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Bu ¢alismada, in vitro diyagnostik sistem uygulamalari i¢in altin ve elmas benzeri karbon
(DLC) ince film 6zelliklerine sahip elektrotlarin ilk kez Uretilmesi amaclanmistir. Cok
fonksiyonlu yiizey ve y1gin 6zelliklerine sahip, iletken altin nanoag bagli elmas benzeri
karbon nanofilm (CGN-DLC) elektrotlarin hazirlanmasi i¢in kendiliginden diizenlenme
(self-assembly) yontemi kullanilmistir. Gelistirilen nanofilmlerin nispeten yiiksek bir sp®
karbon dagilimmna, 1,4 x 10° S.cm™ elektrik iletkenligine ve 1,42 eV ve 3,87 eV optik
bant araliklarina sahip olduklari bulunmustur. Azalan tam yansima-fourier doniistimii
kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ve X-ismi fotoelektron spektroskopisi (XPS)
analizleri, DLC yiizeyinde karboksilik asit fonksiyonel gruplarinin varligin1 ortaya
cikarmistir. CGN-DLC nanofilmlerinin kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmesinde
yuksek c¢ozanarliklt gecirimli  elektron mikroskopisi (TEM), taramali elektron
mikroskopisi (SEM), X-ismm1 kirinimi (XRD), RAMAN spektroskopisi, doniisiimli
voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) kullanilmistir. TEM
ve SEM analizleri, CGN-DLC nanofilmlerini Uretmek icin trisodyum sitrat ve altin
nanopartikiillerinin basarili bir sekilde kullanildigin1 gostermistir. XRD spektrumundan,
altin nanoag yapisina ait Au (111), Au (200), Au (220) ve Au (311) pikleri ve DLC



yapisina ait C (002), C (032) ve C (111) pikleri belirlenmistir. RAMAN spektroskopisi
elmas benzeri karbon yapinm D ve G band piklerini sirastyla 1388,6 cm™ ve 1568,0 cm®
! konumlarinda gostermistir. DLC filminin sp® igerigi de yaklasik % 30 bulunmustur. CV
ve EIS, CGN-DLC nanofilmlerinin biyosensor uygulamalarinda etkili modifiye edici ajan
olarak kullanilabilecegini gostermistir. Sunulan tez kapsaminda, zararli Kimyasallar veya
fiziksel yontemler kullanilmadan CGN-DLC nanofilmlerinin elde edilmesi igin
strdurdlebilir bir yontem gosterilmisti. CGN-DLC nanofilm performansinm
degerlendirmek i¢in, sentezlenen nanofilm kalem grafit elektrot (PGE) uzerine modifiye
edilmis ve prostat kanseri biyobelirteci olan miRNA-410-5p'nin hassas ve secici olarak
elektrokimyasal tayini gergeklestirilmistir. Tasarlanan biyosensér platform (zerinde
herhangi bir amplifikasyon ve/veya etiketleme islemi kullanilmamistir. Hazirlanan
biyosensor platformu, 0,3 fM ile 100 fM dogrusal aralig1 ve 0,27 fM'lik bir tayin sinirt
(LOD) ile diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemi kullanilarak hedef miRNA'lart
saptamistir.  Sonu¢ olarak, sentezlenen CGN-DLC nanofilminin biyo/sensorler,
fotovoltaikler, transistorler, amplifikatorler, enerji depolama unsurlari ve biyomedikal

gibi genis uygulama alanlarinda kullanilmasi gelecek calismalarda beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Elmas benzeri karbon, altin nanoag, kendiliginden diizenlenme,

ince film, elektrot, elektrokimyasal biosensor, miRNA.
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This study aims to fabricate electrodes with properties of both gold and diamond-like
carbon (DLC) thin films for in vitro diagnostic system applications for the first time. A
specific self-assembly method was used to prepare conductive gold nanonetwork bonded
diamond-like carbon nanofilm (CGN-DLC) electrodes with multifunctional surface and
bulk properties. The nanofilms possessed a relatively high sp3 carbon fraction, a high
electrical conductivity (1,4 x 10% S.cm™) and optical band gaps of 1,42 eV and 3,87 eV.
Attenuated total reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy and X-
ray photoelectron spectroscopy (XPS) revealed the presence of carboxylic acid functional
groups on the DLC surface. High-resolution transmission electron microscopy (TEM),
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), RAMAN spectroscopy,
cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were used
to help qualitative and quantitative assessing of CGN-DLC nanofilms. TEM and SEM

analyzes demonstrated the successful use of trisodium citrate and gold nanoparticles to



produce CGN-DLC nanofilms. The XRD spectrum indicated the Au (111), Au (200), Au
(220) and Au (311) peaks of the gold nanonetwork and the C (002), C (032) and C (111)
peaks of the DLC structure. The RAMAN spectroscopy demonstrated the D and G band
peaks of the diamond-like carbon structure at 1388.6 cm™ and 1568.0 cm™, respectively.
The sp3 content of DLC film was found approximately 30 %, as well. CV and EiS
demonstrated that CGN-DLC nanofilms can be used as effective electrodes in biosensor
applications. In the presented thesis, a sustainable method is shown for obtaining CGN-
DLC nanofilms without using harmful chemicals or physical methods. To evaluate the
performance of CGN-DLC nanofilm, it was coated on a pencil graphite electrode (PGE)
and used in an electrochemical biosensor for the sensitive detection of miR-NA-410-5p
as a prostate cancer biomarker. No amplifica-tion and/or labeling process was used on
this biosensor platform. The prepared biosensor platform was detected target miRNAs
using differential pulse voltammetry (DPV) method with a linear range of 0.3 fM to 100
fM and a detection limit (LOD) of 0.27 fM. As such, the CGN-DLC nanofilm is expected
to find wide application areas such as bio/sensors, photovoltaics, transistors, amplifiers,

energy storage elements and biomedical.

Keywords: Diamond like carbon, gold Nanonetwork, self-assembly, thin film, electrode,

electrochemical biosensor, miRNA.
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1. GIRIS

Saglik yatirimlari son yillarda 6nemli 6lglide artmaya devam etmektedir [1,2]. Boyle bir
yatirim, iyilestirilmis vektor kontrolii ile birlikte, tedavi ve yan etkinin azaltilmasi i¢in
yeni uygun maliyetli ve gecerli ilag gelistirme bulusu tarafindan saglanan biiylik
hastaliklarla savasmaya da odaklanmaktadir. Ayrica, saglik hizmetleri olarak prognozu
ve hastalik evrelerini belirleme, tedaviyi izleme ve yayilmayi degerlendirmede gerekli

olan teshis alet talebi artmaktadir [3].

Molekiiler tabanli teshis, hastaligin 6nlenmesi, tanimlanmasi ve tedavisi igin kritik dneme
sahiptir. Mevcut laboratuvar analizleri tiim hastaliklarin % 70'inden fazlasinda dogru
taniy1 desteklemekte ve ilag tedavisinin siirekli izlenmesine yardimci olmaktadir [4]. Bu
nedenle laboratuvardaki geleneksel tan1 sistemi klinikte ve yerel genel uygulamada hayati
bir bilesen olarak bilinmektedir. Ancak, klasik teshis teknolojileri, emek-yogun, zaman
alici, pahali ve iyi yetigsmis operatorler gerektiren karmasik 6rnek saflagtirma ve karmasik
enstrimanlara dayandiklari igin genisletilmis test gereksinimini karsilamak i¢in tamamen
uygun degildir. Endiistri i¢in temel zorluklardan biri hizli, nispeten dogru, kullanimi
kolay ve ucuz cihazlarin gelistirmesidir. Sonug olarak, bu tur zorluklar sadece saglik
hizmetinin maliyetini ve ondan kaynakli rahatsizligini arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
teshis sonucu elde edilmeden hastalarin tibbi sistemden ayrilmasina neden olmaktadir [5].
Minimum laboratuvar ekipmani ve operasyon egitimi gerektiren daha hizli ve daha dogru
teshis testleri, kaynak kisith iilkelerde saglik hizmetlerinin genisletilmesinde dnemli bir

rol oynamaktadir [6].

Laboratuvar teshisindeki gelismis verimlilige ek olarak, dogrudan hasta yataginda, ayakta
tedavi kliniklerinde veya kaza noktalarinda, hasta basi (POC) sistemleri olarak
adlandirilan merkezi olmayan bir teshis yoniinde egilim olmustur [7]. Yerinde veya
minimum numune hazirligi klinik 6rneklerin tasinmasi ve hazirlanmasindan kaynaklanan
gecikmeleri sinirlamaktadir. Boylece, daha kisa geri doniis siiresi hizli klinik karar
almaya yol acar ve 6liimciil sonuglara yol agmasini engeller. Ayrica, 6rnek analizinde
daha Onceden bilgi sahibi olmak gerekmedigi i¢in hastalar minimum egitim ile evde

saglik sonuglarini kontrol etmek amaciyla gereken testleri yapabilirler [8].



IIk POC cihazi, idrar proteinini 6lgmek icin 1957'de gelistirilen bir idrar 6l¢iim cubugu
testidir [9]. Diyabetik izleme i¢in glikoz 6l¢iim cihazlar1 ve gebelik testleri igin yanal akis
cihazlar1 su anda POC molekiiler tanisinda en yaygin kullanilan cihazlardir. Bunlar POC
testlerinin harika ornekleridir. Ancak, oldukca hassas ve yiksek verimli kantitatif

Olcumler gerekliyse, bu cihazlar yeterli performansi gosteremeyebilirler.

Son yillarda, bu gereksinimleri karsilamak i¢in baz1 teknolojiler ortaya ¢cikmistir. Ornegin
1980'lerde onerilen yanal akisli immiinoanaliz (LFIA) cihazlari, tasarim basitlikleri

nedeniyle biiylik 6l¢iide popiilerligini siirdiirmektedir.

Plotz ve Singer, 1956'da LFIA i¢in teknik temelin elde edildigi lateks agliitinasyon testini
icat ettiler [10] ve ayn1 zamanda plaka bazli immiinoanaliz sistemleride gelistiriliyordu.
Ayrica, radyoimmiinoanaliz, 1950'lerde Berson ve Yalow tarafindan tasarlandi [11].
Radyoizotoplar1 enzimlerle degistiren, reaksiyon siirelerini kisaltan ve bir
radyoimmiinoanalizden daha yiiksek 6zgiilliik saglayan enzim immiinoanaliz, 1960'larda
gelistirilmistir. LFIA'nin temel ilkeleri 1980'lerde gelistirilmeye devam etmis ve sonraki
yillarda siki bir sekilde olusturuldu [12,13]. O zamandan beri, teknolojinin g¢esitli
yonlerinde en az 500 patent daha kaydedildi. Ayrica, Becton Dickinson & Co. ve
Unilever ve Carter Wallace gibi sirketler tarafindan birkag¢ patent daha gelistirildi.

Kat1 faz hizli test teknolojisinin erken gelisimini saglayan en onemli uygulama, tibbi
teshis amacli idrar testine olan tarihsel ilgiyi siirekli olarak sembolize eden insan gebelik
testi idi. Bu 6zel test uygulamasi, 1970'lerde biiyiik 6lgiide Vaitukaitis ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismalardan tiiretilen antikor {iretim teknolojilerindeki gelismeler
sonucunda biiyiik adimlar att1 [14-16]. Bununla birlikte, in vitro diyagnostik (IVD)
cihazlar olarak adlandirilan tani kitlerin bilesenlerinin bir¢ogu (nitroseliilloz membran,
antikor tiretim ve iglem ekipmani gibi teknolojiler) 1990'1arda gelistirilmistir ancak
bilesenlerinin bir diger kismi yani algilama yiizeyi (ince film teknolojisi) hala énemli
derecede etkili ve yeni gelismelere ihtiyag duymaktadir. Ince filmler, IVD sistemlerinin
numune alma, biyolojik tanima, amplifikasyon, transdiiksiyon ve elektronik sinyal isleme

alanlarinda kullanildiklar1 i¢in 6nem tasimaktadirlar.



Sunulan tezin amaci, in vitro diyagnostik sistem uygulamasi i¢in basit ve etkili sentez
yontemi ile akilli bir yiizeyin tasarlanmasi, iiretilmesi ve daha sonra miRNA tayininde
elektrokimyasal biyosensor olarak preformansinin degerlendirilmesine dayanmaktadir.
Bunun igin, iletken altin nanoag bagli elmas benzeri karbon (CGN-DLC) nanofilmden
olusan yeni akill1 hibrit yiizeyler arastirilmistir. Elde edilen bulgular, herhangi bir cihaz,
vakum isleme ve zararli kimyasallar kullanmadan esnek elektrotlar iiretmek igin
Olgeklenebilir bir proses sagladigini gostermistir. CGN-DLC nanofilmlerin kimyasal
karakterizasyonu, DLC yiizeylerinde karboksilik asit fonksiyonel gruplarin mevcut
oldugunu gostermistir. Uretilen CGN-DLC nanofilmler elektrokimyasal biyo/sensorler,
fotovoltaikler, transistorler, amplifikatorler, enerji depolama elemanlar1 ve biyomedikal

gibi genis uygulama alanlarina sahiptir.



2. GENEL BILGILER

2.1. IVD Cihazlarin Kiiresel ve TUrkiye Piyasa Arastirmasi

Biyomedikal cihazlarin alt grubunda yer alan test kitleri uygulamalar1 saglik alaninda
oldukca 6nem tasimaktadir. Immiinosensor, enzim, termal, piezoelektrik, doku, DNA, ve
kagit tabanli biyosensorler gibi test kitlerinin ¢esitli tiirleri bir ¢ok alanda
uygulanmaktadir. Test kitlerinin uygulanmasini saglayan popiiler alanlardan bazilar1 gida
ve fermantasyon endiistrisi, metabolik miihendisligi, tip ve saglik alanlari, floresan
teknolojisi, bitki biyolojisi sektorii, savunma ve deniz uygulamalaridir. Entegre
biyosensorlerde, kablosuz iletisimde ve gilic toplama tekniklerindeki son gelismeler,
aragtirmacilar1 yeni bir hasta basi testi (POC) teshis cihazlarinin {iretilmesine
yonlendirmistir. Ayrica, teknolojideki ilerlemeler, insanlarin ¢esitli tibbi durumlar i¢in
kendi kendine test yapmalarini saglamaktadir. Evde kullanilan tibbi test kitleri, bir

hastaligin teshisinde, izlemesinde ve iyilestirmesinde yardimci olmaktadir [17,18].

Kiiresel endiistri analistlerinin yayinladigi duyuruya gore IVD i¢in Global pazarinin, yeni
teknolojilerin ortaya ¢ikmasi, seker hastaligi gibi saglik konularin1 yonetme ihtiyacinin
artmasi ve yeni uygulama alanindan gelen gii¢lii talebin yol actig1 2027 yilina kadar 85,8
milyar ABD dolaria ulagsmasi beklenmektedir. Bunun yan1 sira, % 4,4'lik bir yillik
bilesik biiyiime oran1 (CAGR) sergileyecegi 6ngoriilmektedir [19].

2019'teki Avrupa IVD piyasasi istatistik raporuna gére Avrupa'daki en biiyiik bes IVD
pazarindan ii¢ii - Fransa, Ispanya ve Ingiltere 2018'de hafif ve orta biiyiime gdstermis ve
AB-28 art1 Avrupa Serbest Ticaret Birligi (EFTA) genel harcamalar1 % 1,2 artisla 11.094
milyon € 'ya ulagmistir. Euro dis1 para birimlerinin degerindeki degisiklikler, 6zellikle
sterlin degerindeki deger kaybi dikkate alinirsa, Avrupa IVD piyasasinin Euro
degerindeki 2017'den 2018'e genel degisim % + 1,3'tiir (Sekil 2.1). Tlrkiye gayri safi
yurtici hasilasi 652.520 (milyon €), toplam saglik harcamalar1 27.701 (milyon €) ve [IVD
harcamalar1 645 (milyon €) olarak kaydedilmistir ve gegen yillara gore % 32,5 artis
gostermistir [20]. T.C. Kalkinma Bakanligi’nin Tibbi Cihazlar ve Tibbi Malzeme
Calisma grubunun onuncu raporuna gore giiniimiizdeki kullanim sorunlari, eksiklikler,

beklentiler dikkate alinarak ve muhtemel kisitlar da goz Onilinde bulundurularak



(regllasyonlar, guvenlik, Uretilebilirlik/yapilabilirlik) IVD diyagnostic platform, tek
kullanimlik tani ¢iplerinin ve taginabilir diyagnostik kitlerin hazirlanmasi, gelistirilmesi
beklenen kritik tibbi cihazlar arasindadir. Bu raporda sonug olarak, tiim bu gelismeler g6z
oniine alindiginda IVD diyagnostic platform ve tek kullanimlik tani ¢ipleri Tirkiye’de
iiretim sans1 oldugu diisiiniilen tibbi ekipmanlar, cihaz gruplari, setler ve/veya ekipman

parcalar1 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 2.1. Avrupa IVD piyasasi gelirleri [20].

Saglik teknolojilerindeki gelismeler ¢ok biiyiik bir hizla ilerlemektedir. Bu teknolojilere
ulasarak tiretebilmek ve ihra¢ edebilmek kapasitelerine sahip olmak hem dlke ekonomisi
acisindan hem de yasam Kkalitesinin arttirilmasi agisindan 6nemli adimlar olarak

belirtilmektedir.

2.2. IVD Sistemler

In vitro diyagnostikler giinimiiziin saglik hizmetlerinin énemli bir parcasidir. 1VD'ler
hastalig1 teshis etmek, izlemek, taramak ve degerlendirmek i¢in kullanilir, bdylece bir
hastaya iliskin mevcut tibbi bilgilere katkida bulunur. Daha erken ve daha hedefli

tedavilere izin vererek, IVD'ler hastanedeki kaliglarin ve iyilesmelerin azaltilmasina



yardime1 olarak daha saglikli niifuslar, diisiik maliyetler ve uzun vadede ekonomik

biiylime ile sonuglanir.

2.2.1. Biyosensorler

Biyosensorler genellikle ti¢ farkli boliimden olusmaktadir: (1) hassas biyolojik elementler
veya biyoreseptorler (dokular, mikroorganizmalar, hiicre reseptorleri, enzimler,
antikorlar, nikleik asitler vb.); (2) analit ile biyoreseptdr arasindaki etkilesimden
kaynaklanan sinyali dl¢iilebilen ve nicelendirilebilen bir sinyale doniistiiren doniistiiriicii
elemani (fizyokimyasal, optik, piezoelektrik, vb.); ve (3) sonuglarin goriintiilenmesinden
sorumlu olan elektronikler veya sinyal iglemcileri. Biyosensorlerin prensibi sekil 2.2'de
gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Biyosensor sistemlerinin prensibi

Analit molekullerinin femtomolar (fM) veya pikomolar (pM) konsantrasyonlarini dahi
tespit edebilen yiksek hassasiyete sahip biyosensorler, sadece glikoz izleme ve klinik
teshis gibi biyomedikal uygulamalarda degil, ayn1 zamanda tarim ve gida endiistrilerinde
ve cevresel izleme icin de biiyiik onem tagimaktadir [21-25]. Yeni yaklasimlarin
gelistirilmesi ve yliksek hassasiyete, dogruluga ve diisiik maliyete sahip verimli POC test
cihazlari saglik sektoriinde acil bir ihtiyag haline doniismiistiir [26-28]. Ek olarak, in vivo
biyosensorler, yiiksek hassasiyet, se¢icilik ve biyouyumluluk ile canli hiicrelerdeki hedef
analitlerin uzun siireli izlenmesini sagladiklarindan dikkat ¢cekmistir [29,30]. Ozellikle,
biyosensOr arastirmasi, nabiz, kalp hizi, kan basinci, viicut hareketleri, kan oksijen
seviyesi, glikoz, kolesterol, antikorlar, niikleik asitler, proteinler, kanser hiicreleri, gida

tirtinlerinde toksinler ve igme suyunda agir metaller dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli algilama



yeteneklerini kapsadigi i¢in Onemli bir alan olarak kabul edilmektedir [31-33].
Kolorimetrik, potansiyometrik, elektrokimyasal, floresan biyosensorler ve Raman
spektroskopi tabanli platformlar dahil olmak iizere ¢ok sayida yaklagim aragtirilmistir.
Diger tespit yontemleriyle karsilastirldiginda, elektrokimyasal ve fliioresans bazli
yaklagimlar, farkli analitlerin izlenmesini, hizli tepki-geri kazanim siirelerini ve c¢ok
diisiik tespit sinirlarint saglayan ¢ok daha ucuz, kolay ve son derece hassas tespit
yontemleri sunmaktadir [34-37]. 1985 yilinda bukminsterfuleren (C60) molekullerinin
kesfinden sonra, nanoteknoloji alani, nano dl¢ekli malzemeler ayn1 malzemelerin y1gin
haline gore benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zellikler gosterdiginden, 1-100 nm dlgeginde
yeni materyaller ve cihazlar gelistirmeye odaklanmistir [38,39]. Sifir boyutlu (0D)
nanoparcaciklar (metalik ve yar iletken nanopartikiiller gibi), tek boyutlu (1D) nano
yapilar (nanoteller, nanorodlar, nanotiipler) ve iki boyutlu (2D) nano yapilar (grafen
nanotabakalar, GNt), gec¢is metali dikalkogenitler (GMD) dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
nano Ol¢ekli malzemeler gelistirilmistir [40-43]. Son yirmi yilda, bu nano 6l¢ekli
malzemeler 151k yayan diyotlar, bellek cihazlari, iletisim cihazlari, manyetik diskler,
giines pilleri, piller, yakit hiicreleri, siiper kapasitorler ve katalizorler gibi bir¢ok
uygulamada kullanmilmistir. Ayrica, 6nemli Olgiide gelistirilmis duyarhiliga sahip
biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in ¢esitli prob biyomolekiilleri ile arayiizleme ¢aligsmalari
yapilmistir [44-48]. Bu nanomalzemelerin boyutu ve benzersiz fiziksel ozellikleri
nedeniyle, son derece kii¢lik boyutlara ve biiyiik 6l¢iide iyilestirilmis performansa sahip
biyosensorlerin gelistirilmesi miimkiindiir, bu da biyotip ve saglik hizmetleri i¢in yeni

nesil biyosensorlerin gelistirilmesi ve ticarilestirilmesinde yeni firsatlar sunmaktadir [49].

2.2.2. Elektrokimyasal Biyosensorler

IUPAC, bir elektrokimyasal biyosensort, bir elektrokimyasal transdiiksiyon elemani ile
dogrudan uzamsal temas halinde tutulan bir biyolojik tanima elemani (biyokimyasal
reseptor) kullanarak segici kantitatif veya yari kantitatif analitik bilgi saglayabilen
bagimsiz bir entegre cihaz olarak tanimlar [50]. Elektrokimyasal sensorler ise, analit
konsantrasyonu ile orantili bir elektrik sinyali Ureten sistemlerdir. Elektrokimyasal sensor
sistemleri genellikle bir referans elektrot, bir karsit veya yardimci elektrot ve ayrica
algilama veya redoks elektrodu olarak da bilinen bir ¢alisma elektrodundan olusur.
Yaygin olarak Ag/AgCl (3 M KCI)'den yapilan referans elektrodu, bilinen ve kararl bir
potansiyeli korumak igin reaksiyon bolgesinden uzakta tutulur. Calisma elektrot,



biyokimyasal reaksiyonda transdiiksiyon elemani olarak hizmet ederken, karsit elektrot,
elektrolitik ¢ozeltiye bir baglanti kurararak ¢alisma elektroduna bir akim uygulayabilir.
Bu elektrotlar hem iletken hem de kimyasal olarak kararli olmalidir. Bu nedenle, analite
baglh olarak platin, altin, karbon (6rn. grafit) ve silikon bilesikleri yaygin olarak

kullanilmaktadir [51,52].

Tipik olarak (biyo-) elektrokimyada, arastirilan reaksiyon ya potansiyometrik (agik devre
potansiyelindeki 6l¢liim degisimleri), amperometrik (elektroaktif tiirlerin azaltilmas1 veya
oksidasyonuna bagli dl¢iim akimlar1) veya impedimetrik (elektrot yiizeyinde biyolojik
tabakalarin hareketsiz hale getirilmesi iizerine sistemin empedansinin 6l¢iilmesi) olarak

8lgiilebilir [51,53-55].

Reaksiyonlar genellikle sadece elektrot yilizeyinin yakininda gergeklestiginden,
elektrotlar elektrokimyasal biyosensorlerin performansinda ¢ok onemli bir rol oynar.
Elektrotlarin islevi, kullanilan malzemesi, ylizey modifikasyonu ve boyutu, platformun

tespit yetenegini biiylik dlgilide etkiler.

Elektrokimyasal biyosensorlerin uygulamalarinda nicel analiz yontemleri olarak
doniistimlii voltametri (CV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV), dogrusal tarama
voltametrisi (LSV), kare dalga voltametrisi (SWV) ve siyirma voltametrisi (SV) gibi

cesitli voltametrik yontemler kullanilmaktadir [56].

2.2.2.1. Doniisiimlii Voltametri (CV)

Doniistimlii voltametri elektrokimyasal ¢aligmalarda en yaygin kullanilan yontemlerden
biridir ve analit ¢ozeltilerinin redoks potansiyeli ve elektrokimyasal reaksiyon hizlar
(6rnegin kimyasal hiz sabiti) hakkinda bilgi elde etmek i¢in kullanilir. Bu yontemde
gerilim sabit bir hizda iki deger arasinda taranir, bununla birlikte, gerilim V2'ye (bitis
gerilim) ulastiginda tarama tersine gevrilir ve gerilim, Sekil 2.3a'da gosterildigi gibi Vi'e
(baslangi¢ gerilim) geri taranir. Tarama hizi, (V2 - V1) / (t2 - t1) Kritik bir faktordir, ¢cunkd
taramanin siiresi, bir Kimyasal reaksiyonun gergeklesmesi igin yeterli zaman saglamalidir.
Bu nedenle, tarama hizinin degistirilmesi karsilikli olarak farkli sonuglar verir [57].
Gerilim, referans elektrot ile calisma elektrot arasinda ol¢iiliirken; akim, ¢calisma elektrot

ile karsit elektrot arasinda olgiiliir. Elde edilen dl¢iimler, voltamogram olarak da bilinen,



akima kars1 gerilim seklinde cizilir. Belirli bir bilesik i¢in voltamogramin sekli yalnizca
tarama hizina ve elektrot yiizeyine degil, ayn1 zamanda katalizor konsantrasyonuna da
bagli olabilir (Sekil 2.3b). Ornegin, belirli bir tarama hizinda reaksiyona 6zgii enzimlerin
konsantrasyonunun arttirilmasi, katalize edilmemis reaksiyona kiyasla daha yiiksek bir
akimla sonuglanacaktir. Ayrica, elektrokimyasal biyosensér uygulamalarinda daha
duyarli ve daha secici 6lglimlerin yapilabilmesi i¢in elektrot modisikasyon estratejileri
kallanilir (Sekil 2.3¢).

o @) (b) -
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Sekil 2.3. (a) tek bir genel dogrusal voltaj taramasi, (b) 2 mmol/L redoks probu ve 5
mmol/L KCl igeren bir PBS (pH 7,4, 0,05 mol/L) soliisyonunda farkli konsantrasyonlarda
blaNDM™ plazmid DNA'min varliginda elektrokimyasal biyosensorlerin doniisiimlii
voltamogramlari, (C) modifiye edilmis fabrikasyon prosesleriyle yapilan farkli
elektrokimyasal biyosensorlerin 50 mV/s'lik bir tarama hizinda doniisiimlii voltamogram
taramalari, (@) PBS'de Au elektrot; (b) Au elektrot; (c) LNA; (d) MCH/LNA,; (e) etkilesen
maddeler/MCH/LNA; ve (f) PBS ¢0zeltisi icinde bir blaNDM-1 / MCH / LNA ile
modifiye edilmis elektrot [58]. LNA: kilitli nukleik asit, MCH: 6-merkapto-1-hekzanol

2.2.2.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Voltametrik Ol¢limlerde puls voltametrisi Barker ve Jenkin tarafindan diisiik tayin
limitlerine ulasmak amaciyla onerilmistir [59]. Boylelikle, faradaik ve faradaik olmayan
akimlar arasindaki oran1 énemli 6lciide artirarak, tayin limitlerini 1078 M seviyesine kadar
diistiriilmesi saglanmistir. DPV, organik ve inorganik numunelerin eser miktardaki
tayinleri igin son derece kullanish bir tekniktir. Bu teknikte dogrusal olarak artmakta olan
gerilim Uzerine sabit blyuklikte gonderilen pulslar (dE/dt), belli zaman araliklarinda

calisma elektroduna uygulanir (Sekil 2.4a). Bu teknikte akim, puls baslangicindan hemen



once ve puls bitisinin sonuna dogru yani sarj akiminin sifira yaklastiginda olmak iizere
iki kez olgllir. Akimlar arasindaki fark, Ai = E (t2) — E (t1) puls olarak verilmekte ve
gerilime kars1 grafige gecirildiginde bir voltamogram elde edilmektedir (Sekil 2.4b).
Voltamogramlardaki pik yiiksekligi direk olarak calisilan analitin derisimi ile dogru
oraltilidir (Denklem 2.1).

. nFADY%C (1-co
Ry () (2.1)

Burada i akim (A), n elektron sayisi, F faraday sabiti (96485 C / mol), A elektrot alan
(cm?), C indirgenebilir/yiikseltgenebilir ézellikteki analitin baslangic konsantrasyonu

(mol/cm®), D difiizyon katsayis1 (cm?/s), t saniye cinsinden siire ve o =

exp[(nf/RT)(AE/2)]. AE puls genisligidir.

(2)
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N

>

m

Zaman (t)
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Sekil 2.4. DPV’de (a) uyarma sinyalinin dalga sekli ve (b) akimlar arasindaki farktan elde
edilen voltamogram (Ai = E (t2) — E (t1)).

2.2.2.3. Dogrusal Tarama Voltametrisi (LSV)

Dogrusal tarama voltametrisi (LSV) temel bir potansiyostatik tarama yontemidir. Tek
segmentli bir dontisiimlii voltametrisine esdegerdir. LSV'de, ¢alisma elektrot potansiyeli,
son ve baslangic degerleri arasinda dogrusal olarak taranir ve akim, zamanin bir
fonksiyonu olarak olgulir (Sekil 2.5). Bir LSV deneyinden elde edilen en yaygin ¢ikti,
voltamogram adi verilen akima karsi potansiyeldir. LSV, elektrokimyasal sistemler
hakkinda hem kalitatif hem de kantitatif bilgi saglar. Hizli ve giivenilir bir
karakterizasyon araci olarak kullanilir. LSV genellikle kataliz de dahil olmak Uzere
elektron transfer reaksiyonlarinin kinetigini incelemek igin kullanilir ve organik ve
inorganik sentezde, sensor ve biyolojik sistem degerlendirmesinde ve tersinirlik ve
difiizyon katsayisi belirleme gibi elektron transfer reaksiyonlarinin temel fiziksel

mekaniginde kullanilmak {izere genisletilmistir.
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Sekil 2.5. Tek yonli gerilim taramasindan elde edilen dogrusal tarama voltamograma.

2.2.2.4. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Kare dalga voltametri (SWV), hem nicel analiz hem de kimyasal reaksiyonlarin
mekanizmasinin, kinetiginin ve termodinamiginin incelenmesi igin kullanilir. SWV, bir
ornege uygulanan merdiven seklindeki gerilim serisiyle baslar. Merdiven dalga bi¢imine
bir kare dalga eklenir, bdylece gerilim her adimda aniden sigradiginda, kare dalga atlama
ile gakigir. Adimin ortasinda kare dalga kutuplari tersine gevirir. Bu tekrarlanan merdiven
art1 kare dalga serisi, Sekil 2.6'da gosterildigi gibi ornege uygulanan karakteristik bir

gerilim dizisi olusturur.

Potansiyel

Zaman

Sekil 2.6. Kare dalga voltametride gerilimin zamanla nasil degistiginin sematik olarak
gOsterimi.
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Tarama sirasinda akim, ileri pulsun sonunda ve ters pulsun sonunda kaydedilir, yani
dongii bagina iki kez 6rneklenir. Akimi 6rneklemek i¢in pulsun sonuna kadar beklemek,
sarj akiminin karigmasini 6nler. Kare dalga voltametrisi deneylerinde uygulanan frekans,
f, genellikle yaklasik 1 ile 125 Hz arasindadir. BoOylesine ylksek bir f, kare dalga
voltametrisinin genellikle diger puls temelli yontemlerden ¢ok daha hizli oldugu anlamina
gelir [60].

Son yillarda, SWV kullanimi, hassas elektrokimyasal sensorlerin ve biyosensorlerin
tiretiminde temel bir unsur olmustur. Bir sensoriin etkinligi, analite kars1 cevabin ne kadar
hassas ve segici oldugu ile dogru orantilidir. Bu cevap, SWV gibi daha hassas bir

elektrokimyasal teknik uygulanarak artirilabilir [61].

2.2.2.5. Siyirma Voltametrisi (SV)

Siyirma voltametrisi, ¢esitli analitik uygulamalarin iz element analizinde kolaylikla ve
basariyla kullanilmigtir. Minimum numune hazirhigiyla, bu elektrokimyasal teknik rutin
olarak milkemmel hassasiyet ve secicilikle 10° ila 101> M arasindaki eser bilesenleri
belirleme ve nicel olarak analiz etme yetenegine sahiptir. Styirma voltametrisi, ilk adimin
bir kimyasal tirin calisma elektrodu yuzeyine elektrolitik biriktirilmesinin ardindan
ylizeyden siyrilmasi ve analitin nicel analizinin gergeklestirilmesindan olusan iki asamali
bir tekniktir. Bu 6n-deristirme asamasi, anodik veya katodik bir islemi igerebilir. Siyirma
voltametrisinin en yaygm kullanimi, bir metal iyonik tiirlinlin ¢ozeltiden bir civa
elektroduna indirgenerek bir amalgam olusumuna neden oldugu katodik bir iglemi igerir.
Ikinci adim, elektroda, amalgam veya filmdeki ¢esitli tiirlerin elektrolitik ¢dziinmesine
Veya siyrilmasina neden olan Karakteristik potansiyellerde gerilim taramasindan olusur.
SV'de siyirma asamasi, potansiyel bir taramanin uygulanmasini ve akimin potansiyele

kars1 6l¢iilmesini icerir (Sekil 2.7) [62].
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Sekil 2.7. Anodik siyirma voltametrisi ile kadmiyum ve kursunun kantitatif tayini.

2.3. Elmas benzeri Karbon Nanofilmler

Karbon, ¢ok yonli 6zelliklere sahip bir¢ok allotropu ile dogada biiytileyici bir elementtir.
Elmaslar, grafit, grafen, karbon nanotiipler, fullerenler vb. karbon atomlarindan yapilir,
ancak farkli yapilar ve baglar onlar1 benzersiz kilar [63—65]. EImas, benzersiz 6zelliklere
sahip kristalin bir karbon allotropudur. Elmas, herhangi bir yigin malzemeye kiyasla en
yiiksek sertlige ve termal iletkenlige sahiptir. Bu 6zellikler, atomlar1 ve kristal yapisi
icindeki giiclii kovalent bagdan kaynaklanir. Bununla birlikte, elmas oda sicakliginda ve

atmosfer basincinda sentezlenemez [66].

Laboratuvarda sentezlemek i¢in, Diinya'nin mantosunda 140 ile 190 kilometre
derinliklerdeki ortamin saglanmasi gerekir. Bu sorunun Ustesinden gelmek igin,
laboratuvar ortaminda sentezlenebilen ve ayni zamanda dogal elmaslarin bazi
Ozelliklerine sahip elmas benzeri malzemeler gelistirilir. Elmas benzeri malzemenin
kimyasal baglar1, yani cogunlukla sp® durumlar1 dogal elmas ile uyumludur. Kimyasal
baglanmadaki bu yakinlik nedeniyle, elmas benzeri malzeme, dogal elmas ile

karsilagtirildiginda kimyasal inertlik, sertlik, termal kararlilik, termal iletkenlik vb.
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durumunda yakin benzerlik gosterir. Elmas benzeri veya grafit benzeri, dogal elmaslarin
veya grafitin benzersiz 6zelliklerinden bazilarini sergileyen ve laboratuvar ortaminda
sentezlenebilen farkli amorf karbon formlarina atifta bulunan terimlerdir. ElImas benzeri
karbon veya DLC, sp?bagli karbon atomlarinin sp® bagli karbon kiimelerine bir karisimi
olan amorf bir hidrojenlenmis karbondur [67,68]. DLC atomik yapisinda, hidrojen, % O-
50 arasinda bir atomik konsantrasyonuna sahip olabilir. DLC kisaltmasz, ilk kez dogal
elmasin benzersiz 6zelliklerinden bazilarini sergileyen amorf karbon filmleri sentezleyen

Aisenberg ve Chabot tarafindan kullanildi [69].

DLC filminin 6ne ¢ikan niteligi, 6zelliklerinin sp?-sp® bagli karbon atomlarinin
konsantrasyonuna ve hidrojen konsantrasyonuna gore ayarlanabilmesidir. Oda
sicakliginda biriktirme olasilig1 nedeniyle, vakum ortamiyla uyumlu olan hemen hemen
tim malzemeler DLC filmler ile kaplanabilir. DLC'nin benzersiz ve ayarlanabilir
Ozellikleri, malzeme sertligi, diisiik siirtiinme ve yliksek asinma direnci, kimyasal inertlik,
optik seffaflik (goriiniir 151k - kizilotesi 1s1k), termal iletkenlik, elektriksel direng ve
radyasyon direncidir [66]. DLC filmler, enerjiden otomobil endustrisine ve sensorlerden
biyomedikal Urtinlere kadar bir¢ok alanda umut verici yeni uygulamalar goésteren elmas

ve grafit 6zelliklerinin bir kombinasyonuna sahiptir [70-74].

DLC filmler, kimyasal buhar biriktirme (CVD) ve fiziksel buhar biriktirme (PVD)
yontemleriyle hazirlanmaktadir. Fiziksel siiregler arasinda filtrelenmis katodik vakum ark
(FCVA), dogrudan iyon demeti (IB) ve iyon demeti destekli biriktirme (IBAD), darbeli
lazer birikimi (PLD), plazma daldirma iyon implantasyonu (PIII) ve DC ve radyo frekansi
(RF) puskiirtme teknikleri ve kimyasal islemler arasinda elektron siklotron rezonans
plazma kimyasal buhar biriktirme (ECR-CVD) ve plazma gii¢clendirilmis kimyasal buhar
biriktirme (PECVD) teknikleri bulunmaktadir [75-80].

Bununla birlikte, DLC'min uygulanmasindaki en biiyiikk sinirlama, substrattan
soyulmasina yol acan yiiksek i¢ strestir. Ayrica, DLC’nin sp® baglar1 yaklasik 300 °C'de
sp? bagina déniistiigii icin cok zayif bir termal stabiliteye sahiptir [81-83]. DLC filmlerin
bu dezavantajlari, flor, azot ve bor gibi farkli kimyasal elementlerle veya silikon, oksijen
vb. bilesiklerle doping edilerek daha da azaltilabilir. Boylece kimyasal baglar1 kristal
elmasla uyumlu olan ve elmas benzeri nanokompozit (DLN) olarak adlandirilan yeni bir

amorf hidrojenlenmis karbon sinifi olusur [81,84,85].
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Metal katkili DLC (Me-DLC) filmler, amorf bir karbon matrisine gomuli metalik
nanopargcaciklar igerir. Me-DLC, pratikte dopant malzeme olarak ametal DLC’ye g0re
yaygin olarak kullanilmaktadir. Metalin DLC'nin karbon agmna katkilanmasi,
grafitizasyonu, substrata yapismasini, sinirl yaglamasini, asinma direncini, elektrik, alan
emisyonunu ve mekanik Ozellikleri arttirir. Genellikle, karblr ve karbur olmayan
elemanlar DLC'ye katkilandirilir. Karbiir grubu (Ti, W, V ve Cr, vb.), karbiir olusturmak
icin DLC'nin karbon ag1 ile kimyasal olarak reaksiyona girer [86—91]. Halbuki, karbur
olmayan grup (Au, Pt, Cu ve Pd, vb.) kimyasal olarak (reaktif olmayan) DLC'nin karbon
ag1 ile reaksiyona girmez [92-96]. Literatiire gore, Nobel metalleri (yani Au) DLC ag
yapisinin sp® konsantrasyonunu azaltir (sp? konsantrasyonunu arttirir) ve bdylece elektron

stiriklenme devinirligini arttirir ve sonugta DLC'nin elektrik iletkenligini gelistirir [97].

Sonug olarak, grafen ve grafit, DLC filmlerinin sentezinde kullanilan iyi bilinen iki
karbon oncusldur. Alternatif olarak, sitrik asit ve tuzdan tiiretilmis formu, sodyum sitrat
gibi diger karbon kaynaklari, {i¢ boyutlu yap1 iskeletli karbonun (3DFC), iki boyutlu
grafitik mezopordz karbonun, GO, ve grafen kuantum noktalarinin (GQD) sentezlenmesi
icin kullanilabilir [98-102]. Bu nedenle, sonraki bolimler grafen ve altin

nanoparcaciklarin 6nemi konusunda tartigilacaktir.

2.4. Grafen ve Grafen benzeri Malzemeler

Grafenin (GR) y18in grafitten ilk izolasyonundan ve 2004 yilinda Geim ve Novoselov
tarafindan gergeklestirilen karakterizasyon islemlerinden bu yana, yogun arastirma
cabalart 2D grafen nanomalzemelerine ve bunlarin potansiyel uygulamalarina
yonelmektedir [103-107]. GR, benzersiz elektriksel, optik, mekanik ve termal ¢zellikler
sergileyen atom kalinligina sahip bir 2D karbon tabakasidir [108]. GR nanotabakalar,
dunyadaki bol grafitten kolayca pul pul dokulebilir (exfoliate) ve allotropik olarak
fullerenler ve karbon nanotupler olarak kabul edilir. GR, tek katli, birkag¢ katli1 veya ¢ok
katli nanotabakalar, gerilebilir ultra ince filmler, kagitlar, nanoseritler ve koptikler halinde
kolayca islenebilir [109-114]. Sonug olarak, grafen bazli malzemeler (GBM'ler), yigin-
heterojunksiyona ve boyaya duyarl giines pilleri, enerji depolama cihazlari, elektronik

cilt ve dokunmatik ekranli cihazlari, alan etkili transistorleri, 151k yayan diyotlar
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(LED'ler), gaz ve kimyasal sensorleri, nanotip, ilag salimi dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli

uygulamalar igin arastirtlmustir [115-123].

GR ve g¢esitli oksijen fonksiyonel gruplart (hidroksil, karboksil ve epoksi fonksiyonel
gruplari) igeren grafen oksit (GO) gibi oksitlenmis tiirevleri, biyosensorlerde potansiyel
kullanim i¢in ortaya ¢ikmustir [124]. Bu fonksiyonel gruplarin varligi, GO tabakalarini
giiclii bir sekilde hidrofilik hale getirir ve bunlara dayanan sensdrlerin performansini
arttirmak i¢in soy metaller, metal oksitler, yari iletken nanopartikiiller, kuantum noktalari
(QD'ler) ve nanokiimeler (NK'ler) dahil olmak iizere ¢esitli inorganik nanopartikiillerin
entegrasyonuna izin verir [125,126]. Ayrica indirgenmis GO (rGO), elektrokimyasal
biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in yararli olup ve yiiksek kusur yogunlugu nedeni ile CVD
yontemi ile sentezlenen grafene kiyasla yiiksek elektrokimyasal aktivite ile sonuglanir
[127]. Grafen nanokompozitlerin hiyerarsik birbirine bagh ii¢ boyutlu yapilari, farkli
biyomolekiil tiplerinin difiizyonunu kolaylastirir ve biyosensor performansini optimize
etmek igin biyokatalitik islevlerini korur [128-130]. Mikemmel biyouyumluluk, ylksek
yilizey alani1 ve biyomolekiillerle bolge segici konjiigasyonu nedeniyle, polimerler ve
metal nanoparcaciklar ile dekore edilmis grafen bazli hibritler, biyosensasyon i¢in

arastirllmistir [125,131,132].

2.5. Altin Nanoparcaciklar

Son ¢alismalar nanomalzemelerin nanobilim ve nanoteknolojinin ilerlemesindeki 6nemli
rollerini gostermistir. Nano Olgekli yapilar, kiiciik molekiillere veya yi1gin malzemelere
kiyasla, yiiksek spesifik yiizey alani, elektrik performansi, manyetizma, optik ve katalitik
ozellik gibi cesitli fiziksel ve kimyasal Ozellikler nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir
[133,134]. Ozellikle altin nanopargaciklar (AuNP'ler), biyolojik tayin alaninda yaygin
olarak kullanilan iyi biyouyumluluk, miikemmel iletkenlik, etkili kataliz, yiiksek

yogunluk ve yiiksek yiizey/hacim orani gibi 6zelliklere sahiptir [135-140].

En kararli metal nanoparcaciklarindan biri olan AuNP'ler biyosensor alaninda 6nemli bir
rol oynamaktadir. AUNP'ler, biyomolekdllerin aktivitesini bozmadan tiol (Au-S) ve amin
(Au-N) gruplar vasitasiyla DNA ve proteinler gibi biyomolekdller ile kolayca modifiye
edilebilir. Optik biyosensorlerde AuNP'ler, floresans, kemilliiminesans, yiizey plazmon

rezonansi (SPR), yilizeyde gii¢clendirilmis raman spektroskopisi (SERS) yontemi ve diger
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optik tespit yoOntemlerin algilama hassasiyetini gelistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [141-144]. Ancak, optik saptamalar genellikle floresan spektrometreler,
SPR/SERS cihazlar1 gibi pahali enstriimanlar gerektirir ve bu da biyolojik tayin

maliyetini artirir.

Optik olmayan biyosensorlerde AuNP'ler esas olarak piezoelektrik, elektrokimyasal ve
ICP-MS biyosensorlerinde kullanilir. Piezoelektrik biyosensorlerde, AuNP'ler genellikle
kiitle degisimini ve tespit hassasiyetini artirmak icin yliksek yogunluklardan yararlanan
etiketler olarak islev goriir [145,146]. Elektrokimyasal biyosensorlerde, AuNP'ler
genellikle tespitin hassasiyetini, se¢iciligini ve stabilitesini gelistirmek amaciyla
immobilizasyon platformu, elektrokatalizor veya elektron gog arttirict olarak kullanilir
[147-149]. Son yillarda, ICP-MS teknolojisine dayanan biyolojik saptamada AuNP'ler
de rapor edilmistir. Optik biyosensorlere benzer sekilde, optik olmayan biyosensorlerin
performanslar1  AuNP'lerin sinyal amplifikasyonuna dayanarak etkili bir sekilde
gelistirilir. Optik olmayan tespit cihazlar1 basit olmakla birlikte, tespit prosediirleri klinik
uygulamada yaygin olarak kullanilmayan optik biyosensorlerinki kadar otomatik ve hizli

degildir [150-153].

Elektrokimyasal biyosensorler yiiksek hassasiyet, diisiik maliyetli, uygun
minyatiirlestirme ve kullanim rahatliginin avantajlarini  gostermektedir. AuNP'ler,
iletkenligi arttirmak i¢in sensOr yiizeyini modifiye ederek, biyomolekiillerin
immobilizasyonunu arttirarak ve elektrokimyasal reaksiyonlar1 katalize ederek
elektrokimyasal biyosensorlerin duyarliligini ve 6zgiilliigiinii gelistirmede 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica, AuNP'ler elektrokimyasal indikatorler olarak da kullanilmaktadir
[154-163].

2.6. MIRNA’larin Tayini ve Klinik Uygulamalari

1993 yilinda mikroRNA'larin kesfi, insan genlerinin % 30’unu kontrol ettikleri ve birgok
hastalikta deregiile olduklar1 ortaya ¢ikana kadar 6nemli bir olay olarak goriilmemistir
[164]. O zamandan beri, mikroRNA'larin tespiti igin degerli platformlarin tasarimidaki
bilimsel ilerlemeler hizla artmaktadir. miRNA'lar, yaklasik 18-25 niikleotit iceren kiigk,
protein kodlamayan endojen RNA sinifina aittir. Uzunluklar yaklasik olarak normal bir

PCR primerinin boyutuna esit gelmekte ve genellikle bir numuneden ekstrakte edilen
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toplam RNA'nin yaklasik % 0,01'ini icermektedir [165-167]. miRNA’larin 6nemli amaci,
hedef mRNA'lara tamamlayici baglanma yoluyla kritik gen ekspresyonunu dizenleme
yetenegine dayanmaktadir [167,168]. Genlerin ekspresyonunun yetersiz kontrol edilmesi
durumunda miRNA, hedef yikimlanmasini, translasyonel represyonunu, gen
susturulmasin1  veya MRNA’nin surekli olarak 6lmesi ve yenilenmesi slrecini
etkileyebilmektedir [166]. Bu nedenle, miRNA'larin anormal ekspresyonu, hiicre
cogalmasi, stres yaniti, farklilasma, hiicre apoptozu ve enflamasyon gibi ¢ok sayida
bozukluk ve malignite gostergesi olan hiicre dongiileri ile iligskilendirilmistir. Bu nedenle
miRNA'lar son yillarda arastirma odagi olan bir biyobelirtecler sinifi haline gelmistir
[169].

miRNA’larin kiiguk boyut ve viicut sivilarinda ¢ok diisiik miktarda bulunmalari nedeniyle
hastaliklarin erken teshisinde ciddi bir sorun hale gelmislerdir. Biyo-elektrokimyasal
tayin sistemleri POC cihazlarina entegre edilebilmeleri ve gelistirilen testlerin basitligi
ile birlikte hassas ve segici sonuglar elde edebildiginden, miRNA'larin tayini igin uygun

bir yaklasim haline gelmislerdir.

2.6.1. miRNA Ttrleri ve Patolojilerdeki Fonksiyonlar: ve Rolleri

Bugiine kadar, farklit miRNA hedeflerinin kdkenini vurgulayan ¢ok sayida (ve siirekli
biiyiiyen) bilimsel yayinlar mevcuttur. miRNA'lar, plazma, tikirik ve idrar gibi vicut
stvilarinda tanimlanmustir [170]. Ancak trombositler [171], hiicreler (mikro vezikuller ve
ekzomlar gibi) [172], RNA baglayici proteinler ve lipoproteinler ile iliskili olduklari da
calismalarda gosterilmistir [173]. Dolasimdaki miRNA'lar, RNazlarin etkisine karsi
dogal olarak kararl1 olduklar1 ve asir1 sicaklik, uzun siireli depolama veya yiksek pH dahil
olmak iizere ¢esitli islemler altinda bile iyi tepki gosterdikleri bildirilmistir [173]. TUm
bu avantajlar, dolasimdaki miRNA'larin ¢esitli hastaliklarin erken teshisinde 6zellikle
kanser teshisi ve prognozunda etkili biyobelirtecler olarak kullanimlarini saglamaktadir.
Cizelge 2.1, alic1 (recipient) hiicrelerdeki kanser hiicrelerinden salgilanan dolasimdaki

miRNA'larin tiimor olusumu roliinii gostermektedir.
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Cizelge 2.1. Kanser patobiyolojisinde dolasimdaki miRNA'larin fonksiyonu ve rolleri.

Salgilanan Tasima Donor Alict Ana
) ) ) ) ) Hedefler ) Ref.
miRNA'lar sistemi hlcreler hlcreler fonksiyon
Siki
Meme
) i Endotel baglanti Metastazi
miR-105 Ekzozomlar kanseri ) . . [174]
] hicreleri proteini Ilerletme
hicreleri
Z0-1
. Mezenkimal SVEC Anjiyojenezi
miR-16 Ekzozomlar ] VEGF [175]
kok hiicreler hicreleri Baskilama
Kanser kok
hiicresi ) ) Malign
) Hiicre dist ) Glioblastom  Annexin )
miR-1 . benzeri ] karakteri [176]
vezikdller ] hicreleri A2
glioblastom bastirma
hicreleri
Hipoksik Tu
] P ) Endotel P
miR-210 Ekzozomlar [6semi ] - olusumunu [177]
] hicreleri
hiicreleri gelistirme
) Miyosit
IL-4ile Meme Hicre
. . . . arttirict .
miR-223 Ekzozomlar aktive edilen kanseri invazyonunu  [178]
) ] faktor 2c .
makrofajlar hicreleri ilerletme
(Mef2c)
H1299,
MDAA435, Sitokin Hicre gocuni
) . ] Pancl, SF- Endotel sinyal ve timaor
miR-9 Mikrovezikiiller ] B ~ . [179]
539, HM7 hicreleri baskilayic1  anjiyogenezini
insan timor 5 (SOCS5) ilerletme
hiicre hatlar1
) ) ) ) Endotel Anjiyogenezi
miR-150 Mikrovezikiller ~ Monositler ] - ) 0]
hicreleri ilerletme
Insiilin
benzeri
) . ] . Endotel Apoptozu
miR-223 Mikrovezikiller  Trombositler ] biylime . [181]
hicreleri ilerletme
faktori 1
reseptoru
) ] ) ) Hicre gocunu
miR-150 Mikrovezikiller ~ Monositler HMEC-1 C-myb . [182]
ilerletme
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Dolasimdaki anormal miRNA seviyeleri akciger kanseri [183,184], meme kanseri [185—
187], prostat kanseri, kolorektal kanseri [188,189], gastrik kanseri [190,191], karaciger
kanseri [192,193], hematolojik kanseri [194,195], astrositomlar [196], 6zofagus kanseri
[197], yumurtalik kanseri [198], geleneksel bobrek hicresi kanseri (cRCC) [199],
osteosarkom [200], papiller tiroid karsinomu (PTC) [201], servikal kanseri [202],
pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) [203] ve safra yolu kanseri (BTC) [204] gibi

kanserlerde degerlendirilmistir.

2.6.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (PC) diinya ¢apinda erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Ayrica, PC yavasg yavas diinyada erkeklerde kanserle iligkili 6liimlerin besinci 6nde gelen
nedeni haline gelmistir [205]. TUMOr metastaz 6ncesi erken teshis ve tedavi, hastanin
sagkalimmi iyilestirmek i¢in ¢ok onemlidir. PC igin diyagnostik testler genis capta
incelenmis ve prostat spesifik antijen (PSA) deneyi gibi biyobelirteg analizinden,
manyetik rezonans géruntileme (MRI) gibi radyolojik goriintilemeden biyopsiye kadar

arastirilmustir.

Mitchell ve arkadaslar1 (2008), dolasimdaki miRNA'larin PC igin potansiyel diyagnostik
belirtegleri olarak kullanildigini bildiren ilk kisilerdir [206]. Bu c¢alismada, bir PC
ksenograft faresinin plazmasinda tiimor kaynakli miRNA'larin tespit edildigini
gostermislerdir. Ayrica, insan prostat drneklerindeki ekspresyonlarina ve saglikli kontrol
plazmasindaki yokluguna dayanan birka¢ miRNA adayi, metastatik PC hastalarinin ve
sagliklt kontrol bireylerinin serumundaki ekspresyonlar1 aragtirilmistir. Arastirma
sonucunda, miR-141'in PC serumunda yiiksek diizeyde oldugu bulunmustur. Bu yuksek
seviyeler, serum PSA seviyeleri ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir ve % 60 duyarlik ve % 100
Ozgillik gosterdikleri i¢in ileri prostat kanseri olan bireyleri tanimlamak igin
kullanilabilir biyobelirte¢ oldugu potansiyelini ortaya koymustur [206]. Baska bir
caligmada, dnceden se¢ilmis onkojenik miR-26a, miR-195 ve miR-let7i'nin baslangigta
dokuda upregiile edildigi dogrulanmis ve daha sonra, PC hastalarinin serumunda, iyi
huylu prostat hiperplazisi olanlara kiyasla énemli olglide yiiksek oldugu gosterilmistir.
Ancak, bu ¢alisma miR-141 diizeylerinde anlamli bir fark gézlenmemis ve miR-141

dizeylerinin guvenilir test icin ¢ok diisiik oldugu iddia edilmistir [207]. Brase ve

21



arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirma, dolasimdaki miR-375 ve miR-141'in ylksek
riskli PC'ler icin en umut verici biyobelirtecler oldugunu da géstermistir. Bu miRNA'larin
her ikisinin de prostat doku orneklerinde 6nemli 6lgtide upregiile edildigi gozlenmistir
[208]. Wang ve arkadaslari, prostat kanseri hiicreleri tarafindan salgilanan dolagimdaki
miR-410-5p'nin, argonaute-2 proteini yardimiyla dendritik hiicrelere (DC'ler) girdigini
kesfetmislerdir. Calismada, kanser hiicresi antijenlerinin DC'leri miR-410-3p Uretmeye
stimile ettigini bulunmustur. miR-410-3p, miR-410'dan tiiretilmis miR-410-5p'nin
yakalayict bir karsiligidir. Ayrica, MiR-410-5p, miR-410-3p'yi baz eslestirme yoluyla
degrede ettigini ve boylece timor anjiyogenezini baskilama ve timor biiylimesini
ilerletme islevini inhibe ettigini ortaya koymuslardir [209]. Bu bulgunun
dogrulanmasinda Zhang ve arkadaslari, miR-410-3p'nin PTEN / AKT / mTOR sinyal
yolunu upregule ederek prostat kanseri ilerlemesini engelledigini ortaya koymuslar [210].
Ayrica, Wang ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri calisma sonuglari, dolasimdaki
mMIiRNA-410-5p seviyesinin PC hastalarinda saglikli veya kanser olmayan hastalara gore

anlaml1 derecede yiiksek oldugunu gostermistir [211].

2.6.3. miRNA'lar icin Geleneksel Tayin Yontemleri

MiRNA'larin tayininde, northern blot analizi, ters transkripsiyon-kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PCR), floresans in situ hibridizasyon (FISH), transkriptomun
derin sekanslanmas1 (RNAseq) ve mikrodiziler gibi birgok teknik kullanilir. Bu teknikler,

avantajlar1 ve dezavantajlari ile birlikte, Cizelge 2.2'de kisaca 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. miRNA tayin yontemlerinin baslica avantajlari ve dezavantajlari.

Teknikler Avantajlar Dezavantajlar Ref.
eDiigiik hassasiyet (nmol araliginda
¢ Yeni miRNA'lar1 S
tayin limiti)
kesfedebilme; )
Northern blot ) ) eZaman alic1 (genellikle  [166,170,
o e Yeni tespit
analizi o tamamlanmasi giinler alir) 212-215]
testlerinin o ) ) )
] eTehlikeli  radyoaktif  etiketlerin
validasyonu;

kullanimi
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emiRNA 0Onculeri ve olgun miRNA'lar

arasinda ayrim yapilmasinin sinirlari;

eHassas ve kesin o [166,169,
e Uzman personel gerektirir
gRT-PCR yOntem; 170,213,2
ePahali reaktifler ve ekipman
o Coklu analiz saglar 14]

¢PCR'!n verimliligini etkileyen ¢ok

diisiik erime sicakligi gerektirir

emRNA ve )
¢ Diisiik hassasiyet
miRNA'larin
FISH e Karmasik is akisi [212]
eszamanli

- e Coklu analiz i¢in uygulanmaz
kantifikasyonu

eParalel analizler icin

yuksek verimli

teknoloji; o )
e Altyap1 gereksinimleri
o Tiim miRNA'larin
eSonuglarin  elde edilmesi i¢in [166,167,
ekspresyonunu ) .
RNAseq haftalara kadar uzun sure gereklidir 169,213,2
ayrintil bir sekilde ]
, eBiylk miktarda (ng-pg) kullanilir 15,216]
arastirabilme;
o Maliyetli
eYeni miRNA'larin

kesfi i¢in glivenilir

uygulama

oEs zamanli analiz;

o Yiiksek ornek sayisi;
] o ] emiRNA'larin miktar tayininde gerekli  [166,169,
Mikrodiziler ~ eBlyuk veri elde o
) hassasiyeti saglayamayan niteliksel 220,170,2
(elektrokimyasal etmek; )
teknik 12—
olmayan e Basit; .
eDaha fazla deneysel validasyon 215,217-
yaklagim) o Diisiik numune .
_ gerekiyor 219]
hacmi;

eUcuz

2.6.3.1. Elektrokimyasal Yaklasimlar

Geleneksel tayin yontemlerinin dezavantajlari, arastirmacilar1 POC cihazlarmin
taleplerini karsilayacak yenilik¢i stratejiler bulmaya yoneltmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), ideal bir POC cihazinin ASSURED kriterlerini yerine getirmesi gereken
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bir dizi kriter olusturmustur. Kisaltma, A — uygun fiyatli, S — hassas, S — segici, U —
kullanict dostu, R - hizli ve saglam, E — ekipmansiz ve D — son kullanicilara sunulabilir
anlamina gelmektedir [221,222]. Bu nedenle, basitligi, diisiik fiyati ve minyatiirlestirme
olasilig1 nedeniyle, elektrokimyasal biyosensdrler gelecekteki POC cihazlar igin iyi

adaylar olarak bilinmektedir.

Hassasiyet ve segicilik kriterleri miRNA tayin ¢alismalarinin ¢ogunun odak noktasidir.
Viicut sivilarindaki diisiik miRNA konsantrasyonlari (normalde <1 pM) [223] ve diisiik
hiicresel miRNA konsantrasyonlar1 (hiicre basina yaklagik 1000 molekiil) [224]
nedeniyle, elektrokimyasal biyosensorler ile gerekli ultra ylksek hassasiyeti elde etmek

icin sinyal amplifikasyonu gerekmektedir.

Sinyal amplifikasyon i¢in en yaygin stratejilerden biri, hazirlanan ylizeyin ilk veya son
modifikasyon asamalarinda farkli nanomalzemelerin (metalik nanopartikiiller ve
nanokimeler [225-227], MWCNT [228], grafen [229]) kullanilmasina dayanmaktadir.
Bagka bir strateji ise enzim amplifikasyon tekniklerine dayanmaktadir. Bu durumda,
enzimler, hibridizasyon islemini ¢oklu elektrokimyasal aktif saptanabilir molekile
dontistiirebilen etiketler ile gergeklestirirler. Hibridizasyon zinciri reaksiyonu (HCR) ve
doner-daire (rolling-circle) amplifikasyonu (RCA) gibi amplifikasyon stratejileri de
klasik elektrokimyasal biyosensorlere yenilik¢i bir katki olarak ¢ok iyi hassasiyetlere
ulagmalarini saglamaktadir [230-233]. Ayrica, duyarligi artirmak igin genellikle iki veya
birkag amplifikasyon yoOnteminin kombinasyonu kullanilmaktadir. Ancak, sinyal
amplifikasyon stratejileri, testin basitligi ve siiresi gibi ideal bir POC cihazinin diger
kriterlerini saglayamamaktadir. Amplifikasyon prosediirlerinin ¢ogu bazen pahali
kimyasal etiketler ve/veya bazen karmasik amplifikasyon asamalar1 gerektirmektedir.
Ayrica, bagh olmayan etiketin sorunlu olarak ¢ikarilmasi, pozitif sinyalleri (yanlis negatif
sonuclar) gizleyen yiksek arka plan sinyali ve/veya segici olmayan reaksiyonlar (yanlis

pozitif sonuglar) ek sinirlamalardir [234,235].

Wang W., miRNA-21'i hassas bir sekilde tayin etmek icin altin nanopartikiiller
(AuNP'ler)/poli (metilen mavisi) (PMB) ile modifiye edilmis elektrot iiretmistir [236].
Bu ¢alismada PMB film, cams1 karbon elektrot (GCE) yuzeyinde elektropolimerizasyon
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ile sentezlenmistir. AUNP'ler, PMB/GCE yiizeyine immobilize edilmistir ve boylece Au-
S baglart yoluyla SH- fonksiyon gurubu igeren prob DNA'nin elektrot yuzeyine
baglanmasi saglanmistir. Elektrot yiizeyinde gergeklesen hibridizasyondan kaynaklanan
DPV’deki sinyal degisikligi ile hedef miRNA tayini gergeklestirilmistir. DPV pik akim
degisikligi (Al), 100 fM - 1 nM araliginda konsantrasyonun logaritmasi ile iyi bir
dogrusal iligski gostermis ve LOD’si 30 fM olarak belirlenmistir [236].

Low ve arkadaslar, tiikiiriikteki miR-21 biyobelirtecinin elektrokimyasal tayini (DPV)
igin bir kavram kanitlama olarak (Proof-of-Concept) akilli telefon tabanli biyosensor
sistemi gelistirmisler. rGO/Au ile modifiye edilmis elektrot {izerinde miR-21 hedefi ile
ssDNA probu arasindaki hibridizasyon, miR-21 hedef konsantrasyonundaki artigla
birlikte DPV pik akiminda diisiise neden olmustur. Akilli telefon tabanli biyosensor
sistemi, 1 pM tayin siir1 ile 100 uM ile 1 pM konsantrasyon araliginda miR-21 tespiti

icin ticari potansiyostat cihazi ile karsilagtirilabilir performans géstermistir [237].

Zouari ve arkadaslari, hedef miRNA-21 ile hibridize olan iki sentetik DNA probunun
kullanimin1 igeren sandvig¢ tipi hibridizasyon biyoplatformu {iretmislerdir. Tiyol
fonksiyonel grubuna sahip prob, rGO ve AuNP'ler den olusan hibrit bir nanomateryal ile
modifiye edilmis tek kullanimlik karbon elektrotlar {izerinde tiyol kimyasi yoluyla
immobilize edilmistir. Optimize kosullar altinda, gelistirilen biyosensor, DPV teknigini
kullanarak 10 fM ile 2 pM arasinda dogrusal bir aralik ve 5 fM'lik bir LOD ile sentetik
hedef miRNA-21'in tayini igin iistiin dzellikler saglamistir [238].

Hastalik teshisinde (kanser, metabolik, norolojik veya kardiyak bozukluklar gibi) miRNA
uygulamalarinin sayist arttikga, biyoalgilama sistemlerini POC uygulamasina entegre
edilebilecek yeni tekniklerin gelistirilmesinde biiyiik bir ilerleme kaydedilmesi
gerekmektedir. Son zamanlarda nanomateryalleri elektrokimyasal biyosensorlerde
modifiye edici ajan olarak kullanma egilimi, hassasiyet, segicilik ve dogrusal ¢alisma
araliginda iyilesmelerle sonuglanmaktadir [239]. Ancak, bu tir biyosensorlerin
ticarilestirilmesi daha fazla dikkat gerektirmektedir, ¢iinkii bu algilama platformlari hizli
ve tasinabilir cihazlara uygulanmasinda diistiik verimlilik ile karsilasilabilmektedir. Bu

nedenle, miRNA'larin tayini icin klinik agisindan énemli olan POC cihazlarinin uzun
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siireli depolamay1r ve kararliligimi arttirmakla birlikte tasinabilirligi basitlestirme

cabalarin1 merkezilestirmektedir.

2.7. Karakterizasyon Tekniklerinin Caliyma Prensibi
2.7.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Kizilotesi (IR) spektrumlari, IR bdlgesindeki madde ve elektromanyetik alanlar
arasindaki etkilesimlerin incelenmesini igerir. Bu spektral bolgede, EM dalgalar
molekiiler titresimlerle birlesir. Molekdller, IR radyasyonunu emerek daha yuksek bir
titresim durumuna uyarilir. IR frekansi absorbe edildiginde aslinda molekul ile belirli bir
frekansta etkilesime girer. Bu nedenle IR spektroskopisi, numunenin kimyasal bilesimi
hakkinda parmak izi bilgisi saglayan ¢ok gii¢lii bir tekniktir. IR Spektroskopisi
kullanilarak elyaf numunelerinin  hem kalitatif hem de kantitatif analizi
gerceklestirilebilir.  FTIR, Fourier doniisimii ilkesine gore ¢alisir (Sekil 2.8).
Interferogram, FTIR spektroskopisinde deneysel olarak belirlenir. Spektrum, gegirgenlik
degerlerine karsi karsilik gelen dalga sayisina gore ¢izilir. Bu doniisiim otomatik olarak
gerceklestirilir ve kizildtesi spektroskopi, pozitif bir tanimlama (kalitatif analiz) ile
sonuglanir ve spektrumdaki piklerin boyutu, mevcut malzeme miktarinin dogrudan bir
gostergesidir. Modern yazilimla kizil6tesi, kantitatif analiz i¢in milkemmel bir aragtir.
Ornekler dogrudan 6rnek penceresine monte edilir ve veriler toplanir. Spektrumlar daha

sonra blank’a gore diizeltilir ve ardindan grafigi ¢izilir [240].

Spektrometre

1. Kaynak 2. interferometre

1 w] Polistiren
wof—r\
L " f M
~—Al L]
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=
' —_ -
3. Numune N =
| e J
P
_1 Dalgasayisa fem-1)
I
! Interferogram 5. Bigisayar Spektrum

]
4.Detektir

Sekil 2.8. Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektrometresinin ¢alisma prensibi.
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2.7.2. X-151m1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), malzeme bilimi, kimya ve kimya miihendisligi
alanlarinda yilizey kimyasmi, bag yapisin1 ve yiizeylerin/arayiizlerin bilesimini
degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Arastirmalariyla 1981'de Nobel Fizik
Odiili'nii kazanan Kai Siegbahn, 1960'larda XPS'yi gelistirmistir. XPS, yiizeyde hangi
kimyasal elementlerin bulundugunu ve bu elementler arasinda var olan kimyasal bagin
dogasini ortaya ¢ikarir. Hidrojen ve helyum disindaki tiim elementleri tespit edebilir. X-
1sinlart genellikle monokromlanmis olmasina ragmen, XPS icin, 1s1kla atilan elektronlar
200-2000 eV foton enerjisinin "yumusak" X-1sinlaridir (Al X-1ginlarinin enerjisi 1486,3
eV'dir). Bu, yayilan fotoelektronlarin bir detektor tarafindan olgiilen belirli bir kinetik
enerjiye (Ex) sahip oldugu anlamina gelir. XPS igin analiz hiicresinin, adsorbe edilmis
gazi numune ylizeyinden ¢ikarmak ve elektronlarin detektdre ulagmalarini saglamak igin
ultra yiikksek vakum (UHV) kosullarinda galigtirilmasi gerekir. XPS cihazinin ana
bolmesindeki ¢aligma basinct ~ 1 x 10 mbar'dir. Bir numuneyi analiz etmek icin,
dedektore ulasan elektron sayisini en iist diizeye c¢ikarmak i¢in X-1s1mn1 tabancasinin
pozisyonunun X, Y ve Z yoOnlerine gére optimize edilmesi gerekir. Mumkin olan
maksimum sayim sayisina ulagmak, sinyal-giiriiltii oranin1 azaltacak ve veri icindeki
hatay1r en aza indirecektir. Numunede bulunan elementleri degerlendirmek igin bir
SURVEY taramasi yapilir, ardindan ilgi alanlar {lizerinde daha yiiksek ¢oziintirlikli
taramalar yapilabilir [241]. XPS analizleri i¢in sematik kurulum Sekil 2.9'da

gosterilmektedir.
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Sekil 2.9. XPS ve Fotoelektrik Etkinin temel prensibi.

2.7.3. Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi bir sa¢ilma teknigidir. Raman FEtkisine dayanir, yani sacilan
radyasyonun kiiciik bir kisminin frekansi, monokromatik gelen radyasyonun
frekansindan farklidir. Gelen radyasyonun titresen molekiiller ile etkilesimi yoluyla esnek
olmayan sa¢ilmasina dayanir. Molekiiler titresimleri arastirir. Isik bir gaz, sivi veya
katidaki molekiillerle etkilesime girdiginde, fotonlarin biiylik cogunlugu, gelen fotonlarla
aymi enerjide dagilir. Bu, elastik sagilma veya Rayleigh sagilmasi olarak tanimlanir. Bu
fotonlarin kii¢iik bir kismi, 10 milyonda yaklasik 1 foton, gelen fotonundan farkli bir
frekansta sacilir. Bu siirece esnek olmayan sagilma veya Raman etkisi denir. Bir Raman
spektrumu dalgaboyuna karsi yogunluk kaymasi olarak sunulur (Sekil 2.10). Raman
spektrumlar1 4000-10 c¢cm™ arahginda kaydedilebilir. Bununla birlikte, organik
molekiillerin Raman aktif normal titresim modlar1 4000-400 Acm™ araliginda meydana

gelir [242].

Dipol momentlerdeki degisikliklere bakan FTIR Spektroskopisinin aksine, Raman

molekiiler baglarin polarize edilebilirligindeki degisikliklere bakar. Isigin bir molekiille
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etkilesimi elektron bulutunun deformasyonuna neden olabilir. Bu deformasyon, polarize
edilebilirlikte bir degisiklik olarak bilinir. Molekiiler baglar, polarize edilebilirlikte bir
degisikligin meydana geldigi ve Raman aktif modlarina yol agan 0zel enerji gegislerine
sahiptir. Ornek olarak, karbon-karbon, siilfiir-siilfir ve nitrojen-nitrojen baglar1 gibi
homoniikleer atomlar arasinda baglar igeren molekiiller, fotonlar onlarla etkilesime
girdiginde polarize edilebilirlikte bir degisiklige ugrar. Bunlar, Raman aktif spektral
bantlarina yol acan, ancak FTIR'de goriilmeyecek veya goriilmesi zor olan bag

ornekleridir.

Lazer

Gelen Isik
Raman 4

Probu

\_J # Filtreler
=

objektir',.;ﬁ,-f—{?.‘-‘=";-

‘w Raman Sagcilan Isik T
;V:‘ — O Tn‘(ff

Numune

Sekil 2.10. Raman spektrometresinin ana bilesenlerinin semasi.

2.7.4. X-151m1 Difraktometri (XRD)

Wilhelm Conrad Roentgen tarafindan 1895 yilinda X-i1sinlarimin kesfi, tiim bilimsel
disiplinlerde 6nemli yeniliklere izin vererek yeni tibbi ve teknik uygulamalarin
gelistirilmesini miimkiin kilmistir. X 1s11 kirinimi, monokromatik X i1sinlarinin ve bir
kristalin numunenin yapici miidahalesine dayanir. X 1sinlari, dalgaboyu 1073-10 nm
arasinda olan yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalardir. X 1sinlarinin iiretimi genellikle
kapal1 tiipler, donen anotlar veya senkrotron radyasyon kaynaklarinin kullanilmastyla
elde edilir. Bir tungsten filamentinin vakumda 1sitilmasiyla iiretilen elektronlar, yliksek
potansiyelli bir alan boyunca hizlandirilir ve daha sonra X 1sinlar1 yayan bir hedefe
yonlendirilir. Gelen elektronlar, X isinlarinin olusmasina neden olur. X-isin1 fotonlari
maddeye ulagtiginda, farkli sogurma ve sagilma etkilerine yol agan birkag tiir etkilesim
gerceklesebilir. Rayleigh sacilmasi olarak da adlandirilan elastik bir sagilma fotonlar ve

atom cekirdegini ¢evreleyen elektronlar arasinda meydana gelir. Sonug olarak, 1sinlanmis
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bir hacmin tiim atomlarina ¢arpan X-1s1n1 fotonlar1 her yone dagilir. Bununla birlikte, bir
kristal yapinin periyodik dogasi nedeniyle, yapici veya yikici sagilmis radyasyon ortaya
cikar ve malzemelerin kristal yapisini arastirmak i¢in ¢aligilabilen karakteristik kirinim
olaylarina yol agar. YoOntemin prensibi, X i1smlarinin periyodik atom diizlemleri
tarafindan kirintmima ve kirmimli sinyalin agist veya enerji ¢6zimli tespitine
dayanmaktadir (Sekil 2.11). XRD fenomeninin geometrik yorumu (yapici girigimler)

W.L. Bragg tarafindan sunulmustur. Bragg yasasi asagida verilmistir.
2n = 2d sinf

burada n kirmim mertebesidir, A gelen 1s1nin nm cinsinden dalga boyu, d nm cinsinden

kafes aralig1 ve 0 kirmim 1gininin agisidir [243].

Detektiir
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Sekil 2.11. X-1s1n1 difraktometre cihazinin sematik gdsterimi.

2.7.5. Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM), elektron mikroskobu ve optik mikroskobun
analoglarinin orijinal seklidir. Isik mikroskobu ile ulasilamayan ~ 0,1 nm'lik bir
¢cOzlinirliige ulasabilir. Elektron 151 numuneden geger ve numunenin i¢ yapisini
goriintiiler seklinde analiz eder. Elektron, zayif niifuz etme kabiliyetine sahiptir ve kalin
numunede emilir. Bu nedenle, numunenin kalinh@ birkag yiiz Angstrom'dan (1071° m)

fazla olmamalidir. TEM U¢ temel sisteme sahiptir: (1) elektron 15101 iireten bir elektron
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tabancasi ve 1sin1 nesneye (numune) odaklayan kondansator sistemi, (2) gercek ve
olduk¢a biiyiitiilmiis bir goriintii olusturmak i¢in numuneden gecen -elektronlar
odaklayan objektif lens, hareketli numune kizagi, objektif, ara ve projektor lenslerinden
olusan gorlintii tretme sistemi ve (3) elektron gorintlstnd insan go6zunin
algilayabilecegi bir bigime doniistiiren goriintii kayit sistemi. Goriintii kayit sistemi
genellikle goruntuyu goruntulemek ve odaklamak igin bir floresan ekrandan ve kalici
kayitlar i¢in bir dijital CCD kameradan olusur. Ayrica, pompalar ve bunlarla ilgili 6l¢tim,

valflerden ve gii¢ kaynaklarindan olusan bir vakum sistemi gereklidir (Sekil 2.12) [244].

_ Yiiksek Gerilim

— Elektron Tabanca

~ 11k kondansatdr mercek

————— Kondansatir agiklig:

ikinci kondansatdr mercek

~ kondansator agikligl
Numune tutucu

—— Objektif lensler

—— Elektron demeti

Giriintiileme diizlemi ve kamera

Sekil 2.12. Temel TEM bilesenlerinin sematik gosterimi.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Hydroxylamine, nitrik asit, hidroklorik asit, Altin (III) kloriir hidrat (HAUCla4), trisodyum
sitrat, Whatman® Grade 1, Indiyum kalay oksit kapli PET (ITP-PET), fosfat tamponlu
salin (PBS), EDTA, NaCl, Tris-HCI ve periferik serum Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Analar Analitik firmasindan KasFe(CN)s, Fischer
Scientific’den KsFe(CN)s ve Merck'ten potasyum kloriir (KCI) temin edilerek, EiS
caligsmalarinda redoks ¢iftini hazirlamak i¢in kullanilmistir. Gergeklestirilen tiim sentez
asamalarinda steril malzemeler kullanilmig olup bunun igin cam esyalar, kral suyu ile
(HCI:HNOs, 3:1 v/v) temizlenmis, distile su i¢inde durulanmis ve kullanilmadan 6nce
etlivde kurutulmustur. Cozelti hazirlamalar ve seyreltmeler i¢in deiyonize su (direnci 18

MQ/cm) kullanilmastir.

Tum sentetik oligoniikleotidler, yani DNA probu (miRNA 410-5p sekansina
komplementer) ve hedef (target) miRNA 410-5p, hedef dis1 (non-target) miRNA 192 ve
hedefdist miRNA 200c Ella Biotech'ten (Tiirkiye) satin alindi. Deneylerde kullanilan
oligontkleotidler asagidaki dizilere sahiptir:

- DNA probe: 5°-CGA ACT CAT CAC AGA CAA CCT- Tiyol SH-3’

- Hedef miRNA 410-5p: 5’-AGG UUG UCU GUG AUG AGU UCG-3’

- Hedef dist mMiRNA 200c: 5’-UAA UAC UGC CGG GUA AUG AUG GA-3’
- Hedef dis1t miRNA 192: 5°-CUG ACC UAU GAA UUG ACA GCC-3’

3.2. iletken Altin Nanoag bagh Elmas Benzeri Karbon Nanofilm’lerin Hazirlanmasi

Iletken altin nanoag bagl elmas benzeri karbon nanofilm’lerin (CGN-DLC’lerin) sentez
yontemi iki asamadan olusmaktadir. Ilk asama altin nanoparcaciklarin (AuNP’larin)
hazirlanmasini igerirken ikinci asama tez amacina uygun hazirlanan AuNP’larin
sinterlenmis altin nanoag bagli elmas benzeri karbon nanofilmlerine doniismelerini
icermektedir. Asagida AuNP’larin  sentezinde kullanilan ¢ farkli  yontem

acgiklanmaktadir.
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3.2.1. Altin Nanoparcaciklarin (AuNP’lar) Sentez Yontemleri

Altin nanopartikiil sentezi i¢in li¢ farkli yontem denendi ve uygun boyuta sahip

AuNP’lerin sentezine olanak saglayan yontem deneylerin devama igin segildi.

a)

b)

I. Yontem

160 mL distile su 90 °C'ye kadar 1sitilmig, ardindan 1,6 mL % 1,0 HAuUCl4
eklenmis ve 96 °C'ye 1sitilmaya devam edilmistir. Daha sonra, 1 dk boyunca 5,6
mL % 1,0 sitrik asit eklenmis ve elde edilen karisim, 15 dakika boyunca 96 °C'de
karistirtlmigtir. Bu siire boyunca, ¢6zeltinin rengi, agik saridan koyu kirmiziya
dogru yavas yavas degismistir; AUNP c¢ozeltisi oda sicakligina gelene kadar
sogutulmustur. Daha sonra, 400 mL AuNP ¢0zeltisi 1 saat, 4 °C'de bekletilmis ve
daha sonra 20 dk boyunca 12000 rpm'de santrifiij edilmistir. Alt kisimdaki kirmizi
renkli ¢cokelek toplanmis ve 10 mL 1,0 mM SDS ¢ozeltisi i¢inde dagitilmistir.
AUNP cozeltisinde blyk partiktllerden kurtulmak icin 0,22 um seluloz filtreden
gecirilmis ve bir sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere 4 °C'de saklanmustir

[245].

I1. YOntem

1,0 mL 12,7 mM Kloroaurik asit ¢ozeltisi 49 mL DIUF H2Q'ya ilave edilmistir.
Yapiya geri sogutucu takilmis ve tiim aparat bir 1sitict plaka Uzerine
yerlestirilmistir ve kaynama noktasina ulasana kadar sabit karistirma altinda
isitilmistir. Ardindan karisima 0,94 mL 38,8 mM trisodyum sitrat ¢ozeltisi
eklenmistir. Ekleme isleminin hemen ardindan ¢dzelti rengi ilk 30 sn iginde
maviye ardindan 150 sn i¢inde kirmiziya donmiistiir. Sentez sirasinda sitrat
iyonlarin altin(IIT)’leri indirgemesi ile altin nanopartikiillerin biiytikliiglindeki
artisa bagli olarak renk degisimi gerceklesmistir. Kaynatma islemi 5 dk devam
ettirilip ardindan ¢o6zelti oda 1sisinda sogutulmustur. Sonraki caligmalarda

kullanilmak tizere 4 °C'de karanlikta saklanmistir [246].

I11. Yontem
100 mL % 0,01 HAuCl4 ¢ozeltisi deiyonize su ile hazirlanmis ve kaynama
noktasina gelene kadar sabit karistirma altinda 1sitilmistir. Cozeltiye 4,5 mL % 1

trisodyum sitrat eklenmistir. Cozelti ilk 20s iginde maviye ve 60 saniye sonra
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sarap kirmizisina donlismiistiir. Kaynatma islemi 10 dakika daha siirdiiriilmiis
ardindan oda 1si1sinda kolloidal ¢6zeltisi 15 dk daha karistirilmistir. Elde edilen
AuNP c¢ozeltisi, 4 °C'de saklanmustir [247].

3.2.2. CGN-DLC Nanofilmin Sentez Yontemi

Bu asamada trisodyum sitrat karbon Oncilsu olarak ilk defa literatiirde elmas benzeri
karbon nanoyapilarin olusturulmasi i¢in kullanilmistir. CGN-DLC nanofilmler
kendiliginden diizenlenme yontemi ile hazirlanmistir. Bunun igin, 1.asamada sentezlenen
AUNP cozeltisi 1sitict manyetik karistirici iizerinde seyrek Hydroxylamine ile 30 dakika
boyunca muamele edilmistir (T < 100 °C). Bu kosullar altinda, sitrat kapli AuNP’larin
altin NP kisimlar1 sinterlenerek iletken altin nanoag yapisini ve sitrat bagl kisimlari
birbiri ile bag yaparak elmas benzeri karbon yapilarini olusturmustur. Tepkime bittikten
sonra ¢ozelti ylzeyinde bulunan cift tabakali CGN-DLC nanofilmler kagit, kalem grafit
elektrot, PET, alimiyum folyo ve cam slayt yuzeylerine kaplanmistir (Sekil 3.1).

-\ \
[2 2\ [EE ;
Q-.—# Trisodyum sitrat ; ~150s 3

/ cozeltisi eklenir / /
— ——
~30s
HAuCI, cozeltisi karistirirken Altin Nanoparcacik ¢ozeltisi
kaynatihr

30 dakika bekletilir.

Hidroksilamin
eklenir ve
T <100°C

substratlara aktarhr

l Daha sonra CGN-DLC nanofilm

—

a

Kagt Kalem Grafit ITO-PET Cam Slayt Aliminyum

folyo

Sekil 3.1. CGN-DLC Nanofilmlerin sentez asamalari.
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3.2.3. CGN-DLC Nanofilmin Sentez Mekanizmasi

Daha oOnce bahsedildigi gibi, ¢ift katmanli CGN-DLC nanofilmi, yiiksek iletken altin
nanoag ve elmas benzeri karbon filmden olusmustur. Bu asamada bu iki katmanin olusum
mekanizmasi tartisilacaktir. Tez kapsaminda hazirlanan kolloidal AuNP ¢0zeltisi, altin
iyonlar1 (6rnegin Au'* ve Au®") ve sitrat kapli AuNP'leri icermektedir. NH20H, Au®*
iyonlarini termodinamik olarak indirgeyerek kolloidal Au nanopartikiillerinin (15 + 1.7
nm) (Sekil 3.2a) ve yigin metal olusumunu saglamistir. EK olarak, reaksiyon hizi
cozeltideki AuNP’ler tarafindan 6nemli Ol¢iide hizlandirilmistir (Sekil 3.2b-1) [248—
250]. Iletken altin nanoaglar olusumu ile es zamanli olarak Au** ve Au** iyonlari, NH20H
ve sitrat varliginda koloidal AuNP ¢ozeltisinin  karmasik benzaniilasyonlarini
desteklemistir. Siklo katma ve yeniden diizenleme igeren bu reaksiyonda, ayni anda
birkag C-C bag1 olusmus ve tek bir basamakta diizenlestirme meydana gelmistir. Bu
reaksiyonlarin temel bir 6zelligi, altinin (I) ve altinin (III), negatif karbonil oksijen gibi
diisiik niikleofiliklige sahip fonksiyonel gruplara niikleofilik materyallerin eklenmesini
artirma konusundaki benzersiz yetenegidir. Ilging bir sekilde, bu reaksiyon kosullar:
altinda oksim olusumu ve hidroksilamin hidrokloriir varlig1 i¢in herhangi bir kanit
bulunmamistir. Bunun yerine, 80 °C'de 30 dakika sonra diizenlestirme Uriinii (CGN-
DLC) elde edilmistir (Sekil 3.2b-2) [251,252].

()
Au? Au? ¥ Au*
AU Au?! indirgeme Audt i ilk kiimenin olusumu \ i Kiimelerin birlesmesi ° .
Audt ——— Au? Au?t — . —— ©
Al
3 Au? Au* g Metal iyonlarinin ~ °5° A o
Au* ) : indi i <
A D T \ indirgenmesi e
A
(b) . + Audt + NH,OH — . .
Iletken Altin Nanoag

TN 1 ud >
Zi NH,O0H

—
80°C
2 0_0o
Kolloidal AuNP OMO
+ Au3* + Aul* + NH,OH —

Elmas Benzeri Karbon
gozeltisi O HO O

Sekil 3.2. (a) Altin nanopartikiillerin sentez mekanizmasi, (b) elde edilen AuNP

cozeltisinden CGN-DLC nanofilmlerin olusum mekanizmasi.
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3.3. Karakterizasyon Teknikleri
3.3.1. Dinamik Isik Sa¢ilma (DLS)

Zeta Sizer (Malvern Instruments, Model 3000, HSA Ingiltere) cihazi, sentezlenen
AuNP’lerin ortalama partikiil biiytikliigii dagilimini bulmak i¢in kullanilmistir. Bu cihaz,
parg¢acik boyutunu belirlemek i¢in dinamik 11k sacilimi (DLS) yontemi prensibine

dayanmaktadir.

DLS, suspansiyondaki nanoboyuttaki partikiillerin boyut dagilim profilini belirlemek i¢in
kullanilabilecek bir tekniktir. DLS nin tipik uygulamalari, sivi iginde dagilmis veya
¢Oziilmiis parcaciklarin, emiilsiyonlarin veya molekiillerin karakterizasyonuna
dayanmaktadir. Stuspansiyondaki partikullerin veya molekillerin Brown hareketi, lazer
is1ginmn  farklt  yogunluklarda dagilmasina neden olmaktadir. Bu yogunluk
dalgalanmalarinin analizi, Stokes-Einstein iligskisini kullanarak Brown hareketinin hizini

ve dolayisiyla parcacik boyutunu vermektedir.

Analiz, ultrasaf suya (18,2 MQ cm direngli) karsi 25 °C'de gergeklestirilmis ve
elektroforetik mobilite dlgtmler icin nanopartikil ¢ozeltisi ultrasaf suyla seyreltilmistir
(1:20 viv).

3.3.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Sentezlenen nanofilmin kimyasal Ozellikleri azalan tam yansima-fourier doniisiimii
kizilotesi spektroskopisi (ATR-FTIR, Nicolet TM ISTM 50 spektrometresi, Thermo
Fisher Scientific, ABD) ile gerceklestirilmistir. Spektrumlar, 4000 cm™ ile 600 cm™'den
4’lik bir ¢oziniirliikle kaydedilmistir. Bu karakterizasyon yontemi, molekiiler bag
karakterizasyonu yaparak; kati, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin
yapisindaki fonksiyonel gruplari, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin
durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik yada alifatik olup olmadigini belirlemek

amaciyla kullanilmistir.
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3.3.3. X-151mm1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Nanofilmlerin yiizey kimyasal bilesimlerinin analizi, Al K-Alpha kaynak tabancasinin
1.4 kV odak gerilimi, 6 mA 1s1n akimi ve 400 um spot boyutunda ¢alistirildigi X-1s1n1
fotoelektron spektroskopisi (XPS, Thermo Fisher Scientific K-alfa-Monochromated
yiiksek performansli XPS Spektrometresi) kullanilarak gerceklestirilmistir. Yapilan
karakterizasyon yonteminin amaci, CGN-DLC nanofilm ile kaplanmis yiizeylerinde Au,
C, O, ve N elementlerinin ve Au-C, C-C/C=C, C-0O, O-C-C/C-OH, ve C=0 baglarmin
var olup olmadigimmi, konsantrasyonlarinin azalip azalmadigini, veya artmis olup

olmadigini géstermesine dayanmaktadir.

3.3.4. Raman Spektroskopisi Analizleri

Witec Alpha300S tarama yakin alan optik mikroskop sisteminin Raman mikroskopi
modu (uyarma dalga boyu; 532nm, lazer giicli; 10 mW), Raman ¢alismalar1 i¢in

kullanilmustir. Spektrumlar —100 cm ™t ile 3000 cm™ araliginda kaydedilmistir.

3.3.5. X-151m1 Difraktometri (XRD) Analizi

Sentezlenen CGN-DLC nanofilmlerin kristal yapis1 ve faz sayisi, X-1sin1 difraktometrisi
(XRD, PANalytical X'Pert Pro MPD, Cok Amagcl Difraktometre, monokromatize Cu Ka
radyasyon kaynagi A = 1,540598 A) ile analiz edilmistir. XRD analizinde, nanofilmler

amorf yapisi nedeniyle cam slayt iizerine kaplanmuistir.

3.3.6. Ultraviyole-Gorunur (UV-Vis) Analizi

CGN-DLC nanofilmlerinin optik 6zellikleri ve bant bosluklart UV-Vis spektroskopisi ile
incelenmis ve hesaplanmistir. Optik c¢alismalar igin UV-Vis—NIR spektrofotometre
(Shimadzu UV-3600) kullanilmastir.

3.3.7. Elektron Mikroskopi Analizleri

Nanofilmlerin morfoloji karakterizasyonu icin ylksek ¢ozundrlikli gecirimli elektron
mikroskobu (HR-TEM, JEOL JEM 1220) ve odaklanmis iyon 1sini tarama elektron
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mikroskobu (FIB-SEM, TESCAN, GAIA 3) kullanilmistir. SEM analizi igin kagit
izerine kaplanan nanofilmler kullanilmistir. Numuneler, ¢ift tarafli bantlar ile aliiminyum
stablara yapistirilmis ve kaplama sistemi (Leica ACE 600 model Au/Pd/C) kullanilarak 5
nm kalinliginda altin ile kaplanmistir. TEM analizi i¢inde orjinal sentezlenen nanofilmler

kulllanilmastir.

3.3.8. CGN-DLC Nanofilmin Kalinhk Ol¢iimii

Sentezlenen nanofilmlerin kalinligi Gwyddion yazilimi kullanilarak Slgiilmiistiir. Acik
kaynakli Gwyddion, yaklasik 80 farkli dosya formatini (6rn. SPM verileri) analiz etmek
icin kullanilabilen c¢oklu platform yazilimidir. Bu calismada SEM verileri yazilima
yuklenir ve varsayilan maskeler kullanilir. Nanofilm kalinligim1 6l¢mek i¢in asagidaki
adimlar yapilmalidir. ilk olarak, SEM verilerinden en iyi sonucu elde etmek igin,
yiiklenen goriintii onceden islenmelidir. Onisleme adimi, verilerin ortalama diizlem
cikarma (mean plane subtraction) ile seviyelendirilmesini, fasetlerin yukari dogru
bakmasini (facets point upward) saglamak i¢in verilerin seviyelendirilmesini, ytlikseklik
medyanini eslestirerek (matching height median) satirlar1 diizeltmeyi ve veri islemindeki
yatay izleri (strokes) duizeltmeyi icerir. ikincisi, verilerin profilini elde etmek icin
araclardan (tools) ekstrakt profili secilir. Profil grafiginde, yiizey ve biriken alan
arasindaki yiikseklik farki nanofilmin kalinhigini gésterir. Uglincii olarak, elde edilen
profillerdeki giirtiltiiyli gidermek i¢in veri islemindeki filtre secenegi kullanilmalidir. Son
olarak, filtrelenmis profil grafigi dnce diizlestirilir ve ardindan grafik bolgesindeki "fit
critical dimension" komutu kullanilarak kritik boyutlar eklenir. Bu c¢alismada SEM
araciligiyla elde edilen verilerin kalinligin1 6l¢mek i¢in kenar yiiksekligi-sol (edge height-
left) kullanilmustir.

3.3.9. CGN-DLC Nanofilmlerinin Elektriksel Ozellikleri

Bir elektrik devresinde kullanilmak tizere CGN-DLC nanofilminin ¢alismasi, akim-voltaj
karakteristigi (I-V egrisi, 6430 Keithley alt-femtoamper uzak kaynak Olger) ile analiz
edilmistir. Ayrica, nanofilmlerin direnci oda sicakliginda dort noktali prob yontemi ile

Olciilmiistiir.
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3.3.10. CGN-DLC Nanofilmlerinin Elektrokimyasal Analizi

Tiim elektrokimyasal ¢aligmalar, ii¢ elektrot konfigiirasyonu kullanilarak CH Instruments
(CHI660C model potansiyostat / galvanostat) ile ger¢eklestirilmistir. Bu konfigiirasyonda
calisma elektrotu olarak CGN-DLC/PGE, karsit elektrot olarak platin tel ve referans
elektrot olarak Ag/AgCl (3 M KClI) elektrodu kullaniimustir.

3.4. miRNA Tayini icin Elektrokimyasal Biyosensorin Gelistirilmesi

Biyosensor tabanli miRNA tayini i¢in validasyon calismalari, eslenik (yakalayici)
oligonikleotit problari ile miRNA'larin hibridizasyonuna dayanmaktadir [253].
Hibridizasyon islemi, bir nikleik asidin mevcut sinyalindeki veya kapasitans, akim ve
direng gibi elektrokimyasal parametrelerdeki varyasyonlardan kaynaklanan degisiklik
yoluyla ayirt edilmektedir [254-257].

Sunulan tez ¢alismasinda, prostat kanseri biyobelirte¢i olan miR-410-5p'nin tayini igin
elektrokimyasal biyosensor platformu olarak kalem grafit elektrodu (PGE) ve algilama
yuzeyi olarak CGN-DLC nanofilmler kullanilmistir. Sunulan biyosensor platformunda
gerceklesen hibridizasyon igslemindeki iiretilen sinyalin guclendirilmesi igin herhangi bir
amplifikasyon islemi uygulanmamistir. Hedef miR-410-5p'nin segicilik analizi, miRNA
200c ve miRNA 192 varliginda gergeklestirilmistir. Ayrica, periferik serum 6rneginde
hedef miR-410-5p'nin  geri kazamm calismasi  gergeklestirilmistir.  Uretilen
elektrokimyasal biyosensor platfomun tekrar iretilebilirlik ve kararlilik analizleri de

gerceklestirilmistir.

3.4.1. Kalem Grafit Elektrodun CGN-DLC Nanofilm ile Modifikasyonu

Modifiye PGE, kendiliginden diizenlenme yoluyla sentezlenen CGN-DLC iletken
nanofilmin grafit u¢larin Uzerine aktarilmasiyla hazirlanmstir (Sekil 3.3). 3.2. bolimiinde
belirtildigi gibi CGN-DLC nanofilm sentezlendikten ve ¢ozelti Gzerinde ylzdirialdikten
sonra, ¢ozeltinin yizey gerilimini azaltmak igin eser miktarda yilizey aktif madde
(surfactant) kullanmilmistir [258]. Bu islem sonucunda ¢6zelti yuzeyinde ylzey gerilimi
gradyani olugmasi nedeniyle hazirlanan CGN-DLC nanofilm ters yonde hareket ettirilmis
ve sonunda sikistirilmis bir iletken nanofilm elde edilmistir. Daha sonra grafit uclar,

yiizen filmin olmadig: taraftaki ¢ozeltiye daldirilmis ve yavas yavas yuzen filmin alt
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kismina yerlestirilmistir. Sonra grafit uclar, CGN-DLC nanofilme 45 “’lik bir agiyla
yaklagtirllmis ve yavasca elektrot ylizeyine kaplanmasi saglanmistir. CGN-DLC
nanofilmler PGE yiizeyine kaplandiktan sonra 30 dk. boyunca oda sicakliginda
kurutulmalari i¢in bekletilmistir. Ayrica kaplama optimizasyon caligmalar1 sonucunda
kaplanan ikinci ve {iglincli katmanlar ylizey homojenligini etkilemekte ve elde edilen

elektrokimyasal sonuglar1 degistirmektedir.

Yiizey aktif madde

-

Eklenmesi

PGE yiizeyine
transfer

200 pm

Sekil 3.3. CGN-DLC modifiye PGE'nin Uretim siirecinin sematik gésterimi. CGN-DLC
nanofilm kendiliginden diizenlenme yontemi ile hazirlanmistir; CGN-DLC filminin
kompakt formu yiizey aktif madde kullanilarak hazirlanmistir; ve daha sonra CGN-DLC
filmi, PGE ylzeyine aktarilmustir.

3.4.2. Yakalayie1 DNA Prob immobilizasyonu

Oligonukleotitlerin stok ¢ozeltileri, Tris-EDTA (10 mM: 1 mM) tampon ¢ozeltisi (pH
8.0) icerisinde hazirlanmis ve daha sonra 20 mM NaCl iceren pH 7.0 PBS ile
seyreltilmistir. Onceden aktive edilmis CGN-DLC modifiye PGE'ler, 100 pL 1 uM tiyol
ile modifiye yakalayict probu (SH-DNA) igeren PCR tiiplerine daldirilmis ve bir sa
boyunca bekletilmis, ardindan Au-S baginin olusturulmasiyla SH-DNA elektrot izerinde
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(DNA/ CGN-DLC/PGE) immobilize edilmistir. Son olarak elektrot PBS ile yikanmis ve

kurutulmustur.

3.4.3. miRNA-410-5p Hibridizasyonu

Hibridizasyon, oda sicakliginda 30 dk boyunca 100 pL. miRNA-410 hedef (miRNA)
iceren  PCR  tuplerinde  DNA/CGN-DLC/PGE'lerin  inkiube  edilmesiyle
gerceklestirilmistir (MIRNA/DNA/CGN-DLC/PGE).

3.4.4. Serum Orneginde ve Redoks Prob Soliisyonunda Elektrokimyasal Olgiimler

Tum elektrokimyasal dl¢imler, ¢alisma elektrodu olarak PGE, referans elektrodu olarak
doymus kalomel elektrot (SCE) ve karsit elektrodu olarak Pt elektrot iceren Ug¢li elektrot
sistemi ile gerceklestirilmistir. Karakterizasyon amaciyla kullanilan doniisiimli
voltametri (CV), 5 mM [Fe (CN) 6]*"* ve 0,1 M KCI ¢ozeltisi iceren 0,1 M PBS (pH 7,4)
icinde -0,5 V ile +0,85 V (SCE’ye kars1) araliginda, 100 mV-s! tarama hiz1 ile
gerceklestirilmigtir. DNA probun immobilizasyonu ve miR-410 hedefi ile hibridizasyon
islemi, 50 mV puls yiiksekligi, 0,05 s puls genisligi altinda -0,2 ile 0,5 V potansiyel araligi
icinde kaydedilen DPV kullanilarak incelenmistir. Hedef miRNA'nin konsantrasyonu,
CGN-DLC filmin DPV oksidasyon pik akim degisikligi (Alp) ile 6l¢Ulmistiir (Alp = I
(miRNA/DNA/CGN-DLC/PGE) - | (DNA/CGN-DLC/PGE)).

Daha kompleks bir matris ortamimnda miRNA’larin tayini i¢in PBS ile seyreltilmis
periferik serum numunesi (1:1 v/v) kullanilmistir. Periferik serumda iki farkli miRNA-

410 konsantrasyonu i¢in geri kazanim (recovery) ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez c¢alismasi iki ana baglik altinda 6zetlenmistir, bu baglamda 1) iki katmanl
iletken altin nanoag bagli elmas benzeri karbon (CGN-DLC) nanofilmlerin kendiliginden
duzenlenme yontemi ile sentezlenmesi ve fizikokimyasal karakterizasyonu
gerceklestirilmis ve ii) yenilikgi elektrot modifiye edici ajan1 olarak elektrokimyasal

biyosensdrde miRNA-410 tayini igin kullanilmstir.

4.1. Sentezlenen AuNP’lerin Boyut Analizi

Tez kapsaminda, AuNP'ler, {i¢ farkli yontem ile sentezlenmis ve optimize edilmistir
(Cizelge 4.1). DLS yonteminde parametre degisikliklerinin ortalama nanopartikiil ¢apina

etkisi incelenmistir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen AuNP’lerin boyut dagilimlar1 ve ¢oklu dagilim indeksleri (PDI)
(n=3)

AuNP’lerin sentez Yontemi Boyut (nm) PDI
[. YOontem 53+23 0,136 +£ 0,011
I1. YOntem 15+£1,7 0,113 £ 0,019
1. Yontem 87+1,1 0,169 £ 0,015

Uc¢ farkli yontem ile sentezlenen AuNP’ler, CGN-DLC nanofilm sentezinde
kullanilmiglardir. Sentezlenen nanofilmlerin direnci daha sonra iki problu multimetre
kullanilarak dlgiilmiistiir. Bu yontemde kagitlar 1x1 ¢cm? boyutlarinda kesilmis ve her
ornekten 6 kere 6l¢lim alinmistir. Alinan 6l¢iimler sonucunda Il.yontem ile sentezlenen
CGN-DLC nanofilmlerin diger yontemlere gore daha diisiik levha direncine (Rs1= 25,5
+23,Rs2 =121+ 1,7, Rs3 = 40 £ 1,5 Q/0) sahip oldugu saptanmustir. Elde edilen
sonuglara gore Il.yontem ile elde edilen AuNP’ler, CGN-DLC nanofilmlerin sentezi i¢in

secilmistir.

IL.yontem ile sentezlenen AuNP’lerin daha detayli analizlerin i¢in gec¢irimli elektron

mikroskobu (TEM) analizi yapilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Il.yontem ile sentezlenen AuNP'lerin TEM gorintdsu.

4.2. Sentezlenen CGN-DLC nanofilmlerin
4.2.1. FTIR Analizi

Kendiliginden diizenlenme yontem ile sentezlenen CGN-DLC nanofilmler hig bir yuzeye
kaplanmadan uygun kosullarda kii¢iik levhalar seklinde kurutulmalar1 saglanmistir. Elde
edilen natif CGN-DLC levhalarin molekiiler bag karakterizasyonunu degerlendirmek igin
kizilotesi  spektroskopi (IR) yontemi kullanilmistir. Sekil 4.2°de  CGN-DLC
nanofilmlerine ait 4000 cm™ ile 600 cm™ dalga sayis1 araligindaki IR spektrumu

gosterilmistir.
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Uc fonon 2670 iki fonon 1_6?_0 Tek fonon
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Sekil 4.2. CGN-DLC nanofilmin FTIR spektrumu. Tek, iki ve t¢-fonon bolgeleri elmas

kristallerine aittir ve karsilagtirmak amaciyla eklenmistir.

Elmas, dipol momentine sahip olmayan tamamen kovalent bir kristaldir. Bu nedenle ideal
elmas lateksi, tek-fonon (One-phonon) spektral bolgedeki 15181 absorplamaz. Mikemmel
elmaslarin i¢sel absorpsiyonu sadece iki ve ug-fonon (Two and Three-phonon)
bolgelerinde gorulir. Bu absorpsiyon, kristallere iyonik olarak bagli tek-fonon
bandindakinden yaklasik iki kat daha biyiiktiir. Bu nedenle, ¢ogu elmasta lateks

kusurlariin neden oldugu zayif tek-fonon absorpsiyonu da gorulir [259].

Elmas Brillouin bolgesinin kritik noktalarindaki fononlarin enerjileri olarak bilinen tek-
fonon dagilim egrileri (~ 800 ile 1410 cm™) ve yogunluk durumlar mikemmel elmas,
grafit ve elmas benzeri karbonda bulunabilir. iki-fonon (2665 ile ~ 1332 cm™) ve ii¢-
fonon (~ 4000 ile 2665 cm™) bolgeleri, elmasa 6zgu o6zellikler icerir [260-264]. Bu

ozellikler, kiz1l6tesi enerjiye maruz kaldiginda elmas lateksinin karbon-karbon baglarinin

titresiminden kaynaklanir [265].
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1000 ve 700 cm™* arasindaki pikler, bazi olefinik gruplarda ve aromatik halkalarda diizlem
dis1 C-H bUkulum titresimlerine karsilik gelir. 1000 ve 1300 cm™ arasindaki bantlar, sp?
karbon Uzerinde C-O gerilme titresimi olarak tahsis edilir. 1618 cm'deki bant, sp?
hibridlestirilmis karbonun C = C gerilme titresimi ile iliskilidir. 2160 cm™, 2030 cm™ ve
1975 cm Y'deki ana piklerin tiimii <110> simetri yoniindeki fononlara karsilik gelir [266].
2800-3000 cm™ bolgesindeki baskin absorpsiyon, CHz2 ve CHs gruplarinn (sp3) C-H
simetrik ve asimetrik gerilmesinin gostergesidir [267]. Yaklasik 3300 cm™ merkezli genis
bant, bir karboksilik asitten kaynaklanan hidroksil gruplarinin ve/veya 6rnek yiizeyinde

fiziksel olarak adsorbe edilmis suyun O-H gerilmesine karsilik gelir.

4.2.2. XPS Analizi

XPS, ylizey kimyasal bilesimlerini belirlemek i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. XPS,
yiizeylerdeki elementlerin kimyasal durumunu, atomik bilesimini ve oksidasyon

durumlarim belirleyebilir.

XPS biriken nanofilmlerinin kompozisyonunu belirlemek i¢in gerceklestirilmistir. Bu
amagcla, sentezlenen CGN-DLC nanofilm filtre kagid Gzerine kaplanmistir. Cizelge 4.2,
filtre kagidin C ve O elementlerinin stokiyometrisini ve atomik konsantrasyonlarmin

bilesimini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Filtre kagidinin XPS analizi.

Atom konsantrasyonu (%0) Atomik konsantrasyonun bilesimi (%)

Numune Cils O1s
C o) C-ClC-H ¢CO0 O0-C-O0|COH C-O
Filtre kagit 59,13 40,87 18,37 61,18 20,44 | 68,36 31,63

Cizelge 4.3, hem CGN-DLC nanofilm kapli filtre kagidinda hem de dogal (hig bir yiizeye
kaplanmamis) CGN-DLC nanofilmlerindeki Au, C ve O elementlerinin stokiyometrisini

ve atomik konsantrasyonlarinin bilesimini gostermektedir.
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Cizelge 4.3. CGN-DLC kapli filtre kagidi ve dogal CGN-DLC nanofilminin XPS analizi.

A K.* (%) Atomik konsantrasyonun bilesimi (%)
Numune Cls O1s
C-OH/
2 3 0-C-0/ =
S S C-0 -C= C=0
Au C @] p p c=0 0-C=0 0-C=0
kaplanmig
. 179 492 329|282 95 444 164 1,5 21,8 46,4 31,8
filtre kagit
Dogal
347 48 173|366 424 116 - 9,4 23,1 71,2 57
CGN-DLC

*: Atom konsantrasyonu

Sekil 4.3a, herhangi bir yuzey tzerinde kaplama olmaksizin dogal CGN-DLC ince filmin
XPS genel spektrumunu gostermektedir. Spektrum, ince filmde Au, C ve O
elementlerinin varligini ortaya koymaktadir. Sekil 4.3b'de gosterildigi gibi, C1s dort tepe
noktasina (pik) bolinmistiir. 284,39, 285,23, 286,21 ve 288,22 eV'de bulunan pikler,
sirastyla sp2 hibridize karbon, sp® hibridize karbon, C-O tiirleri ve C=O0 tiirlerine karsilik
gelmektedir. sp? ve sp® piklerinin entegre alanlarini karsilastirarak, sp®/sp? oram 1,16
bulunmus ve bu da sp® karbon tipinin baskin oldugunu gostermistir [268-270]. O1s
spektrumunda (Sekil 4.3c), 532,29 eV'deki buyik pik, esterlerde ve karboksilik
anhidritlerde karbonil oksijen atomlarina ve hidroksillerde veya eterlerde oksijen
atomlarina karsilik gelen hem O—C=0 hem de C—OH baglarinin varligini ortaya
cikarmistir. 531,04 ve 534,23 eV merkezli diger pikler, sirasiyla karbonil gruplarinda
C=0 ve karboksil gruplarinda oksijene karsilik gelmistir [271-273]. Au4f
spektrumlariin ayrigimi, sabit bir yogunluk oraninda (1,28), 3,7 eV'lik bir ayirmaya
sahip iki spin-yoriingeye bolinmils Au4frz ve Audfsz bilesenlerini kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekik 4.3d) [272,274].
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Sekil 4.3. (a) Sentezlenmis CGN-DLC ince filmin XPS genel tarama spektrumu. CGN-
DLC ince filmlerinin yuksek cozinarlikli Cls (b), Ols (c) ve Au4f (d) XPS

spektrumlari.
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4.2.3. Raman Spektroskopisi Calismalar

Raman spektrumlari, karbon bazli filmlerin ayrintili baglanma yapisint ve alan
buyiikliiklerini arastirmak i¢in ¢ok etkili bir yontemdir. Sekil 4.4, CGN-DLC
nanofilmlerinin gorinidr Raman spektrumunu gostermektedir. Spektrum, a-C:H'nin
ozelliklerini olusturan iki ana piki gostermektedir [275]. 1388,6 cm™'de D pik konumu ve
1568,0 cm™'de G pik konumu, Raman spektrumuna Gaussian fonksiyonu kullanan bir
egri uydurma yontemi kullanilarak elde edilmistir. D ve G bantlarinin yari
maksimumundaki (FWHM) tam genislik sirasiyla 2555 ve 104,36 cm™ olarak
belirlenmistir. iki bandin pik yogunluklarinm (Ip / lg) oran1 1,68 olarak bulunmustur ve

bu XPS analizinden elde edilen verilerle tutarhidir (Sekil 4.4).

Raman spektrumundaki D ve G bantlar1 farkli titresim modlarindan kaynaklanir. D bandi,
sp® elektronik konfigiirasyonu olan elmas benzeri karbonun Alg modundan, G band ise
sp? elektronik konfigiirasyonu olan E2g karbon titresiminden kaynaklanir [276,277].
Raman spektrumundan gozlemlendigi gibi, elde edilen G Pik (1568 cm™) 1525 ile 1600
cm? araliginda bulunmaktadir. G-bandi piki i¢in diisiik dalga boyu, filmlerde yiiksek sp®
igerigini gosteren sp? baglama durumunda diisiik karbon igerigine atanir [278-280].
Hidrojenlenmis amorf karbon igin, hidrojen atomlar1 C = C gruplarim sp® bagli CH-CH
gruplarina doyurarak karbon agini degistirir [276]. a-C:H filmleri i¢in G pik konumunun
H igerigine bagimlihigi, filmlerdeki yiiksek hidrojen igeriginin G pikinin alt dalga
sayilarina dogru kaymasini sagladigini gostermistir. Bagka bir deyisle, filmlerdeki yiiksek

hidrojen igerigi, yiiksek oranda sp® hibridizasyon durumlarini ifade eder.

a-C:H filmlerinde Raman G pik pozisyonundaki dagilim, karbon malzemelerde sp® ve sp?
fraksiyonlarinin oranin1 tahmin etmek i¢in bir olanak saglar. Singha ve arkadaglar tiim
verilerin ortalamasini almis ve 1525 ve 1580 cm™ arasindaki veri noktalarii asagidaki

denklemi kullanarak(fitting) ampirik bir iligki elde etmislerdir:

sp® icerik miktar1 = 0,24 — 48,9 (wc — 0,1580)
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Bu denklemde ®g, mikrometre biriminin tersi biriminde alinmistir [281]. Kantitatif

analiz, sentezlenen nanofilmlerdeki sp® igeriginin yaklasik % 30 oldugunu gésterdi.

Yogunluk (a.u.)

500 1000 1500 2000
Raman kaymasi (cm-')

Sekil 4.4. CGN-DLC nanofilmlerinin Raman spektrumu.

4.2.4. XRD Olc¢tmleri

CGR-DLC nanofilmlerinin kristal yonlerini ve faz sayisin1 belirlemek i¢in XRD teknigi
gerceklestirilmistir. XRD analizi i¢in sentezlenmis nanofilmler cam lam iizerine
kaplanmis ve CGN-DLC nanofilmin 26'deki tek kirmim piki, 20-80° araliginda elde
edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5b'deki XRD spektrumundan gorildiigi gibi, Au (111), Au (200), Au (220) ve
Au (311) 'e kaydedilmis dort pik, sirasiyla 20=38,24°, 44,43°, 64,65°, ve 77,63° 'e
karsilik gelmektedir (JCPDS dosya numarasi: 611625). Ayrica, elmas benzeri materyalin
(DLC) XRD paterni, 0,297 nm ara katman araligina (d002) karsilik gelen 26 = 30° 'de
bir kirmim piki gostermektedir. CGN-DLC'nin XRD desenleri, cam slayt substrata
karsilik gelen 23° civarinda bariz bir genis pik gostermistir (Sekil 4.5a). XRD desenleri,
DLC'de (002) ve (032) grafitsel (karbon) ve (111) elmas duzlemleri olarak

50



endekslenebilen 26 = 30°, 62,3°, ve 44,03° civarinda ii¢ kirim pikini agik¢a gostermistir
[282,283].

(3) Cam slayt ylizeyi

Yogunluk (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70 80

20 (der)

(b) C (002) CGN-DLC kapli cam slayt ylizeyi
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Sekil 4.5. Cam slayt (a) ve cam tizerine kaplanmis CGN-DLC naofilmlerin (b) XRD
desenleri.
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4.2.5. Optik Bant Arahigi Tahmini

Beer-Lambert’in yasasina gore, absorpsiyon katsayisi, o, denklem (4.1) kullanilarak

hesaplanabilir:

I _ p-ad (4.1)

Burada d film kalinligi, I ve Io sirasiyla iletilen 151k ve gelen 1s18in yogunlugu ve o
absorbans katsayisidir. Her iki tarafin logaritmasi alinir ve daha sonra denklem 4.1 a'ya

gore hesaplanir:

1
log(e) d

a = log(™®) (4.2)

Absorbans, A, log(ITO)'e esit oldugundan, denklem 4.2 asagidaki gibi yeniden yazilabilir:

a = 2,303 3 (4.3)

SEM veri analizine (4.2.7) gore filtre kagit kalinlig1 ile iizerine kaplanmis nanofilm
kalinlig1 birlikte yaklagik 180 pm bulunmustur, bu nedenle denklem 4.3 su sekilde

yazilabilir:

a = 0,004A (cm™1) (4.4)

Sekil 4.6a, hazirlanan CGN-DLC nanofilmlerinin absorbansini gdstermektedir. En sik
amorf malzemelerde, optik bant araligi (Eg) denklem (4.5) tarafindan verilen Tauc iligkisi

kullanilarak elde edilir:

(ahv)'/? = C (hv — Ej) (4.5)

burada C sabittir ve Av gelen foton enerjisidir. Dalga boyundan enerjiyi (E) hesaplamak

icin max planck denklemi (4.6) kullanildi.
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E = hv (4.6)

Burada h, planck sabiti (6,62 x 1073% js) ve v, uyarici fotonunun sikligidir. v'yu baska

bir denklemde kullanarak soyle yazilabilir:

v=2 4.7)

Burada C, 151k hiz1 (2,999 x 108 ms~1) ve A, uyaric1 fotonun dalga boyudur. Denklem
4.7'yi 4.6'ya koyarak asagidaki denklem elde edilir:

19,85 x 10726 (jm)
A

1240 (eV nm)

E = 7

veya E =

Optik bant araligi, (ahv)Y? ve hv grafiginin dogrusal kismmm /v ekseninin kesisim
noktasina ekstrapolasyonuyla tahmin edilebilir. Sekil 4.6b, sirasiyla 1,42 eV ve 3,87 eV
olarak bulunan CGN-DLC nanofilminin bant bosluklarinin degerlerini gostermektedir.
1,42 eV'deki bant araligmmin degeri, altin nanoagmin DLC filmine baglanmasini
Onermektedir. 3,87 eV'de, hidrojenlenmis amorf karbon filmin (a-C:H) konjuge aromatik
halka sistemine karsilik gelen bagka bir bant aralig1 degert, biiytik olasilikla oksijen iceren

gruplarin altin ag1 ile bag olusumuna katilmasi nedeniyle gézlemlenmistir.

(a)

Absorbans

T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)
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%1 (b)
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26 - Eg= 3,87 eV
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24
22

20 H
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1 ' 2 3 | 4', . é ' els ' 7
Enerji hv (eV)

Sekil 4.6. CGN-DLC nanofilmlerinin (a) UV-VIS absorbsiyon spektrumu (b) ve Tauc
grafigi.

4.2.6. Elektron Mikroskop Analizleri

Kendiliginden diizenlenme teknigi ile sentezlenen CGN-DLC nanofilmlerin SEM
analizleri filtre kagit lizerine kaplanarak ve HR-TEM analizleri ise her hangi bir ylzeye

kaplanmadan natif seklinde incelenmistir.

Sekil 4.7a-d, filtre kagidi substrat1 iizerine kaplanmis CGN-DLC nanofilminin yuzey
morfolojisini gostermektedir. CGN-DLC nanofilmlerinin filtre kagidinin piiriizlii ylizeyi
tizerinde iyi bir sekilde kaplandig1 ve film elektrotlari i¢in 6nemli olan iyi bir sekilde
kaplandig1 gozlenmistir. Sentezlenen nanofilmlerin dalgal yiizeyi (rough surface), filtre
kagidinin orijinal yiizeyinin dalgali olmasindan kaynaklidir. Kaplamadan sonra, filtre
kagidin yiizeyindeki mikro delikler ve bosluklar diizgiin CGN-DLC nanofilmleri ile

kaplanmuistir.

Sekil 4.7e ve 4.7f, sentezlenen CGN-DLC nanofilminin enine-kesitsel SEM goruntlerini
ve aliiminyum folyo substrat iizerine kaplanmis CGN-DLC nanofilminin morfolojisini
gostermektedir. Sekil 4.7g-k, filtre kagidi iizerine kaplanmis CGN-DLC nanofilmlerinin
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EDX analizini goéstermektedir. Analiz Au, C ve O elementlerinin varligimi ve atomik

konsantrasyonlarini, ayrica, bu elementlere ait haritalanmalar1 ortaya koymaktadir.

WD: 3.70 mm ] : SEM HV: 2.0 kV WD: 3.80 mm
View field: 173pm | Det: In-Beam SE | 50 ym View field: 6.94 ym | Det: In-Beam SE
SEM MAG: 1.20 kx |Date(midly): 01/07/19 SEM MAG: 29.9 kx |Date(midly): 01/07/19

SEM HV: 2.0 kV WD: 3.80 mm i - SEM HV: 2.0 kV WD: 3.80 mm

View field: 2.48 pym Det: In-Beam SE 500 nm View field: 0.985 pm | Det: In-Beam SE
SEM MAG: 83.8 kx |Date(m/dly): 01/07/19 SEM MAG: 211 kx |Date(m/d/y): 01/07/19
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SEM MAG: 2.03 kx |

EDS Layered Image 3

SEM HV: 10.0 kV WD: 3.64 mm
View field: 172 ym Det: SE 50 ym

Date(m/dly): 01/07/19

. 50um ' : 50pm '
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Sekil 4.7. (a-d) Sentezlenmis CGN-DLC nanofilmin, (e) nanofilmin enine-kesitsel ve (f)
Aliminyum folyo zerine kaplanmis CGN-DLC nanofilminin SEM gorintileri. (g-K)
Filtre kagidi tizerine kaplanmis nanofilmlerin EDX spektrumlari, bilesimi ve
haritalamalari.

CGN-DLC nanofilmler, Formvar filme ile kaplanmis bir 1zgara (TEM grid) lizerine kii¢iik
bir nozul yoluyla aktarilmistir. Sekil 4.8a-c'deki DLC filmlerindeki siyah ag veya bulut
benzeri yapilar, sinterlenmis Au nanopartikiillerinin olusumunu ortaya koymaktadir.
Altin nanoaglar yalnizca DLC filmlerin tizerinde g0zlendi, bu da DLC'nin Au
nanopartikiillerinin sinterlenip c¢ekirdeklenebildigi bir substrat olarak islev gordiigiinii
gostermistir (Sekil 4.8¢). Au nanopartikullerin DLC filmleri Gzerinde sinterlenmesinin
sinirlt olmadig1 gozlemlenmis ve elde edilen anizotropik nanopargaciklar 100 nm'den

daha biiyiik 6l¢tilmiistiir (Sekil 4.8c-¢).
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Sekil 4.8. CGN-DLC nanofilmlerinin sentezini degerlendirmek i¢in gegirimli elektron

mikroskobu (TEM) analizi. (a-e) Altin (Au) nanopargaciklarin sinterlenmesi ve

¢ekirdeklenmesi miinhasiran elmas benzeri karbon (DLC) nanofilminde meydana gelir.

4.2.7. CGN-DLC Nanofilmin Kalinlik Ol¢iimii

Gwyddion programi, aliiminyum folyo yiizeyine kaplanmig olan CGN-DLC nanofilmin
kalinligin1 6lgmek icin uygulanmistir. Kaplanmis CGN-DLC nanofilminin kalinliginin
yaklagik 438 + 22 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Gwyddion programi kullanarak aliiminyum folyo iizerine kaplanmis CGN-

DLC nanofilmlerin kalinlik 6l¢iimii.
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4.2.8. CGN-DLC Nanofilmlerinin Elektriksel Ozellikleri

Sunulan tez ¢aligmasinin bu asamasinda CGN-DLC nanofilmler filtre kagidi substrati
tizerine kaplanmistir. Nanofilmlerin 438 nm kalinligindaki elektriksel Ozellikleri
incelenmistir. Sekil 4.10, potansiyel olarak -5 ile +5 V araliginda CGN-DLC filmin 1-V
egrisini gostermektedir. Egriden goriilebilecegi gibi, sentezlenmis nanofilm dogrusal I-V
karakteristik egrisini géstermektedir. Bu egri diren¢ elemanini tanimlar veya elektrotlarin
omik 6zelligini belirtir, yani direng elemanina herhangi bir voltaj degeri uygulandiginda,
ortaya ¢ikan akim dogrudan I-V karakteristiklerinden elde edilebilir. Dogrusal iliskide
diren¢ egimin tersine esit oldugu i¢in sentezlenmis nanofilmlerin direnci 18,23 + 2,4 Q/o

olarak hesaplanmistir.

<
£
Z 0404
-
0.05
f T 666 T T T T 1
5 -4 3 2 -1 [ 1 2 3 4 5
Voltaj (V)
-0.05 4
0.10 4

Sekil 4.10. CGN-DLC nanofilminin akim-gerilim (I-V) karakteristik egrisi.

Ayrica, Gift katmanli CGN-DLC nanofilmlerinin Hall etki 6lgtimleri dort noktali prob ile
yapilmistir. Ust (altin nanonag) ve asag1 (elmas benzeri karbon) katmanlarinin tasiyici
tipi sirastyla n-tipi ve p-tipi olarak belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore sentezlenen cift
tabakali nanofilmin tastyict konsantrasyonu (delik yogunlugu), elektriksel devinirligi ve
ozdirenci, n-tipi icin sirasiyla 6,42x10%° (cm), 135,22 (cm?/V.sn), ve 7,19x10* (Q.cm)
ve p-tipi igin sirastyla 2,57%10%° (cm™®), 346 (cm?/V.sn), ve 7,03x10* (Q.cm) olarak

bulunmustur. Literatiir arastirmasi1 sonucunda, katkisiz (undoped) ve metal katkili DLC
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filmlerin elektriksel 6zdirenglerinin sirasiyla 1 ile 101° Q.cmve 103 ile 10° Q.cm arasinda
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.4). Bu nedenle, CGN-DLC'nin elde edilen elektriksel
iletkenligi (1,4x10° S-cm™), metal katkih DLC elektrotlarinda gozlemlenenlerle

karsilastirilabilir.

Cizelge 4.4. DLC filmlerin literaturdeki elektriksel direnci ve iletkenlikleri.

Ozdireng Elektron Tletkenlik
Sentez Yontemi Referans
(Q-cm) devinirligi (cm?/V) (S/lcm)

Farkli CVD PVD

o v 102-10%  10711-1072 102-10%  [284]
Yontemler (derleme)
RFMS 1,2x10° - 8,3x10°° [285]
RF-PECVD 1x10° - 10° [286]
RFMS 9 x 10? - 1,1x1073 [287]
Plazma 2x102 - 5x1073 [288]
RF-PECVD 1,29 x 10? - 7,75x 1073 [289]
Kapasitif Eslesmi

pastt TS 0,7 % 10 i 1,4x10°2 [290]

Plazma-CVD
HPPMS- PBII 5,42 x 10 - 1,84 [291]
PECVD 102 - 102 [292]
FCVA 6 x 103 - 1,66x10? [293]
PVD/PECVD 1,6 x 1073 - 6,25x102 [294]
Kendiliginden Tez

. 7,19x104 1,35%x102 1,4x103
Duzenlenme Cahismasi

4.3. miRNA Tayini i¢in Tasarlanan Biyosensorun Elektrokimyasal Analizi
4.3.1. Hazirlanan CGN-DLC/PGE’nin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

CGN-DLC ile modifiye edilmis PGE'yi karakterize etmek i¢in doniisiimli voltametri
(CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) kullanilmis, elektrodun adim
adim modifikasyonu ise DPV olguimleri almarak degerlendirilmistir. Olgtimler, 5 mM
ferrosiyanir/ferrisiyaniir ([Fe (CN) 6]*/*) redoks prob iceren 0,1 M KCI ortaminda
gerceklestirilmistir. Sekil 4.11a'da gosterildigi gibi, [Fe (CN) s]** 'in elektrot yiizeyine
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muikemmel elektron transfer kinetiginden dolay1 PGE'de maksimum akim degerine sahip
0,249 V (yukseltgenme pik potansiyeli (EPa)) ve 0,116 V (indirgenme potansiyeli (EPc))
degerinde bir ¢ift redoks piki gdzlemlenmistir. Uretilen elektrotlarin anodik pik akimi
(Ipa) ve katodik pik akimi (Ipc) sirasiyla 362,6 pA ve 307,1 pA olarak bulunmustur.
PGE'ler CGN-DLC ile modifiye edildiginde ise akim degeri artmistir. Bu artis elektron
transfer hizin1 destekleyen ylzeyde biriktirilmis nanofilmin yiiksek iletkenligine
dayandirilabilir. Ayrica, CGN-DLC nanofilm, PGE ylzey alanin arttirmig ve bdylece
daha fazla DNA probu immobilizasyonuna olanak saglayarak sinyali gii¢clendirmistir
[295]. Sekil 4.11b, Nyquist grafiginin X ekseni iizerindeki ger¢ek empedans (Z’) ve Y
ekseni Gzerindeki hayali empedans (-Z”) ile CGN-DLC/PGE elektrodunun EIS profilini
gostermektedir. Veriler tipik bir esdeger devre ile fit edilmis (Randles devresi) ve PGE
ve CGN-DLC/PGE'nin yiik transfer direng (Rct) degerleri sirasiyla 300 + 24 Q (n=3) ve
6,14 + 1,7 Q (n=3) olarak belirlenmistir.

400

(a)

300 A

200 A

100 -

Akim /T (nA)

-100 -

-200

PGE
CGN-DLC/PGE

-300

-400 1 1 ] | 1 I |
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potansiyel / V (vs.Ag/AgCl)
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Sekil 4.11. CGN-DLC nanofilm modifikasyonu ile PGE elektrotun elektrokimyasal analizi.

5 mM [Fe (CN) 6] >7* (oran 1: 1) iceren 0,1M KCI soliisyonunda PGE ve CGN-DLC ile
modifiye edilmis PGE nin CV (a) ve EiS (b) analizleri.

Birbiri ile uyumlu olrak elde edilen CV ve EIS sonuglari, biyosensériin basarili bir sekilde

tiretildigini gostermektedir.

4.3.2. Gelistirilen Biyosensériin miRNA ile Etkilesiminin Incelenmesi

Sekil 4.12, PGE'min adim adim modifikasyonunun DPV analizini gostermektedir.
Olcuimler, 5 mM ferrosiyaniir/ferrisiyaniir ([Fe (CN) 6]*/+) redoks prob iceren 0,1 M KCI
ortaminda gergeklestirilmistir. Kaydedilen voltamogramlar, CGN-DLC nanofilm ile
modifiye edilmis elektrodun redoks pik akiminda artisa neden oldugu ayrica, CV ve EiS
sonuglariyla iyi bir uyum ig¢inde oldugunu gostermektedir. DPV pik akim degeri, DNA
probunun elektrot yiizeyine immobilize edilmesinden sonra biiyiikk dl¢iide azaldigi
gozlenmistir. Bu durum, negatif yukli redoks probu ile negatif yuklu fosfat grubuna
sahip prob DNA arasindaki elektrostatik itme sonucu olusan elektron transferi
kisitlanmasindan ileri gelmektedir [296]. Boylece, DNA probunun elektrot tzerinde
basarili bir sekilde immobilize edilebildigini de kanitlamaktadir. Ayrica, sonuclar, pik

akimlarinin DNA prob ile 30 fM hedef miRNA-410’nun hibridizasyon isleminden sonra
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daha da azaldigimi gostermektedir. Sinyaldeki bu azalma, DNA-RNA hibritlerinin fosfat

iskeleti ile redoks prob ¢ozeltisi arasindaki elektrostatik itme kuvvetine dayanmaktadir

[297].

500
—PGE
= CGN-DLC/PGE
400 - DNA/CGN-DLC/PGE
miRNA/DNA/CGN-DLC/PGE
&‘- 300 -
=
Q.
= 200 -
100 -
—
0 | | | | | L
0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0 -0,1 -0,2

E (V) vs SCE
Sekil 4.12. PGE, CGN-DLC/PGE, DNA/CGN-DLC/PGE ve miRNA/DNA/CGN-
DLC/PGE elektrotlarinin 5 mM [Fe (CN) 6] *7* iceren 0,1 M KCI c¢ozeltisindeki

voltamogramlari.

CGN-DLC temelli gelistirilen biyosensoriin analitik performansi, Sekil 4.13a'da
gosterildigi gibi hedef miR-410’un farkli konsantrasyonlarmin tayini i¢in incelenmistir.
Gelistirilen biyosensor, 0,3 fM ile 100 fM konsantrasyon araliginda dogrusal sinyal
azalis1  gostermistir. DPV  sonuglari, gelistirilen biyosensoriin, artan hedef
konsantrasyonlarinda orantili olarak azalmig sinyal yanitlari ile miR-410 hedefini
basariyla tespit ettigini gostermistir. Hedef miR-410 konsantrasyonu arttik¢a, redoks
problarimin [Fe (CN)e]*/* difiizyonunun girisimine bagl olarak DPV pik akimi
azalmistir. DPV sonuglarini daha iyi gostermek i¢in, pik akim degisikligi,
MiRNA/DNA/CGN-DLC/PGE'nin akim sinyalinin DNA/CGN-DLC/PGE'nin akim

sinyalinden ¢ikarilmasiyla elde edilmis ve pik akim degisikligi ile sonuglandirilmstir.
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Sekil 4.13b miR-410 hedef konsantrasyonunun logaritmasina kars1 pik akim degisiminin
kalibrasyon egrisini gostermektedir. Gelistirilen biyosensoriin, 0,994 korelasyon
katsayis1 ile genis bir derisim araliginda (0,3 ile 100 fM) iyi dogrusal iliski sergiledigi

gosterilmistir. Tayin siniri;

(LOD), 3 X% (s: DNA/CGN-DLC/PGE sinyalinin standart sapmasi (n=3); m:

dogrusal kalibrasyon egrisinin egimi) denkleminden 0,27 fM olarak elde edilmistir.

400
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Sekil 4.13. (A) DNA/ CGN-DLC/ PGE'nin farkli hedef miR-410 konsantrasyonlart ile
hibridizasyondan sonraki DPV'leri: (a) 0 fM, (b) 0,3 fM, (c) 3 fM, (d) 10 fM, (e) 30 fM,
(F) 50 M, (g) 100 fM. (B) Dogrusal kalibrasyon egrisi (n=3, % 95 guiven dlzeyi).

Tez kapsaminda Onerilen biyosensoriin performansi literatiirde yaymlanan miRNA

tayininde kullanilan diger elektrokimyasal biyosensorlerle karsilastiriimistir.

4.3.3. miIRNA Tayini igin Gelistirilen Biyosensoriin Diger Elektrokimyasal

Biyosensorler ile Karsilastirilmasi

Cizelge 4.5, gelistirilen biyosensoriin performansini, herhangi bir amplifikasyon stratejisi
kullanmadan yakin zamanda yaymlanan (2017-2020) diger elektrokimyasal
biyosensorler ile karsilastirmaktadir. Cizelge 4.5’ten de goriilebilecegi gibi, gelistirilen
biyosensor en diisik LOD degerleri arasinda yer almaktadir ve buda Onerilen
biyosensdrin miRNA tayininde iyi bir performans sergilediginin gostergesidir. Cizelge
4.6 ve cizelge 4.7, sirasiyla amplifikasyon stratejileri ve farkli tayin yontemleri
kullanilarak ~ miRNA  biyosensorlerinin  analitik ~ 6zelliklerini  gostermektedir.
Gortilebilecegi gibi, gelistirilen biyosensoriin LOD degeri, Zhang ve ark. [298], Cui ve

ark. [299], ve Tian ve ark. [300] tarafindan bildirilen ve tersine ¢oklu problarin ve Segici
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niikleazlarin kullanilmasini1 gerektiren sensorler haricinde, MiRNA biyosensorlerin
kullandig1 sinyal amplifikasyon stratejileri ve farkli tayin yontemlerine kiyasla diisiik

LOD degeri sergilemektedir.

Cizelge 4.5. Herhangi bir amplifikasyon stratejisi kullanmadan miRNA tayini icin

gelistirilen farkli biyosensorlerin karsilagtirilmasi.

miRN

A Ylzey Yoéntem Cahsma arahigi  LOD Ref/Y1l
mTl’B'A' AUNP-PNT/PGE EiS  10fM-300pM 3,90 fM ([2300210])
miF;'I'A' AUNP @ PMB DPV  100fM-1nM  30fM ([220326g)
S vy s w50
. L Y
mi3R7l\5|A- Nanod/zr:;l;étrilk altin DPV 0,43 pr']le_ 1,13 0,34 NM ([2300129])
MIRNA- - Alun/Kitosamonigamt-  gigicv 0,1pM-1000M 798 M ([2300139])
miF;lIIA- CP/SAQ;EtslT\lgs/CGo ey M- 1 M - ([2300149])
miZ'I'A' AU@NPFe;0:NC CC  100fM—10uM 100 fM ([2300157])
mi?ONgA' AUNPS/GCEs SWV  100fM-5nM 100 fM ([2300167])
mi?g'\'?A' ERGO + AINWS/SPCE ~ DPV ~ 50-7500fM 1,7 fM ([2300177])
MIRNA — ~oN-DLCPGE DPV  03-100fM  027fM . |E4

-410 Calismasi

AUNP: altin nanopargacik; PNT: peptid nanotlip; PMB: Poli (metilen mavisi); rGO: indirgenmis grafen
oksit; CE: karbon elektrot; SPCE: perde baskili karbon elektrot; CP: yakalayici prob; SA: streptavidin;
AUPtBNPs: altin platin bimetalik nanopartikiiller; CGO: karboksilatli grafen oksit; FTO: flor kalay oksit;
AU@NPFe203NC: altin yiiklii nanogozenekli demir oksit nanokiipler; ERGO: elektrokimyasal olarak
indirgenmis grafen oksit; EIS: elektrokimyasal empedans spektroskopisi; CC: kronokoulometri; DPV:
diferansiyel puls voltametri.
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Cizelge 4.6. Amplifikasyon stratejileri kullanilarak miRNA tayini icin Onerilen farkli

elektrokimyasal biyosensorlerle karsilastiriimasi.

Amplif. Yiizey Yontem ~ Calsma LOD  Refivil
Stratejisi aralig
[308]
DSN  AUNPStAGNPS@GCE LSV 1fMtolpM  062fM  Lond
’ m&i;M (rrfi'slig\gl) [309]
CHA PNAS/GE SWV 50 fl;]/l 1050 e (020
(miRiiss)  (MRNALSS)
PCA/Fc-SH/ [310]
Fe-SH AUNPs/rGO/SPCE DPV — 181M-20pM  5TM (2020)
cDNA/MCHMHL/H2/mIR- . [311]
HCR e EIS  10fM-50pM 463 S0
[312]
CHA SH-TP/MCH/AUE DPV  1fM-1nM 0,46 fM
(2020)
. [313]
HCR MCH/Y-DNA/GE EIS  1fM-10pM  03334fM  God
0,1 fM - 100 [298]
DNS+HRP DNA/MCH/GE AC N B3aM oo
SS-RNA 100 aM - 1 [300]
B prob/AUNS/GCE DPV M BaM  o01g)
_ [314]
HCR DNA/GE cC pM-7nM  1pM Lo
N o 1,0 pM — 10,0 [315]
MoS,-Thi MoS,-Thi-AuNPs/GCE SWV iy 0,26 pM (2017)
_ B-P2/T/MCH/SH- 200 pM - 388 [316]
SA-ALP P1/AUNPS/PGE DPV M 100pM 5017)

DSN: dublekse 6zgii ntikleaz; AgNPs: glimiis nanopargaciklar, GCE: camsi karbon elektrot; CHA: katalize
u seklinde diizenleme; PNAS: peptit nikleik asitler; GE: altin elektrot; Fc-SH: 6-ferrosenil heksantiol;
PCA: piren karboksilik asit; HCR: hibridizasyon zincir reaksiyonu; MCH: ortoborik asit 6-Merkapto-1-
heksanol; H1 ve H2: hairpin problari;; AUE=GE: altin elektrot; SH-TP: tiollanmis prob; TB: toluidin
mavisi; AUNS: altin nanopartikiiller {istiinorgiiler; MoSz: molibden disulfur; Thi: Thionin; SA-ALP:
streptavidin-alkalin fosfataz; B-P2: biyotinlenmis prob 2; T: hedef miRNA; SWV: kare dalga voltametrisi;
AC: amperometrik akim; LSV: dogrusal siiplirme voltametrisi.
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Cizelge 4.7. miRNA tayini i¢in farkli tayin yontemlerinin karsilastiriimasi.

Amplifik. . 5
Stratejis Yontem Calisma arahig LOD Ref/Y1l
_ _ [317]
HCR HR-ICPMS 200 fM -2 nM 13 fM (2020)
_ _ [318]
SPR 1,0 fM - 10 nM 03fM (2020)
_ _ [319]
eSPR 1,0 fM - 10 nM 0,56 fM (2020)
ISDPR+DNA- [299]
AUNPs ECL 0,01 fM - 0,01 nM 3,2aM (2019)
nanokompozit
_ [320]
DSN+RCA Floresan 0,3fM-1nM 0,3fM (2019)
_ _ _ [321]
SERS 100 aM - 1 uM 2-4 M (2019)
) [322]
DSN+RCA Floresan 100 fM — 1,0 pM 33,4 fM (2018)
AUNP ve AgNP'ler [323]
arasinda rezonans kolorimetrik 05nM-1uM 0,6 nM (2018)
enerji transferi
] [324]
DSN SERS 5 fM - 20 pM 5fM (2018)
_ [325]
CHA Floresan 0-200 nM 0,2971 nM (2018)
_ _ [326]
Poly T-CuNPs Floresan 20pM -1nM 20 pM (2018)
_ _ [327]
Stre-GNRs SPR 0,1-100 pM 0,045 pM (2017)
_ [328]
GO-AUNPs SPR 0,1pM—2,0nM 01fM (2017)
_ [329]
DSN Floresan 1pM - 10 uM 1,03pM (2017)

HR-ICPMS: vyiksek c¢ozinurlikli endiiktif olarak eslesmis plazma kiitle spektrometresi; eSPR:
elektrokimyasal ylizey plazmon rezonansi; ISDPR: izotermal dizi yer degistirme polimeraz reaksiyonu;
ECL.: elektrojenlenmis kemiliiminesans; SERS: yiizeyde giiclendirilmis raman sagilimi; Poly T-CuNPs:
Poli (timin) igeren bakir nanopartikiiller; Stre-GNRs: streptavidin fonksiyonellestirilmis altin nanorodlar.
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4.3.4. Gelistirilen Biyosensoriin Tekrar Uretilebilirlik ve Kararhhik Calismalar

Hazirlanan biyosensoriin gun-igi tekrar iretilebilirligi ve uzun sureli kararligi da
aragtirillmistir.  GUn-i¢i tekrarlanabilirligi degerlendirmek i¢in, aynmi deney setinde
hazirlanmis li¢ farkli modifiye elektrot 10 fM hedef miRNA-410'u Olgmek igin
kullanilmistir (% 95 gliven diizeyinde). Elde edilen sonuglar, akimdaki farkin 6nemli
Olclide degismedigini ve hesaplanan bagil standart sapmanin (RSD) % 4,5 oldugunu, bu
da fabrikasyon yonteminin tekrarlanabilirligini gostermistir. Uzun sireli kararlilik
calismalari igin, elektrotlar bir desikatorde 4 °C'de iki hafta siireyle saklanmistir. Her
hafta, 10 fM hedef miIRNA-410 i¢in ii¢ elektrot test edilmistir. On bes giin sonra,

elektrotlarin mevcut yaniti, baslangic akim degerinin yaklasik % 94,2'sini korumustur.

4.3.5. Gelistirilen Biyosensoriin Secicilik Caligmasi

Segicilik, bir miRNA biyosensoriiniin performansini degerlendirmede ¢ok onemli bir
faktordir. Sekil 4.14, DNA/CGN-DLC ile modifiye edilmis PGE'nin hedef miR-410,
hedef dist miR-192 ve miR-200c ile hibridize edildigi segicilik testi sonucunu
gostermektedir. miRNA-192 ve miRNA-200c'nin her ikisinin de kanserlerle iligkili
olarak upregiile edildigi gosterilmistir; mMiRNA-192, mide kanseri [330,331], 6zofagus
kanseri [331], meme kanseri [332] ve karaciger kanserinde [333] ve miRNA-200c mide
[334] ve 6zofagus [335] kanserlerine ek olarak, pankreas kanseri [336], prostat kanseri
[337] ve kolon kanserinde [338]. DNA probunun hedef miR-410 ile hibridizasyonunun
ve segici olarak baglanmasinin bir sonucu olarak yiiksek sinyal yaniti ile sonuglandigi,
ayrica, hem miR-192 hem de miR-200c ile hibridizasyonun sonrasinda ise pik akim
yanitlar1 arasinda sadece kiigiik bir fark oldugu goézlenmistir. Sonug¢ olarak, hedef
miRNA-410 hibridizasyonu sonucunda kaydedilen akim farki, hedef dist miRNA'larin
elektrokimyasal sinyalinden g¢ok daha yiiksek oldugu igin hazirlanan biyosensorin

yuksek seciciligi ortaya konmustur.
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Sekil 4.14. Hedef miRNA-410un, hedef disi miRNA-192 ve miRNA-200c¢’ye karsi

secicilik ¢aligmas.

4.3.6. Gelistirilen Biyosensoriin Gergek Ornek Calismasi

Daha oOnce de bahsedildigi gibi miRNA'lar biyolojik sivilarda diisiik derisimlerde
bulunabilirler. Serum, elektrolit igeren pihtilasma faktorleri disinda esas olarak plazma
ile ayn1 igerige sahip olan tam kandan piht1 ajanlarinin eliminasyonundan sonra kalan
stvidir [339]. Bu nedenle, seciciligi artirmak ve spesifik olmayan etkilesimleri veya
plazmada girisim yapan tiirlerin varligin1 azaltmak icin literatiirde karsilasildigi gibi
gercek 6rnek matrisi olarak periferik serum kullanilmistir [340,341]. Bu amagla, iki farkli
derisimde hazirlanan miRNA-410 serum ortamina eklenmis ve DNA probu immobilize
edilmis CGN-DLC/PGE ile hibridize edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. miRNA 410’un periferal serum ortamindaki geri kazanim c¢aligmasi

Eklenen Olciilen '

. . Geri kazanim (%) RSD (%, n=3)
miRNA 410 miRNA 410

0,30 fM 0,31 fM 102,2 3,58

3,00 pM 2,89 pM 96,22 2,96
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Cizelge 4.8'de goruldigi gibi, serumdaki her miRNA-410 konsantrasyonu icin geri
kazanim yiizdesi, diisiik RSD (% 5'ten az) ile yiiksek kantitatif verimde (% 96'dan fazla)
elde edilmistir. Bu sonug, elektrokimyasal biyosensor platformunun miRNA tayini i¢in
karmasik matris ortaminda kullanilabilecegini gostermistir.

Elektrostatik etkilesimler spesifik olmayan bir etkilesime ve 6zellikle gergek numuneler
kullanilarak yiiksek arka plan gariltustne yol agabilmektedir. Gelecekteki ¢aligmalarda
spesifik ~ olamayan  etkilesimleri  engelleyen stratejilerin  gerceklestirilmesi

planlanmaktadir.
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5. YORUM

Sunulan doktora tez ¢alismasi1 kapsaminda in vitro diyagnostik sistemlerinin tasarimina

yonelik hem altin hem de grafitsel malzemelerinin istiin 6zelliklerinden yararlanilarak

literatiirde ilk defa iletken altin nanoag bagli elmas benzeri karbon (CGN-DLC)

nanofilmler biyosensor elektrotlari olarak sentezlenmis ve karakterize edilmistir. CGN-

DLC nanofilmleri, hem kiitle hem de yiizey 6zelliklerinin gereksinimlerini kargilamak

icin Ozel sentez kosullar1 kullanilarak hazirlanmistir. Tez kapsaminda Onerilen sentez

yontemi ile elde edilen filmlerde sp?den daha fazla sp® karbon igerigi ve mevcut altin agi,

elektrot iletkenliginin artmasinda ve yiizey oksijen igeren fonksiyonel gruplarin

olusumunda 6nemli faktorler olarak rol almislardir. Tez kapsaminda gergeklestirilen

deneylerden elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir;

Calismanin ilk agamasinda kendiliginden diizenlenme yoOntemi ile hazirlanan
CGN-DLC nanofilmlerin kimyasal karakterizasyonu FT-IR, XPS, RAMAN
spectroskopisi ile gergeklestirilmistir. Filmlerin Kristal yapisi ve faz sayis1 XRD,
optik ozellikleri ve bant araliklart UV-Vis spektroskopisi ile arastirilmustir.
Elektriksel ve elektrokimyasal ozellikleri ise sirasiyla dort noktali prob ve
potantiyostat/galvanostat ile ortaya konmustur. Son olarak ise, morfolojik
karakterizasyon FIB-SEM ve HR-TEM cihazlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
Morfolojik incelemeler sonucunda nanofilmlerin oldukca porozlu yizeye ve cift
katmanli yapiya sahip olduklar1 belirlenmistir. Elde edilen bulgular sonucunda
altin  nanoag ve elmas benzeri karbon kompozit yapilarin basariyla

sentezlenebildigi dogrulanmustir.

Boyutlar1 15 + 1,7 nm’ye sahip trisodyum sitrat kapli altin nanopartikiiller, CGN-
DLC nanofilmlerin sentezi igin secilmistir. Sentezlenen nanofilmin FTIR
spektroskopi analiz sonuglari, elmas latisine ait iki-fonon ve (i¢c-fonon bolgelerini
gostermistir. Ug-fonon bolgesi elmas benzeri filmin hidrojenlenmis amorf karbon

(sp®, a-C: H) yapida oldugunu kanitlamistir. Ayrica, tek-fonon bolgesi sp?
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hibridize karbon bilesenlerine ait oldugunu ve iki-fonon bolgesi elmas latisine ait
0zgi 6zelligini gostermistir.

XPS ve RAMAN, FTIR sonuglarmi desteklemeye ek olarak, sp*/sp? karbon
oraninin XPS i¢in 0,6 ve RAMAN i¢in 0,68 olarak bulundugunu ve sp3 karbon
tipinin daha baskin oldugunu gdstermistir. RAMAN spektroskopi sonuglarina
gore elmas benzeri karbon yapinin D ve G bandi pikleri sirasiyla 1388,6 cm™ ve
1568,0 cm™ konumlarinda bulunmustur. Ayrica, kantitatif analizler sonucunda
sentezlenen nanofilmlerdeki sp? igerigi yaklasik % 30 olarak bulunmustur. XRD
sonuglari, sentezlenen CGN-DLC nanofilmlere ait altin (Au) ve kristal ve amorf

yapida olan grafitsel bilesenlerin kirinim piklerini gostermektedir.

Sentezlenen nanofilmlerin optik bant aralik hesaplamasi sonucunda, yapiya ait
1,43 eV ve 5,1 eV’de bulunan iki farkli bant boslugu sirasiyla altin nanoaglarin
DLC filmlerine baglanmalarini ve hidrojenlenmis amorf karbon filmin (DLC)

konjuge aromatik halka sistemini gostermektedir.

I-V grafik sonuglarina gore nanofilmlere herhangi bir voltaj degeri
uygulandiginda, ortaya ¢ikan akim dogrudan I-V Kkarakteristiklerinden elde
edilebilir. Grafik egiminden elde edilen sonuglar nanofilmlerin direncini 18,23 +
2,4 Q/o olarak gostermistir. Ayrica, yapilan dort-noktali prob analiz sonucun g¢ift
katmanli CGN-DLC nanofilmlerin altin nanoag ve elmas benzeri karbon
katmanlarinin tasiyici tipi sirastyla n-tipi ve p-tipi olarak belirlenmistir. Tastyici
konsantrasyonu, elektriksel devinirligi ve dzdirenci, n-tipi igin sirasiyla 6,42x10*°
(cm™®), 135,22 (cm?/V.sn), ve 7,19x10™* (Q.cm) ve p-tipi icin sirastyla 2,57x10%
(cm™®), 346 (cm?/V.sn), ve 7,03x10** (Q.cm) olarak bulunmustur.

Elektrokimyasal analiz bélumiinde Uretilen CGN-DLC modifiye elektrotlarin
etkin olusumu donisiimlii voltamogram (CV) ve elektrokimyasal empedans
spektroskopi (EIS) teknikleri ile kanitlanmistir. CGN-DLC modifiye PGE’nin pik
ayrimi (AEp) ve akim orani (Ipa/ Ipc) sirastyla 133 mV ve 1,18 olarak bulunmustur.
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Tez kapsaminda hazirlanan CGN-DLC/PGE, prostat kanserinde biyobelirtec
olarak tanimlanan dolagimdaki miRNA-410-5p'nin elektrokimyasal tayini igin
kullanilmistir. Gelistirilen biyoalgilama sistemi, 0,3 fM ile 100 fM (R? = 0,994)
konsantrasyon araliginda miRNA-410-5p'nin tayini icin iyi bir dogrusallik
gostermistir. Ayrica, gelistirilen sensor sistemi ile 0,27 fM'lik bir LOD degeri

hesaplanmaistir.

Tezin literatire katkilar1 asagida maddeler halinde 6zetlenmistir;

DLC filmler genelde yiiksek sicaklik ve basingta sentezlenmektedir. Bu nedenle
sentezlenen filmlerde sicakliga veya basinca bagli defektler bulunup secici
yuzeylere kaplanabilmektedir. Fakat sunulan 6zglin sentez yéntemi sayesinde
herhangi bir basing uygulanmadan, diisiik sicaklikta hazirlanan CGN-DLC
nanofilmler istenilen yiizeylere oOzellikle filtre kagit gibi esnek substratlara

kaplanabilmektedir.

DLC filmler sp?/sp® fraksiyonlarmdan olusmaktadir ve bu yapilarin elektriksel
iletkenlik ozellikleri sp? karbon oranma bagh olup grafitik 6zelliginin (Sp?)
artmas1 1ile iletkenlik Ozellikleri de artmaktadir. Sentezlenen CGN-DLC
nanofilmlerin sp® orani sp? karbon oranina gére daha fazla olup malzemeye
yiiksek sertlik ve yogunluk katmakta ve diisiik elektriksel iletkenlik ozellikleri

altin nanoaglar ile telafi edilmektedir.

Literatir taramalar1 sonucunda sentezlenen CGN-DLC nanofilmlerin metal
katkili DLC filmlerden daha diisiik elektriksel 6zdirence sahip olduklari

gozlenmistir.

CGN-DLC nanofilmlerin sentezinde herhangi bir grafit temelli malzeme (grafit,
karbon nanotipler, grafen ve aktif karbon gibi) kullanmadan elmaz benzeri
yapilar elde edilmektedir. Elde edilen ¢ift katmanli CGN-DLC nanofilmler her iki
yiizey tarafindan istenilen substratlara kaplanabilmektedir. Ayrica, DLC yapinin
ilk defa literatiirde belirgin bir sekilde HR-TEM goriintileri elde edilmistir.
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e Gelistirilen elektrokimyasal biyosensor, herhangi bir amplifikasyon ve/veya
etiketleme islemi gerektirmeden mMIRNA-410-5p'nin tayini icin yuksek
hassasiyete sahip iyi bir performans sergilemistir. Hazirlanan biyosensor ile,
literatiirde bildirilen diger elektrokimyasal biyosensdrlerin performansiyla

karsilastirilabilir sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak gergeklestirilen tiim ¢aligmalar dikkate alindiginda, sentezlenen CGN-DLC
nanofilmlerinin elektrokimyasal biyosensorlerde hassas ve secici elektrot olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Gelecekteki caligmalarda tez kapsaminda
kullanilan 0zgun sentez yonteminin mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi ve iiretilen CGN-
DLC nanofilmlerinin elektrokimyasal mikroakiskan sistemde elektrot olarak kullanilmas1

planlanmaktadir.
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