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OZET

DNA HASARI TAYINI iCIN GRAFENE DAYALI ELEKTROKIMYASAL
BiYOSENSORLERIN HAZIRLANMASI

Selma TUNC

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1, 2017
Yiiksek Lisans Tezi, 59s.

Danisman: Dog. Dr. Filiz KURALAY

Bu tez ¢aligmasinda, son yillarda kullanimi sayisiz avantajlarindan dolayi oldukga artan tek
kullanimlik perde baskili karbon ve kalem grafit elektrotlar grafen ile modifiye edilerek
elektrokimyasal DNA hasar tayininde kullanilmigtir. Grafen dstiin fiziksel ve kimyasal
ozellikleriyle elektrot malzemelerinin duyarliligini arttirmistir. Tek kullanimlik elektrot
teknolojisi ise DNA hasar tayinini seri ve hizli bir sisteme oturtup pratiklik ve ucuz maliyet
saglamistir. Ayrica antioksidan bir madde olan askorbik asidin DNA hasarini azaltic etkisi
incelenmistir. Calismada, ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ve tek sarmal DNA (ssDNA), Fenton
reaktifi (Fe?’H,0;) varhiginda hasara ugratildiktan sonra grafen modifiye perde baskili
karbon elektrot (SPCE) ve grafen modifiye kalem grafit elektrot (PGE) kullanilarak bu
hasarin elektrokimyasal tayini ger¢eklestirilmistir. Hasar tayini Fenton reaktifi varliginda ve
yoklugunda guanin (G), adenin (A), timin (T) ve sitozin (C) bazlarinin yiikseltgenme
sinyallerinde meydana gelen degisimler diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile incelenerek
gerceklestirilmistir. Ayrica, grafen modifiye tek kullanimlik elektrotlarin performans: camsi
karbon elektrodun (GCE) performansi ile kiyaslanmustir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensoér, DNA, DNA hasar1, Elektrokimyasal biyosensor, Grafen.



ABSTRACT

PREPARATION OF ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS BASED ON
GRAPHENE FOR DNA DAMAGE DETECTION

Selma TUNC

Ordu University
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Chemistry, 2017
MSc. Thesis, 59p.

Supervisor: Assoc. Prof. Filiz KURALAY

In this thesis, disposable screen-printed carbon and pencil graphite electrodes, which uses
nowadays are in demand due to their numerous advantages, were used for the
electrochemical DNA damage detection after graphene modification. Graphene increased the
sensitivity of the electrode materials because of its unique physical and chemical properties.
Besides this, disposable electrode technology provides a serial and fast system with
practicability and low-cost. Furthermore, the inhibition effect of an antioxidant, ascorbic
acid, was examined. In the study, electrochemical DNA damage detection was performed
with graphene modified screen printed carbon electrode (SPCE) and graphene modified
pencil graphite electrode (PGE) after double stranded DNA (dsDNA) and single stranded
DNA (ssDNA) were interacted with Fenton’s reagent (Fe?'/H.O;). The damage was
examined in the presence and absence of Fenton’s reagent by monitoring the changes in the
oxidation signals of guanine (G), adenine (A), thymine (T) and cytosine (C) with differential
pulse voltammetry (DPV). Additionally, the performances of the disposable electrodes were
compared with the performance of the glassy carbon electrode (GCE).

Keywords: Biosensors, DNA, DNA damage, Electrochemical biosensors, Graphene.
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1. GIRIS

Niikleik asitler, birden g¢ok niikleotidin birlesmesiyle meydana gelirler. Genetik
bilginin ifade edilmesi ve depolanmasindan sorumlu molekiillerdir. Kimyasal olarak
birbirinden farkl: iki tip niikleik asit vardir. Bunlar (RNA) riboniikleik asit ve (DNA)
deoksiriboniikleik asit’dir. ki tip niikleik asit de niikleotitlerin polimerize olmasi
sonucu meydana gelmektedir: Ana omurgayr makromolekiiler yapidaki fosfat ve
seker birimleri fosfodiester bagi ile baglanarak olusturur (Wang, 2000; Gooding,
2002). DNA, yapisi aydinlatilmis bilinen en énemli molekiillerden biridir. Genetik
bilginin kodlandig1 ve nesilden nesile aktarilma islemi gerceklestiren DNA
molekiilinde meydana gelen hasarlar mutasyona ve sonug¢ olarak genomik
kararsizliga, kanser gibi 6liimciil hastaliklara neden olmaktadir. Giiniimiizde gevresel
faktorlerin stresle beraber genetik faktorleri kolaylikla tetikleyebildigi bilinmektedir.
Bu nedenle, DNA hasarimi tayin etmek amaciyla kullanilabilecek hizli, giivenilir,
duyarli, segici ve ekonomik analiz sistemlerinin tasarlanmasi ve kullanimi oldukga
onem kazanmaktadir. Bu baglamda biyosensorler cogu zaman alic1 klasik analiz

sistemine gore listlin avantajlar saglar.

Biyosensorler, secici, duyarli ve giivenilir analiz sistemleri olmalari nedeniyle
glinlimiizde tayin amagcli olarak oldukc¢a onemli bir yer tutmaktadir. Bir biyosensér,
tayini gerceklestirilecek olan analitle spesifik olarak etkilesime giren bir biyomolekiil
varliginda etkilesim sonucunu elektriksel bir sinyale doniistiiriir. Biyosensorler, diger
zaman alict klasik analiz sistemlerine gore bir¢ok istiin avantajlar saglamaktadir.
Biyosensor calismalar1 ve uygulamalari, 6zellikle son yillarda nanoteknoloji
alanindaki gelismelerin sisteme dahil olmasiyla olduk¢a 6nem kazanmistir (Wang,
2001, 2005; Kuralay ve ark., 2009). Elektrokimyasal biyosensorler, biyosensor

tiirleri icerisinde en ¢ok kullanilan tiirlerden biridir.

2004 yilinda Andre Geim ve Konstantin Novoselov’a Nobel Odiilii kazandiran
grafen, karbon atomunun sp? hibritlesmesi yapan bal petegi érgiilii yapilarindan bir
tanesine verilen isimdir. Cagimizin malzemelerinden biri olan grafen, essiz
ozelliklerinden dolayr son yillarda oldukga ilgi gormektedir. Bu nedenle grafen

temelli DNA ¢aligsmalar1 giiniimiizde 6nemli bir yer tutar (Zhou ve ark., 2009).



Bu tez calismasinda, grafen modifiye perde baskili karbon elektrot (SPCE) ve kalem
grafit elektrot (PGE) kullanilarak DNA hasar tayin biyosensorleri gelistirilmistir. Bu
amagla ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ve tek sarmal DNA (ssDNA), Fenton reaktifi
(Fe?*’H,0,) varliginda hasara ugratilmis ve bu hasar grafen modifiye tek kullanimlik
elektrotlarla tespit edilmistir. Grafen sentezi modifiye Hummers’ metodu
kullanilarak yapilmistir. Hasar tayini Fenton reaktifi varliginda ve yoklugunda
guanin (G), adenin (A), timin (T) ve sitozin bazlarinin yiikseltgenme sinyallerinde
meydana gelen degisimler ile incelenmistir. Hasarli DNA’nin varlig1 diferansiyel
puls voltametrisi (DPV) ile kontrol edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen DNA
hasar1 sonuglari, grafen modifiye edilmis camsi karbon elektrot ile elde edilen

sonugclarla kiyaslanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikan
kimyasal doniisiimler ile fiziksel degisiklikleri ve ayn1 zamanda kimyasal enerjinin
elektrik enerjisine ¢evrilmesini inceleyen kimyanin bir alt bilim dahdir.
Elektrokimyasal tepkimeler, yiikseltgenme-indirgenme tiirii tepkimelerdir. Genel
olarak, elektrokimya, elektronik bir iletken (grafit, yar iletken veya metal) ile iyonik
bir iletken (elektrolit) arayiizeyinde olusan reaksiyonlar1 inceler. Elektrokimyasal
islemler, elektrokimyasal hiicre adini alan bir diizenekte yiiriitiiliir ve analit ¢ozeltisi
bir elektrokimyasal hiicrenin elemani oldugunda elektrokimyasal 6zelliklere dayanan
bir takim kantitatif (nicel) ve Kkalitatif (nitel) analitiksel metodu kapsar.
Elektrokimyasal bir hiicre, incelenen maddeyi i¢eren bir ¢dzelti, maddenin doniisiime
ugradigr elektrotlar ve bu elektrotlar1 birbirine baglayan bir dis devreden
olugsmaktadir (Palecek ve ark., 1998). Elektrokimyasal hiicrede, iyon veya molekiil
halindeki madde katot ad1 verilen elektrotta indirgenirken, anot ad1 verilen diger bir
elektrotta ise ortaya c¢ikan ylikseltgenme tepkimesi sirasinda iyon veya molekiil
halindeki madde ya da elektrot malzemesinin kendisi elektron verir. Elektrotlarda
tepkimeye giren her bir madde, dis devrede belli sayida elektronun gegisine sebep
olur. Bu sirada, elektrik yiikiiniin akis1 nedeniyle elektrik akimi olusur. Elektrotlari
birbirine baglayan devredeki metalik kisimlarda elektrik yiikii elektronlar tarafindan

tasinmaktadir.

Elektroanalitik yontemler ile ¢ok diisiik tayin sinirlarina ulasilabilir. Elektrokimyasal
teknikler, ara yiizeylerdeki kiitle aktarim hizi, yiik aktariminin stokiyometrisi ve hizi,
kimyasal reaksiyonlarin hiz ve denge sabitleri, kemisorpsiyonun ve adsorpsiyonun
derecesi hakkinda oOnemli bilgiler verir (Skoog, 1981). Elektrokimyanin
avantajlarindan belki de en onemlisi, elektrokimyasal Glglimlerin ¢ogu zaman bir
elementin farkli bir yiikseltgenme basamagi i¢in spesifik olmasidir. Bagka bir
avantaji ise kullanilan cihazlarin diger cihazlara gore daha maliyetsiz olmasidir.
Bagka bir ozellik ise, elektrokimyasal yontemlerin, kimyasal tiirlerin
konsantrasyonundan daha ¢ok aktiviteleriyle ilgili bilgi veriyor olmasidir (Skoog ve
ark., 1996).



2.1.1. Doniisiimlii Voltametri

Voltametri, bir mikro ¢alisma elektrodu ile referans elektrot (karsilastirma elektrodu)
arasima uygulanan ve degeri zamanla degistirilen gerilime karsi, hiicrede calisma
elektrodu ile karsit elektrot arasindaki akimin 6lgiildiigli bir yontemdir. Gerilim
taramasi ileri yonde belli bir gerilim degerine ulastiktan sonra yine dogrusal olarak
azalacak bicimde terse cevrilirse bu yonteme doniisiimlii voltametri adi verilir.
Doniisiimlii voltametri (CV), elektrokimyasal yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen
yontemlerden biridir. Doniisiimlii voltamogramlarin detayli incelenmesiyle, bir
sistemin hangi potansiyelde indirgenip yiikseltgendigi, elektrot tepkimesinin
cozeltide bir kimyasal tepkime ile ilgili olup olmadigi, elektrokimyasal agidan
tersinir olup olmadigr ve tepkime iriinlerinin kararhiligi hakkinda sonuc elde
edilebilir (Sekil 2.1). Bu sebeple, ¢cogu elektroanalitik ¢alismanin basinda yapilan ilk
deneysel c¢aligmalar ve karakterizasyon c¢aligmalart doniistimlii voltametrinin
kullanildig1 ¢alismalardir. Bir yarim dongii ve bir tek tam dongii, ya da birden fazla

dongii farkli ¢alismalar icin kullanilabilir.
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Sekil 2.1. Tipik bir doniisiimli voltamogram



2.1.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), voltametrik c¢aligmalarda tayin simirmin
diisiiriilmesi i¢in kullanilan teknikler arasinda énemli bir yere sahiptir. Diferansiyel
puls voltametrisinde, kapasitif akimin diisiik, faradayik akimin ise yiiksek degerlerde
olmasiyla bu iki akim arasindaki duyarlilik ve oran artmis ve diisiik tayin sinirlarina
ulasilmistir. Diferansiyel puls voltametrisi anorganik ve organik cesitlerin eser
miktarlannin Olgiilmesinde onemli Glgiide elverisli bir yontemdir (Wang, 2000).
Voltamogramlardaki pik akimlar1 analitin derisimiyle dogru orantilidir. Sekil 2.2°de

karakteristik bir diferansiyel puls voltamogrami gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Tipik bir diferansiyel puls voltamogrami
2.1.3. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), elektrokimyasal sistemlerin
mekanik ve kinetik 6zellikleri hakkinda bilgi veren bir yontemdir. Elektrokimyasal
empedans spektroskopisi zaman sabitleriyle iliskili olarak elektrot-¢ozelti arayiizeyi
hakkinda bilgi edinmeyi amaglar ve bu 6zelliginden dolay1 diger elektrokimyasal
tekniklerden farklidir. Bir devredeki toplam direncin o6lgiisii olan empedansin
zamanla iliskisi, belirli frekans araliklar1 kullanilarak indiiktif ve kapasitans

degisimlerden etkilenen direncin 6lgiimiine dayanmaktadir. Empedans 6l¢iimleri bir



karakterizasyon yoOntemi olarak basli basina kullanilabilecegi gibi farkli amaclara

yonelik olarak bir analiz yontemi olarak da kullanilabilmektedir. Bu teknik, 6zellikle

korozyon, biyosensorler, metal kaplama ve iletken polimer karakterizasyonu gibi

alanlarda ragbet gormektedir (Bard ve Faulkner, 2001).
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Sekil 2.3. Tipik bir elekrokimyasal impedans spektrumu

2.2. Kullanilan Diger Yontemler

2.2.1. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM), yiiksek enerjili elektronlarla kiigiik bir alan

yiizeyinin taranmasi prensibi ile g¢alisan bir goriintii alma teknigidir. Taramali

elektron mikroskobunun ¢alisma prensibi, yliksek enerjili elektronlarin numune

atomlarinin dig yoriinge elektronlari ile elastik olmayan girisimi sonucunda diisiik

enerjili Auger elektronlart olusturmasidir. Bu elektronlar numune yiizeyi hakkinda

bilgi tasir. Yine yoriinge elektronlart ile olan girisimler sonucunda ydriingelerinden

atilan veya enerjisi azalan elektronlar numune yiizeyine dogru hareket ederek

yiizeyde toplanirlar. ikincil elektronlar olarak adlandirilan bu tiirler numune odasinda

bulunan sintilatérde toplanarak ikincil elektron goriintiisii sinyaline ¢evrilir.



Ikincil elektronlar numune yiizeyinin 10 nm veya daha diisiik bir derinliginden
geldigi i¢cin numunenin yiiksek ¢oziliniirliige sahip topografik goriintiistiniin elde

edilmesinde kullanilir (Karakaya, 2013).

2.2.2. Ultraviyole ve Goriiniir Bolge (UV-Vis) Molekiiler Absorpsiyon
Spektroskopisi

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek ic¢in kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi adi verilmektedir. Ultraviyole (morétesi) ve goriiniir bolge (UV-Vis)
molekiiler absorpsiyon spektroskopisi genel olarak 160-780 nm dalgaboylari
arasindaki 1s18in belirli bir 1s1n yoluna sahip bir hiicreden geg¢mesi asamasinda
hiicredeki ¢ozeltinin gegirgenliginin (T) veya absorbansinin (A) dlglilmesi temeline
dayanir. Absorpsiyon daha ¢ok molekiillerdeki bag elektronlarinin uyarilmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle ultraviyole ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon
spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayni
zamanda fonksiyonel gruplari tasiyan bilesiklerin nicel tayininde kullanilir. Cesitli
kromoforlarin (belli bir dalgaboyu araligindaki 15181n absorpsiyonundan sorumlu
olan fonksiyonel grup) absorpsiyon bantlarinin birbiri ile ortiismesi ve absorpsiyon
bantlariin genellikle oldukc¢a genis olmasi nedeni ile, ultraviyole ve goriiniir bolge

molekiiler absorpsiyon spektroskopisi ile nitel analiz pek yapilamaz.

Bir spektrometrede 151k kaynagindan ¢ikan 151k, ¢oziicii ve 6rnekle etkilestikten sonra
dedektore ulagir ve degisen 151k siddetinin 6l¢iimii yapilarak kaydedilir. Bu safhadan
sonra elde edilen veriler dalgaboyuna kars1 absorbans grafigine gegcirilir ve gerekli

hesaplamalar, yorumlar yapilir (Y1ldiz ve ark., 1997).

2.3. Biyosensorler

Bir biyosensor, dl¢iimii istenen analit ile spesifik olarak etkilesime giren uygun bir
biyobilesen (biyoreseptor) arasindaki etkilesimin sinyal ceviriciler (transduser)
yardimi ile elektriksel sinyallere doniistiiriildiigi analitik cihazlardir. Genel olarak
biyosensor sistemleri li¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, segici olarak analiti tanima
kapasitesine sahip biyobilesen (biyoreseptdr), bu biyobilesenin analit ile etkilesimi
sonucu olusan sinyali elektronik sinyale doniistiiren cevirici (tranduser) ve bu

sinyalin islendigi elektronik bolimlerdir. Biyobilesenler, enzimler, antikorlar,



antibodiler, mikroorganizmalar, niikleik asitler, aptamerler, hiicreler, bakteriler veya

organeller olabilir (Kuralay ve ark., 2008).

Biyobilesenler ve analit arasindaki etkilesim analit derisimine bagli olarak sinyal
cevirici yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 151k absorpsiyonu ya da bir

kiitle degisimi gibi Olciilebilir sinyallere donisiir (Wang, 2005; Kuralay ve ark.,

2011).
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Sekil 2.4. Bir biyosensor ¢alisma prensibi
2.3.1. Biyosensorlerin Tarihi

Biyosensorlerin tarihgesi 1950°1i yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’'nde (Ohio, ABD) bir ameliyat esnasinda kanin oksijen miktarini bir
elektrot yardimi ile izlemesiyle baglar. Clark’in gelistirdigi bu c¢alisma kalp
ameliyatlarinda kullanilan ilk biyosensor olmustur (Clark Jr, 1956). Sonrasinda ise
yine Clark ve arkadaslar1 1962 yilinda glukoz oksidaz (GOx) enzimini ve oksijen
elektrodunu bir arada kullanarak kanmn glukoz seviyesini 6l¢meyi basardilar. Bu

calismalar biyosensor arastirmalarinin baslangici olmustur (Wang, 1999).



2.3.2. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi
Biyosensorler farkli sekillerde siniflandirilabilmektedir. Genel anlamda biyosensorler
sinyal ¢evirici ve biyobilesenin tiiriine gore siniflara ayrilmaktadirlar.
Bir biyosensor sinyal g¢eviricinin tiiriine gore genellikle 4 farkli grupta incelenir
(Cornell ve ark., 1997).

» Optik Biyosensorler

» Piezoelektrik Biyosensorler

» Kalorimetrik Biyosensorler

» Elektrokimyasal Biyosensorler
Optik biyosensorler, etkilesim sonucunda meydana gelen absorplanan ya da agiga
cikan 151k siddetinin Olgiilmesi temeline dayanir. Bu biyosensorler temelde
absorpsiyon, floresans, biyoliiminesans gibi prensipler cercevesinde calisirlar.
Piezoelektrik biyosensorler, analit ile biyobilesen arasindaki etkilesim sonrasi
meydana gelen kiitle degisiminin 6l¢iilmesi temeline dayanir. Piezoelektrik bir kristal
yiizeyinde analit biriktigi zaman kristalin rezonans frekansinda farklanma meydana
gelir ve bu farklanmanin 6lgiilmesi sinyal olarak kabul edilir. Kalorimetrik (termal)
biyosensorler, analit ile biyobilesen arasinda meydana gelen enzimatik reaksiyondaki
1s1 degisiminin belirlenmesi prensibine dayanir. Enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik
ozelliginden faydalanilir. Elektrokimyasal biyosensorler, etkilesim sirasinda
elektrokimyasal tiirlerin harcanip olusurken ortaya ¢ikan elektroaktif sinyalin
Ol¢iilmesi  temeline dayanir. Literatiire ilk kazandirilan biyosensér bir
elektrokimyasal biyosensordiir (Clark Jr, 1956).
Farkli biyosensor tiirlerinin kullanim alanlarina gore farkli dezavantajlar1 ortaya
cikmaktadir. Ornegin, optik sensérler bulamik ortamlarda kullanilamazlar.
Piezoelektrik biyosensdrlerin kullanim alani dardir. Termal biyosensorler ise kiiciik
151 degisimlerinin meydana geldigi sistemlerde yiiksek hassasiyette kullanilamazlar.
Bu tip olumsuzluklarin ¢ogu elektrokimyasal biyosensorlerde yasanmamaktadir.
Ozellikle, tek kullammlik elektrot teknolojisi kullanim kolayligin1 oldukga
artirmaktadir. Bu elektrotlar diisiik maliyet ve seri analiz sistemlerinin ortaya
cikmasimi saglamistir. Ayrica, elektrokimyasal 6l¢clim sistemleri kiigiik boyutlarda,
tasinabilir ve eckonomiktir. Bulanik ortamlarda c¢alisilabilme elektrokimyasal

sensorlerin en Onemli avantajlarindan biridir (Thevenot ve ark., 2001). Bu



sebeplerden dolay1 elektrokimyasal biyosensorler oldukea ilgi ¢ekmektedir (Kuralay
ve Demirci, 2014).
Bir diger siniflandirma bigimi ise biyobilesenin tiirtine baghidir. Bu siniflandirma ise

su sekilde yapilabilir:

> Enzim Sensorleri
Immuno Sensorler
Niikleik Asit Sensorler

Hiicre Esasli Sensorler

YV V V V

Doku Esasli ve Organel Esasli Sensorler

» Biyomimetrik Sensorler
Ornegin, biyobilesen enzim ise biyosensér enzim elektrodu, DNA ise DNA
biyosensorii gibi isimler alabilir (Wang, 2008).
2.3.3. Elektrokimyasal Biyosensorler

Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlari tayin eden sensor sistemlerinin
hazirlanmas1 miimkiin iken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bircok
maddenin tayini gerceklestirilebilir. Elektrokimyasal bir biyosensoriin sahip olmasi
gereken temel Ozellikler diger biyosensor tiirlerinin ¢oguyla aynidir. Segicilik,
duyarhlik, tekrarlanabilirlik, hizli cevap zamani, diisiik tayin smiri, genis 6lglim
aralid, kararlilik, kullanim 6mrii, kiigiiltiilebilirlik, hizli geri donme zamani ve diistik
maliyet bir elektrokimyasal biyosensoriin olmazsa olmazidir.

Sinyal ¢eviricinin tiiriine gore elektrokimyasal biyosensorler 4 gruba ayrilir:
» Amperometrik Biyosensorler
» Potansiyometrik Biyosensorler
> lletkenlik Biyosensdrleri

> Impedimetrik Biyosensorler
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2.3.3.1. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorler en ¢ok tercih edilen edilen biyosensor g¢esitlerinden bir
tanesidir. Clark oksijen elektrodu bir amperometrik biyosensordiir. Genel anlamda
amperometri belli bir potansiyeldeki akim degisiminin 6lgiilmesi temeline dayanir.
Amperometrik biyosensorler, analit ile biyobilesen arasindaki biyoetkilesim sonucu
olusan tiirlerin yiikseltgenmesine ya da indirgenmesine bagli olarak ¢alisma
elektrodunda olusan akimin dlgiildiigii biyosensor ¢esitleridir (Kuralay ve ark., 2006;
Huang ve ark., 2009; Campuzona ve ark., 2012).

2.3.3.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometri bir ¢alisma elektrodu ve referans elektrot arasinda olusan gerilim
degerlerinin Ol¢iildiigii elektrokimyasal bir yontemdir (Bard ve Faulkner, 2001).
Potansiyometrik biyosensorlerin ¢alisma prensibi analit konsantrasyonuna bagh
olarak referans elektroduna karsi calisma elektrodundaki gerilim degerinin

Ol¢iilmesine dayanmaktadir (Kuralay ve ark., 2005).

2.3.3.3. Iletkenlik Biyosensorleri

Iletkenlik biyosensérleri, analit ile biyobilesen arasinda olusan etkilesimden sonra
meydana gelen elektriksel iletkenlikteki degisimin dlglilmesi temeline dayanir (Mello
ve Kubota, 2002). Cogu etkilesim ¢o6zeltinin kompozisyonunda bir degisiklik
meydana getirir. Bu yiizden iletkenlik biyosensorleri bir c¢ozeltideki her tiirlii

degisikligi kolaylikla tespit edebilir.

2.3.3.4. impedimetrik Biyosensérler

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi frekans diizleminde elektriksel bilgiler
saglayan bir yontemdir (Khan ve Dhayal, 2009). Bu elektrokimyasal yontem
karakterizasyon amagli  ¢aligmalar  haricinde  giinlimiizde = amperometrik,
potansiyometrik ve iletkenlik temelli elektrokimyasal biyosensdrlere alternatif olarak
oldukga sik kullanilmaya baslanmigtir. Impedimetrik biyosensdrler  farkl
modifikasyonlardan sonra elektrot-¢ozelti arayilizeyinde elektron aktarimina karsi

olan direncin 6l¢iilmesi temeline dayanir.
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2.3.4. Elektrokimyasal Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Elektrokimyasal biyosensorler nicel ve nitel amagli olarak bircok farkli disiplinde
kullanilmaktadir. Son zamanlarda nanomalzemelerin (karbon nanotiipler, grafen,
peptit nanotiipler, nanopartikiiller, biyouyumlu polimerler) biyosensor sistemine
dahil edilmesi, uygulama alanlarini genisletmistir. Daha duyarli ve segici hale gelen
bu biyosensorler Ozellikle hastaliklarin teshis-tan1 ve tedavisi i¢in hizli, pratik,
tekrarlanabilir ve dogru analiz sonuglar1 veren kiigiik, portatif veya tek kullanimlik
Olcim  sistemlerinin  hazirlanmasina  olanak  saglamistir.  Elektrokimyasal
biyosensorlerin tip, eczacilik, tarim, gida, adli kimya, ¢evre analizleri basta olmak

tizere farkli uygulama alanlar1 vardir (Telefoncu, 1999; Egi, 2009).

2.4. DNA

Deoksiribontikleik asit (DNA), yapist aydmlatilmis bilinen en Onemli
biyomolekiillerden biridir. Bu biyomolekiil bir canliya ait tiim genetik bilgiyi
tasimakta ve nesilden nesile aktarmaktadir. Canli organizmalarin ve birgok viriisiin
genetik bilgisinin replikasyon ve transkripsiyonu siireci boyunca protein ve

enzimlerin biyolojik sentezini baslatmasi acisindan DNA yasam siirecinde biiyiik rol

oynar (Wang, 2000, 2002; Gooding, 2002).

2.4.1. DNA’nin Yapisi ve Fonksiyonu

Niikleik asitler, 1868’de Friedrich Miescher tarafindan kesfedilmistir. 1937'de ise
William Astbury DNA'nin diizenli bir yap1 i¢erdigini belirten ilk X 1g1n1 difraksiyon
bulgularin1 elde etti. DNA’nin yapistyla alakali dnemli bir diger bilgi de 1940°lh
yillarin sonlaria dogru Erwin Chargaff ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismalar
sonucunda elde edildi. Bu arastirmalarda farkli canlilarda dort niikleotidin ayni
oranda bulunmadiklar1 ve kimi bazlarin oranlarinin birbiriyle alakali oldugu ortaya
¢ikarildi. Bu ¢aligmalar DNA’nin ii¢ boyutlu yapisini inceleyip kalitim materyalinin
DNA’da kodlanarak kusaktan kusaga nasil aktarildiginin temelini olusturmustur.
1953'te Francis Crick ve James Watson DNA'nin giiniimiizde kullanilan yapisini ileri
stirmislerdir (David ve Michael, 2013). DNA molekiili monomerik niikleotit
birimlerinden olusan 2 tane antiparalel poliniikleotit zincirinden meydana

gelmektedir. Her niikleotit 3 ¢esit kimyasal komponentten olusmustur: Fosfat grubu,
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deoksiriboz denilen seker grubu ve 4 farkli azot bazi. Fosfat-deoksiriboz sekerden
olusan polimerik kistm DNA iskeleti olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.5). Hiicresel
genetik bilgi ise piirin bazlar1; Adenin (A), Guanin (G) ve pirimidin bazlar1; Sitozin
(C), Timin (T) olarak adlandirilan ardisik zincirde kodlanmaktadir. iki niikleotit
dizisi ¢ift sarmal olarak kivrilmistir ve her dizide bulunan bazlar AT ve G<C
seklinde hidrojen baglariyla tutulmaktadir (Palecek ve Fojta, 2001; Palecek, 2002;
Palecek ve Jelen, 2002). DNA’da bulunan seker bir pentoz olan 2-deoksiribozdur.
Birlesik iki sekerden birinin 3 numarali karbonu ile digerinin 5 numarali karbon
atomu arasindaki fosfat grubu, fosfodiester bagi kurarak sekerleri birbirine baglar.
Fosfodiester bagi asimetrik oldugu i¢in DNA ipliginin tek bir yoni bulunmaktadir.
DNA zincirinde bir iplikteki niikleotitlerin birbirine baglandigi yoni, diger
ipliktekilerin yoniiniin tersidir. Antiparalel DNA ipliklerinin bu goriiniimiine verilen
isimdir. DNA ipliklerin asimetrik olan uglar1 5' (bes iissii) ve 3' (li¢ lissii) olarak
isimlendirilir, 5' ug¢ bir fosfat grubu, 3' ug ise bir hidroksil grubu igerir (David ve
Michael, 2013).

DNA Bazlan
O
Seker - Fosfat v::: 2
Omurgasi N »
.::m
g

b

Sekil 2.5. DNA ¢ift sarmali (Cummings, 2004; Fojta ve ark., 2016)
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2.4.2. DNA Hasarn

Bir canliya ait tiim kalitimsal bilgiyi iceren DNA molekiilii dogal olarak ya da
cevresel etkenlerin etkisiyle devamli hasara maruz kalmaktadir. Insan hiicrelerinde
metabolik aktiviteler ve gevresel etkenlerle (UV 15181 gibi) giinde 1 milyon hiicre
hasar gormektedir. Bu hasarlar DNA’nin yapisinin ve diger nesillere aktarilan
genetik bilginin degismesine neden olabilir. Bu nedenle, biitiin canli hiicreleri DNA

molekiiliinii koruma mekanizmalar1 gelistirmislerdir.

DNA onarim sistemleri tarafindan kiigiik hasarlar genellikle onarilir. Yiiksek
diizeydeki hasarlar apoptozisi uyararak hiicre 6liimiine sebep olur. Orta diizeydeki
hasarlar ise genetik materyalde kalic1 degisimlere sebep olabilir. Orta diizeydeki bu
hasarlar mutasyona ve sonug¢ olarak genomik kararsizliga, kansere, Alzheimer,
Parkinson gibi hastaliklara ve yaslanmaya sebep olmaktadir (Palecek ve ark., 1998;
Fojta, 2002; Liu ve Hu, 2007).

Ayrica, DNA molekiiliiniin yapisinda meydana gelen herhangi bir degisiklik genetik
sifrede degisiklige yol acacagindan hatali protein iiretilmesine ve buna bagli olarak
farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Sonug¢ olarak hasara ugrayan bir
DNA molekiilinde DNA bazlar1 hasardan etkilenmekte ve bazlarin yapisinda
degisiklikler meydana gelmektedir (Kuralay ve ark., 2011). Bununla beraber iplik¢ik

kiriklar (zincir kiriklart) goriilebilir.

2.4.3. DNA Hasarma Neden Olan Etkenler

Insan sagh@ iizerinde ciddi etkilere ve DNA’in yapisinda degisikliklere neden
olabilecek etkenler genel olarak endojen, ekzojen, kimyasal veya fiziksel etkiler
olarak gruplandirilabilir (Fojta ve ark., 2016). Asagida biitiin etkenler sirasiyla

verilmektedir:

1. Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlari

2. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler

a. Mitokondriden enerji iiretimi esnasinda olusan serbest radikaller
b

. Enflamasyon

134

Detoksifikasyon islemleri

w

Cevresel faktorler

a. Ultraviyole 151k

14


https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA

b. Iyonize radyasyon

c. Elektromanyetik dalgalar

d. Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici
ajanlar, vinilkrolid gibi kimyasal maddeler

e. Sigara, alkol kullanimi

f. Hava kirliligi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tlirleri ve reaktif karbonil tiirlerinin
DNA’ya zarar veren radikaller olusturdugu bilinmektedir. Ozellikle reaktif oksijen
tiirleri mutagenez ve karsinogenez gibi énemli DNA lezyonlarina sebep olmaktadir
ve bu durum oksidatif DNA hasar1 olarak adlandirilmaktadir (Oliveria-Brett ve ark.,
2002). Genel olarak, hiicrelerde iiretilen reaktif oksijen tiirleri hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikali (OH") ve siiperoksit anyonu (O2) gibi serbest radikalleri
icerir. Ozellikle hidroksil radikali oldukg¢a kararsizdir ve ¢ogu biyolojik molekiil ile
hizla ve spesifik olmayan bir sekilde reaksiyona girer. Bu tiir, Fenton reaksiyonu gibi
metal katalizli redoks reaksiyonlarinda hidrojen peroksitten iiretilmektedir. Fenton
reaksiyonu hidrojen peroksitin, Fe?* veya diger gecis elementleri (Cu, Zn Mn, Cr, Ni,

Mo, Co) varliginda indirgenerek hidroksil radikali olusturdugu reaksiyonlardir:
Fe** + Hx0, — Fe** + OH- +OH (Tepkime 1)

Sonug¢ olarak, bu tir oksidan maddeler kimyasal zincir reaksiyonlar1 baglatarak
hiicrelere zarar verebilir (Fojta, 2002; Sancar, 2003). DNA'ya verilen bu hasar, DNA
tamir mekanizmalar1 tarafindan tersine ¢evrilmezse, mutasyonlara ve muhtemelen
kansere neden olabilir. Antioksidan molekiillerin ise bu DNA hasarini
engelleyebilecegi ftizerine arastirmalar yapilmistir (Yang ve ark., 2013). Bu
nedenlerden dolayr DNA hasarini hizli, hassas ve kolay bir bigimde diisiik maliyetli

tayin edebilen analitik sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.5. Nanoteknoloji ve Nanomalzemeler

Nanoteknoloji, bir maddenin atomik, molekiiler ve supramolekiiler sevide kontrol
edilebilmesidir. En az bir boyutunun biiyiikliigli 1-100 nanometre (nm) arasi olan
maddelerin kontrolii olarak da tamimlanabilir. Anlasilacagi iizere, biiyiikliikle
tanimlanan bir teknoloji olarak bu alan ¢ok farkli disiplinleri icerisine alir (organik

kimya, yar1 iletken fizigi, molekiiler biyoloji ve mikro fabrikasyon, vb.). Uygulama
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alanlart ise nanodlgekte yeni malzemelerin gelistirilmesinden atomik boyutta

maddenin direkt kontroliine kadar ¢esitlilikler gosterebilir.

Nanomalzemelerin (grafen, karbon nanotiip, nanopartikiiller gibi) sisteme dahil
edilmesiyle ozellikle biyosensor caligmalarinda eser miktarda maddelerin tayini
miimkiin olmakta ve ayni zamanda c¢ok karmagik matrikslerde girisim yapan
tiirlerden analit kolaylikla ayrilabilmektedir. Bu gibi ¢alismalar nanomalzeme temelli
caligmalara olan ilgiyi artirmistir. Nanomalzemeler, iistiin fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip olup oldukea kararli yapilarda olan malzemelerdir. Ozellikle grafen

ile yapilan biyosensor caligmalari glinlimiizde dikkat ¢ekmektedir.
2.5.1. Grafen

2004 yilinda Andre Geim ve Konstantin Novoselov tarafindan literatiire kazandirilan
ve bu bilim insanlarma 2010 yilinda Nobel Fizik Odiilii kazandirmis olan “grafen”
bilinen en dayanikli malzemelerden biri olup {istiin mekanik, termal, optik ve
elektriksel ozellikleri, seffaf ve esnek bir malzeme olmasi nedeniyle oldukga ilgi
¢ekmektedir (Zhu ve ark., 2007; Alwarappan ve ark., 2009; Bae ve ark., 2010).
Cagimizin malzemelerinden biri olarak gosterilen grafen, karbon atomunun sp?
hibritlesmesi yapan bal petegi Orgiilii yapilarindan bir tanesine verilen isimdir:
Karbonun giindelik hayatta ¢ok iyi bilinen allotroplarindan biri olan grafitin 1 atom
kalinliginda ayrilmis halidir ve 1s1y1 en 1yi ileten malzeme olarak bilinen grafen
celikten bile 100 kat daha kuvvetlidir. Biitiin bu 6zelliklerinden dolayr elektronik
cihazlarda, siiper kapasitorlerde, (biyo)sensorlerde, pillerde, yakit hiicrelerinde,
kompozitlerde ve fotonik biliminde son yillarda olduk¢a ragbet gérmektedir (Zhou
ve ark., 2009; Moon ve ark., 2010; Zhu ve ark., 2011; Erdem ve ark., 2012).

Grafen tabakalari, miikemmel elektron tasima Ozelligine sahiptir ve bir¢ok
biyomolekiilin ve ilacin oksidasyonuna yonelik yiiksek elektrokatalitik Ozellikler
sergiler. Bu nedenle, grafen modifiye elektrotlar ¢esitli elektrokimyasal uygulamalar
icin yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Dahasi, grafen temelli nanokompozitler,
grafenin diger malzemenin Ozelliklerini iyilestirmesi nedeniyle giiclii 6zelliklere

sahiptir (Grosan ve ark., 2015).

Farkl1 grafen elde etme yontemlerine bagli olarak olusan grafenin 6zellikleri ve

kullanim alanlar1 degismektedir. Grafen bir¢ok teknik kullanilarak sentezlenebilir.
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Grafenin biiylik Olgekte tiretiminde sik¢a kullanilan yontemlerden biri verimin
yiiksek olmasi nedeniyle kimyasal indirgenme yontemidir. Bu yontem grafit oksidin
grafene indirgenme basamaklarini igermektedir (Hummers ve ark., 1958). Bu
yontemde elde edilen grafen oksit sonrasinda hidrazin kullanilarak grafene indirgenir
(Zhou ve ark., 2009). Sekil 2.6’da grafen ve grafen oksitin kimyasal yapilari

gosterilmektedir.

(a) Grafen (b) Grafen oksit

Sekil 2.6. (a) Grafen ve (b) grafen oksit yapilari
2.6. Literatiirdeki Elektrokimyasal DNA Hasar Tayini Calismalari

Kesfedilen ilk biyosensor tiiriiniin elektrokimyasal olmasi ve karmasik, gergek bir
matrikste kolaylikla ¢aligmasi olduk¢a Onemlidir. DNA tayini ve DNA-ilag
etkilesimi i¢in tasarlanmis ve kullamilmis farkli elektrokimyasal sensorler
bulunmaktadir (Erdem, 2007; Kuralay ve ark., 2009; Canavar ve ark., 2011).
Elektrokimyasal DNA hasar1 yaklagimlar1 genel olarak DNA immobilizasyonundan
sonra DNA bazlarmin veya redoks aktif prop olarak kullanilan tiirtin sinyallerinin
6l¢iimiinii ve sonrasinda ise DNA’yla hasar verici tiirlerin kovalent veya kovalent
olmayan etkilesiminden sonra bastaki tiirlere veya ortaya c¢ikan yeni elektroaktif
tirlere ait elektrokimyasal sinyallerin Olgiilmesi temeline dayanir (Wang , 2006;
Liang ve Guo, 2007; Zatloukalova ve ark., 2011; Xiong ve ark., 2013). Anlasilacagi
tizere klasik bir elektrokimyasal DNA biyosensorii rahatlikla DNA hasar tayini
biyosensorlerinin tasariminda kullanilabilir. Elektrokimyasal analiz, DNA hasar
tayini i¢in oldukc¢a avantajli farkli yaklasimlar saglayabilecegi gibi hasara sebep olan

tiirlerin ¢evre, gida ve klinik analizlerinde de 6nemli avantajlar saglar.

Bu sebeplerle elektrokimyasal DNA hasar tayini calismalari olduk¢a Onemli
arastirmalar arasina girmis ve ciktilar 6zellikle son 10 yildir nanomalzemelerin de

sisteme eklenmesi ile oldukca ses getirmeye baslamistir. Bununla birlikte farkli
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nanomalzemelere dayali daha hassas, ucuz ve pratik Ol¢iim sistemlerinin
gelistirilmesine halen ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde farkli elektrokimyasal DNA
hasar calismalar1 bulunmaktadir. Farkli gruplar farkli elektrot malzemeleri
gelistirerek farkli hasar reaktifleri ile DNA molekiiliinii hasara ugratmis ve bu hasarl
DNA’nin tespitini ve hasarin giderilmesini ¢aligmislardir. Antrasilin ailesine ait bir
antibiyotik olan Adriamisinin dsDNA’ya yaptig1 oksidatif hasar diferansiyel puls
voltametrisi ile camsit karbon elektrot (GCE)’ta Oliveria-Brett ve arkadaslar
tarafindan calisilmistir (Oliveria-Brett ve ark., 2002). Deneysel bulgular kanserli
hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri ve yiiksek dozda 8-oksoguanin olusturmasi
sebebiyle Adriamisinin oksidatif DNA hasarina sebep oldugunu gostermistir.
Bilindigi gibi in vitro calismalarda oksidatif stresin bilinen bir belirteci olarak
kullanilan 8-oksoguanin (8-0x0G) olduk¢a mutajeniktir. Yine Oliveria-Brett ve
arkadaglar1 dsDNA ile yiikseltgenmis formdaki kuersetini kullanarak hasar
calismalar1 gerceklestirmiglerdir. Olusan radikaller dsDNA’daki hidrojen baglarini
kirarak 8-oksoguanin ortaya ¢ikarmaktadir. Kuersetin ile indiiklenmis DNA hasari
camsi karbon elektrotta diferansiyel puls voltametrisi ile incelenmistir (Oliveria-Brett
ve Diculesu, 2004). Chen ve arkadaslari dopaminin Fenton reaktifleri varliginda
yiikseltgenmesi ile ortaya ¢ikan -OH radikalinin sebep oldugu DNA hasarin
[Co(bpy)s]®" redoks probu varliginda incelemislerdir. Cams1 karbon elektrot iizerine
modifiye edilen dsDNA ve ssDNA’daki hasar dopamine/Fe™ reaksiyonu ile
diferansiyel puls voltametrisi ile arastirilmistir (Chen ve ark., 2013). Chen ve
arkadaslar1 ayrica oksidatif DNA hasarini hidrofobik bir iyonik sivi olan 1-biitil-3-
metilimidazolyum hekzaflorofosfat varliginda tespit etmislerdir. Bu iyonik sivi
serbest radikallerin olusumu i¢in susuz ¢dziicii ortami saglamistir (Chen, Xiong, Wen

ve ark., 2013).

Tang ve arkadaslar1 polianilin/kitosan modifiye camsi1 karbon elektrotlar iizerine
dsDNA immobilize ederek hidrokinonun DNA’ya verdigi zarar1 diferansiyel puls
voltametrisi ile tayin etmiglerdir (Tang ve ark., 2014). Calismada guanin
yiikseltgenme sinyallerinde azalma gozlenirken hidrokinon yiikseltgenme sinyalinde
artis gozlenmistir. Yine Tang ve arkadaslari baska bir ¢alismada ¢ok duvarli karbon
nanotiip (MWCNTs)/kitosan modifiye camsi karbon elektrotlar {izerine dsDNA

immobilize ederek 6-merkaptopiirinin DNA’ya verdigi zarar1 diferansiyel puls
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voltametrisi ile incelemislerdir. Adenindeki hasarin guanine oranla daha fazla oldugu
rapor edilmistir (Tang ve ark., 2015). Lu ve arkadaslar1 perflorooktan siilfonat ile
indiiklenmis DNA hasarinm1 asir1 yilikseltgenmis polipirol filmlerinde metilen mavisi
redoks probu kullanarak diferansiyel puls voltametrisi ve elektrokimyasal empedans
yontemleri ile incelemiglerdir (Lu ve ark., 2013). Krom/glutatyon/H2O> sistemi ile
indiiklenmis DNA hasar1 Ensafi ve arkadaslar tarafindan ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNTs)/poli(dialildimetilamonyum kloriir) modifiye kalem grafit elektrotlarla
metilen mavisi redoks probunun diferansiyel puls voltamogramlarini inceleyerek
arastirilmistir (Ensafi ve ark., 2013). Ziyatdinova ve Labuda perde baskili karbon
elektrotlar1 tek duvarli karbon nanotiip ve kitosan ile modifiye ederek Fenton tipi
reaktifler kullanarak DNA hasar tayini gerceklestirmislerdir. Kare dalga puls
voltametrisi, doniisiimlii voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi
yontemleri ile hasar tayini izlenmistir (Ziyatdinova ve Labuda, 2011). dsDNA’nin
hasardan sonra heliks yapisinda agilma oldugu belirtilmektedir. indikatér olarak
kullanilan tiyoridazinin cevabinda hasardan sonra azalma meydana gelmesi heliks
yapinin degradasyonunu desteklemektedir. CdTe kuantum noktalar1 varliginda camsi
karbon elektrot kullanilarak dSDNA’ya UV-C 1siginin yaptigi zarar doniisimli
voltametri ve kare dalga puls voltametrisi ile incelenmistir (Hlavata ve ark., 2015).
Lin ve arkadaslar1 bisfenol A ile indiiklenen DNA hasarini grafen oksit-kitosan/altin
nanopartikiil (AuNP) modifiye camsi karbon elektrotlarda metilen mavisi redoks
probunun elektrokimyasal sinyallerinin diferansiyel puls voltametrisi ile incelemesi
ile tayin etmislerdir (Lin ve ark., 2015). dsDNA ve ssDNA’ya 1,2-naftakinon tiirevi
olan biflorinin zarar1 diferansiyel puls voltametrisi ile incelenmistir. Deneyler
spektrofotometri ¢aligmalart ile de desteklenmistir (Vasconcellos ve ark., 2016). Gu
ve arkadaglar1 camsi karbon elektrotlara ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiye ederek
8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) biyosensorii gelistirmislerdir. 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin genellikle oksidatif DNA hasarinin biyobelirteci olarak tanimlanir

(Guo ve ark., 2016).

Grafen ve grafen oksit temelli DNA hasar1 biyosensor caligmalart gilinlimiizde
oldukga ilgi ¢ekmektedir (Jia ve Wang, 2013; Gao ve ark., 2014). Zhou ve
arkadaslarinin calismasinda grafen oksit iyi bir floresans sondiiriicii 6zellige sahip

oldugu icin karboksifluoresein ile isaretli prop DNA, tamamlayici (hedef) DNA’nin
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Klorpirifos-metil varliginda hasar gérmesinden dolayr hedef dizi ile eslesemez ve
floresan sinyallerindeki degisim izlenir (Zhou ve ark., 2012). Yine grafen oksidin bu
Ozelliginden faydalanarak Zhou ve arkadaslar1 tarafindan farkli sonme kapasitelerine
bagli olarak DNA hasar1 klorpirifos-metil ve stiren bilesikleri varliginda tespit
edilmistir (Zhou ve ark., 2012). Liu ve arkadaslar1 grafen yiizeyler iizerinde Fenton
reaksiyonu kullanarak oksidatif DNA hasarini floresans temelli tayin etmislerdir (Liu
ve ark., 2011). Jia ve arkadaslar1 grafen/Nafyon nanokompozitleri camsi karbon
elektrot tizerine yesil elektrokimya indirgenme teknigi ile kaplamislar ve bu
olusturulan elektrodu 8-hidroksi-2’-deoksiguanozinin doniigiimlii voltametri yontemi
ile tayininde kullanmislardir (Jia ve Wang, 2013). Yang ve arkadaslari, ger¢ek drnek
(meyve suyu)’te grafen modifiye camsi karbon elektrotlarla Fenton tipi reaksiyonlara
dayali DNA hasar1 ¢alismislardir (Yang ve ark., 2013).

Yapilan makale taramalarinda da goriildiigii tizere DNA hasarinin belirlenmesi ¢ok
onemli bir konu olup, bu alanda hizl, giivenilir, duyarli, se¢ici ve ekonomik tayin
platformlarina olan ihtiya¢ artmaktadir. Ozellikle karbon bazli bir elektrot materyali
ile DNA immobilizasyonu elektrot iizerine kolaylikla gerceklestirilebilir. Fakat bu
ciplak elektrotlarda duyarlilik oldukg¢a diisiiktiir. Bu nedenle yiizeyin elektrokimyasal
Ozelliklerini artiracak modifikasyonlara ihtiya¢ olmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak
ozellikle grafenin kullanildig1 yeni nesil elektrokimyasal ¢aligmalar oldukca yeni ve

azdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Elektrotlar

Doéniisiimlii voltametri, empedans spektroskopisi ve diferansiyel puls voltametrisi
AUTOLAB-PGSTAT 204 cihazi ile gergeklestirildi. Bu cihazda NOVA 1.11 yazilim
sistemi kullanildi (Metrohm, Hollanda). Uglii elektrot sistemi, galisma elektrodu,
Ag/AgCI referans elektrot (BASI, Lafeyette, ABD) ve platin (Pt) (BASI, Lafeyette,
ABD) Karsit elektrottan olusmaktadir. Deneylerde calisma elektrodu olarak tek
kullanimlik perde baskili karbon elektrot (SPCE) (Dropsens, Ispanya), kalem grafit
elektrot (PGE) ve camsi karbon elektrot (GCE) (3 mm ¢apinda, Metrohm, Hollanda)
kullanilmistir. Sekil 3.1°de kullanilan referans ve karsit elektrotlar, Sekil 3.2°de ise
kullanilan c¢alisma elektrotlar1 gosterilmektedir. Kalem grafit elektrot laboratuvarda
Rotring 0.5 mm kaleme bir bakir tel sarilarak yapilmistir. Deneylerde elektrot yiizeyi
olarak Tombow HB 0.5 kalem ucu kullanildi. Taramali elektron mikroskobu
goriintiileri Zeiss Ultra Plus FESEM (Zeiss, Almanya) ile alinmistir. UV-Vis

olgtimleri i¢in BioSpec-nano spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) kullanilmstir.

Ag/AgCl referans
N elektrot

N

Pt karsit
elektrot

Sekil 3.1. Kullanilan referans ve karsit elektrotlar
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SPCE PGE GCE

Sekil 3.2. Kullanilan ¢alisma elektrotlari
Cams1 karbon elektrotu (GCE) 0.05 pm’lik aliimina (Al203) camuru ile her
defasinda temizlenmistir. Daha sonra 5 dakika sonikatorde bekletilip kurutulmustur.

Referans elektrot doygun 3 M’lik KCl ¢ozeltisi i¢erisinde muhafaza edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Deneylerde kullanilan hidrojen peroksit (H202) (%30), demir siilfat (FeSOa),
askorbik asit, sodyum asetat, asetik asit (CH3COOH), sodyum hidrojen fosfat
(Na2HPO4.2H20), sodyum dihidrojen fosfat (NaH2P0O4.2H20), potasyum ferrisiyaniir
(K3[Fe(CN)s]), potasyum ferrosiyaniir (Ks[Fe(CN)e]), potasyum kloriir (KCI) ve
sodyum kloriir (NaCI) Sigma-Aldrich’ten alinmistir. Cift sarmal DNA (dsDNA, fish
sperm) Serva’dan temin edilmistir. Diger kimyasal maddeler, Sigma-Aldrich, Fluka

ve Merck’ten saglanmigtir. Kullanilan kimyasal maddeler analitik safliktadir.

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Deneysel Ortam

Deneylerde kullanilan tim ¢ozeltiler deney Oncesinde oksijen gazinin girigimini
engellemek igin 9%99.99 saflikta azot gaz1 (BOS, Tiirkiye) ile 5 dakika
doyurulmustur. Tiim deneyler oda sicakliginda gerceklestirilmistir (n=3).

5 mM ferri-ferrosiyaniir [Fe(CN)e>’*] ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Potasyum
ferrisiyaniir ve potasyum ferrosiyaniir 5 mM olacak sekilde 0.1 M KCI ortaminda saf

su (destile su) ile hazirlandi.
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50 mM asetat tampon cozeltisi (ABS)’nin hazirlanmasi: 50 mM olacak sekilde
sodyum asetat ve asetik asitten hazirlanmistir. Cozeltinin pH’1 4.8 olacak sekilde

gerekli pH ayarlamalar1 NaOH ile gergeklestirilmistir.

50 mM fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mM olacak sekilde sodyum
hidrojen fosfat ve sodyum dihidrojen fosfattan saf su ile hazirandi. Cozeltinin pH’1

8.5 olacak sekilde gerekli pH ayarlamalari NaOH ile gergeklestirilmistir.

dsDNA cozeltisinin hazirlanmasi: 250 mg/L stok dsDNA c¢ozeltisi iyonik siddeti
dengelemek adima 20 mM NaCl igeren 50 mM pH 4.8 asetat tamponunda

hazirlanmistir. Kullanilan tampon ¢6zelti ultra saf su ile hazirlanmistir.

SsDNA c¢ozeltisinin hazirlanmasi: Bu ¢ozelti 250 mg/L dsDNA’dan hazirlanmastir.
250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi. Sonrasinda
hemen buz banyosuna alindi ve 15 dakika bu ortamda tutularak sonrasinda

deneylerde kullanildi.

Fenton reaktiflerin hazirlanmasi: Fe?* ve H,0> kullanilarak farkli derisimlerdeki

cozeltiler 50 mM pH 8.5 fosfat tamponunda hazirlanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

DNA bazlarmin elektrokimyasal aktivite gostermesi, ekonomik ve hassas analiz
saglayan elektrokimyasal DNA sensor teknolojilerinin gelistirilmesi adina oldukca
onemli avantajlar saglar. Ozellikle karbon bazli elektrot materyalleri kullanarak
DNA bazlarma ait elektrokimyasal sinyaller herhangi bir indikatdr kullanmadan
takip edilebilir. Fakat bu elektrotlarda diisiikk hassasiyetten dolayi birbirine yakin
bolgelerde yiikseltgenen veya indirgenen DNA bazlarinin birbirinden tam olarak
ayrilmasi her zaman miimkiin olamamaktadir. Ayrica, klasik karbon bazli elektrot
materyalleri (camsi1 karbon elektrot, karbon pastasi elektrodu, pirolitik grafit elektrot,
vb.) pahali olmakla birlikte analiz sonrasi farkli temizleme, 6n muamele basamaklari
icermekte ve ¢ogu zaman bu islemler oldukca zaman almaktadir. Temizleme
islemlerinden sonra bile ¢ogu elektrotta tekrarlanabilirlik problemi yasanmaktadir.
Tek kullanimlik ucuz, pratik elektrot teknolojisi bu problemlerin {istesinden gelmekle
birlikte farkli materyallerin (nanomalzeme gibi) bu elektrot yiizeylerine kolayca
modifikasyonu ile ¢ok farkli uygulamalara yonelik segici sensor sistemlerinin
hazirlanmas1 miimkiin olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, tek kullanimlik perde baskili
karbon elektrot ve kalem grafit elektrot ilizerine ¢agin malzemelerinden biri olarak
kabul edilen grafen modifiye edilerek elektrot malzemeleri daha duyarli hale
getirilmis ve genetik bilgiyi tasiyan niikleotitleri olusturan doért DNA bazinin
elektrokimyasal sinyalleri DNA hasarina yol agan reaktifler varliginda (Fenton
reaktifi, Fe?*/H,0,) ve yoklugunda incelenmistir. Ayrica antioksidan maddelerin
DNA hasarmi azaltic1 etkileri bilinmektedir. Askorbik asit varliginda, hazirlanan
DNA hasar tayini elektrodunun cevabi aragtirilmistir. Grafen temelli DNA hasari
caligmalar1 oldukca yeni ve az olup bu teknolojiye yine tek kullanimlik elektrot
teknolojisinin eklenmesi yliksek kalitede ve kullanimi son derece pratik elektrot

materyallerinin hazirlanmasina olanak saglamaktadir.
Tez galismalar1 asagidaki basamaklardan olusmaktadir:
e Grafen sentezi ve karakterizasyonu

e Hazirlanan grafenin elektrot ylizeyine modifikasyonu ve elektrokimyasal

karakterizasyon

e Fenton reaktifleri ile DNA hasar ¢aligmalari
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e Grafen modifiye elektrotlar ile yapilan DNA hasar1 galismalarinin camsi

karbon elektrot ile kiyaslanmasi

4.1. Grafen Sentezi ve Karakterizasyonu

Grafen sentezi ekonomik, kolay ve veriminin yiiksek olmasi nedeniyle en ¢ok
kullanilan yontemlerden biri olan grafit oksidin grafene indirgenme basamaklarini
iceren kimyasal indirgenme yontemiyle gergeklestirilmistir. Ilk olarak grafit
kullanilarak modifiye Hummers’ metodu ile grafen oksit hazirlanmistir (Hummers ve
Offeman 1958; Zhou ve ark., 2009). Daha sonra hidrazin kullanilarak grafen oksit,
grafene indirgenmistir. Elde edilen grafen SEM ile karakterize edilmistir. Grafen
hazirlama basamaklar1 asagidaki sekilde basamak basamak gosterilmektedir (Sekil
4.1). Son basamaktaki iiriin olan grafenin verimi grafen oksit eldesine giden
basamakta kullanilan sonikator (ultrasound)’iin giiciine ve bekletme siiresine gore

degisebilmektedir (Zhou ve ark., 2009).

Grafen sentezi su sekilde gerceklestirilmistir: 1 g K2S20g ve 1 g P2Os bir beherin
igerisine kondu ve lizerlerine yavas yavas 3 mL H2SOs eklendi. Beher su banyosu
tizerine konuldu ve 80 °C’de sabit tutularak yavas yavas 2 g grafit eklendi. 1 saat
sonra su banyosundan alinarak yaklasik 6 saat boyunca oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Elde edilen ¢ozelti, koyu mavi (lacivert) renkte idi. Soguduktan sonra siyah
bantl bir stizge¢ kagidi yardimi ile siizme ve destile su ile yikama islemleri yapildi.
Yikama islemine notr pH elde edilene kadar devam edildi. Daha sonra elde edilen
kat1 oda kosullarinda 1 gece kurumaya birakildi. Ertesi giin elde edilen grafit oksite
23 mL H2SOs eklendi. Uzerine yavas yavas 3 g KMnOjs ilave edildi. Karistirma
islemi 0 °C’de yavas yavas gergeklestirildi ve sicakligin 20 °C’yi gegmemesi i¢in
stirekli olarak sicaklik kontrol edildi. Sonrasinda 92 mL H20 ilavesi yapilarak 35
°C’de 2 saat karigtirllmaya devam edildi. Pesinden 15 dakika beklendikten sonra 500
mL H20 ve 5 mL H202 (%30’luk) eklendi. Stizme islemi yapildiktan sonra 1:10 HCl
ile metal iyonlarmin uzaklastirilmasi i¢in yikama yapildi. Elde edilen ¢okelek sari
veya turuncu renk olmalidir. Elde edilen iirlin suda ¢6ziildii ve bu ¢ozelti sar1 renk
idi. Daha sonra ¢ozelti sonikatore konuldu ve en az 1 saat beklendi. Grafit oksit

tabakalar1 sonikasyon ile birbirinden ayrilmaktadir.
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Sar1 renkteki silipernatant (grafen oksit) alinarak tizerine 1 pL hidrazin ve 7 pL
NH4OH eklendi. Bu ¢ozelti 95 °C’de 1 saat tutularak indirgenme islemi dolayisiyla

grafen eldesi gerceklestirildi. Islem sonunda ¢dzeltinin rengi siyahi bir renk alds.

Grafit tozu
2gr

3mL
HS0, F
" lgr lgr X
.;‘ ’ v | SN
= ' v

''''''
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Sekil 4. 1. Grafen sentez basamaklar1
Elde edilen grafen taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile karakterize edilmistir.
Sekil 4.2°de sentezlenen grafene ait SEM goriintiisiinii gosterilmektedir. Bu sekilde

grafene ait tabakalar rahatlikla goriilmektedir.
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10 um

Sekil 4.2. Sentezlenen grafene ait SEM goriintiisii

Calismanin devaminda sentezlenen grafen, elektrot yiizeylerine modifiye edilerek
elektrokimyasal DNA hasar tayini ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir. dASDNA ve sSDNA
icin grafen modifiye karbon elektrot (SPCE/GN) ve grafen modifiye kalem grafit
elektrot (PGE/GN) kullanilarak yapilan deneyler asagidaki sekillerde 6zetlenmekte
ve sematize edilmektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Hasar1 giderici etkisi olan askorbik

asitle de hasar goren DNA ¢dzeltisi etkilestirilmistir ve onarict etki takip edilmistir.
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Sekil 4.3. SPCE icin dsDNA kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarin sematik gosterimi
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Sekil 4.4. PGE i¢in dsDNA kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarin sematik gosterimi
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4.2. Sentezlenen Grafenin Elektrot Yiizeylerine Modifikasyonu ve

Karakterizasyon Calismalari

Sentezlenen ve karakterize edilen grafen (2.5 mg/mL), perde baskili karbon elektrot
tizerine (sadece caligma elektrodunu ortecek sekilde, 10 pL) bir mikropipet yardimi
ile damlatilmis, 15 dk bekletilmis ve sonrasinda etiivde 35 °C’de kurutularak
grafenin SPCE iizerine modifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Bir eppendorf tiip
icerisine alinan ayni derisimdeki grafen ¢ozeltisine ise 0.5 mm Tombow HB kalem
ucu 15 dk daldirilmis ve sonrasinda etiivde 35 °C’de kurutulmustur (Zhou ve ark.,
2009). Bu sekilde hazirlanan grafen modifiye elektrotlar dontisiimli voltametri (CV)
yontemi ile 5 mM Fe(CN)¢*"* redoks probu igeren 0.1 M KCI ¢bzeltisi igerisinde
karakterize edilmistir. CV o6lgiimleri -0.3 V ile +0.6 V arasinda Ag/AgCl referans
elektroda karst 100 mV/s tarama hizinda gergeklestirilmistir. Deneylerde karsit
elektrot olarak ise bir platin (Pt) tel kullanilmistir. Doniisiimlii voltamogramlar yine
cok iyi elektrokimyasal Ozellikleri olan baska bir nanomalzeme (karbon nanotiip)
varliginda da alimmistir. Bunun igin 6nce 2.5 mg/mL ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) c¢ozeltisi  hazirlanmistir.  Karbon nanotiipiin = ¢oziiclisii  olarak
dimetilformamid (DMF) kullanilmistir. Karbon nanotiipiin modifikasyonu da her iki
elektrot icin grafen modifikasyonunda anlatildigi sekilde yapilmistir: Karbon
nanotiip ¢ozeltisi (2.5 mg/mL) SPCE iizerine (sadece ¢alisma elektrodunu ortecek
sekilde, 10 pL) bir mikropipet yardimi ile damlatilmis, 15 dk bekletilmis ve
sonrasinda etiivde 35 °C’de kurutularak karbon nanotiipiin SPCE {izerine
modifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Bir eppendorf tiip igerisine alinan ayni
derisimdeki karbon nanotiip ¢ozeltisine ise 0.5 mm Tombow HB kalem ucu 15 dk
daldirilmis ve sonrasinda etiivde 35 °C’de kurutulmustur. Sekil 4.5-a,b ve Sekil 4.6-
a,b’de sirasiyla grafen ve karbon nanotiip modifiye SPCE ve PGE’a ait doniistimlii
voltamogramlar goriilmektedir. Sekil 4.5-a’da +0.38 V’da (Ag/AgCl referans
elektroda kars1) gozlenen yiikseltgenme piki redoks probunun (Fe(CN)s*/*)
yapisinda bulunan Fe?"’nin Fe"’e yiikseltgenmesini gostermektedir. +0.10 V

civarinda goriilen indirgenme piki ise Fe3*’iin Fe?"’

ye indirgenmesine aittir. Bu
redoks pikleri karbon nanotiip modifiye elektroda ait doniisiimlii voltamogramda
daha pozitif ve negatif degerlere kaymistir. Yani elektrokimyasal tersinirlik biraz

daha azalmistir. Ayrica grafen modifiye elektrotta redoks ciftine ait yiikseltgenme ve
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indirgenme pik akimlar1 daha yiiksek ¢ikmistir. Ayn1 elektrokimyasal cevaplar PGE
varliginda Sekil 4.6-a ve b’de aymi sekilde elde edilmistir. Ciplak yani modifiye
olmayan PGE’un cevabi da nanomalzeme modifiye elektrotlarin cevaplarina
ortistliriildiiginde (Sekil 4.6-c) elektrokimyasal cevabin oldukc¢a diisiik oldugu
gozlenmektedir. Ayrica bu voltamogram elektrot malzemesinin bu aralikta bagka
herhangi bir elektroaktivite gostermedigini ortaya ¢ikarmaktadir. Sonug¢ olarak
nanomalzeme varliginda artan elektriksel iletkenlik ve kolay elektron aktarim hizina
bagli olarak doniisiimlii voltamogramlarin daha tersinir ve daha yliksek pik
akimlarina sahip oldugu goriilmiistiir. Grafen modifiye ve karbon nanotiip modifiye
elektrotlara ait doniislimlii voltamogramlar kiyaslandiginda grafen modifiye
elektrodun elektrokimyasal davraniginin daha iyi oldugu tespit edilmistir. Grafen
modifiye ylizey, ekonomik olmasi ve pratik hazirlanmasi nedeniyle olduk¢a avantajli

olan atilabilir elektrot malzemelerinin 6zelliklerini iyilestirmektedir.
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Sekil 4.5. (a) Grafen modifiye SPCE, (b) ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiye SPCE’un 5
mM Fe(CN)e*"* igeren 0.1 M KCI’deki doniisiimlii voltametrik davranislari
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Sekil 4.6. (@) Grafen modifiye PGE, (b) ¢ok duvarli karbon nanotiip modifiye PGE, (¢)
ciplak PGE’un 5 mM Fe(CN)g*/* iceren 0.1 M KCI’deki déniisiimlii voltametrik
davranislar1

Grafen modifiye elektrotlarin karbon nanotiip modifiye ve ¢iplak elektrotlara gore
elektrokimyasal davraniglarinin daha iyi oldugu tespit edildikten sonra grafen
derisiminin elektrokimyasal cevaplari nasil etkiledigi arastirilmigtir. Sekil 4.7°de
farkli derisimdeki grafen (2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL)
modifikasyonlarina ait SPCE’ta alinan doniisiimlii voltamogramlar gosterilmektedir.
Ciplak yani modifiye olmayan SPCE’un cevabi grafen modifiye elektrotlarin
cevaplar ile ortiistiirildiigiinde ¢iplak elektrodun davraniginin yine ¢ok diisiik oldugu
gozlenmektedir. Sekil incelendiginde en 1iy1 elektrokimyasal cevabin (yiiksek redoks
pik akimlar1 ve yakin pik potansiyelleri) 1 mg/mL grafen ¢ozeltisi modifiye SPCE’ta
elde edildigi goriilmiistiir. Sonrasinda ise farkli grafen modifikasyon siireleri (5 dk,
15 dk, 30 dk) calisilmistir. Sekil 4.8 incelendiginde 3 modifikasyon siiresinin
etkisinin de birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir. 15 dk’lik modifikasyon
stiresinde daha yiiksek yiikseltgenme ve indirgenme pikleri elde edildigi i¢in 15 dk

modifikasyon siiresi bu elektrot i¢in optimum segilmistir.
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Sekil 4.7. (a) 2 mg/mL grafen modifiye SPCE, (b) 1 mg/mL grafen modifiye SPCE, (c) 0.5
mg/mL grafen modifiye SPCE, (d) 0.25 mg/mL grafen modifiye SPCE, (e)
¢iplak SPCE’'un 5 mM Fe(CN)e®™* igeren 0.1 M KCI’deki doniisiimlii
voltametrik davraniglari (modifikasyon siiresi: 30 dK, tarama hizi: 100 mV/s)
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Sekil 4.8. Farkli modifikasyon siirelerinin SPCE elektrodun elektrokimyasal cevabina etkisi
(a) 30 dk, (b) 15 dk, (c) 5 dk, (d) ¢iplak SPCE’un 5 mM Fe(CN)¢** 0.1 M KCI
¢ozeltisi icerisindeki davranisi (1 mg/mL grafen, tarama hizi: 100 mV/s)

Kalem grafit elektrot i¢in ise 1 mg/mL grafen ¢ozeltisi kullanilarak 30 dk ve 15 dk
grafen modifikasyon siirelerinin modifiye kalem grafitin elektrokimyasal cevabi
tizerine etkisi arastirildi (Sekil 4.9). 30 dk modifikasyon siiresinde daha tersinir bir

sistem elde edildigi i¢cin 30 dk bu elektrot i¢in optimum kosul secildi. Ayrica bu
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modifikasyon siiresinde Fe?*3*

redoks cifti i¢cin daha yiiksek ylikseltgenme ve
indirgenme akimlar1 goriilmiistiir. Ciplak elektrodun davranisina bakildiginda grafen
modifikasyonunun bu elektrodun elektrokimyasal Ozelliklerini onemli bir ol¢iide

tyilestirdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Farkli modifikasyon siirelerinin PGE’un elektrokimyasal cevabina etkisi (a) 30
dk, (b) 15 dk, (c) ciplak PGE’un 5 mM Fe(CN)¢*™* 0.1 M KCl ¢ozeltisi
icerisindeki davranigi (1 mg/mL grafen, tarama hizi: 100 mV/s)

Elektrot yiizeyindeki farkli modifikasyonlar1 karakterize edebilme yontemlerinden
biri de elektrokimyasal empedans spektroskopisidir. Bu yontem elektrot-¢ozelti
araylizeyinde elektron aktariminin hizi hakkinda bilgi verir (Campuzano ve ark.,
2011). Daha iletken bir yiizey varliginda elektron transfer hizi (Rct) degerlerinde
azalmalar meydana gelir. Sekil 4.10°da grafen modifiye elektrotlar ve modifiye
edilmemis PGE’un elektrokimyasal empedans spektrumlari verilmektedir. 30 dk ve
15 dk grafen modifikasyonu sonucu elde edilen grafen modifiye elektrotlarda Rt
degerlerinin ¢iplak kalem elektroda (Re=15750 Q) gore daha az oldugu goriilmiistiir.
Bu deger 30 dk modifikasyon i¢in (7520 Q) 15 dk modifikasyon sonucunda elde
edilen degere (Rc=10200 Q) gore daha diisiik bir deger olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar CV yontemi ile elde edilen sonuglar1 desteklemistir. Nanomalzeme, c¢iplak

elektrodun iletkenligini artirmakta ve elektrokimyasal 6zelliklerini iyilestirmektedir.
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Sekil 4.10. (a) 30 dk grafen modifiye PGE, (b) 15 dk grafen modifiye PGE, (c) ¢iplak
PGE’un 5 mM Fe(CN)¢*>/* 0.1 M KCl ¢ozeltisi igerisindeki EIS spektrumlari
(Frekans araligr: 10°-10" Hz, Genlik: 5 mV)

Elektrot ylizeyine modifiye edilen grafenin karakterizasyonu elektrokimyasal ydntemler
haricinde bir yiizey goriintilleme teknigi olan elektron mikroskopisi teknigi ile de
gerceklestirilmistir. Sekil 4.11 ve 12°de sirasiyla ¢iplak PGE ve 30 dk grafen modifiye
PGE’a ait SEM goriintiileri bulunmaktadir. SEM goriintiilerinden anlagildig: iizere yiizey
modifikasyonundan sonra elektrodun yiizeyinin 6zelliklerinin degistigi ve yiizeyin
tabaka halinde grafen ile kaplandigi goriilmektedir. Grafen modifikasyonundan sonra
yiizey homojen bir sekilde grafen tabakasiyla kaplanmistir. Ciplak elektrodun yiizeyi

ise piirtizlii bir yapiya sahiptir.
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1 um

Sekil 4.11. Ciplak PGE un SEM goriintiisii

Sekil 4.12. Grafen modifiye PGE’un SEM goriintiisii
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4.3. Fenton Reaktifleri ile DNA Hasar Calismalar

DNA hasar calismalari  bir Fenton reaktifi olan Fe?'/H;0, varliginda
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in ilk once belirli derisimlerde dsDNA ve ssDNA
cozeltileri hazirlanmistir. DNA molekiilii hasara ugradiginda bunu tespit edebilmenin
en Onemli yollarindan biri elektrokimyasal 6zellik gosteren DNA bazlarindaki
degisikliklerin takip edilmesidir. DNA bazlarinin elektroaktif olmasi elektrokimyasal
calismalarin 6nemini bu nedenle artirmaktadir. Bununla birlikte literatlir 6zetinden
de anlagilacag1 iizere dort DNA bazinin ayni potansiyel ve akim skalasinda
birbirinden ayr1 ve hassas bir bicimde tayin edilebildigi biyosensor ¢alismalari azdir.
Tez deneylerinin bu asamasinda ilk amag¢ hasart daha dogru ve hassas tayin
edebilmek adina dort DNA bazinin hazirlanan grafen modifiye yiizeylerde tayin
edilebilmesidir. Sekil 4.13’de grafen modifiye perde baskili elektrot ile ¢iplak perde
baskili elektrodun 50 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde alinmis diferansiyel puls
voltamogramlar1 goriilmektedir. Goriildiigi tizere dort DNA bazi (G, A, T, C) grafen
modifiye elektrot varliginda birbirinden kolaylikla ayrilarak ve yiiksek akim
degerlerinde elde edilmistir. Ciplak elektrot varliginda ise bdyle bir ayiriciliktan
bahsetmek miimkiin degildir. Baz sinyalleri birbiri ile ortiismiis bir sekilde ve ¢ok
diisiik bir hassasiyette elde edilmistir. Bu durum grafen modifiye elektrodun tstiin
performansin1  gostermektedir. Ag/AgCl referans elektroda karsi yapilan bu
deneylerde guanin bazina ait yiikseltgenme piki +0.90 V’da, adenine ait
yiikseltgenme piki +0.108 V’da, timine ait yiikseltgenme piki +1.24 V’da ve sitozine
ait yiikseltgenme piki ise +1.34 V’da elde edilmistir. Bu yiikseltgenme pik potansiyel
degerlerine bakildiginda nanomalzeme varliginda elektrokatalitik bir etkinin s6z
konusu oldugu ve DNA bazlarinin diisiik potansiyel degerlerinde duyarl bir bigimde

birbirinden ayrilabildigi sdylenebilir (Erdem ve ark., 2011).
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Sekil 4.13. 50 mg/L dsDNA ¢ozeltisi icerisinde (a) grafen modifiye, (b) ¢iplak perde baskili
karbon elektrotlarin diferansiyel puls voltamogramlari (Tarama hizi: 10 mV/s)
(n=3)

Ayrica, 50 mg/L dsDNA grafen modifiye elektrot iizerinde +0.0 V’da 60 sn
biriktirilerek asetat tamponu igerisinde +0.5 V ile 1.5 V arasinda siyirma yapildi.
Cozelti icerisinde alinan DNA pikleri ile yiizeye immobilize DNA elektrodun cevabi
ortiigtiildiiglinde her iki sistemde de dort DNA bazina ait piklerin rahatlikla grafen
modifiye perde baskili karbon elektrotlarla tespit edilebildigi gozlemlend: (Sekil
4.14). Daha yiiksek bir DNA derisimi i¢in deneyler tekrarlandi. Sekil 4.15°de 250
mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde grafen modifiye elektroda ait diferansiyel puls
voltamogrami (Sekil 4.15-a) ve 250 mg/L dsDNA immobilize grafen modifiye
elektrodun asetat tamponu igerisinde alinan diferansiyel puls voltamogrami (Sekil
4.15-b) ortistiriildii. Yiksek bir derisim olan 250 mg/LL DNA ¢ozeltisine ait
diferansiyel puls voltamograminda sitozine ait yiikseltgenme sinyalinin istenilen
potansiyelde olmakla beraber diisiik bir hassasiyette elde edildigi goriildii. Her iki
durumda da dort DNA bazi birbirinden ayr1 ayr1 tayin edilebilmistir.
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Sekil 4.14. (a) 50 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde grafen modifiye perde baskili elektrot,
(b) 50 mg/L dsDNA immobilize grafen modifiye perde baskili elektrodun 50
mM pH 4.8 asetat tamponu icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlari
(Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sekil 4.15. (a) 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde grafen modifiye perde baskili elektrot,
(b) 250 mg/L dsDNA immobilize grafen modifiye perde baskili elektrodun 50
mM pH 4.8 asetat tamponu igerisindeki diferansiyel puls voltamogramlar
(Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Yiiksek DNA derisimlerinde sitozine ait yiikseltgenme piklerinin diigiik hassasiyette
cikmasi tizerine deneylerde kullanilan diger bir elektrot olan kalem grafit elektrot ile
yapilan c¢alismalarda ilk once ayrintili bir dsSDNA derisim calismas1 yapildi. Sekil
4.16°da farkli dsDNA ¢6zeltilerinde (125 mg/L-1000 mg/L) grafen modifiye kalem
grafit elektroda ait diferansiyel puls voltomagramlari verilmektedir. Grafen modifiye
kalem grafit elektrotlar ile diisitk DNA derisimlerinde DNA bazlarinin kolaylikla ve
yiiksek hassasiyette birbirinden ayrildigr goriildii. Yiiksek derisimlerde (750 mg/L ve
1000 mg/L) bu hassasiyetin diistiigii tespit edildi. Bu durum elektrot ylizeyine
difiizyon kontrollii olarak tasinan analit (DNA)’in yiizeyde doygunluga ulagmasi ile
aciklanabilir. 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde alinan diferansiyel puls
voltamogrami, grafen modifiye elektrodun asetat tamponu igerisinde alinan davranisi
ile Sekil 4.17°de ortistiiriilmistiir. Bos ¢ozelti davranisinda (Sekil 4.17-b) herhangi

bir elektroaktif tiire rastlanmamustir.
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Sekil 4.16. (a) 1000 mg/L, (b) 750 mg/L, (c) 500 mg/L, (d) 250 mg/L, (e) 125 mg/L dsDNA
cozeltileri igerisinde grafen modifiye kalem grafit elektroda ait diferansiyel puls
voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sekil 4.17. (a) 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde grafen modifiye kalem grafit elektrot,
(b) grafen modifiye kalem grafit elektrodun 50 mM pH 4.8 asetat tamponu
icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)

Grafen modifiye edilmemis ciplak kalem grafit elektroda ait diferansiyel puls
voltamogrami da 250 mg/L dsDNA igerisinde alinmistir. Bu voltamogram c¢iplak
elektrodun asetat tamponu igerisinde alinan davranisi ile Ortiistiirilmiistir (Sekil
4.18). Bos ¢ozelti davramisinda (Sekil 4.18-b) herhangi bir elektroaktif tiire
rastlanmamistir. Bununla birlikte DNA bazlar1 ¢iplak elektrotta diisiik hassasiyet
nedeni ile birbirinden tam olarak ayrilamamistir. Bu sonu¢ modifiye edilmemis
ciplak perde baskili elektrot ile alinan sonuglari desteklemektedir. Modifiye
edilmemis perde baskili karbon elektroda gore ¢iplak kalem grafit elektrotta daha
yiiksek pik akimlarinda yiikseltgenme sinyalleri elde edilmistir. Sekil 4.19’da grafen
modifiye elektrodun (Sekil 4.19-a) ve c¢iplak elektrodun (Sekil 4.19-b) dsDNA
icerisindeki davranislart Ortiistiiriilmiistiir. Grafen modifikasyonunun hassasiyet
haricinde  sisteme kattigt  elektrokatalitik etki  bazlarin  yiikseltgenme

potansiyellerinden rahatlikla anlagilmaktadir.
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Sekil 4.18. (a) 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde ¢iplak kalem grafit elektrot, (b) ¢iplak
kalem grafit elektrodun 50 mM pH 4.8 asetat tamponu icerisindeki diferansiyel
puls voltamogramlar1 (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sekil 4.19. 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde (a) grafen modifiye kalem grafit elektrot,
(b) ciplak kalem grafit elektrodun diferansiyel puls voltamogramlar1 (Tarama
hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sonrasinda ise grafen modifiye kalem grafit elektrotta 0.0 V’da 60 s 250 mg/L
dsDNA ¢ozeltisinde biriktirme yapilarak asetat tamponunda siyrilma yapilmistir. Bu
diferansiyel puls voltamogrami 250 mg/L dsDNA ¢d6zeltisi igerisinde alinan
diferansiyel puls voltamogrami ile ortiistiiriilmiistiir (Sekil 4.20). Sekilde goriildiigi
tizere iki durumda da bazlara ait pikler hassas bir bicimde birbirinden ayrilabilmistir.
Grafen modifiye perde baskili ve grafen modifiye kalem grafit elektrotlarin sonuglar
birbiri ile uyum igerisindendir. Bu sonu¢lar DNA hasar tayininin ¢6zelti igerisinde
grafen modifiye perde baskili karbon ve grafen modifiye kalem grafit elektrotlar ve
aynt zamanda DNA immobilize grafen modifiye perde baskili karbon ve grafen
modifiye kalem grafit elektrotlar ile es zamanli bir sekilde yapilabilecegini
gostermektedir. Bu durum, hazirlanan tek kullamimlik grafen modifiye elektrot

teknolojisinin en 6nemli avantajlarindan biridir.
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Sekil 4.20. (a) 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi igerisinde grafen modifiye kalem grafit elektrot,
(b) 250 mg/L dsDNA immobilize grafen modifiye kalem grafit elektrodun 50
mM pH 4.8 asetat tamponu icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlari
(Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)

DNA hasarini tespit etmek igin, hazirlanan DNA ¢ozeltilerine (250 mg/L) 50 mM pH
8.5 sodyum fosfat tamponunda hazirlanmis belirli miktarlarda FeSOs ve H20:

eklenmistir. Deneylerde hasarin tespiti, elektrot yiizeyine DNA immobilizasyonu igin
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ayr1 bir modifikasyon basamagina olan gerekliligi ortadan kaldirmak ve klinik, in-
situ analizlere daha uygun olmasi nedeniyle ¢ozelti halindeki durumda incelenmistir.
Ayrica, hasar deneylerine DNA bazlarma ait yiikseltgenme pik akimlarinin perde
baskili karbon elektroda gore daha iyi olmasi, bu elektrodun maliyetinin daha ucuz
olmasi ve bir eppendorf tiip igerisinde seri bir bicimde ayni 6zelliklere sahip grafen
modifiye elektrotlarin hazirlanmasina olanak saglamasi gibi avantajlarindan dolay1
ilk 6nce kalem grafit elektrotlar ile baslanmistir. Fenton reaktifi ile farkli etkilesim
stirelerinden (0, 5, 15, 30, 60 ve 120 dk) sonra DNA bazlarindaki degisiklikler
incelenmistir. Sekil 4.21°de farkli bekletme siirelerinden sonra dsDNA ¢ozeltisi
icerisinde grafen modifiye kalem grafit elektroda ait diferansiyel puls
voltamogramlar1 verilmektedir. Deneylerde, 100 uM FeSO,+1 mM H,0,
kullanilmistir. Voltamogramlardan goriildiigii tizere 5 dk’lik etkilesimde bile dsSDNA
hasar gormekte ve DNA bazlarina ait yiikseltgenme pik akimlarinda ve pik
potansiyellerinde degisiklikler meydana gelmektedir. 100 uM FeSO, + 1 mM H,0,
ile etkilesen dsDNA’ya ait bazlarin oksidasyon sonuglari uzun siireli etkilesim ve
kisa siireli etkilesim sonunda genel olarak ayni pik akim skalasi ve potansiyel
araliginda gozlemlenmistir. Bazlara ait ylikseltgenmenin tam olarak nasil bir
mekanizma ile ¢alistigin1 anlayabilmek i¢in Fenton reaktifi olarak kullanilan FeSO,
ve H,0;’in miktarlar degistirilerek bazlarin yiikseltgenme sinyalleri takip edilmistir.
Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de ilgili sonuglar verilmektedir. Sekil 4.22°de FeSO4 miktari
sabit tutularak (100 uM) H,0;’in miktar1 degistirilmistir. 0.1 mM H,0, ve 0.5 mM
H,0, derisimlerinde DNA hasar1 farkli bir bigimde takip edilmistir. 0.1 mM H,0O,
varliginda dort DNA bazma ait yiikseltgenme pik akiminda azalma meydana
gelmistir. DNA hasarinin bazlardaki oksidasyonu azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica,
yiikseltgenme pik potansiyellerinde negatif bolgeye dogru bir kayma bulunmaktadir.
0.5 mM H;0, varliginda ise potansiyellerdeki kaymalar artmakla beraber guanin ve
sitozinin yiikseltgenme pik akimlarinda bariz azalis goriilmiistiir. Adenin ve timin
bazlarinin yiikseltgenmeleri ise birarada tespit edilmis olup bu bazlar birbirinden
ayrilamamakla beraber 2 omuz seklinde goriilmektedir. Sekil 4.23°de H,O, derigimi
sabit tutulmustur. FeSO4 derisimi yiikseldikge Sekil 4.22°deki sonuglara ek olarak
adenin ve timin piklerinin i¢ ige girdigi gdzlenmektedir. Bu sonuglar Fenton

reaktiflerinin DNA bazlarmin oksidasyona acgik gruplarinin oksidasyonunu

43



zorlastirdig1 ve bunun kolaylikla elektrokimyasal olarak tespitinin miimkiin oldugunu

ortaya koymaktadir (Fojta ve ark., 2002, Fojta, 2016).
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Sekil 4.21. 250 mg/L dsDNA ile Fenton reaktifinin farkli siirelerde etkilesimine ait

voltamogramlar (kirmizi: 250 mg/L dsDNA igerisinde alinan diferansiyel puls
voltamogrami) (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sekil 4.22.

Grafen modifiye kalem grafit elektroda ait 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi
icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlari (a) etkilesim dncesi, (b) 100 uM
FeSO, + 0.1 mM H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi, (¢) 100 uM FeSO, + 0.5 mM
H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sekil 4.23. Grafen modifiye kalem grafit elektroda ait 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi
igerisindeki diferansiyel puls voltamogramlari (a) etkilesim dncesi, (b) 50 uM
FeSO, + 0.5 mM H,0; ile 5 dk etkilesim sonrasi, (¢) 100 uM FeSO4 + 0.5 mM
H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi, (d) 250 uM FeSO, + 0.5 mM H,0, ile 5 dk
etkilesim sonrasi, (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)

Grafen modifiye perde baskili elektrodun DNA hasar tayininde kullanim1 ise SSDNA
¢Ozeltisi hasara ugratilarak gosterilmistir. Sekil 4.24°de hasar Oncesi ve sonrasi
degisim gorilmektedir. 250 uM FeSO, + 0.5 mM H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi
DNA bazlarina ait yilikseltgenme pik akimlarinda azalis ve pik potansiyellerinde
kaymalar goriilmiistiir. Bu sonug farklit DNA’larda grafen modifiye tek kullanimlik

elektrotlarin hasar tayininde rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.24. Grafen modifiye perde baskili karbon elektroda ait 250 mg/L ssDNA ¢ozeltisi
icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlari (a) etkilesim 6ncesi, (b) 250 uM
FeSO, + 0.5 mM H,0; ile 5 dk etkilesim sonrasi (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Literatiir 6zetinde de verildigi lizere askorbik asit gibi antioksidanlarin DNA hasarini
azaltic1 etkisi bulunmaktadir. Hasara ugrayan dsDNA ¢ozeltisi 5 dk 0.5 mM askorbik
asitle etkilestirildikten sonra grafen modifiye kalem elektrotta diferansiyel puls
voltamogrami alinmistir. Gerekli veriler Sekil 4.25’de oOrtiistliriilmistiir. Sekilden de
goriildiigli lizere askorbik asit varliginda DNA bazlarina ait yiikseltgenme
sinyallerinde iyilesmeler goriilmiistiir. Yiikseltgenme pik akimlari artmis ve adenin,
timin ayrimi farklilanmaya baslamistir. Sekil 4.26°da ise farkli derisimdeki askorbik
asitin etkisi incelenmektedir. Yiiksek ve diisiik askorbik asit derisimlerinde DNA
hasarinda iyilesmeler meydana gelmistir. Askorbik asit derisimi arttik¢ca dort DNA
bazina ait farklilanma daha net ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar antioksidanlarin DNA

hasar onariminda kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.25. Grafen modifiye kalem grafit elektroda ait 250 mg/LL. dsDNA ¢ozeltisi
icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlari (a) etkilesim 6ncesi, (b) 250 uM
FeSO, + 0.5 mM H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi, (c) b’deki ¢ozelti 5 dk 0.5
mM askorbik asit ile etkilestikten sonra (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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Sekil 4.26. Grafen modifiye kalem grafit elektroda ait 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi
igerisindeki diferansiyel puls voltamogramlar1 (a) 250 uM FeSO, + 0.5 mM
H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi, (b) a’daki ¢6zelti 5 dk 2.0 mM askorbik asit ile
etkilestikten sonra, (c) a’daki ¢ozelti 5 dk 1.0 mM askorbik asit ile etkilestikten
sonra, (d) a’daki ¢ozelti 5 dk 0.5 mM askorbik asit ile etkilestikten sonra, (¢)
a’daki ¢ozelti 5 dk 0.1 mM askorbik asit ile etkilestikten sonra, (f) a’daki
¢ozelti 5 dk 0.05 mM askorbik asit ile etkilestikten sonra (Tarama hizi: 10
mV/s) (n=3)

Kullanilan Fenton reaktifi varliginda DNA’nin hasara ugradigi ayrica baska bir
yontemle de desteklenmektedir. 5 dk Fenton reaktifi (250 uM FeSO, + 0.5 mM
H,0;) ile muamale edilen 250 mg/L dsDNA ve ssDNA’ya ait UV-Vis spektrumlari
Sekil 4.26-a ve b’de sirasiyla verilmistir. Iki durumda da DNA’ya ait karakteristik
260 nm dalgaboyundaki absorbans degerlerinde etkilesim sonrasi farklilasma

gozlemlenmistir. Bu sonuglar elektrokimyasal deney sonuglarimizi desteklemektedir.
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Sekil 4.27. UV-Vis spektrumlari: etkilesim Oncesi (siyah) ve etkilesim sonrast (kirmizi) (a)
dsDNA ¢ozeltisi, (b) ssDNA ¢ozeltisi

4.4. Camsi Karbon Elektrot ile Kiyaslama

DNA hasari grafen modifiye camsi karbon elektrot ile de incelenmistir. Sekil 4.28°de
250 mg/L dsDNA c¢ozeltisi icerisinde grafen modifiye camsi karbon elektroda ait
diferansiyel puls voltamogrami verilmistir (Sekil 4.28-a). Sekil incelendiginde bu
modifiye elektrot materyalinde yeterli hassasiyet elde edilememistir ve dort DNA
bazi birbirinden ayrilamamistir. Bununla birlikte DNA hasara ugratilmis ve bu
sonuglara ait diferansiyel puls voltamogrami Sekil 4.28-b’de verilmistir. Hasardan
sonra pik akimlarinda azalma ve potansiyellerde kayma meydana gelmistir. Bu
yukarida verilen hasar sonuglari ile uyum igerisindedir. Sekil 4.28-c de ise ¢iplak
cams1 karbon elektroda ait 250 mg/L dsDNA igerisindeki elektrokimyasal davranig
bulunmaktadir. Bu sonuca bakildiginda grafenin camsi karbon elektrodun

elektrokimyasal davranisini az da olsa iyilestirdigi soylenebilir.
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Sekil 4.28. Grafen modifiye camsi karbon elektroda ait 250 mg/L dsDNA ¢ozeltisi
icerisindeki diferansiyel puls voltamogramlar1 (a) etkilesim oncesi, (b) 250 uM
FeSO, + 0.5 mM H,0, ile 5 dk etkilesim sonrasi, (c¢) Ciplak camsi karbon
elektroda ait 250 mg/L dsDNA c¢ozeltisi icerisindeki diferansiyel puls
voltamogramlari (Tarama hizi: 10 mV/s) (n=3)
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada, tek kullanimlik perde baskili karbon elektrot ve kalem grafit elektrot
tizerine grafen modifiye edilerek, bu kullanimi1 pratik ve ekonomik elektrot
malzemeleri daha duyarli hale getirildi ve genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiiliine
zarar veren etkenler varliginda ve yoklugunda dort DNA bazinin elektrokimyasal

sinyalleri incelendi.

Grafen, modifiye Hummers’ yontemi kullanilarak kimyasal indirgenme yolu ile
sentezlendi. SEM ile karakterize edilen grafen belirli siirelerde ve belirli derisimlerde
elektrot ylizeylerine modifiye edildi. Nanomalzeme varliginda elektrotlarin
elektrokimyasal davraniglarinin iyilestigi tespit edildi. Grafen yiiksek yiizey
alan/hacim orani sayesinde elektroaktif yiizey alanini artirmaktadir. Ayrica yiizeyin

iletkenligini ve elektron transfer hizini artirmistir.

Grafen modifiye elektrotlarla ¢iplak elektrotlara goére daha duyarli ve hassas DNA
tayini gerceklestirilmistir. DNA ¢ozeltisinde ve elektrot yiizeyine immobilize DNA
durumunda grafen modifiye elektrotlarda dort DNA bazi kolaylikla birbirinden
ayrilmis ve ayni skalada elde edilebilmistir. Ciplak elektrotlarda ayni hassasiyet elde

edilememistir.

DNA molekiiline hasar Fenton reaktifi (Fe?*/H;02) varhiginda gerceklestirildi.
Hasara ugrayan DNA molekiiliine ait elektroaktif dort DNA bazinin yiikseltgenme
pik akimlarinda ve potansiyellerinde degisiklikler meydana geldi. Bir antioksidan

olan askorbik asidin ise bu hasar1 onarici etkisi oldugu tespit edildi.

Elektrokimyasal DNA hasar1 ¢aligmalar1 UV-Vis yontemi ile de desteklendi. Hasar
sonrast dsDNA ve ssDNA absorpsiyonunda degisiklikler meydana geldi.

Grafen modifiye elektrotlarin performans: grafen modifiye camsi karbon elektrot ile
kiyaslandi. Grafen modifiye cams1 karbon elektrot ile ¢alisma kosullarinda dort DNA

bazi ayni skalada ve ayr1 ayr1 elde edilemedi.

Yapilan calismalar, tek kullanimlik pratik ve ekonomik elektrot teknolojisinin DNA
hasarinin tespitinde yiiksek duyarlilik ve segicilikte kullanilabilecegini isaret

etmektedir.
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