama baĢlık 3.3.3.1‟ de açıklandığı gibidir.   

BaĢlık 3.3.3.1‟ de bahsedilen „‟ eĢ değer devre modelinden‟‟  yararlanılarak ve 

aĢağıdaki bağıntı esas alınarak TnT biyosensörünün kalibrasyon grafiği hesaplanmıĢtır. 

ΔRet = Ret(TnT)- Ret(BSA)         (3.4) 

 Kalibrasyon grafiği oluĢturulan TnT biyosensörünün LOD ve LOQ değerleri de 

hesaplanmıĢtır. 

3.5.3.2. TnT biyosensörünün tekrarlanabilirlik çalıĢmaları 

  

Biyosensörün tekrarlanabilirlik çalıĢması için birbirinden bağımsız 20 farklı GP 

elektrot hazırlanarak kalibrasyon grafiğine ait bir konsantrasyon değerinde (50 fg/mL) EIS 

ölçümleri alınmıĢtır. Ölçümler sonrasında biyosensöre ait ortalama değer, standart sapma ve 

varyasyon katsayısı hesaplanmıĢtır. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] 

çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.5.3.3. TnT biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢmaları 

 

Tekrarlanabilirlik çalıĢmasının ardından biyosensörün tekrar üretilebilirliği 

incelenmiĢtir. Farklı zamanlarda gerçekleĢtirilen bu çalıĢma için birbirinden bağımsız 

elektrotlar hazırlanmıĢ ve biyosensörün tayin aralığında EIS ve CV ölçümleri alınmıĢtır. TnT 

biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢması için bu iĢlem 10 defa yapılmıĢtır. Her bir 

çalıĢma sonrasında standart grafik elde edilmiĢ ve elde edilen bu grafikler çakıĢtırılarak 

biyosensörün tekrar üretilebilirliği yorumlanmıĢtır. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.5.3.4. TnT biyosensörünün rejenerasyon çalıĢmaları 

 

GeliĢtirilen bir biyosensör için elektrot yüzeyinin kararlılığı ve tekrar kullanılabilir olması 

önemli bir avantajdır. Bu sebeple TnT biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmalarından biri 

olarak rejenerasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu iĢlem TnT ile inkübasyonu tamamlanan 

elektrot yüzeyine 10 mM HCl (5 dakika) muamelesiyle gerçekleĢir. Asit muamelesinden 
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sonra yüzeye tekrar TnT inkübe edilerek bağlanmanın gerçekleĢmesi beklenmiĢtir. Bu durum 

EIS spektrumları incelenerek, yüzey aktifliğinin görünür derecede azaldığı ya da tamamen 

kaybettiği ana kadar devam etmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] 

çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.5.3.5. TnT biyosensörünün SFI analizi 

  

Tasarlanan biyosensörün değerlendirilmesi ve karakterizasyonu için, daha önce baĢlık 

3.3.3.5‟ de anlatılmıĢ olan sabit frekansta impedans tekniği (SFI) kullanılmıĢtır. Bu amaca 

yönelik sabit bir frekans değeri (45,07 Hz) ile impedans ölçümü zamanın ve faz açısının 

fonksiyonları olarak ölçülmüĢtür. Böylece biyobelirteç (TnT) ile antikor (anti-TnT) arasındaki 

etkileĢimin karakterizasyonu belirlenmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; pH 7,0 fosfat tamponu 

içerisinde, T=25 °C) 

3.5.3.6. TnT biyosensörüne iliĢkin SWV çalıĢmaları 

  

Biyosensör geliĢtirilirken EIS ve CV tekniklerinin yanı sıra kare dalga voltametri 

tekniğinden de yararlanılmıĢtır. Bu çalıĢma için uygun parametreler belirlenerek ölçümler 

alınmıĢtır. Belli bir potansiyel aralığında alınan ölçümlerin pik akımlarımdan elde edilen 

verilerle bir kalibrasyon grafiği oluĢturulmuĢtur. Bu kalibrasyon grafiğiyle birlikte sensörün 

diğer tekniklerdeki ölçüm performansı değerlendirilmiĢtir. (ÇalıĢma koĢulları; 5 mM 

K3[Fe(CN)6]/[Fe(CN)6] çözeltisi içerisinde, T=25 °C) 

3.5.3.7. TnT biyosensörünün yüzey alanının hesaplanması 

  

TnT biyosensörü geliĢtirilirken yapılan immobilizasyon iĢlemlerinde elektrot yüzey 

alanının ne kadar kaplandığını saptayabilmek için bir takım hesaplamalar yapılmıĢtır. Bu 

çalıĢma için dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılmıĢ ve hesaplamalar için de daha önce 

baĢlık 3.3.3.7 de verilen Laviron eĢitliğinden yararlanılmıĢtır.  

3.5.3.8. TnT biyosensörünün raf ömrü 

 

 GeliĢtirilen TnT biyosensörünün raf ömrünü belirleyebilmek için 6 haftalık bir zaman 

diliminde depo ölçümleri alınmıĢtır. Ġmmobilizasyon iĢlemleri tamamlanan elektrotlar +4 
o
C‟ 

de saklanmıĢ ve her hafta immobilizasyon aĢaması tamamlanmıĢ olan bir sensör kalibrasyon 

grafiğine ait bir konsantrasyonda TnT (50 fg/mL) ile inkübe edilmiĢtir. Sonrasında EIS ve CV 
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ölçümleri alınmıĢtır. 6. Haftanın sonunda biyosensörün depo kararlılığında göstermiĢ olduğu 

performans hakkında bilgi sağlanmıĢtır.  

3.5.3.9. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

 

 Yüzey morfolojisini inceleyebilmek adına TnT biyosensörünün immobilizasyon 

aĢamalarının SEM görüntüleri alınmıĢtır. Görüntüler baĢlık 3.3.3.9‟ da anlatıldığı Ģekilde 

edinilmiĢtir. 

3.5.3.10. TnT biyosensörünün serum örneklerinde uygulanabilirliğinin araĢtırılması 

 

GeliĢtirilen TnT biyosensörünün son aĢamasında, beĢ farklı insan serum örneğinde 

TnT miktarı standart ekleme yöntemi kullanılarak tayin edilmiĢtir. Standart ekleme için tercih 

edilen TnT konsantrasyonları 10 fg/mL ve 100 fg/mL‟ dir. Her bir serum örneği için ölçümler 

3 defa tekrar edilmiĢtir. Serum örnekleri kullanılıncaya kadar porsiyonlar halinde -20 
o
C de 

muhafaza edilmiĢtir. 

3.5.3.11. TnT biyosensörünün Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu 

 

 TnT biyosensör sisteminin impedans spektrumunun dıĢ etkenlerden dolayı meydana 

gelen sapmalardan etkilenip etkilenmediğini belirlemek için Kramers-Kronig transformu 

kullanıldı.  
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4. ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

4.1. CK Tayini için GeliĢtirilen Biyosensör Sistemi 

4.1.1. CK biyosensörünün immobilizasyon adımlarının EIS ve CV ile yorumlanması 

 

 CK‟ nın hassas tayini için tasarlanan biyosensördeki ilk aĢama elektrot yüzeylerinin 

temizlenmesidir. Bölüm 3.3.1. „ de anlatılan temizlik prosedürüyle gerçekleĢtirilen bu iĢlem 

sonrasında GP elektrot yüzeyleri elektrokimyasal teknik kullanılarak AuNP ile kaplanmıĢtır. 

Bu teknik diğer tekniklerle kıyaslandığında daha düĢük maliyetli, daha hızlı ve daha pratiktir 

(Karaboğa 2018). Ayrıca biriktirme potansiyeli ve zamanı, deriĢimi ve çözeltisi 

değiĢtirilebildiğinden, AuNP‟ lerin morfolojisini ve hareketlerini kontrol etmek mümkündür 

(Wang ve ark. 2009).  

AuNP‟ lerin GP elektrotlar üzerinde biriktirilme iĢlemi için CV tekniğinden 

yararlanılmıĢtır. Belirlenen potansiyel aralıkta (-0,2 V / -1,3 V; 50 mV/s hızında) defalarca 

tarama iĢlemi yapılarak gerçekleĢtirilen bu biriktirilme iĢleminde, nanoparçacıkların her 

tarama sonrasında daha da büyüyerek homojen bir yüzey oluĢumuna katkı sağlaması 

beklenmiĢtir. Bu sayede oldukça gözenekli bir yüzeye sahip olan GP elektrot sağlıklı bir 

immobilizasyon için daha elveriĢli hale gelmiĢtir. Ayrıca AuNP‟ lerin elektrot yüzeyinde 

biriktirildiğinin elektrokimyasal göstergesi olarak ġekil 4.1 incelenebilir. Ġlk döngüde, 

referans elektroda (Ag/AgCl) karĢı altının (Au) indirgenmesi -939,1 mV da gerçekleĢmiĢtir. 

Son tarama da ise AuNP parçacıklarının elektrot yüzeyindeki birikmesi ve çekirdeklenmesiyle 

iliĢkili olarak bu indirgenme potansiyeli -1,019 V‟ a kaymıĢtır (ġekil 4.1B). Bu voltamograma 

bakılarak GP elektrot yüzeyinde AuNP‟ nin biriktiğini söyleyebiliriz. 
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ġekil.4.1. (A) GP elektrot yüzeyinin altın nanopartikülle kaplanmasına ait döngüsel 

voltamogramlar (B) döngü sayısının ilerlemesiyle birlikte kayan pik akımı 

 

Yüzeylerinde AuNP biriktirilmiĢ GP elektrotların EIS ve CV ölçümleri alındıktan 

hemen sonra elektrotlar ultra saf su ile yıkanıp argon gazından geçirilmiĢtir. Spesifik olmayan 

bağlanmaları önleyebilmek adına her immobilizasyon basamağından sonra elektrot yüzeyleri 

iyice kurutulmuĢ ve bir sonraki adıma öyle geçilmiĢtir. Bir sonraki adım, altın yüzeyde 

kendiliğinden oluĢan tek tabaka (SAM) oluĢturmak için etanol içerisinde hazırlanmıĢ 6-

merkapto hekzanol çözeltisinde elektrotların gece boyu inkübasyona bırakılmasıdır. 

 Altın yüzeyler üzerinde n-alkanetiyollerin ( X (CH2)n SH, n>10 ) SAM oluĢturmasının 

temeli altın ve kükürt arasındaki güçlü etkileĢime dayanır. Altın elektrot yüzeydeki SAM 

tabakaları, alkanetiyol içeren (mM konsantrasyon seviyesinde) etanolik çözeltilerde gece 

boyu inkübasyona bırakılma iĢlemiyle gerçekleĢir. Bu kendiliğinden oluĢan organo-sülfür 

tabakaların oluĢması, birçok potansiyel bilim ve teknolojik uygulamalara katkısından dolayı 

oldukça dikkat çekicidir (Zhong ve ark. 1995; Mandler ve ark. 1996).  

 Bu SAM tabakasının oluĢması için S-H bağının ayrılması gerekir; 

 RSH + Au ↔ RS-Au + e
- 
+ H

+
                                                                                          (4.1) 
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SAM tabakasındaki bağ etkileĢimini metilen gruplar arasındaki Van-der Waals 

kuvvetleri yönlendirir (Wang 2000).  

6-Merkaptohekzanoldeki (6-MH) tiyol gruplarıyla güçlü bir SAM tabakası elde 

edildikten sonra yüzeyde hidroksil grupları meydana gelmiĢtir. Bu hidroksil grupları bir 

sonraki immobilizasyon adımında elektrotlar, silan gruplarınca zengin bir ajanla (GOPE) Si-

O-Si kovalent bağı yapmak üzere gece boyu inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 Silan (SiX4) dört fonksiyonel grupla bir Si atomundan oluĢan bir moleküldür. Bu dört 

fonksiyonel gruptan en az bir tanesi organik fonksiyonel gruplarla yer değiĢtirirse organosilan 

(SiRnX4-n) olarak adlandırılır. Organosilan molekülleri sabitlenecek bir oksit yüzeyde 

hidroksil gruplarıyla reaksiyon verebilir. Bir Si substratın yüzey oksidindeki hidroksil 

gruplarıyla (-OH) silanol bölgeleri (Si-OH) arasındaki dehidrasyon reaksiyonu, siloksan 

bağları boyunca (Si-O-Si) oksit üzerindeki molekülleri immobilize eder (Sugimura 2002).  

Silan ajanı 3-glisidoksipropiltrietoksisilan (GOPE) ile inkübasyonundan hemen sonra 

EIS ve CV ölçümleri alınıp ardından yıkanan ve kurutulan elektrotlar anti-CK çözeltisine 

daldırılmıĢtır. Oda sıcaklığında gerçekleĢtirilen bu inkübasyon iĢleminden sonra da EIS ve 

CV ölçümleri alınmıĢ ve immobilizasyonun son adımına geçilmiĢtir. Ġmmobilizasyonun son 

adımında açıkta kalan uçları bloke etmek için bir bloklama ajanı olan sığır serum albümini 

(BSA) kullanılmıĢtır. Ġmmobilizasyonun bu aĢamasında BSA, antikor bağlamamıĢ olan aktif 

grupları engelleyerek sadece anti-CK ve CK spesifik etkileĢiminden oluĢan bir bağlanmanın 

tayinine olanak vermektedir. 

CK biyosensörünün tüm bu immobilizasyon adımları EIS spektrumları ve CV 

voltamogramları ile takip edilmiĢtir. Elde edilen CK sensörünün immobilizasyonuna ait EIS 

verileri, her adıma ait yük transfer değiĢimleri ve CV voltamogramları ġekil 4.2‟ de 

verilmiĢtir. 
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ġekil.4.2. CK biyosensörüne ait immobilizasyon adımlarının (A) EIS verileri, (B) 

immobilizasyon basamaklarına ait Ret değerleri, (C) CV voltamogramları 
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EIS spektrumları incelenirken yapılan değerlendirmeler yük transfer direnci (Ret) esas 

alınarak yapılmalıdır. Ret, elektrot üzerindeki türlerin oluĢturduğu elektrostatik bir itme veya 

sterik engel sebebiyle meydana gelmektedir. Bu sebeple de, elektrot üzerinde gerçekleĢen 

redoks tepkimesi doğrudan enerji potansiyeli ile iliĢkilidir. ġekil 4.2.A‟ da verilen impedans 

spektrumundaki yarım daire çapı Ret‟ yi ifade etmektedir. Aynı zamanda Ret, ferri-ferro 

redoks probunun elektron transfer kinetiğini de kontrol etmektedir. Yarım daire çapı 

hesaplanırken bir diğer önemli yapı Warburg impedansıdır (W). Difüzyona bağlı olarak 

meydana gelen bu impedans, düĢük frekanslarda anlaĢılabilmektedir. Çünkü reaktiflerin 

difüzyonu ancak düĢük frekanslarda gerçekleĢmektedir. 

ġekil.4.2.A‟ daki impedans verileri incelendiğinde, ilk olarak oldukça iletken bir 

yüzeye sahip olan GP elektrotun temizlik aĢamasından sonra alınan EIS ölçümünde oldukça 

düĢük bir sinyal ile karĢılaĢılmıĢtır ve Ret değeri 16,11 ohm olarak hesaplanmıĢtır. Ġletken bir 

yüzey için bu beklenen bir değerdir. Temizlik sonrası AuNP ile kaplandıktan sonra elektrot 

yüzeyinin impedans ölçümü alındığında bu sefer Ret değeri 13,66 ohm olarak hesaplanmıĢtır. 

Hesaplanan Ret değeri AuNP‟ nin elektrot yüzeyinin iletkenliğini daha da arttırmasına bağlı 

olarak azalmıĢtır. Sonrasında SAM oluĢturmak için gece boyu inkübasyona bırakılan 6-MH‟ 

nin hesaplanan Ret değeri ise 246,4 ohm dur. Buradan çok net bir Ģekilde anlaĢılmaktadır ki 

iletken yüzey üzerinde oluĢan aktif türler yüzeyi doldurmuĢ ve iletkenliği azaltmıĢtır. Gece 

boyu inkübasyona bırakılan elektrot yüzeyinde altın ve kükürt arasında gerçekleĢen tiyol 

bağları SAM tabakası oluĢtururken 6-MH‟ nin diğer ucundaki hidroksil grupları da düzgün bir 

dizilimle sterik etkiyi arttırarak ferri-ferro redoks probunun yüzeye difüzyonunu engellemiĢ 

ve buna bağlı olarakta Ret‟ yi arttırmıĢtır. Bu artıĢ EIS spektrumlarında da çok net bir Ģekilde 

belli olmaktadır. Bir sonraki adım ise hidroksil gruplarıyla bağ yapabilen silan gruplarına 

sahip GOPE‟ nin immobilizasyonudur. GP elektrot yüzeyinin GOPE ile modifikasyonu 

yüzeyi daha da yalıtkan bir hale getirerek Ret değerinin 412,8 ohm‟ a yükselmesine sebep 

olmuĢtur. Yüzeyin yalıtkanlığının Ret değerini etkilemesinin yanı sıra, burada özellikle 

yüzeyin epoksi gruplarıyla kaplanmıĢ olmasının yüzeyde değiĢik bir etki meydana getirdiği 

düĢünülmektedir. Epoksi grubundaki oksijenin üzerindeki ortaklanmamıĢ 2 çift elektron çok 

etkili bir Ģekilde negatif yüklü redoks probunu elektrostatik olarak itmiĢtir. Dolayısıyla bu etki 

yüzeyin olduğundan daha fazla yalıtkan karakter sergilemesine neden olmuĢtur. Anti-CK‟ nın 

immobilizasyonu ise bu elektrostatik itmeyi ortadan kaldırdığı için burada da impedansta 

önemli bir düĢüĢ meydana gelmiĢtir ve Ret değeri 59,13 ohm olarak hesaplanmıĢtır. Son 
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olarak yüzeye BSA uygulanması bir miktar difüzyon problemi yaratacağından yük transfer 

direncinde artıĢ meydana gelmiĢtir.  Ret değeri 155,6 ohm olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 4.2.B). 

CK biyosensörünün CV voltamogramları için ġekil 4.2.C incelendiğinde, yalın GP 

elektrotta anodik ve katodik pik akımlarının (Katodik pik akımı=1,109 mA, Anodik pik 

akımı=1,105 mA) oldukça keskin olduğu gözlenmektedir. AuNP ile kaplandıktan sonra bu 

pik akımları (Katodik pik akımı=784,7 μA, Anodik pik akımı=829,4 μA) biraz daha 

yaklaĢarak düĢüĢ göstermiĢtir. 6-MH‟ nin altın nanopartikülerle Au-S bağı vasıtasıyla 

bağlanmasıyla birlikte, modifiye yüzeyde redoks probunun pikleri ideal bir Ģekilde ortaya 

çıkmaktadır (Katodik pik akımı=815 μA, Anodik pik akımı=737,2 μA). Bir sonraki aĢama 

olan GOPE modifikasyonuyla birlikte hem yüzeyin yalıtkanlığının artması hem de epoksi 

gruplarındaki ortaklanmamıĢ e
- 
çiftlerinden kaynaklı pik akımları (Katodik pik akımı=864,9 

μA, Anodik pik akımı=711,6 μA) yalın GP pik akımlarına nazaran biraz daha azalmıĢtır. 

Hemen sonrasında anti-CK immobilizasyonuyla beraber yüzeyin iletkenliği, protein 

molekülünün yalıtkan özelliğinden dolayı azaldığı için redoks probuna iliĢkin yükseltgenme 

ve indirgenme pik akımlarında bariz düĢüĢler meydana gelmiĢtir (Katodik pik akımı=590,9 

μA, Anodik pik akımı=609,5 μA). Bu sonuç aynı zamanda anti-CK‟ nın yüzeye immobilize 

edildiğini de göstermektedir. Ġmmobilizasyonun son aĢaması olan BSA adımıyla birlikte 

anodik katodik pikleri iyice birbirine yaklaĢmıĢlardır. Yüzey yalıtkanlığı arttıkça düĢüĢ 

göstermeye devam eden pik akımlarında belirgin düĢüĢ meydana gelmiĢtir (Katodik pik 

akımı=548,6 μA, Anodik pik akımı=495,6 μA). 

Birbirleriyle örtüĢen bu EIS ve CV sonuçlarına bakılarak CK biyosensörünün baĢarılı 

bir immobilizasyona sahip olduğu açıkça görülmektedir. 

4.1.2. CK biyosensörünün optimizasyon basamakları 

4.1.2.1. 6-MH’ nin konsantrasyon optimizasyonu 

 

 Ġmmobilizasyon iĢlemi tamamlanan CK biyosensörünün optimizasyon basamaklarına 

iliĢkin ilk adım 6-MH‟ nin optimum konsantrasyonunun saptanmasına yönelik olmuĢtur. 

Yüzeyde SAM oluĢturmaya yönelik kullanılan bu bileĢiğin konsantrasyonu doğrudan 

immobilizasyonun diğer adımları için rehber niteliğindedir. Çünkü yüzeyde istiflenerek altın 

ve kükürt arasında kovalent bağ oluĢturan 6-MH‟ nin değiĢen konsantrasyonuyla birlikte 

farklı impedimetrik tavırlar sergilediği gözlemlenmiĢtir. Buna bağlı olarak 3 farklı 

konsantrasyon da (0.1 M, 0,5 M, 1 M) optimizasyon çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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GerçekleĢtirilen çalıĢmalarda tüm veriler sabit olup sadece 6-MH konsantrasyonu 

değiĢtirilmiĢtir. Her bir konsantrasyon için yapılan çalıĢma adımı EIS ve CV verileriyle takip 

edilmiĢtir. Sonrasında EIS verilerinden elde edilen Ret değerlerinden yararlanılarak standart 

grafikler ve regresyon eğrisi üzerinde belirleme katsayıları oluĢturulmuĢtur. Tüm bu veriler 

ġekil 4.3‟ te ve Çizelge 4.1‟ de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.3. 6-MH konsantrasyonunun CK biyosensör cevabı üzerine etkisi 
 

Çizelge.4.1. MH konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

6-MH Konsantrasyonu (M) 

 

               R
2
 

 

                Denklem 

 

0,1 

 

            0,9948 

 

            y=0,7718x+11,978 

0,5 

 

1 

            0,9953 

 

            0,9176 

            y=6,5553x+5,277 

 

            y=3,5843x+14,377 

   

   

Bu optimizasyon adımı için ilk olarak 0,1 M‟ lık 6-MH konsantrasyonuyla 

çalıĢılmıĢtır. Ancak elde edilen impedans sinyalleri çalıĢma için pek tatmin edici 

bulunmamıĢtır. Bu sinyal düĢüklüğünün, kullanılan konsantrasyonun düzgün bir dizilim ve 
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güçlü bir kovalent bağ için yetersiz kalmasından kaynaklanmıĢ olabileceği düĢünülmektedir. 

Bu sebeple bir sonraki konsantrasyon değeri için daha deriĢik olan 0,5 M‟ lık 6-MH tercih 

edilmiĢtir. Bu çalıĢma sonucunda elde edilen kalibrasyon grafiğinde de görüldüğü üzere bariz 

bir sinyal artıĢı gözlemlenmiĢtir. Bu neticeden yola çıkarak bir sonraki konsantrasyon daha da 

deriĢik bir 6-MH değeri olan 1M olarak belirlenmiĢtir. Ancak çalıĢma sonrasında görülmüĢtür 

ki yüzeydeki fazla konsantrasyondan kaynaklı olarak impedansta bozukluklar meydana 

gelmiĢtir. Ġmpedans sinyalleri düĢmüĢ buna bağlı olarak elde edilen kalibrasyon grafiğindeki 

regresyon eğrisi üzerinde düĢük bir belirleme katsayısı (R
2
: 0,9173) hesaplanmıĢtır. Tüm bu 

çalıĢmalar değerlendirilerek CK biyosensörü için optimum 6-MH konsantrasyon değeri 0,5 M 

olarak belirlenmiĢtir. 

4.1.2.2. GOPE’ nin konsantrasyon optimizasyonu 

 

 Yüzeyin immobilizasyonu için 6-MH ile kooperatif çalıĢan GOPE‟ nin geliĢtirilen 

biyosensör üzerindeki etkisini araĢtırmak için değiĢik konsantrasyonlarda optimizasyon 

çalıĢması yapılmıĢtır. Bu çalıĢmanın yapılmasıyla ulaĢılmak istenen hedef, hidroksil grupları 

oluĢan yüzeyde siloksan bağı yaparak antikor bağlanması için ortam oluĢturan GOPE‟ nin 

konsantrasyonun etkisini belirleyebilmektir. Bu amaca yönelik 3 farklı değerde (%1 % 1,5 % 

5) GOPE optimizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk çalıĢma % 1,5 luk GOPE konsantrasyonuyla 

yapılmıĢtır. EIS ve CV ölçümleri alınarak standart grafiği oluĢturulmuĢtur. Daha deriĢik 

konsantrasyonlardaki etkiyi inceleyebilmek adına bir sonraki çalıĢma %5‟ lik GOPE 

konsantrasyonuyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmanın sonunda ġekil 4.4‟ te de görüldüğü 

üzere sinyallerde bir azalıĢ meydana gelmiĢtir. Bunun sebebinin yine deriĢik konsantrasyon 

kullanılmasından kaynaklı olarak elektrot yüzeyindeki bağlanmanın düzensizliğiyle alakalı 

olmasındandır. Ortamda gerekenden fazla madde miktarı, kovalent bağlanma ve zayıf 

etkileĢimler sırasında bir takım bozukluklar meydana getirmektedir. Bu da EIS sinyallerindeki 

Ret değerlerinin azalmasının cevabı olarak kabul edilmektedir. Yüksek konsantrasyonlarda ki 

etkisi yorumlandıktan sonra, bir diğer optimizasyon adımı olarak düĢük konsantrasyonlardaki 

davranıĢını inceleyebilmek için bu kez %1‟ lik GOPE ile çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢma sonrasında 

da elde edilen standart grafik en iyi sonuca sahip olup, diğer iki konsantrasyonda sonuçlar 

(%1,5 ve %5‟lik GOPE) neredeyse çakıĢık çıkmıĢtır. Bu sebeple baĢka bir optimizasyon daha 

yapılmayıp madde sarfiyatı da göz önünde bulundurularak optimum GOPE konsantrasyonu 

%1 olarak belirlenmiĢtir. Bu optimizasyona ait standart grafikler ġekil 4.4‟ te, regresyon 

üzerindeki belirleme katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 4.2‟ de verilmiĢtir. 
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ġekil.4.4. GOPE konsantrasyonunun CK biyosensör cevabı üzerine etkisi 
 

Çizelge.4.2. GOPE konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

4.1.2.3. Anti-CK’ nın konsantrasyon optimizasyonu 

 

 Hassas bir biyosensörün geliĢtirilmesinde en önemli adımlardan birisi hiç Ģüphesiz 

optimum antikor konsantrasyonunun belirlenmesidir. CK tayinin gerçekleĢmesinde zorunlu 

bir basamak olan anti-CK immobilizasyonu için belirlenecek olan konsantrasyon değeri 

çalıĢmanın bu aĢamasında çok önemli bir rol oynamaktadır. Bu amaca yönelik olarak 3 farklı 

konsantrasyonda (10 ng/mL, 37 ng/mL, 50 ng/mL) optimizasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk 

olarak 37 ng/mL anti-CK konsantrasyonu denenmiĢtir. Daha sonra biyosensörün deriĢik 

konsantrasyonlardaki cevabını öğrenebilmek için 50 ng/mL konsantrasyonuyla çalıĢılmıĢtır. 

DeriĢik konsantrasyonda CK biyosensörü büyük olasılık bir takım sterik engellerle karĢı 
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karĢıya kalarak biyobelirteci tayin edebilme yeteneğinde düĢüĢ gözlemlenmiĢtir. Buna bağlı 

olarakta EIS sinyallerinde düĢüĢ meydana gelmiĢtir. Bu sebeple bir sonraki çalıĢma düĢük 

konsantrasyonda (10 ng/mL) gerçekleĢtirilmiĢtir. DüĢük konsantrasyonla yapılan çalıĢma 

sonrasında elde edilen veriler değerlendirildiğinde, hem 10 ng ile 37 ng/mL 

konsantrasyonlarının sinyalleri arasında çok önemli bir fark gözlemlenmemesinden hem de 

madde sarfiyatını önleyebilmek adına optimum anti-CK konsantrasyonu 10 ng/mL olarak 

seçilmiĢtir. Anti-CK konsantrasyonunun optimizasyonuna ait standart grafikler ġekil 4.5‟ te, 

regresyon üzerindeki belirleme katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 4.3‟ de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.5. Anti-CK konsantrasyonunun biyosensör cevabı üzerine etkisi 

Çizelge.4.3. Anti-CK konsantrasyonu optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 
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4.1.2.4. Anti-CK’ nın inkübasyon süresinin optimizasyonu 

 

 CK konsantrasyonunun belirlenmesinin ardından, geliĢtirilen biyosensör için en uygun 

inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik optimizasyon çalıĢması yapılmıĢtır. Üç farklı 

süre (30, 45, 60 dakika) ile gerçekleĢtirilen bu çalıĢmada her bir süre için ayrı ayrı 

biyosensörler hazırlanmıĢ ve sonuçlar EIS spektrumları ile takip edilmiĢtir. Bu 

spektrumlardan elde edilen Ret değerleri dikkate alınarak çizilen standart eğriler 

incelendiğinde 30 ve 60 dakikalık optimizasyon çalıĢmalarının birbirine yakın sonuçlar 

verdiği görülmektedir. En yüksek sinyal ve regresyon üzerindeki belirleme katsayısına sahip 

olan 45 dakika da çalıĢılan biyosensörün en iyi sonuca sahip olması ve zaman tasarrufu 

açısından da avantajlı olması göz önünde bulundurularak optimum anti-CK süresi 45 dakika 

olarak belirlenmiĢtir. Yeterli bağlanmayı 15-60 dakika süre aralığında gerçekleĢtirebilen 

antijen ve antikor etkileĢimi için bu sonuç destekleyicidir (Goldblatt 2001; Reverberi ve 

Reverberi 2007). Anti-CK‟ nın inkübasyon süresi optimizasyonuna ait standart grafikler 

ġekil 4.6‟ da, regresyon üzerindeki belirleme katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 4.4‟ te 

verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.6. Anti-CK inkübasyon süresi optimizasyonunun biyosensör cevabı üzerine etkisi 
 

0,0

300,0

600,0

900,0

0,0 20,0 40,0 60,0



55 

 

Çizelge.4.4. Anti-CK süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

   Anti-CK (dk) 

 

               R
2
 

 

                Denklem 

 

30 

 

            0,9983 

 

 

            y=4,0307x+13,375 

45 

 

60 

            0,999 

 

            0,995 

            y=14,824x+16,254 

 

            y=5,2485x+19,121 

   

4.1.2.5. CK’ nın inkübasyon süresinin optimizasyonu 

 

 Tasarlanan biyosensörün optimizasyon çalıĢmalarındaki son aĢama CK 

biyobelirtecinin inkübasyon süresinin belirlenmesidir. Anti-CK süre optimizasyonunda 

olduğu gibi burada da 3 farklı süre de (30, 45, 60 dakika) çalıĢmalar yapılmıĢtır. Her bir adım 

EIS ve CV ile takip edilerek çalıĢılan sürelere ait standart grafikler oluĢturulmuĢtur. ġekil 4.7‟ 

de bu standart grafikler incelendiğinde sinyal artıĢlarındaki düzen ve çalıĢmayı zaman 

tasarrufu yönünden pratik kıldığı için en uygun inkübasyon süresi 30 dakika olarak 

belirlenmiĢtir. CK‟ nın inkübasyon süresi optimizasyonuna ait regresyon üzerindeki belirleme 

katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 4.5‟ te verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.7.  CK inkübasyon süresi optimizasyonunun biyosensör cevabı üzerine etkisi 
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Çizelge.4.5. CK süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

4.1.3. CK biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmaları 

4.1.3.1. CK biyosensörünün kalibrasyon grafiği 

 

 Optimizasyon basamakları tamamlanarak en uygun değerler belirlendikten sonra, 

tasarlanan biyosensörün artan konsantrasyonlarında hazırlanan CK biyobelirteci EIS ve CV 

teknikleriyle tayin edilmiĢtir. 8 farklı konsantrasyon değeri belirlenerek yapılan bu çalıĢma da 

geliĢtirilen biyosensörün hassas CK tayinine yönelik bir lineer aralık belirlenmiĢtir. GP 

temelli CK biyosensörünün yapılan çalıĢmalar sonrasında tayin aralığı 0,1 – 50 pg mL
-1

 

olarak saptanmıĢtır. Oldukça düĢük konsantrasyon seviyesinde, yüksek duyarlılıkta analiz 

yapabilen CK biyosensörünün tayin aralığının oldukça geniĢ olduğu gözlemlenmektedir. 

Tasarlanan biyosensörün kalibrasyon grafiğine ait EIS spektrumu, CV voltamogramı ve Ret 

değerlerinden elde edilen standart grafik ġekil 4.8‟ de verilmiĢtir. Ayrıca LOD ve LOQ 

değerleri de sırasıyla 0,045 pg mL
-1

 ve 0,151 pg mL
-1

 olarak hesaplanmıĢtır.  

 EIS ölçümü alınırken yük transfer direnci olan Ret değerinin yanı sıra çözelti direnci 

(Ru) ve kapasitans (C) değerinin de değiĢikliğe uğraması söz konusudur. Artan 

konsantrasyonla birlikte impedans spektrumundaki yarım daire çapının da artması yüzeyin 

yalıtkanlaĢtığının bir iĢaretidir ve tüm bunlar gerçekleĢirken impedimetrik verilerin de 

değiĢmesi CK‟ nın artan konsantrasyonlar da tayin edilebildiğini kanıtlamıĢ olmaktadır. 

Biyosensöre ait bu impedimetrik veriler Çizelge 4.6‟ da verilmiĢtir. 
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ġekil.4.8. Tasarlanan biyosensörün artan CK konsantrasyonuyla elde edilen (A) Kalibrasyon 

grafiği, (B) EIS verileri, (C) CV voltamogramları 
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Çizelge.4.6. Artan CK konsantrasyonlarına bağlı olarak değiĢen impedimetrik veriler 

 

4.1.3.2. CK biyosensörünün tekrarlanabilirliği 

 

 Tekrarlanabilirlik çalıĢması hassas bir biyosensör tasarlayabilmek adına oldukça 

önemli bir parametredir. Çok detaylı olarak bilinen bir biyobelirteç tercih edilmesi durumunda 

bile biyosensörün temizlik prosesi, çalıĢılan ortam ve koĢulları açısından beklenen niteliklerde 

oldukça büyük değiĢmeler gözlenebilir. Bu sebeple her koĢulda biyosensöre iliĢkin 

tekrarlanabilirlik çalıĢmasının gerçekleĢtirilmesi gerekmektedir. Hazırlanan biyosensörün 

tekrarlanabilirlik çalıĢması bir örnekte art arda ölçüm yapılması ve elde edilen değerlerden 

ortalama değer, standart sapma ve varyasyon katsayısının hesaplanması temeline 

dayanmaktadır. Bu amaç doğrultusunda 20 farklı elektroda aynı immobilizasyon iĢlemleri 

uygulanarak her bir sensör 20 pg/mL CK konsantrasyonuyla inkübe edilmiĢtir. Bu iĢlemler 

sonrasında alınan EIS ölçümlerine göre ortalama değer 20,188 pg/mL, standart sapma değeri 

0,51 pg/mL ve varyasyon katsayısı % 2,52 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

4.1.3.3. CK biyosensörünün tekrar üretilebilirliği 

 

 Biyosensörlerde sahip olması istenen özelliklerden en önemlisi tekrar aynı Ģartlarda ve 

özelliklerde hazırlanabiliyor olmasıdır. Biyosensörlerin rutin analizlerde kullanılabilmesi için 

güvenilir olması ve tekrar tekrar üretilmesi çok önemli bir parametredir. Bu amaca yönelik 

olarak, optimum koĢullarda hazırlanan elektrotlar CK' nin farklı standart konsantrasyonlarıyla 

inkübe edilerek, detaylı kalibrasyon eğrisi çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen her bir 

biyosensörün EIS ve CV ölçümleri alınarak bu Ģekilde toplam 7 biyosensör hazırlanmıĢtır. Bu 

biyosensörlerde, EIS spektrumlarından elde edilen Ret değerleri, CK konsantrasyonlarına 
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karĢı grafiğe geçirilmiĢtir ve standart grafikler oluĢturularak birbirleriyle kıyaslanmıĢtır. 

Ayrıca biyosensörün tekrar üretilebilirlik çalıĢması kapsamında eğim ve intersept değerlerinin 

relatif standart sapmaları da sırasıyla %1,83 ve %5,09 olarak bulunmuĢtur. CK biyosensörüne 

ait tekrar üretilebilirlik sonuçları ġekil 4.9‟ da standart grafiklere ait regresyon üzerindeki 

belirleme katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 4.7‟ de verilmiĢtir. 

 

ġekil.4.9. CK biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢmalarına iliĢkin kalibrasyon grafikleri. 

(n=7) 

Çizelge.4.7. CK biyosensörünün tekrar üretilebilirlik grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 
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4.1.3.4. CK biyosensörünün tekrar kullanılabilirliği ( rejenerasyon) 

 

 GeliĢtirilen biyosensörün karakterizasyon çalıĢmalarından bir tanesi de elektrot 

yüzeyine inkübe edilmiĢ olan CK„ nin asitle muamele edilerek tekrar kullanılabilirliğini 

belirleyen rejenerasyon çalıĢmasıdır. Bu amaç doğrultusunda, her CK bağlanmasından sonra 

10 mM HCl asit çözeltisinin içerisinde 2 dakika bekletilerek rejenere edilen sensörler 20 defa 

CK bağlayabilmiĢ, 20. bağlanmada da % 20‟lik verimi ile hala CK‟ yi bağlayabildiği 

gözlemlenmiĢtir. Sonuçların grafiğe dökülmüĢ hali ġekil 4.10‟ da verilmiĢtir. GeliĢtirdiğimiz 

bu biyosensörün gerçek tıbbi uygulamalarda daha kullanıĢlı ve ekonomik olması için depo 

ömrünün yanında birden fazla kullanım özelliğine de sahip olması çok önemlidir. Yapılan 

rejenerasyon iĢleminde elektrotları birçok kez yüksek verimle aynı biyosensörün 

kullanılabildiği gözlenmiĢ ve tıbbı uygulamalarda kullanılacağı düĢünülürse oldukça 

ekonomik özelliğe sahip olacağı kanıtlanmıĢtır. 

  

 

ġekil.4.10. CK biyosensörünün tekrar kullanılabilirlik çalıĢmasının grafikteki görünümü 

 

4.1.3.5. CK biyosensörünün sabit frekansta impedans (SFI) analizi 

 

 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi son yıllarda biyomoleküler etkileĢimlerin 

incelenmesinde de etkili bir Ģekilde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Özellikle biyosensör 
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uygulamalarında elektrot yüzeyindeki değiĢimlerin eĢ zamanlı analizi oldukça önemlidir. Bu 

bağlamda sabit frekansta impedans ölçümü oldukça elveriĢli bir tekniktir (Sezgintürk ve 

Özcan 2016). Bu amaçla CK biyosensör sistemi için tekli frekans ölçümü ile yüzey analizi 

yapılmıĢtır. Zamana karĢı sabit bir frekansın ölçümüne dayanan bu yöntem sayesinde zaman 

dilimlerinde ve toplam zamanda meydana gelen impedans değiĢimleri kontrol 

edilebilmektedir (Sezgintürk ve ark. 2014). Bu amaç doğrultusunda 198,6 Hz sabit frekans 

değeri ile impedans ölçümü zamanın ve faz açısının fonksiyonları olarak ölçülmüĢtür. Ölçüm 

iĢlemi gerçekleĢtirilmeden önce kullanılacak olan frekans değerinin belirlenmesi 

gerekmektedir. Bu frekans değeri belirlenirken ġekil 4.11.A‟ da verilmiĢ olan Bode 

eğrisinden faydalanılmıĢtır. Bu eğrinin, Ret hesaplarının yapıldığı Nyquist eğrisinden en 

önemli farkı her bir noktanın frekans değerini gösterebilmesidir. Bu sayede anti-CK ve CK 

etkileĢiminin kinetik bağlanmasının en net gözlemlenebileceği frekans değeri 

seçilebilmektedir. CK biyosensörünün sabit frekansta zamana bağlı impedans değiĢimi ġekil 

4.11.B‟ de verilmiĢtir. 
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ġekil.4.11. CK biyosensörünün sabit frekansta impedans ölçümüne ait (A) Bode grafiği, (B)  

SFI spektrumu (pembe; sabit frekansta EIS ölçümü, yeĢil; faz açısı ölçümü) 

 

ġekil 4.11.B incelendiğinde pembe eğri sabit frekansta alınan impedans ölçüsünü, 

yeĢil eğri ise faz açısı ölçümünü ifade etmektedir. pH 7,0 fosfat tamponu içerisinde 

gerçekleĢen bu iĢlemde CK biyobelirtecinin zamana karĢı bağlanması net bir Ģekilde 

görülmektedir. YaklaĢık 1120 ks (20 dk) civarında CK‟ nin doygunluk noktasına eriĢerek 
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ölçüm tamamlanmıĢtır. Bu sonuçta CK‟ nin optimum inkübasyon süresinin 30 dk olarak 

seçilmesini destekleyen bir sonuçtur. 

4.1.3.6. CK biyosensörünün kare dalga voltametrisi (SWV) ile analizi 

Biyosensörün döngüsel voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

ölçümleriyle takip edilmesine ek olarak kare dalga voltametrisiyle de elektrokimyasal 

ölçümleri pekiĢtirilmiĢtir. Bu voltametri tekniği oldukça hızlı ve duyarlı olmasıyla birlikte 

kare dalganın frekansı (f) ve basamak yüksekliği (∆Es) değiĢtirilerek etkin tarama hızı, 

belirlenir ve birkaç saniye içinde voltamogramlar kaydedilebilir. Kare dalga voltametrisinin 

bir diğer avantajı da toplam akıma kapasitif katkıların en az seviye de olmasıdır. Bu sayede 

tarama hızı çok etkili olarak arttırılabilmektedir. Voltametrik piklerin çok kolay okunmasının 

sebebi ise SWV deki net akımın (ΔI) hem ileri hem de geri puls akımlarından daha büyük 

olmasından kaynaklıdır (Wang 2000).  

Bu çalıĢma için SWV frekansı 25 Hz olarak seçilip, potansiyel aralığı olarak -0,2/0,7 

V olarak belirlenerek CK‟ nin artan konsantrasyonlarında ölçüm alınmıĢtır. Alınan ölçümlerin 

hesaplamaları yapılırken 4.2 bağıntısındaki denklem kullanılmıĢtır. 

ΔIdif= ΔIdif (BSA) – ΔIdif (CK)                                                                            (4.2)          

ġekil 4.12, optimum koĢullarda 0,1 pg – 50 pg mL
-1

 tayin aralığındaki CK ölçümüne 

ait kare dalga voltamogramlarını ve kalibrasyon grafiğini göstermektedir. 

ġekil 4.12.A, CK biyosensörüne ait kare dalga voltamogramlarını göstermektedir. Bu 

voltamogramlar incelendiğinde, oldukça iletken bir yüzeye sahip olan GP elektrotların 

karakteristik voltametri piklerini bu çalıĢma da sergilediği gözlemlenmektedir. CK tayininin 

baĢka bir teknikle gerçekleĢtirilmesinin cevabı olarak elde edilen bu düzgün voltamogramlar 

ġekil 4.12.B‟ deki standart grafiğiyle de CK biyosensörünün SWV tekniğiyle de gayet baĢarılı 

bir Ģekilde ölçümlenebildiğini göstermektedir.  
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ġekil.4.12. CK biyosensörüne ait (A) kare dalga voltametrisi ve (B) kalibrasyon grafiği 

 

4.1.3.7. CK biyosensörünün yüzey alanının hesaplanması 

              Yapılan immobilizasyon iĢlemlerinde elektrot yüzey alanının ne kadar kaplandığını 

hesaplayabilmek adına dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak, Laviron eĢitliği yardımıyla 
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elektrodun kaplanmıĢ olan yüzey alanı hesaplanmıĢtır. Bu çalıĢma için 10 farklı tarama 

hızında (10 mV, 20 mV, 30 mV, 40 mV, 50 mV, 60 mV, 70 mV, 80 mV, 90 mV ve 100 mV) 

dönüĢümlü voltametri de ölçümler alınmıĢtır. Alınan ölçümler sonrasında elde edilen verilerle 

yapılan hesaplamalar Laviron eĢitliğinde yerine konarak sonuçlar elde edilmiĢtir. 

  

                                                                                          (4.3) 

n : eğim  

F : Faraday sabiti (96485 C mol
-1

) 

A : Elektrot yüzey alanı (cm
2
) 

Q : Yük (C) 

 Γ: Kaplanan yüzey alanı (mol cm
-2

) 

Laviron eĢitliğinden (Laviron 1967) yararlanılarak hesaplanan sonuçlar 

değerlendirildiğinde baĢlangıçta 2,28x10
-5

 mol cm
-2

 olarak hesaplanan GP yüzeyi, anti-CK 

bağlandıktan sonra 4,2x10
-5

 mol cm-
2
 olarak hesaplanmıĢtır. Bu sonuç anti-CK‟ nin 

immobilize edildiğini göstermektedir. 

4.1.3.8. CK biyosensörünün raf ömrü 

GeliĢtirilen biyosensörün raf ömrünün uzun olması depo kararlılığı, pratikte 

kullanımlar için ümit vadettiğinden son derece önemlidir. Bu amaç için geliĢtirilen sensörün 

10 haftalık raf ömrünü saptayabilmek adına çalıĢma yapılmıĢtır. Bu çalıĢma, immobilizasyon 

iĢlemleri tamamlanan 10 elektrodun  +4 ºC de kapalı ve karanlık ortamda saklanması ve her 

hafta bir sensörün 20 pg/mL CK ile inkübe edilerek EIS ölçümleri alınmasıyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk haftadan itibaren (baĢlangıçtan itibaren) alınan EIS ölçümleri, 

kalibrasyon grafiğinden elde edilen denkleme göre hesaplanarak CK biyosensörünün raf 

ömrüne ait grafik ġekil 4.13‟ de verilmiĢtir. 10. Haftanın sonunda yapılan hesaplamalardan 

elde edilen veriler değerlendirildiğinde  CK biyosensörü için toplam aktivite kaybının % 5 

olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Bu sonuçlar doğrultusunda, geliĢtirilen biyosensörün uzun raf 

ömrüne sahip ideal bir biyosensör olduğunu söylemek mümkündür. 
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ġekil.4.13. CK biyosensörünün depo kararlılığı denemelerine iliĢkin aktivite değerleri  

4.1.3.9. CK biyosensörünün SEM görüntüleri 

GeliĢtirilen biyosensörün morfolojik karakterizasyonu taramalı elektron mikroskobu 

kullanılarak incelenmiĢtir. Böylece modifiye elektroda ait görüntülerle yüzeyde oluĢan 

değiĢimler gözlemlenebilmektedir. Yüzey morfolojisinin adım adım incelendiği CK 

biyosensörünün SEM görüntüleri ġekil 4.14‟ te verilmiĢtir. Ġlk olarak ġekil 4.14.A‟ da 

görülen temiz GP elektrodun homojen yüzeyi görüntülenmiĢtir. ġekil 4.14.B‟ de ise elektrot 

yüzeyi AuNP ile elektrokimyasal olarak kaplandıktan sonrasına ait SEM görüntüleridir. Yalın 

GP elektrot morfolojisiyle arasındaki fark bariz Ģekilde görülmektedir. AuNP‟ ün yüzeyde 

birikmesiyle neredeyse tüm elektrot yüzey homojen olarak kaplanmıĢtır. ġekil 4.14.C‟ deki 

SEM görüntüsü ise 6-MH‟ ye aittir. Burada da AuNP ile tamamen kaplı olan yüzeyde 6-MH‟ 

nin immobilizasyonuyla birlikte birtakım çatlaklıklar meydana gelerek morfolojiyi 

değiĢtirmiĢtir. ġekil 4.14.D‟ de ise GOPE‟ nin immobilizasyonu sonrası oluĢan yüzeye ait 

SEM görüntüsüdür. Bu SEM görüntüsünde ise farklı olarak yüzey üzerinde daha önce 

görülmemiĢ olan kümelenmiĢ halde yapılar bulunmaktadır. Bu yapıların GOPE‟ nin 

modifikasyonuyla birlikte ortaya çıktığı düĢünülmektedir. ġekil 4.14.E‟ de anti-CK antikor 

immobilizasyonu sonrası alınan SEM görüntüsü verilmiĢtir. Görüntüde daha önce görülmemiĢ 

Ģekillerin oluĢmasının yanı sıra yüzeyin artan immobilizasyon adımlarıyla birlikte 
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yalıtkanlaĢan tabaka daha net gözlenmektedir. ġekil 4.14.F‟ de ise bloklama ajanı olan BSA‟ 

nın immobilizasyonu sonrası alınan SEM görüntüsüdür. Burada adeta bir çiçek dalını 

anımsatan yapıların yüzeyde bağlı BSA proteini ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. ġekil 

4.14.G‟ deki son SEM görüntüsü ise CK‟ nin yüzeye bağlanmasından sonraki morfolojiye 

aittir. SEM çalıĢmaları elektrot yüzeyinde değiĢimleri gösterdiğinden diğer bir bakıĢla 

elektrokimyasal impedans ve siklik voltametri ölçümlerinin doğruluğunu kanıtlamaktadır. 
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ġekil.4.14. CK biyosensörünün SEM görüntüleri. (A) Yalın GP, (B) AuNP, (C) MH, (D) 

GOPE, (E) Anti-CK, (F) BSA, (G) CK 
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4.1.3.10. CK biyosensörünün serum örneklerinde uygulanabilirliğinin araĢtırılması 

  

 Tasarlanan biyosensörün klinik uygulamalar için kullanılabilirliğini incelemek adına 

farklı kiĢilerden alınan insan serum örneklerinde, standart ekleme yöntemi kullanılarak CK 

tayini yapılmıĢtır. CK‟ nın farklı konsantrasyon değerlerinin ( 1 pg/mL ve 20 pg/mL) serum 

örneğine eklenmesiyle gerçekleĢtirilen çalıĢma sonrasında EIS verileri elde edilmiĢtir. Bu 

veriler için kalibrasyon grafiğinin denkleminden yararlanılarak yapılan her bir serum 

çalıĢması için bağıl standart sapma (RSD) ve geri kazanım yüzdeleri hesaplanmıĢtır. Serum 

örnekleriyle gerçekleĢtirilen çalıĢma için yapılan hesaplamaların sonuçları Çizelge 4.8‟ de 

verilmiĢtir.  

 

Çizelge.4.8. GeliĢtirilen biyosensör sistemi ile serum örneklerinde bulunan CK 

konsantrasyonlarının belirlenmesi 

 

Standart ekleme yöntemi CK‟ nin serumdaki tayin aralığına uygun olacak Ģekilde 

gerekli  seyreltme iĢlemleri yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir (Anonim 2018). 
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4.1.3.11. CK biyosensörünün Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu 

 

Kramers-Kronig transformu, kompleks sistem verilerinin reel ve imgesel 

komponentlerinin kullanılmasıyla, ilgili sistemin lineerliği, nedenselliği ve stabilitesi 

hakkında bilgi sağlayan integral eĢitliklerdir (Demirbakan ve Sezgintürk 2017; Özcan ve 

Sezgintürk 2017). Prensip olarak, Kramers-Kronig eĢitlikleri, bir sistem için elde edilen 

impedans spektrumunun, enstrümantal hatalar gibi bias hatalarından ne kadar etkilendiğini 

ortaya çıkarmak için kullanılmaktadır (Orazem ve ark. 2008). Bu eĢitlikler vasıtasıyla elde 

edilen veriler, elektrokimyasal impedans spektroskopisi spektrumlarının analizi ve 

yorumlanması için oldukça kritik bir öneme sahiptir. Kramers-Kronig eĢitliklerinin doğrudan 

entegrasyonu, impedans verisinin bir komponentinin, diğer komponenti kullanılarak 

hesaplanmasını içermektedir (Huang ve ark. 2007). Örneğin; impedansın reel kısmının, 

ölçülen imgesel kısım kullanılarak hesaplanır ve elde edilen hesapsal değer, deneysel verilerle 

kıyaslanır. Bu çalıĢmada gerçek deneysel veriler, imgesel komponentin hesaplanması için 

kullanılmıĢtır. Aynı zamanda deneysel imgesel komponent de reel komponentin hesaplanması 

için kullanılmıĢtır. Bu hesaplamalar ıĢığında KK transform değerleri hesaplanmıĢtır (Çizelge 

4.9). Bunun yanı sıra yine bu veriler ıĢığında reel ve imgesel komponentin deneysel 

verileriyle çakıĢtırılmıĢ ve relatif hataların gösterildiği (ΔZ/Z) bir spektrum da 

oluĢturulmuĢtur. ġekil 4.15‟ de Kramers-Kronig transformu ile çakıĢtırılmıĢ deneysel olarak 

elde edilen EIS spektrumları gösterilmiĢtir. Hem fit değerleri hem de elde edilen spektrumlar 

ıĢığında, geliĢtirilen biyosensöre iliĢkin deneysel ve Kramers-Kronig transformu ile 

hesaplanan değerlerin çok iyi örtüĢtüğü gözlenmiĢtir. Bu sonuç, biyosensörün her adımına 

iliĢkin elde edilen elektrokimyasal impedans spektrumlarının belirsiz etkenlerden dolayı 

lineerliğinin ve stabilitesinin etkilenmediğini açıklamaktadır. Dolayısıyla deneysel olarak elde 

edilen reel komponentin verileriyle imgesel komponent çok doğru bir Ģekilde 

hesaplanabilmiĢtir. ġekillerden de görüldüğü gibi deneysel ve hesaplanan değerler birebir 

örtüĢmüĢtür. 
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ġekil.4.15. CK biyosensörün Kramers-Kronig Transform fit spektrumları 

 

Çizelge.4.9. CK biyosensörüne ait Kramers-Kronig fit değerleri 
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4.1.3.12. CK biyosensörünün literatürdeki yeri 

 

Tasarlanan biyosensörün literatürde bildirilen çeĢitli CK sensörleriyle analitik olarak 

kıyaslandığı çalıĢmalar Çizelge 4.10‟ da verilmiĢtir. 

 Akut miyokart enfarktüsünün belirlenmesinde oldukça önemli olan CK 

biyobelirtecinin tayinine yönelik, literatürde çok sayıda sensör bulunmaktadır. Ancak bu 

sensörlerin çoğu zaman daha bilinen ve daha önceki ilgili çalıĢmalarda fazlaca kullanılmıĢ 

materyallerle tasarlandığı görülmektedir.  

 Bu tez kapsamında geliĢtirilen CK sensörü ise GP gibi düĢük maliyetli ve 

immobilizasyona elveriĢli bir yüzeye sahip çalıĢma elektrotuyla, GOPE gibi yenilikçi bir silan 

ajanıyla ve SFI gibi sensörün karakterizasyonunu incelemeye yardımcı bir teknikle de ölçüm 

alabilen bir sistemle tasarlanmıĢtır. Bunun yanı sıra pikogram seviyelerinde, 0,1 – 50 pg/mL 

gibi geniĢ bir tayin aralığında CK‟ nın tayinini mümkün kılmaktadır. Tüm bu özellikleriyle 

CK sensörü literatürdeki diğer çalıĢmalardan öne çıkmaktadır.   
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Çizelge.4.10. Literatürde bildirilen çeĢitli CK biyosensörlerinin analitik özelliklerinin karĢılaĢtırılması   
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4.2. ST2 Tayini için GeliĢtirilen Biyosensör Sistemi 

4.2.1 ST2 biyosensörünün immobilizasyon adımlarının EIS ve CV ile yorumlanması 

 

ST2 biyosensörünün immobilizasyon adımları EIS ve CV verilerinden yararlanılarak 

aydınlatılmaya çalıĢılmıĢtır. Ġlk olarak, çalıĢma elektrodu GP‟ nin yüzeyi temizlendikten sonra 

(Bölüm 3.3.1) daha kararlı bir karbon yüzey oluĢturmak için fulleren C60 materyali tercih 

edilmiĢtir. Karbon atomlarının mükemmel bir dizimle oluĢturduğu bu materyal, yapısındaki 

karbon atomları sayesinde GP yüzeyine adsorbe olarak daha homojen bir yüzey oluĢturmaya 

yardımcı olur. Fullerene C60 yüzeye immobilize edebilmeden önce toluen çözeltisi (Ruoff ve 

ark. 1993) içerisinde çözülmüĢtür. Fullerenleri kimyasal olarak modifiye etmek için çoğu 

zaman çözelti olmaları gerekmektedir (Sivaraman ve ark. 1992). Toluen çözeltisinde 

hazırlanan fulleren C60 yüzeye damlatılarak immobilize edildikten sonra yapısındaki karbon 

atomlarının yüzeye iyice adsorbe olabilmesi için inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu durum ġekil 

4.16.A‟ daki EIS verilerine, homojen yüzeyin meydana getirdiği yalıtkanlıkla birlikte sinyal 

artıĢı olarak yansımıĢtır. TemizlenmiĢ elektrot yüzeyinin Ret değeri 24,48 ohm iken fulleren 

C60 immobilizasyonundan sonra Ret değeri 170,4 ohm olarak hesaplanmıĢtır. Daha sonra 

yüzeyde kantitatif olarak artan karbonları aktifleĢtirmek adına GP elektrotlar gece boyu 

H2SO4 içerisinde inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu sayede yüzeyde bulunan kapalı karboksil 

grupları açığa çıkarılmıĢtır. Bu inkübasyon sonrasında EIS sinyalinin düĢüĢü açıkça 

gözlemlenmektedir (H2SO4 için Ret değeri 50,96 ohm). Bunun sebebi; fulleren C60 ile 

kaplanarak homojen bir tabaka halinde bulunan yüzeyin, asit muamelesiyle bozularak elektrot 

yüzeyindeki gözeneklerin büyümesinden kaynaklı difüzyonun artması olarak düĢünülebilir. 

Bu aĢamadan sonra karboksil gruplarını aktifleĢtirmek için çapraz bağlayıcı EDC/NHS çifti 

kullanılmıĢtır. Bu iĢlemin ardından iletkenliğin artmasıyla birlikte EIS sinyalinin azaldığı 

görülmektedir. Buna bağlı olarak Ret değeri de azalarak 31,01 ohm olarak hesaplanmıĢtır. 

Ayrıca kullanılan EDC/NHS çifti, H2SO4‟ in karboksilik asit grupları arasında gerçekleĢtirdiği 

çapraz bağlama sayesinde anti-ST2‟ nin yüzeye immobilizasyonunu sağlamıĢtır. Anti-ST2 

muamelesiyle birlikte EIS sinyali artıĢ göstermiĢtir (anti-ST2 için Ret değeri 105,5 ohm). 

Ġmmobilizasyonun son aĢamasında ise spesifik olmayan etkileĢimleri engellemek için %0,5‟ 

lik BSA kullanılmıĢtır. BSA‟ nın inkübasyonuyla birlikte elektrot yüzeyinin yalıtkanlığı 

bariyer etkisiyle iyice arttığı için buna bağlı olarak EIS sinyali de artmıĢ ve Ret değeri 137,4 

ohm olarak hesaplanmıĢtır. EIS tekniğinin yanı sıra sonuçların doğruluğunu desteklemek 

adına CV tekniği ile de ölçümler alınmıĢtır. ġekil 4.16.C incelendiğinde temizlik iĢleminden 
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hemen sonra alınan yalın GP (Katodik pik akımı=846,5 μA, Anodik pik akımı=881,7 μA) 

elektrodun oldukça düzgün pik akımlarına sahip CV voltamogramı görülmektedir. Fulleren 

C60‟ ın immobilizasyonuyla birlikte redoks probunun yalıtkan yüzeye difüze olamamasından 

kaynaklı olarak bu pik akımları belirgin Ģekilde azalmıĢtır (Katodik pik akımı=358,4 μA, 

Anodik pik akımı=336,5 μA). Hemen ardından asitle muamele gören yüzeyin alınan CV 

voltamogramındaki pik akımlarının bir önceki fulleren C60‟ a göre biraz daha artmıĢ olduğu 

görülmektedir (Katodik pik akımı=479,4 μA, Anodik pik akımı=480,5 μA). EDC/NHS 

muamelesiyle birlikte daha da artmıĢtır (Katodik pik akımı=522 μA, Anodik pik akımı=597,7 

μA). Antikor immobilizasyonu adıma geçildiğinde ise oluĢan yalıtkanlığın bir emaresi olarak 

katodik pik akımı 519,3 μA, anodik pik akımı ise 554,2 μA olarak hesaplanmıĢtır. Son aĢama 

olan BSA‟ nın immobilizasyonu birlikte pik akımları en aza inmiĢtir (Katodik pik akımı=453 

μA, Anodik pik akımı=454,7 μA).  

ST2 biyosensörünün immobilizasyonuna ait EIS spektrumları, her adıma ait olan Ret 

değerleri ve CV voltamogramları ġekil 4.16‟ da verilmiĢtir. 
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ġekil.4.16. ST2 biyosensörüne ait immobilizasyon adımlarının (A) EIS verileri, (B) 

immobilizasyon basamaklarına ait Ret değerleri, (C) CV voltamogramları 
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4.2.2. ST2 biyosensörünün optimizasyon basamakları 

4.2.2.1. Fulleren C60’ ın konsantrasyon optimizasyonu 

 

            GeliĢtirilen immünosensörde ST2‟ nin hassas tayini için immobilizasyon aĢamasında 

kullanılan fulleren C60 miktarının biyosensör üzerindeki etkisini incelemek amacıyla diğer 

tüm bileĢenler sabit tutulup, fulleren C60 miktarı değiĢtirilerek biyosensörler hazırlanmıĢtır. 

Toluen çözeltisi içerisinde hazırlanan fulleren C60 konsantrasyonları sırasıyla; 0,2, 0,4 ve 0,8 

mg mL
-1

 „dir. Ġlk olarak 0,2 mg fulleren C60 ile çalıĢılarak bir standart grafik elde edildi. Daha 

sonra konsantrasyon arttırılarak 0,4 mg fulleren C60 ile biyosensörler hazırlandı. Bu 

konsantrasyon sonrasında çizilen standart grafikle birlikte görüldü ki deriĢik konsantrasyon da 

daha yüksek sinyaller edilmiĢtir. Buna bağlı olarak fulleren C60 konsantrasyonu daha da 

arttırılarak 0,8 mg ile biyosensörler hazırlanarak çalıĢma yapılmıĢtır. Ancak daha deriĢik 

konsantrasyonla birlikte fulleren C60‟ın elektrodun yüzeyinde oluĢturduğu homojen tabaka 

zarar görerek adsorpsiyonda sorun yaĢanmıĢ ve EIS sinyalleri de düĢmüĢtür. Bu sebeple 

fulleren C60 için optimum konsantrasyon değeri olarak 0,4 mg mL
-1

  seçilmiĢtir. Fulleren C60 „ 

ın konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafikler ġekil 4.17‟ de ve bu standart 

grafiklere ait denklemler Çizelge 4.11‟ de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.17. Fulleren C60 miktarının ST2 biyosensörünün cevabı üzerine etkisi 
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Çizelge.4.11. Fulleren C60 miktar optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

4.2.2.2. Fulleren C60’ ın inkübasyon süresinin belirlenmesi 

  

 Optimum fulleren C60 miktarı belirlendikten sonra, inkübasyon süresinin geliĢtirilen 

biyosensör üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. Bir biyosensör geliĢtirilirken yüzey modifikasyonu 

sırasında kullanılan ajanların yüzeydeki inkübasyon süreleri, doğrudan immobilizasyonu 

etkilediği için, bu ajanların optimum inkübasyon sürelerini belirlemek gerekir. Bu çalıĢmada 

fulleren C60 için 3 farklı inkübasyon süresinde (30 dk, 60 dk ve 120 dk) biyosensörler 

hazırlanmıĢ sonrasında EIS ve CV ölçümleri ile takip edilmiĢtir. Hazırlanan sensörlerde 30 

dk‟ lık inkübasyon süresinin sağlıklı bir immobilizasyon için yeterli olmadığı, 120 dk‟ nın ise 

yüzeyde çok fazla kalarak birtakım bozulmalara sebep olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçlardan 

yola çıkarak fulleren C60 „ ın inkübasyon süresi olarak 60 dk seçilmiĢtir. Fulleren C60 süre 

optimizasyonuna ait standart grafikler ġekil 4.18‟ de ve bu standart grafiklere ait denklemler 

ise Çizelge 4.12‟ de verilmiĢtir.  
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ġekil.4.18. Fulleren C60 inkübasyon süresinin ST2 biyosensörünün cevabı üzerine etkisi 

 

Çizelge.4.12. Fulleren C60 süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri  

 

4.2.2.3. H2SO4 asit konsantrasyonunun belirlenmesi 

             GP elektrot yüzeylerinin fulleren C60 ile modifikasyonundan sonra elektrotlar H2SO4 

ile gece boyu inkübasyona bırakılmıĢtır. Fulleren C60 çok kararlı ve düzenli bir yapıya sahip 

olduğu için, elektrot yüzeyindeki karboksil gruplarını açığa çıkarmak adına bu optimizasyon 

adımı oldukça önemlidir. Bu amaca yönelik olarak, asit konsantrasyonun biyosensöre etkisini 

incelemek için 4 farklı konsantrasyonda ( %5, %10, %25 ve %50) çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Belirtilen her bir konsantrasyon için biyosensörler hazırlanarak EIS ve CV ölçümleri 

alınmıĢtır. Bu optimizasyon çalıĢmasında, asit konsantrasyonu arttıkça elektrot yüzeyinin 

hasar görerek immobilizasyonu sağlıksız kıldığı görülmüĢtür. Bu sebeple daha düĢük 

konsantrasyonlarda çalıĢılmıĢtır. % 5‟ lik H2SO4 yüzey immobilizasyonu için yetersiz 

kalmıĢtır. Bu sebeple optimum H2SO4 konsantrasyonu hem sinyal artıĢı hem de standart 

grafiğine bakılarak %10 olarak belirlenmiĢtir. H2SO4 konsantrasyon optimizasyonuna ait 

standart grafikler ġekil 4.19 da ve bu standart grafiklere ait denklemler Çizelge 4.13‟ de 

verilmiĢtir. 
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Çizelge.4.13. H2SO4 konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

 

ġekil.4.19. H2SO4 konsantrasyonunun ST2 biyosensörünün cevabı üzerine etkisi 

 

4.2.2.4. Anti-ST2’ nin konsantrasyon optimizasyonu 

 

             Tasarlanan biyosensörün bir sonraki optimizasyon adımı, anti-ST2 konsantrasyonunun 

immünosensör üzerine etkisinin araĢtırılmasıdır. Bu optimizasyon adımı için 3 farklı anti-ST2 

konsantrasyonunda (2,5 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL) biyosensörler hazırlanmıĢtır. Bu amaç 

doğrultusunda ilk olarak 2,5 ng/mL anti-ST2 konsantrasyonu (Ret değeri 62,87 ohm) için 

biyosensör hazırlanmıĢtır. Düzenli EIS sinyalleri ve oldukça iyi bir regresyona katsayısına 

sahip standart eğriyle sonuçlanan bu konsantrasyondan sonra daha deriĢik anti-ST2 
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konsantrasyonlarıyla çalıĢılmıĢtır. Böylelikle artan antikor deriĢiminin geliĢtirilen biyosensör 

üzerindeki cevabını incelemek mümkün olmuĢtur. Bu duruma binaen bir sonraki 

konsantrasyon 2 kat daha deriĢik olan 5 ng/mL‟ lik anti-ST2 konsantrasyonu için biyosensör 

hazırlanmıĢtır. Artan konsantrasyonla birlikte EIS sinyalinin yarım daire çapını ifade eden Ret 

değerinin de belirgin artıĢı söz konusudur (Ret değeri 184,1 ohm). Bu sinyal artıĢı ġekil 4.20‟ 

deki birbirleriyle kıyaslanan standart grafiklerden de açıkça görülmektedir. DeriĢik antikor 

konsantrasyonunun, tasarlanan biyosensördeki bu olumlu cevabı üzerine optimizasyona artan 

konsantrasyon değerleriyle devam edilmiĢtir. 10 ng/mL anti-ST2 konsantrasyonuyla 

biyosensör hazırlanmıĢtır. Ancak artan konsantrasyon değeri bu defa beklenenin aksine en 

düĢük performansı sergilemiĢtir. Bunun nedeninin anti-ST2‟ nin bağlanabilme kapasitesine  

göre doygunluğa ulaĢmıĢ olabileceği düĢünülmektedir. Bilindiği gibi proteinler belirli bir 

doygunluğa eriĢtikten sonra aktiviteleri düĢmeye baĢlar. Bu sebepler göz önünde 

bulundurulduğunda geliĢtirilen ST2 sensörü için en uygun anti-ST2 konsantrasyonu 5 ng/mL 

olarak belirlenmiĢtir. Anti-ST2 konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafikler ġekil 

4.20‟ de ve bu standart grafiklere ait denklemler Çizelge 4.14‟ de verilmiĢtir. 

  

Çizelge.4.14. Anti-ST2 konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 
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ġekil.4.20. Anti-ST2 konsantrasyon optimizasyonunun biyosensörün cevabı üzerine etkisi 

 

4.2.2.5. Anti-ST2’ nin inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 Anti-ST2‟ nin optimum konsantrasyon değerine karar verildikten sonra, oldukça 

önemli bir baĢka parametre olan inkübasyon süresinin belirlenmesi için çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Bir immünosensörün immobilizasyonu gerçekleĢtirilirken, en az kullanılan konsantrasyon 

deriĢimi kadar o konsantrasyonun yüzeyde kalma süresi de önemlidir. Protein etkileĢimleri 

için, kısa denebilecek zaman dilimlerinde dahi bağlanmanın seyrini değiĢtirebilecek bazı 

durumlara sebebiyet vermesinden ötürü çok titizlikle takip edilmelidir. Bu nedenle 

optimizasyon çalıĢmaları kapsamında inkübasyon sürelerinin belirlenmesine de yer 

verilmiĢtir. 3 farklı sürede (30, 45 ve 60 dakika) ayrı ayrı biyosensörler hazırlanıp, çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalar EIS ve CV ile takip edilmiĢ, elde edilen verilerle de standart 

grafikler oluĢturulmuĢtur. Ġlk olarak 30 dakikalık inkübasyon süresi için çalıĢma yapılmıĢtır. 

Zaman tasarrufu düĢünülerek gerçekleĢtirilen bu çalıĢmada düzgün fakat düĢük impedans 

sinyalleri alınmıĢtır. Sinyallerin bu düĢüĢü, antikorun yüzeye immobilizasyonu için 30 

dakikanın yeterli bir zaman olmamasından kaynaklanmaktadır. Bu sebeple bir sonraki çalıĢma 

60 dakikalık inkübasyon süresinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu inkübasyon sonrasında elde edilen 

sonuçlar değerlendirildiğinde impedans sinyallerindeki artıĢ açıkça gözlemlenmektedir. 
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Buradan da anlaĢılacağı üzere anti-ST2‟ nin yüzeye yeterli oranda bağlanmasıyla birlikte 

immobilizasyon doğru bir Ģekilde gerçekleĢmiĢ ve bu durum sonuçlara çok net yansımıĢtır. 

Son bir inkübasyon süresi olarak 45 dakika içinde çalıĢma yapılmıĢtır. Ancak yapılan çalıĢma 

da sinyallerin yine düĢerek istenmeyen bir sonuç sergilediği görülmüĢtür. Tüm bu veriler 

ıĢığında anti-ST2 için optimum inkübasyon süresi 60 dakika olarak belirlenmiĢtir. Anti-ST2 

süre optimizasyonuna ait standart grafikler ġekil 4.21‟ de ve bu standart grafiklere ait 

denklemler Çizelge 4.15‟ te verilmiĢtir. 

 

Çizelge.4.15. Anti-ST2 süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

 

ġekil.4.21. Anti-ST2 süre optimizasyonunun biyosensör üzerine etkisi 
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4.2.2.6. ST2’ nin inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

            Ġnkübasyon sürelerinin immünosensör üzerindeki etkisini incelemek için yapılan bir 

diğer optimizasyon çalıĢması ST2‟ nin inkübasyon süresinin belirlenmesidir. Bu çalıĢma için 

de 3 farklı süre de (30, 45 ve 60 dakika) çalıĢma yapılmıĢtır. Optimizasyon çalıĢmasına 

yönelik belirlenen her bir süre için ayrı ayrı biyosensörler hazırlanmıĢ EIS ve CV 

ölçümleriyle takip edilmiĢtir. Elde edilen veriler değerlendirildiğinde ST2‟ nin yüzeyde kalma 

süresi arttıkça aktivitesi azalmıĢ ve buna bağlı olarak EIS sinyalleri de düĢmüĢtür. Buradan, 

biyobelirtecin elektrot yüzeyindeki bağlanma iĢlemini 30 dakika da yeterli oranda 

gerçekleĢtirebildiğini bu nedenle doygunluğa eriĢtikten sonra aktivitesini kaybetmesine bağlı 

olarak performansının azaldığı sonucuna eriĢilmiĢtir. Bu değerlendirmeler sonrasında 

optimum ST2 inkübasyon süresi 30 dk olarak seçilmiĢtir. ST2 süre optimizasyonuna ait 

standart grafikler ġekil 4.22‟ de ve bu standart grafiklere ait denklemler Çizelge 4.16‟ da 

verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.22. ST2 inkübasyon süresi optimizasyonunun biyosensörün cevabı üzerine etkisi 
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 Çizelge.4.16. ST2 süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

4.2.3. ST2 biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmaları 

4.2.3.1. ST2 biyosensörünün kalibrasyon grafiği 

 

 Tüm optimizasyon iĢlemleri tamamlandıktan sonra, geliĢtirilen biyosensörün artan 

konsantrasyonlarında hazırlanan ST2 biyobelirteci EIS ve CV teknikleriyle tayin edilmiĢtir. 8 

farklı konsantrasyon değeri belirlenerek yapılan bu çalıĢma da geliĢtirilen biyosensörün 

hassas ST2 tayinine yönelik bir lineer aralık belirlenmiĢtir. Tasarlanan sensörün yapılan 

çalıĢmalar sonrasında tayin aralığı 0,1 – 100 fg mL
-1

 olarak saptanmıĢtır. GeliĢtirilen 

immünosensör femtogram gibi oldukça konsantrasyon seviyesinde ve geniĢ bir tayin 

aralığında ST2‟ nin analizini gerçekleĢtirebilmektedir. ST2 biyosensörünün kalibrasyon 

grafiği ve bu kalibrasyon grafiğine ait EIS spektrumu, CV voltamogramı ġekil 4.23‟ te 

verilmiĢtir. Ayrıca LOD ve LOQ değerleri de sırasıyla 0,124 fg mL
-1

 ve 0,414 fg mL
-1

  olarak 

hesaplanmıĢtır. ST2‟ nin artan konsantrasyonlar da değiĢen impedimetrik verileri Çizelge 

4.17‟ de verilmiĢtir. 
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 Çizelge.4.17. Artan ST2 konsantrasyonlarına bağlı olarak değiĢen impedimetrik veriler 

 

4.2.3.2. ST2 biyosensörünün tekrarlanabilirliği 

 

 GeliĢtirilen biyosensörün karakterizasyonunun aydınlatılmasında tekrarlanabilirlik 

çalıĢması elzemdir. Bu çalıĢma 20 farklı elektrodun aynı koĢullar altında hazırlanıp aynı 

konsantrasyon değerinde (25 fg/mL) ST2 ile inkübe edilerek EIS ölçümlerinin alınmasıyla 

gerçekleĢtirilirmiĢtir. Her bir elektroda ait EIS ölçümlerinden elde edilen Ret değerleri 

ġekil.4.23.A‟ daki kalibrasyon denkleminde kullanılarak biyosensörün ortalama değer, 

standart sapma ve varyasyon katsayısı hesaplanmıĢtır. Bu değerler sırasıyla 25,195 fg/mL, 

0,416 fg/mL ve % 1,56 olarak bulunmuĢtur. 
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ġekil.4.23. Tasarlanan biyosensörün artan ST2 konsantrasyonuyla elde edilen (A) 

Kalibrasyon grafiği, (B) EIS verileri, (C) CV voltamogramları 
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4.2.3.3. ST2 biyosensörünün tekrar üretilebilirliği 

  

 Biyosensörün tekrar üretilebilirlik çalıĢması kapsamında optimum koĢullarda 

hazırlanan elektrotlarla farklı zaman dilimlerinde çalıĢılmıĢtır. ST2‟ nin artan 

konsantrasyonlarıyla belirlenen tayin aralığında ölçüm alınarak gerçekleĢtirilen tekrar 

üretilebilirlik çalıĢması için 8 tane biyosensör hazırlanmıĢtır. Hazırlanan biyosensörlerin EIS 

verilerindeki Ret değerlerinden her bir biyosensöre ait standart grafikler elde edilmiĢ ve 

birbirleriyle kıyaslanmıĢlardır. Ayrıca biyosensörün tekrar üretilebilirlik çalıĢması 

kapsamında eğim ve intersept değerlerinin relatif standart sapmaları da sırasıyla %1,23 ve 

%7,76 olarak hesaplanmıĢtır. ST2 biyosensörüne ait tekrar üretilebilirlik sonuçları ġekil 4.24‟ 

te, standart grafiklere ait regresyon üzerindeki belirleme katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 

4.18‟ de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.24. ST2 biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢmalarına iliĢkin kalibrasyon 

grafikleri. (n=8) 
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   Çizelge.4.18. ST2 biyosensörünün tekrar üretilebilirliği grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

 

4.2.3.4. ST2 biyosensörünün tekrar kullanılabilirliği (rejenerasyon) 

 

 Tasarlanan biyosensörün karakterizasyon çalıĢmaları kapsamında hem elektrot 

yüzeyinin stabilitesini incelemeye yönelik hem de rutin kullanımlarda biyosensörün 

maliyetini oldukça düĢürecek olan tekrar kullanılabilirlik çalıĢması yapılmıĢtır. Bu çalıĢma, 

ST2 bağlanmıĢ olan elektrot yüzeyinin 10 mM HCl asit çözeltisinin içerisinde 2 dakika 

bekletilerek, bağlanan proteinin yüzeyden uzaklaĢtırılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

iĢlemden sonra aynı yüzeye tekrar belli bir konsantrasyondaki ST2 (25fg/mL) inkübe edilerek 

EIS ölçümü alınmıĢtır. Bu iĢlem yüzeyin protein bağlayabilme aktivitesinin yüksek oranda 

azalması veya tamamen kaybetmesine kadar devam etmiĢtir. ST2 biyosensörü içinse bu 

durum 20 defa gerçekleĢtirilmiĢtir. 20. Bağlanma da bile neredeyse aktivitesinin yarısını 

koruduğu gözlemlenmiĢtir. 1. Bağlanma ile 20. Bağlanma arasındaki fark incelendiğinde 

toplam aktivite kaybının % 45,77 olduğu sonucuna varılmıĢtır. Tek kullanımlık bir elektrot 

yüzeyi için bu mükemmel bir tekrar kullanılabilirlik performansıdır. Biyosensörün ileride 

pratikteki  kullanımı dikkate alındığında umut vadeden bir sonuç elde edilmiĢtir. ST2 

biyosensörünün tekrar kullanılabilirlik çalıĢmasına ait grafik ġekil 4.25‟ te verilmiĢtir. 
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ġekil.4.25. ST2 biyosensörünün tekrar kullanılabilirlik çalıĢmasının grafikteki görünümü 

 

4.2.3.5. ST2 biyosensörünün sabit frekansta impedans analizi 

 

 ST2‟ nin karakterizasyon çalıĢmaları kapsamında sabit frekansta impedans tekniğiyle  

ölçüm alınmıĢtır. Bu teknik sayesinde anti-ST2 ile ST2 arasındaki kinetik bağlanmayı 

incelemek mümkündür. Bunun için ilk olarak kullanılacak olan sabit frekansın belirlenmesi 

gerekir. Bu frekans; immobilizasyonu tamamlanan elektrodun ġekil 4.26.A‟ daki Bode 

eğrisinden yararlanılarak belirlenmiĢtir. Bode eğrisinin bu teknikteki önemi ve üstünlüğü 

Bölüm.4.1.3.5‟te anlatılmıĢtır. Bu hedef doğrultusunda, 45 Hz olarak seçilen sabit frekansta 

impedans ölçümü zamanın ve faz açısının fonksiyonları olarak ölçülmüĢtür. ST2 

biyosensörünün sabit frekansta zamana bağlı impedans değiĢimi ġekil 4.26.B‟ de verilmiĢtir. 

ġekil 4.26.B‟ de görülen kırmızı eğri sabit frekansta alınan impedans ölçüsünü, yeĢil eğri ise 

faz açısı ölçümünü ifade etmektedir. pH 7,0 fosfat tamponu içerisinde gerçekleĢen bu iĢlemde 

ST2 biyobelirtecinin zamana karĢı bağlanması net bir Ģekilde görülmektedir. YaklaĢık 1000 

ks (17 dk) civarında ST2‟ nin doygunluk noktasına eriĢerek ölçüm tamamlanmıĢtır.  
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ġekil.4.26. ST2 biyosensörünün sabit frekansta impedans ölçümüne ait (A) Bode grafiği, (B)  

SFI spektrumu (kırmızı; sabit frekansta EIS ölçümü, yeĢil; faz açısı ölçümü) 

 

4.2.3.6. ST2 biyosensörünün kare dalga voltametrisi ile analizi 

 

EIS ve CV tekniklerinin yanı sıra, geliĢtirilen biyosensör kare dalga voltametrisiyle de 

tayin gerçekleĢtirmiĢtir. Bu çalıĢma için SWV frekansı 25 Hz olarak seçilip, potansiyel aralığı 

olarak -0,2/0,7 V olarak belirlenerek ST2‟ nin artan konsantrasyonlarında ölçüm alınmıĢtır. 

Alınan ölçümlerin hesaplamaları yapılırken 4.4 bağıntısındaki denklem kullanılmıĢtır. 
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ΔIdif= ΔIdif (BSA) – ΔIdif (ST2)                                                                            (4.4)          

ġekil 4.27 optimum koĢullarda 0,1 fg – 100 fg mL
-1

 tayin aralığındaki ST2 ölçümüne ait kare 

dalga voltamogramlarını ve kalibrasyon grafiğini göstermektedir. 

 

 

ġekil.4.27. ST2 biyosensörüne ait (A) kare dalga voltametrisi ve (B) kalibrasyon grafiği 
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4.2.3.7. ST2 biyosensörünün yüzey alanının hesaplanması 

 

Yapılan immobilizasyon iĢlemlerinde elektrot yüzey alanının ne kadar kaplandığını 

hesaplayabilmek adına dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak, Laviron eĢitliği yardımıyla 

elektrodun kaplanmıĢ olan yüzey alanı hesaplanmıĢtır. Bu çalıĢma için 10 farklı tarama 

hızında (10 mV, 20 mV, 30 mV, 40 mV, 50 mV, 60 mV, 70 mV, 80 mV, 90 mV ve 100 mV) 

dönüĢümlü voltametri de ölçümler alınmıĢtır. Alınan ölçümler sonrasında elde edilen verilerle 

yapılan hesaplamalar Laviron eĢitliğinde (Bölüm 4.1.3.7) yerine konarak sonuçlar elde 

edilmiĢtir. 

EĢitlikten yararlanılarak hesaplanan sonuçlar değerlendirildiğinde baĢlangıçta 2,2x10
-8

 

mol cm
-2

 olarak hesaplanan GP yüzeyi, anti-ST2 bağlandıktan sonra 7,3x10
-8 

mol cm-
2
 olarak 

hesaplanmıĢtır. Anti-ST2‟ nin yüzeye immobilizasyonunun gerçekleĢtiği bu sonuçlarla 

doğrulanmıĢtır. 

4.2.3.8. ST2 biyosensörünün raf ömrü 

  

 GeliĢtirilen biyosensörün raf ömrünü belirleyebilmek için toplam 10 haftadan oluĢan 

bir depo çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢma için immobilizasyon iĢlemi tamamlanmıĢ 

sensörler hazırlanarak kullanım sürelerine kadar +4 °C de muhafaza edilmiĢlerdir. Her hafta 

bir sensör, belirlenen bir konsantrasyon değerinde (25 fg/mL) ST2 ile inkübe edilerek EIS 

ölçümü alınmıĢtır. Daha sonra alınan impedans ölçümlerinden elde edilen Ret değerleri ġekil 

4.23.A‟ da ki kalibrasyon grafiğinde yerine koyularak hesaplamalar yapılmıĢtır. 10. Haftanın 

sonunda biyosensörün toplam aktivite kaybının sadece %4,48 olduğu görülmüĢtür. Tasarlanan 

biyosensörün raf ömrüne bakılarak klinik uygulamalarda kullanım için tercih edilebilir olduğu 

düĢünülmektedir. ST2 biyosensörüne ait depo kararlılığını gösteren grafik ġekil 4.28‟ de 

verilmiĢtir.  

4.2.3.9. ST2 biyosensörünün SEM görüntüleri 

 

 Biyosensörün immobilizasyon aĢamasından sonra yüzeyde meydana gelen morfolojik 

değiĢimleri inceleyebilmek için her bir aĢamanın SEM görüntüleri alınmıĢtır. ST2 sensörüne 

ait SEM görüntüleri ġekil 4.29‟ da verilmiĢtir. Her bir aĢama için incelenen görüntülerden ilki 

ġekil 4.29.A‟ daki temizlenmiĢ GP elektrot yüzeyine aittir. Hiçbir immobilizasyon iĢlemi 

gerçekleĢmemiĢ yüzeyde herhangi bir heterojenik bölge mevcut değildir.  
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ġekil.4.28. ST2 biyosensörünün depo kararlılığı denemelerine iliĢkin aktivite değerleri 

 

ġekil 4.29.B ise yüzey fulleren C60 ile modifiye edildikten sonra alınan SEM 

görüntüsüdür. Burada fulleren C60 moleküllerinin varlığı çok net görülmektedir. Nano 

kablolarla örülü bir ağı anımsatan bu görüntü fulleren C60‟ ın yüzeye adsorbe olduğunu 

kanıtlar niteliktedir. ġekil 4.29.C‟ de ise yüzeyin H2SO4 ile gece boyu inkübasyonundan sonra 

çekilmiĢ bir SEM görüntüsüdür. Burada asit muamelesinden sonra parçalanarak elektrot 

yüzeyine dağılan yapılara benzer bir morfoloji gözlemlenmiĢtir. ġekil 4.29.D‟ deki SEM 

görüntüsü çapraz bağlayıcı EDC/NHS çiftine aittir. Bu görüntüde de yine bir önceki yüzey 

morfolojisinden tamamen farklı bir morfolojiye sahiptir. EDC/NHS etkisiyle ortaya çıkan 

karboksil gruplarının oluĢturduğu yüzey değiĢikliğini temsil ettiği düĢünülmektedir. ġekil 

4.29.E‟ de anti-ST2 bağlanmasından sonra alınan SEM görüntüsüdür.Yüzeyde oldukça yoğun 

gözüken kıvrımlı yapıların anti-ST2 bağlanmasından sonra oluĢtukları düĢünülmektedir. ġekil 

4.29.F‟ de ki SEM görüntüsü BSA immobilizasyonuna aittir. Nano kablolara benzer yapılar 

arasında biriken yapılar BSA‟ nın bağlanmasından sonra yüzeyde gözlemlenmiĢtir. Son olarak 

ġekil 4.29.G‟ deki görüntü ise ST2 biyobelirtecine ait SEM görüntüsüdür. Yakından 

bakıldığında adeta çiçek dalını anımsatan bu görüntü de ST2‟ nin yüzeye inkübe edilmesinden 

sonra görülmüĢtür.  
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ġekil.4.29. ST2 biyosensörünün SEM görüntüleri. (A) Yalın GP, (B) Fulleren C60, (C) 

H2SO4, (D) EDC-NHS, (E) Anti-ST2, (F) BSA, (G) ST2 
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4.2.3.10. ST2 biyosensörünün serum örneklerinde uygulanabilirliğinin araĢtırılması 

 

GeliĢtirilen biyosensörün klinik uygulamalar için kullanılabilirliğini incelemek adına 

farklı kiĢilerden alınan insan serum örneklerine standart ekleme yöntemi kullanılarak ST2 

tayini yapılmıĢtır. ST2‟ nin farklı konsantrasyon değerlerinin ( 5 fg/mL ve 50 fg/mL) serum 

örneğine eklenmesiyle gerçekleĢtirilen çalıĢma sonrasında EIS verileri elde edilmiĢtir. Bu 

veriler için kalibrasyon grafiğinin denkleminden yararlanılarak yapılan her bir serum 

çalıĢması için bağıl standart sapma (RSD) ve geri kazanım yüzdeleri hesaplanmıĢtır. Serum 

örnekleriyle gerçekleĢtirilen çalıĢma için yapılan hesaplamaların sonuçları Çizelge 4.19‟ da 

verilmiĢtir.  

 

 Çizelge.4.19. GeliĢtirilen biyosensör sistemi ile serum örneklerinde bulunan CK 

konsantrasyonlarının belirlenmesi 

 

Standart ekleme yöntemi ST2‟ nin serumdaki tayin aralığına uygun olacak Ģekilde 

gerekli  seyreltme iĢlemleri yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir (Anonim 2018). 
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4.2.3.11. ST2 biyosensörünün Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu 

 

Kramers-Kronig transformu tasarlanan biyosensörün EIS ölçümleri sırasında herhangi 

bir dıĢ etkenden etkilenip etkilenmediğini ve buna bağlı olarak sapmaların meydana gelip 

gelmediğini incelemek için kullanılan bir yöntemdir (Bölüm 4.1.3.11). ST2 biyosensörünün 

immobilizasyon aĢamaları için ġekil 4.30‟ da yer alan impedans spektrumlarının fitlenmiĢ 

görüntüsü yer almaktadır. Çizelge 4. 20‟ de ise bu fitlenmiĢ spektrumlara ait Kramers-Kronig 

transform değerleri verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.30. ST2 biyosensörün Kramers-Kronig Transform fit spektrumları  

  Çizelge.4.20. ST2 biyosensörüne ait Kramers-Kronig fit değerleri 
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4.2.3.12. ST2 biyosensörünün literatürdeki yeri 

 

Tasarlanan biyosensörün literatürde bildirilen çeĢitli ST2 sensörleriyle analitik olarak 

kıyaslandığı çalıĢmalar Çizelge 4.21‟ de verilmiĢtir. 

Kardiyovasküler hastalıkların tayininde kullanılan yeni bir biyobelirteç olan ST2 ile 

ilgili literatürde çok fazla çalıĢma yer almamaktadır. Akut miyokart enfarktüsü ve kalp 

yetmezliği durumlarında hastaların serumlarındaki ST2 seviyelerinde meydana gelen 

değiĢiklikler, bilim insanlarının ST2‟ nin kardiyovasküler hastalıklarla olan önemli iliĢkini 

ortaya çıkararak yeni bir kardiyak belirtecini keĢfetmelerini sağlamıĢtır. 

Bu yeni ve literatürde oldukça az olan biyobelirteçle ilgili yapılan doktora tezinde 

oldukça hassas, tekrar üretilebilirliği çok iyi ve geniĢ bir tayin aralığında (0,1-100 fg/mL) 

ST2‟ nin analizini mümkün kılan bir biyosensör sistemi tasarlanmıĢtır.  

Gerçek serum örneklerinde de alınan sonuçlar, tasarlanan sensörün klinik uygulamalar 

için de potansiyelinin çok yüksek olduğunu doğrular niteliktedir.  
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Çizelge.4.21. Literatürde bildirilen çeĢitli ST2 biyosensörlerinin analitik özelliklerinin karĢılaĢtırılması 
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4.3. TnT Tayini için GeliĢtirilen Biyosensör Sistemi 

4.3.1. TnT biyosensörünün immobilizasyon adımlarının EIS ve CV ile yorumlanması 

 

 Kardiyovasküler hastalıkların en baĢında gelen akut miyokart enfarktüsüne yüksek 

oranda spesifik olan Troponin T (TnT) biyobelirtecinin tayinine yönelik geliĢtirilen 

biyosensördeki ilk adım daha önce Bölüm 3.3.1‟ de anlatılan temizlik iĢlemidir. Temizlik 

iĢleminin ardından yüzeyin modifikasyonu için HCl çözeltisinden yararlanılmıĢtır. GP 

elektrotların gece boyu HCl asit çözeltisinde bekletilmesi, yüzeylerindeki karboksil 

gruplarının aktifleĢerek reaksiyona girmelerini hızlandırmıĢtır. Böylelikle aktifleĢen karboksil 

grupları GP elektrot yüzeyinin immobilizasyona daha elveriĢli bir hale gelmesini sağlamıĢtır. 

Daha sonra anti-TnT‟ nin yüzeye bağlanmasında aracılık edecek olan EDC/NHS çifti 

kullanılmıĢtır. Fonksiyonel karboksil gruplarıyla (-COOH) amin grupları (-NH2) arasındaki 

etkileĢimi sağlayan bu vazgeçilmez çapraz bağlayıcı EDC/NHS sayesinde anti-TnT‟ nin 

immobilizasyonu gerçekleĢmektedir. Bu aĢamadan hemen sonra antikorun yüzeye bağlanması 

için anti-TnT‟ nin inkübasyon iĢlemi yapılmıĢtır. Ġmmobilizasyonun son aĢamasında ise 

açıkta kalan fonksiyonel grupları kapatarak spesifik olmayan bağlanmaları engellemek için 

BSA bloklama ajanı kullanılmıĢtır. Tüm bu adımlar EIS ve CV teknikleriyle takip edilmiĢtir. 

ġekil 4.31.A‟ daki EIS spektrumları incelendiğinde, temizlik iĢleminin ardından alınan GP 

elektrot ölçümü oldukça düĢük bir sinyale sahiptir. Bu durum elektrot yüzeyinin hem baĢarılı 

bir temizlik aĢamasından geçirildiğinin ve bu sayede elektrot yüzeyinde oluĢabilecek herhangi 

bir kontaminasyondan kaynaklı riskin önlendiğinin göstergesidir hem de buna bağlı olarak 

iletkenliğin bu aĢama da oldukça fazla olmasının belirtisidir. Yalın GP elektrodun EIS 

sinyalinden hesaplanan Ret değeri 17,81 ohm dur. Gece boyu HCl çözeltisi içerisinde 

kaldıktan sonra EIS ölçümündeki artıĢ, asit muamelesiyle birlikte yüzeyde baĢlayan kimyasal 

hareketlenmelerin hesaplanan Ret (27,48 ohm) değeriyle birlikte immobilizasyonun baĢarılı 

olduğunu kanıtlar niteliktedir. Ret değerleri arasındaki sayısal fark çok olmamasına rağmen, 

çok iletken bir yüzeyde ihmal edilemeyecek ölçüde önemlidir. Sonrasında EDC/NHS 

kimyasının yüzeyde gerçekleĢtirmiĢ olduğu çapraz bağlama sonrasında impedans sinyalinin 

artmasına bağlı olarak Ret değeri de artmıĢ ve 40,97 ohm olarak hesaplanmıĢtır. Burada 

EDC/NHS‟ nin karboksil gruplarını aktifleĢtirmesinin yanı sıra redoks probu ferri-ferro 

çözeltisinin negatif yükünden dolayı yüzeye difüze olmasının bir miktar engellenebileceği 

düĢünülmektedir. Anti-TnT‟ nin yüzeye immobilizasyonuyla birlikte biraz daha artan 

impedans sinyali, antikorun yüzeyde yalıtkan bir tabaka oluĢturarak difüzyonu engellemesiyle 
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açıklanabilmektedir. Anti-TnT‟ nin impedans sinyalinin yarım daire çapı olan yük transfer 

direnci 62,32 ohm olarak hesaplanmıĢtır. BSA‟ nın inkübasyonuyla birlikte yalıtkanlığı iyice 

artan elektrot yüzeyine analitin difüze olması daha da zorlaĢarak bu durum EIS spektrumuna 

sinyal artıĢı olarak yansımıĢtır. BSA adımına ait Ret değeri 99,12 ohm olarak hesaplanmıĢtır. 

 ġekil 4.31.C‟ deki CV voltamogramları incelendiğinde anodik ve katodik pik 

akımlarından yola çıkılarak değerlendirmeler yapılmıĢtır. Ġlk olarak temizlik iĢleminden sonra 

CV ölçümü alınan yalın GP elektrodun pik akımları oldukça düzgün ve de keskindir (Katodik 

pik akımı=1,200 mA, Anodik pik akımı=1,242 mA). HCl ile muamelesinden sonra alınan CV 

ölçümünde pik akımlarını bariz Ģekilde daraldığı gözlemlenmektedir (Katodik pik akımı= 660 

μA, Anodik pik akımı= 809,3 μA). EDC/NHS‟ nin inkübasyonundan sonra ise redoks 

probunun elektrot yüzeyine difüze olamamasına bağlı olarak bu voltamogramda da görüldüğü 

gibi pik akımları birbirine daha da yakınlaĢmıĢlardır (Katodik pik akımı= 456,5 μA, Anodik 

pik akımı= 480 μA). Anti-TnT‟ nin immobilizasyonuyla birlikte artan yalıtkanlıkla beraber 

pik akımlarında daha da düĢüĢ gözlenmiĢtir (Katodik pik akımı= 422,6 μA, Anodik pik 

akımı= 448,8 μA). Son olarak BSA‟ nın inkübasyonuyla birlikte daha da yalıtkanlaĢan yüzey 

difüzyonun engellenmesine bağlı olarak en düĢük pik akım değerlerine sahip immobilizasyon 

aĢamasıdır (Katodik pik akımı= 365,1 μA, Anodik pik akımı= 387,9 μA). 

TnT biyosensörünün immobilizasyonuna ait EIS spektrumları, her adıma ait olan Ret 

değerleri ve CV voltamogramları ġekil 4.31‟ de verilmiĢtir. 
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ġekil.4.31. TnT biyosensörüne ait immobilizasyon adımlarının (A) EIS verileri, (B) 

immobilizasyon basamaklarına ait Ret değerleri, (C) CV voltamogramları 
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4.3.2. TnT biyosensörünün optimizasyon basamakları 

4.3.2.1. HCl asit konsantrasyonunun optimizasyonu 

 

 Yüzeyin immobilizasyonu noktasında kritik bir role sahip olan HCl asit 

konsantrasyonunun optimum değerini belirleyebilmek için büyük bir titizlikle optimizasyon 

çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu optimizasyon çalıĢmasında 4 farklı konsantrasyon değeri ile 

(1 M, 1,5 M, 3 M ve 6,25 M)  HCl asidinin biyosensör üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. Bu 

amaca yönelik, ilk olarak düĢük konsantrasyon değerlerinden baĢlayarak 1 M HCl ile 

hazırlanan biyosensörle EIS ve CV ölçümleri alınmıĢtır. Alınan ölçümlerden elde edilen 

veriler incelendiğinde düĢük asit konsantrasyonunda yüzeyin immobilizasyonunun tam 

manada gerçekleĢemediği düĢünülmektedir. ÇalıĢma sırasında bütün immobilizasyon 

adımlarında birbirine çok yakın çıkan impedans sinyalleri bu ihtimali güçlendirmektedir. Bu 

nedenle bir sonraki konsantrasyon değeri 1,5 M HCl olarak seçilmiĢ ve bu konsantrasyon 

değerinde biyosensör hazırlanmıĢtır. EIS sinyallerinden hesaplanan Ret değerleriyle 

oluĢturulan ġekil 4.32‟ deki standart eğrisi incelendiğinde bir önceki konsantrasyona göre 

daha yüksek sinyallere sahip olduğu görülmektedir. Bir sonraki HCl konsantrasyonu  ise 3 M 

olarak seçilmiĢtir. Yapılan çalıĢma sonunda artan konsantrasyonla birlikte buna bağlı olarak 

standart eğrideki sinyallerinde arttığı açıkça görülmektedir. Optimizasyon için son tercih 

konsantrasyon değeri 6,25 M‟ lık HCl olarak belirlenmiĢtir. En yüksek sinyallere sahip olan 

bu konsantrasyon değeri optimum HCl konsantrasyonu olarak kabul edilmiĢtir. 6,25 M HCl‟ 

den daha deriĢik konsantrasyonlarda elektrot yüzeyi yoğun asit muamelesinden kaynaklı ciddi 

hasarlar görerek immobilizasyon için imkansız hale geldiğinden daha yüksek 

konsantrasyonlarda çalıĢma yapılamamıĢtır. HCl konsantrasyon optimizasyonuna ait standart 

grafikler ġekil 4.32‟ de ve bu standart grafiklere ait denklemler Çizelge 4.22‟ de verilmiĢtir. 
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ġekil.4.32.  HCl asit konsantrasyonunun TnT biyosensörünün cevabı üzerine etkisi 

 

Çizelge.4.22. HCl konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

 

4.3.2.2. Anti-TnT konsantrasyonunun optimizasyonu 

Anti-TnT‟ nin geliĢtirilen biyosensör cevabı üzerine etkisini araĢtırmak için 3 farklı 

konsantrasyonda (6,5 ng/mL, 13 ng/mL ve 26,6 ng/mL) optimizasyon çalıĢması yapılmıĢtır. 

Ġlk olarak 6,5 ng/mL anti-TnT konsantrasyonuyla biyosensör hazırlanarak EIS ve CV 

ölçümleriyle izlenmiĢtir. Elde edilen veriler, yapılan çalıĢma için düzgün sinyallere sahip bir 

standart eğri oluĢturmuĢtur. Ancak biyosensörün daha yüksek antikor konsantrasyonlarındaki 
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etkisini inceleyebilmek adına daha optimizasyon iĢlemlerine daha deriĢik anti-TnT 

konsantrasyonlarıyla devam edilmiĢtir. Bu sebeple bir diğer çalıĢma 13 ng/mL anti-TnT ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmanın sonunda elde edilen standart eğri incelediğinde 6,5 ng/mL ile 

arasındaki sinyal farklı net bir Ģekilde görülmektedir. Bu sonuçlardan yola çıkarak, 

biyosensörün immobilizasyonunun baĢarılı olmasıyla birlikte yük transfer direncine bağlı olan 

sinyal artıĢlarının da önemli ölçüde etkilendiği tespit edilmiĢtir. Sonraki konsantrasyon değeri 

ise 26,6 ng/mL olarak seçilmiĢtir. Seçilen bu konsantrasyon için yapılan çalıĢmanın sonuçları 

incelediğinde beklenenin aksine EIS sinyallerinde bir düĢüĢ meydana gelmiĢtir. Bunun 

sebebinin anti-TnT antikorunun yüzeyde doygunluğa ulaĢmasıyla birlikte aktivitesinin 

azalmasının bağlı bir sinyal düĢüĢü olabileceği düĢünülmektedir. Tüm bu nedenler göz 

önünde bulundurularak optimum anti-TnT konsantrasyonu 13 ng/mL olarak belirlenmiĢtir. 

Anti-TnT konsantrasyon optimizasyonuna ait standart grafikler ġekil 4.33‟ te ve bu standart 

grafiklere ait denklemler Çizelge 4.23‟ de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.33. Anti-TnT konsantrasyon optimizasyonunun biyosensörün cevabı üzerine etkisi 
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Çizelge.4.23. Anti-TnT konsantrasyon optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

 

4.3.2.3. Anti-TnT inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 Anti-TnT antikorunun optimum konsantrasyon değeri belirlendikten sonra elektrot 

yüzeyindeki inkübasyon süresinin de belirlenebilmesi için optimizasyon çalıĢması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmaya yönelik 3 farklı süre de (30, 45 ve 60 dakika)  biyosensör 

hazırlanarak EIS ve CV ölçümleriyle takip edilmiĢlerdir. Her bir süre için ayrı ayrı yapılan 

çalıĢmalardan elde edilen veriler doğrultusunda ġekil 4.34‟ te verilen, biyosensörlere ait 

standart grafikler oluĢturulmuĢ ve birbirleriyle kıyaslanmıĢtır. Standart eğriler incelendiğinde 

en düĢük sinyallerin 45 dakikalık inkübasyon süresine ait olduğu görülmektedir. 60 ve 30 

dakikalık inkübasyon sürelerinde ise sinyaller birbirine çok yakındır. Bu nedenle tasarlanan 

biyosensörün pratikliği açısından zaman tasarrufu göz önünde bulundurularak optimum anti-

TnT inkübasyon süresi 30 dakika olarak seçilmiĢtir. Anti-TnT için inkübasyon süresinin 

belirlenmesine yönelik yapılan optimizasyonunun standart grafiklerine ait denklemler Çizelge 

4.24‟ de verilmiĢtir 

         Çizelge.4.24. Anti-TnT süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 
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ġekil.4.34. Anti-TnT inkübasyon süresi optimizasyonunun biyosensörün cevabı üzerine etkisi 

 

4.3.2.4. TnT inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 GeliĢtirilen biyosensörün son optimizasyon çalıĢması TnT biyobelirtecinin inkübasyon 

süresinin belirlenmesidir. Bu çalıĢma için de yine 3 farklı süre de (30, 45 ve 60 dakika) 

çalıĢma yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmaların EIS ve CV ölçümler alınmıĢtır. Biyosensörlerin EIS 

verilerinden elde edilen Ret değerleriyle yapılan hesaplamalar sonucunda ġekil 4.35‟ teki 

standart grafikler oluĢturulmuĢtur. Biyosensörlere ait standart eğriler incelendiğinde 3 çalıĢma 

içinde sonuçların neredeyse birbirleriyle çakıĢık çıktığı görülmektedir. Bu sonuçlara göre 

tasarlanan biyosensörü kısa sürede hazırlanmasıyla pratikliğini öne çıkaracak olan 30 dakika 

TnT biyobelirteci için optimum inkübasyon süresi olarak seçilmiĢtir. TnT için inkübasyon 

süresinin belirlenmesine yönelik yapılan optimizasyonunun standart grafiklerine ait 

denklemler Çizelge 4.25‟ de verilmiĢtir 
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ġekil.4.35. TnT inkübasyon süresi optimizasyonunun biyosensörün cevabı üzerine etkisi

  

Çizelge.4.25. TnT süre optimizasyonunun grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 
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4.3.3. TnT biyosensörünün karakterizasyon çalıĢmaları 

4.3.3.1. TnT biyosensörünün kalibrasyon grafiği 

 

Tüm optimizasyon iĢlemleri tamamlandıktan sonra, geliĢtirilen biyosensörün artan 

konsantrasyonlarında hazırlanan TnT biyobelirteci EIS ve CV teknikleriyle tayin edilmiĢtir. 8 

farklı konsantrasyon değeri belirlenerek yapılan bu çalıĢma da geliĢtirilen biyosensörün 

hassas TnT tayinine yönelik bir lineer aralık belirlenmiĢtir. Tasarlanan sensörün yapılan 

çalıĢmalar sonrasında tayin aralığı 0,5 – 1000 fg mL
-1

 olarak saptanmıĢtır. GeliĢtirilen 

immünosensör femtogram gibi oldukça konsantrasyon seviyesinde ve geniĢ bir tayin 

aralığında TnT‟ nin analizini gerçekleĢtirebilmektedir. TnT biyosensörünün kalibrasyon 

grafiği ve bu kalibrasyon grafiğine ait EIS spektrumu, CV voltamogramı ġekil 4.23‟ te 

verilmiĢtir. Ayrıca LOD ve LOQ değerleri de sırasıyla 1,28 fg mL
-1

 ve 4,29 fg mL
-1

  olarak 

hesaplanmıĢtır. TnT‟ nin artan konsantrasyonlar da değiĢen impedimetrik verileri Çizelge 

4.26‟ da verilmiĢtir. 

 

 

     Çizelge.4.26. Artan TnT konsantrasyonlarına bağlı olarak değiĢen impedimetrik veriler 
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ġekil.4.36. Tasarlanan biyosensörün artan TnT konsantrasyonuyla elde edilen (A) 

Kalibrasyon grafiği, (B) EIS verileri, (C) CV voltamogramları 
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4.3.3.2. TnT biyosensörünün tekrarlanabilirliği 

 

 TnT biyosensörünün tekrarlanabilirlik çalıĢması için 20 farklı elektrot aynı koĢullar 

altında hazırlanıp aynı konsantrasyon değerinde (50 fg/mL) TnT ile inkübe edilerek EIS 

ölçümlerinin alınmasıyla gerçekleĢtirilirmiĢtir. Her bir elektroda ait EIS ölçümlerinden elde 

edilen Ret değerleri ġekil.4.36.A‟ daki kalibrasyon denkleminde kullanılarak biyosensörün 

ortalama değeri 50,3625 fg/mL, standart sapma değeri 1,045 fg/mL ve varyasyon katsayısı % 

2,07 olarak hesaplanmıĢtır. 

4.3.3.3. TnT biyosensörünün tekrar üretilebilirliği 

 

Biyosensörün tekrar üretilebilirlik çalıĢması için optimum koĢullarda hazırlanan 

elektrotlarla farklı zaman dilimlerinde çalıĢılmıĢtır. TnT‟ nin artan konsantrasyonlarıyla 

belirlenen tayin aralığında ölçüm alınarak gerçekleĢtirilen tekrar üretilebilirlik çalıĢması için 

10 adet biyosensör hazırlanmıĢtır. Hazırlanan biyosensörlerin EIS verilerindeki Ret 

değerlerinden her bir biyosensöre ait standart grafikler elde edilmiĢ ve birbirleriyle 

kıyaslanmıĢlardır. Ayrıca biyosensörün tekrar üretilebilirlik çalıĢması kapsamında eğim ve 

intersept değerlerinin relatif standart sapmaları da sırasıyla %2,98 ve %5,87 olarak 

hesaplanmıĢtır. TnT biyosensörüne ait tekrar üretilebilirlik sonuçları ġekil 4.37‟ de, standart 

grafiklere ait regresyon üzerindeki belirleme katsayıları ve denklemleri ise Çizelge 4.27‟ de 

verilmiĢtir. 

 

ġekil.4.37. TnT biyosensörünün tekrar üretilebilirlik çalıĢmalarına iliĢkin kalibrasyon 

grafikleri. (n=10) 
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Çizelge.4.27. TnT biyosensörünün tekrar üretilebilirliği grafiklerinin R
2
‟ leri ve denklemleri 

 

4.3.3.4. TnT biyosensörünün tekrar kullanılabilirliği (rejenerasyon) 

 

Tasarlanan biyosensörün karakterizasyon çalıĢmaları kapsamında hem elektrot 

yüzeyinin stabilitesini incelemeye yönelik hem de rutin kullanımlarda biyosensörün 

maliyetini oldukça düĢürecek olan tekrar kullanılabilirlik çalıĢması yapılmıĢtır. Bu çalıĢma, 

TnT bağlanmıĢ olan elektrot yüzeyinin 10 mM HCl asit çözeltisinin içerisinde 5 dakika 

bekletilerek, bağlanan proteinin yüzeyden uzaklaĢtırılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

iĢlemden sonra aynı yüzeye tekrar belli bir konsantrasyondaki TnT (50 fg/mL) inkübe 

edilerek EIS ölçümü alınmıĢtır. Bu iĢlem yüzeyin protein bağlayabilme aktivitesinin yüksek 

oranda azalması veya tamamen kaybetmesine kadar devam etmiĢtir. TnT biyosensörü içinse 

bu durum 20 defa gerçekleĢtirilmiĢtir. 17. Bağlanmaya kadar aktivitesinin büyük çoğunluğunu 

koruyarak TnT‟ nin tayinini gerçekleĢtirebilmiĢtir. Ancak 20. bağlanmada aktivitesinin büyük 

bir kısmını kaybetmesiyle birlikte iĢlem sonlandırılmıĢtır. Kullan-at elektrotlarla tasarlanan 

TnT biyosensörü için bu tekrar kullanılabilirlik sonuçları oldukça iyidir. Biyosensörün 

maliyeti noktasında ciddi farklılarla avantaj sağlayabilecek bu üstünlük, klinikteki 
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uygulamalar için de aranan bir özelliktir. TnT biyosensörünün tekrar kullanılabilirlik 

çalıĢmasına ait grafik ġekil 4.38‟ te verilmiĢtir. 

 

ġekil.4.38. TnT biyosensörünün tekrar kullanılabilirlik çalıĢmasının grafikteki görünümü 

 

4.3.3.5. TnT biyosensörünün sabit frekansta impedans analizi 

 

Sabit frekansta impedans tekniğiyle tasarlanan TnT biyosensöründe, anti-TnT ile TnT 

arasındaki kinetik bağlanmayı incelemek mümkündür. ġekil 4.39.A‟ daki Bode grafiğinden 

(Bölüm.4.1.3.5) belirlenen sabit frekans değeri 45,07 Hz de sabit frekansta impedans ölçümü 

zamanın ve faz açısının fonksiyonları olarak ölçülmüĢtür. TnT biyosensörünün sabit frekansta 

zamana bağlı impedans değiĢimi ġekil 4.39.B‟ de verilmiĢtir. ġekil 4.39.B‟ de görülen pembe 

eğri sabit frekansta alınan impedans ölçüsünü, mavi eğri ise faz açısı ölçümünü ifade 

etmektedir. pH 7,0 fosfat tamponu içerisinde gerçekleĢen bu iĢlemde TnT biyobelirtecinin 

zamana karĢı bağlanması net bir Ģekilde görülmektedir. YaklaĢık 1000 ks (17 dk) civarında 

TnT‟ nin doygunluk noktasına eriĢerek ölçüm tamamlanmıĢtır. 
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4.3.3.6. TnT biyosensörünün kare dalga voltametrisi ile analizi 

 

EIS ve CV tekniklerinin yanı sıra, geliĢtirilen biyosensör kare dalga voltametrisiyle de 

tayin gerçekleĢtirmiĢtir. Bu çalıĢma için SWV frekansı 25 Hz olarak seçilip, potansiyel aralığı 

olarak -0,2/0,7 V olarak belirlenerek ST2‟ nin artan konsantrasyonlarında ölçüm alınmıĢtır. 

Alınan ölçümlerin hesaplamaları yapılırken 4.5 bağıntısındaki denklem kullanılmıĢtır. 

 

ΔIdif= ΔIdif (BSA) – ΔIdif (TnT)                                                                                    (4.5)     

 

ġekil 4.40 optimum koĢullarda 0,5 fg – 1000 fg mL
-1

 tayin aralığındaki TnT ölçümüne 

ait kare dalga voltamogramlarını ve kalibrasyon grafiğini göstermektedir. 

 

 



115 

 

 

ġekil.4.39. TnT biyosensörünün sabit frekansta impedans ölçümüne ait (A) Bode grafiği, (B)  

SFI spektrumu (pembe; sabit frekansta EIS ölçümü, mavi; faz açısı ölçümü) 
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ġekil.4.40. TnT biyosensörüne ait (A) kare dalga voltametrisi ve (B) kalibrasyon grafiği 
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4.3.3.7. TnT biyosensörünün yüzey alanının hesaplanması 

 

Yapılan immobilizasyon iĢlemlerinde elektrot yüzey alanının ne kadar kaplandığını 

hesaplayabilmek adına dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak, Laviron eĢitliği yardımıyla 

elektrodun kaplanmıĢ olan yüzey alanı hesaplanmıĢtır. Bu çalıĢma için 10 farklı tarama 

hızında (10 mV, 20 mV, 30 mV, 40 mV, 50 mV, 60 mV, 70 mV, 80 mV, 90 mV ve 100 mV) 

dönüĢümlü voltametri de ölçümler alınmıĢtır. Alınan ölçümler sonrasında elde edilen verilerle 

yapılan hesaplamalar Laviron eĢitliğinde (Bölüm 4.1.3.7) yerine konarak sonuçlar elde 

edilmiĢtir. 

4.3 bağıntısındaki eĢitlikten yararlanılarak hesaplanan sonuçlar değerlendirildiğinde 

baĢlangıçta 1,5x10
-8

 mol cm
-2

 olarak hesaplanan GP yüzeyi, anti-TnT bağlandıktan sonra 

3,7x10
-8 

mol cm
-2

 olarak hesaplanmıĢtır. Bu hesaplanan analitiksel veriler ıĢığında Anti-TnT‟ 

nin yüzey immobilizasyonunun gerçekleĢtiği doğrulanmıĢtır. 

4.3.3.8. TnT biyosensörünün raf ömrü 

 

Tasarlanan sensörün uzun ömürlü bir depo kararlılığına sahip olabilmesi hiç Ģüphesiz 

bir avantajdır. Bu durum hem geliĢtirilen sensörün stabilitesi için hem de klinik 

uygulamalarda tercih edilmesini sağlayacak bir özellik olmasından dolayı sensörün 

karakterizasyon çalıĢmaları kapsamında incelenmiĢtir. GeliĢtirilen sensörün raf ömrünü 

belirleyebilmek için, immobilizasyon iĢlemleri tamamlanmıĢ sensörler TnT tayinini 

gerçekleĢtirene kadar +4 °C de muhafaza edilmiĢtir. Her hafta bir sensör olmak üzere 

toplamda 7 hafta boyunca tayin aralığı içerisinden belirlenen bir konsantrasyon değerinde (50 

fg/mL) TnT inkübasyonu sonra EIS ölçümü alınmıĢtır. Alınan ölçümlerden elde edilen Ret 

değerleri ġekil 4.36.A‟ daki kalibrasyon grafiği denkleminde yerine konularak hesaplamalar 

yapılmıĢtır. ġekil 4.41‟ de TnT biyosensörünün depo stabilitesine ait 7 haftalık performansını 

özetleyen grafik yer almaktadır. Grafikte tasarlanan biyosensörün 5 hafta boyunca aktivitesini 

yüksek oranda koruduğu gözlemlenirken 6. ve 7. haftalarda ise bu aktivitenin bir miktar 

azaldığı görülmektedir. Kimyasal bir modifikasyonla tasarlanan TnT biyosensörünün 7 

haftalık zaman dilimi boyunca toplam aktivite kaybı % 20,84 olarak hesaplanmıĢtır. 

Toplamda yaklaĢık 50 güne karĢılık gelen biyosensörün raf ömrü pratik uygulamalar için de 

uygun niteliktedir.  
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ġekil.4.41. TnT biyosensörünün depo kararlılığı denemelerine iliĢkin aktivite değerleri 

 

4.3.3.9. TnT biyosensörünün SEM  görüntüleri 

Tasarlanan TnT biyosensörünün immobilizasyon adımları sonrasındaki yüzey 

morfolojisi SEM tekniğiyle incelenmiĢtir. Biyosensöre ait SEM görüntüleri ġekil 4.42‟ de 

verilmiĢtir. Ġlk olarak ġekil 4.42.A‟ da görülen SEM görüntüsü temizlik aĢamasından sonraki 

GP elektrot yüzeyine aittir. Hiçbir immobilizasyon iĢlemi olmayan yüzey düz bir tabaka 

Ģeklinde görüntülenmiĢtir. ġekil 4.42.B‟ de ise elektrot yüzeyinin HCl asitle muamelesinden 

sonra çekilen SEM görüntüsü yer almaktadır. Bir önceki temiz elektrot yüzeyinin SEM 

görüntüsüyle karĢılaĢtırıldığında asit muamelesinden sonra yüzeydeki değiĢim çok açık bir 

Ģekilde görülmektedir. ġekil 4.42.C‟ de ise karboksil gruplarını aktifleĢtirmek için kullanılan 

EDC/NHS çiftinin yüzeye immobilizasyonundan sonra, yüzeyde daha da yoğun oluĢan 

grupların bulunduğu SEM görüntüsü yer almaktadır. ġekil 4.42.D, GP elektrot yüzeyine anti-

TnT‟ nin kovalent bağlanmasıyla birlikte yüzey morfolojisindeki değiĢimi gösteren SEM 

görüntüsüdür. Görüntü incelediğinde yüzeyde oldukça yoğun bir Ģekilde istiflenmiĢ yapıların 

varlığı görülmektedir. ġekil 4.42.E‟ de ise spesifik olmayan etkileĢimlerin önüne geçmek için 

kullanılan BSA‟ nın immobilizasyonu sonrası alınan SEM görüntüsü mevcuttur. Son olarak 

ġekil 4.42.F‟ de de TnT‟ nin inkübasyonuyla birlikte yüzeyde oluĢan morfolojik değiĢikliğe 

ait SEM görüntüsü yer almaktadır. Bu görüntüde yüzeydeki cisimler bir taĢı anımsatmaktadır. 
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ġekil.4.42. TnT biyosensörünün SEM görüntüleri. (A) Yalın GP, (B) HCl, (C) EDC-NHS, 

(D) Anti-TnT, (E) BSA, (F) TnT 

 

4.3.3.10. TnT biyosensörünün serum örneklerinde uygulanabilirliğinin araĢtırılması 

 

GeliĢtirilen biyosensörün klinik uygulamalar için kullanılabilirliğini incelemek adına 

farklı kiĢilerden alınan insan serum örneklerine standart ekleme yöntemi kullanılarak TnT 
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tayini yapılmıĢtır. TnT‟ nin farklı konsantrasyon değerlerinin ( 10 fg/mL ve 100 fg/mL) serum 

örneğine eklenmesiyle gerçekleĢtirilen çalıĢma sonrasında EIS verileri elde edilmiĢtir. Bu 

veriler için kalibrasyon grafiğinin denkleminden yararlanılarak yapılan her bir serum 

çalıĢması için bağıl standart sapma (RSD) ve geri kazanım yüzdeleri hesaplanmıĢtır. Serum 

örnekleriyle gerçekleĢtirilen çalıĢma için yapılan hesaplamaların sonuçları Çizelge 4.28‟ de 

verilmiĢtir.  

 

Çizelge.4.28. TnT biyosensörünün gerçek serum örneklerinde tayini 

 

 

Standart ekleme yöntemi TnT‟ nin serumdaki tayin aralığına uygun olacak Ģekilde 

gerekli  seyreltme iĢlemleri yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir (Anonim 2018). 
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4.3.3.11. TnT biyosensörünün Kramers-Kronig Transform karakterizasyonu 

 

Kramers-Kronig transformu tasarlanan biyosensörün EIS ölçümleri sırasında herhangi 

bir dıĢ etkenden etkilenip etkilenmediğini ve buna bağlı olarak sapmaların meydana gelip 

gelmediğini incelemek için kullanılan bir yöntemdir (Bölüm 4.1.3.11). TnT biyosensörünün 

immobilizasyon aĢamaları için ġekil 4.43‟ de yer alan impedans spektrumlarının fitlenmiĢ 

görüntüsü yer almaktadır. Çizelge 4. 29‟ da ise bu fitlenmiĢ spektrumlara ait Kramers-Kronig 

transform değerleri verilmiĢtir. 

 

 

ġekil.4.43. TnT biyosensörün Kramers-Kronig Transform fit spektrumları 

  Çizelge.4.29. TnT biyosensörüne ait Kramers-Kronig fit değerleri 
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4.3.3.12. TnT biyosensörünün literatürdeki yeri 

 

Tasarlanan biyosensörün literatürde bildirilen çeĢitli TnT sensörleriyle analitik olarak 

kıyaslandığı çalıĢmalar Çizelge 4.30‟ da verilmiĢtir. 

Akut miyokart enfarktüsünün spesifik biyobelirteci olan TnT‟ nin tayini oldukça 

önemlidir. Bu nedenle literatürde bu önemli biyobelirtecin analizini gerçekleĢtirmeye yönelik 

bir çok sensör bulunmaktadır. Ancak bu sensörler çoğu zaman daha pahalı tekniklerle ve daha 

düĢük hassasiyette üretilmiĢlerdir.  

Bu doktora tezi kapsamında geliĢtirilen TnT biyosensör sistemi hem çok pratik bir 

immobilizasyon prosedürüyle, hem GP gibi maliyeti düĢük çalıĢma elektrotlarını kullanarak 

EIS ve CV gibi oldukça hassas elektrokimyasal yöntemlerle tasarlanmıĢtır. Bunun yanı sıra 

0,5 – 1000 fg/mL gibi geniĢ bir tayin aralığında TnT analizini mümkün kılan bu sensör 

sistemi, kan serumunda gerçekleĢtirilen çalıĢma sonrasında da umut vadeden  sonuçlar 

vermiĢtir.  
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Çizelge.4.30.Literatürde bildirilen çeĢitli TnT biyosensörlerinin analitik özelliklerinin karĢılaĢtırılması 
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5. SONUÇ 

Son yıllarda kardiyovasküler hastalıkların sebep olduğu ölüm oranlarındaki dramatik 

artıĢ, bilim dünyasının yönünü, bu hastalıkların oluĢmasının altında yatan nedenlerin  

araĢtırılmasına ve tedavilerine yönelik erken teĢhisle ilgili çalıĢmaların daha yoğun olarak 

gerçekleĢtirilmesine çevirmiĢtir. Kardiyovasküler hastalıklar, her yaĢtaki insan grubunda 

olmakla beraber ilerleyen yaĢlarda daha sık görülmektedir. Her ne kadar içinde 

bulunduğumuz yüzyılda tıp ve teknoloji alanındaki geliĢmeler çok ilerlemiĢ olsa da bu 

hastalıklarla ilgili tedavi yöntemleri hala çok yüksek maliyetlerle yapılmaktadır. Hatta çoğu 

zaman kardiyovasküler hastalık türleri olan; kalp yetmezliği, ateroskleroz veya kalp krizi gibi 

ciddi durumlarda hastanın normal yaĢamını tehdit eden vakalarda kiĢinin bütçesiyle 

karĢılayamayacağı oranda yüksek maliyetli tedaviler söz konusu olmaktadır. Bu nedenle 

erken teĢhis çok büyük önem arz etmektedir. Hastalığın erken teĢhisiyle birlikte uygulanacak 

tedavinin baĢarısı ve hastanın yaĢama Ģansının artmasına katkı sağlanacağı düĢünülmektedir.  

Kardiyovasküler hastalıkların erken teĢhisine yönelik biyosensör sistemleri tasarlanırken, 

tasarlanan biyosensörün; tek kullanımlık, yüksek hassasiyette ve geniĢ tayin aralıklarında 

ölçümleme kapasitesine sahip, yenilikçi materyallerle modifiye edilebilen, maliyeti düĢük, 

depo kararlılığı için yüksek aktivite sergileyebilen ve en mühimi kandan alınan serum 

örneğinde hedef analitine cevap verebilen sensörler olması hedeflenmiĢtir. Bu hedef 

doğrultusunda kardiyovasküler hastalıklara spesifik 3 farklı biyobelirteç (CK, ST2 ve TnT) 

için biyosensör sistemi tasarlanmıĢtır. Elektrokimyasal temelli olarak geliĢtirilen tüm bu 

biyosensör sistemlerinde grafit kağıt elektrottan faydalanılmıĢtır. Biyosensörler EIS, CV, 

SWV gibi elektrokimyasal tekniklerin yanı sıra zamana karĢı impedans değiĢimini 

gözlemleyebildiğimiz "sabit frekansta impedans" tekniği ile de takip edilerek geliĢtirilmiĢtir. 

SFI tekniği literatüre bizim çalıĢma grubumuzun öncülüğüyle kazandırılmıĢtır. Bizim 

çalıĢmalarımız haricinde literatürde bu teknikle ilgili herhangi bir çalıĢma mevcut değildir. 

Kreatin kinaz (CK) koroner iskemiye bağlı olarak miyokart hasarı sonucu kanda 

yükselme gösteren enzim temelli bir biyobelirteçtir. CK akut miyokart enfarktüsünün (kalp 

krizi) erken teĢhisi sırasında kullanılan en önemli enzimatik biyobelirtecidir. Bunun için 

yüksek hassasiyette bir CK biyosensörü tasarlanması hedeflenmiĢtir. CK biyosensörü 

tasarlanırken yüzeyin modifikasyonu sırasında GOPE gibi herhangi bir çapraz bağlayıcıya 

gerek duymadan silanlama iĢlemiyle immobilizasyon yapabilen yenilikçi materyallerle 

çalıĢılmıĢtır. Ayrıca yapılan çalıĢmalar neticesinde, CK biyosensörünün 0,1 pg/mL – 50 

pg/mL tayin aralığında pikogram (10-
12

) gibi düĢük konsantrasyon seviyesinde ve 500 kat 



125 

 

aralıkta analiz yapabildiği saptanmıĢtır. Gerçek serum örneklerinde de hedef proteinine cevap 

verebilen CK sensörü tarafımızdan bilimsel literatüre kazandırılmıĢtır. 

Suppression of Tumorigenicity 2 interlökin-1 (IL-1) reseptör ailesinin bir üyesidir ve 

akut miyokart enfarktüsünden sonra serumdaki seviyesinde belirgin artıĢlar görülmektedir. 

ST2 biyosensörü tasarlanırken, yüzeyin modifikasyonu için geleceğin en çok umut vadeden 

materyallerinden biri olan fulleren C60 dan yararlanılmıĢtır. Karbon atomlarının mükemmel 

dizilimiyle kusursuz bir molekül yapısına sahip fulleren ailesinin bu en küçük kararlı yapısı 

biyosensörün immobilizasyonu için tercih edilmiĢtir. Tasarlanan ST2 sensörü bir önceki 

geliĢtirilen CK sensöründen daha geniĢ ve daha hassas bir tayin aralığında ölçüm yapabilecek 

Ģekilde geliĢtirilmiĢtir. Bu sayede sensör 0,1 fg/mL – 100 fg/mL aralığında ST2 tayinini 

gerçekleĢtirebilmektedir. Femtogram seviyesinde (10
-15

) tayin yapabilecek düzeyde tasarlanan 

bu biyosensör gerçek serum örneklerinde de aynı baĢarıyı sağlayarak ölçüm yapabilmiĢtir. 

Troponin T (TnT), iskelet kası ve kalp miyositlerinde aktin ve miyozin arasındaki 

iliĢkiyi düzenlemekle görevli olan yapısal bir proteindir. TnT miyokart enfarktüsü için 

oldukça hassas bir biyobelirteçtir. Normal insan serumunda çok düĢük ya da sıfır olan TnT, 

akut miyokart enfarktüsünden sonra belirgin Ģekilde artar ve diğer kardiyak 

biyobelirteçlerinin içerisinde en spesifik olarak kabul edilen TnT‟ nin bu yükseliĢi patolojik 

olarak kabul edilir. TnT biyosensörünün dizaynı için direk asitle muamele edilerek 

gerçekleĢtirilen oldukça pratik bir immobilizasyon süreci tercih edilmiĢtir. Kısa sürelerde 

hazırlanarak TnT‟ nin oldukça hassas analizini mümkün kılan bu sensörün tayin aralığı 0,5 

fg/mL – 1000 fg/mL olarak belirlenmiĢtir. Akut miyokart enfarktüsüne spesifik olan bu 

biyobelirteç için tasarlanan TnT sensörü daha önce geliĢtirilmiĢ olan CK ve ST2 

biyosensörlerinin her ikisinden de daha geniĢ bir tayin aralığına sahiptir. Gerçek serum 

örneklerinde yapılan TnT biyobelirtecinin analizinde de oldukça güzel yanıtlar alınmasını 

sağlayan TnT biyosensör sistemi, tek kullanımlık, düĢük maliyetli elektrotlarla tasarlanan bir 

biyosensör olarak literatüre katkı sağlamıĢtır.  

 Doktora tezinin hedeflenen doğrultusunda tasarlanan kardiyovasküler hastalıkların 

tayinine yönelik 3 farklı biyosensör sistemi geliĢtirilmiĢtir. Sensörler tasarlanırken yenilikçi 

materyallerle, literatüre katkı sağlayacak üstünlükte ve klinikte uygulanmasına yönelik olarak 

tasarlanmaya çalıĢılmıĢtır. Her bir sensör için ayrı ayrı yapılan tüm immobilizasyon, 

optimizasyon ve karakterizasyon aĢamaları göstermiĢtir ki tasarlanan sensörlerin; 

hassasiyetleri, düĢük konsantrasyon seviyelerinde ve geniĢ tayin aralıklarında analiz 
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yapabilmeleri, uzun raf ömrüne sahip olmaları, yenilikçi materyallerle pratik hazırlık 

aĢamalarıyla üretilmeleri gibi bir çok avantaja sahip olmalarından dolayı klinik olarak 

kullanılabilirlikleri adına umut vadetmektedir.   
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