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OZET

Bu tez c¢aligsmasinda, bir kanser belirteci olan prostat kanser antijeni (PSA)’nin
elektrokimyasal tayini i¢in hibrid malzeme sentezlenerek elektrot yiizeyine
modifikasyonu yapilmistir. Yeni bir immiinosensorii gelistirilmis ve yapay insan kan
serumunda uygulamas1 gergeklestirilmistir. Oncelikle, 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-
trisulfonik asit trisodyum tuzu (3), 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonil trikloriir
(4), N! N3, NOtris(4-(9H-karbazol-9-yl)fenil)-8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-
trisulfonamid  (6) ve N!, N3 = NO-tris(4-(9H-karbazol-9-yl)fenil)-8-(4-
aminofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (7) bilesikleri sentezlenmistir. Bilesiklerden 2
tanesi literatiirde bulunan yontemlere goére sentezlenirken, 2 tanesi ise bu tez
kapsaminda literatiire kazandirilan orijinal bilesiklerdir.

Sentez sonrasi, FT-IR, UV-Vis, *C-NMR ve 'H-NMR gibi spektroskopik yontemlerle
karakterizasyonu gergeklestirilen bilesiklerden N!, N3, NO®-tris(4-(9H-karbazol-9-
yl)fenil)-8-(4-aminofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (7) hizalanmig ¢ok duvarh
karbon nanotiip (MWCNT) varliginda polimerlestirilerek (CP@MWCNT) hibrid
malzeme sentezlenmistir. Bu hibrid malzemenin karakterizasyonu, termal kararlilig1
ve ylizey analizleri FT-IR, UV-Vis spektroskopisi, TGA, SEM ve TEM kullanilarak
aydinlatilmistir.

Anti-PSA, hibrid malzeme yiizeyine molekiiler aras1 ¢apraz baglanma yontemiyle
modifiye edilmistir. Hazirlanan PSA immiinosensdriin immobilizasyon siiresi,
CP@MWCNT miktari, antikor miktar1 ve gluteraldehit konsantrasyon optimizasyonu
DPV ile yapilmistir. Ayrica, elektrokimyasal karakterizasyon c¢aligsmalar1t CV ve EIS
teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Optimum sartlarda immiinosensdriin
tekrarlanabilirligi, uzun siire stabilitesi ve secicilik gibi parametreleri belirlenmis ve
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kan serumu kullanilarak gercek dérnekteki sensoriin
cevabi arastirildi ve geri kazanimlar1 hesaplandi. Hazirlanan CP@MWCNT tabanli
yeni immiinosensorlerin validasyon ¢alismalart ELISA kiti ile gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Piranin, MWCNT, Hibrid malzeme, Elektrokimyasal PSA
immiinosensorii, Kanser biyobelirteci
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ABSTRACT

In this thesis study, the modification of hybrid materials which synthesize for the
electrochemical determination of prostate cancer antigen (PSA) that is a cancer
biomarker performed through the surface of glass carbon electrodes. A new
immunosensor was developed and its application was carried out by using commerical
human blood serum. Firstly, 8-(4-nitrophenoxy)pyren-1,3,6-trisulfonic acid trisodium
salt (3), 8-(4-nitrofenoxy)pyren-1,3,6-trisulfonil trichloride (4), N', N*, NS-tris(4-(9H-
carbazol-9-yl)phenyl)-8-(4-nitrofenoxy)pyren-1,3,6-trisulfonamid (6) and N', N, N°-
tris(4-(9H-carbazol-9-yl)phenyl)-8-(4-aminofenoxy)pyren-1,3,6-trisulfonamid ~ (7)
were synthesized for the synthesis of the hybrid material. Two of these compounds
were synthesized according to the methods available in the literature, while the other
two are original compounds introduced to the literature within the scope of this thesis.
N!, N3, NS-tris(4-(9H-carbazol-9-yl)phenyl)-8-(4-aminofenoxy)pyren-1,3,6-
trisulfonamid (7) was polymerized in the presence of aligned multi-walled carbon
nanotube (MWCNT) to sytnhesize the hybrid material (CP@MWCNT) and was
characterized by spectroscopic methods such as FT-IR, UV-Vis, 3*C-NMR ve 'H-
NMR. Characterization, thermal stabilities and surface analyzing of the hybrid
materials were elucidated by using FT-IR, UV-Vis spectroscopy, TGA, SEM and
TEM.

The intermolecular cross-linking method was used for the interaction of anti-PSA with
hybrid material. Time of immobilizastion, amount of CP@MWCNT, amount of
antibody ve the concentration of gluteraldehyde of the prepared PSA immunosensor
were optimized by using DPV. Additionaly, electrochemical characterization studies
were performed buy using CV and EIS techniques. Parameters such as reproducibility,
long-term stability and selectivity of immunosensor were determined under optimal
conditionds, and a calibration chart was obtained. Response of sensor in a real sample
was investigated by using blood serum, and recoveries were calculated. Validation
studies of newly preapared CP@MWCNT-based immunosensors were conducted
using an ELISA kit.

Keywords: Pyranine, MWCNT, Hybrid material, Electrochemical PSA
immunosensor, Cancer biomarker
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

Ipa : Anodik Pik Akimi, A

Epa : Anodik Pik Potansiyeli, V

n . Aktarilan Elektron sayisi
Amax : Dalga Boyu

Vmax : Dalga Sayis1

m : Egim

F : Faraday Sabiti, C/mole”

A S

Ipk :  Katodik Pik Akimi, A

Epk : Katodik Pik Potansiyeli, V

) :  Kimyasal Kayma Degeri (ppm)
LA . Mikroamper

mA : Miliamper

mL :  Mililitre

M :  Molarite

€ :  Molar Absorplama Katsayist
nm :  Nanometre

E : Potansiyel

R . Rydberg Sabiti, m™!

ko : Standart Hiz Sabiti

Epn . Yar-Pik Potansiyeli, V
DWCNT :  Cift Duvarli Karbon Nanotiip
MWCNT : Cok Duvarli Karbon Nanotiip
DPV :  Diferansiyel Puls Voltametrisi
DMSO :  Dimetilsiilfoksit

Cv :  Doniistimlii Voltametri
DMSO-ds :  Détero Dimetilstilfoksit
CDCl; : Détero Kloroform

FT-IR :  Fourier Transform Infrared
TEM :  Gegirimli Elektron Mikroskobu
LOD :  Gozlenebilme Sinirt

TLC . Ince Tabaka Kromatografisi
CNT . Karbon Nanotiip
MALDI-MS : Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonlasma
UV-Vis : Mordtesi-Goriiniir Bolge
DMF :  N-N-dimetilformamid

NMR :  Niikleer Magnetik Rezonans
Epk : Katodik Pik Potansiyeli, V
Epn . Yari-Pik Potansiyeli, V

ko :  Standart Hiz Sabiti

F . Faraday Sabiti, C/mole

R . Rydberg Sabiti, m™!
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Normal hiicre ve kanser hiicre ¢cogalma dongiisii (A), kansere
sebep olan en 6nemli faktorler (B) ve kanserin 10 temel
ozelligi [8].

PSA'nin 3 boyutlu gosterimi.

Biyosensorlerin kisimlari.

Biyosensdrlerin siniflandirilmasi.

Birincil, ikincil ve {igiinciil nesil biyosensorler [53].
Elektrokimyasal analizlerde kullanilan elektrotlar: GCE
caligma, platin tel karsit ve Ag/AgCl referans elektrotlart.
Doniisiimlii voltametride uygulanan potansiyelin a) akimla b)
zamanla degisimi.
Differansiyel puls voltametride uygulanan potansiyelin a)
akimla b) zamanla degisimi.

Fullerenlerin baslica izomerleri (C60- C84).

: Tek duvarli (SWCNT), ¢ift duvarli (DWCNT) ve ¢ok duvarl

(MWCNT) karbon nanotiiplerin yapilari.

: Iletken polimerlerin yapilar.

: Karbazol bilesiginin kimyasal yapisi.

: Piranin yapisi.

Sentezi gergeklestirilen bilesikler.

(3) numarali bilesigin sentezi.

(4) numaral1 bilesigin sentezi.

(6) numarali bilesigin sentezi.

(7) numaral1 bilesigin sentezi.

CP polimerinin MWCNT ile modifikasyonu.

3 Numarali bilesigin kimyasal yapisi.

3 numarali bilesige ait FT-IR spektrumu.

4 Numaral1 bilesigin kimyasal yapisi.

4 numaral bilesige ait FT-IR spektrumu.

6 Numaral1 bilesigin kimyasal yapisi.

6 numarali bilesige ait FT-IR spektrumu.

6 numarali bilesige ait kiitle spektrumu.

6 numarali bilesige ait 'H-NMR spektrumu.

7 Numaral1 bilesigin kimyasal yapisi.
7 numarali bilesige ait kiitle spektrumu.
7 numaral bilesige ait '"H-NMR spektrumu.
7 numarali bilesige ait "H-NMR’m D,O eklenmis ve
eklenmemis halinin karsilastirmasi.
7 numarali bilesige ait *C-NMR spektrumu.

7 numarali bilesige ait UV-Vis spektrumu.
Sentezlenen bilesiklerin a) 3 numarali b) 4 numarali c) 6
numarali d) 7 numarali bilesiklerin FT-IR spektrumlarinin
karsilagtirilmast.
CP@MWCNT hibrid malzemesinin sematik gosterimi.
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KCl) ¢ozeltisindeki elde edilen elektrokimyasal empedans
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1. GIRIS

Elektrokimya, bir kimyasal reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan elektriksel ve kimyasal
enerji degisimleri arasinda gergeklesen degisimleri genis kapsamli inceleyen bir bilim
dalhidir. Yasam analizi, klinik testler, ¢cevre koruma, gida denetimi gibi bir¢ok alanda
uygulama alanina sahiptir. Elektroanalitik kimya ise kantitatif veya kalitatif analitik
incelemeler yaparak yeni yontem ve elektrotlarin gelismesinde dncelik saglar. Yakit
hiicrelerinde elektrokataliz incelenmesi, pillerde interkalasyon arastirilmasi,
nanomalzeme inceleme veya redoks-aktif olmayan molekiillerin analizi i¢in yeni
modifiye elektrotlar1 gibi bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir [1]. Elektroanalitik
kimyada bu uygulamalarimin analizi i¢in potansiyometrik, kondiiktometrik,
amperometrik gibi teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler kolay numune hazirlama,
diisiik maliyet, yiiksek duyarlilik gibi olumlu 6zellikleri nedeniyle diger spektrometrik

veya kromatografik yontemlere kiyasla ilgi alan1 giderek artmaktadir.

Elektrokimyasal sensorler, kimyasal ve biyolojik degisiklikleri elektrokimyasal
sinyallere dondistiiriir. Elektrokimyasal biyosensor ise analit olan biyolojik bileseni
tantyarak kimyasal degisiminin konsantrasyonla orantili olarak elektrik sinyaline
dontstiiriilmesine dayanir. Tasinabilir, olduk¢a hassas, basit, hizli, segici ve 0zgiin
olmalar1 dolayisiyla saglik, ¢evre, gida, kalite kontrol ve endiistri gibi bir¢ok alanda

kullanimi mevcuttur [2].

Karbon nanotiiplerin elektrokimyasal reaksiyonlarda elektron transferini destekleme
yetenegi, yiiksek elektronik iletkenligi, biyolojik tanima olaylarinda elektronik sinyal
iletimini saglarken farkli bilesik gruplariyla modifiye edilmesi ara yiizeydeki etkisini
arttirarak elektrokimyasal sensorlerde kullanimini arttirmig ve bu yonde ileri
caligmalar siirdiiriilmistiir [3]. Karbon nanotiipler 6zel bir yan duvar egriligine ve
yiiksek hidrofobik bir yiizeye sahiptir. Ust iiste binen silindirlerin sayisina bagli olarak
tek (SWCNT), cift (DWCNT), ve ¢cok (MWCNT) duvarli karbon nanotiip olarak
adlandirilirlar. Kimyasal sensorler, elektronikler, model saglik uygulamalar1 ve enerji
depolama gibi uygulamalari bulunmaktadir. CNT modifikasyonlu elektrotlarin
kullaniminda artisin nedeni karbon nanotiip iizerinde organik bilesiklerin daha giiglii

adsorpsiyonu ve styirma tepkilerinin daha az asir1 potansiyele dogru kaymasidir [3].



Bu 6zellikleri saglamasi sebebi ile hibrid malzemeler hazirlanmasinda 6ncii olmustur.
Hibrid malzeme olarak genellikle polimerler, metal nanopartikiiller, siklodekstrinler,
mikropartikiiller kullanilir. Genellikle polimerler bir elektrik yiikiine ve delokalize
elektronlara sahip olmamasi nedeniyle iletkenlik gostermez fakat bir organik
molekiilde konjuge ¢ift bag sayesinde delokalizasyona neden olmasiyla birlikte iletken
polimerler yoniinde bir¢ok sentez gerceklestirilmistir. Bunlara poliasetilen, polianilin,
polikarbazol, polipirol gibi iletken polimerler 6rnek verilebilir. Hibrid malzeme i¢in
iletken polimer ve karbon nanotiipiin kompozit edilmesi elektrokimyasal ve mekanik

ozelliklerde artisa neden olmustur.

Immiinosensérler, reseptdr olarak kullanilan antijen ve antikor arasindaki
immiinokimyasal reaksiyonlar1 inceleyerek farkli analit konsantrasyonlarini ve
miktarlarini belirler. Bu sensoriin 6l¢timii elektrokimyasal, manyetik, termometrik ve
optik gibi doniistiiriiciiler ile sinyale ¢evrilir. Dogrudan, dolayli ve sandvi¢ metotlari
kullanilarak immiinokimyasal reaksiyonun tespiti yapilir. Dogrudan analizde belirli bir
antikor hedef alinirken, dolayl1 analizde ise bir adim eklenerek tespit sinyali arttirilmis
olur. Sandvi¢ metotta ise hedef analitin farkli kisimlaria bagl bulunan iki antikor

bulunur ve bu antikorlar analiti sikistirarak bir yap1 olusturur.

Bu tez ¢alismasinda hibrid malzeme eldesi icin polimerize olabilecek karbazol ve
antikor immobilizasyon derecesini artiracak amin gruplari olan yeni piranin molekiilii
(Karbazol-piranin, CP) sentezlenmis ve FT-IR, MALDI-TOF, 'H-NMR ve *C-NMR,
UV-Vis spektroskopisi gibi tekniklerle karakterize edilmistir. Elde edilen karbazol-
piranin monomeri FeCl; katalizérii varliginda MWCNT ortaminda oksidatif
polimerizasyon reaksiyonu ile yeni hibrid malzeme (CP@MWCNT) sentezlenmistir.
CP@MWCNT hibrid malzemesinin karakterizasyonu, termal kararliliklar1 ve yiizey
analizleri FT-IR, UV-Vis spektroskopisi, TGA, SEM ve TEM kullanilarak
aydinlatilmistir. Bir kanser belirteci olan prostat kanser antijeni (PSA)’nin
elektrokimyasal tayini i¢in sentezlenen CP@MWCNT hibrid malzeme cams: karbon
elektrot yiizeyine modifiye edilmistir. Anti-PSA’nin hibrid malzeme ile etkilesimi i¢in
gluteraldehit c¢apraz baglama ajam1 kullanilmis ve yilizeye kovalent olarak
tutturulmustur. PSA’ya se¢ici immiinosensoriin optimum parametreler belirlenmis ve
elektrokimyasal karakterizasyon ¢alismalari, tekrarlanabilirlik, uzun siire stabilitesi,
secicilik ve ger¢ek ornek analizleri CV, DPV ve empedans spektroskopisi kullanilarak

analiz edilmistir. Boylece yeni karbazol-piranin monomeri ve CP@MWCNT hibrid



malzemesinin yani sira farkli bir bakis acistyla hassas ve secici elektrokimyasal PSA

immiinosensorii literatiire kazandirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser

Kanser, viicudun ¢esitli bolgelerindeki dokulara yayilma ve istila etme potansiyeli olan
anormal hiicre biliylimesini iceren bir hastalik grubudur ve 100’den fazla farklh
hastalig1 biinyesinde barindirir [4]. Kanserler, kiiresel hastalik oraninin énemli bir
boliimiinii olusturur. En son kiiresel verilere gore, 2022 yilinda diinyada yaklagik 20
milyon yeni kanser vakasi tespit edilirken, yaklagik 10 milyon kisinin 6liimiine sebep
oldugu belirtilmistir. 2050 yilina kadar ise bu sayisinin 35 milyona ulagmasi
beklenmektedir [S]. Viriisler, bakteriler, radyasyon, yeme aliskanliklar1 ve kimyasallar
gibi bir¢ok genetik, fiziki ve gevresel faktor kanser gelistirme riskini arttirir. Bunlara
ornek olarak; X-isinlari, radyoaktif maddelerden yayilan radyasyon, anilin tipi
boyalar, sigara, serbest radikaller, hava kirliligi, gida katki maddeleri, ¢esitli ilaglar,
parfimlerde kullanilan bazi kimyasallar verilebilir. Cevresel faktorler havada,
toprakta, suda ve yiyeceklerde bulunurken, ayn1 zamanda alkol, obezite, tiitiin tiiketimi
ve diyabet gibi etkenler de goriilmektedir [6]. Genetik faktorler agisindan timor
baskilayici genler ve DNA onariminda rol oynayan genler dahil olmak {izere birden
fazla mutasyonlar tek bir gen yerine kanser olusumuna sebebiyet verir. Bu genler, doku
homeostazin1 ve hiicre biliylimesini diizenleyen ii¢ ana biyolojik yolla kansere neden

olur. Bu biyolojik yollar; hiicre biiylimesi, apoptoz ve farklilasma olarak adlandirilir.

Sekil 2.1°de oOzetlendigi gibi, kok hiicre rezervi, doku onarimimi ve islevsel
homeostaziyi desteklemek i¢in telafi edici kapasitenin sinirina ulasir ve burada
organizmanin bir biitlin olarak 6liimii, kritik bir organa veya islevsiz dokunun kritik
kiitlesine ulastiginda gergeklesir. Farkli bir kok hiicre yolu ise ekzojen ve endojen
zararh faktorlerin etkisi altinda patolojik yeniden farklilasmaya, 6liimsiizlesmeye ve

tiimdr hiicrelerinin bir klonunun olusumuna yol agar [7].
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Sekil 2.1: Normal hiicre ve kanser hiicre ¢cogalma dongiisii (A), kansere sebep olan
en 6nemli faktorler (B) ve kanserin 10 temel 6zelligi [8].

Genetik faktorlerden dolay1 meme, cilt, prostat, bobrek, akciger, kalin bagirsak, kemik
iligi, girtlak, tiroid, rahim agzi, goz, pankreas, yumurtalik kanserleri meydana
gelmektedir. Kanser hiicrelerine goére normal hiicrelerde biliyiime ve farklilasma
regiilasyonundaki farkin ne oldugu yoniindeki calismalar, antikanser terapilerine
gelismesine, kanserin molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlagilmasina yol agmustir.
Boylece, kanserin erken taninmasi, dogru tant konmasi ve daha etkili tedavi

yontemlerine olanak saglayacaktir.

2.1.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir ve kansere bagl
Oliimlere sebep olan besinci sirada yer alir [9]. Erkek prostat dokusunun dis kabugunda
ortaya ¢ikan tiimorlerdir. Bulunduklar1 bolgede kalan ve bagka organlara yayilmayan
tiimorler, 1yi huylu timor olarak adlandirilir [10]. K6t huylu tiiméorler ise komsu
organlara yayilma ozelligi gosterir ve bu tiimor prostat kanseri olarak adlandirilir.
Mukus hiicrelerinin  hizla ¢ogalmasi ile tiimoriin organ digina yayilmasina
“adenokarsinom” denir. Bu hiicreler, prostat kanserlerinin %95’inden fazlasim

olusturur [11].

Kiiresel verilere gore prostat kanserine bagli 6liim oranlar1 Afrika-Amerika kékenli

erkeklerde en biiyiik riskin oldugu goriilmektedir [12]. Avustralya ve Kanada’da %80,



Danimarka, Polonya ve Cezayir’de ise %40 olarak belirtilmistir. Prostat kanserin risk
faktorlerine bakildiginda ileri yas orami goriilmiistiir. Kanserin %751, 65 isti
erkeklerde teshis edilmis, 40 yasindan kiiciik erkek hastalarda ise nadiren rastlanmustir.
Ikinci bir faktdr ise ik veya etnik kokene bagdastirma yapilmistir fakat bunun
sebebinin kesin olamamakla birlikte sosyoekonomik, cevresel veya diyet gibi
faktorlere bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Aile dykiisii ise {igiincli bir faktordiir.
Prostat kanseri olan birinci derece akrabasi olan erkeklerde prostat kanseri riski iki kat
artar. Akraba 60 yasindan kiicilik bir yasta teshis edilmisse veya birden fazla birinci
derece akrabaya teshis konulmugsa risk daha da artar [13].

Prostat kanseri olan erkeklerin biiyiik bir cogunlugunda kanser yavas biiyiir, genelde
semptom goriilmez fakat sertlesme bozuklugu, bolgede rahatsizlik hissi, idrarda kan
goriilmesi, idrar akisinda kuvvet azalmasi, kemik agrilar1 (metastatik hastalikta) ve
idrar yapma giigliigii gibi baz1 belirtileri bilinmektedir. Baz1 erkeklerde ise kanser
ilerler ve bu durum hastaligin tahmini veya iyilesme durumu hakkinda 6ngoriiniin
kesinlesmesini zorlastir. Bu nedenle, asemptomik erkeklerde erken teshis ve tedavi

bircok hastaya biiyiik fayda saglamaktir.

Prostat kanseri teshisi i¢in goriintiileme yontemleri olarak MR, kemik sintigrafisi,
Galyum 68 PSMA PET (Prostat Spesifik Membran Antijeni Pozitron Emisyon
Tomografisi) tarama veya transrektal ultrasyon (TRUS) gibi yontemler uygulanabilir
[11]. Bunun yani sira biyopsi testi olarak dijital rektal muayene (DRE), kan testi olarak
PSA (Prostat 0zgii antijen) ve idrara dayali testler yapilarak hastaligin teshisi

yapilmaya calisilmistir [14].

Prostat kanseri evreleri tespit edilirken TNM evreleme sistemi kullanilir. T (tiimor),
tiimoriin boyutunu, yerini ve dokuda ne kadar derine indigini tanimlar. N (diigim),
kanser hiicrelerinin yakindaki lenf diiglimlerine mi yoksa lenf diigiimlerini baglayan
kanallara m1 yayildigin1 gosterir. M (metastaz), kanser hiicrelerinin uzak organlara
veya dokulara yayilip yayilmadigini ifade eder. Asagidaki tablo 2.1’de evreleme
sistemleri ve buna bagli degisimler gozlenmistir. Gleason skoru, prostat kanserinde
kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden farklilasma derecesini degerlendiren

skorlamadir [15].



Tablo 2.1: Prostat kanser evreleri, T (tiimor), N (diigiim)ve M (metastaz).

Prostat Kanser Evreleri
Evreler T N M PSA (ng/ml) Gleason
I Tla-c NO MO <10 <6
T2a NO MO <10 <6
Tla-c NO MO PSA <20 7
Tla-c NO MO| PSA >10<20 <6
Ila T2a NO MO | PSA>10<20 <6
T2a NO MO PSA <20 7
T2b NO MO PSA <20 <7
T2c NO MO Herhangi Herhangi
IIb T1-2 NO MO PSA >20 Herhangi
T1-2 NO MO Herhangi >8
1T T3a-b NO MO Herhangi Herhangi
T4 NO MO Herhangi Herhangi
IV Herhangi N1 MO Herhangi Herhangi
Herhangi| Herhangi | M1 Herhangi Herhangi

2.1.2. Kanser Biyobelirtecleri

Biyobelirtecler, kanda, viicut sivilarinda veya dokularda bulunan, normal veya
anormal biyolojik bir siirecin veya hastaliklarin varligin1 isaret eden herhangi bir
biyolojik belirte¢ anlamina gelir [16]. Kanser biyobelirtecleri, hastalik riskini tahmin
etme, gizli birincil kanserleri tarama, iyi huylu bulgulari kétii huylu bulgulardan veya
kotli huylu bir tiimorii digerlerinden ayirma, kanser teshisi konmus hastalar igin
prognoz belirleme veya hastaligin durumunu izleme dahil olmak iizere birden fazla
klinik ortamda hasta degerlendirilmesi ic¢in kullanilir. Yiiksek secicilik, 6zgilliik,
dogruluk veya tekrarlanabilirlik gibi Ozelliklere sahip olmalar1 da degerlendirme
acisindan kolaylik saglamaktadir. Bu stratejileri tiim niifusa toptan uygulamak yerine
sadece yiiksek risk gruplarina uygulamak daha etkilidir. Belirtegler; tam kan, serum
ve plazma gibi dolasimda; digki, idrar ve balgam tiirevlerle salgi olarak tespit
edilebilirler. Biyobelirte¢lerin bir¢ok ¢esidi bulunur. Bunlara, bir enzim veya reseptor
gibi ¢esitleri bulunan proteinler; mikroRNA ve kodlanmayan RNA gibi niikleik asitler
ve peptitlerdir. Bugiine kadar 20’den fazla onayl1 kanser biyobelirteci tanimlanmis ve
hasta teshisinde klinik olarak kullanilmistir. Bunlara ornek olarak; metastatik
kolorektal (CEA), prostat (PSA), yumurtalik (CA125, HE4), meme (CA27.29) ve
pankreas (CA19-9) kanseri verilebilir [17].



Biyobelirteglerin ~ kullanimlar1  tedavi  Onerilerinin  ve takip taramasinin
optimizasyonunu saglayacak, hasta i¢in kisilestirismis bir tedaviye ve bunun
sonucunda olusan hasta toksisitelerini azaltmaya ve kaynaklar1 daha etkili bir sekilde
kullanarak maliyetleri diisirmeye yol acacaktir. Fakat biyolojik sivilardaki
konsantrasyonlari, klinik biyobelirte¢ olarak nitelendirilmeleri i¢in hastalifa veya

hastaya yanit olarak degismesi gerekmektedir [18].

Su anda kullanimda olan 2000 biyobelirte¢ olmasina ragmen, bunlarin yalnizca %6’s1
klinik uygulamada belirli hastaliklar1 tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. Bunlarin

baslica sebeplerinden biri belirteclerin diisiik tekrarlanabilirlige sahip olmalaridir [19].

2.1.3. PSA Biyobelirteci

Prostat 6zgii antijen tek zincirden olusan, glikoprotein yapisinda bir molekiildiir. Doku
kallikrein ailesinin bir iiyesi olan PSA, serin proteaz (proteinlerdeki peptit baglarini
parcalayan enzim) aktivitesine sahiptir (Sekil 2.2) ve yapisinda 237 aminoasit bulunan
PSA’nin molekiil agirligi 34 kDA’dir. PSA gilinlimiizde en sik kullanilan tiimor
belirtecidir. Prostat kanserine erken tani koymak i¢in tiimor belirteci arayisi 1960’11
yillarda baslamistir. 1986’da Amerika Bilesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanmis ve 1990 yilindan itibaren iiroloji pratiginde uygulamaya
girmistir. Richard J. Ablin 1970°1i yillarda normal, benign (kanserli olmayan) ve
malign (kanserli) dokusunun antijenik yapisi ile ilgili arastirmalar yiiriitmiistiir. Bu
caligmalar sonucunda prostat dokusunda 6zgiil iki antijen saptamislardir. Bunlardan
birisinin prostatik asit fosfataz oldugunu, digerinin ise daha detayli bir sekilde
karakterize edilmesi gerektigini bildirmislerdir. Prostatik asit fosfatazdan farkli

antijeni tanimlarken “prostat 6zgii antijen” tanimi1 kullanilmistir [20].

Sekil 2.2: PSA'nin 3 boyutlu gosterimi.



Flocks ve arkadaslari, 1960 senesinde, prostat dokusuna karst {iretilmis olan
antikorlarin dokuya ve tlire 6zgii oldugunu bildirmislerdir. Prostat dokularinin
antijenik yapilarmin benzer olduklarin1 ve kanserli dokuya 6zel bir antijenin ortaya
konamadig1 vurgulamistir [21]. PSA, kansere 6zgii olmayip prostat organina 6zgii bir
protein oldugu i¢in her bir PSA ytiksekligi kanser oldugu anlamina gelmemektedir. Bu
nedenle; yasa 6zgii PSA, PSA artis hizi, serbest/total PSA orani, hacimce 6zgiin PSA
ve PSA dansitesi gibi kavramlar kullanilarak gereksiz biyopsilerden kaginilmaya
calisilmistir [22]. Papsidero ve arkadaglari, 1980 yillarinda, prostat dokusundaki
PSA’ya kars1 tretilmis antikoru kullanarak, metastatik prostat kanserli hastalarin
serumlarindaki PSA’y1 izole etmeyi basarmustir. Prostat dokusundaki PSA’nin
molekiil agirligi 34 kDa iken, serumda ise 96 kDa olarak 6l¢lilmiistiir. Aradaki bu fark,

PSA’nin serumda baglandig1 proteinler ile agiklanmistir [23].

PSA sadece kanser tanis1 koymada kullanilan bir belirte¢ olmayip ayni zamanda
kanser nedeniyle tedavi goéren (cerrahi, hormonaterapi, kemoterapi) hastalarin
takibinde ve izlem yapilan hastalarda da kullanilmaktadir [24]. Saglikl1 bireyler PSA
degeri 4 ng/ml’dir ve 4-10 ng/ml degerleri, sinir degeri olarak kabul edilmektedir. 10
ng/ml iizerindeki PSA degerine sahip hastalar, kanser hastasi olarak goriilmektedir ve
buna uygun olarak biyopsi islemi uygulanmaktadir [25]. PSA’nin serum igerisindeki
konsantrasyonundan yararlanilarak ve uygun parametrelerin incelenmesi sayesinde
hastaligin tanisi, tedavisi, evrelemesi ve izlenmesi icin kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir [26].

2.2. Biyosensorler

IUPAC’a gore biyosensor, biyomolekiiliin katmanimin doniistiiriiciiyle yakin temas
halinde oldugu ve elektrik sinyalleri {ireten biyo-analitik bir cihazdir [27].
Biyomolekiilleri bir doniistiiriicli i¢inde veya doniistiiriiciiyle yakin temas halinde
birlestirerek tek bir analite denk bir elektrik sinyali {iretir. Analit ve biyomolekiil
arasindaki  kimyasal reaksiyonun gerceklestigi  sensOriin  platformu, bir
doniistiiriiciiniin  ylizeyidir. Bu doniistiiriicii, kimyasal enerjiyi elektrik sinyaline

doniistiiriir ve elektronik devre sinyalini igleyerek kullanilabilir bir forma getirir [28].

Sensorler; alici, doniistiiriicii ve okuma sistemleri olarak ii¢ bdliimden olusur.
Biyosensor ise analit, biyoreseptor, doniistiiriicli, elektriksel ara yilizeyler ve ekran

pargalarindan meydana gelmektedir [29]. Biyoreseptorler; enzim, hiicreler, antikorlar,
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niikleik asitler ve DNA gibi hedef molekiiliin yakalandig1 bir biyolojik baglanma
bolgesidir. Ara ylizey elemani; nanomalzemeler, genis bir elektroaktif alana sahiptir.
Analit-reseptor arasinda yiiksek biyo-uyumluluk saglayarak nanotasiyict olarak
kullanilir ve analiz yanmitin1 arttirirlar. Dontistiiricii ise  optiksel, elektronik,
gravimetrik ve elektrokimyasal olarak siniflandirilir. Bir kimyasal veya hedefin
varliginda baglanti kurarak algilama ve tanima olayini bir sinyale doniistiiren cihazdir.
Elektriksel arayiizeyler olarak ise nanoparcaciklar, nanotiipler ve elektrotlar 6rnek

verilebilir [30].
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Sekil 2.3: Biyosensorlerin kisimlari.

2.2.1. Biyosensérlerin Avantajlari, Ozellikleri ve Kullamm Alanlar

Biyosensorler, giivenilir, pratik ve kisa siireli sonuglar saglarlar ve tekrar kullanilabilir
olduklar1 i¢in uzun vadelidirler. Diisiik maliyet, nano-yap1, hizli ve kolay kullanim gibi
Ozellikleri vardir. Bunun yani sira, bliyiik bir hassasiyet saglamasi sayesinde bio-
element ve analit arasindaki secicilik biyosensoriin istenilen alanda hazirlanip

kullanilmast agisindan avantaj saglar fakat biyofabrikasyon gerektirir.

Saglik, ilag, gida, kalite kontrol, endiistriyel, hayvancilik, ¢evre kirliligi, atik kontroli
ve askeri alanlarda, minerallerdeki toksik gaz tayini, biyomedikal ve tarim gibi bir¢cok
alanlarda kullanimlar1 bulunmaktadir [31]. Saglik ve mikrobiyal alanlarda hastalik
tanimlama, dnleme, rehabilitasyon, hastalarin saglik gdzetimi gibi etmenlerde rol alir.
Ayrica birgok kanserin teshisinde ve tedavisinde biiyiikk bir énem arz eder [32].
Bakteri, patojen ve viriis mikroorganizmalarini tespit etmek i¢inde kullanilabilir [33].

Endiistriyel alanda yiiksek boyutta bakteri ve okaryot bakteri kiiltiirii kullanilarak
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endiistriyel fermantasyon iireten malzemeler iiretilebilir. Cevresel sularin gézlemi,
yeralt1 sularindaki artan kirliliklerin veya fosfat ve nitrat gibi anyonik kirliliklerin
tayini yapilabilir. Askeri ve savunma alaninda ise kimyasal ve biyolojik yapilarin ve
silahlarin tespiti gibi ¢alismalar bulunmaktadir. Balik, et ve kiimes hayvanlardaki

patojenik organizmalara bakilarak yiyecek endiistrisinde yarar saglar [34].

2.2.2. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Bir biyosensoriin biyolojik tanima elemani, hedef analitler ile 6zgilin bir sekilde
etkilesime girerek sensorlerin seciciligini gosterir. Bu elemanlar iki ana sinifa ayrilir:
biyokatalizdrler (enzimler, mikroorganizmalar ve doku materyalleri) ve biyoligantlar
(antikorlar, niikleik asitler ve lektinler). Biyosensorler, doniistiiriicii eleman ve
biyotanima elemani olarak ikiye ayrilir [35]. Doniistiiriicti elemani; biyoluminesas,
kiitle bazli biyosensorler, elektrokimyasal biyosensorler, optiksel biyosensorler ve
termal biyosensorler olarak birbirinden ayrilir. Kiitle bazli biyosensorler:
manyetoelektrik, piezoelektrik (kuvars kristal mikroterazi, yiiksek akustik dalgasi)
sensorlerdir. Elektrokimyasal biyosensorler: potensiyometrik sensorler, amperometrik
sensorler, impedimetrik sensorler ve kondiiktometrik sensorleridir.  Optik

biyosensorler: ylizey plazmon rezonansi, raman ve FT-IR, fiber optiklerdir [36].

BIYOSENSOR
1
Doniistiriict Biyolojik Tanima
Elemanlar Elemanlarn
1
Elektrokimyasal Optiksel Kiitle Bazlh — Antikor
—— Potansiyometrik Floresans Piezoelektrik = |— Bakteriyofaj
—— Amperometrik Kemiliiminesans Yizey Akustik L pNA
Dalgasi
L impedimetrik Yiizey Kontak — Enzim
Plazmon
Rezonansi
L Kondiiktometrik L— Biyomimetik

Sekil 2.4: Biyosensorlerin siiflandirilmasi.

2.2.3. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, 1962°de Leland C. Clark tarafindan immobilize

glikoliz oksidazli ilk enzim elektrodu ilkesini ortaya atmasi ve buna “biyosensor’” adini
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vermesiyle taninmigtir ve yillardir hem temel hem de uygulama olarak arastirma
konusu olmustur. Genel terime bakilirsa, secili nicel veya yari nicel analitik veriler
i¢in biyolojik tanima elemani kullanan bir reseptor-transdiiser cihazi olarak adlandirilir
[37]. Elektrokimyasal biyosensorler tasinabilir, olduk¢a hassas, basit, kisa tepkili,
secici, ucuz ve Ozgilin olmalar1 dolayistyla genis bir uygulama yelpazesine sahiptir
[38]. Biyolojik bilesen analiti tanir ve kimyasal degisimin konsantrasyonuna orantili
olarak elektrik sinyallerine doniistiiriilmesiyle meydana gelir. Burada aslinda
elektrokimyasal biyosensorlerin temellerinden biri olan indirgenme-yiikseltgenme
yani redoks tepkimesi gergeklestirilmistir [39]. Redoks tepkimesinde, bir taraf elektron
kazanip indirgenirken, diger taraf elektron kaybederek yiikseltgenmistir. Reaksiyon
hiicresindeki gerceklesen durumlar1 birbirine baglayarak elektron akisindan
yararlanirlar ve boylece ¢ozeltideki yiikii dengelemek icin ¢ozelti/elektrot arayiizii
boyunca bir ylik transferi gézlemlenir ve elektron akisini ve difiizyonunu diizenlemek
icin hiicre boyunca harici bir potansiyelin uygulanmasi yapilir [40]. Analitin varligini
veya konsantrasyonunu gézlemlemek icin birgok farkli dis voltaj kullanilir. Bunlar;

amperometrik, potansiyometrik, impedimetrik ve kondiiktometriktir [41].

2.2.3.1. Potansiyometrik Biyosensorler

Iyon secici elektrotlara (ISE) ve iyon duyarli alan etkili transistorler (ISFET)
kullanilarak elektrot sistemlerinin potansiyel olgiilmesine dayanir [42]. Sabit bir
elektrik akimi uygulandiginda, analit konsantrasyonuna gore calisma ve referans
elektrotlar1 arasindaki potansiyel farkindan yararlanir [43]. Burada redoks tepkimesi
gercekleserek iyonun varligi izlenir. Elektrottan gegen akim sifira esittir veya sifira
yakindir. Iyon analizi ve pH degisimini 6lgebilirler. Potansiyometrik biyosensérlerin
en biiylik avantaji, uygun elektrot kullanildiginda gosterdikleri duyarlilik ve
seciciliktir. Genellikle uygun maliyetlidir, tekrarlanabilir ve yeniden {iretilebilirler.
Ayrica, tepki siiresini, dogrusal aralig1 ve tespit sinirint da potansiyometrik biyosensor

kullanilarak bulunabilir [44].

2.2.3.2. Kondiiktometrik Biyosensorler

Hiicre i¢i gerceklesen reaksiyonlarda iyon ve elektron iiretiminde ¢6zeltinin degisen
iletkenligi ve direncini Olcer ve kalibresi yapilir. Kondiiktometrik biyosensoriin

avantaji, referans elektrot kullanilmamasi, diisiik voltajda ¢alismasi ve 1s18a duyarsiz

12



olmasidir [45, 46]. Hava nemini ve belirli gazlarin konsantrasyonunu belirlemek igin

kullanilir [47].

2.2.3.3. Amperometrik Biyosensorler

Amperometri, elektrokimyasal biyosensor alaninda en yaygin kullanilan 6l¢tim
tekniklerinden biridir [45]. Ilk amperometrik sensorler; Clark tarafindan gelistirilen
¢ozlinmiis oksijen analizi tayininde ve Contiand Maget tarafindan 6nerilen ve hidrojen
tayininde kullanilan elektrotlardir [48]. Belirli bir analitin miktarina gdre sistemden
akim gecmesi icin elektrot sistemine sabit bir voltaj uygulanir. Bu islem sirasinda
elektrot yiizeyinde redoks tepkimesi meydana gelir ve analitin konsantrasyonuyla
orantil1 olarak bir elektrik akimi iiretir [49]. Amperometrik biyosensorlerin ¢aligma
elektrotlar1 genellikle soy metaldir veya biyotanima bileseniyle kaplanmis bir tiir baski
katmanidir. Potansiyometrik biyosensorler gibi reaksiyon siireleri, enerji araliklart ve
hassasiyetleri bulunur. Bu cihazlar sadece akim Ol¢limlerine baghdir. Amperometik

biyosensorler, elektrokimyasal evrimine dayanarak {i¢ ¢eside ayrilir:

Birinci nesil biyosensdrler, substrat ve iiriin konsantrasyonunun analiz edildigi Clark
modeline dayanmaktadir. Analit enzimle reaksiyona girerek iiriin olusumuna neden

olur [50].

Ikinci nesil biyosensérlerde elektronun elektrot tabanina transferini saglamak igin
redoks medyatorleri denilen redoks ciftleri ve selektron tasiyicilart igeren
dontstiiriiciiler kullanilir. Bu medyatorler, birinci nesil biyosensorlerden kaynaklanan
ylksek potansiyel dezavantajin1 ortadan kaldirmak iizere yararlanilir. Potasyum
ferrisiyaniir, ferrosen, hidrokinon ve tetratriyafulvalen, ferrosen karboksilik asit,
promazin, dimetilamino metilferrosen, metilin bl.e, 1,4-benzokinon, 4,4’-

dihidroksibifenil gibi bilesikler medyator olarak 6rnek verilebilir [51].

Uciincii nesil biyosensorler, elektron tasima redoks aracilarini  kullanmayan
biyosensorlerdir. Bu biyosensorlerin temel prensibi, enzim redoks merkezi ve elektrot
arasindaki dogrudan elektron tagimasini saglamaktir ¢linkii ikinci nesil
biyosensorlerde baz alinan medyatorlerin kullanimi oldukg¢a karmasik ve kompleks
reaksiyonlar1 igerir. Asagida ise anlatilan biyosensorlerin sematik gosterimi verilmistir

[52].
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Sekil 2.5: Birincil, ikincil ve {igiinciil nesil biyosensorler [53].

2.3. Voltametrik Yontemler

Voltametri, 1920’lerde Jaroslav Heyrovsky tarafindan kesfedilmis, 1940 yilinda ise
kat1 bir ¢aligsma elektrodun akiminin 6l¢iildiigii deneyleri anlamlandirmak iizere ortaya
cikmistir [54]. Analitin ¢calisma elektrodu yiizeyiyle elektrokimyasal olarak rekasiyona
girmesiyle degisen potansiyeli ve ortaya ¢ikan akimi oOlgmeye yarayan bir
elektroanalitik kimya teknigine dayanir [S5]. Degistirilen potansiyele gore ortaya
cikan akimi Olgen ve bu sinyallere gore analit hakkinda bilgiler veren bir elektro-
analitik yontemdir. Calisma ve referans elektrotlar1 arasindaki potansiyel zamanla
degisir ve bu elektrotlar arasinda gergeklesen reaksiyon sonucunda olusan akim
olgiilir. Iyi hassasiyeti, minimal giiriiltiisii ve uygulanabilirligi yoniinden
immiinosensorler i¢in yaygin olarak kullanilir. Akim ve gerilim grafiklerinin ¢alisma
ve referans elektrot olmak tizere ikili ya da calisma, referans veya yardimci elektrot
olmak iizere ii¢ elektrotlu sistemlerle ¢alisilir [44]. Cam, kuvars ve teflon gibi kiivetler
genelde tercih edilir. Destek elektrolit, segilen ¢oziiciide oldukc¢a ¢oziiniir olmali,
inertlik gostermeli ve saflagtirabilir olmalidir. Cozeltinin iletkenligi ¢6zlinmiis tuzun
konsantrasyonlarina baglidir. Yiik dengesini saglamak i¢in mevcut elektrolit olmadan
cozelti yiik transferine direngli olacaktir. Bu durumda, ¢ozelti iletkenligini artiran
bliyiik destekleyici elektrolit konsantrasyonlar1 gerekmektedir. Boylece elektrotlarda
elektron transferleri meydana geldikg¢e, destekleyici elektrolit yiikii dengelemek ve

elektrik devresini tamamlamak i¢in go¢ edecektir.
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2.3.1. Voltametride Kullanilan Elektrotlar

Voltametrik reaksiyonlarin gergeklesmesi ve goézlenmesi i¢in bir hiicre sistemi,
bilgisayar ve elektrokimyasal analiz cihazi gereklidir. Redoks tepkimesi hiicre
icerisinde yerlestirilen ii¢ elektrot ile gergeklesir. Bu elektrotlar sirasiyla ¢alisma,
referans ve karsit elektrot olarak adlandirilir. Bunun yani sira hiicre i¢inde tepkimeye

gore ¢ozelti de bulunur.

‘ \:
-
! j 5

Sekil 2.6: Elektrokimyasal analizlerde kullanilan elektrotlar: GCE ¢alisma, platin tel
karsit ve Ag/AgCl referans elektrotlari.

Referans elektrodu, iyi tanimlanmis bir denge potansiyeline sahiptir.  Bir
elektrokimyasal hiicrede diger elektrotlarin potansiyelinin dl¢iilebilecegi bir referans
noktas1 olarak kullanilir. Referans elektrodun dogru elektrokimyasal Olgiim
yapmasindaki en biiylik etken, Olgiilen ¢ozeltinin 6zelliklerinden bagimsiz sabit bir
potansiyele 6l¢iim yapabilmesidir. Hiicrede kullanilan elektrottan bagimsiz birkag
yaygin olarak kullanilan elektrot diizenegi vardir. Sulu ortamda kullanilanlara 6rnek
olarak doymus kalomel elektrot (SCE), standart hidrojen elektrot (SHE) ve Ag/AgCl
elektrotlar1 bulunur [56].

Karsit elektrotlarin amaci elektrik devresini tamamlamaktir. Buna gore, karsit elektrot
analitinin indirgenmesi meydana gelebilecek sekilde calisma elektroduna bir
potansiyel uygular ve akim akmaya baslar. Bu calisma ve karsit elektrot arasinda
elektron akisi olarak kaydedilir. Fakat, iki elektrotta meydana gelen kinetigin birbirini
kesmemesi adina karsit elektrodunun yiizey alan1 daha biiytiktiir. Bu elektrota 6rnek
olarak platin tel veya disk verilebilir. Baz1 karbon tabanli karsit elektrotlarda bulunur
[57].
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Calisma elektrodu, istenilen elektrokimyasal olayr gergeklestirir. Calisma
elektrodunun en 6nemli yont, segilen potansiyel araliginda redoks inert malzemeden
olusmasidir. Tirii, farkli potansiyelleri saglamak veya ilgili tiirlerin yiizey

adsorpsiyonunu degistirmek i¢in deneyden deneye farkli tipte kullanilabilir.

Karbon elektrotlar genis bir potansiyel aralifinda caligma yapilmasina imkan
saglamasi ve maliyetlerinin ¢ok az olmasindan dolay1 elektrokimyasal analizlerde
sik¢a kullanilmaktadirlar. Hidrojen, hidroksil ve karboksil gibi fonksiyonel gruplar ile
karbon yiizeyinde bag olusturabilirler. Karbon elektrotlarin camsi karbon elektrot
(GCE), perde baskili karbon elektrotlar (SPCE), kalem grafit elektrotlar (PGE) ve
metal elektrotlar gibi birgok cesitleri bulunur [58]. Karbon pastasi elektrodu (CPE),
tabaka seklinde zayif m baglari ile birbirine baglanmis ve aralarinda hizli elektron
aligverisi gerceklesen elektrodlardir. Grafit tozunda bulunan karbon molekiilleri
diizlemsel ve aromatik halkalar halinde dizilmislerdir. GCE ise ¢ok iyi mekanik ve
elektriksel ozelliklere sahip olmasi, genis bir potansiyel aralifi olmasi, kimyasal
tepkimelere girmemesi ve tekrarlanabilir yiizeyler saglamasi nedeniyle sikca
kullanilmaktadir. Perde baskili karbon elektrotlar, tek kullamimliktir, basitlerdir ve
diisiik maliyetlidirler. Kullanim kolayligi yan1 sira kimyasal modifikasyon

gerekmemektedir [59].

Yiikseltgenme ve indirgenme pik degerinin farkli konumlarina dayali olarak c¢oklu
tespit yapilabilir. Ayrica, voltametrik sensorlerde, sinyal pikten tespit edilir ve hedef
analitin miktar1 olusan tepe yiiksekliginin bir orani olarak oSl¢iilebilir. Akima karsi
potansiyel, taranan voltaj arali§1 boyunca ¢izilir ve her tekrarlanan tarama i¢in bir dizi
ortiisen dongiisel iz tretilir. Bu islem sonucunda ¢izilen grafige ise voltammogram
denir [57]. Uygulanan potansiyelin igslevine gére en énemli voltametrik teknikler ise
CV (dongiisel voltametri), SWV (kare dalga voltametrisi), DPV (Diferansiyel puls

voltametrisi)’dir.

2.3.2. Dongiisel Voltametri (CV)

Dongiisel voltametri (CV), molekiiler tiirlerin indirgenme ve yiikseltgenme siireclerini
arastirmak ve elektrot karakterizasyonlarini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan
giiclii ve popiiler bir elektrokimyasal tekniktir [60]. Olgiimler referans elektrotun

potansiyelini belirli bir hiz potansiyeli ile ileri ve geri yonlerde tarar. Bu siirecte
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caligma elektrodu tarafindan olusturulan akim I’nin uygulanan potansiyel E’ye kars1

voltamogram alinarak 6l¢iim gergeklesir [57].

a) b)
Anodik iikseltgenme yonii £,
] yiikseltgenme yonii pa (Anodik pik akimi)
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Sekil 2.7: Doniisiimlii voltametride uygulanan potansiyelin a) akimla b) zamanla
degisimi.

Baslangic potansiyeli (Ei1)’den anahtarlama potansiyeli (E2)’ye negatif olarak
taramaya “katodik tarama” denir. Eger bu tarama yonii ters yone dogru gergeklesir ise
baslangi¢ potansiyeli pozitif olarak degisir ve buna “anodik tarama” denir. Anodik ve
katodik pik potansiyelleri arasindaki fark, tepe-tepe ayrimi (AEp) olarak adlandirilir
ve 25 °C’de (2.22RT/F) ise 57 mV’dir. Olusan pikin ileri taramasinda ise yari
maksimumdaki genislik 59 mV’dir. Bu deger elektrokimyasal olarak redoks
tepkimesinin geri doniisiimli oldugunu gosterir. Pik akim1 Randles-Sevcik esitligi ile
ifade edilir ve transfer edilen elektron sayisi bu esitlikten hesaplanir [57].

1
nFUDo)z

iy = 0.446nFAC” (

2.1)

RT
ip: Pik akim1 (amper)

C: Konsantrasyon (mol/cm?®)

A: Yiizey alan1 (cm?)

D: Difiizyon katsay1s1 (cm?/s)

n: Aktarilan elektron sayisi (mol)

v: Tarama hiz1 (V/s)

Kimyasal geri doniisiimliiliik, elektrot ile analit arasindaki elektron transfer kinetigini

ifade eder. Eger elektron transferinde geri doniisiimliilik var ise Nernst dengesi
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kurulur fakat bu doniisiim geri doniistimlii degil ise elektron transfer reaksiyonlari
yavas gerceklesir ve indirgenme reaksiyonlarini gozlemlemek icin daha negatif
potansiyeller gerekir. Elektron transferlerinin hizli oldugu ve Nernst denklemlerinin

islendigi bu geri doniisiimlii elektrokimyasal siireclere “Nernst” denir [61].

_ 0 E (Ox) _ 0 E (Ox)
E = E°+ ZInoe = E°+2.3026. - logio . s (2.2)

Bu esitlikte E; elektrokimyasal hiicrenin potansiyelini, E°; standart potansiyeli, (Ox);
sistemdeki oksitlenmis, (Red); sistemdeki indirgenmis, F; Faraday sabitini, R; gaz

sabitini, T ise sicaklig1 ifade etmektedir.

Deneyin tarama hizi, uygulanan potansiyelin tarama siirecini de etkiler. Eger tarama
hiz1 hizli ise difiizyon tabakasinin boyutunda azalmaya yol agar ve yiiksek akimlar
gozlenir. Elektron aktarimi adsorpsiyon kontrollii ve diflizyon kontrollii olmak iizere
iki farkli sistem iizerinden meydana gelmektedir. Bunu belirlemek i¢in analitin sabit
konsantrasyonunda farkli tarama hizlarinda 6l¢iimler alinir. Tarama hizi- pik akimi
grafigi, tarama hizinin karekokiiniin-pik akimi grafigi ve tarama hizinin logaritmasi-
pik akiminin logaritmasi grafikleri kullanilarak elektron aktariminin hangi sistem

tizerinden gerceklestigi kararlagtirilir [57].

Diferansiyel puls voltametri, birgok bilesigin bireysel veya es zamanl analizi i¢in
yaygin bir tekniktir. Yiiksek hassasiyet ve se¢icilige sahip analitleri 6lgmede yararlidir
(20,1). 107-10"® M’e kadar olan elektroaktif bilesikleri 6lgebilmesi nedeniyle oldukca
kullanilir [62]. 10-100 mV gibi diisiikk potansiyel darbeleri rampa potansiyeline
uygulanir, 17 ms gibi kisa darbeler ise merdiven dalga formu desenine uygulanir. Her
darbe arasinda taban potansiyeli kademeli olarak arttirilir. Ayrica, darbeden 6nce ve

sonras1 akim gecikmeden oOl¢iiliir ve bu Olglimler arasindaki fark alinir [63].
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Sekil 2.8: Differansiyel puls voltametride uygulanan potansiyelin a) akimla b)
zamanla degisimi.

2.3.3. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS), bir elektrokimyasal sistemin
empedansini frekans alaninda analiz etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Diisiik sinyal
analizi kullanmas1 ve potansiyostat kullanarak 1 mHz’den diisiik 1 MHz’den yiiksek
genis frekans araliklarinda sinyal dl¢iimleri yapmasi, diger elektrokimyasal tekniklere
kiyasla bir¢ok fayda saglar [64]. Empedans spektroskopisi, korozyon kinetigi, cesitli
ylizey reaksiyonlari, elektrokimyasal biriktirme ve bir¢ok farkli malzemelerin sentezi
gibi ¢ok ¢esitli arayiiz olaylarini incelemek i¢in kullanilmistir [65]. Bu teknik, elektrot
performansinin yani sira biyolojik kirlenme, hiicre yapismasi, cogalma ve apoptoz gibi
cesitli hiicre siireclerinin gercek zamanli ve hasar olmayan dl¢timleri de yapar. Ayrica,
elektrot sistemine bir AC sinyalinin uygulanmasini ve farkli frekanslarda empedans
spektrumunu hesaplamak i¢in karsilik gelen akim ve voltaj tepkisinin 6l¢iilmesini

igerir [66].

Bir dizi frekansta alternatif siniizoidal voltajlar uygulanarak ortaya ¢ikan bu akimlar,
karmasik bir empedansin frekans fonksiyonu hesaplamasini saglar. Soniimleme veya
sinlis dalgasinin faz kaymasi gibi tepki ozellikleri, elektrot ve elektrolit/cevre
arayiizeyinde meydana gelen farkl fiziksel siirecleri temsil eder. Empedans, asagidaki
esitlikte gosterildigi gibi voltaj (E) ve akim (I) arasindaki iliskidir ve frekansin
karmagik bir fonksiyonu olarak ifade edilir [67].

~ 1=

(2.3)
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Bir elektrokimyasal sistemin empedansinin 6zellikleri genellikle Bode grafigi veya
Nyquist grafigi kullanilarak gorsellestirilir. Bode grafigi elektrokimyasal i¢in daha az
kullanilirken Nyquist grafigi daha yaygindir ve grafigin sekli ayn1 zamanda sistemin
genel ozelliklerine de vurgu yapar. Bu grafik, Z (®)’nin sanal bileseninin gercek

bilesenine kars1 bir sacilma grafigidir [68].

Tek bir elektrot lizerindeki etkileri izole etmek amaciyla genellikle ticlii elektrot
sistemi uygulanir [65]. Bu sistemde, referans elektrottan akim gecmezken calisma ve
karsit elektrot arasindan gecer. Referans elektrot sadece potansiyeli 6lgmek igin

kullanilir [69].

2.4. Immiinosensorler

Immiinosensorler, analit antijeninin antikor igeren bir transdiiser yiizey tarafindan
immiinokimyasal reaksiyon sonucu taninmasina dayanan bir sensor ¢esididir. 1959
yilinda, ilk kez Yalow ve Bergson’nun bu etkilesimden yararlanarak insan endojen
plazma insiilini kullanmasi, birgok sayida immiinosensor gelistirilmesinde olanak
saglamistir [70, 71]. Ayn1 zamanda, farkli analit konsantrasyonlarin1 ve miktarlarin
belirleme de olanak saglar. Immiinokimyasal reaksiyonun tespiti dogrudan, dolayl
veya sandvi¢ metotlar ile bulunabilir. Dogrudan analiz, belirli bir antikoru dogrudan
hedef analite baglar. Dolayli analizde ise fazladan bir adim eklenerek tespit sinyali
arttirllmaya c¢alisilir. Burada, birincil ve ikincil antikorlar birbirini tanir ve ikincil
antikor daha hassas bir sekilde sinyal gosterir. Sandvi¢ metodunda ise hedef analitin
farkli kisimlarina bagli bulunan iki antikor bulunur ve bu antikorlar analiti sikistirarak
bir yap1 olusturur [72]. Bu yap1 sayesinde sinyale hassasiyet ve tanima olarak 6zgiilliik
saglanmis olur [73]. Elektrokimyasal, manyetik, termometrik ve optik gibi
dontstiiriiciiler kullanilarak bagisiklik tepkisi bir analitik sinyale doniistiirtliir.
Doniistiiriicliniin  tiirline bagli olarak, kanser biyobelirtecinin tespiti yapilirken
elektrokemilliiminesas, yilizey plazmon rezonansi ve mikroakiskan gibi bir¢cok

immiinosensor gelistirilmistir [74].
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2.4.1. Antijen/Antikor Temelli Biyosensorlerde Immobilizasyon
Yontemleri

Biyosensoriin gelistirilmesi, biyosensdr elemaninin doniistiiriiciiniin arayiizeyi ile
immobilizasyonunu gerektirir. Iimmobilizasyonun istendigi gibi gerceklestirilmesi i¢in
diizgiin, hizli ve uzun Omiirli olmasi, immobilize edilmis biyomolekiiliin
doniistiiriiciiden siiziilmemesi ve algilama sirasinda 6zgiilliigiinii korumas1 gerekir.
Immobilizasyon, biyomolekiiliin stabilizasyonunu ve doniistiiriicii ile arasindaki
mesafeyi korumaya alir. Birgok ¢esit immobilizasyon etkilesimleri bulunur. Bunlar;
fiziksel adsorpsiyon, molekiiller arasi capraz baglanma, bir yiizeye kovalent baglanma,

bir membran sistemi veya polimer i¢inde hapsolmadir [75].

2.4.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Biyomalzemeyi sensoriin yilizeyine baglamak i¢in Van der Walls, hidrofobik
kuvvetler, hidrojen baglar ve iyonik kuvvetlerin kombinasyonuyla olusur. Seliiloz,
kolodyon, silika jel, cam, hidroksiapatit ve kolajen gibi bir¢ok substratin enzimlerini
iyi bir sekilde adsorbe eder. Adsorpsiyon gergeklesirken biyolojik bilesende herhangi
bir degisiklik gerekmez. Matris yenilenebilmesi ve aktiviteleri maksimum yiizeyde
kalabilmesi gibi yararlari mevcuttur. Basittir ve diisiik maliyetli olarak hazirlanabilir.
Fiziksel adsorpsiyonun bir¢ok yarari olmasina ragmen baglanma pH’1, sicakliktaki

degisikliklerde hassas olmasi gibi bir¢cok dezavantaji da bulunmaktadir [33] .

2.4.1.2. Molekiiler Aras1 Capraz Baglanma

Gluteraldehit, hakzametilen diizosiyanat, 1,5-difluro-2,4-dinitrobenzen ve
bisdiazobenzidin-2,20-disiilfonik asit gibi iki islevli veya cok islevli reaktifler
kullanilarak biyomolekiillerin molekiiler aras1 ¢capraz baglamasidir [76]. Bu reaktifler
biyomolekiilleri katt desteklere baglayabilir. Bu immobilize seklinde
biyokomponentin biyolojik aktivitesinin azalma olasilifi daha diisiiktiir ve giiclii
baglanma kuvveti gosterir. Yiiksek hazirlama maliyeti, yiiksek isletme sorunu ve

toksik kimyasallarla islemesi olumsuz yonlerindendir.

2.4.1.3. Kovalent Baglanma

Enzimdeki katalitik aktivitesi i¢in gerekli olmayan fonksiyonel grup, sensor yiizeyine

biyolojik malzemelerin baglanabilecegi sekilde islenir. Bu baglanmada, giiclii
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baglanma kuvveti bulunurken, biyolojik aktivite kayb1 olmaz ve olumsuz kosullardan
daha az etkilenir fakat yiiksek hazirlama maliyeti icerir. Hazirlanmasi zor ve matrisi
yenilenemez. Kovalent baglanma icin kullanilan fonksiyonel gruplara 6rnek olarak
proteinlerin amino asit yan zincirlerinde bulunan amino, karboksilik asit, imidazol,

tiyol, fenolik, siilfidril ve hidroksil gibi niikleofilik gruplar verilebilir [77].

2.4.1.4. Membran veya Polimer icinde Hapsolma

Yar1 gecirgen bir membran analiti ve biyoelementi ayirarak sensdr biyoelemente
baglanir. Biyomolekiiller iceren bir ¢ozeltide polimerik bir jel olarak hazirlanirsa,
biyomolekiiller jel matrisi icerisinde hapsolur. Hapsolma siirecinde dogrudan kimyasal
modifikasyon bulunmaz ve segcicidir. Zay1f baglanma kuvveti, biyolojik aktivitedeki
kayb1 dezavantaja neden olur. Kii¢lik analit tespiti i¢in uygulanabilir. Poliakrilamid,
nisasta, naylon ve siliastik jel, biyomolekiilerin hapsolmasi i¢in kullanilabilir

malzemelerdir [78].

2.5. Biyosensorlerin Yontem Gecerlilik Testleri
(Validasyon)

Validasyon, gelistirilmis yontemin kalitatif veya kantitatif analizlerinin dogrulugunu
O0lecmek icin uygulanmasi1 gereken testlere denir [79]. Yontem gecerlilik testleri,
sensoriin davranigini ve 6zelliklerini belirleme amacina hizmet eder. Bu testler i¢in

kullanilan parametreler ise sunlardir [80]:

Duyarlilik: Biyosensorde analitin varligini tespit etmek icin gereken en diisiik tespit

edilebilir miktar1 belirler. Duyarlilikta tespit araligi ng/mL-fg/mL’dir [81].

Secicilik: Cesitli madde ve safsizliklar igceren numunede hedef analiti tespit
edebilmesidir. Diigiik se¢icilige sahip olan biyosensorler, hedef analit bulunmayabilir
ve farkli bir numuneye algi gosterebilir. Segicilige 6rnek olarak antikor-antijen

etkilesimi ve enzimler verilebilir.

Kararlhilik: Biyoreseptoriin bozulmasi, distan veya igten gelen etkenler sonucu
biyoreseptor ile analit arasindaki etkilesimle gerceklesen olumsuz degisimlere karsi
gosterilen direng analiz edilir. Bozulmadan kaynaklanan kesintiler biyosensorlerde
sicaklik, nem veya diger ¢evre kosullarindaki degisikliklerden dolay1 ortaya cikar.

Olgiim sirasinda ¢ikis sinyali degisir ve biyosensoriin dogrulugunu etkiler [82].
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Tekrarlanabilirlik: Bir biyosensorde tekrarlanan deneylerin siirekli ayni sonucu verme
yetisi Olgiiliir. Bu sayede sensdriin hassasiyeti ve dogrulugu da anlagilmis olur. Bu
asamada ayni kosullar altinda ayni bilesime sahip belirli sayida biyosensor

hazirlanarak standart grafikler olusturulur [83].

Gozlenebilirdik Siiri: Olgiilebilir bir sinyal tepkisi elde edebilen en diisiik hedef
konsantrasyonunu tespit etmek icin kullamilir. Ozellikle hedef analitlerin ¢ok diisiik

konsantrasyonlarinda kullanilacaksa tespit sinirinin da bu yonde diisiik olmasi1 gerekir.

Tepki Siiresi: Bir sensor tepki siiresi, biyoreseptoriin tiirii, doniistiiriicii ve hedef analit
gibi bir¢ok c¢esitli faktorlere baglhidir. Hedef analitin biyosensordeki reseptorle ne kadar
hizli etkilesime girerek sinyal veya tepki tirettigini belirler. Bu siire bazen milisaniye

olarak goziikiirken bazen de bu tepki dakikalar arasinda degisiklik gosterebilir.

Dogrusal aralik: Bir biyosensoriin dogrusalligi, biyosensoriin ¢ozliniirliigii ve test
edilen analit konsantrasyonu aralig1 ile ilgilidir. Biyosensor ¢ozilintirliigii, biyosensor
tepkisinde degisiklige neden olmak i¢in gerekli olan bir analit konsantrasyonundaki en
disiik degisikliktir. Analit tespiti haric ortamdaki analit konsantrasyonunda

Olctilebilmesi i¢in ¢oziintirliigiin 1yi olmasi gerekir.

2.6. Nanokarbonlar

1985’te Kroto tarafindan fullerenin varliginin ortaya ¢ikarilmasi ile nanokarbonlara
ilgi baslamigtir [84]. [jima tarafindan nanotiiplerin kesfi bu ilgiyi daha da arttirmis ve
bircok c¢esitte nanomalzemenin varligi bulunmustur [85]. Cesitliligin ¢ok olmasi
nanokarbon {izerinde elektronik, manyetik, fotonik ve mekanik gibi Ozellikler
kazandirmistir. Bu yonleri sayesinde kataliz, sensor, biyomedikal ve enerjiyi temel
alan yakit hiicreleri, giines pilleri gibi arastirma alanlarda nanomalzemeler
kullanilmistir. Nanorkarbonlar baglanma yapilarina bakildiginda, sp? karbon ve sp®
karbon hibritlesmesine gore siniflandirilabilirler. Bu smiflandirma da sifir-boyutlu
(0D) fulleren ve karbon noktalari, bir-boyutlu (1D) karbon nanotiipler ve iki-boyutlu
(2D) grafen yapilari sp® karbon grubunda yer alirken, nano-elmaslar ise sp> karbon

nanomalzeme grubunda yer alir [86].

Fulleren, 1985°te buckyball’larin kesfiyle dikkat ¢ekmis, 1990 yilinda Kratschmer ve

Huffman tarafindan yapilan bir ¢alismada Ceo gozlenmistir. Elmas ve grafit gibi
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karbonun allotroplarindan olan fulleren, 20 hekzagonal ve 12 pentagonal halkalardan
olusur ve icerdigi karbon sayisina gore Cro, C76, C7s, Cgs olarak simiflandirilmaktadir

[87].

C60 C70 C76 C78 C84

Sekil 2.9: Fullerenlerin baslica izomerleri (C60- C84).

2.6.1. Karbon Nanotiip

Fullerene ailesine ait olan karbon nanotiip, 200 nm’ye kadar uzanan bir ¢apa ve 1000
ve daha yiiksek en-boy oranina sahip boru veya silindirik sekilde bulunurlar. Silindirik
molekiilleri sp? hibritlesmis karbon atomlarmin altigen diizenlenmesini igerir.
CNT’ler, sarilma sayisina gore, tek (SWCNT), ¢ift (DWCNT) ve cok (MWCNT)

duvarl karbon nanotiip olarak adlandirilirlar [88].

SWCNT DWCNT MWCNT

Sekil 2.10: Tek duvarli (SWCNT), ¢ift duvarli (DWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT)
karbon nanotiiplerin yapilari.

MWCNT’ler iki veya daha fazla silindirik grafit levha kabuklarindan olusur iken,
SWCNT ise tek grafit levha kabuklarindan olusmaktadir. SWCNT’ler diger karbon
nanotiipe gore daha yavas elektron transfer hizina sahiptir. Metalik veya yar iletken

davraniglart gosterirken, MWCNT ise metalik ve sifir band genisliginde davranis
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gosterir. Cekme dayanimlari (tensile strength) sirasiyla 11-63 GPa ve 13-52GPa’dir
[89].

Karbon nanotiiplerin 1991 yilinda [jima taratindan DWCNT ve MWCNT ’lerin kristal
yapilarim1 aciklamasi ve 1993 yilinda SWCNT sentezinin ger¢eklesmesi elektronik,
optoelektronik, yari iletkenler, mekanik ve kimyasal alanda birgok alanda aragtirmanin
baglamasima Oncii olmustur. Kimyasal sensorler, alan emisyon malzemeleri,
elektronikler, modern saglik uygulamalar1 ve enerji depolama alanlar1 uygulamalari

ornek olarak gosterilebilir [90].

2.6.2. Karbon Nanotiiplerin Modifikasyonu

Karbon nanotiiplerde Van der Waals kuvveti nedeniyle kiimelesme goriilmektedir.
Bunun yani sira, bir polimer matrisinde dagilmalar1 ve hizalanmalar1 zordur. Bu
nedenle, karbon nanotiiplerin fonksiyonellestirilmesi gerceklestirerek agresyon
Onlenir, polimer matrisinde daha iyi dagilma ve hizalanma saglanarak giiclii arayiizey
etkilesimi elde edilir. Nanotiipiin fonksiyonellestirilmesi kovalent veya kovalent
olmayan fonksiyonellesme ile gergeklestirilir [91]. Nanotiiplerin kovalent olmayan
fonksiyonellestirme de ylizey aktif maddeler, biyomakromolekiiller ve polimerler ile
sarmay1 icerir [92]. Bu yontemde, karbon nanotiiplerin c¢oziinlirligiiniin ve
islenebilirliginin arttig1 belirtilmistir. Kovalent fonksiyonellestirme de en c¢ok
kullanilan yéntemler; Huisgen halka katilmalar1 (Click) serbest radikallerin sp® karbon
atomlarma eklenmesi ve in-situ polimerizasyonudur. Karbon nanotiipler, sp?
hibritlenmis C atomlarinin w-orbitalleri nedeniyle diiz grafen tabakali olanlara gore
daha cok reaktivite gosterir ve kovalent baglanma egilimleri daha yiiksektir. Bu

durumda, sp? karbon atomlarinin sp? karbon atomlarina doniistiiriilmesiyle CNT lerin

simetrisi bozulur ve kovalent fonksiyonellestirme gergeklesir [93].

Bu tez kapmasinda gergeklestirilen MWCNT ve polimer modifikasyonu, in-situ
polimerizasyonuna dayanmaktadir. Bu yontemde, MWCNT’ler monomer iginde
dispersiyon haline getirilir ve ardindan FeCl; gibi oksitleyiciler kullanilarak
polimerizasyon gergeklestirilir. Bu yontem, ¢oziinmeyen veya termal olarak kararsiz
polimerlerle kompozitlerin hazirlanmasinda faydalidir. Ayrica iletken polimerler,
polimerizasyon yoluyla CNT yiizeylerine baglandiginda islenebilirligi, elektriksel,

manyetik ve optik dzelliklerinde gelisme gozlenir [94].
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2.7. lletken Polimerler

Polimerler genel bir elektrik yiikiine ve delokalize elektronlara sahip olmamasi
nedeniyle iletkenlik gostermez fakat 1997 yilinda Hideki Shirakava’nin poliasetilen
sentezinde gozlenen elektriksel iletkenlik ile baslayan arastirmalar, J. Heeger ve G.
Macdiarmid’in polisulfit nitrit ile ¢alismalar1 iletken polimerler lizerinde bir¢ok alanda
oncii olmuglardir [95]. Bir organik molekiilde konjuge ¢ift baglarinin bulunmasi
elektrik iletkenliginde temel gerekliliktir. Polimer yapisinda bulunan m baglarinin
delokalizasyonundan konjuge c¢ift baglar sorumludur ve delokalizasyon artisi
saglandiginda HOMO ve LUMO arasindaki enerji boslugu azaltarak iletkenlikte artisa
neden olur [96]. Ornegin; yalitkan bir polimerde band aralig1 10 eV ve iletkenlik 10~
—10'2Sm™! araliginda iken, dolakalizasyon sayesinde aralik 3-6 eV’ye kadar diiserck

iletkenlik 102 — 10 Sm™ oldugu gdzlemlenmektedir.

fletken polimerlere drnek olarak poliasetilen (PA), polianilin (PANI), polipirol (PPy),
poliparafenilen (PPP), politiofen (PT), polifenilen vinilen (PPV), poli(3,4-
etilendioksitiofen) (PEDOT) ve polikarbazol (PC) verilebilir [97]. Sekil 2.11°de

iletken polimerlerin yapilar1 gosterilmektedir.

letken
Polimerler M

Sekil 2.11: Iletken polimerlerin yapilari.
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Iletken polimerlerin modifikasyonu, elektrik ve mekanik 6zelliklerin gelistirilmesinde
biiylik 6nem tasir. Biyomedikal, sensor, glines hiicresi iiretimi, piller, kapasitorler,

stiper iletkenler gibi alanlarda kullanilmistir [98]. Kullanim alanlarina gore ayrintilar

Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Iletken polimerlerin kullanim alanlar1.

Polimer Kullanim Alanlar1
Poliasetilen Elektrik iletkenleri, yari iletken cihazlar, sarj
edilen piller, giines pilleri, pil elektrotlar:
Polianilin Antistatik  kaplamalar, korozyon korumasi,
elektrokromik cam, siiper kapasitorler, esnek
elektrotlar, 151k yayan cihazlar, sensorler
Polipirol Sensorler, mikrodalga kalkani, piller, siiper
kapasitorler, korozyon korumasi
Poliparafenilen Isik yayan cihazlar
Politiofen Stiper  kapasitorler,  antistatik  kaplama,

Polifenilen vinilen
Poli(3,4-etilendioksitiofen)

Polikarbazol

goriintiileme malzemeleri, bellek cihazlari, piller,
giines pilleri

LED, transistorler, fotovoltaik hiicre
Elektrokimyasal sensorler

OLED, fotovoltaik hiicre, siiperkapasitorler

2.7.1. Karbazol

Iz

Sekil 2.12: Karbazol bilesiginin kimyasal yapist.

Karbazol bazli polimer ve oligomerik bilesikler, fonksiyonellestirmedeki elektriksel,

elektrokimyasal, optik oOzellikleri ve kararliliklari nedeniyle wuzun siiredir
kullanilmaktadir [99]. Karbazoller, N-pozisyonunda kolayca fonksiyonlanabilir ve
baska bir heterosiklik yapi ile kovalent bag yaparak polimerizasyon veya coupling

gosterebilirler [104]. Olusturduklar: farkli pozisyonda polimerler sayesinde ¢ok renkli
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elektrokromizm, daha diisiik bant aralig1, -t molekiiler arasi etkilesimler sayesinde
iyi termoelektrik aralik gibi ozellikler gosterirler [100]. Ayrica, 6nceden belirtilen
optik ozellikleri optoelektronik ekipmanlarda elektroaktif bir katman olarak islev

gormesini saglar [101]

Karbazollerin fotovoltaik hiicre, sliperkapasitorler, korozyon inhibisyonu, biyosensor,
elektrokromizm, OLED’ler ve biyolojik goriintileme alanlarinda uygulamalari

bulunmaktadir [102], [103].

2.8. Piranin

Sekil 2.13: Piranin yapisi.

8-Hidroksipiren-1,3,6-trisulfonat (piranin, Sekil 2.13) elektron zengini, fotostabil,
kimyasal olarak kararli ve floresans bir molekiildiir. Anyonik ve suda yiiksek oranda
¢ozlinen bir piren tiliriidiir. Elektron verici olarak gorev yapabilmesi yani sira asit
cOzeltileri veya buharla daha fazla protonlanabilmesi pH sensorii olarak
kullanilmasina olanak saglar [104]. n-r elektron istifleme etkilesimleri, Coulombic
cekimler ve yiik transfer cekimleri dahil olmak iizere ¢esitli molekiiler arasi
etkilesimler bulunur. Bu etkilesimler sonucunda floresan yogunluklar ve ultraviyole
goriiniir (UV-vis) absorpsiyonlari gibi kimyasal ve fiziksel 6zellikler degisebilir [105].
Bu 6zellikler goz oniine alindiginda piranin genellikle pH ve floresansa bagli problar
gelistirilmesinde ve biyolojik veya ¢evresel tiirevlerin analizinde sensor olarak

kullanilmaktadir [106].
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3. MATERYAL VE YONTEM TEMELLERI

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Bu tez kapsaminda kimyasal maddeler, sensor oOzelliklerinin incelenmesi ig¢in
kullanilan yarigmac tiirler Tablo 3.1’de verilmistir ve saflagtirma islemi yapilmadan
kullanilmistir. Sentezi gerceklesen bilesikler kolon kromatografisi teknigi (Merck
Silica Gel 60 partikiil biiyiikliigii: 0.040-0.063 mm, 230-400 mesh ASTM) kullanilarak
saflastirilmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen iriinlerin olusup olusmadigi ince
tabaka kromatografi yontemiyle (Merck Silica Gel 60 Kiesel gel F254 TLC Aluminum

Sheets 20x20 c¢m) izlenmistir.

Deneylerde 2.5 mM [Fe(CN)s]> (1M KCl) ¢ozeltisi haftalik olarak hazirlandi. Farkl
konsantrasyonlarda incelenen prostat spesifik antijeni i¢in 25 pg/ml’den 1 pg/ml’ye
stok ¢ozelti seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler; 100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 ng/ml, 100
pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml olarak tekrar seyreltilerek hazirlanmistir. Bilesiklerin
sentezinde, ayirma ve saflastirma islemlerinde ve elektrokimyasal O6zelliklerinin

incelenmesinde kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de verilmistir.

Elektrokimyasal 6l¢iimleri icin CH Instruments (ABD) CHI440B model potansiyostat,
calisma, karsit ve referans elektrot olarak modifiye edilmis bir CKE, platin tel ve
doymus kalomelden (SCE) olusan standart bir {i¢ elektrotlu hiicre ile oda sicakliginda
calisilmigtir.
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Tablo 3.1: Kimyasallar.

Kimyasallar Markasi Kimyasallar Markasi
Piranin Thermoscientific Dikolorometan Isolab
Potasyum karbonat Fisher Chemical Dimetilformamid Merck
1-fluoro-4-nitrobenzen Fluorochem Metanol Merck
Tiyonil kloriir Merck %10-20 Pd/C Degussa
Karbazol Sigma-Aldrich Kloroform Lab-Scan
Analyses
Sciences
Hidrazin monohidrat Sigma-Aldrich Anti-PSA Elabscien
ce
Multi-Walled karbon Tuball Prostat spesifik antijen Sigma-
nanotiip Aldrich
Demir(IlI) kloriir Sigma-Aldrich Bovin serum albiimin AGC
Science
Pridin Sigma-Aldrich Gluteraldehit Merck
[zopropil alkol Isolab Dimetil siilfoksit Isolab
Tablo 3.2: Calismasinda Kullanilan Cihazlar.
Adr Modeli Bulundugu Yer
FT-IR Spektrofotometresi Perkin Elmer 100 Gebze Teknik
Universitesi
NMR Spektrometresi Varian 500 MHz Gebze Teknik
Universitesi
Kiitle Spektrometresi Bruker Microflex LT MALDI- Gebze Teknik
TOF MS Universitesi
UV-Visible Spektrofotometresi Schimadzu 2001 UVPc Gebze Teknik
Universitesi
Taramal1 Elektron Mikroskobu FEI-Nova Gebze Teknik
(SEM) Universitesi

Gegirimli Elektron Mikroskobu

(TEM)

Elektrokimyasal Analiz Cihaz1

Hitachi HT-7700

CHI440B

Atatiirk Universitesi

Gebze Teknik

Universitesi

3.2. Kullanilan Elektrotlarin Temizlenmesi

Elektrokimyasal reaksiyon calisma elektrotun yiizeyinde gerceklestiginden dolay1
elektrot yiizeyinin temiz olmasi gerekir. Sik sik 6l¢iim alimlarinda analitin elektrot
ylizeyine adsorpsiyonu sonucu iyi bir temizlik yapilmadikc¢a diger 6l¢iimlerde pik

potansiyelinde kayma, pik akiminda azalma veya artma gibi olumsuz Ol¢limler
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gbzlenir. Gozlenen etkenleri gidermek igin elektrot temizliginde birgok cesit
mevcuttur. Deneylerde kullanilan camsi elektrot 0.05, 0.3 ve 1.0 mikron aliimina
tozlar1 ile parlatma pedi ilizerine sekiz rakami ¢izilerek temizleme islemi yapilir.
Parlatmanin dengesizligi ve ylizeyin egimli olmamasi istendigi i¢in dairesel yonde
temizleme tercih edilmemistir. Temizligi kontrol etmek i¢in 2.5 mM ferrisiyaniir
cozeltisi icerisinde CV o6l¢iimleri alinmistir. Bu yontemin yani sira 0.1 M siilfiirik asit

icerisinde CV ol¢iimleri alinarak tekrar temizligin dogrulugu yapilabilir.

3.3. Baslangic Maddelerinin Sentezi

Bu tez c¢alismasinda ii¢ ana adimdan olusmaktadir. Ilk adimda, dort farkli organik
bilesik sentezlenmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. Maddelerin sentezi literatiirdeki
yontemlere gore sentezlenmis ve 2 tanesi yeni molekiildiir. Bu bilesiklerin kimyasal
yapilar1 Sekil 3.1°de verilmistir. Ikinci asamada, (7) numarali monomer ¢ok duvarl
karbon nanotiip igeren ¢ozeltide in situ polimerizasyonu yapilmis ve elde edilen
CP@MWCNT hibrid malzemesinin yapisal karakterizasyonu spektroskopik,
mikroskobik ve termal yontemlerle yapilmistir. Son asamada ise CP@MWCNT hibrid
malzeme cams1 karbon elektrot yiizeyine damlat-kurut yontemi ile modifiye edilmis

ve PSA antijenine karsi sensor 6zellikleri incelenmistir.
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Sekil 3.1: Sentezi gerceklestirilen bilesikler.

3.3.1. 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonik asit trisodyum tuzu
(3) Sentezi

L
F

2)
DMSO/K>CO;

Ad)

Sekil 3.2: (3) numarali bilesigin sentezi.

500 mg (0.953 mmol) 8-hidroksipiren-1,3,6-trisulfonik asit trisodyum tuzu (1,
piranin) 5.83 ml saf su igerisinde ¢6ziindii. Coziinen (1) numarali bilesik 75 ml
izopropil alkol igerisine damla damla ilave edilerek ¢oktiiriildii. Elde edilen
siispansiyon 30 dakikalik karismaya birakildi ve siire sonunda santrifiijlenerek
saflastirildi. Elde edilen saf piranin, (3) numarali bilesigin sentezinde kullanilmak

lizere vakum etiiviinde kurutuldu. Piranin bilesigi 8 ml DMSO igerisinde ¢6ziindii ve
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tizerine 158.11 mg (1.14 mmol) K»COs ilave edildi. Reaksiyon karigimi argon
atmosferinde oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Siire sonunda karigima (134.38
mg, 0.953 mmol) 1-fluoro-4-nitrobenzen (2) 80°C’de 16 saat boyunca karistirildi. Siire
sonunda oda sicakligina sogutulan reaksiyon karisimi soguk izopropil alkol i¢erisinde
damla damla ilave edilerek ¢oktiiriildii. Elde edilen silispansiyon 30 dakika boyunca
karistirilmaya birakildi ve santrifiijlendi. Ham tirlin DCM, aseton, hekzan ve etil asetat
ile tek tek yikanarak saflastirildi. Erisilen verim %81 (500 mg) olarak hesaplandi. FT-
IR: v (cm™), 3113 (Aromatik C-H), 1609 (C=C), 1345-1511 (NO2), 1195 (S=0), 1045
(SO3).

3.3.2. 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonil trikloriir (4) Sentezi

(o] socl,

L) >
DMEF, reflux, 3 saat
Na* 02

Sekil 3.3: (4) numarali bilesigin sentezi.

500 mg (0.77 mmol) nitro piranin bilesigi (3), 50 ml tiyonil kloriir igerisinde siispanse
edildi. Karigima 500 pl DMF eklendikten sonra 3 saat reflux edildi. Reaksiyon
karigimi buzun igerisine atildi, gézlenen sar1 kat1 filtre edildi. Daha sonra DCM ile
ekstrakte edildikten sonra ¢oziicii uzaklastirildi ve istenilen 8-(4-nitrofenoksi)piren-
1,3,6-trisulfonil trikloriir (4) elde edildi. Erisilen verim %72 (350 mg) olarak
hesaplandi. FT-IR: v (cm™), 1617 (C=C), 1344-1523 ( NO»), 1166 (S=0) [107].
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3.3.3. NI, N3, N-tris(4-(9H-karbazol-9-yl)fenil)-8-(4-
nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (6) Sentezi

& _ou,

Y OO
- §F
pridin, reflux, 5 saat

@ ©

Sekil 3.4: (6) numarali bilesigin sentezi.

350 mg (0.55 mmol) bilesik 4 DCM igerisinde ¢oziindii. Ayr1 bir beherde DCM
igerisinde ¢Oziinen (712.07 mg, 2.76 mmol) karbazolamine (5) damla damla 4
numarali bilesigin bulundugu reaksiyon balonuna eklendi. Reaksiyon karigimina 50 pl
piridin eklendi ve oda sicaklifinda karistirildiktan sonra geri sogutucu yardimiyla
sitildi. DCM ile ekstraksiyon yapildi ve 6 numarali bilesigi ayirmak icin DCM/%2
Metanol/%1 TEA yiiriitiictisii kullanilarak kolon kromatografisi yapildi. Bu islem
sonucunda turuncu kat1 elde edilmistir. Erisilen verim %97 (700 mg) olarak
hesaplandi. FT-IR: v (cm™), 2850 (Aromatik C-H), 1595 (C=C), 1316-1478 ( NO»),
1151 (S=0), 760 (N-H out-of-plane). C76Hs9N709S3, MS(MALDI-TOF) (m/z):
1300.034 [M].

3.3.4. N1, N3, N-tris(4-(9H-karbazol-9-yl)fenil)-8-(4-
aminofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (7) Sentezi

@

omio

i ‘é/ “ © Metanol i &
ﬁﬁ o > QY
o- = NoH,H,0 O

Hi
©6) )

Sekil 3.5: (7) numarali bilesigin sentezi.
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650 mg (0.49 mmol) 6 numarali bilesik 72 ml kuru metanol igerisinde ¢oziindii ve
argon atmosferinde kaynama sicakliginda karistirildi. 650 mg %10-20 Pd/C ilave
edilerek 10 dakika karistirild1 ve ardindan 1.3 ml hidrazin monohidrat ilave edilerek
argon atmosferinde kaynama sicakliginda 6 saat boyunca tekrar karistirildi. TLC ile
reaksiyon kontrol edildikten sonra ortamdaki %10-20 Pd/C ayirmak igin filtre
kagidindan siiziildii ve DCM ile yikama yapilip ¢oziicii doner buharlastirict yardimiyla
uzaklastirildi. Elde edilen madde DCM ile ekstraksiyon yapildi ve turuncu saf iirtin 7
elde edildi. FT-IR: v (cm'), 1634 (C=C), 3040-3268 (N-H), 1216 (S=0).
C76H49N707S3, MS(MALDI-TOF) (m/z): 1270.102 [M™].

3.3.5 CP@MWCNT modifikasyonu

@
o

CcpP

CP@MWCNT

Sekil 3.6: CP polimerinin MWCNT ile modifikasyonu.

Ayrt ayr1 konsantrasyonlarda istenilen reaksiyonu hazirlamak i¢in asagidaki tabloda
gosterilen miktarlardaki her bir nanotiipe 10 ml kuru kloroform eklendi ve 30 dakika
ultrasonik banyoda sonikasyon islemi yapildi. Siire sonunda oda sicakliginda 20
dakika daha karistirildi. Farkli miktarlarda alinan 7 numarali bilesik reaksiyonun
tizerine eklendi. Ayrica, her bir ¢ozeltiye 1000 pl FeCls eklendi. 12 saat oda
sicakliginda karistirildiktan sonra 2 saat 1sitilarak tekrar karistirildi ve santrifiij ile
¢Oken malzeme ayrildi. Reaksiyona girmeyen FeCls’ii gidermek icin DCM ile birkag
kez yikama yapilarak tekrar santrifiij edildi. Hazirlanan tiim hibrit malzemelerden en
yiiksek sensor cevabi ve pik akim degerinden dolay1 ve ileriki tiim elektrokimyasal
analizler, %20 CP@MWCNT nin hibrid malzeme {izerinden yapilmistir. Yiizey
morfolojisi incelendigi zaman MWCNT yiizeyinde CP’nin topaklanmaya sebep
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ise malzemenin yiizeyinde aglomerasyon olugmustur.

Tablo 3.3: Farkl yiizdelik konsantrasyonlarda CP@MWCNT kompozit
malzemesinin sentezi.

oldugu SEM goriintiilerinde net bir sekilde gézlenmistir. Ayrica, TEM goriintiilerinde

CP@MWCNT %S5 %10 %20 %40 %50
MWCNT 1 mg 2 mg 4 mg 8 mg 10 mg
CP 19 mg 18 mg 16 mg 12 mg 10 mg
FeCls 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Kloroform 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 L
3.4. Kovalent Baglanma Yontemi ile PSA

Immiinosensoriniin Hazirlanmasi

3.4.1. CP@MWCNT/Kitosan malzemesinin hazirlanmasi

1 mg/mL CP@MWCNT igeren soliisyon %1 Kitosan-%1 asetik asit ¢ozeltisi ve %75
DMF/%?25 saf su igerisinde hazirlanmistir. 10 dakika ultrasonikte homojen dagilim
olmas1 i¢in sonikasyon yapilmistir. Dispers olan malzemeden 7 puL camsi karbon
elektroda damlatilmis ve sonraki asama i¢in oda sicakliginda kurutulmaya

birakilmistir.

3.4.2. Anti-PSA’nin immobilizasyonu

Oncelikle, capraz baglama yontemi gergeklestirmek igin 2.5 pL %1 gluteraldehit, 50
uL olarak hazirlanan 4 ng/mL anti-PSA {izerine eklenmistir. Anti-PSA iceren ¢ozelti
CP@MWCNT ile modifiye edilmis her bir elektroda 7 pL. damlatilmis ve kovalent
immobilizasyonun ger¢eklesmesi i¢in oda sicakliginda kurutmaya birakilmigtir. Anti-
PSA/CP@MWCNT ile modifiye edilmis GCE yiizeyine saf su igerisinde hazirlanmis
olan %1 BSA cozeltisinden 4 pL. damlatilmis ve 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. DPV 6l¢iimii alindiktan sonra elektrotlara yikama ve kurutma islemleri

yapilmustir.
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3.4.3. Anti-PSA/CP@MWCNT ’nin PSA antijeni ile inkiibasyonu

Saf su igerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PSA ¢ozeltisinden 5 pL
damlatilmis ve elektrotlar oda sicakliginda sabit nem ortaminda 30 dk bekletilmistir.

DPV o6lgiimleri alindiktan sonra yikama ve kurutma islemi uygulanmistir.

3.4.4. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Elektrokimyasal 6l¢iimler i¢in elektrotlar, 13 mL 2.5 mM K;3[Fe(CN)g]/ K4[Fe(CN)¢]
(1M KCl) ¢ozeltisinde daldirilarak dl¢iilmiistiir. Elektrokimyasal 6l¢iim parametreleri
Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4: immiinosensorde kullanilan yéntemler ve parametreleri.

Metot Parametreler
CV (Doniisiimlii Voltametri) Tarama Hizi: 50 mV.s™!
DPV (Differansiyel Puls Voltametri) Puls potansiyeli (Epus): 60 mV, Puls
zamant (tpus): 0.2 s, basamak potansiyeli
(Estep): SmV, !
EIS (Elektrokimyasal Empedans Frekans araligi: 0.1-10000 Hz
Spektroskopisi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu kisimda tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin ve CP@MWCNT hibrid
malzemesinin yapilarinin aydinlatilmasi, ylizey morfolojileri ve termal 6zelliklerinden
elde edilen bulgulara yer verilmistir. Bunun yani sira, immiinosensorlerin

elektrokimyasal dl¢iimlerinin aydinlatilmasi ve validasyonlart yer almaktadir.

4.1. Sentezlenen Bilesiklerin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Bu tez kapsaminda, 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonik asit trisodyum tuzu (3),
8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonil trikloriir (4), N!, N*, N-tris(4-(9H-karbazol-
9-yl)fenil)-8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (6) ve N!, N3, NS-tris(4-(9H-
karbazol-9-yl)fenil)-8-(4-aminofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (7) sentezlenmistir.
Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin yapilar1 FT-IR, kiitle, 'H-NMR, 3 C-NMR UV-Vis
spektroskopik  yontemler ve  elektrokimyasal Olgiimlerden  faydalanarak
aydmlatilmistir. Karbon nanotiip i¢eren ¢ozeltiye bilesik 7 eklenerek CP@MWCNT
yeni hibrid malzeme elde edilmis ve FTIR, UV-Vis spektroskopileri ile kimyasal
yapilari, SEM ve TEM ile yiizey analizleri yapilmis, TGA ile termal analiz
gerceklestirilmistir.
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4.1.1. 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonik asit trisodyum tuzu
(3) Bilesiginin Yap1 Aydinlatilmasi

Na*®
Q
0=S=

o O
09 L1
+°S

kAo es:

0-5-0 ©
o

Na* NO;
)

Sekil 4.1: 3 Numarali bilesigin kimyasal yapisi.

3 numaral1 bilesige FT-IR spektrometresinden elde edilen verilen degerlendirilmesi
asagida verilmistir.
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Sekil 4.2: 3 numarali bilesige ait FT-IR spektrumu.

3 numaral bilesige ait FT-IR spektrumu incelendigi zaman 3113 cm™! de aromatik C-
H gerilmesi, 1609°de aromatik (C=C) pikleri, 1345 cm™ ve 1511 cm™ de (NO») gerilim
pikleri, 1195 cm™’de (S=0) ve 1045 cm’de (SO;) gruplarma ait gerilimler
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goriilmekte ve yapiy1 desteklemektedir. 3500 cm’lerde gozlenen pikin SOs ile

havanin etkileserek SO3H olusturmasindan dolay1 oldugu anlasilmigtir.

4.1.2. 8-(4-nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonil trikloriir (4) Bilesiginin
Yap1 Aydinlatilmasi

Q)

Sekil 4.3: 4 Numarali bilesigin kimyasal yapisi.

4 numaral bilesige FT-IR spektrometresinden elde edilen verilen degerlendirilmesi

asagida verilmistir.

% Gegirgenlik
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Sekil 4.4: 4 numarali bilesige ait FT-IR spektrumu.

FT-IR: v (cm™), 1617 cm™ (C=C), 1344-1523 cm™"’de nitro (NO2) grubuna ait iki

farkli pik gozlenmistir. Klorlama sonucu 6nceki yapida goézlenen (SOs) pikleri
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kaybolmus ve (S=0) grubuna ait pikler 1166 cm™’ye dogru kaymustir. Bu piklere
bakilarak yapry1 destekledigi goriilmektedir.

4.1.3. N, N3, NS-tris(4-(9H-karbazol-9-yl)fenil)-8-(4
nitrofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (6) Bilesiginin Yapi
Aydinlatilmasi
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Sekil 4.5: 6 Numarali bilesigin kimyasal yapisi.

6 numaral bilesige FT-IR, kiitle ve "TH-NMR spektrometrelerinden elde edilen verilen
degerlendirilmesi agsagida verilmistir.

% Gegirgenlik
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Sekil 4.6: 6 numarali bilesige ait FT-IR spektrumu.
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FT-IR: v (cm-'), 2850 cm™’de gdzlenen iiglii pik kolon kromatografisinde yiiriitiicii

olarak kullanilan trietilaminden kaynaklanmaktadir. 1595 cm™’de aromatik (C=C)

pikleri, 1316-1478 cm™’de nitro (NO2) ve 1151 cm™ gozlenen pik ise (S=O)

fonksiyonel grubuna aittir. 760 cm’de karbazol-amin ile baglanmasi sonucu

kaynaklanan (diizlem dis1 N-H) pikleri goriilmekte ve yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.7: 6 numaral bilesige ait kiitle spektrumu.

Kiitle Spektrumu (MALDI-TOF) (m/z): 1300.034 gozlenen [M*] molekiiler iyon piki
beklenen (1300.45 g/mol) yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.8: 6 numarali bilesige ait 'H-NMR spektrumu.
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'"H-NMR (500 MHz) 8(ppm), DMSO: 9.48 ppm ve 8.43 ppm’de gozlenen singlet
toplam 2H piranin igerisindeki piklerdir. 9.5, 9.30, 9.13 ve 8.65 ppm’lerde gozlenen
4H ikili piranine ait pikler gozlenmistir. 8.08 ve 8.15 ppm’lerde gozlenen 8H ise nitro
ve sulfon amitine bagl karbonun yanindaki piklere aittir. 7.4 ppm ve 7.3 ppm gozlenen
2H ise nitro grubuna ait benzen halkasindaki oksijene bagli karbonunun komsusuna
aittir. 7.11-7.32 ppm araliklarinda ise 24H pikleri karbazolden gelmektedir. 6.85, 7.0
ve 7.05 ppm’lerde gozlenen ikili toplamda 6H ise karbazole bagli benzene aittir. 11.32
ve 11.43 ppm bolgelerinde yer alan 3H ise karbazol ve sulfon amite bagli olan amin
gruplarindan kaynaklanmaktadir. '"H-NMR’dan elde edilen bu bulgular 6 numarali
yapiy1 desteklemektedir.

4.1.4. N1, N3, NS-tris(4-(9H-karbazol-9-yl)fenil)-8-(4-
aminofenoksi)piren-1,3,6-trisulfonamid (7) Bilesiginin Yapi
Aydinlatmasi

Sekil 4.9: 7 Numarali bilesigin kimyasal yapisi.

7 numarali bilesige ait FT-IR, kiitle, UV-Vis, 'TH-NMR ve *C-NMR spektrumlarindan
elde edilen verilen degerlendirilmesi asagida verilmistir. Ayrica elde edilen hibrid
malzemenin SEM, TEM ve TGA ol¢iimleri karsilastirmali olarak ileri boliimlerde

verilmigtir.
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Sekil 4.10: 7 numarali bilesige ait kiitle spektrumu.

Kiitle Spektrumu (MALDI-TOF) (m/z): 1270.102 gozlenen [M'] molekiiler iyon piki
beklenen (1270.47 g/mol) yapiy1 desteklemektedir.

Sekil 4.11: 7 numarali bilesige ait "TH-NMR spektrumu.

"H-NMR (500 MHz) &(ppm), DMSO: 9.44 ppm ve 8.11 ppm’de gozlenen singlet
toplam 2H piranin igerisindeki piklerdir. 9.35, 9.16, 8.92 ve 8.17 ppm’lerde gozlenen
4H ikili piranine ait pikler gozlenmistir. 8.08 ppm 4H, 8.17 ppm 2H ve 6.68 ppm’de
gozlenen 2H ise nitro ve sulfon amitine bagli karbonun yanindaki piklere aittir. 7.35
ppm’de yer alan pik 2H ise nitro grubuna ait benzen halkasindaki oksijene bagl
karbonunun komsusuna aittir. 7.3-7.09 ppm araliklarinda gozlenen 24 H pikleri ise

karbazolden gelmektedir. 6.9 ppm bolgesinde yer alan 6H piki karbazole baglh olan
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benzenden gelen piklerdir. 11.32 ve 11.43 ppm boélgelerinde yer alan 3H ise karbazol
ve sulfon amite bagli olan amin gruplarindan kaynaklanmaktadir. 5.22 ppm’de
gozlenen 2H amin pikleri gozlenmistir. Sekil 4.12°de D>O’nin eklenerek amin
piklerinin varligia bakilmistir. Sekil 4.12’ye bakildiginda 6nceden amin pikleri olarak
belirtilen 5.22, 11.32 ve 11.43 ppm’lerdeki piklerin kayboldugu gozlenmistir ve

yapinin basaril bir sekilde indirgendigi anlasilmistir.

12.0 1.5 11.0 10.5 100

Sekil 4.12: 7 numaral: bilesige ait 'H-NMR’1n D>O eklenmis ve eklenmemis halinin
karsilastirmasi.
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Sekil 4.13: 7 numarali bilesige ait '>*C-NMR spektrumu.

BC-NMR (125 MHz) §(ppm), DMSO: 120-128 ppm bdlgesinde yer alan C piklerinin
piranin, karbazol ve amin benzene bagl olan karbon baglar1 oldugu anlagilmigtir.
139.2 ppm piki karbazolde yer alan azota bagl karbon pikleridir. 147 ppm ve 156.2

ppm’de gbzlenen pikler piranin ve amin-benzende bulunan karbonlarin oksijene bagl
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oldugu bolgede yer aldigi gozlenmektedir. Yapidaki toplam 20 karbon sayisi ve
piklerdeki toplam karbon sayisiyla uyusmakta ve yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.14: 7 numarali bilesige ait UV-Vis spektrumu.

UV-Vis Spektrumu Amax (nm): 7 numarali bilesiginin dikolorometan ¢oziiciisii
kullanilarak  1x10°M  konsantrasyonunda hazirlanan  ¢ozeltisinin ~ UV-Vis
spektrumunda Sekil 4.14’te gozlenen dalga boyu degeri 325.6-338,8 nm’de bilesikte
yer alan karbazol grubunun absorbanslart gézlenmistir [108]. 382-431.2 nm’de yer
alan maksimum absorbans bantlar1 ise piranine bagli absorbans bantlari oldugu

gozlemlenmektedir [109].
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Sekil 4.15: Sentezlenen bilesiklerin a) 3 numarali b) 4 numarali ¢) 6 numarali d) 7
numarali bilesiklerin FT-IR spektrumlarmin karsilastirilmasi.

FTIR spektrum da istenilen malzeme ile sentezleme asamalarina bakildiginda,
sirastyla 3113 cm™!, piranine bagl aromatik C-H pikleri gdzlenirken, Sekil 4.15a’da
gbzlenen 2960 cm™ ve 2850 cm'! piklerin kolon kromatografisi isleminde kullanilan
TEA yiiriitiicisinden kaynaklanan piklerdir. 1620 cm™ piki ise C=C grubunu
gostermektedir. Ilk malzeme de 1053 cm™” de SO; piki gozlenirken, niikleofilik yer
degistirme ile klorlarin baglanmas1 sonucu bu pikler kaybolmustur. 1195 cm™, 1166
cm! ve 1159 cm?! pikleri S=O’ya ait piklerdir. Piranin karbazol ile
fonksiyonlastiriimas1 sonucu 760 cm bolgesinde diizlem disi C-H pikleri
goriilmiistiir. Ik sentezde nitrolama yapilan bdlgeye indirgeme tepkimesi sonucu
3040-3268 aras1 N-H pikleri gozlenmistir. Sekilde de goriildiigii gibi NH» piklerinin
N-H pikini 6telemesi s6z konusudur. 3500 cm! {izerinde gdzlenen genis pik SOs’{in

hava ile etkilesimi sonucu SO3H olusmasindan kaynaklanmaktadir.
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4.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiip-Karbazol Piranin (CP)
Hibrid Malzemesinin Karakterizasyonu

CP@MWCNT

Sekil 4.16: CP@MWCNT hibrid malzemesinin sematik gosterimi.

Cok duvarli karbon nanotiip-karbazol piranin (CP@MWCNT) hibrid malzemesinin
karakterizasyonu asagida verilmistir. Bu karakterizasyonlar FT-IR, UV-Vis, termal

analiz yontemleri ve ylizey analizleri SEM ve TEM kullanilarak yapilmistir.

Sekil 4.17: CP@MWCNT hibrid malzemesinin (a) ve MWCNT (b) SEM, MWCNT
(c ve d) ve CP@MWCNT (e ve f) TEM goriintiileri.

MWCNT ve CP@MWCNT hibrid malzemesinin yiizey morfolojisi SEM ve TEM
yontemleri ile incelendi. Sekil 4.17a ve b’de goriildiigii gibi CP@MWCNT hibridinin
SEM goriintiileri, analitleri algilamaya yonelik olarak yararli olabilecek {i¢ boyutlu

gozenekli yapilar olusturmustur. Capraz bagli CP polimerinin yiizeyde topaklanmaya
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sebep oldugu anlagilmaktadir. Ayrica MWCNT (Sekil 4.17c-d) TEM goriintiileri
CP@MWCNT (Sekil 4.17e-f) ile verilmigtir. Saf MWCNT’ler daha diizgiin bir
morfolojiye sahip iken CP@MWCNT hibrid malzemenin yiizeyinde ¢apraz baglh
polimerlerin  aglomerasyon ile varligi goziikkmektedir ve c¢esitli  sensor

uygulamalarinda kullanilabilir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.18: CP, CP@MWCNT ve MWCNT malzemelerinin termal analiz grafigi.

Elde edilen CP@MWCNT materyalinin termal kararliligin1 belirlemek ve karbon
nanotiip ylizeyindeki karbon atomlarina karsilik gelen kimyasal olarak bagli CP
molekiillerinin  miktarlarin1  belirlemek i¢in termal analiz yapilmistir. CP,
CP@MWCNT ve MWCNT malzemeleri i¢in 800 °C’de kiitle kayiplart sirasiyla
%76.17,31.07 ve 3.11 olarak bulunmustur. Bu analiz sonucunda, MWCNT yiizeyine
baglanan CP i¢in hibridden (31.07) toplam CP miktar1 ¢ikarilmis (3.11) ve bulunan
deger (27.96), CP@MWCNT hibridinin kiitle kaybina (76.17) boliinmiistiir. Baglanan
CP yiizdesi %36.70 ve hibrid malzemede kalan MWCNT miktari ise %63.30 olarak
bulunmustur. Sonug olarak hibrid malzeme miktar ise ((63.30%1270.47)/(36.70*12))
ifadesinden yaklasik 183 karbon i¢in bir CP molekiilii baglandig1 hesaplanmistir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.19: CP ve CP@MWCNT hibrid malzemesine ait FT-IR karsilagtirmasi.

FT-IR spektrum sonuglarina dayanilarak CP ve CP@MWCNT karsilastirilmasi
yapildiginda, Nanotiipiin m sisteminin tahrip olmasiyla genellikle 900-1200 cm'!
bolgesinde aromatik sistemlerden kaynaklanan pikler gézlenir [110]. 739 ve 941 cm”
Pdeki piklerde gozlenen C-H biikiilmelerine ait titresimler bilgiyi dogrulamistir.
CP@MWCNT piklerinde bakildiginda, CP ile piklerinin hemen hemen ayni oldugu
fakat monomerlerin MWCNT iizerine adsorpsiyonu ve polimer zincirinin hareket

kisitlamasindan dolayi piklerde kayma ve yogunlukta degisimler gdzlenmistir.
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Sekil 4.20: CP ve CP@MWCNT hibrid malzemesinin UV-Vis spektrumu
karsilastirmasi.

CP ve CP@MWCNT’ nin UV-Vis spektrum karsilastirmasi sekil 4.20°de verilmistir.
CP bilesiginde 325.6-338.8 nm dalga boylarinda gozlenen karbazol absorbanslari,
CP@MWCNT malzemesinde 312-338nm araliklarinda absorbans vermistir. 382-431
nm’de gozlenen piranin spektrumlart ise hibrid malzeme de 381-426 nm dalga
boylarinda goézlenmistir. CP bilesigine kiyasla CP@MWCNT de gbzlenen absorbans
artisitnin  CP  bilesiginin nanotiip Tlizerine kaplanarak yiizeyi kapatmasindan

kaynaklandig1 anlasilmistir.

4.3. GCE/CP@MWCNT/Kitosan Elektrodunun
Elektrokimyasal Karakterizasyonu

GCE, GCE/CP@MWCNT, GCE/CP@MWCNT/Kitosan elektrotlarinin
elektrokimyasal karakterizasyonu igin 2.5 mM [Fe(CN)s]>* (IM KCl) ¢dzeltisinde
CV, DPV ve EIS o6l¢timleri elektrotlarin algilama 6zelliklerini karakterizasyonu ve
degerlendirmesini anlamak i¢in alinmstir. Sekil 4.21°de, GCE, GCE/CP@MWCNT,
GCE/CP@MWCNT/Kitosan elektrotlarinin sirasiyla doniisiimlii voltagramlar1 ve
elektrokimyasal empedans spektrumlart verilmigtir. CV sonuglarina gore; GCE

tizerine kitosan eklendiginde en diisiik artis gézlenirken, hibrid malzemenin elektrot
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formiilasyonunda modifiye edilmesiyle anodik ve katodik pik akimlarinin arttig1 ve
pik potansiyellerinin arasindaki farkin daraldigi anlagilmistir. Hibrid malzeme ve
kitosan birlesiminin voltagrami alindiginda, redoks tepkimesinin daha kolay
ger¢eklesmesinden dolay1r ve birbirleri arasindaki sinerjik etkilerden kaynakli en
yiiksek pik akimlart gozlenmistir [111]. EIS spektrumlari, elektron transferi ile degisen
frekanslar1 ve buna gore bicimlenen elektron transfer direncini gosterir [112].
Asagidaki sekil 4.22°deki sonuglara bakildiginda, camsi elektrodun modifiye
edilmesiyle GCE, CP@MWCNT ve CP@MWCNT/Kitosan’da iletkenlik artar iken
diistik elektron transfer direnci gosterdigi gozlenmistir. Kitosanin ise diisiik iletkenlik

vermesiyle bu direncin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.21: GCE, GCE/CP@MWCNT, GCE/CP@MWCNT/Kitosan ve
GCE/MWCNT elektrotlarinin 2.5 mM [Fe(CN)s]>* (1M KCI)
cozeltisindeki elde edilen doniistimlii voltagramlari.
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Sekil 4.22: GCE, GCE/CP@MWCNT, GCE/CP@MWCNT/Kitosan ve
GCE/MWCNT elektrotlarinin 2.5 mM [Fe(CN)s] > (1M KCI)
cozeltisindeki elde edilen elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Olgtimlersi.
4.4. PSA Immiinosensoriiniin Elektrokimyasal
Karakterizasyonu

PSA immiinosensorlerinin elektrokimyasal karakterizasyonlari, optimum ¢alisma
parametrelerinde ~ hazirlanan ~ PSA  immiinosensorleri  ile  yapilmistir.
GCE/CP@MWCNT/Chitosan/anti-PSA/BSA/PSA immiinosensorlerinin
elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in 10 pg/mL PSA konsantrasyonunda 2.5 mM
[Fe(CN)s]** (IM KCl) c¢ozeltisinde CV ve EIS olgiimleri alinmistir. PSA
immiinosensorlerinin hazirlanma basamaklarina ait CV ve EIS degerleri sirasiyla Sekil
4.23’da  verilmistir. Immiinosensdrlerin  analitik performans1 antikor-antijen
baglanmasinin yiiksek ozgiilliigiidir [113]. Bu hassasiyet tespiti, iletken yiizey ile
immiinokimyasal bilesimin uyumu iledir. CV sonuglarina bakildiginda, 6nceden de
sOylendigi gibi CP@MWCNT/Kitosan’in en yliksek anodik ve katodik pik artisinda
sahip olmasiyla en yliksek iletkenlik vermistir. Elektroda hibrid malzeme harici anti-
PSA/gluteraldehit eklendiginde ise bu pikin azaldig1 goriilmiistiir ¢clinkii gluteraldehit
capraz baglayici reaktifligi 6zelligi sayesinde kovalent olarak baglanmis ve antikor
molekiillerini sikica adsorbe ederek immobilizasyonu saglamistir. Uzerine BSA

eklendiginde ise pik potansiyelleri arasindaki farkin arttig1, pikin ise daha da azaldig:
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gozlenmistir. Bunun nedeni ise BSA’nin antikor ve antijen arasinda bloke gorevi
gormesiyle ylizeyi kapatmasidir. 10 pg PSA eklendiginde ise antikor-antijen
immobilizasyonun saglanmasi sonucu anodik ve katodik pik akimlarinin daha da
azaldig1 gozlenmistir.  Sekil 4.24’deki EIS sonuglarina bakildiginda ise hibrid
malzemeye anti-PSA/gluteraldehit eklediginde iletkenligin azalmasi nedeniyle direng
degerinde artisin oldugu gdzlenmistir. Bu artis, BSA ve ardindan 10 pg PSA
eklenmesiyle daha da arttigi gozlenmistir. CV ve EIS sonuglarinin 6n izlenmesi

yapilarak sensoriin immobilizasyonun basarili bir sekilde gergeklestigi anlasiimistir.
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Sekil 4.23: GCE, GCE/CP@MWCNT, GCE/CP@MWCNT/Kitosan GCE/MWCNT,
GCE/CP@MWCNT/Kitosan/anti-PSA/BSA/PSA elektrotlarinin 2.5 mM
[Fe(CN)s] ¥ (1M KCl) ¢ozeltisindeki elde edilen déniisiimlii voltagramlari.
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Sekil 4.24: GCE, GCE/CP@MWCNT, GCE/CP@MWCNT/Kitosan, GCE/MWCNT
ve GCE/CP@MWCNT/Kitosan/anti-PSA/BSA/PSA elektrotlarinin 2.5
mM [Fe(CN)s]>* (IM KCl) ¢ozeltisindeki elde edilen elektrokimyasal

empedans spektroskopisi 0l¢timleri.
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4.5. PSA Immiinosensériiniin Optimum Parametrelerinin

Belirlenmesi
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Sekil 4.25: a) CP@MWCNT miktar1 b) % Gluteraldehit ¢) Inkiibasyon siiresi d) anti-
PSA konsantrasyonunun optimize parametreleri.

Uygun bir elektrokimyasal immiinosensor igin yliksek bir iletkenlik, antikor-antijen
immobilizasyonunda immiinokimyasal reaksiyon gergeklesmesi ve en iyi elektrot
analittk  performansin  eldesi i¢cin CP@MWCNT  miktari, anti-PSA
konsantrasyonu, %pgluteraldehit ve inkiibasyon siiresi gibi belli parametrelerin
belirlenmesi gerekir. Oncelikle, CP@MWCNT konsantrasyonunun optimizasyonu
0.125, 0.250, 0.50, 1.00, 1.50 mg/mL olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda
hazirlanmistir. Her biri elektrotlarin yiizeylerine damlatilarak 45 dk boyunca oda
sicakliginda veya 37°C’de kurumasi i¢in beklemeye birakilmistir. Farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan CP@MWCNT analizi i¢in 2.5 mM [Fe(CN)s]> (1.0
M KCI) ¢ozeltisinde DPV alinmustir. Sekil 4.25a’da agikca goriilebilecegi gibi 0.125-
1.00 mg/mL artis gézlenmis iken 1.00-1.50 mg/mL aras1 azalma gozlenmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda, malzeme elektrot yiizeyinde yeterli ylizey alam veya iletkenlik
artist saglamamistir ve bunun sonucunda 1.00 mg/mL CP@MWCNT optimum
konsantrasyon olarak belirlenmistir. 1.00 mg/mL {izerindeki konsantrasyonlarda ise

malzeme yiizeyi tamamen kaplayarak difiizyon verimliligini disiirmiistiir. Ayni
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zamanda, elektron transfer hizin1 ve oranini diisiirerek tepe akim degerlerinde 6nemli

diisiise neden olmustur.

Capraz baglayict ajan olarak kullanilan gluteraldehitin optimum konsantrasyonunu
belirlemek icin %1-%35 araliklarinda 5 farkli gluteraldehit ¢6zeltisi hazirlanmastir.
Hazirlanan aldehitin analizi i¢in 2.5 mM [Fe(CN)s]>* (1M KCl) ¢dzeltisinde DPV
alimmustir. Sekil 4.25b’de goriilebilecegi gibi, %1.0 GA ¢apraz baglanmasi sonucu en
yiiksek pik akim degeri gozlemlenirken %2.0-%5.0 arasinda onemli bir fark
gbzlenmemistir. Bu sonucu baz alarak, %1°’lik gluteraldehit uygun optimum deger

olarak secilmistir.

PSA inkiibasyon siiresinin optimize edilmesindeki amag, PSA’nin hangi inkiibasyon
siiresinde en verimli sekilde yiizeye tutunabilecegini tespit etmektedir. Elektrotlarin
her birinin ylizeyine 4 ng/mL PSA ¢ozeltisi damlatilarak 30, 60, 90, 120 ve 150 dk
siiresince beklemeye birakilmigtir. Bu slireler sonucunda, analiz i¢in 2.5 mM
[Fe(CN)s] ¥ (1M KCl) ¢ozeltisinde DPV almmistir (Sekil 4.25¢). Pik akim degerinde
en yiiksek artis 60 dakika da goézlendigi i¢in uygun parametre olarak seg¢ilmistir.
Immobilizasyon siiresinin arttirilirken elektrotun tepe akim degerlerini degistirmedigi

gozlenmistir.

Anti-PSA konsantrasyonunun optimizasyonu i¢in 2, 4, 6, 8, 10 ng/mL olmak tizere 5
farkli anti-PSA hazirlanmistir. Her biri elektrotlarin yiizeylerine damlatilarak 45 dk
boyunca oda sicakliginda immobilize edilmesi i¢in kurutulmaya birakilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan anti-PSA analizi igin 2.5 mM [Fe(CN)¢]¥*
¢ozeltisinde DPV dlgiimleri alinmistir. Sekil 4.25d’de agikca goriilebilecegi gibi, 2-4
ng/mL arasi artis gozlenirken, yliksek konsantrasyonlarda azalma gdzlenmistir. Bu
sonuca bakilarak, 4 ng/mL optimum immobilizasyon konsantrasyonu olarak

secilmistir.

4.6. PSA immiinosensoriiniin Analitiksel Performansi

Sekil 4.26 ‘de uygun optimize parametreleri kullanilarak 0.1 pg/mL-10 ng/mL arasi
PSA antijenleri inkiibe edilerek analitik performansina bakilmistir. PSA’ nin elektrot
ylizeyine baglanmasiyla antijen-antikor kompleksi olusarak elektrolit ¢dzeltisi ile

elektrot ylizeyi arasindaki iyon transferi engellemistir. Bu sebeple, PSA
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konsantrasyonundaki artis DPV akiminda diisiise neden olmustur. Bunun sonucunda
kalibrasyon egrisi ¢izildiginde regresyon denklemi I (1A)=8.4982 log (Cpsa) -15.166
ve korelasyon katsayis1 R?=0.9959 olarak bulunmus ve PSA konsantrasyonu ile akim
arasindaki dogrusal iligkinin yiiksek diizeyde oldugu anlasilmistir. G6zlenebilme sinir1
(LOD) degeri 3.3 o/S esitliginden ve tayin sinir (LOQ) degerleri ise 10 o/S esitliginden
hesaplanarak 0.12 pg/mL ve 0.36 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglardan anti-
PSA antikorlarinin elektrot yiizeyinde basarili bir sekilde immobilize edildigini ve

PSA’y1 konsantrasyona bagli bir sekilde konjuge etme yeteneklerini gosterdigi

anlasilmistir.
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Sekil 4.26: PSA’nin kalibrasyon grafigi.

4.7. PSA Iimmiinosensoriiniin  Tekrarlanabilirlik ve
Kararhhgi

[l PSA imminosensor
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Sekil 4.27: a) Olgiim tekrarlarina bagl pik akim degisimi, b) tekrar yikamalarmn 100
pg/mL PSA ol¢iimiiniin tekrar edilebilirligine etkisi.

PSA immiinosensériiniin tekrarlanabilirlik ¢alismalari, 2.5 mM [Fe(CN)e]** (1M
KCl) ¢ozeltisinde igerisinde 100 pg PSA inkiibe edilerek gerceklestirilmistir. Sekil

4.27a’da artarda bes farkli1 6l¢iim alinmistir ve sekil 4.27b’de her 6l¢iim sonrasi yikama
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yapilmis ve tekrardan Slglim alinmistir. Bu islemler sonucunda, elektrotlarin bagil
sapmalar1 %0.93 olarak hesaplanirken, yikama sonra bu bagil standart sapma %1.67

olarak hesaplanmustir.

Il PSA immiinosensor
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Sekil 4.28: PSA immiinosensoriiniin uzun vadeli stabilite grafigi.

PSA immiinosensdriiniin kararliligini belirlemek i¢in 10 pg/mL PSA inkiibe edilerek
hazirlanan immiinosensérlerde ilk DPV 6l¢iim 25°C’de 2.5 mM [Fe(CN)s]>** (IM
KCl) ¢ozeltisinde igerisinde gerceklestirilmistir. Ardindan bu immiinosensorler 4°C
sicakliginda muhafaza edilerek 1., 2., 5., 7., 14. ve 21. giin DPV 0l¢limleri alinmistir.
Her 6l¢tim sonrasi elektrotlara yikama iglemi uygulanmistir. Bu 6l¢itimler sonucunda,
PSA immiinosensoriinlin pik akim degerinin yiizde bagil degisimi hesaplanmstir.
Tekrarlanabilirlik ve kararlilik grafiklerine bakildiginda, tez kapsaminda gelistirilen
GCE/CP@MWCNT/Kitosan immiinosensoriiniin  PSA’ya kars1 yiliksek tekrar

kullanilabilirlik ve kararliliga sahip oldugu gézlenmistir.

Bu calismada PSA icin gelistirilen prosediir ile diger metotlar arasindaki karsilagtirma
Tablo 4.1°de yer verilmistir. Sonuglara bakildiginda, bu ¢alismanin karsilastirilabilir
tespit sinir1 degerine sahip oldugu gozlenmistir. Wang ve arkadaglari, ¢oktiirme ve
kalsinasyon islemi ile ZIF-67’den tiiretilen Co3O4/CNT sentezlemis ve AuNP
elektrokimyasal olarak fonksiyonlu yiizeye biriktirmistir. LOD degeri 0.23 pg/mL
olarak belirlemislerdir [114]. Shamsazar ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise Fe3O4
ve MWCNT lerden olusan nanokompozit malzeme elde etmis ve sandvi¢ yontemiyle

modifikasyonu yapilmigtir. Bu metot sonucu, tespit sinirt 0.39 pg/mL olarak
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bulmuslaridir [115]. Oncelikle, serigrafi karbon elektrot modifikasyonu ile poli(3,4-
etilendioksitiyofen) ve PEDOT@PB nanokompoziti redoks probu gorevi gérmesi igin
kullanan Saraban ve arkadaslari, platin nanopartikiil ile rGO@Cu(BDC-NH>)
nanokompozit kullanarak PSA iizerine modifikasyon yapmislardir ve bunun
sonucunda 0.00078 pg/mL gibi diisiik bir tespit siir1 bulmuslardir [116]. Biitiin
calismalar detaylica incelendiginde, bazi calismalarin tespit limiti ve c¢alisma
araliginin daha 1yi olmasmna ragmen, bazi ¢alismalarda ise tam tersi oldugu
anlasilmistir. Tabloya bakildiginda, degerli metaller ve nanoparcaciklarin kullanilmasi
hassasiyetin daha genis araliklarda olmasini saglamistir. Bir¢ok ¢alismada kullanilan
altin nanopartikiiliin tespit limitinde gozlenen degiskenligin bagli oldugu materyale
gore degistigi anlasilmistir. Buna ek olarak, bu ¢alismada yer alan metotta sentezlenen
piranin-karbazol ve CP@MWCNT hibrid malzemenin iyi iletkenlik verdigi, doga

dostu ve diisiik maliyet gibi olumlu 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.1: PSA’nin tespitinde CP@MWCNT nin diger yontemlerle performansinin

karsilastirilmast.

Metot Dogrusal aralik | LOD Referans
(ng/mL) (pg/mL)

AuNPs@Co03;04/CNTs/GCE 0.0005-200 0.23 [114]

MWCNT/Fe;04 0.025-100 0.39 [115]

d-Ti;C,TxMXene@AuNPs 0.001-0.00001 333.33 [112]

Ab/PPtNPs/rGO@Cu(BDC- 0.000001-0.1 0.00078 [116]

NH;)MOF/PEDOT@PB/SPCE

Anti-PSA/PTH/CPE 0.50-15.0 ve 15.0-| 0.093 [117]
100

AuNPs/CHI/CPE 1-18 10 [118]

PANP@PANI-C60/GCE 0.00016-38 0.0000195 [119]

CNSs/Thi@AuNPs/GCE 0.0001-100 0.025 [120]

Au/CAS-MWCNTs- 0.01-0.5 ve 0.5-3.0 7.0 [121]

Nafyon/GCE

Au-Ag NCs/AuNPs/PGE 0.0001-10000 0.03 [122]

CP@MWCNT/CHI/GCE 0.0001-1 0.12

*AuNPS: Altin nanopartikiil, Co;O4: Kobalt oxit, Fe;O,: ferroferrik oksit, ATP: p-aminothiophenol, d-Ti;C,TxMXene: iki
boyutlu katmanli materyal, PB: Prussian mavisi, MOF: metal organik framework, PtNP: Platinyum nanoparcaciklar, PTH:
poli(tiyonin), CNS: karbon nanokiireler, HRP: horseradish peroxidaz, Au-Ag NCs: altin ve giimiis nanokiimeleri, PGE: kalem
grafit elektrodu

60



4.8. Secicilik Testi

Secicilik testi icin 100 pg/mL konsantrasyonuna denk CA 125, HE4, HSA, CRP,
HER?2, IL-6 kanser antijen ¢esitlerini i¢ceren ¢ozelti hazirlanip elektrot ylizeyine inkiibe
edilerek elektrokimyasal oOlglimler yapilmigtir. BSA basamagina kadar tiim
elektrotlarda ayni optimum  parametreleri saglanmustir. Hazirlanan
GCE/CP@MWCNT/Kitosan modifiyeli elektrotlara sadece 100 pg/mL PSA iceren ve
karisim ayr1 ayr1 damlatilarak 2.5 mM [Fe(CN)s]>* (1M KCl) ¢dzeltisinde DPV
Ol¢timleri alinmistir. Yapilan ol¢imler sonucunda akima karsi ¢ozeltilerin grafigi
cizilmistir. Sekil 4.29’da bulunan grafige gore, antijen karigiminin girisiminin ¢ok az
oldugu gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak PSA immiinosensoriiniin

seciciliginin yiiksek oldugu gozlenmistir.

(Il PSA immiinosensér
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Girigim ajanlan

Sekil 4.29: CP@MWCNT/Kitosan/anti-PSA/BSA/100pgPSA sisteminin HER-2,
HE-4, CA-125, HSA, CRP, IL-6 ve karisimina kars1 segicilik testi

4.9. ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay) Testi

ELISA testi, antijen-antikor iligkisini antikorlara baglanmis bir enzimin aktivitesini
izlemekle arastirma temeline dayanir. Bu yontemde 6zgiil antikor veya antijen
kullanilarak istenilen biyomalzemenin miktar1 Olciilebilir. Bu o6l¢iimler UV-Vis
kullanilarak yapilmaktadir. Onerilen immiinosensoriin uygulanabilirligi, gercek
ornekler tasiyan bu yontem ile dogrulanmistir. Bu yontemde, ticari kan serumuna

eklenen PSA kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda konsantrasyon
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farkindan dolay1 farkli siddette renk degisimi gozlenmistir ve bu yukaridaki sekil
4.24°te acikca goriilmektedir. UV-Vis Olglimler almip karsilagtirma yapildiginda
hazirlanan konsantrasyon artisina uygun absorbans artis1 sekil 4.30°da gortilmiistiir.
Tablo 4.2°de ise gelistirilen metot ile referans metot karsilastirilmis ve geri kazanim
yiizdeleri %106.6, %105 ve % 101.4 olarak hesaplanmistir. Gelistirilen CP@MWCNT
sensoriiniin dogrulugu, referans ELISA metodu ile istatistiksel olarak karsilastirilmig
ve iki yontem arasindaki fark Tablo 4.3’te Welch t- testi ile degerlendirilmistir. 500 ve
1000 pg/mL konsantrasyonlarinda elde edilen p-degerleri sirasiyla 0.454 ve 0.133 olup
her iki durumda da p > 0.05 olarak bulunmustur. Bu bulgular, CP@MWCNT hibrid
malzeme temelli immiinosensor sisteminin PSA tespiti i¢in uygun bir tercih oldugunu
gosterdi. Olusturulan PSA sensoriiniin hassasiyeti ve spesifik 6l¢iimler agisindan iyi
ve hizli cevap konusunda kullanmilabilirligin klinik alanda uygulama olarak ele

almasinda yarar saglar.

Sekil 4.30: a) ELISA kit 6l¢iimlerinde reaksiyon durdurulmadan énce b) reaksiyon
durdurulduktan sonra gézlenen renkler
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Sekil 4.31: Artan PSA konsantrasyonuna bagli olarak artan UV-Vis grafigi.

Tablo 4.2: Yapay kan serumu (insan kan serumu) orneklerinde PSA analizi ve
ELISA ile karsilastirmast.

Ornek Eklenen CP@MWCNT Referans metot (ELISA)

(uunit Bulunan  %Geri %RSD  Bulunan  %Geri  %RS

(pgmL")  kazanim (pgmL')  kazanim D
1 100 106.6 106.6 1.18 BDL - -
2 500 525.1 105 1.00 512.3 102.5 1.8
3 1000 1014 101.4 0.98 1038.1 103.8 6.9

*BDL.: tespit limiti alt1

Tablo 4.3: CP@MWCNT sensorii ile ELISA yontemi arasindaki istatistiksel

karsilastirmasi.

Eklenen CP@MWCNT ELISA (Mean  t-de@eri p-de@eri  Sonug

(pgmL") (Mean = SD) + SD) (p>
0.05

500 525.1 +£5.251 512.3 +£9.221 0.904 0.454 Fark
yok

1000 1014 +£9.937 1038.1 +£71.629 -2.417 0.133 Fark
yok
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5. SONUCLAR VE YORUMLAR

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiirii olmakla birlikte 6liim
sebepleri sirasinda besinci sirada yer alir. Birgok {ilkede yiiksek oranda prostat kanseri
vakalarina rastlanmigtir ve bu vakalar genellikle 65 yas iistii hastalarda goriilmektedir.
Prostat kanseri nedenlerinde 1rk, ¢evresel faktor veya genetik faktor gibi etkenler
gosterilmistir. Bir¢ok hastada kanser kendini hemen gostermedigi i¢in erken teshis ve
tedavinin daha saglikli ilerlemesi agisindan semptom gdstermeyen hastalarda testler
yapilmasi daha uygun bulunmustur. Hastaligin teshisi icin MR, biyopsi ve transrektal
ultrasyon gibi birgok yontem kullanilmaktadir fakat bu yontemlerin teshisinin uzun
zaman almasi, karmasik ve pahali olmasi gibi etmenlerden dolay1 kisa vadeli, ucuz ve
hassasiyeti yiiksek olan elektrokimyasal immiinosensorlere ilgi artmistir ve bu konuda
farkl farkli calismalar yiiriitiilmektedir. Bu tez calismasinda prostat kanseri erken evre
teshisi i¢in piranin bilesigi kullanilarak yeni nitro-piranin karbazol ve amin-piranin
karbazol bilesikleri sentezlenmistir. Bilesiklerin karakterizasyonlar1 FT-IR, kiitle, 'H-
NMR, *C-NMR, UV-Vis ile gerceklestirilmistir. Sentezlenen amin-piranin karbazol
7 bilesigi MWCNT ortaminda in-situ polimerlestirilerek yeni hibrid malzeme elde
edilmis ve analizleri FTIR, UV-Vis, TGA, SEM ve TEM ile vyapisal

karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Hibrid bilesik olan CP@MWCNT, GCE elektrot yiizeyine damlat-kurut yontemi ile
modifiye edilmistir ve PSA antjenine karsi sensor ozellikleri arastirilmistir. Bu
calismalar asamasinda, CP@MWCNT nin, gluteraldehitin ve anti-PSA’nin uygun
konsantrasyonlarina bakilmis, immobilize siiresi de dahil optimize c¢aligmalarinda
kullanilmistir. Bunun sonucunda, 1.0 mg/mL CP@MWCNT, %]1 gluteraldehit, 4
ng/mL PSA ve 60 dk immobilize siiresi olarak bu parametreler secilmistir. Bu
optimum degerlerine karsilik analitik karakterizasyonunu 6lgmek i¢in her bir elektroda
sirastyla 0.1 pg/mL-1000 pg/mL araliklarinda PSA immobilizasyonu yapilmis ve DPV
Olctimleri sonucunda kalibrasyon ¢izilmistir. Buna karsilik, LOD ve LOQ araliklari
0.12 pg/mL ve 0.36 pg/mL ol arak bulunmustur. Farkli literatiirdeki veriler ile
karsilastirildiginda, sensoriin iletkenliginin iyi ve hassasiyetin yliksek oldugu

anlasilmistir.
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Gelistirilen sensoriin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in her bir modifikasyon
basamag1 aym elektroda sirasiyla 2.5 mM [Fe(CN)s] > (1M KCl) ¢ozeltisi igerisinde
CV ve EIS olglimleri ile arastirllmistir. Her basamaktaki bu dogrusal degisim
immobilizasyonun gerceklestigini ve sensOriin basarilt bir sekilde calistigim

gbzlemlenmistir.

Artarda bes farkli 6l¢clim alinarak PSA immiinosensdriiniin tekrarlanabilirligi test
edilmis ve her 6l¢lim sonrasi yikama yapilarak tekrar 6l¢tim alinmistir. Alinan DPV
Olctimlerine gore, bagil sapmalar1 %0.93 ve %1.67 olarak hesaplanmistir. Uzun vadeli
kararhilik dlgiimleri kapsaminda 2.5 mM [Fe(CN)s] > (IM KCl) ¢bzeltisi igerisinde
gerceklestirilmistir. 21. giine kadar ise diger 6l¢limler alinmak tizere 4 °C sicakliginda
muhafaza edilmistir. Olgiimler sonucu ilk bes giin immiinosensoriin iyi

tekrarlanabilirlige ve kararliliga sahip oldugu anlasilmistir.

100 pg/mL CA125, HE4, CRP, HER2, IL6 ve karisim gibi farkli tiirde antijenler
hazirlanmis ve secicilik ¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan DPV &lgiimlerinde karisim
sensOr ile yamit verirken, diger antijenlerin girisimlerinin ¢ok fazla oldugu
gozlenmistir. Boylelikle sensoriin iyi bir segicilige sahip oldugu belirlenmistir. Kan
serumu ile gercek ornek testlerine prostat kanseri tanisinda PSA kantifikasyonu igin
en yaygin kullanilan yontem olan ticari ELISA kiti ile elde edilen degerler benzerlik

gostermistir.

GCE/CP@MWCNT/Kitosan/anti-PSA/BSA/PSA immiinosensoriiniin PSA tayininde
yiiksek iletkenlik, iyi tekrarlanabilirlik ve kararlilik, yiiksek hassasiyet ve secicilik
gostermektedir. Hizli cevap vermesi ve kolay uygulanabilir olmasi ileri klinik

caligmalarda ve arastirmalarda PSA tayinin i¢in avantaj saglamaktadir.
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