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IMPEDIMETRIK DNA ANALIZi iCiN YENI CAM FiBER KARBON
ELEKTROTLARIN HAZIRLANMASI VE UYGULAMASI
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Tez Danigmant: Prof. Dr. Zafer USTUNDAG

OZET

Bu tez ¢alismasinda, yiiksek sicaklik tiip firminda inert ortamda, 1s1l islemle cam fiber
tizerine komiir katran1 esasli karon malzeme kaplanarak iletkenligi yiiksek karbon elektrot elde
edilmistir. Karbon malzeme, kimyasal oksidasyonla asit uglari olan yapiya doniistiiriildiikten
sonra karbodiimitle muamele edilmis ve 4—aminotiyofenol ile amitlestirilmistir. Elde edilen
malzemenin tiyol uglarina altin nanopargacik (AUNP) baglanarak elektrot tamamlanmigtir.
Hazirlanan malzemelerin  karakterizasyonu elektrokimyasal (dogrusal voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi), spektroskopi (X-1sinlar1 foroelektron spektroskopisi
ve infrared spektroskopisi) ve mikroskopi (taramali elektron mikroskopisi ve gegirimli elektron

mikroskopisi) teknikleriyle karakterize edilmistir.

AUNP ihtiva eden elektrota, Hiv-1 DNA sekansina (T-DNA) uygun bir tiyol grubu
ihtiva eden yakalayict DNA oligoniikleotidi (C-DNA) baglanmistir. Elde edilen sensoriin; T-
DNA ile en uygun hibritlesme sicakligi ve siiresi hesaplanmistir. Optimum sartlarda sensoriin,
0,1 pM — 10 nM konsantrasyon araligindaki hedef analit (T-DNA)’le hibridizasyonu
sonucunda redoks prob yardimiyla impedimetrik kalibrasyon g¢aligsmalari yapilmistir.
Kalibrasyon egrisi cizilerek, regrasyon esitligi Rct = 0,7878[logC] + 11,8581 (R?: 0,9966)
ve alt tayin sinir1 (LOD) 0,013 pM (S/N:3) olarak hesaplanmistir. Yedi giinliik kararlilik
deneyi sonucunda sensoriin geri kazanimi % 96,7 ile % 101,4 degerleri arasinda
hesaplanarak, elektrotun kararli oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen yéntemin hassasiyeti
ve dogrulugu giin i¢i ve yedi ardisik giinler arasi incelenmis olup dogrulugu ve kesinligi yliksek
bulunmustur. Girisim deneylerinde iki farkli sekans kullanilarak Rct degisimlerinin <1% ve >-
1.5% araliginda oldugu, herhangi bir girisimin olmadig1 sonucu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanobiyosensor, Karbonize Malzeme, Elektrokimyasal Impedans
Spektroskopisi, Oligoniikleotid DNA Analizi, HIV-1 Analizi
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PREPARATION OF GLASS FIBER ELECTRODE FOR IMPEDIMETRIC DNA
ANALYSIS AND ITS APPLICATION
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Nanotechnology, M.S. Thesis, 2018
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Zafer USTUNDAG

SUMMARY

In this study, carbon modified glass fiber from coal tar pitch was prepared with tube
furnace under high temperature under nitrogen atmosphere. The carbonaceous material was
converted to carboxylated carbonaceous materials via strong acid solution. The carboxylate
terminated material was treated with carbodiimide and then converted to amide with 4-
aminothiophenol. The materials was characterized with spectroscopic, electrochemical,
microscopic and optical techniques. The —SH terminated material was self ordered with gold
nanoparticles and capture-DNA (C-DNA) olgonucleotid sequence. The electrode was used in
the determination of analyte (T-DNA for HIV-1) by electrochemical impedance spectroscopy
(EIS).

The linear equation for T-DNA was Rct = 0,7878[logC] + 11,8581 (R 0,9966) , with
the linear range of 0,1 pM — 10 nM. The detection limits (S/N=3) was calculated as 0,013 pM.
Precision and accuracy results of the developed method were studied. The influences of two
different non-complementary sequence were studied. The values of charge transfer resistant
change of the redox probe are approximately <1% and >-1.5%. In conclusion, it is not an
important factor of interference effect of these sequences in the selected concentrations

Keywords: Nanobiosensor, Carbonaceous material, Electrochemical Impedance Spectroscopy,
Oligonucleotid DNA Analysis, HIV-1 Analysis
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1. GIRIS
Bilim ve teknolojinin gelismesi malzeme biliminin gelisimindeki ivmeyi arttirarak

nanomalzemelerin ortaya g¢ikmasini saglamis ve nanomalzemelerin kullanim alanlarindaki

cesitliligi ile 5nem kazanmistir.

Nanomalzemeler; uzay endiistrisinden ¢evre kirliligi kontroliine, savunma sanayiinden
yakit teknolojisine, elektronik araglardan tibbi sensorlere kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Ornegin; hastaliklara neden olan etmenler nanosensérler yardimiyla tespit edilerek erken teshis

ve Onlemlerle kontrol altina alinabilmektedir (Ma vd., 2018; Purnomo vd., 2018).

Vazgecilmez bir element olan karbon, ¢ogu malzemenin igerigini olusturmaktadir.
Fullerenler, karbon nanotiipler ve grafenin kesfi karbon malzemelerin kullanim alanini
genisletmis ve bu malzemeler ile ilgili amaglar1 arttirmistir. Grafen/ grafen oksit son yillarda
giiclii bir sekilde bilim diinyasinin dikkatini ¢ekmektedir. Yiiksek yiizey alani, miikemmel
termal iletkenlik, elektriksel iletkenlik gibi essiz fizikokimyasal 6zellikleri ve glicli mekanik
mukavemeteri sayesinde elektronik enerji depolama, doniisiim siiper kapasitorleri, piller, yakat
pilleri, giines pilleri gibi bircok uygulamada umut vaat etmektedir (Cui ve Maruyama, 2018;
Geim ve Novoselov, 2007; Li vd., 2018). Kimyasal analiz yontemleri karbon malzemelerin en
gozde kullanimlarindan biridir. Bir materyalin ya da numunenin iletkenlik 6zelligi sayesinde
ozelliklerinin belirlenmesi ve gelisen teknolojiye uygulanabilir olmasi olduk¢a 6nemlidir. Bazi
numunelere uM (mikromolar) ve ppb 6lceginde yapilan analizlerin giiniimiizde pM(pikomolar)
ve fM(femtomolar) dlgeginde yapiliyor olmasi buna 6rnek olarak verilebilir (Ustiindag ve Erkal,

2017).

Bu calismada, mikro yapili cam fiber iizerine komiir katrani kaplanarak elde edilen
elektrotlarin modifiye edilmesiyle oligoniikleotid tabanli DNA sensor gelistirilmistir. HIV-1"e

duyarli sensoriin karakterizasyonu ve uygulamasi ¢aligilmstir.



2. TEORIK TEMELLER

DNA biyosensorii kavraminin baglangicindan bu yana gelisimi gen analizine yonelik
arastirma cabalariyla baglantili olarak biiyiik ilgi ¢ekmistir. Genetik bozukluklarin, doku
eslestirmesinin, adli uygulamalarin tespiti vb. alanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Diger
tekniklerle karsilastirildiginda hizli tepkileri, yiiksek duyarlilig, iyi secicilik ve giiclii isleyisi
DNA biyosensoriiniin biiyiik ilgi gérmesini saglamaktadir (Muniz ve Merkogi, 2013: 305-332).

2.1. HIVV-1 Viriisii

Bagisiklik sistemini giligsiizlestirerek viicudun diren¢ mekanizmasini zayiflatan ve
hastaliklara karsi savunmasiz birakan Human Immunodeficiency Virus (insan Immun
Yetmezlik Viriisii); zarfli, pozitif zincirli bir RNA viriisiidir (Jackson vd., 1997). Viriisiin
meydana getirdigi hastalik da Acquired Immune Deficiency Syndrome (Eriskin Bagisiklik
Yetmezligi Sendromu=AIDS) olarak tanimlanmustir. ilk kez 1981 yilinda bir escinsel erkekte
gozlemlenen HIV virlisii 1983 yilinda izole edilerek tanimlanmigtir. HIV virilisii savunma
mekanizmasin1 ¢okerterek normal kosullar altinda tedavi edilebilen hastaliklar1 savunma
giiclinlin yetersizliginden dolay1r tedavi edilememesine neden olmaktadir. Diinyada o6liim
oranlar1 goz 6niinde bulunduruldugunda ilk siralarda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin
(WHO) Temmuz 2017 raporlarina gore; diinyada ortalama 30 milyondan fazla kisi HIV
virlisiine yakalanmaktadir. Biitiin infekte vakalarin neredeyse %95 ten fazlasi gelismekte olan
tilkelerde, bunun %66’s1 Afrika ve Asya’da gozlemlenmektedir. Etkisi bakimindan
degerlendirildiginde Afrika’da birinci, diinyada ise dordiincii sirada 6liim nedenidir (Timer,
2017a).

HIV; cinsel yolla, anneden bebege perinatal yollardan, enjeksiyon ile (6zellikle ilag
bagimlilarinda goriilmektedir), kan ve kan iriinleri aracilig1 ile bulagma, kaza ile bulasma gibi
cesitli yollarla bulasabilmektedir. El temasi, ayni esyalar1 paylasmak, ayni ortamlar1 paylasmak
ve bocek, sinek, ar1 vb. araciligi ile HIV bulasmamaktadir (Tiimer, 2017Db).

Elektron mikroskobunda ayirt edilemeyen HIV-1 ve HIV-2 olarak iki g¢esidi bulunan
HIV yapisi zarfli ve pozitif zincirli olan RNA viriisiidiir. Viriisiin kapsiti p24, niikleokapsit p7,
RNA, intergaz, proteaz ve revers transkriptaz enzimlerinden olusmaktadir. Viral antijen olarak
en kolay belirlenen bu proteindir. Konak hiicre zarindan olusan bir zarf konik seklindeki kapsiti

cevreler (Tiinger vd., 2005-649). Sekil 2.1°de HIV viriisii goriilmektedir.
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Sekil 2.1. HIV viriisii sematik gdsterimi.

Kapsit ve zarf arasinda dis matriks protein pl17 bulunur ve yaninda konak hiicre
zarindan olusan viral zarf 72 adet ¢ikinti igerir (Harvey vd., 2006). Baglanma proteini olan
gp120, enfeksiyon sirasinda hiicre reseptoriine baglanir. Gp41 proteini viriisiin konak hiicreye

girmesini saglamaktadir (White ve Fenner, 2000-606.).
2.2. Nanosensorler ve Ozellikleri

Nanosensorler; nanopargaciklar hakkindaki bilgileri makroskopik diinyaya aktarmak
icin kullanmilan biyolojik, kimyasal veya cerrahi algilayicilardir. Sensorlerin esasen gesitli tibbi
amacglar i¢in nanodlgekli robotlarda ¢alisan bilgisayar ¢ipleri gibi diger {iriinlerin

olusturulmasinda yontem olarak kullanilmaktadir (Foster, 2006: 283).

Nanosensorler genellikle tibbi agidan kullanim i¢in gelistirilmektedirler. Bu sensorlerle;
hacim, konsantrasyon, yer degistirme, hiz, yer¢ekimi, elektrik ve manyetik kuvvetler, basing
veya bazi hiicrelerdeki 1s1 degisimlerini 6lgerek bazi hiicreleri 6zellikle kanser hiicrelerini tespit

etmek miimkiin olabilir. ilag saliim mekanizmasi da nanosensorlerin hedefleri arasinda



gosterilen oOzelliklerine ek olarak viicut disindaki degisimleri fark edip viicuttaki diger

sensorlerle haberlesebilmesi yer alir (Freitas, 1999: 93).

Kadmiyum selenit kuantum dotlarin floresans o6zelliklerinden yararlanilarak viicut
icerisinde tiimor tespiti yapilabilmesi nanosensorlere drnektir. Enjekte edilen floresans kuantum
dotlar kendi floresanslarindan dolay1 kolay bir siirecle bir tiimor ya da kanser hiicresinin nerede
oldugunu bulabilirken gelistirilen nanosensor kuantum dotlar1 yalnizca risk altinda olan belirli
hiicreyi bulmak i¢in kullanilabilecektir. Viicut i¢in toksik 6zellik gostermesi kadmiyum selenit
kuantum dotlarin dezavantajidir. Ancak arastirmacilar floresans ozelliklerinden bazilarin
koruyarak farkli, daha az toksik materyalden yapilmis alternatif noktalar gelistirmeye caligsarak
dezavantaji minimuma indirgemeyi hedeflemektedir. Floresans 6zelligi tasima potansiyeli goz
oniinde bulunduruldugunda; manganez, bazi lantanid grubu elemanlari, diger bazi metallerin
artig gostermesi segenekleri arttirabilir. Bu sebeple, ¢inko siilfiir kuantum dotlarin 6zel yararlari
da arastirilmaktadir. Buna ek olarak, bu yeni kuantum noktalar hedef hiicrelere baglandiklarinda
daha floresan hale gelirler. Potansiyel tahmin fonksiyonu da oOzellikle mevcut basit
dedektorlerin disinda glikoz diizeyini otomatik olarak algilamasi, yiiksek riskli ve implant
sensorler de genetik kusurlar1 tanimak icin spesifik DNA tespit etmek i¢in kullanilan sensorler

icerebilmesidir (Ratner vd., 2003-81-83).

DNA CMOS (Biitinleyici Metal Oksit Yar1 Iletken, bir tiimlesik devre iiretim
teknolojisi) iiretimi i¢in algilama yetenekleri olan bir nanodevreyi biitiinlestirebilir. Bu nedenle,
proteinler ve yeni melez malzemeler nanosensorlerin devre diizeneginin bir parcasi olarak hibrit

yari iletken tabakaya konfigiire edilmis bilesenleri etkinlestirmek i¢in kullanilir (Cavalcanti,
2007).

Elektrokimyasal sensorlerin yapisina biyolojik maddeler (enzim, hiicre, doku, antikor,
deoksiriboniikleik asit, vb.) eklendiginde, elektrokimyasal sensorlerin kullanim alanlarindan biri
olan biyosensérler ortaya ¢ikmustir (Wang vd., 2001a, 2004; Erdem ve Ozsdz 2002; Erdem vd.,
2006).

2.2.1. Biyosensorler

1800°li yillarin sonlarina dogru Gregor Mendel’in bezelyeler iizerinde yaptig
caligmalarla genetik biliminin temelleri atilmis olup 1950°1i yillarda DNA’nin yapisinin

kesfedilmesi ile birlikte genetik bilimi 6nem kazanip gelisen teknoloji ile birlikte biyosensorler



ile ilgili caligmalar yapilabilmesine olanak saglamis ve multidisipliner bir ¢alisma alan1 hayat

bulmustur (Sinden, 1994: 1-57).

Biyosensorler; biyokimyasal ve elektrokimyasal ¢eviriciler igermektedir. Biyokimyasal
olan ¢evirici analiz edilecek madde ile reaksiyon olusturur. Bunun sonucunda olusan firiin ise
elektrokimyasal ¢evirici tarafindan sayisal olarak okunabilir degere ¢evrilmektedir (Turner vd.,
1987).

DNA’nin nitel ve nicel gozleme dayali elektrokimyasal yontemlerle analiz edilmesi
oldukga ilgi g¢ekici ve bununla birlikte fonksiyonel bir kullanim alanidir (Mikkelsen, 1996).
DNA’nin kimyasal maddelerle etkilesimi ve yeni antikanser ilag tasarimlari i¢in yeni yontemler
gelistirilmektedir (Oliveira-Brett vd., 2006). DNA- ila¢ reaksiyonunun elektrokimyasal analizi
ile sinyallerde olan artis ve azalmalar1 konsantrasyon bazinda olgiimlerinin yapilabilmesini
saglayan camsi1 karbon elektrotlar (GCE), karbon pastasi elektrotlar1 (CPE) ve asili civa damla

elektrodu (HDME) kullanilmaktadir (Ozsdz vd., 2002).

Biyosensor teknolojilerinde kullanilan biyoalgilama malzemeleri, gesitli 6zelliklerde
tasarlanmig transduser cihazlar ve immobilizasyon yontemleri icermektedir. Bu sensorler;
biyoalgilama malzemeleri ve uygulanan donistiiriiciilere gore siniflandirilmaktadir. Buna gore;
biyosensorler; enzim algilayict sensorler, immuno sensorler, DNA sensorler, mikroorganizma
veya hiicreye dayali sensérler, doku ve organel tabanli sensérler olarak siniflandirilabilir.
Kullanilan transduser tiiriine gore biyosensorler; elektrokimyasal, optik, piezoelektrik, termal ve
manyetik sensdorler olarak siniflandirabilir (Li, 2006: 52-93).

2.3. Karbon Malzemeler ve Ozellikleri

Organik maddelerin bollugu ve dogal {irlinler goz Oniine alindiginda karbon
malzemelerin ne kadar 6nemli oldugu ortaya ¢ikar. Nanoteknoloji agisindan biiyiik 6nem
arzeden karbon yasamin ve yasam kaynaklariin bir yapitasidir. Karbon atomu, alt1 elektrona
sahip olup periyodik tabloda IV. grup elementlerinin ilkidir ve ametaldir ozellik gosterir
(Dresselhaus vd., 2001: 11-28). Karbon atomlar1 kendi aralarinda sp, sp? ve sp® hibritlesmeli ii¢
farkl1 bag yaparlar. Bu, hibritlesmeler olusacak yapinin geometrisini dogrudan etkiler. Ayni
zamanda iki veya ii¢ boyutlu malzeme yapisini da degistirir (Zhu vd., 2017; Erkog, 2007: 29-
31).



Karbon igerikli malzemeler; birbirinin allatropu olan elmas ve grafit; camsi karbon,
amorf karbon, karbon isi, siyah karbon, karbon fiberler, Karbon-60 (fullerenler), karbon

nanotiipler (CNTS), grafen ve tiirevleri, komiir katrani olarak sayilabilir. (Erkal vd., 2016).

Karbonun en ¢ok bilinen iki allotropu grafit ve elmastir. Ceo 1985’te Richard Smalley,
Robert Curl ve Harry Kroto grafiti lazerle buharlastirarak karbon atomlarinin top seklinde ve
kafesler halinde oldugunu kesfettiler. Onlara Nobel 6diilii kazandiran bu calisma karbon
toplarni izole edip fullerenleri kesfettiler ve bu yapilarin tiimiiyle bilinmesini sagladilar

(Carbon News,1996).

Elmasta karbon atomlar1 sp® hibritlesmesi yaparak tetrahedral diizendedirler. Grafitte
karbon atomlar1 sp? hibritlesmesi yaparak sigma baglari ile baglanirlar, karbon atomlari

hegzagonal ve tabakali yapilar olustururlar (Hirsch, 1994: 203).

Ceo yani fullerenler ise kafes formundaki molekiiliin hekzagonal ve pentagonal
yiizeylerinden olusmaktadir. Bu hekzagonal ve pentagonal yiizeylerin belirlenmesinde Euler
teoreminden yararlanilmigtir. Mimar Fuller’in tasarlamis oldugu jeodezik bir kubbenin Ceo
molekiiliine benzemesinden dolay1 Kroto ve Smalley, Ceo’a Fulleren ismini vermistir (Kroto vd.,
1985).

Sekil 2.2. Fullerenin karbon dizilimi ve kafes yapisinin sematik goriiniimii.



Fullerenler genellikle asagidaki gibi sentezlenmektedir;

e Laser Sactirma Yoéntemi: Orta siddette bir lazer yardimiyla grafit, karbon buharina
dontstiiriilmektedir. Olusan buhar, substrat {izerinde yogunlastirilarak karbon kaplama
yapilir.

o FElektrik Ark Yontemi: Kratchemer ve Huffman tarafindan gelistirilen ark yonteminde,
grafit elektrotlar arasinda bir elektrik arki olusturulur ve buharlasan karbon yiizeye
kaplanmaktadir.

e Gaz Ortaminda Fullerenlerin Katkilanmasi: Yukaridaki tekniklerle elde edilen
fullerenlerin yiiksek sicaklik ve basingta endohedral fullrenleri elde etmek miimkiindiir.

e Iyon Asilama ile Fullerenlerin Katkilanmasi: Fullerenlerin modifiye edilecek iyon
ile bombardiman edilmesine dayamir. Ornegin azot veya kiikiirt doplanmus fullerenler

elde edilirler (Greg, 2013: 741 — 755).

Karbon nanotiipler (CNTS); hekzagonal orgiideki karbon atomlarimin olusturdugu
silindirik yapilardir. Caplarinin milyonlarca kati uzunluklara ulasabilen CNT’ler saglamlik,
elektrik iletkenligi, 1s1 iletkenligi gibi dzellikleriyle de diger malzemelere gore daha avantajlidir

(Pumera, 2009).

Fullerenlerin kesfi ve gelistirilmesinden sonra ortaya ¢ikan karbon nanotiipler, sahip
olduklar1 sp? hibritlesmesiyle, elmasin olusturdugu sp® hibritlesmesinden daha kuvvetli bir bag
orgiisii olusturmaktadir. Bu sayede CNT’ler iistiin mekanik 6zelliklere sahiptir. Diinyanin en
kat1 ve en kuvvetli malzemeleri olarak gosterilen karbon nanotiipler yaklasik 1,2 TPa Young
Modiilii ve 50-200 GPa gerilme mukavemetine sahiptir (Sherigara vd., 2003).

Yapisina gore karbon nanotiipler; ‘armchair’, ‘zig-zag’ ve ‘chiral’ geometrilerdedir.
Zig-zag yapidaki CNT’lerin elektrik iletkenlikleri metallerden daha iyidir, armchair yapidaki
CNT’ler yan iletken 6zellik tasirlar ve chiral yapidaki CNT’ler yar1 metal gibi davranirlar ve

elektrik iletkenlikleri diger yapidaki CNT’lerden azdir (Endo vd., 1996).

Karbon nanotiipler, yapisindaki duvar sayis1 esas alinarak tek duvarli karbon nanotiipler
(SWNTSs) ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler (MWNTS) iki tiirde siniflandirilmaktadir. Tek bir
grafen yiizeyini kivirarak olusturulan tek duvarl silindir seklindeki karbon nanotiipler SWNTS,
tek bir merkez lizerinde i¢ i¢e gecmis levhalar bulunduran karbon nanotiipler ise MWNTS

olarak adlandirilir (Merkogi vd., 2005).



CNT’ler geleneksel karbon elektrotlardan ¢ok daha iyi iletkenlige sahiptirler. Yiiksek
kimyasal kararliliklar, kii¢iik boyutlari, mekanik saglamliklari, elektrokimyasal reaksiyonlarda
elektrot olarak kullanildiklarinda elektron gecisini arttirmalari, hizli yanit vermeleri, potansiyel
biyosensor olarak hatirlama yetenekleri ile proteinleri kolay tespit etmeleri gibi 6zellikleriyle

birgok uygulama alanina sahiptirler (Ozgiir, 2008).
Karbon Nanotiipleri sentezleme yontemleri asagidaki gibidir;
-Lazerle Asindirma Yontemi

Bir boru tiip firmi igerisinde yiiksek sicaklikta ve yaklasik 500 Torr basingta grafit
tizerine lazer bombardimani ile CNTs sentezlenlenebilirler (Bhushan, 2004: 1222). Lazer
bombardimani yapilan hedef grafit sadece grafitten olusursa ¢ok duvarli CNT, katalizor igeren
(Ni, Co, Fe, Y gibi) grafitten olusursa tek duvarli yapida CNT yapilar olugmaktadir
(Kiigtiky1ldirim ve Akdogan Eker, 2012).

- Ark Bosaltma Yontemi

CNT sentezi i¢in gelistirilen ve hala en gézde kullanilan yontem olan ark bosaltma
yontemindeki esas; uclar1 anot ve katot olarak belirlenen iki grafit cubugun arasinda inert
ortamda diisilk empedansli baglantidan kaynaklanan elektrik patlamasi ile dogru akim sonucu
CNT sentezlenmesidir. Bu yontemde de lazerle asindirma yontemindeki gibi tek duvarli CNT
ve ¢ok duvarli CNT olusturma prensipleri aynidir. Gegis metalleri katalizorleri yardimiyla tek
duvarli yapida CNT f{iretilmektedir. Sentezlenen iiriinler saf olmamasindan dolay: saflagtirma
islemi uygulamak gerekmekte ve bu islemler de maliyetin yiikselmesine sebep olmaktadir

(O’Connell, 2006: 23-26).
- Kimyasal Buhar Biriktirme (CVD) Yontemi

CVD yontemi ile CNT iiretimi genel olarak metan, etilen, asetilen gibi hidrokarbon
bilesiklerinin sicak bir firinda bir altlik iizerine Co, Ni, Fe gibi ge¢is metallerin katalizor olarak
kullamlarak termal par¢alanma prensibine dayanan sentezleme yontemidir. islemde kat1 substrat
kullanilirsa heterojen, tiim islemin gaz fazinda gerceklesmesi homojen olarak adlandirilir (Jung

vd., 2001; Pradhan vd., 2002).

Bir diger karbon malzeme olan grafen; 2004 yilinda literatiire girmis ve 2010 yilinda
Andre Geim ve Konstantin Novoselov’a Nobel Odiilii kazandirmistir (Geim ve Novoselov,

2007). Karbon atomunun sp? hibritlesmesi ile olusan, grafitin tek katmanli hali olup hegzagonal



petek kristal orglisiine sahip grafen; elektriksel 6zelligi, mekanik ve optik 6zellikleri ile essiz bir
malzeme olarak degerlendirilmektedir (Zhou vd., 2009; Moon vd., 2010; Zhu vd., 2011;
Erdem vd., 2012). Grafenin petek kafesi birbirine sigma baglariyla baglanan karbon atomlarinin

alt orgiilerinden meydana gelmektedir (Kucinskins vd., 2013).

Miikemmel elektron tasima 6zelligi ile grafen tabakalar elektrokimyasal uygulamalarda

kullanilmaktadir (Grosan ve ark., 2015).

Grafen ve tiirevleri farkli yontemlerle sentezlenebilmektedir (Uluok vd., 2015). Bu

yontemler baslica;
e Hummers Yontemi
e Kimyasal Buhar Depolama
e QGrafitin Mekanik Pargalanmasi
o Elektrokimyasal Parcalanma Y 6ntemi

e Bottom-up (Alt-iist bosluklu) (Moreno vd., 2018). grafen sentez yontemleri olarak

siralanabilir.

Bir diger karbon ihtiva eden malzeme komiir katraninin (CTP) pirolizlenmesiyle elde
edilen karbonize (karbonlastirilmig) komiir katranidir. CTP, genis bir molekiiler agirlik
dagilimina sahip komiiriin tahrip edici damitma iglemi sirasinda olusan gazi yaklagik olarak
ortam sicakligina kadar sogutularak elde edilen yogunlastirilmis halka ¢ok halkali aromatik
hidrokarbonlarin karistmindan olusan siyah viskoz sividir (Erkal vd., 2016). Fenolik bilesikler,
aromatik azot bazlart ve bunlarin alkil tirevleri ve parafinik ve olefinik hidrokarbonlar
icerebilir. Katranin en biilyilk kaynagi komiiriin piroliz ve karbonizasyonudur. Kok firmm
calismalar1 komiir katraninin dort {iyeli aromatik hidrokarbon halka sistemleri (Srnegin,
chrysene, fluoranthene, pyrene, trifenilen, naftalen ve benzantrasen); bes elemanli halka
sistemleri (piken, benzo [a] piren (B[a)P) ve benzo [e] piren, benzofluoranthenler ve perilen);
alt1 liyeli halka sistemleri (dibenzopirenler, dibenzofluorantenler ve benzoperylenler) ve yedi-
halka sistemleri (koronen) icerdigini gostermektedir. Komiir katranindaki diger aromatik
kimyasallar arasinda metillenmis ve polimetile edilmis tiirevler, mono- ve polihidroksile edilmis

tiirevler ve heterosiklik bilesikler bulunur (Betts, 1997).
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Diisiik maliyeti ve grafitize edilebilir karbon iliretme yeteneginin sayesinde karbon
malzemelerin tretimi ve karbon-karbon kompozitlerin iiretimi i¢in umut verici bir aday
olmustur (Pérez, 2004). Bununla birlikte; CTP uygulamasi diisiik karbon verimi ve elde edilen
kokunun yiiksek g6zenek hacmi sebebiyle karbon-karbon kompozitlerinde biiyiik Olciide
kisitlama yaratmakta bu da bir dizi emprenye/karbonizasyon adimiyla yogunlastirilmasini
gerektirmektedir (Manocha vd., 2001). Boylece karbon malzemelerinin ya da CTP ile karbon-
karbon kompozitlerinin matris onciisii olarak islenmesi pahali ve zaman alan bir isleme
doniismekte ve bu da komiir katrani ziftinin, karbon anotlari, grafit elektrotlar1 gibi geleneksel
uygulamalar i¢in daha uygun, karbon fiberler gibi daha spesifik ve modern uygulamalar i¢in ise

daha kisitlayici olmasina sebep olmaktadir (Yu vd., 2012).
2.4. Elektrokimyasal Sensorler

Kimyasal sensorler bir algilayici ve algilanabilir tepki sinyalini doniistiiren bir
dontstiiriiciiden olugmaktadir. Bu algilama olayi, elektrokimyasal duyarli bir tir {izerinden
elektrokimyasal tekniklerle yapilirsa buna elektrokimyasal sensor adi verilir (Stradiotto vd.,
2003).

Optik, mikroskopik, kiitle veya termal sensorler ile kiyaslandiginda elektrokimyasal
sensorler; olaganiistii saptanabilirligi, deneysel kolayligi ve diisiik maliyet 6zellikleriyle daha

¢ok daha caziptir.
Elektrokimyasal sensorler genellikle;

e Potansiyometrik sensorler
e Voltametrik sensorler

e Amperometrik sensorler

e Kondiiktometrik sensorler

e Impedimetrik sensorler olarak bes grupta toplanirlar.

Potansiyometrik sensorler; 1930’lardan beri bilinen, kolayligi ve diisik maliyet
Ozellikleri ile uygulanabilirligi en yaygin olan sensorlerden olmustur. Potansiyometri teknigi,
calisma elektrodu ve referans elektrot arasinda olusan gerilim degerlerinin 6lgtilmesine dayanan
iki elektrotlu bir elektrokimyasal yontemdir (Bard ve Faulkner, 2001). Referans elektroduna

karsi ¢alisma elektrodundaki gerilim degerinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir (Kuralay vd., 2005).
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Potansiyometrik sensor uygulamalarinda genellikle iyon segici elektrotlar, kaplamali tel

elektrotlar ve alan etkili transistorler olarak {i¢ temel uygulama kullanilir.

Amperometrik sensorlerde ise, hiicredeki akim degisiminin, uygulanan tek bir
potansiyelde kaydedilmesi ile konsantrasyon-akim degisimine dayali kalibrasyon yonteminin
kullanildig1 sensor tiiriidiir (Yun vd., 2015). Kronoamperometri adi da verilen bu teknik oldukc¢a

kolay, pratik br uygulama saglar.

Elektrokimyasal tiiriin elektron aktarimi, potansiyel penceredeki degisime bagl olarak
akim cinsinden incelendigi takdirde voltametrik teknikler ortaya ¢ikar (Bard ve Faulkner, 2001).
Klasik elektrokimyasal 6l¢iimler 1922°de baslamis olsa da; yillar sonra damlayan civa elektrot
sistemli polarografi, Heyrovsky’ye Nobel &diilii kazandirmistir. Teknolojinin siirekli gelismesi
ile birlikte polarografi yerini, voltametri tekniklerine, civa ise yerini kat1 elektrotlara birakmustir.
Ultramikroelektrotlarin kesfi ile birlikte ‘in vivo’ ve ‘in vitro’ Ol¢iim yapma imkanlarinin
artmasina bagli olarak biyosensérler gelismistir (Zuman, 1965; Bontempelli vd., 2018; isbir
Turan vd., 2005; Ustiindag vd., 2009; Oztekin vd., 2011; Deveci vd., 2012).

Kondiiktometrik sensorler, elektrolit igerisinde analitin konsantrasyonuna bagli olarak
bir filmin veya malzemenin elektrik iletkenliginin tespitine dayanan bir yontemdir. Iletkenlik
biyosensorleri ise analit ile biyobilesen arasinda olusan etkilesimden sonra meydana gelen

elektriksel iletkenlikteki degisimin dl¢iilmesi temeline dayanir (Mello ve Kubota, 2002).

Impedimetrik sensorler, diger elektrokimyasal sensor teknikleri arasinda en yeni olan
tekniklerdir. Uygulama imkani, sadece secicilige bagli olarak elektrot yiizeyine temas eden
redoks probun impedans Ozelliginin incelemesi bakimindan simrlidir. Ciinkii elektrot
yiizeyindeki degisim, antijen-antikor uyumu ya da bir bosluk (cavity) igine adsorpsiyonla (tag
eter uygulamalari, molekiiler baskilanmis elektrot) takip edilebilir. Ancak bu sartlara uyan bir
elektrot sistemi gelistirildigi takdirde miikemmel hassasiyetli bir sensor tasarlanabilir.
Impedimetrik sensérlerle ¢aligma arahigi ¢ok diisiik olan konsantrasyonlarda uygulama
yapilabilir (Gupta vd., 2013; Gupta vd., 2013).

Biyosensorler biyokimyasal reseptorlerden olusur ve biyolojik maddeyi bir elektrik
sinyaline doniistliren bir doniistiiriiciiye baglanir. Bir enzim, hiicre, doku dilimi, organel, peptid,
antikor, niikleik asit gibi biyolojik bir molekiil, molekiiler tanimayi saglar ve analiti
degistirebilir. Elektrokimyasal doniistiiriicii 6zellikleri degistirmeyi izler. Doniistiiriicliniin

secimi biyolojik reaksiyona baglidir. Molekiiler tanima, analitin kendi {irinlerine biyokatalitik
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sensOr tarafindan belirlenerek kimyasal olarak doniistiiriilmesine eslik edebilir. Diger
durumlarda, bir antikor kullanildiginda biyospesifik tanima sistemleri ve etkilesimleri analit

dontisiimsiiz gergeklesir bu da bir ilgi sensorii ile sonuglanir (Stradiotto vd., 2003).
2.5. Karbon Elektrotlarla Sensor Uygulamalar:

Elektrokimyasal uygulamalarda kullanilan diigiik maliyetle gelistirilen karbon
elektrotlar, genis potansiyel pencerelerde ¢alisilma imkam saglamaktadir (Isbir Turan vd.,
2012). Karbon elektrotlar; camsi karbon elektrotlar ve modifiye tiirleri, perde baskili grafit
elektrotlar, yiiksek diizenlenmis pirolitik grafit elektrotlar (HOPG), kalem grafit elektrotlar,
karbon pasta elektrotlar, karbonlastirlmis (karbonize) elektrotlar, grafen ve grafen tiirevi
elektrotlar ile karbon nanotiip elektrotlar olarak kategorize edilebilir (Erkal vd., 2016; Nowak
ve McCreery, 2004).

Cams1 karbon elektrotlar (GCE), fenol/formaldehit ya da poliakrilonitrilin 1000-3000
°C arasinda, basing ile karbonize edilmesiyle uretilir. Mekanik ve elektriksel o6zellikleri,
inertliginden dolay1 kimyasal tepkilere girmemesi, tekrarlanabilir yiizeyler saglamasi elektrot

olarak se¢ilmesinde olumlu etki saglamistir (Erdem, 2010; Ustiindag ve Solak, 2009).

Perde baskili karbon elektrotlar (SPCE) ise bir karbon tiirii miirekkebin, yalitkan
substrata baskilanmasiyla elde edilir. Pratikligi ve biyokimyasal sensor uygulamalarindaki
hassasiyetiyle gelecegin elektrotlar1 arasinda gosterilmektedir (Lucarelli vd., 2002; Marazza vd.,
1999).

Kalem grafit elektrotlarin (PGE) diger ¢alisma elektrotlarina gore tekrarlanabilirlikte
gosterdikleri basarilarla literatiire girmistir. Alt tayin simirinin diisiik konsantrasyonlara
ulagabilmesi, elektrotun ucuz ve tek kullamimlik olmasi itibariyle kullanimlar1 giin gegtikce

artmaktadir (Karadeniz vd., 2003; Wang vd., 2001b).

Yulkarida belirtilen elektrotlar cesitli organik/inorganik bilesiklerle veya gelistirilen
malzemelerle (CNTs, grafen tiirevleri metan nanoparcaciklar, polimer nanofimler) modifiye
edilebilirler. Ayn1 zamanda dogal karbon iceren bitki (selilloz esasli) ve hayvan uzuvlari
(6zellikle kitin ihtiva eden bocek veya deniz iiriinleri) da pirolizlenerek karbonlastirma islemi
ile elektrot haline doniistiiriilebilirler. Bunun yan1 sira kdmiir katrani igerdigi zengin aromatik
cok halkali bilesiklerle etkin bir karbonize elektrota doniisebilir (Erkal vd., 2016; Yadav vd.,
2018).
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Karbon elektrot haricinde Pt ve Au, Pd ve Ni gibi metal elektrotlarda tercih
edilmektedir. Bu elektrotlar, elektroaktif tiir iizerinde oldukga yiiksek elektron aktarim kinetigi
olusturmakta ve genis bir potansiyel araliginda ¢aligma imkani1 sunmaktadir (Carpini vd., 2004;
Herne ve Tarlov, 1997; Ozkan vd., 2002; Ustiindag vd., 2009).

2.6. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS); elektrokimyasal sistemlerin sistemlerin
mekanik ve kinetik 6zelliklerindeki degisimleri analiz etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Son
yillarda impedans spektroskopik yontemleri kullanilarak karbon yiizeylerin elektrokimyasal
ozellikleri {izerine cok sayida ¢alismalar yapilmistir (isbir Turan vd., 2008). Elektrokimyasal
impedans spektroskopisi; ¢ift katmanli kapasitans, difiizyon impedansi, yiik aktarim hizinin
belirlenmesi, ¢ozelti direnci ve malzemelerin korozyon ozellikleri dahil olmak {izere
elektrokimyasal sistemin elektrokimyasal karsiliklar1 hakkinda arastirma yapilabilecek etkili ve
giiclii bir tekniktir. EIS, yiizey kaplamalarinin piiriizliigii hakinda da bilgiler verir (Ates, 2011).
Elektrot yiizeyinin tiinelleme etkisine gore redoks probun elektron aktarim mekanizma
verilerinden elde edilen impedimetrik Nyquist ve Bode egrileri, bir elektriksel esdeger devre ile
modellenerek sistemin bir Randles devresi veya difiisyon etkili (Warburg etkisi) Randles
devresi olup olmadig1 hakkinda bilgiler verir. Hatta Nyquist egrisinin dagilimindan {ist iiste
farkli nanofilmlerin olusup olusmadig1 konusunda da bilgiler elde edilebilir (Ustiindag ve Solak,
2009).

2.7. Substrat Olarak Cam Fiber (GF)

Cam fiber, Aliminyum silikatin yiiksek sicaklikta camsi hale donistiiriilmesiyle
puskiirtme yontemiyle elde edilen fiber yapilardir (Hu ve Liu, 2010). Mikro yapida olmasi
itibariyle yalitkan cam fiberler iizerine nanoboyutta kaplanan karbon malzemenin iletkenligi
oldukea yiiksek olacaktir. Bu nedenle tez ¢alismasinda da yiizey alani1 oldukga fazla cam fiberler

kullanilmastir.



14

3. DENEYSEL KISIM

Deneysel islemlerde kullanilan biitiin kimyasallar ve ¢oziiciiler Merk, Sigma-Aldrich ve
Riedel gibi firmalardan temin edilmistir. Cam fiber, firin imalatinda kullanilan bir ticari

firmadan, komiir katran1 ise Orcan Asfalt ve Yalitim Uriinleri A.S. (Tuzla)’den temin edilmistir.

Elektrokimyasal Olgtimler, Ivium CompactStat (ABD) elektroanalizor iizerinde tiglii
elektrot sistemi (Ag/AgCloy) referans elektrot, Pt karsit elektrot ve modifiye karbon g¢alisma
elektrotu) ile alinmistir. Deneysel islemlerde kullanilan saf ultrasaf su (UPW) Human Power 1+

(, 18.2 MQ cm, G. Kore) cihazindan temin edilmistir.
3.1. Karbon Elektrotun Hazirlanmasi

3.1.1. Amin igerikli elektrotun hazirlanmasi

Cam fiber (GF) su ve etanol ile 2’ser defa yikandiktan asetonitril icinde 10 dakika
sonike edilerek yikanmigstir. Kurutulan cam fiberin (GF) 10 g’1 tartilmis ve 10 g kdmiir katrani
(CTP) ile aseton i¢inde homojen karisim haline getirilmistir. Aseton iginde viskozitesi diisiik
olan karigim, bal kivamina gelinceye kadar iki giin bekletilerek arada karistirilmak suretiyle
dinlendirilmistir. Karisim, inert azot atmosferli tiip firin icerisinde 10 °C/min’lik 1sitma ile 1000
°C’de bir saat karbonize edilmistir. Elde edilen iirlin, speks tipi Ogiitlicii i¢inde 1 saat
ogiitiildiikten sonra etil alkolde ¢6ziilmiis kamalak recinesi (Cedrus libani A. Rich.) baglayicisi
ile 3 ton basing altinda disk elektrot haline getirilmistir (Ustiindag ve Erkal, 2017). Hazirlanan
elektrot malzemesi GF-CTP olarak kisaltilarak isimlendirilmistir. Elektrot performansinda
kiyaslama yapabilmek igin, ayni sartlarda sadece komiir katraniin karbonizasyonu ile elde

edilen CTP hazirlanmistir.

GF-CTP elektrot yiizeyinde, amitlesebilecek karboksilat uglart olusturulmustur. Bunun
icin Her bir GF-CTP disk elektrot 4M HNO3 ¢6zeltisi i¢inde 12 saat bekletilmistir. Karboksilat
uclarina sahip elektrotun ismi GF-CTP-COOH olarak kisaltilmistir (Profumo vd., 2006).

GF-CTP-COOH disk elektrot yikandiktan sonra pH’s1 7 olan 0,1 M fosfat tamponu
(PBS) igerisinde 0,01 M karbodiimit/siiksin imit (EDC/NH) karisimi igerisinde 12 saat
bekletilmistir. GF-CTP-COOH disk elektrotun asit u¢ kisimlari aktiflenerek amitlesmeye miisait
hale getirilmistir. EDC/NH ile aktiflenen GF-CTP-COOH elektrot, 1 mM 4-aminotiyofenol
(ATP)’iin pH’s1 7 olan 0,1 M PBS i¢indeki ¢ozeltisine daldirilarak 8 saat beklenmek suretiyle
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yiizeyde tiyol gruplari igeren GF-CTP-ATP (Sekil 3.1) elektrot elde edilmistir (Ustiindag ve
Solak 2009).

4 M HNO,

—>

0,01 M EDC/NH

—

1 mMATP

—

GF-CTP-ATP

Sekil 3.1. GF-CTP-ATP elektrotun hazirlanmasina ait sema.
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3.1.2. Altin nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Yaklasik 250 uL %]1°lik tetrakloroaurik asit (HAuCls.3H,0) ¢ozeltisi 50 mL’ye
seyreltildikten sonra yaklasik 98 °C’de bir manyetik karistirict iginde yaklasik 500 rpm’de
karigtirilirken {lizerine yavas yavas %1,5’lik trisodyum sitrat ¢ozeltisinden yaklagik 5 mL ilave
edilmistir. A¢ik sar1 renkli ¢ozelti brillant kirmizi oluncaya kadar isitma ve siddetli karigtirma
islemine devam edilmistir. Renk donliimii tamamlandiktan sonra koloidal ¢ozelti hizla
sogutulmus ve igindeki altin nanoparcaciklar (AuNPs), 20000 rpm’de 4 °C’de sogutularak
ultrasatrifiijle cihaziyla (Hermle, Z36HK, Almanya) santrifiij edilerek c¢oktiiriilmiistir. Elde
edilen nanopargaciklar kullamima hazir hale getirilmek iizere 2 defa saf etanolde yikanarak
saflastirilmis ve 25 mL’lik etanol ¢ozeltisine alinarak buzdolabinda saklanmistir (Gtizel vd.,

2010).
3.1.3. AuNP iceren disk elektrotlarin hazirlanmasi

Etanol icinde stok olarak depolanan AuNPs iceren ¢dzelti bir ultrasonik banyo iginde
iyice sonike edilerek homojen koloidal ¢6zelti haline doniistiiriildiikten sonra 1 mL’si alinarak
50 mL’lik etanol ¢o6zeltisine konulmustur. GF-CTP-ATP disk elektrotlar, bu ¢ozelti igine
konularak 8 saat beklenmek suretiyle AuNP’larin, disk elektrot {izerindeki tiyol uglarina
kendiliginden diizenlenen tek tabakalar (SAMs) modifikasyonuyla baglanmasi1 (Gilizel vd.,
2010). Nanopargacikla modifiye edilen elektrotun ismi GF-CTP-ATP-Au olarak kisaltilmustir.

3.2. Hazirlanan Elektrotlarin Karakterizasyonu

GF-CTP-ATP-Au, GF-CTP-ATP, GF-CTP, CTP ve ayn yiizey alanina sahip olan
(0,071 cm?) camsi karbon (GC) elektrotun elektrokimyasal karakterizasyonunda doniigiimlii
voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) teknikleri kullanilmistir. Her
iki teknikte de 0,1 M KCI destek elektrolitinde hazirlanmis 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks

probu ¢ozeltisi kullanilmusgtir,

Hazirlanan elektrotlarin, IR (Bruker, Tensor-27, Almanya) karakterizasyonlari
yapilmigtir. IR  spektrumlar1 yorumlanarak malzeme {izerindeki fonksiyonel gruplar
gosterilmistir. AuNP ve bazi elektrot yiizeylerinin XPS (PHI 5000-Versa Probe, ® ULVAC-
PHLInc., Japonya/ABD) oOlglimleri alinarak elde edilen baglanma enerjilerinden malzemeler

karakterize edilmistir. Cam fiber tabanli malzemenin SEM (Zeiss-Evo, Germany) goriintiileri
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alimarak mikroskopik karakterizasyonu tamamlanmistir. Ek olarak AuNP’larmm TEM (JEOL
Ltd., Tokyo, Japan) goriintiileri alinmustir.

3.3. Elektrot Uygulamalari

DNA oligoniikleotid c¢ozeltileri, 100 uM olacak sekilde UPW (Ultrasaf su) ile
seyreltilerek buzdolabinda -20 °C’de bekletilerek saklanmigtir. Seyreltilmis ¢ozeltiler ise 20 mM
NaCl iceren PH’s1 7,4 olan PBS tamponunda hazirlanmstir.

Yakalayict DNA Prop (C-DNA):
5'-HS-(CH2)s-GATCGCCCTTTTCCATTTCCATACATATTTCTGTTA-3'

Hedef (Analit) DNA (T-DNA):
3’-GGAAAAGGTAAAGGTATGTATAAAGACAAT-5’

Eslesmeyen DNA-1 (NC1-DNA): 3°-ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT-S’
Eslesmeyen DNA-1 (NC2-DNA): 3’-TTAGCTCGTATAGCCGCTACCTAGGGAT-5’

Modifiye edilen AuNP iceren cam fiber elektrot (GF-CTP-ATP-Au) yiizeylerine PH’s1
7,4 olan PBS ¢ozeltisi i¢inde 1 uM yakalayict DNA (C-DNA, Ella Biotech GmbH, Almanya)
baglanarak sensdr proplari 1 saat siireyle muamele ile baglanmistir. Baglanmayan
oligoniikleotid kisimlar1 saf su ile yikanan elektrot GF-CTP-ATP-Au/C-DNA olarak

isimlendirilmistir.

Optimizasyon c¢alismalar1 1,0 MM  Fe(CN)g*” (0.1M KCl i¢inde) impedans
spektroskopisi  Ol¢limleriyle hibridizasyon siiresi ve sicakligi olarak belirlenmistir.
Hibridizasyon siiresi 30-180 dakika araliginda, hibridizasyon sicakligi 20-50 °C araliginda

belirlenmistir.

Gelistirilen yontemin kalibrasyon ¢aligmalar1 analit konsantrasyonu 0,1 pM — 10 nM

araliginda belirlenmistir. Sensoriin genel semas1 Sekil 3.2°de verilmistir.
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Fe(CN)g>"*

w1 -DNA
iy C-DNA

Sekil 3.2. Sensoriin genel semas.

Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi gilin i¢i birbirinden bagimsiz 5 seri olarak
(N=5) 100 pM ve 1 nM analit standardi ile giin i¢i ve glinler aras1 (ardigik 7 giin) olarak
belirlenmistir. Gelistirilen proba eslesmeyen oligoniikleotidin (NCy12-DNA) girisim etkisi

belirlenmistir.

Probun karalilik siiresi optimum sartlarda PBS tamponunda 7 giin saklanarak 10 nM

analit ¢ozeltisiyle yine optimum sartlarda eslestirilerek belirlenmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Karakterizasyon Sonuclari

Elektrokimyasal karakterizasyonlar dogrusal voltametri (LSV) ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) ile ¢alisilmistir. Redoks probun doniisiimlii voltamogramlari
Sekil 4.1°de, katodik pik akimi degerleri ise Cizelge 4.1°de verilmistir. Elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) 6lgtimleri DC potansiyeli 0,115 V’de 0,1-100 kHz araliginda
Olciilmiistiir. DNA uygulamalarinda da ayni sartlar kullanilmistir.

GF-CTP-ATP-Au
a

20 pA GF-CTP-ATP

————— . . .
-06 -04 -02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potansiyel, V

Sekil 4.1. 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) gesitli elektrotlar

iizerinde dogrusal voltamogramlar1 (LSV).
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Cizelge 4.1. 2 mM KisFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) gesitli

elektrotlar tizerinde, doniistimlii voltamogramlarindan elde edilen katodik pik akimi degerleri.

Elektrot Adi Katodik pik akim degeri* £ SD, pA
GC 7,25+£0,21

CTP 12,52 £ 0,27

GF-CTP 13,71 £0,34

GF-CTP-ATP 20,02+ 0,41

GF-CTP-ATP-Au 30,33+ 0,35

* Bes elektrot 6l¢timii ortalamasi, SD: standart sapmalar

Sekil 4.1°den ve Cizelge 4.1’den anlasildigi iizere feri/ferrosiyaniir redoks probunun
yiikseltgenme pik akimimnin GF-CTP-ATP-Au elektrot iizerinde daha fazla arttig1 goriilmiistiir.
Buradan anlagilacag lizere, redoks probun elektron aktarimi GF-CTP-ATP-Au elektrot ile en
fazla katalizlenmistir. GF-CTP-ATP-Au elektrot iizerinde redoks probun anodik pik akimi
yaklasik 30 pA’dir.

Sekil 4.2°de 2 mM KsFe(CN)e/KaFe(CN)g redoks probunun (0,1 M KCl i¢inde) on giin
saklanan bir GF-CTP-ATP-Au elektrot tizerindeki LSV voltamogrami goriilmektedir.
Baglangicta 30,33 + 0,35 pA olan anodik pik akimi degerinin 10 giin a¢ik havada atmosfer

sartlarinda saklanan elektrot iizerinde 30,27 £ 0,41 pA oldugu gdézlenmistir.
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Baslangigc =—

20 LA

—= 10 gun saklanmis elektrot

1II

—
-06 -04 -0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Potansiyel, V

Sekil 4.2. 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)g redoks probunun (0,1 M KCl i¢inde) GF-CTP-ATP-Au

elektrotun baslangi¢ ve on giinliik saklama sonucu dogrusal voltamogramlar1 (LSV).

On giinlik acik hava sartlarinda saklanan bir elektrotun baslangigtaki gibi redoks
probunun elektron aktarimina katalitik etkisinin degismedigini goérmek, elektrotun kararl

oldugu anlamina gelir.

Redoks probun (0,1 M KCIl iginde 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)e) EIS
karakterizasyonundan elde edilen Nyquist egrileri Sekil 4.3’te verilmistir. Egrilerin esdeger
elektriksel devre modellemesi Sekil 4.4’te ve yiik aktarim direnci degerleri Cizelge 4.2°de
verilmistir. Elektriksel esdeger devre modellemesinde difiizyon etkili Randles (Warburg etkili)
elektriksel devresi uyum gostermistir (Ustiindag ve Solak, 2009).
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Sekil 4.3. 2 mM K;Fe(CN)e/KsFe(CN)g redoks probunun (0,1 M KClI i¢inde) gesitli elektrotlar

iizerindeki impedans 6lgiimlerinden elde edilen Nyquist egrileri.

Sekil 4.3’ten anlasilacagi iizere redoks probun yiik aktarim direncinin en kiigiik oldugu
elektrot GF-CTP-ATP-Au elektrottur. Sekil 4.4°te gosterilen warborg esdeger elektriksel devre
modellemesiyle fit edilen sonuglara gore (Cizelge 4.2) GF-CTP-ATP-Au elektrot {izerinde
redoks probun yiik aktarim direnci (Rct) 1,83 kQ’dur. Diger elektrotlar tizerinde redoks probun

elektron aktarim direncinin arttig1 gézlenmektedir.
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Sekil 4.4. EIS olgiimlerinden elde edilen Nyquist egrilerinin esdeger elektriksel devre

modellemesi.

Cizelge 4.2. 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) g¢esitli

elektrotlar tizerindeki yiik aktarim direnci degerleri.

Elektrot Adi Yiik aktarim direnci*, Ret + SD, kQ
GC 9.41+0,67
CTP 8.83+£0,74
GF-CTP 6,44 + 0,47
GF-CTP-ATP 557+0,41
GF-CTP-ATP-Au 1,83+0.17

* Dort elektrot dlglimii ortalamasi, SD: standart sapma

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve dogrusal voltametri (LSV) ile redoks
probun GF-CTP-ATP-Au elektrot yiizeyinde anodik elektron aktariminin hizlandigi ve
dolayisiyla pik akiminin arttigi gozlenmektedir. Bu da GF-CTP-ATP-Au elektrotun en iyi
elektrokatalitik etkiyi gosterdigine isarettir.

GF ve GF-CTP elektrotlar SEM (Sekil 4.5 ve Sekil. 4.6) goriintiileri verilmistir. GF’in
SEM goriintiisii tigbin kat, GF-CTP’nin gorintiisii ise 5000 kat biiyiitiilmiistir.
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2016 ~ vac mode det mag [] | pressure — |JI1
20 AM | 5.00kV | 8.4 mm | Low vacuum | LVD | 2000 x | 100 Pa DPU-ILTEM

Sekil 4.5. GF’in SEM goriintiisii (2000X).

mag [ | pr —20 pm
5000x | 1 DPU-ILTEM

Sekil 4.6. GF-CTP elektrotun SEM goriintiisii (5000X).

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’daki SEM goriintiileri incelendiginde, birinci sekilde GF

fiberlerin yapilar1 net gériilmektedir. Ikinci sekile bakildiginda kémiir katrani esasl karbonize
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(CTP) malzemenin cam fiber {izerine modiye oldugu anlagilmaktadir. CTP-GF’in EDX analizi

de aliiminyum silikat seklindeki GF iizerine karbon biriktigini ispatlamaktadir (Sekil 4.7).

108 o Kal Al e

9.6K
84K 51 Ko
7.2K
6.0K
48K
36K

24K

1.2K| € Kel
il

0.0K
Q.00 1.00 200 300 4.00 5.00

Sekil 4.7. GF-CTP elektrotun pik siddeti (Cps)-enerji(keV) EDX grafigi.

Sekil 4.7°deki piklerden elde edilen elementlerin agirlik ve atom % degerleri Cizelge
4.3°de verilmistir. Cizelgeden, anlasilacag iizere, cam fiberi olusturan aliiminyum silikat yap1

tizerinde karbon bulunmaktadir.

Cizelge 4.3. GF-CTP elektrotun EDX analiz sonuglart.

Element % Agirlhik % Atom
C (K) 11,57 20,24
O (K) 22,09 29,00
Al (K) 37,63 29,30
Si (K) 28,71 21,47

30-60 nm araliginda bulunan altin nanopargaciklarin (AuNPs) TEM goriintiileri Sekil

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Altin nanoparcaciklarin TEM goriintiisii.

GF, GF-CTP ve GF-CTP-ATP-Au elektrot, IR spektroskopisi ile karakterize edilmistir.
Sekil 4.9°da IR spektrumlari verilmistir.

GF-CTP-ATP
%0,15 T
GF-CTP
GF
T T T T T T T T 1
4000 3000 2000 1000 0

Dalga sayisi, cm’”

Sekil 4.9. GF, GF-CTP ve GF-CTT-ATP’nin IR spektrumlari.
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Sekil 4.9°dan anlasilacag lizere, baglangi¢ substrati olan GF’in IR spektrumunda sadece
GF’e ait spektrumlar mevcuttur. Yaklasik 950-1500 cm™ dalga sayisi araliinda Al-O-Si
deformasyonu ve Si-O kuartz (550 to 800 cm™) pikleri goriilmektedir. 475 cm™’de ve 1650 cm™

civarinda Si-O-Si ve H-O-H, spektrumlar1 vardir.

CTP-GF’in IR spektrumunda ise farkli olarak yapiya alifatik ve aromatik C-H’lar
gelmigtir. 2700-3000 cm™ araliginda alifatik, 3000-3100 cm™ araliginda ise aromatik C-H
gruplarinin spektrumlari goriilmektedir. 650-993 cm™ araliginda ise CTP ile yapiya giren O-

H’in gerilmesine ait pik mevcuttur.

Yapiya bir amit baginin kazandirildigit GF-CTP-ATP’nin IR spektrumunda ise 1720
cm ! civarinda —-C=0 (karbonil) pikleri ortaya ¢ikmmstir. Yapidaki N-H gruplar1 3400-3700 cm™
civarinda spektrum vermistir (Lin vd., 2005; Cheng vd., 2014; Rondon vd., 2013; Vaculikova
vd., 2011; Celik vd., 2016).

GF-CTP-ATP-Au elektrot X-1sinlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) teknigi
ile karakterize edilmistir. Cis, N1s, Sop Ve Auss ve dar bolge XPS spektrumlart sirasiyla
Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

285.6 eV
-C=0

3000 Cps \‘/

283.5eV
-CH

288.6 eV
-COO

I v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
204 292 290 288 286 284 282 280 278 276

Baglanma enerjisi, eV

Sekil 4.10. GF-CTP-ATP-Au elektrot iizerinde Cis dar bolge XPS spektrumu.
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Sekil 4.11. GF-CTP-ATP-Au elektrot {izerinde Nis dar bolge XPS spektrumu.
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Sekil 4.12. GF-CTP-ATP-Au elektrot lizerinde Sy, dar bolge XPS spektrumu.
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Sekil 4.13. GF-CTP-ATP-Au elektrot tizerinde Auss dar bolge XPS spektrumu.
4.2. GF-CTP-ATP-Au Elektrot Uzerinde Oligoniikleotid DNA Uygulamalar ve
HIV-1 Tayini
GF-CTP-ATP-AU/C-DNA elektrotlar hazirlandiktan

sonra 10 nM T-DNA ile
hibridizasyon siiresi 30-180 dakika araliginda, hibridizasyon sicakligi 20-50 °C araliginda
optimize edilmistir. Hibridizasyon siiresine ait Nyquist egrisi Sekil 4.14’de ve Rct sonuglari
Cizelge 4.4’te verilmistir.

Hibridizasyon sicaklifinin optimizasyonu yine impedans
spektroskopisi teknigiyle calisilmis olup Nyquist egrileri Sekil 4.15°te ve elde edilen Rct
sonuclar1 Cizelge 4.5’e verilmistir.
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Sekil 4.14. 10 nM T-DNA ile ¢esitli zamanlarda hibritlesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA elektrot
tizerinde 2 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) impedans

Olciimlerinden elde edilen Nyquist egrileri (Hibritlesme sicakligi 35 °C alinmigtir).

Hibritlesme zamani, Sekil 4.14’deki redoks problarin elektron aktarim direnglerine
bagli olarak 90 dakika olarak optimize edilmistir. Cizelge 4.4’de Rct degerleri goriilmektedir.
Elektrotun analiti yakalama doygunluguna 90 dakikada eristigi anlagilmakradir. Aymi sekilde
Sekil 4.15°den ve Cizelge 4.5’den anlasildigina gore, C-DNA (yakalayici DNA) bagh elektrot
ile analit olan T-DNA’nin ideal hibritlesme sicakliginin 35 °C oldugu anlasilmustir.
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Sekil 4.15. 10 nM T-DNA ile ¢esitli zamanlarda hibritlesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA elektrot
tizerinde 2 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) impedans

Olciimlerinden elde edilen Nyquist egrileri (Hibritlesme zaman1 90 dk alinmistir).

Cizelge 4.4. 10 nM T-DNA ile gesitli siirelerde hibritlesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA elektrot
tizerinde 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI i¢inde) impedans

Olciimlerinden elde edilen Nyquist egrilerinin Rct degerleri (Hibritlesme sicakligt 35 °C

alinmistir)

Hibritlesme siiresi, dk Redoks probun Ret degeri, kKQ +SD
30 2,57 0,15

60 3,48 0,13

90 5,45 0,13

120 5,47 0,14

150 5,52 0,17

180 5,49 0,11
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Cizelge 4.5. 10 nM T-DNA ile gesitli sicakliklarda hibritlesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA
elektrot tizerinde 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCl iginde) impedans

Olciimlerinden elde edilen Nyquist egrileri (Hibritlesme zaman1 90 dk alinmistir).

Hibritlesme sicakhgi, °C Redoks probun Rct degeri, kKQ + SD, kQ
20 2,03 0,17
25 3,37 0,13
30 4,48 0,15
35 5,48 0,11
40 5,32 0,21
45 5,35 0,14

Hibridizasyon sartlar1 optimize edilen elektrotlar {izerinde EIS teknigi ile analit
kalibrasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Kalibrasyon grafigi 0,1 pM — 10 nM analit araliginda
belirlenmistir. Elektrot yiizeyinde hibritlesen analit konsantrasyonlarina bagli olarak redoks
probun Nyquist egrileri Sekil 4.16°da verilmistir. Nyquist egrilerinin esdeger elektriksel devre
modellemesiyle elde edilen Rct degerine karsilik analit konsantrasyon degisimi kalibrasyon

grafigi Sekil 4.17°de verilmistir.

4,5 -
4,0
3,5-
3,0-

2,54

-Z", kQ

2,0 + -8
1x10" M

1,541
1,0 -
0,54

0,0 1x10™° M

Sekil 4.16. Cesitli konsantrasyonlarda T-DNA ile etkilesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA elektrot
iizerinde 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) Impedans

6l¢iimlerinden elde edilen Nyquist egrileri.
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Cizelge 4.6. Cesitli konsantrasyonlarda T-DNA ile etkilesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA elektrot
iizerinde 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI icinde) impedans

Olciimlerinden elde edilen Nyquist egrilerinin fit edilmesiyle elde edilen Rct degerleri

Log C (mol/L) Rct, kQ +SD, kQ
-13 1,55 0,08
-12 2,55 0,11
-11 3,17 0,12
-10 4,02 0,14
-9 4,87 0,16
-8 5,48 0,11
6 -

R?=0,9966
Rct=0,78783[logC]+11,8581

. . r . r .
-13 -12 -11 -10 -9 -8
log C (mol/L)

Sekil 4.17. Cesitli konsantrasyonlarda T-DNA ile etkilesen GF-CTP-ATP-Au/C-DNA elektrot
iizerinde 2 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probunun (0,1 M KCI iginde) impedans

6l¢iimlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi.

Yontemin analitik degerlendirmesi Cizelge 4.6’de verilmistir. Cizeldege verilen alt

tayin sinir1 igin S/N=3 olarak alinmistir.
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Cizelge 4.7. Gelistirilen analiz yontemine ait analitik sonuglar.

Analitik Parametre Degeri

Regrasyon denklemi Rct = 0,7878[logC] + 11,8581
Egimin standart hatasi 0,02456

Kesim noktasinin standart hatasi 0,27487

R? 0,9966

Lineer konsantrasyon aralig1 0,1 pM-10 nM

Alt Tayin Sinir1 — LOD 0,013 pM

Literatiirde DNA tayini i¢in gelistirilen yontemler ve performanslar1 Cizelge 4.8’de

verilmistir.

Cizelge 4.8. Literatiirde ¢alisilan baz1 elektrokimyasal DNA analiz sensorleri ve 6zellikleri.

Elektrot Teknik  Kalibrasyon arahig LOD Referans
MWCNTS/Ptrano DPV 2.25x1071-2.25x107  1.0x 10  (Zhua vd., 2005)
MNP'CyS/CNTS' -9 —6 -9

GNP/Chi EIS 1x107°-1x10 1.0x 10 (Zhang vd., 2011)
AuNPs-ATPGO EIS 1x107%3-1x107° 1,13x107**  (Gupta vd., 2013)
PAN-nanoZrO,/PTyr 1x1078-1x107° 2,68x10*  (Yangvd., 2012)
AuNPs/PEM DPV  1x10-1x107° 1x107% (Liu vd., 2010)

Probun karalilik siiresi optimum sartlarda PBS tamponunda 7 giin saklanarak 10 nM T-
DNA analit ¢ozeltisiyle yine optimum sartlarda eslestirilerek belirlenmistir. Impedans dlgiimleri
sonucu redox prob icin elde edilen Rct degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir. DNA eslesmeleri

pH:7,4 fosfat tamponunda 35 °C’de 90 dakikalik hibritlesme siiresiyle ¢alisilmistir.

Cizelge 4.9. 1,0 nM T-DNA ile eslemis elektrotun redoks prop ile kararlilik siiresinin

belirlenmesi.

Giin Redoks probun Rct degeri, kQQ Sensor-cevap geri kazanimi, %*
1 4,87+0,16 -

2 4,79+0,11 98,4

3 4,85+ 0,15 99,6

4 4,71 +0,15 96,7

5 4,94+0,11 101,4

6 4,83+0,17 99,2

7 4,80+0,16 98,6

*

% geri kazanim degerleri, 1. giiniin cevabi lizerinden hesaplanmistir
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Yedi giinliik kararlilik deneyi sonucunda ikinci giinden itibaren belirlenen sensoriin geri
kazanim degerleri %96,7 ile %101,4 arasinda makul sinirlar i¢inde bulunmustur. %95 giiven

seviyesi i¢in sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadig1 sonucuna varilmistir.

Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi giin i¢i birbirinden bagimsiz 5 seri olarak
(N=5) 100 pM ve 1 nM analit standardi ile giin i¢i ve glinler arasi1 (ardigik 7 giin) olarak
belirlenmis olup Cizelge 4.10°da verilmistir. DNA eslesmeleri pH:7,4 fosfat tamponunda 35
°C’de 90 dakikalik hibritlesme siiresiyle ¢aligilmistir.

Cizelge 4.10. Gelistirilen yontemin dogrulugu ve hassasiyetini belirlemek igin yapilan
calismada birbirinden bagimsiz bes seri ile giin i¢i ve yedi ardigik giinler arast T-DNA

konsantrasyonlari i¢in EIS 6l¢iim sonuglarindan elde edilen konsantrasyon verileri (N=5).

Bulunan deger, kesinlik (%RSD) ve Eklenen T-DNA Konsantrasyonu

% dogruluk 100.0 pM 1.00 nM
Bulunan Deger 08,6+ 2,18 1,02 + 0,01
Giin i¢i % RSD 2,211 0,980
% Dogruluk -1,4 2,0
Bulunan Deger 09,16 + 1,74 0,98 £ 0,01
Giinler aras1 % RSD 1,755 1,020
% Dogruluk -0,84 -2,0

Gelistirilen yontemin hassasiyeti ve dogruluk sonuglarindan anlasilacag: {izere giin i¢i
ve glinler aras1 degerlendirmelerde iki farkli konsantrasyon i¢in kesinlik %0,98 ile %2.211

arasinda, dogruluk %-2,0 ile %0,2 arasinda oldukga yiiksek ¢ikmustir.

Gelistirilen prob ile 10 nM’lik T-DNA analiti iizerine eslesmeyen oligoniikleotidin
(NC12-DNA) girisim etkisi arastirilmigtir. 1 uM NC1-DNA ve NC,-DNA’nin etkin bir girisim
etkisinin olmadig: tespit edilmistir. NC1 ve NC2 varliginda 10 nM’lik T-DNA hibridizasyonu

sonucu probtan elde edilen Rct degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. 10 nM T-DNA i¢in 1,0 uM NCI1-DNA ve NC2-DNA’nin varliginda bu

molekiillerin girigim etkileri.

Redoks probun %
Rct degisimi
NC:-DNA 1.0 -1,24

NC>-DNA 1.0 0,96

Girisim yapabilecek iyon/molekiil Konsantrasyon (uM)
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Cizelge 4.11°den anlagilacag1 iizere, girisim yapma ihtimali bulunan iki farklh
oligoniikleotid grubu i¢in girisim c¢aligmalar1 yapilmistir. Her iki eslesmeyen grubun, T-DNA
analit ile eslesen elektrot lizerine bir etkisinin olmadigi, kaydadeger bir girisim yapmadigi
anlagilmistir. Ciinkii NC1-DNA ve NC,-DNA ile sensor ile etkilestirildikten sonra, redoks

probun %Rct degisimi %1’in altinda ve %-1,5in lizerinde makul diizeydedir.
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5. SONUC

Hazirlanan bu tez ¢alismasinda, Hiv-1 viriisiiniin DNA sekansi olan hedef analit
T-DNA: 3’-GGAAAAGGTAAAGGTATGTATAAAGACAAT-5’ sekansina duyarli segiciligi

ve hassasiyeti yiiksek bir impedimetrik sensor gelistirimistir. Sonug olarak;

1. Yiizey alam olduk¢a genis cam mikro fiber yapi1 (aliminyum silikat fiber) substrat

olarak tercih edilmistir.

2. Yalitkan olan cam fiber (GF) yapi, karbon malzeme ile kaplanarak iletken hale
donistyliriilmiistiir. GF, komiir katran1 (CTP) ile muamele edilerek yiizeyi kaplanan
malzeme yiiksek sicaklik firmninda pirolizlenerek karbon kapli cam fiber malzemeye

(GF-CTP) goéntistiirilmiistir.

3. GF-CTP, kuvvetli asitle muamele edilerek oksidasyona maruz birakilmis ve karbonun

dogasi geregi yiizeyinde karboksilat (—COOH) ug¢lar1 olusturulmustur.

4. GF-CTP yiizeiynde olusan —COOH uglari, karbodiimitle muamele edilerek tiyol
(-SH) grubu iceren bir amin olan 4-aminotiyofenol ile amitlestirilmistir (GF-CTP-ATP).

5. Ug¢ gruplart —SH olan GF-CTP-ATP, onceden hazirlanan altin nanopargaciklarla
etkilestirilerek (AuNPs) kendiliginden diizenlenen tek tabakalar seklinde modifiye
olmus ve AUNP iceren GF-CTP-ATP-AuNP elde edilmistir.

6. Malzeme, elektrokimyasal tekniklerle (LSV ve EIS), spektroskopi teknikleriyle (IR,
XPS) ve mikroskopi teknikleriyle (SEM ve TEM) karakterize edilmistir.

7. GF-CTP-ATP-AuNP elektrot tizerinde AuNP’lar, SH grubu bagli yakalayict DNA (C-
DNA) ile SAM modifikasyonu ile etkilestirilmis ve C-DNA elektrot ucuna

baglanmustir.

8. Sensor, C-DNA iceren elektrot ve hedef analit olan T-DNA ile en uygun hibritlesme
sicakligi ve siiresi hesaplanarak impedimetrik Olgtimle optimize edilmistir. DNA
eslesmeleri pH:7,4 fosfat tamponunda 35 °C’de 90 dakikalik hibritlesme siiresiyle

optimize edilmistir.

9. Optimize sartlarda 0,1 pM — 10 nM hedef analit (T-DNA) konsantrasyon araliginda

elektrotla eslesmeler sonucu alinan impedimetrik kalibrasyon caligmalar1 yapilmistir.
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Kalibrasyon grafigi ¢izilerek, regrasyon analizi yapilarak Regrasyon denklemi: Rct =
0,7878[logC] + 11,8581 (egimin standart hatasi: 0,02456 ve kesim noktasinin standart
hatast: 0,27487), R? 0,9966, Lineer konsantrasyon araligi: 0,1 pM-10 nM ve alt tayin
siir1 (LOD): 0,013 pM (S/N:3) olarak bulunmustur.

Yedi giinliik kararlilik deneyi sonucunda sensoriin geri kazanim degerleri %96,7 ile

%101,4 arasinda elektrotun kararli oldugu bulunmustur.

Geligtirilen yontemin hassasiyeti ve dogrulugu 100 pM ve 1 nM T-DNA eslesmesi
sonucunda giin i¢i ve yedi ardigik giinler arasi incelenmis olup, her iki konsantrasyonda
da giin i¢i kesinlik degeri %0,980 — %2,211 arasinda, % dogruluk degeri ise %-2,0 ile
%2,0 arasindadir (N: 5). Sonuglar %5’in altinda olmasi itibariyle kesinligi ve dogrulugu

yiiksektir.

10 nM’lik T-DNA i¢in iki tane eslesmeyen DNA olarak NCi-DNA ve NC,-DNA
varliginda girisim deneyseri yapilmistir. Girisim yapmasi muhtemel bu iki grubun
varligl, olmadigi durumda hesaplanan redoks probun %Rct sonuclarmda sadece
%-1,24 ve %0,96’lik degismelere sebep olmustur. %5’in ¢ok ¢ok altinda olan bu
degismeler ihmal edilecek kadar azdir. Bu da sensoriin segiciliginin yiiksek oldugu

anlamina gelir.
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