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ÖZET 

Günümüzde tümörün erken bir aşamada saptanması, kanser kaynaklı ölüm oranını 

düşürmektedir. Eksozomlar, kansere bağlı hastalıkların erken teşhisi ve prognoz 

tahmininde önemli rol oynayan potansiyel biyobelirteçlerdir. Bu tez çalışmasında, 

eksozomların vücut sıvılarındaki miktarını tespit etmek amacıyla elektrokimyasal 

impedans spektroskopisi (EIS) yöntemi kullanılarak üç farklı biyosensör geliştirilmiştir. 

Elektrot malzemeleri disk, ekran baskılı ve kağıt tabanlı olmak üzere üç farklı elektrot 

malzemesiyle geliştirilmiştir. CD63 ve CD9 eksozom yüzey antijenleri hedeflenen kanser 

biyobelirteçleridir. Biyosensör hazırlanmasında, ara yüzey olarak merkaptoundekanoik asit 

(MUA) kullanılmıştır. Anti-CD63 ve anti-CD9 ise geliştirilen sensörlerin biyotanıma 

elementleridir. Elektrot yüzeyinde yapılan modifikasyonların teşhisinde elektrokimyasal 

teknikler (Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopi, Dönüşümlü Voltametri) ve morfolojik 

teknikler (Taramalı Elektron Mikroskobu) kullanılmıştır. Geliştirilen yöntemin 

gözlenebilme sınırı, tayin sınırı, seçiciliği, tekrarlanabilirliği ve raf ömrü izlenmiştir. Ek 

olarak, biyosensörlerin klinik başarısını izlemek için yapay idrar, hücre kültürleri ve idrar 

örneklerinde eksozom tayini gerçekleştirilmiştir. ELISA testi ile kıyaslama yapılarak, 

geliştirilen yöntemin doğruluğu belirlenmiştir. Tezin ilk kısmında, eksozom tayini 

sonucunda gözlenen sinyaller ile dört farklı kalibrasyon eğrisi oluşturulmuş ve bu eğrilerin 

kalibrasyon katsayısı ve LOD değerlerine yönelik kıyaslamalar yapılmıştır. Bu çalışmada 

kübik polinom modeli ile 3,9×1011 partikül µL-1 olarak elde edilen LOD, sensörün 

özellikle hücre kültürü gibi numunelerde hassas ve güvenilir olarak kullanılabileceğini 

göstermiştir.  İkinci olarak ekran baskılı altın elektrotlar (G-SPE) ile eksozom tayini için 

yöntem geliştirilmiş ve LOD değeri 2,0×103 partikül mL-1 olarak bulunmuştur. Aynı 

elektrot ile referans yapay idrar örneğinde eksozom geri kazanımı % 93,67 olarak elde 

edilmiştir. Tezin üçüncü kısmında ise nitroselüloz membran kullanılarak eksozom 

standartları için kâğıt tabanlı sensör tasarlanmıştır. Bu sensör ile 5 μL örnek hacmi 

kullanılarak eksozom tayininde LOD değeri 5,07×102 partikül mL-1 olarak bulunmuştur. 
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ABSTRACT 

Today, detecting the tumor at an early stage reduces the cancer-related death rate. 

Exosomes are potential biomarkers that play an important role in the early diagnosis and 

prognosis prediction of cancer-related diseases. In this thesis, three different biosensors 

were developed using electrochemical impedance spectroscopy (EIS) method to detect the 

amount of exosomes in body fluids. Electrode materials have been developed with three 

different electrode materials: disc, screen-printed and paper-based. CD63 and CD9 

exosome surface antigens are targeted cancer biomarkers. In the preparation of the 

biosensor, mercaptodecanoic acid (MUA) was used as the interface. Anti-CD63 and anti-

CD9 are the biorecognition elements of the developed sensors. Electrochemical techniques 

(Electrochemical Impedance Spectroscopy, Cyclic Voltammetry) and morphological 

techniques (Scanning Electron Microscopy) were used to diagnose the modifications made 

on the electrode surface. Limit of detection, limit of quantification, selectivity, 

repeatability and shelf life of the developed method were monitored. In addition, exosome 

determination was performed in artificial urine, cell cultures and urine samples to monitor 

the clinical success of the biosensors. The accuracy of the developed method was 

determined by comparing with the ELISA test. In the first part of the thesis, four different 

calibration curves were created with the signals observed as a result of the exosome 

determination and comparisons were made for the calibration coefficient and LOD values 

of these curves. In this study, the LOD obtained as 3.9×1011 particles µL-1 with the cubic 

polynomial model showed that the sensor can be used sensitively and reliably, especially in 

samples such as cell culture. Secondly, a method was developed for the detection of 

exosomes with screen-printed gold electrodes (G-SPE) and the LOD value was found to be 

2.0×103 particles mL-1. With the same electrode, exosome recovery was obtained as 

93.67% in the reference artificial urine sample. In the third part of the thesis, paper-based 

sensor was designed for exosome standards using nitrocellulose membrane. The LOD 

value was found to be 5.07×102 particles mL-1 in exosome determination using 5 μL 

sample volume with this sensor. 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser, bir organ veya dokudaki anormal hücrelerin düzensiz olarak bölünüp çoğalmasıyla 

ortaya çıkan bir hastalık grubudur. Tedavi edilmez ise ciddi rahatsızlıklara, hatta ölüme 

dahi neden olabilir. Kanser oluşumuna yol açan değişiklikler, bir kişinin genetik faktörleri 

ile aşağıdakiler de dâhil olmak üzere üç dış etken kategori arasındaki etkileşimin 

sonucudur: 

 

➢ Ultraviyole ve iyonlaştırıcı radyasyon gibi fiziksel kanserojenler 

➢ Asbest, tütün dumanı bileşenleri, alkol, aflatoksin (bir gıda kirleticisi) ve arsenik (bir 

içme suyu kirleticisi) gibi kimyasal kanserojenler 

➢ Belirli virüslerden, bakterilerden veya parazitlerden kaynaklanan enfeksiyonlar gibi 

biyolojik kanserojenler 

 

Vakalar erken tespit edilip tedavi edildiğinde kanser mortalitesi azalır. Erken teşhis, 

kanserin tedaviye yanıt verme olasılığını yükseltir, daha az morbidite ve düşük maliyetli 

tedavi ile hayatta kalma olasılığını arttırır. Kanserin erken teşhisi ve bakımda gecikmelerin 

önüne geçilmesi ile kanser hastalarının hayatlarında önemli iyileştirmeler sağlanabilir. 

Tümör hücrelerinden salınan eksozomlar, protein, RNA, DNA, lipid ve karbonhidrat gibi 

makromoleküler bileşenler içerir. Bu bileşenler, tümör oluşumu ve gelişiminin tüm 

aşamalarında önemli rol oynar. Ayrıca, kaynak tümör hücrelerinin fizyolojik ve patolojik 

durumu hakkında bilgi verir. Son zamanlarda, tümör kaynaklı eksozomlar, invaziv 

olmayan sıvı biyopsi ve çok sayıda kanserin teşhisi için popüler biyobelirteçler haline 

gelmiştir. Bununla birlikte, tümör kaynaklı eksozomların içsel doğası, karmaşık biyolojik 

sıvıyı tespit etmek ve değerlendirmek için gelişmiş yöntemler gerektirir [1]. Eksozom 

biyosensörlerinin tasarımındaki en büyük zorluk hem küçük boyutları hem de vücut 

sıvılarındaki düşük konsantrasyonlarıdır. Bu noktada yüksek hassasiyetli ve düşük numune 

gereksinimi ile çalışan biyosensörler, eksozomların tespiti için ideal bir yöntem 

sunmaktadır.  

 

Biyosensörler günümüzde biyomedikal tanı, tedavi ve hastalık seyrinin belirlenmesi, 

çevresel izleme, gıda kontrolü, ilaç keşfi, adli tıp ve biyomedikal araştırma gibi çeşitli 

alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Biyosensörlerin geliştirilmesi için çok çeşitli 
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teknikler kullanılabilir. Yüksek afiniteli biyomoleküllerle birleştirilmeleri, bir dizi analitin 

hassas ve seçici olarak tayinine olanak sağlamaktadır. 

Elektrokimyasal biyosensörler, enzim substrat reaksiyonu ve antijen-antikor etkileşimi gibi 

biyokimyasal olayları elektrik sinyallerine (örn. akım, voltaj, empedans, vb.) 

dönüştürmektedir. Elektrokimyasal biyosensörler yüksek hassasiyet, tekrarlanabilirlik, 

minyatürize edilebilme ve küçük analit hacimleri ile kullanılabilme gibi avantajlara 

sahiptir [2]. 

 

Elektrokimyasal biyosensörler, biyomoleküllerin tanımlama bilgilerini potansiyel, akım ve 

impedans gibi sinyallere dönüştürür. Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopisi (EIS), 

etiketsiz bir algılama yöntemidir ve bu durum diğer elektrokimyasal teknikler ile 

kıyaslandığında önemli bir üstünlük sağlar [3–6]. İmpedans tabanlı biyosensörlerde 

seçimlik, elektrot yüzeyindeki ince bir film üzerinde bir biyoreseptör (örn. antikor) ve ona 

karşılık gelen spesifik analit (örn. antijen) arasında bir tanıma kompleksi oluşumuyla 

sağlanır. Bu oluşum, elektrot/elektrolit arayüzünde hem arayüzey kapasitansını hem de yük 

transfer direncini değiştirir. Bu nedenle, dönüştürücü yüzeyler ilgili biyomalzemelerle 

değiştirildiğinde, impedans tabanlı biyosensörler güçlü analitik cihazlar olarak kullanılır.  

 

EIS verilerini değerlendirmek için en popüler formatlar Nyquist ve Bode grafikleridir. 

Nyquist grafiği, sanal impedans bileşeni (Z") ile elektriksel arayüz ve elektron transfer 

reaksiyonu hakkında bilgi veren gerçek impedans bileşenine (Z') karşı çizilir. Bode 

formatında ise, hem mutlak impedansın logaritması |Z| hem de faz açısı (φ), uyarma 

frekansının logaritmasına karşı çizilir. 

 

İdeal bir biyosensör, gerçek uygulamalarda düşük maliyet ve yüksek kararlılık 

gereksinimlerini karşılamalıdır. Substrat seçiminde de örneğin esneklik, biyouyumluluk, 

biyobozunurluk, geçirgenlik ve taşınabilirlik gibi farklı özellikler göz önünde 

bulundurulmaktadır [7]. Bu amaçla biyosensörlerde cam, polidimetilsiloksan (PDMS), 

silikon ve kâğıt gibi substratlar kullanılmıştır [8]. Bu malzemeler arasında kâğıdın alt 

tabaka olarak kullanımı, lifli yapısından dolayı oldukça popülerdir ve modifikasyon 

işlemini kolaylaştırmaktadır. Son zamanlarda, kâğıt tabanlı analitik cihazlar (PAD), 

minyatür cihazları düşük maliyetle geliştirmenin etkili bir yolu olarak oldukça dikkat 

çekmiştir. Ayrıca, biyoalgılama platformları, özellikle hasta başı testler (POCT) 

cihazlarının geliştirilmesi hususunda birçok avantaj sunmaktadır [9, 10], çünkü birçok 
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tanıma probu (ligandlar, antikorlar ve aptamerler) (nitro) selüloz matrisinde kolayca 

hareketsiz hale getirilebilir [11–13]. Ayrıca kâğıdın kılcal bir yapısı vardır ve bu özellik, 

sıvı numunenin altlık üzerinde kolayca akmasını sağlarken aynı zamanda gaz halindeki 

numunelerin de selüloz dokularına nüfuz etmesine olanak sağlar [14]. Alt tabaka olarak 

seçilen kâğıt ile üç boyutlu (3B) tasarımlı sensörler üretilirken kırılmayacak veya 

yırtılmayacak kadar esnek olmalıdır [15].  

 

Bu tez kapsamında kanserin erken teşhisinde kullanılması amaçlanan eksozomların çeşitli 

elektrot malzemeleri ile impidimetrik tayinleri çalışılmıştır. Bunun için klasik altın elektrot 

(GE), ekran baskılı altın elektrot (G-SPE) ve kâğıt tabanlı elektrotlar (PE) kullanılmıştır. 

Geliştirilen biyosensörler için öncelikle standart eksozomlar ile kalibrasyon grafiği 

hazırlanmış ve LOD değerleri literatür ile kıyaslanmıştır. Ayrıca yöntemin doğruluğu, 

yapay idrar ve Colo 741 hücre kültürü ile belirlenmiştir. Böylelikle eksozomların tayininin 

hızlı ve düşük maliyet ile uygulanabileceği tüm verileri ile çalışmada sunulmuştur. 
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2. KURAMSAL BİLGİLER  

 

2.1. Biyosensörler 

 

"Sensör" kelimesi, kökenini, temelde herhangi bir şeyi "tanımlamak" anlamına gelen 

Latince "sentire" kelimesinden alır. ‘Biyosensör’ ise ‘biyolojik sensör’ün kısaltılarak bir 

arada yazılmış şeklini temsil etmektedir. Biyosensörler, biyokimyasal parametrelerin, 

derişim bilgilerini, bir moleküler tanıma varlığı aracılığı ile ölçülebilir ve işlenebilir 

sinyallere dönüştüren analitik cihazlardır. Biyosensörlerin üretimi kimya, biyoloji ve 

mühendislikte çok disiplinli araştırmalar gerektirmektedir. Tipik bir biyosensör (a) analit, 

(b) biyoreseptör, (c) dönüştürücü, (d) elektronik aksam ve (e) ekrandan oluşur. Bir 

biyosensör sisteminin çalışmasına ait temel konsept Şekil 2.1’de belirtilmiştir. 

 

➢ Analit: Bileşenleri nitel ve nicel olarak tespit edilen ilgili madde analit olarak 

nitelendirilmektedir (örn. glikoz, amonyak, alkol ve laktoz). 

➢ Biyoreseptör: Bir biyomolekül (molekül) veya hedef substratı (yani bir analit) 

tanıyabilen biyolojik tür, biyoreseptör (örn. enzimler, hücreler, aptamerler, 

deoksiribonükleik asit (DNA veya RNA) ve antikorlar) olarak bilinir. Biyoreseptör ve 

analit arasındaki etkileşim sırasında sinyal üretim süreci (ışık, ısı, pH, yük veya kütle 

değişimi) biyo-tanıma olarak adlandırılır. 

➢ Dönüştürücü: Enerjiyi bir biçimden diğerine dönüştüren biyosensör bileşenidir. 

Biyolojik tanıma olayını, miktarla, kimyasal veya biyolojik bir hedefin varlığında, 

ölçülebilir bir sinyale (elektriksel) dönüştürür. Bu enerji dönüşüm süreci sinyalizasyon 

olarak bilinir. Dönüştürücüler, analit-biyoreseptör etkileşimlerinin miktarı ile orantılı 

olarak elektrokimyasal, optik, termal, elektronik ve gravimetrik sinyaller üretmektedir. 

➢ Elektronik: Dönüştürülen sinyal işlenir ve görüntü için hazırlanır. Dönüştürücüden elde 

edilen elektrik sinyalleri büyütülür ve dijital forma dönüştürülür. İşlenen sinyaller, 

görüntüleme birimi tarafından nicelendirilir. 

➢ Görüntüleme: Görüntüleme birimi, karşılık gelen yanıtın kullanıcı tarafından 

okunabilir ve anlaşılabilir olabilmesi için çıktı üreten bir bilgisayar veya yazıcı gibi bir 

kullanıcı yorumlama sisteminden oluşur. Kullanıcı ön koşuluna bağlı olarak çıktı, 

sayısal, grafik veya tablo şeklinde olabilir. 
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Şekil 2.1. Biyosensörlerin temel bileşenleri [16] 

2.1.1. Biyosensörlerin yapısı ve işlevi 

 

Genel olarak biyosensörler, enzimler, antikorlar, nükleik asitler veya hücreler gibi 

kullanılan biyolojik bileşene (biyoreseptör) veya elektrokimyasal, optik, kütle bazlı veya 

piezoelektrik dönüştürücü gibi dönüştürücü tipine göre sınıflandırılmaktadır. Literatürde 

yer alan farklı türlerdeki biosensörlerden birkaçı Şekil 2.2.’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.2. Çeşitli tipte biyoreseptör ve dönüştürücüye sahip biyosensör tasarımları (a) [17],  

                (b) [18] , (c) [19], (d) [20] 
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Enzim biyosensörlerinde enzimler tanıma elemanı olarak kullanılmaktadır. Bu biyosensör 

türleri, enzimlerin dönüştürücüye Van der Waals kuvvetleri, iyonik bağ veya kovalent bağ 

ile adsorpsiyonu üzerine tasarlanmıştır [16]. Enzim bazlı biyosensörlerde, hareketli 

enzimin göreceli kararsızlığı ve enzimin aktif geri kazanımındaki zorluklar nedeniyle 

enzim immobilizasyon teknikleri oldukça önem taşımaktadır [17]. Enzim-substrat 

etkileşimlerinin yüksek özgüllüğü ve saniyede katalizlenen substrat sayılarının yüksek 

olması gibi avantajlar, enzim bazlı biyosensörleri en kapsamlı çalışılan alanlardan biri 

haline getirmiştir. 

 

İmmünosensörler, sensör yüzeyinde immobilize edilen bir antikor ile konsantrasyonu 

bilinmeyen bir antijen (veya analit) arasındaki spesifik etkileşime dayanan biyosensör 

türevleridir. Antikor ile antijen arasında güçlü immün kompleksi oluşur; böylece sinyale 

dönüştürülen bir fizikokimyasal tepki üretilmektedir. Biyosensörün analite yüksek 

özgüllük göstermesinin, antikorların bağlanma bölgesinin uygun oryantasyonuna izin 

veren optimal immobilizasyon prosedürü, antikorların optimal yüzey yoğunluğu ve antikor 

immobilizasyonu için optimal matris seçimi gibi temel gereksinimleri bulunmaktadır [18]. 

 

Nükleik asit ile oluşturulan biyosensörler, genellikle tamamlayıcı sarmal ile hibridize 

olabilen, son derece yüksek verimliliğe ve iyi özgüllüğe sahip tek sarmallı DNA'dan 

oluşmaktadır; böylece tamamlayıcı sarmal DNA veya RNA'nın tespitini kolayca 

gerçekleştirilebilmektedir [19].  

 

Hücre tabanlı biyosensörler ise uygun bir fizikokimyasal dönüştürücü ile fizyolojik 

değişiklikleri tespit etmek için tanıma elemanı olarak canlı hücrelerin kullanıldığı analitik 

cihazlardır. Hücre tabanlı biyosensörler analite karşılık fizyolojik bir yanıt sağlamak ve 

sensör sisteminin işlevselliğini arttırmak için yüksek kararlılık ve biyokatalitik aktivite 

özelliklerine sahiptirler [20]. 

 

Etkili bir biyosensör sistemi geliştirmek için belirli statik ve dinamik gereksinimler 

gereklidir. Bu özelliklere dayanarak, biyosensörlerin performansı ticari kullanımlar için 

optimize edilebilir [21, 22]. İdeal bir biyosensörün sahip olması gereken özellikler aşağıda 

belirtilmektedir: 
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Seçicilik: Biyoreseptör seçiminde dikkate alınması gereken önemli bir özelliktir. Bir 

biyoreseptör, karışım halindeki girişim yapıcı madde türlerini içeren bir numunede, belirli 

bir hedef analit molekülünü tespit edebilir. 

 

Duyarlılık: Bir ölçüm aracının veya yöntemin duyarlılığı analizi yapılan bileşenin (analit) 

derişim farklarını ayırt etme yeteneğinin ölçüsüdür. Duyarlılık cihaz tarafından 

belirlenebilen en küçük derişim ile ifade edilir. 

 

Doğrusallık: Yöntemin, numunedeki analit konsantrasyonuyla doğru orantılı test 

sonuçlarını elde etme yeteneğidir. Doğrusallık (düz çizgi) ne kadar yüksek olursa, 

hassasiyet o kadar yüksek olmaktadır. 

 

Tepki süresi: Sonuçların %95'inin elde edilmesi için geçen süre tepki süresi olarak ifade 

edilmektedir. 

 

Tekrar üretilebilirlik: Tekrar üretilebilirlik, kesinlik (örnek bir kereden fazla ölçüldüğünde 

benzer ölçüm sonuçlarının elde edilebilirliği) ve doğruluk (numune her seferinde 

ölçüldüğünde bir sensörün gerçek değere daha yakın bir ortalama değer üretme yeteneği) 

ile karakterize edilir. Aynı numune birden fazla ölçüldüğünde biyosensörün aynı sonuçları 

üretme yeteneğidir. 

 

Kararlılık: Sürekli izlemenin gerekli olduğu biyosensör uygulamalarında temel 

özelliklerden biridir. Kararlılık, biyoalgılama cihazının içindeki ve dışındaki çevresel 

rahatsızlıklara karşı savunmasızlığın derecesidir. Kararlılığı etkileyen faktörler, 

biyoreseptörün afinitesi (analitin biyoreseptöre bağlanma derecesi) ve biyoreseptörün 

zamanla bozulmasıdır. 

 

2.1.2. Biyosensörlerde dönüştürücü sistemler 

 

Biyosensörün önemli bir parçası olan dönüştürücüler çalışma prensiplerine göre 

elektrokimyasal, optik, termal, elektronik ve gravimetrik olarak sınıflandırılmaktadır. 

Elektrokimyasal biyosensörler, analit ve dönüştürücünün elektrokimyasal özelliklerine 

dayanan ve oldukça yaygın olarak kullanılan biyosensörlerdir. Elektrokimyasal 

biyosensörler yüksek hassasiyet, seçicilik ve algılama yeteneği göstermektedirler. Bu 
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biyosensör türünde, biyoreseptör ve analit arasındaki dönüştürücü yüzeyde voltaj, akım, 

impedans ve kapasitans açısından saptanabilir elektrokimyasal sinyaller üreten 

elektrokimyasal bir süreç meydana gelmektedir [23].  

 

Bir elektrokimyasal biyosensörün aktarım elemanı, ana bileşenin genellikle bir çalışma 

elektrodu olduğu elektrokimyasal hücredir [24]. Elektrokimyasal biyosensörler aktarım 

ilkesine göre, (a) potansiyometrik, (b) amperometrik, (c) impedimetrik, ve (d) 

kondüktometrik olarak sınıflandırılmaktadırlar (Şekil 2.3). 

 

 

Şekil 2.3. Elektrokimyasal biyosensör türlerinin şematik gösterimi 

Potansiyometrik biyosensörler, sıfır akım altında, çalışma elektrodunda analit ve 

biyoreseptör etkileşimi nedeniyle biriken yükü, referans elektroda göre ölçer. Bir 

biyokimyasal reaksiyonu potansiyel bir sinyale dönüştürmek için iyon seçici elektrotlar ve 

iyona duyarlı alan etkili transistörler kullanılmaktadır [25] . 

 

Amperometrik biyosensörler, iki veya üç elektrotlu sistemler ile çalışmaktadır. Bu 

sensörler, çalışma elektroduna sabit bir potansiyel uygulandığında (referans elektroduna 

göre), çalışma elektrodundaki elektrokimyasal reaksiyon sonucu aktarılan elektron akısını 

ölçer. Çalışma elektrodunun yüzeyinde üretilen akım, çözeltide bulunan analitin 

konsantrasyonu ile orantılıdır [26] . 

 

Kondüktometrik biyosensörler, bir elektrokimyasal reaksiyon (analitin iletkenlik 

özelliklerindeki değişiklik) nedeniyle elektrot çifti arasındaki iletkenlik değişikliğini ölçer. 
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Kondüktometrik ve impedimetrik biyosensörler genellikle canlı biyolojik sistemlerdeki 

metabolik süreçleri izlemek için kullanılmaktadır [27]. 

 

EIS yöntemi, etiketsiz yöntemlere kapı araladığından biyosensör gelişiminde önemli bir rol 

oynamaktadır. EIS ölçümlerinde, bir dizi frekans üzerine 5-10 mV arasında kontrollü bir 

AC elektriksel uyaran uygulanmaktadır. Sonuçta geçen akım ve verilen cevabın bir 

göstegesi olan faz açısı kaydedilerek, biyosensörden yüzeyinden cevabın taşınmasını 

sağlamaktadır [28, 29]. 

 

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) 

 

EIS tekniği, elektrokimyasal reaksiyonların mekanizmalarını araştırmak, malzemelerin 

dielektrik ve yük taşıma özelliklerini ölçmek, gözenekli elektrotların özelliklerini 

keşfetmek veya elektrokimyasal bakımdan pasif yüzeyleri araştırmak için güçlü bir araç 

olarak ortaya çıkmıştır. EIS'in temelleri, Oliver Heaviside'ın olağanüstü çalışmasıyla 

1880'den 1900'e kadar olan zaman diliminde atılmıştır [30]. 

 

EIS, kullanılan elektrot sistemlerinin hem toplu hem de arayüzey elektriksel özelliklerinin 

araştırılması için oldukça uygun bir tekniktir. Geleneksel bir elektrokimyasal hücre, 

madde-(redoks türleri)-elektrot etkileşimlerini, elektrolitin direncine ek olarak elektroaktif 

türlerin konsantrasyonunu, yük transferini ve yığın çözeltiden elektrot yüzeyine kütle 

transferini içerir. Bu özelliklerin her biri, eşdeğer bir devre oluşturmak için paralel veya 

seri olarak bağlanan dirençler, kapasitörler veya sabit fazlı elemanları gibi farklı türlerdeki 

bir dizi elektrik devresi ile karakterize edilir (Şekil 2.4).  
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Şekil 2.4. EIS devresi ve geleneksel bir elektrokimyasal hücrede (üç elektrotlu sistem)  

                çalışma elektrot yüzeyinde gerçekleşen redoks reaksiyonunun şematik gösterimi 

İmpedimetrik biyosensörler, küçük bir sinüzoidal uyarı sinyali uygulandığında 

elektrot/elektrolit arayüzünde üretilen elektriksel impedans değerini ölçmektedir. Alternatif 

akım devrelerinde direncin eşdeğeri olarak ‘impedans’ kavramı kullanılmaktadır. 

İmpedans, Z, genel olarak, bir gerçek bileşen ve bir hayali bileşenden oluşan karmaşık bir 

niceliktir.  Gerçek bileşeni temsil etmek için genellikle R sembolünü kullanır ve buna 

direnç denir. Sanal bileşeni temsil etmek için ise X sembolünü kullanılır ve buna reaktans 

denir. Bu değerler aşağıdaki formül (Eş. 2.1) ile belirlenir: 

 

Z = R +jX                             (2.1) 

 

Bu denklikte; impedans ‘Z’, impedansın gerçek bileşeni ‘R’, impedansın sanal bileşeni ise 

‘X’ sembolü ile gösterilmiştir. 'j’ ise impedansın gerçek ve sanal bileşenlerini saf dirençten 

ayırmak için kullanılan sanal bir sayıdır. 

 

Elektrokimyasal impedans verilerini değerlendirmek için kullanılan en popüler formatlar 

Nyquist ve Bode grafikleridir. Nyquist formatında, sanal impedans bileşeni (Z"), 

elektriksel arayüz ve elektron transfer reaksiyonu hakkında bilgi veren gerçek impedans 

bileşenine (Z') karşı çizilir. Bode Diyagramında ise hem mutlak impedansın logaritması, 

|Z| hem de faz kaydırma, φ, uyarma frekansının logaritmasına karşı çizilir. Her iki grafiğe 

ait spektrumlar Şekil 2.5’te belirtilmiştir. 
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Şekil 2.5. Nyquist (a) ve Bode (b) diyagramlarının şematik gösterimi 

Nyquist grafikleri genellikle eksen üzerinde uzanan yarım daire bir bölgeyi ve ardından 

düz bir çizgiyi içerir. Yarım daire kısmı (daha yüksek frekanslarda) elektron transferi ile 

sınırlı prosese karşılık gelir ve düz çizgi (düşük frekans aralığında) difüzyonla sınırlı 

prosesi temsil eder. Yüksek frekans aralığında impedansın ana bileşeni, çözeltiden 

kaynaklanan direnç (RS) olurken, düşük frekanslarda impedans, elektron akışının meydana 

getirdiği dirençten veya elektrot yüzeyine yakın yüklerin direncinden (RCT) oluşmaktadır. 

RS, direnci ve reaksiyon hücresinin geometrisi, yani elektrotlar arasındaki mesafe ve 

elektrotları birbirine bağlayan çözelti kesit alanı tarafından belirlenir. Çift katmanlı 

kapasitans (CDL), elektrot ve elektrolit arasındaki elektrostatik etkileşimi gösterir ve 

elektrot alanına, elektrolit ortamına, elektrolitin iyonik gücüne ve geçirgenliğe bağlıdır. 

Difüzyon, potansiyel pertürbasyonun frekansına bağlı olan Warburg impedansı olarak 

bilinen bir impedans oluşturmaktadır. Warburg impedansı, Nyquist grafiğinde apsise 45 ° 

açıyla düz bir çizgi olarak görülebilir. RCT ve Warburg birlikte faradaik impedansı 

oluşturur. RCT, yük transfer kinetiğini yansıtır ve kütle transferi sınırlamasının yokluğunda 

aşırı potansiyelin akıma oranını belirtmektedir. Her devre bileşeni, elektrokimyasal 

hücredeki fiziksel bir işlem sonucu oluşur ve karakteristik bir impedans davranışına 

sahiptir [31]. İmpidimetrik çalışmalarda yaygın olarak kullanılan R(C(RW)) devresinin 

şematik gösterimi Şekil 2.6.’da verilmiştir. 
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Şekil 2.6. Randles devresi sisteminin bileşenleri: çözelti direnci (RS), çift katmanlı  

                kapasitans (CDL), yük transfer direnci (RCT) ve warburg impedansı (W) 

EIS verileri genellikle eşdeğer bir elektrik devresi modeline uydurularak analiz edilir. 

Modeldeki devre elemanlarının çoğu, dirençler, kapasitörler ve indüktörler gibi yaygın 

elektrik elemanlarıdır. Örneğin çoğu model, hücrenin çözelti direncini modelleyen bir 

direnç içerir. Çizelge 2.1. ortak devre elemanlarını, bunların akım-gerilim ilişkisinin 

denklemini ve devreye ait impedansları listelemektedir. 

 

Çizelge 2.1. EIS’de kullanılan ortak elektrik elemanları 

Bileşen Akım Vs. Voltaj İmpedans 

Direnç E= IR Z = R 

İndüktör E = L di/dt Z = jωL 

Kapasitör I = C dE/dt Z = 1/jωC 

 

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi, hızlı, hassas, tahribatsız ve etiketsiz algılama 

konusunda umut verici bir bakış açısı sağlamaktadır. İmpedans tabanlı biyosensörler, 

elektrot yüzeyindeki ince bir film üzerinde bir biyoreseptör (antikor gibi) ve bu reseptöre 

karşılık gelen spesifik analit (antijen gibi) arasında bir tanıma kompleksi oluşumunu 

kullanır. Bu oluşum, elektrot/elektrolit arayüzündeki arayüzey kapasitansını ve yük 

transfer direncini değiştirir. Bu nedenle, dönüştürücü yüzeyleri, ilgili biyomalzemelerle 

değiştirildiğinde, impedans tabanlı biyosensörler güçlü analitik cihazlar olarak kullanılır 

[32, 33].  

 

Bir analitin impedimetrik yöntem ile tespiti iki yolla gerçekleştirilmektedir (Şekil 2.7). 

Ru(NH3)6
3+/2+ veya Fe(CN)6)

3-/4- gibi redoks mediyatörlerinin varlığında gerçekleştiğinde 

‘Faradaik’ olarak adlandırılır. Faradaik yöntemde, elektroaktif türler arasında indirgeme 
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ve/veya oksidasyon reaksiyonları, bir elektrik akımının oluşmasına yol açan elektrotta 

gerçekleşir [34]. Bu nedenle, faradaik sensörler, elektrokimyasal reaksiyonların gelişimini 

desteklemek için redoks problarının varlığını ve DC koşullarının uygulanmasını gerektirir. 

Bu tip EIS, üretilen akımın Ohm Yasasına uyması nedeniyle bu adı almaktadır. Faradaik 

akımın redoks reaksiyonlarında, aktarılan elektronların sayısıyla (n), Faraday sabitiyle (F), 

elektrodun yüzey alanı (A) ve arayüz sınırındaki elektroaktif moleküllerin akışı (j) ile ilgili 

olduğu anlamına gelmektedir (Eş. 2.2) [35]. 

 

𝐼 = 𝑛𝐹𝐴𝑗                               (2.2) 

 

Faradaik biyosensörler, biyomoleküler etkileşimin neden olduğu sterik engelleme veya 

hedef moleküllerin serbest yükleri arasındaki elektrostatik itme nedeniyle faradaik 

akımdaki (arayüz elektron transfer direnci) değişikliği ölçmektedirler. Böylelikle modifiye 

elektrotta meydana gelen biyotanıma olayları tespit edilmektedir.  

 

Faradaik yöntemin aksine, faradaik olmayan yöntem redoks çiftlerinin kullanımını 

gerektirmez ve sonuç olarak DC potansiyeli gerekmediğinden çoğu zaman referans 

elektroda ihtiyaç duyulmaz [36]. Bu özellikler, bu tür sensörleri minyatürleştirmeye ve 

çevrimiçi/gerçek zamanlı uygulamalarda kullanmaya uygun hale getirir. Bu tür bir 

teknikte, çift katmanlı kapasitansın şarj ve deşarj olmasıyla elektrot üzerindeki dielektrik 

değişiklikleri değerlendirmek mümkündür. Böylece, faradaik olmayan bir sensörün 

impedansı, iletken alt tabakaya hedef analit bağının yalıtkan özelliklerinin neden olduğu 

etkiden kaynaklanır. Tipik olarak, bu durumda, en önemli impedans parametresi çift 

katmanlı kapasitanstır (CDL) ve yalnızca yük taşıyıcıları ve dönüştürücü substratının sınır 

katmanındaki konsantrasyonları ile sınırlıdır [34]. Bununla birlikte, |Z| ve φ bileşenleri 

yeterli dönüştürücü parametreleridir. Bu durumda eşdeğer devre, direnç ve kapasitör 

kombinasyonundan oluşur. Çift katmanlı kapasitans (C), Helmholtz modeli yardımıyla boş 

alan geçirgenliğinin (ε0), bağıl çözelti geçirgenliğinin (εr), Helmholtz katmanı mesafesinin 

(d) ve elektrot yüzey alanının (A) bir fonksiyonu olarak tanımlanır (Eş. 2.3) [37]. 

 

𝐶 =
𝜀0𝜀𝑟

𝑑
𝐴                             (2.3) 
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Şekil 2.7. Faradaik olmayan (a) ve Faradaik (b) impidimetrik biyosensörlerin şematik  

                gösterimi 

Hem faradayik hem de faradayik olmayan EIS, çeşitli uygulamalar için elektrokimyasal 

sensörlerde dönüştürücü teknikler olarak birtakım avantajlar sunmaktadır. Faradayik 

modda, yük transfer direnci, ilgilenilen bir analitin konsantrasyonu ile ilişkili impedans 

bileşenidir ve elektroaktif türler arasındaki indirgenme ve yükseltgenme reaksiyonlarından 

üretilen akımın bir sonucudur. Kapasitans ise faradayik olmayan EIS'de belirli bir analitin 

tanınmasını yorumlamak için genellikle en önemli dönüştürücü terimidir. Daha az duyarlı 

olmasına rağmen, Faradayik olmayan sensör, redoks çiftlerinin varlığını 

gerektirmediğinden gerçek zamanlı uygulamalar için umut verici bir adaydır. Öte yandan, 

redoks reaksiyonlarından üretilen akım sayesinde faradayik sensörlerde, faradayik olmayan 

cihazlara kıyasla daha yüksek hassasiyet elde edilebilmektedir [36]. 

 

Litertürde impedans tabanlı tayinlere değinilecek olursa, Xi ve arkadaşları 2011 yılında 

lektin-bakteri etkileşimine dayalı, etiketsiz bir elektrokimyasal impedimetrik biyosensör 

geliştirmiştir. S. Cerevisiae’nın hücre yüzeyi üzerindeki glikozil kompleksleri 

yakalanmıştır ve elektrot yüzeyinde reaksiyon çözeltisi varlığında (mannoz çözeltisi), artan 

derişimler iöüçin RCT artmıştır [38]. 

 

Elshafey ve ekibi, beyin plazmasındaki kanser belirteçlerinden biri olan epidermal büyüme 

faktörü reseptörünün (EGFR) tayini için elektrokimyasal impedans immünosensör 

geliştirmiştir. Anti-EGFR antikorları, antijenik olmayan Fc bölgeleri aracılığıyla protein G 

ile modifiye edilmiş elektroda bağlanmıştır [39]. 
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Li ve arkadaşlarının 2017 yılında yapmış olduğu çalışmada elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi, harici (tetraspanin) ve dahili (syntenin) eksozom spesifik belirteçlerinin 

miktarını belirlemek için uygulanmıştır. Faradayik olarak gerçekleşen bu çalışmada 

reseptör ara yüzeyinde sırası ile altın elektrot, polietilenglikol (PEG) ve Anti-CD63 

kullanılmıştır. Bu çalışma için tayin sınırı (LOD) 1,9105 partikül mL-1 olarak elde 

edilmiştir [40].  

 

Kılıç ve arkadaşlarının 2018 yılında yapmış olduğu çalışmada ise, ticari olarak satın alınan 

tek kullanımlık ekran baskılı elektrotlar ile etiketsiz, düşük maliyetli biyosensör, CoCl2 

kaynaklı hipoksiyle tetiklenen gelişmiş EV salgısının saptanması için kullanılmıştır. LOD 

değeri, 77 Evs mL-1 olarak hesaplanmıştır. Ayrıca geliştirilen impidimetrik esaslı 

biyosensör, Enzime Bağlı İmmünosorbent Testi (ELISA) ve nanopartikül izleme analizi 

(NTA) ile karşılaştırılmıştır ve diğer iki tekniğe kıyasla daha yüksek hassasiyet ve daha 

düşük tayin sınırına sahip olduğu görülmüştür [41].  

 

Köklü ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada, analitin immobilize reseptörlerin 

algılama bölgesine doğru taşınmasını hızlandırmak için AC impedans spektroskopisi ile 

elektrotermal akış tabanlı bir biyosensör tasarlanmıştır. Hedef molekül seviyesi, analitin 

reseptörlere spesifik bağlanması nedeniyle impedans değişikliği izlenerek eşzamanlı olarak 

ölçülmüştür [42]. 

 

2.1.3. Biyosensörlerde kullanılan elektrot materyalleri 

 

Elektrot, elektron aktarımı yapan bir arayüz görevi yanında biyosensörlerde 

biyomoleküllerin immobilizasyonu için katı bir destek olarak kullanılan önemli bir 

bileşendir. Elektrotlar, birden fazla malzeme ve çeşitli üretim süreçleri kullanılarak 

üretilebilir. Elektrot, elektronların ve boşlukların (hole) hareketiyle yükün taşındığı 

elektronik bir iletkendir [24]. Biyosensörlerde yaygın olarak kullanılan elektrotlar, altın 

(Au) gibi metaller ve karbon gibi ametaller dahil olmak üzere iletken ve yarı iletken 

malzemelerden üretilmektedir (Şekil 2.8). Elektrotların türü, üretim yaklaşımı ve tasarımı, 

duyarlılık, seçicilik, algılama limiti (LOD) ve dinamik aralık dahil olmak üzere 

biyosensörün performansını belirleyen özellikleri etkiler. Ayrıca biyosensörün maliyetini, 

üretilebilirliğini, atılabilirliğini ve ölçüm yeteneklerinin üzerinde de etkisi bulunmaktadır.  

Elektrot türü aynı zamanda, elektron transfer hızı, elektroaktif kütledeki kütle transfer hızı 
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ve elektrodun algılama katmanında meydana gelen reaksiyon hızını ve reaksiyonun sinyale 

dönüştürülme kalitesini etkilemektedir. Elektrot türlerinin üstünlükleri ve dezavantajları 

Çizelge 2.2.’de belirtilmiştir. 

 

 

Şekil 2.8. Biyosensörlerde kullanılan farklı elektrot malzemeleri 

Metal elektrotlar 

 

Au ve Pt gibi metal elektrotlar, genellikle kesme işlemleri yoluyla üretilmektedir. İnce film 

metal elektrotlar ise, genellikle, fiziksel buhar biriktirme [43] ve serigrafi [44] dahil olmak 

üzere geleneksel mikrofabrikasyon yaklaşımları yoluyla yalıtkan substratlar üzerinde 

metallerin biriktirilmesiyle üretilir. Altın, bir elektrot olarak oldukça kullanışlı ve uygun 

bir metaldir. Biyolojik materyalin bir çoğu (DNA, antikor, antijen vs.) biyolojik aktiviteleri 

korunarak altın yüzeyde hareketsiz hale getirilebilmektedir. İlaveten altın, redoks merkezi 

ve yüzeydeki modifiye gruplar arasındaki elektron transferini kolaylaştırmaktadır. Altının 

parçacık boyutuna bağlı olarak biçimsel özellikleri arasındaki farkları anlamak oldukça 

önemlidir ve altının tercih edilen özellikleri genellikle nanoparçacık formuna geçmesiyle 

ortaya çıkmaktadır [45]. 

 

Altın yüzeylere, verimi yüksek bir reaksiyon ile uzun zincirli organik bileşiklerin 

bağlanması, modifiye elektrotlar oluşturma seçeneklerinden biridir. Bu tür modifiye 

elektrotlar iki genel yöntem ile elde edilmektedir. İlk yöntem, altın bir yüzey üzerinde tiyol 

(-SH) gruplarının immobilizasyonu ve ardından tiyollerin tek tabakası üzerinde spesifik 



18 

 

reseptörün (DNA ve RNA) tutulmasıdır. İkinci yöntem ise, fonksiyonel tiyol gruplarının 

reseptör olarak hareket ettiği altın bir yüzey üzerinde doğrudan bağlanmasıdır [46]. 

 

Çizelge 2.2. Biyosensörlerde kullanılan bazı malzemeler ve özellikleri 

Malzeme Türü Avantaj  Sınırlamalar Referans 

Grafen • Yüksek yüzey/hacim 

(S/V) oranı 

• Hızlı elektron transferi 

• Yüksek ısı iletkenliği 

• Mekanik esneklik 

• Biyouyumluluk 

 

• Düşük suda 

çözünürlük 

[47, 48] 

Metalik 

nanopartiküller 

• Kolay elektron transferi 

•  S/V'de artış 

• Üstün iletkenlik  

• Biyouyumluluk 

• Kolay işlevselleştirme 

• Yüksek tuz 

konsantrasyonunda 

elektriksel kararsızlık 

• Sinyal 

amplifikasyonunda 

tutarsızlık 

 

[49, 50] 

ITO (İndiyum Kalay 

Oksit) 

• Düşük maliyet / Yüksek 

geçirgenlik 

• İyi elektriksel iletkenlik 

• Yüzey modifikasyon 

kolaylığı 

• Yüzeyin antikorlarla 

kaplanması üzerine 

elektron transferinin 

yavaş kinetiği 

 

 

[51, 52] 

Organik Polimer • Yüksek verim 

• Düşük maliyet 

• İyi esneklik, işlevsellik, 

çözünürlük ve özgüllük 

• İnce film 

morfolojisinin 

tekrarlanabilirliği 

ihtiyacı 

• Yüksek çalışma 

voltajları 

• Malzeme 

stabilitesindeki 

belirsizlikler 

[53, 54] 

 

Polimer elektrotlar 

 

Polimerlerin ayarlanabilir elektriksel iletkenlik, biyouyumluluk ve çevresel kararlılık gibi 

çeşitli avantajları vardır. Polimer elektrotlar ayrıca bir dizi biyolojik tanıma elemanının 

immobilizasyon tekniği ile de uyumludur [55]. Polimerler ayrıca, implante edilebilir ve 

giyilebilir biyosensörlerin tasarımında önemli bir husus olan elektrot-doku mekanik 

eşleşmesini sağlayan mekanik özellikler sergiler. Polimer elektrotlar genel olarak konjuge 

polimer ve polimer kompozit olarak sınıflandırılabilir. 
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Karbon Temelli Elektrotlar 

 

Karbon, elektrokimyasal özellikleri nedeni ile biyosensör uygulamalarında yer alan bir 

malzemedir. Karbon pasta, camsı karbon, karbon fiber olmak üzere farklı türlerde 

kullanımı mevcuttur. Bu türevler, düşük maliyetli olmaları nedeniyle, pahalı metal 

elektrotlara alternatif olmuşlardır.  Karbon pasta, genellikle grafit tozu ve camsı bir 

görünüm sağlayan organik bir bağlayıcının karışımından oluşur. Karbon pasta ile 

hazırlanan elektrotlar, katı grafit veya metal elektrotlara kıyasla geniş çalışma potansiyeli, 

uygun modifikasyon, yenilenebilirlik, minyatürleştirme, pasta hazırlama sırasında farklı 

maddeleri katma gibi avatajlar sağlamaktadır [56]. 

 

Serigrafi baskılı elektrotlar 

 

Elektrokimyasal sensörlerin analitik performansı temel olarak elektron taşınması, yüzey-

hacim oranı, potansiyel aralıkları, arka plan akımı ve kararlılık (kimyasal ve 

elektrokimyasal) ile ilgilidir. Ekran baskılı elektrotlar (SPE), endüstriyel yazıcılar 

kullanılarak düz bir alt tabaka üzerine katmanların bir kombinasyonunun döşenmesiyle 

üretilir ve geleneksel elektrotlara kıyasla düşük maliyetleri, atılabilirlikleri ve tasarım 

esnekliği nedeniyle ilgi çekerler [40, 57]. Elektrokimyasal sensörler minyaturize 

edildiklerinde ortaya çıkan en temel avantaj gereken numune hacminin birkaç mikrolitreye 

kadar düşürülmesidir; bu da cihazın entegre edileceği teşhis sisteminin genel boyutunun 

küçültülmesine yardımcı olmaktadır. SPE'lerin çalışma elektrotunda kullanılan 

nanomalzemeler (karbon nanotüpler [58], grafen [59], altın nanoparçacıklar [60],vb.), çok 

daha yüksek spesifik yüzey alanları ve üstün özellikleri nedeniyle yüzey aktivitesini 

önemli ölçüde iyileştirebilmektedir. 

 

SPE'lerin bir diğer önemli üstün özelliği ise yüzeylerinin, farklı analitlerle birçok amaca 

uyacak şekilde kolayca değiştirilebilmesidir. Bu çok yönlülük ile minyatür boyutu ve 

taşınabilir enstrümantasyona bağlama olasılığı, hedef analitlerin yerinde son derece 

spesifik belirlenmesini mümkün kılar. İlaveten, SPE'ler, bellek etkileri ve temizleme 

prosedürleri gibi klasik katı elektrotların yaygın sorunlarından bazılarını bertaraf eder. 

 

Boriachek ve arkadaşlarının gerçekleştirmiş olduğu çalışmada, altın yüklü ferrik oksit 

nanoküplerle izole edilen eksozomlar, antikor modifiyeli ekran baskılı elektrot ile 
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belirlenip, saptama sınırı 103 eksozom mL-1 olarak tayin edilebilmiştir [61]. Bir başka 

çalışmada ise eksozomal mikroRNA'nın (miR-338-3p) elektrokimyasal tespiti için 

enzimatik amplifikasyon içermeyen bir yaklaşım rapor edilmiştir. Elektrokatalitik sinyal, 

AuNP–Fe2O3NC ile modifiye edilmiş ekran baskılı karbon elektrotta kronokoulometri 

kullanılarak izlenmiş ve algılama sınırı 100 aM kadar düşük miR-338-3p olarak 

belirtilmiştir [62]. Ekran baskılı elektrotların bazı biyosensör uygulamaları Çizelge 2.3.’de 

belirtilmiştir. 

 

Çizelge 2.3. Ekran baskılı elektrotlara dayalı biyosensörler üzerine mevcut araştırmalara  

                    genel bakış 

SPE türü Analit Metod Referans 

Elektrosprey biriktirilmiş 

lakazlı serigrafi elektrotlar 

 

Katekol Amperometrik [63] 

Altın nanoparçacıklarla 

modifiye edilmiş ekran 

baskılı karbon elektrotlar 

 

Tau proteini CV [64] 

Kobalt oksit nanopartiküller 

ile kaplanmış ekran baskılı 

elektrotlar 

 

Kokain CV ve DPV [65] 

Antikor modifiye ekran 

baskılı elektrotlar 

Listeria 

Monocytogenes 

p60 protein 

 

CV [66] 

Grafen oksit ekran baskılı 

elektrotlar 

120 baz çifti 

bulunan DNA 

fragmanı 

 

İmpidimetrik [67] 

 

Kâğıt tabanlı elektrotlar 

 

20. yüzyılın başlarında kâğıt kromatografisinin keşfinin ardından, kâğıt tabanlı teşhis 

cihazları ortaya çıkmaya başlamıştır [68]. 1956'da ilk kez idrardaki glukozun kalitatif 

tespiti için kâğıt tabanlı cihaz geliştirilmiş ve bu cihaz, hamilelik test kitinin iyi bilinen bir 

örneği haline getirilmiştir [69]. Son on yılda ise kâğıt, esnek, taşınabilir, tek kullanımlık, 

kolay entegre edilebilen, kolay erişilebilirlik, uyumluluk ve düşük maliyet gibi özellikleri 

nedeniyle analitik ve klinik biyokimyada biyosensörlerin üretimi için potansiyel bir 

malzeme olarak kullanılmıştır. 2007 yılında, kâğıt tabanlı sensörün ilk nicel uygulaması, 
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Whitesides ve arkadaşları tarafından tanıtılmıştır. Whitesides ve arkadaşları, multipleks 

analit tespiti için mikroakışkan kâğıt tabanlı analitik cihazlar (μPAD'ler) adı verilen kâğıt 

üzerinde mikroakışkan kanalları üretme fikrini ortaya atmışlardır [70]. Bu yöntem, farklı 

yöntemlerin geliştirilmesine de yol açmıştır. Kâğıt tabanlı elektrokimyasal sensörler (PES) 

ise ilk olarak 2009 yılında Dungchai ve çalışma arkadaşları tarafından sunulmuştur [71].  

 

Kâğıt, kâğıt hamuru işlenmesine bağlı olarak ince, hafif ve esnek olarak üretilebilen ve en 

bol bulunan malzemelerden biridir. Ayrıca baskı, yazı, çizim ve paketleme için oldukça 

uygun bir malzemedir. Kimyasal olarak selüloz lifi, kâğıdın ana bileşenidir ve sıvının aktif 

bir pompaya veya harici kaynağa ihtiyaç duymadan hidrofilik lif matrisine nüfuz etmesine 

izin verir [72].  Kâğıt substratın oldukça arzu edilen hidrofilik karakteristik yapısını tam 

olarak kullanmak ve kâğıt tabanlı sistemlerin analizlerdeki genel uygulanabilirliğini 

geliştirmek için kâğıt malzeme seçimi önemlidir.  

 

Kâğıt hamuru 

 

Kâğıt hamuru, selüloz liflerini ağaçtan, lif mahsullerinden veya atık kağıttan kimyasal veya 

mekanik olarak ayırarak hazırlanan lignoselülozik lifli bir malzemedir. Nitroselüloz (NC) 

hazırlamak için nitrik asitle muamele yoluyla nitroselüloz üretmek için kullanılacak bir tür 

hammaddedir.  Kâğıt hamuru, %80 ∼ %87 arsında α-selüloz içerir [73]. Bununla birlikte, 

ahşap selülozuna kıyasla NC'nin üretim verimi ve viskozitesi düşüktür. 

 

Pamuk linter 

 

Odun selülozuna benzer şekilde, bir başka yenilenebilir yeşil kaynak olan pamuk, her türlü 

giysi, mobilya kumaşı ve endüstriyel kumaş için hazırlanabilir. %94,5 α-selüloz içerir. 

Odun selülozundan elde edilen NC'nin özellikleri ile karşılaştırıldığında, %10,7 ∼ %12,2 

N içeriğine sahiptir ve pamuk selülozdan elde edilen NC'nin üretim verimi ve viskozitesi 

daha yüksektir [74].  

 

Mikrokristal selüloz 

 

Geleneksel olarak mikrokristal selüloz (MCC) esas olarak ürünler için odun hamurundan 

ve pamuk linterlerinden hazırlanmaktadır; ancak ticari maliyeti yüksektir. NC hazırlamaya 
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gelince, yenilenebilirliği, biyolojik olarak bozunabilirliği ve yüksek özel yüzey alanı 

nedeniyle asit hidroliz yöntemi kullanılarak MCC hazırlamak için Alfa otu (ahşap olmayan 

lifler) kullanılmıştır. MCC, %93 α-selüloz ve %7 selüloz olmayan bileşen içerir. 

Mikrokristal NC, %12,5 N içeriğine, düşük viskoziteye, iyi termal kararlılığa, kompakt 

yapıya ve pürüzlü bir yüzeye sahiptir [75]. 

 

Miscanthus selüloz 

 

Selüloz hazırlamak için ahşap ve pamuğun yanı sıra, yenilenebilir ham maddelerden elde 

edilen çevre dostu veya “yeşil” polimerler sıklıkla kullanılır. Miscanthus, çok yıllık, odun 

dışı rizomatöz bir çim türü olarak, Miscanthus selülozunu nitrik asit prosesi ile hazırlamak 

için kullanılabilir; zira bu tür kolay büyür ve yüksek biyokütle verimi sunar [76]. 

Miscanthus selüloz %95,4 α-selüloz içerir. Ticari Miscanthus selüloz nitratlama 

yöntemiyle NC hazırlamak için kullanılır ve daha sonra farklı uygulamalar için alkol 

esterinde çözülür. Miscanthus NC, %11,85 N içeriğine (düşük nitrojen NC) ve alkol ester 

karışımında yüksek çözünürlüğe sahiptir.  

 

Bakteriyel selüloz 

 

Bakteriyel selüloz (BC), Gram negatif bakteri Acetobacter xylinum gibi bazı 

mikroorganizmalardan fermantasyon yöntemi kullanılarak elde edilir [77]. Yüksek 

stabilite, düşük toksisite özelliklerine sahiptir ve %99,4 α-selüloz içerir; bu da malzemeyi 

NC hazırlamak için uygun yapar. Bakteriyel selülozun nitratlanması için BC tozu, farklı 

sülfürik asit oranlarına sahip nitratlama çözeltileri ile karıştırılır. Bakteriyel selülozun 

(NBC) nitrasyonundan sonra, %10,86 ∼ %12,1 N içeriği ve yüksek stabilite özelliği 

gösterir [78].  

 

Kâğıt tabanlı sistemler kullanılarak yapılan analizlerin çoğunda Whatman No 1 filtre 

kâğıdı kullanıldığı anlaşılmaktadır [79, 80]. Whatman kâğıdındaki lifler yüksek alfa 

selüloz içerdiğinden yüksek tekrarlanabilirlik özelliğine sahiptir. İlaveten, bu tip kâğıtların 

yüksek su emiciliği ve biyo-uyumlu olması biyosensörlerin tasarımı için oldukça 

uygundur. 
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Kâğıt tabanlı elektrotlar esnek olmalarından ötürü çeşitli konfügrasyonlarda 

tasarlanabilmektedir (Şekil 2.9) [81]. Bu nedenle istenilen özel bir uygulamaya göre 

tasarlanmaları mümkündür. Kâğıt malzeme elektrokimyasal hücreyi (çalışma, referans ve 

karşıt) oluşturan tüm elektrotlar için bir destek alt-tabakası olarak kullanılmaktadır.  

 

 

Şekil 2.9. Elektrokimyasal biyosensörlerde kâğıt elektrodun çeşitli kullanım şekilleri (RE- 

                Referans Elektrot, WE-Çalışma Elektrodu, CE-Karşıt Elektrot) [86] 

Kimyasal maddelerin (redoks mediatörleri, nanoyapılı tanecikler) veya biyolojik 

moleküllerin (Proteinler, DNA) elektrot yüzeyindeki immobilizasyonu biyosensör tasarım 

sürecinin en önemli aşamalarından biridir. Kâğıt yüzeyindeki immobilizasyon, genellikle 

istenen bileşikleri içeren bir çözeltinin damlatılmasıyla ve ardından çözücüsünün 

buharlaştırılmsı ile gerçekleştirilmektedir.  

 

Kâğıt malzeme ve elektrokimyasal algılamayı birleştiren kâğıt tabanlı analitik cihazlar, 

farklı türlerdeki biyolojik materyallerin tespiti için kullanılmaktadır [82–86]. Kâğıt tabanlı 

elektrot kullanılarak tasarlanan çeşitli biyosensör sistemleri Çizelge 2.4’te belirtilmiştir. 
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Çizelge 2.4. Kâğıt tabanlı elektrot kullanılarak tasarlanan çeşitli biyosensörler 

Analit Yöntem LOD Referans 

Ketamine CV 0,01 nM/mL 

 

[87] 

AChE CV 0,1 U/mL 

 

[88] 

AFP,CA 125, 

CEA 

Kemilüminesans 

 

 

 

AFP: 25 ng mL−1 

CA 125: 35 ng/mL−1 

CEA: 5 ng/mL−1 

[89] 

EpCAM ve GCP3 

pozitif hücreler 

Elektrokimyasal ve 

Floresans 

 

10 hücre mL−1 [90] 

Cu (II) Kolorimetri 

 

7,5 nM [91] 

Tartrazin  SERS 

 

0,1138 µg mL−1 [92] 

Serotonin Elektrokimyasal, 

DPV 

 

 

0,38 µM [93] 

CA199 Elektrokemilümine

-sans 

 

0,0055 U/mL [94] 

CEA Elektrokemilümine

-sans 

 

0,12 pg/mL [95] 

PSA İmpidimetrik 

 

1,18 ng/mL [96] 

 

Kâğıt, üzerinde bulunan selüloz grupları nedeniyle hidrofiliktir. Hidrofobik bariyerlere 

sahip PAD’ler, genellikle, hedef analitlerin elektrokimyasal tespiti için numune hacmine 

ve elektrot boyutuna bağlı olarak karar verilen ve istenen bir yerde sıvı akışını sınırlamak 

için oluşturulur. PAD'lerin ve elektrotların hidrofobik bariyerlerinin üretimi için bir dizi 

teknik geliştirilmiş ve rapor edilmiştir (Şekil 2.10). Bu yöntemler aşağıda belirtilmiştir: 

 

• Lazer ile muamele (laser treating) 

• Fotolitografi, 

• Bal mumu baskı (wax-printing) 

• Elek Baskı (screen-printing) 

• Plazma ile muamele (plasma treating) 

• Flekso Baskı (flexography) 
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Şekil 2.10. Kâğıt elektrot yüzeyinde bariyer oluşumu için kullanılan teknikler: (a) lazer ile  

                  muamele, (b) fotolitografi, (c) bal mumu baskı, (d) elek baskı, (e) plazma ile  

                  muamele, (f) flekso baskı 

Lazer ile muamele 

 

Lazer ile muamele yöntemi, 2011 yılında Chitnis ve ark. tarafından kullanıldı [97]. 

Parşömen kâğıdının yüzeyini işlemek ve yüzeyin ıslanabilirliğini değiştirmek için bir CO2 

lazer kesim/oyma makinesi kullanıldı. Huang ve arkadaşları kâğıt alt tabakalar üzerinde 

yüksek kaliteli çok katmanlı devreler oluşturmak için değiştirilmiş bir lazer baskı işlemi 

önerdi [98]. Bu çalışmada, solvent içermeyen bir transfer yöntemiyle desenli gümüş 

nanotel mürekkebi kullanıldı. Önce, bir poliimid film oluşturmak için kâğıda ısı silindiri 

uygulandı. Daha sonra, desenli devreler, toneri, karbon siyahı veya renklendirici 

bileşiklerle karıştırılmış tozları içeren bir lazer baskı makinesi kullanılarak kâğıda basıldı. 

İşlemin yüksek verim ile gerçekleşmesi ve solventsiz olma özelliği, bu modifiye lazer 

baskı tekniğinin avantajlarıdır. Mürekkep püskürtmeli baskının aksine kâğıdın 

ıslatılmasına gerek duyulmamaktadır; bu durum elektronik devrelerin çözünürlüğünü ve 

performansını artırmaktadır. Gümüş bazlı mürekkepler iyi iletkenlik ve basılabilirlik 

performansına sahip olsalar da maliyetleri yüksektir ve sınırlı raf ömrüne sahiptirler. 

Ayrıca, bu yöntemdeki üretim süreci oldukça karmaşıktır. 
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Fotolitografi 

 

Fotolitografi, μPAD'lerin üretimi için kullanılan ilk modelleme yöntemidir [99] ve kâğıt 

üzerinde belirgin hidrofilik ve hidrofobik alanların oluşmasını sağlayan yüksek hassasiyetli 

bir yöntemdir. Fotolitografi, geometrik bir yapının, fotomaskeden kâğıda emprenye 

edilmiş ışığa duyarlı bir fotorezistöre aktarılmasına dayanır. Asano ve Shiraishi, bir 

fotomaske kullanmadan kâğıt üzerinde hidrofilik ve hidrofobik bölgelerin modellenmesi 

için bir 3D yazıcı kullanarak hızlı ve ucuz bir üretim yaklaşımı ortaya koymuştur  [100]. 

Bu yöntemde kromatografi kâğıdı istenilen boyutlarda kesilerek oktadesiltriklorosilan n-

heksan çözeltisine 5 dakika daldırılmış, daha sonra, modifiye edilmiş kâğıt, hidrofilik 

bölgeler fotomaske ile UV ışığına maruz bırakılmıştır. Fotolitografi yöntemi, atılabilirlik, 

maliyet etkinliği, basitlik ve pahalı üretim araçlarının olmaması gibi özellikleri nedeniyle 

birçok avantaj sunmaktadır. 

 

Bal mumu baskı 

 

Bal mumu bazlı üretim teknikleri (wax-printing), toksik olmayan reaktifler kullanılarak 

seçici hidrofobikliğe dayanan düşük maliyetli yöntemlerdir. Günümüzde kullanılan bal 

mumu baskı yöntemi ilk olarak Lu ve arkadaşları tarafından kullanılmıştır [101]. 

Literatürde şu anda kullanılan en yaygın baskı yöntemidir [86, 102, 103]. Bu yöntem baskı 

ve ısıtmayı içeren iki aşama içermesine rağmen seri üretim için uygundur. Bu yöntemde 

uzun süreli kullanımlarda mumun erimesi ve oluşturulan bariyerlerin genişlemesi gibi 

dikkat edilmesi gereken bazı durumlar mevcuttur. 

 

Elek baskı (Screen-printing) 

 

Serigrafi, şablonlu bir tasarımın bir örgü elek, mürekkep ve bir silecek kullanarak düz bir 

yüzeye aktarılması işlemidir. Kumaş ve kâğıt en çok ekran baskılı yüzeylerdir ancak özel 

mürekkeplerle ahşap, metal, plastik ve hatta cam üzerine baskı yapmak da mümkündür. 

Temel yöntem, ince bir örgü ekranda bir şablon oluşturmayı ve ardından alttaki yüzeyde 

tasarımın bir izini oluşturmak için mürekkebi (veya resim ve posterlerde boya) itmeyi 

içerir. Bu sürece bazen serigrafi veya serigrafik baskı denir ve gerçek baskı işlemine 

oldukça benzer olsa da şablonun oluşturulma şekli, kullanılan malzemelere bağlı olarak 

değişebilir. 
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Serigrafi teknolojisi ile milimetre aralığında bir çapa sahip elektrotlar üretilebilmektedir. 

Bu yazdırma yöntemi hızlı, basit, ucuz ve son derece özelleştirilebilir bir niteliğe sahiptir. 

Elektrot katmanı, standart bir serigrafi tekniği kullanılarak yazdırılır ve çalışma, karşıt ve 

bir Ag/AgCl referans elektrotundan oluşur. 

 

Plazma ile muamele 

 

Plazma uygulaması, kâğıt yüzeyindeki kanalların modellenmesi için alternatif bir 

yöntemdir. Hidrofilik kanallar, filtre kâğıdının alkil keten dimer ile hidrofobik hale 

getirilmesi ve hidrofobik bariyerler oluşturmak için kürlenmesiyle oluşturulur. Kâğıt 

numuneler, desenli metal maskeler arasına yerleştirilip, ardından plazma ile işlenir. Plazma 

işlemi fotolitografi yöntemi ile kıyaslandığında daha az adıma sahiptir. Bu yöntemde 

bariyer oluşturmak için pahalı plazma oksitleyicilerin ve bir maskenin gerekli olması bir 

dezavantajdır. Ayrıca seri üretime uygun değildir ve organik çözücülerle birlikte 

kullanılamaz. 

 

Flekso baskı (flexography) 

 

Olkkonen ve arkadaşları 2010 yılında fleksografik olarak baskılanmış μPAD'lerin ilk 

örneğini yayınladı. Baskı mürekkebi olarak kullanılan toluen veya ksilen içindeki 

polistiren, hidrofobik bariyerler oluşturmak için bir aniloks rulosuna uygulandı [104]. 

Flekso baskıda kullanılan mürekkeplerin viskozitesi, serigrafi mürekkebinin 

viskozitesinden daha düşüktür. Plaka ve baskı silindiri, mürekkebin kâğıda nüfuz etmesi ve 

hidrofobik ve hidrofilik kanalların modellenmesi için döndürülmüştür. Fleksografik 

baskının avantajları, polistirenin ısıl işlem gerektirmemesi ve biyouyumlu olmasıdır. Diğer 

avantajı, reaktiflerin tek bir rulodan kâğıda aktarılabilmesidir. Ancak fleksografi tekniği ile 

fotolitografi tekniğine kıyasla daha düşük çözünürlüklü hidrofilik kanallar elde edilir. Bu 

tekniğe ilişkin geliştirmeler halen devam etmektedir ve daha fazla optimizasyon 

çalışmasına ihtiyaç vardır. Çizelge 2.5.’te son zamanlarda yaygın olarak kullanılan PAD 

türleri ve elektrot üretim teknikleri belirtilmiştir. 
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Çizelge 2.5. Farklı hidrofobik bariyer oluşturma teknikleri ile geliştirilen biyosensörler 

Üretim 

Tekniği 

Analit Türü Kâğıt Alt 

Tabakası 

Metod Referans 

Fotolitografi Glukoz, laktat 

ve ürik asit 

Filtre Kağıdı CV, 

Kronoamperometri 

 

[71] 

Mum 

Baskılama 

CEA ve  

CA125 

Whatman 

Kromatografi 

Kağıdı no 1 

 

DPV [105] 

Mum 

Baskılama 

Staphylococcus 

aureus 

bakterisi 

Whatman 

Kromatografi 

Kağıdı 

 

DPV [106] 

Mum 

Baskılama 

Pb ve Cd Whatman 

Kromatografi 

Kağıdı no 1 

 

SWV [107] 

Lazer Kesim  Akyuvar PVDF filtre 

membran 

 

CV ve DPV [108] 

Lazer Kesim Dopamin Whatman 

Kromatografi 

Kağıdı no 1 

CV ve DPV [109] 

 

2.2. Eksozomlar 

 

Ekstraselüler veziküllerin (EV) sınıflandırılması sürekli gelişmekle birlikte, genellikle 

apoptozomlar, mikroveziküller, eksozomlar ve retrovirüs benzeri veziküller olmak üzere 

dört ana kategoriye ayrılırlar (Şekil 2.11) [110]. Eksozomlar endozomal kökenlidir ve 40 

ila 160 nm çapında (ortalama ~100 nm) bir boyut aralığındadır [111]. 
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Şekil 2.11. Ekstrasellüler veziküllerin biyolojik olarak bilinen dört farklı tipi: 

                  a) Apoptozomlar b) Mikroveziküller c) Eksozomlar d) Retrovirüs benzeri  

                  veziküller [112] 

İlk araştırmalar, eksozomların sadece hücreden atık uzaklaştırmada görev aldıkları 

yönündeydi. Fakat sonrasında yapılan çalışmalarda, eksozomların, kargo içeriklerinin 

sadece atık moleküllerden oluşmadığı, aksine hücreler arası haberleşme, sinyal iletimleri 

gibi önemli rollerde kullanılmak üzere, nükleik asitler, proteinler, miRNA, mRNA, 

nükleoproteinler ve çeşitli enzimler taşıdıkları ortaya çıkarıldı [113].  

 

Eksozomlar, endozomal membranların içe doğru tomurcuklanmasının bir sonucu olarak 

ortaya çıkar ve plazma zarı ile hücre dışı ortama salınır [114]. Eksozomal membranlar, 

GM1 gangliosidleri, transferrin reseptörleri, kolesterol, seramid ve sfingomyelin gibi lipid 

türevleri açısından zengindir [115, 116]. Ayrıca Tsg101, Alix ve tetraspaninler (CD9, 

CD63 ve CD81) gibi endozoma özgü birçok protein içerirler ve bunlar genellikle onları 

diğer EV popülasyonlarından ayırt etmek için kullanılır. Eksozomların protein içerikleri 

Çizelge 2.6’da belirtilmiştir. 
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Çizelge 2.6. Eksozomların protein bileşenleri [121] 

Protein Kategorisi Bileşenler 

Tetraspanins  CD9, CD63, CD81, CD82, CD37, CD53 

 

Isı şok proteinleri (HSP) HSP90, HSP70, HSP27, HSP60 

 

Hücre adezyonu Integrins, Lactadherin, Intercellular Adhesion 

Molecule 1 

 

Antijen sunumu  İnsan lökosit antijeni sınıf I ve II/peptit 

kompleksleri 

 

Multiveziküler vücut Biyogenezi Tsg101, Alix, Vps, Rab proteinleri 

 

Zar taşınımı Lizozomla ilişkili zar proteini 1/2, CD13, PG 

düzenleyici benzeri protein 

 

Sinyal proteinleri GTPase HRas, Ras ile ilgili protein, furloss, hücre 

dışı sinyalle düzenlenen kinaz, Src homoloji 2 alan 

fosfataz, GDP ayrışma inhibitörü, Syntenin-1, 14-

3-3 Proteinler, Dönüştürücü protein RhoA 

 

Hücre iskeleti bileşenleri Actins, Coflin-1, Moesin, Myosin, Tubulins, 

Erzin, Radixin, Vimentin 

 

Transkripsiyon ve protein sentezi Histon 1, 2, 3, Ribozomal proteinler, Ubiquitin, 

majör kasa proteini, Kompleman faktör 3 

 

Metabolik Enzimler Yağ asidi sentazı 

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz 

Fosfogliserat kinaz 1 

Fosfogliserat mutaz 1 

Piruvat kinaz izozimleri M1/M2 

ATP sitrat liyaz 

ATPaz 

 

Anti Apoptoz Alix, Tioredoksin, Peroksidaz 

 

Büyüme faktörleri ve 

sitokin 

 

 

Tümör Nekroz Faktörü (TNF)-α, TNF 

Reseptörleri, Dönüştürücü büyüme faktörü-β 

 

Ölüm reseptörleri  FasL, TNF ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand 

 

Demir taşıma  Transferrin reseptörü 
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2.2.1. Eksozom biyogenezi 

 

Eksozom biyogenezinde, ilk olarak, ana hücre zarı içe doğru katlanır ve ortaya çıkan girinti 

ile erken bir endozom oluşur [117]. Oluşan erken endozom içe doğru tomurcuklanır ve 

girintiler yapar. Daha sonra geç endozoma dönüşerek birçok intraluminal vezikül 

oluşturur. Bu aşamada oluşan yapılara ‘multiveziküler cisimler’ denir. Ortaya çıkan bu 

cisimler iki farklı yol izleyebilir: (i) lizozomla birleşmenin sonucu olarak parçalanırlar 

veya (ii) plazma zarı ile kaynaşırlar ve hücreden eksozomlar halinde salınırlar [118, 119]. 

 

2.2.2. Eksozomların görevleri 

 

Başlangıçta, eksozomların, gereksiz hücre moleküllerinin uzaklaştırılmasından sorumlu 

veziküller olduğu düşünülmekteydi [120]. Ancak çalışmalar, eksozomların bu 

fonksiyonlarına ek olarak, hücreler arası iletişim ve homeostazın sağlanmasında önemli 

görevlere sahip olduğunu göstermektedir [121]. Hücre dışı veziküller biyolojik 

süreçlerdeki temel rolleri nedeniyle hastalık patogenezinde önemli rol oynamaktadır [122]. 

Ek olarak, eksozomlar bağışıklık sistemi içindeki iletişimde yer alır ve hem bağışıklık 

uyarıcı hem de engelleyici etkilerle modülasyona aracılık etmektedir [123].  

 

Eksozomlar, nükleik asitlerin (DNA, mRNA, miRNA) [124], proteinlerin ve lipitlerin 

kargo konteyneri çekirdekleri [125] aracılığıyla taşıma işlemlerini gerçekleştirerek 

hücreden hücreye iletişimde kritik bir rol oynarlar. Ayrıca, eksozomların alım yolları veya 

eksozom özgüllüğü, iletişimin farklı şekilde ilerlemesine neden olur. Örneğin, mutant 

KRAS ekspresyonu tarafından indüklenen onkojenik sinyaller, makropinositoz yöntemi ile 

insan pankreas kanseri hücrelerinde eksozom alımına yol açar [126]. Hücreler arası 

iletişim ise üreme, gebelik ve embriyonik gelişim süreçlerinde daha hassas ilerler. 

Eksozomlar ayrıca hem enfeksiyonun önlenmesinde [127] hem de bağışıksal tepkinin 

düzenlenmesinde [128] görev alır. Örneğin anne sütündeki miRNA içeren bağışıklık 

fonksiyonları ile eksozomların sağlıklı doğum sonrası büyümeyi desteklemesi arasında bir 

ilişki bulunmaktadır [129]. Normal ve patolojik hücrelerde hücreler arası iletişim sürecini 

incelemeye yönelik çalışmalar eksozomlara olan ilgiyi büyük ölçüde arttırmıştır. Bunun en 

önemli nedeni, kanser hücrelerinin oluşturduğu faktörlerin eksozomlar tarafından 

salınmasıdır [130] çünkü eksozomlar neoplazi, tümör büyümesi ve metastazı, 

paraneoplastik sendromlar ve tedaviye direnç üzerinde etkilidir. Ayrıca kanser hastalarının 
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(prostat, akciğer, mide gibi) kan örneklerinde sağlıklı bireylere göre eksozom düzeyi 

oldukça yüksektir [131, 132]. 

 

2.2.3. Eksozomların kanserdeki rolü 

 

Eksozomların içeriği, köken aldıkları hücrelerin durumuna (sağlıklı veya kanserli) bağlı 

olarak, bu nano veziküllerin hastalıkların teşhis ve tedavisinde kullanılmasına izin verir. 

Tümör hücrelerinden türetilen eksozomlar, ana hücrelerden alınan proteinler ve nükleik 

asitler açısından zengindir ve bu nedenle, anti-tümör immün tepkisini indüklemek için bir 

tümör antijenleri kaynağı olarak görülebilir [133]. Örneğin, eksozomlar kanserli 

hücrelerden kaynaklanıyorsa, CD9, CD63 tetraspaninler ve CD80, CD86 yüzey antijenleri 

gibi tümör belirteçleri taşırlar [134, 135]. Ayrıca eksozomları hastalık tanısında özel kılan 

bir özellik daha vardır: Eksozomlar tüm vücut sıvılarından (serum, idrar, anne sütü vb.) 

salınabilmektedirler [136, 137]. Bu özellikleri hem düzgün biyodağılımlarının olduğunu 

hem de vücut sıvılarında kararlı bir yapıya sahip olduklarını göstermektedir. 

 

Kalın bağırsak kanseri (kolorektal kanser), en yaygın ve tehlikeli kanser türlerinden biridir. 

Genetik değişiklikler ve çevresel faktörler birlikte hareket ettiğinde ortaya çıkmaktadır. 

Kolorektal kanser oluşumu, bağırsağın iç duvarındaki normal kolon epitelinin 

adenokarsinom ve tümörlere dönüşmesiyle başlar [138]. Patolojik durumları teşhis etmek 

için sistematik yöntemler, kolon kanserinin erken evrelerinde hastaların yüksek tespit 

oranına katkıda bulunarak, ölüm oranlarında azalmaya yol açabilir. Karbonhidrat antijeni 

19-9 (CA19-9) ve karsinoembriyonik antijen (CEA), kolon, karaciğer, pankreas ve mide 

dâhil olmak üzere birçok kanser türünün saptanmasında tümör belirteçleri olarak yaygın 

şekilde kullanılmaktadır. Tarama yöntemleri olarak dışkıda gizli kan testi ve esnek 

sigmoidoskopinin uygulanması, kolorektal kanser mortalitesini azaltmıştır [139]. Ancak, 

bu tekniklerin bazı kısıtlamaları vardır. Gaitada gizli kan testinin tespit duyarlılığı oldukça 

düşüktür ve esnek sigmoidoskopi invazivdir. Geliştirilen erken teşhis yöntemleri, kolon 

kanseri için beş yıllık sağkalım oranını %90'a kadar artırabilir [140]. Bu nedenle vücut 

sıvılarında kolon kanseri hücre hatlarından salgılanan eksozomların saptanması ve 

belirlenmesi prognostik, tanısal ve terapötik değerlerinin belirlenmesinde hayati önem 

taşımaktadır. 
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Biyosensörler, eksozomlar ve eksozomal biyobelirteçlerin (miRNA gibi) tespiti yoluyla 

hastalıkların erken teşhisine ve prognostik olarak izlenmesine olanak tanır. Tasarlanan 

sinyal dönüştürücülere göre, ağırlıklı olarak kolorimetrik [141], floresan [142], 

elektrokimyasal (EC) ve elektriksel yaklaşımlar [40, 41], yüzey geliştirilmiş Raman 

saçılması (SERS) [143], yüzey plazmon rezonansı (SPR) [144] ve eksozomların tespiti için 

farklı biyoalgılama stratejileri geliştirilmiştir.  

 

2.2.4. Eksozom tayin yöntemleri 

 

Nanopartikül izleme analizi  

 

NanoSight LM10 (NanoSight Ltd., Amesbury, Birleşik Krallık) sistemi, bir cam 

prizmadan numuneye (seyreltik bir partikül süspansiyonu içeren bir sıvı) verilen ince 

odaklı bir lazer ışını kullanır (Şekil 2.12). Işın numuneye girerken düşük bir açıyla kırılır, 

bu da numunenin içinden parçacıkları aydınlatan ince bir lazer ışınıı ile sonuçlanır. Işın 

içinde bulunan parçacıklar, görüş alanındaki tüm parçacıklardan saçılan ışınıı toplayan, 

ışın eksenine normal olarak hizalanmış ve video kamera ile donatılmış geleneksel bir optik 

mikroskop kullanılarak görselleştirilir. Her bir parçacığın Brown hareketi izlenerek, 

eksozomların ve mikroveziküllerin boyutlandırılması ve sayılması sağlanır.  

 

 

Şekil 2.12. NanoSight cihaz konfigürasyonu [150] 
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Parçacık hareketinin hızı, iki boyutlu Stokes-Einstein denkleminin (Eş. 2.4) 

uygulanmasıyla parçacık boyutunu hesaplamak için kullanılır: 

 

< 𝑥, 𝑦 >2  =
𝐾𝐵𝑇𝑠

3𝜋𝜂𝑑ℎ
                             (2.4) 

 

< 𝑥, 𝑦 >2   ortalama kare yer değiştirme, KB Boltzmann sabiti, T Kelvin cinsinden çözücü 

sıcaklığı, ts örnekleme süresi, η viskozite, dh hidrodinamik çaptır. 

 

NTA, parçacık boyutuna göre konsantrasyon hakkında bilgi vermektedir (Şekil 2.13). 

Ayrıca numunenin monodisperse veya kümeleşme olup olmadığı hakkında da bilgi 

verebilmektedir. Ancak, veziküllerin fenotipini (hücresel kökenini) belirleyememesi bu 

yöntemin dezavantajıdır (Çizelge 2.7).  

 

 

Şekil 2.13. Nanopartikül izleme analizi (NTA), 100 nm'den büyük veziküller için yüksek  

                  hassasiyetle mutlak boyut dağılımının belirlenmesi [145]  

Dinamik ışık saçılımı (DLS) 

 

Bu yöntemde öncelikle, mikroveziküllerin ve eksozomların çapı lazer dağılımı ve 

süspansiyon dalgalanmalarındaki dinamik değişikliklerin ölçülmesi ile tespit edilir (Şekil 

2.14). Böylelikle yine Brown hareketi kullanılarak, parçacıkların difüzyon hızı ve boyutu 

hesaplanabilmektedir. Bu yöntemde, trombositler gibi büyük parçacıkların varlığı DLS’nin 

doğruluğunu etkilemektedir. 



35 

 

 

Şekil 2.14. Dinamik ışık saçılımı (DLS), göreli boyut dağılımının belirlenmesi [145] 

Akış sitometrisi (Flow Cytometry) 

 

Her vezikül veya eksozomun, ayrı bir lazer spotu boyunca geçmesi ve yayılan floresan 

ışığının ölçülmesi prensibine dayanmaktadır. Eksozom boyutları diğer hücrelerden 

yaklaşık 100 kat küçük olduklarından, zayıf sinyallerin geri kazanılmasında zorluk 

çekilebilmektedir. Bu sebeple 300 nm den daha büyük hücreler için kullanımı uygundur. 

Yeni cihazlar, (örneğin A50-Micro-PLUS, Apogee), 100 nm ve daha büyük boyutta 

eksozomları tespit edilebilmektedir (Şekil 2.15.). 

 

 

Şekil 2.15. Saçılma akış sitometrisi ile eksozom derişiminin belirlenmesi [145] 
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Geçirimli elektron mikroskobisi (TEM) 

 

TEM yönteminde, hızlndırılmış elektronlar kullanılarak eksozomların analizi 

gerçekleştirilmektedir. Bu özellik ile boyut, konsantrasyon ve yüzey belirteçlerinin analizi 

yapılabilmektedir. Bununla birlite, dehidrasyon, fiksasyon ve metalizasyon da dahil olmak 

üzere geniş ön hazırlık işlemi gereklidir.  

 

Çizelge 2.7. Eksozom karakterizasyon yöntemlerinin amacı, avantajları ve dezavantajları  

                    [152] 

Metod Amaç Avantaj Dezavantaj 

SEM veya TEM Eksozomal 

morfolojinin tespiti 

Eksozomların 

morfolojik yapısı 

doğrudan 

gözlemlenebilir. 

Çok sayıda numunenin 

hızlı ölçümü için 

uygun değildir.  

 

DLS teknolojisi Eksozomların 

boyutunu algılama 

Alt ölçüm limiti, 

monodispers 

sistemlerin 

belirlenmesi için 

uygun olan 10 nm'dir. 

Geniş boyut aralığına 

sahip karmaşık 

eksozom örneklerinin 

ölçülmesi için uygun 

değildir 

 

NTA Eksozomların 

boyutunu ve 

konsantrasyonunu 

tespit etme 

Algılama hızlıdır ve 

eksozomlar gerçek 

zamanlı olarak 

gözlemlenebilir. 

İşlem karmaşıktır ve 

kontamine proteinleri 

eksozomlardan ayırt 

etmek zordur. 

 

WB Eksozomal 

işaretleyici 

proteinlerin 

ekspresyonunun 

tespiti 

 

Hücre kültürü 

ortamından 

eksozomları analiz 

etmek daha kolaydır. 

İşlem karmaşık ve 

zaman alıcıdır 

ELISA Eksozomal 

işaretleyici 

proteinlerin 

ekspresyonunun 

tespiti 

Güçlü özgüllüğe ve 

hızlı algılamaya 

sahiptir, işaretleyici 

proteinleri niteliksel ve 

niceliksel olarak analiz 

edebilir.  

 

İşlem karmaşık ve 

zaman alıcıdır 

Akış Sitometrisi 

 

Eksozomların 

biyolojik 

belirteçlerinin 

tespiti 

Yöntem, yüksek 

verimli, çok kanallı 

analiz yapabilir ve 

analiz hızlıdır ve 

gerekli numune 

konsantrasyonu 

düşüktür. 

 

Bu teknik zaman alıcı 

ve zahmetlidir. 

Eksozomların parçacık 

boyutu ölçülemez. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Gereç  

 

Bu tez çalışması kapsamında, kullanılan kimyasal maddeler ve cihazlar, geliştirilen yöntem 

ve kullanım amaçları aşağıda listelenmiş ve açıklanmıştır. 

 

3.1.1. Kimyasal maddeler ve malzemeler 

 

Hidrojen tetrakloro aurat (HAuCl4), N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilkarbodimid 

hidroklorür (EDC), N-hidroksisülfosüksinimid sodyum tuzu (NHS), 11-

merkaptoundekanoik asit (MUA), etanol, potasyum ferrisiyanür, potasyum ferrosiyanür 

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya)’den alınmıştır. Potasyum dihidrojen fosfat, 

sodyum hidrojen fosfat, sodyum klorür, potasyum klorür ve sodyum hidroksit Merck'ten 

satın alınmıştır. Tüm kimyasal maddeler analitik saflıkta olup ilave saflaştırma işlemi 

uygulanmadan kullanılmıştır. Bütün çözeltiler, Millipore ve Minipure deiyonize su sistemi 

ile üretilen saflıktaki su ile (18.2 MΩ.cm) hazırlanmış olup içinde bulunan organik 

bileşikler yine aynı sistemler yoluyla uzaklaştırılmıştır.  

 

Liyofilize eksozom standardı (insan serumu) Biovision'dan (Milpitas, ABD) satın 

alınmıştır. Anti-CD63 ve anti-CD9 Santa Cruz Biotechnology, Inc.’den alınmıştır. hCG 

kiti, (Perkin Elmer, Turku, Finlandiya) içinde bulunan (hCG) proteini kullanılmıştır. Keçi 

Anti-Fare IgG Antikoru, (H+L) FITC konjugatı Merck’den alınmıştır. Sığır serum 

albumini Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den alınmıştır. Hücre kültürü 

numunelerindeki eksozom sayısı, System Biosciences'dan satın alınan ExoELISA-ULTRA 

Complete Kit ile belirlenmiştir. 

 

Disk tipi çalışma elektrotu olarak altın elektrot (2,0 mm çap, Bioanalytical Systems, Inc.) 

kullanıldı. Karşıt ve referans elektrotları olarak sırasıyla Pt teli ve Ag/AgCl (3M NaCl) 

elektrotları (Bioanalytical Systems, Inc.) kullanıldı. Ekran baskılı altın elektrot olarak 

DRP-220AT, Metrohm DropSens kullanıldı. DRP-220AT, dairesel altın çalışma elektrotlu 

(WE, 4 mm çap), altın karşıt elektrotlu (CE) ve gümüş metali referans elektrotlu (RE) düz 

bir seramik karttan oluşmaktadır. İletken karbon mürekkep Daejoo Electronic 
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Materials'dan (Shanghai, Güney Kore) satın alındı. Ag/AgCl pasta Gwent Group'tan 

(Torfaen, İngiltere) satın alındı. 

 

3.1.2. Kullanılan cihazlar 

 

Elektrokimyasal ölçümler, IVIUM Stat ve CompactStat (Ivium Technologies, Hollanda) 

elektrokimyasal analizörleri kullanılarak yapıldı. Elde edilen impedans değerleri 

ZsimpWin yazılımı kullanılarak analiz edildi. Eksozom konsantrasyonu, NanoDrop ND-

1000 spektrofotometre (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE) kullanılarak 450 

nm'de belirlendi. Isıtıcı (Hot Plate Stirrer) olarak VELP Scientifica (Usmate Velate, Italya) 

kullanıldı. Floresans görüntüleri ise Olympus IX53 inverted mikroskop ile alınmıştır.  

Kâğıt bazlı elektrotları tasarlamak için XEROX ColorQube™ 8570 marka mumlu yazıcı 

(Norwalk, ABD) kullanıldı. 

 

3.2. Yöntem  

 

Bu tez kapsamında EIS tekniği kullanılarak üç farklı çalışma yürütülmüştür. Bu 

çalışmaların ilk kısmında kalın bağırsak kanseri hücre hattından izole edilen Colo 320 

eksozomlarının tayini klasik altın elektrot ile gerçekleştirilerek gözlemlenen veri noktaları 

için en uygun kalibrasyon grafiği geliştirilmiştir. Tezin ikinci kısmında ticari olarak satın 

alınan eksozom standartlarının tayini ekran baskılı altın elektrotlar ile gerçekleştirilmiştir. 

Tezin son kısmında ise ticari olarak satın alınan eksozom standartlarının tayini kâğıt-

tabanlı elektrotlar kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.1. Kalın bağırsak kanseri hücre hattından izole edilen Colo 320 eksozomlarının  

          klasik altın elektrot ile tayin metodu 

 

ELISA ile eksozom partikül tayini 

 

Numunedeki eksozom partikül seviyeleri, üretici firmanın talimatlarına göre (ExoELISA-

ULTRA Complete Kit (CD63 Detection), System Biosciences, CA, ABD) ticari bir tahlil 

kiti kullanılarak spektrofotometrik olarak ölçüldü. Ticari olarak satın alınan standart 

proteinler buz üzerinde çözüldükten sonra çeşitli konsantrasyonlarda standart proteinler ve 

eksozom numuneleri mikrotitre plakasına ilave edildi. Daha sonra mikrotitre plakası 
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parafilm ile kaplandı ve hafifçe karıştırılarak 37°C'ta 1 saat inkübe edildi. Her kuyucuğa 

CD63 primer antikoru uygulandı ve oda sıcaklığında inkübe edildi. Bloke edici tampon 

içindeki her bir oyuğa ikincil antikor ilave edildi ve 1 saat inkübe edildi. Her bir 

inkübasyon adımı için kuyucuklar tampon solüsyonu ile yıkandı. Örnekler süper hassas 

TMB ELISA substratı ile çalkalayıcıda 5-15 dakika inkübe edildikten sonra durdurma 

tamponu uygulandı ve ELISA okuyucusunda 450 nm'de okuma yapıldı. 

 

Altın elektrodun antikor modifikasyonu 

 

İlk olarak, altın yüzeyi MUA ile muamele edildikten sonra altın elektrot yüzeyinde Au-S 

etkileşimi ile bir karboksilik asit modifikasyonu elde edildi. Bu amaçla, elektrotlar 1 mM 

MUA çözeltisine daldırıldı ve ardından gece boyunca oda sıcaklığında karanlıkta 

karışmaya bırakıldı. Bağlı olmayan MUA'yı uzaklaştırmak için etanol ile yıkama yapıldı 

ve elektrotlar, yüzeylerinde bulunan karboksilik asit gruplarını aktive etmek için 1 saat 

boyunca 0,4 M EDC.HCl ve 0,1 M NHS ile muamele edildi. İşlem tamamlandıktan sonra 

her elektrot 0,5 nM anti-CD63 ile 4oC'ta 2 saat inkübe edildi. Daha sonra altın elektrotlar 1 

mL PBS 7,4 ile yıkandı. Dönüştürücü yüzeyi modifiye edilmemiş karboksilik asit grupları 

üzerinde spesifik olmayan bağlanmayı önlemek için %0,1 BSA (w/w) solüsyonu ile 

inkübasyon yapıldı. Modifikasyon adımlarından sonra, Colo 320 eksozomlarının çeşitli 

konsantrasyonlarına ile anti-CD63 ile modifiye edilmiş elektrotların inkübasyonu 

sonrasında CV ve EIS ölçümleri kaydedildi. 

 

EIS ile eksozom tespiti 

 

Ölçümlerde Faradaik yöntem tercih edildiğinden PBS tampon çözeltisinde redoks probu 

olarak 1 mM K3[Fe(CN)6] ve 1 mM K4[Fe(CN)6] kullanıldı. Antikor modifiye elektrotlar 

üzerinde elektrokimyasal ölçümler yapıldıktan sonra redoks probu içermeyen pH 7,4 PBS 

tampon solüsyonu ile yıkandı. Daha sonra altın elektrotlar, oda sıcaklığında 4,0×1012, 

1,2×1013, 2,0×1013, 2,8×1013, 3,6×1013 eksozom partikül µL-1 konsantrasyonlarında 250 µL 

eksozom numunesi ile 30 dakika süreyle inkübe edildi. Elektrokimyasal impedans 

spektroskopi sonuçları, biyosensör sistemini değerlendirmek için artan analit miktarıyla 

ilişkili bağıl yanıt (RRn) [40] biçiminde değerlendirildi ve RRn aşağıdaki şekilde tanımlandı 

(Eş. 3.1). 
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𝑅𝑅𝑛
𝑓

= [𝑅𝑅𝐸𝑥
𝑓

− 𝑅𝑅𝐴𝑏
𝑓

) /𝑅𝑅𝐴𝑏
𝑓

]                          (3.1) 

 

RRAb, dönüştürücü yüzeyine yalnızca antikor bağlandığında yani yüzeyde analit yokken 

verilen yanıttır. RREx, aynı frekansda, f, farklı eksozom konsantrasyonları ile 

inkübasyondan sonra alınan yanıttır. Elektrot yüzeyindeki gerçek impedans analizinin 

değerlendirilmesinde 'göreceli yanıt' yöntemi seçilerek elektrot yüzeyinde oluşabilecek 

olası farklılıkların önüne geçilmiştir. 

 

Eğri oluşturma 

 

Eksozom numunelerinin konsantrasyon değerleri oldukça büyük olduğundan, ikinci ve 

üçüncü dereceden polinom fonksiyonlarında doğru katsayıları elde etmek için MATLAB 

yazılımında değerler ölçeklendirilerek polyfit komutu kullanılmıştır ve detaylı komutlar 

aşağıda belirtilmiştir. 

 

>>x=[4*10^12 1.2*10^13 2*10^13 2.8*10^13 3.6*10^13]';  

>>y=[0.0847 0.0429 0.0183 0.0112 0.0084]'; 

>> T = table(x,y); 

>> [p,~,mu] = polyfit(T.x, T.y, a) 

 

Yukarıdaki komutlarda ikinci dereceden ve kübik polinomlar için sırasıyla a=2 ve a=3 

alınmıştır. 

 

3.2.2. Eksozom standartlarının ekran baskılı altın elektrotlar ile tayin metodu 

 

Floresan görüntüleme 

 

Öncelikle çalışmada yer alan antijen-antikor etkileşiminin görselleştirilmesi için floresan 

mikroskobu kullanıldı. FITC (Fluorescein izotiyosiyanat)-konjuge keçi anti-fare poliklonal 

antikoru (Ab-FITC, AP308F) bir floresan etiket olarak Millipore'dan satın alındı. Ekran 

baskılı elektrotlar (SPE) ile hazırlanan eksozom biyosensörleri, çeşitli modifikasyon 

aşamalarında Ab-FITC ile inkübe edilerek spesifik olmayan bağlanmalar ve antijen-antikor 

etkileşimi incelendi (Şekil 3.1). İlk olarak, yalın SPE'ye spesifik olmayan bağlanmayı 
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gözlemlemek için, 10,0 ng µL-1 konsantrasyonunda 5,0 µL Ab-FITC, doğrudan SPE'nin 

çalışma elektrotu yüzeyine damlatıldı ve 60 dakika süreyle inkübe edildi. Diğer iki SPE, 

gece boyunca 20,0 mM MUA ile modifiye edildi ve daha sonra MUA'nın karboksil 

grupları, 60 dakika boyunca MES tamponu (pH 6,5) içinde 0,4 M EDC ve 0,1 M NHS 

karışımı kullanılarak aktive edildi. Aktivasyon adımından sonra her iki SPE'ye 5,0 μL 2,0 

ng μL-1 Anti-CD63 damlatıldı ve 60 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. Anti-

CD63 konjuge SPE'lerden biri 5,0 μL 10,0 ng μL-1 Ab-FITC ile etiketlendi. Diğer Anti-

CD63 konjuge SPE ise, 3,7×108 eksozom partikülü ile etkileşime girdi ve Ab-

FITC_Eksozom_Anti-CD63@SPE sandviç yapısını oluşturmak için 10,0 ng µL-1 

konsantrasyonunda 5,0 µL Ab-FITC ile etiketlendi. Hazırlanan üç SPE'nin mikroskop 

görüntüleri kaydedildi ve antijen-antikor etkileşimini değerlendirmek için sonuçlar 

birbirleriyle karşılaştırıldı. 

 

 

Şekil 3.1. Floresans mikroskop görüntüleri için sensörlerin hazırlanması 

SPE’ler üzerine antikor bağlanması 

 

SPE'ler, her deneyden önce 50,0 µL 0,6 M H2SO4 çözeltisi ile ön işleme tabi tutuldu ve 

döngüsel voltamogramlar, 100 mV s-1'lik bir tarama hızı kullanılarak 10 döngü ile 0 ila 

+1,25 V arasında kaydedildi [146]. Daha sonra elektrotlar PBS 7,4 ile yıkandı. SPE 

biyosensörlerini hazırlamak için, SPE'ler EtOH çözeltisi içinde 20,0 mM MUA çözeltisine 

alındı ve bir gece boyunca karışmaları sağlandı. Daha sonra etanol ile üç kez yıkandı. 

Yıkama adımından sonra, MUA'nın karboksil grupları, MES tamponu (pH 6,5) içinde 0,4 

M EDC ve 0,1 M NHS karışımı kullanılarak 60 dakika süreyle aktive edildi. MUA ile 
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modifiye edilmiş SPE yüzeylerine, 5,0 µL 2,0 ng µL-1 Anti-CD63 uygulandı ve 60 dakika 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. PBS 7,4 kullanılarak yıkama aşaması uygulandı ve 

ardından spesifik olmayan bağlanmayı önlemek için 5,0 µL %0,1’lik BSA uygulandı. 

 

EIS ile eksozom tespiti 

 

EIS ölçümleri, SPE yüzeyindeki üç elektrotlu sistem kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Farklı konsantrasyonlarda 5,0 µL standart eksozom numuneleri anti-CD63 ile modifiye 

edilmiş SPE'lere (Anti-CD63@SPE) uygulandı ve 50 dakika inkübe edildi. RCT, redoks 

potansiyelinde yük transfer reaksiyonu sırasında ölçülebildiğinden EIS ölçümlerinde 

kullanılacak potansiyeli bulmak için Fe(CN)6]
3−/4− çiftini içeren elektrolitte CV ölçümü 

gerçekleştirildi. EIS ölçümlerinde, elektronların veya iyonların elektrottan çözeltiye veya 

tam tersi şekilde fiziksel transferini içeren Faradaik yaklaşım tercih edildi [147]. Faradayik 

impedimetrik yanıt için uygulanan potansiyel, elde edilen Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin 

döngüsel voltamogramından 0,1 V olarak kararlaştırıldı ve hazırlanan immünosensörlerin 

impedans yanıtları 5,0 mM [Fe(CN)6]
3−/4− (0,1 M KCl, pH 7,4) içeren elektrolit ile ölçüldü. 

 

Tüm numuneler için elektrokimyasal impedans analizöründen elde edilen impedans 

verilerinin kalitesi ve tutarlılığı, EIS spektrum analizör yazılımında Kramer-Kronig 

uygunluk testi (KK testi) ile doğrulanmıştır [148]. Ölçüm sonuçları 10-3'lük bir χ2 hata 

istatistik değeriyle mükemmel bir korelasyon göstermiştir. ZsimpWin yazılımı, χ2 hata 

istatistiklerini hesaplamak için Down-hill Simplex Metodu'nu kullanmıştır [149, 150]. 

Modele uyumun ölçüsü χ2 parametresidir ve aşağıda belirtildiği şekilde tanımlanmaktadır 

(Eş. 3.2): 

 

𝜒2 = ∑ [
(𝑍′𝑖(𝜔𝑖,�⃑�)−𝑎𝑖)2

𝑎𝑖
2+𝑏𝑖

2 +
(𝑍′′𝑖(𝜔𝑖,�⃑�)−𝑏𝑖)2

𝑎𝑖
2+𝑏𝑖

2 ]𝑛
𝑖=1                          (3.2) 

 

Denklemde 𝜔𝑖, 𝑎𝑖, 𝑏𝑖 deneysel veri noktalarını, �⃑� model ile ilişkili bir parametreyi, 𝑍′𝑖 , 𝑍′′𝑖 

hesaplanan verileri temsil etmektedir.  
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3.2.3. Eksozom standartlarının kâğıt-tabanlı elektrotlar kullanılarak tayini 

 

Kâğıt bazlı elektrotların tasarımı 

 

Kâğıt malzeme olarak Whatman FF80HP Membranlar kullanıldı ve kâğıt üzerinde 

çalışmayı kolaylaştıracak bir tasarım yapıldı. Membran yüzeyinde hem çalışma 

elektrodunu hem de toplam çalışma alanını kapsayan iki yuvarlak bariyer (10 mm ve 3 mm 

çapında) mum baskı yöntemi ile oluşturuldu. Çalışma elektrodu, karşıt elektrot ve referans 

elektrottan oluşan üç elektrotlu sistemi membran üzerine kurmak için 1 mm kalınlığında 

çelik maske kullanıldı. Bu maske, kâğıt tabaka üzerine yerleştirildi ve karbon mürekkep 

uygulandı. Referans elektrodu oluşturmak için ek olarak Ag/AgCl mürekkebi uygulandı. 

Ardından, karbon mürekkebin membran yüzeyine sabitlenmesi, mumu eritmesi ve 

membrana nüfuz etmesi için 90 °C'ta 5 dakika kürlendi. Ayrıca elektrik bağlantısını 

kolaylaştırmak için elektrotların bağlantı kısmına bakır bantlar yapıştırıldı. Kâğıt 

elektrotların üretim süreci Şekil 3.2'de gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 3.2. Kâğıt elektrotların üretim yönteminin şematik gösterimi 
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Altın nanoparçacıkların (AuNPs) çalışma elektrotunda biriktirilmesi 

 

Kâğıt elektrot yüzeyine 5 mM kloroaurik asit içeren 75,0 μL 0,1 M KCl solüsyonu 

eklenmiş ve kronoamperometri yöntemi ile 600 s -0,3 V sabit potansiyel uygulanarak altın 

nanoparçacık kaplama yapılmıştır. 

 

AuNP kaplı kâğıt elektrotların (AuNPs@PE) anti-CD9 immobilizasyonu 

 

500 µL 20 mM EtOH/H2O (8:1) çözeltisi içinde MUA, AuNPs@PE'ye uygulandı ve 24 

saat karışması sağlandı. Elektrotlar 2 mL EtOH ile yıkandı. Daha sonra her yüzeye 150 µL 

0,4 M EDC/ 0,1M NHS çözeltisi uygulandı ve 1 saat karıştırıldı. Elektrotlar 1 mL distile su 

ile yıkandı. 5 µL 4 ng µL-1 anti-CD9, her yüzeyin çalışma elektrodu kısmına uygulandı. 

PBS 7,4 ile yıkama aşaması uygulandı ve ardından spesifik olmayan bağlanmayı önlemek 

için 5 µL  %0,1 BSA uygulandı. 

 

EIS ile eksozom tespiti 

 

EIS ölçümlerini gerçekleştirmek için üç elektrotlu bir sistem (çalışma elektrodu, karşı 

elektrot ve referans elektrot) kullanıldı. Farklı konsantrasyonlarda 5,0 µL standart 

eksozomlar, Anti-CD9@PE’lere ayrı ayrı uygulandı ve 40 dakika süreyle inkübe edildi. 

Faradayik impedimetrik yanıt için uygulanan potansiyel, elde edilen döngüsel 

voltamogramlardan 0,1 V olarak kararlaştırıldı ve hazırlanan immünosensörlerin impedans 

yanıtları 5,0 mM [Fe(CN)6]
3−/4− çözeltisi (0,1 M KCl içeren, pH 7,4)  kullanılarak alındı.  

 

PE'lerin SEM görüntülerinin alınması 

 

Taramalı elektron mikroskobu deneyleri, QUANTA 400F Alan Emisyon SEM ile 

gerçekleştirilmiştir. Karbon, AuNPs ve anti-CD9 ile modifiye edilmiş PE'lerin SEM 

görüntüleri için ek işleme uygulanmadı. 5 µL 1,0 x 108 eksozom mL-1 inkübe edilmiş 

PE'nin SEM görüntüsü için, önce elektrota 5 µL %2,5 glutaraldehit çözeltisi uygulandı, 

daha sonra dehidrasyon için etanol ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı [151].  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Colo 320 Eksozomlarının Altın Elektrot İle Tayini 

 

Yüksek derişimli eksozom numunleri kullanılarak tasarlanan sensör sisteminde doğrusal 

olmayan kalibrasyon grafikleri kullanılarak LOD hesabına ilişkin yöntem geliştirilmiştir. 

 

4.1.1. ELISA ile eksozom partikül tayini 

 

ELISA, hücre kültürleri ve örneklerde ilgilenilen hedeflerin tespiti ve miktarının 

belirlenmesi için kullanılan yöntemlerden biridir. Geleneksel sandviç ELISA kitleri, 

rekabetçi ELISA kitleri ve birçok hedef için hücre bazlı ELISA kitleri dahil olmak üzere 

ticari olarak satılan birçok çeşidi bulunmaktadır. ELISA yöntemini, geliştirilen başka bir 

tayin yöntemine uyarlama kolaylığı, araştırmacıların tek bir çalışmada büyük örnek 

sayılarını test etmelerini sağlamaktadır. Bu çalışmada ELISA kiti kullanılarak eksozom 

kültürü ve eksozom standartlarının eksozom sayısı yönünden derişimleri belirlenmiştir. 

Elde edilen standart eğri Şekil 4.1’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.1. Eksozom derişimi bilinmeyen örneklerde kullanılmak üzere hazırlanan  

                ExoELISA-ULTRA CD63 standart eğrisi 
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4.1.2. Biyosensör tasarımı 

 

Altın elektrotların hazırlanma sürecinde iki temel unsuru rol almaktadır: ilki MUA tek 

tabakası ve diğeri ise eksozom biyoreseptörü olarak kullanılan anti-CD63’tür. MUA tek 

tabakası, Au-S bağı ile altın elektroda bağlanmıştır. Anti-CD63'ün -COOH fonksiyonel 

dönüştürücüye kovalent immobilizasyonu, EDC/NHS birleştirme ajanları ile 

gerçekleştirilmiştir. Biyosensör tasarımında en önemli faktörlerden biri olan duyarlılık, 

eksozomların yakalanmasında ve tayininde görev alan anti-CD63 ile sağlanmıştır. Elektrot 

yüzeyindeki RCT, EIS ile belirlenerek, meydana gelen değişiklikler ile immobilizasyon 

işlemi optimize edilmiştir. Hazırlanan sensöre ait şematik diyagram Şekil 4.2’de 

belirtilmiştir. 

 

 

Şekil 4.2. Klasik altın elektrot ile eksozom tayininin şematik gösterimi 

Çıplak altın elektrot yüzeyinde karbodiimid/süksinimit kimyası yoluyla analite spesifik 

antikor bağlanması, RCT'de 10,9 ±0,4 kΩ'dan (BSS %, %3,95, n=3) 30,1±3,3 kΩ'a (BSS %, 

%11, n=3) beklenen bir artış meydana getirmiştir. Hazırlanan biyosensörün 4,0×1012 

eksozom partikül µL-1 ile inkubasyonundan sonra RCT 39,5±0,3 kΩ (BSS %, %0,67, n=3) 

olarak elde edilmiştir. Eksozom tespiti için tasarlanmış biyosensör sisteminin Nyquist 

grafiği Şekil 4.3’de gösterilmektedir. Bu grafikte, her bir modifikasyon adımında elde 

edilen veriler, R(C(RW)) eşdeğer devre modeline göre simüle edilenlerle karşılaştırılmıştır. 

Ayrıca, çıplak altın elektrot, MUA, anti-CD63 ve Colo 320 eksozom modifiye altın 

elektrot matrislerinin Bode diyagramları ve eşdeğer devrenin belirli bölümlerindeki frekans 

bölgeleri Şekil 4.4.'de sunulmuştur. Modifikasyona ait hem RCT hem de reel impedansın 

log0’daki verileri Çizelge 4.1’de belirtilmiştir. 
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Şekil 4.3. Çıplak, MUA, anti-CD63 ve Colo 320 eksozomu (4,0×1012 eksozom partikül  

                µL-1) inkübe edilen biyosensörün 1mM K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]/ PBS 7,4  

                içinde ölçülen (●) ve simüle edilen (■) veri noktalarıyla Nyquist grafiği  

 

Şekil 4.4. Çıplak, MUA, anti-CD63 ve Colo 320 eksozomu (4,0×1012 eksozom partikül  

                µL-1) inkübe edilen biyosensörün Bode grafiği  

  

0 1 2 3 4 5
1

2

3

4

5

6

1
0
lo

g
|Z

|/
o
h
m

10log(frekans) /Hz

 GE

 MUA/GE

 MUA/Anti-CD63 GE

 MUA/Anti-CD63/Colo 320 GE



48 

 

Çizelge 4.1. Altın elektrodun modifikasyonuna ait RCT ve reel impedans verileri 

Yüzey Modifikasyonu RCT (kΩ) Reel İmpedans 

(10log|Z|/ohm) 

GE 10,9 ±0,4 kΩ 

(BSS %, %3,95, n = 3)  

4,072 ±0,007 

(BSS %, %0,17, n = 3)  

MUA/GE 40,5±1,6 kΩ  

(BSS %, %4, n=3) 

5,422 ±0,124 

(BSS %, %2,28, n = 3)  

AntiCD63/MUA/GE 30,1±3,3 kΩ  

(BSS %, 11%, n = 3) 

3,497 ±0,001 

(BSS %, %0,04, n = 3)  

Colo320/AntiCD63/MUA/GE 39,5±0,3 kΩ  

(BSS %, %0,67, n=3)  

3,793 ±0,002 

(BSS %, %0,05, n = 3)  

 

4.1.3. Au/MUA/Anti-CD63/GE biyosensörü ile colo 320 eksozomlarının impidimetrik  

          tespiti 

 

Bode diyagramı, uygulanan potansiyelin frekansı aracılığıyla impedans çıkışının bir 

fonksiyonu olarak elde edilmiştir. Tüm impedans ölçümlerinde Bode Diyagramı çıktısı 

olan gerçek impedansın logaritmik değeri (log |Z|/ohm) esas alınmıştır ve Çizelge 4.2'de 

belirtilmiştir. Her elektrodun verileri, farklı eksozom inkübasyonu derişimlerinden önce ve 

sonra elde edilmiştir ve Şekil 4.5'de gösterilmektedir. Kalibrasyon eğrisinde kullanılmak 

üzere bu grafikten elde edilen veriler ile RR değerleri hesaplanmış ve Şekil 4.6'de 

gösterilmiştir. 
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Çizelge 4.2. Çeşitli derişimlerdeki Colo 320 numunelerinin göreceleri impedimetrik cevapları  

                      (f =100 Hz) (CD63 kodu antikor modifiye elektrotları, derişim ifadesi ise  

                    inkube edilen eksozom sayısını göstermektedir.) 

Göreceli Cevap Parametreleri 

 A B C Ortalama RR 

 

CD63-2 3,495 3,497 3,498 3,497 

 
0,085 

4,0×1012 3,79 3,794 3,794 3,793 

 

CD63-3 4,780 4,795 4,789 4,788 

 
0,043 

1,2×1013 4,991 5,005 5,016 4,993 

 

CD63-4 4,991 5,016 5,005 5,004 

 
0,018 

2,0×1013 5,084 5,039 5,162 5,095 

 

CD63-5 4,939 4,966 4,954 4,953 

 
0,011 

2,8×1013 4,966 4,981 5,077 5,008 

 

CD63-6 4,900 4,915 4,908 4,908 

 
0,008 

3,6×1013 4,967 4,934 4,945 4,949 

 

 

 

Şekil 4.5. Farklı derişimlerde eksozom uygulanmasından önceki (●) ve sonraki (◊)  

                sensörün Bode diyagramı 
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Şekil 4.6. Altın elektrot ile hazırlanan biyosensörün farklı derişimler için ölçülen gerçek  

                impedansın göreceli cevapları (100 Hz)  

Biyosensörün elektriksel özelliklerine üç durum katkıda bulunur: (i) elektrot yüzeyindeki 

yüklü parçacıklardan kaynaklanan çift katmanlı etki, (ii) biyomoleküller ve elektrot 

arasında yük transferi, (iii) elektroaktif türlerin elektrot yüzeyine difüzyon bileşeni. 

Eksozom yüklü bir parçacık olarak elektrot üzerine bağlandıktan sonra, impedimetrik bir 

ölçümde uygulanan potansiyel tarafından çift katmanlı bir etki ortaya çıkmaktadır. Analit 

konsantrasyonunun artmasıyla nispi tepkinin azalması, ferrosiyanür/ferrisiyanür redoks 

çifti için daha iyi bir elektron transferini göstermiştir [152, 153]. Farklı derişimler için yük 

transfer dirençleri Şekil 4.7’de belirtilmiştir. Elektrot yüzeyinde eksozom yakalamadan 

sorumlu olan antikorlar, hedef biyomolekül ile etkileşime girdiğinde, bu davranış bir yük 

pertürbasyonu yaratır [154, 155]. Bu nedenle impedansın göreceli cevabındaki azalma, 

biyomolekül konsantrasyonundaki artışın bir sonucu olarak yorumlanabilir [156, 157]. 
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Şekil 4.7. Altın elektrot ile hazırlanan biyosensörün Randless Devresine göre hesaplanan  

                yük transfer dirençleri 

4.1.4. Tasarlanan sensöre ait kalibrasyon eğrisi çalışmaları 

 

Bağımlı değişkenin bir veya daha fazla bağımsız değişkenle ilişki derecesinin analizi, diğer 

bir deyişle 'regresyon', veri setinin oluşturduğu eğriye en uygun modelin belirlenmesi 

işlemidir. Regresyonda en iyi eğrinin veri noktalarına mümkün olduğunca yakın olması 

beklenmektedir. Kalibrasyon katsayısı (R2) 0,9900'den büyük olan bir kalibrasyon eğrisi 

ile daha doğru sonuçlar elde edilmektedir [158].  

 

Veri noktaları ile en güvenilir sonuçları sağlamak için eğri modelinin seçilmesi uygun bir 

yöntemdir. Değişkenler arasında doğrusal bir ilişki varsa, yani belirli bir aralıkta bir 

değişkenin değerleri diğer değişkenin değerleriyle doğru orantılıysa, o zaman doğrusal 

regresyon en iyi sonucu verir. Sinyale karşı konsantrasyona dayalı bir kalibrasyon eğrisi 

genellikle y=mx+b doğrusal modeli ile oluşturulur. Burada konsantrasyon, sinyal ve eğim 

sırasıyla x,y ve m olarak sembolize edilir. Yukarıda bahsedildiği gibi, deneylerimiz 

sonucunda elde edilen verilere doğrusal fonksiyona uygulandığında Şekil 4.8'deki 

kalibrasyon eğrisi elde edilmiştir. 
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Şekil 4.8. Veri noktalarının doğrusal olarak değerlendirilmesine ait kalibrasyon eğrisi 

𝑦 = −2 × 10−15x +  0,0792                                                                                                     (4.1) 

 

Deneysel sinyal sonuçları, Eş. 4.1'deki lineer fonksiyon tarafından elde edilen sinyal 

sonuçları ile karşılaştırıldı. Standart sapma, her konsantrasyon noktası için aşağıda 

belirtilen formül ile hesaplandı (Eş. 4.2) ve s=0,01517 olarak elde edildi. 

 

𝑠 = √
∑(𝑥−�̅�)2

𝑛−1
,                                                                                                              (4.2) 

 

Ayrıca aşağıdaki formülü kullanarak (Eş. 4.3) LOD değerini 2,50 ×

1013 𝑒𝑘𝑠𝑜𝑧𝑜𝑚 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 µ𝐿−1 olarak hesaplanmıştır. 

 

𝐿𝑂𝐷 =
(

3,3 𝑥 
𝐾𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 𝐸ğ𝑟𝑖𝑠𝑖𝑛𝑖𝑛 𝐾𝑒𝑠𝑖ş𝑚𝑒𝑙𝑒𝑟𝑖𝑛𝑖𝑛 𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑡 𝑆𝑎𝑝𝑚𝑎𝑠𝚤)

(𝐾𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 𝐸ğ𝑟𝑖𝑠𝑖𝑛𝑖𝑛 𝐸ğ𝑖𝑚𝑖)
                           (4.3) 

 

Öte yandan, biyolojik ölçümlerin karmaşık yapısı nedeniyle doğrusal yanıtı gözlemlemek 

her zaman mümkün değildir. Hayashi ve arkadaşları, rekabetçi ELISA için doğrusal 

olmayan kalibrasyon eğrisinde saptama sınırı ve nicelik aralığı için bir öneri sunmuş ve 

olası hata kaynaklarına dayalı olarak bir belirsizlik denklemi türetmiştir [159, 160]. Benzer 

şekilde, 0,9900'den oldukça küçük olan R2=0,8351 kalibrasyon katsayısından da 
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görülebileceği gibi, deneylerde elde edilen verilere lineer bir kalibrasyon eğrisinin uygun 

olmadığı gözlemlenmiştir. Bu nedenle, sonuçların (ve R2) doğruluğunu artırmak için, 

verilerin doğrusal olmayan regresyon ile diğer olası eğrileri sığdırılması amaçlanmıştır. Bu 

noktada y=ceAx formunun en iyi üstel eğrisini, ikinci dereceden ve kübik polinom 

modelleri düşünülmüştür. Daha sonra deneysel sinyaller, Şekil 4.9’daki üstel fonksiyon ile 

teorik olarak elde edilen sinyallerle karşılaştırılmıştır. 

 

 

Şekil 4.9. Veri noktalarının üstel fonksiyon kullanılarak değerlendirilmesine ait  

                kalibrasyon eğrisi 

𝑃1(x) = c𝑒𝐴𝑥 =  0,1016𝑒−7𝐸−14𝑥 

 

Üstel eğri kullanılarak LOD'nin belirlenmesi için, standart sapma, Eş. 4.2 ile s=0,00592 

olarak elde edilmiştir. 

 

LOD hesaplamasında kullanılan doğrusal olmayan bir grafiğin eğimi, m, eğrilerin 

değerinden mutlak eğimin maksimumu alınarak kullanılabilmektedir [161, 162]. Doğrusal 

olmayan y=ceAx denkleminden çizilen kalibrasyon eğrisinin eğimi iki durumda en büyük 

olmaktadır: a) (𝑃1'(4,0×1012) ve 𝑃1'(3,6×1013)) fonksiyonları için türevin uç noktalarında, 

b) fonksiyonun ikinci türevi sıfıra eşit veya tanımsızken, belirtilen durumların her birini 

değerlendirilip aşağıdaki gibi iki fonksiyon elde edilmiştir: 

𝑃1
′(x) = −0,7112𝐸 − 14𝑒−7𝐸−14𝑥, 
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𝑃1
′′(𝑥) =  4,9784𝐸 − 28𝑒−7𝐸−14𝑥 

 

Üstel fonksiyonların tüm reel sayılar için tanımlı olması ve hiçbir zaman sıfır olmaması ve 

türevlerinin kendilerini içermesi nedeniyle türevleri de asla sıfır olmamaktadır. Özellikle, 

𝑃1
′′(𝑥) asla sıfır veya tanımsız değildir. Bu nedenle, (𝑃1'(4,0×1012) ve 𝑃1'(3,6×1013)) uç 

noktaları aşağıdaki gibi değerlendirilerek maksimum mutlak eğimdeki nokta belirlenmiştir: 

 

|𝑃1
′(4,0 × 1012)| = 5,3751𝐸 − 15 (𝑚𝑎𝑘𝑠𝑖𝑚𝑢𝑚) 

 

|𝑃1
′(3,6 × 1013)| = 5,7223𝐸 − 16 

 

Ayrıca, Denklem 3’den, 𝐿𝑂𝐷 = 3,64 × 1012𝑒𝑘𝑠𝑜𝑧𝑜𝑚 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 µ𝐿−1 olarak elde 

edilmiştir. Elde edilen 0,9902 regresyon değeri 0,9900 sınır değerine yakın olmasına 

rağmen daha doğru sonuçlar elde etmek için doğrusal olmayan başka bir denklem 

düşünülmüştür. 

 

Doğru bir polinom modeli, eğrideki bükülme sayısı kullanılarak belirlenebilir ve bir 

kalibrasyon grafiğindeki bükülme sayısı, n, bir polinom fonksiyonunun grafiğini, LOD ve 

LOQ değerlerinin türetilmesini belirlemek için kritik öneme sahiptir. Bu nedenle, en iyi 

uydurma yöntemi genellikle (n+1) dereceli polinom fonksiyonu olarak bulunur; örneğin, 

bir büküm için ikinci dereceden polinom modeli, iki büküm için ise kübik polinom modeli 

kullanılır [163]. Bununla birlikte, karmaşık bir modelin kullanımı, doğrusal bir 

fonksiyondan birine kıyasla, konsantrasyon ve sinyal ilişkisini gözlemlemede zorluk 

oluşturmaktadır. Tez çalışmasının verilerinde bir bükülme olduğu varsayılarak ikinci 

dereceden terim, Şekil 4.10'daki doğrusal olmayan modele yerleştirildi.  
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Şekil 4.10. Veri noktalarının ikinci dereceden polinom fonksiyonu kullanılarak  

                  değerlendirilmesine ait kalibrasyon eğrisi 

X ekseninde yer verilen eksozom partikül değerleri yüksek olduğundan, önceki iki 

durumdan farklı olarak, en iyi ikinci dereceden polinomun (ve daha sonra kübik 

polinomun) yapımında katsayıları bulmada bazı problemlerle karşılaşılmıştır. Bu sorunun 

üstesinden gelmek için, MATLAB yazılımında değerler ölçeklendirerek polyfit komutu 

kullanılmıştır ve aşağıdaki (ölçeklendirilmiş) polinom fonksiyonu elde edilmiştir: 

 

𝑃2(𝑥𝑠) = 0,0171𝑥𝑠
2 − 0,0291𝑥𝑠 + 0,0195, 

 

Burada x'in ölçeklenmiş değeri şu şekilde hesaplanır: 

 

𝑥𝑠 =
𝑥 − 2 × 1013

1,2649 × 1013
 

 

LOD’nin belirlenmesinde kullanılan standart sapma, Eş. 4.2 ile en iyi parabolden 

s=0,00222 olarak hesaplanmıştır. Ayrıca önceki modelde bahsedildiği gibi kalibrasyon 

eğrisinin eğimi aşağıdaki şekilde hesaplanmıştır:  

 

𝑃2
′(𝑥𝑠) = 7,9058 × 10−14(0,0342 𝑥𝑠 − 0,0291), 

 

𝑃2
′′(𝑥𝑠) =

0,0342

(1,2649 × 1013)2
. 
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İkinci türev sıfırdan farklı bir sabit olduğundan, en büyük mutlak eğim, yalnızca çalışılan 

aralığın en yüksek ve en düşük konsantrasyon değerleri olan uç noktalarında meydana 

gelmiştir. Böylece en büyük mutlak eğim değeri aşağıda belirtildiği şekilde elde edilmiştir: 

 

|𝑃2
′(4,0 × 1012)| = 5,721 × 10−15 (𝑚𝑎𝑘𝑠𝑖𝑚𝑢𝑚) 

 

|𝑃2
′(3,6 × 1013)| = 1,119 × 10−15 

 

Ayrıca Eş. 4.3 kullanılarak en iyi ikinci dereceden polinom için LOD hesaplanmıştır: 

 

𝐿𝑂𝐷 = 1,28 × 1012 𝑒𝑘𝑠𝑜𝑧𝑜𝑚 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 µ𝐿−1 

 

Kalibrasyon katsayısı R2 ikinci dereceden polinom modelinde, önceki modellere göre daha 

makul bir değer olan 0,9953 olarak elde edilmiştir. Bununla birlikte daha yüksek dereceli 

bir polinom modelinin daha iyi bir uyum sağlayacağı düşünülmüştür ve bu nedenle kübik 

polinom modeli, veri noktalarının oluşturduğu eğride iki büküm varsayılarak 

gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.11'de kalibrasyon eğrisi için en iyi kübik polinom fonksiyonu 

yerleştirildi: 

 

 

Şekil 4.11. Veri noktalarının üçüncü dereceden polinom fonksiyonu kullanılarak  

                  değerlendirilmesine ait kalibrasyon eğrisi 

Yukarıda bahsedildiği gibi, MATLAB'daki ölçekleme seçeneği ile polyfit komutu en iyi 

kübik polinom fonksiyonunu gösterdi. 
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𝑃3(𝑥𝑠) = −0,0042𝑥𝑠
3 + 0,0171𝑥𝑠

2 − 0,0234𝑥𝑠 + 0,0195, 

 

Burada x'in ölçeklenmiş değeri şu şekilde hesaplanmıştır: 𝑥𝑠 =
𝑥−2×1013

1,2649×1013. 

 

Bu kübik polinom fonksiyonunun kalibrasyon katsayısı, elde edilen veriler için neredeyse 

mükemmel regresyona işaret eden R2 = 0,9994 değeriyle hesaplanmıştır. LOD hesaplaması 

için standart sapma s=0,000811 olarak hesaplanarak aşağıdaki fonksiyonlar elde edilmiştir: 

 

𝑃3
′(𝑥𝑠) = 7,9058 × 10−14 × (−0,0126𝑥𝑠

2 + 0,0342𝑥𝑠 − 0,0234), 

𝑃3
′′(𝑥𝑠) = 6,2501 × 10−27 × (−0,0252𝑥𝑠 + 0,0342). 

 

Böylece, 𝑃3
′′(𝑥𝑠) sıfıra eşit olduğunda 𝑥𝑠 aşağıda belirtildiği şekilde hesaplanmıştır. 

 

𝑥𝑠 = 1,3571, 𝑦𝑎 𝑑𝑎  𝑥 = 3,7167 × 1013. 

 

Görüldüğü üzere, bu değer x değerleri için belirtilen [4,0×1012 - 3,6×1013] aralığının 

dışında kalmaktadır. Dolayısıyla, 𝑃3
′(𝑥𝑠) bu noktada maksimum eğim olamaz. Bu yüzden, 

aralığın bitiş noktalarında yalnızca aşağıdaki eğim değerleri dikkate alınmıştır: 

 

|𝑃3
′(4,0 × 1012)| = 6,8638 × 10−15(𝑚𝑎𝑘𝑠𝑖𝑚𝑢𝑚), 

|𝑃3
′(3,6 × 1013)| = 2,3723 × 10−17. 

 

Ayrıca, LOD Eş.4.3 kullanılarak 3,90 × 1011𝑒𝑘𝑠𝑜𝑧𝑜𝑚 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 µ𝐿−1 olarak 

hesaplanmıştır. 

 

Matematiksel olarak, doğrusal olmayan fonksiyon modelleri doğrusal olmayan veri 

noktaları için çok daha uygun olmasına rağmen, bu modeller sensör uygulamalarında 

nadiren kullanılmaktadır. Çizelge 4.3'deki sonuçlara göre, Colo 320 hücre hatlarından izole 

edilen eksozomların belirlenmesi çalışması için kalibrasyon eğrisinin en yüksek 

kalibrasyon katsayısı (R2=0,9994) ve en düşük standart sapma değeri (s=0,000811) kübik 

polinom modelinden hesaplandığı görülmektedir. 
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Çizelge 4. 3. Farklı yöntemlerin eğri uydurma etkinliğinin karşılaştırılması 

Denklem Yöntemleri 

Kalibrasyon 

Katsayısı 

‘R2’ 

Standart 

Sapma 

‘s’ 

LOD 

Eksozom 

partikül µL-1 

y=-2×10-15x + 0,0795                             

                                                                         

0,8351 0,01517 2,50×1013 

y= 𝑃1(𝑥)=0,1032e-8E-14x 

 

0,9902 0,00592 3,64×1012 

y=𝑃2(𝑥𝑠)=0,0171𝑥s
2−0,0291𝑥s+0,0195 

 

0,9953 0,00222 1,28×1012 

y=𝑃3(𝑥𝑠)=−0,0042𝑥𝑠
3+0,0171𝑥𝑠

2−0,0234𝑥𝑠

+0,0195 

 

0,9994 0,000811 3,90×1011 

 

4.2. Ticari Eksozom Örneklerinin Ekran Baskılı Altın Elektrot ile Tayini 

 

4.2.1. Cihaz üretimi 

 

Çalışmanın bu kısmında, SPE'lerin yüzey modifikasyonu ilk olarak MUA ile yapılmıştır. 

Tiyol (-SH) grupları, SPE'nin çıplak altın WE yüzeyi ile etkileşime girmiştir ve 

Kendiliğinden Düzenlenmiş Tek Katmanlı Tabaka (SAM) oluşturmuştur. Bir sonraki 

adımda, MUA-SAM ile hazırlanmış SPE, karboksil (-COOH) ve amin (-NH2) grupları 

aracılığıyla Anti-CD63 antikoru ile konjuge edilmiştir. Anti-CD63'ün karboksil 

fonksiyonel dönüştürücüye kovalent immobilizasyonu, EDC/NHS birleştirme ajanları ile 

gerçekleştirilmiştir. Böylece, geliştirilen immünosensör, standart eksozomların CD63 

yüzey antijenine karşı oldukça duyarlı hale gelmiştir. Sensöre ait çalışma mekanizması 

Şekil 4.12’de gösterilmektedir. 
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Şekil 4.12. Ekran baskılı altın elektrot ile eksozom tayinine yönelik şematik gösterim 

4.2.2. SPE'lerin floresans mikroskop görüntüleri 

 

FITC molekülü 495 nm'de bir uyarma spektrumuna sahiptir [164]. Dönüştürücü yüzeyine 

eksozom bağlanmasını kanıtlamak için bir immünofloresan tahlili yapılmıştır. Bu amaçla, 

anti-CD63'e özgü FITC-fonksiyonel sekonder antikor kullanılmıştır. Floresan görüntüleme 

sağlamak için, üç farklı SPE immünoassay prosedürünün farklı aşamalarında Ab-FITC ile 

etiketlenmiştir. Ab-FITC@SPE'nin temel amacı, Ab-FITC'nin altın yüzeyine olan 

afinitesini incelemek ve spesifik olmayan etkileşimlerin oranını belirlemektir. Ab-FITC'nin 

bağlanabileceği yüzeyde Anti-CD63 antikoru olmadığından, Resim 4.1A'da gösterildiği 

gibi düşük floresan yoğunluğu elde edilmiştir. Diğer yöntem ile hazırlanan Ab-FITC_Anti-

CD63@SPE üzerinde Anti-CD63 bulunduğundan, Ab-FITC, SPE'nin WE yüzeyine 

yüksek afinite göstermiştir ve gözlemlenen yüksek floresan yoğunluğu, yüksek etkileşimin 

kanıtı olarak kabul edilmiştir (Resim 4.1B). Ab-FITC_Eksozom_Anti-CD63@SPE için ise 

eksozom inkübasyonundan sonra yüzeyde serbest Anti-CD63 kalmadığından, bu durum 

Ab-FITC'nin yüzeye bağlanamamasına neden olmuştur. Eksozomların biyosensör 

yüzeyine bağlanması Resim 4.1C'deki floresan yoğunluğundaki azalma ile 

açıklanmaktadır. 
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Resim 4.1. SPE'lerin floresan mikroskop görüntüleri: (a)Ab-FITC@SPE, (b) Ab- 

                  FITC_Anti-CD63@SPE ve (c) Ab-FITC_Eksozom_Anti-CD63@SPE 

4.2.3. SPE biyosensörlerinin elektrokimyasal karakterizasyonu 

 

EIS, yüzey modifiye elektrotların arayüz özelliklerini araştırmak için en etkili 

yöntemlerden biridir ve özellikle immünosensörler alanında kapsamlı çalışmalar 

yapılmıştır [32, 40]. Bu çalışmada, biyosensörlerin impedans spektrumları Nyquist ve 

Bode diyagramları olarak sunulmuştur. Tipik bir immün sensörünün Faradayik impedans 

ölçümü, yarım daire ve ardından düz bir çizgiye sahiptir. Warburg ile ifade edilen bu düz 

çizgi cevabı nedeniyle RCT değeri, RS(CDL(RCTW)) eşdeğer devresi kullanılarak 

hesaplanmıştır. Eşdeğer devre sırasıyla çözelti direncini (RS), Warburg impedans 

elemanını (W), çift katmanlı kapasitansı (CDL) ve elektron transfer direncini (RCT) içerir 

[165, 166] ve eşdeğer devre Şekil 4.13’de gösterilmiştir. Şekil 4.14, 5,0 mM [Fe(CN)6]
3−/4− 

(10 mM PBS pH 7,4 ve 0,1 M KCl içeren bir çözelti) varlığında +0,1 V potansiyelde elde 

edilen eksozom immünosensörünün tipik EIS spektrumlarını göstermektedir. MUA tek 

tabakasının oluşumundan ve dönüştürücü yüzeyinde anti-CD63 konjugasyonundan sonra, 

RCT 9,6±0,2 (BSS%, 2,25%) ohm'dan 75,1±2,9 (BSS%, 1,%)  ohm'a yükseldi. Bu sonuç, 

MUA tek tabakasının oluşumunun ve antikor yalıtım filminin bağlanmasının, 

[Fe(CN)6]
3−/4−'nin modifiye elektrota elektron transferini kısmen bloke ettiğini göstermiştir. 

Bu çalışmada, çalışma elektrotunun yüzeyindeki bağlı analitin miktarını temsil etmesi için 

yük transfer direnci (RCT) kullanılmıştır. Elektrotların CV ölçümleri de bu sonuçlarla 

uyumludur ve çıplak SPE, Anti-CD63@SPE ve Exosome_Anti-CD63@SPE (3,7x108 

eksozom partikül mL-1) ile elde edilen CV ölçümlerinin sonuçları Şekil 4.16’da 

sunulmuştur. Her bir elektroda ait anodik ve katodik akımlar Çizelge 4.4'de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.13. EIS ölçümlerinin simülasyonunda kullanılan R(C(RW)) elektrik devresi 

 

Şekil 4.14. +0,1 V'luk bir potansiyelde immünosensör için Nyquist diyagramı. (a) Çıplak  

                  SPE, (b) Anti-CD63@SPE, (c) Eksozom_Anti-CD63@SPE, 3,7×108 eksozom  

                  partikül mL-1 SPE ile immünreaksiyonu. Veriler 105 ila 1 Hz frekans aralığında  

                  kaydedilmiştir. İç metin: Eğrilerin büyütülmüş bir süperpozisyonudur.  
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Şekil 4.15. +0,1 V'luk bir potansiyelde immünosensör için Bode diyagramı. (a) Çıplak  

                 SPE, (b) Anti-CD63@SPE, (c) Eksozom_Anti-CD63@SPE, 3,7×108 eksozom  

                 partikül mL-1 SPE ile immünreaksiyonu.  İç metin: 3,7×108 eksozom partikülleri  

                 mL-1 ile immünreaksiyondan sonra SPE için Bode diyagramı ve faz grafiği 

 

Şekil 4.16. SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin döngüsel  

                  voltamogramları (ölçümler 50 mV s-1'de ve 0,1 M KCl, 5,0 mM [Fe(CN)6]
3–/4−  

                  içeren elektrolit kullanılarak alınmıştır.) 

-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

-200

-100

0

100

200

300

A
k
ım

 (
 μ

A
)

Potansiyel (V) 

 SPE

 Anti-CD63@SPE 

 Eksozom_Anti-CD63@SPE 



63 

 

Çizelge 4.4. SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin CV tekniği ile  

                    ölçülen anodik ve katodik pik akımlarının ortalama değerleri (n=3) 

Elektrotlar Ia (µA) Ic (µA) 

SPE 203,38±15,82 

(BSS%, 7,78%) 

97,27±6,45 

(BSS%, 6,63%) 

 

Anti-CD63@SPE 128,71±2,46 

(BSS%, 1,91%) 

62,85±6,25 

(BSS%, 9,95%) 

 

Eksozom_Anti-

CD63@SPE 

111,23±15,04 

(BSS%, 13,52%) 

60,50±7,50 

(BSS%, 12,39%) 

 

 

SPE'lerin yüzey modifikasyon işlemi, Şekil 4.15’de ayrıca Bode çizim formatında 

sunulmuştur. Bode grafiği, hem Z (Ohm) olarak tanımlanan toplam impedansı hem de 

belirli bir spektrumun frekanslarının (log frek) logaritmalarına göre derece kaymaları 

cinsinden faz açısını içerir [167]. Öncelikle gerçek impedans ölçümlerinin logaritmik 

değerlerinin Çizelge 4.4'de gösterildiği gibi kullanılması amaçlanmıştır. RCT değerlerine en 

iyi korelasyonu Log 0 frekansındaki gerçek impedans ölçümü göstermiştir. RCT'deki artışa 

benzer şekilde, anti-CD63’ün ve 3,7x108 eksozom partikül mL-1 konsantrasyonunda 

eksozomların yüzeye bağlanması ile Çizelge 4.5'deki değerlerde artışı gözlemlenmiştir. 

Log 0 frekansındaki logaritmik impedans verileri analiz edilmiştir ve çıplak SPE, Anti-

CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE için sırasıyla 3,418, 3,481 ve 3,634 sonuçları 

elde edilmiştir. Öte yandan, modifikasyon aşamalarından sonraki artış, Log 1 ve Log 2 

frekans değerleri ile de tutarlıdır. 
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Çizelge 4.5. SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63@SPE'nin logaritmik reel  

                    impedans verileri (n=3) 

10log(frek)Hz) 

SPE 

10log|Z|ohm-1 

Anti-

CD63@SPE 

10log|Z|ohm-1 

Eksozom_Anti-

CD63@SPE 

10log|Z|ohm-1 

0 3,418±0,099 

(BSS%, 2,90%) 

3,481±0,214 

(BSS%, 6,15%) 

3,634±0,126 

(BSS%, 3,47%) 

1 2,806±0,080 

(BSS%, 2,85%) 

2,930±0,157 

(BSS%, 5,36%) 

3,151±0,091 

(BSS%, 2,89%) 

2 2,195±0,044 

(BSS%, 2,01%) 

2,365±0,052 

(BSS%, 2,20%) 

2,513±0,021 

(BSS%, 0,84%) 

 

4.2.4. İnkubasyon süresi ve anti-CD63 konsantrasyonunun optimizasyonları 

 

Eksozomların kuluçka süresi, testin kalitesini belirlemede çok önemli bir faktördür. 

İnkübasyon süresi yetersizse, eksozomlar antikora tam olarak bağlanamaz. İnkübasyon 

süresinin uzun olması durumunda da spesifik olmayan adsorpsiyon gelişebilmekte ve bu 

durumda sonuçları etkileyebilmektedir. Çalışmamızın bu kısmında eksozomlar 10, 30, 40, 

50 ve 60 dakika Anti-CD63@SPE’ler ile inkübe edilmiş ve optimizasyon sonuçları 

Nyquist ve Bode diyagramları ile sırasıyla Şekil 4.17 ve Şekil 4.18’de sunulmuştur. Bu 

grafikler Şekil 4.19’da detaylı olarak değerlendirilmiştir. Hem en yüksek RCT hem de 

logaritmik (0) gerçek impedans değerleri göz önüne alındığında en iyi bağlanma süresinin 

50 dakika olduğu ortaya çıkmaktadır. 
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Şekil 4.17. İnkubasyon süresinin optimizasyonu için Nyquist diyagramı 

 

Şekil 4.18. İnkubasyon süresinin optimizasyonu için Bode diyagramı  
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Şekil 4.19. İnkübasyon süresi optimizasyonu, (a) Nyquist Plot (b) Bode Diyagramından  

                  elde edilen gerçek impedansların logaritma (0) değerleri 

Antikorun dönüştürücü yüzeyine bağlanması, karboksil ve amino gruplarının dehidrasyon 

hızına bağlıdır. Yüzeydeki karboksil gruplarının sayısı bilinmediğinden, karşılık gelen 

antikor konsantrasyonu, farklı derişimdeki antikorların yüzeye uygulanması ve ardından 

eksozom numunesi ile inkubasyonları ile belirlenmiştir. Anti-CD63 konsantrasyonunun 

optimizasyonu için Nyquist ve Bode diyagramları sırasıyla Şekil 4.20 ve Şekil 4.21'de 

sunulmuştur. Şekil 4.22 a ve b’de gösterildiği gibi RCT ve logaritmik gerçek impedans 

(log0) değerlerindeki kabul edilebilir artışla belirlenmiştir. Antikor konsantrasyonu 

kademeli olarak 1 ng µL-1'den 2 ng µL-1'e yükselirken, RCT'de 31±0.17'den 220±14Ω'a 

önemli bir artış gözlemlenmiştir. Antikor konsantrasyonu 4 ng µL-1'den 10 ng µL-1'e 

artarken, RCT ve gerçek impedans değerleri önce azalmış ve ardından farklılaşma 

gözlenmemiştir. Bu nedenle, eksozomların antikorlara bağlı olduğu ve dönüştürücü 
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yüzeyinin 2 ng µL-1 anti-CD63 konsantrasyonunda doygunluğa yakın olduğu 

belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.20. Anti-CD63 derişim optimizasyonu için Nyquist diyagramı 

 

Şekil 4.21. Anti-CD63 derişimi optimizasyonu için Bode diyagramı 
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Şekil 4.22. Anti-CD63 konsantrasyonunun (3,7×105 eksozom mL-1) optimizasyonu,  

                  (a) Nyquist Plot (b) Bode Diyagramından gerçek impedansların logaritma (0)  

                  değerleri 

4.2.5. SPE biyosensörünün analitik performansı 

 

SPE biyosensörünün analitik performansı, farklı konsantrasyonlardaki standart 

eksozomların sabit süre boyunca inkübe edilmesiyle belirlenmiştir. Her bir standart 

konsantrasyonun inkübasyonundan sonra [Fe(CN)6]
3–/4− redoks probunun elektrokimyasal 

sinyalleri kaydedilerek izlenmiştir. Kalibrasyon eğrisi, eksozom derişiminin logaritmasına 

karşı impedans sinyali olarak kaydedilmiştir. Eksozom derişiminin artmasıyla, eksozomlar 

elektron akısına çok fazla direnç göstererek impedans değerini arttırmışlardır. Böylelikle, 

veziküllerin yalıtkan özelliklerinden dolayı en yüksek impedans, 3,7×108 eksozom içeren 

numune için gözlemlenmiştir. Farklı eksozom konsantrasyonlarına sahip immünosensör 

için EIS ölçümleri Şekil 4.23’de gösterilmiştir. RCT değerlerinin, 3,7×103 ila 3,7×108 
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eksozom parçacık mL-1 gibi geniş konsantrasyon aralığında doğrusal artışı Şekil 4.24'te 

sunulmuştur. Lineer regresyon denklemi ve korelasyon katsayısı sırasıyla y = 89,483x-

197,69 ve 0,9836 olarak elde edilmiştir. Tespit Sınırı (LOD), verilerin lineer çizgiden 

sapması kullanılarak 2,0×103 parçacık mL-1 olarak hesaplanmıştır. Kalibrasyon eğrisinde 

kullanılan tüm veriler Çizelge 4.6’da belirtilmiştir. Ayrıca bu çalışmanın analitik 

performanslarını yakın zamanda geliştirilen eksozom deneyleriyle karşılaştırılmıştır. 

Çizelge 4.6'de belirtildiği gibi, geliştirilen eksozom biyosensörü yüksek hassasiyet ve geniş 

lineer aralığa sahiptir. 

 

 

Şekil 4.23. Farklı konsantrasyonlarına eksozom uygulanan immünosensörler için EIS  

                  ölçümleri (a'dan f'ye, eksozomların konsantrasyonları 3,7×103, 3,7×104,  

                  3,7×105, 3,7×106, 3,7×107 ve 3,7×108 partikül mL-1) ve kesme işareti (‘)  

                  ölçümlerin simülasyon verilerini göstermektedir.  

 

Şekil 4.24. Eksozom tayini için kalibrasyon grafiği  
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Çizelge 4.6. Geliştirilen eksozom biyosensörünün analitik cevapları 

Eksozom 

partikül 

mL-1 

3,74×103 3,74×104 3,74×105 3,74×106 3,74×107 3,74×108 

RCT (Ω) 
132,7 205 279,8 400,3 447,6 603,5 

  

 130,2 184,6 352,0 357,4 449,1 568,6 

  

 126,7 210,5 327,0 390,4 445,8 613,9 

  
x̄ 129,9 200,0 319,6 382,7 447,5 595,3 

  
SS 2,5 11,1 29,9 18,3 1,4 19,4 

  
BSS, % 1,89 5,57 9,36 4,79 0,30 3,25 

  

 

RCT değerleri, her derişim için üç kopya olarak halinde ölçülmüştür ve sinyallerin veri 

analizi, Microsoft Excel kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen Standart Hatadan (SE) 

SD=SE×√N formülü ile Standart Sapma (SS) hesaplanmıştır (N, test sayısı olarak temsil 

edilir). LOD, LOD=3,3×SD/m formülüne göre kalibrasyon denkleminin eğim değerleri 

kullanılarak hesaplanmıştır.  

 

Geliştirilen ekzosom tayin yöntemi ve mevcut sistemler Çizelge 4.7’de karşılaştırılmıştır. 

Elde edilen LOD değeri literatürdeki diğer sistemlerle elde edilen değerle kıyaslandığında 

literadürdeki birçok çalışmadan daha düşük bir LOD elde edilmiştir. 
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Çizelge 4.7. Literatürdeki mevcut eksozom tayinlerinin analitik performansları ve  

                    geliştirilen yöntem ile karşılaştırılması 

Uygulanan Teknikler Doğrusal Aralık LOD 

İmpidimetrik [41] 102–109 eksozom mL-1 77 eksozom mL-1 

Kolorimetrik [168] 102 –108 eksozom mL-1 102 eksozom mL-1 

Yüzeyde Güçlendirilmiş 

Raman Spektroskopisi 

[169] 

5,44 × 102 – 2,72 × 104 

eksozom mL-1 

5,44 × 102 eksozom mL-1 

Diferensiyel puls 

voltametrisi [170] 

7,61 × 104 – 7,61 × 108 

eksozom mL-1 

4,39 × 103 eksozom mL-1 

İmpidimetrik [40] 50 × 10−12 –200 × 10−9 M 1,9 × 105 eksozom mL-1 

UV [171] 0,4 × 108 – 6,0 × 108 

eksozom mL-1 

3,58 × 106 eksozom mL-1 

Geliştirilen eksozom 

tayin yöntemi 

3,7×103- 3,7×108 eksozom 

mL-1 

2,0×103 eksozom mL-1 

 

4.2.6. Seçicilik çalışması 

 

Geliştirilen biyosensör sisteminin seçiciliği, Anti-CD63@SPE için farklı tipte proteinler 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Elde edilen RCT (Şekil 4.25) ve frekans 0'daki (log 0) 

(Şekil 4.26) gerçek impedans sonuçları, eksozomlara karşı anti-CD63 modifiye SPE'nin 

verileriyle karşılaştırılmıştır ve sonuçlar Şekil 4.27’de sunulmuştur. Biyosensörün 

seçiciliğini test etmek için, potansiyel interferanlar olarak 1,0 µg mL-1 insan koryonik 

gonadotropin (hCG), immünoglobulin G (Igg) ve insan büyüme hormonu (hGH) daha önce 

bahsedilen inkübasyon prosedürü ile ayrı ayrı inkübe edildi. Eksozomların ve diğer 

antijenlerin Anti-CD63@SPE biyosensörüne bağlanması ayırt edilebilir olduğundan, 

gerçek impedans değerindeki farklılık nedeniyle log 0'ı seçtik. Önerilen Anti-CD63@SPE, 

önemli bir RCT farkı ile standart eksozomlara karşı mükemmel hassasiyet ve seçicilik 
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sağlamıştır. Uygulanan proteinler, kalibrasyon eğrisinde herhangi bir eksozom 

konsantrasyonu ile örtüşmemiştir. Ayrıca, Anti-CD63@SPE'nin eksozomla ilişkisi, gerçek 

impedansın logaritmik değerleriyle de gösterilmiştir. Diğer antijenler uygulandığında 

log0'daki gerçek impedans değerlerinde kayda değer bir değişiklik gözlenmemiştir. 

 

 

Şekil 4.25. Biyosensörün seçicilik çalışması için Nyquist diyagramı 

 

Şekil 4.26. Biyosensörün seçicilik çalışması için Bode diyagramı 
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Şekil 4.27. RCT (a) ve l frekansındaki (log 0) gerçek impedans (b) değerine sahip anti- 

                  CD63@SPE biyosensörünün Igg, hCG, hGH ve 3,7×107 partikül mL-1 standart  

                  eksozomlarına karşı cevaplarının karşılaştırmalı tespiti  

4.2.7. GSPE için stabilite çalışması 

 

Sensörlerin üretiminde antikorlar ve diğer proteinlerin stabilizasyonu, raf ömrü gibi bir dizi 

uygulama alanı için büyük önem taşımaktadır. Bu parametre, zamanla bozulan kararsız 

malzemelerin ticarileştirilmesi için hayati önem taşır. Özellikle, tek kullanımlık atılabilir 

biyosensörlerin imalatında raf stabilitesi önemli bir kriterdir. Bu nedenle geliştirilen 

eksozom biyosensörleri buzdolabında 28 gün boyunca bekletilmiştir. 3,74×108 eksozom 

mL-1 eksozom içeren numune kullanılmıştır. 5. gün sonunda alınan ölçümde bağıl aktivite 
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%89,0 olarak ölçülmüştür. 14.gün ve 28. günlerde alınan ölçümlerde ise bağıl aktivite 

%88,3 ve %85,3 olarak gözlemlenmiştir ve bu durum iyi stabiliteyi göstermektedir. 

Geliştirilen biyosensörlerin kararlılık çalışmasından elde edilen sonuçlar Şekil 4.28’de 

grafiğe geçirilmiştir. 

 

 

Şekil 4.28. G-SPE eksozom sensörü için stabilite çalışması 

4.2.8. Yöntemin yapay idrar ile doğrulanması 

 

İdrar invaziv olmayan yöntemlerle toplanır; bu da onu mesane ve prostat kanserlerinin 

potansiyel biyobelirteçlerini saptamak için çekici bir kaynak haline getirmektedir. 

Yöntemin klinik örneklerde eksozomları tespit edebildiğini doğrulamak için, Yapay 

İdrarda bulunan (SU) numunelerinde eksozomların tespiti için deneysel prosedür 

gerçekleştirilmiştir [172] ve farklı konsantrasyonlarda eksozomlar içeren SU numuneleri 



75 

 

için EIS ölçümleri alınmıştır (Şekil 4.29). EIS ölçümleri sonucunda elde edilen kalibrasyon 

eğrileri Şekil 4.30 a'da karşılaştırılmakta ve kıyaslamaya ilişkin sütun grafikleri Şekil 4.30 

b'de gösterilmektedir. RCT ile yapay idrar numunelerindeki eksozom konsantrasyonu 

arasında doğrusal bir ilişki bulunmaktadır ve regresyon denklemi y=94,983x-243,89 

(R2=0,9943) 3,7×103-3,7×108 partikül mL-1 aralığındadır. Ayrıca geliştirilen biyosensör, 

yapay idrardaki üre gibi diğer maddelerin etkilerine rağmen kompleks biyolojik 

numunelerde 3,8×102 partikül mL-1 tayin limitine ulaşmıştır. Yapay idrar doğrulamasına 

ilişkin tüm veriler Çizelge 4.8’da gösterilmiştir. Geri kazanım oranı, %93,67 ile %90,08 

arasındadır ve bu, karmaşık bir matriste eksozomların belirlenmesinde iyi bir performans 

anlamına gelmektedir (Çizelge 4.9). 

 

 

Şekil 4.29. Yapay idrarda eksozom tespiti için Nyquist diyagramı 
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Şekil 4.30. (a) Eksozom biyosensörü için kalibrasyon (siyah) ve doğrulama (kırmızı)  

                  grafikleri (b) PBS ve yapay idrar ortamında eksozom bağlanması ile  

                  gözlemlenen RCT değerlerinin sütun grafiği 

  



77 

 

Çizelge 4.8. Eksozom tayini için, üç farklı yapay idrar örneğiyle yapılan doğruluk  

                    çalışması 

Hesaplanan Eksozom Sayısı (partikül mL-1) 

Teorik 

Eksozom 

Sayısı 

(partikül mL-1) 

 

A B C 
Ortalama 

Değer 
SS BSS 

3,74×103 148,4 

 

70,3 

 

164,6 

 

127,8 

 

±41,2 

 

32,22 

3,74×104 261,0 

 

191,9 

 

181,8 

 

211,6 

 

±35,2 

 

16,64 

3,74×105 338,5 

 

241,5 

 

330,9 

 

303,6 

 

±44,0 

 

14,51 

3,74×106 323,7 

 

387,1 

 

447,2 

 

386,0 

 

±50,4 

 

13,06 

3,74×107 474,7 

 

489,2 

 

437,5 

 

467,1 

 

±21,8 

 

4,66 

3,74×108 504,1 

 

576,6 

 

687,0 

 

589,2 

 

±75,2 

 

12,76 

 

%95 güven seviyesi ve 5 serbestlik derecesinde t için kritik değer 2,57’dir. İki yöntemin 

kıyaslanması sonucu elde edilen t değeri<tkritik olduğundan null hipotezi desteklenir ve iki 

yöntemin aynı sonuç verdiği kabul edilir. 

 

Çizelge 4.9. Yapay idrarda eksozom tespiti için geri kazanım değerleri 

Eklenen Derişim 

(partikül mL-1) 

RCT(Ω) Bulunan 

Derişim 

(partikül mL-1)  

Geri 

Kazanım 

(%) 

t-test* t-

kritik 

3,7106 386±50,4 3,333106 90,08 

2,50 2,57 
3,7107 467,1±21,8 3,466107 93,67 

*%95 güven seviyesinde 6 deney sonucu için 
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4.3. Eksozom Standartlarının Kâğıt-Tabanlı Elektrotlar Kullanılarak Tayini 

 

4.3.1. Kâğıt tabanlı elektrotların karakterizasyonu 

 

Kâğıt tabanlı eksozom biyosensörünün yapımındaki ilk adım, elektrot yüzeyinde 

AuNP'lerin oluşturulmasıdır. Böylelikle yüzeye tiyol grupları kolaylıkla bağlanacak ve 

biyoreseptörlerin tutturulma işlemi gerçekleştirilecektir. Bu nanopartiküller ayrıca, normal 

bir karbon elektrodun elektrokimyasal performansını iyileştirmeye yardımcı olabilecek 

olağanüstü elektriksel özellik sergilemektedir [173]. AuNP'ler sebebi ile oluşan yüksek 

iletkenlik ve yüzey alanı mevcut iyileştirmenin bir sonucudur. Kaplama işlemi, altın tuzu 

çözeltisi damlatılan elektrodun yüzeyine sabit bir potansiyel uygulanmasıyla 

gerçekleştirilmiştir ve AuNP'lerin yerinde oluşumuyla sonuçlanmıştır. 

 

Çalışmanın bu kısmında ilk olarak hem modifiye edilmemiş hem de AuNPs ile modifiye 

edilmiş kâğıt elektrotların (PE) karakterizasyonu için Döngüsel Voltametri (CV) tekniği 

uygulanmıştır (Şekil 4.31a). CV tekniği kullanılarak elde edilen PE ve AuNPs@PE'nin 

anodik ve katodik akımları; Ia, Ic, Çizelge 4.10’da gösterilmektedir. Bu durum, PE 

yüzeyine AuNPs birikmesiyle elektron transferinin kolaylaştırıldığını gösterir. 600 s 

elektrokimyasal biriktirme için CV'den alınan ölçümlerde, anodik ve katodik pik 

akımlarında önemli bir yükselme meydana gelmiştir. Kaplama öncesindeki anodik pik 

akımı 81,15±1,05 µA olarak gözlemlenirken, kaplama sonrasında bu değer 121,55±5,50 

µA olarak elde edilmiştir. 

 

Çizelge 4.10. PE ve AuNPs@PE'nin CV tekniği ile ölçülen anodik ve katodik pik  

                      akımlarının ortalama değerleri (n=3) 

Elektrotlar Ia (µA) Ic (µA) 

PE 81,15±1,05 

(%BSS,%1,29) 

12,52±0,82 

(%BSS,%6,55) 

AuNPs@PE 121,55±5,50 

(%BSS,%4,53) 

45,21±2,22 

(%BSS,%4,90) 
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Şekil 4.31. PE ve AuNPs@PE için (a) CV ve (b) EIS ölçümleri. Destek elektrolit olarak  

                  0,1M KCl içeren 5 mM [Fe(CN)6]
3-/4- çözeltisi kullanılmıştır. 

Şekil 4.31b'de gösterildiği gibi hem karbon hem de AuNP kaplanan çalışma elektrotlarının 

yük transfer direncindeki (RCT) değişiklikleri incelemek için EIS ölçümleri yapılmıştır. 

Karbon kaplı yüzeyin yük transfer direnci 1625±26,335 ohm (BSS %, %1,6, n=3) olarak 

hesaplanırken, AuNPs birikimi ile yük transfer direncinde önemli bir azalma meydana 

gelmiş ve RCT 227±7.512 ohm (BSS%, 3,3%, n = 3) olarak elde edilmiştir (Çizelge 4.11). 

Bu sonuçlar, hızlandırılmış elektron transferinin AuNP'ler tarafından kolaylaştırdığını 

doğrulamıştır.  
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Çizelge 4.11. AuNP'lerin birikmesinden önce ve sonra kâğıt elektrotlar için yük RCT,  

                      standart sapma (SD) ve bağıl standart sapma (%BSS) değerleri 

Sensör PE  PE/AuNPs  

RCT, Ω 1625,0 227,0 

SD 26,3 7,5 

%BSS 

(n=3) 
1,6 3,3 

 

Sırasıyla karbon, AuNP, Anti-CD9 ve eksozomlarla kaplanmış PE'lerin dört farklı yüzeyini 

karakterize etmek için taramalı elektron mikroskobu (SEM) kullanıldı. Resim 4.2a, 

modifiye edilmemiş, yani sadece karbon kaplı PE'yi gösterirken, Resim 4.2b, 

elektrokimyasal indirgeme ile PE yüzeyinde biriken AuNP'lerin morfolojisini ve boyutunu 

göstermektedir. AuNP'ler, resimde gösterildiği gibi PE yüzeyini homojen bir şekilde 

kaplamıştır. PE üzerinde AuNP'ler farklı boyutlarda, keskin kenarlı ve lokalize parçacıklar 

olarak gözlemlenmiştir. AuNP'lerin parlaklığındaki azalmaya, yüzeyi kaplayan antikor 

neden olmuştur ve Resim 4.3a'da gösterilmiştir. Korunmuş zar bütünlüğüne sahip 

eksozomların taramalı elektron mikroskop görüntüsü, parçacıkların küresel bir şekle sahip 

olduğunu ve yaklaşık 50-100 nm çapında olduğunu göstermiştir. Resim 4.3b'de kırmızı 

oklarla gösterilen eksozomların görüntüsü literatürdeki çalışmalarla uyumludur [174–176].  

 

Enerji dağılımlı X-ışını spektroskopisi (SEM/EDX) ile taramalı elektron mikroskobu, 

yüzey analitik tekniklerinin en iyi bilinen ve en yaygın olarak kullanılanlarıdır. 

Araştırmacılar EDX yöntemini kullanarak, bir numunenin kimyasal bileşimi, hangi 

elementlerin mevcut olduğu, dağılımları ve konsantrasyonları da dahil olmak üzere hızlı 

bir şekilde bilgi üretebilir. PE ve AuNPs@PE’nin SEM görüntülerine ilaveten SEM-EDX 

analizi, kâğıt yüzeyinde altın nanoparçacıkların oluştuğunu kanıtlamak için yapılmıştır. 

Şekil 4.32a’da belirtilen PE’nin EDX analiz sonucunda Karbon ve Oksijen atomlarının 

baskın şekilde bulunduğu görülmektedir. Kaplama sonrasında ise AuNPs@PE için 

beklenildiği gibi yüzeyde Altın atomlarının varlığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.32b). 
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Resim 4.2. (a) PE ve (b) AuNPs@PE için SEM görüntüleri 
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Resim 4.3. (a) Anti-CD9/AuNPs@PE ve  (b) eksozom inkübe edilmiş Anti- 

                  CD9/AuNPs@PE'nin SEM görüntüleri 
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Şekil 4.32. PE ve AuNPS@PE için SEM-EDX analiz sonuçları 

4.3.2. Deneysel koşulların optimizasyonu 

 

Deneysel parametrelerin eksozom sensörüne olan etkisini incelemek için elektrokimyasal 

impedans tekniği uygulanmıştır. Eksozom sensörünün seçiciliğini ve hassasiyetini 
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sağlamak için, anti-CD9 konsantrasyonunun mevcut 1×1012 eksozom mL-1 yanıtı 

üzerindeki etkisi araştılmıştır. Şekil 4.33a, anti-CD9 konsantrasyonunun 4 µg mL-1'ye 

kadar artmasıyla yanıt RCT'sinin arttığını göstermektedir. Daha sonra, artan antikor 

konsantrasyonu ile RCT yanıtında bir artış gözlenmemiştir. Seçicilik ve duyarlılığı 

dengelemek için anti-CD9 konsantrasyonu 4 µg mL-1 olarak seçilmiştir (Şekil 4.33b). 

İnkübasyon sıcaklığının etkisi +4, +25 ve +37 oC'ta incelenmiş ve Şekil 4.34a’da 

belirtilmiştir. RCT'de maksimum artış +25 oC'ta gözlemlendiğinden bu nokta optimum 

inkübasyon sıcaklığı olarak belirlenmiş (Şekil 4.34b). Kuluçka süresinin etkisi 20-60 

dakika aralığında incelenmiştir ve Şekil 4.35a’da belirtilmiştir. İnkübasyon periyodu uzun 

ise spesifik olmayan adsorpsiyon gelişebilir ve beklenmeyen RCT değerleri ortaya çıkabilir. 

Şekil 4.35b, en yüksek RCT ile ilgili olarak en iyi bağlanma süresinin 40 dakika olduğunu 

göstermektedir.  
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Şekil 4.33. Anti-CD9 derişim optimizasyonu a) Nyquist diyagramı, b) verilerin  

                  değerlendirilmesi 
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Şekil 4.34. İnkubasyon sıcaklığı optimizasyonu a) Nyquist diyagramı, b) verilerin  

                  değerlendirilmesi 
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Şekil 4.35. İnkubasyon süresi optimizasyonu a) Nyquist diyagramı, b) verilerin  

                  değerlendirilmesi 

4.3.3. Kâğıt tabanlı eksozom biyosensörünün analitik performansının incelenmesi 

 

Üretilen eksozom sensörlerinin analitik performansı, optimize edilmiş koşullar altında 

incelenmiştir. Eksozom sensörlerinin impidimetrik sinyalleri, bağımsız olarak hazırlanmış 

yedi eksozom konsantrasyonuna karşı Şekil 4.36a'da gösterilmektedir. Şekil 4.36b'deki 

kalibrasyon eğrisine göre, 1,7×103 ila 1×1012 eksozom mL-1 arasındaki eksozom 

konsantrasyonu aralığında doğrusal cevap elde edilmiştir ve ve bu ilişki belirtilen 

denklemle verilmiştir: y = 800,43x – 605,5 ve R2= 0,9922. Gözlenebilme Sınırı (LOD), 
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5,08×102  eksozom mL-1 olarak hesaplanmıştır. Literatürde bildirilen diğer eksozom 

sensörleriyle karşılaştırıldığında, üretilen PE'ler geniş bir doğrusal aralık ve yüksek 

hassasiyet sergilemiştir. Farklı derişimlere ait EIS ölçümleri Şekil 4.37’de belirtilmiştir. 

 

 

Şekil 4.36. Kâğıt tabanlı eksozom biyosensörüne ait a) kantitatif ölçüm sonuçları ve b)       

kalibrasyon grafiği 
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Şekil 4.37. PE Eksozom biyosensörüne ait EIS ölçümleri  

4.3.4. Eksozom biyosensörünün seçiciliği  

 

PE eksozom sensörlerinin seçiciliğinin belirlenmesi için, PE'nin glukoz ve sistein gibi 

plazmada bulunan biyomoleküllere olan tepkisi değerlendirilmiştir. Ayrıca, seçicilik 

çalışmasında birçok kanser türünde (mide kanseri, meme kanseri ve yumurtalık kanseri 

gibi) anormal şekilde eksprese edilen Karsinoembriyonik Antijen (CEA) glukoproteini 

kullanılmıştır [177]. Eksozomları tespit etmek için kullanılan protokol, ilgili 

biyomoleküllerin anti-CD9@PE sensörüne uygulanmasında kullanılmıştır ve 

inkübasyondan sonra her sensörün RCT değerleri kaydedilmiştir (Şekil 4.38). Sistein ve 

glukoz için anlamlı bir RCT elde edilmezken, CEA için, PE yüzeyindeki reseptör ile 

protein-protein etkileşiminden kaynaklanan RCT artışı gözlemlenmiş ancak elde edilen RCT 

değerleri 'Göreceli Yanıt' formunda değerlendirildiğinde, Anti-CD9@PE'nin eksozomlara 

oldukça duyarlı bir davranış gösterdiği görülmüştür (Şekil 4.39). 
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Şekil 4.38. Kâğıt sensörün seçicilik çalışmasına ait a) Nyquist diyagramları ve b) RCT  

                  verilerinin değerlendirilmesi 
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Şekil 4.39. CEA, Glukoz ve Sistein inkübasyonu için Göreceli Tepki değerleri 

4.3.5. Eksozom biyosensörü için gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik çalışması 

 

Yöntemin gün içi ve günler arası doğruluğu ve kesinliği, eksozomların üç farklı 

konsantrasyonda analiz edilmesi ile belirlendi: 1,0×107, 1,0×108, 1,0×1010 partikül mL-1. 

Gün içi analizler, aynı gün içinde üç adet eksozom örneği analiz edilerek 

gerçekleştirilmiştir. Günler arası analiz ise, 1 aylık bir süre boyunca 1. gün, 5. gün, 14. gün 

ve 28. günde alınan, aynı konsantrasyonlarda ve ekipman tarafından gerçekleştirilen dört 

ölçümünün ortalamasıdır. Kesinlik için bağıl standart sapma (BSS) olarak ifade edilen 

sonuçlar hem gün içi hem de gün içi değerler için Çizelge 4.12'de gösterilmiştir. Kesinlik 

için, BSS %5,84'den küçüktür, bu sebeple belirtilen sonuçların kabul edilebilir değerler 

olduğu söylenebilir. 

 

Çizelge 4.12. PE eksozom biyosensörüne ait gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik  

                      sonuçları 

                               Gün içi kesinlik (n=3)                      Günler arası kesinlik (n=4) 

 

Eksozom 

(Log10)(partikül 

mL-1) 

Bulunan 

Eksozom 

(Log10)(partikül 

mL-1) 

BSS 

Bulunan Eksozom 

(Log10)(partikül 

mL-1) 

 

BSS 

7 6,85±0,35 5,11 6,87±0,39 5,68 

8 7,82±0,14 1,79 7,70±0,45 5,84 

10 10,10±0,54 5,35 9,81±0,42 4,28 
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4.3.6. Eksozom biyosensörünün kararlılığı 

 

Kararlılık, biyosensörün pratik uygulamasını etkileyen bir diğer önemli parametredir. Bir 

biyosensörün yüzeyindeki reseptörün hedef molekül için duyarsız hale gelmesi genel 

kullanımlar için sınırlamalar getirmektedir. +4◦C'ta saklanarak eksozom PE'nin in vitro 

uzun vadeli kararlılığı, Şekil 4.40’da belirtilen günler için 1,0×1010 eksozom mL-1 

uygulandığında gözlemlenen impedans yanıtları ile değerlendirilmiştir. Biyosensörün 

stabilite çalışması için Nyquist diyagramı Şekil 4.41'de gösterilmiştir. İlk 14 gün için PE 

sensörünün impedimetrik tepkileri oldukça yakındır. İki haftanın sonunda, nispi aktivite 

değeri %75'e düşmüştür, bu da proteinin +4°C'ta uzun süreli depolamadan sonra hala kabul 

edilebilir aralıkta olan hafif bozunması nedeniyledir (Tablo 4.13). Bağıl aktivitede 

meydana gelen azalmadan dolayı hazırlanan immünosensör mümkün olan en kısa sürede 

kullanılmalıdır. 

 

 

Şekil 4.40. PE eksozom sensörlerinin kararlılık çalışması 



93 

 

 

Şekil 4.41. Eksozom biyosensörün kararlılık çalışması için Nyquist diyagramı (a) 0. gün  

                  (b) 5. gün (c) 14. gün ve (d) 28. gün 

Çizelge 4.13. PE eksozom biyosensörüne ait kararlılık çalışması sonuçları  

Gün Sinyal (RCT) SS BSS 

5 7203 ±314 4,4 

14 6965 ±211 3,0 

28 5579 ±12 0,2 

 

4.3.7. Kâğıt tabanlı elektrot ile Colo 741 Hücre hattından elde edilen eksozomların  

           tayini 

 

CRC (kolorektal kanser) oluşumu, kolon epitel hücrelerinde genetik ve epigenetik 

transformasyonun gelişmesiyle ortaya çıkar. Kolon kanseri hücre serileri büyüme hızı ve 

morfolojisine göre değişiklik göstermektedir. Colo 741 Hücre serisi de kolon kanseri hücre 

zincirlerinden biridir. Colo 741 hücre hattından elde edilen eksozomlar geliştirilen yöntem 

ile tayin edilmiştir. 1,0×106, 1,0×107, 1,0×108, 1,0×109, 1,0×1010 ve 1,0×1012 eksozom mL-

1 derişimindeki numuneler anti-CD9 modifiye kâğıt elektrotlara uygulanarak RCT cevapları 

değerlendirilmiştir ve Şekil 4.42’de belirtilmiştir. Ayrıca kıyaslamaya ilişkin doğrusal 

impedimetrik cevaplar Şekil 4.43’de, sütun grafikleri ise Şekil 4.44'de gösterilmektedir. 
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RCT ile sentetik colo 741 eksozom konsantrasyonu arasında doğrusal bir ilişki 

bulunmaktadır ve regresyon denklemi y=812,49x-708,01 (R2=0,9911) olarak elde 

edilmiştir. Hücre kültürü içinde aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlar bulunmasına 

rağmen geliştirilen biyosensörün, kompleks biyolojik numunelerde kullanılabileceği 

görülmektedir. Colo 741 eksozomlarının doğrulanmasına ilişkin tüm veriler Çizelge 

4.14’de gösterilmiştir. Geri kazanım oranı, %88 ile %68 arasındadır. Hücre kültürü 

ortamında eksozom seçiciliğinin düşmesi, düşük geri kazanım sonuçları ile bağlantılı 

olabilmektedir. Genel olarak değerlendirildiğinde ise, karmaşık bir matriste eksozomların 

belirlenmesinde önerilen sensör tasarımının iyi bir performans göstereceği anlamına 

gelmektedir (Çizelge 4.15). 

 

%95 güven seviyesi ve 5 serbestlik derecesinde t için kritik değer 2,57’dir. İki yöntemin 

kıyaslanması sonucu elde edilen t değeri <tkritik olduğundan null hipotezi desteklenir ve iki 

yöntemin aynı sonuç verdiği kabul edilir. 

 

 

Şekil 4.42. Colo 741 hücre hattından elde edilen eksozomların EIS ölçümleri 
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Şekil 4.43. Colo 741 eksozomların doğrusal impedimetrik cevapları 

Çizelge 4.14. Eksozom biyosensörünün farklı derişimdeki Colo 741 eksozomlarına olan  

                      impidimetrik cevapların değerlendirilmesi 

Hesaplanan Eksozom Sayısı (partikül mL-1) 

Teorik Eksozom 

Sayısı 

(partikül mL-1) A B C 
Ortalama 

Değer 
SS BSS 

1,0×106 4145 3490 4554 4063 ±438 10,8 

 

1,0×107 4975 4713 5170 4953 ±187 3,8 

 

1,0×108 6253 5319 5613 5728 ±390 6,8 

 

1,0×109 6736 6852 7162 6947 ±180 2,6 

 

1,0×1010 7345 7804 7215 7537 ±253 3,4 

 

1,0×1012 9233 8381 9045 8886 ±366 4,1 
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Çizelge 4.15. Colo 741 Eksozom tayininin % Geri kazanım hesabının yapılması 

Eklenen Derişim 

(partikül/ml) 
RCT(Ω) Geri Kazanım (%) t-test* t-kritik 

1,0 x 106 4063±428 68 

2,28 2,57 1,0 x 107 4953±187 88 

1,0 x 108 5728±390 82 

*%95 güven seviyesinde 6 deney sonucu için 

 

 

Şekil 4.44. İmpidimetrik cevapların her bir konsantrasyon için sütun grafiği ile belirtilmesi 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Kanserin erken teşhisi, hastanın hayatta kalması ve hastalığın iyileşme şansının olup 

olmamasının belirlenmesinde oldukça önemlidir ve erken teşhis için hassas ve spesifik 

yöntemler gereklidir. Bu nedenle, bu tez çalışmasında kanser oluşumunda vücutta aktif 

olarak arttıkları bilenen eksozomların tayinine yönelik biyosensörler tasarlanması 

hedeflenmektedir.  

 

Geliştirilen her analitik yöntem, bir cihazın kalibrasyonunu gerektirir. Bu, tipik olarak, 

ilgili analitin bilinen bir miktarını içeren standart dizisinin hazırlanmasını, her bir standart 

için cihaz tepkisinin ölçülmesini ve cihaz tepkisi ile analit konsantrasyonu arasındaki 

ilişkinin kurulmasını içerir. Kalibrasyon, analitik yöntemlerde gerekli ve önemli bir adım 

olduğundan, araştırmacıların kalibrasyon deneylerini nasıl kuracağı ve elde edilen 

sonuçların nasıl değerlendirileceği konusunda iyi bir anlayışa sahip olması önemlidir. 

 

Cihaz kalibrasyonu ile ilgili olarak, doğrusal regresyonun amacı, cihaz tepkisi (y) ve analit 

seviyesi (x) arasındaki doğrusal ilişkiyi en iyi tanımlayan denklemi kurmaktır. İlişki, 

çizginin denklemi ile tanımlanır, yani y = mx + c, burada m çizginin eğimi ve c, y ekseni 

ile kesişimidir. Kalibrasyon eğrisi ile kullanılan bir analitin (standartlar) bilinen 

konsantrasyonları ile cihaz yanıtı arasındaki ilişki, benzer bir regresyon modeli ile 

açıklanabilir. 

 

Doğrusallık, yöntemin belirli bir aralıktaki analit konsantrasyonuyla doğru orantılı olan test 

sonuçlarını ortaya çıkarma yeteneği olarak tanımlanır. Doğrusal bir kalibrasyon eğrisinin, 

kalibrasyon verileriyle iyi uyum sağlamadığı zamanlar da bulunmaktadır. Bulunan 

sonuçlar bu doğrusallığı desteklemiyorsa, kullanılan modelin değiştirilmesi gerekir. Bazı 

analitik teknikler için, ölçülen sinyaller ve analit konsantrasyonları arasındaki ilişki, 

doğrusal değildir. Bu gibi durumlarda, kalibrasyon eğrisi için doğrusal olmayan bir 

fonksiyon kullanmak yaygındır. Ashley ve ekibinin yapmış olduğu çalışmada, β-

Laktoglobülin analizinde veri noktalarının doğrusal olmayan bir korelasyonu kullanılmıştır 

[178]. 

 

Tez çalışmasının ilk kısmında, yüksek konsantrasyonlu Colo 320 hücre hattından elde 

edilen eksozom numuneleri için bir biyosensör tasarlanarak, sınırlı veri ve dar bir 
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konsantrasyon aralığından elde edilen kalibrasyon grafiğinde en güvenilir ve doğru LOD 

değerini bulmak için matematiksel bir yaklaşım geliştirilmiştir. Literatürde lineer olmayan 

kalibrasyon eğrilerinin oldukça karmaşık olması ve deneysel sonuçlara kolay uygulanabilir 

olmaması nedeni ile bu çalışmanın gerçekleştirilmesi planlanmıştır. Colo 320 

eksozomlarının yüksek konsantrasyonlarda ölçülmesi için son derece hassas ve etiketsiz 

tekniklerden biri olan elektrokimyasal impidimetrik analiz uygulanmıştır. LOD ve çalışma 

aralığını belirlemek için doğrusal fonksiyon, üstel fonksiyon, ikinci dereceden polinom ve 

kübik polinom için eğri uydurma teknikleri kullanılarak dört farklı matematiksel model 

uygulanmıştır. Her bir fonksiyon için data noktalarının eğriye uymasının ölçütleri olan 

standart sapma, kalibrasyon katsayısı ve LOD değerleri hesaplanıp kıyaslanmıştır. 

Eksozom tespiti için LOD değeri, LOD'nin en düşük değeri olarak üçüncü dereceden 

polinom fonksiyonundan 3,90×1011 partikül µL−1 olarak elde edilmiştir. Bu yaklaşım, 

hücre kültürü gibi ortamların yüksek konsantrasyonlarındaki eksozom miktarını belirlemek 

ve kalibrasyon grafiğindeki verilerden LOD ve LOQ değerlerini tahmin etmek için güçlü 

bir metodoloji olarak hizmet eder.  

 

Tez çalışmasının ikinci kısmında ise, eksozomların elektrokimyasal impedans tekniği 

kullanılarak ekran baskılı elektrotlar ile tayini gerçekleştirilmiştir. Elektrokimyasal 

biyosensörlerin en önemli özelliği, analitlerin yerinde tespiti için taşınabilir cihazlara 

entegre olabilmeleridir. Serigrafi, düşük maliyet, kullanım kolaylığı ve ölçeklenebilirlik 

gibi üstün avantajları nedeniyle, öne çıkan elektrot malzemelerinden biri olmuştur. SPE'ler, 

altın, platin ve karbon mürekkebi dahil olmak üzere çeşitli malzeme türleri kullanılarak 

üretilebilir. 

 

Elektrot malzemesi olarak ekran baskılı altın elektrotlar kullanılmıştır ve çalışma bu 

elektrotların modifikasyonunu, deney koşullarının optimizasyonunu ve yöntemin 

validasyon çalışmalarını içermektedir. Altın yüzey ile biyoreseptör arasındaki bağlantı 11-

Merkaptoundekanoik asit bileşiğinin etanol içinde (20mM) hazırlanan çözeltisi ile 

sağlanmıştır. Ayrıca yöntem için, antikor derişimi ve inkübasyon süresi optimize 

edilmiştir. Hem reel impedansın logaritmik verileri hem de yük transfer direçleri ele 

alındığında optimum antikor derişiminin 2ng µL-1, inkübasyon süresinin ise 50 dk olduğu 

gözlemlenmiştir. Ferrisiyanür/ferrosiyanür, redoks probunda diğer parametrelere göre 

elektron transferinin daha yüksek oranda engellenmesi optimum koşulların 

belirlenmesinde kullanılmıştır. 
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Yüzeye ait karakterizasyonlarda hem EIS hem de CV tekniği kullanılmıştır. Modifikasyon 

işlemi öncesi ve sonrasında IA, SPE, Anti-CD63@SPE ve Eksozom_Anti-CD63 için 

sırasıyla 203,38±15,82; 128,71±2,46; 111,23±15,04 µA olarak ölçülmüştür ve aynı 

yüzeyler için logaritmik gerçek impedans değerleri 3,418±0,099; 3,481±0,214; 

3,643±0,126 olarak elde edilmiştir.  CV ve EIS yöntemleri SPE yüzeyin modifikasyon 

aşamalarının başarılı bir şekilde gerçekleştiğini göstermektedir. Tüm bu çalışamalara 

ilaveten eksozomun Anti-CD63@SPE sensörüne bağlanması floresans mikroskopi 

yöntemi ile de kanıtlanmıştır. Burada floresans etiket (FITC) bağlı Anti-CD63’e özgü 

ikincil bir antikor kullanılmıştır. Böylelikle yüzeyde anti-CD63 bağlı olduğunda yüksek 

floresans şiddeti gözlemlenirken, yüzeyin eksozom ile kaplanması Anti-CD63 ile AB-

FITC arasındaki ikincil etkileşimi önlediğinden floresans şiddette radikal bir azalma 

gözlenmiştir. Bu da Anti-CD63 kaplı yüzeye eksozomların bağlandığını göstermiştir. 

 

G-SPE ile hazırlanan eksozom sensörünün analitik performansının incelendiği kısımda ise 

artan eksozom derişimleri ve bu derişimlere karşılık gelen yük transfer dirençleri 

kullanılarak kalibrasyon grafiği hazırlanmıştır. Eksozom sensörüne ait doğrusal çalışma 

aralığı 3,7×103 – 3,7×108, LOD ise 2,0×103 partikül mL−1 olarak elde edilmiştir. Bu 

değerler tasarlanan biyosensörün klinik uygulamalar için kullanılabilir olduğunu 

göstermektedir.  

 

Literatürde ekran baskılı elektrotlar ile meme kanseri hücrelerinden salınan eksozomların 

tayini çalışmasında LOD 9,6×102 partikül µL-1 olarak elde edilmiştir [179]. Ekran baskılı 

elektrotların kullanıldığı başka bir çalışmada ise, tümör eksozomlarının tespiti için sinyal 

amplifikasyonu ve DNA hibridizasyon zincir reaksiyonuna (HCR) dayalı bir 

elektrokimyasal aptasensör geliştirilmiştir ve optimal koşullar altında, bu yöntem, 96 

partikül μL-1 LOD değerine ulaşmıştır [180]. Dahası bir diğer çalışmada, manyetik toplama 

ve saflaştırma ön işlemlerinden sonra Au-NPFe2O3NC'ye bağlı eksozomlar, kendilerine 

özgü antikorla modifiye edilmiş ekran baskılı elektrotlara aktarılmış ve LOD 1×103 

partikül mL-1 olarak elde edilmiştir [61]. Literatürde ekran baskılı elektrotlar ile yapılan 

eksozom tayini çalışmalarına bakıldığında geliştirilen yöntemin tespit sınırının diğer 

çalışmalara kıyasla daha düşük olduğunu, hedeflenen analitik performansı gösterdiğini ve 

bu durumunda yönteminin uygulanabilir olma özelliğini arttırdığını söyleyebiliriz.  
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Eksozom sensörünün, CD63 eksozom yüzey antijeni dışındaki farklı türlere cevabını 

değerlendirmek için seçicilik çalışması yapılmıştır ve bu çalışmada hem RCT hem de 

gerçek impedansın logaritmik değerleri kullanılmıştır. Bu çalışma eksozomun oluşturduğu 

yük transfer direncindeki cevabın diğer antijenlere kıyasla yaklaşık beş kat daha fazla 

olması ve diğer antijen cevaplarının çalışma aralığındaki herhangi eksozom derişimine 

karşılık gelmemesi sebebi ile sensör eksozomlara karşı mükemmel hassasiyet ve seçicilik 

göstermiştir. 

 

Anti-CD63@SPE modifiye elektrodun pratik uygulanabilirliğini incelemek için yapay 

idrar numunelerinde eksozomun elektrokimyasal tayini yapılmıştır. Yapay idrar içine artan 

derişimlerde eksozom ilave edilmiş ve herhangi bir ön işleme tabi tutulmadan analiz 

edilmiştir. Sensörün cevabında eksozom derişimleri hesaplanmış ve geri kazanımlar 

belirlenmiştir. Geri kazanımlar, %90,08 ve 93,67 aralığındadır. Ayrıca geliştirilen yöntem 

ELISA ile kıyaslanmış ve sonuçlar t-testine tabi tutularak t değeri 2,50 olarak elde 

edilmiştir. İki yöntemin kıyaslanması sonucu elde edilen t değeri<tkritik olduğundan null 

hipotezi desteklenir ve iki yöntemin aynı sonuç verdiği kabul edilir. Bu sonuç, gerçek 

numunelerde eksozomların pratik olarak belirlenmesi için Anti-CD9@PE modifiye 

elektrodun potansiyel kullanılabilirliğini kanıtlamıştır. 

 

Tez çalışmasının üçüncü kısmında ise, eksozomların elektrokimyasal impedans tekniği 

kullanılarak elle hazırlanan kâğıt elektrotlar ile tayini gerçekleştirilmiştir. Son zamanlarda, 

kâğıt tabanlı elektrotlar, minyatür, hafif ve biyouyumlu cihazları düşük maliyetle 

geliştirmenin etkili bir yolu olarak ortaya çıkmıştır. Elektrotlar, esas olarak serigrafi 

teknikleri ile kâğıt substratlar üzerinde üretilir. Ek olarak, yüzeyi kimyasal ve fiziksel 

olarak kolayca değiştirilebilir, kesilebilir, katlanabilir ve/veya istiflenebilir. Bu bağlamda 

bir dizi farklı teknoloji uygulanabilse de cihazlar çoğunlukla kâğıt üzerindeki farklı alanları 

modellemek için mum baskı işlemleriyle üretilir. 

 

Yüzeyde elektrokimyasal hücreler tanımlanır. Bu kısımda genellikle, grafen, altın, gümüş 

veya karbondan oluşan iletken macunlar kullanılır. İletken karbon pasta CE ve WE 

imalatında yaygın olarak kullanılmaktadır. RE'ye gelince, gümüş macun, sinyal çıkışını 

artıran elektrokimyasal algılama için tutarlı potansiyeli ve kararlılığı nedeniyle oldukça 

uygun bir malzemedir. Bu işlemlerden sonra çalışma elektrodunun yüzeyi hedef 

biyobelirteç için seçici hale getirilir.  
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Analizler genellikle gerekli çözeltilerin damlatılmasıyla gerçekleştirilir, bu nedenle 

numune ve/veya reaktifler doğrudan elektrokimyasal hücrenin tanımlandığı hidrofilik 

algılama alanına eklenir. 

 

Tez kapsamında geliştirilen kâğıt tabanlı eksozom biyosensörünün mum baskı tasarımı 

hem çalışma elektrodunu hem de üç elektrotlu sistemi kapsayan iki farklı yuvarlak bariyer 

ile yapılmıştır. Çalışma elektroduna ait bariyer, bu bölgedeki modifikasyon işleminde 

düşük numune kullanımına olanak sağladı. Üç elektrotlu sistemi kapsayan ikinci bariyer 

ise elektrokimyasal ölçümlerde kullanılan elektrolitin bu bölgede hareketsiz kalmasını 

sağlamıştır. Genel olarak bu tasarım, reaktif ve numune hacimlerini azaltmış ve çalışma 

elektrodunun modifikasyonu sırasında karşıt ve referans elektrotlarının kontaminasyonunu 

önlemiştir. 

 

Hazırlanan kâğıt elektrot yüzeyindeki karbon çalışma elektrodu, sabit potansiyelde altın 

tuzu çözeltisi kullanılarak altın nanoparçacık ile kaplanmıştır. Bu işlem, hem çalışma 

elektrodunun yüzey modifikasyonunu kolaylaştırmış, hem de yüzeyi elektriksel olarak 

daha iletken hale getirdiğinden çok küçük miktarda da olsa her türlü elektron transferine ait 

bloklama tespit edilebilmiştir. Ayrıca kâğıdın nanoyapılarla modifikasyonu, duyarlılık, 

dinamik aralık, algılama limiti ve girişim yapan türlere karşı seçicilik gibi önemli 

parametrelerde bir dizi iyileştirme sağlamıştır. 

 

Altın nanoparçacık kaplama işlemi ile kaplama öncesi ve sonrasındaki iki yüzeyin 

elektrokimyasal ve mikroskobik karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Kaplama 

öncesindeki anodik pik akımı 81,15±1,05 µA olarak gözlemlenirken, kaplama sonrasında 

bu değer 121,55±5,50 µA olarak elde edilmiştir. İlaveten, karbon kaplı yüzeyin yük 

transfer direnci 1625±26,335 ohm olarak hesaplanırken, AuNPs birikimi ile yük transfer 

direncinde önemli bir azalma meydana gelmiş ve RCT 227±7,512 ohm olarak elde 

edilmiştir. Bu sonuçlar, elektron transferinin AuNP'ler tarafından kolaylaştırıldığını 

doğrulamıştır. İlaveten, elektrokimyasal indirgeme ile PE yüzeyinde biriken AuNP'lerin 

morfolojisi ve boyutları SEM görüntüleri ile gösterilmiştir. AuNP'ler, PE yüzeyini 

homojen bir şekilde kaplamıştır. PE üzerinde AuNP'ler farklı boyutlarda, keskin kenarlı ve 

lokalize parçacıklar olarak gözlemlenmiştir.  
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Altın kaplama işleminden sonra, çalışma elektrotlarının modifikasyonu, deney koşullarının 

optimizasyonu ve yöntemin validasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. AuNPs yüzey ile 

biyoreseptör arasındaki bağlantı 11-Merkaptoundekanoik asit bileşiğinin etanol içinde 

(20mM) hazırlanan çözeltisi ile sağlanmıştır. Ayrıca yöntem için, antikor derişimi, 

inkubasyon sıcaklığı ve inkübasyon süresi optimize edilmiştir. Yük transfer direncinde 

gözlemlenen en yüksek değer, hedef molekül ve biyoreseptör arasındaki en yüksek 

bağlanma oranını gösterdiğinden optimum antikor derişimi 4 ng µL-1, inkübasyon sıcaklığı 

25 оC ve inkubasyon süresinin ise 40 dk olduğu gözlemlenmiştir.  

 

PE ile hazırlanan eksozom sensörünün analitik performansının incelendiği kısımda ise 

artan eksozom derişimleri ve bu derişimlere karşılık gelen yük transfer dirençleri 

kullanılarak kalibrasyon grafiği hazırlanmıştır. Eksozom sensörüne ait doğrusal çalışma 

aralığı 1,7×103 – 1×1012, LOD ise 5,07×102 partikül mL−1 olarak elde edilmiştir. Bu 

değerler tasarlanan biyosensörün klinik uygulamalar için kullanılabilir olduğunu 

göstermektedir. 

 

Literatürde PAD’ler ile yapılan eksozom analiz çalışmalarına bakıldığında, Eksozomların 

tespiti için ilginç bir kâğıt tabanlı aptasensör Chen, Lan ve diğerleri tarafından 

geliştirilmiştir. Burada, eksozomların belirlenmesi için lüminesans rezonans enerji 

transferine (LRET) dayalı kâğıt destekli aptasensör kullanılmış ve LOD 1,1×103 partikül 

μL-1 olarak belirlenmiştir [181]. Yapılan bir başka çalışmada, eksozomların taşınabilir ve 

kantitatif belirlenmesi için metal-organik çerçeve ile işlevselleştirilmiş bir kâğıt ve ekran 

baskılı bir elektrodun birleşimi ile nükleik asit temelli elektrokimyasal biyosensör 

geliştirilmiştir. Etiketsiz kâğıt bazlı biyosensör, 5×103 partikül mL-1'ye kadar bir algılama 

limiti ile ultrasensitif eksozom tahlili yapabilir   [182].  Yang ve arkadaşlarının yapmış 

olduğu çalışmada, eksozomal miRNA-155 (33.4 aM) ve eksozomal miRNA-21 (23.1 aM) 

için moleküler düzeyde hassasiyet sağlayan tek kullanımlık kâğıt tabanlı elektrotlar 

geliştirilmiştir [183]. Literatürde ekran baskılı elektrotlar ile yapılan eksozom tayini 

çalışmalarına bakıldığında geliştirilen yöntemin tespit sınırının diğer çalışmalara kıyasla 

daha düşük olduğunu, hedeflenen analitik performansı gösterdiğini ve bu durumunda 

yönteminin uygulanabilir olma özelliğini arttırdığını söyleyebiliriz.  

 

Eksozom sensörünün, CD9 eksozom yüzey antijeni dışındaki farklı türlere cevabını 

değerlendirmek için seçicilik çalışması yapılmıştır. Moleküler etkenlere zayıf cevap 
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gözlemlenirken (sistein, glikoz), protein türevi olan CEA için protein-protein 

etkileşiminden kaynaklanan RCT artışı gözlemlenmiştir. Bu çalışma, eksozomun 

oluşturduğu yük transfer direncindeki cevabın diğer antijenlere kıyasla ayırt edilebilir 

olduğunu fakat protein türevi varlığında spesifik olmayan etkileşimlerin 

gerçekleşebileceğini göstermiştir. 

 

Anti-CD9@PE modifiye elektrodun pratik uygulanabilirliğini incelemek için Colo 741 

hücre zincirinden izole edilen eksozomların geliştirilen yöntem ile elektrokimyasal tayini 

yapılmıştır. Numuneler artan derişimlerde hazırlanıp analiz edilmiştir. Sensör cevabına 

karşılık gelen eksozom derişimleri hesaplanıp geri kazanımlar belirlenmiştir. Geri 

kazanımlar %68 ve %88 aralığındadır. Ayrıca geliştirilen yöntem ELISA ile kıyaslanmış 

ve sonuçlar t-testine tabi tutularak t değeri 2,28 olarak elde edilmiştir. İki yöntemin 

kıyaslanması sonucu elde edilen t değeri<tkritik olduğundan null hipotezi desteklenir ve iki 

yöntemin aynı sonuç verdiği kabul edilir. Bu sonuç, gerçek numunelerde eksozomların 

pratik olarak belirlenmesi için Anti-CD9@PE modifiye elektrodun potansiyel 

kullanılabilirliğini kanıtlamıştır. 

 

Tez çalışması kapsamında hazırlanan eksozom biyosensörlerinin hazırlanmasının kolay 

olması, geniş bir tayin aralığına sahip olması ve düşük tespit limitlerine sahip olması 

biyosensörleri başarılı kılmaktadır. Dahası gerçek uygulamalardaki başarısı biyosensörü 

ticari hale getirilip kullanılabileceğini göstermektedir.  
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