
ANADOLU ÜNİVERSİTESİ BİLİM VE TEKNOLOJİ DERGİSİ –A 
Uygulamalı Bilimler ve Mühendislik  

ANADOLU UNIVERSITY JOURNAL OF SCIENCE AND TECHNOLOGY –A 
Applied Sciences and Engineering 

Cilt/Vol.:11-Sayı/No: 2 : 141-147 (2010) 
 
 
 

TNF-α TAYİNİ İÇİN REFLEKTOMETRİK İNTERFERANS SPEKTROSKOPİSİ 
TEMELLİ SENSÖR GELİŞTİRİLMESİ 

 
Sibel Emir DİLTEMİZ 1, Ayça Atılır ÖZCAN 1, Özlem YALÇINKAYA 1 

 
ÖZ 

 
Bu çalışmada, TNF-α biyomolekülünü seçici olarak tanıyan ve bağlayabilen reflektometrik 

interferans spektroskopisi temelli sensör sistemi hazırlanmıştır. Bu amaçla, reflektometrik interferans 
spektroskopisi temelli ve karboksimetildekstran kaplı sensör sistemleri TNF-α antibadinin uygun 
yönlenimli bağlanabilmesi amacıyla aktive edilmiş, ardından uygun derişimdeki anti-TNF-α antibadi 
aktive yüzeylere bağlanmış ve hazırlanan sensörlerin TNF-α molekülünü bağlama etkinlikleri incele-
nerek, bağlanma sabitleri hesaplanmıştır. 
 
 

Anahtar Kelimeler : TNF-α, Reflektometrik interferans spektroskopisi, Biyosensör sistemleri. 
 
DEVELOPMENT OF SENSOR BASED ON REFLECTOMETRIC INTERFERENCE 

SPECTROSCOPY FOR DETERMINATION OF TNF-α 
 

ABSTRACT 
 

In this work, sensor system based on reflectometric interference spectroscopy has been prepared 
for selective recognition and binding of TNF-α biomolecules. For this purpose, carboxymethyldextran 
coated and reflectometric interference spectroscopy based sensor systems have been activated for 
binding of suitable orientated antibody. Then, anti-TNF-α antibody has been bound on the surface and 
binding efficiency and binding constants of prepared sensors have been investigated. 

 
 
Keywords: TNF-α, Reflectometric interference spectroscopy, Biosensor systems. 

 

                                                 
1, Anadolu Üniversitesi, Fen Fakültesi Kimya Bölümü. 
 
Geliş: 22 Ekim 2010; Düzeltme: 23 Kasım 2010; Kabul: 2 Aralık 2010 

1. GİRİŞ 
 
Endüstri, çevre mühendisliği ve ilaç alanın-

daki gelişmeler, her geçen gün yeni metodlar ve 
yüksek hassasiyet gerektiren yöntemlere olan 
ihtiyacı arttırmaktadır. Bu yeni metodlardan 
birisi de yüksek seçiciliğe sahip sensörlerin kul-
lanılmasıdır (Pearson vd., 2000). Genel anlamda 
sensörler, kimya, biyoloji, fizik, mühendislik 
gibi pek çok bilim alanının bilgi birikiminden 
yararlanıp moleküllerin veya sistemlerin seçim-
lilik özellikleri ile modern elektronik tekniklerin 
birleştirilmesiyle geliştirilen analitik cihazlar 
olarak tanımlanabilir (Yagiuda vd., 1996, Schel-
ler vd., 2001). Sensörler analiz edilen madde ile 

seçimli bir şekilde etkileşime giren aktif bir bile-
şenin, bu etkileşim sonucunda ortaya çıkan sin-
yali ileten bir iletici sistemle birleştirilmesi ve 
bunların bir ölçüm sistemiyle kombinasyonuyla 
oluşturulur (Wang vd., 1997, Sharma vd., 2003, 
Jacobs vd., 2010). 

 
Tümör nekrozis faktör-α, (TNF-α), apopto-

zun yanı sıra hücre regülasyonu, proliferasyonu 
inflamasyon, bağışıklık, sepsis, şeker hastalığı, 
kanser, osteoporoz, multiple skleroz, romatoid 
artrit, inflamatuvar bağırsak hastalıkları ve 
vasküler cevaplar da yüksek stimüle edici potan-
siyeli olan polipeptid yapıda bir sitokindir ve 
insan hastalıklarının çok geniş bir spekturu-
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munda temel aracı molekül olarak görev alır 
(Dana vd., 1991; Tiina vd., 2001; Chen ve 
Goeddel 2002). Tümör nekroz faktör (TNF), 
birçok hücre tipi tarafından salgılanan ve kan-
serli hücrelerin yıkımını sağlayan bir sitokindir 
(Old 1985). Bu nedenle kanser hastalıklarının 
tayini ve tedavisi amacıyla üzerinde oldukça 
yoğun çalışılan bir protein grubudur. Genel 
olarak TNF-α nın normal hücreler tarafından 
üretilmediği düşünülmektedir, fakat endoplastik, 
iltehaplı ve bulaşıcı hastalıklarda istilacılar taraf-
ından tetiklenmesine ihtiyaç duyulur. Bu ne-
denle makrofaj ve monositlerin bakteriyal, viral 
ve parazitik organizmalar ve ürünleri karşısında 
lokal ve sistemik TNF-α cevap oluşturmasının 
payı olduğu ispatlanmıştır (Mehdi ve ark. 2001). 

 
Proinflamatuvar ajanı olarak pek çok 

hastalıkta TNF-α miktarı belirteç olarak kul-
lanılmaktadır (Ping vd., 1996). Yıllardır TNF-α 
nın miktarının belirlenmesi için yapılan biyolo-
jik çalışmalar fare fibroblastlarında sitotoksik 
ölçümleri içermekteydi. Fakat TNF-α nın sahip 
olduğu pek çok biyolojik özellikler sonucu et-
kilemekteydi. Bu nedenle gelişmiş bioassay ve 
immünoassay yöntemlerle bu özellikler hesaba 
katılabilir hale getirilmiştir. Çeşitli enzim im-
münoassay yöntemleri pek çok analitin tayini 
için farklı duyarlılığa sahiptir (Srinivasan vd., 
2004). Enzim immünoassay sistemlerinin en 
önemli uygulaması biotin-streptavidin uygu-
lamalarıdır. Bu sistemin esaslarına dayanarak 
ELISA metodu geliştirilmiştir. Bu sayede hızlı 
ve duyarlı ölçümler yapılarak hTNF-α miktarı 
hücre kültür ortamı gibi vücut sıvılarında sapta-
nabilmektedir (Kittigul vd., 2000; Wanachi-
wanawin vd., 1999). Bu yöntemlerden bir diğeri 
ise serum örneklerinde TNF-α miktarının sap-
tanması için biotin-streptavidin sistemi kul-
lanılarak (BS-ELİSA) bir modifiye sandviç en-
zim-bağımlı immünosorbent assay dir. Yapılan 
çalışmalar BS-ELISA yönteminin serum örnek-
lerinde ki TNF-α tayini için çok duyarlı bir yol 
olduğunu göstermiştir (Kittigul vd., 2000). 

 
Bu çalışmada, canlılar için oldukça önemli 

olan TNF-α tayini için yeni bir sensör sistemi 
geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu doğrultuda çal-
ışma kapsamında geliştirilen TNF-α biyo-
molekülünü tanıyan reflektometrik interferans 
spektroskopisi temelli yeni nesil sensör bazlı 
çalışma biyosensör ve biyoayırma içerikli lit-
eratürde hiç yer almamaktadır. 

 
 
 
 
 

2. DENEYSEL 
 

2.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler 
 
TNF-α, N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-

etilkarbodiimid, 0.1 M N-Hidroksisüksinimid 
Aldrich (Milwaukee, WI, ABD) firmasından 
temin edilmiştir. Diğer bütün kimyasallar ve bi-
yokimyasallar analitik saflıkta olup, Merck AG 
(Darmstadt, Almanya) firmasından sağlanmıştır. 

 
Deneylerde kullanılan su; yüksek akışlı 

selüloz membranlı Barnstead (Dubuque, IA) 
Ropure LP® ters ozmoz ünitesinde işleme tabi 
tutulduktan sonra Barnstead D3804 
NANOpure® organik/kolloidal uzaklaştırma ve 
dolgulu iyon değişim sistemi kullanılarak 
saflaştırılmıştır. Elde edilen saf suyun iletkenliği 
18 megaohm/cm'dir. 

 
pH ölçümleri WTW Series InoLab pH730 

model pHmetre ile, fiber optik spektroskopi 
ölçümleri Avantes marka, AvaSpec-1024, Eer-
beek, Hollanda model spektrofotometre ile, re-
flektometrik interferans spektroskopisi ölçümleri 
Analytic Jena marka, Biaffinity, Jena, Almanya 
model spektrofotometre ile gerçekleştirilmiştir. 
AFM görüntüleri Q-Scope 250, Quesant Instru-
ments, CA, USA cihazı kullanılarak elde 
edilmiştir. 

 
 

2.2 Karboksimetildekstran Kaplı Reflek-
tometrik Sensörlerin NHS/EDC ile 
Aktivasyonu 
 
Bu amaçla reflektometrik interferans spek-

troskopisi cihazına uyumlu ve Analytic Jena 
firmasından satın alınan karboksimetildekstran 
(CMD) polimer tabakası ile kaplı çipler cihaza 
takılarak HBS pH:7.4 (HEPES:NaCl:EDTA) 
tampon sistemi kullanılarak yıkanmış ve 0,1 M 
N-hidroksisüksinimid (NHS) ve 0,1 M 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) 
çözeltileri ile aktive edilmiştir (Şekil 1). Sensör 
yüzeylerinin NHS/EDC ile aktivasyonu sonu-
cunda yüzey morfolojisinin değişmesi ışığın kır-
ınım açısını değiştirdiği için sensorgram sinya-
linde artma ile belirlenmiştir. Ayrıca sensör 
yüzeylerinin NHS/EDC ile aktivasyonundan 
sonra yüzey morfolojisi atomik kuvvet mik-
roskopu (AFM) ile incelenmiştir. 
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Şekil 1. CMD kaplı sensörlerin aktivasyon şeması 
 
2.3 TNF-α İmmunoassay Amacıyla Sen-

sörlere Anti TNF-α-Antibadi 
Bağlanması 
 
Sensör yüzeyinde uygun geometrili antibadi 

yönlenmesi sağlamak üzere modifiye edilen re-
flektometrik sensörler yüzeyinden HEPES 
pH:7,4 tamponunda hazırlanan 10 mgL-1 deri-
şimdeki anti TNF-α-antibadi çözeltisi geçir-
ilerek, sensör yüzeylerine TNF-α antibadinin 
bağlanması sağlanmış ve örneklerden TNF-α 
tayini için sensörler hazırlanmıştır. Hazırlanan 
sensör yüzeyleri TNF-α antibadi immobilizas-
yonundan sonra AFM cihazı ile incelenmiştir. 

 
2.3 Hazırlanan Sensörlerin TNF-α Tayini 

İçin Kullanılması 
 
Uygun yönlenimli antibadi immobilizas-

yonu gerçekleştirilmiş karbaksimetil dekstran 
kaplı sensörler BIAffinity cihazı kullanılarak 
farklı derişimlerde (HEPES pH:7,4 tamponunda 
hazırlanan 10, 25 ve 50 ngmL-1) TNF-α çözeltil-
eri ile etkileştirilmiş ve antibadi ile TNF-α 
molekülü arasında bağlanma incelenmiştir. 
Glisin-HCl tampon sistemi kullanılarak TNF-α 
molekülü yüzeyden uzaklaştırılmış ve çip yüzeyi 
rejenere edilmiştir. 

 
3. BULGULAR 

 
3.1 Karboksimetildekstran Kaplı Reflek-

tometrik Sensörlerin NHS/EDC ile 
Aktivasyonunun İncelenmesi 

 
Sensör yüzeylerinin NHS/EDC ile aktivas-

yonu sonucunda yüzey morfolojisinin değişmesi 

ışığın kırınım açısını değiştirdiği için sensor-
gram sinyalinde artma meydana gelmiştir (Şekil 
2). Sensorgramlarda 1 ile belirtilen sinyal, spesi-
fik bağlanmayı, 3 ile verilen sinyal spesifik ol-
mayan bağlanmayı ve 2 ile verilen sinyal 
aradaki farkı göstermektedir. Sensorgramdaki 
artış etkileşimin gerçekleştiğinin bir gösterge-
sidir. 

 

 
Şekil 2. CMD kaplı sensörlerin aktivasyonuna 

ait sensorgram 
 
Sensör yüzeylerinin NHS/EDC ile aktivas-

yonundan sonra yüzey morfolojisi atomik 
kuvvet mikroskopu (AFM) ile incelenmiştir. 
Şekil 2 de görüldüğü gibi aktivasyon sonrası 
sensör yüzeylerinin homojenitesi ve bağlanma-
dan dolayı yüzey yüksekliği değişmiştir. Bu du-
rum aktivasyonun gerçekleştiğini göstermekte-
dir. 

 

1 

2 

3 
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(a)          (b) 
 

Şekil 3. (a)CMD kaplı sensörlerin aktivasyon öncesi ve (b) aktivasyon sonrası AFM görüntüsü 
 
3.2 Karboksimetildekstran Kaplı Reflek-

tometrik Sensörlere Antibadi İmmo-
bilizasyonunun Belirlenmesi 

 
Yapılan ölçümler sonucunda sensör yüzey-

lerine bağlanacak uygun antibadi derişimi 10 
mgL-1 olarak belirlenmiştir. Antibadi bağlan-
ması sonucunda elde edilen sensorgram Şekil 
3’de gösterilmiştir. Sensör yüzeyine TNF-α an-
tibadi bağlanması sonucunda sinyalde artış ol-
muş ve bağlanma bölgelerinin tamamlanmasına 
kadar artma devam etmiştir. 

 

 
Şekil 3.3 Aktive edilmiş sensör yüzeylerine 10 

mgL-1’lik anti-TNF-α immobilizas-
yonuna ait sensorgram 

 
Sensör yüzeylerine 10 mgL-1’lik anti-TNF-α 

immobilizasyonundan sonra yüzey morfolojisi 
AFM ile incelenmiştir. Şekil 4 de görüldüğü gibi 
immobilizasyon sonrası sensör yüzeylerinin 
homojenitesi değişmiştir. Ayrıca yüzey yüksek-
liği 800 µm den 1290 µm ye artmıştır ki bu da 
sensör yüzeyine anti-TNF-α immobilizas-
yonunun gerçekleştiğini göstermektedir. 

 
 
 
 
 

 
Şekil 4. CMD kaplı sensörlerin anti-TNF-α im-

mobilizasyonundan sonra AFM 
görüntüsü 

 
3.3 Antibadi İmmobilize Sensörlerin 

TNF-α Tayini İçin Kullanılması 
 
HEPES pH:7,4 tamponunda hazırlanan 10, 

25 ve 50 ngmL-1 derişimdeki TNF-α çözeltil-
erinin sensör yüzeyinden geçirilmesinden sonra 
elde edilen sensorgramlar Şekil 5’de verilmiştir. 
Sensorgramlardan da görüldüğü gibi artan TNF-
α derişimi ile bağlanma sinyalinde de artış ol-
muştur. 

 
Derişim ve sinyaldeki artış arasındaki 

ilişkiden yararlanılarak kalibrasyon doğrusu 
oluşturulmuş hazırlanan sensör sistemlerinin 
TNF-α tayinin de kullanılabilirlikleri ve 
bağlanma sabitleri belirlenmiştir (Şekil 6). 
Deneyler  üç kez tekrar edilmiştir. Her bir veri 
seti için ortalama değerler ve standart sapmayı 
hesaplamak üzere standart istatistiksel yöntem-
ler uygulanmıştır. Güven aralığı % 95 tutulmuş-
tur. 

 

2 

1 

3 
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Şekil 5. 10 ngmL-1 (a), 25 ngmL-1 (b) ve 50 ngmL-1 (c) için TNF-α bağlanmasına ait sensorgram 
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Şekil 6. TNF-α için kalibrasyon grafiği 
 

Sensör yüzeyi ve TNF-α arasındaki 
bağlanma etkileşimleri Langmuir adsorpsiyon 
izotermi kullanılarak belirlenmiştir. Bu amaçla 
Eşitlik 1.1’de verilen Langmuir adsorpsiyon 
denklemi kullanılmıştır. 

 

maksAmaksdenge RCKRR
1111

+=          (1.1) 

 
Bu eşitlikte; 

       Rdenge : TNF-α enjeksiyonundan sonra   
sinyal 

C    : TNF-α  derişimi 
       Rmaks    : Sonsuz TNF-α  derişimindeki 

denge sinyali 
KA          : Afinite sabiti 
 
Şekil 3.7’de verilen Langmuir grafiği kul-

lanılarak anti-TNF-α immobilize edilmiş sen-
sörün TNF-α bağlanması için afinite sabiti (KA) 
2.4x104 M-1 olarak bulunmuştur 
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Şekil 7. TNF-α tayini için Langmuir grafiği 
 
4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 
Gerçekleştirilen çalışmada, biyolojik olarak 

oldukça önemli bir biyokimyasal olan TNF-
α’nın tayin ve teşhisine yönelik reflektometrik 
interferans spektroskopisi temelli sistemler gel-
iştirilmiştir. Reflektometrik interferans spek-
troskopisinin sensör yüzeyi NHS/EDC ile aktive 
edilmiş ve anti-TNF-α antibadi sensör yüzeyine 
immobilize edilmiştir. Elde edilen pikler immo-
bilizasyonun düzgün bir sekilde gerçekleştiğini 
göstermektedir. Bu sonuç anti-TNF-α’nın 
bağlanma bölgelri aktif olarak etkileşime gire-

bileceğini göstermiştir. Reflektometrik interfer-
ans spektroskopisinin anti-TNF-α immobilize 
edilmis sensör yüzeyinden farklı derişimlerdeki 
TNF-α çözeltileri geçirildiğinde, birbirleriyle 
olan etkilesimleri sonucu meydana gelen pik, 
anti-TNF-α’nın etkinliğini koruduğunu ve anti-
jen bağlama bölgesi ile TNF-α’yı doğal resep-
törlere yakın bir bağlanma sabiti ile (2.4x104 M-1) 
bağladığını göstermektedir. 

 
 
 
 

y = 18,304x - 82,709
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