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ÖZET 

KANSER HÜCRESİ BELİRLENMESİNE YÖNELİK ELEKTROKİMYASAL 

YÖNTEMLERİN VE ELEKTROKİMYASAL PLATFORMLARIN 

GELİŞTİRİLMESİ 

 

Yudum TEPELİ 

Yüksek Lisans Tezi 

 Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Ülkü ANIK 

Ocak 2015, 67 sayfa 

 

Bu yüksek lisans tezinde, rahim ağzı kanser (HeLa) hücresi belirlenmesi amacı ile ilk 

kez camımsı karbon pasta elektrot (GCPE) ve PAMAM temelli elektrokimyasal 

sitosensör ve sentri-sitosensör geliştirilmiştir. Çalışma iki bölümden oluşmaktadır. 

İlk aşamada GCPE hazırlanarak, kanser hücresine spesifik hale getirilmek için 

modifiye edilmiştir. Modifikasyon aşamalarının ilkinde, GCPE elektrokimyasal 

olarak altın nanopartikülle kaplanmıştır. Daha sonra elektrot yüzetine sırası ile 

sisteamin ve çapraz bağlayıcı olarak da gluteraldehit immobilize edilmiştir. Bir tür 

dendrimer olan PAMAM’ın da yüzeye tutturulmasından sonra son modifikasyon 

basamağı olarak, hazırlanan yüzeye folik asit immobilize edilmiştir. Elektrot 

immobilizasyonunun her aşaması, ferrisiyanür medyatörüne karşı voltammogramlar 

alınarak gözlenmiştir. Hücrelerin yüzeye tutunması folik asit ile ilişkili olduğundan, 

folik asit ve inkübasyon süresi optimizasyonları gerçekleştirilmiştir. Kanser 

hücresinin elektrot yüzeyine bağlanması sonucu oluşan akım düşüşü, kanser hücre 

miktarıyla ilişkilendirilerek tayin gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın ikinci bölümünde 

ise; GCPE, biyosentri-voltammetrik çalışma hücresine monte edilmiş ve yukarda 

anlatıldığı şekilde modifikasyonu tamamlanmıştır. İlk prosedüre ek olarak; bu 

çalışma santrifüj basamağını da içerdiğinden, santrifüj parametreleri olan santrifüj 

hızı ve santrifüj süresi de optimize edilmiştir. Biyosentri-voltammetri yöntemi ön-

deriştirme adımını içerdiğinden, bu yöntemle daha duyar sonuçlar alınmıştır.  

Anahtar Kelimeler: Biyosentri-voltammetri, sitosentri-voltammetri, HeLa kanser 

hücresi, sitosensör 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL METHODS AND 

ELECTROCHEMICAL PLATFORMS FOR FOLLOWING 

DETERMINATION OF CANCER CELLS 
 

Yudum TEPELİ 

Master of Science (M.Sc.)  

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Ülkü ANIK 

January 2015, 67 pages 
 

In this master thesis, glassy carbon paste electrode (GCPE) and PAMAM based 

electrochemical cytosensor and centri-cytosensor were developed to detect cervical 

cancer (HeLa) cells for the first time. Present work consists of two chapters. In the 

first chapter, GCPE was modified to make specific cytosensor for  the detection of 

cancer cells. For this purpose, as a first step GCPE was covered with gold nano 

particles via electrochemical deposition. Then, cysteamine and as a cross-linking 

agent glutaraldehyde were immobilized onto electrode surface respectively. After 

that the immobilization of PAMAM was conducted.  As a final step of modification 

folic acid was attacted onto the modified electrode surface. Every step of electrode 

modification was monitored by following the voltammograms of ferricyanide. Since 

the attachment of HeLa cancer cells on to electrode surface is due to the folic acid  

presents, optimization of folic acid amount and incubation time parameters were 

examined. The amount of cancer cells is indirectly proportional with the current 

decrease via caused by HeLa cancel cells that are immobilized onto electrode 

surface. In the second chapter of the thesis,  GCPE was mounted onto biocentri- 

voltammetric working cell and modification steps were repeated as above. Since 

biocentri-voltammetry involves centrifugation, centrifuge parameters like centrifuge 

time and centrifuge speed were also optimized. More sensitive results were obtained 

with biocentri-voltammetry since the method involves preconcentration step prior to 

voltammetric detection. 

Keywords: Biocentri-voltammetry, cytocentri- voltammetry, HeLa cancer cell, 

cytosensor
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Aunp     Altın nanopartikül 

CPE     Karbon Pasta Elektrot 

GCPE     Camımsı Karbon Pasta Elektrot 

GCE    Camımsı Karbon Elektrot 

CV     Döngüsel Voltammetri 

dk    Dakika 

DNA     Deoksiribonükleik Asit 

DPV     Diferansiyel Puls Voltammetrisi 

EDC     N’-ethylcarbodiimide hydro-chloride 

EIS     Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopisi 

HeLa    Rahim Ağzı Kanser Hücresi 
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LOD    Tayin Sınırı 
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µL    Mikro Litre 

µA     Mikro Amper 

nm     Nano Metre 

NHS     N-Hydroxysuccinimide 

Hz    Hertz 

PAMAM    Poliamidoamin 

RSD    Tekrarlanabilirlik  

SAM     Kendiliğinden Tabaka Oluşumu 
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1.GİRİŞ 

Kentselleşmenin artması, çevresel koşullarda ve hayat koşullarında önemli 

değişikliklere yol açmıştır. Bu nedenle, kanser tüm dünyada hızla büyüyen bir sağlık 

problemi haline gelmiştir. Yüksek metastaz evrelerinin çoğunlukla ölüm ile 

sonuçlandığı göz önünde bulundurulursa, erken aşamada kanser tanısı ve doğru bir 

tedavi aşaması son derece önemlidir (Guo vd., 2014). Kanser hücrelerini yüksek 

duyarlılıkta belirlemek için hızlı ve basit tekniklerin geliştirilmesi preklinik 

çalışmalarda büyük önem taşımaktadır.  

Preklinik ve kanser hücre biyolojisini kapsayan sitolojik testlerde, şu an hala 

kullanılan geleneksel metotlar, floresans ve radyoaktif belirlemelerdir. Bu teknikler, 

genellikle geniş kapsamlı deneysel süreç ve karmaşık enstrümentasyon gerektirir 

ayrıca çok masraflıdırlar. Bu sebeplerden dolayı, analitik kimyacılar, kanser hücresi 

belirlenmesinde yeterince duyar yöntemler geliştirmeye yönlenmişlerdir (Wang vd., 

2012). 

Kanser hücre yapısındaki antijenlerden birisi folik asitin alfa izoformudur. Bu yapı 

kanser spesifiktir ve normal hücrelere göre, kanser hücre zarındaki miktarı çok 

fazladır. Bu sebepten dolayı da kanser belirteci olarak kullanılır. Folat reseptörü ile 

folik  asit arasındaki yüksek afinite kanser hücresi belirlenmesi ve tedavisine olanak 

sağlamaktadır (Wang vd., 2012). 

Bu doğrultularda, Yan-Jie Guo ve arkadaşları altın nanoçubukların yüzeylerini folik 

asit reseptörüne spesifik olacak şekilde modifiye etmişler ve altın nanoçubukların 

absorpsiyon ve floresans özellikleri sayesinde HeLa kanser hücrelerini yüksel 

duarlılıkta belirlemişlerdir. (Guo vd., 2014). Yine benzer bir çalışmada Ruimin 

Wang ve arkadaşları altın elektrodu altın nanopartiküller ile modifiye edip 

elektrokatalitik etkisini arttırmış ve folat spesifik bir biyosensör oluşturmuşlardır. 

Elde edilen biyosensör HeLa kanser hücresine karşı spesifiklik özellik göstermiştir  
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ve yapılan ölçümler sonucunda belirtme alt sınırı 6 hücre/ml olarak saptanmıştır 

(Wang vd., 2012). 

Kanser hücresine özgü ve hücre zarı üzerinde bulunan spesifik yapılar kanser 

belirlenmesinde çok önemlidir. Örneğin; MCF-7 kanser hücresinin hücre zarı 

yüzeyinde bulunan c-erbB-2 reseptörleri bu kanser hücresinin seçimli olarak 

belirlenmesinde kullanılmıştır. Anti-c-erB-2 spesifik antikor içeren modifiye elektrot 

kullanılarak antikor-antijen etlkileşimine dayalı olarak MCF-7 kanser hücresi 100-

10000 hücre/ml belirtme sınırları arasında yüksek duyarlılık ve seçimlilikle tayin 

edilmiştir. (Timur vd., 2013). 
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2. KAYNAK VE ÖZETLER 

2.1. Biyosensörler 

Biyosensörler, bir biyolojik tanıyıcı ve bir fiziksel iletici içeren analitik cihazlardır. 

Bu cihazlar analit konsantrasyonu ile orantılı ölçülebilir bir sinyal oluştrurlar. 

(Sharma vd., 2003). Bir biyosensörün şematik gösterimi Şekil 2.1’de gösterilmiştir.  

Sinyal

Çevirici

Analit

Okuyucu

B
iyo

selektif
yü

zey

Potansiyometrik
Amperometrik

Kondüktometrik
İmpedimetrik
Transistörler

Akustik 
Optik

Enzim
Doku kesiti
Organeller

Mikroorganizmalar
Nükleik asitler

Antikor

 

Şekil 2.1. Bir biyosensörün şematik gösterimi 

Sensör sistemlerinde biyolojik malzemeler kullanıldığında seçimlilik artmakta ve 

biyolojik afiniteye sahip olduğu molekülü doğrudan tanıma olayı 

gerçekleştirmektedir (Demirkol ve Timur., 2013). Bir biyosensörün yapısında 

bulunan biyolojik kısım (biyokomponent); enzim, antikor, mikroorganizma, organel 

veya yaşayan bir hücre olabilir. Fiziksel iletici kısım ise elektrokimyasal 

(potansiyometrik, impedimetrik, amperometrik, kondüktometrik, voltammetrik)  

akustik, optik veya kolorimetrik sistemler olabilir (Holford vd., 2012). 
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İdeal bir biyosensörün ; seçimli, dayanıklı, tekrarlanabilir, duyarlı , kararlı, geniş 

tayin aralığına ve kısa yanıt süresine sahip olması beklenir. Bunların dışında 

kolaylıkla rejenere ve minyatürize edilebilir, pratik ve ekonomik bir sistem olması 

beklenir.  

2.1.1. Bir biyosensörün işleyiş mekanizması 

Biyosensörün algılayıcı tabakası ile hedef analit arasında, sensör yüzeyine spesifik 

bir bağlanma reaksiyonu yada etkileşme sonucunda kimyasal bir reaksiyon 

gerçekleşir. Bu reaksiyon sonucunda oluşan ürün yada ortamda bulunan substratın 

tükenmesi mikro-çevrede bir elektrokimyasal değişime neden olur. Cihazdaki 

çevirici birim bu değişimi algılar ve elektriksel sinyale çevirir. Bu veriler de 

elektronik bölüm tarafından okunur ve verilere dönüştürülür (Demirkol ve Timur., 

2013). 

2.1.2. Biyokomponent türüne göre biyosensörler 

Biyosensörler;  yapılarındaki biyolojik algılayıcı yüzeyin farklanması ile 5 gruba 

ayrılır. Bu gruplar ve kapsadığı analiz alanları aşağıda belirtilmiştir (Can, 2010). 

 Enzim biyosensörleri:  Yapılarında biyokomponent elemanı olarak 

enzimlerin yer aldığı biyosensörlerdir (Timur vd., 2014). Enzim sensörlerinin 

metabolitler, ilaçlar, gıda maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler gibi 

küçük organik moleküller ve anorganik maddeleri belirlemede 

kullanılabilirliği mevcuttur. 

 Mikrobiyal biyosensörler: Yapılarında biyokomponent elemanı olarak 

mikroorganizmaların yer aldığı biyosensörlerdir (Tkac vd., 2005). Mikrobiyal 

biyosensörlerin küçük organik, anorganik moleküllerin tayininde, biyolojik 

oksijen istemi (BOD), toksisite, mutajenite analizlerinde kullanılabilirliği 

mevcuttur. 
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 DNA biyosensörleri (Genosensörler): Yapılarında biyokomponent elemanı 

olarak DNA dizilerinin  yer aldığı biyosensörlerdir (Sultan ve Anık., 2014).  

Virüsler, patojen mikroorganizmalar genosensörler kullanılarak belirlenebilir. 

 İmmunosensörler: Antikor/antijen immünokompleks oluşum reaksiyonu ile 

hedef analitlerin belirlenmesini harmanlayan tekniklerdir ( Luppa vd., 2001). 

Virüsler, patojen mikroorganizmalar ve ksenobiyotikler imminosensörlerle 

belirlenebilir.  

 Sitosensörler (Cytosensor): Hücre belirlemek için tasarlanmış olan 

biyosensörlere sitosensör (hücre sensörü) adı verilmektedir. Sitosensörler 

çoğunlukla kanser hücresi belirlenmesinde kullanılmaktadır. Bir 

biyosensörün aktif yüzeyi herhangi bir kanser hücresine spesifik olarak 

modifiye edilirse o kanser hücresini seçimli belirlemeye dayalı bir sitosensör 

üretilebilir (Liu vd., 2013). 

Sitosensör alanında yapılmış elektrokimyasal ve elektrokimyasal olmayan çalışmalar 

mevcuttur. Lee ve arkadaşları, çoklu SERS nano etiketleri ile kanser hücrelerini 

etiketleyerek, yüzeylerindeki fenolik yapılar sayesinde göğüs kanseri hücresinin 

RAMAN spektroskopisiyle belirlenmesini gerçekleştirmiştir (Lee vd., 2014). Başka 

bir çalışmada yüzey plazmon rezonans (SPR) kullanılarak MCF-7 göğüs 

kanserlerinin belirlenmesi gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada belirtme alt sınırı 500 

hücre/ml olarak saptanmıştır (Chen vd., 2014). Wang ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada, HeLa kanser hücreleri CV ve DPV kullanılarak elektrokimyasal olarak 

belirlenmiş ve belirtme alt sınırı 300 hücre/ml olarak saptanmıştır (Wang vd., 2014). 

Li ve arkadaşları ise, MCF-7 hücrelerinin CV ve EIS ile belirlenmesini 

gerçekleştirmiş ve belirtme alt sınırını 100 hücre/ml olarak saptamışlardır (Li vd., 

2011). Diğer bir çalışmada Su ve arkadaşları, kağıt temelli elektrokimyasal sito-

aygıtı geliştirmişlerdir. Bu amaçla, altın temelli kağıt elektrot Lösemi kanserine 

seçimli olacak şekilde modifiye edilmiş ardından EIS ve CV ile kanser hücresi tayini 

gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada LOD değeri 350 hücre/ml olarak saptanmıştır (Su 

vd., 2014). Dikkat çeken bir diğer çalışma, Xu ve arkadaşlarının altın elektrot temelli 

HeLa spesifik bir elektrokimyasal sitosensör geliştirmesidir. Diğer çalışmalarda  

 



6 

 

olduğu gibi bu çalışmada da HeLa hücrelerinin belirlenmesi CV ve DPV ile 

gerçekleştirilmiştir ve LOD değeri 10 hücre/ml olarak belirlenmiştir (Xu vd., 2013). 

Son olarak; Cheng ve arkadaşları meme kanserini belirlemek amacıyla bir 

elektrokimyasal sitosensör geliştirmiştir. Camımsı carbon elektrot temelli geliştirilen 

bu sitosensörde nanomalzeme olarak tek duvarlı karbon nanotüp (SWCNT) tercih 

edilmiştir ve kanser hücreleri CV ve DPV ile belirlenmiştir. LOD değeri 620 

hücre/ml olarak belirtilmiştir (Cheng vd., 2008). 

Biyosensörler, anında ve yerinde analiz yapmaya uygun olduğundan endüstride; 

proses görüntüleme ve kontrol alanında yaygın kullanıma sahiptir. Bunların yanı sıra 

biyosensörler, farmasötik endüstrisi, medikal diyagnostik ve çevresel analizler gibi 

birçok alanda uygulama olanağı bulmaktadır (Karube and Nakanishi, 1994). 

2.2. Nanoteknoloji Kavramı 

Nanoteknoloji, 1-100 nanometre arasında boyutlara sahip maddelerin anlaşılması ve 

kontrolü olarak tanımlanabilir (Mamalis, 2006). Bir nanometre (nm), metrenin 

milyarda biridir. Atomlar 1 nm’den küçük iken, bazı proteinler dâhil olmak üzere 

pek çok molekül 1 nm ve daha büyük boyutlardadır (Whitesides et al, 2003). 

Nanomalzeme olarak tanımlanan yapılar; nanokristaller, nanopartiküller, nanotüpler, 

nanoteller, nanoçubuklar veya nano ince filmler olarak sınıflandırılabilirler. 

(Merkoçi, 2007; Yavuz, 2011).  

2.2.1. Nanomalzemelerin biyosensörlerde kullanım olanakları 

Nanomalzemeler; aşağıda belirtilen özelliklerinden dolayı biyosensör 

uygulamalarında tercih edilen yapılardır. 

 Küçük boyutlu ve buna bağlı olarak yüzey/ hacim oranının büyük olması 

 Fiziksel özelliklerinin kimyasal olarak modifiye edilebilmesi (boyut, 

kompozisyon ve şekil) 
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 Hedef molekülleri bağlama özelliklerinin farklı olması 

 Yapısal sağlamlılık 

Nanomalzemelerin elektroanalizlerde kullanılmalarının sağladığı bazı avantajlar 

şunlardır: 

Nanomalzemelerin elektrot yüzeyine immobilize edilmeleri, büyük yüzey alanı ve 

düzgün iletkenlik sağlar. Böylece moleküler ve biyomoleküler analitlerin 

elektrokimyasal belirlenmesinde duyarlılık artar. 

Analitlerin elektrokimyasal tayininde nanopartiküller sinyali artıran etkili 

işaretleyicilerdir.  

Metal nanopartiküller; iletkenlik özellikleri, kontrollü elektrokimyasal fonksiyonları 

ile biyomalzeme yapılarının tasarlanmasına olanak sağlar (Odacı, 2010).  

Nanoteknoloji çağında, daha duyar ve spesifik biyosensörlerin geliştirilmesinde 

metal nanopartiküller önemli rol oynamaktadır. 

2.2.2. Altın nanopartiküller (Aunp) 

Kolloidal altın olarak da bilinen Aunp’ler, 3nm ile 200 nm aralığında değişik 

boyutlarda, ve farklı şekillerde oluşturulabilirler. Yüzey enerjisinden dolayı 

çoğunlukla küresel yapıyı tercih eden Aunp’ler Şekil 2.2’de görüldüğü gibi yarı 

küresel olarak kolaylıkla sentezlenebilirler (Doria vd., 2012). 

 

Şekil 2.2. Aunp'nin SEM görüntüsü 
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Altın nanopartiküller karakteristik optik özelliklere sahiptir ve sulu çözeltilerde farklı 

biyoişaretleyicilerle kolaylıkla türevlendirilirler. Ayrıca biyomoleküller için doğal 

ortamlarına benzer bir ortam sundukları için, biyo-yapıların yüzeye 

immobilizasyonunda Aunp’ler çokça tercih edilirler (Bharathi ve Nogami, 2001; 

Xiao vd., 1999). Yapılan bir çok çalışmada, pek çok enzimin Aunp ile 

immobilizasyonu sonrasında enzimatik ve elektrokimyasal aktivitelerini 

sürdürdükleri gözlenmiştir (Wang ve Wang, 2004; Zhao vd.,  1992; Yıldırım, 2009). 

Aunp sadece organotiyol gruplarının bağlanabilecekleri alanı arttırmaz aynı zamanda 

kendiliğinden oluşan tek katmanın (SAM) dayanıklılığını ve yapısını da  

etkiler ( Liu vd., 2007). Bu avantajlarından dolayı nanopartikül temelli biyosensör 

uygulamalarında Aunp’lerin kullanımı üzerine yoğunlaşılmıştır (Baptista vd., 2008, 

Sperling vd., 2008, Boisselier vd., 2009). 

2.3. Dendrimerler  

Dendrimerler; tekrarlayan, dallanmış, küre şeklindeki geniş moleküllerdir 

(Cloninger, 2002). 

Dendrimerler;  

 Bir çekirdek 

 Çekirdek etrafında dallanma birimleri ve 

 Dallanmış fonksiyonel grup olarak da adlandırılan yüzey gruplarından oluşur. 
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Şekil 2.3. Dendrimerlerin yapısı 

Çok fazla dallanmaya sahip bu yapılar istenilen şekilde hazırlanabilmelerinden 

dolayı avantajlıdırlar. Dallanma birimleri dendrimerlerin tekrarlı bir şekilde 

büyümesini sağlamaktadır. Dendrimerlerin polimerizasyon derecesi, gerçekleştirilen 

tekrarlama döngü sayısını ifade eden jenerasyon sayısı (G) kavramıyla belirtilir. 

Jenerasyon sayısı çekirdekten dış yüzeye doğru ilerleyen dallanma noktaları sayısının 

hesaplanması ile kolayca tespit edilebilir (Bulut ve Akar, 2012). 

 

Şekil 2.4. Dendrimerlerde jenerasyon sayısı gösterimi 

Dendrimerler çeşitliliğini uç fonksiyonel gruplarla sağlamaktadırlar. Yüzeylere 

karbonhidratların eklenmesi sonucu glikodendrimerler, aminoasitlerin eklenmesi 

sonucu peptit dendrimerler ve metallerin eklenmesi sonucu ise metalodendrimerler 

oluşturulur (Demirkol ve Timur, 2013). 

Dendritik bir yapı; ıraksak ve yakınsak olmak üzere iki farklı şekilde sentezlenebilir. 

Iraksak sentezde, çekirdekten başlanarak tek tek her bir jenerasyon sentezlenirken; 

yakınsak sentez yüzeyden başlar ve dendrimer parçalarının çekirdek ile birleşmesiyle  
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sentez tamamlanır.  Her iki yöntemde de parçacığın çapı ve dolayısıyla yüzeydeki 

reaktif noktaların sayısı artar ve bu durum dendrimerlerin yüzey taşıyıcısı olarak 

kullanılmasında büyük avantaj sağlamaktadır (Wells ve Bradly, 1998). 

 

 

 

 

Şekil 2.5. Dendrimerlerin yakınsak ve ıraksak sentezi gösterimi  

 

Dendrimerler; toksik ve immünojenik olmadıklarından; bağırsak, kan doku, hücre 

membranı gibi biyobariyer olarak kullanılabildiklerinden ve spesifik yapıların 

hedeflenebilmesi gibi avantajlarından dolayı özellikle ilaç taşıyıcı molekül olarak 

sıklıkla tercih edilmektedirler. 
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2.3.1. Dendrimerlerin sağlık alanında kullanımının önemi 

Dendrimerler; büyük oranda kontrol edilebilir kimyasal yapıları, eş özellikteki yüzey 

grupları ve mükemmel kapsülleme özelliklerinden dolayı tıpta ilaç taşıma 

uygulamalarında oldukça fazla tercih edilmektedir. İlaç dendrimer üzerine 

bağlanarak hedef yapıya gönderilebildiği gibi, yapı içerisine kapsülleme yapılarak da 

ilaç taşınımı gerçekleştirilebilir. Bunun yanı sıra,  

 Genetik tedavilerde DNA moleküllerinin hedef hücreye taşınımında, 

 HIV ve benzeri gibi cinsel yolla bulaşan hastalıklara karşı ilişki sırasında 

aktif korumada, 

 Dendrimer kullanılarak anti kanser ilaçları yapımın da da aktif olarak 

kullanılırlar (Bulut ve Akar, 2012). 

2.3.2. Poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri 

PAMAM dendrimerlerinin çekirdek yapısı  amonyaktan oluşmaktadır. PAMAM 

dendrimerleri; nanoboyutlu ve düzgün oluşumlu küresel yapıya sahip, aşırı dallanmış 

sentetik polimerlerdir. Klasik polimerlerden farkı, moleküler yapısının homojen, 

molekül ağırlığının düşük ve yüksek fonksiyonlu uç yapılara sahip olmasıdır 

(Buczkowski vd., 2011). 

 

 

Şekil 2.6. Pamam denrimerin G0 yapısı 
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Fonksiyonal yüzey grupları sayesinde hidrofilik (suda iyi çözünür) hale gelebilirler. 

Şekil 2.7’de gösterildiği gibi; PAMAM dendrimerleri, proton derişiminin çok yüksek 

olduğu ortamlarda etkinliğini gösteremezken, ortam pH’sı arttıkça dallanmış yapı 

görünümü ve yapısal etkinliği artar (Lee vd., 2002). 

 

Şekil 2.7. PAMAM'ın farklı ph'lardaki davranışı 

PAMAM dendrimerlerin toksik ve immunojenik özellik taşımamaları, biyobozunur 

ve çok fonksiyonlu olmaları; ilaç taşıma, gen transfeksiyonu, tümör terapisi ve 

tanısal uygulamalarda çok önemli bir role sahip olmalarını sağlamıştır (Azar vd., 

2013). Şekil 2.8’de PAMAM’ın DNA ile bir araya gelmesi ve sonrasında hücre 

membranında geçerek gen transferi gerçekleştirilmesi gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.8. PAMAM'ın bir DNA ile etkileşimi ve gen transferi 
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PAMAM dendrimerlerinin çekirdekleri etilendiamin, 1,4-diaminobütan, 1,6-

diaminohekzan, 1,12-diaminododekan ve sistamin gibi farklı kimyasal gruplardan 

oluşabilmektedir. Bu tez kapsamında sistamin çekirdeğe sahip PAMAM 

dendrimerleri kullanılmıştır.  

2.4. Kanser Hücresine Spesifik Biyomolekül: Folik asit 

Folik asit, B vitamini ailesinin bir üyesidir. Nükleik asit ve aminoasitlerin 

biyosentezine katılarak hücrenin yaşamı için temel bir rol oynar. Bu madde suda 

mızrak şeklinde kristallenen portakal sarısı renginde bir katıdır ve ısıtılmakla erimez, 

fakat 250 °C'de esmerleşerek bozunur. Serbest asit halinde az, fakat sodyum tuzu 

halinde suda çok çözünür. Bazik ve nötr çözeltilerinde ısıya pek dayanıklı değildir 

(Leamon vd., 2004). 

 

Şekil 2.9. Folik asidin  kimyasal yapısı 

Folik asit; meme, yumurtalik, karaciğer, akciğer, boyun, beyin ve miyeloid gibi 

birçok insan karsinoma hücrelerinde fazlaca bulunan edilen folik asit reseptörünün 

belirlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Folat, folat reseptörü ile arasındaki 

yüksek afiniteden dolayı tedavi ve teşhiste kargo olarak işlev görür (Liu, vd., 2007). 
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Şekil 2.10. Folik asit ile folik asit reseptörü arasındaki afinitenin şematik gösterimi 

2.5. Elektroanalitik Yöntemler 

Maddelerin elektrokimyasal özelliklerini analiz amacıyla kullanılan yöntemlere 

Elektroanalitik Yöntemler denir. Elektroanalitik yöntemler, diğer analitik yöntemlere 

göre, birçok üstünlüğe sahiptir. Bunlar; 

 

 Değişik yükseltgenme basamağına sahip türlerin eş zamanlı olarak kolayca 

saptanabilmesi, 

 Yöntemlerin uygulanmasını sağlayan ekipmanların ve yazılımların diğer 

yöntemlere göre çok daha ucuz ve kullanışlı olmaları, 

 Birçok elektroanalitik yöntemin aynı cihazda uygulanabilirliğinin olmasıdır 

(Tural vd., 2010). 

Aşağıda elektroanalitik yöntemler ve ölçülen büyüklük cinsinden bir karşılaştırma 

yapılmıştır. 

Potansiyometri...........................Analit derişimine karşı potansiyel 

Kronopotansiyometri..................Zamana karşı potansiyel 

Elektrogravimetri.......................Toplanan fazın ağırlığı 

Kondüktometri.............................İletkenlik  
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Polarografi, voltammetri.............Akım-potansiyel 

Amperometri.............................Analit derişimine karşı akım şiddeti 

Kulometri.................................Akım miktarı(Coulomb) 

2.5.1. Voltammetri yöntemi  

Polarize bir çalışma elektrodunun, değişen potansiyele karşı gösterdiği farklı akım 

değerleri ile analit derişimi arasındaki ilişkinin incelendiği elektroanalitik yöntemlere 

voltammetri denir. Voltammetri, akım-gerilim ve derişim ilişkilerinin incelendiği bir 

analiz yöntemidir. Akım-gerilim eğrileri, çalışma ve referans elektrot olmak üzere 

ikilli ya da çalışma, referans ve yardımcu elektrot olmak üzere üç elektrotlu 

sistemlerle elde edilir. 

 

Şekil 2.11. Voltammetrik ölçümlerde kullanılan bir hücrenin ve 3'lü elektrot sisteminin şeması 

WE: çalışma elektrodu; RE: referans elektrodu, CE: yardımcı elektrot 
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Voltammetrik yöntemler kullanılan akım türlerine ve çalışma elektroduna bağlı 

olarak isimlendirilir. Bunlar,  doğru akım voltammetrisi, doğru akım polarografisi, 

alternatif akım voltammetrisi, alternatif akım polarografisi, kare dalga akım 

voltammetrisi, puls voltammetrisi, differansiyel puls voltammetrisi, döngüsel 

voltammetridir. 

Voltammetrik yöntemlerde çalışma elektrodu üzerinde maddelerin indirgenmesi veya 

yükseltgenmesi sonucunda akım oluşur. İndirgenmeden dolayı oluşan akıma  katodik 

akım, yükseltgenmeden dolayı oluşan akıma ise anodik akım denir. Bu yöntemle 

herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranışının incelemesi, elektrota 

uygulanabilecek gerilim aralığının sınırlarına, kullanılan çalışma elektroduna, 

kullanılan çözücü ve destek elektrolitin türüne bağlıdır (Özcan, 2008; Çubukçu, 

2008; Çevik, 2009; Can, 2010; Yavuz, 2011). 

Voltammetrik ölçüm sonucunda elde edilen akım-potansiyel grafiklerine 

voltammogram denir. Artık akım, limit (sınır) akım ve yarı dalga potansiyeli 

voltammogramı niteleyen 3 önemli unsurdur. 

 

 

Şekil 2.12. Bir voltammogram ve bileşenleri 
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Artık akım, ia ile gösterilir. Sığasal akım ve faradayik akım bir araya gelerek artık 

akımı oluşturur. Sığasal akım elektrot ile çözelti arasında oluşan çift katmandan 

kaynaklanır. Faradayik akım ise, analit dışında destek elektrolitte bulunan 

elektroetkin safsızlıklardan kaynaklanır. 

Limit(sınır) akım, il ile gösterilir ve voltammogramda görünen maksimum akım 

değerinden artık akımın çıkarılması ile elde edilen değerdir. Bu akım elektrot 

yüzeyinde elektroetkin türün derişiminin sıfıra gittiği andaki akım değeridir ve 

potansiyelden hemen hemen bağımsızdır. 

Yarı dalga potansiyeli ise, limit akımın yarısına karşılık gelen değerdir ve E1/2 ile 

gösterilir. 

İlk geliştirilen voltammetrik-polarografik yöntem doğru akım polarografisidir. Bu 

yöntemden sonra duyarlılığı arttırmak veya elektrokimyasal mekanizmayı açıklamak 

için alternatif akım voltammetrisi, kare dalga voltammetrisi, normal puls 

voltammetrisi/polarografisi, differansiyel puls voltammetrisi ve sıyırma 

voltammetrisi gibi yöntemler geliştirilmiştir (Tural vd,2010). 

Bu tez kapsamında sadece döngüsel voltammetri kullanıldığı için bu yöntemle ilgili 

daha ayrıntılı bilgi verilecektir. 

2.5.1.1. Döngüsel voltammetri (CV) 

CV küçük bir elektroda zamanla doğrusal olarak değişen bir potansiyel uygulamasını 

içerir. Başlangıç potansiyeli olarak genellikle redoks tepkimesinin olmadığı bir 

potansiyel değeri seçilir ve potansiyel redoks tepkimesinin gerçekleştiği yönde E1 ve 

E2(ya da E3) sınırları arasında belli bir hızda () Şekil 2.13’de gösterildiği gibi 

taranır. Tercihen birkaç döngü halinde de ölçüm alınabilir.   
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Şekil 2.13. Döngüsel Voltammetri potansiyel-zaman grafikleri 

Maddelerin; elektroetkinliklerinin ve elektrot yüzeyinin incelenmesi, ince yapıların 

aydınlatılması, modifiye elektrot yüzeyi hazırlanması, polimer ve metalik film 

oluşumu, nano ve mikro ölçekte elektrot yüzeyi hazırlanması ve tepkime 

mekanizmasının aydınlatılmasında döngüsel voltammetri önemli bir yere sahiptir.  

 

Şekil 2.14. CV voltammogramı ve tarama hızının etkisi 

Döngüsel voltammogramlarda akım-potansiyel değişimi pik şeklindedir. Pik 

yüksekliğinin tarama hızınına bağımlılığında gidilerek, adsorpsiyon, difüzyon ve 

eşleşmiş homojen kimyasal tepkimelerin rolü açıklanabilir (Tural vd., 2010) 
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2.5.2. Voltammetride kullanılan elektrotlar 

2.5.2.1. Referans elektrotlar 

Bu amaçla polarlanmayan ikinci sınıftan metal-metal iyonu elektrotları kullanılır. 

Referans elektrotlar ancak küçük akım şiddetlerinde polarlanmazlar. Akım şiddeti 

arttıkça ideal konumdan saparlar. Ag/AgCl ve Hg/Hg2Cl2(doygun) (kalomel) en çok 

kullanılan referans elektrotlarıdır (Tural vd., 2010). 

2.5.2.2. Yardımcı elektrotlar 

İki elektrotlu sistemlerde, polarlanmayan referans elektrot üzerinden akım geçtiği 

için yüksek akımlarda referans elektrot ideallikten sapar ve polarlanma meydana 

gelir. Diğer yandan çözelti direncinin büyük olduğu durumlarda, bu direnci yenmek  

için yüksek potansiyel uygulamak gerekir. Bu iki sebepten dolayı,  çalışma  

 

 

elektrodunun polarizasyon potansiyeli yanılgılı algılanır. Bu sorun sistemde üçüncü 

bir elektrot kullanılarak çözümlenir. Akım, çalışma elektrodu ile yardımcı elektrot 

ikilisinden geçirilir ve çalışma elektrodunun potansiyeli karşılaştırma elektroduna 

karşı sıfır akım altında saptanır. Akım yardımcı elektrot üzerinden geçtiği için bu 

elektrotların soy metal olmaları gerekir (Tural vd., 2010). 

2.5.2.3. Çalışma elektrotları 

Voltammetride kullanılan elektrotların hem kimyasal hem de elektrokimyasal 

özellikleri önemlidir. Potansiyeli değişen elektrot, indikatör elektrot veya çalışma 

elektrodu adını alır. Genel olarak, kullanılan çalışma elektrotlarında polarizasyonu 

arttırmak için yüzey alanları 1cm2’den küçük tutulur . Voltammetride sınırlı sayıda 

polarlanabilen elektrot kullanılır. Voltammetride kullanılan çalışma elektrotları 

Şekil 2.15’de belirtilmiştir. 
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Voltammetrik çalışma elektrotları

Civa
kökenli 

elektrotlar

Damlayan 
cıva

Yerçekimi 
etkili

Mekenik

Civa
film

Asılı 
civa

Katı 
elektrotlar

Platin

Altın 

Bizmut

Karbon

Grafit
Camımsı 
karbon

Karbon 
pasta

Camımsı 
karbon pasta

Modifiye
elektrotlar

Kompozit Kimyasal 
modifiye

Polimer 
membran
kaplama

Yüzey 
adsorpsiyonu

Kovalent
bağlanma

Dönen 
elektrotlar

Disk
Halka 
disk

 

Şekil 2.15. Voltammetrik çalışma elektrotlarının genel sınıflandırılması 

 

 

Karbon temelli elektrotlar 

Karbon bazlı elektrotlar hızlı yanıt veren, ekonomik, farklı konfigürasyonlarda ve 

çaplarda kolaylıkla oluşturulabilen elektrotlardır (Anık Kırgöz vd., 2001). Karbon; 

geniş bir anodik potansiyel aralığına, düşük elektriksel dirence, düşük artık akıma ve 

tekrarlanabilir yüzey yapısına sahiptir ve bu yüzden ideal bir elektrot malzemesidir 

(Tural vd., 2010).  

Camımsı karbon elektrot (GCE) ve karbon pasta elektrot (CPE) en yaygın kullanılan 

karbon elektrotlardır. CPE çok düşük zemin akımına, yenilenme ve modifikasyon 

kolaylığı içeren kompozit doğası gibi avantajlara sahipken, GCE önemli 

elektrokimyasal reaktiviteye, iyi mekaniksel katılığa ve ihmal edilebilir gözenekliliğe 

sahiptir (Anık Kirgöz vd., 2001). 
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Karbon pasta elektrot kompozit bir karbon elektrottur. Karbon pasta elektrot gibi bir 

diğer kompozit elektrot da camımsı karbon pasta elektrot (GCPE)’tur. Kompozit 

karbon elektrotlar, toz grafitin veya camımsı karbon mikro partiküllerin mineral yağ 

gibi organik bir sıvı ile karıştırılmasıyla hazırlanmaktadır. 

Modifiye edici kimyasal doğrudan iletken elektrot malzemesine katılıp, karıştırılarak 

elektrot hazırlanabilir. Bu elektrotlara kompozit elektrot denir. Pasta hazırlandıktan 

sonra bir tüp (örneğin teflon tüp) içine sıkıştırılarak doldurulur ve elektriksel bağlantı 

için platin veya bakır bir tel kullanılır. Oldukça geniş bir potansiyel aralığına sahip 

olan karbon pasta elektrotların yapım ve yenilenmeleri kısa ve kolay olup, yeterli 

derecede düşük zemin akımına sahiptir (Tural vd., 2010).  

2.5.3. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) 

EIS voltammetriden sonra kullanılan etkin bir elektrokimyasal analiz yöntemidir. 

İmpedans spektroskopisi, elde edilen materyallerin birden fazla elektriksel 

özelliklerini ortaya çıkarmak için kullanılan sinüsoidal ve küçük genlikli sinyaller 

sağlayan bir tekniktir (Sun vd., 2010). Elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

(EIS), impedans spektroskopisinin, en önemli alt kategorilerinden bir tanesidir ve 

elektrokimyanın birden fazla alanında (elektrot kinetikleri, çift tabaka çalışmaları, 

piller, korozyon, katı hal elektrokimya ve biyoelektrokimya) çok fazla kullanılır. 

EIS, iletken ya da yarı iletken yüzeylerin kapasitans ya da direnç gibi ara yüzeyler 

hakkında bilgi sahibi olmak için yapılan araştırmalarda kullanılan çok etkili bir 

tekniktir. 



22 

 

 

Şekil 2.16. Farklı maddelerin EIS ölçümü sonucu elde edilen Nyquist eğrileri 

EIS herhangi bir uyarılmanın sahip olduğu frekansın bir fonksiyonu olarak sistemin 

impedansını (Z) ölçer. Elektrokimyasal sistemler ile çalışıldığı zaman elde edilen 

yanıt uygulanan gerilim, faz ve genlikte meydana gelen farklardan oluşur. Uygulanan 

gerilimin ölçülen akıma oranı bir impedans sistemidir (Z = E / I) ve geniş frekans 

aralığı boyunca kolaylıkla ölçülebilir. Elde edilen spektrum farklı frekans 

bölgelerinde baskın olan sistemde meydana gelen farklı kinetik çalışmaları hakkında 

bilgi verir (Fernandez-Sanchez vd., 2005). 

 

Şekil 2.17. Nyquist eğrisinde oluşan yarım dairelerin bileşenleri 



23 

 

EIS çalışmalarında yüksek frekanslarda Nyquist eğrisinde oluşan yarım daire 

elektron transferine karşı gösterilen direnci ifade eder ve yarım dairenin çapı elektron 

transfer direncine eşittir (Chen  vd., 2008; Bonanni vd., 2012). 

Randles hücresi, difüzyon varlığında tek adımlı faradayik işlemler içeren bir 

elektrokimyasal hücreyi tanımlayan basit eşdeğer hücredir.  

 

Şekil 2.18. Randles eşdeğer hücresi 

Randles hücresi temel olarak başlıca referans ve çalışma elektrodu arasındaki 

elektrolit direnci (Re), çift tabaka kapasitansı (Cdl) ve çalışma elektrodu-elektrolit 

ara yüzeyinde yük transferinden dolayı faradayik impedansı (Zf) birleştirir. Zf de yük 

transfer direnci (Rct) ve elektrokimyasal hücrenin sahip olduğu toplam impedansda 

elektroaktif türlerin kütle taşınımının etkisini sınırlayan Warburg direnci (Zw) olmak 

üzere 2’ye ayrılır. Bundan dolayı difüzyonu sınırlandırılmış çalışmalarda Zw baskın 

olur. Fakat yük transfer kontrollü çalışmalarda Zf sadece Rct olur. Bütün bu 

bileşenler geniş frekans aralığında bir elektrokimyasal hücre boyunca impedansda 

değişen çalışmalar ile tanımlanabilir (Fernandez-Sanchez vd., 2005). 

EIS’de de voltammetride kullanılan elektrotlar kullanılmaktadır. 



24 

 

2.5.4. Sentri-voltammetri 

Sentri-voltammetri; santrifüj ve voltammetri yöntemlerinin birleşiminden oluşan bir 

yöntemdir. Bu yöntemde analit; santrifüj gücü ile elektrot yüzeyine toplanmaktadır. 

Daha sonra santrifüj işlemi durdurulur ve herhangi bir filtrasyon, dekantasyon veya 

ayırma işlemi gerekmeden voltammetrik tarama başlatılır. Sentri - voltammetride 

analitin büyük bir kısmı elektrot yüzeyinde ön deriştirildiğinden, diğer yöntemlere 

göre daha düşük LOD değerleri elde edilebilmektedir (Anık vd., 2004). Sentri -

voltammetrik ölçümler, Şekil 2.19’da görülen özel tasarlanmış hücrelerde 

gerçekleştirilir.  

 

Şekil 2.19. Sentri - voltammetrik hücrenin A) kapalı, B) açık hali, C) şematik gösterim 

Sentri- voltammetrik yöntemle bir çok ağır metal ve biyolojik molekül belirleme 

çalışması başarı ile gerçekleştirilmiştir. Sentri-voltammetride hedeflenen analitlerin 

belirlenmesi için farklı taşıyıcılar kullanılmıştır. Bu taşıyıcılar sayesinde istenilen 

analitlerin sentri-voltammetrik hücrenin alt kısmında kare şeklinde bulunan Pt 

elektrot üzerine önderiştirilmesi sağlanmıştır. Bu taşıyıcılardan biri Al(OH)3’dür. 

Santrifüj gücü ile elektrot yüzeyine ince bir tabaka halinde adsorbe olan Al(OH)3,  
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ağır metalleri de kendisi ile birlikte elektrot yüzeyine sürükleyerek ağır metalin 

elektrot yüzeyine önderiştirilmesi sağlamıştır. Bu çalışmadaki asıl amaç analit olarak 

seçilen kurşun iyonlarını birlikte çöktürmeyle Al(OH)3 ile elektrot arasında 

tuzaklamaktır (Kırgöz vd., 2004). Aynı çalışma, taşıyıcı materyal olarak Amberlite 

XAD-7 reçinesi kullanılarak da yapımıştır (Kırgöz vd., 2005). Bu alanda yapılan 

diğer çalışmalar civa iyonları ve molibden iyonları belirlenmesidir (Ürkmez vd., 

2009; Koçak ve Ertaş, 2013). 

 

Şekil 2.20. Sentri - voltammetri çalışmalarında izlenen yol 

2.5.5. Biyosentri-voltammetri 

Biyosentri-voltammetri, biyosensör ile sentri-voltammetri sistemlerinin 

birleştirilmesi ile elde edilen kombine bir ölçüm tekniğidir (Anık ve Çevik, 2011). 

Biyosentri-voltammetrik hücrenin alt kısmında bulunan çalışma elektrodu, uygun  
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biyolojik materyal ile modifiye edilerek elektrokimyasal biyosensör sistemi 

oluşturulur. Sentri-voltammetride olduğu gibi tayin edilmek istenen analit, santrifüj 

kuvveti yardımı ile elektrot yüzeyinde önderiştirildikten sonra, herhangi bir ayırma 

ve filtrasyon işlemi uygulanmadan voltammetrik olarak tayin edilir (Çevik vd., 2012; 

Çevik vd., 2012; Çubukçu vd., 2013; Anık , 2013). 

Bu yöntem kullanılarak ksantin belirlenmesi, asetilkolin esteraz enzimi aktivite 

denemesi, asetilkolin ve kolin tayini, glutatiyon ve dopamin (Şekil 2.21) belirlenmesi 

yapılmıştır. Biyosentrivoltammetrik (sentri-biyovoltammetrik) yöntem ile biyolojik 

öneme sahip moleküllerin daha duyarlı belirlenmesi sağlanır (Anık, 2013). 

 

Şekil 2.21. Biyosentri - voltammetrik yöntemle dopamin (Dp) belirlenmesi 

Örneğin, elektrot üzerine XOD enziminin immobilizasyonundan sonra, ksantin 

analitini içeren tampon çözeltisi sentri-voltammetri hücresine aktarılmış ve santrifüj 

işlemi ile analit elektrot üzerine ön deriştirmiştir. Ardından voltammetrik ölçümler 

doğrudan yapılarak şarapta  ksantin belirleme işlemi biyosentri-voltammetrik 

yöntemle gerçekleştirilmiştir (Anık vd., 2011). 

Elektrot yüzeyine asetil kolin esteraz enzimi immobilizasyonu ile elde edilen 

biyosensörle asetil kolin, elektrot yüzeyine kolin oksidaz enzimi immobilizasyonu ile 

elde edilen biyosensör ile kolin belirlenmesi de biyosentri-voltammetri yöntemi ile 

gerçekleştirilen çalışmalara birer örnektir (Çevik vd.,2012). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler 

Voltammetrik ölçümler AUTOLAB PGSTAT 12, impedimetrik ölçümler ise FRA 2 

μ-AUTOLAB Type III elektrokimyasal ölçüm sistemi ile gerçekleştirilmiştir (Şekil 

3.1). Bilgisayar kontrollü olan AUTOLAB PGSTAT 12 ve FRA 2 μ- AUTOLAB 

Type III cihazının sinyalleri Nova 1.10  yazılımı ile değerlendirilmiştir. 

 

Şekil 3.1. µ - AUTOLAB TYPE III cihazı 

Deneysel süresince kullanılan diğer cihazlar ve kullanım amaçları aşağıda 

belirtilmiştir; 

 Kimyasal çözeltileri hazırlamak için katı kimyasalların tartımı amacı ile 

PRECISA XR 205SM-DR (Şekil 3.2.A) model hassas terazi kullanılmıştır. 

 25 °C’de pH 7 ve pH 7,5’da standart elektrot çözeltileriyle kalibre edilmiş 

ORION STAR SERİES (Şekil 3.2.B) model pH metre, pH ayarlaması 

yapmak amacı ile kullanılmıştır. 



28 

 

 

Şekil 3.2. A. PRESİCA XR 205SM-DR model hassa terazi ve B. ORİON STAR SERİES marka 

pH metre 

 Santrifüj işlemleri için SİGMA 3-16 PK model (seri no: 121 321,maksimum 

hız (rpm): 15 300, maksimum kapasite (mL): 1000: maksimum yer çekimsel 

alan (x g): 23 031, maksimum kinetik enerji (Nm): 9970, Rotor 19 776-

H;1400 min-1, maksimum yükleme 6x80 g) santrirüj cihazları kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 3.3. SİGMA 3-16 PK model santrifüj cihazı 
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3.2. Kullanılan Elektrotlar 

Deneyler, oda sıcaklığında Şekil 3.4’de görüldüğü gibi 1 ml’ lik özel tasarlanmış 

hücrelerde Metrohm üçlü elektrot sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çalışma 

elektrodu olarak GCPE, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve yardımcı elektrot olarak 

Pt elektrot kullanılmıştır. 

 

Şekil 3.4. Deneysel çalışmaların yapıldığı üçlü elektrot sistemine ait düzenek 

Biyosentri-voltammetrik çalışmalar için santrifüj ve voltammetrik çalışmalara uygun 

olarak özel tasarlanmış hücre (Şekil 3.5) kullanılmıştır. Polietilen biyosentri-

voltammetrik hücre 3 cm iç çapa sahiptir. Uzunluğu 11,5 cm’dir. Bu hücrenin alt 

tarafında 6 mm2 yüzey alanına sahip olan GCPE çalışma elektrodu bulunmaktadır. 

Son alarak, floresans mikroskobu ile karakterizasyon aşamasında ITO yüzeyler ve 

yüzey baskılı karbon elektrotlar (cSPE; dropsens) kullanılmıştır.   
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Şekil 3.5. Biyosentri - voltammetrik hücrede üçlü elektrot sistemi 

3.3. Kullanılan Reaktifler 

Deneylerde kullanılan kimyasal maddelerin tümü analitik saflıktadır ve tüm 

çözeltiler saf su ile hazırlanmıştır. Model hücre olarak kullanılan HeLa (rahim ağzı 

kanser hücresi) ve A549 (Akciğer karsinom hücresi) kontrol hücreleri Ege 

Üniversitesi Biyokimya Araştırma Laboratuvarından temin edilmiştir. Elektrot 

modifikasyonu aşamasında yapılan bütün ölçümlerde pH: 7.4 50 mM potasyum 

ferrisiyanit (Fe(CN)6
-3/-4 , %99.99 saflıkta, Sigma-Aldrich) içeren PBS (KH2PO4, 

%99.995 saflıkta, Merck)  kullanılmıştır. Fosfat tamponu 0.1 M potasyum klorür 

(KCl Sigma-Aldrich) içermektedir. Çözeltilerin pH ayarlanmasında 1 M sodyum 

hidroksit (NaOH, %97  saflıkta, Merck) çözeltisinden yararlanılmıştır. Camımsı 

karbon pasta elektrot, camımsı karbon mikropartikül (GC, %99.95 saflıkta, 2-12 

mikron, Sigma-Aldrich) ve mineral yağ (Sigma-Aldrich) ile hazırlanmıştır. Elektrot  
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modifikasyonu amacı ile kloroaurik asit (HAuCl4, 99% saflıkta, Sigma-Aldrich),  

sisteamin (Cys, Fluka), gluteraldehit (Glu, Sigma-Aldrich), poliamidoamin 

(PAMAM, 25% saflıkta, Sigma-Aldrich)  ve folik asit (FA, 97% saflıkta, Sigma-

Aldrich) kimyasalları kullanılmıştır. Altın nanopartikül çözeltisi hazırlamak için 

sülfirik asit (H2SO4, 95-97% saflıkta, Fluka), sodyum nitrat (NaNO3,Sigma-Aldrich) 

ve sodyum sülfat (Na2SO4, 99% saflıkta, Sigma-Aldrich) kimyasalları kullanılırken; 

folik asit çözeltisi hazırlamak için EDC(Sigma-Aldrich) ve NHS (Sigma-Aldrich) 

içeren MES monohidrat (Sigma-Aldrich) çözeltisi kullanılmıştır. Hedef hücrelerini 

ve kontrol hücrelerini besiyeri ortamından fosfat tamponu ortamına alırken; tuzlu 

ortam sağlamak için sodyum klorür (NaCl, Sigma-Aldrich) kullanılmıştır. Son 

olarak, floresans mikroskobunda hücre çekirdeklerini görünteleyebilmek amacı ile 

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich) kullanılmştır.  

3.3.1 Kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

3.3.1.1. Destek elektrolit çözeltisinin hazırlanması 

Destek elektrolit olarak 50 mM PBS tamponu, KH2PO4’den gerekli miktarda tartım 

alınıp çözelti hacmi 250 mL olacak şekilde distile su ilave edilerek hazırlanmıştır. 

Destek elektrolite yeteri kadar NaOH ilave edilerek pH ayarlaması yapılmıştır. 

Elektrot modifikasyonu aşamasında destek elektrot içine son derişimi 50 mM olacak 

şekilde Fe(CN)6
-3/-4 eklenmiştir. 

3.3.1.2. MES tamponunun hazırlanması 

Folik asit çözeltisi hazırlanırken 25 mM pH: 6 MES tamponu kullanılmıştır. MES 

tamponu, MES monohidrat katısından uygun miktarda tartım alınıp çözelti hacmi 50 

ml olacak şekilde distile su eklenmesi ile hazırlanmıştır. Çözelti pH’sı NaOH ilavesi 

ile ayarlanmıştır. 



32 

 

3.3.1.3. Altın çözeltisinin hazırlanması 

Elektrot modifikasyonunda kullanılmak üzere altın çözeltisi hazırlanırken; 5 ml’de 

son derişimleri 1 mM HAuCl4, 0.01 M Na2SO4 ve 0.1 M NaNO3 olacak şekilde katı 

kimyasallardan gerekli miktarda tartım alınmıştır. Yine son derişimi 0.01 M olacak 

sekilde sülfirik asitten uygun hacimde alınıp çözelti 5 mL’ye distile su ile 

tamamlanmıştır. Çözelti her defasında taze olarak hazırlanmış, ışık ve havayla 

etkileşimi önlenmiştir. 

3.3.1.4. Sisteamin çözeltisinin hazırlanması 

Elektrot modifikayonu için 100 mM 1 mL sisteamin çözeltisi kullanılmıştır. Bu 

çözelti, gerekli miktarda sisteamin katısından tartılıp üzerine çözelti hacmi 1 mL 

olacak şekilde distile su eklenmesi ile hazırlanmıştır. Çözelti her defasında taze 

olarak hazırlanıp kullanılmıştır. 

3.3.1.5. Gluteraldehit çözeltisinin hazırlanması 

Elektrot modifikasyonu için % 5’lik 500 µL gluteraldehit çözeltisi kullanılmıştır. Bu 

çözelti, gerekli hacimde gluteraldehit sıvısı üzerine çözelti hacmi 500 µL olacak 

şekilde 50mM PBS eklenmesi ile hazırlanmıştır. Çözelti her defasında taze olarak 

hazırlanıp kullanılmıştır. 

3.3.1.6. PAMAM çözeltisinin hazırlanması 

Elektrot modifikasyonu için % 1’lik 500 µL PAMAM çözeltisi kullanılmıştır. Bu 

çözelti, son derişimi % 1 lik olacak şekilde uygun hacimde PAMAM sıvısından 

alınıp üzerine çözelti hacmi 500 µL olacak şekilde 50 mM PBS eklenmesi ile 

hazırlanmıştır. Çözelti her defasında taze olarak hazırlanıp kullanılmıştır. 
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3.3.1.7. Folik asit çözeltisinin hazırlanması 

Elektrot modifikasyonu için 1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mm, 25 mM ve 50 mM folik 

asit çözeltileri kullanılmıştır. İstenilen derişme uygun şekilde folik asit katısından ve 

son derişimi 50 mM olacak şekilde EDC ve NHS katılarından tartılarak üzeri çözelti 

hacmi 1 mL olacak şekilde MES tamponu ile tamamlanır. 

3.3.1.8. Analit çözeltisinin hazılanması 

Besiyeri ortamında bulunan HeLa kanser hücreleri ve kontrol hücreleri, santrifüj 

işlemi ile besiyerinden ayrılmış ve pH: 7.4, 100 mM tuz içeren 50 mM PBS ortamına 

istenilen derişimde eklenmiştir. Tuzlu PBS çözeltisini hazırlamak için, KH2PO4’den 

ve NaCl’den gerekli miktarda tartım alınıp çözelti hacmi 50 mL olacak şekilde distile 

su ilave edilerek hazırlanmıştır. Çözeltiye NaOH ilave edilerek pH ayarlaması 

yapılmıştır. 

3.3.2. Sitosensörün fabrikasyonu 

3.3.2.1. Yalın GCPE’un hazırlanması 

Şekil 3.6’da belirtildiği gibi, %80 grafit tozu ve %20 mineral yağ saat camı üzerinde 

bir spatül yardımı ile karıştırılarak teflon elektrot içerisindeki 2 mm yarıçaplı boşluğa 

yerleştirilmiştir ve yalın GCPE elde edilmiştir. Elektrodun elektriksel bağlantısını 

sağlamak için bakır tel kullanılmıştır. 
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Şekil 3.6. Yalın GCPE'nin hazırlanması 

3.3.2.2. Yalın GCPE’nun modifiye edilmesi ve sitosensörün oluşturulması 

Şekil 3.7’de şematik olarak gösterildiği gibi yalın GCPE çeşitli kimyasallar 

kullanılarak modifiye edilmiştir ve son olarak spesifik yüzeyin oluşturulması ile 

seçimli olarak HeLa belirlemesi yapabilen bir sitosensör oluşturulmuştur. 

GCPE

GCPE+ AuNP GCPE+AuNP+SİSTEAMİN

O
OH
O

OH
O

OH
O

OH

GCPE+AuNP+SİSTEAMİN
+ GLUTERALDEHİT

O O O O

GCPE+AuNP+SİSTEAMİN+ 
GLUTERALDEHİT+PAMAM

ANALİT

O O O O

GCPE+AuNP+SİSTEAMİN+ 
GLUTERALDEHİT+PAMAM+ FOLİK 
ASİT

SPESİFİK 
BAĞLANMA

 

Şekil 3.7. Sitosensör modifikasyonunun şematik gösterimi 
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Modifikasyon aşamaları aşağıda ayrıntılı olarak belirtilmiştir. 

 İlk olarak Şekil 4.3‘de gösterildiği gibi yalın GCPE’nin yüzeyi 

elektrokimyasal olarak Aunp ile kaplanmıştır. Kaplama işlemi +1.2V’dan -

0.3V’a, 0.05 v/s tarama hızında, 5 döngü olarak gerçekleştirilmiştir. 

 Altın kaplanan elektrot 100 mM sisteamin çözeltisine daldırılarak 1 saat 

beklenmiş ve sisteaminin –SH uçlarından altın yüzeye bağlanması sağlanmış 

ardından bidistile ile yıkama yapılmıştır. 

 Sisteamin ile muamele edilmiş altın kapli GCPE,  %5’lik gluteraldehit reaktif  

çözeltisine daldırılarak 30 dk bekletilmiştir ve PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 Sonraki aşamada elektrot, elektrik iletkenliği iyi bir polimer olan PAMAM ile 

muamele edilmiştir. Elektrot yüzeyine, % 1 lik PAMAM çözeltisinden 35 µL 

damlatılarak 1 saat beklenmiştir ve PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 HeLa kanser hücresine spesifik bir sitosensör elde etmek amacı ile elektrot 

modifikasyonunun son aşamasında, elektrot yüzeyine folik asit immobilize 

edilmiştir. Elektrot üzerine, 25 mM folik asit (50 mM EDC ve 50 mM NHS 

içeren) çözeltisinden 35 µl damlatılarak 30 dk beklenmiştir. Böylece 

sitosensörün aktif yüzeyine folik asit tutturulmuştur aşırı reaktif PBS ile 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. 
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4. SONUÇ 

4.1. Elektrokimyasal Sitosensörün Fabrikasyon Aşamalarının Floresans 

Mikroskobu ile Görüntülenmesi 

Geliştirilen sitosensörün modifikasyon aşamalarını karakterize etmek ve seçimliliğini 

kanıtlamak amacıyla floresans mikroskobu kullanılarak görüntüler alınmıştır. 

Sağlıklı görüntüler elde edebilmek için sert ve düz bir yüzeye ihtiyaç olduğundan bu 

aşamada ITO yüzey ve cSPE’lar kullanılmıştır. HeLa spesifik sitosensör oluşturmak 

için GCPE üzerine yapılan tüm modifikasyonlar aşamaları aynı şekilde cSPE ve ITO 

yüzeylere de uygulanmıştır. Modifiye edilen elektrotlar aynı derişimdeki (5x104 

hücre/ml) HeLa ve A549 kontrol hücreleri ile prosedürde belirtildiği gibi inkübe 

edilmiştir. Hücrelerle inkübasyon aşamasından sonra yüzeydeki fazlalıklar PBS 

tamponu ile yıkanarak giderilmiş ve ardından elektrot yüzeyi DAPI ile boyanarak 

hücrelerin çekirdekleri floresans mikroskobunda görünür hale getirilmiştir. Son 

alarak görüntüleme işlemi yapılarak Şekil 4.1 ve Şekil 4.2’deki görüntüler elde 

edilmiştir. 
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Şekil 4.1. Floresans mikroskop ile A. ITO boş yüzey, B. Folik A./PAMAM/Glu/Cys/Aunp/ITO, 

C. A549 /Folik A./PAMAM/Glu/Cys/Aunp/ITO ve D. HeLa/ Folik 

A./PAMAM/Glu/Cys/Aunp/ITO görüntüsü 

 

 

Şekil 4.2. Floresans mikroskop ile A. Karbon yüzey baskılı elektrot (cSPE) boş yüzey, B. Folik 

A./PAMAM/Glu/Cys/ Aunp/ cSPE, C. A549 /Folik A./PAMAM/Glu/Cys/ Aunp/ cSPE ve D. 

HeLa/ Folik A./PAMAM/Glu/Cys/ Aunp/ cSPE görüntüsü 

Şekil 4.1 ve Şekil 4.2’de görüldüğü gibi A’da henüz hiçbir modifikasyon 

olmadığından herhangi bir floresans yoktur ve görüntü elde edilemememiştir. B’ de 

ise ITO yüzey ve cSPE üzerine sırası ile Aunp/Cys/Glu/PAMAM ve FA modifiye  
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edildiğinden,  Aunp’lerin kuvvetli floresans özellikleri sayesinde üzerinde bir çok 

tabaka bulunmasına rağmen görüntü elde edilebilmiştir. C’de A549 hücrelerinin 

DAPI ile boyanmış çekirdekleri belirgin bir şekilde floresans vermiş ve çok az sayıda 

hücrenin sitosensör yüzeyine tutunduğu gözlenmiştir. D’de ise HeLa hücrelerinin 

DAPI ile boyanmış çekirdeklerinin floresansı ile elde edilen görüntüden sitosensör 

yüzeyinin nerdeyse tamamının HeLa ile kaplı olduğu anlaşılmaktadır. Sonuç olarak, 

geliştirilen sitosensörün HeLa rahim ağzı kanser hücreleri için yüksek oranda seçimli 

olduğunu söylemek mümkündür. 

4.2. Elektrokimyasal Sitosensörün Fabrikasyon Aşamalarının Elektrokimyasal 

Karakterizasyonu 

4.2.1. CV ile elektrokimyasal sitosensörün karakterizasyonu 

Yalın GCPE ve modifikasyon basamaklarının CV ölçümleri 50 mM Fe(CN)6]
3−/4− 

içeren 50 mM PBS pH: 7 içerisinde 0.6 V’dan -0.4 V’a, 50 mV s-1 tarama hızında 

gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.3’de ilk aşama olan GCPE yüzeyine elektrokimyasal 

olarak Aunp kaplanması gösterilmektedir. Bu işlem 1.2 V’dan -0.3 V’a, 0.05 v/s 

tarama hızında ve 5 döngüde gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.4’den de açıkça 

görülebileceği gibi GCPE üzerine Aunp kaplandıkça akım değeri artmaktadır. Akım 

değerindeki bu artış Aunp’lerin iletken olmalarından kaynaklanmaktadır (Şekil 

4.4.b).  
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Şekil 4.3. GCPE üzerine elektrokimyasal yöntemle Aunp kaplanmasını gösteren 

voltammogram. 

İkinci basamakta sisteamin altın nanotaneciklere –SH uçlarından baglanmış ve akım 

değerini daha da arttırmıştır (Şekil 4.4.c). Gluteraldehit; çapraz bağlayıcısının yüzeye 

bağlanması ile elektrot yüzeyinde yalıtkan bir tabaka oluşmuştur ve akım değerinde 

düşme meydana gelmiştir (Şekil 4.4.d). PAMAM iletken polimerinin yüzeye 

immobilizasyonu ile, elektron akışı bir nebze kolaylaşmış ve akım değeri tekrar 

yükseliş göstemiştir (Şekil 4.4.e). Son basamakta PAMAM’ların üzeri folik asit ile 

kaplandığından akım değeri tekrar azalmıştır (Şekil 4.4.f). 
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Şekil 4.4. CV ile modifiye elektrodun her tabakasının karakterizasyonu. a; GCPE, b; 

Aunp/GCPE, c; Cys/Aunp/GCPE, d; Glu/Cys/Aunp/GCPE, e; PAMAM/Glu/Aunp/GCPE, f; 

Folik A./PAMAM/Glu/Cys/Aunp/GCPE. Karakterizasyon aşamasındaki tüm ölçümler 50 mM 

[Fe(CN)6]3/4 50mM pH:7 PBS’de gerçekleştirilmiştir. 

4.2.2. EIS ile elektrokimyasal sitosensörün karakterizasyonu  

EIS, yüzey modifikasyonundan sonra elektrot üzerindeki elektrokimyasal iletim 

prosesini aydınlatmak açısından etkili bir yöntemdir (Anık ve Çubukçu, 2008). Bu 

çalışmada, impedans ölçümleri 10-2 ile 105 Hz frekans aralığında 0.179 V 

potansiyelde, 5 mV alternatif gerilim uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.5’de 

de gösterildiği gibi, daha yüksek potansiyellere gidildikçe impedans spektrumu bir 

yarıçember  kısmı oluşturmaktadır. Yarıçember zorlaşan elektron transferini ifade 

etmektedir. Yarıçember yarıçapı ise ara yüzey elektron transfer direncini gösterir 

(Ret). Şekil 4.5’den yalın GCPE’nin en büyük yarıçembere sahip olduğu dolayısı ile 

direncinin en büyük olduğu anlaşılmaktadır (Şekil 4.5.a). GCPE’nin üzerine Aunp 

kaplandığında, Aunp’nin iletkenliği arttırması ile yarı çember aniden küçülmüştür.  
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Bu durum Aunp’lerin elektron transferi üzerinde etkili olduğunun kanıtıdır (Şekil 

4.5.b). Sisteaminin elektrot yüzeyine immobilizasyonu ile CV voltammogramında da 

görüldüğü gibi akım değeri artmıştır. Bu akım artışı EIS ölçümünde yarı çemberin 

küçülmesi şeklinde görülmektedir (Şekil 4.5.c). Gluteraldehit ile kimyasal bağlar 

güçlendirilirken, elektrot yüzeyine bir katman daha oluşturulduğundan elektron akışı 

zorlaşmış ve direnç artarak yarı çember büyümüştür (Şekil 4.5.d). İletken yapıya 

sahip PAMAM da Aunp ile aynı etkiyi göstererek elektron akışını kolaylaştırmış ve 

yarı çember küçülmüştür (Şekil 4.5.e). Son modifikasyon basamağı olan folik asit 

immobilizasyonu ile PAMAM’ın yüzey kaplandığından direnç artmış ve yarı çember 

büyümüştür (Şekil 4.5.f).  

b

d

e

a

c

f

 

Şekil 4.5. EIS tekniği kullanılarak 0.179 V çalışma potansiyelinde, 10-2Hz ile 105Hz frekans 

aralığında ve 5 mV alternatif gerilim uygulanarak modifiye elektrodun karakterizasyonu. a; 

GCPE, b; Aunp/GCPE, c;, Cys/Aunp/GCPE d; Glu/Cys/Aunp/GCPE, e; PAMAM/Glu/Cys/, f; 

Folik A.,PAMAM/Glu/Cys/. Karakterizasyon aşamasındaki tüm ölçümler 50 mM Fe(CN)6]3/4 

içeren 50 mM pH:7 PBS’de gerçekleştirilmiştir. 
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4.3. Çalışma Koşullarının Optimizasyonu 

4.3.1. Folik asit derişimi optimizasyonu 

Sitosensör fabrikasyonunda kullanılması gereken optimum folik asit miktarını 

saptamak için; 1 mM, 3mM, 5 mM, 10 mM, 25 mM ve 50 mM derişimde folik asit 

içeren sitosensörler hazırlanıp, 5x104 hücre/mL içeren çözelti ile oda sıcaklığında 1 

saat inkübasyon süresinde HeLa belirlenmesindeki performanslarına bakılmıştır. 

Sonuç olarak, Şekil 4.6’da gösterildiği gibi akım farklanmaları sırası ile 0.23 µA, 

0.32 µA, 0.45 µA, 0.70 µA, 0.93 µA ve 0.28 µA olarak gözlenmiştir ve elde edilen 

akım farklanmaları kullanılarak çizilen optimizasyon grafiğinden en iyi akım 

farklanmasının 25 mM folik asit içeren sitosensörden elde edildiği belirlenmiştir 

(Şekil 4.6.E; Şekil 4.7).  

 

 Şekil 4.6. A: 1 mM, B: 3 mM, C: 5 mM, D: 10 mM, E: 25 mM ve F: 50 mM derişimde folik asit 

içeren sitosensörler ile 5x104 hücre/ml içeren HeLa çözeltisi kullanılarak 1 saat inkübasyon 

süresinde bu sitosensörlerin performanslarını gösteren voltammogramlar. Hücre belirlenmesi 

sırasında tüm ölçümler pH:7,50 mM PBS’de yapılmıştır. Çalışma potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, 

tarama hızı 0.05 v/s dir. 
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Şekil 4.7. Folik asidin optimizasyon grafiği 

4.3.2. İnkübasyon süresi optimizasyonu 

Sitosensör ile HeLa kanser hücrelerinin optimum etkileşim süresini saptamak için, 

5x104 hücre/mL derişimdeki hücre çözeltisi ile 25 mM folik asit içeren sitosensörler 

30, 60, 90 ve 120 dk oda sıcaklığında etkileşime maruz bırakılmış ve her bir süre için 

akımdaki farklanmaları kaydedilmiştir. Sonuç olarak, Şekil 4.8’de görüldüğü gibi 

sırası ile 0.3 µA, 1.0 µA, 0.5 µA ve 0.4 µA akım farklanmaları elde edilmiş ve bu 

akım farklanmaları kullanılarak oluşturulan optimizasyon grafiğinden optimum 

inkübasyon süresinin 60 dk olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.8.B; Şekil 4.9). 
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Şekil 4.8. 25 mM folik asit içeren cytosensörler ile 5x104 hücre/ml içeren HeLa çözeltisinin A: 30, 

B: 60, C: 90 ve D: 120 dk inkübe edildikten sonra bu sitosensörlerin performanslarını gösteren 

voltammogramlar. Hücre belirlenmesi sırasında tüm ölçümler pH:7,50 mM PBS’de yapılmıştır. 

Çalışma potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05 v/s dir. 

 

 

Şekil 4.9. İnkübasyon süresi optimizsyon grafiği 
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4.4. Analitiksel Karakteristik 

4.4.1. Doğrudan voltammetrik yöntemle kanser hücrelerinin tayini 

Elektrokimyasal sitosensörün fabrikasyon aşamalarının mikroskobik ve 

elektrokimyasal karakterizasyonundan sonra çalışma koşulları optimize edilmiştir. 

Daha sonra optimum çalışma koşullarında geliştirilen sitosensörün analitiksel 

karakteristikleri belirlenmiştir. Bu amaçla Şekil 4.10’da görüldüğü gibi 106, 105, 104, 

103 ve 102 hücre/mL derişimindeki HeLa hücreleri ile CV ölçümleri gerçekleştirilmiş 

ve HeLa kanser hücresi sayısı azaldıkça akım farklanmasında doğrusal bir azalış 

meydana gelmiştir. Akım farklanmaları sırası ile 1.4 µA, 1.1 µA, 0.7 µA, 0.4 µA, ve 

0.2 µA olarak kaydedilmiştir. Hücre sayısı ile akım farklanması arasındaki doğrusal 

ilişkiden yararlanarak Şekil 4.11’deki kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. Sonuç 

olarak; sitosensörün HeLa kanser hücresini belirleyebildiği doğrusal aralık 102 - 106 

hücre/mL  olarak saptanmıştır. LOD değeri 100 hücre/mL ve RSD değeri 5x104 

HeLa hücreleri (n=3) için 1.55 % olarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.10. Hücre sayısı ile akım farklanması arasındaki ilişkiyi gösteren CV voltammogramları. 

Hücre miktarları, (A)  106 , (B) 105, (C) 104, (D) 103 (E ) 102 hücre/mL şeklindedir. Hücre 

belirlenmesi sırasında tüm ölçümler pH:7,50 mM PBS’de yapılmıştır. Çalışma potansiyeli 

0.4V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05 v/s dir. 

 

 

Şekil 4.11. 102-106 hücre/mL aralığında yapılan ölçüm verileri ile elde edilen kalibrasyon grafiği 
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4.4.2. Sentri voltammetrik yöntemle kanser hücrelerinin tayini: sitosentri-

voltammetri 

Yukarıdaki bölümlerde daha önce bahsedildiği gibi, sentri-voltammetri bugüne dek 

ağır metal tayini ve biyolijik molekül tayinine uygulanmıştır. Ardından geliştirilen 

biyosentri-voltammetri, enzim temelli biyosensör sistemlerinin sentri-voltammetriye 

uyarlanmasını içermektedir. Bu tez kapsamında ilk kez, kanser hücreleri sentri-

voltammetri ile belirlenmiş, bunun sonunda sitosentri-voltammetri yöntemi 

geliştirilmiştir. Sentri-voltammetri santrifuj işlemi içerdiğinden, sitosentri-

voltammetrik tayinde santrifüj parametreleri olan santrifüj hızı ve santrifuj süresi 

öncelikle optimize edilmiştir.  

4.4.2.1. Santrifüj hızı optimizasyonu 

Biyosentri-voltammetrik uygulamalarda santrifüj parametreleri, analitin ön 

deriştirilmesini etkilediğinden önemli bir yere sahiptir ve biyosentri-voltammetrik 

yöntemin duyarlılığını etkiler (Anık, 2013). Bu nedenle öncelikle santrifüj hızının 

akım yanıtlarına etkisi incelenmiştir. Kanser hücresi belirlenmesi 0, 300, 500, 1000 

ve 2000 rpm santrifüj hızlarında 5x104 hücre/mL HeLa hücresi içeren çözelti için 1 

dk santrifüj süresinde gerçekleştirilmiş ve Şekil 4.12’de görüldüğü gibi akım 

farklanmaları sırasıyla 4 µA, 6.2 µA, 8.5 µA, 7.8 µA ve 7.2 µA olarak 

kaydedilmiştir. Akım farklanması değerlerinden yararlanırlarak optimizasyon grafiği 

çizilmiştir (Şekil 4.13)  

Santrifüj hızı arttıkça akım değerlerinde artışın olması konveksiyondaki artış ile daha 

fazla analitin elektrot yüzeyinde toplanmasına bağlanabilir. Yüksek santrifüj 

hızlarında daha iyi akım değerleri elde edilebilirdi ancak yüksek santrifüj hızlarında 

biyosentri-voltammetrik hücrede bozulmalar meydana gelebileceğinden 500 rpm 

optimum değer olarak seçilmiştir ve çalışmalarda bu değer kullanılmıştır (Şekil 

4.12.B). 
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Şekil 4.12. Santrifüj hızınının HeLa belirlenmesine etkisini gösteren voltammogramlar. 

Ölçümler A)0 rpm, B)300rpm, C)500rpm ve D)1000rpm de 1 dk santrifüj süresinde 

gerçekleştirilmiştir. Hücre belirlenmesi sırasında tüm ölçümler pH:7,50 mM PBS’de 

yapılmıştır. Çalışma potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05  v/s dir. 

 

 

Şekil 4.13. Santrifüj hızının akım değerlerine etkisi 
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4.4.2.2. Santrifüj süresi optimizasyonu  

0, 0.5, 1, 3 ve 7 dk’lık santrifüj sürelerinin akım yanıtlarına etkisi 5x104 hücre/mL 

HeLa hücresi içeren çözelti 500 rpm santrifüj hızında incelenmiş ve akım 

farklanmaları sırası ile 4 µA, 5.3 µA, 15.1 µA, 3.9 µA ve 3.5 µA olarak 

kaydedilmiştir. Bu akım farklanmalarından yararlanılarak Şekil 4.15’deki 

optimizasyon grafiği elde edilmiştir. Şekilde 4.15’de de görüldüğü gibi 1 dk ya kadar 

akım değerinde yüksek bir artış,  1 dakika santrifüj süresinden sonra akım değerinde 

düşüş gözlenmiştir. Uzun santrifüj süreleri elektrot yüzeyinde santrifüj gücü ile 

biriktirilen analitin dağılıp çözeltiye karışmasına neden olabilir. Bu sebeple akım 

değerlerinde düşüş gözlenmiştir. En yüksek akım değeri 1 dakikada elde edildiği için 

sonraki çalışmalarda bu süre kullanılmıştır (Şekil 4.14.C). 

A B C

D E

 

Şekil 4.14. Santrifüj süresinin HeLa belirlenmesine etkisini gösteren voltammogramlar. 

Ölçümler A)0 dk, B) 0.5 dk, C) 1 dk, D) 3dk ve E) 7 dk santrifüj sürelerinde ve 500 rpm de 

gerçekleştirilmiştir. Hücre belirlenmesi sırasında tüm ölçümler pH:7 , 50 mM PBS’de 

yapılmıştır. Çalışma potansiyeli 0.4V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05  v/s dir. 
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Şekil 4.15. Santrifüj süresinin akım değerine etkisi 

4.4.2.3. Sitosentri-voltammetri ile HeLa kanser hücrelerinin belirlenmesi 

Hazırlanan sitosensörün biyosentri-voltammetrik yöntem ile HeLa kanser hücresini 

belirleme performansını ölçmek için,  optimum şartlarda çalışılmıştır. Şekil 4.16’da 

da görüldüğü gibi 5x106, 7.5x105, 7.5x103, 7.5x102, 7.5x101 ve 8 hücre/mL 

derişimdeki HeLa hücreleri ile yapılan CV ölçümlerinde sırası ile 12.5 µA, 11.2 µA, 

7.5 µA, 6.38 µA, 5.6 µA ve 4.7 µA akım farklanmaları elde edilmiştir. Artan hücre 

sayısı ile oluşan akım farklanması arasında doğrusal ilişki gözlenmiştir. Bu doğrusal 

ilişkiden yararlanılarak Şekil 4.17.’deki kalibrasyon grafiği çizilmiştir. Sonuç olarak; 

elektrokimyasal sitosensörün HeLa kanser hücresini belirleyebildiği doğrusal aralık  

8 - 5x106  hücre/mL saptanmıştır. LOD değeri 8 hücre/ml, RSD değeri ise  5x104 

HeLa hücreleri (n=3) için 4.7 % olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.16. HeLa derişimi ile akım farklanmasının doğrusal orantılı olduğunu gösteren 

biyosentri-voltammetrik  voltammetrik ölçümler. Hücre miktarları  A) 5x106, B) 7.5x105, C) 

7.5x103, D) 7.5x102 ve E) 8 hücre/mL şeklindedir. Hücre belirlenmesi sırasında tüm ölçümler 

pH:7 , 50 mM PBS’de yapılmıştır. Çalışma potansiyeli 0.4V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05 v/s 

dir. 

 

 

Şekil 4.17. HeLa hücrelerinin biyosentri-voltammetrik yöntemle belirlenebildiği doğrusal aralık 
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4.4.3. Biyosentri-voltammetrik hücrede santrifüjsüz kanser hücresinin tayini 

Biyosentri-voltametrik hücre kullanılarak santrifüj işlemi yapılmaksızın kanser 

hücresi tayini gerçekleştirilmiştir. Bunun için Şekil 4.18’de görüldüğü üzere 106, 

7.5x105, 7.5x103,  7.5x102 ve 7.5x101 hücre/mL derişimindeki HeLa hücreleri 

kullanılmış ve akım farklanmaları sırası ile 6.1 µA, 4 µA, 3.54 µA, 2.58 µA ve 2.00 

µA olarak kaydedilmiş ve hücre sayısındaki azalış ile akım farklanmasındaki azalış 

doğru orantılı olduğu anlaşılmıştır. Bu bilgiden yola çıkarak HeLa hücresinin bu 

sistem ile belirlenebildiği doğrusal aralık 7.5x101 - 106 hücre/mL olarak  saptanmıştır 

( Şekil 4.19). LOD değeri 75 hücre/ml, RSD değeri ise 5x104 HeLa hücreleri (n:3) 

için 3.5 % olarak hesaplanmıştır. 

A B C

D E

 

Şekil 4.18. HeLa derişimi ile akım farklanmasının doğrusal orantılı olduğunu gösteren Sentri-

voltammetri hücresinde santrifüj işlem basamağı olmadan yapılan voltammetrik ölçümler. 

Hücre miktarları (A) 106, B)7.5x105, C) 7.5x103, D) 7.5x102 ve E)7.5x101 hücre/mL şeklindedir. 

Hücre belirlenmesi sırasında tüm ölçümler pH:7,50 mM PBS’de yapılmıştır. Çalışma 

potansiyeli 0.4 V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05 v/s dir. 
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Şekil 4.19. Biyosentri-voltammetri hücresi kullanılarak santrifüjsüz yapılan ölçümler 

sonucunda elde edilen HeLa belirlenmesi dogrusal aralığın gösterimi 

4.5. Elektrokimsal Sitosensörün A549 Hücreleri ile Kontrol Edilmesi 

HeLa kanser hücrelerini belirlemek amacıyla tasarlanan elektrokimyasal sitosensörün 

spesifikliği A549 (Akciğer karsinom hücreleri) hücreleri ile test edilmiştir. Yapılan 

elektrokimyasal ölçümler sonucunda Şekil 4.20.’de görüldüğü gibi derişimleri aynı 

ve 5x104 hücre/mL olan  A549 hücrelerinin HeLa hücrelerine kıyasla akım değerini 

daha az düşürdüğü saptanmıştır.  

y = 0,118x + 0,0765
R² = 0,9959

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 1 2 3 4 5 6 7

lo
g(

I)
/ 

µ
A

log(C) hücre/mL 



54 

 

 

Şekil 4.20. Elektrokimyasal sitosensörün spesifikliğinin 5x104 hücre/ml  A549 hücreleri ile test 

edilmesi 

Döngüsel voltammetri ile gerçekleştirilen ölçümler sonucunda, A549 hücrelerinin 

derişimi ile akım farklanması arasında doğrusal bir ilişki gözlenmemiştir. Şekil 4.21’ 

den de görüldüğü gibi 106, 105, 104, 103 ve 102 hücre/mL derşimindeki A549 

hücreleri ile yapılan denemelerde sırası ile 2.95, µA 2.7 µA, 4.2 µA, 4.8 µA ve 2.46 

µA akım farklanma değerleri elde edilmiştir. Voltammetrik ölçümler sonuçu elde 

edilen akım farklanmalarından yararlanarak Şekil 4.22’deki kalibrasyon eğrisi elde 

edilmiştir ve geliştirilen sitosensörün A549 hücreleri ile etkileşimlerinin, akım 

farklanmasını doğrusal olarak değiştirmediği gözlenmiştir. 
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Şekil 4.21. Geliştirilen sitosensörün A549 hücreleri ile denemelerinin CV voltammogramları. A. 

106, B. 105, C. 104, D. 103 ve E. 102 hücre/mL derişimdeki A549 hücreleri ile kontrol denemeleri 

pH:7 , 50 mM PBS’de yapılmıştır. Çalışma potansiyeli 0.4V’dan -0.1 V’a, tarama hızı 0.05 v/s 

dir. 

 

 

Şekil 4.22. Elektrokimyasal sitosensör ile A549 hücrelerinin etkileşiminden elde edilen 

kalibrasyon grafiği 

 

 

y = -0,0154x - 0,4152
R² = 0,0402

-0,7

-0,6

-0,5

-0,4

-0,3

-0,2

-0,1

0

0 1 2 3 4 5 6 7

Lo
g 

(µ
A

)

Log C( hücre/ ml)

Kontrol hücreleri 



56 

 

Tablo 4.1. Farklı kanser hücreleri belirlenmesi çalışmalarının karşılaştırılması 

Analit  Nanomalzeme Elektrokimyasal 

metot 

Belirtme 

alt limiti 

Doğrusal 

aralık 

Referanslar 

Lösemi 

kanseri 

hücresi 

(HL-60) 

 Aunp  EIS ve 

 DPV 

350 

hücrel 

mL−1 

5.0×102 -

7.5×107 

hücre 

mL−1 

Su et al. 2014 

HeLa 

hücreleri 

- EIS ve  

DPV 

300 hücre 

mL−1 

3.0×102 -

1.0×107 

hücre 

mL−1 

Wang et al. 

2014 

HeLa 

hücreleri 

MWNT  CV ve 

EIS 

90 hücre 

mL−1 

2.4×102-

2.4×105 

hücre 

mL−1 

Wang et al. 

2013 

HeLa 

hücreleri 

Aunp CV ve DPV 10 hücre 

mL−1 

10-106 

hücre 

mL−1 

Xu et al. 

2013 

Lösemi 

kanseri 

hücresi 

(HL-60) 

- CV ve 

EIS 

 

500 hücre 

mL−1 

5.0×102-

5.0×106 

hücre 

mL−1 

Yang et al. 

2013 

Göğüs 

kanseri 

hücresi 

MCF-7  

- CV ve EIS) ve 

Chronocoulometry 

(CC) 

67 hücre 

mL−1 

1.0×102-

1.0×106 

hücre 

mL−1 

Zhao et al. 

2013 

HeLa 

hücreler 

Polyaniline 

nanofibers 

(PANI-NF), 

Aunp 

CV ve  

EIS 

 

2000 

hücre 

mL−1 

1.0×104-

6.4×106 

hücre 

mL−1 

Hui et al. 

2012 
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Tablo 4.1(devam). Farklı kanser hücreleri belirlenmesi çalışmalarının karşılaştırılması 

Analit  Nanomalzeme Elektrokimyasal 

metot 

Belirtme 

alt limiti 

Doğrusal 

aralık 

Referanslar 

MCF-7 - CV ve) 

EIS 

 

100 hücre 

mL−1 

1.0×102-

1.0×106 

hücre 

mL−1 

Li et al. 2011 

MCF-7 CdS SWV(kare dalga 

voltammetrisi) ve 

EIS  

 

3.2×102 

hücre 

mL−1 

104 -107 

hücre 

mL−1 

Li et al. 2010 

Mide 

kanseri 

hücreleri 

(BGC-823) 

 SWNT CV ve DPV 620 hücre 

mL−1 

1.0×103 -

1.0×107 

hücre 

mL−1 

Cheng et al. 

2008 

 

4.6. Yorum 

Tez kapsamında, elektrokimyasal sitosensör yapımında iki yeni prosedür 

geliştirilmiştir. Geliştirilen yöntemler, model olarak HeLa kanser hücrelerine 

uygulanmıştır.  

İlk yöntemde, PAMAM ve GCPE temelli elektrokimyasal  sitosensör ilk kez HeLa 

hücrelerinin tayini için kullanılmış ve oldukça iyi sonuçlar alınmıştır. Bu yöntem 

kullanılarak HeLa kanser hücresi belirlenmesinde doğrusal aralık 102-106 hücre/ml 

olarak saptanmıştır. LOD; 100 hücre/ml ve RSD değeri ise 5x104 HeLa hücreleri 

(n:3) için 1.55 % olarak hesaplanmıştır. 
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İkinci yöntemde, danışman hocam tarafından geliştirilen sentri-voltammetri, 

sitosensöre uygulanarak sentri-sitosensör yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntemle de 

oldukça etkin ve duyar sonuçlar alınmıştır. Bu yöntemde santrifuj yapmaksızın, özel 

biyosentri-voltammetri hücresi kullanılarak yapılan çalışmalarda; HeLa hücreleri 

belirlemesinde doğrusal aralık 7.5x101- 106 hücre/ml olarak saptanmıştır. LOD, 75 

hücreler/ml olarak bulunurken, RSD değeri 5x104 HeLa hücreleri (n:3) için 3.5 % 

olarak hesaplanmıştır. Diğer yandan, biyosentri-voltammetri hücresi ile santrifüj de 

yapılarak yapılan çalışmamızda, HeLa hücreleri belirlenmesinde doğrusal aralık 8 –

5x106 hücre/ml olarak saptanmıştır. Bu çalışmada LOD değeri 8 hücre/ml ve RSD 

değeri   5x104 HeLa hücreleri (n:3) için 4.7 % olarak hesaplanmıştır.  

A549 hücreleri ile yapılan kontrol denemelerin de ise, akım farklanması ile A549 

hücreleri derişimi arasında doğrusal bir ilişki olmadığı ve geliştirilen elektrokimyasal 

sitosensörün HeLa kanser hücresine seçimli olduğu kanıtlanmıştır. 
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