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OZET

ALTIN NANOPARTIKUL MODIFiYE ELEKTROTLARIN
TASARIMI VE ELEKTROKIMYASAL DNA HiBRIiDiZASYON
TAYININE YONELIK UYGULAMALARI

MUTI, Merve
Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dali

Tez Danismani: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN
Ikinci Danismant: Yrd. Dog. Dr. Mihrican MUTI ERDEM

Ocak 2015, 66 sayfa

Niikleik asit analizine dayanan elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin
tasariminda, nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte nanomalzemelerin kullanimi
artmistir ve bu sayede daha duyarli ve secimli biyosensor platformlar
gelistirilmistir. Tez ¢alismamizin ilk bolimiinde tek kullanimlik kalem grafit
elektrot yiizeyini modifiye etmek icin gerekli deneysel kosullar optimize
edilmistir. Kalem grafit elektrot yiizeyi elektroaktif 2-Amino-5-mercapto-1,3,4-
thiadiazole (AMT) ile modifiye edilmis ve sonrasinda, AMT’nin yapisinda
bulunan tiyol gruplari iizerinden altin nanopartikiillerin (AuNP) elektrot yiizeyine
baglanmas1  hedeflenmistir. Hazirlanan sensdrlerin  mikroskopik yiizey
karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. AuUNP ile
modifiye edilmis elektrot ylizeyine Hepatit B viriisiinii (HBV) temsil eden DNA
prob dizisi immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Calismanin ikinci bolimdi,
yiizeyine prob immobilize edilmis AuNP modifiye elektrot ile hibridizasyon
caligmalarmi ve impedimetrik hibridizasyon tayini igermektedir. Hazirlanan
elektrodun secimliligi, hedef DNA dizisi, tek baz1 hedeften farkli DNA dizisi
(MM), rastgele DNA dizisi (NC) kullanilarak test edilmis ve elektrodun tayin
sinirt  belirlenmigtir. . Tim deneysel c¢alismalarda elektrokimyasal empedans
spektrometri (EIS) teknigi kullanilmis ve transfer edilen yiike kars1 olusan direng

(Rct) degerindeki degisim iizerinden hibridizasyon tayini gerceklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, kalem grafit
elektrot, DNA hibridizasyonu, AMT, altin nanopartikiiller, elektrokimyasal
empedans spektroskopisi.
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ABSTRACT

DESIGN OF GOLD NANOPARTICLE MODIFIED ELECTRODES
AND THEIR APPLICATIONS FOR THE DETECTION OF
ELECTROCHEMICAL DNA HYBRIDIZATION

MUTI, Merve
MSc, Department of Materials Science and Engineering

Supervisor: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN
Cosuperviser: Yrd. Dog. Dr. Mihrican MUTI ERDEM

January 2015, 66 pages

With the development of nanotechnology there is an increased usage of
nanomaterials in the design of electrochemical DNA biosensors based on nucleic
asids and thus more sensitive and selective biosensor platforms were developed.
In the first part of our study, the experimental conditions to modify disposable
pencil graphite electrode surfaces were optimized. The electrode surface was
firstly modified with 2-Amino-5-mercapto-1,3,4-thiadiazole (AMT). By this way
it was aimed to bind gold nanoparticles (AuNPs) to the electrode surface since
AMT contains thiol groups. The microscopic characterization of the electrodes
were performed by using scanning electron microscopy (SEM). Probe sequence
related to Hepatitis B virus (HBV) was immobilized onto the AuNPs modified
electrode surface. In the second part of our study the detection of hybridization
studies by using probe immobilized AuNPs modified electrodes was performed.
The selectivity of the electrode was tested by using target DNA, one base
mismatch (MM) and non comlementary (NC) DNA sequences and detection limit
was determined. The electrochemical impedance spectroscopy (EIS) technique
was applied for all experiment in our study and the detection of hybridization was
investigated according to the changes at the values of the charge transfer
resistances (Rct).

Keywords: Electrochemical DNA biosensors, pencil graphite electrode,
DNA hybridization,AMT (5-Amino-1,3,4-tiadiazol-2-tiyol) gold nanoparticles,
electrochemical impedance spectroscopy.
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1. GIRIS

Kimyasal sensorler, kimyasal algilayict kisim ve fizikokimyasal
doniistiiriicii gibi iki ana bilesenden olusan cihazlardir. Biyosensorler ise algilayici
bolim olarak biyolojik materyallerin kullanildigi cihazlardir. Biyolojik
materyaller; DNA, hiicre, doku, enzim, antikor, hedef molekiiller ile etkileserek
tamima olay1 gerceklesir ve bu tanima olayr ¢evirici sistem sayesinde elektriksel
sinyal olarak okunur (Camman et al., 1991; Gronow et al., 1992; Sharma and
Rogers, 1994). Biyosensorler sagladigi birgok avantaj sayesinde analitik kimyada
onemli bir uygulama alani olarak yerini almistir. Biyosensorlerin gelistirilmesiyle
son yillarda niikleik asitlerin uygulanabilirligi de ilgi odagi olmustur.

Niikleik asitlerin elektroaktif Ozellik gosterdigi  1960’li  yillarda
kesfedilmesiyle bu molekiillerin tayinine yonelik c¢alismalar gelistirilmis ve
elektrokimyasal DNA biyosensorleri tasarlanmistir (Palecek, 2002). Klasik
metotlarla yapilan baz1t DNA analizlerinde, toksik ve radyoaktif 6zellik gosteren
boyar maddelerin kullanilmasi ayrica, yiiksek maliyetli ve zaman alic1 bir yontem
olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekniginin kullanilmasina alternatif olarak
elektrokimyasal DNA biyosensorleri giin gegtikce daha ¢ok tercih edilen
uygulama alani olmustur (Service, 1998). Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin
uygulama alani, hem nitel hem de nicel DNA analizlerine olanak saglamasi
nedeniyle son yillarda oldukga artmistir (Erdem vd., 2002, 2005, 2006b, 2007;
Karadeniz vd., 2007a;2007b; Palecek and Fojta 2001; Wang et al., 2000, 2001,
2002, 2004, 2005).

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde DNA’nin diger molekiillerle
etkilesimi ve DNA hasar1 ve hibridizasyon tayini iizerinde yogunlagsmaktadir.
DNA’nin diger molekiilerle etkilesimi daha ¢ok ilag, toksik ve kansorejen
maddelerle etkilesimi olarak simiflandirilabilir. Bu c¢alismalarda elde edilen
elektrokimyasal sinyaller ile DNA ile ilgili pek ¢ok c¢aligma kolay, hizli ve ucuz
bir yontemle yapilabilmekte, ayrica se¢imliligi, tekrarlanabilirligi ve duyarlilig

yiiksek sonuglar elde edilebilmektedir.

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde elektrot ylizeyinin  ¢esitli
malzemelerle modifikasyonu yaygin olarak yapilmakadir. Modifikasyon, elektrot

yiizey alanmi biiylitmek ve boylece daha az analizlenecek madde ile daha



okunabilir sinyaller elde etmek i¢in yapildigi gibi elektot ile elektrolit
arayiizeyinde gerceklesen elektron transferini katalizlemek i¢in yapilir. Bu amacla
elektron transferini Kkatalizleyecek ve analizlenecek madde ile spesifik
etkilesimleri nedeniyle daha az analizlenecek maddeyle tayine imkan verecek

diistik tayin sinirina sahip biyosensorlerin hazirlanmasi yoluna gidilmistir.

Literatiirdeki elektrokimyasal DNA biyosensor c¢alismalarinda elektrot
ylizeyinin nanomalzemelerle modifiye edildigi pek ¢ok c¢alisma mevcuttur.
Ozellikle nanopartikiillerin elektrot modifikasyon malzemesi olarak kullanimina
literatiirde siklikla rastlanmaktadir. Nanopartikiil olarak kadmiyum siilfiir
nanopartikiillerin (Wang et al., 2002), altin nanopartikiillerin (Ozs6z vd., 2003;
Rasheed et al., 2014;Yang et al., 2014; Liu et al., 2014; Bhuvana and Dharuman,
2014; Liu et al., 2013; Lee et al., 2013; Su et al., 2013; Gao et al., 2013;Bhalla et
al., 2012; Hui et al., 2012; Li et al.,2012; Kong et al., 2013; Thiruppathiraja et al.,
2011; Chen et al., 2014; Peng et al., 2014; Nowicka et al., 2014), giimiis
nanopartikiillerin (Karadeniz vd., 2007), ¢inko nanopartikiillerin (Zhang et al.,
2008, Yumak vd., 2011), platin nanopartikiillerin (Zhu et al., 2005), kalay oksit
nanopartikiillerin (Muti vd., 2010) literatiirde elektrot modifikasyonunda basariyla
kullanildiklar1 goriilmektedir. Ayrica manyetik nanopartikiiller (Erdem vd., 2005,
2006b, 2007; Hassena et al., 2008; Karadeniz vd., 2009; Salem et al., 2004; Wang
et al., 2001a, 2002a, 2004a) ayrica tek ve ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiye
elektrotlar biyosensor tasariminda siklikla kullanilmaktadir (Cai et al., 2003;
Cheng et al., 2005; Chen et al., 2001; Caliskan vd., 2009; Erdem vd., 20064,
2009; Galandova et al., 2009; Goyal and Singh 2008; Guo et al., 2004;
Hrapovic et al., 2004; Karadeniz vd., 2008; Li et al., 2005; Merkogi et al., 2005;
Ravindra et al., 2003; Zhang et al., 2008, 2010; Muti vd., 2012; Erdem vd., 2012).

Calismamizin konusu ve amaclari:

Calismamizin amaci, Hepatit B viriisiiniin tayini i¢in yiiksek duyarlilikta,
kararli ve tekrarlanabilir biyosensorlerin nanomalzemelere dayali tasarimlarimin
gerceklestirilmesidir. Elektrokimyasal DNA biyosensor tasarimi igin elektrot
yiizeyi 6nce elektroaktif bir malzeme ile modifiye edilmis ve sonrasinda AUNP bu
yiizeye immobilize edilmistir. Bu amagla elektrot yiizeyi 5-Amino-2-Merkapto-
1,3,4-Tiadiazol (AMT) ile modifiye edilmistir. AMT, yapisinda hem tiyol hem de



amino grubu iceren elektroaktif bir molekiildiir. AMT’ nin yapisinda bulunan bu
iki fonksiyonel gruptan biri olan amino grubu AMT’nin elektrot ylizeyine daha
kararli bir sekilde tutunmasini saglarken, tiyol grubu, altin ile spesifik
etkilesimleri nedeniyle bir sonraki basamakta daha yiiksek miktar ve kararlilikta

DNA’nin elektrot yiizeyine tutunmasina olanak saglamistir.

Calismamizin ilk bolimiinde elektrot yiizeyini AMT ile modifiye etmek
i¢cin gerekli deneysel kosullar optimize edilmis ve modifikasyon islemi literatiirde
belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir (Muti vd., 2012). Yiizeyi AMT ile modifiye
edilmis elektroda optimum AuNP immobilizasyonu i¢in AuNP konsantrasyon ve
immobilizasyon siiresi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu asamaya kadar
modifiye edilen elektrotlar Taramali Elektron Mikroskobu ile (SEM) karakterize
edilmistir. Elektrot ylizeyinin modifikasyonu ile ilgili calismalarin ardindan
modifiye yiizeye immobilize edilecek optimum prob DNA konsantrasyon

caligmalar1 yapilmistir.

Calismamizin  ikinci boliimi, yilizeyine prob immobilize edilmis
AuNP/AMT-PGE ile HBV DNA hibridizasyon tayinine yonelik caligmalarini
icermektedir. HBV DNA hibridizasyon tayinine yonelik caligmalarda
Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi teknigi kullanilmis ve transfer edilen
yiike karst olusan direng (Rct) degerindeki degisimler Olgiilerek tayin
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda hedef konsantrasyon ¢alismast yapilmisg
elektrodun tayin sinir1 belirlenmistir. Gelistirilen biyosensoriin se¢imliligi test
edilmis ve tek bazi hedef DNA dizisinden farkli mutasyonlu dizi (MM) ve
tamamlayici olmayan rastgele DNA dizisi (NC) varliginda se¢imlilik ¢aligmalar

gergeklestirilmistir.

Hepatit B viriisit (HBV) enfeksiyonu diinyada ana saglik problerimden
biridir ve Ozellikle kisinin diyet ve saglik kosullar1 kontrollii degilse, kronik
hepatit, siroz ve primer karaciger kanserine yol agabilir. Giinlimiizde Hepatit B
viriisii tayini i¢in kullanilan klinik tan1 metodlar1 biyosensorler ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemidir. PCR yontemi pahali kit ve toksik madde kullanimi
gerektirmektedir. Biyosensorlerin ise basit, kullanimi kolay, hizli1 ve ucuz tayine
olanak saglamasi ile Hepatit B viriisii tayini i¢in son yillarda tercih edilen aygitlar

olmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Elektrokimya

Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarina dayanan elektrokimya bilim dali,
madde ile elektrik enerjisi arasinda etkilesmeyi, bu etkilesmenin sonucunda
olusan kimyasal enerjinin fiziksel enerjiye doniisiimii gibi kimyasal ve fiziksel
degisimleri inceler (Skoog et al., 1996). Elektrokimyasal tepkimeler,

elektrokimyasal hiicre ad1 verilen ortamda gergeklesir.
2.1.1. Elektrokimyasal tabakalar

Elektrokimyasal 6l¢iim yapilirken, elektrot yiizeyi ile analizlenecek madde
cozeltisi arasinda heterojen tabakalar olusmaktadir. Bu duruma, elektrodun
dondiiriildigi ya da elektrot lizerinden bir ¢ozelti aktarildigi kosulda elektrodun
kendisine bitisik olan ¢6zelti tabakasindaki bir tiire elektron verebilmesi ya da o
tabakadan eclektron alabilmesi neden olmustur. Karistirilan bir sistemdeki

heterojen tabakalar bilesimi Sekil 2. 1’de goriilmektedir.

Tiirbiilent _akis: Elektrottan uzak ¢ozelti yigmminda gozlenir; sivi

hareketinin diizenli bir akis modeli yoktur.

Laminar akis: Yizeye yaklasildiginda laminer akisa gegis olur; sivi

tabakalar elektrot yiizeyine paralel bir yonde birbiri iizerine kayarlar.

Nernst difiizyon tabakasi: Elektrot yiizeyinden 6 cm uzakta laminer

akiminin hizi, siv1 ile elektrot arasindaki siirtlinmeden dolay: sifira yaklagir ve
bunun sonucunda elektrot c¢evresinde ince, durgun bir ¢dzelti tabakasi olusur.
Genellikle bu ¢ozelti tabakasi, 10210 cm kalinliginda olabilir (Skoog et al.,
1998).
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Sekil 2. 1 Elektrot yiizeyindeki tabakalarin sematik olarak gosterilmesi

2.1.2. Faradaik ve faradaik olmayan akimlar

Elektrot sistemine potansiyel uygulandiginda iki tiir akim olusur. Bu
akimlardan biri, elektrot yiizeyinde gergeklesen tepkime sonucu olusan akima
faradaik akim denir. Elektrot ile elektrolit ara yiizeyinde yiik gegisi olmasinin
sonunda indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri gergeklesir. Tepkimeler sonucu
aciga cikan {irlin miktar1 ile ¢ozelti igerisinden gegen akim dogru orantilt olup

Faraday Yasasi’na uygunluk saglanmis olmaktadir.

Bir elektrot ¢ozeltiye daldirildiginda, doymamus yiizey kuvvetleri nedeniyle
cozeltideki iyon ve polar ¢dzgen molekiilleri elektrot yiizeyi tarafindan

adsorplanir ya da az hidratlasan iyonlar, ¢ok hidratlasan iyonlardan daha cok



adsorplanir seklinde ifade edilebilir. Bu durumda elektrot negatif yiikle yiiklendigi
varsayilir ve zit yiklii iyonlar da karsilarina dizilmesiyle bir katman olusur.
Olusan bu katmana elektriksel cift katman denir. Elektriksel ¢ift katman yiikleri
depo ederek kondansator gibi davranir ve ortamda indirgenecek ve
yiikseltgenecek tiirlerin olmamasina ragmen sistemde bir akim olusumuna sebep

olur. Tamamen sistemden kaynakli bu akima kapasitif (sigasal) akim denir.

lgevre = I + 1¢

Kapasitif akim ve faradaik akim toplami devreden gecen akimi vermektedir.
Bu yiizden kapasitif akim ne kadar azaltilabilirse duyarlilik da artmis olur. Analit
derigimi yiiksek oldugu kosullarda kapasitif akim ihmal edilebilir ancak analit
derisimi seyreltik ise kapasitif akim da dikkate alinmalidir. (Skoog et al., 1998;
Tural vd.,2006)

2.1.3. Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollar1 ( Tural vd.,
2006)

Kiitle aktarimi, ¢ozelti i¢inde bulunan bir maddenin bir yerden bagka bir
yere hareketi olarak tanimlanir. Bir elektrolitteki herhangi bir tanecigin bir yerden
baska bir yere tasinabilmesi i¢in, o tanecige bir kuvvetin etki etmesi gerekir. Bu
kuvvet kimyasal, elektriksel ya da mekanik bir kuvvet olabilir. Kiitle aktarimi {i¢

farkli sekilde gerceklesir.

Elektriksel go¢ (Migrasyon) : Elektriksel kuvvetlerin etkili oldugu tasinma
seklidir. Elektriksel alan altinda iyonlar, bu alandan kaynaklanan kuvvet etkisiyle
hareket ederler. Bu hareket, disaridan elektriksel alan uygulandiginda olustugu
gibi, c¢ozeltide herhangi bir nedenle yiik denkligi bozuldugunda da olusabilir.
Elektrotlara disaridan bir gerilim uygulandiginda, bu kuvvet anyonlar1 anoda,
katyonlar1 da katoda dogru siiriiklenmesiyle elektriksel go¢ (migrasyon)

gerceklesmis olur.

Kanstirma (Konveksiyon): Karistirma ve elektrodun donmesi gibi

mekanik kuvvetlerin neden oldugu kiitle aktarim yoludur.



Difiizyon: Derisim farkindan kaynaklanan kimyasal kuvvetin olusturdugu

kiitle aktarim yoludur.
2.1.4. Voltammetri ve esaslar1 (Skoog vd., 1998)

Voltammetri, Volt-am(pero)-metri kelimesinden tiiretilmis olup, bir
indikatér veya g¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6lgiilmesinden faydalanilarak analit
hakkinda bilgi edinilen elektroanalitik yontemlerin genel adidir. Uygulanan
gerilimin Ol¢iilen akim degerlerine karsi ¢izilen grafigine de voltamogram denir.
Genel olarak voltammetride kullanilan c¢alisma elektrotlari, polarizasyonu
arttirmak i¢in, yiizey alanlar1 ¢ogunlukla birkag milimetrekare ve bazi

uygulamalarda ise birka¢ mikrometrekare ve daha kiigiik olan mikroelektrotlardir.

Voltammetrinin tarihsel gelisimi 1920’ lerin basinda Cekoslavak kimyaci
Jarostav  Heyrovsky tarafindan polarografi tekniginin  gelistirilmesine
dayanmaktadir. Voltammetrinin hala 6nemli bir kolu olan polarografinin diger
voltammetrik tekniklerden en biiylik farki, calisma elektrodu olarak bir damlayan
civa elektrodunun (DCE) kullanilmasidir. 1960’larin ortalarinda ise klasik
voltametrik yontemlerde, yOntemin duyarliligi ve seciciligini 6nemli oOlgiide
arttiran bircok ana degisiklik gelistirildi. Yaklasik ayni zamanlarda, distik
maliyetli ylikselticilerin ortaya ¢ikmasi, bu degisikliklerin ¢ogu ile iliskili nispeten
daha ucuz aletlerin yapilmasint ve onlarin biitiin kimyacilarin kullanimina
sunulmasin1 miimkiin kildi. Bunun sonucunda, ozellikle farmasétik, ¢evre ve
biyolojik acidan Onemli tiirlerin tayini i¢in voltammetrik yd&ntemlerin

uygulanmasiyla ilgili ¢aligmalara ilgi artmistir.

2.1.4.1. Voltammetride kullanilan uyvarma sinvalleri

Voltammetride, ¢alisgma elektrodunun voltaji, sistematik olarak
degistirilirken, akim olgiiliir. Elektroda, zamana gére degisimi ¢ok farkli voltajlar
uygulanabilir ve voltaj - zaman fonksiyonlarina uyarma sinyali denir (Skoog et
al., 1998). Bunlar; dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve liggen

dalgadir (Bkz. Sekil 2. 2).
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Sekil 2. 2. Voltammetride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri.

2.1.4.2. Voltammetrik cihazlar

Voltammetrinin ¢alisma prensibi; elektrokimyasal hiicrede, polarize olabilen
bir ¢aligma (indikator) elektrodu ile karsilastirma (referans) elektrodu arasina
degeri zamanla degistirilen potansiyel uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan akimin,
iic elektrotlu hiicrelerde ¢aligma elektrodu ile yardimci (karsit) elektrot, iki
elektrotlu hiicrelerde ise ¢alisma elektrodu ile karsilagtirma elektrodu arasindan

Olglilmesi ilkesine dayanir (Yildiz ve Geng, 1993) (Bkz. Sekil 2.3).

FPOTANSIYOSTAT

Yardimei elektrot
Gahgma elektrodu

Referans elektrot
Elektrolit

Sekil 2. 3. Uclii elektrot sistemi.



2.1.4.3. Voltammetride Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Voltammetride
elektrokimyasal oOzellikleri onemli oldugundan sinirli sayida polarlanabilen
calisma elektrodu vardir. Bu elektrotlar farkli boyutlarda ve farkli sekillerde
olmanin yaninda, platin ya da altin gibi inert metal, karbon, pirolitik grafit ya da

cams1 karbon, kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yari-iletken veya bir civa filmi

kullanilan

kaplanmis bir metal olabilirler.

Calisma elektrotlarinin herbirinin potansiyel ¢alisma araliklarinin farkl
olmasinin yaninda bu aralik ayrica ¢oziiciiye, kullanilan elektrolit tliriine, ve pH’a
baglidir. Pozitif potansiyel sinirlart genellikle molekiiler oksijen verecek sekilde,
suyun ylkseltgenmesi sonunda olusan biiyilk akimlarca belirlenir. Negatif

potansiyel sinirlart yine suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojen ile belirlenir

( Tural vd., 2006).

Valtametrik gahgma
elektrotlan

Sekil 2. 4. Voltammetrik ¢alisma elektrotlarinin genel siniflandirilmasi ( Tural vd., 2006).
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Karbon Elektrotlar

Karbon, genis bir anodik potansiyel araligina, diisiik elektriksel dirence,
diistik artik akima, tekrarlanabilir yiizey yapisina ve diigiik maliyete sahip olmasi
gibi pek cok olumlu o&zellikleri nedeniyle elektrokimyasal analizlerde siklikla

kullanilan ideal bir elektrot malzemesidir (Tural vd., 2006).

Karbon elektrodun bir dezavantaji yliksek yiizey aktivitesine sahip
olmasindan dolayr organik bilesikler tarafindan kolayca kirletilebilmesidir.
Hidrojen, hidroksil ve karboksil gruplar1 ve hatta kinonlar ile karbon yiizeyinde
baglar olusabilmektedir. Fakat bu fonksiyonel gruplarin varligi karbon yiizeyine

birgok degisik madde tutturulmasini saglayabilir.

Elektrokimsayal uygulamalarda; karbon pastasi elektrodu, camsi karbon
elektrot, perde baskili karbon (grafit) elektrot, karbon lif (fiber) elektrot ve kalem
grafit elektrot gibi degisik tiirleri kullanilmaktadir.

Kalem Grafit Elektrot (PGE)

Kalem grafit elektrodun diisiik tayin smirma olanak saglamasi, diger
calisma elektrotlarina kiyasla tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, maliyetinin
diisiik ve tek kullanimlik olmas1 sebebiyle yakin ge¢miste 6zellikle biyosensor
uygulamalarinda genis bir kullanim alan1 bulmustur (Ensafi et al., 2014, 2015;
Aziz and Kawde, 2013; Zhu et al., 2014; Kawde and Aziz et al., 2014; Hir ve
Arslan, 2014; Eksin ve Erdem, 2014; Erdem vd., 2012, 2013, 2014).
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iletken tel

grafit ug

Sekil 2. 5. Kalem grafit elektrot

2.1.4.4. VVoltammetride kullanilan referans elektrotlar

Gerek potansiyometri gerek voltammetride kullanilan elektrotlardan biri,
potansiyeli sabit ve ¢ozelti bilesiminden etkilenmeyen bir elektrot olmak
durumundadir. Bu tiir elektrotlara referans elektrot denir. Bunlarin yar1 elektrot
tepkimeleri tersinirdir. Deney sirasinda elektrot kii¢iik bir akima maruz kalsa bile

potansiyeli ilk degerine doner.

Bu 0Ozellikleri biitlinliyle saglayan ideal bir referans olmamakla birlikte
elektroanalitik kimyada en yaygmn kullanilan elektrotlar kalomel ve Ag/AgCI
elektrotlardir (Skoog et al., 1998)

Kalomel elektrot:

Ticari olarak temin edilebilmekle birlikte laboratuvarda kolaylikla
yapilabilen bir elektrot tiiriidiir. Civa (1) kloriirle temasta olan civadan olusur ve
ayrica derigimi bilinen potasyum kloriir icerir. KCl derisimi genellikle doygun

derisimdir. Bu haliyle elektrot doygun kalomel elektrot olarak isimlendirilir.

Doygun kalomel elektrodun sicaklik sabiti, KCl derisimi daha diisiik
(genellikle 0.1 M veya 3.5 M) olan kalomel elektrotlara kiyasla daha yiiksektir.
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Yani, sicaklik degismesiyle bu elektrodun potansiyeli diger elektrotlarla

karsilastirildiginda daha az etkilenir.

Doygun kalomel elektrodun 25 °C Standart Hidrojen Elektrodu’ na (SHE)
gore potansiyeli + 0.244 V’dur.

Giimiis / Giimiis kloriir elektrot:

Glinimiizde genellikle en ¢ok tercih edilen referans elektrot cesididir.
Glimiis telin glimiis kloriir ile kaplanarak doygun KCI ¢o6zeltisine daldirilmasiyla
hazirlanir. Bu elektrodun 60 °C’nin iizerindeki sicakliklarda kullanilabilmesi onu

diger elektrotlara gore daha avantajli kilmistir.

Doygun KCl varliginda SHE’ na gore potansiyeli +0.222 V’dur.

2.1.3.5. Yardimc1 Elektrot

Ikili elektrot sistemlerinde, potansiyeli sabit olan referans elektrot,
izerinden yiiksek akim gectiginde polarlanir._ Cozeltinin direncinin yiiksek oldugu
durumlarda ise bu direnci yenmesi igin gerekli olan potansiyel, artis gosterir. Bu
sebeplerin sonucunda c¢alisma elektrodunun polarizasyon potansiyeli yanlis
olgiilebilir. Iki elektrotlu sistemlerdeki bu sorun, sistemde iigiincii bir elektrodun
yani yardimci elektrodun gerekliligini ortaya koymustur. Sistemde akim, ¢alisma
ve yardimci elektrot iizerinden gegirilerek referans elektrodunun polarlanmasi
onlenirken ¢aligma elektrodunun potansiyeli de sifir akim altinda okunmus olur.
Yardimci elektrot olarak soy metal elektrotlar kullanilmalidir. Pt, giinlimiizde

yardimci elektrot olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Tural vd., 2006).
2.1.5. Voltammetrik teknikler

2.1.5.1. Doniisiimlii voltammetri (Skoog vd., 1996, 1998: Yildiz ve
Geng, 1993)

Bu voltammetri tekniginde, potansiyel tarama islemi dongiiseldir. Potansiyel
E; degerinden E; degerine belli bir hizla tarandiktan sonra, taramanin yonii ters

cevrilerek ¢ogunlukla ayni hizla E; degerine ulasilir. Doniistimlii voltammetride,
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tclii elektrot sistemiyle karistirilmayan c¢ozelti ortamiyla galisilir. Dongiisel
potansiyel tarama islemi; elektrokimyasal tepkimeyle olusan iiriiniin, ters
dongiiyle elektrokimyasal davranigini izleme olanagi saglar. Tarama tek bir dongii

veya birden fazla dongiiyle yapilabilir.

E(V)
E;

E;

w

Sekil 2. 6. Doniisiimli voltametride potansiyelin zamana bagl ardisik tarama dongiisii

Dontisiimlii voltammetride, baslangi¢ potansiyeli E; elektrot tepkimesinin
daha baslamadigi bir potansiyel olabilecegi gibi, herhangi bir potansiyel de
olabilir. Bitirme potansiyeli E; degerinden farkli bir E3 potansiyeli olabilir (Nisli
vd., 2012).

Dontisiimliic - voltammogramlar  bir elektrokimyasal tepkimenin hangi
potansiyelde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigi, elektrokimyasal agidan
tersinir olup olmadigi, elektrot tepkimesinin bir kimyasal tepkime ile beraber
gidip gitmedigi, indirgenme ya da yiikseltgenme Uriinlerinin kararligi, elektrot
tepkimesinde rol alan maddelerin ylizey karakterizasyonu hakkinda bilgi

edinmemize olanak saglar.
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Eq Katodik pik konumn

_ Katodik pik
L viiksekligi

Anodik pik
viiksekligi

= Anodik pik konumu

Sekil 2. 7. Tersinir bir elektrot tepkimesi i¢in elde edilen akim-potansiyel egrileri.

2.1.5.2. Diferansiyel Puls Voltammetrisi

Diferansiyel puls teknigi elektroaktif tiirlerin iz miktarlariin tayininde
genis bir alanda kullanilmaktadir (Gholivand et al., 2014; Hosseini et al., 2011,
Milczarek and Ciszewski, 2004; Talemi and Mashhadizadeh, 2015; Yang et al.,
2014).

Normal puls voltammetrisinde pulsun sonunda saptanan akim, az da olsa
kapasitif bilesen igerir. Bu istenmeyen durumu dnlemek, kapasitif akimin dl¢iilen
akimdaki payin1 daha da azaltmak ve bunun sonucunda seg¢iciligi artirmak icin
pulsun basinda ve sonundaki akimlari 6l¢iip, farklarini alma yoluna gidilmistir. Bu
teknikle calisan teknige diferansiyel puls voltammetrisi adi verilir. Giderek artan
bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslarin uygulanmasi ve diferansiyel

puls voltametrisinde elde edilen akim-potansiyel egrisi Sekil 2.8’de verilmistir.

Elektroda potansiyel pulsu ilk uygulandiginda, damla tizerindeki yiik arttigi
icin faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla {istel
olarak azalir ve ylizey alaninin ¢ok az degistigi damla dmriiniin sonuna dogru
sifira yaklasir. Dolayisiyla akimi bu anda 6lgmek sureti ile faradayik olmayan

artik akim biiyiik oranda azaltilir ve sinyal/giiriiltii oran1 artar. Bunun sonucunda
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duyarlik da artar (Tural vd., 2006). Bu nedenlerden dolayr son zamanlarda bu

yontem en yaygin kullanilan elektroanalitik yontem haline gelmistir.

(2) ()
Sekil 2. 8. (a) Giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslarin

uygulanmasi. Akim 1 ve 2 noktalarinda 6l¢iilmektedir. (b) Diferansiyel puls voltametrisinde elde

edilen I-E egrisi.

2.1.5.3. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Elektrokimyasal ~Empedans  Spektroskopisi  (EIS)  elektrokimyasal
sistemlerin karakterizasyonu i¢in gii¢lii bir tekniktir. Tiim empedans tekniklerinin
temel yaklasimi, elektrokimyasal bir hiicreye kiigiik genlikli siniizoidal uyarma
sinyali uygulamak ve akim, gerilim ya da ilgili bagka bir sinyal tepkisini 6l¢gmektir
(Metrohm Autolab, 2014) Ohm Kanunu direnci (R), gerilimle (E) akim (I)

arasindaki oran ile tanimlar.

— | m

Esitlikteki ideal direncin kullanimi sadece bir devre elemani ile smirlidir.

Ideal bir direng birkag basitlestirilmis dzellige sahiptir:

» Biitiin akim ve gerilim seviyelerinde Ohm Kanununu izler.

» Direng degeri frekanstan bagimsizdir.
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» Alternatif akim ve gerilim sinyalleri dirence ragmen ayni faz
icindedir.

Gergek sistem ¢ok daha karmasik davranig sergileyen devre elemanlarini

icermektedir. Bu elemanlar, direncin basit kavraminin yerini daha genel bir devre

parametresi olarak empedans kavramina birakmistir ( Gamry Instruments, 2014).

Empedans “Z” ile gosterilir ve;
Z= 1 esitligi ile ifade edilir.
Empedansin gergek ve zahiri empedans olmak iizere iki bileseni vardir;

Z=Zr+jzi (j=Vv—-1)

Bu esitlikte, faz i¢i Zr bileseni, sistemdeki herhangi bir diren¢ nedeniyle
olusan bileseni, faz dis1 Zi bileseni ise yalitim tabakalarinin ( elektrokimyasal ¢ift
katman ya da ek bariyer) olusumu ile daha ¢ok iliskilidir. Impedimetrik veriler,
farklh grafiksel gosterimleri olmasina ragmen en yaygin olarak Nyquist egrisi ile
gosterilmektedir. Bu gosterimde, empedans Z” ’° nin zahiri boliimii, Zr’ ’° nin
gercek boliimiine karsi grafige gecirilmistir ve © agis1 da devrede sinusoidal
karakterdeki potansiyel ile akim arasinda olusan faz agisini ifade etmektedir(

Bonanni and Valle, 2010; )(Bkz Sekil 2. 9).

Zahiri Empedans Z"

>

Gercek Empedans 7' 7 cos 6

Sekil 2. 9. Ger¢ek empedansa ( Z”) karsi zahiri empedans (Z”) ile olusturulan Nyquist
egrisi. ©, devrede sinusoidal karakterdeki potansiyel ile akim arasinda olusan faz agisidir.
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2.2. Biyosensorler

Biyosensor, biyolojik  bilesenle  fizikokimyasal dedektdor igeren
analizlenecek maddenin kalitatif veya kantitatif saptanmasi igin kullanilan analitik
bir cihazdir. Bir biyosensor genellikle bir biyo-tanima bileseni, biyo-doniistiiriicti
bilesen ve sinyal yiikseltici, islemci ve ekran igeren elektronik sistemden olusur (

Coulet, 1991; Turner, 1987).

Analit . ‘

T -

Dedektsr «—— Bivosensér —— Reseptar

Sekil 2. 10. Biyosensdriin yapisi.

2.2.1. Biyosensor cesitleri

Biyosensorler, i¢erdigi biyolojik bilesene gore iki ana sinifa ayrilir.

¢ Biyokatalitik sensorler; enzimlerin, hiicrelerin, bakteri veya dokularin
immobilize bilesenler olarak kullanildig1 aygitlar.
o Affinite sensorler; antikor/ antijen, membran alicilar veya niikleik
asitlerin kullanildig1 aygitlardir.
Biyosensorler, kullanilan doniistiiriiciiniin ¢esidine bagli olarak dort ana
siifa ayrilir.
» Optik: Biyokimyasal tepkime sonrasinda adsorbe edilen veya yayilan
15181 Olclilmesi ilkesine dayanir.
= Piezoelektronik: Hedef molekiil ile biyolojik tanima elementi arasindaki

etkilesimler nedeniyle meydana gelen kiitle degisimini algilama ilkesine dayanir.
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= Kalorimetrik: Analizlenecek maddenin uygun bir biyokomponent ile
biyokimyasal tepkimesi sonucu ag¢iga cikan isiya bagli olarak analitin tayinini
yapar (Chaubey and Malhotra, 2002).
= Elektrokimyasal: Biyoetkilesim esnasinda gergeklesen reaksiyonda,
elektrokimyasal olarak Olciilebilir bir akim (amperometri), Olgiilebilir bir yiik
yigmi veya potansiyel (potansiyometri) degisimleri veya elektrotlar arasindaki
ortamin iletkenliginde degisimler (kondiiktometri) olusur. Bu degisimler ise
elektrokimyasal bir dedektor ile olgiiliir (Grieshaber et al., 2008).
Elektrokimyasal 6zelligine gore elektrokimyasal biyosensorler bes ana
smifa ayrilir (Chaubey and Malhotra, 2002).
a) Kondiiktometrik
b) Amperometrik
c) Potansiyometrik
d) Voltammetrik

e) Impedimetrik
2.2.2 ideal bir biyosensorde olmasi gereken dzellikler

o Sec¢imli olmal1

o Kullanim 6mrii uzun olmali

o Kalibrasyona gerek duymamali veya en az kalibrasyona gerek duyulmali
o Tekrarlanabilir olmali

o Yiiksek kararlilikta olmal1

o Duyarli olmali

o Diisiik tayin sinirma sahip olmali

o Olgiim aralig: genis olmali

o Yantt siiresi kisa olmal

o Basit ve ucuz olmal

o Kiigciiltiilebilmeli ve sterilize edilebilmelidir (Hall, 1990).
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2.2.3. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri

Biyo-tanima bileseni olarak DNA molekiiliiniin kullanildig1 ve doniistiiriicii
olarak elektrokimyasal yontemlerin kullanildigi biyosensorlere elektrokimyasal
DNA biyosensorleri ya da elektrokimyasal genosensorler denir. Biyosensorler
sagladig1 bir¢ok avantaj sayesinde bazi hastaliklarin teshisi, mutasyon analizleri,
cevre ile ilgili arastirmalar, adli tip, ilag etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi,

klinik arastirmalar1 gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Mikkelsen, 1996).

2.2.3.1. DNA’nin vapisi

Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin bazlariyla bes karbonlu seker ve fosfat
gruplarindan olusan DNA, canlilarin genetik sifresini tasiyan biiylik bir
molekiildiir. Piirin (Adenin, Guanin) ve pirimidin (Sitozin, Timin) bazlar
birbirine hidrojen baglariyla baglidir. Adenin ve timin arasinda ikili, Guanin ve

sitozin arasinda ti¢li hidrojen bagi vardir (Sekil 2.11)

fosfodiester baglan

Fosfatlar __I
Deoksirihoz
| 5eker|er

i i T
—
— —

Hidrojen baglan

Sekil 2. 11. DNA molekiiliiniin yapis1
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DNA molekiiliindeki bazi bazlarin (adenin, guanin) elektroaktif 6zelligi ilk
kez 1960 yilinda Palecek tarafindan bulunmustur (Palecek, 1960).
Elektrokimyasal yontemlerle birlikte DNA’nin nitel ve nicel analizini yapma
amacina yonelik olarak tasarlanan biyosensorlerde tanima yiizey katmani olarak
DNA kullanilmasina artan bir ilgi bulunmaktadir (Brabec, 1983; Brabec and
Koudelka, 1980; Cai et al., 1996).

Biyo-tanima yiizeyi olarak niikleik asit i¢eren biyosensorler (genosensorler;
gene dayali sensorler), bu ylizey ile etkilesime giren analitin (karsinojen maddeler,
ilaglar, vb.) etkilesim mekanizmasinin aydinlatilmasi veya miktariin tayini veya
DNA'’daki baz dizisi belli bolgelerdeki hibridizasyon olaylariin izlenmesi gibi
cesitli amaglarla kullanilabilirler (Erdem vd., 2000).

2.2.3.2. DNA Hibridizasyonu

Niikleik asit hibridizasyonu, baz ciftlerinin 6zel hibridizasyon kosullarina

bagli olarak kararli bir dupleks molekiilii olusturmasidir.

Sekil 2. 12. DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapisi

Aranan hedef diziye karsilik gelen kisa bir baz dizilimine sahip tek sarmal

DNA (prob) elektrot yiizeyine baglanmasi ve hedefi igeren bir c¢ozeltiye
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biyosensoriin uygulanmasiyla elektrot yiizeyinde hibrit olusumu saglanir (Palecek,
1996). Analitin DNA ile etkilesmesi sonucunda, incelenen maddenin veya
DNA’daki bir bazin sinyalinde meydana gelecek degisiklikler sayesinde giivenilir
tayinler yapilabilmektedir (Johnstone et al., 1995).

2.2.4. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddenin nanometre boyutunda, yani atomsal, molekiiler ve
supramolekiiler yapilar diizeyinde denetlenmesi yoluyla yeni malzeme, cihaz ve
sistemlerin tasarlanmasin1 ve TUretilmesini konu alan bir teknoloji dalidir.
Maddeleri molekiiler ya da nanometre diizeyinde ele alan bir miithendislik bilimi
olan nanoteknoloji, daha giiclii ve daha hafif elektronik malzemelerin kullanildigi
yeni bir siire¢ ile bilim insanlarinin olukga genis bir alandaki ¢alismalarinda ¢okga
tercih ettikleri malzemeler olmaya devam etmektedir. Bilim adamlar1 giin gectikge
calismalarinda daha kiiciik boyutlara yonelmeye, daha az yer kaplayan, daha az
enerji harcayarak daha hizli c¢alisabilecek aygitlar hazirlamaya caligsmislardir
(Erdem, 2007a)

Nanoteknoloji ile iiretilen nanopartikiil, nanotiip ve nanokablolar gibi
gelismis fizikokimyasal ozelliklere sahip nanomalzemeler, biyomolekiiler
algilamaya yonelik elektrokimyasal sensorlerin daha segici ve daha hassas bir
sekilde gelistirilebilmesi ag¢isindan biiyiikk 6nem tasimaktadir (Cai et al., 2003;
Chen et al., 2001; Caliskan vd., 2009; Erdem vd., 2006a, 2007a, b, 2010; Mc.
Farland and Duyne 2003; Guo et al., 2004; Hahm et al., 2004; Karadeniz vd.,
2007a; Koehne et al., 2004; Luo et al., 2006; Merkogi et al., 2005; Musameh et
al., 2002; Muti vd., 2010, 2011, 2012; Ozs6z vd., 2003; Ravindran et al., 2003;
Salem et al., 2004; Yumak vd., 2011; Wildgoose et al., 2006; Wu et al., 2003).

Nanometre biiyilikliiglindeki nanomazemeler sensor tasarimlarinda;

v'enzim, DNA, protein vb. gibi biyolojik molekiillerin elektrot
yiizeyine dogrudan baglanmasini kolaylastirmak,

v' elektrokimyasal reaksiyonlari hizlandirmak,

v biyomalzemeleri nanobarkotlarla etiketlemek,

v' biyomolekiiler etkilesim/tanima reaksiyonu sonucunda olusan

sinyalin duyarliligin1 arttirmak,
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v\ tamima yiizeyi ve/veya ¢evirici boliimiin kiigiiltiilebilmesi gibi
amaglar i¢in kullanilmakta, bu durum ayni1 zamanda, biyosensorlerin boyut olarak
ta minyatiirize edilebilmesine olanak saglamaktadir (Erdem vd., 2006a, 2007a;
Katz et al., 2004; Luo et al., 2006; Merkogi et al., 2005; Musameh et al., 2002;
Patolsky and Lieber, 2005; Pumera et al., 2007; Vaseashta et al., 2005; Wang
2005a,b; Wildgoose et al., 2006).

2.2.3.1. Altin Nanopartikiiller

Giliniimiizde altin nanopartikiiller yeni nesil biyosensorler, ozellikle de
elektrokimyasal biyosensorler yapiminda Onemli rol oynamaktadir. Altin
nanopartikiillerin elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde kullanilmasiyla hem
oligoniikleotidlerin elektrot ylizeyine immobilizasyonu hem de hibridizasyon
olaylarinda daha duyarli sinyallerin alinmasi saglanmistir. Altin nanopartikiillerin
ozellikleri arasinda, yiiksek yiizey enerjisi, yiiksek ylizey hacim orani, prostetik
gruplarla elektrot yiizeyi arasinda elektron iletim yollar1 olusturma, elektrot ile
redoks probu arasinda elektron transferini kolaylastirmasi sayilabilir (Pedrero,
2012; Ozsoz’den, 2012).

2.2.5. Altin nanopartikiillere dayah elektrokimyasal biyosensorler

Biyosensorlerin  hazirlanmasinda altin nanopartikiiller, biyomolekiillerin
biyolojik aktivitesini muhafaza etmek i¢in kararli bir yiizey saglamasi gibi 6nemli
bir avantaj sunar. Altin nanopartikiiller, elektron transfer medyatorlerine ihtiyag
duymadan redoks probu ile elektrot arasinda direk elektron transferini saglayarak
elektrokimyasal olgiim yapilmasina imkan verir (Pedrero, 2012; Ozs6z’den,
2012). Altin nanopartikiilleri DNA analizlerinde ilk defa Chad Mirkin ve
arkadaslar1 tarafindan kullamilmistir (He et al., 2000). Giinlimiize kadar olan
donemde ise altin nanopartikiillerin kullanildig1 bircok elektrokimyasal
biyosensor caligmalar1 yapilmistir. Cizelge 2. 1.°de literatiirde son yillardaki

calismalardan bazi 6rnekler verilmistir.
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Cizelge 2.1. Altin nanopartikiiller ile modifiye edilmis elektrokimyasal biyosensor galismalart.
GCE: Camsi karbon elektrot, AUNP: Altin nanopartikiill, BRCA-1: Go6giis kanseri geni,
APBA: 3-aminofenilboronik asit, MPA: Merkaptopropiyonikasit, DOTAP: 1,2-dioleoyil
trimetil amonyum propan, DOPE: 1,2-dioleoyil sn-glisero-3-fosfoetanolamin, Cyst:
Sisteamin, PtE: Platin elektrot 1TO: Indiyum kalay oksit, HIV-1: insan Bagisiklik
Yetmezlik Viriisii , MoS,: Molibden disiilfiir, MB: Molekiiler isaret, SPE: Perde baskili

elektrot.
Elektrot Modifikasyon Analit Tayin Siniri Literatiir
Protein 0.15 Yinetal.,
GCE AuNp KinazA | unit/mL 2015
GCE | Grafen/DNAJAUNp | BRCA-1 | 5.896 fg/mL Ra"’}Shgg‘i 0
9
GCE AuNp/Kitosan- Teofilin- ﬁzz);ll%g Yang et al.,
Iyonik S1vi/Grafen Kafein ' 2014
mol/L
APBA . Liuetal.,
AuE biyotin/AuNp mikroRNA 3ftM 2014
MPA/DOPE- Bhuvana and
DOTAP/AuUNp ve 1 fM ve 100
AuE DNA Dharuman,
Cyst/DOPE- aM 2014
DOTAP/AuNp
PtE AUNP DNA 1pM Liuetal,
P 2013
600 fg/mL- Leeetal.,,
ITO AuNP HIV-1 375 pg/mL 2013
GCE AUNP-Mo0S; Dopamin 80 nM Suetal., 2013
10%-10% | Gaoetal,
GCE MB/AuNp DNA mol/L 2013
. Kardiyak Bhalla et al.,
SPE AuNP/Antikor Troponin | 0.2 ng/mL 2012
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GCE Polianilin- Kanser 2000 Hui et al.,
Nanofiber/AuNp hiicresi hiicre/mL 2012
Grafen/AuNP- ) 2.46 uyM )
GCE ] Sitokrom C Lietal., 2012
Kitosan
Polifenilendiamin/ Kong et al.,
GCE EV-71 0.04 ng/mL
AuNp 2013
] _ Thiruppathiraj
ITO AuUNP Mikobakteri | 1.25 ng/mL
aetal, 2011
Chenetal.,
GCE AuNP Glukoz 1 uM
2014
ot Peng et al.,
AUE AuNp Pb 290 fM
2014
. 13 Nowicka et al.,
GCE Polipirol-AuNP DNA 8.4x10™°M
2014
Zhang et al.,
GCE AUNP DNA 0.02 mmol/L
2011
Mutasyon Wang et al.,
AuE AuNP g 250 pM
Analizi 2011
Polifenilendiamin/ Kan et al.,
GCE Teofilin 1.0x107M
AUNP 2010
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2.2.6. Taramah elektron mikroskopi teknigi (SEM)

Taramali elektron mikroskopi birgok alanda siklikla kullanilan bir
karakterizasyon yontemidir. Elektronik ve optik sistemlerin  birlikte
kullanilmastyla olusturulan cihaz yiiksek biiyiitmelerde, iizerinde islem ve analiz
yapabilme olanagi sunmaktadir.

Tungsten, Lantan hekzaborit katottan veya alan emisyonlu (FEG)
tabancadan ¢ikan elektronlar, incelenecek malzeme yiizeyine gonderilir.
Elektronlarin bu yiizeydeki etkilesimlerinden yararlanilir. Tabancadan ¢ikan
elektron demeti once yogunlastirici elektromanyetik mercekle toplanir, objektif
mercekle odaklanir ve elektromanyetik saptirict bobinlerle numune yiizeyinde
tarama islemi gergeklestirilir. Bu elektron demetinin incelenen numune yiizeyiyle
yaptig1 fiziksel etkilesimler sonucu alinan sinyallerin toplanmasi ve incelenmesi
taramal1 elektron mikroskobunun temel galisma prensibini olusturarak goriinti
olusumunu saglamaktadir (Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu, 2014). Sekil 2.12.de

taramal1 elektron mikroskobunun ana boliimleri gosterilmektedir.

Elektron demeti -<+— Elektron tabancasi

<«—Yogunlastirma lensi
TV ekrani

Tarama bobinleri il
A

Gerisagilim elektron
dedektoru =

ikincil elektron dedektori

Numune platformu —s Numune

Sekil 2. 13. Taramali elektron mikroskobunun (SEM) sematik gosterimi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanmilan Cihazlar
Deneyler ve 6l¢timler sirasinda kullanilan tiim cihaz ve donanimlar:
Terazi (PRESICA XB 220A)
Ses titresimli cihaz (Bandelin Sanorex)
pH-metre (THERMO Scientific Orion 3 star)
Manyetik karigtirict (HEIDOLPH MR Hei-Mix S,)
Vorteks (VELP Scientifica ZX Classic)
Potansiyostat (IVIUM Compact Stat Module ve IVIUM Soft yazilim programi)
Ag/AQCI referans elektrot (BAS)
Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildr)

3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

5-Amino-1,3,4-tiadiazol-2-tiyol (AMT) (Sigma)
Kolloidal Au Cozetisi (10 nm partikiil ¢apr) (Aldrich)
Asetik Asit (%99-100) (Merck)
Sodyum hidroksit (Merck)
Dipotasyum monohidrojen fosfat (Merck)
Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)
Tris (hidroksimetil) aminometan hidrokloriir (Sigma)
Sodyum kloriir (Sigma)

EDTA disodyum tuzu (Sigma)
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Potasyum hegzasiyano ferrat (Sigma-Aldrich)
Potasyum hegzasiyano ferrit (Sigma-Aldrich)
Potasyum kloriir (Merck)
Dimetil formamit (Merck)

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. AMT c¢ozeltisinin hazirlanmasi

AMT, ¢ozeltisi 3000 pg/mL konsantrasyonunda DMF iginde 15 dakika ses

titresimli cihazda bekletilerek ¢oziildii.
3.3.2. AuNP cozeltilerinin hazirlanmasi

Tiim AuNP seyreltme islemleri 0.05 M pH: 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi
icinde taze olarak yapildi.

3.3.3. 0,5 M Asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (ABS)

Kullanilan 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi litresinde 28,9 mL asetik asit ve
1,168 g NaCl (0,02 mol) icermektedir. Asetat tamponunun olusturulmasi ve
¢ozeltinin pH’siin 4,8 degerine ayarlanmasi 0,1 N NaOH ilavesiyle pH metre ile

Olctilerek gergeklestirildi.
3.3.4. 0,05 M Fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (PBS)

Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat ¢ozeltisi, litresinde 1,36 g (0,01
mol) KH,PO, 6,96 g (0,04 mol) K,HPO, ve 1,168 g NaCl (0,02 mol)
icermektedir. Hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir.
Cozeltinin pH’1 gerekliyse, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCI ilavesiyle pH metre

ile 7,4’ ayarlanir.
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3.3.5. Tris-EDTA (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol-
etilendiamin tetraasetik asit) tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kullanilan Tris EDTA tampon ¢ozeltisi litresinde 1,576 g Trizma (2-
Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) HCI ve 0,372 g EDTA igermektedir.
Cozeltinin pH’sinin 8,0 degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve /veya 0,1 N HCI

ilavesiyle, pH metre ile dl¢iilerek gergeklestirildi.
3.3.6. Redoks prob ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Empedans 6l¢timlerinde kullanilan redoks prob ¢ozeltisi, litresinde 0,822 g
KsFe(CN)s, 1.040 g K4sFe(CN)s ve 7,45 g KCI igerecek sekilde ultra saf suda

hazirlandi.
3.3.7. DNA Oligoniikleotitler:

Sentetik oligoniikleotidler TIB MOLBIOL (Almanya) firmasindan liyofilize

olarak satin alind.

Oligoniikleotidlerin baz dizilimi:

Tiyol isaretli HBV Prob (SH-HBYV Prob) (20 baz):
5’-SH—(CH,)e— AAT ACC ACATCATCC ATATA-3’
Hedef (20 baz):

5" —TAT ATg gAT gAT gTggTATT-3’

Tek-baz1 hedeften farkh dizi (20-baz; MM):

5’ —TAT cTg gAT gAT gTggTATT-3’

Rastgele dizi (23-baz; NC):

5’-AAT ACC TgT ATT CCT CgC CTg TC-3’
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3.3.8. Oligoniikleotid ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Tim oligoniikleotid stok ¢ozeltileri 500 ug/mL olacak sekilde Tris-EDTA
tampon ¢ozeltisi iginde (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH:8,00; TE) hazirland:
ve -20°C’de saklandi. DNA-ODN ve HBV prob seyreltmeleri 20 mM NaCl
iceren 0,5 M asetat tampon ¢ozeltisinde (pH:4,80; ABS), hedef/NC/MM DNA
seyreltmeleri ise 20 mM NaCl igeren 0,05 M fosfat (pH:7,4, PBS) ve 20 mM
NaCl igeren 0,02 M Tris HCI tampon ¢dzeltisi (pH:7,0, TBS) i¢inde yapildi.

3.4. Elektrot Yiizeylerinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile
Karakterizasyonu

Yalin-PGE, AMT-PGE ve AMT-AuUNP-PGE yiizeylerinin mikroskobik
karakterizasyonu, alan emisyonu taramali elektron mikroskobu ile (hizlandirma
potansiyeli 5.00-10.0 KV) Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii'nde uzman personel

tarafindan hizmet alim1 karsiliginda gerceklestirildi.

3.5. Elektrotlarin Hazirlanmasi

Elektrotlarin modifikasyon asamalar1 Sekil 3.1 'de sematik olarak
gosterilmistir.
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Sekil 3. 1 Elektrot modifikasyon agamalarinin sematik gosterimi

3.5.1. AMT ile modifiye edilmis PGE’lerin hazirlanmasi

Immobilizasyon isleminden 6nce elektrotlar kontrollii kulometri ydntemi
kullanilarak ABS igerisinde 30 sn siire ile +1,4 V gerilim uygulanarak aktive
edildi. Aktive edilen tiim elektrotlar 110 pL 3000 pg/mL taze hazirlanmig AMT
cozeltisi iceren viyallerde 1 saat siireyle bekletildi ve PGE yiizeyine AMT
modifikasyonu gerceklestirildi. 1 saatin sonunda elektrotlar cikarildi ve ters
cevrilerek dik konumda yerlestirildi ve karanlikta 30 dk. bekletilerek kurumasi

saglandi.
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3.5.2. AMT-PGE yiizeyine AuNP modifikasyonu

AMT ile modifiye edilmis PGE’ler (AMT-PGE ve p-AMT-PGE) 1 saat siire
ile 1/10 oraninda seyreltilmis AuNP c¢ozeltisine daldirildi. 1 saatin sonunda

elektrotlar fofsat tampon ¢ozeltisine 3 kez daldirilarak yikandi.
3.5.3. Elektrot yiizeyine tiyol isaretli DNA prob tutturulmasi

AMT-PGE ve p-AMT-PGE’ler 110 pL, 5 pg/mL DNA prob ¢ozeltisi igeren
viyallere 1 saat siireyle bekletildi. 1 saatin sonunda tiim elektrotlar ABS
cozeltisine 3 kez daldirilarak yikamak suretiyle spesifik olmayan baglanmalar

uzaklagtirildu.

3.5.4. AMT-AuNP-SH HBV DNA Prob PGE yiizeyine hedef dizi,

rastgele dizi ve tek baz1 hedeften farkh dizinin tutturulmasi

SH HBV DNA prob ile modifiye edilmis elektrotlar; 110 pL, 10 pg/mL
hedef dizi, rastgele dizi ve tek bazi farklidizi igeren viallere 90 dakika siire ile
daldirildi. Bu siire sonunda tiin elektrotlar TBS ¢o6zeltisine 3 kez daldirilarak
yikamak suretiyle spesifik olmayan baglanmalar uzaklastirildi. Hazirlanan
modifiye elektrotlarla sonraki asamalarda hibridizasyon siiresi ve hedef

konsantrasyon c¢aligmasina yonelik optimizasyon deneyleri yapildu.
3.6. Empedans Olciimleri

Elektrokimyasal empedans olgiimleri (EIS), 0,1 M KCI igeren 2,5 mM
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) karigimi icerisinde 10°-10" Hz frekans araliginda
acik devre potansiyelinde (+0, 22V) gerceklestirildi. Tiim 6l¢iimler Faraday kafesi
icinde gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kalem Grafit Elektrotlarin Yiizeylerinin Modifikasyonunun
Karekterizasyonuna Iliskin Bulgular

4.1.1. Mikroskobik karakterizasyona yonelik bulgular:

PGE, AMT PGE ve AMT-AuNP PGE SEM ile yiizey karakterizasyonunda
elde edilen goriintiiler Sekil 4.1°de gosterilmistir.

HV |[spot| det [ mag O | pressure | WD |
7.00kV| 3.0 |[ETD|[10000 x |2.65e-3 Pa|10.2 mm
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HV [spot| det [ mag OO | pressure | WD |
7.00 kV | 3.0 |ETD|10 000 x [1.41e-3 Pa[10.2 mm

- HV  [spot| det [mag O pressure [ WD |
10.00 kV| 3.5 | BSED |10 000 x |8.61e-4 Pa| 9.9 mm
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" HV [spot| det [mag 01| pressure | WD | ~————— 100 pm -
10.00 kV| 3.5 | BSED | 1 000 x |8.23¢-4 Pa| 9.9 mm IYTEMAM

Sekil 4. 1. (a) Pret PGE, (b) AMT PGE, (c) AMT-AuNP PGE’ nin 10 pm; (d) AMT-AuNP
PGE’nin 100 pum ¢dziiniirliikte elde edilen SEM goriintiileri

4.1.2. Elektrot yiizeyinin aktivasyonu ve AMT ile yiizey
modifikasyonuna yénelik bulgular

AuNP ile modifiye edilmeden 6nce elektrotlar AMT ile pasif adsorpsiyon yontemi
kullanilarak modifiye edildi (AMT-PGE). Bu islem oncesinde -elektrotlar
literatiirdeki bilgiler (Muti vd 2012) dogrultusunda Boliim 3.3.1°de anlatildig1 gibi
aktive edildi. Bu asamada kullanilan AMT, kalem grafit elektrodun yiizeyini
kaplayacak optimum derisimde literatiirde de ifade edildigi gibi 3000 pg/mL
olarak hazirlandi (Muti vd., 2013) ve AMT elektrot ylizeyine immobilize

edilmistir.

4.1.3. AuNP ile modifiye AMT-PGE hazirlanmasinda AuNP
konsantrasyonunun optimizasyonuna yonelik bulgular

Elektrot  ylizeyini modifiye etmede kullanilacak  optimum  AuNP
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla PBS igerisinde 6 farkli oranda (1/3, 1/5,

1/7, 1/10, 1/20 ve 1/40) seyreltilerek hazirlanmis olan AuNP ¢ozeltierine 1 saat
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stireyle AMT-PGE’ler daldirilarak modifiye edilen elektrotlarin her bir
seyreltmeden sonra elde edilen yeni elektrot yiizeylerinde meydana gelen transfer
edilen yiike karst olusan diren¢ (Rct) 6lgiildii. Elde edilen sonug¢ Sekil 4.2°de

gorilmektedir.
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Sekil 4.2: AuNP konsantrasyon c¢aligmasi, A) ortamda DNA yokken, B) modifikasyon
sonrast DNA immobilize edilmis elektrotlarla dlgiilen Rct degerlerini gosteren Nyquist egrileri ek
sekil: Empedans degerlerine uygun esdeger devre modeli. Rs, ¢ozelti direncini; Sabit faz elementi
Cd, DNA/ elektrot ara yiizeyindeki ara yiik kapasitansini; Rct, DNA/elektrolit ara yiizeyindeki yiik
transfer direncini; W, Elektrot yiizeyindeki kiitle transferinden kaynaklanan Warburg empedansini
gostermektedir. C) Nyquist egrilerinden hazirlanan histogram.
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4.2. AMT-AuUNP-PGE Yiizeyine Prob (SH-HBV Prob)
Immobilizasyonuna iliskin Bulgular

4.2.1. SH-HBV probun yalin-PGE, AMT-PGE, AuNP-PGE ve AMT-
AUNP-PGE yiizeylerine baglanma performanslarinin

karsilastirilmasina yonelik bulgular:

Calismamizda tiyol grubu ile isaretli DNA dizisi kullanilmasinin sebebi
tiyol gruplarinin altina olan spesifik baglanmasi sonucunda AUNP ile olan
etkilesiminden faydalanmakti. 50 ppm konsantrasyondaki SH-HBV Probun diger
yiizeylere ne Olciide baglanabildigini arastirmak i¢in yapilan ¢alismada Sekil

4.3’deki sonuclar elde edilmistir.

1200 -
1000 -
= l
£ 800 l I T
- L
£ 600 | |
-
[+]
Y 400 4
200
0 ; ; ; —1 ; [] ; .
Yalin PGE SHHBV PGE AMTPGE AMT+SH AuNP PGE AuNP+SH AMT+AuNP AMT+AUNP+
HBV PGE HBV PGE PGE  SHHBV PGE

Sekil 4.3: Farkli elektrot yiizeylerine SH-HBV Prob immobilizasyonu sonrasinda elektrotlardan

elde edilen yanitlar1 gosteren histogram.

4.2.2. AMT-AuUNP-PGE yiizeyine tutturulacak optimum SH-HBV

Prob konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik bulgular:

AMT-AuNP kompozit elektrot yilizeyini tam olarak kaplayacak DNA
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 5 farkli konsantrasyonda SH-HBV Prob
¢oOzeltisi hazirland1 ve elektrot ylizeyine immobilize edildi. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.4’te gortilmektedir.



38

A Gd
= Pret bare
4« amv R
= AuNP .
& 1 pgimL +
300~ = :!l-!?!*rll"n‘lr_ .
« 5l " s L . B
+ 10pHgimL N . Ra W . 4 8
4 - 20ugimL L . . o 8
1, . ' o, ™
E B T oo %t .
£ 2004 Lt ll - : . gho”
2 . S oo ahtd .
?q p " uuuﬂ.iuuu“uu'_." . .
t R ;.l-'.._ r e TP Ty Franest®
] o I v I
200 400 600
Z' (ohm)
B
1000 -
'é‘ 8004
£
2 6004 ]
5
o

A ]

Yalm = AMT  1/0 1 3 3
AuNP

N

SH HBV Prob (pg/mL)

Sekil 4.4: Yiizeyine farkli derisimlerde SH-HBV Probe immobilize edilmis elektrotlarin
A) Nyquist egrisi B) Rct degerlerini gosteren histogram

4.3. AMT-AuNP-SH HBV Prob Modifiye Edilmis Elektrot

Yiizeyinde Hibridizasyon Tayinine Yonelik Bulgular

4.3.1. Hedef DNA hibridizasyon siiresi calismasi

Hibridizasyon siiresini belirlemek amaciyla 3 farkli siirede prob ile hedef
DNA’nin hibridizasyonundan sonra Rct degeri olgiildii. Elde edilen nyquist

egrileri Sekil 4.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.5: Hedef DNA ile hibridizasyon siiresi ¢aligmasina ait nyquist egrileri
4.3.2. Hedef DNA konsantrasyon ¢calismasina yonelik bulgular:

Elektrot ylizeyine immobilize edilmis optimum konsantrasyondaki DNA ile
hibritlesecek hedef DNA konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 5 farkli hedef
konsantrasyonu igin hibridizasyon ¢alismast yapildi. Elde edilen sonu¢ hem
Nyquist egrisi ve hesaplanan ortalama Rct degerlerine gore cizilen kalibrasyon

grafigi Sekil 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4.6: Hedef DNA konsantrasyon ¢aligmasina ait A) Nyquist egrisi, B) Kalibrasyon grafigi,
C) Histogram

4.3.3. Hibridizasyonda se¢imlilik ¢alismalar:

SH-HBV prob immobilize edilen AMT-AuNP-PGE’lerin 10 pg/mL
konsantrasyondaki hedef DNA (H), tek bazi hedeften farkli DNA dizisi (MM),
rastgele dizi (NC) ile 90 dakika siireyle hibridizasyonu sonucu seg¢imlilik

performanslari karsilastirildi. Elde edilen sonuclar Sekil 4.7°de goriilmektedir.
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Sekil 4.7: Se¢imlilik ¢alismasina ait sonuglar: A) Nyquist egrisi, B) histogram.
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5. TARTISMA

5.1. Kalem Grafit Elektrotlarin Yiizeylerinin Modifikasyonunun
Karekterizasyonuna Iliskin Tartisma

5.1.1. Mikroskobik karakterizasyona yonelik tartisma:

Yiizeyi modifiye edilmemis, AMT ile modifiye edilmis ve AuNP ile
modifiye edilmis elektrot taramali elektron mikroskopisi ile alinmig goriintiileri
incelendiginde modifiye olmamis kalem grafit elektrodun ylizeyinin piiriizlii bir
yapida oldugu (Sekil 4.1.a), elektrot ylizeyi AMT ile modifiye edildiginde ise o
pliriizli yapmin azaldigir goriilmektedir (Sekil 4.1.b). AMT yiizeye pasif
adsorbsiyonla modifiye edilmistir. Jel yapisindaki AMT’nin yalin kalem grafit
elektrodun gozenekleri arasimna girmesi sonucu yalin elektrodun piiriizlii yapisi
kaybolmus, daha piiriizsiiz, bir yilizey elde edilmistir. Yiizeyi AMT ile modifiye
olmus elektrot ylizeyine AuNP modifikasyonu ise Sekil 4.1. ¢ de agik bir sekilde
goriilmektedir. 100 pm ¢oziniirlikte alinmis goriintiiden ise (Sekil 4.1. d)
AuNP’lerin AMT-modifiye elektrot yiizeyine homojen bir sekilde dagildigi
belirgin bir sekilde goriillmektedir.

5.1.2. Elektrot yiizeyinin aktivasyonu ve AMT ile yiizey
modifikasyonuna yonelik tartiyma

Aktive edilmis olan grafit elektrotlardaki mevcut gruplarin yiikseltgenmesi

sonucunda yilizeydeki karboksil gruplarina AMT’nin yapisindaki amino gruplari

arasinda peptit baginin olusumu sonucunda, AMT elektrot yiizeyine modifiye

edilmistir. Dolayistyla, AMT modifikasyon sonucunda Rct degeri azalmistir.

5.1.3. AuNP ile modifiye AMT-PGE hazirlanmasinda AuNP

konsantrasyonunun optimizasyonuna yonelik tartisma

Literatiirde Au ile tiyol gruplar1 arasindaki afiniteye dayali pek ¢ok caligma
mevcuttur (Cheng et al., 2014; Qian et al., 2014; Tersch and Lisdat, 2011; Witte
and Lisdat, 2010; Du et al., 2009; Wang et al., 2012). Genellikle Au elektrot
yiizeyinde gergeklestirilen calismalarda tiyol isaretli ajanlarin immobilizasyonuna
yaygin bir sekilde rastlanmaktadir. Karbon elektrotlarin yiizeyine AuNP

modifikasyonunda, bir ara kimyasal ajan kullanilarak veya AuNP'lerin bir polimer
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matriks igine tutuklama suretiyle modifikasyonu sézkonusudur. Kalem grafit
yiizeyine AuNP’nin dogrudan homojen ve kararli bir sekilde modifikasyonu ve
her elektrotta ayni oranda ylizeye AuNP tutturulmasi ise neredeyse imkansizdir.
AMT, yapisinda bulunan tiyol grubu sayesinde AuNP’nin elektrot yiizeyine
tutturulmasinda bir ara malzeme olarak kullanilmistir. Altin ile kiikiirt arasindaki
baglanma afinitesi asagidaki sekilde agiklanabilir: Altin yumusak bir metaldir
bununla birlikte kiikiirt de yumusak bir lewis asididir. Yumusak metaller yumusak
lewis asit ve bazlariyla reaksiyona girer. Bu 6zellikleri nedeniyle altinin bos d
orbitallerine elektron transferi gerceklesir ve bu etkilesim sonucunda Au ile S

arasinda koordine kovalent bag olusmaktadir (Tunali ve Ozkar, 1993)

Cizelge 5.1. AuNP yiizeyine SH-HBV prob immobilizasyonundan sonra &lgiilen Rct

degerlerindeki degigsimler

Farkh Konsantrasyonlarda AulNP ile modifiye Elektrot Yiizeylerine SH-HBV
Prob immobilizasyonundan Sonraki Ret Artislar
Degisim Degisim
1/3 AuNP- 1/10 AuNP-
1/3 AuNP SH-HBV 1/10 AuNP SH-HBV
Rct:267,7Q . . .
Rct:887,7Q 3.3 kat Rct:106,7Q Rct:868Q 8.1 kat
o -
YoRSD: 9%RSD: s MoorsD: %38 | %RsD: | O
%17,7
%21,5 %01,6
- n=3
n=10 n=3 n=3
1/5 AuNP- 1/20 AuNP-
LD AU SH-HBV 1/20 AuNP SH-HBV
Rct:150,7Q ) . .
Rct:900,3Q 5.9 kat Rct:78,7Q Rct:695Q 8.8 kat
o -
VoRSD: %RSD: arts - MoeRSD:%122 | %RSD: artis
%12,8
%22,3 %06,6
_ n=3
(5 n=3 n=3
1/7 AuNP- 1/40 AuNP-
17 AuNP SH-HBV 1/40 AuNP SH-HBV
Rct:106,3Q i . .
Rct:752Q 71 kat Rct:53Q Rct:626Q 118 Kat
o -
ibee %RSD: a5 MoeRSD:%19,9 | %RSD: artis
’ 2019,7 %12,4
— n=3
n=3 n=3 n=3
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Yalin elektrot ylizeyine AMT immobilize edildiginde elektrot yilizeyindeki
Rct degeri azalmaktadir. Bu sonug literatiirde yapilmis benzer caligmanin
sonuglart ile uyumludur (Muti vd., 2013). AMT elektroaktif bir molekiildiir.
Dolayisiyla elektrot yiizeyine immobilize edildiginde elektron transferini
katalizlemektedir. Yiizeye AuNP immobilize edildiginde ise AMT ile tiyol
gruplart {lizerinden baglanan altin nanopartikiiller Rct degerini artirmaktadir.
Rct’nin AMT ile baglanan AuNP derisimi ile orantili bir sekilde artmasi ylizeyin

altin nanopartikiiller ile modifiye edildigini acik¢a gostermektedir.

DNA’nin hangi konsantrasyonda AuNP modifiye edilmis elektroda en
yiiksek ve kararlilikta tutunacagini bulmak i¢in aynmi ¢alisma, yiizeye 50 pg/mL
tiyol isaretli tek sarmal DNA prob immobilize edilerek tekrarlanmistir. DNA’nin,
1/10 oraninda seyreltilmis AuNP modifiye edilmis elektrot yiizeyine en yiiksek
kararlilikta baglandig1 (8,1 kat artig), elde edilen Rct degerlerine bagl olarak
anlagilmaktadir (Cizelge 5.1). Cilinkii ylizeye immobilize olmus olan tek sarmal
DNA, yapisindaki negatif yiikli fosfat gruplari sayesinde anyonik karakterli
redoks probu arasindaki itme kuvvetine bagli olarak diren¢ artmaktadir;
dolayistyla Rct degeri artmaktadir (Wang et al., 2013; Yang et al., 2012, 2013;
Regan et al., 2014).

52. AMT-AuNP-PGE Yiizeyine Prob (SH-HBV Prob)
Immobilizasyonuna iliskin Tartisma

5.2.1. SH-HBV probun yalin-PGE, AMT-PGE, AuNP-PGE ve AMT-
AUNP-PGE yiizeylerine baglanma performanslarinin

karsilastirilmasina yonelik tartisma:

Elde edilen sonuglara bakildiginda SH-HBV probun yalin grafit elektroda,
sadece AMT modifiye edilmis elektroda, sadece AuNP modifiye edilmis
elektroda ve  AMT-AuNP kompozit elektroda tutundugu dolayisiyla da Rct
degerlerinin arttig1 goriilmektedir. Ancak SH-HBV nin yalin elektroda baglanma
kararlilig1 oldukga diisiiktiir. Bu, yalin elektrotla elde edilmis Rct degerlerinin
tekrarlanabilirliginin oldukc¢a kotii olmasindan anlasilabilir. AMT-PGE ve AuNP-
PGE yiizeyinde SH-HBV prob immobilizasyonudan sonra elde edilen ortalama
Rct degerleri hemen hemen aymidir (722,0 Ohm ve 757,3 Ohm). Ancak Au



45

nanopartikiilleri ile modifiye edilmis olan elektrodun (AuNP-PGE) SH-HBV prob
immobilizasyonu i¢in daha kararli bir ylizey sundugu goriilmektedir. Elektrot
yiizeyi 6nce AMT, sonrasinda AuNP ile modifiye edildiginde, AuNP’lerin AMT
vasitastyla elektrot yiizeyine daha kararli baglanmasi ve yiizeyi biiylitmesi
nedeniyle SH-HBV probun bu yiizeye hem daha fazla miktar hem de karalilikta
baglandig1 goriilmektedir ( 862 Q, RSD=%0,3).

Cizelge 5.2. Modifikasyon agamalarindan sonra elektrotlarin 6lgiilen Ret degerlerindeki degisimler

Modifikasyon asamalarinda elektron transfer direncindeki degisimler
Yalin AMT Degisim AUNP- Degisim AMT-
AUNP-
26,7Q 9,4Q 2,8 kat 69,7Q 7,4 kat 143,7Q
azalis artis
% RSD % 52,7 % 9,0 % 4,1 % 0,3
n 10 10 2 2

SH-HBYV prob immobilizasyonundan sonra elektron transfer direncindeki
degisimler (Yalin PGE ye gore)
AMT
AMT AUNP ]
Yan | | Degisim | -SH- | Degisim | -SH- | Degisim | | D&
aln € — - - -
B gisim egisim egisim - m
HBV HBV
SH-
HBV
32,2
26,7 | 811, | 30,3 kat | 661, | 24,7 kat | 757,3 | 28,3 kat | 862 et
a
Q 2Q artis 5Q artis Q artis Q
artisg
% % % % % %
RSD | 52,7 | 25 20,8 4,1 0,3
n 10 2 2 2 2
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5.2.2. AMT-AuUNP-PGE yiizeyine tutturulacak optimum SH-HBV

Prob konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik tartisma:

Yiizeyi once AMT daha sonra 1/10 oraninda seyreltilmis AuNP ile modifiye
edilmis elektrotlar farkli konsantrasyonda SH isaretli HBV Prob ¢ozeltisine 60
dakika stireyle daldirilarak optimum DNA konsantrasyonu belirlenmistir. Bu
amagla 1, 3, 5, 10 ve 20 pg/mL olmak lizere 5 farkli konsantrasyonda DNA
cozeltileri elektrot yilizeyine immobilize edildi. Sonuglara bakildiginda en yiiksek
Rct degerinin 3 ug/mL ve 5 pg/mL DNA immobilize edilmis elektrotlarla elde
edildigi ve bu iki konsantrasyon i¢in Rct degerlerinin hemen hemen ayni oldugu
goriilmektedir. Ancak 5 pg/mL DNA immobilize edilmis olan elektrotlarla elde
edilen Rct degerlerinin daha tekrarlanabilir (RSD= % 6,4; n=3) olmasi sebebiyle
5 ng/mL konsantrasyondaki DNA’nin elektrot yiizeyine daha kararli bir sekilde
tutundugunu gostermektedir. Bu nedenle 5 pg/mL, diger calismalarimizda

optimum DNA derisimi olarak belirlenmistir.

53. AMT-AuNP-SH HBV Prob Modifiye Edilmis Elektrot

Yiizeyinde Hibridizasyon Tayinine Yonelik Tartisma

5.3.1. Hedef DNA hibridizasyon siiresi caliymasina yonelik

tartisma

30, 60 ve 90 dakika hibridizasyon siireleri sonunda elektrot ylizeyinde
meydana gelen Rct degeri Olgiildi. 90 dakika hibridizasyon siiresi sonunda
digerlerine kiyasla, Olgiilen elektron transfer direncinin en yliksek oldugu
saptandi. Secimlilik calismalar1 90 dakika hibridizasyon siiresi kosullarinda

gerceklestirildi.
5.3.2. Hedef DNA konsantrasyon ¢alismasina yonelik tartisma:

Elde edilen sonuglara bakildigi zaman 4-10 pg/mL hedef DNA
konsantrasyonu arasinda Rct degerinde kademeli bir artis gdzlenmistir.
Hibridizasyondan sonra Rct degerlerinde gozlenen bu artisin sebebi, ¢ift sarmal
DNA’daki negatif yiiklii fosfat gruplart ile anyonik karekterli redoks probu

arasindaki itme kuvvetinin artmasina bagl olarak agiklanmaktadir (Erdem vd.,
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2012b). Rct degerindeki en yiiksek artis, 10 upg/mL hedef DNA
konsantrasyonunda elde edildigi igin, c¢alismamizda optimum hedef DNA
konsantrasyonu olarak 10 pg/mL belirlenmistir. Ayrica kalibrasyon grafiginden
yararlanarak hesaplanan tayin sinir1 0,86 pg/mL (13,6 uM) olarak bulunmustur.
Her bir konsantrasyon icin elde edilen Rct degerleri bagil standart sapma ve

Olctim tekrarlar ile birlikte asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 5.3: Hedef DNA konsantrasyonuna karsilik gelen ortalama Rct degerlerleri

Konsantrasyon, pg/mL Ret, Q RSD % n
4 471,5 0,4 2
6 538,7 54 3
8 548,5 0,1 2
10 636,0 59 4

5.3.3. Hibridizasyonda se¢cimlilik calismalarina yonelik tartisma

SH-HBYV prob immobilize edilmis olan elektrot ylizeyinde hedef DNA ile
hibridizasyon gerg¢eklestirildiginde, elektrot yiizeyinde Olgililen ortalama Rct
degeri 857 Q olarak bulunmus ve prob ile elde edilen degere kiyasla % 34 artis
elde edilmistir. MM ve NC dizileri ile hibridizasyondan sonra daha diisiik Rct
degerleri ol¢iilmiistiir; bu sonug¢ hazirlanmig olan prob modifiye sensoriin hedef
DNA dizisini yiiksek sec¢imlilikte algilandigini géstermektedir. MM dizisi ile
hibridizasyondan sonra, hibridizasyondan o6nceki ortalama degere kiyasla
ortalama Rct degerinde % 17 artis goriilmiistiir. Spesifik olmayan baglanmalar
nedeniyle MM'in girisimi s6zkonusu olsa da, elde edilen bu deger, hedef DNA ile

hibridizasyondan sonra elde edilen Rct degerinden daha diistiktiir.

Cizelge 5.4: Segimlilik ¢alismasi sonucu dlgiilen ortalam Rct degerleri

DNA dizisi Ret, Q RSD % n
Hedef DNA 857,3 6,1 3
MM 745,2 9,3 5
NC 607,5 2,7 2
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6. SONUC

Tez kapsaminda DNA hibridizasyon analizlerine yonelik daha duyarli,
secimli ve tekrarlanabilir sonuglar veren nanomalzemelere dayali elektrokimyasal
biyosensorlerin tasarlanmasi hedeflenmistir. Calismamizda g¢alisma elektrodu
olarak kalem grafit elektrot ve yontem olarak elektrokimyasal empedans
spektroskopi teknigi kullanilmistir. Tek kullanimlik kalem grafit elektrotlari,
biyosensor tasariminda kolay uygulanabilirligi, yenilenebilirligi, ucuzlugu, kisa
stirede duyarli ve se¢imli yanit vermesi gibi avantajli 6zellikleri sebebiyle, son
yillarda oldukg¢a yeni biyosensor teknolojilerinin gelistirilmesinde yogun bir

sekilde tercih edilmektedir.

Calismanin ilk bolimiinde elektrot yiizeyinin dnce AMT sonra AuNP ile
modifikasyonu gergeklestirilmistir. AuNP, yiizeyi AMT ile modifiye edilmis olan
kalem grafit elektrot ylizeyine Au nanopartikiillerin AMT yapisinda bulunan tiyol
(-SH) gruplariyla spesifik baglanmasi nedeniyle yalin elektroda kiyasla daha
yiiksek oranda (Rct degerinde 7.4 kat artis) tutundugu saptanmistir (Cizelge 5.2).
Bu artisin, kalem grafit elektrot yiizeyinin AMT ile modifiye edilmesi sonucunda
cozelti ile elektrot ara yiizeyinde gerceklesen elektron transferinin artmasinin bir
sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, altin
nanopartikiiliiniin optimum kosullarda AMT modifiye yiizeye modifikasyonunun
daha genis ve kararli bir ylizey hazirlanmasi sonucunda da, elektrot yiizeyinin
DNA prob immobilizasyonuna hazir hale getirildigi gozlenmistir. Ayrica,
hazirlanan elektrotlarin ylizey karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu ile

yapilmistir.

Calismada hazirlanan DNA biyosensorlerin tayin smirt 13,6 pM olarak
bulunmustur. Calismamizin  sonuglari, literatiirde empedimetrik DNA
hibridizasyon tayinine yonelik uygulanan tek kullanimlik elektrotlarin kullanildig:
diger bir calisma (Bonanni et al., 2009) ile kiyaslandiginda, tayin smir1 yiiksek
olmasina ragmen, ¢aligmamizda hazirlanan modifiye tek kullanimlik elektrotlarin
hazirlama siiresi ve kolaylig1 agisindan avantajlar1 oldugu goriilmiistiir. Cok daha
kisa siirede ve kolay bir sekilde hazirlanmasi ve ayrica hazirlanan sensdriin
maliyetinin olduk¢a ucuz olmasi gelistirdigimiz sensoriin Ustiinliikleri olarak

siralanabilir. Bununla birlikte biyosensorlerde en 6nemli 6zelliklerden biri olan
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secimliligin, hazirladigimiz DNA biyosensoriinde olduk¢ca iyi olmasi

sensOriimiizlin bir diger iistiinliigii olarak vurgulanabilir.

Tez ¢alismasinda tasarimlanan nanomalzemelerle modifiye edilmis DNA
biyosensorlerin gelecekte farkli  nanomalzemelerle yeni sensorlerin
hazirlanmasinda yol gosterici olmasi ve DNA c¢ip teknolojisine kazandirilmasi

umit edilmektedir.
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