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ÖZET 

 

PROSTAT KANSER TAYİNİ İÇİN MOLEKÜLER 
BASKILAMA TEMELLİ YÜZEY PLAZMON REZONANS 

(SPR) SENSÖRLERİN HAZIRLANMASI 

 

Gizem ERTÜRK 

Doktora, Biyoloji Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. M. Aşkın TÜMER 

Eylül 2015, 153 sayfa 

 

Yüzey plazmon rezonans (SPR) biyosensörleri biyomoleküler etkileşimleri 

karakterize etmek ve ölçmek için kullanılmaktadır. Eş-zamanlı ve hızlı ölçüm, 

yüksek hassasiyet ve özgüllük, işaretleyici kullanımına gerek olmaması SPR 

biyosensörlerinin eşsiz özellikleridir. SPR biyosensörleri çeşitli analitlerin tayini için 

kullanılmaktadır. Günümüzde, moleküler baskılama teknolojisi SPR 

biyosensörlerinde tanıma bölgelerinin oluşturulmasında kullanılmaktadır.  

Moleküler baskılama; baskılanan moleküle özgü, dayanıklı tanıma bölgelerine 

sahip malzemelerin tasarlanması için kullanılan teknolojidir. Ekstrem koşullar 

altında karmaşık matrikslerdeki kararlılığı, hazırlama kolaylığı, ucuz fiyatı, tekrar 

kullanılabilirliği, kalıp moleküle olan yüksek tanıma kapasitesi ve doğal 

moleküllerdeki kadar yüksek bağlanma özelliklerinden dolayı moleküler 

baskılanmış polimerler (MIP’ler) kataliz, ayırma, katı faz ekstraksiyonları ve 

biyosensörlerde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Bu çalışmada, prostat spesifik antijen (PSA) tayini için SPR sensörü 

hazırlanmıştır. PSA, önceden modifiye edilmiş SPR sensör yüzeyine mikrotemas 

baskılama yöntemiyle baskılanmıştır. PSA baskılanmış (PSA-MIP) SPR 

sensörlerinin atomik kuvvet mikroskobu (AFM), ellipsometre, taramalı elektron 

mikroskobu (SEM), Raman, FT-IR ve temas açısı ölçümleri ile detaylı 

karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. PSA tayin çalışmaları, standart PSA 
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çözeltileri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. PSA-MIP SPR sensörlerinin PSA’ya 

karşı seçiciliği, yarışmacı proteinler olarak insan serum albümini (HSA), 

immunoglobulin G ve lizozim kullanılarak test edilmiştir. Bağlanma kinetik analizleri 

ile kinetik ve izoterm parametreleri belirlenmiştir. Ayrıca dışarıdan PSA eklenen 

insan serum örneklerinden ve prostat kanserli hastaların serum örneklerinden PSA 

tayini gerçekleştirilmiştir. Prostat kanserli hastaların serum örneklerinden yüzde 

geri kazanım oranı belirlendikten sonra, elde edilen sonuçlar, yöntemin 

doğruluğunu ve güvenilirliğini test etmek amacıyla ticari bir yöntem olan ve 

günümüzde merkezi laboratuvarlarda, hastanelerde PSA tayini için kullanılan 

ELİZA sonuçları ile karşılaştırılmıştır.  Son aşamada, PSA-MIP SPR sensörlerinin 

tekrar kullanılabilirliği test edilmiştir. Tez çalışması sonucunda elde edilen bulgular, 

geliştirilen PSA-MIP sensörün, nitelikli biyosensörlerde olması gereken tüm 

özellikleri taşıyan bir sensör olarak, günümüzde mevcut ELİZA yöntemine göre 

birçok avantajı ile üstün, alternatif bir yöntem olarak PSA tayininde 

kullanılabileceği gösterilmiştir.    

 

Anahtar Kelimeler: yüzey plazmon rezonans, moleküler baskılama, prostat 

spesifik antijen, mikrotemas baskılama  
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ABSTRACT 

 

PREPARATION OF MOLECULAR IMPRINTING BASED SURFACE 
PLASMON RESONANCE (SPR) SENSOR FOR PROSTATE 

CANCER DETECTION 

 

Gizem ERTÜRK 

Doctor of Philosophy, Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. M. Aşkın TÜMER 

September 2015, 153 pages 

 

Surface plasmon resonance (SPR) biosensors are used to characterize and 

quantify biomolecular interactions. Real-time and fast measurement, high 

sensitivity and specificity, no need of labeled reagents are the unique properties of 

SPR biosensors. SPR biosensors have been used for detection of several 

analytes. Recently, molecular imprinting technology is used for creation of 

biorecognition surfaces on the SPR biosensors. 

Molecular imprinting is the technology of designing materials with robust 

recognition sites suitable for interaction with the print molecule. Due to their 

stability in complex matrices under tough conditions, ease of preparation, low cost, 

reusability, high recognition capacity to the template molecule and binding 

characteristics as high as those of natural binders, molecularly imprinted polymers 

(MIPs) are extensively used in a variety of areas, such as catalysis, separations, 

solid-phase extractions and biosensors. 

In this study, an SPR biosensor was prepared for prostate specific antigen (PSA) 

detection. PSA was imprinted onto the modified SPR sensor surface via 

microcontact imprinting. Detailed characterization studies of PSA imprinted (PSA-

MIP) SPR sensors were performed by observation using atomic force microscope 

(AFM), ellipsometry, scanning electron microscope (SEM), Raman, FT-IR and 
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contact angle measurements. PSA detection studies were performed by using 

standard PSA solutions. Selectivity of PSA-MIP SPR sensors against PSA was 

tested by using human serum albumin (HSA), immunoglobulin G (IgG) and 

lysozyme as competitive proteins. Kinetics and isotherm parameters were 

calculated by applying association kinetics analysis. Furthermore, PSA detection 

was also carried out from PSA-spiked human serum samples and prostate cancer 

patients’ serum samples. Recovery % was calculated and to determine the 

accuracy and reliability of the developed method, results were compared with the 

ELISA method which is currently used in central laboratories and hospitals for PSA 

detection. In the last step, reusability of the PSA-MIP SPR sensors was tested. 

The results obtained from the study show that the developed PSA-MIP sensor 

could be used as an alternative and superior method to ELISA with its unique 

properties that must be in a well qualified biosensor.  

Keywords: surface plasmon resonance, molecular imprinting, prostate specific 

antigen, microcontact imprinting   
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1.GİRİŞ 

Prostat kenseri dünyada en yaygın görülen altıncı kanser türü, erkekler arasında 

en yaygın görülen üçüncü kanser türüdür [1]. Günümüzde hastalığın görülme 

sıklığı her geçen gün artmaktadır. Prostat kanserinin erken teşhisi için 

kullanılabilecek çeşitli belirteçler mevcuttur. Bunlar arasından serumdan 

ölçülebilen bir glikoprotein olan prostat spesifik antijen (PSA), hastalığın erken 

teşhisinde, tedavi sonrasında lokal tedavinin etkinliğinin araştırılmasında, primer 

radikal prostatektomi veya radyasyon tedavisi sonrasında hastalığın yeniden 

tekrar edip etmediğinin araştırılmasında kullanılan, Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi 

(US, FDA) tarafından onaylı bir biyolojik belirteçtir. Günümüzde PSA ölçümü için 

ELİZA temelli yöntemler kullanılmaktadır. ELİZA popüler bir yöntemdir, 

otomasyona uyumludur. Ancak, ELİZA kitlerinin tek kullanımlık olması, bu yüzden 

maliyetinin yüksek olması, analize başlamadan önce hazırlık aşamasının uzun 

olması, analiz için gereken basamak sayısının fazla olmasından dolayı analiz 

süresinin uzun olması, işaretleyici kullanımını gerektirmesi, eş-zamanlı ölçüme izin 

vermemesi gibi özellikler yöntemin dezavantajları arasındadır. 

PSA testlerinin çoğu, günümüzde merkezi laboratuvarlarda, örnek taşınımını, uzun 

bekleme sürelerini, artan uygulama ve tıbbi masraf gerektiren büyük, otomatik 

analizörlerde yapılmaktadır. Hasta-yanı (near patient) ve laboratuvar dışında özel 

cihazlarla yapılan nokta bakım analizleri (Point of Care Testing-POCT), klinik 

ziyaretlerin sayısının azalmasında, hastaya ve sağlık sistemine düşen maliyetin 

azalmasında, hasta memnuniyetini arttırmada ve klinik verilerin iyileştirilmesinde 

yararlı olacaktır. Biyosensör teknolojisindeki son gelişmeler, PSA için POCT 

uygulamasını, hayalden gerçeğe dönüştürecektir 

Yüzey plazmon rezonans (SPR) biyosensörleri, metal yüzeye yakın kırılma 

indisindeki değişiklikleri ölçmek için kullanılan kusursuz bir yöntemdir [2]. SPR 

temelli biyosensörler, herhangi bir işaretlemeye gerek olmaksızın biyomoleküller 

arasındaki etkileşimleri eş-zamanlı, doğrudan ölçmede kullanılmaktadır. Bu 

sayede kinetik veya termodinamik parametrelerin, analit derişiminin veya ligand-

analit arasındaki etkileşimlerin belirlenebilmesi mümkün olmaktadır. SPR temelli 

biyosensörler ELİZA gibi enzim veya radyoişaretleme temelli yötemler ile 

karşılaştırıldığında, hızlı cevap süreleri ve yüksek seçicilikleri sayesinde, protein-

protein, antijen-antikor, reseptör-ligand etkileşimlerinden, düşük molekül ağırlıklı 
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bileşiklerin tanımlanmasına kadar çok çeşitli biyomoleküler mekanizmaların 

anlaşılmasında kullanılmaktadır [2].  

Moleküler baskılama yöntemi, bir biyomolekül ya da sentetik bir bileşikten oluşan 

bir kalıp moleküle tamamlayıcı olan özgül tanıma ve bağlanma bölgeleri içeren 

polimer ağı oluşturma teknolojisidir. Moleküler baskılanmış polimerler sentetik 

polimer reseptörleri ya da yapay antikorlar (plastibadiler) olarak bilinirler. Kolay 

uygulanabilirlikleri, yeniden kullanılabilirlikleri, sağlam polimer ağı oluşturabilmeleri, 

ucuz olmaları gibi avantajlarından ötürü bilimsel ve endüstriyel çevrelerce dikkati 

üzerine çekmiştir [3, 4]. Şimdiye kadar şekerler, steroidler, pestisitler, çeşitli ilaçlar, 

amino asitler, proteinler gibi çeşitli moleküllerin baskılanmasına yönelik birçok 

yayın yapılmıştır. Böylece moleküler baskılanmış polimerlerin kalıp moleküle özgü 

yüksek oranda özgül tanıma yeteneğine sahip olduğu ve uygulamalı ve analitik 

ayırmalarda, katı faz ekstraksiyonlarında, kimyasal sensörlerde, enzim benzeri 

katalizör çalışmalarında, ilaç taşıma uygulamalarında ve kütüphane görüntüleme 

araçları olarak kullanılabileceği gösterilmiştir [5-8].  

Bu çalışma kapsamında, prostat kanserinin erken teşhisi için, mikrotemas 

baskılama yöntemi ile PSA baskılanmış SPR temelli biyosensörler hazırlanmıştır. 

Hazırlanan PSA baskılanmış sensör çiplerinin detaylı yüzey karakterizasyonu 

yapılmıştır. Sulu çözeltiden PSA tayini gerçekleştirildikten sonra, yarışmacı 

proteinler ile seçicilik çalışmaları gerçekleştirilmiş ve PSA baskılanmadan 

hazırlanan NIP (non-imprinted) çipler ile baskılama yönteminin seçiciliği 

gösterilmiştir. Dışarıdan PSA eklenen sağlıklı insan serum örneklerinden PSA 

tayini gerçekleştirildikten sonra, prostat kanserli hastalara ait serum örneklerinden 

PSA tayini gerçekleştirilmiştir. Buradan elde edilen sonuçlara göre %geri kazanım 

oranı hesaplanmıştır. Çalışmanın en önemli aşamalarından biri olan son aşamada, 

prostat kanserli hastalara ait serum örneklerinden SPR kullanımı ile elde edilen 

sonuçlar, ELİZA yönteminden elde edilen sonuçlar ile karşılaştırılmıştır. İki yöntem 

arasında PSA tayini açısından % 98.6’lık bir uyum saptanmıştır. İki yöntem 

arasında PSA tayini açısından anlamlı bir fark olup olmadığının kanıtlanması 

amacıyla, sonuçlara student-T testi uygulanmıştır. Hesaplanan p değeri (p= 0.751, 

p>0.05) iki yöntem arasında, PSA tayini açısından istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark olmadığını göstermiştir. 
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1.1. Prostat Kanseri 

Prostat kanseri, dünyada en yaygın görülen altıncı kanser türü, erkekler arasında 

en yaygın üçüncü kanser türü ve Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’nın bazı 

bölgelerinde erkekler arasında en yaygın görülen kanser türüdür [1]. 2000 yılında, 

tüm dünya genelinde 513.000 yeni prostat kanseri teşhisi konmuştur [9] ve bu 

kanser türünün erkekler arasında tüm kanserden ölümlerin % 7.9’undan sorumlu 

olduğu belirtilmiştir. Bu oran gelişmiş ülkelerde % 15.3 iken, gelişmekte olan 

ülkelerde % 3.4’tür. Hastalığın görülme sıklığı, dünya genelinde her geçen yıl 

artmaktadır [1].    

 

1.1.1. Prostat Kanserinin Görülme Sıklığı 

50 yaşından küçük erkeklere prostat kanseri teşhisi nadiren konulmaktadır, bu 

oran tüm teşhislerin yaklaşık % 0.1’i kadardır. Hastalığın esas yaş ortalaması 72-

74 yaşları arasıdır ve % 85 oranında 65 yaş üstü kişilere kanser teşhisi 

konmaktadır (Şekil 1.1). 85 yaşındaki bireylerde, prostat kanserinin kümülatif risk 

oranı % 0.5 ile % 20 arasındadır [9]. Yapılan otopsi çalışmaları, 85 yaşının 

üstündeki erkeklerin çoğunda histolojik düzeyde prostat kanseri varlığını 

göstermiştir [10]. Detroit, MI, ABD’de 600 erkek üzerinde yapılan çalışmalarda, 

latent prostat kanseri oranının tüm yaşlarda oldukça yüksek olduğu gösterilmiştir; 

30’lu yaşlarda yaklaşık % 30, 50’li yaşlarda yaklaşık % 50, 85 yaş üstünde % 75’in 

üstünde [10]. 

Prostat kanserinin görülme sıklığı, etnik popülasyonlara ve ülkelere göre yüksek 

oranda değişim göstermektedir. Popülasyonlar arasında da hastalığın görülme 

oranı 90 kata varan değerde farklılık göstermektedir. En düşük oran genellikle 

Asya’da iken en yüksek oran Kuzey Amerika ve İskandinavya’dadır [9]. Bu 

farklılıkların genetik yatkınlık, bilinmeyen dış risk faktörlerine maruz kalma, kanser 

kayıtlarında yapılan hatalar veya sağlık sistemindeki farklılıklar gibi birçok etkenin 

kombinasyonu ile ortaya çıktığı belirtilmektedir [1]. 

Sağlık hizmetine erişim ve hizmetin kalitesi, kanser kayıtlarının güvenilirliği, prostat 

kanseri oranının nasıl rapor edildiğini etkiler. Afrika ülkelerinden güvenilir veriler 

elde edilene kadar, bu ülkelerde kanser oranının, tıpkı Asya’daki gibi olduğu 

düşünülmüştür. Göç çalışmaları, Japon erkeklerin, hastalığın görülme oranının çok 
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düşük olduğu bir ülke olan Japonya’dan, hastalık sıklığı oldukça yüksek olan 

ABD’ye göç ettiklerinde, bu kişiler arasında hastalığın sıklığında artış gözlendiğini 

göstermiştir. Bu bulgular, etnik popülasyonlar arasındaki farkın gerçek olduğunu 

ve bunun sadece kanser kayıtları ve sağlık hizmetleri ile açıklanamayacağını 

göstermektedir [1].    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

1.1.1.1 Genetik Faktörler     

Aileler arasında prostat kanserinin bir arada görülme nedeni; genetik yatkınlık, 

ortak çevresel faktörlere maruz kalma veya zaten bu kanserin görülme sıklığının 

çok yüksek olmasından kaynaklı bir şans olabilir. Prostat kanser hastalarının 

(beyaz, Afrika’lı veya Asya’lı) % 10-15’inde en az bir akrabasının etkilendiği [11, 

12], hastaların birinci dereceden akrabalarında ise hastalık riskinin 2-3 kat fazla 

olduğu bilinmektedir. Prostat kanserli bir erkek kardeşe sahip olan bireylerde 

hastalığın görülme oranı, sadece hastalıktan etkilenen bir babaya sahip bireylere 

.  
Şekil 1.1. 1995-1999 yılları arasında İsveç’te prostat 

kanserinin yaşa bağlı görülme sıklığı 
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göre daha yüksektir. Bu da hastalığın resesif veya X kromozomuna bağlı 

kalıtlandığını göstermektedir [13].   

 

1.1.1.2. Diyet Faktörleri 

Ekolojik çalışmalar prostat kanserinin yağlı et ve süt ürünlerinin fazla tüketimi ile 

ilişkili olduğunu göstermektedir [14, 15]. Diyet faktörleri ile prostat kanseri 

arasındaki ilişki, 30-40 popülasyonda yapılan epidemiyolojik çalışmalar ile 

gösterilmiştir. Bu çalışmaların sonuçları genellikle çelişkilidir [16-18], fakat bazı 

diyet bileşenlerinin prostat kanseri ile kesin ilişkisi olduğu gösterilmiştir; α-linolenik 

asit [19-23] ve kalsiyumun fazla tüketimi gibi [24]. 1012 hasta üzerinde yapılan 

çalışmalarda, süt ürünlerinden her gün düzenli 600 mg kalsiyum (Ca+2) alan 

erkeklerde, her gün 150 mg veya daha az kalsiyum tüketen erkeklere kıyasla 

prostat kanseri riski 1.32 kat yüksek bulunmuştur [24]. Hayvanlar üzerinde yapılan 

çalışmalar, yüksek miktarda yağ asiti ve bunların metabolitlerini tüketmenin prostat 

kanseri ile ilişkisi olduğunu göstermektedir. 

Prostat kanser sıklığının Asya’da daha az olma sebeplerinden bir tanesi olarak, 

fito-östrojene bağlı diyet görülmektedir. Soya fasulyesi yüksek miktarda fito-

östrojen kaynağıdır ve fito-östrojenin prostat kanseri üzerinde pro-filaktik etkiye 

sahip olduğu bilinmektedir [25-28]. Fareler üzerinde, insan androjene-duyarlı 

prostat kanseri hücreleri ile yapılan deneylerde, çavdar ekmeği ve soya proteinine 

dayalı diyetin tümör boyutunu azalttığı, apoptozisi arttırdığı ve salgılanan PSA 

miktarını azalttığı gösterilmiştir [29, 30].  

Domates kökenli ürünlerin, özellikle domates suyunun veya sosunun sık tüketimi, 

prostat kanseri riskini azaltmaktadır. Domates, bir karotenoid ve potansiyel 

antioksidan olan likopen içermektedir. 2481 erkek üzerinde yapılan çalışmalarda, 

az miktarda likopen tüketen kişilere kıyasla, yüksek miktarda likopen tüketen 

erkeklerde kansere yakalanma oranı % 16 oranında daha düşük bulunmuştur [31]. 

Lokalize prostat kanseri bulunan erkeklerde, radikal prostatektomi öncesinde, üç 

hafta boyunca domates suyu tüketen kişilerde, serumda ve prostatta derişimi artan 

likopenin, PSA seviyesinde azalmaya ve prostatta oksidatif hasarda düşüşe neden 

olduğu gösterilmiştir [32]. Bu yüzden likopen, önemli bir kimyasal bileşendir. 
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Selenyum ve E vitamini, en önemli mikronütrientler arasındadır. Selenyum, metal 

olmayan eser elementtir ve insan gelişimi için gereklidir. Ayrıca tümör oluşumunu 

engellediği gösterilmiştir [33]. 1312 hasta üzerinde yapılan çalışmalarda, deri 

kanseri teşhisi konulduktan sonra 4,5 yıllık takip sonrasında, plasebo ve selenyum 

verilen kişiler arasında hastalığın gerilemesi açısından herhangi bir fark 

gözlenemezken, prostat kanserli hastalarda selenyum grubunda plasebo grubuna 

göre % 66’lık düşüş saptanmıştır [34, 35]. E vitamini (α-tokoferol), yağda çözünen 

bir vitamindir ve antioksidan etkiye sahiptir. Yapılan çalışmalar, plasebo verilen 

kişilere kıyasla α-tokoferol alan erkeklerde, prostat kanseri sıklığı ve ölüm 

oranında % 40 azalma saptanmıştır [36].   

 

1.1.1.3. Hormonlar ve diğer risk faktörleri  

Androjenler, sağlıklı prostat gelişiminde ve prostat kanserinin tedavisinde önemli 

rol oynamaktadır. 1941 yılında C. Huggins [37] bu hastalıkta androjenlerin rolü ile 

ilgili yaptığı çalışmalar sonucunda Nobel Ödülü kazanmıştır. Prostat, testosteronu 

downstream hormon metabolizmasında önemli bir substrat olan 

dihidrotestosterona dönüştürür. Metastatik kanser hastalarının % 75-80’inde 

testosteronun tıbbi müdahale ile uzaklaştırılmasının etkili bir tedavi yöntemi olduğu 

bulunmuştur. Hayvanlarda yapılan çalışmalar ile testosteron ve 

dihidrotestosteronun prostat kanserini indüklediği gösterilmiştir. Östrojen, insülin 

ve leptin hormonları ile yapılan çalışmalarda, bu hormonların kanser ile olan ilişkisi 

tam olarak açıklanamamıştır [38, 39].   

İnsülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1); proliferasyonu, farklılaşmayı ve kanser 

hücrelerinin apoptozunu düzenleyen bir hormondur. Yapılan çalışmalarda, 

ortalamanın üstünde IGF-1 taşıyan kişilerde, düşük IGF-1’e sahip kişilere kıyasla, 

prostat kanseri riskinin 1.7-4.3 kat yüksek olduğu bulunmuştur [40-42]. Fazla yağ 

tüketimi insülin üretiminde artışa, bu da IGF-1 üretiminde artışa neden olur. Bu 

durum IGF-1’in kanser için nasıl bir risk faktörü olduğunu da açıklar.  

Prostat kanseri üzerine yapılan çalışmalarda, sigara [43] ve alkol [44] tüketiminin, 

vazektomi [45] ve fiziksel aktivitenin [46] kanser riski üzerine bir etkisi olmadığı 

gösterilmiştir.  
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1.2. Prostat Kanseri İçin Kullanılan Belirteçler 

Prostat kanseri tanısı, çoğunlukla henüz semptomların görülmediği, hastalığın 

erken evresindeki kişilere konmaktadır. Hastalığın teşhisinde odak noktası, erken 

tanıdan ziyade, erken evre tümörlerinin klinik öneminin belirlenmesidir. Teşhiste 

ana yaklaşım, metastaz yeteneğine sahip hücrelerin, diğer kanser hücrelerinden 

ayrılmasıdır. Günümüzde radikal prostatektomi ile uzaklaştırılan tümörlerin 

yaklaşık % 30’unun klinikte önemsiz olduğu, invaziv tedaviyi gerektirmediği 

gösterilmiştir. Prostat kanserinin kontrolü, erken teşhis ve uygun tedavinin 

seçilmesiyle mümkün olacaktır; ancak henüz bu aşamaya erişilememiştir [47].  

 

1.2.1. İnsan Prostatik Asit Fosfatazı (PAP) 

Prostat kanseri için kullanılan ilk belirteç, insan prostatik asit fosfatazı (PAP)’dır 

[48]. 1930’ların başlarında, araştırmacılar, prostat kanserli hastalarda kemiğe 

metastaz durumunda, hem metastaz bölgesinde PAP aktivitesinin arttığını, hem 

de proteinin serum seviyesinin arttığını rapor etmişlerdir [49, 50]. Bu bulgular, 

PAP’ın hem kanser ilerlemesinde, hem de androjen-yoksunluk tedavisine verilen 

cevabın gözlenmesinde bir biyo-belirteç olarak kullanımına izin vermiştir [37].  

Ameliyat öncesinde yükselmiş bulunan PAP düzeyine sahip erkeklerde, lenf 

nodülü hastalığı görülmesi ve normal PAP’lı bireylere göre metastaz gelişimi 

olasılığı daha yüksek bulunmuştur [51]. Prostat spesifik antijen (PSA) testinin 

bulunmasıyla birlikte, kanser teşhisi, evresi ve ilerleme durumunu göstermesi 

açısından PSA’dan daha basit bir test olduğu için, serum PAP testi artık 

kullanılmamaya başlanmıştır [52]. Fakat PAP ile devam eden birtakım çalışmalar, 

yeniden nüks etme veya kötüye gitme riski yüksek olan agresif kanser 

hastalarında iyi bir prognostik biyo-belirteç olarak PAP’ın kullanılabilirliğini 

göstermiştir [53, 54]. 

 

1.2.2. Total Prostat Spesifik Antijen (PSA) 

İnsan semeninden tayin edilen bir biyo-belirteç olarak PSA’nın ilk kez kullanımı, 

adli bilimler alanında olmuştur [55]. PSA, ilk kez 1970’lerde prostat 

ekstraktlarından saflaştırılmıştır [56]. Daha sonraki çalışmalar, PSA’nın serumdan 
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da tayin edilebileceğini ve serum PSA seviyesinin prostat kanserli kişilerde yüksek 

olduğunu göstermiştir [57]. 

İlk çalışmalar, prostat kanseri teşhisi konmuş olan erkeklerde hastalığın 

gözlenmesi için, serum PSA seviyesinin ölçülmesi ile başlamıştır [58]. PSA 

günümüzde de tedavi sonrasında, hastalığın nüks edip etmediğinin gözlenmesi 

açısından ideal bir biyo-belirteçtir. Radikal prostatektomi uygulanan erkeklerde, 

ölçülemeyen serum PSA düzeyi, hastalığın tekrarlamadığının bir göstergesidir 

[59]. Radyasyon tedavisi uygulanan erkeklerde, hastalığın biyokimyasal olarak 

tekrarı, en düşük serum PSA düzeyinin ve daha sonraki yükselmelerinin 

incelenmesiyle anlaşılır. 

PSA ile yapılan sonraki çalışmalarda, PSA, kanserin gözlenmesi ve teşhisi için 

potansiyel olarak kullanılmaya başlanmıştır. 1989’da Catalona ve ark.’ları [60], 

yüksek ölçekli, populasyon temelli bir çalışma başlatarak, dijital rektal muayene 

(DRE) ve PSA’yı kanser taraması için kullanmışlardır. Bu çalışma ile PSA’nın 

kanser tespiti için DRE ile birlikte kullanımının yararlı olduğu gösterilmiştir. Cooner 

ve ark.’ları [61], PSA’nın DRE ve transrektal ultrason ile birlikte kanser teşhisi için 

kullanılabileceğini göstermişlerdir.  

Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (US, FDA), 1994 yılında PSA’nın prostat kanseri 

için kullanımının resmi olarak onayını vermiştir ve normalin en üst sınırı olarak 4.0 

ng/mL belirlenmiştir. ABD ve diğer ülkelerde PSA temelli tanının yaygınlığı, prostat 

kanserine bağlı ölüm oranlarında düşüşe neden olmuştur [62]. Ancak ölüm 

oranındaki düşüş ile PSA taraması arasındaki ilişkinin net bir kanıtı olmadığı için, 

bu test ile alakalı anlaşmazlıklar devam etmektedir. 

PSA, sadece hastalığın teşhisi için kullanılmamaktadır. PSA seviyesi ayrıca 

hastalığın agresiflik seviyesi ile de ilişkilidir [63]. Daha düşük PSA düzeyi ile teşhis 

edilen kanserin iyileşme olasılığı daha yüksek olduğu için, hekimler 2.5-3.0 ng/mL 

PSA düzeyinde biyopsi önermektedir [64, 65]. 

PSA kullanımında zamanla birtakım sınırlamalar ortaya çıkmıştır. Erkeklerde yaş 

ile birlikte ortaya çıkan, Benign Prostatik Hiperplazi (BPH) ve prostatit gibi malign 

olmayan süreçlerde de serum PSA düzeyinin artması, PSA’nın kansere olan 

özgüllüğünü sınırlandırmaktadır [66]. Prostatik manipülasyon ve sistoskopi 

(mesane içinin gözle muayenesi) gibi tıbbi müdahaleler de PSA düzeyinde artışa 
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yol açabilir. Ayrıca çok düşük PSA seviyesine sahip erkeklerde de kanser 

görülebilir, bu yüzden kanserin yok sayılabileceği alt sınır PSA değeri 

bulunmamaktadır [67]. 

 

1.2.3. PSA Yoğunluğu 

Artan PSA yoğunluğu (PSAD) değeri, BPH’ye kıyasla yüksek kanser riskini 

gösterir. Tanıda kullanımının yanında, PSAD aynı zamanda kanserin agresifliğini 

de gösterir [68].  

 

1.2.4. PSA Hızı 

PSA hızı (PSAV), PSA’nın yıl içindeki değişimini ifade eder (ng/mL/yıl). Total PSA 

düzeyi 4.0-10 ng/mL arasında değerlere sahip erkeklerde, PSAV değerinin 0.75 

ng/mL/yıl’dan büyük olması kanser ile ilişkilidir [69]. PSA ve PSAV arasındaki 

yakın ilişkiden dolayı, ikisinin etkisini birbirinden ayırmak zordur [70]. 

Yapılan çalışmaların çoğunda, PSAV ve kanserin agresifliği arasında çok sıkı bir 

ilişki olduğu gösterilmiştir. D’Amico ve ark.’ları [71] ameliyat öncesinde 2.0 

ng/mL/yıl’dan yüksek PSAV değerine sahip kişilerde, radikal prostatektomi 

sonrasında kanserden ölüm riskinin 9 kat yüksek olduğunu göstermişlerdir. Tedavi 

öncesinde 2.0 ng/mL/yıl’dan büyük PSAV değeri, eksternal ışın tedavisi 

sonrasında kansere özgü mortalite hızında artışı [72] ve tedavi sonrasında 

hastalığın tekrar görülme oranında artışı işaret eder [73]. PSAV’ın hayatı 

potansiyel olarak tehdit eden prostat kanserinin ayırt edilmesi bakımından önemli 

olduğu vurgulanmaktadır [74]. 

 

1.2.5. PSA Katlanma Zamanı 

PSA katlanma zamanı (PSADT), serum PSA seviyesinin iki katına çıkması için 

gereken zamanı ifade eder. Pound ve ark.’ları [59], ameliyat sonrasında PSADT 

değerinin 10 aydan küçük olmasının, metastazdan bağımsız olarak, yaşama 

oranının oldukça düşük olduğunun göstergesi olduğunu rapor etmişlerdir.  
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Sengupta ve ark.’ları [75], ameliyat öncesinde PSADT değerinin 18 aydan küçük 

olmasının, radikal prostatektomiyi takiben, kansere özgü ölüm oranı açısından 

6.22 kat daha tehlikeli olduğunu göstermiştir. Ancak yapılan bir çalışmada, tedavi 

öncesinde PSADT değeri ile klinik akıbet arasında bir ilişki saptanamamıştır [76].   

 

1.2.6. Serbest PSA 

1990’larda PSA’nın birçok moleküler formu keşfedilmiştir. Dolaşımdaki PSA’nın iki 

şekilde metabolize olduğu bilinmektedir. PSA’nın bir kısmı (% 40 - % 50) 

salgılandıktan sonra, serin proteaz inhibitörleri [α1-antikimotripsin (ACT), protein C 

inhibitörü (PCI), α1-antitripsin (API)] ve α2-makroglobulin (AMG) gibi serum anti-

proteazları ile kompleks oluşturamaz [77]. Bu PSA, bağlanmamış veya serbest 

PSA (fPSA) olarak bilinir [78]. Kanserli kişilerde, serbest PSA’nın total PSA’ya 

oranı (% fPSA) daha düşüktür. Yapılan çalışmalar, % 14-28 arasındaki % fPSA 

değerinin gereksiz biyopsi oranını % 19-64 oranında düşürdüğünü ve % 71 ile % 

100 arasında hassasiyete sahip olduğunu göstermiştir [79-81]. 

fPSA ve PSA, FDA tarafından onay verilen iki testtir. Catalona ve ark.’ları [82], 

prostat biyopsisi öncesi, normal DRE’li 773 erkekte fPSA ve total PSA ölçümü 

yapmışlardır. % fPSA değerinin, % 25’ten küçük olduğu durumların, % 95 

hassasiyet oranıyla, gereksiz biyopsiyi % 20 oranında düşürdüğü bulunmuştur.  

Son zamanlarda fPSA ile yapılan çalışmalarda, başlangıçtaki çalışmalardan elde 

edilen fPSA performansına göre daha etkisiz sonuçlar elde edilmiştir [83, 84]. Bu 

durum, PSA’nın özellikleri ile ilişkili olabilir. % fPSA değeri, hastanın yaşı ve 

prostat hacmi ile orantılı olarak artar ve total PSA artışıyla azalır. Bu yüzden farklı 

populasyonlar ile yapılan çalışmalar, farklı sonuçlar verir [85]. Serum fPSA değeri 

çok stabil değildir ve örnek alımından 24 saat sonra işlem görülmesini gerektirir 

[86]. Ayrıca prostatik manipülasyon (DRE, biyopsi, üretral enstrümentasyon) total 

PSA’nın fPSA bileşiminde artışa neden olur [87]. 
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1.2.7. Pro PSA 

Serbest PSA’nın farklı moleküler formları vardır. İ-PSA, enzimatik olarak inaktif 

olan izoformudur. B-PSA (BPH-ilişkili PSA), BPH’lı hastaların dokularında daha 

yüksek bulunan bir izoformdur [88]. 

Üçüncü izoform, pro-PSA, kanser ile olan ilişkisi nedeniyle dikkatleri üzerine 

çekmiş olan izoformdur. Pro-PSA, kan dolaşımında doğal formunda ya da kesilmiş 

formda bulunabilir. Pro-PSA yüzdesinin, kanserli durum ile benign koşulları 

ayırmada etkili olabileceği bulunmuştur. Sokoll ve ark.’ları [89], 2.5-4.0 ng/mL 

arasındaki total PSA düzeyine sahip kişilerde, % pro-PSA seviyesinin gereksiz 

biyopsiyi önlediğini göstermiştir. Benzer olarak total PSA düzeyi 4.0-10 ng/mL 

arasında olan bireylerde, % pro-PSA’nın kontrol grubuna kıyasla kanserli 

hastalarda daha yüksek olduğu bulunmuştur [90].  

 

1.2.8. Erken Prostat Kanser Antijeni (EPCA) ve EPCA-2 

Prostat kanseri biyo-belirteçleri içinde, serumdan ölçülen bir protein olan EPCA, en 

çok ümit vaad edendir. Getzenberg ve ark.’ları [91], prostat kanserinde gözlenen 

nükleer matriks ve nükleer pleiomorfizm değişiklikleri arasındaki korelasyonu 

göstermiştir. Protein profilleme çalışmaları ile normal sıçan prostat nükleusunda 

bulunan, kanserli sıçan nükleusunda bulunmayan ve sadece kanserli sıçan 

nükleusuna özgü olan proteinler tanımlanmıştır. 

Böylece erken prostat kanser antijeni (EPCA) olarak adlandırılan özel bir protein 

sınıfı karakterize edilmiştir. EPCA immün-boyama çalışmaları, boyamanın sadece 

kanserli dokuda pozitif olduğunu göstermiştir [92]. 

Leman ve ark.’ları [93], prostat kanseri ile ilişkili nükleer yapısal bir protein olan 

EPCA-2 ile yaptıkları çalışmada, EPCA-2 ELİZA testi ile % 92 özgüllük ve % 94 

hassasiyet oranı ile kanser hastalarının ayırt edilebildiğini göstermişlerdir. Aynı 

çalışmada PSA özgüllüğünün % 65 olduğu belirtilmiştir. 

 

1.2.9. DD3PCA3/UPM-3 

İdrardan tespit edilebilen tek biyo-belirteç DD3’tür. DD3 cDNA tümör 

işaretleyicisinin benign prostatik dokuya kıyasla, 56 prostat kanserinin 53’ünde 
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yüksek derecede ifade edildiği gösterilmiştir. Ayrıca, 18 normal prostat kontrol 

grubunun hiçbirinde rT-PCR analizi ile DD3 ifadesi tanımlanamamıştır [48]. 

FDA tarafından hala onay alamamış olmasına rağmen, ABD’deki çeşitli referans 

laboratuvarları DD3 testini kullanmaktadır.  

 

1.2.10. İnsan Kallikrein-İlişkili Peptidaz 2   

İnsan kallikrein-ilişkili peptidaz 2 (KLK2, hK2), PSA ile aynı gen ailesinden 

salgılanan bir serin proteazdır. Çalışmalar, prostat kanseri sürecinde kanserli 

dokuda KLK2’nin arttığını, bu yüzden de bir biyo-belirteç olarak kullanılabilirliğini 

göstermiştir. Serum çalışmalarında, KLK2 ile total PSA [94] ve fPSA [95] bir arada 

kullanıldığında, kanser tanısında ilerleme kaydedilmiştir.   

 

1.2.11. Prostat Spesifik Membran Antijeni (PSMA) 

Prostat spesifik membran antijeni (PSMA), sağlıklı ve kanserli bireylerde yüksek 

derişimde bulunan bir membran glikoproteinidir. PSMA’nın kanserli dokularda, 

epiteliyal hücrelerdeki üretiminde göreceli bir artış saptanmıştır. PSMA, tedavide 

bir hedef olarak kullanılmaktadır [96].  

 

1.2.12. Diğer Doku Kallikreinleri 

KLK2’ye ek olarak, diğer kallikreinlerin de prostat kanserinde ve diğer hastalıklarda 

biyo-belirteç olarak işe yaradığı gösterilmiştir [97]. Sekiz tane kallikreinin prostat 

dokusunda yüksek derişimde bulunduğu rapor edilmiştir; KLK 2-4, KLK 10-13, KLK 

15. Bunlar arasından KLK 11, serum biyo-belirteci olarak ümit vaad edicidir. KLK 

11’in total PSA ve % fPSA ile birlikte, kanser tanısında oldukça etkili olduğu 

gösterilmiştir [98].    

 

1.2.13. α-Metilaçil-KoA Rasemaz (AMACR) 

α-Metilaçil-KoA Rasemaz (AMACR), süt ürünlerinde ve kırmızı ette bulunan, 

dallanmış-zincirli yağ asitlerinin sentezinde ve oksidatif metabolizmada görevli bir 

enzimdir. Kanserli dokuda oldukça yüksek miktarda bulunmasının yanı sıra, 
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enzim, kanser ile ilişkili polimorfizmleri içeren bölgeye yerleşmiş olan bir gen 

tarafından kodlanmaktadır. Çalışmalar, prostat kanserinde bu genin ifadesinde 

artış olduğunu göstermektedir [99].  

 

1.2.14. Ürokinaz Plazminojen Aktivatörü ve Reseptörü 

Plazminojen, bir serin proteaz olan ürokinaz plazminojen aktivatörünün 

aktivasyonu ve reseptörüne bağlanması sonucunda, aktif formu olan plazmine 

dönüştürülür. Prostat kanserinde ürokinaz plazminojen aktivatörü reseptörünün 

dokudaki artışı, osteoblastik metastaz ve kanserin ilerlemiş olduğunun 

göstergesidir [100].  

 

1.2.15. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörleri ve Bağlanma Proteinleri 

İnsülin benzeri büyüme faktörleri (IGF’ler) ve onların bağlanma proteinlerinin 

(IGFBP’ler) prostat kanseriyle ilişkili olduğu gösterilmiştir. IGF ailesi iki ligand (IGF-

1, IGF-2), iki reseptör (IGFR-1, IGFR-2) ve altı adet bağlanma proteini (IGFBP 1-6) 

içerir. Artan IGF-1 ve azalan IGFBP-3 derişimlerinin prostat kanseri riski ile orantılı 

olduğu gösterilmiştir [40].  

Prostat tarafından üretilen esas IGFBP olan IGFBP-2 derişimi, lokalize tümörlerde 

tümör boyutu ve kanser gelişimi ile ters orantılı olarak değişmesine karşın, prostat 

kanserinde kanser gelişimi ile orantılı olarak artış göstermektedir.    

 

1.2.16. TMPRSS2:ERG ve TMPRSS2:ETV1 Gen Füzyonu 

Gen düzenlenmelerinin kanserde, özellikle hematolojik durumlarda önemli olduğu 

rapor edilmiştir. Bu tarz bir düzenlenmeye örnek olarak, transkripsiyon faktörü 

genleri ERG ve ETV-1’in, membrana bağlı serin proteaz olan TMPRSS2 geni ile 

yaptığı füzyon verilebilir. Bu düzenlenmenin kanser profili gösteren hastaların % 

80’inde bulunduğu saptanmıştır [101]. Bu genlerin füzyon ürünlerinin kanserli 

hastaların % 42’sinde, prostatik intraepiteliyal neoplazi’li hastaların % 20’sinde ve 

BPH’lı hastaların çok azında bulunduğu rapor edilmiştir [102]. TMPRSS2:ERG 

füzyonunun, Floresan In-situ Hibridizasyon (FISH) analizlerinde kanserli dokuların 

% 80-95’inde bulunduğu gösterilmiştir.  
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1.2.17. Transforming Büyüme Faktörü (TGFβ1) 

TGF-β1, hücresel farklılaşma, immün cevap, anjiyogenez ve proliferasyon gibi çok 

çeşitli moleküler süreçlerde rol oynayan bir büyüme faktörüdür. Yapılan çalışmalar, 

kanser gelişiminde TGF-β1’in rol oynadığını göstermektedir. TGF-β1 derişimindeki 

artışın, tümör evresi, lenf nodülüne metastaz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [103]. 

TGF-β1’in plazma derişimini ölçmek için yapılan ELİZA çalışmaları ile prostat 

kanserli hastalarda TGF-β1 derişiminin arttığı [104] ve bu artışın ekstrakapsüler 

genişleme, seminal vezikül invazyonu, metastaz ve biyokimyasal nüks etme ile 

ilişkili olduğu rapor edilmiştir [105]. Bu yüzden, TGF-β1 kanser için iyi bir teşhis 

belirtecidir.  

 

1.2.18. E-Kadherin 

E-kadherin; hücre-hücre adezyonunda, patolojik olmayan doku bütünlüğünde ve 

karsinogenezde önemli rol oynar. Epitel hücreleri tarafından üretilen hücre 

adezyon molekülüdür ve bu hücrelerce üretilen E-kadherinin kanser gelişimi ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir. İmmünhistokimya çalışmaları, prostat kanseri 

hastalarının % 50’sinde, prostat dokusu tekdüze bir görünüm sergilese bile, E-

kadherin miktarının düştüğünü göstermiştir [106]. Yapılan çalışmalarda, E-

kadherin miktarının tümör evresi ve hayatta kalma ile de ilişkisi olduğu 

gösterilmiştir. Azalmış E-kadherin üretiminin, prostat kanserli hastalarda daha kısa 

hayatta kalma süreci ile ilişkisi olduğu saptanmıştır [107].   

 

1.2.19. Anneksin A3   

Anneksin A3 (ANXA3), anneksin ailesine ait, kalsiyum bağlayıcı bir proteindir. 

ANXA3’’ün immün cevabın aktivasyonu, membran trafiği ve lenfosit göçü ile ilişkisi 

olduğu bilinmektedir. ANXA3 immünhistokimya çalışmaları, ANXA3’ün kanser 

tespiti için umut vaad eden bir doku belirteci olduğunu, BPH, PIN ve sağlıklı 

dokuya kıyasla, kanserli dokuda daha az üretildiğini göstermektedir [108]. ANXA3, 

orta-risk grubundaki hastalar ile yüksek ve düşük risk gruplu hastalar arasında 

ayrım yapmada kullanılmaktadır.   
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1.2.20. Prostat Kök Hücre Antijeni (PSCA) 

PSCA, özgül olarak prostatta üretilen bir membran glikoproteinidir. PSCA, 

immünhistokimya çalışmalarında prostat kanserli dokuda tespit edilmiştir ve PSCA 

RNA’nın kan örneklerinde bulunduğu saptanmıştır. Artan PSCA üretimi, artan 

kanser riski, yüksek Gleason skoru, ilerlemiş kanser evresi ve metastaz ile ilişkilidir 

[109].  

 

1.2.21. Hepsin 

İlk olarak insan karaciğerinde, cDNA kütüphanelerinden tanımlanan bir membran 

serin proteazdır ve prostat dokusunda yüksek derişimde üretilir. Ekspresyon 

profilleme çalışmaları, tümörlerin % 90’ında hepsin geninin yüksek derecede ifade 

edildiğini göstermektedir [110]. 

 

1.2.22. İnterlökin-6 Ligandı ve Reseptörü 

İnterlökin-6 (IL-6), immün ve akut-faz cevaplarında görevli, değişik hücre 

tiplerinden salgılanan bir sitokindir. Artan IL-6 ve reseptörü derişiminin, metastaz 

ve androjen-bağımsız kanser ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [111]. IL-6’nın TGF-β1 

ile birlikte kullanımı, kanser tanısı için umut vaad edici sonuçlar vermektedir [112].  

 

1.3. Prostat Spesifik Antijen (PSA) 

Serum PSA düzeyi, prostat kanserinin erken teşhisi için en sık kullanılan biyo-

belirteçtir [113]. Yüksek PSA düzeyi, kanser riski ile doğrudan ilişkilidir [114]. Aynı 

zamanda kanserin evresinin de yine yüksek PSA düzeyi ile ilişkisi vardır. Prostat 

kanserinin göz ardı edileceği herhangi bir PSA değeri bulunmamaktadır [67, 115]. 

PSA düzeyi 4.0 ng/mL’nin altında olan erkeklerde kanser riski % 15’tir ve bu 

hastaların %15’inde de hastalık ilerlemiş evrededir [67]. 1.0 ng/mL’nin altında PSA 

düzeyinde kanserin ilerlememiş olduğu söylenebilir. 4.0 ng/mL üzerindeki PSA 

değerlerinde kanser riskinin çok yüksek olduğu belirtilse de, bu kişilerin ancak % 

25-30’unda biyopsi örneklerinde kanser saptanmıştır.  
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PSA’nın herhangi bir kanser için mevcut olan en iyi tümör belirteci olduğu, aynı 

zamanda birçok eksikliği de barındıran bir belirteç olduğu belirtilmektedir. PSA 

sadece prostat kanserine özgü değildir, benign prostatik hiperplazi (BPH) ve 

prostat hacminin büyümesinde de bir belirteç olarak görev yapmaktadır. PSA’nın 

belirteç olarak yetersizlikleri, iyi huylu tümörlerin gereksiz tedavisini engellemek 

için, yeni belirteçlere gereksinim duyulmasına neden olmuştur [47]. PSA’ya 

alternatif birtakım PSA modifikasyonları; PSA’nın zamanla değişim hızı (PSA hızı, 

PSAV), PSA’nın prostat hacmine oranı (PSA yoğunluğu, PSAD), yaşa bağlı PSA 

aralığı, PSA katlanma hızı (PSADT); geliştirilmiştir [116-119]. Ayrıca % serbest 

PSA (% fPSA), yüzde kompleks PSA ve PSA izoformları gibi yeni PSA analizleri 

geliştirilmiştir [120]. Fakat tüm bu PSA türevleri, PSA’ya herhangi bir üstünlük 

göstermemektedir [67, 121]. Ayrıca bu testlerin ölçümü PSA’ya göre daha zor 

olduğundan, bunların PSA’nın yerine geçmesi çok da mantıklı görünmemektedir 

[113].   

PSA’nın keşfi, çok çeşitli bilim insanlarının semende ve prostatta antijen araması 

sonucunda ortaya çıkmıştır. Bugünkü adıyla PSA olarak bilinen bu antijen, prostat 

dokusunda ve semende keşfedildiğinde farklı isimler almıştır. 

 

1.3.1. PSA’nın Keşfi 

1960’ların sonlarında-1970’lerin başlarında immünoloji alanında hızlı bir ilerleme 

olmuştur. İlerlemiş biyokimyasal tekniklerle, çeşitli dokulardan ve vücut 

sıvılarından antijenler keşfedilmiştir [122-124]. Çok çeşitli organlardan, antijenlerin 

keşfedildiği bu dönemde, 1960’ların sonlarında, prostat dokusu bilim insanlarının 

dikkatini çekmiştir. Prostattan ziyade, aslında o dönemde bilim insanları insan 

semenindeki çeşitli antijenik proteinleri karakterize etmek ve bunların kısırlık ile 

olan ilişkisini ortaya koymak üzerine yoğunlaşmışlardı [125, 126]. Aynı zamanda, 

bu süreçte semene özgül olan ve tecavüz vakalarında adli bir belirteç olarak 

kullanılabilecek bir antijen keşfi üzerine de çalışmalar yapılmaktaydı [55]. 

Birbirinden farklı zamanlarda prostat dokusunda ve semende keşfedilen bu 

antijenlerin farklı isimler alması, bu antijenlerin keşfinde anlaşmazlıklara yol 

açmıştır [127]. Yapılan çalışmalar ile bu proteinlerin yapısal olarak PSA’ya 

benzediği gösterilmiştir.  
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1.3.2. Biyokimyası ve Fonksiyonu   

Doğal PSA, 28.430 kDa molekül ağırlığına sahip, 237 amino asitten oluşan, 

karbonhidrat zinciri içeren bir glikoproteindir [128]. PSA, proteazlardan kallikrein 

ailesine ait bir proteindir ve insan kallikrein-3 (hK3) olarak da bilinir [129-131]. 

PSA, seminal sıvıya 0.5 - 2.0 g/L derişiminde salgılanır [132]. İlk salgılandığında 

pro-enzim olarak salgılanır. Seminal sıvıdan izole edilen PSA, karbonhidrat 

kısımlarındaki sialik asit varyasyonları ve amino asit zincirlerindeki kesilmelerdeki 

değişimler nedeniyle heterojendir. İzoelektrik fokuslama ve iyon değişim 

kromatografisi ile 5-6 saf izoenzim elde edilir. Bütün halindeki iki izoenzim olan A 

ve B’nin izoelektrik noktaları (pI) 6.8 ve 7.3 iken kesilmiş izoenzimlerin daha asidik 

pI değeri vardır [133]. PSA’nın seminal sıvıdaki küçük bir kısmı protein C inhibitörü 

ile kompleks yapmış durumda bulunur [134].  

PSA; IGFBP-3 proteininden lokal olarak IGF-1 salgılayarak [135], TGF-β’nin 

aktivitesini modüle ederek [136], plazminojen aktivatörünü aktive ederek prostat 

kanserinde invazyona aracılık etmektedir [137].   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
Şekil 1.2. Antikor ile kompleks oluşturmuş insan prostat spesifik 

antijeninin kristallografik yapısı  
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1.3.3. PSA Ekspresyonu 

PSA, normal ve neoplastik dokuda eksprese edilmektedir. İmmünhistokimya 

boyama çalışmaları ile prostat kanseri yönünde farklılaşma azaldıkça PSA 

ekspresyonunun azaldığı kanıtlanmıştır [138, 139]. PSA, prostata özgü olarak 

nitelendirilse de, bazı prostat dışındaki dokularda da (periüretral bezler, meme 

dokusu) az miktarda ifade edilmektedir [140]. PSA, meme kanserli kadınların 

serum örneğinde de az miktarda da olsa tayin edilmektedir [141].  

PSA’nın prostat dışındaki ekspresyonunun, serum PSA düzeyi üzerine herhangi 

bir katkı yapmadığı prostatektomi uygulanan hastalarda serumda PSA’nın 

ölçülememesinden anlaşılmaktadır [142].  

 

1.3.4. PSA’nın Prostat Kanserinde Bir Belirteç Olarak Kullanımının Biyolojik 
Temeli 

PSA, organa-özgü bir belirteçtir ve PSA’nın serum seviyesi, prostatta hem 

inflamatuvar hem de neoplastik süreçlere ışık tutmaktadır. Serum PSA düzeyinin 

benign prostatik hastalıklarda da artması her ne kadar kanser özgüllüğünü azaltsa 

da, PSA prostat kanseri için oldukça kullanışlı bir belirteçtir [57, 143]. Bunun 

nedenleri şu şekilde sıralanabilir [57]: 

 Prostat kanserinin yüksek görülme sıklığı, 

 Radikal prostatektomi sonrasında PSA üretiminin durması, 

 Prostat kanser dokusunun, PSA serum seviyesine yaptığı yüksek katkı. 

PSA normalde sadece plazmaya göre bir milyon kat yüksek derişimde bulunduğu, 

glandüler kanalın sıvısı içine salgılanır. Normal prostatta ve BPH’lı kişilerde, PSA 

kan dolaşımına ancak geriye doğru ekstrasellüler sıvıya sızarak, böylece de 

dolaşıma diffüze olarak karışabilir. Fakat prostat kanserinde epiteliyal hücrelerin 

bütünlüğü ve polarizasyonundaki bozulma, prostatik kanala doğru olan normal 

salgı yolunun kaybına yol açar. Böylece PSA, aktif olarak ekstrasellüler boşluğa 

salgılanır, oradan da kan dolaşımına girer [144]. Bu durum, kanserli dokunun 

serum PSA düzeyine olan katkısının normal prostatik dokudan 30 kat, BPH’lı 

dokudan da 10 kat fazla olmasının nedenini açıklar [57]. 
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1.3.5. Kan Dolaşımındaki PSA’nın Kompleks Oluşturması ve Metabolizması 

Dolaşım içerisinde, enzimatik olarak aktif proteazlar, plazmadaki proteaz 

inhibitörleri ile kompleks oluşturarak inaktive edilirler. Bu yüzden de PSA’nın % 5-

40’ının serbest formda bulunması, büyük kısmının da proteaz inhibitörü olan α1-

antikimotripsin (ACT) ile kompleks oluşturması şaşırtıcı değildir. PSA’nın çok az bir 

kısmı da α1-proteaz inhibitörü (API, α1-antitripsin) ve α2-makroglobulin (A2M) ile 

kompleks oluşturur [145].  

PSA’nın inhibitörleri ile reaksiyon hızı ve çeşitli formlarının metabolik klirens hızı, 

birlikte bu proteinin dolaşımdaki derişimini belirler. Proteaz-A2M kompleksleri, 2-5 

dakikalık yarılanma ömrü ile dolaşımdan uzaklaştırılır [146]. Bu yüzden PSA’nın 

A2M ile oluşturduğu kompleksin, dolaşıma ulaşan PSA’nın en önemli metabolik 

yolağı olduğu bilinmektedir [147]. Serbest PSA, 1-2 saat gibi yarılanma ömrü ile 

metabolize edilirken, PSA-ACT’nin yarı-ömrü 2-3 gündür [148, 149]. Bu yüzden 

PSA’nın ACT ile oluşturduğu kompleks, plazmadaki esas form olmasına rağmen, 

PSA metabolizmasındaki en önemsiz yolaktır [144]. 

Aktif PSA, inhibitörler ile reaksiyona girdiği için, serumdaki fPSA’nın enzimatik 

olarak inaktif olduğu söylenebilir. Bu PSA; pro-PSA’dan ya da olgun PSA’dan 

oluşur [147].   

PSA’nın malign ve benign dokulardan dolaşıma hangi yolak üzerinden ulaştığı, 

kanserli dokunun neden dolaşıma çok fazla PSA taşıdığını ve serumdaki kompleks 

PSA oranının BPH’ye kıyasla prostat kanserinde yüksek olduğunu açıklamada 

yardımcı olacaktır. Bunun için çeşitli mekanizmalar önerilmektedir: 

 Prostat kanserli dokuda, ACT’nin lokal ekspresyonunun yüksek olması, PSA-

ACT kompleksi oluşumunu kolaylaştırıyor olabilir [150]. Fakat, ACT 

ekspresyonu normal prostatik ve malign dokuda benzer olmasına rağmen, 

serumdaki kompleks PSA oranı, prostatik hastalığı olmayan erkeklerde daha 

düşüktür. 

 Ekstrasellüler boşluktan dolaşıma ulaşan PSA genellikle kesik formdadır. 

Doğrudan kan dolaşımına salgılanan formuna kıyasla, kompleks oluşturma 

yeteneği daha azdır. 

 Pro-PSA’nın prostat kanserine kıyasla BPH’lı dokuda oranı daha yüksektir. 
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 Pro-PSA’nın aktif PSA’ya aktivasyonu, BPH’ya kıyasla, prostat kanserli 

dokuda daha yüksektir. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. PSA’nın Prostat Kanseri İçin Tümör Belirteci Olarak Kullanılması 

1.4.1. Erken Kanser Teşhisinde Total PSA 

Dünya genelinde yapılan geniş ölçekli çalışmaların sonuçları, serumdaki total PSA 

düzeyinin 4.0 ng/mL’den yüksek olmasının, prostat biyopsisi için eşik değer 

olduğunu göstermektedir [151]. Fakat tüm yaş gruplarındaki erkekler için tek bir 

değerin kullanımı, erken evrede hastalık taşıyan çok sayıda klinik vakanın dışarıda 

kalmasına neden olur, çünkü ortalama % 20-50 oranında organla-sınırlı kanserli 

vakalarda serum total PSA düzeyi 4.0 ng/mL’nin altındadır. İlerlemiş kanserde 

Şekil 1.3. Kan dolaşımına katılan PSA 

formları 
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yüksek PSA düzeyi, fazla sayıda tümör hücresi varlığını açıkça işaret eder [152-

154].  

Serum PSA testinin ve dijital rektal muayene (DRE)’nin prostat kanser teşhisi için 

kullanılmasıyla birlikte, prostat kanserinin görülme sıklığında ciddi bir artış 

olmuştur. Amerikan Üroloji Birliği ve Amerikan Kanser Sosyetesi, özellikle 

hastalığın teşhisinden sonra on yıldan uzun bir hayat hedefleniyorsa, 50 yaşında 

ve daha büyük erkeklere her yıl PSA testini ve DRE’yi önermektedir [155].  

4.0 ng/mL PSA değerini kanser teşhisi için minimum eşik değer olarak 

kullanmanın getirdiği kısıtlamalar, total PSA’nın daha doğru bir test olarak 

geliştirilmesi için birtakım adımlar atılmasına neden olmuştur. Serum PSA düzeyi, 

yaş ile birlikte arttığı için ve etnisiteden de etkilendiğinden dolayı hem yaşa bağlı 

hem de etnisiteye-özgü normal değerler oluşturulmuştur [156-158]. Yaşa bağlı 

değer aralığının genç erkeklerde PSA hassasiyetini arttıracağı, yaşlı erkeklerde de 

özgüllüğü güçlendireceği, böylece genç popülasyonda tedavi edilebilecek kanser 

teşhisinde artışa, yaşlı erkeklerde de önemsiz vakaların dışarıda tutulmasına 

neden olacağı gösterilmiştir [68, 159].    

 

1.4.2. Primer Tedaviye Verilen Cevabın Anlaşılmasında PSA 

Prostat bezi haricinde serum PSA düzeyi için önemli bir kaynak bulunmadığından, 

serum PSA değeri aynı zamanda geçerli lokal tedavinin (radikal 

prostatektomi/radyasyon tedavisi) etkinliğini araştırmak için kullanılmaktadır. 

Radikal prostatektomi sonrasında, standart analiz yöntemleri ile tayin edilebilen 

serum PSA seviyesi, klinikte hastalığın tekrarladığının göstergesidir [160]. Tersine, 

radyasyon tedavisi uygulanan hastalarda her ne kadar çok düşük seviyede de 

olsa, PSA tayin edilebileceği için, bu grupta tedavinin etkinliğini ölçmek daha 

zordur. Bu yüzden American Society for Therapeutic Radiology and Oncology 

(ASTRO), radyasyon tedavisi sonrasında PSA artışı nedeniyle tereddütlü olsa da, 

genellikle en minimum seviyedeki PSA değeri hastalığın nüks ettiğinin habercisi 

olarak kullanılmaktadır [161, 162]. 
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1.4.3. Tekrar Eden Prostat Kanserinin Erken Teşhisinde PSA  

Primer radikal prostatektomi veya radyasyon tedavisi sonrasında PSA’nın 

prognostik önemi, hastaların % 92’sinde klinikte nüks etmeden önce PSA 

değerindeki artış ile anlaşılmıştır [163, 164]. Fakat ilk PSA artışının olduğu 

zamandan, klinik olarak geçerli artışa kadarki zaman değişkendir ve oldukça 

uzundur. Johns Hopkins’ten bir ürolojistin yapmış olduğu çalışmalarda, radikal 

prostatektomi sonrasında PSA’nın ilk tayin edildiği zamandan klinikte geçerli olan 

değerine ulaşması için geçen zaman 8 yıl olarak bulunmuştur [59]. Ayrıca klinik 

nüks zamanından ölüme kadar geçen süre 5 yıl olarak rapor edilmiştir. Ancak yine 

de PSA artışındaki hız, erken nüks olduğunun habercisidir.  

 

1.5. Günümüzde PSA Analiz Yöntemleri-ELİZA 

ELİZA (ELISA-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), analitlerin (ilaç alerjenleri, 

pestisitler, herbisitler, veteriner ilaç reziduları, vb.) tayini için sık kullanılan bir 

yöntemdir. ELİZA yöntemi, bilimsel araştırmalarda, veteriner ilaçlarında, çevresel 

ve tarımsal uygulamalarda, sağlık hizmetinde rutin kullanılmaktadır. ELİZA’nın 

temel prensibinde, hedef analit (antijen), immün sistem tarafından üretilen 

proteinler olan antikorlar tarafından yüksek özgüllükte tanınır. Hayvanların immün 

sistemi, antijen varlığına cevap olarak antikor ürettiği zaman, bu antikorlar 

antijenleri tanıyarak onlara bağlanır. Antijene bağlı olan antikorların işaretlenmesi, 

ELİZA testinin temelini oluşturur [165]. 

 

1.5.1. ELİZA Tarihçesi 

ELİZA yöntemi, 1960’lı yıllarda, birbirinden bağımsız bir şekilde iki araştırma grubu 

tarafından geliştirilmiştir; Stockholm Üniversitesi’nden Peter Perlmann ve Eva 

Engvall, Dutch araştırma grubundan Antan Schuurs ve Bauke van Weemen. 

Geliştirilen yöntem bilinen, ticari RIA (radio-immunoassay) prensiplerine 

dayanmaktaydı, ikisi arasındaki tek fark ELİZA’da antikorların radyo-izotop yerine 

enzim ile işaretlenmesiydi.  
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1.5.2. ELİZA’nın Tipik Basamakları  

ELİZA’nın başarısı antijene bağlanan ve antijeni tayin eden (sekonder) 

antikorların, hedef analite olan immüno-reaktivite seviyesine bağlıdır. İki farklı 

antikorun kullanıldığı yöntemde, ilk antikor hedef analiti tanımak ve bağlamak için 

kullanılırken, ikinci antikor bağlı hedefi tayin etmek için kullanılır (Şekil 1.4) [166].    

Doğrudan tayin yönteminde; İlk basamakta, mikrotitre kuyucuklara antikorlardan 

biri ile kaplanır. Yakalayıcı antikor (capture antibody) olarak bilinen bu antikor, 

kuyucuklara pasif adsorpsiyon yolu ile bağlanır. Bu aşama +4 ºC’de gece boyunca 

devam ettirilir. Ardından bir bloklama çözeltisi (süt proteini-kazein, BSA, balık 

jelatini) uygulanır. Bu proteinler, yakalayıcı antikor tarafından işgal edilmemiş 

kuyucukların plastik yüzeyi üzerindeki boş bölgelere tutunurlar, böylece 

inkübasyon aşaması sırasında kuyucuk yüzeyine farklı ajanların non-spesifik 

olarak bağlanması engellenmiş olur. Fazla bloklama ajanı uzaklaştırılır, kuyucuklar 

örnek ile mualemele edilmeden önce yıkanır. Yıkama aşamaları, tüm inkübasyon 

aşamaları arasında, özgül olmayan bağlanmadan kaynaklı arka-plan sinyalini 

minimuma indirgemek için tekrarlanır. Test örneği hedef analiti içeriyorsa, 

kuyucuğa bağlanmış olan yakalayıcı antikor tarafından tutulur. Test örneği ile 

inkübasyon aşamasından sonra, kuyucuk, enzim-bağlı tayin antikoru eklenmeden 

önce yıkanır. Tayin antikoru genellikle HRP (Horse Radish Peroxidase), alkalin 

fosfataz ya da β-D-galaktozidaz gibi bir enzim ile konjuge haldedir. Bu enzimler 

kromojenik bir substratın (3,3’,5,5’-tetrametil benzidin veya 2,6-

diklorofenolindofenol gibi) hidrolizini katalizler. Böylece belirli dalga boylarında 

spektrofotometrik kuyucuk-okuyucu kullanılarak ölçülebilen kolorimetrik bir 

değişime yol açar. Mikrotitre kabın her bir kuyucuğunun absorbansını ölçmeden 

önce bir stop çözeltisinin eklenmesi ile reaksiyon durdurulur.  
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Şekil 1.5’de gösterilen doğrudan tayin yöntemine ek olarak, ELİZA’da doğrudan 

olmayan tayin yöntemi de kullanılmaktadır. Bu durumda, Şekil 1.5’deki gibi, 

kullanılan sekonder antikor, antikorların ya da immunoglobulinlerin uygun türe 

özgü alt sınıfını tanır ve bağlanır. Bu da primer antikor ile karşılıklı olacak şekilde, 

enzime konjuge sekonder tayin antikorudur. Bu yöntem değişkenlik 

göstermektedir. Yöntemin hassasiyeti, sekonder antikor poli-klonal ise yüksek 

olabilir, çünkü bu şekilde primer antikor üzerindeki çoklu epitopların tanınması yolu 

ile sinyalin güçlendirilmesi sağlanır.  

 

1.5.3. ELİZA Tayin Yöntemleri 

1.5.3.1. Doğrudan ELİZA: Antijen ilk aşamada katı destek üzerine bağlanır. 

Enzim ile işaretli olan antikor yardımıyla tayin yapılır. İşlenmemiş örneklerin 

ölçümü bu yöntemle genellikle zordur çünkü örnek içindeki yarışmacı proteinler 

bağlanma bölgeleri için yarış halindedir. 

Şekil 1.4. ELİZA yöntemi ve tipik aşamaları 
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1.5.3.2. Dolaylı ELİZA (Doğrudan olmayan ELİZA): Bir önceki yöntemdeki gibi, 

antijen katı destek üzerine bağlanır. Ancak bu sefer primer antikor enzim ile 

işaretlenmez. Enzim ile konjuge haldeki bir sekonder antikor yardımıyla primer 

antikor tayin edilir. Serumdaki özgül antikorların tayini için sıklıkla kullanılır. 

 

1.5.3.3. Yarışmacı ELİZA: Yarışmacı proteinlerin veya antikorların eş-zamanlı 

olarak ortama eklenmesini içerir. İkinci bir antikorun veya proteinin eklendiği yerde 

örnek sinyalindeki azalma oldukça özgül bir sonuç verir. 

 

1.5.3.4. Sandviç ELİZA: Katı faz desteğine yakalayıcı antikor bağlanır. Bilinmeyen 

ya da bilinen antijeni içeren örnek bir matriks veya tampon içinde ilave edilir. 

Enzim işaretli antikor daha sonra tayin için ortama eklenir.  

 

 

 

Şekil 1.5. ELİZA tayin yöntemleri 



26 

 

1.5.4. Farklı Biyokimyasal Reaksiyonlara Göre ELİZA Varyasyonları 

Farklı substrat ve sonuçta oluşan sinyalin tayin şekline göre, ELİZA analizleri 

çeşitlidir. Aşağıda farklı biyokimyasal reaksiyon temeline dayalı analiz çeşitleri 

bulunmaktadır: 

 

1.5.4.1. Kromojenik Analiz 

Kromojenik analizler sonucunda oluşan renkli reaksiyon ürünü, görünür bölgedeki 

ışığı absorbe eder. Katı destek üzerinde oluşan antijen-antikor kompleksi, diğer 

maddelerden yıkama ile ayrılır. Antikor daha önceden enzim ile işaretlenmiştir. 

Enzimin substratı eklendikten sonra, renkli bir ürün oluşur. Reaksiyon ürününün 

optik yoğunluğu, ölçülecek analitin derişimi ile doğru orantılıdır.  

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6. Kromojenik analiz yöntemi 
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1.5.4.2. Kemifloresan Analiz 

Floresan immüno-analizler kolorimetrik ELİZA’nın varyasyonlarındandır. Enzim ile 

substrat etkileşimi sonucunda bir reaksiyon ürünü oluşur. Bu ürün belli bir dalga 

boyundaki ışık ile uyarıldığında ışıma yapar. Floresan birimleri doğrudan, 

ölçülecek analit derişimi ile doğru orantılıdır. Kolorimetrik ELİZA’ya kıyasla, 

floresan immüno-analizler az bir miktar daha hassastırlar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.4.3. Kemilüminesans Analiz 

Enzim, substratı ile bir reaksiyon ürünü oluşturur. Bu ürünün özelliği, ışığın 

fotonlarını yaymasıdır. Lüminesant reaksiyonları, relatif ışık ünitelerinde (RLU) 

ölçülür. Bu da yine örnek içindeki analit derişimi ile doğru orantılıdır. Diğer ELİZA 

varyasyonlarına ve kolorimetrik ölçüme kıyasla, ultra yüksek hassasiyete sahiptir.  

Şekil 1.7. Kemifloresan analiz yöntemi 
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1.5.5. Sinyal Çıktısı ve Analizin Performansı 

ELİZA’da florojenik substratlara karşı tayin edilebilir bir renk değişimi gösteren 

kromojenik substratlar çok kullanılmamaktadır. Geliştirilmiş kemilüminesans 

ajanlar da ayrıca ışık yaymak için kullanılırlar. Florojenik ve luminometrik 

yöntemler daha hassastır. Fentogram düzeyinde hassasiyete sahip olan bu 

substratlar, kromojenik substratlara kıyasla lineer tayin aralığını genişletirler.  

Hedef analitin miktarının belirlenmesi, kalibrantların kullanımı ile internal/eksternal 

standardizasyon yolu ile kolaylaştırılmıştır. ELİZA testi, 2’li veya 3’lü tekrarlar 

şeklinde yapılır. Birçok analit için kitler ticari olarak mevcuttur. İlgilenilen analite 

karşı antikorlar ticari olarak mevcut ise, ELİZA kiti sonradan da yapılabilmektedir. 

ELİZA’nın başarısı mevcut antikorların kalitesine bağlıdır. ELİZA popüler bir 

yöntemdir, otomasyona uyumludur. Ancak, ELİZA kitlerinin tek kullanımlık olması 

nedeniyle maliyetinin yüksek olması, analize başlamadan önce hazırlık 

aşamasının uzun olması, analiz için gereken basamak sayısının fazla olmasından 

dolayı analiz süresinin uzun olması, işaretleyici kullanımını gerektirmesi, eş-

zamanlı ölçüme izin vermemesi gibi özellikler yöntemin dezavantajları arasındadır.  

    

1.6. Biyosensör Geliştirilmesi: PSA’nın POCT (Point of Care Testing) Ölçümü 
İçin Bir Yaklaşım 

PSA’ya onkolojik belirteç olarak önem verilmesinin nedeni, alternatif belirteçlerin 

eksikliğidir. PSA testlerinin çoğu, günümüzde merkezi laboratuvarlarda, örnek 

taşınımını, uzun bekleme sürelerini, artan uygulama ve tıbbi masraf gerektiren 

Şekil 1.8. Kemilüminesans analiz yöntemi 
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büyük, otomatik analizörlerde yapılmaktadır. Hasta-yanı (near patient) ve 

laboratuvar dışında özel cihazlarla yapılan nokta bakım analizleri (Point of Care 

Testing-POCT), klinik ziyaretlerin sayısının azalmasında, hastaya ve sağlık 

sistemine düşen maliyetin azalmasında, hasta memnuniyetini arttırmada ve klinik 

verilerin iyileştirilmesinde yararlı olacaktır. Biyosensör teknolojisindeki son 

gelişmeler, PSA için POCT uygulamasını, hayalden gerçeğe dönüştürecektir [167].  

Günümüzde PSA testlerinin çoğu, merkezi laboratuvarlarda büyük, otomatik, 

yüksek işlem hacmi olan sistemlerle yapılmaktadır ve bunların önemli bir pazar 

alanı mevcuttur. Bu tarz sistemlerin avantajları; düşük tayin limiti (0.05-0.005 

ng/mL), kanıtlanmış güvenilirlik ve örnekler için yüksek işlem hacmidir. Fakat 

önemli bir dezavantaj, bunların sadece merkezi laboratuvarlarda bulunmasıdır. Bu 

durum örneğin test merkezine taşınmasını gerektirdiği için, test sonuçlarının analiz 

edilmesi ve rapor edilmesi sürecinde gecikmeler yaşanmasına neden olmaktadır. 

Böylece test yaptırmaya karar verme ile terapötik sonucun ele geçmesi arasında 

geçen süre [168] bazen haftalarca sürmektedir. En ideal durum, sonuçların birkaç 

dakika içerisinde hastaya ulaşacağı POCT cihazlarının geliştirilmesidir. Bu cihazlar 

sayesinde klinik ziyaret sayısı azalacak, maliyet düşecek, hasta memnuniyeti 

artacak, klinik sonuçlar iyileştirilecek ve hatta adli vakalarda suç mahallinde analiz 

yapılabilecektir [169].  

PSA ölçümü için geliştirilen biyosensörlerin çoğu, yüksek afiniteye sahip, intakt 

antikorların biyotanımadan sorumlu molekül olarak kullanıldığı sistemlerdir. 

 

1.6.1. Biyosensörler 

Canlılardaki çevreyi hızlı bir şekilde algılama ve adapte olma mekanizması, 

biyosensörlerin in vitro olarak geliştirilmesi ve kullanımı için model oluşturmuştur. 

Biyosensörlerin keşfi, 1950’li yılların ortalarında, Cincinnati Hastanesi’nde (Ohio, 

ABD) L.C. Clark’ın [170] kandaki O2 miktarını bir elektrot yardımıyla tayin 

etmesiyle başlar. 1962 yılında Clark ve Lyons, O2 elektrodu ile glukozoksidaz 

enzimini birleştirerek, kandaki glukoz seviyesini ölçmüşlerdir. Klasik elektrokimya 

ile sadece anyon ve katyon tayinini mümkün kılan sensörler hazırlanabilirken, 

sisteme biyolojik bir materyalin katılması ile birçok maddenin tayini mümkün 

olmuştur [171-174].  
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Biyosensörler, biyolojik bir ajanla birleştirilmiş olan fizikokimyasal dedektörlerdir. 

Biyosensörlerde ana prensip, analiz edilecek madde ile seçici bir şekilde 

etkileşime giren biyolojik olarak aktif bir bileşenin, bir iletici sistemle birleştirilmesi 

ve etkileşim ürünlerinin bir ölçüm sistemi ile ölçülmesidir [173-175].  

Biyosensörler genel olarak 3 ana bölümden oluşmaktadır; seçici tanıma 

mekanizmasına sahip “biyoreseptör”, bu biyoreseptörün tayin edilecek olan hedef 

analit ile etkileşmesi sonucu oluşan fizikokimyasal sinyalleri elektrik sinyaline 

dönüştüren “dönüştürücü” ve “dedektör” bölümüdür. 

Biyoreseptör, hedef analitin tanınmasında biyosensörün biyolojik hassasiyete 

sahip olan kısmıdır. Biyoreseptör, biyosensörün hassasiyetinden ve seçiciliğinden 

doğrudan sorumludur. Biyosensörlerde biyoreseptör olarak enzimler, doku 

kültürleri, mikroorganizmalar, organeller, antikorlar, nükleik asitler kullanılmaktadır. 

Dönüştürücüler, biyoreseptörün hedef analiti tanıdıktan sonra ortamda oluşan 

fiziksel veya kimyasal değişimi algılayıp, bu değişimi ölçülebilir dijital sinyallere 

dönüştüren cihazlardır. Dönüştürücüler temelde dört grup altında incelenebilir: 

elektrokimyasal dönüştürücüler (amperometrik, potansiyometrik, kondüktometrik), 

optik dönüştürücüler, akustik dönüştürücüler ve termal dönüştürücüler. 

 

Şekil 1.9. Biyosensörün şematik gösterimi 
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Biyosensörleri genel olarak çalışma prensiplerine göre; biyoafinite sensörleri ve 

biyokatalitik sensörler olmak üzere iki grupta incelemek mümkündür.  

Biyoafinite esaslı biyosensörler, iletici sistem üzerinde antijen-antikor etkileşimi 

gibi afinite etkileşimi temeline dayanarak ölçüm yapan sensörlerdir. 

Biyokatalitik biyosensörler, enzim immobilizasyonu ile enzimin substratı, 

aktivatörü, inhibitörü veya koenzimi olan çeşitli kimyasal maddelerin tayini için 

kullanılan sensörlerdir.  

Biyosensörleri, kullanılan dönüştürücünün çalışma prensibine göre doğrudan 

dedeksiyon biyosensörleri, dolaylı dedeksiyon biyosensörleri, entegre 

biyosensörler ve lab-on-çipler olarak sınıflandırmak mümkündür [174-176]. 

Biyosensörlerde esas amaç, analiz edilecek hedef analit miktarı ile orantılı olarak 

sürekli sinyal üretilmesidir.    

 

1.6.1.1. Nitelikli Biyosensörlerde Aranan Özellikler 

Biyosensörler aşağıdaki sekiz parametreye göre nitelendirilirler [171, 173, 175]: 

a) Duyarlılık: Geliştirilen biyosensörün tayini gerçekleşecek olan analitin 

miktarının değişimine bire bir cevap vermesi demektir. 

b) Seçicilik: Geliştirilen biyosensörün, sadece analiz edilecek hedef analite 

olan özgüllüğünü ifade eder. Başka reaktiflere sinyal vermez, böylece hatalı 

sonuç vermez. 

c) Ölçüm aralığı: Geliştirilen biyosensörün ölçebildiği analit derişiminin 

aralığıdır. 

d) Ölçüm süresi: Sensörün ölçme hızını gösterir. 

e) Tutarlılık: Sensörün sonuçlarındaki tutarlılığı gösterir. 

f) Tespit sınırı (Tayin limiti): Sensör ile tayin edilebilecek en düşük analit 

derişimidir. 

g) Ömrü: Sensörün performasında gözle görülür bir azalma olmadan, verdiği 

hizmet süresidir. 

h) Kararlılık: Belirli bir süre içinde sensörün duyarlılığındaki veya baz 

çizgisindeki değişimleri dikkate alan kalite ölçüm değeridir [177, 178].  
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1.6.1.2. Biyosensör Tasarımında Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar 

Biyosensör tasarımlarında öncelikle biyosensörün tayin edeceği hedef analit 

belirlenmelidir. Bu aşamadan sonra, aşağıdaki maddelere göre biyosensörler 

tasarlanabilir: 

(i)      Hedef analite uygun biyoreseptörün seçimi, 

(ii)      Biyoreseptörü dönüştürücüye sabitlemek için kullanılacak olan uygun 

immobilizasyon yönteminin seçimi, 

(iii) Biyoreseptörün analiti tanımasıyla oluşan kimyasal veya fiziksel sinyali 

uygun bir sinyal formuna dönüştürecek olan dönüştürücünün seçimi ve 

tasarımı, 

(iv) Ölçüm aralığının, duyarlılığın ve ölçüm sırasında oluşan parazitlerin 

dikkate alınması, 

(v)      Cihazın kompakt bir hale dönüştürülmesidir.    

 

1.6.1.3. Biyosensörlerde Dönüştürücü Çeşitleri ve Özellikleri 

Geleneksel Dönüştürücüler: Geleneksel dönüştürücüler 3 çeşittir. Bunlar; H2O2 

veya O2 ölçümlerine dayanan amperometre, pH veya iyon ölçümleri yapan 

potansiyometre ve fiber optik kablo kullanan fotometrelerden ibarettir. Biyotanıma 

reaksiyonları sonucunda oluşan kimyasal ürünler elektrokimyasal metotlarla 

kolayca belirlenebilir. H2O2 veya reaktif O2 bir çift elektrot ile kolayca ölçülür. 

Referans elektrodun karşısında olan elektroda (Ag/AgCl) uygun bir voltaj 

uygulandığı zaman, H2O2 veya O2 elektrotta yükseltgenir, ardından bir akım 

oluşur. Oluşan bu akım amperometre ile ölçülür. Potansiyometre membranın iki 

tarafındaki H+ farkına göre çalışır. Fotometre, oluşan ışığı sinyal olarak algılar 

[177].  

Piezoelektrik Dönüştürücüler: Piezoelektrik malzemeleri ve yüzey akustik dalga 

cihazları, kütle değişimine karşı hassas bir ortam sunar. Biyoreseptörde tanıma 

reaksiyonu sonrasında kütle değişimi oluyorsa, bu tip dönüştürücüler kullanım için 

çok uygundur. Örneğin kuartz kristal mikrobalans (QCM) piezolektrik silikon 

kristalleri yüzey üzerinde pikogram düzeyindeki kütle değişimlerini bile 

algılayabilmektedir. 
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İletkensel Dönüştürücüler: Solüsyon iletkenliğindeki değişimler ile bir 

reaksiyonun hızı belirlenebilir. Oluşan iyonların yaptığı hareket sonucunda, 

solüsyon iletkenliğindeki değişimi baz alan bu teknik, birçok enzim ilişkili reaksiyon 

hızının ölçülmesinde kullanılmaktadır.  

Elektrik Kapasitans Dönüştürücüleri: Kapasitans ölçüm yöntemi ile iki farklı 

elektrotlu levha üzerine antikorlar immobilize edildiğinde, bir antijen-antikor 

reaksiyonu oluştuğunda, iki levha arasındaki ortamın dielektrik sabitesinde oluşan 

değişim ölçülür.    

Termometrik Dönüştürücüler: Biyotanıma reaksiyonları sırasında ortam 

ısısındaki değişimin ölçülmesi ile analit tayini yapılır. 

FET (Field Effect Transistors: Alan Etkili Transistörler) Tipi Dönüştürücüler: 
İyon konsantrasyonundaki değişimi algılayan dönüştürücülerdir.  

Optik Dönüştürücüler: Sinyal, ışık yansıması, saçılımı ya da yayılımı sonucunda 

oluşur. Optik esaslı sensörler temelde absorbsiyon, floresans ya da 

biyolüminesans gibi temel ilkeler çerçevesinde çalışır.   
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1.6.1.4. Biyosensörlerin Uygulama Alanları 

Tıp: Metabolitlerin ölçülmesi, kanser belirteç tayini, klinik teşhis, insülin eksikliği 

belirtilerinin ölçülmesi, bakteriyel ve viral teşhis kitlerinin hazırlanması, ilaç üretimi, 

hastane koşullarının gözlenmesi, yapay pankreasın çalışma koşullarının 

kontrolünde kullanılmaktadır [170, 179, 180]. 

Endüstri: Endüstriyel süreçlerin kontrolü; biyoreaktör kontrolü, giren hammadde 

ve çıkan ürünlerin ölçülmesi, gıdalarda kalite kontrolü, endüstriyel atık su denetimi, 

tarım ve veterinerlikte tanı ve kalite kontrolünde kullanılmaktadır.    

Çevresel Denetim: Çevre Koruma Ajansı (EPA) tarafından hava ve su düzenli 

olarak tahlil edilmektedir [173]. 

Şekil 1.10. Biyosensörlerde kullanılan dönüştürücüler 
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Savunma Sanayisi: Herhangi biyolojik terör ve saldırı sonrasında erken tespit ve 

analiz için kullanılmaktadır.     

1.6.2. PSA İçin Biyosensör Uygulamaları  

1.6.2.1. İşaretleyici Temelli Sinyal Transdüksiyonu 

Floresans İşaretleyiciler: Kuantum dot’lar ve luminofor içeren nanopartiküller gibi 

floresans nanopartiküller yüksek foto-stabilite ve dar emisyon piklerinden dolayı, 

biyosensör çalışmalarında özellikle tercih edilmektedir. Öropiyum (III) ve terbiyum 

(III)-içeren floresans polistiren ve zirkonyum nanopartikülleri PSA tayini için (< 1 

pg/mL) kullanılmıştır [181-184]. 

Yüzey arttırımlı Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman 
Spectroscopy-SERS): Floresans işaretlemeye alternatif olarak biyosensörlerde 

kullanılan bir yöntemdir. Raman boyaları, altın nanopartikül problara tutturulmuş 

olan antikorları işaretlemek için kullanılır. Raman raportör molekülü (RRM)’nden 

saçılan ışık, molekülün vibrasyonel kuantum durumu hakkında bilgi verir. SERS, 

sandviç immuno-analiz formatında PSA tayini için kullanılmıştır (1 pg/mL) [185]. 

DNA işaretleyicileri: DNA işaretleyicileri uzun yıllardır biyosensörlerde sinyal 

güçlendirilmesi için kullanılmaktadır. Özellikle çoklu analit tayin sistemlerinde 

yüksek potansiyelleri vardır [167].  

 

1.6.2.2. Elektrokimyasal Sinyal Transdüksiyonu  

Elektrokimyasal cihazlar, ucuz, kolay ve hatasız bir platform sundukları için hedef 

analit ölçümünde, biyosensör alanında oldukça dikkat çekmektedir [186]. 

Elektrokimyasal sensörler, özgül bir biyotanıma reaksiyonu ile oluşan 

potansiyelde, akımda, kapasitansta, iletkenlikte ve dirençte oluşan değişiklik yolu 

ile analit miktarını tayin eder. 

Kapasitans temelli PSA tayini için geliştirilen elektrokimyasal sensörde, 

elektrokimyasal çevirici pH’ya hassas bir polimer tabakası ile kaplanmıştır [187]. 

Böylece ortamdaki PSA’nın immobilize anti-PSA antikoruna bağlanması ve anti-

PSA antikoru-üreaz konjugatının, üreaz hidrolizini kataliz etmesi amonyak 

oluşumuna neden olur. Böylece reaksiyon çözeltisinin pH’sının artması yolu ile 10 

ng/mL hassasiyette PSA tayini yapılmıştır. Dayanıklı ve ucuz olan bu sistemin 
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diğer bir avantajı, 11 µL örneğin sisteme yüklenmesinden ibaret olan tek bir 

manuel işlem gerektirmesidir.  

Amperometrik biyosensörler, genellikle bir enzim işaretleyici ile üretilen 

elektrokimyasal olarak aktif bir tür ile işaretli akımın ölçülmesi prensibine göre 

çalışır. Enzim işaretleyicilerinin (etiketlerinin) amperometrik tayini, direnç ve 

kapasitans ölçümlerinden daha yüksek hassasiyete sahiptir ve bu sensörlerin 

üretilmesi ucuz ve kolaydır. PSA’nın amperometrik biyosensör ile tayini 1995’lere 

uzanmaktadır [188]. Bu dönemde, PSA’nın 0.25 ng/mL hassasiyette tayin edildiği, 

3 elektrot sisteminden oluşan amperometrik sensör geliştirilmiştir [189]. 

 

1.6.2.3. Elektriksel ve Elektromekanik Sinyal Transdüksiyonu 

Nano temelli analiz yöntemleri hem dayanıklı ve ucuzdur hem de örnek hazırlama 

ve işaretleme basamaklarını elimine edeceği için önemlidir. 

Mikro-destekli (Micro-cantilever) biyosensörler, sensör yüzeyi üzerindeki hedef 

analitin varlığını tayin etmek için bir işaretleyiciye ihtiyaç duymadan, modifiye 

edilmemiş örneklerle, eş-zamanlı ölçüme imkan verirler. Mikroterazi yöntemi ile, 

Kim ve ark.’ları [190, 191] anti-PSA antikoru immobilize edilmiş mikro-terazi 

(mikro-cantilever) yüzeyine PSA bağlandığı zaman oluşan rezonans frekansındaki 

değişimi elektriksel olarak ölçerek PSA’yı 10 pg/mL hassasiyetinde tayin 

etmişlerdir. Fakat mikroterazi yöntemi, ortamın viskozitesindeki değişimlerden 

dolayı, rezonans frekansında istenmeyen değişimlere ve sıvı ortamda cantilever’ın 

nemlenmesine neden olabilir. Ancak yine de mikroterazi teknolojisi, portatif 

biyosensör sistemlerine oldukça uygunluk gösterir; çünkü kolay, hassas, özgül, 

ucuz, işaretleme gerektirmeyen bir yöntemdir. Ayrıca bu sensörler, çoklu analitlerin 

eş-zamanlı ölçümü için de oldukça hassas bir yöntemdir [192].  

  

1.6.2.4. İşaretleyici Kullanımını Gerektirmeyen Sinyal Transdüksiyonu 

İşaretleyici kullanımını gerektirmeyen (label-free) transdüksiyon yöntemlerini 

kullanan biyosensörler, sensör yüzeyi üzerindeki hedef analitin varlığını tespit 

etmek için raportör molekül kullanımını gerektirmezler. Böylece, eş-zamanlı 

ölçüme olanak sağlarlar.  
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1.7. Yüzey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensörleri 

1.7.1. Yüzey Plazmon Rezonans Nedir? 

1902 yılında Wood [193, 194] tarafından ilk kez gözlemlenmesinden sonra, yüzey 

plazmon rezonansın fiziksel olgusu hassas dedektörlerde, pratik uygulamalarda 

yerini bulmuştur. Wood, polarize ışığı ayna üzerinden yansıttığı zaman, yansıyan 

ışıkta koyulu-açıklı anormal bant motifleri gözlemlemiştir. Bu olgunun fiziksel 

olarak yorumlanması, Lord Rayleigh [195] tarafından başlatılmış, daha sonra Fano 

[196] tarafından belirginleştirilmiştir. Ancak tamamen açığa kavuşturulması, 1968 

yılında Otto [197] ve yine aynı yıl Kretschmann ve Raether [198] tarafından yüzey 

plazmonlarının uyarılması yayınlanana kadar mümkün olmamıştır. SPR temelli 

sensörlerin biyomoleküler etkileşimlerin incelenmesi için uygulanması ilk kez 1983 

yılında Liedberg ve ark.’ları [199] tarafından başlatılmıştır. Yüzey plazmonlarının 

uyarılması aşağıda basit bir örnek üzerinden açıklanmaktadır: 

Şekil 1.12’deki deneysel şemaya göre; polarize ışık, yüzeyinde ince bir metal film 

ile kaplı bir sensör çipi üzerinden, bir prizma aracılığı ile yansıtıldığı zaman, ışık, 

ayna görevi gören metal film tarafından yansıtılır. Geliş açısı (angle of incidence) 

değiştirildiğinde ve yansıyan ışığın şiddeti gözlemlendiğinde, yansıyan ışığın bir 

Şekil 1.11. Optik dönüştürücü temelli biyosensörlerin çalışma prensibi 
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minimum üzerinden yansıdığı görülür. Bu geliş açısında, ışık yüzey plazmonlarını 

uyarır, bu da yansıyan ışığın şiddetinde bir düşüş oluşturur. P-polarize ışığın 

fotonları, serbest elektronların dalga benzeri salınımını indükleyerek ve böylece 

yansıyan ışığın şiddetini düşürerek, metal tabakanın serbest elektronları ile 

etkileşime girebilir [200].    

Yansıyan ışığın şiddetinin maksimum olarak kaydedildiği açı, rezonans açısı veya 

SPR açısı olarak adlandırılır. SPR açısı sistemin optik özelliklerine bağlıdır; 

metalin her iki tarafındaki ortamın kırılma indisleri gibi. Prizma bölgesindeki kırılma 

indisi değişmezken, metal yüzeyin temas ettiği ortamdaki kırılma indisi yüzeye 

kütle birikimi (örn; protein adsorpsiyonu) oldukça değişecektir. Böylece yüzey 

plazmon rezonans koşulları değişir ve SPR açısı yüzey üzerindeki kinetik (örn; 

protein adsorpsiyonu) hakkında bilgi verecek şekilde uygun pozisyon alır. 

 

 

 

1.7.2. Dip Noktasından Eş-Zamanlı Ölçüme 

Yüzey plazmon rezonans, metal yüzeyin yakın çevresindeki kırılma indisindeki 

değişiklikleri gözlemlemek için mükemmel bir yöntemdir. Kırılma indisi değiştiği 

zaman, minimum şiddetin ölçüldüğü açı değeri Şekil 1.13’de gösterildiği gibi 

kayacaktır; (A) açı değerine karşılık yansıyan ışığın şiddetinin orijinal eğrisi, (B) 

kırılma indisinde değişim sonrasında gözlenen eğri. Yüzey plazmon rezonans 

Şekil 1.12. Yüzey plazmon rezonans oluşumunun şematik gösterimi  
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sadece bu iki durum arasındaki farkı ölçmek için kullanılmaz, eğer minimum 

değerinin gözlemlendiği rezonans açısının zamana karşı kayma değeri takip 

edilirse, zamana karşı olan değişimi gözlemlemek için de kullanılır. Şekil 1.13 

zamana karşı SPR açı değerindeki kaymayı göstermektedir. Bu grafiğe 

sensorgram denilmektedir. Eğer bu değişim biyomoleküler bir etkileşime bağlı 

olarak oluşursa, etkileşimin kinetiği eş zamanlı olarak çalışılabilir. 

SPR sensörleri, metal yüzeydeki sadece sınırlı bir mesafeyi ya da sabit bir hacmi 

incelemeye uygundur. Tipik olarak elektromanyetik alanın nüfuz etme derinliği 

(evanescent field) birkaç yüz nanometreyi aşmamaktadır. Sensör yüzeyindeki 

metal tabaka üzerindeki kalınlık arttıkça, sinyal eksponansiyel olarak azalmaktadır.  

SPR sensörleri intrinsik seçicilikten yoksundurlar. Tüm kırılma indisi değişiklikleri 

sinyaldeki değişim olarak yansımaktadır. Bu değişiklikler, ortamın kırılma 

indisindeki değişimden dolayı olabilir, tampon bileşimindeki veya tampon 

derişimindeki değişimden dolayı olabilir ya da sensör yüzeyi üzerine madde 

adsorpsiyonu kırılma indisinde değişim yaratabilir. Adsorplanan madde miktarı, 

Şekil 1.13’de görüldüğü gibi orijinal baz çizgisi (baseline) tamponunun 

enjeksiyonundan sonra belirlenebilir. SPR ile seçici bir tayin yapabilmek için, 

sensör yüzeyinin, hedef bileşeni seçici olarak tanıyabilecek fakat örnek içindeki 

veya tampon ortamındaki mevcut diğer bileşenlerin hiçbirine afinitesi olmayan 

ligandlar ile modifiye edilmesi gerekir.  

 
Şekil 1.13. Zamana karşı SPR açısının değişimini gösteren sensorgram 
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1.7.3. Bir SPR Analizinin Basamakları   

En basit şekliyle bir SPR ölçümünde, hedef bileşen veya analit, tanıyan eleman 

veya ligand tarafından tanınır (Şekil 1.14). Ligand, ölçüm öncesinde sensör yüzeyi 

üzerine çeşitli yöntemlerle immobilize edilir. İmmobilize edilmiş ligandlar ile birlikte 

bulunan modifiye edilmiş çeşitli sensör yüzeyleri ticari olarak mevcuttur, birçoğu da 

sipariş üzerine hazırlanmaktadır. 

Ligand tarafından analitin tanınması, ölçülebilir bir sinyalin meydana gelmesini 

sağlar, buna doğrudan ölçüm denir. Şekil 1.15, doğrudan ölçüm yöntemine göre 

her bir basamakta sensör sinyalindeki değişimi göstererek bir ölçüm döngüsünü 

özetlemektedir. Her ölçüm, uygun tampon çözeltisiyle sensör yüzeyinin 

dengelenmesi ile başlar (1). Bu basamak, tanıma olayı gerçekleşmeden önce 

güvenilir bir baz çizgisi (baseline) elde edebilmek için çok önemlidir. Bu noktada, 

sensör yüzeyi hedef analiti bağlamaya hazır aktif ligandları içermektedir. Hedef 

analiti içeren çözelti sisteme enjekte edildiği zaman (2), hedef analit sensör yüzeyi 

üzerine bağlanır. Ayrıca bu sırada, örnek içindeki diğer bileşenler de ligand 

Şekil 1.14. SPR ile doğrudan tayin yönteminin şematik gösterimi 
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tarafından bir seçim olmadan, non-spesifik olarak yüzeye tutunabilir. Bu bağlanma 

non-spesifik olduğu için, bağın kırılması da kolaydır. Bu aşamada, analit 

molekülünün adsorpsiyon kinetiği eş-zamanlı olarak belirlenebilir. Diğer aşamada, 

sensör yüzeyi üzerindeki özgül olmayan moleküllerin yıkanarak uzaklaştırılması 

için sisteme tampon çözelti enjekte edilir (3). Şekil 1.15’de görüldüğü gibi, yüzey 

üzerine biriken madde miktarı SPR cevabından (∆R) anlaşılır. Ayrıca bu aşamada, 

analitin ayrılması (dissosiasyonu) da başlar, bu yüzden ayrılma kinetiği de 

çalışılabilir. Son aşamada, sisteme rejenerasyon çözeltisi enjekte edilir ve analit ile 

ligand arasındaki özgül bağlanma kırılır (4). Eğer sensör yüzeyi düzgün bir şekilde 

modifiye edilmişse, hedef analitler yüzeyden uzaklaşırken, ligand yüzey üzerinde 

kalır. Ligandın aktivitesini engellemeden, bir rejenerasyon çözeltisi ile aynı sensör 

çipi kullanılarak çoklu testler yapmak, yüzlerce hatta binlerce kez analiz yapmak 

mümkündür. Son olarak bir sonraki analiz döngüsü için yüzeyi dengelemek için 

sisteme yeniden tampon enjekte edilir. Eğer rejenerasyon tam anlamıyla 

yapılmamışsa, yüzeyde hala biriken kütle, baz çizgisi (baseline) seviyesinin bir 

öncekine göre artmasına neden olur. 

SPR ölçümleri bazen bağlanma sürecinin kinetiğini belirlemek için kullanılabilir. 

Ayrıca kinetik ölçümler, termodinamik (sürecin bağlanma enerjisi) hakkında da 

bilgi verir.   

 

 

 

Şekil 1.15. SPR’de bir analiz döngüsünün basamaklarını gösteren 

sensorgram 
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1.7.4. Kalibrasyon Grafiği 

Kinetik ve termodinamik çalışmalar haricinde, SPR ölçümleri ayrıca bir örnek 

içindeki analit derişimini belirlemek için, kantitatif analizler için de kullanılır. Bu 

durumda ilk önce, farklı derişimdeki analit çözeltilerinin her biri farklı analiz 

döngülerinde çalışılır. Farklı derişimlerden elde edilen sensorgramlar üst üste 

çakıştırıldığında, Şekil 1.16’daki gibi bağlanma (assosiasyon) basamağının plato 

değeri artan analit derişimi ile artacak şekilde bir görüntü sergiler [201].  

 

Kalibrasyon grafiği, belli bir zaman aralığından sonra derişime karşılık SPR 

cevabına (∆R) göre oluşturulur. Bilinmeyen analit derişimi içeren örnekler analiz 

edilirken, genellikle çoklu seyreltmeler (örn; 10, 100, 1000 kez) yapılır ya da daha 

kesin sonuçlar için sulandırma faktörü 2 olacak şekilde seri sulandırma yapılır. 

Eğer örnek içindeki analit derişimi çok yüksekse, sulandırılmamış örnek, 

kalibrasyon eğrisinin en üst plato aralığının çok üstünde sonuç verir. Fakat 

sulandırılmış çözeltiler, kalibrasyon eğrisinin aralığında herhangi bir yerde sonuç 

verecektir ve böylece analitin derişimi belirlenebilecektir.  

Şekil 1.16. Farklı derişimdeki analit çözeltilerinden elde edilen sensorgramların üst 

üste çakıştırılmış görüntüsü  
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Yukarıda da belirtildiği gibi, SPR ölçümü sensör yüzeyindeki kırılma indisi tayini 

demektir. Bu da pratikte sensör yüzeyinde biriken madde miktarına çevrilir. 

Doğrudan ölçüm ancak analitin ligand tarafından tanınması, kırılma indisinde 

ölçülebilir bir değişim oluşturabiliyor ise mümkündür. Bu durum analitin molekül 

ağırlığı yüksek ise (M.A: 1000 Da veya daha yüksek) kolaydır. Fakat küçük 

moleküllerin ölçülebilir bir kırılma indisi değişimi oluşturabilmesi için, analitin 

derişiminin yüksek olması gerekir, bu da analizin hassasiyetini düşürecektir. 

Genellikle analit küçük bir molekül ise (M.A<1000 Da), doğrudan ölçüm genellikle 

pek mümkün değildir. 

Küçük moleküllerin tayini için genellikle farklı bir strateji izlenir. Küçük moleküller 

genellikle sandviç, yarışmacı veya inhibisyon analiz yöntemleri ile tayin edilir. Tüm 

analiz yöntemlerinde, sadece tayin edilebilecek en düşük analit derişimi sınırlı 

değildir, ayrıca sensör yüzeyi üzerine immobilize edilecek ligandın fiziksel sayısı 

da sınırlıdır.  

 

 

Şekil 1.17. SPR biyosensör çalışmalarında kullanılan ölçüm yöntemleri (a) 

doğrudan ölçüm yöntemi, (b) yarışmacı ölçüm yöntemi, (c) inhibisyon ölçüm 

yöntemi, (d) sandviç ölçüm yöntemi 
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1.7.5. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi 

SPR biyosensör teknolojisi kullanarak doğrudan tayinin en büyük yararı, 

(biyo)moleküler etkileşimlerin kinetiğinin belirlenmesidir. Reaksiyon hızı ve 

etkileşimlerin denge sabitleri belirlenebilir. Örneğin, A+B      AB etkileşimi SPR 

teknolojisi ile eş zamanlı olarak takip edilebilir (A: analit, B: sensör yüzeyi üzerine 

immobilize edilmiş ligand). 

Çizelge 1.1’de A+B    AB eşitliği için bağlanma (assosiasyon) ve ayrılma 

(dissosiasyon) sabitleri gösterilmektedir. Assosiasyon sabiti, kompleks (AB) 

oluşumunun reaksiyon hızıdır, yani A ve B’nin birim konsantrasyonunda, belli bir 

zaman için oluşan kompleks (AB) sayısıdır. AB kompleksi oluşur oluşmaz 

dissosiasyon başlayabilir. Dissosiasyon hız sabiti de her birim zaman için 

dissosiye olan AB kompleksi sayısını ifade eder.  

 

Assosiasyon ve dissosiasyon hızları için birim ölçütleri farklıdır ve kompleksin 

stokiyometrisi ile değişiklik gösterebilir. Assosiasyon ve dissosiasyon sabitlerinin 

tipik aralığı geniş varyasyon gösterir ve birçok faktör yanında sıcaklığa bağlıdır.    

A ve B’nin assosiasyonu başladığı zaman, henüz sensör yüzeyinde bir ürün 

yoktur. Bu noktada, assosiasyon reaksiyon hızı en yüksek iken, dissosiasyon 

reaksiyon hızı en düşüktür. Süreç ilerledikçe, gitgide daha fazla AB kompleksi 

Çizelge 1.1. En sık kullanılan kinetik parametreler: assosiasyon ve 

dissosiasyon sabitleri 
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oluşur, böylece dissosiasyon hızı artar. Azalan A ve B derişimine bağlı olarak, 

assosiasyon hızının azalması beklenir. Assosiasyon ve dissosiasyon hızları 

eşitlendiği zaman, dengeye ulaşılır (Çizelge 1.2). Çizelgeden de görüldüğü gibi, 

denge assosiasyon ve dissosiasyon sabitleri, bir etkileşimin afinitesini gösterir ve 

birbiriyle ters ilişki içindedir. 

Biyomoleküler etkileşimlerin hız sabitleri (Çizelge 1.1) ve denge sabitleri (Çizelge 

1.2) assosiasyonun kuvveti ve dissosiasyonun eğilimi hakkında bilgi verir.  

 

1.7.6. Yüzey Plazmon Rezonans Sistemi 

SPR kullanarak biyomoleküler etkileşimleri incelemek, fiziksel olgunun detaylı 

olarak anlaşılmasını gerektirmemektedir. SPR temelli cihazların sensör yüzeyi 

yakınındaki (yüzeye yaklaşık 200 nm kalınlıkta) kırılma indisini ölçmek için optik bir 

yöntem kullanan cihazlar olduğunu bilmek yeterlidir. SPR cihazları bir sisteme 

entegre olmuş 3 temel birimden oluşur: optik birim, sıvı yükleme birimi ve sensör 

yüzeyi (sensör çipi). 

 

 

 

Çizelge 1.2. Denge assosiasyon ve dissosiasyon sabitleri 
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Sensör çipinin özellikleri, ölçülen etkileşimin kalitesi üzerinde çok büyük öneme 

sahiptir. Sensör çipi, optik birim (kuru bölüm) ve akış hücresi (sıvı bölüm) arasında 

fiziksel bir bariyer oluşturur.  

SPR cihazları SPR açısındaki kaymayı ölçmek için, farklı yöntemlerle 

yapılandırılır. Genellikle yüzey plazmonlarını uyarmak için 3 farklı optik sistem 

kullanılır: prizma sistemi, grating sistemi ve optik frekans (dalga) sistemi. En sık 

kullanılan sistem “Kretschmann konfigürasyonu” olarak da bilinen prizma 

sistemidir [202]. Bu sistem, Şekil 1.18’de görüldüğü gibi p-polarize ışık ile 

birleştirilmiş bir prizmadan oluşur. Işık dedektör üzerine yansıtılır, ışığın şiddeti 

dedektör tarafından ölçülür, bu da kamera yardımıyla gözlemlenir. Grating 

sisteminde [203], ışık en düşük kırılma indisli substratta yansıtılır. Yani, 

Şekil 1.18. SPR sisteminde 3 ana birimin 

şematik gösterimi: (1) optik birim, (2) sıvı 

yükleme birimi, (3) sensör çipi 
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ellipsometrik cihazlarda olduğu gibi fotonlar yüzey plazmon dalgaları oluşturmadan 

önce, ışık, sıvı boyunca hareket eder [204]. Bazı cihazlar optik dalgaları kullanırlar 

veya biyomoleküler etkileşim sürecinin sonucu olarak SPR dalga boyu kaymasını 

ölçerler [205].  

Tüm konfigürasyonlar aynı temel olguya sahiptir; sensör yüzeyindeki kırılma 

indisindeki değişimi doğrudan, işaretleyici kullanmadan, eş zamanlı ölçmek. SPR 

sensörleri, düşük derişimdeki kimyasal ve biyolojik molekülleri tayin edebilme 

yeteneğindedir. Biyomoleküller sensör yüzeyinde biriktiğinde ve arka plandaki 

elektrolit ile yer değiştirerek kırılma indisini değiştirdiğinde, biyomoleküler 

bağlanma olayının algısı oluşur.  

 

1.7.7. SPR Biyosensörlerin Tarihçesi 

Biyosensör terimi 1975 yıllarında, yüzeydeki biyomoleküllerin doğrudan tayini için 

dönüştürücü prensibini kullanan cihazlar olarak tanımlanmıştır. Günümüzde 

biyosensör için en geçerli örnek, seçici, enzimatik bir işlem sonrasında elektronik 

sinyal olarak glukoz derişimini gösteren glukoz sensörüdür. Bazı tartışmalarda, 

insan vücudundaki parametreleri (pH, sıcaklık, vb.) rapor etme yeteneğindeki tüm 

küçük cihazlar biyosensör olarak belirtilmiştir. Günümüzdeki tanıma göre, 

biyosensörlerde, sensörün tanımadan sorumlu elemanı (biyoreseptör/ligand) veya 

analitin biyolojik kökenli olması gerekmektedir. 

Biyosensörler; bir biyolojik eleman (doku, mikroorganizma, organel, hücre 

reseptörü, enzim, antikor) ve bir fizikokimyasal dönüştürücüden oluşan cihazlardır. 

Hedef analit ve biyolojik materyal arasındaki özgül etkileşim, dönüştürücü 

tarafından algılanan fizikokimyasal bir değişikliğe neden olur. Dönüştürücü birim 

bu değişikliği, özgül analit ya da analit grubunun miktarı/derişimi ile orantılı olarak 

analog elektronik sinyale dönüştürür.  

 

1.7.7.1. SPR Biyosensörlerinin Erken Tarihi 

SPR temelli sensörlerin, biyomoleküler etkileşimlerin gözlenmesi için kullanımı, ilk 

kez 1983 yılında Lundstrom [199] önderliğinde, biyomoleküllerin işaretlenmesine 

gereksinim olmadan, eş zamanlı tayini için fiziksel yöntem olarak kullanılmıştır. 
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Moleküllerin intrinsik özellikleri [206] (kütle, kırılma indisi ve/veya yük dağılımı, vb.) 

ellipsometre, refraktometre, yüzey plazmon rezonans, fototermik tayin yöntemleri 

ve diğer yöntemlerle araştırılmıştır. İsveç Ulusal Savunma Araştırma 

Laboratuvarı’nda (National Defense Research Lab. of Sweden) elipsometri 

kullanılarak protein-protein etkileşimleri eş zamanlı olarak, herhangi bir işaretleyici 

kullanılmadan gözlemlenmiştir. Buradaki temel prensipte, ışık yansıtıcı yüzeydeki 

kırılma indisi değişimi, dönüştürücü mekanizmasının temelini oluşturmaktaydı. 

Optik dönüştürücü yüzeyi üzerinde, biyomoleküllerin bağlanmasına bağlı olarak 

kırılma indisindeki değişimi tayin etmede başarılı olmasına karşın, elipsometrenin 

bir dezavantajı; ışığın, örneği içeren çözelti içinden geçmesidir. Bu yüzden ışığı 

absorbe eden veya partikül içeren örnekler bu yöntemle kolaylıkla ölçülemezler.  

Aynı dönemde diğer araştırma grupları arasında Twente Üniversitesi (Univ. of 

Twente, Hollanda) FET cihazlarında ve optik temelli yüzeylerde immünokimyasal 

reaksiyonları ölçmek için yeni dönüştürücüler üzerinde çalışmaktaydılar [207]. 

Elipsometre, SPR ve interferometrik prensipleri içeren optik dönüştürücüler [2] ile 

yaptıkları çalışmalar biyomoleküler etkileşimlerin doğrudan incelenmesinde 

oldukça iyi sonuçlar vermiştir. SPR kullanarak immünokimyasal reaksiyonların 

başarılı bir şekilde ölçülmesi 1980’lerin ortalarına denk gelmektedir [208]. 

Pharmacia Biosensor A.B (Uppsala, İsveç), moleküler etkileşimlerin doğrudan 

analizi için platform teknolojisi olarak SPR’yi seçmişlerdir. Kretschmann 

konfigürasyonu, sıvı yükleme sisteminin tasarımı için çok büyük avantaj 

sağlamıştır. Gümüşün fiziksel açıdan daha iyi SPR etkisi oluşturmasına rağmen, 

altın SPR için en iyi inert metal olarak seçilmiştir.  

Daha sonraki yıllarda yüzey kimyası üzerine yapılan çalışmalar, altının, uzun 

zincirli tiyollerin oluşturduğu kendiliğinden yönelimli tabaka (self assembling 

monolayer) ile modifiye edilmesine olanak tanımıştır. Bu modifiye edilmiş yüzeye, 

biyomoleküllerin etkili bir şekilde kovalent olarak immobilizasyonuna bir substrat 

olarak olanak sağlayan ve çoğu biyomoleküler etkileşimler için uygun bir ortam 

hazırlayan karboksile-dekstran immobilize edilmiştir. 100 nm kalınlığındaki 

dekstran hidrojel, 200 nm’lik nüfuz etme derinliği ile mükemmel uyum göstermiştir. 

Böylece yüksek kalitede sensör çiplerinin üretimi, SPR cihazlarının başarılı bir 

şekilde piyasaya sürülmesine muazzam katkı yapmıştır. 
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Araştırma ve geliştirmedeki çabalar ve optik, mikroakışkan ve yüzey kimyası gibi 

alanlardaki ilerlemeler biyomoleküler etkileşimlerin analizinin enstrümental 

konseptinin başarılı bir şekilde gelişmesi ile sonuçlanmıştır. 

 

1.7.7.2. 1990 Yılından Sonra SPR Biyosensörlerinin Tarihçesi 

1990 yılında Pharmacia Biosensor A.B (Uppsala, İsveç), ilk ticari SPR ürünü olan 

Biacore’u piyasaya sürmüştür [209]. Geliştirilen bu cihaz, en ileri düzeyde, hassas, 

güvenilir, hatasız ve yeniden üretilebilir, doğrudan ölçüm yapan biyosensör idi ve 

bu sayede SPR eş zamanlı biyomoleküler etkileşimlerin ölçülmesinde 

dönüştürücülerin “altın standart”ı oldu. Daha sonra diğer üreticiler, Biacore 

tarafından geliştirilen altın standartlara sahip bu cihazı geliştirmek için birbirleriyle 

yarış içine girmişlerdir [210]. 

1994 yılında, geliştirilmiş tayin kapasitesi ve farklı bir akış sistemi ile Biacore 2000 

cihazı piyasaya sürülmüştür. Bu cihaz ile immobilize edilmiş protein ligandlar ile 

etkileşime giren küçük molekül ağırlığındaki analitlerin doğrudan etkileşimini 

incelemek de ayrıca mümkün olmuştur [211].  

1995 yılında IBIS Teknoloji (Ibis Technologies, Hollanda) tarafından geliştirilen 

SPR sistemi, Biacore tarafından üretilen sensör çipleri ile uyumlu idi. 1997 yılında, 

IBIS II SPR sistemi geliştirilmiştir [212]. 1999 yılında, IBIS Technologies ile sensör 

çipi kaplama şirketi olan Ssens BV (Hollanda)’nin birleşmesi ile SPR görüntüleme 

cihazı üretimini IBIS Technologies eline almıştır. 2007 yılında IBIS-iSPR cihazının 

geliştirilmesi ile çoklu biyomoleküler etkileşimlerin (>500) microarray formatında 

görüntülenmesi için istenilen güvenilirlik ve doğruluk elde edilmiştir. 

1996 yılında Biacore X, 1998 yılında Biacore 3000 geliştirilmiştir [213]. Biacore Q, 

2000 yılında gıda analiz pazarında yerini bulmuştur. Biacore S51, tayin kapasitesi, 

akış hücresi tasarımı ve örnek kapasitesi açısından oldukça gelişmiş bir cihaz idi. 

2004 yılında, 4 kanallı ve herbir kanalın 5 adet spot tayin kapasitesinin olduğu 

Biacore A100 geliştirildi. Cihaz çok üstün özelliklere sahipti, fakat teknoloji yüzeyin 

görüntülenmesine uygun değildi. 2005 yılında, Applied Biosystems (8500 Affinity 

Analyzer) ile birlikte geliştirilen, sensör yüzeyini görüntüleme kapasitesine sahip 

olan HTS-Biosystems, 2006 yılında piyasaya sürülmüştür [203].  
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İlk SPR sisteminin geliştirilmesinden itibaren geçen sürede, tayin kapasitesi en az 

20 kat arttırılmış, artan hassasiyet ve veri analizindeki ilerlemelere bağlı olarak 

afinite ve kinetik veri aralığı en az 100 kat uzatılmıştır. İlk geliştirilen sensör 

yüzeyleri 1990 yılında 4 kanallı iken, sonraları IBIS SPR görüntüleme cihazlarında 

500’e kadar çıkmıştır. Biyosensör teknolojisindeki başarının en iyi 

göstergelerinden biri, ticari biyosensörlerden toplanan verilerle her yıl 1000’den 

fazla yayının basılmasıdır. 

Yeni SPR cihazlarının geliştirilmesi ve bir seri yeni sensör yüzeylerinin ve yüzey 

kimyalarının çalışılmasıyla, moleküler etkileşim çalışmalarında SPR biyosensör 

etkisi büyümeyi sürdürecektir. SPR görüntüleme cihazları ve ilerlemiş veri analizi 

metodlarını da içeren ilerlemiş deneysel tasarım ile biyomoleküler etkileşim 

olgusunun kinetik parametrelerinin belirlenmesi için yüksek kalitede veri elde 

edilebilir. Bu veriler ise, yaşayan türlerdeki önemli süreçleri açığa çıkarmak için 

yapılan fonksiyon-düzenleyici protein etkileşim çalışmaları için önemli olan 

moleküler bağlanma mekanizmalarının aydınlatılmasında önemli olacaktır [200].     

 

1.8. Moleküler Baskılanmış Polimerler ve Biyomimetik Sensörlerde Kullanımı 

Bir biyosensörün ana merkezinde tanımadan sorumlu, dönüştürücü ile yakın 

temasta olan biyoreseptör bulunmaktadır. Tanıma elemanı, genellikle kompleks 

ortamda bulunan analiti özgül olarak tanımadan ve bağlanmadan sorumludur. 

Dönüştürücü, analitin bağlanması ile oluşan kimyasal sinyali kolaylıkla kantifiye 

edilebilecek bir çıkış sinyaline dönüştürür. Biyosensörlerde tanıma elemanı olarak 

antikor, enzim, reseptör, bütün bir hücre gibi biyolojik yapılar kullanılır [214]. 

Rekombinant antikor [215] ve faj görüntüleme antikor kütüphanelerindeki [216] 

gelişmeler sayesinde, kendisi için doğal bir reseptörün mevcut olmadığı antikorlar 

için bile uygun bir tanıma elemanı bulunabilir. Doğal antikorları, daha küçük ve 

kararlı olan karşılıklarıyla değiştirmek için sürekli atılımlar yapılmaktadır. Genellikle 

biyomoleküller her ne kadar çevresel uygulamalarda ve kesintisiz süreçlerde 

biyosensörler için oldukça ilgi çekici olsalar da, kimyasal ve fiziksel stabilite 

sıkıntıları bunların ekstrem koşullarda kullanımını engellemektedir.  

Alternatif bir yaklaşım, hedef moleküle yüksek afinite ve özgüllükte bağlanma 

özelliğine sahip biyomimetik reseptör sistemlerinin geliştirilmesidir. İnorganik 
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iyonlar, yapay reseptörler gibi küçük hedef moleküller için rasyonel tasarım ve 

kimyasal sentez yolu [217] ile biyomimetik reseptör tasarımı yapılabilse de, biraz 

daha büyük ve kompleks bir molekül için bunların tasarımı zordur. Kombinatoriyal 

kimya ile proteinler için biyomimetik ligand tasarımı veya hedef analit ile 

kalıplanma yolu ile özel hazırlanmış reseptör tasarımı gibi diğer yöntemler tercih 

edilebilir. Diğer bir teknik ise, sentetik polimerlerde moleküler baskılama tekniğidir. 

Baskılama süreci sırasında oluşturulan bağlanma bölgeleri, antikor-antijen 

sistemlerindeki gibi afinite ve özgüllüğe sahiptir, bu yüzden moleküler baskılanmış 

malzemeler, “antikor mimikleri” olarak da bilinir [218]. Bu yapılar, sensör 

teknolojisinde doğal antikorlara kıyasla ciddi avantajlara sahiptir. Bunlar: 

 Yüksek oranda çapraz bağlı polimerik yapıları gereği, oldukça kararlı ve 

dayanıklıdırlar. Bu durum bu malzemelerin ekstrem koşullarda (yüksek 

sıcaklık ve basınç, organik çözücülerde, asit-baz varlığında) kullanımını 

kolaylaştırır. 

 Bu malzemelerin üretimi ucuzdur. 

 Uzun vadede, oda sıcaklığında, kuru bir fazda muhafaza edilebilirler. 
 

1.8.1. Moleküler Baskılama Teknolojisi 

1.8.1.1. Temel Prensipler 

Sentetik polimerlerin moleküler baskılanması, bir moleküler kalıp olarak görev 

yapan hedef analitin (kalıp molekülün) varlığında, fonksiyonel ve çapraz bağlayıcı 

monomerlerin ko-polimerizasyonu sürecidir. Başlangıçta, fonksiyonel monomerler 

kalıp molekül ile bir kompleks oluşturur. Polimerizasyonu takiben kalıp molekülün 

sahip olduğu fonksiyonel gruplar, yüksek oranda çapraz bağlı polimerik yapı içinde 

tutulur. Kalıp molekülün yapıdan uzaklaştırılması, analite boyut, şekil bakımından 

komplementer bağlanma bölgelerinin açığa çıkmasına neden olur. Bu şekilde, 

polimerde bir moleküler hafıza oluşturulur, daha sonraki uygulamalarda analit bu 

hafıza tarafından yüksek özgüllükle yeniden tanınır [214]. 
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Şekil 1.19’da görüldüğü gibi, moleküler baskılama için iki yöntem mevcuttur: 

 Kalıp molekül ve fonksiyonel monomer arasında ön-polimerizasyon 

kompleksi kovalent olmayan etkileşimler (self-assembly) yolu ile oluşur. 

 Monomerler kalıp moleküle kovalent olarak bağlanabilir, böylece kalıp 

molekülün polimerize olabilen bir türevi sentezlenmiş olur. 

Kovalent bağların yüksek kararlılığı nedeniyle, kovalent baskılama bağlanma 

bölgelerinin daha homojen olmasına neden olur. Ayrıca baskılanan moleküle 

karşılık gelen bağlanma bölgesi sayısı, verim açısından kovalent olmayan 

baskılamaya göre daha fazladır [219]. Bu yaklaşım ilk olarak Wulff ve ark.’ları 

[220] tarafından geliştirilmiştir. Diğer yandan Mosbach ve ark.’ları [221] tarafından 

geliştirilen kovalent olmayan baskılama, fonksiyonel monomer, kalıp molekül ve 

baskılanan malzemelerin kullanım alanı bakımından seçimde daha esnektir. 

Ayrıca doğal süreçlere de daha yakındır, çünkü doğadaki biyomoleküler 

etkileşimlerin çoğu non-kovalenttir. Ayrıca kovalent ve kovalent olmayan 

baskılamanın avantajlarını birleştiren hibrit protokoller de mevcuttur. Bu yöntemde, 

Şekil 1.19. Moleküler baskılama yöntemi 
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kalıp molekülün yapıya yeniden bağlanması sırasında, kalıp molekül, polimer ile 

kovalent olmayan etkileşimler yolu ile etkileşime girer [222]. 

 

 

1.8.1.2. Baskılanan Polimerlerin Fiziksel Formları 

Moleküler baskılanmış polimerler (MIP’ler), istenen son uygulamaya uygun olacak 

şekilde çeşitli fiziksel formlarda sentezlenebilir. Bu polimerlerin büyük kısmı, 

sentezde diğer organik polimerler ve silika da kullanılıyor olmasına rağmen, vinil 

veya akrilik grup taşıyan çapraz bağlayıcı ve fonksiyonel monomerlerden, radikal 

polimerizasyon yöntemi ile sentezlenen organik polimer temellidir. Vinil ve akrilik 

polimerlerin popülaritesinin bir nedeni, mevcut fonksiyonel monomerlerin geniş 

seçim aralığıdır. Bunlar pozitif veya negatif yüklü olabilirler, H+ bağı veya metal 

koordinasyonu oluşturabilirler, ya da hidrofobik olabilirler. Genellikle 

polimerizasyon karışımı inert bir çözücü içerir, bu durum sadece tüm 

polimerizasyon içeriğinin çözünmesi açısından değil, ayrıca kalıp molekülün kolay 

elüsyonu ve analitin baskılanmış bölgelere kolay ulaşımı için oldukça önemli olan 

yüksek gözenekli yapının oluşması açısından da gereklidir. Kalıp molekülün 

Şekil 1.20. Moleküler baskılama için iki yöntem; kovalent ve kovalent olmayan 

baskılama 
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polimerizasyon öncesinde katı bir destek üzerine immobilizasyonu söz konusu ise, 

çözücü kullanımına gerek kalmamaktadır [223]. 

MIP’ler çözücü polimerizasyonu ile hazırlandıktan sonra, monolitik bloğun mekanik 

olarak öğütülmesi, mikrometre çapında küçük partiküllerin oluşmasını sağlar. 

Alternatif olarak, partiküller istenen çapta, kontrollü olarak küre şeklinde de 

hazırlanabilir [224-226]. İkili faz sisteminde, su yerine sürekli faz olarak sıvı 

perflorokarbonların kullanımı tercih edilmektedir. Çünkü su, kalıp molekül ve 

monomer arasındaki non-kovalent komplekse zarar verici etkide bulunabilir [225]. 

Bu yolla sentezlenen kürelere demir oksit partiküllerinin ilavesi ile manyetik özellik 

kazandırılabilir [227]. Manyetik öğütme işlemine gerek duyulmadan baskılanmış 

malzemelerin hazırlanması için biraz daha kolay bir yöntem, dispersiyon 

polimerizasyonudur. Eğer sistem yeteri kadar sulandırılmış ise, bu yöntemle küre 

formunda, eş-boyutlu mikroküre agregatları hazırlanabilir [228]. Bazı uygulamalar 

için, polimerizasyon işlemi doğrudan bir kromatografi kolonu [229, 230] veya 

kapiller [231] içinde de gerçekleştirilebilir. Ayrıca, sensör uygulamaları için de 

uygun bir format olarak, baskılanmış membranlar hazırlanabilir. Bunlar, analit 

varlığında lineer polimerlerin çözeltiden çöktürülmesi yolu ile veya inert katı bir 

membranın porlarından baskılanmış polimer kalıbının dökülmesi ile ince, çapraz 

bağlı, baskılanmış polimerik filmler olarak hazırlanabilir.  

 

1.8.1.3. Kalıp Moleküller ve Uygulamaları 

Moleküler baskılama yönteminin en ilgi çekici özelliklerinden biri, çok çeşitli 

analitlere uygulanabilmesidir. Küçük organik moleküllerin (farmasötikler, pestisitler, 

amino asitler, nükleotid bazları, steroidler, şekerler) baskılanması kolaydır ve rutin 

olarak uygulanmaktadır. Biraz daha büyük organik bileşikler (peptidler) benzer 

yaklaşımlarla baskılanabilir fakat proteinler [232, 233], hücreler [234] için 

protokoller mevcut olmasına rağmen bu tarz büyük yapıların baskılanması zordur.  

Belirli bir hedef analit için optimize bir polimer elde etmek için, MIP sentezine 

kombinatoriyal yaklaşımlar getirilmiştir. Böylece baskılama reçetesindeki 

içeriklerin, özellikle de fonksiyonel monomerin molar oranı ve çeşidi, otomatik 

yöntemler ile çeşitlendirilebilir [235, 236].    
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MIP’ler çoğunlukla kiral ayrımlarda [237-239], HPLC’de sabit faz olarak 

kullanılırlar. Ayrıca ince tabaka kromatografisi [240], kapiller elektrokromatografi 

[231], katı faz ekstraksiyonu [241], immünoassay tarzında bağlanma analizlerinde 

[218] ve sensörlerde MIP’lerin kullanımı mevcuttur. Kombinasyonel kütüphanelerin 

görüntülenmesinde de moleküler baskılanmış yapay reseptörlerin kullanım alanı 

mevcuttur [242].    

 

1.8.2. Sensör Uygulamalarında Moleküler Baskılama Yöntemi 

Analit molekülüne bağlı olarak, iki farklı baskılama prosedürü sensör yüzeyi 

hazırlamak için kullanılmaktadır: yığın baskılama ve yüzey baskılama. Ayrıca MIP 

nanopartikülleri de artan ilgi oranı ile bu kapsamda kullanılmaktadır [243].  

 

 

Şekil 1.21. Biyosensörlerde reseptör olarak kullanılan biyomoleküller ve 

dönüştürücülerin çeşitleri 
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1.8.2.1. Yığın Baskılama (Bulk Imprinting) 

Yığın baskılama genellikle, uçucu organikler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, 

farmasötik olarak aktif bileşikler, çevresel kirleticiler, vb. gibi birkaç yüz atomik 

kütle birimine kadar olan moleküller için kullanılmaktadır.  

Bu yöntemde, ilgili kalıp molekül polimerizasyon sırasında doğrudan monomer 

karışımına eklenir. Bu yüzden etkileşim bölgeleri sadece ilgili sensör malzemesinin 

yüzeyi üzerinde bulunmaz, ayrıca bütün matriks yığınının içinde dağılır, bu yüzden 

de “yığın baskılama” adını alır. Sonuçta oluşan yüzey, çoğu sadece polimerik 

matriks içerisindeki difüzyon yolakları aracılığı ile erişilebilir olmasına rağmen, 

oldukça fazla sayıda etkileşim bölgesi içerir. Her ne kadar sensör yüzeyi 

üzerindeki tabaka yüksekliğine bağlı olarak sensör cevabının uzun olmasına 

neden olsalar da, küçük analit molekülleri ile çalışılırken gerekli hassasiyeti garanti 

eden bir yöntemdir. Yığın baskılama yöntemi şematik olarak Şekil 1.22’de 

gösterilmektedir [243]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 1.22. Yığın baskılama yöntemi 



57 

 

1.8.2.2.Yüzey Baskılama (Surface Imprinting) 

Proteinler, hücreler veya mikroorganizmalar gibi büyük kalıp yapılar ile çalışırken, 

yığın baskılamanın birtakım dezavantajları vardır. Bunlar: 

 Sonuçta oluşacak olan sensör yüzeyi çok kalın olacaktır. 

 Kalıp molekülü yapıdan tamamen uzaklaştırmak çok zor olacaktır. 

 Mümkün olduğu düşünülse bile, sensör yüzeyinin altında kalan, uzaktaki 

kavitelere olan difüzyon, sterik olarak kısmen engellenecektir.  

Bu kısıtlamaların üstesinden gelebilmek için Şekil 1.23’de görüldüğü gibi yüzey 

baskılama yöntemi geliştirilmiştir. Bu yaklaşımda, ilgilenilen kalıp molekül bir yüzey 

üzerine immobilize edilir. Bu yüzey, daha sonra ilgili sensör yüzeyi üzerine 

kaplanan önceden polimerize edilmiş oligomerik karışım üzerine kapatılır. Bu 

işlem, kalıp molekülün sensör yüzeyi üzerine kaplanması ve kalıbın yıkanması 

aşamaları ile sonlandırılır. Böylece tıpkı yığın baskılamada olduğu gibi, ilgili kalıba 

şekil, boyut ve yüzey kimyası bakımından seçicilik gösteren “yapay antikorlar” 

oluşturulmuş olur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 1.23. Yüzey baskılama yöntemi 
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Son zamanlarda birçok araştırmacı antikorları doğrudan bir yüzeye immobilize 

etmek ya da yüzeyi antikorlar ile kaplamak üzerine yoğunlaşmışlardır. Oluşturulan 

bu yüzey (protein kalıbı) daha sonraki uygulamalarda özgül antikor tarafından 

tanınır [244, 245]. Mikrotemas baskılama (µCP) olarak bilinen bu yöntemin 

temelinde, büyük molekülleri ve yapıları (protein, vb.) tanıyan baskılanmış 

yüzeylerin tasarlanması yatmaktadır  [246]. Mikrotemas baskılama yöntemi kısaca, 

polisakkarit benzeri protein tanıma boşlukları hazırlamak için kullanılan yüzey 

kaplama tekniğidir [247].  

Mikrotemas baskılama yöntemi 3 aşamadan oluşmaktadır [248]: 

 Öncelikle protein kalıbının oluşturulacağı cam yüzey temizlenir, bu yüzeye 

kalıp protein adsorbe edilir ve monomer karışımı ile ön muameleye tabi 

tutulur. 

 Protein kalıbı, monomer kaplı substrat (sensör yüzeyi) ile temas ettirilir ve 

UV-polimerizasyonu altında proteinin substrat üzerinde baskısı çıkarılır.   

 Protein kalıbı yüzeyden uzaklaştırılır. 

Bu yöntem, özellikle biyomoleküller ile çalışırken, geleneksel baskılama yöntemine 

göre birtakım avantajlara sahiptir; baskılanan biyomolekülün aktivite kaybının 

minimuma indirgenmesi, baskılama için oldukça düşük miktarda kalıp molekülün 

yeterli olması, proteinin baskılama sırasında monomer çözeltisi içinde bulunması 

gerekmediğinden proteinin konformasyonel bütünlüğünü koruması, vb [248-250]. 

Mikrotemas baskılama yöntemi Şekil 1.24’de şematik olarak gösterilmektedir. 
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1.8.2.3.  Baskılanmış Nanopartiküller  

Kimyasal ve biyokimyasal tayinde en büyük çabalardan biri, bir sensörün eş 

analitine olan optimum hassasiyetini ve seçiciliğini yakalamaktır. Hassasiyet farklı 

yollarla arttırılabilir, örneğin kütle duyarlı çevirici kullanılıyor ise cihazın frekansını 

arttırma yolu ile yapılabilir [251]. Fakat malzeme açısından bakıldığında, ilgili 

tanıma yüzeyi üzerindeki etkileşim bölgelerinin sayısını arttırmak ya da bu 

bölgelere ulaşılabilirliği arttırmak diğer bir yaklaşımdır. Bu iki durumdan ikincisi 

pratikte daha kullanışlıdır [252], çünkü etkileşim bölgelerinin sayısını arttırmak 

fazla miktarda kalıp molekül kullanımını gerektirir, bu da polimerizasyonu 

engelleyebilir. Tanıma bölgelerine ulaşılabilirlik ince filmlerden ziyade 

nanopartiküllerin kullanımı ile arttırılabilir. MIP nanopartikülleri, ince filmlere 

kıyasla, analit-reseptör etkileşimi için artan yüzey alanı sağlarlar. Şekil 1.25a 

baskılanmış nanopartikül ile kaplı cam yüzeyin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) 

Şekil 1.24. Mikrotemas baskılama yöntemi 
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görüntüsü iken, Şekil 1.25b ince film ile kaplı ve MIP nanopartikül ile kaplı kuartz 

kristal mikroterazi (QCM)’nin kütle duyarlı sensör cevabını göstermektedir. 

Buradan da, nanopartikül-MIP kaplı yüzeyin daha kısa difüzyon yolağı ve ince 

filme kıyasla uygun etkileşim bölgelerinin artan sayısı nedeniyle daha fazla sensör 

cevabı verdiği görülmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.25. a) MIP nanopartikül ile kaplı cam yüzeyin AFM görüntüsü, b) MIP 

nanopartikül ve ince film ile kaplı QCM’in sensör cevabı 

 

1.8.3. Gerçek Hayatta MIP Temelli Biyosensör Uygulamaları 

Gerçek hayatta ve eş zamanlı tayinde bir analitik kimyacı için esas zorluk, 

kompleks ortamlardaki düşük derişimde bulunan analitler ile çalışmaktır. MIP’ler 

bu kapsamda ilgi odağı olmuştur. Fakat bu malzemelerin laboratuvar ortamından 

gerçek hayata aktarıldığı çalışmaların sayısı kısıtlıdır. Bu tür çalışmalara örnek 

olarak, bitki özütlerinden virüs tayini [253], yağ matrikslerinde oksidatif 

degradasyon olgusunun gözlenmesi [254-256], bakteri [234], maya hücresi [257] 

ve uçucu organik bileşik tayini [251, 258-263] verilebilir. MIP’lerin çevresel 

uygulamalarda da yeri vardır; özellikle pestisit [264-266], endokrin bozucu bileşen, 

suda ve havada ağır metal ve toksik metal tayininde. Bu malzemeler ayrıca atık su 

uygulamalarında da kullanılmaktadır. MIP temelli sensör uygulamaları, sadece bir 

matriks içinde tek bir analit tayini ile sınırlı değildir. Ayrıca kompleks karışımlar 

içinden de tayin için kullanılabilir (motor yağı degradasyonu tayini gibi) [254-256]. 

Bu durumda sadece uygulama ilginç olmakla kalmaz, aynı zamanda tayin şekli de 
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oldukça sıra dışıdır. Kompleks bir matriksteki tüm değişiklikler, aslında detayda 

bunların ne olduğu bilinmeden, tek bir sensör cevabına dönüştürülür. Böylece 

matriksteki kimyasal değişikliklere dayalı bir sinyal oluşturulmuş olur. Ayrıca MIP 

temelli sensörlerle çeşitli bileşenlerin aynı anda tayini de mümkündür. Bu tarz 

çoklu bileşen tayini için array formatında sensörler mevcuttur.  

 

1.8.3.1. Çevresel Uygulamalarda MIP Sensörleri      

Genellikle çevresel olarak önemli kirleticilerin tayini, düşük analit 

konsantrasyonuna bağlı olarak yüksek hassasiyet ve seçicilik elde etmede zorluk 

yaşanmasına neden olur. Bu yüzden bu tarz uygulamalar ile ilgili olarak basılmış 

olan çalışmaların sayısı kısıtlıdır. Bu çalışmalar farklı kaynaklardan alkol, ester, 

keton, aldehit, organik asit ve terpen tayinini içermektedir. Bunların çevre 

atmosferden kantitatif olarak tayini, çevresel, epidemiyolojik ve toksik çalışmalar 

için çok önemlidir [267]. MIP’lerin bu kapsamdaki avantajları şu şekildedir; 

geliştirilen sisteme seçicilik kazandırırlar, böylece kayda değer tayin limitine 

ulaşılmasını sağlarlar ve oldukça ekstrem koşullara, haftalarca dayanıklı, yeniden 

kullanılabilir bir matriks oluşturulmasını sağlarlar.  

MIP’ler tarafından oluşturulan seçicilik sayesinde birbirine çok benzer bileşikler 

arasında bile 3-10 kata varan seçicilikte ayrım yapılabilmiştir [259]. Terpenlerin 

atmosfere yayılması, troposferdeki -OH ve ozon ile reaksiyona girerek, global 

radyasyon dengesini etkiler. Geliştirilen MIP temelli sensör sistemi ile havadan 20 

ppm tayin limiti altında terpen tayini yapılmıştır. Sensör sistemi ile GC-MS’den elde 

edilen sonuçlar karşılaştırıldığında, iki yöntem arasında mükemmel korelasyon 

gözlenmiştir. 

Terpenler için geliştirilen diğer bir kütle duyarlı MIP sisteminde, sıvı fazdan D-

mentol ve L-mentol ayrımı başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiş ve sudan 200 ppb 

tayin limiti ile L-mentol tayini yapılmıştır [268].  

 

1.8.3.2. Pestisit Tayininde MIP Sensörleri    

Pestisit tayinine yönelik sensör malzemelerinin geliştirilmesi 1999 yıllarına dek 

uzanmaktadır. Sergeyeva ve ark.’ları [269] hazırladıkları MIP membranlar ile sulu 
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çözeltiden atrazin tayini için kondaktometrik sensör geliştirmişlerdir. Hazırlanan 

sistem özellikle atrazine karşı yüksek seçicilik göstermiştir. Özellikle 5 nM gibi 

oldukça düşük tayin limiti ile geliştirilen sensör, gerçek yaşam uygulamaları 

açısından oldukça elverişlidir. Benzer olarak Pardieu ve ark.’ları [270] atrazin tayini 

için elektrokimyasal sensör geliştirmişlerdir ve hazırlanan MIP temelli sensör 

oldukça düşük tayin limiti (10-7 mol/L) ile triazin ailesine geniş bir aralıkta seçicilik 

göstermiştir (10-7 mol/L - 1.5x10-2 mol/L).  

 

1.8.3.3. Biyolojik Görüntülemede MIP Sensörleri  

Moleküler baskılamanın başlangıcından beri sonuçta oluşan reseptör malzemeler 

genellikle “yapay antikor”lar olarak adlandırılır [218, 271, 272]. MIP’lerin biyolojik 

antikorların yerine kullanılabilmesi için yoğun ilgi olmasının nedenlerinden biri, 

antikorların oldukça maliyetli olması sebebiyle biyolojik malzemelerin düşük 

maliyetli ve seri üretilebilen polimerler ile yer değiştirmesinin mantıklı olmasıdır. Bu 

yaklaşım “MIA” olarak adlandırılan moleküler baskılanmış sorbent assay’lerin 

gelişimine neden olmuştur [271]. İlk MIA çalışması bir sedatif olan diazepam, 

ikincisi ise bir bronkodilatör olarak kullanılan theophylline tayinine yönelik olmuştur 

[218]. İki sistemde de hidrojen bağı yapabilme yeteneklerinden dolayı ve 

(met)akrilat monomerlerinin kolay polimerizasyon özellikleri nedeniyle akrilat 

temelli polimerler kullanılmıştır. Bu özellikler akrilik polimerlerini moleküler 

baskılama yönteminde en çok kullanılan matriks yapmıştır.  

Özellikle küçük moleküller ile çalışırken MIP’ler doğal karşılıkları ile 

kıyaslandığında aşağıdaki gibi avantajlar sunarlar: 

 Küçük bir moleküle karşı MIP üretmek, antikor üretmekten daha kolaydır, 

 Antikorlar sadece sulu çevrede fonksiyoneldir, fakat MIP’ler hem sulu hem 

de susuz koşullarda aktiftir. 

 Antikorlar hassastır, sadece belirli bir sıcaklık ve pH aralığında kararlıdır, 

fakat MIP’ler dayanıklıdır. 

Baskılama tekniğinin önemli bir avantajı, bu yöntemin sadece moleküler analitler 

ile sınırlı olmaması, ayrıca daha büyük yapılar için de kullanılabilmesidir. Fakat bu 

durumda yığın baskılama mümkün değildir. Çünkü bu yöntemle, birkaç 10 
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mikrometre kalınlığında tabaka elde edilir ve analitin etkileşim bölgelerine 

difüzyonu neredeyse imkansız olmaktadır.  

İlk asıl sensör çalışmaları, poli-üretan [259] ve sol-jel malzemeye [273] maya 

hücrelerinin yüzey baskılama yöntemi ile baskılanmasıyla başarılmıştır. MIP ve 

maya hücresi arasında bir tanıma olayı gerçekleşmiş, MIP’ler bakteri gibi sadece 

farklı mikroorganizmalara karşı değil, farkı maya türleri arasında da ciddi seçicilik 

göstermiştir. Bu da biyo-baskılama sırasında sadece ilgili türün morfolojisinin 

önemli rol oynamadığını, ayrıca yüzey kimyasının da önemli olduğunu 

kanıtlamaktadır. Bu gözlem daha sonraları ortak geometrik özellik taşıyan fakat 

yüzey kimyası bakımından farklı biyolojik türler için tasarlanan sensör sistemleri ile 

desteklenmiştir. Buna bir örnek olarak eritrositlerin yüzey baskılama yöntemi ile 

baskılandığı çalışma verilebilir. Burada oluşturulan boşluklar oldukça yüksek 

seçicilik göstermiştir, hazırlanan MIP’ler sadece farklı kan grupları arasında ayrım 

yapmakla kalmamış, hücre yüzeyindeki glikolipit miktarına bağlı olarak alt gruplar 

arasında da ayrım yapabilmiştir [274].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Virüsler, hızlı bir şekilde tayin edilebilmeleri için günümüzde hiçbir analiz tekniği 

bulunmadığından kimyasal tayin için en önemli biyolojik türler arasındadır. Bunun 

en önemli sebebi, 10 nm ile 100 nm arasında değişen boyutlarıdır. Tütün Mozaik 

Şekil 1.26. Sensör yüzeyine baskılanan eritrositlerin AFM görüntüsü 
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Virüsü (TMV) baskılanmış poliüretanlar ile yapılan ilk sensör çalışması Dickert ve 

ark.’ları [275] tarafından yayınlanmıştır. Hazırlanan QCM temelli MIP sensörü, 

TMV’yi bitki özütü gibi oldukça kompleks bir ortamdan, seçici bir şekilde 1 mg/L 

tayin limiti ile tayin edebilmiştir.  

Yapılan tez çalışması kapsamında, prostat kanseri tayininde önemli bir biyo-

belirteç olan PSA’nın klinik örneklerden eş zamanlı, ultra hassas ve seçici tayini 

için biyosensör geliştirilmesi ve geliştirilen biyosensörün günümüzde PSA tayini 

için rutin olarak kullanılan, ticari bir yöntem olan ELİZA yöntemi ile doğruluğunun 

ve güvenilirliğinin test edilmesi amaçlanmıştır.    
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2. DENEYSEL YÖNTEMLER 

2.1. Kimyasal Maddeler 

Prostat Spesifik Antijen (PSA, kat.no: A01238H) Meridian Life Science, Inc., 

Memphis, ABD firmasından temin edilmiştir. İnsan serum albümini (HSA, kat.no: 

A9511), insan İmmünoglobulin G (IgG from human serum, kat.no: I4506), lizozim 

(lysozyme from chicken egg white, kat.no: L6876) Sigma Aldrich (St Louis, ABD) 

firmasından temin edilmiştir. Glutaraldehit %50 (W/V), 3-amino-propil-trietoksisilan 

(APTES) ve α-α’-azobisizobutironitril (AIBN) Fluka (Buchs, İsviçre) firmasından 

alınmıştır. Metakrilik asit (MAA) ve etilen-glikol-dimetakrilat (EGDMA) Aldrich 

(Steinheim, Almanya) firmasından temin edilmiştir. Altın çip yüzey 

modifikasyonunda kullanılan allil merkaptan Fluka (Buchs, İsviçre) firmasından 

alınmıştır. Cam mikroskop slaytları (24 x 40 mm) (IsoLab), mikrotemas baskılama 

yönteminde proteinin immobilize edildiği protein kalıbı olarak kullanılmıştır. Diğer 

kimyasal maddeler analitik saflıkta olup Merck AG (Darmstadt, Almanya) 

firmasından temin edilmiştir. Deneylerde kullanılan su, yüksek akışlı selüloz asetat 

membran (Barnsteadt, D2731) ile ters ozmoz Barnsteadt (Dubuque, IA) ROpure 

LP® birimi ve ardından Barnsteadt D3804 NANOpure® organik/kolloid 

uzaklaştırma birimi ve iyon değiştirici dolgulu kolon sistemi kullanılarak 

saflaştırılmıştır. Elde edilen saf suyun direnci 18 MΩ/cm’dir.  

 

2.2. Mikrotemas Baskılama Yöntemi İle PSA Baskılanmış SPR Çiplerinin 
Hazırlanması   

Mikrotemas baskılama yöntemi ile PSA baskılanmış SPR çipleri 3 aşamada 

hazırlanmıştır: 

a) Cam slaytların temizlenmesi, yüzey modifikasyonu ve protein kalıbının 

hazırlanması 

b) SPR çiplerinin temizlenmesi, allil merkaptan ile yüzey modifikasyonunun 

yapılması 

c) SPR çip yüzeyinde PSA baskılanmış polimerik filmin oluşturulması 
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2.2.1. Cam Slaytların Temizlenmesi, Yüzey Modifikasyonu ve Protein 
Kalıbının Hazırlanması 

Mikrotemas baskılama yönteminde kalıp molekül olarak kullanılacak olan PSA’nın 

immobilizasyonu için 24 x 40 mm boyutlarında mikroskop camı kullanılmıştır. Cam 

slaytların temizlenmesi için, slaytlar sırasıyla 1 M HCl (10 mL), deiyonize su (10 

mL), 1 M NaOH (10 mL), deiyonize su (10 mL) ve etanol (10 mL) içinde, ultrasonik 

sonikatörde, her bir aşamada 10 dakika bekletilmiştir. Temizlenme aşamasından 

sonra azot gazı ile kurutulan cam slaytların modifikasyonu aşamasına geçilmiştir. 

Öncelikle cam slaytlar etanol içerisinde hazırlanan % 10’luk APTES (3-amino-

propil-trietoksisilan) (V/V) çözeltisinde, oda sıcaklığında, 1 saat bekletilmiştir. Bu 

şekilde, cam yüzey üzerinde amino grupları oluşturulmuştur. 1 saat sonunda 

çözelti içinden alınan cam slaytlar etanol ile temizlenip, azot gazı ile kurutulmuştur. 

Daha sonraki aşamada, 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde hazırlanan % 

5’lik Glutaraldehit (GA) (V/V) çözeltisinde, oda sıcaklığında 2 saat bekletilen cam 

slaytlarda, amino gruplarının aktivasyonu sağlanmıştır. Daha sonra fosfat tamponu 

ile temizlenen cam slaytlar, azot gazı ile kurutulduktan sonra PSA 

immobilizasyonu için hazır duruma getirilmiştir. PSA’nın cam slayt yüzeyine 

immobilizasyonu için, cam slaytlar 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde 

hazırlanan 0.1 mg/mL PSA çözeltisinde, 4 ºC’de 24 saat bekletilmiştir. 24 saat 

sonunda protein çözeltisinden alınan slaytlar, fosfat tamponu ile temizlenmiş ve 

azot gazı ile kurutulmuştur. Bu şekilde PSA’nın yüzeye kovalent olarak immobilize 

edildiği protein kalıbı hazırlanmıştır.    

Şekil 2.1’de cam slaytların modifikasyon aşamaları gösterilmektedir. 
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Şekil 2.1. Cam slaytların yüzey modifikasyonu ve protein kalıbının hazırlanması; A) 

APTES ile modifikasyon, B) Glutaraldehit ile aktivasyon, C) PSA immobilizasyonu 

B 

A 

C 
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2.2.2. SPR Çiplerinin Temizlenmesi, Allil Merkaptan ile Yüzey 
Modifikasyonunun Yapılması 

SPR çiplerinin altın kaplı yüzeyleri modifiye edilmeden önce, altın yüzey saf etil 

alkol (10 mL), amonyak (10 mL) ve distile su (10 mL) aşamalarından geçirilerek 

temizlenmiştir. Son olarak, asidik pirana çözeltisi (3:1 H2SO4:H2O2, V/V) içerisinde 

2 dakika bekletilen çipler, etanol ve distile su ile yıkanmış ve azot gazı ile 

kurutulmuştur. 

Yüzeyi temizlenen SPR çipler, 3 mM allil merkaptan (CH2CHCH2SH) içeren etanol 

çözeltisinde 12 saat süresince bekletilmiştir. Allil merkaptan çözeltisinden alınan 

SPR çipleri detaylı bir şekilde etanol, etanol:su karışımı (1:1, V/V) ve distile su ile 

yıkanmış ve azot gazı ile kurutulmuştur. Modifikasyon ile, altın kaplı SPR çip 

yüzeyinde allil gruplarının yönlenmesi sağlanmıştır. 

2.2.3. SPR Çip Yüzeyinde PSA Baskılanmış Polimerik Filmin Oluşturulması 

Protein kalıbı ile modifiye edilmiş SPR çiplerini bir araya getirmeden önce, 

monomer çözeltisi hazırlanmıştır. Bunun için fonksiyonel monomer olarak MAA 

(metakrilik asit) ve çapraz bağlayıcı olarak EGDMA (etilen glikol dimetakrilat); 1:5 

(V/V) oranında kullanılarak, monomer çözeltisi hazırlanmış ve oda sıcaklığında 1 

saat karıştırılmıştır. Daha sonra bu çözelti içerisine 2 mg başlatıcı olarak kullanılan 

AIBN (α-α’-azobisizobutironitril) eklenmiştir. Reaksiyon karışımından azot gazı 

geçirilerek çözünmüş oksijen ortamdan uzaklaştırılmıştır. Bu reaksiyon 

Şekil 2.2. SPR çiplerinin allil merkaptan ile modifiye edilmesi ve allil gruplarının 

yönlenmesi  
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karışımından 1.5 µL alınarak SPR çip yüzeyine damlatılmıştır. Ardından protein 

kalıbının olduğu cam slayt, bu karışım üzerine ters çevrilerek kapatılmış, UV ışığı 

altında (100 W, 365 nm, UVP B100-AP High Intensity UV-lamp) 20 dakika 

süresince polimerizasyon işlemine tabi tutulmuştur. Polimerizasyon sonrasında, 

protein kalıbı SPR çip yüzeyinden alınmıştır. Polimer kaplanmış altın çipler 0.1 M 

fosfat tamponu (pH: 7.4), distile su ve etanol ile yıkanmış, azot gazı ile 

kurutulmuştur.  

 

Şekil 2.3. Mikrotemas baskılama yöntemi ile PSA baskılanmış (PSA-MIP) SPR 

çiplerinin hazırlanması; A) Protein kalıbının hazırlanması, B) SPR çipinin yüzey 

modifikasyonu ve monomer çözeltisi ile muamele edilmesi, C) Mikrotemas baskılama 

yöntemi ile PSA’nın SPR çip yüzeyine baskılanması 



70 

 

2.3. SPR Çiplerinin Yüzey Karakterizasyonu 

2.3.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)  

SPR çiplerinin altın yüzeyinin karakterizasyonu için yarı temas modda atomik 

kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, İngiltere) kullanılmıştır. 

Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre özelliği ile 4096 x 

4096 piksel çözünürlükte ölçüm alabilmektedir. Modifiye edilmemiş, allil merkaptan 

ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR çipleri, çift yüzlü karbon bant ile 

örnek tutucuya yerleştirilmiştir. Görüntüleme çalışmaları, hava ortamında, yarı 

temas modda gerçekleştirilmiştir. Salınım rezonans frekansı, 341.30 Hz olarak 

uygulanmıştır. Titreşim genliği, 1 VRMS ve boş titreşim genliği ise 2 VRMS’dir. 

Örnekler 2 µm/s tarama hızında, 256 x 256 piksel çözünürlükte, 2 x 2 µm2’lik bir 

alanda görüntülenmiştir. 

 

2.3.2. Elipsometre  

Allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR çiplerinin yüzeyindeki 

kalınlık ölçümleri Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Göttingen, Almanya) cihazı 

ile karakterize edilmiştir. Kalınlık ölçümleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir geliş 

açısında gerçekleştirilmiştir. SPR çipi lazer ışık kaynağı altına yerleştirilmiş ve 

yüzey kalınlığı hesaplama programı için SF10 prizma+50 nm altın+50 nm polimer 

katmanı veri olarak öngörülmüştür. Ölçümler sensör yüzeyinde 6 farklı noktada 3 

kere tekrarlanmış ve sonuçlar bu değerlerin ortalaması alınarak rapor edilmiştir. 

 

2.3.3. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM)   

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR 

çiplerinin taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizi için, 1.2 nm düzeyinde 

yüksek çözünürlüklü QUANTA 400F Field Emission SEM (ABD) cihazı 

kullanılmıştır. SPR çipleri SEM analizi öncesinde etanol ve distile su ile her bir 

aşamada, 10 dakika olacak şekilde temizlenmiştir. Analiz öncesinde elektrotlar 

Au/Pd ile kaplanmıştır. 
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2.3.4. Dispersif Raman Analizi 

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR 

çiplerinin dispersif Raman analizi için Ramanscope II (Bruker Optics Inc., Billerica, 

ABD) cihazı kullanılmıştır. 633 nm lazer kullanılarak sonuçlar elde edilmiştir.    

 

2.3.5. FT-IR (ATR) Ölçümü 

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR 

çiplerinin FT-IR (ATR) ölçümü için IFS 66/S (Bruker Optics Inc., Billerica, ABD) 

cihazı kullanılmıştır. 4000-400 cm-1 dalga sayısı aralığında tarama yapılmıştır. 

2300-1800 cm-1 dalga sayısı aralığında görünür olan küçük pikler ATR kristaline ait 

olduğundan örnek için değerlendirilmemiştir. Sonuçlara atmosferik ayarlama (H2O 

ve CO2 için) ve taban çizgisi (baseline) düzeltmesi yapılmıştır.  

 

2.3.6. Temas Açısı Ölçümü   

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR 

çiplerinin temas açısı ölçümleri için KSV/Attention Theta (Boston, ABD) temas 

açısı ve yüzey gerilim ölçüm cihazı kullanılmıştır. Temas açısı ölçümlerinde 

yapışık damla (Sessile Drop) yönteminden yararlanılmıştır. Bu yöntemle, analizi 

yapılmak istenen yüzeyler üzerine 1 damla su damlatılarak her birinin temas açısı 

ölçülmüştür. Temas açısı değerleri, damlacığın katı ile sol temas noktasından 

alınan soldan temas açısı; sağ temas noktasından alınan sağdan temas açısı 

dikkate alınarak belirlenmiştir. Her bir yüzey için belirlenen temas açısı 50 ölçümün 

ortalama değeridir.    

 

2.4. PSA Baskılanmış (PSA-MIP) SPR Çipler ile Kinetik Ölçümler 

PSA baskılanmış SPR çipleri ile kinetik analizler SPRimager II (GWC 

Technologies, Madison, ABD) ile gerçekleştirilmiştir. Digital Optics V++ 

görüntüleme yazılımı ve bu yazılım ile birlikte çalışan Microsoft Excel programı, 

sensorgramların elde edilmesinde kullanılmıştır.  
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GWC SPRimager II cihazı, yüzey plazmon rezonans açısına yakın sabit bir açıda 

uyarılmış olan örnekten yansıyan ışığın ölçülmesi prensibine göre çalışır. Cihaz; 

ışık kaynağı, kutuplayıcı, örnek hücresi, dar bant filtresi, çip yüzeyindeki tüm optik 

alanı yakalayabilen CCD kameradan oluşan bir dedektör ve bir sıcaklık 

sensöründen oluşmaktadır. SPRimager II sisteminde ışığın dalga boyu (800 nm) 

ve geliş açısı (40º-70º) sabittir.  

Cihazın çalışma prensibi şu şekildedir: Koşutlanmış polikromatik bir kaynaktan 

gelen ışık, yüzey plazmon rezonans açısına yakın bir bölgedeki açıda bir 

polarizörden geçerek prizma/ince altın film/örnek üçlüsünün beraberce 

oluşturduğu örnek hücresine çarpar. Prizma/altın ara yüzeyi ile etkileşen ışık, 

yansıyan ışığın şiddetinde azalmaya neden olan yüzey plazmonlarını oluşturur. 

Yansıyan ışığın şiddeti, dedektör tarafından ölçülür. 

PSA baskılanmış SPR çipinin polimerik film kaplı yüzeyi akış hücresi yönünde 

olacak şekilde örnek tutucuya yerleştirilmiş, üzerine kırılma indisi eşitleyici sıvı 

(kırılma indisi: 1.720 ± 0.0005, Cargille Laboratories Series M Fluid) damlatılmış, 

en üste prizma yerleştirilmiştir. Ardından akış hücresi, giriş ve çıkış uçları örnek 

tutucuya eklenerek örnek hücresi hazırlanmıştır. Örnek hücresi, cihaza 

yerleştirilmiştir. Sıcaklık sensörü ile sıcaklık 25 ºC’ye sabitlenmiştir. 

Şekil 2.4. SPR imager II (GWC 

Technologies, Madison, ABD) cihazı 
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İlk olarak sistemden 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) geçirilerek sistemin 

dengelenmesi sağlanmıştır (akış hızı: 150 µL/dak). Sistemden tampon çözelti 

geçerken, yüzey plazmon eğrileri alınmış ve rezonans açısı belirlenmiştir. Geliş 

açısı bu açıya yakın bir açıya sabitlenerek sensorgram alınmaya başlanmıştır. 

Sistemden 10 dakika süresince 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) geçirilmeye 

devam edilmiştir. Bu dengeleme basamağından sonra örnek çözeltisi (sulu PSA 

çözeltisi, yarışmacı proteinleri içeren çözelti, PSA içeren serum örnekleri, prostat 

kanserli hasta serumu örnekleri) 50 dakika süresince sistemden geçirilerek 

sistemin denge durumuna gelmesi beklenmiştir. Ardından 10 dakika süresince 

sistemden desorpsiyon çözeltisi (25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5) geçirilerek 

desorpsiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Desorpsiyon işleminden sonra sistem 10 

dakika süresince fosfat tamponu (10 mM, pH: 7.4) ile temizlenmiş ve böylece 

sistemin rejenerasyonu sağlanmıştır. Ardından yukarıda anlatılan cihaz ile birlikte 

sunulan yazılımlar kullanılarak sensorgramlar elde edilmiştir.  

Bu kapsamda incelenmiş olan parametreler şu şekildedir: 

a. Desorpsiyon çözeltisinin PSA tayini üzerine etkisi 

b. Sulu çözeltiden PSA tayini 

c. Yarışmacı proteinler ile yarışmalı kinetik analizler 

d. PSA baskılanmış sensörün baskılama seçiciliğinin belirlenmesi 

e. PSA eklenen sağlıklı insan serum örneklerinden PSA tayini 

f. Prostat kanserli hasta serumundan PSA tayini ve elde edilen sonuçların 

ELIZA ile karşılaştırılması 

g. Tekrarlanabilirlik çalışmaları 

 

2.4.1. Desorpsiyon Çözeltisinin PSA Tayini Üzerine Etkisi   

SPR çipi üzerine bağlanan PSA’yı etkili bir şekilde desorbe etmek için, iki farklı 

desorpsiyon ajanının (1 M NaCl, pH: 7.4 ve 25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5) etkisi 

incelenmiştir. 1 ng/mL ile 20 ng/mL arasında değişen derişimde PSA çözeltileri 

sistemden geçirildiğinde, iki farklı desorpsiyon ajanı kullanıldığında, sensörün 

verdiği cevap (ΔR) incelenmiştir.  
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2.4.2. Sulu Çözeltiden PSA Tayini 

0.1 ng/mL-50 ng/mL derişim aralığında, 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde 

hazırlanan PSA çözeltileri sistemden geçirilmiştir. Her bir derişim değerine ait 

sensorgramlar alınarak ΔR değerleri belirlenmiştir. Bu ölçümlere göre kalibrasyon 

grafiği oluşturulmuştur.  

 

2.4.3. Yarışmacı Proteinler ile Yarışmalı Kinetik Analizler 

PSA baskılanmış sensörün PSA’ya olan seçiciliğini göstermek amacıyla, 

yarışmacı proteinler olarak immunoglobulin G (IgG), insan serum albumini (HSA) 

ve lizozim (Lyz) kullanılmıştır. 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde 10 ng/mL 

derişiminde hazırlanan IgG, HSA, Lyz, IgG/PSA, HSA/PSA, Lyz/PSA ve 

IgG/HSA/Lyz/PSA tekli, ikili ve dörtlü çözeltileri SPR sistemine gönderilerek 

sensorgramlar alınmıştır. Seçicilik ve bağıl seçicilik katsayıları hesaplanmıştır. 

 

2.4.4. PSA Baskılanmış Sensörün Baskılama Seçiciliğinin Belirlenmesi  

PSA baskılanmış sensörün baskılama seçiciliğini göstermek için PSA 

baskılanmamış (non imprinted-NIP) SPR çipi hazırlanmıştır. Bu çipin hazırlanması 

için kullanılan yöntem, PSA-MIP SPR çipinin hazırlanması için kullanılan yöntemle 

aynıdır. Aradaki tek fark, protein baskısının oluşturulduğu cam yüzeyler 

hazırlanırken, modifikasyon aşamasından sonra cam slaytlara protein (PSA) 

immobilizasyonu yapılmamıştır. Onun dışında tüm prosedür yukarıda detaylı bir 

şekilde anlatıldığı gibidir. Bu şekilde kalıp molekül kullanılmadan baskılanmamış-

NIP SPR çipi hazırlanmıştır. 

Hazırlanan NIP çipi ile 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içinde hazırlanan 2 ng/mL-

50 ng/mL derişim aralığında, PSA çözeltileri ile kinetik çalışmalar yapılmıştır.  

Ayrıca yarışmacı proteinler olarak kullanılan IgG, HSA ve Lyz çözeltileri ile kinetik 

çalışmalar yapılmıştır. Bu çözeltiler de 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde 

10 ng/mL derişiminde hazırlanmıştır.  
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2.4.5. PSA Eklenen Sağlıklı İnsan Serum Örneklerinden PSA Tayini 

Sağlıklı insan serum örneğinden PSA tayini için, kan örneği test tüpüne alınarak 

3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Daha sonra kan örnekleri 3 µm’lik 

filtrelerden geçirilerek kullanılana kadar -20 ºC’de derin dondurucuda bekletilmiştir. 

Serum örnekleri 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 1:4 oranında dilue edilmiştir. 

PSA’nın tayin edilemediği örnek kör örnek (blank) olarak seçilmiştir. Bu örneğe 

dışarıdan 100 pg/mL-10 ng/mL arasında değişen derişimde PSA eklenmiştir. Bu 

örnekler sistemden geçirilerek ΔR değişimleri incelenmiştir. Bu şekilde kan örneği 

için kalibrasyon grafiği oluşturulmuş ve % geri kazanım oranı hesaplanmıştır.  

 

2.4.6. Prostat Kanserli Hasta Serumundan PSA Tayini ve Elde Edilen 
Sonuçların ELİZA ile Karşılaştırılması 

PSA-MIP sensörün kanserli hasta örneklerinden PSA tayini için kullanılabilirliğinin 

ve PSA tayini için günümüzde mevcut yöntemler ile uyumluluğunun araştırılması 

için Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji A.B.D’den prostat kanseri teşhisi 

konmuş hastalardan kan örnekleri alınmıştır (Etik Kurulu Karar No: GO 13/135-

28). PSA seviyesi 0.21 ng/mL ile 21.8 ng/mL arasında değişen 10 hastaya ait 

örnekler EDTA içeren vakumlu tüpler ile toplanmıştır. Kırmızı kan hücrelerinin 

uzaklaştırılması için oda sıcaklığında 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilen 

örnekler, 3 µm’lik filtrelerden geçirilmiş ve -20 ºC’de derin dondurucuda muhafaza 

edilmiştir. SPR sistemine uygulanmadan önce, fosfat tamponu (10 mM, pH: 7.4) ile 

¼ oranında dilue edilmiştir. Sistemden geçirilerek sensorgramlar alınmıştır. 

Hazırlanan sensörün etkinliğini ve validasyonunu göstermek için, prostat kanserli 

hasta serumuna PSA-MIP sensörünün verdiği cevap, günümüzde PSA ölçümü için 

kullanılan mevcut ELİZA yönteminin bir varyasyonu olan Kemiluminesans 

İmmüno-analiz yöntemi ile karşılaştırılmıştır. ELİZA ölçümleri H.Ü. Tıp Fakültesi 

Üroloji A.B.D’de yapılmıştır. 

2.4.7. Tekrarlanabilirlik Çalışmaları 

PSA-MIP sensörünün tekrar kullanılabilirliğini test etmek için, 10 mM fosfat 

tamponu (pH: 7.4) içinde 10 ng/mL derişiminde hazırlanan PSA çözeltisi art arda 

50 enjeksiyon sonrasında, aynı örneğe sensörün verdiği cevap (∆R) incelenmiştir.   
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3. SONUÇLAR ve TARTIŞMA 

 

3.1. SPR Çiplerinin Yüzey Karakterizasyonu 

3.1.1. Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) Analizi 

AFM üç boyutlu yüzey topografisi, nanoyapıların boyutları ve biçimleri, 

nanoboyutta yüzey pürüzlülüğü, faz görüntülemeyle yüzey kompozisyonu 

belirlenmesi, bölgesel nanomekanik, manyetik ve elektriksel özellikler hakkında 

bilgi edinilmesini sağlar.  

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çiplerinin 

yüzey morfolojisi yarı temas modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize 

edilmiştir. Modifiye edilmemiş SPR çipinin yüzey derinliği 11.45 nm olarak 

belirlenmiştir (Şekil 3.1). Allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipinin yüzey 

derinliği 20.51 nm olarak bulunmuştur (Şekil 3.2). Bu sonuç, yüzeyi temizlenmiş 

olan altın çip üzerine allil merkaptan modifikasyonunun başarılı bir şekilde 

yapıldığını göstermektedir. Son olarak PSA-MIP SPR çipinin yüzey derinliği ise 

Şekil 3.3’den de görüldüğü gibi 163.63 nm olarak belirlenmiştir. Son aşamada 

yüzey derinliğindeki bu artış, allil merkaptan ile modifiye edilmiş yüzey üzerinde 

polimerik film tabakasının başarılı bir şekilde oluşturulduğunu kanıtlamaktadır.    

 

3.1.2. Elipsometre Analizi 

Elipsometre, ışığın bir malzemeden geçmesi veya yansıması sırasında 

kutuplanmasında oluşan değişikliği ölçer. Elipsometre ile elde edilen veriler, her 

malzemenin optik özelliklerine ve ölçülen filmin kalınlığına bağlıdır. Böylelikle 

elipsometre, film kalınlığı tayininde ve malzemelerin optik sabitlerinin 

belirlenmesinde kullanılabilmektedir. Bununla beraber elipsometre, malzemelerin 

bileşiminin, kristalleşme seviyesinin, pürüzlülüğünün ve katkılama oranının 

belirlenmesinde de kullanılabilir.  

Allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çiplerinin elipsometre analizi 

sonuçları Şekil 3.4 ve Şekil 3.5’de görülmektedir. Kalınlık ölçümleri 532 nm dalga 

boyunda, 62º’lik bir geliş açısında gerçekleştirilmiştir. Allil merkaptan ile modifiye 
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edilmiş SPR çipinin ortalama yüzey kalınlığı 95.4 nm olarak belirlenmiştir. PSA-

MIP SPR çipinin ortalama yüzey kalınlığı ise 125.1 nm olarak bulunmuştur. 

 

3.1.3. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi 

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çiplerinin 

yüzey morfolojisi taramalı elektron mikroskobu (SEM) kullanılarak incelenmiştir. 

Analiz edilecek örnekler ilk olarak vakum altında ince bir altın tabaka ile 

kaplanmıştır ve ardından taramalı elektron mikroskop (QUANTA 400F Field 

Emission SEM, USA) görüntüleri alınmıştır. Her üç SPR çipine ait, farklı 

büyütmelerdeki görüntüler Şekil 3.6-3.8’de gösterilmektedir. SEM görüntülerindeki 

farklılık, modifiye edilmiş altın yüzeyin polimerik film ile kaplandığının kanıtıdır.   

 

3.1.4. Dispersif Raman Analizi 

Raman spektroskopisi molekül ve kristal örgülerdeki bağlı atomların elektron 

bulutlarının, gelen ışıkla etkileşerek titreşmesi sonucunda meydana gelen Raman 

saçılma sürecine dayanmaktadır. Raman spektrumundan organik ve inorganik 

maddelerin bağları hakkında kalitatif ve kantitatif bilgilerin yanı sıra, madde veya 

malzeme yapısını meydana getiren ilgili fonksiyonel gruplar hakkında da bilgi 

edinilebilmektedir. Raman spektroskopisi, hiçbir numune hazırlamayı 

gerektirmeyen sadece küçük bir numunenin ölçüm için yeterli olduğu ve numuneye 

zarar vermeyen bir yöntemdir. 

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış SPR 

çiplerinin dispersif Raman analizi için, 633 nm lazer kullanımı ile çalışan, 

Ramanscope II (Bruker Optics Inc., Billerica, ABD) cihazı kullanılmıştır. 

Modifiye edilmemiş (Şekil 3.9A), allil merkaptan ile modifiye edilmiş (Şekil 3.9B) ve 

PSA-MIP SPR çiplerine ait (Şekil 3.10A) Raman görüntüleri incelendiğinde, 

bantlardaki kaymalar yüzeyin allil merkaptan ile başarılı bir şekilde modifiye 

edildiğini ve modifiye edilmiş yüzeyde PSA-baskılanmış polimerik filmin başarılı bir 

şekilde oluşturulduğunu göstermektedir.  
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Şekil 3.1. Modifiye edilmemiş SPR çipinin yarı temas 

modda alınan AFM görüntüsü (A) Yüzey görüntüsü; (B) 

3B görüntüsü 
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Şekil 3.2. Allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipinin 

yarı temas modda alınan AFM görüntüsü (A) Yüzey 

görüntüsü; (B) 3B görüntüsü 

B 

A 
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Şekil 3.3. PSA-MIP SPR çipinin yarı temas modda alınan 

AFM görüntüsü (A) Yüzey görüntüsü; (B) 3B görüntüsü 

B 

A 
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Şekil 3.4. Allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipinin 

elipsometre görüntüsü (A) Yüzey görüntüsü; (B) 3B 

görüntüsü 
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Şekil 3.5. PSA-MIP SPR çipinin elipsometre görüntüsü (A) 

Yüzey görüntüsü; (B) 3B görüntüsü 
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Şekil 3.6. Modifiye edilmemiş SPR çiplerine ait SEM görüntüsü; A) 5000X, B) 25000X, 

C) 50000X 
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Şekil 3.7. Allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çiplerine ait SEM görüntüsü; A) 5000X, 

B) 25000X, C) 50000X 
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Şekil 3.8. PSA-MIP SPR çiplerine ait SEM görüntüsü; A) 5000X, B) 25000X, C) 50000X, 

D) 100000X 
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Şekil 3.9. SPR çiplerine ait Raman analiz sonuçları; A) Modifiye 

edilmemiş SPR çipi, B) Allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipi 
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Şekil 3.10. Raman analiz sonuçları; A) PSA-MIP SPR çipi, B) Modifiye edilmemiş, 

allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çipine ait çakışık Raman 

analiz sonucu 
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3.1.5. FTIR-ATR Analizi: 

IR spektroskopisi, moleküllerdeki çeşitli bağların titreşim frekanslarını ölçer ve 

moleküldeki fonksiyonel gruplar hakkında bilgi verir. FT-IR spektroskopisi ile 

moleküler bağ karakterizasyonu yapılarak, katı, sıvı, gaz veya çözelti halindeki 

organik bileşiklerin yapısındaki fonksiyonel gruplar, iki bileşiğin aynı olup olmadığı, 

yapıdaki bağların durumu, bağlanma yerleri ve yapının aromatik ya da alifatik olup 

olmadığı belirlenebilir. 

Tiyoller (R-SH) altın (Au) substratlar üzerinde oldukça başarılı şekilde SAM (Self 

Assembled Monolayer) oluştururlar. Uç grup altın yüzeyinde kuvvetli ve istemli bir 

şekilde adsorbe olur. Daha sonra moleküller zincir-zincir etkileşimleri ile tekrar 

kendi aralarında organize olarak yüzeyde yoğun ve düzenli bir tabaka oluştururlar. 

Altının göreceli inertliği, kolay temizlenmesi ve hazırlanmasına olanak sağlayan 

mikrokristalin yapısı nedeniyle Au üzerine tiyol bağlanması en çok çalışılan model 

sistemlerden biridir.   

Modifiye edilmemiş altın çip, allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipi ve PSA-

MIP SPR çipine ait FT-IR görüntüleri Şekil 3.11 ve Şekil 3.12’de görülmektedir. 

Modifiye edilmemiş (Şekil 3.11A) ve allil merkaptan ile modifiye edilmiş (Şekil 

3.11B) altın yüzey karşılaştırıldığında, C-H gerilme bölgesinde bakıldığında, 2924 

cm-1’de C-H gerilme titreşimlerine ait bantlar görülmektedir. Altı karbon ve üzeri 

alkil zincirine sahip alkanotiyolatlar için bu değerler literatürde simetrik gerilmeler 

için 2848-2850 cm-1 ve asimetrik gerilmeler için 2918-2920 cm-1 aralığındadır. Allil 

merkaptan ile kaplı altın yüzey için bulunan C-H gerilme titreşim bantlarına ait 

frekans değerleri literatür ile uyumludur.    

PSA-MIP SPR çipine ait FT-IR spektrumu incelendiğinde (Şekil 3.12A), 1548 cm-1 

ve 1658 cm-1 amid bantları, 2920 cm-1’de alifatik C-H titreşimleri görülmektedir.  
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Şekil 3.11. A) Modifiye edilmemiş SPR çipine ait FT-IR analiz sonucu, B) Allil 

merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipine ait FT-IR analiz sonucu 
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Şekil 3.12. A) PSA-MIP SPR çipine ait FT-IR analiz sonucu, B) Modifiye edilmemiş, 

allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çiplerine ait çakışık FT-IR 

görüntüsü 
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3.1.6. Temas Açısı ve Yüzey Gerilimi Ölçümü 

Temas açısı, damla görüntülerini kaydederek zamana bağlı damla şeklini otomatik 

olarak analiz eder. Damla şekli, sıvının yüzey geriliminin, sıvı ile sıvıyı çevreleyen 

ortam arasındaki yoğunluk farkının bir fonksiyonudur. Katı yüzeylerde, damla şekli 

ve temas açısı maddenin serbest yüzey enerjisine bağlıdır. Temas açısı, yüzey 

gerilimi, ara yüzey gerilimi ve serbest yüzey enerjisi ölçümleri; ıslanabilirlik, sıvı 

emilimi, sıvıyı yüzeyde tutma, sıvı yayılması, yüzey temizliği, yüzey heterojenliği, 

emülsiyon kararlılığı, vb. gibi malzeme özellikleri hakkında bilgi sağlar. 

Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çipinin 

temas açısı değerleri KSV/Attention Theta (Boston, ABD) temas açısı ve yüzey 

gerilim ölçüm cihazı ile belirlenmiştir. Çizelge 3.1’de modifiye edilmemiş, allil 

merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çiplerine ait yüzey temas açıları 

özetlenmektedir. 

Temas açısı ölçümlerinden görüldüğü üzere (Çizelge 3.1), modifiye edilmemiş 

SPR çipinin yüzey temas açısı değeri (75.56º ± 2.47), allil merkaptan ile modifiye 

edilmiş SPR çip yüzeyinde 74.55º ± 2.38’e düşmüş ve PSA baskılandıktan sonra 

da 73.59º ± 2.42’ye düşmüştür. Yüzeyin temas açısının düşmesi, yüzeyin hidrofilik 

özelliğinin ve ıslanabilirliğinin arttığının bir göstergesidir. Temas açısındaki düşme, 

ilk aşamada yüzeyin allil merkaptan ile kaplandığının bir göstergesidir. Son 

aşamada temas açısındaki düşme, yüzeyde metakrilik asit temelli hidrofilik bir 

monomerin kullanımıyla gerçekleştirilen PSA baskılama işleminin başarıyla 

gerçekleştirildiğini kanıtlamaktadır. Şekil 3.13’de temas açısı ölçümleri alınan 

modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP SPR çiplerine 

ait temas açısı görüntüleri gösterilmektedir.    
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Şekil 3.13. A) Modifiye edilmemiş, B) Allil merkaptan ile modifiye edilmiş, C)PSA-MIP 

SPR çipine ait temas açısı görüntüleri 
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Çizelge 3.1. Modifiye edilmemiş, allil merkaptan ile modifiye edilmiş ve PSA-MIP 

SPR çipine ait temas açısı ölçümleri  

 

 

SPR çipi 

 

 

 

Temas Açısı Ortalaması 

(°) 

 

 

Hacim (µL) 

 

Altın yüzey 

 

 

75.56 ± 2.47 

 

2.68 

 

Allil merkaptan ile modifiye edilmiş SPR 

çipi  

 

74.55 ± 2.38 

 

2.57 

 

PSA-MIP SPR çipi  

 

 

73.59 ± 2.42 

 

2.40 

 

3.2. PSA Baskılanmış SPR Çipleri ile Kinetik Analizler 

PSA baskılanmış SPR çipleri ile kinetik çalışmalar kapsamında şu parametreler 

incelenmiştir: 

 

3.2.1. Desorpsiyon Çözeltisinin PSA Tayini Üzerine Etkisi 

PSA-MIP çipine bağlanan PSA’yı etkili bir şekilde desorbe edebilecek desorpsiyon 

ajanı olarak 1 M NaCl (pH: 7.4) ve 25 mM Glisin-HCl (pH: 2.5) incelenmiştir. 10 

mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde hazırlanan 1 ng/mL ile 20 ng/mL derişim 

aralığında hazırlanan PSA çözeltileri sistemden geçirildiğinde, Şekil 3.14’de 

gösterildiği gibi, en fazla kırılma yüzdesi değişimi (ΔR) desorpsiyon ajanı olarak 25 

mM Glisin-HCl (pH: 2.5) kullanıldığında ölçülmüştür. 1 M NaCl (pH: 7.4)’ün 
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desorpsiyon ajanı olarak kullanıldığı durumda, Şekil 3.14’den de görüldüğü gibi 

normalde artan PSA derişimi ile orantılı olarak artması gereken ΔR değeri, 10 

ng/mL PSA derişiminden sonra azalmaktadır. Ayrıca incelenen tüm derişimlerde 

gözlenen ΔR değeri, 25 mM Glisin-HCl (pH: 2.5)’in desorpsiyon çözeltisi olarak 

kullanıldığı durumdaki kadar yüksek değildir. Bunun sebebi, 1 M NaCl (pH: 7.4)’ün 

yüzeye bağlanan PSA’yı etkili bir şekilde desorbe edememesidir. Dolayısıyla 

yüzeydeki boşluklara bağlanan PSA etkili bir şekilde desorbe olamadığı için, bir 

sonraki analizde yüzeye bağlanabilecek PSA derişimi, belirli bir değerden sonra 

artmak yerine azalmaktadır. Bu yüzden bundan sonraki tüm analizlerde 

desorpsiyon ajanı olarak 25 mM Glisin-HCl (pH: 2.5) kullanılarak çalışmalara 

devam edilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2. Sulu Çözeltiden PSA Tayini 

PSA derişimi ile SPR sinyali arasındaki ilişkinin değerlendirilebilmesi için 10 mM 

fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde hazırlanmış 0.1 ng/mL ile 50 ng/mL derişim 

aralığında PSA çözeltileri hazırlanmıştır. Şekil 3.15’de farklı derişimlerdeki PSA 

çözeltileri ile kırılma yüzdesindeki değişimi gösteren sensorgramlar görülmektedir. 

Şekilden de görüldüğü gibi, PSA derişimi arttıkça ΔR değeri, beklenildiği üzere, 

Şekil 3.14. Desorpsiyon çözeltisinin PSA tayini üzerine etkisi (denge 

tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; akış hızı: 150 µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC) 
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artmıştır. Bunun sebebi, çözelti ile yüzey arasındaki sürücü güç olan derişim 

farkının artmasıdır. 

Her bir analiz öncesinde sistemden 10 dakika süresince denge tamponu (10 mM 

fosfat, pH: 7.4) geçirilmiştir. Daha sonra 50 dakika süresince, sistem dengeye 

ulaşana kadar, denge tamponu içinde hazırlanmış örnek çözeltileri sistemden 

geçirilmiştir. Son aşamada desorpsiyon çözeltisi (25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5) 10 

dakika süresince sistemden geçirilerek yüzeye bağlanan PSA’nın desorpsiyonu 

gerçekleştirilmiştir.  

Şekil 3.16A’da görüldüğü gibi sistemden sadece denge tamponu geçirildiğinde, ΔR 

değerinde bir değişim olmamıştır. En yüksek ΔR değeri, en yüksek PSA derişimi 

olan 50 ng/mL’de 11.56 olarak belirlenmiştir. 

Şekil 3.16B’de görüldüğü gibi, SPR sensörü iki farklı derişim aralığında derişim-

sinyal doğrusallığı göstermektedir. 0.1 ng/mL ile 50 ng/mL aralığındaki veriler 

değerlendirildiğinde, elde edilen doğruların denklemi; (y= 0.8668x+0.857), (y= 

0.1692x+3.3643) ve doğrusallıkları (R2) sırasıyla 0.9942 ve 0.9724 olarak 

hesaplanmıştır. Bu sonuçlar, PSA moleküllerinin sensör yüzeyine iki faklı bölgeden 

yüksek afinite ile bağlandığını göstermektedir. Başka bir deyişle hazırlanan PSA-

MIP sensör, 0.1 ng/mL-2 ng/mL derişim aralığını yaklaşık % 99.5 ng/mL-50 ng/mL 

derişim aralığını % 97 doğrulukla ölçebilmektedir. Prostat kanseri tayini için eşik 

olarak kabul edilen değer 4.0 ng/mL olduğu ve 2.5 ng/mL PSA değerinin kanser 

şüphesi açısından riskli olduğu bilindiği için, sensörün düşük PSA derişiminde 

doğrusallığının yüksek olması oldukça önemlidir. 

Hazırlanan PSA-MIP sensör için elde edilen veriler kullanılarak tayin sınırı (Limit of 

Detection-LOD) değeri belirlenmiştir. Kör (denge) çözelti için ΔR değeri, yaklaşık 

10 ölçümün ortalaması alınarak 0.04863 ± 0.0128 olarak belirlenmiştir. Denge 

(kör) çözeltisi geçerken alınan sinyalin 3 katı olarak tanımlanan tayin limiti [276]  

90.85 pg/mL olarak hesaplanmıştır.  

Prostat kanserinin erken teşhisi için kullanılacak bir yöntemin mümkün olduğunca, 

PSA için belirlenen eşik değer olan 4.0 ng/mL’nin altında tayin yapabilmesi 

gerekmektedir. Hazırlanan sensör belirlenen tayin limiti (LOD) değeri ile prostat 

kanseri teşhisini başarıyla gerçekleştirebilecek özelliğe sahiptir.   
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Şekil 3.15. PSA çözeltileri ile PSA-MIP SPR sensör arasındaki etkileşimlere ait 

sensorgramlar; (A) denge tamponu, B) 0.1 ng/mL, C) 1.0 ng/mL, D) 2.0 ng/mL, E) 5.0 

ng/mL, F) 10 ng/mL, G) 20 ng/mL, H) 50 ng/mL (denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; 

desorpsiyon ajanı: 25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5; akış hızı: 150 µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC)   
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Şekil 3.16. A) PSA çözeltileri ile PSA-MIP SPR sensörü arasındaki etkileşimlere ait 

zamana karşı ∆R değerlerini gösteren sensorgramlar, B) PSA-MIP SPR sensöre ait 

PSA derişimi ile ∆R arasındaki ilişki (kalibrasyon grafiği) 
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3.2.2.1. Kinetik Analizler 

-Denge Analizi 

Toplam ligand miktarı ([B]0), yüzeyin maksimum analit bağlama kapasitesi olarak 

tanımlanırsa diğer tüm derişim değerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir. 

Böylelikle kütlenin derişime dönüştürülme işleminin yapılmasına gerek 

kalmayacaktır. Serbest analit derişiminin akış hücresinde sabit kaldığı yalancı-

birinci derece koşulları altında bağlanma şu şekilde ifade edilir: 

 

dΔR /dt = kaC (ΔRmaks -ΔR)-kdΔR (3.1) 

 

Burada; dΔR/dt, SPR sinyalinin değişim hızı; R ve Rmaks, bağlanma ile ölçülen ve 

maksimum sinyal; C, analit derişimi (ng/mL), ka, bağlanma hız sabiti (mL/ng.s) ve 

kd, ayrılma hız sabiti (1/s)’dir. Bağlanma sabiti KA (mL/ng), ka ve kd sabitlerinin 

oranından hesaplanır (KA=ka/kd). Denge durumunda, dΔR/dt=0 alınarak eşitlik 

basitleştirilir: 

 

ΔRdenge /C = KAΔRmaks – KAΔRdenge (3.2) 

 

Bundan dolayı, bağlanma sabiti KA, ΔRdenge/C’ye karşı ΔRdenge grafiğinden 

hesaplanır. Ayrılma sabiti KD ise; 1/KA eşitliği ile hesaplanabilir.  

 

-Bağlanma Kinetik Analizi 

Eşitlik 3.1 tekrar düzenlendiğinde;  

 

dΔR/dt = kaCΔRmaks – (kaC + kd)ΔR  (3.3) 
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eşitliği elde edilir. Buradan, etkileşim kontrollü kinetikler için çizilen dΔR/dt’ye karşı 

ΔR grafiğinin, eğimi –(kaC + kd) olan bir doğru verdiği görülmektedir. Başlangıç 

bağlanma hızı analit derişimiyle doğrusal bir ilişki içerisindedir ve kantitatif olarak 

derişim belirlenmesinde kullanılır. Eğer Rmaks değeri biliniyorsa, tek bir sensorgram 

kullanılarak ka ve kd değerleri hesaplanabilir. Yüzeyi tamamen doygunluğa 

eriştirmek için çok yüksek analit derişimlerine gerek olduğu için Rmaks’ın deneysel 

olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklaşım, birçok farklı analit 

derişimlerinde bağlanma sensorgramlarının alınmasıdır. İleri ve geri yöndeki 

hızların analizi için çizilen dΔR/dt’ye karşı ΔR grafikleri, ileri ve geri yöndeki hız 

sabitleri ile ilişkili bir eğim değeri (S) vermektedir:  

 

S = kaC + kd (3.4) 

 

S’ye karşı C grafiği, eğimi ka olan bir doğru vermektedir. Teorik olarak kesim 

noktası kd değerini vermektedir. Fakat, kaC >> kd olduğu durumlarda kd 

hesaplaması için bu yöntem çok güvenilir değildir. Daha güvenilir yöntem, ayrılma 

kinetiğinin incelenmesidir.    

 

ln(ΔR0 / ΔRt) = kd (t – t0)  (3.5) 

 

Burada; ΔR0 ve ΔRt, ayrılma eğrisindeki t0 ve t anlarındaki SPR sinyal değerleridir 

[277]. Şekil 3.17’de denge analizi ve bağlanma kinetik analizi için çizilen doğrular 

verilmiştir. Bu doğrulara ait denklemlerden hesaplanan ΔRmaks, ka, kd, KA ve KD 

değerleri Çizelge 3.2’de özetlenmiştir. 
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A 

B 

Şekil 3.17. Kinetik hız sabitlerinin belirlenmesi; (A) Denge analiz 

yaklaşımı (Scatchard), B) Bağlanma kinetik yaklaşımı 
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Çizelge 3.2. Kinetik hız sabitleri 

 

3.2.2.2. Denge İzoterm Modelleri 

PSA-MIP SPR sensörü ile PSA arasındaki etkileşim modelini belirlemek amacıyla 

üç farklı izoterm modeli uygulanmıştır. Bunlar: Langmuir, Freundlich ve Langmuir-

Freundlich (LF) modelleridir. 

 

Langmuir ΔR={ΔRmaks[C]/KD+[C]} (3.6) 

Freundlich ΔR=ΔRmaks[C]1/n (3.7) 

Langmuir-Freundlich ΔR={ΔRmaks[C]1/n/KD+[C]1/n} (3.8) 

 

Burada; ΔRmaks, maksimum SPR sinyal kayması; ΔRdenge, denge halindeki SPR 

sinyal kayması; [C], analit derişimi (ng/mL); KA (ng/mL), bağlanma denge sabiti; KD 

(mL/ng), ayrılma denge sabiti; 1/n, Freundlich yüzey heterojenite indeksidir. 

Langmuir izoterminde adsorpsiyon, adsorplanan maddenin başlangıç derişimi ile 

birlikte lineer olarak artar. Maksimum doyma noktasında, yüzey tek tabaka ile 

kaplanmakta ve yüzeye adsorbe olmuş madde miktarı sabit kalmaktadır. Langmuir 
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izoterminde adsorpsiyon enerjisi üniformdur. Adsorpsiyon, adsorplanan madde 

miktarı ve yüzey üzerinde bulunan boş adsorpsiyon alanları ile doğru orantılıdır. 

Özellikle tek tabakalı adsorpsiyonun meydana geldiği heterojen adsorpsiyon 

sistemlerinde bu izoterm denge durumunu net olarak açıklayamaz. 

Freundlich’e göre, bir adsorban yüzeyi üzerinde bulunan adsorpsiyon alanları 

heterojendir yani farklı türdeki adsorpsiyon alanlarından teşkil edilmiştir. Freundlich 

izoterminde ana fikir olarak Langmuir izoterminden yola çıkılarak bazı varsayımlar 

ve gelişimler yapılarak bu eşitlik elde edilmiştir. Langmuir eşitliğinden farklı olarak, 

düşük konsantrasyonda Henry kanununu uygulamaz ve dengeden sonra tam sabit 

bir adsorplanan madde miktarı değeri elde edilemez. 

Homojen bağlanma varsayımına dayanan Langmuir adsorpsiyon modeli, 

moleküler baskılanmış polimerlerin kullanıldığı bağlanma izotermlerinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır [278]. MIP’lerin bir miktar heterojen bağlanma bölgelerine 

sahip olduğu da rapor edilmiştir [279, 280]. Freundlich adsorpsiyon modeli özellikle 

düşük derişimlerde MIP sistemlerine uygunluk göstermektedir [279]. Langmuir-

Freundlich modeli (LF), heterojenite olduğu durumda çok düşük derişimlerden 

doygunluğa kadar MIP sistemleriyle uygunluk göstermektedir [280]. Şekil 3.18’de 

Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler 

verilmektedir. 
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A 

B 

C 

Şekil 3.18. Adsorpsiyon modelleri; A) Langmuir, B) Freundlich, C) 

Langmuir-Freundlich 
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Çizelge 3.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri 

 

Langmuir 

 

  

Freundlich 

  

Langmuir-

Freundlich 

 

 

∆Rmaks, RIU 8.013 ∆Rmaks, RIU 1.722 ∆Rmaks, RIU 2.42 

KD, mL/ng 3.974 1/n 0.1893 1/n 0.1893 

KA, ng/mL 0.252 R2 0.9954 KD, mL/ng 2.33 

R2 0.9671   KA, ng/mL 0.429 

    R2 0.9549 

 

Şekil 3.18’e göre deneysel olarak elde edilen veriler Freundlich adsorpsiyon 

modeli ile en uyumludur (R2=0.9954). Bu sonuç, hazırlanan PSA baskılanmış 

sensör yüzeyindeki PSA bağlanma bölgelerinin heterojen olduğunu 

göstermektedir.  

Her üç izoterm modelinden elde edilen sonuçlar Çizelge 3.3 ‘de verilmektedir.  

 

3.2.3. Yarışmalı Kinetik Analizler 

HSA, IgG ve Lyz moleküllerinin PSA’ya göre dağılma ve seçicilik katsayıları 

aşağıdaki eşitliğe göre belirlenmiştir. 

 

Kd = [(Ci – Cf)/Cf] x V/m                                                                       (3.9) 
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Eşitlikte Kd, dağılma katsayısını (mL/ng); Ci ve Cf, biyomoleküllerin başlangıç ve 

sonuç derişimlerini (ng/mL); V, kullanılan çözelti hacmini (mL) ve m, polimerin 

ağırlığını (g) ifade etmektedir. SPR sensör uygulamalarında, derişim ve kütle 

parametrelerinin dönüştürülmesi gerçekleştirilmektedir [277]. Bu yaklaşımdaki 

temel sebepler; başlangıç ve son derişimleri arasında önemli bir fark 

gözlenememesi; polimerin kütlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derişimin ΔR 

ile doğrusal ilişkide olmasıdır.  

 

Bu durumda; seçicilik katsayısı, 

 

k= ΔRkalıp/ΔRgirişimci 

     (3.10) 

 

şeklinde kullanılabilir. Baskılama seçiciliğinin belirlenmesi için ise; 

 

k´= kbaskılanmış/kkontrol (3.11) 

 

şeklinde ifade edilebilir.  

 

 

Hazırlanan PSA baskılanmış sensörün PSA’ya karşı seçiciliğinin belirlenmesi 

amacıyla, yarışmalı adsorpsiyon deneyleri 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) 

içerisinde hazırlanmış 10 ng/mL derişimindeki HSA, IgG, Lyz ve PSA’nın tekli, ikili 

ve dörtlü karışım çözeltileri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Sensörün bu 

proteinlere verdiği tepki Şekil 3.19’daki sensorgramlarda görülmektedir. Yarışmalı 

kinetik analizlerinde kullanılan proteinler ve özellikleri Çizelge 3.4’de 

özetlenmektedir. 

 

 



106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HSA+IgG+Lyz+PSA 

Lyz+PSA 
IgG+PSA 

Lyz HSA+PSA 

HSA IgG 

Şekil 3.19. HSA, IgG, Lyz ve PSA proteinlerinin kullanılmasıyla oluşturulan 

çözeltiler ile PSA-MIP SPR sensör arasındaki etkileşimlere ait sensorgramlar 

(protein derişimi: 10 ng/mL; denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon 

ajanı: 25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5; akış hızı: 150 µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC)   
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Çizelge 3.4. Seçicilik çalışmalarında kullanılan yarışmacı proteinler ve özellikleri 

 

 

Protein 

 

 

Molekül 
ağırlığı 
(MA) 

 

İzoelektrik 
noktası 

(pI) 

 

Şekil 

 

HSA (İnsan 
serum albümini) 

 

66.5 kDa 4.7 

 

 

IgG 
(İmmunoglobulin 

G) 

 

150 kDa 6.6-7.2 

 

 

Lyz (Lizozim) 

 

14.3 kDa 11.35 

 

PSA (Prostat 
Spesifik Antijen) 

 

30-34 

kDa 
6.8-7.5 
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HSA ve IgG, kanda PSA’ya kıyasla milyon kat fazla derişimde bulunan, kanın en 

baskın proteinleri olmalarından dolayı, Lyz ise PSA’ya göre oldukça küçük olan 

molekül ağırlığı nedeniyle yarışmacı proteinler olarak seçilmiştir. 

Şekil 3.19 incelendiğinde, PSA baskılanmış sensörün HSA için çok düşük bir 

sinyal (ΔR=0.96) verdiği görülmektedir. HSA, molekül ağırlığı PSA’ya göre büyük 

(HSA= 66.5 kDa, PSA=30-34 kDa) ve izoelektrik noktası (pI) 4.7 değerinde olan 

bir proteindir. Proteinlerin sulu çözeltiden maksimum adsorpsiyonları elektrostatik 

açıdan pI’da pozitif ve negatif yük sayıları dengede olduğu için izoelektrik 

noktalarında gerçekleşir. Çalışılan pH olan 7.4’de HSA negatif yüklüdür. Bu da bu 

proteinin yüzeye bağlanmasını zorlaştırır.  

Nitekim aynı sonuçlar IgG için değerlendirildiğinde sensörün verdiği cevap (ΔR= 

2.41) HSA’ya göre daha yüksektir. Çünkü IgG molekülünün izoelektrik noktası (pI) 

6.6 ile 7.2 arasındadır. Dolayısıyla molekülün izoelektrik noktası çalışılan pH 

değerine yakındır. Bu yüzden molekül ağırlığı bakımından PSA’ya göre çok büyük 

bir molekül olmasına karşın, pI değeri bakımından PSA’nın pI değerine oldukça 

yakındır.  

Son olarak sensörün yarışmacı proteinler arasından en fazla Lyz’ye cevap verdiği 

(ΔR= 4.31) görülmüştür. Lyz molekülünün pI değeri 11.35’dir, dolayısıyla çalışılan 

pH değerinde pozitif yüklüdür. Ancak lizozim PSA’ya göre molekül ağırlığı 

bakımından oldukça küçük bir molekül olduğu için PSA için oluşturulan boşluklara 

girmesi normaldir.    

İkili karışımlar incelendiğinde, HSA ve IgG’nin PSA ile birlikte olduğu karışımlarda, 

PSA’nın tek başına olduğu duruma göre ΔR değerinde düşme görülmüştür. Bu 

durum, moleküllerin PSA ile karışım halinde iken yarışmacı ajan olarak 

davrandığını ve  ΔR değerinde azalmaya sebep olduğunu göstermektedir. Ancak 

lizozim için durum farklıdır. Lizozimin PSA ile birlikte olduğu ikili karışımda ve tüm 

yarışmacı ajanlarla birlikte bulunduğu dörtlü karışımda sensörün sinerjik bir etki ile 

cevap verdiği görülmüştür. Lizozimin içinde olduğu karışımların SPR sinyallerinin 

tekli çözeltilerdeki sinyallerin toplamından daha yüksek olduğu belirlenmiştir (Şekil 

3.20). 
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3.2.4. PSA Baskılanmış Sensörün Baskılama Seçiciliğinin Belirlenmesi 

PSA-MIP sensörün baskılama seçiciliğini göstermek için PSA baskılanmamış NIP 

çipi de hazırlanmıştır. Öncelikle hazırlanan bu çip ile PSA tayini gerçekleştirilmiştir. 

10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde hazırlanmış 2 ng/mL ile 50 ng/mL 

A 

B 

Şekil 3.20. A) Yarışmacı proteinler ile PSA-MIP SPR sensör arasındaki 

etkileşime ait zamana karşı ∆R değişimini gösteren sensorgramların çakışık 

görüntüsü, B) PSA-MIP SPR sensör ile yarışmacı proteinler arasındaki ilişki 

(Protein derişimleri; HSA: 1.20x10-9 M, IgG: 2.71x10-9 M, Lyz: 0.26x10-9 M, PSA: 

0.61x10-9 M) 
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arasında değişen derişimlerdeki PSA çözeltileri sistemden geçirilmiştir. PSA 

derişimi arttıkça ΔR değerlerinin de arttığı görülmektedir. Yaklaşık 20 ng/mL 

derişim değerinden sonra yüzeydeki aktif bölgelerin dolmasına bağlı olarak, bu 

artış hızı azalmakta ve dengeye ulaşılmaktadır (Şekil 3.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

Şekil 3.21. A) NIP sensöre ait PSA derişimi ile ∆R arasındaki ilişki 

(kalibrasyon grafiği), B) PSA-MIP SPR sensöre ait PSA derişimi ile 

∆R arasındaki ilişki ile NIP sensöre ait PSA derişimi ile ∆R 

arasındaki ilişkinin karşılaştırılması 
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Şekil 3.22. PSA çözeltileri ile NIP sensör arasındaki etkileşimlere ait zamana karşı ∆R 

değerlerini gösteren sensorgramlar; A) 2.0 ng/mL, B) 5.0 ng/mL, C) 10 ng/mL, D) 20 ng/mL, 

E) 50 ng/mL, F) çakışık sensorgramlar (denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon 

ajanı: 25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5; akış hızı: 150 µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC)   

F E 

D C 

A B 
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Şekil 3.21’de görüldüğü gibi 2 ng/mL ile 50 ng/mL aralığındaki veriler 

değerlendirildiğinde elde edilen doğrunun denklemi (y= 0.0193x+0.8848) ve 

doğrusallığı (R2) 0.7397’dir. Hazırlanan sensör belirtilen derişim aralığında 

yaklaşık % 74 doğrulukta ölçüm yapmaktadır. Denge (kör) çözelti geçerken alınan 

sinyalin 3 katı olarak tanımlanan tayin limiti (LOD) NIP sensör için 3.75 ng olarak 

hesaplanmıştır [276]. Dolayısıyla elde edilen veriler PSA-MIP sensör ile 

kıyaslandığında ölçüm aralığı, doğrusallığı ve tayin limiti açısından NIP sensörün 

etkinliği oldukça düşüktür. 

Hazırlanan NIP sensörün yarışmacı proteinler olan HSA, IgG ve Lyz’ye olan 

cevabı da incelenmiştir. Bu çözeltiler fosfat tamponunda (10 mM, pH: 7.4) 10 

ng/mL derişiminde hazırlanmıştır. NIP sensörün bu proteinlere verdiği cevap Şekil 

3.23’de görülmektedir. 

Çizelge 3.5’de görüldüğü gibi, NIP sensörün PSA (∆R=1.68) ve HSA’ya (∆R=1.27)  

verdiği cevap birbirine oldukça yakındır. Lyz (∆R=2.49) için onlara göre biraz fazla 

ancak yine de bu değerlere yakın cevap vermiştir. NIP sensör en fazla cevabı IgG 

(∆R=6.76) molekülüne karşı göstermiştir. PSA-MIP ve NIP sensörler 

kıyaslandığında, PSA sinyalinin ΔR değerinin 5.146’dan 1.68’e düştüğü 

görülmektedir. Eşitlik 3.10 kullanılarak hesaplanan seçicilik katsayıları, PSA 

baskılanmış sensörün PSA’yı HSA’ya göre 5.36 kat, IgG’ye göre 2.14 kat, Lyz’ye 

göre 1.19 kat daha yüksek seçicilikte tanıdığını göstermektedir. Baskılama 

seçiciliğini gösteren bağıl seçicilik katsayısı (k’) ise 4.05 (PSA/HSA), 8.59 

(PSA/IgG) ve 1.77 (PSA/Lyz) olarak hesaplanmıştır. Bağıl seçicilik değeri 1’in ne 

kadar üzerinde ise baskılama işlemi o kadar etkindir.  

Şekil 3.24’de PSA-MIP sensörün yarışmacı proteinlere verdiği cevap ile NIP 

sensörün cevabı karşılaştırılmaktadır. Sonuçlar incelendiğinde PSA-MIP sensörün 

NIP sensöre kıyasla PSA açısından oldukça seçici olduğu görülmektedir. 
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Şekil 3.23. HSA, IgG ve Lyz proteinleri ile NIP sensör arasındaki etkileşimlere ait 

sensorgramlar (denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon ajanı: 25 mM Glisin-

HCl, pH: 2.5; akış hızı: 150 µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC) 

Çizelge 3.5. PSA’ya göre HSA, IgG ve Lyz için PSA-MIP ve NIP sensörlerin 

seçicilik ve bağıl seçicilik katsayıları 

HSA IgG 

Lyz 
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A 

B 

Şekil 3.24. A) NIP sensör ile yarışmacı proteinler arasındaki ilişki, 

B) PSA-MIP ve NIP sensörün yarışmacı proteinlere karşı gösterdiği 

∆R cevabının karşılaştırılması 
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3.2.5. PSA Eklenen Sağlıklı İnsan Serum Örneklerinden PSA Tayini 

Sağlıklı insan serum örneğinden PSA tayini için, 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) 

ile ¼ oranında seyreltilen serum örnekleri içerisine dışarıdan 100 pg/mL ile 10 

ng/mL arasında değişen derişimde PSA eklenmiştir. Şekil 3.26’dan da görüldüğü 

gibi serum örneği içerisindeki PSA derişimi arttıkça ΔR değeri de artmaktadır. ¼ 

serum+100 pg/mL PSA ile ¼ serum+10 ng/mL PSA aralığındaki veriler 

değerlendirildiğinde, elde edilen doğrunun denklemi (y=2.282x+69.29) ve 

doğrusallığı (R2) 0.9049’dur (Şekil 3.25). Hazırlanan sensör belirtilen derişim 

aralığında serum örneği içerisinden (1/4 seyreltilmiş) yaklaşık % 90 doğrulukta 

ölçüm yapabilmektedir. Bu grafik denklemi bir sonraki analizde prostat kanserli 

hasta serumundan PSA analizi yapıldığında, sensörden geçirilen örneklerin, 

sensörün verdiği ΔR cevabına göre ne kadar PSA içerdiğinin bulunmasında 

kullanılmıştır. 

Kan serumu oldukça kompleks bir ortamdır (su, proteinler, iyonlar, besinler, gazlar, 

atıklar, hormonlar, vb..). Bu karmaşık ortamdan PSA’nın doğrusal bir şekilde test 

edilebilmesi, geliştirilen sensörün klinikte hasta serumundan PSA tayini için 

kullanılabilirliğini göstermektedir. Bu amaçla bir sonraki aşamada, prostat kanserli 

hastaların serum örneğinden PSA tayini gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.25. PSA-MIP sensöre ait serum örnekleri ile ∆R arasındaki 

ilişki (kalibrasyon grafiği) 
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A B 

C D 

E F

Şekil 3.26. Serum örnekleri ile PSA-MIP SPR sensör arasındaki etkileşimlere ait 

sensogramlar; A) ¼ serum, B) ¼ serum+0.1 ng/mL PSA, C) ¼ serum+1.0 ng/mL PSA, 

D) ¼ serum+5.0 ng/mL PSA, E) ¼ serum+10 ng/mL PSA, F) toplu (denge tamponu: 10 

mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon ajanı: 25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5; akış hızı: 150 µL/dak.; 

sıcaklık: 25 ºC)   
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3.2.6. Prostat Kanserli Hasta Serumundan PSA Tayini ve Elde Edilen 
Sonuçların ELİZA ile Karşılaştırılması 

PSA-MIP sensörün, prostat kanserli hasta örneklerinden PSA tayini için 

kullanılabilirliğinin araştırılması için, H.Ü. Tıp Fakültesi Üroloji ABD’den prostat 

kanseri teşhisi konmuş, yaşları 50-83 arasında değişen hastalardan kan örnekleri 

alınmıştır (Etik Kurul Karar No: GO 13/135-28). 10 hastaya ait serum örnekleri 10 

mM fosfat tamponu (pH: 7.4) içerisinde ¼ oranında seyreltilmiştir. Sistemden 

geçirilen kan örneklerine ait sensorgramlar topluca Şekil 3.27A’da 

gösterilmektedir. Sensorgramlardan elde edilen ΔR değerleri, y=2.282x + 69.29 

denkleminde yerine konduğunda her bir hastaya ait PSA değeri hesaplanmıştır.  

PSA baskılanmış SPR sensörün günümüzde PSA için kullanılan mevcut ELİZA 

yöntemi ile uyumluluğunun ve sensörün güvenilirliğinin test edilmesi amacıyla, 

ölçüm sonuçları CLI-ELİZA (Chemiluminescent Immunoassay-ELISA) ölçümleri ile 

karşılaştırılmıştır. Bunlara ait grafikler Şekil 3.27B’de görülmektedir. SPR ölçümleri 

ile ELİZA ölçümleri arasında yaklaşık % 98.6’lık doğrusallık olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 3.27B). 

Ayrıca aynı kanserli hasta serumu örneklerinden % geri kazanım oranı da 

hesaplanmıştır. Buna göre serum örneklerinin içeriğindeki PSA değeri, SPR ile 

ölçüm sonrasında hesaplanan PSA değeri ile kıyaslanmıştır. Çizelge 3.6’da 

görüldüğü gibi, % 87.3 ile % 116.9 arasında değişen % geri kazanım oranı elde 

edilmiştir. 

PSA tayini açısından, SPR yöntemi ile mevcut ELİZA yöntemi arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark olup olmadığı, Student T-testi kullanılarak incelenmiştir. p 

değeri 0.751 olarak hesaplanmıştır (p>0.05). Elde edilen sonuç bize iki yöntem 

arasında, PSA tayini açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığını 

göstermektedir (Çizelge 3.7). 
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Şekil 3.27. A) Prostat kanserli hastalara ait serum örnekleri ile PSA-MIP 

sensör arasındaki etkileşimlere ait sensorgramlar, B) ELİZA ve PSA-

MIP sensöre ait derişim ile ∆R değerlerinin karşılaştırılması (denge 

tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon ajanı: 25 mM Glisin-HCl, 

pH: 2.5; akış hızı: 150 µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC)   
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+: Student T-test 

*: p>0.05 (istatistiksel açıdan iki yöntem arasında, PSA tayini bakımından anlamlı 

bir fark yoktur) 

 

 

Çizelge 3.6. Prostat kanserli hastalara ait serum örneklerinden % geri kazanım 

oranı 

Çizelge 3.7. PSA tayini açısından ELİZA ve SPR yönteminin istatistiksel olarak 

karşılaştırılması 
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3.2.7. PSA Baskılanmış Sensörün Tekrar Kullanılabilirliğinin Belirlenmesi   

SPR temelli sensörlerin en önemli avantajlarından biri, tekrar kullanılabilir 

olmasıdır. Özellikle moleküler baskılanmış polimerler ile hazırlanan sensörlerde, 

polimerik yapının sağlamlığı, çevresel koşullara karşı dayanıklılığı ve uzun süren 

raf ömrüne sahip olmaları nedeniyle, tanıma elementi olarak biyolojik moleküllerin 

kullanıldığı sensörlere göre çok daha uzun süre tekrar kullanılabilme kapasitesine 

sahiptir.  

PSA-MIP sensörün tekrar kullanılabilirliğini test etmek amacıyla, 10 mM fosfat 

tamponu (pH: 7.4) içerisinde hazırlanan 10 ng/mL derişimindeki PSA çözeltisi art 

arda 50 kez sistemden geçirilmiştir. Şekil 3.28’den de görüldüğü gibi, sensörün ΔR 

cevabında ciddi bir düşüş olmadan hazırlanan sensör PSA’yı tayin edebilmektedir. 

Ayrıca tez kapsamında yapılan tüm analizlerin 3 tekrarlı olmak üzere aynı PSA-

MIP SPR çipi ile yapıldığı düşünüldüğünde hazırlanan sensörün yüksek bir 

tekrarlanabilirlik oranı ile PSA tayini için kullanılabilirliği kanıtlanmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.28. PSA-MIP SPR sensörün tekrar kullanılabilirliği (PSA 

derişimi: 10 ng/mL; denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; 

desorpsiyon ajanı: 25 mM Glisin-HCl, pH: 2.5; akış hızı: 150 

µL/dak.; sıcaklık: 25 ºC)   
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 Yapılan tez çalışması kapsamında, prostat kanseri tayininde önemli bir 

biyo-belirteç olan PSA’nın klinik örneklerden eş zamanlı, ultra hassas ve 

seçici tayini için biyosensör geliştirilmesi ve geliştirilen biyosensörün 

günümüzde PSA tayini için rutin olarak kullanılan, ticari bir yöntem olan 

ELİZA yöntemi ile doğruluğunun ve güvenilirliğinin test edilmesi 

amaçlanmıştır.    

 Yapılan tez çalışmasında, PSA, mikrotemas baskılama yöntemi ile önceden 

allil merkaptanla modifiye edilmiş SPR çipi yüzeyine baskılanmıştır. 

Literatürde, PSA’nın mikrotemas baskılama yöntemi ile SPR çip yüzeyine 

baskılanması yolu ile tayinine yönelik bir biyosensör çalışması 

bulunmamaktadır. Mikrotemas baskılama yönteminin geleneksel moleküler 

baskılama yöntemine göre, özellikle makromoleküller ile çalışırken sunduğu 

birtakım avantajlar vardır. Farklı kompozisyondaki MIP’lerin hızlı ve paralel 

sentezini münkün kılar. Sadece birkaç mikrolitrelik monomer çözeltisi ile 

aynı anda düzinelerce örnek aynı anda polimerleştirilebilir. Bu yüzden 

özellikle kısıtlı sayıdaki ve pahalı kalıp moleküllerin kullanıldığı moleküler 

baskılama çalışmalarında mikrotemas baskılama yöntemi tercih 

edilmektedir [281]. Bu yöntem, proteinler gibi makromoleküller ile 

çalışılırken karşılaşılan çözünürlük ile ilgili problemlerin yaşanmasını da 

engeller, çünkü bu yöntemde kalıp molekül, polimerizasyon işlemi 

öncesinde monomer çözeltisi ile temas etmez. Aynı zamanda bu durum, 

uygulama sırasında kalıp molekülün aktivite kaybını da engeller. Sonuçta 

bu yöntem, özellikle biyosensör çalışmalarında yüksek seçicilikte, yüksek 

hassasiyette, düşük maliyette ve kararlı tanıma yüzeylerinin oluşturulmasını 

sağlar [248]. Bu yüzden tez çalışması kapsamında mikrotemas baskılama 

yöntemi tercih edilmiştir. 

 Baskılama işleminde fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit (MAA), 

çapraz bağlayıcı olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve başlatıcı 

olarak α-α’-azobisizobutironitril (AIBN) kullanılmıştır. MAA ve EGDMA, 

moleküler baskılama çalışmalarında en çok kullanılan fonksiyonel 

monomer-çapraz bağlayıcı çiftlerinden birisidir. 

 Baskılama işleminden sonra, PSA’nın yüzeye başarılı bir şekilde 

baskılandığının gösterilmesi amacıyla modifiye edilmemiş, allil merkaptan 
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ile modifiye edilmiş ve PSA baskılanmış (PSA-MIP) SPR çiplerinin atomik 

kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, taramalı elektron mikroskobu 

(SEM), dispersif Raman, FT-IR ve temas açısı ile detaylı karakterizasyonu 

yapılmıştır. Herbir karakterizasyon işlemi sonrasında elde edilen sonuçlar, 

allil merkaptan ile yüzey modifikasyonu işleminin başarılı olduğunu, allil 

merkaptan ile modifiye edilmiş SPR çipleri üzerine PSA’nın başarılı bir 

şekilde baskılandığını kanıtlamaktadır. 

 PSA-MIP SPR çipleri ile kinetik analizler kapsamında, ilk aşamada 

desorpsiyon ajanı belirlenmiştir. Çalışılan derişim aralığında, desorpsiyon 

işleminden sonra baz çizgisine hızlı bir dönüş olduğu, sensör yüzeyinin 

rejenerasyonunu hızlı ve etkili bir şekilde sağladığı ve en yüksek kırılma 

yüzdesi değişimi (∆R) sağladığı için, 25 mM Glisin-HCl (pH: 2.5)’nin iyi bir 

desorpsiyon ajanı olduğuna karar verilmiştir. Tüm analizlerde desorpsiyon 

ajanı olarak 25 mM Glisin-HCl (pH: 2.5) kullanılmıştır. 

 Sulu çözeltiden PSA tayini kapsamında, 0.1 ng/mL ile 50 ng/mL derişim 

aralığındaki PSA çözeltileri ile çalışılmış ve bu aralıktaki veriler 

değerlendirildiğinde, sensörün iki farklı derişim aralığında derişim-sinyal 

doğrusallığı gösterdiği, bu doğrusallıkların (R2) da sırasıyla % 99.42 ve % 

97.24 olduğu hesaplanmıştır. Hazırlanan PSA-MIP sensörü için tayin limiti 

(LOD) 90.85 pg/mL olarak bulunmuştur. PSA için FDA tarafından kabul 

edilen normalin alt sınırı 4.0 ng/mL’dir. Bu yüzden bu değerin mümkün 

olduğunca altında PSA tayini gerçekleştirebilen bir sistem, bu hastalığın 

hem erken teşhisinde, hem de tedavi sonrasında hastalığın nüks edip 

etmediğinin gösterilmesinde oldukça önemlidir. Bu kapsamda hazırlanan 

PSA-MIP sensör, belirlenen eşik değerin oldukça altındaki tayin limiti ile bu 

kriteri karşılamaktadır. Ayrıca hesaplanan tayin limiti, literatürde PSA tayini 

için geliştirilen biyosensörler ile elde edilen tayin limiti ile de kıyaslanabilir 

niteliktedir. 

 Literatürde PSA tayini için son zamanlarda geliştirilen sensör çalışmalarının 

bir tanesinde, elektrokimyasal impedans spektroskopisi kullanılarak, 

aptamer temelli biyosensör ile klinik kan örneklerinden PSA tayini 

gerçekleştirilmiştir. Geliştirilen biyosensör ile 1 ng/mL’den daha düşük 

derişimde PSA tayini gerçekleştirilmiştir [282]. Jiang ve ark.’ları [283] 
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tarafından, f-PSA ve t-PSA’nın eş-zamanlı tayini için geliştirilen iki kanallı 

SPR biyosensör çalışmasında, t-PSA, anti-PSA antikoru ile t-PSA 

arasındaki direkt etkileşim yolu ile tayin edilirken; f-PSA yarışmacı 

inhibisyon immüno-analiz yöntemi ile tayin edilmiştir. LOD değerleri 

sırasıyla, t-PSA için 0.40 ng/mL, f-PSA için ise 0.03 ng/mL olarak 

hesaplanmıştır. Homojen potensiyometrik immüno-analiz yöntemi ile pozitif 

yüklü poli-etilenimin-poli (stiren-ko-akrilik asit) (PEI-PSAA) nanoküreleri ve 

anti-PSA ile konjuge edilmiş negatif yüklü altın nanopartiküller arasındaki 

elektrostatik etkileşimin ölçülmesi ile PSA için LOD değeri 0.04 ng/mL 

olarak rapor edilmiştir [284]. Hou ve ark’ları [285] tarafından anti-PSA 

antikoru ve DNAzim fonksiyonelliği kazandırılmış altın-palladyum hibrit nano 

etiketleri kullanılarak, PSA’nın tayini için impedimetrik immünosensör 

geliştirilmiştir. Yapılan çalışmada LOD değeri 0.73 pg/mL olarak rapor 

edilmiştir. İkincil antikor ve luminofor ile çok fonksiyonlu hale getirilmiş 

iletken nano küreler kullanılarak, biyolojik barkot temelli sandviç tipi 

elektrokemiluminesans immünosensörü geliştirilmiştir. LOD değeri 0.6 

pg/mL olarak rapor edilmiştir [286].  

  PSA-MIP SPR sensörü ile PSA arasındaki etkileşim modelini belirlemek 

amacıyla çalışılan üç farklı izoterm modeli arasından, hazırlanan sensörün 

Freundlich adsorpsiyon modeli ile uyumluluk gösterdiği saptanmıştır 

(R2=0.9954). Bu yüzden hazırlanan sensör yüzeyindeki PSA bağlanma 

bölgelerinin heterojen olduğu söylenebilir. Freundlich adsorpsiyon modelinin 

özellikle düşük derişimlerde MIP sistemlerine uygunluk gösterdiği daha 

önceki çalışmalarda rapor edildiği için [280], bu sonuç literatür ile 

uyumludur. Kovalent olmayan MIP’ler heterojen yüzeylere benzer davranış 

sergilerler. Bu yüzden, bu tarz MIP’ler Freundlich izotermine benzer 

matematiksel yaklaşımlar ile modellenebilirler. Kovalent olmayan 

MIP’lerdeki bağlanma bölgelerinin heterojen özelliği, bu tarz sistemler için 

Freundlich izoterminin uygun olmasını sağlar [287]. Diğer yandan, kovalent 

baskılanmış MIP’lerdeki izoterm modelinin Freundlich izotermi ile zayıf 

korelasyon gösterdiği de rapor edilmiştir [219].  

 Yarışmacı proteinler ile yarışmalı kinetik analizler kapsamında yapılan 

çalışmaların sonucunda PSA-MIP sensörün tekli çözeltiler arasında en 
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yüksek ∆R cevabı ile PSA’ya özgüllük gösterdiği bulunmuştur. İkili 

karışımlarda HSA ve IgG, PSA ile karışım halinde iken yarışmacı ajan 

olarak davranmışlar ve PSA’nın tek başına verdiği ∆R cevabına göre daha 

düşük bir ∆R değeri elde edilmesine sebep olmuşlardır. Tam tersine lizozim 

ise karışım halinde iken sinerjik bir etki ile sensör cevabında (∆R) artışa 

neden olmuştur. Bu durum yarışmacı proteinlerin farklı özelliklere (molekül 

ağırlığı, izoelektrik nokta, vb.) sahip olmasından kaynaklanmaktadır. 

Buradaki en önemli sonuç, PSA-MIP SPR sensörün her koşulda, tek başına 

veya karışım halinde, PSA’yı oldukça seçici bir şekilde tayin edebilmesidir.  

 PSA tayini için geliştirilen bir sensör çalışmasında, sensörün PSA’ya karşı 

seçiciliğini test etmek amacıyla karsinoembriyonik antijen (CEA), alfa feto 

protein (AFP) ve immunoglobulin G (IgG) yarışmacı proteinler olarak 

kullanılmıştır. Sensörün PSA için direnci 5x103 Ohm iken, yarışmacı 

proteinler için 1x103 Ohm olarak kaydedilmiştir [285]. Başka bir çalışmada, 

PSA için seçicilik çalışmaları 1 ng/mL derişiminde hazırlanan sığır serum 

albümini (BSA), HRP, CK-MB ve AFP kullanılarak gerçekleştirilmiştir. SPR 

sensör cevabında önemli bir değişim olmadığı rapor edilmiştir [288]. İnsan 

serum albümini (HSA) kandaki en önemli proteinlerden biri olduğu için, 

özgül olmayan bağlanma çalışmalarında kontrol proteini olarak sıklıkla 

kullanılmaktadır. Yapılan bir çalışmada, 100 µM HSA ile muamele 

sonrasında, sensör cevabında %12.5’lik bir artış olduğu saptanmıştır [282]. 

Mikrotemas baskılama yöntemi ile prokalsitonin (PCT) baskılanmış SPR 

sensör çalışmasında, HSA, miyoglobin ve sitokrom c (cyt c) yarışmacı 

proteinler olarak kullanılmıştır. ∆R değerleri PCT için yaklaşık 2.0, HSA için 

0.6, miyoglobin için 1.0 ve cyt c için 0.2 olarak rapor edilmiştir [250]. Yapılan 

tez çalışması kapsamında, PSA için elde edilen seçicilik sonuçları, PSA 

tayini için geliştirilen farklı sensör çalışmalarından ve farklı hedef analitler 

için geliştirilen MIP sensör çalışmalarından elde edilen değerler ile 

kıyaslanabilir niteliktedir.   

 PSA-MIP sensörün baskılama seçiciliğinin belirlenmesi amacıyla hazırlanan 

baskılanmamış (NIP-non imprinted) sensör için tayin limiti 3.75 ng/mL 

olarak hesaplanmıştır. Çalışılan derişim aralığında sensörün doğrusallığı 

ise yaklaşık % 74 olarak belirlenmiştir. Bu yüzden PSA-MIP sensör ile 
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kıyaslandığında NIP sensörün hassasiyeti oldukça düşük bulunmuştur. 

LOD değerleri bakımından kıyaslandığında, PSA-MIP sensörün hassasiyeti 

NIP sensöre kıyasla yaklaşık olarak 40 kat daha yüksek bulunmuştur.  

 Seçicilik ve bağıl seçicilik katsayıları, PSA-MIP sensörün NIP sensöre 

kıyasla PSA’yı oldukça seçici bir şekilde tayin edebildiğini göstermektedir. 

Bağıl seçicilik katsayısının 1’in üzerinde olması, baskılama işleminin 

etkinliğini gösterir. 

 Çalışmanın önemli aşamalarından biri olarak sağlıklı insan serum 

örneklerine dışarıdan PSA eklenerek yapılan PSA analizleri sonucunda, 

PSA-MIP sensörün yaklaşık % 90 doğrusallıkta serumdan PSA ölçümü 

yapabildiği gösterilmiştir. Bu sonuç bize kan serumu gibi oldukça kompleks 

bir ortamdan bile hazırlanan sensörün başarılı bir şekilde PSA tayini 

yapabildiğini göstermektedir. Klinik örneklerde bu kompleks serum ortamı 

içerisindeki PSA derişimi yaklaşık 4 ng/mL ile 10 ng/mL arasındadır. HSA 

gibi bazı proteinler, PSA’ya kıyasla, serum içerisinde yaklaşık 1 milyon kat 

daha fazla miktarda bulunurlar. Bu yüzden, serum örneği içerisinden 

PSA’nın tayin edilebilmesi, PSA-MIP sensörün klinikte kullanılabilirliğini test 

etmek ve sensörün, serum içerisindeki diğer proteinlere kıyasla PSA’ya 

olan seçiciliğini göstermek açısından önemlidir.  

 Çalışmanın en önemli aşaması olarak, prostat kanserli hasta serumundan 

yapılan PSA analizi sonuçları, H.Ü. Tıp Fakültesi Üroloji A.B.D’de PSA 

tayini için rutin olarak kullanılan ELİZA yönteminden elde edilen sonuçlar ile 

karşılaştırılmıştır. 10 hastaya ait serum örnekleri ile yapılan çalışmalar 

sonucunda, iki yöntem arasında % 98.6 gibi oldukça yüksek oranda 

doğrusallık olduğu gösterilmiştir. İki yöntem arasında yüksek korelasyon 

oranı, geliştirilen sistemin, PSA tayini için memnun edici düzeyde 

hassasiyete ve güvenilirliğe sahip olduğunu göstermektedir. 

  Ayrıca aynı örnekler kullanılarak hesaplanan % geri kazanım oranının % 

87.3 ile % 116.9 arasında olduğu gösterilmiştir. Bu sonuç bize sensörün 

veriminin oldukça yüksek olduğunu kanıtlamaktadır. Düşük derişimde 

bulunan tümör belirteçlerinin insan serumundan tayini, hastalıkların erken 

teşhisi açısından oldukça önemlidir. Du ve ark’ları [286] yapmış oldukları 
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çalışmada, % 97.3 ile % 111.3 arasında geri kazanım oranı rapor 

etmişlerdir. Choi ve ark’ları [289] % 87.1 ile % 110.5 oranında geri kazanım 

oranı rapor ederken, Kokkinos ve ark’larının [290] geliştirdikleri sensörde 

geri kazanım oranının % 95 ile % 108 arasında olduğu rapor edilmiştir. 

Yapılan tez çalışması kapsamında hesaplanan geri kazanım oranı, klinik 

örneklerden PSA tayininin yüksek doğrulukta olduğunu göstermektedir.  

 Student T-testi kullanılarak yapılan istatistiksel analiz sonucuna göre, SPR 

yöntemi ile mevcut ELİZA yöntemi arasında, PSA tayini açısından anlamlı 

bir fark olmadığı gösterilmiştir (p= 0.751, p>0.05).  

 Çalışmanın en önemli bulgularından biri, hazırlanan PSA-MIP sensörün 

yüksek tekrar kullanılabilirlik oranıdır. 50 enjeksiyon sonrasında 

gözlemlenen ∆R değeri bize, tüm analizlerin 3 tekrarlı olarak, aynı PSA-MIP 

SPR çipi ile yapıldığı da göz önünde bulundurulduğunda, hazırlanan PSA-

MIP sensörün performansında ciddi bir düşüş olmaksızın, uzun süre PSA 

tayini için kullanılabileceğini kanıtlamaktadır. Ayrıca bu sonuç PSA-MIP 

sensörün kararlılığının yüksek olduğunun da bir işaretidir.   

 Nitelikli biyosensörlerde bulunması gereken 8 parametre açısından PSA-

MIP sensörü değerlendirildiğinde: 

 Tayini gerçekleşecek olan PSA miktarı değişimine bire bir cevap 

vermesi ile yüksek duyarlılığa, 

 Hesaplanan seçicilik katsayıları ile kanıtlanan yüksek seçiciliğe, 

 PSA için literatürde belirtilen derişim aralığında ve hatta daha düşük 

derişimde ölçüm yapabilen ölçüm aralığına, 

 Tüm analizin 70 dakikada tamamlanması, ancak yaklaşık 20 

dakikada PSA değişimine oldukça hızlı bir şekilde cevap vermesi ile 

kısa ölçüm süresine, 

 Tüm analiz sonuçlarından elde edilen yüksek tutarlılığa, 

 Tayin limiti olarak PSA için belirlenen eşik değerin yaklaşık 44 katı 

altında gerçekleştirdiği PSA tayini ile oldukça düşük tayin limitine, 

 Performansında gözle görülür, ciddi bir azalma olmadan verdiği uzun 

hizmet ömrüne, 
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 Yüksek kararlılığa ve verime  

sahip olması ile nitelikli biyosensörlerde olması gereken tüm özellikleri taşıyan bir 

sensör olarak, günümüzde mevcut ELİZA yöntemine göre birçok avantajı ile üstün, 

alternatif bir yöntem olarak PSA tayininde kullanılabileceği gösterilmiştir.    
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