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ÖZET 

 

 

Küçük Molekül Yapılı Analitlerin Piezoelektrik İmmunobiyosensörler ile 

Tespitinde Duyarlık Geliştirilmesi  

Amaç: Toksinler, pesitisitler, organik toksik kimyasallar ve farmasötikler olarak 

günlük hayatta sıkça karşımıza çıkmakta olan küçük moleküllerin (analit), sağlık ve çevre 

üzerindeki zararlı etkileri nedeniyle izlenmelerine yönelik düzenlemeler yapılmıştır. Bu 

tür moleküllerin insan ve hayvan sağlığı ve çevre üzerine  olumsuz etkilerinin önüne 

geçilmesi için etkin bir şekilde izlenmelerinde kullanılan rutin analitik sistemlere kıyasla, 

biyosensörler alanda hassas, kolay ve hızlı tarama imkânları sunabilmektedirler. 

Biyosensörlerin sağlayacakları olumlu sonuçlara bağlı olarak yaygınlaştırılmaları 

amacıyla analitik yöntemlerle karşılaştırıldıklarında, özellikle küçük moleküllerin 

tespitinde duyarlık açısından sınırlılıkları olduğu görülmektedir. Bu nedenle küçük 

moleküler yapıya sahip analitlerin, laboratuvar odaklı analitik cihazlara bağımlılığın 

azalarak yerinde hızlı bir şekilde tespitine yönelik biyosensör geliştirme  çalışmaları 

analizlerin sıklaşması ve izlemenin yaygınlaşması açısından önem taşımaktadır. Bu 

çalışmada, önemli gıda kirleticileri olan küçük kimyasal yapılı mikotoksinlerin, gıda ve 

yem örnekleri laboratuvara taşınmadan yerinde tespitine yönelik piezoelektrik 

immünobiyosensörlerle duyarlılığı artırabilecek yöntem geliştirilmesi hedeflenmiştir.  

Yöntem: Yöntem geliştirme çalışmaları kapsamında antikor immobilizasyonu, 

analit-protein konjugatı immobilizasyonu ve analitin kovalent olarak immobilizasyonu 

stratejileri değerlendirilmiştir. Ardından duyarlık geliştirilmesi amacıyla antikorun 

PBM321 dendronuna konjugasyonu ile ağırlaştırılması ve valensisinin artırılması ile 5 

MHz QCM’e göre daha yüksek frekansta ölçüm yapabilen 120 MHz Love wave ölçüm 

platformu kullanılması stratejileri değerlendirilmiştir. Çalışmada, mikotoksinler içinde en 

yüksek toksisiteye sahip  AFB1 ve OTA küçük analit modeli olarak seçilmiş ve Anti-

AFB1 ve Anti-OTA antikorları kullanılarak tespit edilmelerine yönelik yöntem 

geliştirilmiştir.  

Bulgular: Ölçüm platformu olarak 5 MHz QCM kullanılarak 17,2 ppb hassasiyetle 

OTA immünosensörü geliştirilmiştir. Küçük analitlerin tespitinde duyarlılığın 
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artırılmasına yönelik gerçekleştirilen diğer çalışmada ise, Ertekin ve diğerleri (2016) 

tarafından 5 MHz QCM ile 1,25 ppb olarak geliştirilen AFB1 belirleme duyarlılığı, 120 

Mhz Love wave ölçüm platformu kullanılarak 0,25 ppb’ye, PBM321 konjugasyonu ile 

0,0002 ppb’ye kadar düşürülmüştür.  

Sonuç: AFB1 gibi küçük bir kimyasalın piezoelektrik biyosensörlerle tespitinde 

6250 kat daha yüksek duyarlığa ulaşılmıştır.  

Bu çalışma TÜBİTAK MAM Tarafından “Çoklu Toksin Deteksiyonu Sağlayan 

Biyosensör Geliştirilmesi (MAMBİYOSENS 5133101) Projesi” ile desteklenmiştir. 

Anahtar Sözcükler: Küçük molekül, biyosensör, AFB1, OTA, piezoelektrik 
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ABSTRACT 

 

 

Enhancement of Sensitivity in Detection of Small Molecules With Piezolectric 

Immunobiosensors 

Objective: Small molecules are widely encountered analytes in daily life and 

divided into four main classes such as toxins, pesticides, organic toxic chemicals and 

pharmaceuticals. Although there are regulations for monitoring of many small molecules 

due to their impact on health and environment; sensitive, easy and fast on-site detection 

devices such as biosensors need to be developed and generalised for effective monitoring 

and prevention of these molecules. However many biosensor studies have limitations in 

detection of small molecules when compared to analytical methods. Thus studies 

focusing on enhancement of sensitivity in detection of small molecules with biosensors 

provide the advantage of lower dependency to laboratory based analytical devices and 

generalisation of monitoring.  

Method: This study consists of two parts as method development and enhancement 

of sensitivity for detection of small molecules with piezoelectric immunobiosensors. 

Within the context of method development immobilization of antibody, analyte-protein 

conjugate and analyte was evaluated. Then mass and valency of the antibody was 

increased by conjugation to PBM321 and measurements were made by using 120 MHz 

Love Wave that can make measurements at higher frequencies when compared to 5MHz 

QCM in order to enhance the sensitivity. 5 MHz QCM was used in the studies carried for 

detection of selected model mycotoxins AFB1 and OTA by using Anti-AFB1 and Anti-

OTA.  

Results: In this study OTA immunobiosensor was developed and limit of detection 

for this biosensor was calculated as 17.2 ppb. Ertekin et. al. (2016) developed a biosensor 

for detection of AFB1 by using 5 MHz QCM and the limit of detection for this biosensor 

was found as 1.25 ppb. Within the scope of this study, this value was lowered to 0.25 ppb 

by use of 120 Mhz Love wave platform and to 0,0002 ppb by conjugation of antibody to 

PBM 321.  
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Conclusions: As aimed and motivated, 6250 times more sensitive piezoelectric 

biosensor was developed for detection of small molecules.  

This study is supported by TUBITAK MRC by the project “Development of 

Biosensor for Multiplex Toxin Detection (MAMBİYOSENS 5133101). 

Keywords: Small molecules, biosensor, AFB1, OTA, piezoelectric  
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1. GİRİŞ 

Hızlı nüfus artışı tüm dünyada sağlık, beslenme, güvenlik, çevre sorunlarını ön plana 

çıkarmakta, insan sağlığı için risk oluşturan tehdit unsuru bakteri, virüs, toksin ve diğer 

mikrokirleticiler gibi dış etkenlerin yanı sıra vücutta hastalık belirteci olarak kullanılan 

enzim, protein gibi maddelerin kan, serum, idrar gibi örneklerde tespitine yönelik analizler 

yapılmaktadır. Gıda üretiminde verimi artırmak, daha besleyici ve sağlıklı gıda üretmek 

amacıyla, biyoteknolojik gelişmelerle gıdalar yeniden tasarlanmakta, insan ve hayvan 

besin kaynaklarında, üretildikleri andan tüketiciye ulaşıncaya kadarki zincirde insan 

sağlığını olumsuz etkileyebilecek analitlerin kontrolüne yönelik bilgi ve teknolojiler 

ilerledikçe mevzuatlar geliştirilmektedir. Sağlık sorunları oluşturmalarına bağlı olarak, 

gıdalarda ve besin kaynağı olarak kullanılan hayvanların et, süt, yumurta vb. ürünlerinden 

yararlanıldığı için gıda zincirinde bulunan hayvan yemlerinde bulunabilecek 

mikrobiyolojik kirleticiler, tarımsal ilaç kalıntıları ve katkı maddeleri bu mevzuatlara bağlı 

yöntemlerle izlenmektedir (Brancato ve diğ. 2017). Katkı, kalıntı veya mikorganizmalar 

tarafından üretilen mikotoksin gibi küçük moleküler yapılara sahip birçok ikincil metabolit 

oluşturdukları sağlık riskleri nedeniyle karmaşık gıda komponentlerinde analiz 

edilmektedir (EC 2006; The Commission of European Communities 2006). Bunlara ek 

olarak, canlılara zarar vermek amacıyla kullanılan hastalık yapıcı organizmalar ve bazı 

organizmaların metabolik aktiviteleri ile üretilen kimyasal maddeler ve toksinler biyolojik 

silah ajanı olarak kullanılarak insanlık için tehdit yaratmaktadır (Anderson 2012; Zilinskas 

1997).  Milli ve sivil savunma amacı ile tehdidin önceden belirlenip, tedbir alınması 

amacıyla bu ajanların da tespit ve teşhislerinin yapılarak izlenmesi ve risk oluşturmadan 

istihbari bilgi sağlanması önem arz etmektedir.  

Sağlıktan gıdaya, çevreden savunmaya kadar sağlık sorunları yaratan istenmeyen 

maddelerin hızlı, güvenilir, hassas ve yerinde tespitleri tanı teknolojilerinin etkinlikleri 

açısından değer ifade etmektedir. Biyosensörler bu kriterlerin birçoğunu sağlamakta veya 

sağlamaya yönelik yüksek potansiyelleri ile biyosensörlere yönelik alt teknolojilerle 

birlikte hızla gelişmektedir.  

1.1. Küçük Moleküller 

Küçük moleküller genel olarak 3500 Da’dan daha küçük moleküller olarak 

tanımlanmakta olup sentetik olarak veya doğal yollarla üretilebilmektedir. Bu moleküller 

arasında ilaç etken maddeleri gibi faydalı moleküller yer aldığı gibi birçoğu çevre ve sağlık 
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açısından zararlı olan mikotoksinler, nörotoksinler, pestisitler ve polimer parçacıkları da 

bulunmaktadır. Bu tür zararlıların kanser, hormonal bozukluklar, üreme bozuklukları ve 

hatta ölüm gibi etkileri olduğu bilinmektedir (Brito ve  Guthrie n.d.). Küçük moleküller 

yüz yıldan fazla süredir toksikoloji, farmakoloji ve klinik biyokimya alanlarında öne 

çıkmakta ve bir çok hastalığın sebebi (toksinler), tedavisi (ilaçlar) ve belirlenmesi 

(markerlar) açısından bu moleküllerin tespiti büyük önem taşımaktadır (Wishart 2012).  

Küçük moleküllerde zaman zaman yaşanan artışlar nedeniyle günlük yaşamın önemli 

ölçüde etkilendiği, hatta ölümlerin olduğu durumlar meydana gelmektedir. Örneğin 2014 

yılında, ABD’nin Ohio eyaletinde yaşanan siyanobakteri patlaması sonucunda içme suyu 

ve diğer su kaynakları karaciğere verdiği büyük zararlarla ve karsinojenik etkileriyle 

bilinen ve oldukça yüksek toksisiteye sahip mikrosistin gibi küçük molekül sınıfına giren 

çeşitli toksinlerle kontamine olmuş ve günlük yaşamı ciddi derecede etkilemiştir (Funari ve  

Testai, 2008). Otoriteler iklim değişikliği ile birlikte bu tarz olayların sıklaşma ihtimalinin 

üstünde durmakta, bu ve daha birçok küçük kirleticinin izlenmesinin öneminin altını 

çizmektedirler (Battilani ve diğ. 2016; Brito ve Guthrie n.d.).  

Küçük moleküller sınıfına giren bir diğer toksin olan saksitoksin, protein yapıda 

olmayan bilinen en toksik maddelerden biri olup deniz yosunları ve kontamine 

yumuşakçalar tarafından üretilmektedir. Nörotoksik etkilere, gastrointestinal sorunlara ve 

hafıza kaybına neden olmaktadır (Wang ve  Wang 2008). Yine deniz canlıları yoluyla 

bulaşan tetrodotoksin, kas ve sinirlerdeki voltaj kapılı sodyum kanallarına bağlanarak 

solunumun ve kalbin durmasına, buna bağlı olarak da hızlı ve acılı bir ölüme sebep olur 

(Kondo ve  Matsumoto 1996). Önceki yıllarda yalnızca Asya ülkeleri ve Japonya için 

tehdit oluşturmakta olan bu toksin, yükselen su sıcaklıkları nedeniyle tüm dünyaya yayılma 

potansiyeli taşımaktadır (Danovaro ve diğ. 2009).  

Nadiren karşılaşılma ihtimali bulunan bu tip küçük molekül kontaminasyonlarının 

yanı sıra yiyecekler aracılığıyla günlük hayatımızın parçası haline gelen ve karşılaşılma 

ihtimali oldukça yüksek olan pestisit mikotoksin kontaminasyonları daha da korkutucudur. 

Pestisitler, vücutta metabolize edilebilir, idrarla dışarı atılabilir veya yağ dokuda birikim 

gösterebilir (Alewu ve  Nosiri C 2011). Birçok dermatolojik, gastrointestinal, nörolojik, 

kanserojenik, solunum, üreme ve endokrin bozuklukları pesitisit maruziyeti ile 

ilişkilendirilmektedir (Sanborn ve diğ. 2007; Mnif ve diğ. 2011; Semchuk ve diğ. 1992). 

Yaygın bir şekilde karşımıza çıkan ve sağlığımızı ciddi şekilde tehdit eden bir diğer küçük 

molekül sınıfı mikotoksinlerdir. Çalışmalar, yiyecek ve yem olarak kullanılan tahılların %30-
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%100’unun birden çok mikototoksin ile kontamine olduğunu göstermektedir (Pinotti ve 

diğ. 2016; Cheli ve diğ. 2013; Zhang ve  Caupert 2012). Mikotoksinlerin hayvan ve insan 

sağlığı üzerindeki karsinojenik, mutajenik, teratojenik, genotoksik, nefrotoksik ve immün 

baskılayıcı etkileri göz önünde bulundurulduğunda bu sahnenin vahameti ve bu 

moleküllerin etkin bir şekilde izlenerek kontamine ürünlerin tüketilmesinin önüne 

geçilmesinin önemi daha net bir şekilde anlaşılacaktır.  

1.1.1. Mikotoksinler 

Mikotoksinler, fungiler tarafından üretilen ikincil metabolitlerdir. En sık rastlanan 

mikotoksinler olan Aflatoksin, Okratoksin, Deoksinivalenol, Fumonisin B1 ve 

Zearalenon’un kimyasal yapıları, zararları ve Avrupa Komisyonu (EC) ve Türk Gıda 

Kodeksi tarafından belirlenen ve bu mikotoksinlerin bulunmasına izin verilen limitler 

Çizelge 1. 1’de gösterilmektedir.  

Çizelge 1. 1. Yaygın mikotoksinler ve bu mikotoksinlerle ilgili genel bilgiler 

 Yapısı Üreten Suşlar Zararları Gıdalarda İzin 

Verilen Limitler 

Aflatoksin B1 

(AFB1) 

 

Aspergillus 

parasiticus, 

Aspergillus flavus 

Genotoksik, 

hepatoksik, 

karsinojenik, 

teratojenik, 

mutajen (Hamid 

ve diğ. 2013) 

0,1-15 ppb 

(EC 2006) 

Aflatoksin B2 

(AFB2) 

 

Aspergillus 

parasiticus, 

Aspergillus flavus 

0,1-15 ppb (EC 

2006) 

Aflatoksin G1 

(AFG1) 

 

Aspergillus 

parasiticus, 

Aspergillus flavus 

Aflatoksin G2 

(AFG2) 

 

Aspergillus 

parasiticus, 

Aspergillus flavus 
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Aflatoksin 

M1 (AFM1) 

 

Aspergillus 

parasiticus, 

Aspergillus flavus 

Genotoksik 

(Kumar ve diğ. 

2016) 

0,025-0,05 ppb 

(EC 2006) 

Okratoksin A 

(OTA) 

 

Aspergillus 

ochraceus, A. 

carbonarius, A. 

niger, ve Penicillium 

verrucosum (Bui-

Klimke ve  Wu 2015) 

Nefrotoksik, 

karsinojenik 

(Reddy ve  

Bhoola 2010) 

0,5-10 ppb (EC 

2006) 

Deoksinivalen

ol (DON) 

 

Fusarium 

graminearum 

İmmün 

baskılayıcı, 

genotoksik, 

sitotoksik 

(Sobrova ve diğ. 

2010) 

200-1750 ppb 

(EC 2006) 

Fumonisin B1 

(FUMB1) 

 

Fusarium 

moniliforme 

Karsinojenik, 

sitotoksik 

(Cortinovis ve 

diğ. 2014) 

200-4000 (EC 

2006) 

Zearalenon 

(ZEA) 

 

Fusarium 

graminearum, 

Fusarium 

culmorum, Fusarium 

roseum 

Hiperöstrojenik 

(Hueza ve diğ. 

2014), 

hepatotoksik, 

hematotoksik, 

immunotoksik ve 

genotoksik 

(Zinedine ve diğ. 

2007) 

20-400 ppb (EC 

2006) 

Mikotoksinlerin zararlı etkileri keşfedilmeye başlandıktan sonra, 1960’ların sonlarına 

doğru dünya genelinde birçok ülke gıdalarda ve yemlerde bulunmasına izin verilen 

mikotoksin seviyelerine sınırlama getirmeye başlamış ve Çizelge 1. 1’de gösterildiği gibi, 

gıdalar ve yemlerde bulunmasına izin verilen üst limitler otoritelerce belirlenmiştir. 

Türkiye için izin verilen değerler 29 Aralık 2011 tarihli ve  28157 sayılı Resmi Gazete’de 

yayınlanan Türk Gıda Kodeksi Bulaşanlar Yönetmeliği’nde belirtilmektedir.  
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Yapılan tüm düzenlemelere ve izlemelere rağmen, yapılan çalışmalar piyasadaki gıda 

ve yemlerin birçoğunun mikotoksin pozitif olduğunu göstermektedir. Bu çalışmalardan en 

vurucu olanlarından biri 2012 yılında Rodrigues ve Naehrer tarafından 3 yıllık survey 

sonucunda yayınlanan çalışmadır. Bu çalışmada 3 yıl boyunca Asya, Avrupa ve 

Amerika’dan toplanan 7049 yem örneğinin Aflatoksin, Okratoksin, Deoksinivalenol, 

Fumonisin ve Zearalenon analizleri yapılmış ve bu analizler sonucunda örneklerin 

%81’inin en az bir mikotoksin açısından pozitif olduğu görülmüştür. Yine aynı çalışmada 

test edilen örneklerin %48’lik kısmının birden fazla mikotoksin barındırdığı belirlenmiştir 

(Rodrigues ve  Naehrer 2012). Bu kontaminasyonların ne kadarının izin verilen limitlerin 

üzerinde olduğu bilinmemektedir. Bunun yanı sıra, birden fazla mikotoksin 

kontaminasyonununun sağlık üzerindeki etkileri de henüz net bir şekilde belirlenmemiştir. 

Bu nedenle belirlenen limitlerin eş-kontaminasyon durumundaki geçerliliğine dair şu an 

için yeterli bilgiye sahip değiliz.  

Mikotoksin miktarları ve izlemesi ile ilgili bir diğer önemli husus; mikotoksin 

kontaminasyonlarının gıdaların üretiminden önce, depolanması, işlenmesi, taşınması ve 

hatta pazarlanması sırasında oluşabileceği gerçeğidir (Darwish ve diğ. 2014). Yüksek 

sıcaklık ve nem gibi koşullar yiyeceklerde mikotoksin oluşumunu hızlandıran faktörlerdir. 

Yukarıda sayılan aşamalardan bir veya birden fazlasında bu koşullara dikkat edilmediği 

taktirde mikotoksin kontaminasyonunun oluşması ve/veya artması olasıdır (Bhat 1988). Bu 

bilgiyle birleştirdiğimizde otoritelerce belirlenen limitlerin altında mikotoksin içeren ve 

“güvenli” sınıfına aldığımız ürünlerin aslında bizim için risk grubundan çıkmamış 

olabileceğini görüyoruz. Bu ürünlerin bizim için risk grubundan çıkabilmesinin tek yolu, 

mikotoksin testleri ve izlemesinin olabildiğince sık ve yaygın yapılmasıdır. Bunun içinse 

kolay, ucuz, hassas mikotoksin analiz sistemlerinin yaygınlaşması elzemdir (Anukul ve 

diğ. 2013).   

1.1.1.1.Aflatoksin B1 

Aflatoksinler (AF), Aspergillus spp. tarafından üretilen ve tüketildiğinde insanlarda 

ve hayvanlarda akut ve kronik toksisiteye sebep olabilen ikincil metabolitlerdir (Do, Jin 

Hwan 2007; Quadri ve diğ. 2012). Yaklaşık 20 farklı çeşidi olan AF’lerin 5 ana çeşidi 

vardır. Bunlar; AF B1, B2, G1, G2 ve M1 olup AFB1’ler IARC tarafından sınıf 1 karsinojenler 

sınıfına alınmıştır (IARC 2012). Fındık, mısır, buğday, susam, ayçiçek, pirinç ve sorgum gibi 

bir çok yiyecekte bulunmakta olan AFB1’e yüksek miktarda maruziyet akut toksisiteye 
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sebep olarak ölüme yol açabilmekte; kronik maruziyet ise genellikle karaciğer kanseri, 

kronik hepatit, hepatomegali ve siroza neden olabilmektedir (Kensler ve diğ. 2011; Robens 

ve  Richard 1992; Shephard 2009). AFB1’in en çok çalışılan ve bilinen hepatotoksik 

etkisinin yanı sıra böbrek, kalp, epididimis, testis, yumurtalık ve beyin gibi bir çok organ 

üzerinde zararlı etkileri raporlanmıştır (Abdel-Hamid ve Firgany 2015; Abdulmajeed 2011; 

Agnes ve  Akbarsha 2001; Ibeh ve diğ. 2000; Bahey ve diğ. 2015).  

Gerek hasat aşamasında gerek sonrasında koşullara dikkat edilmemesi ve izlemenin 

yetersiz olması nedeniyle özellikle gelişmekte olan ülkeler için ciddi bir problemdir. Bu 

ülkelerde 5 milyardan fazla kişinin kontamine gıdalar nedeniyle kronik AFB1 maruziyeti 

olduğu tahmin edilmektedir (Lizárraga-Paulín ve diğ. 2011). Az gelişmiş ülkelerde ise 

kronik maruziyetin ötesinde akut maruziyet sebebiyle ölümler görülmektedir. 2004 yılında 

Kenya’da yaşanan AF zehirlenmesi sonucunda 125 kişinin yaşamını yitirdiği, Nepal ve 

Bangladeşte ise 2014 yılında 2004’te Kenya’da belirtilen miktarlarda Aflatoksin’e 

maruziyet vakalarıyla karşılaşıldığı bildirilmiştir (Probst ve diğ. 2007; Singh 2014). 

Uluslararası kanser araştırmaları enstitüsü (International Agency for Research on 

Cancer, IARC) tarafından grup I insan kanserojeni olarak tanımlanan bu mikotoksin 

karaciğerde bulunan p450 enzimleri tarafından metabolize edilerek en zararlı metaboliti 

olan aflatoksin-8,9-ekso-epoksid formuna dönüştürülür (Asim ve diğ. 2011; Kamdem ve 

diğ. 2006; IARC 2012). Oldukça reaktif olan bu metabolit protein, RNA ve DNA’lara 

bağlanır. Aflatoksin-8,9-ekso-epoksidin DNA’ya bağlanmasıyla promutajenik 8,9 dihidro-

8-(N7) guanil)-9 hidroksi AFB1 eklentisi oluşur (Wild ve  Turner 2002). Ardından, AFB1-

N7-Gua AFB1-formamidopirimidin eklentisine çevrilir ve guanin>timin dönüşümüne 

sebep olur (Hussain ve diğ. 2007). AFB1’in bu şekilde p53 tümör baskılayıcı genine 

bağlanıp, üretilen proteinin 249. pozisyonunda arjinin>serin mutasyonuna sebep olarak 

karaciğer kanserini tetiklediği bilinmektedir (Chan ve diğ. 2003; Macé ve diğ. 1997).  

Mevcut teknoloji ile günümüzde AFB1 tayini genelde laboratuvar ortamında yüksek 

teknoloji ürünü analitik sistemlerde (HPLC, GC vb.) kromatografik yöntemler kullanılarak 

yapılmaktadır.  

Biyosensörlerin kullanımının yaygınlaşması; bu zahmetli sürecin kısaltılması, 

kullanım kolaylığı sağlaması, maliyetin düşürülmesi ve yerinde tespitin yapılabilmesi 

açısından yüksek avantaj potansiyeli taşımaktadır. Fakat esas olarak, tespit sistemlerinde 
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yaygınlaşmanın izlemeyi daha etkin hale getirerek kontaminasyonlu ürünlerin tüketimini 

azaltması beklenmektedir (Brito ve  Guthrie n.d.).  

1.1.1.2.Okratoksin A 

Okratoksin A (OTA), A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger ve P. verrucosum 

tarafından üretilen bir ikincil metabolit olup tahıl, kuru meyve, şarap ve kahve gibi çok 

çeşitli gıda ürünlerinde bulunabilmektedir (Bui-Klimke ve  Wu 2015). OTA 

kontaminasyonu genellikle kötü koşullarda depolama ve yanlış kurutma nedeniyle 

oluşmaktadır (Moss 1996). OTA’nın gıda tüketimiyle bulaşan diğer mikotoksinlerden 

farklı yanı proteinlere karşı yüksek afinitesi olması ve hayvanların organlarında birikmesi 

nedeniyle hayvan ürünlerinin tüketilmesi sonucunda da kontaminasyonun bulaşabilmesidir 

(Duarte ve diğ. 2012). Bu nedenle bitkisel gıdaların yanı sıra hayvansal ürünlerin de 

izlenmesi önemlidir. Fakat dünya genelinde bu yönde bir düzenleme bulunmamaktadır.  

Hedef organı böbrek olan OTA’nın bir çok hayvanda böbrek kanserine yol açtığı 

bilinmektedir (Duarte ve diğ. 2011; Hagelberg ve diğ. 1989; Anon 2002). OTA’nın diğer 

yan etkileri içinde immünotoksisite, makromolekül sentezi inhibisyonu, lipid 

peroksidasyonunda artış ve mitokondriyal solunum inhibisyonu sayılabilmektedir 

(Genevieve S. Bondy, James J. Pestka ve  Pestka 2000; Kuiper-Goodman ve  Scott 1989; 

Marquardt ve  Frohlich 1992). Ayrıca OTA, 1970’lerden beri Balkan Endemik Nefropati 

(BEN) ve kronik interstisyal nefropati (CIN)’ın muhtemel sebeplerinden biri olarak 

görülmektedir (Barnes ve diğ. 1977; Sattler ve diğ. 1977; Castegnaro ve diğ. 2006; Abid ve 

diğ. 2003). IARC tarafından Grup 2B muhtemel insan karsinojenleri listesine alınmıştır 

(IARC 1993).  

OTA’nın tespitinde yaygın olarak tıpkı AF’lerde olduğu gibi HPLC, LC/MS ve 

LC/MS-MS yöntemleri kullanılmaktadır. OTA tespit yöntemlerinin kolaylaşması ve 

yaygınlaşması ile şu an regülasyonlarla takip edilmeyen hayvansal gıdalarda OTA 

kontaminasyonunun da takip edilebileceği ve OTA maruziyetinin azaltılabileceği 

düşünülmektedir.  

1.1.2. Küçük Moleküllerin İzlemesinde Kullanılan Yöntemler 

Küçük moleküllerin hassas ve kantitatif tespiti özellikle biyomedikal, gıda ve çevre 

alanları için önemli bir hedeftir. Biyomedikal analizlerde steroid, tiroid hormonları 

hastalığa özgü peptidler diagnostik markerler olarak kullanılmaktadır. Öte yandan, 
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özellikle gelişmekte olan ülkelerde pestisitlerin bilinçsiz kullanımı, çevre kirliliği ve 

gıdaların mikotoksinlerin oluşumuna meydan veren koşullarda üretilmesi ve saklanması 

nedeniyle küçük moleküllerin izlenmesi hayati önem taşımaktadır(Dong ve diğ. 2012).   

Küçük moleküllerin tespitinde uzun yıllardır kromatografik yöntemler 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler oldukça hassas tespit sağladığı için rutin analizlerde sıkça 

kullanılıyor olmasına rağmen kullanımları sırasında aşağıda belirtilen sorunlarla 

karşılaşılmaktadır: 

1. Ekstraksiyon ve ön temizleme işlemleri nedeniyle oldukça zaman 

alıcıdır, 

2. Maliyeti yüksektir, 

3. Eğitimli kullanıcı gerektirmektedir (Dong ve diğ. 2012). 

Bu dezavantajların yanı sıra HPLC, LC/MS, LC/MS-MS, GC gibi kromatografi 

cihazları oldukça büyük ve laboratuvara bağımlı cihazlar olduklarından bu yöntemlerin 

alanda tarama için kullanılması imkansızdır. Bu nedenle bir örneğin analizinin 

yapılabilmesi için gereken toplam süre uzamakta ve mikotoksin izleme süreci 

hantallaşmaktadır. Bu durum özellikle küçük üretici ile başlayan gıda tedarik zincirlerinde 

kontrolü imkansız hale getirmekte ve parça parça tedarik edilen gıda porsiyonlarının tüm 

stoğu kontamine etmesi riskini artırmaktadır. Alanda kullanılabilecek tanı testleri ise ürün 

tedariği esnasında küçük porsiyonların anında taramasının yapılmasını mümkün kılarak 

gıda tedariğinde stok kontaminasyonu riskini elimine etme potansiyeline sahiptir.  

Küçük moleküllerin tespitinde kromatografik yöntemler dışında ELISA, EIA ve RIA 

gibi immunoassayler de kullanılmaktadır. Bu tür immunolojik analizler kromatografik 

yöntemlere göre daha ucuz ve kolay olmasına rağmen akışsız ortamda düşük 

konsantrasyonlardaki analitlerin yüksek hassasiyetle belirlenebilmesi için uzun inkübasyon 

sürelerine ihtiyaç duyulması ve bu yöntemlerin birçok adım içermesi nedeniyle alanda 

taramada rahatlıkla kullanılamamaktadır. Bu nedenle yüksek hassasiyet ve doğruluk ile 

kısa sürede alanda taramaya olanak sağlayabilecek tanı sistemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bu ihtiyacı karşılamak adına son 50 yıldır biyosensörler alanında çalışmalar yapılmaktadır. 

Yapılan biyosensör çalışmalarında yüksek hassasiyet ve özgünlükleri nedeniyle 

immünosensörler öne çıkmaktadır. İmmünosensörler ve temel immünoassay 

yöntemlerinden “1.2.1.1. Biyosensörlerde Algılayıcı Molekül Olarak Antikorlar” 

bölümünde detaylı biçimde bahsedilecektir.  
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1.2. Biyosensörler 

Son 50 yıldır biyosensör kavramı hayatımızda yer almasına rağmen geliştirilen 

birçok biyosensör hala zararlıların rutin tespitinde kullanılamamaktadır (Bhalla ve diğ. 

2016; Heineman ve  Jensen 2006). Biyosensörlerin tespit hassasiyetlerinin yerleşik 

donanımlar ile rekabet edememesi, bu cihazların aynı kesinlik ve doğruluğu 

sağlayamaması olarak gösterilmektedir. Gerçekte doğruluk, hassasiyet, yerinde ve kolay 

kullanımı, geniş alanlara uygulanabilirlik, düşük maliyet ve çoklu tanı imkânları ile yüksek 

potansiyel vadeden biyosensör teknolojilerinin multidisipliner olması ve alt teknolojilerin 

de gelişime açık olması bu alanda gelişiminin sürmesine neden olmaktadır. Özellikle “label 

free” (işaretsiz analiz) imkanlarına dair yüksek potansiyele sahip biyosensör teknolojileri 

kapsamında bilimsel ve teknolojik araştırmaların sürmesine neden olmaktadır (Kim ve diğ. 

2017).  Bu tez çalışmasının da içinde bulunduğu biyosensörlerde hassasiyet geliştirme 

çalışmaları ile, laboratuvar bazlı yerleşik donanımların yerini biyosensörlerin almasına ve 

biyosensörlerin yaygınlaşarak zararlıların daha yaygın bir şekilde izlenmesine katkıda 

bulunulması hedeflenmektedir.  

Biyosensörler; izole enzim, antikor, doku, organel, nükleik asit ve hatta tüm hücre 

gibi biyolojik materyaller aracılığıyla meydana gelen biyolojik süreçler sonucunda oluşan 

fiziksel ya da kimyasal değişikliklerin fizikokimyasal bir transdüser ile tespitinde 

kullanılan analitik cihazlardır (Mehrotra 2016). Transdüser ve biyoalgılayıcı elemanların 

çeşitliliği ele alındığında birçok farklı biyosensör çeşidi bulunmaktadır (Çizim 1. 1) 

(Malhotra ve diğ. 2017). 
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Çizim 1. 1. Transdüser ve biyoalgılayıcı elemanlara göre biyosensör çeşitleri Malhotra, 

Verma, Tyagi, ve  Kumar, (2017)'den uyarlanmıştır. 

Biyosensörler Algılama Birimi (Biyolojik Birim), Transdüser (algılama sonucu 

ortaya çıkan etkiyi sinyale çevirici) Birimi ve Elektronik Birim olmak üzere temelde 3 

birimden oluşmaktadır (Çizim 1. 2) (Malhotra ve diğ. 2017). Seçici ve kararlı olması son 

derece önemli olan algılama birimi, ortamda bulunan ve algılanmak istenilen madde ile 

etkileşerek gerekli sinyalin oluşmasına neden olan birim olarak tanımlanır. Kullanılan bu 

algılama birimleri arasında antikorlar sağladıkları yüksek özgünlük, hassasiyet, 

ölçülebilirlik potansiyeller ile tanı sistemlerinde en çok tercih edilen algılayıcı 

moleküllerdir (Byrne ve diğ. 2009). Spesifik antijen-antikor etkileşiminden faydalanılarak 

oluşan değişikliklerin izlendiği biyosensörler immunosensörler olarak adlandırılırlar 

(Luppa ve diğ. 2001).  
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Çizim 1. 2. Biyosensörlerin temel birimleri 

1.2.1. Algılama Birimleri 

Biyosensörler kullanılan spesifik algılayıcı molekülüne göre enzimlerin kullanıldığı 

enzim biyosensörleri, antikorların kullanıldığı immünosensörler, hücrelerin kullanıldığı 

hücresel sensörler ve aptamerler, DNA, RNA veya PNA’ların kullanıldığı genosensörler 

olarak sınıflandırılabilir.  

Enzim biyosensörleri: Enzimlerin hedef moleküllerine karşı afinite, seçicilik ve 

katalitik aktivitelerinden faydalanılarak, enzim-subtrat/inhibitör/koenzim/kofaktör 

ilişkisindeki değişimlerin transdüser tarafından ölçüldüğü biyosensörlerdir (Rocchitta ve 

diğ. 2016).  

Hücresel biyosensörler: Ölçülmesi hedeflenen örneğin, algılayıcı olarak kullanılan 

hücrenin morfolojik yapısında veya hücresel aktivitesinde yarattığı değişimlerin transdüser 

aracılığıyla sinyale çevrilerek ölçüldüğü biyosensörlerdir (Bousse 1996; Liu ve diğ. 2014; 

Gui ve diğ. 2017).  

Genosensörler: Nükleik asitlerin sabitlendiği transdüserlerde, biyolojik moleküllerin 

eşleşen, uygun dizilerinin varlığının saptandığı biyosensörlerdir. Algılayıcı element olarak 

DNA, RNA, PNA veya LNA kullanılabilmektedir (Manzanares-Palenzuela ve diğ. 2015; 

Aoki ve  Tao 2005).  

İmmünobiyosensörler: Antikorların örnekte aranan antijene bağlanması sonucunda 

oluşan sinyal değişiminin transdüser aracılığıyla ölçüldüğü biosensörlerdir (Luppa ve diğ. 

2001). Bu tez çalışması kapsamında anti-Aflatoksin ve anti-Okratoksin A antikorları 

kullanılarak immünobiyosensörler geliştirilmiştir.  
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1.2.1.1.Biyosensörlerde algılayıcı molekül olarak antikorlar 

Biyosensörlerde Antijen-antikor, enzim-substrat, reseptör-ligand gibi afiniteye bağlı 

tasarımlar sıklıkla kullanılmaktadır. Diğer afinite temelli biyokomplekslere göre antijen-

antikor kompleksleri yüksek özgünlük, afinite, stabilite ve seçicilikleri nedeniyle 

avantajlıdırlar (Sharma ve diğ. 2016). İmmün test sistemleri bu özelliklerinden dolayı tıp, 

tarım, çevresel analiz ve biyokimyasal çalışmalarda yaygın biçimde kullanılmaktadır. 2016 

yılı itibariyle antikorların kullanıldığı immunoassaylerin küresel pazarı 17,2 milyar $, 

biyosensörlerin küresel pazarı 15,6 milyar $ olarak belirtilmektedir. 2021 itibariyle bu 

pazarın immunoassayler için 25,2 milyar $’a, biyosensörler için 27,2 milyar $’a ulaşması 

beklenmektedir (Markets and Markets 2016).  

Antijene maruz kalan organizmaların B ve plazma hücreleri tarafından doğal tepki 

olarak üretilen antikorlar (İmmünoglobulin-Ig), özel bir antijene özgün olarak bağlanır. 

Tipik bir Ig (IgG; MW: 150 kD), ağır (H) ve hafif (L) olmak üzere 2 çift polipeptit 

zincirden oluşmaktadır. Farklı antijenler için değişken olabilen iki Fab (antigen bağlama 

bölgesi) ve immün sistemin efektör moleküllerinin bağlanmasını sağlayan bir Fc (kristalize 

olan sabit bölge)’den oluşur. Fab kısmı değişken ağır (VH) ve hafif (VL) zincir içerir ve 

Fc’ye bağlıdır (Çizim 1. 3) (Schroeder ve diğ. 2010).  

 

Çizim 1. 3. Tipik bir antikorun yapısı. 

In vitro koşullarda da üretilebilen antikorlar, antijenlerine yapılarını bozmadan 

bağlanarak in vitro ve in vivo tanı sistemlerinde, korunma ve tedavide başarılı bir şekilde 

kullanılabilmektedirler.  

150 -900 kDa arasında molekül ağırlığına sahip antikorlar çözünür yapıda protein 

molekülleridir. Antijenler ile elektrostatik güçler aracılığıyla bağ kurarak immün-kompleks 
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yapılar oluştururlar. Antijen (epitop) ve antikor arasındaki kompleks oluşumunu birkaç tip 

çekici kuvvet yönetir. Bunlar; Hidrojen bağları, iyon-dipol bağları ve Van der Waals 

bağlarıdır. Hidrojen bağları ve iyon-dipol bağları zıt yüklenmiş atomların varlığını 

gerektirir (Reverberi ve  Reverberi 2007). Van der Waals bağları bu bağlar arasında en 

zayıfı olmakla birlikte her tür molekülü çekebilmektedir. Stabil bir antijen-antikor 

bağlanması için birden fazla gücün aynı anda etkin olması gerekmektedir.  

Antikor afinitesi:Antikorun antijene bağlanma afinitesi çekici ve itici kuvvetler 

arasındaki denge tarafından belirlenir (Reverberi ve  Reverberi 2007). Yüksek afiniteli 

antikorlar yüksek uygunluğu ve yüksek bağlanma gücünü, düşük afiniteli antikorlar ise 

düşük uygunluğu ve düşük bağlanma gücünü tanımlar. Antijen-antikor reaksiyonları 

tersinirdir ve denge sabiti K olarak ifade edilir (Ka: Afinite sabiti). Ka oranı, 10
4
-10

12
 

litre/mol arasında olan antikorlar yüksek afiniteli, Ka < 10
4
 litre/mol olanlar ise düşük 

afiniteli antikorlar olarak kabul edilir. 

Antikor Aviditesi:Avidite, epitop ile antikor moleküllerinin yakınlaşma bölgeleri 

arasındaki bağlanma gücüdür. Antijen ve antikor arasındaki çoklu bağlanma (avidite veya 

işlevsel afinite, basit monovalent bağlanmaya karşılık stabilitede önemli düzeyde artış 

sağlamaktadır. IgM tipi antikorlara 5 antijen bağlanabilir ve yüksek avidite sağlarlar. 

Ayrıca yapılan çalışmalar, rekombinant yollarla antikorların üzerindeki antijen tanıma 

bölgelerinin çoklanarak aviditenin artırılmasının mümkün olduğunu göstermiştir (Ito ve  

Kurosawas 1993;  a. Goel ve diğ. 2000).  

Antikorların algılayıcı molekül olarak kullanıldığı immünobiyosensörlerden etkin bir 

sonucun alınabilmesi için, sensor yüzeyine antikor veya antijen immobilizasyonunun 

yüksek verimlilikle yapılabilmesi gerekmektedir.  

Analitlerin biyosensörler ile tespitinde kullanılan antikorların IgG tipi olması halinde 

sadece iki tanıma bölgesi olan IgG’lerin yüzeye bağlanırken yönlendirilmeleri çok 

önemlidir (Trilling ve diğ. 2013). Bunun nedeni, antijen bağlama bölgeleri yüzeye gelecek 

şekilde yapılan immobilizasyonlarda aktif bağlanma bölgelerin kapanması ve antikorun 

yüzeyde yer işgal ettiği halde işlevsiz hale gelmesidir (Çizim 1. 4). İşlevsiz antikorların 

yüzeyde bulunması tanıma yüzeyinin etkin olmayan bir şekilde kullanılması sonucunu 

doğuracak ve sensör hassasiyetini düşürecektir. Bu nedenle antikorun antijen tanıma 

bölgeleri açıkta kalacak şekilde immobilize edilmesi, yani antikorun yönlendirilerek 

immobilizasyonu önemlidir.  



14 

 

 

Çizim 1. 4. Katı yüzeye immobilizasyonda Fc bölgesi aracılığıyla yüzeye immobilize 

edilen antikorların antijen bağlama bölgesi kapanmayacağından bu yolla yüzeye 

immobilize edilen antikorların antijen bağlama etkinliği daha yüksek olmaktadır.  

İmmobilizasyonda kovalent olmayan, semi-kovalent ve kovalent bağlama yöntemleri 

kullanılabilmektedir. Kovalent olmayan yönlendirme çalışmaları arasında Protein A/G ile 

immobilizasyon en sık ve en etkin kullanılanıdır ve Staphylococcus aureus tarafından 

üretilen Protein A ve Streptococcus tarafından üretilen Protein G’nin antikorun Fc 

bölgesine bağlanarak antikorun aktif bağlanma bölgelerinin açıkta bırakılması prensibine 

dayanmaktadır (Y. Yuan ve diğ. 2009; Podlaski ve  Stern 2000).  

Semi-kovalent bağlanma, bağlanma enerjisinin kovalent ve kovalent olmayan 

bağlanma arasında olduğu görece güçlü ve stabil bağlanmalar olarak tanımlanmaktadır 

(Thangaraj ve diğ. 2017). Semi-kovalent bağlama yöntemleri arasında altın-thiol 

bağlanması gösterilebilir. Bu şekilde altın yüzeye kendiliğinden oluşan tek katman (SAM, 

ing. Self Assembled Monolayer) bağlanmasını sağlamak mümkündür. Böylelikle altın 

sensör yüzeyleri kovalent bağlanmalar için fonksiyonelleştirilebilmektedir (Welch ve diğ. 

2017; Le ve diğ. 2011). Altın-thiol bağlanması ile antikorların yönlendirilerek 

immobilizasyonu da mümkündür. Bunun için antikorlar öncelikle düşük konsantrasyonda 

DTT (dithiothreitol) veya MEA (mercaptoethylamine) ile indirgenerek –SH grupları açığa 

çıkarılır ve açığa çıkan –SH grupları aracılığıyla altın yüzeye yönlendirilmiş antikor 

immobilizasyonu sağlanır (Wang, Mei, Wang, ve  Tang, 2017; Öztürk ve Pirinçci, 2017).   

Antikorların sensör yüzeylerine kovalent bağlanması amin, karboksil veya 

karbonhidrat grupları aracılığıyla yapılabilmektedir. Amin ve karboksil grupları antikorun 

her yerinde olduğundan bu gruplar aracılığıyla yapılan kovalent immobilizasyonlarda 

antikorun yönlendirilmesi söz konusu değildir. Fakat karbonhidrat grupları antikorun Fc 

bölgesinde yoğun bir şekilde bulunduğundan bu grupların periodat oksidasyonu ile yapılan 

immobilizasyonlarla antikorun yönlendirilmesi mümkündür (Welch ve diğ. 2017).  

İmmünosensörlerin dayandığı temel immunoassay yöntemlerinden direkt ve sandviç 

immunoassayler küçük analitlerin tespitinde kullanılamamaktadır. Direkt 

immunoassaylerin biyosensörlerde kullanımı genelde biyosensörün tipine göre tespit 



15 

 

edilmek istenen değişikliği doğrudan yaratabilecek bir analitin, tabana immobilize edilmiş 

antikorla etkileşerek ölçülmesi şeklindedir. Örneğin Quartz Crystal Microbalance (QCM) 

gibi ağırlık ölçümüne dayalı bir sensör sisteminde protein, hücre gibi yüksek molekül 

ağırlıklı bir analitin doğrudan tabana bağlı antikor ile etkileşmesi tespit edilebilir bir ağırlık 

değişimi sağlayacaktır. Sandviç tipi immunoassayler ise en az iki epitopu bulunan ve aynı 

anda iki antikora birden bağlanabilen moleküllerin tespitinde kullanılabilir (Cox 2012).  

Küçük moleküllerin tespiti için en uygun immunoassay yöntemi yarışımlı 

immunoassaylerdir. Yarışımlı immunoassayler, antijenin tabana immobilize edildiği 

durumlarda antikor veya işaretli antikor ile örnek içindeki serbest analitin yarışımı 

prensibine dayanmaktadır. Örnek içinde analit yoksa antikor tabandaki antijene bağlanarak 

sinyal alınabilmekte, örnek içinde analit varsa antikora bağlanarak, analit miktarı oranında 

antikoru bloke edeceği için tabana daha az antikorun bağlanmasını sağlayarak sinyalde 

düşüşe neden olmaktadır. Tabana antikor immobilize edildiği durumlarda ise işaretli 

antijen ve işaretsiz antijenin bulunduğu karışım sensör yüzeyine uygulanarak elde edilen 

sinyal belirlenmektedir (Cox 2012). Örnekte aranan analit yoksa işaretli analit tabandaki 

antikora bağlanarak sinyal vermektedir. Örnekte aranan analitin olduğu durumda tabandaki 

antikora bağlanarak işaretli antijenin bağlanmasını engellemekte ve elde edilen sinyalde 

düşüş gözlemlenmektedir
.
 (Çizim 1. 5). Bu tez çalışmasında, tespit edilecek analitlerin 

ağırlığının düşük olması sebebiyle yarışımlı immunoassay formatı kullanılmıştır.  
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Çizim 1. 5. QCM sisteminde yarışımlı immunoassaylerin kullanılması. A. Antikor 

immobilize yarışımlı sistem, B. Antijen immobilize yarışımlı sistem 

Küçük moleküllerin immunoassaylerle tespitinde kullanılan yarışımlı immunoassay 

sistemleri ölçüm hassasiyetinin düşmesine neden olmaktadır (Giraudi ve diğ. 1999). Bu 

nedenle araştırmacılar küçük moleküllerin immunoassaylerle tespitine yönelik hassasiyet 

geliştirmek amacıyla farklı stratejiler geliştirmektedir. Bu stratejiler kapsamında yarışımsız 

immunoassay sistemleri geliştirilmesi (Giraudi ve diğ. 1999; Self ve diğ. 1994; Eremenko 

ve diğ. 1998; Pradelles ve diğ. 1994; Omi ve diğ. 2015) çalışmaları yapılmış olmasına 

rağmen sadece belirli kimyasal yapıdaki antijenler için kullanılabilmesi, çok fazla adım 

içermesi veya antimetatip antikorlarının geliştirilmesi gerekliliği oluşturması nedeniyle 

verimli bir şekilde uygulamaya aktarılamamıştır. Yarışımlı immunoassay sistemlerin 

A. 

B. 
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uygulandığı moleküler büyüklüğe dayalı yöntemler kapsamında hassasiyet geliştirmeye 

yönelik çalışmalar antikorun veya antijenin nanopartiküllerle ağırlaştırılması çerçevesinde 

yoğunlaşmaktadır (Mitchell 2010; Cao ve diğ. 2017; Ding ve diğ. 2014; Lyu ve diğ. 2008; 

Xia ve diğ. 2008). Fakat kullanılan nanopartiküllerin yapılarının dinamik olmaması sebebi 

ile kullanılan nanopartiküllerin hassasiyet geliştirmeye katkısı ağırlık artışıyla orantılı ve 

sınırlı kalmaktadır. Yapılan çalışmada dinamik olmayan nanopartiküller yerine dinamik bir 

konjugasyon platformu olan dendronlar kullanılmıştır. Bu sayede birden fazla antikorun 

konjugasyonu sağlanmış ve bu yolla ağırlık artışı sağlayabilecek bir platform oluşturulmuş, 

oluşan dinamik yapı sayesinde aynı zamanda antikorun valensisi artırılarak KD değeri 

düşürülmüş ve bağlanma kuvveti artırılmıştır.  

1.2.1.2. Dendronlar 

Yunanca’da “ağaç” anlamına gelen dendron kelimesi; kimyada nanoboyutlarda, üç 

boyutlu, dallı, makromoleküler polimerik yapıları tanımlar (Love ve diğ. 2006). Bu dallı 

yapılar, dendrimerlerle benzerlik göstermesine rağmen çekirdek fonksiyonel grubun sabit 

kalarak uç fonksiyonel grupların her bir jenerasyonda 2’nin kuvvetleri şeklinde artması 

yönüyle farklıdır. Örneğin 5. Jenerasyon bir dendronun 2
5
=32 tane uç fonksiyonel  grubu 

olacaktır. Dendrimerlerde ise bu sayı değişiklik gösterebilmektedir. Dendrimerler ve 

dendronlar arasındaki farklar Çizim 1. 6’da gösterilmektedir.  

 

Çizim 1. 6. Dendrimer ve dendronların şematik gösterimi 

Günümüzde dendrimer ve dendromerlerin birçok medikal ve pratik uygulaması 

bulunmaktadır. İlaç taşınması, gen taşınması, sensör uygulamaları, manyetik rezonans 

görüntüleme, çözünürlüğün artırılması, kaplama, fotodinamik terapi ve yanık tedavisi için 

başarıyla kullanılmaktadır (Abbasi ve diğ. 2014).  
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Dendronların sensör uygulamalarında kullanımı daha çok immobilizasyon yüzey 

alanının artırılması ve fonksiyonelleştirilmesi yönündedir (Montañez ve diğ. 2011; Soler 

ve diğ. 2015; Satija ve diğ. 2011).  

Bu çalışmada, zararlı küçük moleküllerin en tehlikelilerinden olan Aflatoksin B1 ve 

OTA’nın tespiti ve Aflatoksin B1’in biyosensörlerle tespitinde hassasiyet geliştirilmesi 

üzerine yoğunlaşılmıştır. Böylelikle zararlı küçük moleküllerin izlemesinin daha etkin 

yapılabilmesi ve belki de bizim için risk grubundan çıkarılmasına katkıda bulunulması 

hedeflenmektedir.  

1.2.2. Transdüserler 

Algılayıcı birim ve ölçülmesi hedeflenen analitin etkileşimi sonucunda ortaya çıkan 

değişimin ölçülmesi ve fiziksel bir veriye dönüştürülmesi gerekmektedir. Analit ve 

algılayıcı arasındaki etkileşimin doğasına göre, bu değişimi fiziksel sinyale çeviren 

aygıtlara transdüser denmektedir. Sensör tasarımında kullanılan transdüser, algılayıcı 

molekül ve analitin doğasına göre değişiklik göstermektedir. Transdüserin dönüştürdüğü 

cevap, kalorimetrik, potansiyometrik, amperometrik, optik veya piezoelektrik gibi 

sistemler ile ölçülür (Rasooly ve Herold 2006; Lowe 1989).  Bu sistemler; 

1. Reaksiyon sonucunda oluşan ısı değişimini ölçen Kalorimetrik biyosensörler, 

2. Yük dağılımındaki değişimlerin sebep olduğu elektriksel potansiyeli ölçen  

Potansiyometrik biyosensörler, 

3. Reaksiyon sonucunda elektronların hareketinde oluşan değişimi ölçen 

Amperometrik biyosensörler, 

4. Reaksiyon sonucunda oluşan renk veya optik özelliklerin değişimini ölçen Optik 

biyosensörler, 

5. Reaksiyon sonucunda oluşan kütle değişimini ölçen Piezoelektrik biyosensörler 

olarak sınıflandırılabilirler.  

Bu tez çalışması kapsamında kullanılan piezoelektrik biyosensörlerin diğer sensör 

cihazlarına üstünlükleri arasında; 

1. Gerçek zamanlı takip yapılabilmesi, 

2. Materyallerin optik özelliklerinden faydalanılmadığı için çok çeşitli yüzeyler ve 

temizlenmemiş örneklerle çalışılabilmesi,  
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3. Düşük maliyetli olması, 

4. Reseptörün yakınlığından ziyade gerçek bağlanmanın ölçülmesi ve 

5. Elde edilen sinyalin kolayca işlenebilmesi sayılabilir.  

Anlatılan avantajlarından ötürü bu tez çalışması kapsamında birer piezoelektrik 

biyosensör olan Kuartz Kristal Mikroterazi (QCM) ve Love-dalga sensör cihazları 

kullanılmıştır.  

1.2.3. Piezoelektrik Biyosensörler  

Anizotropik materyaller mekanik olarak sıkıştırıldıklarında elektrik dipolü 

oluştururlar. Bu elektrik dipolü piezoelektrisite, bu etkinin görülebildiği materyaller ise 

piezoelektrik materyaller olarak da adlandırılır. Piezoelektrik etkinin gözlemlendiği 

anizotropik materyaller arasında alüminyum fosfat, alüminyum nitrit, kuartz, çinko oksid, 

galyum ortofosfat gibi inorganik materyaller ve Rochelle tuzu, Poliviniliden florür, 

poliamid ve polilaktik asit gibi organik moleküllerin yanı sıra bazı protein yapıda iyon 

kanalları, kolajen ve selüloz gibi biyomoleküller de bulunmaktadır (Zu ve diğ. 2016; Hees 

ve diğ. 2013; Bagriantsev ve diğ. 2014; Fukada ve diğ. 1976). Ucuz ve yaygın olması, 5-

300 MHz arasında farklı frekanslarda çalışma olanağı sağlaması, elektriksel, mekanik, 

kimyasal özellikleri ve stabil olmaları nedeniyle inorganik piezoelektrik materyallerden 

olan kuartz kristaller piezoelektrik biyosensörlerde en çok tercih edilen kristallerden biridir 

(Bunde ve diğ. 1998; Kurosawa ve diğ. 2003). 

Piezoelektrik materyallere uygulanan mekanik kuvvetin elektrik dipolü oluşturması 

durumunun tersi de geçerlidir. Bu kristallere gerilim uygulandığında ters piezoelektrik etki 

ile belirli bir frekansta rezonans oluştururlar. Sensör yüzeyine bağlanan analitler, ağırlıkları 

nedeniyle kuartz kristalin rezonans frekansını değiştirdikleri için kristale bağlı frekans 

okuyucu tarafından algılanabilirler (Hauck ve diğ. 2002; Kurosawa ve diğ. 2003). Kuartz 

kristal yüzeyinde oluşan ağırlık değişiminin frekansa etkisi Sauerbrey denklemi ile 

gösterilmektedir.  

Denklem 1. Sauerbrey Denklemi 

   
    

   

 √    
            

  

 
 

Denklemde yer alan parametrelerden Fo frekansı (Hertz), A piezoelektriksel aktif 

alanı (cm
2
),    yoğunluğu (0.648 g/cm

3
),    kesim katsayısını (2.9471011g/cms

2
), m ise 
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ağırlığı (g) göstermektedir. Denklem 1’de de görüldüğü üzere, frekans değişimi ile ağırlık 

değişimi birbirleri ile doğru orantılıdır.  

Piezoelektrik biyosensörlerde osilasyonun gerçekleştiği kristallerde akustik dalgalar 

oluşur. Akustik ölçüm elementlerinde faydalanılan akustik dalgalar bulk akustik dalga 

(BAW) ve yüzey akustik dalga (SAW) olarak ikiye ayrılabilir (Voinova 2015; Bunde ve 

diğ. 1998). Bu tez çalışması kapsamında BAW’ı kullanarak ölçüm yapan QCM ve SAW’ı 

kullanarak ölçüm yapan Love-wave sensör cihazları kullanılmıştır.  

1.2.3.1. Kuartz kristal mikroterazi (QCM) 

QCM, kuartz kristalinin karşılıklı yüzlerinde bulunan elektrodlar aracılığıyla 

uygulanan voltaj sonucunda elde edilen osilasyona bağlı oluşan Bulk akustik dalganın 

(BAW) kullanılarak ağırlığa bağlı değişimlerin gözlemlendiği biyosensör cihazlarıdır. 

Transdüser olarak kullanılan kuartz kristallerin çok farklı kesim çeşitleri olmakla birlikte 

(BT, CT, DT, ET, FT, GT, IT, SC, XY …) genellikle AT kesim kristaller kullanılmaktadır 

(Bunde ve diğ. 1998) (Çizim 1. 7). AT kesim kristallerin kullanılmasının ana nedeni 

zamana, sıcaklığa ve çevresel faktörlere göre frekans stabilitesinin görece yüksek olması 

ve yüksek kalite (Q) faktörüdür (Goyal 2006). Q faktörü, sistemin rezonanstaki kayıpları 

olarak tanımlanmakta olup depolanan enerji ve dağılan enerji arasındaki orandır. Q faktörü 

sıvılarda genelde 1000-3000 aralığında olup bu değer havada 100.000’e kadar 

çıkabilmektedir (Kasper ve diğ. 2016). Sıvılarda Q faktöründeki büyük kayıp nedeniyle 

QCM’in sıvılarda kullanımı gazlarda kullanımına kıyasla daha zordur(García-Martinez ve 

diğ. 2011).  

0,5 ile 300 MHz arasında çalışma olanağı sağlayan QCM kristalleri ile yapılan 

ölçümlerde, daha yüksek frekanslarda çalışıldığında ölçüm hassasiyetinin arttığı 

görülmektedir (Kurosawa ve diğ. 2003). Fakat daha yüksek çalışma frekansı her zaman 

daha yüksek hassasiyet anlamına gelmemektedir. QCM’ler ile yüksek frekanslarda 

çalışmanın temel sınırlayıcısı frekans gürültüsüdür. Bunun nedeni, frekans gürültüsünün 

ölçüm çözünürlüğünü azaltarak hassasiyette beklenen artışa ulaşmanın önüne geçmesidir 

(Rodríguez-Pardo ve diğ. 2005; Montagut ve diğ. 2011).   

QCM’lerde çalışma frekansını kullanılan kristalin inceliği belirler. Kristalin kalınlığı 

ve rezonans frekansı arasındaki ilişki denklem Denklem 2’de görülmektedir.  
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Denklem 2. Bir kuartz kristale AC alanı uygulandığında kristalin rezonans frekansı 

kuartz kristalin    ile gösterilen yoğunluğu (0.648 g/cm
3
),    ile gösterilen kesim katsayısı 

(2.9471011g/cms
2
) ve tq ile gösterilen kalınlığına bağlıdır.  

   
√    ⁄

   
 

Yüksek frekanslarda ve daha ince kristallerle çalışmanın zorluklarından biri, çok ince 

kristallerin işlem sırasında kırılma riskinin yüksek olmasıdır. Bazı kristal üreticileri bu 

sorunu aşmak için kristali koruyucu bir polimerin içine yerleştirmiş ve ölçüm hücrelerini 

koruyucu içine yerleştirilmiş kristaller ile ölçüm yapacak şekilde dizayn etmişlerdir. Bu 

yolla ince kristallerle çalışmanın zorluklarını aşabilmişlerdir.  

 

Çizim 1. 7. AT kesim bir QCM kristalinin önden ve arkadan görünümleri 

(http://products.inficon.com/en-us/product/detail/p-researchcrystals/’den alıntılanmıştır). 

1.2.3.2.Love wave sensörler 

Love Wave (LW) sensörlerin de mensubu olduğu yüzey akustik dalga (SAW, surface 

acoustic wave) cihazları, mekanik akustik dalganın piezoelektrik kristalin yüzeyinde 

ilerlemesi ve yüzeyde oluşan değişikliklerin bu dalganın hızı ve şiddetine etkisinin 

ölçülmesi prensibine göre çalışmaktadır (Gronewold 2007). Bir Love Wave sensörünün 

temel yapısı Çizim 1. 8’de gösterilmektedir.  

Bir LW ölçümünde, interdijital transdüserlerde (IDT) çevrilen elektrik sinyali 

sonucunda oluşan polarize enine dalga, substratın piezoelektrik özelliklerinden dolayı 

sensör yüzeyinde ilerler (Martin ve diğ. 2004). Dalganın ilerlemesi bağımsız bir kılavuz 

katmana kısıtlı olduğundan akustik enerji piezoloektrik kristalin dağılmak yerine kılavuz 

katmanda yoğunlaşmış olur. Bu nedenle, sensörün hassasiyeti kılavuz katmanın özellikleri 

ve tasarımına önemli ölçüde bağlıdır (Länge ve diğ. 2008).  

http://products.inficon.com/en-us/product/detail/p-researchcrystals/'den
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Çizim 1. 8. Bir Love Wave sensörün temel yapısı 

Enerjinin kılavuz katmana yoğunlaştırılması, diğer sistemlerin sıvılarda kullanımında 

önemli bir kısıtlayıcı olan ve hassasiyeti düşüren sönüm etkisini azaltmaktadır. Sönüm 

etkisi, büyük miktarda enerjinin sıvı tarafından emilmesi ve bu nedenle enerji kaybı olarak 

tanımlanmaktadır (Li ve diğ. 2017). Kılavuz katman sayesinde sönüm etkisinin azaltılması 

ve gürültünün azaltılması, sıvılarda kullanım açısından LW sensörlere avantaj 

sağlamaktadır (Kovacs ve diğ. 1994; Harding ve diğ. 1997; Puiu ve diğ. 2015). Bunun yanı 

sıra, LW sensörlerin daha düşük gürültü seviyesi, bu sensörlerle daha yüksek frekanslarda 

yüksek hassasiyetle çalışma olanağı sunmaktadır (Montagut ve diğ. 2011).  
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2. AMAÇ 

Günlük yaşamda gıda ve su tüketimi ile veya çevresel yollarla pek çok zararlı 

maddeye maruz kalınabilmektedir. Bu zararlı maddeler, ilk akla gelen mikrobiyal 

etkenlerin yanı sıra bu organizmalar tarafından üretilen metabolik maddeler, gıda katkı 

ve/veya zirai mücadele ilaç kalıntıları (pestisit gibi) gibi küçük moleküller olabilmektedir. 

Bu küçük moleküller, akut zehirlenmelere yol açabildiği gibi uzun vadede kanser, alerji, 

doğum defektleri ve immün sistem bozuklukları gibi sorunlara da sebep olabilmektedir 

(Wishart 2012). Yüksek toksisiteye sahip düşük ağırlıklı biyolojik toksinler, doğal 

örneklerde de belli bir miktar bulunması ve kolaylıkla üretilmesi nedeniyle biyolojik silah 

ajanı olarak kullanılma potansiyeline sahiptir. Hali hazırda bu moleküllerin etkin bir 

şekilde tespitinde HPLC, LC-MS/MS ve LC-MS gibi yöntemler kullanılmaktadır. Fakat bu 

sistemler taşınabilir olmaması, zaman alıcı olması ve eğitimli operatör gerektirmesi 

nedeniyle kısıtlı sayıda ortam ve örnek zararlı moleküllerin varlığı açısından test 

edilebilmektedir. Alanda ve hızlı tarama ile daha çok örnek ve ortam izlenerek bu 

zararlıların ve etkilerinin meydana çıkmasının engellenmesi ve/veya azaltılması 

mümkündür (Brito ve Guthrie n.d.). Ancak düşük molekül ağırlığına sahip olan ve 

genellikle düşük miktarlarda bulunan toksik maddelerin tespiti için geliştirilen yöntemlerde 

duyarlık sorunu yaşanmaktadır. Bunun nedeni, küçük moleküllerin üzerinde genellikle bir 

epitop bulunması ve/veya ikinci bir antikorun bağlanamaması nedeniyle direkt veya 

sandwich formatta assayler geliştirilememesi ve dolayısıyla küçük moleküllerin tespitinde 

genellikle yarışımlı assay formatının kullanılmasıdır (Gorton 2005). Bu nedenle küçük 

molekül ağırlığına sahip analitlerin yüksek hassasiyet ve doğrulukla tespit edilmelerine 

yönelik çalışmalar analiz yöntemlerinin geliştirilmesine katkı sağlamaktadır.  

Bu tez çalışması kapsamında piezoelektrik immünobiyosensörler kullanılarak küçük 

moleküllerin daha yüksek hassasiyet ile daha düşük miktarlarda tespit edilmesine yönelik 

bir yaklaşım geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu doğrultuda; antikor immobilizasyonu, analit-

protein konjugatı immobilizasyonu, analitin kovalent olarak immobilizasyonu, antikorun 

dendron ile ağırlaştırılması ve daha yüksek frekansta ölçüm yapabilen bir ölçüm platformu 

kullanılması stratejileri değerlendirilmiştir. Çalışmalar, seçilen iki model mikotoksin olan 

AFB1 ve OTA ile bu toksinleri tanıyan Anti-AFB1 (8G8 ve D12E2) ve Anti-OTA (10F4) 

antikorları ile yapılmıştır. Çalışmanın ilk kısmı olarak ayırabileceğimiz ve immobilizasyon 

yöntemlerinin ele alındığı “İmmobilizasyon çalışmaları” bölümünde ölçüm yöntemi 
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geliştirilmesine yönelik tabana antikor immobilizasyonu, tabana analit-protein konjugatı 

immobilizasyonu ve tabana kovalent analit immobilizasyonu stratejileri ele alınarak 

değerlendirilmiştir. Kullanılan tüm ölçüm yöntemlerinde yarışımlı immunoassayler 

kullanılmıştır. Yarışımlı immunoassaylerde tabana antikor immobilize edildiği ve tabana 

toksin-protein konjugatlarının immobilize edildiği deney düzeneklerinde toksin-protein 

konjugatları hazırlanmıştır. Ayrıca antikor immobilizasyonuna yönelik çalışmalar 

kapsamında antikorun fonksiyonel bölgelerinin ulaşılabilir olmaması ve bu nedenle 

etkinlik kaybı ihtimalini ortadan kaldırmak amacıyla antikorların indirgenerek ve Protein A 

ile yönlendirilerek immobilizasyonları üzerine çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Ölçüm 

yöntemi geliştirilmesine yönelik bir diğer çalışma, antijenin kovalent olarak ve 

adsorpsiyon ile yüzeye immobilizasyonunu içermektedir.  

Çalışmanın ikinci kısmı olan “Antikor-Dendron Konjugasyonu ile Hassasiyet 

Geliştirme” bölümünde ise hassasiyet geliştirmeye yönelik antikorun dendron ile 

ağırlaştırılması ve daha etkin bir ölçüm platformu kullanılması stratejileri üzerine 

çalışılmıştır. Antikorların dendronlar ile ağırlaştırılması çalışmaları Jenerasyon 5 Polyester 

bis-MPA dendron 32 hidroksil 1 amin ile konjugasyonu içermektedir. Bunun yanı sıra 

ölçümler 5 MHz QCM ve 120 MHz Love wave ölçüm platformları ile yapılmış ve bu 

ölçüm platformlarının etkinlikleri karşılaştırılmıştır.  
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3. YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasallar ve Cihazlar 

Sensör çalışmalarında kullanılan D12E2, 8G8 ve 10F4 antikorları TÜBİTAK MAM 

GMBE tarafından geliştirilmiştir. 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ( Thermo Scientific, 22980), 

AFB1 (Sigma Aldrich, A6636), OTA (Sigma Adrich, O1877), 5 MHz AT kesim kuartz 

kristaller (KVG Quartz Crystal Technology GmbH), dithiothreitol (DTT) (Fermentas, 

RV862), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma Aldrich, E5134), Polyester bis-

MPA dendron 32 hydroxyl 1 amine generation 5 (Sigma Aldrich,767239), sodyum 

hidroksid (Merck, 1064621000), sodyum dodesil sülfat (SDS) (Sigma Aldrich, 71725), 

Glisin (Sigma Aldrich, G8898), Protein A (Sigma Aldrich, P6031), Potassium phosphate 

monobasic (Sigma Aldrich, P0662), potassium phosphate dibasic (Sigma Aldrich, 

P3786) kullanılmıştır.   

Kristallerin temizlenerek bağlamaya hazır hale getirilmesi için Diener Femto düşük 

basınçlı plazma sistemi, Almanya; QCM-5 MHz ölçümleri için QCM200 (Stanford 

Araştırma Sistemleri, ABD) Quartz Crystal Microbalance; Love wave-120 MHz ölçümleri 

için AWS A20-F20 (AWSensors, İspanya) sensör platformu kullanılmıştır.  

Stanford araştırma sistemleri tarafından geliştirilmiş olan QCM 200 5 MHz sistemi 

ağırlık ve vizkosite değişimlerini ölçebilmekte olup bir kontrolör, kristal osilatörü ve 

kristal yuvası içermektedir. Cihaz 5 MHz AT kesimli kristalin direncini ve kristal 

üzerindeki ağırlıkla ters orantılı olarak değişen rezonans frekansını ölçer. Ölçülen direnç 

ise kristal yüzeyi ile temasta olan materyalin (sıvı/film) vizkosite/elastisisine bağlı olarak 

değişir. Mikrogram-nanogram arasındaki ağırlık değişimlerini ölçebilme kapasitesine 

sahiptir. Cihaz sadece ölçüm modülünü içeriyor olup harici pompa ile akış sağlanması 

gerekmektedir. Sıcaklık kontrolü mevcut değildir.  

AWSensors şirketi tarafından üretilmiş olan AWS A20-F20 biyouygulamalar için 

tasarlanmış bir yüzey akustik dalga ölçüm platformudur.  Platform ile 10 MHz QCM, 100 

MHz QCM ve 120 MHz Love wave ölçümleri yapılabilmekte olup sıcaklık kontrolü 

sağlanabilmektedir. 5 MHz-160 MHz frekans aralığına sahiptir. Saniyede 12 frekans 

ölçümü yapılabilmektedir. Yüksek frekans, tarama (sweep) ve izleme (tracking) olmak 
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üzere üç operasyon modu bulunmaktadır. Ayrıca dört akış modülü bulunmakta olup bu 

dört akış modülüne eş zamanlı akış sağlanabilmektedir.  

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Sensör Yüzeyine OTA Bağlanması 

Altın kaplı 5 MHz QCM kristalleri Diener Femto plazma temizleyici ile 40 mV’de 3 

dk temizlendi ve yüzey bağlanma için hazırlandı.  

Temizlenen ve ethanol içinde hazırlanmış olan 2 mM 11-mercapto-undekanoik asit 

(MUA) içinde gece boyu oda sıcaklığında bekletilerek yüzey SAM kaplandı. Ertesi gün 3 

defa ethanol, 3 defa ultrasaf dH2O ile yıkanarak yüzeye bağlanmayan MUA uzaklaştırıldı. 

400 mM EDC ve 100 mM N-hydroxysuccinimide (NHS) 1:1 oranında karıştırılarak 

aktivatör solüsyon hazırlandı ve MUA kaplı yüzey bu aktivatör solüsyonla 10 dakika 

boyunca aktive edildi. Ardından yüzey 7 dakika 1 M ethylenediamine (EDA), pH: 8.5 ile 

muamele edilerek yüzeydeki karboksilik asit grupları amin gruplarına çevrildi. Amine 

dönüşmeyen karboksilik asit gruplarını kapatmak için yüzey 2 dakika 1 M ethanolamine 

(EOA) pH:8.5 ile muamele edildi. Bağlama öncesinde OTA, 400 mM EDC ve 100 mM 

NHS’in 1:1 oranında karıştırılmasıyla hazırlanan aktivatör solüsyon ile 2:1 oranında 

karışıtırılarak 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Aktive edilen ve bağlanmaya hazır 

hale getirilen OTA, amin aktive yüzeye yayılarak 40 dk oda sıcaklığında bekletildi. MUA 

aracılığıyla OTA’nın sensor yüzeyine bağlanması Çizim 3. 1’de şematik olarak 

gösterilmektedir. Bağlama sonrasında yüzey 3 defa ethanol, 3 defa da ultra saf dH2O ile 

yıkandı. Hemen kullanılmayacak olan kristaller kurutularak +4
o
C’de bekletildi.  

 

 

Çizim 3. 1. MUA aracılığıyla aminlenen altın yüzeye OTA bağlanması. (Ertekin ve diğ. 

2016) 
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3.2.2. Katyonize BSA Hazırlanması 

Katyonizasyon reaksiyonları Domen ve arkadaşlarının 1992 yılında yayınlanan 

patent çalışmalarında uyguladıkları yöntemin modifikasyonu ile gerçekleştirildi (Patricia 

L. Domen 1992). Katyonizasyon reaksiyonlarında proteinin yapısında bulunan asidik 

aminoasitlerdeki pozitif yüklü karboksil grupları ethylene diamine (EDA) ve 1-Ethyl-3-[3-

dimethylaminopropyl]-carbodiimide hydrochloride (EDC) molekülleri kullanılarak amine 

edildi. Sığır serum albumin (BSA)’nın katyonizasyon reaksiyonu Çizim 3. 2’de 

belirtilmektedir.  

 

Çizim 3. 2. BSA’nın katyonizasyon reaksiyonu 

3.2.3. OTA-cBSA Konjugatlarının Hazırlanması 

Yu ve diğ. tarafından 2005’te raporlanan OTA-protein konjugasyon reaksiyonu 

modifiye edilerek oluşturulan reaksiyon aşağıda belirtildiği şekilde hazırlandı (Çizim 3. 

3)(Yu ve diğ. 2005); 

 Toplam reaksiyon 500-600µl’ye tamamlanacak şekilde bir eppendorf 

tüp içine MES tamponu (0,1M MES, pH4,8, 0,9M NaCl, %25 etanol), 1,2 mg 

cBSA, 0,1 mg OTA ve 0,1 mg EDC konuldu. 

 Reaksiyon karışımı oda sıcaklığında gece boyu çalkalanarak inkübe 

edildi. Konjugatlar Vivaspin 500 (10kDa MW limit) filtreli tüplerde MES 

tamponu ile en az 5 kere yıkanarak saflaştırıldı. 

En son aşamada filtrenin üstünde kalan konjugatlar PBS, pH 7,2 içerisinde çözüldü. 
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Çizim 3. 3. OTA-cBSA konjugasyon reaksiyonu 

 

3.2.4. 5 MHz QCM Kristallerine OTA-cBSA Bağlanması 

5 MHz QCM Kristallerine OTA-cBSA kaplanması SAM ile kaplı yüzeye akış altında 

OTA-cBSA immobilizasyonu ve OTA-cBSA’nın adsorpsiyon ile immobilizasyonu olmak 

üzere iki şekilde gerçekleştirildi: 

1. SAM ile kaplı yüzeye akış altında OTA-cBSA immobilizasyonu; 

Diener Femto oksijen plazma ile (60 watt, 3 dk) temizlenen QCM 5 MHz kristalleri 

2mM 11-MUA içinde gece boyu oda sıcaklığında bekletilerek SAM kaplaması yapıldı. 

Kristaller ethanol ve saf su ile yıkanıp kurutulduktan sonra cihaza yerleştirildi. 

Daha sonra 1:1 oranda karıştırılan 400 µl 0,4 M EDC/0,1 M NHS  25 µl/dk hızda 

sisteme verildi ve 15 dk boyunca geçirildi. 

Ardından 0,2 mg/ml OTA-cBSA konjugatı sisteme verilerek 45 dk boyunca 

konjugatın kristal yüzeyinden geçişi sağlandı. 

Kaplamanın ardından yüzey PBS ile yıkanarak sinyalin dengeye ulaşması sağlandı. 

2. OTA-cBSA’nın adsorpsiyon ile immobilizasyonu; 

Oksijen plasma ile temizlenen (60 W, 3dk) altın yüzeye OTA-cProtein’in 

adsorpsiyon ile immobilizasyonunu içermektedir. 

 Adsorpsiyon işlemi 50 µl/dk hızda akış altında 0,1 mg/ml OTA-cProtein 

uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Burada cProtein, OTA-cBSA ve OTA-cTF 

karışımını ifade etmektedir. 

 İmmobilizasyonun ardından kristal PBS ile dengelendi. 
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3.2.5. Kovalent OTA İmmobilizasyonu 

Altın kaplı QCM kristalleri Diener Femto plazma temizleyici ile 40 mV’de 3 dk 

temizlendi ve yüzey bağlanma için hazırlandı. Temizlenen ve aktive edilen kristaller, 

ethanol içinde hazırlanmış olan 1mM 11-mercapto-1-undecanol (MUD) içinde gece boyu 

oda sıcaklığında bekletilerek OTA bağlanmasına hazır hale getirildi. Ertesi gün 3 defa 

ethanol, 3 defa ultrasaf dH2O ile yıkandı. Bağlama öncesinde OTA, 400 mM EDC ve 100 

mM NHS’in 1:1 oranında karıştırılmasıyla hazırlanan aktivatör solüsyon ile Çizelge 3. 

1’de gösterilen oranlarda karıştırılarak 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi.  
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Çizelge 3. 1. OTA’nın yüzey immobilizasyon optimizasyonunda kullanılan reaksiyon 

koşulları 

 OTA 
Seyreltm

e 

1:1 

EDC:NH

S 

EDC:OTA 

Oranı 

% 

Çözücü 

Son OTA 

Konsantrasyon

u 

Bekleme 

süreleri 

1 

EtOH, 

10 mM,  

30 uL 

- 15 uL 20 %66 6,6 mM 
10' aktivasyon,  

30' inkubasyon 

2 

EtOH, 

10 mM,  

30 uL 

- 30 uL 40 %50 5 mM 
10' aktivasyon,  

30' inkubasyon 

3 

EtOH, 

10 mM,  

30 uL 

- 30 uL 40 %50 5 mM 
10' aktivasyon,  

60' inkubasyon 

4 

EtOH, 

10 mM,  

20 uL 

40 uL, 

dH2O 
20 uL 40 %25 2,5 mM 

10' aktivasyon,  

30' inkubasyon 

5 

EtOH, 

20 mM,  

10 uL 

20 uL 

PBS 
20 uL 40 %20 4 mM 

10' aktivasyon,  

30' inkubasyon 

6 

EtOH, 

20 mM,  

5 uL 

5 uL PBS 10 uL 40 %25 5 mM 
10' aktivasyon,  

40' inkubasyon 

7 

EtOH, 

10 mM,  

30 uL 

- 30 uL 40 %50 5mM 
10' aktivasyon,  

40' inkubasyon 
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Aktive edilen ve bağlanmaya hazır hale getirilen OTA, amin aktive yüzeye yayılarak 

40 dk oda sıcaklığında bekletildi. Bağlama sonrasında yüzey 3 defa ethanol, 3 defa da ultra 

saf dH2O ile yıkandı. Hemen kullanılmayacak olan kristaller kurutularak +4
o
C’de 

bekletildi.  

3.2.6. Yarışımlı ELISA ile 10F4 Konsantrasyon Optimizasyonu 

ELISA plağının tabanına 400ng/kuyu olacak şekilde OTA-cBSA konjugatı konarak 

gece boyu +4
o
C’de antijenin tabana immobilizasyonu sağlandı. Ertesi gün plak 3’er kez % 

0,2 Tween-PBS  yıkanarak %1’lik (w/v) süt tozu kuyulara eklendi ve oda sıcaklığında 1 

saat inkübe edildi. Böylece serbest alanların bloklanması sağlandı. Bloklamanın ardından 

plak 3’er kez % 0,2 Tween-PBS  yıkandı. Diğer yandan tüp içinde 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml 

veya 0,02 mg/ml 10F4 antikoru 0, 10, 20, 50, 100 ve 200 ppb serbest OTA ile yarıştırıldı. 

Yarışımın olduğu antikor-toksin karışımları kuyulara bekletilmeden eklenerek 1 saat 

37
o
C’de inkübe edildi. 

1 saatin sonunda plak 3’er kez % 0,2 Tween-PBS  yıkanarak 1:2000 oranında alkalen 

fosfataz işaretli ikincil antikor eklenerek 37
o
C’de 1 saat inkübasyona bırakıldı. Kuyular 

5’er kez % 0,2 Tween-PBS ile yıkandıktan sonra substrat (4-nitrophenyl phosphate) 

1mg/ml konsantrasyonunda olacak şekilde (substrat tamponunu: 1mM ZnCl2, 1mM 

MgCl2, 0.1M glycine ddH2O içerisinde çözüldü ve pH 10.4’e ayarlandı, toplam hacim 

200ml) hazırlandı ve kuyu başına 100 µl eklendi. 30-60 dakika sonra 405 nm’de 

absorbance (OD) okundu. 

3.2.7. OTA Ölçümü 

OTA immobilize edilerek hazırlanan kristaller ölçüm yuvasına yerleştirildi. Yüzey 

PBS ile yıkanarak sinyalin dengeye gelmesi beklendi. Sinyal dengeye geldikten sonra 

yüzey 10 dk boyunca 0,1 mg/ml BSA ile spesifik olmayan bağlanmaların ölçüme etki 

etmemesi için bloklandı. BSA muamelesinin ardından yüzey PBS ile yıkanarak sinyalin 

dengeye gelmesi beklendi. Ardından, 10F4 50 µl/dk hızda yüzeye gönderilerek sinyal 

ölçüldü.  

3.2.8. Kristallere Anti-AFB1 8G8 Bağlanması 

Tüm bağlama yöntemleri için öncelikle Diener Femto oksijen plasma temizleyici ile 

40 watt’ta 3 dk temizlenen QCM 5MHz kristalleri QCM 200 cihazına takılarak PBS akışı 
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altında sinyalin dengeye ulaşması beklendi. Ardından 8G8 antikorları yüzeye üç farklı 

şekilde bağlandı. Kullanılan Anti-AFB1 8G8 immobilizasyon yöntemleri Çizim 3. 4’te 

özetlenmektedir.  

 

Çizim 3. 4. AFB1 antikoru (8G8) kullanılarak yapılan antikor yönlendirme çalışmaları. 

Böylelikle antijen bağlama kapasitesine sahip kısımların fiziksel olarak ulaşılamaz olarak 

etkinlik kaybına uğramasının engellenmesi hedeflenmiştir. 

3.2.8.1.  8G8 antikorlarının yüzeye direkt adsorpsiyonu 

0,1 mg/ml 8G8 50 µl/dk hızda yüzeye gönderilerek frekansta azalış sonlanana kadar 

akış sürdürüldü. 

3.2.8.2. 8G8 antikorlarının Protein A ile yönlendirilerek yüzeye bağlanması 

0,1 mg/ml Protein A 50 µl/dk hızda yüzeye gönderilerek frekansta azalış sonlanana 

kadar akış sürdürüldü. Ardından, 0,1 mg/ml 8G8 50 µl/dk hızda yüzeye gönderilerek yüzeye 

bağlanması sağlandı.  

3.2.8.3. Dithiothreitol (DTT) ile kesilen 8G8 antikorlarının yüzeye bağlanması 

Antikorlardaki thiol gruplarını kullanarak kristal yüzeyine yönlendirilmiş bağlama 

yapılabilmesi için 8G8 antikorları 1:4, 1:8, 1:16, 1:64, 1:128 ve 1:256 8G8:DTT oranında 

DTT ve 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) varlığında PBS içinde 20 dk 

37
o
C’de bekletilerek indirgendi. Reaksiyon 5mM EDTA içeren PBS’e karşı diyaliz 

edilerek DTT ortamdan uzaklaştırıldı. Ardından, 0,1 mg/ml indirgenmiş 8G8 50 µl/dk 

hızda yüzeye gönderilerek yüzeye bağlanması sağlandı.  

 

3.2.9. Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez 

DTT kullanılarak indirgenen 8G8 antikorlarının indirgenme durumu Sodyum 

Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile gözlemlendi. Çalışmada, 

Bio-Rad Mini protean tetra jel aparatı kullanıldı. 10 ml %10’luk ayrıştırma jeli; 3,8 ml 

dH2O, 3,4 ml  %30 akrilamid/bis-akrilamid, 2,6 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1 ml %10 SDS, 

0,1 ml %20 amonyum persülfat (APS) ve 0,01 ml Tetrametiletilendiamin (TEMED) 
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karıştırılarak hazırlandı ve iki cam arasına döküldü. Butanol ile jelin hava ile teması 

kesilerek polimerizasyonu sağlandı. Ayrıştırma jelinin donmasının ardından 2ml %5’lik 

toplama jeli; 0,34 ml %30 akrilamid/bis-akrilamid, 0,25 ml 1M Tris pH 6,8, 0,02 ml %20 

APS, 0,02 ml %10 SDS, 0,002 ml TEMED ve 1,36 ml dH2O konarak hazırlandı ve 

ayrıştırma jelinin üzerine eklenerek donması beklendi.  

Jelin hazırlanmasının ardından 12 µl örnek 4 µl Laemmli Örnek Tamponuyla 

(BioRad, #1610747) karıştırılarak kuyulara yüklendi ve 120 V’ta proteinler yürütüldü.  

Jelde proteinler ayrıştırıldıktan sonra gümüş boyama ile boyandı (Chevallet ve diğ. 2006).  

3.2.10. AFB1-cBSA Konjugasyonu 

AFB1 moleküllerinin cBSA, Mannich tip reaksiyon ile gerçekleştirildi (Zhou ve diğ. 

2007). Katyonize proteinlerde bulunan amin grupları formaldehit ile aktive edildi ve AFB1 

molekülüne bağlandı. Bu işlem sırasında reaksiyon 600 µl’ye tamamlanacak şekilde, bir 

eppendorf tüp içine MES tamponu (0,1M pH 4,8), katyonize BSA, DMF içerisinde 2 

mg/mL AFB1 ve formaldehit (50µl) kondu. Reaksiyonda 100 µg AFB1 ve buna karşılık 

olarak molar olarak 1/40 oranında katyonize protein kullanıldı. Böylece başlangıç 

cBSA:AFB1 oranı 1:40 olarak reaksiyon başlatıldı. 24 saat 37°C’de çalkalanarak reaksiyon 

gerçekleştirildi. AFB1-protein konjugasyon reaksiyonları Çizim 3. 5’te özetlenmektedir.  

 

Çizim 3. 5. AFB1 – cP konjugat oluşturma stratejisi. 

Yapılan konjugasyon reaksiyonunun ardından karışım 0,1 M MES, pH 4,8’e karşı 

diyaliz edildi ve ortamdaki AFB1’ler ve formaldehit uzaklaştırıldı. Diyalizle temizlenen 

konjugatın OD280 ve OD360 değerleri ölçüldü.  

3.2.11. Anti-AFB1 8G8 Kaplı Yüzeyde AFB1 Ölçümü 

Antikor bağlı QCM 5MHz kristalleri hazneye yerleştirilerek PBS uygulandı. Sinyalin 

dengeye gelmesi beklendi ve 10 dk boyunca 50 µl/dk hızda 2 mg/ml OVA (ovalbumin) 
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akışı ile bloklandı. Bloklamanın ardından 0,1 mg/ml Aflatoksin B1-BSA (AFB1-BSA) 

konjugatı sisteme gönderilerek bağlanmaya bağlı frekans düşüşü ölçüldü. Tüm 

uygulamaların arasında sabit frekans ölçümü alınana kadar PBS yıkaması yapıldı.  

3.2.12. Kristallere AFB1 Bağlanması 

AFB1’in altın yüzeye bağlanabilmesi için öncelikle O-carboxymethyloxime ile 

reaksiyona sokularak AFB1-oksim oluşturuldu. Bunun için; 400 µl methanol içinde 1 mg 

AFB1, 100 µl dH2O içinde 2 mg carboxymethyl hydroxylamine HCl ve 100 µL piridin 

karıştırıldı.  3 saat boyunca tabanı 100 °C’de tutulan tüplerin üstüne buz konarak inkübe 

edildi. Ardından, reaksiyon 24 saat boyunca oda sıcaklığında sürdürüldü. Çözücüler azot 

altında uçuruldu ve oluşan AFB1-oxime son hacim 320 µl olacak şekilde PBS’te çözüldü. 

Altın kaplı Love Wave kristalleri ise plazma temizleyiciye konmadan önce 3 dakika 

asetonla muamele edilerek üstündeki koruyucu tabaka uzaklaştırıldı. Ardından, altın kaplı 

QCM kristalleri ve love wave kristalleri Diener Femto plazma temizleyici ile 40 mV’de 10 

dk temizlendi ve yüzey bağlanma için hazırlandı.  

Temizlenen ve aktive edilen kristaller, ethanol içinde hazırlanmış olan 1mM MUD 

içinde gece boyu oda sıcaklığında bekletilerek AFB1-oxim bağlanmasına hazır hale 

getirildi. Ertesi gün 3 defa ethanol, 3 defa ultrasaf dH2O ile yıkandı. Bağlama öncesinde 

AFB1-oxim, 400 mM EDC ve 100 mM NHS’in 1:1 oranında karıştırılmasıyla hazırlanan 

aktivatör solüsyon ile 2:1 oranında karışıtırılarak 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

Aktive edilen ve bağlanmaya hazır hale getirilen AFB1-oxim, amin aktive yüzeye 

yayılarak 40 dk oda sıcaklığında bekletildi. Kullanılan yöntem Çizim 3. 6’da şematize 

edilmiştir. Bağlama sonrasında yüzey 3 defa ethanol, 3 defa da ultra saf dH2O ile yıkandı. 

Hemen kullanılmayacak olan kristaller kurutularak +4
o
C’de bekletildi.  
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Çizim 3. 6. Sensör yüzeyine MUD aracılığıyla AFB1 immobilizasyonu. Ertekin ve diğ. 

(2016)’dan alınmıştır 

3.2.13. Anti-AFB1 Antikoru D12E2-Dendron Konjugasyonu 

1 mg BPM321 20 mg CDI ile 100 µl kuru asetonda karıştırılarak 10 dk oda 

sıcaklığında aktive edildi. Aktivasyonun ardından 20 µl dH2O yavaşça eklendi. 0,5 mg 

D12E2 250 µl 0,1M sodyum bikarbonat pH 8,5 tamponu içinde ortama konarak gece boyu 

+4
o
C’de inkübe edildi. Reaksiyonun ardından karışım PBS'e karşı diyaliz edilerek 

temizlendi.  

3.2.14. AFB1 Ölçümü 

AFB1 immobilize edilerek hazırlanan kristaller ölçüm yuvasına yerleştirildi. 

AFB1’in bağlanmadığı aktive gruplar, akış altında 10 dk boyunca 1 M CH3COONa, pH 

4.5 ile muamele edilerek bloklandı ve ardından yüzey PBS ile yıkanarak sinyalin dengeye 

gelmesi beklendi. Sinyal dengeye geldikten sonra yüzey 10 dk boyunca 0,1 mg/ml BSA ile 

spesifik olmayan bağlanmaların ölçüme etki etmemesi için bloklandı. BSA muamelesinin 

ardından yüzey PBS ile yıkanarak sinyalin dengeye gelmesi beklendi. Ardından, 0,05 

mg/ml D12E2-AFB1 karışımı 20 µl/dk hızda yüzeye gönderilerek sinyal ölçüldü.  

3.2.15. Yüzey Rejenerasyonu 

AFB1 Yüzey Rejenerasyonu: Ölçümün tamamlanmasının ardından sırasıyla 500 µl 

ultrasaf su, 1 ml 75 mM NaOH %1 SDS, 750 µl ultrasaf su ve 750 µl PBS 200 µ/dk hızda 

yüzeye gönderilerek yüzeyde bağlı olan D12E2 uzaklaştırıldı ve yüzey tekrar D12E2 

bağlanmasına uygun hale getirildi.  
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OTA Yüzey Rejenerasyonu: Ölçümün tamamlanmasının ardından sırasıyla yüksek 

hızda 1 dk ultrasaf su, 2 dk 50 mM NaOH %1 SDS, 1 dk ultrasaf su ve 1 dk PBS yüzeye 

gönderilerek yüzeyde bağlı olan 10F4 uzaklaştırıldı ve yüzey tekrar 10F4 bağlanmasına 

uygun hale getirildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Konjugasyon Çalışmaları 

4.1.1. AFB1-cBSA Konjugasyonu 

Elde edilen AFB1-cBSA konjugatının konjugasyon oranı ve etkinliğinin 

hesaplanabilmesi için 220-400 nm arasında dalga taraması yapıldı (Çizim 4. 1). Bu dalga 

taramasının sonuçlarında görülen 360 nm absorbans değeri proteinin üzerine konjuge olan 

AFB1’i göstermektedir.  

 

Çizim 4. 1. AFB1-cBSA konjugatının UV spektrumu 

AFB1-cBSA konjugasyon oranı, AFB1’in 360 nm’de gösterdiği absorbans sayesinde 

Beer-Lambert kanunundan çıkarılan  Denklem 3  kullanılarak hesaplandı.  

Denklem 3. 

C(AF)/C(Protein) = A360 x ε Protein 280 /(A280 x ε AF360 – ε AF280 x A360) 

A: absorbans, ε: molar ekstinksiyon katsayısı, C: konsantrasyon.  

Hesaplamalar sonucunda 0,72:1 oranında AFB1-cBSA konjugasyonunun başarıyla 

gerçekleştiği belirlendi.  

4.1.2. OTA-cTF Konjugasyonu 

  OTA-cTF konjugasyonunun başarısını belirlemede spektrofotometrik ölçüm 

kullanıldı. Spektrofotometrik ölçümlerde cTF-OTA konjugatındaki spektral kaymadan 

dolayı konjuge olan cTF:OTA oranı kesin olarak belirlenememekle beraber, 
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konjugasyonun başarısı 334 ve 380nm dalga boylarında Absorbans değeri doruğa ulaşan 

proteine bağlı OTA miktarının ölçülmesi ile belirlendi (Çizim 4. 2). Proteinler 280nm 

maksimum absorbans (Absmax) verirken OTA’nın Absmax’ı 334nm’de olup 

konjugasyondan sonra 380nm’de de okuma vermektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. İmmobilizasyon Çalışmaları 

Yüzey immobilizasyonu, geliştirilen biyosensörün performansını belirleyen temel 

faktörlerden biridir. Bu nedenle tez çalışması kapsamında küçük moleküllerin tespiti için 

uygun immobilizasyon yönteminin belirlenmesine yönelik çalışmalar yapılmıştır. Bu 

doğrultuda yüzeye antikor ve antijenler immobilize edilmiş ve immobilizasyon sonucunda 

ölçümler yapılarak hazırlanan sensör yüzeyinin verimliliği değerlendirilmiştir. Sensör 

yüzeyinin verimliliğinin değerlendirilmesinde yüzeyin rejenere edilebilme durumu, 

tutarlılığı ve elde edilen sinyal seviyesi göz önünde bulundurulmuştur.  

4.2.1.  Antikor Yönlendirme ve İmmobilizasyon Çalışmaları 

Biyosensörlerde yüksek hassasiyetin yakalanması için önemli unsurlardan biri 

yüzeye immobilize edilen algılayıcı miktarı olarak görülmektedir. Söz konusu antikorların 

algılayıcı olarak kullanımı olduğunda, immobilize edilen algılayıcının miktarı kadar 

önemli bir diğer unsur antikorun tanıma bölgelerinin ulaşılabilirliğidir. Bu çalışmada 

yüzeyde algılayıcı olarak antikor bulunduğu durumda antikorun tanıma bölgelerinin 

ulaşılabilirliğinin artırılarak algılama kapasitesinin yükseltilmesine yönelik çalışmalar ve 

yaklaşımlar sunulmaktadır. Çalışmanın bu bölümünde model molekül olarak AFB1 
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seçilmiş ve IgG tipi bir antikor olan 8G8’in yönlendirilerek biyosensörün algılayıcı 

kapasitesinin artırılması hedeflenmiştir. Bu çalışmalar kapsamında antikorların direkt 

adsorpsiyonu, Protein A yönlendirme çalışmaları ve antikorun disülfit bağlarının DTT ile 

kesilerek –SH gruplarının açığa çıkarılması yoluyla yönlendirme çalışmaları yapıldı.  

DTT ile indirgeme çalışmasında 8G8 antikorunun indirgendiği DTT 

konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla 1:4, 1:8, 1:16, 1:64, 1:128 ve 1:256 8G8: DTT 

oranında kesim çalışması yapıldı ve elde edilen antikorların indirgenme durumu %10 SDS-

PAGE ile gözlemlendi (Çizim 4.3). Elde edilen jel görüntüsü 1:256 oranında DTT’nin 

ortamdaki 8G8 antikorlarını etkin bir şekilde indirgediğini göstermektedir.  

 

 

Çizim 4. 3. DTT ile 8G8’in indirgenme çalışması sonucunda elde edilen %10 SDS-

PAGE görüntüsü. 1. 8G8, 0 DTT, 2. 8G8, 1:256 DTT, 3. 8G8, 1:128 DTT, 4. 8G8, 1:64 

DTT, 5. 8G8, 1:16 DTT, 6. 8G8, 1:8 DTT, 7. 8G8, 1:4 DTT, 8. 0,5 µg hTF, 9. 0,5 µg CA, 

10. Marker (Thermo #26616).  

Çizim 4. 3’te gösterildiği gibi indirgenen 8G8 antikorları, daha sonra yüzeye 

immobilize edildi.  

Diğer yandan antikorun Fc bölgesine bağlandığı bilinen Protein A yüzeye bağlanarak 

antikorların Fc bölgeleri aracılığıyla yüzey immobilizasyonu ve yönlendirilmesi sağlandı.  

Ardından, QCM’in ağırlık tabanlı bir sistem olması ve AFB1’in oldukça küçük bir 

molekül olması nedeniyle AFB1’in bu sistemde doğrudan tespiti mümkün 

olamayacağından; biyosensör tabanındaki algılayıcı kapasitesi, cBSA bağlanarak 

ağırlaştırılmış AFB1 kullanılarak yarışımlı immünoassay ile ölçüldü.  

Bu çalışmada immobilizasyon ve antijen bağlama etkinliğinin değerlendirilebilmesi 

için tabana bağlanan antikor miktarı ve tabana bağlanan antikorun yakaladığı AFB1-cBSA 
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miktarı olmak üzere iki parametre incelendi. İncelenen parametreler ve elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4. 1’de gösterilmektedir.  

Çizelge 4. 1. Antikor immobilizasyonunun etkinliğini geliştirmek üzere denenen 

direkt adsorpsiyon, Protein A ile yönlendirme ve DTT ile indirgeyerek yönlendirme 

çalışmalarında antikor ve AFB1-BSA konjugatı bağlanması sonucunda elde edilen frekans 

düşüşleri  

 
DİREKT 

ADSORPSİYON 

DTT İLE 

İNDİRGEYEREK 

YÖNLENDİRME 

PROTEİN A 

İLE YÖNLENDİRME 

ΔF ANTİKOR 

(Hz) 

18 43 21 

ΔF 

KONJUGAT (Hz) 

1,5 3 65 

Rejenerasyon çalışmalarında kullanılan 50 mM NaOH %1 SDS uygulaması 

sonucunda yüzey etkinliğini yitirdiğinden aynı kristal üzerinde ölçüm yapılmaya devam 

edilemedi. Bu durum, sert rejenerasyon koşullarının kullanımını gerektiren durumlarda 

antikor kaplı yüzeylerin etkin biçimde sensör geliştirilmesinde kullanılamayacağını 

göstermektedir.  

4.2.2. Antijen İmmobilizasyon Çalışmaları 

Yarışımlı sistemlerde, yüzeye antijen immobilize edilerek örnek içerisindeki 

antijenin antikora bağlanmak için yüzeydeki antijenle yarıştırılması ve örnekte bulunan 

antijen miktarının belirlenmesi mümkün olabilmektedir. Bu tür sistemlerde yüzeye 

immobilizasyon etkinliğinin yüksek olması, ölçüm hassasiyetini ve deteksiyon aralığını 

doğrudan etkilemektedir. Bu nedenle yüksek hassasiyetli ölçüm sistemlerinin elde 

edilmesinde antijen immobilizasyonunun etkinliği önemli rol oynamaktadır.  

Bunun yanı sıra, özellikle proteinlerden daha stabil olan hapten gibi analitlerin yüzey 

immobilizasyonu daha yüksek tekrarlanabilirlik ve rejenerasyonlara dayanıklı stabil 

yüzeyler oluşturulması anlamında avantaj sağlamaktadır. Fakat küçük molekül çapına 

sahip olan moleküllerin yüzeye yüksek konsantrasyonda immobilizasyonunun moleküller 

arası boşlukları azaltarak sterik etkilerle antikor gibi büyük moleküllerin antijene 

bağlanmasının önüne geçmesi değerlendirilen ihtimaller dahilindedir. Bu nedenle bu 

çalışma kapsamında yüzeye antijen-protein konjugatlarının immobilizasyonu ve doğrudan 

hapten moleküllerin immobilizasyonu stratejileri değerlendirilmiştir.  
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4.2.2.1. Yüzeye antijen-protein konjugat immobilizasyon çalışmaları 

Bu çalışmada yüzeye daha seyrek antijen bağlanması sağlanarak antikorların sterik 

engellenmeden etkilenmeden yüzeye rahatça bağlanmasının sağlanması hedeflenmiştir. Bu 

çalışmada model toksin olarak OTA kullanılmıştır.  

Bu bölümde, daha önce hazırlanmış olan OTA-cBSA konjugatı yüzeye kovalent ve 

non-kovalent olmak üzere iki şekilde bağlanmıştır: 

 SAM ile kaplı yüzeye akış altında OTA-cBSA immobilizasyonu 

 OTA-cBSA’nın adsorpsiyon ile immobilizasyonu 

Bu immobilizasyonlar sonucunda yüzeye 0,025 mg/ml 10 F4 antikoru gönderilmiş ve 

frekans değişimleri ölçülmüştür. Bunun yanı sıra, antikor uygulamasının ardından 50mM 

NaOH+%1 SDS uygulaması yapılarak yüzey rejenere edilmiş ve yüzeyin tekrar antikor 

bağlama kapasitesi ölçülmüştür. Yapılan bu çalışmada SAM kaplı yüzeye akış altında 

OTA-cBSA kaplanması durumunda elde edilen antikor bağlanması ve rejenerasyon sonrası 

yüzeyin bağlama kapasitesi Çizim 4. 4’te, adsorpsiyon yoluyla OTA-cBSA kaplanması 

durumunda elde edilen antikor bağlanması ve rejenerasyon sonrası yüzeyin bağlama 

kapasitesi Çizim 4. 5’te gösterilmektedir. Yüzeye bağlanan antikorların yarattığı frekans 

değişimleri Çizelge 4. 2’de karşılaştırılmıştır.  

 

Çizim 4. 4. OTA-cBSA’nın akış halinde immobilize edildiği yüzeylerde anti-OTA 10F4 

antikoru ile etkileşimden sağlanan frekans değişimleri. 1. Uygulama, kaplamanın ardından 

yapılan ilk ölçümü, 2. Uygulama ilk rejenerasyondan sonra yapılan ilk ölçümü, 3. 

Uygulama ise 2. rejenerasyon sonrasında yapılan ölçümü ifade etmektedir. 
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Çizim 4. 5. OTA-cBSA’nın adsorpsiyon yoluyla immobilizasyonunun ardından 10F4 

antikoru uygulaması sonucunda elde edilen frekans değişimleri. Rejenerasyonun ardından 

yapılan 10F4 uygulamalarında frekans değişiminde düşüş olduğu gözlemlenmiştir.  
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Çizelge 4. 2. Farklı OTA-cBSA immobilizasyon stratejilerinde yüzeye bağlanan 10F4’ün 

meydana getirdiği frekans değişimleri ve yüzeyin rejenerasyon sonrası tekrar bağlama 

kapasitesi 

 SAM-OTA-

cBSA (Akış altında) 

OTA-cBSA 

Adsorpsiyon 

1. Uygulama ΔF 

(Hz) 

9,5 18 

2. Uygulama ΔF 

(Hz) 

9,5 9 

3. Uygulama ΔF 

(Hz) 

1,8 - 

4.2.2.2. Yüzeye doğrudan toksin immobilizasyonu ile sinyal geliştirme 

Yüzeye OTA toksinlerinin doğrudan kovalent olarak bağlanabilmesi için öncelikle 

yüzey SAM (MUD) ile muamele edilerek yüzeyde –COOH veya –NH2 fonksiyonel 

grupları oluşturulmuştur. Ardından detayları yöntem bölümünde anlatıldığı şekilde OTA 

toksinleri yüzeye immobilize edilmiştir.  

4.2.2.3.  Kovalent OTA immobilizasyonu ile yöntem geliştirme ve OTA tespiti 

Yapılan çalışmada, yüzeye doğrudan toksinin immobilize edilerek serbest toksin ile 

yarıştırılması stratejisi ile sinyal geliştirilmesi hedeflendi. Bu stratejinin tercih edilmesinin 

sebebi;  

i. Yüzey rejenerasyonu sırasında kullanılan solüsyonlara antikorun daha dayanıksız 

olması ve dolayısıyla yüzeye antikor immobilize edildiğinde yüzeyin daha kısa ömürlü 

olacak olması,  

ii. Ağırlık temelli ölçüm yapılması sebebiyle 150 kDa büyüklüğündeki antikorun ölçüm 

sırasında yüzeye bağlanmasının daha büyük bir frekans değişimine yol açacak olması,  

iii. İmmobilizasyon sırasında yönlendirme yapılması ihtiyacının olmamasıdır.  
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Detayları yöntem bölümünde anlatıldığı şekilde uygulanan protokolde süre, çözücü 

ve toksin konsantrasyonlarında yapılan değişikliklerle optimizasyon çalışmaları 

gerçekleştirildi.  

Farklı immobilizasyon koşullarıyla hazırlanan kristallere 10F4 antikoru verilerek 

elde edilen frekans değişimleri ve kristaller arası standart sapmalar Çizim 4. 6’da 

gösterilmektedir. Yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda %66 çözücü oranında 6,6 

mM OTA ile yapılan immobilizasyonların (1 numaralı reaksiyon koşulu) en tutarlı 

ölçümleri verdiği ve tutarlı reaksiyonlar arasında en yüksek antikor bağlanmasını sağladığı 

görüldü ve immobilizasyonlarda bu reaksiyon koşullarının kullanılmasına karar verildi. 2, 

4 ve 5 numaralı reaksiyon koşullarında kristaller arası tutarlılık düşük olduğu için bu 

kristallerle deneylere devam edilmedi. 6 ve 7 numaralı reaksiyon koşullarında hazırlanan 

kristallerden elde edilen antikor sinyali ise çok düşük olduğu için kullanılmadı. Düşük 

antikor yanıtı (algılayıcı kısıtı), toksin içermeyen ortam ve zayıf miktarda toksin içeren 

ortam arasındaki farkın algılanması için yeterli hassasiyet sağlayamacağı için, belirlenecek 

toksin aralığını kısıtladığı için bu kristallerle çalışmalara devam edilmedi.  

 

Çizim 4. 6. Farklı immobilizasyon koşullarında anti-OTA 10F4 antikoru ile elde edilen 

frekans değişimleri ve kristaller arası standart sapmalar 

Yüzeye doğrudan OTA immobilizasyonunun ardından 0,025 mg/ml 10F4 yüzeye 

gönderilerek frekans değişimi ölçüldü. Bunun yanı sıra yüzey 13 defa 50mM NaOH+%1 

SDS ile muamele edilerek rejenere edildi ve rejenerasyonlar sonrasında yüzeyin etkin 

kalma durumu değerlendirildi. Elde edilen sonuçlar Çizim 4. 7’de gösterilmektedir.  
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Çizim 4. 7. SAM-OTA kaplı yüzeyde 10F4 antikorunun bağlanma etkinliği 

rejenerasyonlar sonrasında değişiklik göstermemiştir.  

SAM kaplı yüzeye OTA bağlanarak elde edilen verilerle OTA-cBSA immobilize 

yüzey kullanılarak elde edilen veriler karşılaştırıldığında SAM kaplı yüzeye OTA 

bağlanarak elde edilen sinyalin geliştirildiği görüldü. Fakat çok kısıtlı olan bu sinyal 

geliştirmeden ziyade verilerin rejenerasyon sonrasında birbiriyle uyumluluk göstermesi 

üzerine bu yöntem üzerinden OTA tespiti için yöntem geliştirme çalışmaları yapıldı. 

Yöntem geliştirme çalışmaları; rejenerasyon optimizasyonu ve kullanılan 10F4 miktarının 

optimizasyon çalışmalarını içermektedir.  

Daha önce immobilizasyonu detaylı bir biçimde anlatılan Okratoksin A kaplı 

yüzeylerin anti-OTA 10F4 antikor uygulaması sonrasında rejenerasyonu ve tekrar 

kullanılabilmesine yönelik çalışmalar yapıldı. Bu şekilde daha hızlı, standart ve kolay 

ölçüm yapılabilmesi sağlandı. Rejenerasyon için farklı stratejiler denenerek etkinlikleri 

karşılaştırıldı. Bu yöntemler ve etkinlikleri Çizelge 4. 3’te karşılaştırılmıştır; 
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Çizelge 4. 3. OTA kaplı sensör yüzeyinin rejenerasyon değerleri 

Rejenerasyon 

solüsyonları 

Uygulanan 

antikor 

Antikor 

uygulaması 

(ΔF) 

Rejenerasyon 

sonrası antikor 

uygulaması (ΔF) 

% Etkinlik 

0,1 M HCl 

uygulaması 

0,025 mg/ml 

10F4 
10 5,1 51 

50mM NaOH+%1 

SDS uygulaması 

0,025 mg/ml 

10F4 
3,8 3,8 100 

0,1 M pH 2,7 Glisin 

uygulaması 
0,05 mg/ml 10F4 17,8 14,3 80,34 

50 mM NaOH 
0,025 mg/ml 

10F4 
16,7 12,4 74,25 

0,1 M NaOH+0,5 M 

NaCl 

0,025 mg/ml 

10F4 
12,4 8,4 67,74 

50 mM NaOH+35 

mM EDTA 

0,025 mg/ml 

10F4 
8,4 4,8 57,14 

100 mM NaOH + 70 

mM EDTA 

0,025 mg/ml 

10F4 
4,8 3,8 79,17 

%50 Methanol 
0,025 mg/ml 

10F4 
3,8 3,3 86,84 

6M Guanidine 

hidroklorür 

0,025 mg/ml 

10F4 
8,2 4,6 56,10 

Algılama yöntemi geliştirilirken, kullanılan antikorun hangi konsantrasyonda serbest 

toksinle en verimli şekilde yarışım verdiğini belirlemek amacıyla ELISA testi yapıldı. 

Yarışımlı ELISA’nın prensibi tıpkı sensör çalışmalarımızda olduğu gibi ortamda serbest 

toksinin varlığında antikorun tabana immobilize antijenlere daha az bağlanarak ölçülen 

sinyalde bir düşüş gözlenmesine dayanmaktadır. Aralarındaki tek fark immobilizasyon 

yöntemleri ve tespit şeklidir. Sensör çalışmalarımızda kütle temelli bir tespit yapılırken 

ELISA’da alkalen fosfataz enzimi ile işaretli ikincil bir antikor tabandaki antijenle 
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etkileşime giren antijene özgü antikorumuza bağlanarak kolorimetrik ölçüme imkan 

sağlamaktadır. Bu çalışmada elde edilen sinyal eğrileri Çizim 4. 8’de gösterilmektedir. Bu 

verilerle antikor miktarı azaltıldığında yarışım kapasitesinin artırıldığı gösterildi. Sensör 

uygulamasında 0,02 mg/ml’nin altındaki konsantrasyonlarda hızlı ve etkin sonuç 

alınamaması sebebiyle bu konsantrasyonun altında denemeler yapılmaya gerek görülmedi. 

Bu verilerden yola çıkılarak çalışmalar 0,025 mg/ml anti-OTA 10F4 antikoru kullanılarak 

sürdürüldü.  

 

Çizim 4. 8. 0,025, 0,05 ve 0,1 mg/ml 10F4 ile artan konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 50, 100 

veya 200 ppb) toksin etkileşimine bağlı ELISA sinyali.   

0,025 mg/ml 10F4 antikoru uygulaması ile elde edilen eğri Çizim 4. 9’da 

gösterilmiştir. Elde edilen eğri, 0,025 mg/ml 10F4 antikoru kullanıldığında OTA tespitinin 

50 ile 200 ppb arasında güvenle yapılabileceğini göstermektedir. 

Ölçüm sistemlerinin istenen özelliklerinden bir diğeri, analiz süresinin kısa 

olmasıdır. Bu nedenle sensör yüzeyine antikor ve örnek karışımının uygulanmasının 

ardından geçen sürenin belirleme limiti (LOD, limit of detection) ve kantifikasyon limitine 

(LOQ, limit of quantification) etkisinin belirlenmesi amacıyla 5 dk, 10 dk ve sinyal 

dengeye ulaştıktan sonra ölçümler yapılmıştır. Yapılan ölçümler sonucunda elde edilen 

eğriler Çizim 4. 9’da, bu ölçümlere bağlı yapılan R
2
, LOD ve LOQ hesaplamaları Çizelge 4. 

4’te gösterilmektedir.  
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Çizim 4. 9. OTA kaplı yüzeye 0,025 mg/ml 10F4 uygulaması sonucunda elde edilen 

frekans değişiminin farklı miktarlarda serbest OTA  ile etkileşimi. 

Çizelge 4. 4. Zamana bağlı yapılan ölçümler sonucunda hesaplanan R
2
, LOD ve LOQ 

değerleri 

             R2        LOD          LOQ 

5 dk 0,997 19,3 ppb 58,5 ppb 

10 dk 0,998 17,2 ppb 52,0 ppb 

Denge 0,995 26,5 ppb 80,2 ppb 

 

Yarışımlı OTA tespit çalışmalarında farklı toksin konsantrasyonları varlığında elde 

edilen sensör ölçüm eğrileri Çizim 4. 10’da gösterilmektedir.  
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Çizim 4. 10. Farklı OTA konsantrasyonları varlığında elde edilen sensör ölçüm eğrileri 

4.3.  Antikor-Dendron Konjugasyonu ile Hassasiyet Geliştirme 

4.3.1. Anti-AFB1 Antikoru D12E2-PBM321 Konjugasyonunun 

Karakterizasyonu 

3.2.12 D12E2-Dendron Konjugasyonu bölümünde anlatıldığı gibi hazırlanan D12E2- 

PBM 321 konjugatı boyutunun çok büyük olması nedeni ile SDS-PAGE ile analiz 

edilemedi. Bu nedenle konjugat boyutu ve ağırlığı dolaylı olarak QCM 100 MHz ile test 

edilerek konjuge edilmeyen D12E2 ile karşılaştırıldı. Bu karşılaştırma çalışmasında yüzeye 

AFB1 immobilize edildi. İmmobilizasyon işleminin detayları yöntemler bölümünde 

anlatılmıştır.  

Ölçüm ve karşılaştırma çalışmalarında 0,05 mg/ml D12E2 ve D12E2-PBM321 

antikorları yüzeye gönderilmiş ve oluşan frekans farkları ölçülmüştür. Çalışmalar üç 

tekrarlı olarak gerçekleştirilmiş olup elde edilen frekans farkı Çizim 4. 11’de 

gösterilmektedir. Yapılan çalışma sonucunda D12E2-PBM321’nin D12E2’ye göre 8,6 kat 

daha fazla frekans düşüşüne sebep olduğu görülmüştür.  
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Çizim 4. 11. 100 MHz QCM ile yapılan ölçümlerde D12E2 ve D12E2-PBM321 

bağlanması sonucunda elde edilen frekans farkları 

4.3.2. D12E2-PBM321 Konjugatı ve D12E2 ile Yapılan AFB1 Ölçüm 

Çalışmaları 

Yöntemler bölümünde detaylı bir şekilde anlatıldığı gibi Yüzeye AFB1 

İmmobilizasyonu ile Yöntem Geliştirme ve AFB1 Tespiti çalışmalarında öncelikle tabana 

SAM kaplandı, ardından oluşan SAM tabakasına AFB1-oxim molekülleri kovalent 

biçimde bağlandı. Yüzey bu şekilde hazırlandıktan sonra farklı konsantrasyonlarda AFB1 

ile 0,05 mg/ml D12E2 karıştırılarak Love Wave ölçümleri yapıldı. Ölçüm sonucunda 

oluşan Phase Shift değerleri analiz edildi. Verilerin değerlendirilmesinde 0 AFB1 

konsantrasyonunda elde edilen phase shift değeri %100 kabul edildi ve diğer 

konsantrasyonlarda elde edilen phase shift değerleri 0 AFB1 konsantrasyonunda elde 

edilen phase shift değerine oranlanarak % değerleri hesaplandı. Yapılan bu çalışmalar 

sonucunda Çizim 4. 12’de de gösterildiği üzere geliştirilen AFB1 sensörünün en düşük 

belirleme sınırının 250 ppt olduğu görüldü.  
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Çizim 4. 12. 0,05 mg/ml D12E2 antikoru kullanılarak yapılan ölçümler Love wave tabanlı 

AFB1 biyosensörünün en düşük belirleme sınırının 250 ppt olduğunu göstermektedir.  

Bu çalışmada D12E2 antikorları 5. Jenerasyon Polyester bis-mpa 32-karboksil-1-

amin (PBM321) isimli dendron konjuge edilerek, geliştirilen biyosensörün AFB1 

hassasiyeti değerlendirildi.  D12E2’nin PBM321’e konjugasyonu ile antikorun valensi 

değeri ve ağırlığı artırılmak istendi. Yapılan ölçümler sonucunda elde edilen değerler 

D12E2 yerine D12E2-PBM321 konjugatı kullanımının en düşük AFB1 belirleme sınırını 

250 ppt’den 0,2 ppt’ye düşürdüğü görüldü. Elde edilen sonuçlar Çizim 4. 13’te 

gösterilmektedir.  
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Çizim 4. 13. 0,05 mg/ml D12E2-PBM321 konjugatı kullanılarak yapılan ölçümler Love 

wave tabanlı AFB1 biyosensörünün en düşük belirleme sınırının 0,2 ppt olduğunu 

göstermektedir. 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada antijen ve antikor immobilizasyonuna yönelik farklı yöntemler 

karşılaştırılarak ölçüm yöntemi geliştirilmiş, bunun yanı sıra yüksek hassasiyete sahip 

ölçüm platformu kullanılmış ve antikorların dendronlar ile konjugasyonu yapılarak 

optimizasyonlar gerçekleştirilmiştir. Bu yolla piezoelektrik immünobiyosensörler 

kullanılarak küçük moleküllerin tespitine yönelik duyarlık geliştirmesi sağlanmış olup  

bu sonuca katkı sağlayan unsurlar aşağıda tartışılmıştır. 

5.1. İmmobilizasyon Çalışmaları 

5.1.1. Antikor Yönlendirme Çalışmaları 

Antikorun immobilize edildiği tanı sistemlerinde en büyük problem, bağlanma 

sırasında antikorun edindiği konformasyon nedeniyle antijen tanıma bölgelerinin 

ulaşılamaz olmasıdır. Bu çalışmada, iki farklı antikor yönlendirme stratejisi denenerek 

antikorun tanıma bölgelerinin ulaşılabilir olması hedeflenmiştir.  Bu iki stratejiden ilki, 

antikorun iki ağır zinciri arasındaki disülfit bağlarının koparılarak altın yüzeyine S-S 

bağları ile yüksek afiniteli bağlanmanın gerçekleşmesi ve antikorun antijen tanıma 

bölgelerinden tabana bağlanmasının engellenmesidir.  

Literatürde yer alan çalışmalar, DTT ile yönlendirmenin ölçüm kapasitesini yaklaşık 

2 kat artırdığını göstermektedir (Sharma ve diğ. 2010; Baniukevic ve diğ. 2013). 

Çalışmamızda, yönlendirme olmadan direkt adsorpsiyon yöntemiyle immobilizasyon 

yapıldığında tabana bağlanan antikorlar 18 Hz’lik frekans değişimine yol açtı. Öte yandan 

DTT ile indirgenen antikorlar çok daha verimli bir şekilde yüzeye bağlanarak 43 Hz’lik 

frekans değişimine yol açtı. Buna karşılık, yönlendirilmemiş antikora bağlanan AFB1-

cBSA 1,5 Hz’lik kaymaya sebep olurken, DTT ile yönlendirme yapıldığında bağlanan 

AFB1-cBSA’nın 3 Hz’lik bir kaymaya sebep olduğu görüldü. Bu artış, literatürde yer alan 

çalışmalarla uyumlu olarak 2 kattır. Fakat her ne kadar elde edilen bağlanma iki katına 

ulaşmış olsa da, frekanstaki bu kayma bir standart eğri elde edilebilmesi için yeterli 

değildir.  

Antikorun yönlendirilmesinde kullanılan bir diğer strateji Protein A’nın antikorun Fc 

bölgesine olan afinitesine dayanmaktadır. Böylelikle tabana bağlanan Protein A, antikorun 

kuyruk bölgesine bağlanarak antijen bağlama bölgelerini açıkta bırakacak ve antijenlerin 

bu bölgeye ulaşımı kolaylaşacaktır. Bu çalışmada, Protein A yüzeye direkt adsorpsiyonla 

bağlanmış ve ardından yüzeye 0,1 mg/ml 8G8 uygulanmıştır. Bu yolla bağlanan antikor 21 
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Hz’lik bir frekans farkı oluşturmasına ve bu miktar direkt adsorpsiyonla bağlanan antikor 

miktarıyla birbirine çok yakın olmasına rağmen çok daha fazla AFB1-BSA konjugatı 

bağlanabilmiş ve 65 Hz’lik frekans farkına yol açmıştır. Sinyaldeki bu artış, serbest 

ortamdaki AFB1’in yüksek hassasiyetle belirlenebileceği konusunda heyecan uyandırsa da 

Protein A ve antikor arasındaki ilişki oldukça hassas bir ilişki olduğundan Protein A’ya 

bağlanan antikorlar ve tabana bağlanan Protein A sert rejenerasyon koşullarına 

dayanamamış ve ortamdan uzaklaşmıştır.  

Buna ek olarak çalışılan sistem ağırlık tabanlı bir sistem olduğundan tabana antikor 

immobilize edildiğinde AFB1’in ağırlaştırılması gerekmiş ve antijenler cBSA ile konjuge 

edilerek ağırlaştırılmıştır. Fakat protein ile konjugasyon işlemi bir miktar agregasyona 

sebep olmuş, bu da ölçümlerde tutarsızlıklara yol açmıştır.  

Bunun da ötesinde, çalışmakta olduğumuz antikor olan 8G8’in antijenimize çok 

yüksek afiniteyle bağlanması ve AFB1’in hidrofobik bir molekül olması sebebiyle antijen-

antikor arasındaki ilişkinin koparılması ve yüzeyin rejenere edilip tekrar kullanılabilmesi 

için oldukça sert bir tampon olan 50 mM NaOH %1 SDS kullanılmıştır. Bu tampon, 

protein yapıdaki antikora zarar verdiği için yüzeyde antikor immobilizasyonu stratejisinin 

uygulanması bu çalışma için mümkün olamamıştır. 

5.1.2. Antijen İmmobilizasyon Çalışmaları 

5.1.2.1.Yüzeye antijen-protein konjugat immobilizasyon çalışmaları 

Gerçekleşen bir algılayıcı-analit bağlanmasının bir diğer etkileşime engel olması 

durumu, sterik engelleme olarak açıklanmakta olup immobilizasyon temelli tanı 

sistemlerinde göz önünde bulundurulması gereken bir parametredir (Edwards 2007; Zhao 

ve diğ. 2013). Antikorlar oldukça büyük moleküller olduklarından, sensör yüzeyine 

bağlandıklarında bir diğer antikorun bağlanmasını engellememesi için yapılan bu 

çalışmada antijenlerin bir protein üzerine immobilize halde daha seyrek bağlanması 

hedeflendi. Bu çalışmada model toksin olarak OTA kullanılmıştır.  

Bu bölümde, daha önce hazırlanmış olan OTA-cBSA konjugatı yüzeye kovalent ve 

non-kovalent olmak üzere iki şekilde bağlanmıştır. Yüzeye kovalent bağlama stratejisinin 

rejenerasyonlar sonrasında antijenin yüzeyden sökülmesini engelleyerek yüzeyin 

fonsiyonelliğini kaybetmesini engellemesi açısından faydalı olacağı düşünülmüştür.  
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Bu çalışmada adsorpsiyon yoluyla bağlanan OTA-cBSA’nın ilk aşamada kovalent 

bağlamaya göre 2 kat daha fazla antikor bağladığı fakat ilk rejenerasyonda etkinliğinin 

yarısını kaybettiği görülmüştür. Bu durumun yüzeydeki antijenlerin kaybından oluştuğunu 

göstermek amacıyla yüzeye tekrar OTA-cBSA gönderildikten sonra antikor bağlama 

kapasitesinin tekrar aynı seviyeye ulaşması kapasite kaybının antijenlerin yüzeyden 

uzaklaşması nedeniyle gerçekleştiğini kanıtlamaktadır. Öte yandan SAM kaplı yüzeye 

OTA-cBSA kovalent olarak bağlandığında yüzeyin antikor bağlama kapasitesi düşmüş 

olmasına rağmen akış altında yapılan immobilizasyonda 1. rejenerasyon sonucunda 

aktivite kaybı görülmemiş, fakat 2. Rejenerasyon sonucunda aktivite kaybı gerçekleşmiştir. 

Bu durumun kovalent bağlanan antijenlerin yüzeyden uzaklaşması sonucunda 

gerçekleşmesi beklenmedik bir durum olduğundan yüzeye tekrar OTA-cBSA verilerek 

yüzeye OTA-cBSA bağlanması olup olmadığı test edildi. Yapılan çalışmada yüzeye tekrar 

OTA-cBSA bağlanmaması; uygulanan rejenerasyon işlemi sonucunda yüzeyden antijen 

uzaklaşması sonucunda değil, yüzeydeki protein-toksin konjugatlarının konformasyonel 

yapısındaki değişiklik sonucunda toksinlerin maskelenmesi nedeniyle olabileceği veya 

etkin rejenerasyonun yapılamadığı şeklinde yorumlanabilir. Fakat yüzeye kaplanan SAM 

üzerine doğrudan toksin immobilize edildiğinde böyle bir rejenerasyon sorunuyla 

karşılaşılmamış olunması, sert rejenerasyon koşullarında tabandaki protein varlığının 

aktivitesi önemli olmasa bile yüzeyin tekrar kullanılabilirliğini etkilediğini ifade 

etmektedir. Literatürde yer alan çalışmalarda tabanda OTA-BSA konjugatı kullanıldığında 

önemli aktivite kaybı yaşanmadan etkin rejenerasyon döngüleri uygulanabildiği 

görülmektedir (Adányi ve diğ. 2007; J. Yuan ve diğ. 2009). Benzer çalışmalar farklı 

mikotoksinler için de uygulanmış ve 500 defa rejenere edilebilen yüzeyler bu yolla 

geliştirilebilmiştir (Tüdös ve diğ. 2003). Rejenerasyon işlemi, kullanılan antikor ve antijen 

arasındaki ilişkinin doğasıyla doğrudan alakalı olduğundan farklı antikorlar kullanılarak 

aynı rejenerasyon başarısına ulaşmak mümkün olmayabilmektedir. Yukarıda işaret edilen 

yayınlarda kullanılan antikoru Guanidine HCl ile tabandaki kaplamaya zarar vermeden 

etkin bir şekilde uzaklaştırmak mümkünken bizim antikorumuz ile antijenimiz arasındaki 

ilişkinin doğası nedeniyle bu solüsyon kullanıldığında ancak %56’lık bir rejenerasyon 

sağlanabilmiştir.  
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5.1.2.2.Yüzeye OTA immobilizasyonu ile yöntem geliştirme ve OTA tespiti 

Yüzeye doğrudan toksin immobilizasyonu üzerine yapılan çalışmalarda Ertekin ve 

ark.’ın 2016’da yaptığı çalışma iz alınmıştır. Bu çalışma, 5 MHz QCM kristallerine önce 

SAM, ardından doğrudan AFB1 kaplanarak yüksek afiniteli bir antikor olan D12E2 ile 

gerçekleştirilmiştir. Yapılan çalışmada, bizim de rejenerasyon için kullanmak durumunda 

kaldığımız 50 mM NaOH %1 SDS solüsyonuna dirençli sensör yüzeylerinin AFB1 tespiti 

için kullanımını içermektedir.  

Yüzeye doğrudan OTA immobilizasyonu ile, bu çalışmada daha önce antikor ve 

antijen-protein konjugatları immobilizasyonu sonucunda elde edilen sensör sinyallerinden 

daha tutarlı ve yüksek sonuçlar elde edilmesi ve sert rejenerasyon koşullarına dayanıklı bir 

yüzey ile örnek içinde bulunan farklı konsantrasyonlardaki OTA’nın yarışımlı sistem ile 

tespitinin yapılabilmesi hedeflenmiştir.  

Bu çalışmada karşılaşılan ilk sorun, OTA’nın çözünür olduğu bilinen ethanol 

konsantrasyonunda, çapraz bağlama için kullanılan EDC ve NHS’in çözünür olmaması 

olmuştur. Bunun üzerine bir dizi farklı reaksiyon koşulu denenerek immobilizasyon 

optimizasyonları gerçekleştirilmiştir. Literatürde şimdiye kadar bu şekilde uygulanmış bir 

OTA immobilizasyon stratejisi bulunmamakta olup bu çalışma biyosensörlerde OTA 

immobilizasyon çalışmaları açısından yenilik taşımaktadır. Hazırlanan bu kristaller aynı 

zamanda rejenerasyon etkinliği açısından da değerlendirilmiş ve hazırlanan yüzeylerin en 

az 13 defa etkinlik kaybı yaşanmadan kullanılabileceği görülmüştür. Toksinin doğrudan 

yüzeye immobilizasyonu ile küçük moleküllerin tespitinde çok defa rejenerasyon 

yapılabildiği ve spesifik olmayan sinyallerin azaltılabileceği raporlanmıştır (Ertekin ve 

diğ., 2016; Taylor ve diğ., 2008; Llamas ve diğ., 2007; Mitchell, 2010) Taylor ve ark.’ın 

2008’de küçük molekül yapıda bir toksin olan tetrodotoxinin (TTX) SPR ile tespiti üzerine 

yaptığı çalışmada, TTX yüzeye SAM aracılığıyla konjuge edilmiş ve 50 mM NaOH ile 

rejenere edilmiştir. Bu çalışmada etkinlik kaybı olmadan yüzeyin 7 defa rejenere 

edilebildiği görülmüştür. Bu çalışmada kullanılan rejenerasyon tamponu bizim 

çalışmamızda ancak %74’lük rejenerasyon sağlayabilmiştir. Ertekin ve ark., (2016)’ın 

çalışması, bizim kullandığımız rejenerasyon solüsyonu olan 50 mM NaOH %1 SDS 

kullanıldığında aktivite kaybı yaşanmadan 9 ardışık rejenerasyon yapılabildiğini 

göstermiştir. Bu bilgiler ışığında sert rejenerasyon koşullarının uygulandığı çalışmalarla 
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karşılaştırıldığında, elde edilen 13 rejenerasyon döngüsünün oldukça başarılı bir sonuç 

olduğu görülmektedir.  

Yüzeye doğrudan toksin immobilizasyonu sonucunda bağlanan antikorun yol açtığı 

frekans kayması ile OTA-cBSA immobilize yüzeye bağlanan antikorun yol açtığı frekans 

kayması karşılaştırıldığında bağlama etkinliği açısından büyük bir sinyal geliştirme elde 

edilememiştir, bu durumun sterik etkilerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Literatürde 

doğrudan toksin immobilizasyonu yapıldığında sterik etkilenmeden dolayı toksin-protein 

konjugatı immobilize edildiğindekiyle benzer sonuçlar görülmesi durumuna rastlanmıştır 

(Prieto-Simón ve diğ. 2010; Llamas ve diğ. 2007). Bu yolla sinyal geliştirme elde 

edilememiş olmasına rağmen bu sonuç, rejenerasyonlara dayanıklı yüzeyler ve tutarlı 

sonuçlar elde edilebilmesi nedeniyle yöntem geliştirme penceresinden ele alındığında 

kıymetlidir.  

Yarışımlı sistemlerde yöntem geliştirilirken ele alınması gereken bir diğer unsur 

kullanılan antikorun konsantrasyonudur. Ortamda çok fazla antikor olması durumunda 

ölçülmesi hedeflenen analitin bağlanarak blokladığı antikorlar dışında serbest kalan 

antikorlar yüzeyde immobilize edilmiş antijenlere aynı şekilde bağlanabilir. Bu nedenle 

yüksek miktarda antikor kullanımı düşük hassasiyete ve yüksek tespit limitlerine yol açar 

(Wild 2005). Bu durumdan kaçınmak için bu çalışmada tabana antijen kaplanarak yarışımlı 

ELISA ile ölçülebilen sinyal ve OTA tespit limitleri gözetilerek en uygun antikor 

konsantrasyonu 0,025 mg/ml olarak belirlendi. Bu konsantrasyon biyosensör 

çalışmalarında 0,006 ile 0,5 mg/ml arasında değişmekte olup bu konsantrasyonun 

belirlenmesinde kullanılan antikorun afinitesi belirleyici olmaktadır.  

Anlatıldığı şekilde geliştirilen yöntem kullanılarak solüsyon içindeki serbest OTA 

ölçümleri yapılmış ve bir standart eğri elde edilmiştir. Elde edilen standart eğri 

incelendiğinde geliştirilen biyosensörün 50 ile 200 ppb arasında OTA tespit edebileceği ve 

bu değerin literatürde yer alan ve tespit aralığı 50-1000 ppb olan diğer OTA 

immünobiyosensörle uyumluluk gösterdiği görülmüştür (Tsai ve  Hsieh 2007). 

5.2. Antikor-Dendron Konjugasyonu ile Hassasiyet Geliştirme 

Bu çalışmada, daha önceden kullandığımız 5 MHz QCM ile elde edilen sinyallerin 

artırılması ve hassasiyetin geliştirilmesi amacıyla daha yüksek frekansta çalışılması 

planlandı. Fakat daha yüksek frekansta çalışıyor olmanın daha yüksek gürültüye sebep 

olacağı bilinmektedir (Isabel ve diğ. 2013). Bu nedenle, sıvı sistemlerde kullanılmak üzere 
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optimize edilen ve yüksek frekanslarda QCM’lerle karşılaştırıldığında daha düşük gürültü 

sorunu yaşanan bir diğer piezoelektrik sistem olan Love Wave sensörünün kullanılmasına 

karar verildi ve ölçümler 120 MHz frekansta yapıldı.  

Love wave sensörü ile yapılan çalışmalar Ertekin ve ark.’ın 2016’da raporladığı 

QCM tabanlı AFB1 biyosensör çalışmaları ışığında ilerletilmiştir.  Yöntem bölümünde 

detaylı şekilde anlatıldığı gibi altın yüzeye önce SAM kaplanmış, ardından D12E2-AFB1 

karışımları sisteme gönderilerek faz kayması (phase shift) değerleri ölçülmüştür.  

Yapılan çalışma sonucunda en düşük AFB1 belirleme limitinin 250 ppt olduğu ve 

250 ppt ile 5000 ppt arasında lineer eğriye sahip olduğu görülmüştür. Ertekin ve ark., 

(2016), aynı şekilde immobilizasyon yapılarak ve aynı antikorla QCM 5 MHz ile 

çalışıldığında bu aralığı 1250-10000 ppt olarak belirlemiştir. Elde edilen bu sonuçlar 120 

MHz frekansta Love wave sensörlerle çalışıldığında tespit hassasiyetinin 5 kat artırıldığını 

göstermektedir. Love wave sensörler kullanılarak örnek içindeki serbest AFB1’in 

tanınmasına yönelik henüz literatürde çalışma bulunmadığından elde edilen değerlerin 

literatürdeki AFB1 Love wave sensörleri ile karşılaştırması mümkün olmamaktadır.  

Bu tez çalışmasında ölçüm platformunun ve çalışma frekansının değiştirilmesinin 

yanı sıra kullanılan D12E2 antikorunun 5. Jenerasyon polyester bis mpa 32 karboksil 1 

amin (PBM321) ile konjugasyonu ile ağırlığının ve valensisinin artırılması hedeflenmiştir. 

D12E2-PBM321 ile love wave platformunda yapılan ölçümler sonucunda elde edilen 

standart eğri, 0,2-20 ppt aralığında AFB1 ölçümü yapılabileceğini göstermektedir. Bu 

strateji ile AFB1 ölçüm hassasiyeti yaklaşık 1250 kat geliştirilmiştir.  

Piezoelektrik biyosensörlerde antikorun ağırlaştırılarak AFB1 ölçüm hassasiyetinin 

geliştirilmesine yönelik çalışmaların benzerleri bulunmaktadır. Fakat bu çalışmalarda 

genellikle altın nanopartikül gibi esnek olmayan yapılar kullanılmış ve belirleme limiti 10 

ppt’ye, ölçüm limiti ise ancak 100 ppt’ye kadar düşürülebilmiştir (Jin ve diğ. 2009). Bu 

çalışmada kullanılan PBM321’in farkı, oldukça esnek bir yapı olması nedeniyle üzerinde 

bulunan birden fazla D12E2’ye yapısal engellemeye neden olmadan tabana bağlanabilme 

şansı sunmasıdır.  

Dendrimerlerle yapılan AFB1 biyosensör çalışmalarının tamamında dendronlar 

immobilizasyon için kullanılmış olup yapılan çalışmanın benzeri literatürde yer 

almamaktadır (Castillo, Poturnayova, ve diğ. 2015; Castillo, Spinella, ve diğ. 2015; Satija 

ve diğ. 2011). Dendronların düşük molekül ağırlığı (≈3 kDa) nedeniyle yeterince ağırlık 
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sağlayamayacağı için daha çok immobilizasyon için kullanılmaktadır. Bu çalışmada 

dendronlar hali hazırda yüksek molekül ağırlığına sahip IgA tipi antikorların birden 

fazlasını bir araya getirebilecek esnek bir platform olarak kullanılmıştır. Bunun sonucunda 

oluşan yapının valensisi artmıştır. Antikorların valensisinin rekombinant olarak artırıldığı 

bir çalışmada, aviditenin yükselmesi nedeniyle ayrılma katsayısının 3,5 kat düştüğü (koff), 

dolayısıyla antijene daha kuvvetli bağlanmanın gerçekleştiği deneysel olarak gösterilmiştir 

(Ito ve  Kurosawas 1993). Pankarsinomaya karşı terapötik antikorların kullanıldığı bir 

diğer çalışmada ise bivalent [ScFv2] yapısı rekombinant olarak [ScFv2]2’ye 

dönüştürüldüğünde bağlanma afinitesi sabitinin (kon) 4 kat arttığı tespit edilmiştir (A. Goel 

ve diğ. 2000). Bu bilgiler ele alınarak koff/kon olarak ifade edilen denge ayrılma sabiti (KD) 

yeniden yorumlandığında, koff’taki düşüş ve kon’daki artış nedeniyle KD’nin önemli oranda 

düşmesi ve buna bağlı olarak bağlanmanın önemli oranda kuvvetlenmesi beklenmektedir.  

Bu çalışma kapsamında elde edilen 1250 katlık sinyal geliştirmenin, D12E2-

PBM321 konjugatının hem KD’sinin düşmesi nedeniyle bağlanmasının kuvvetlenmiş  

olması hem de ağırlık artışı nedeniyle oluşturduğu sinyalde artış olması sonucunda 

gerçekleştiği düşünülmektedir.  

5.3. Sınırlılıklar 

Çalışma süresince karşılaşılan en temel sınırlılığın zaman olduğu 

değerlendirilmektedir. Çalışmanın genelleme anlamında daha kuvvetli olması açısından 

PBM321 konjugasyonunun farklı küçük analit antikorları için de denenerek hassasiyet 

artırma etkinliğinin gösterilmesinin anlamlı olacağı düşünülmektedir. Bunun yanı sıra 

tartışma bölümünde PBM321 ile elde edilen duyarlık geliştirme etkinliği bağlanma 

kuvvetinin artışı ve antikorun ağırlığının artması ile açıklanmıştır. Antikor ağırlığındaki 

artış deneysel olarak gösterilmiştir. Fakat bağlanma kuvvetindeki artışın da deneysel olarak 

gösterilmesi çalışmayı güçlendirecektir.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Yapılan tez çalışması kapsamında küçük moleküllerin piezoelektrik 

immünobiyosensörler kullanılarak tespitine yönelik yöntem ve duyarlık geliştirilmesi 

hedeflenmiştir. Yöntem geliştirilmesi kapsamında ele alınması öngörülen immobilizasyon 

karşılaştırmaları yapılmış ve yapılan karşılaştırmalar sonucunda tabana kovalent antijen 

bağlanmasının rejenerasyonlara dayanıklı yüzey oluşturulması açısından verimli olduğu 

sonucuna varılmıştır.  

Yöntem geliştirilmesinin ardından duyarlık geliştirmek amacıyla yüksek frekanslarda 

daha düşük gürültü ile ölçüm yapabilen 120 MHz Love wave platformu ile ölçümler 

gerçekleştirilmiş ve 5 MHz QCM ile yapılan ölçümlere göre 5 kat daha hassas sonuçlar 

elde edilmiştir. Buna ek olarak antikora PBM321 dendronu konjuge edilerek antikorun 

ağırlığı ve bağlanma kuvveti artırılmıştır. Yapılan ölçümler sonucunda bu stratejinin 1250 

kat daha düşük konsantrasyonda AFB1 ölçümüne izin verdiği belirlenmiştir.  

Sınırlılıklar bölümünde de ele alındığı üzere etkinliği belirlenen PBM321 dendron 

konjugasyonu stratejisinin farklı küçük analitlerin tespiti için de uygulanarak sonuçların 

doğrulanması stratejinin genellenebilmesi açısından önem taşımaktadır. Bunun yanı sıra 

sadece ağırlık artışı ile açıklanamayacak olan yüksek hassasiyet artışının teorik olarak 

ilişkilendirdiği KD düşüşü ve bağlanma kuvvetinin artışı deneysel olarak da gösterilmelidir.  
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