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OZET

AFLATOKSINLERIN DNA iLE ETKILESIMLERININ
ELEKTROKIMYASAL DNA SENSORLERI iLE INCELENMESI
Songul GOKCE
Doktora Tezi
Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Senay CETINUS
2018, 141 safya

Elektrokimyasal sensor galismalarmin son yillarda artis gostermesiyle birlikte,
biyomolekiiler algilamaya yonelik yeni teknolojilerin olusturulmas: giindeme

gelmistir.

Bu c¢alismada DNA'min bazi aflatoksinlerle (B;, B,, Gi ve G;) olan etkilesimi
elektrokimyasal yontemler kullanilarak incelendi. Calismanin ilk asamasinda tek
sarmal DNA (ssDNA) ve c¢ift sarmal DNA'nin (dsDNA), kalem grafit elektrot (PGE)
ylzeyine immobilizasyonunda en uygun immobilizasyon siresi ve en uygun DNA
derisimi diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak tayin edildi ve
immobilizasyon yontemi olarak 1slak adsorpsiyon tercih edildi. Optimum
immobilizasyon siresinin SSDNA ve dsDNA icgin 25 dakika, optimum ssDNA ve
dsDNA derisiminin ise 35 pg/mL oldugu tespit edildi. DNA-aflatoksin etkilesiminde
kullanilan PGE'nin karakterizasyonu her modifikasyon basamagindan sonra taramali
elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), doniisimlii
voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans spektrometri teknikleri ile incelendi.
Aflatoksinlerin DNA hibridizasyonuna olan etkisi DPV teknigi ile incelendi ve
bunun igin bir birinin tamamlayicis1 (komplementeri) olan DNA baz dizileri
kullanilarak hibridizasyon Oncesi ve sonrasindaki guanin pik akimlarindaki
degisimler takip edildi. 2 pg/mL ve 4 pg/mL aflatoksin derisimlerinde guanin
yiikseltgenme sinyalinde disiisler sirasiyla B1 i¢in %28 ve %50, G1 i¢in %50 ve
%60, G2 i¢in %35ve %55 olarak bulunmusrur. DNA hibridizasyonunua en yiiksek
inhibisyonu Aflatoksin G1 gostermistir.

Aflatoksinlerin  DNA ile tayininde, PGE vyilzeyine DNA immobilizasyonu
saglandiktan sonra elektrot yiizeyi bovin serum albumin (BSA) ile tamamen

bloklandi ve bdylece aflatoksinlerin sadece DNA ile etkilesmeleri saglandi.

vii



3 redoks ¢ozeltisinde alind1 ve

Empedimetrik dl¢iimler, oda sicakliginda, Fe(CN)g
her bir aflatoksin i¢in tayin sinir1 hesaplandi. Aflatoksin B;, B;, G;, G, dsDNA
etkilesiminde belirtme sinir1 (LOD) 0.030 - 0.085 pg/mL, saptama alt sinir1 (LOQ)
ise 0.11 - 0.28 pug/mL arasinda, Aflatoksin Bi, By, G1, G, ssDNA etkilesiminde ise
belirtme sinir1 (LOD) 0.035 - 0.117 pg/mL, saptama alt sinirinin (LOQ) ise 0.118 -

e

0.39 pg/mL arasinda degistigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Kalem Grafit Elektrot, Hibridizasyon, Elektrokimyasal
Empedans Spektroskopisi, Buzagi Timus DNA
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTIONS OF AFLATOXINS WITH DNA BY
ELECTROCHEMICAL DNA SENSORS
Songul GOKCE
Ph.D. Thesis
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Senay CETINUS
2018, 141 page

Designing of new technologies related to biomolecular recognition has been actual

phenomena after the increase of electrochemical sensor works.

In this study, the interaction of DNA with some aflatoxins molecules (B1, B2, G; and
G,) was studied using electrochemical methods. The optimum immobilization time
and the optimum DNA concentration were determined using differential pulse
voltammetry (DPV) technique in the immobilization of single stranded DNA (ss
DNA) and double stranded DNA (ds DNA) to the surface of pencil graphite
electrode (PGE) and the wet adsorption method was preferred in the experiments.
Optimum immobilization time and optimum DNA concentrations were determined
as 25 min and 35ug/mL in both of ssSDNA and dsDNA. Characterization of PGE
used in DNA-aflatoxin interaction was carried out by scanning electron microscopy
(SEM), atomic force microscopy (AFM), cycling voltammetry (CV) and
electrochemical impedance spectrometry techniques after each modification step.
The effect of aflatoxins on DNA hybridization was examined by DPV technique by
monitoring of the changes in guanine peak currents before and after hybridization
using DNA base sequences, which were the targets of each other and concluded that
aflatoxins affected the DNA structure and prevented hybridization. The
concentrations of 2 pug/mL ve 4 pg/mL aflatoxins guanine peak currents decreased
respectively 28% and 50% for Aflatoxin B1, 50 % and 60% for Aflatoxin G1, 35%
and 55% for Aflatoxin G2. The highest inhibition of DNA hybridization was
observed by Aflatoxin G1.

In the determination of aflatoxins by DNA sensors, the surface of the electrode was
completely blocked with bovine serum albumin (BSA) after DNA immobilization on

PGE surface, order to interact aflatoxins only with DNA. Empedimetric



measurements were performed in Fe (CN)g>*

redox solution at room temperature
and the limit of detection was calculated for each aflatoxin. LOD and LOQ values
were found in range of 0.030 - 0.085 pg/mL, 0.11 - 0.28 pg/mL respectively for
aflatoxins (B1, B2, G1, G2) - dsDNA interactions. LOD and LOQ values were
found range of 0.035 - 0.117 pg/mL, 0.118 - 0.390 pg/mL respectively for aflatoxins

(B1, B2, G1, G2) -ssDNA interaction.

Key Words: Aflatoxin, Pencil Graphite Electrode, Hybridization, Electrochemical
Impedance Spectroscopy, Calf Thymus DNA
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1. GIRIS

Aflatoksin kelimesi onu yapan kiifiin adindan (Aspergillus flavus) ve zehir anlamina
gelen ‘toksin’ kelimesinden tiiretilmistir. Insan gidalarinda, yemlerde, kuru
yiyeceklerde, tahillarda rutubetin ve sicakliginda etkisiyle kiif tiirleri hizla iirer ve
kuf zehiri de denilen mikotoksin urer. Aflatoksinler, mikotoksinlerin en énemlisidir.
Aflatoksinlerinde cesitleri (B1 , B2 , G1 , G, vb) vardir. Aflatoksinler, hem zehirli
hem de kanserojen maddelerdir. En zehirlisi Aflatoksin B;” dir (Scott, 1978).

Hedefi algilayict kisimlarn ile algilayarak bu etkilesimin iiriinlinii ¢evirici kisimlari
ile okunabilir bir sinyale doniistiiren cihazlara sensor denir. Biyosensorler sensorlerin
algilayict kisminda farkli biyolojik maddelerin kullanilmasi ile gelistirilmistir.
Antikor gibi bir biyomolekilin sensoriin algilayict kismina immobilizasyonu ile
biyoafinite sensorleri, enzim immobilizasyonu ile katalitik biyosensorler
gelistirilmektedir. Cevirici olarak ise optik, elektrokimyasal, kiitle-duyarli gibi farkli
yontemler kullanilmaktadir. Tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma gibi
bircok endustriyel alanda biyosensorler énemli rol oynarlar. Biyosensorler, gida
maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaclar gibi organik maddeler ve

baz1 anorganik bilesiklerin tayininde de kullanilirlar (Cai vd., 1996).

Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) esasli biyosensorler, ¢esitli fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerin belirlenmesinde oldukca hassas oldugu tespit edilmistir.
Analitik ¢dzumler sunan EIS, membran 6zelliklerinin, biyosensor karakterizasyonun
belirlenmesi ve biyosensér Gretimi gibi ¢aligmalarin yapilmasina imkan saglar.
Baglanma sonrasi gergeklesen reaksiyon dizileri igermeyen biyomolekiil
etkilesimlerinde (antijen — antikor, DNA vb.), etkilesimlerden sonra meydana gelen

yuk transfer degisimlerine bakilarak EIS yoluyla etkilesim belirlenebilir.

EIS’nin UV-gorunur bolge spektroskopisi, jel elektroforezi, NMR gibi klasik
yontemlere gore avantaji makromolekiillerin yiizey immobilizasyonunun es zamanli

izlenebilmesidir.

Nkleik asitler hiicrede genetik bilginin tasindigi, eksprese oldugu ve korundugu
merkezi molekiillerdir. Niikleik asitlerin Watson ve Crick tarafindan kesfi ve

yapilarinin aydinlatilmasi ile birlikte biyomolekiiler algilama ve tan1 yontemlerinin



gelistirilmesi i¢in niikleik asitlere dayali yeni nesil sensor tasarimlari ortaya

cikmustir.

Niikleik asitlerin elektroaktivitesi Palecek tarafindan 1960 yilinda gosterilmistir
(Palecek, 1960). Yeni nesil (biyo) molekiiler algilama sistemlerinden olan
elektrokimyasal DNA biyosensorleri, Millan ve Mikkelsen tarafindan 1993°te

gelistirilmis, sonrasinda bu konu {izerinde pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.

Elektrokimyasal DNA biyosensdrler, tanima yiizeyi ile etkilesime giren analizi
yapilacak maddenin (protein, ilag, toksin vb.) etkilesim mekanizmasi ve etkilesim
sonucunda DNA’nin ve maddenin yapisindaki degisimlerin elektrokimyasal
yontemlerle analiz edilmesi veya tek sarmal kisa DNA dizilerinin (prop) sensor
ylizeyine immobilizasyonu ve karsilig1r (hedef) ile esleserek hibridizasyonun
gergeklestirilmesi, hibrit iirlinlerin de ¢esitli elektrokimyasal 6l¢ctim yontemleriyle
okunabilir sinyallere doniistiiriilmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir. Diger 6l¢iim
yontemleri ile kiyaslandiginda elektrokimyasal yontemler hizli sonu¢ vermeleri,
diisiik maliyetli ve kolay uygulamalariin olmalarinin yani sira, se¢imli ve duyarli bir

sekilde analiz yapilmasina olanak verdiklerinden avantajlidirlar (Palecek, 1988).

Calismanin amaci: Bu tez calismasinda Aflatoksin-DNA etkilesiminin DNA
hibridizasyonuna etkisi, diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanilarak
incelenmistir. Elektrokimyasal empedans o6lcumleri ile elektrot yizeylerinde
meydana gelen empedans degisimleri karsilastirilarak Aflatoksin-DNA etkilesim
Ozellikleri incelenmistir. Aflatoksin-DNA etkilesimi yiikseltgenme sinyalleri
Uzerinden, doniisimlii voltametri (CV) yontemi ile incelenip degerlendirilmistir.
Ayrica Aflatoksin-DNA etkilesimi atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ve taramali
elektron mikroskopu (SEM) ile arastirilmistir. Calismanin her basamaginda pH,
derisim ve etkilesim siiresine yoOnelik optimizasyon ¢alismalari, tayin simiri,

tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilmistir.

1.1. Aflatoksinler

Kiiflerin ikincil metabolizmalar1 sonucu sentezlenen toksik maddelere genel olarak
“mikotoksin” denilmektedir. Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda ve antijen
ozellikte olan bakteriyel toksinlerin aksine, ¢ok cesitli kimyasal yap1 ve biyolojik

aktiviteye sahip maddelerdir. Kiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve bircok



gida ve yem maddesinde geliserek toksinlerini olusturabilmeleri nedeniyle,
mikotoksinler ¢cok 6nemli dogal toksinler olarak kabul edilmektedir (Pohland, 1993).
Uzerinde en ¢ok calisilmis mikotoksin grubu olan aflatoksinler 1960 yilinda
kesfedilmis ve 1962 yilinda da giiglii bir “hepatotoksik” ve “hepatokarsinojen” etkisi
oldugu anlasilmistir (Pohland, 1993). Aflatoksinler, insanda karaciger kanseri
olusturma potansiyeli en fazla olan maddelerdir ve Diinya Kanser Arastirmalari
Merkezince (IARC) grup I karsinojenler iginde degerlendirilmektedir (Giindiiz,
1998; Hazir vd., 1998; Trucksess vd., 2008). Aflatoksinlerin karaciger kanseri
disinda immiin sistemi baskilama, protein metabolizmasinda bozulmaya yol agma
gibi bircok Onemli zehirli etkileride bulunmaktadir (Williams vd., 2004).
Aflatoksinler, Aspergillus flavus’un bazi suslari, Aspergillus parasiticus’un ise
hemen hemen biitiin suslari tarafindan tiretilmektedir (Fernandez vd., 2010; Zinedine
vd., 2007).

Tiirk gida kodeksine gore dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan gidalardan bazilar1 olan yerfistigi, badem, antepfistigi, kayisi
cekirdegi, findik, sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis {irtinleri, kurutulmus
meyveler, kirmizibiber, karabiber, hintcevizi, zencefil, zerdegal i¢in maksimum
Aflatoksin B, + B, + G, + G2 limiti 10 pg/kg’t gegmemelidir. Maksimum limiti asan
miktarda aflatoksin igeren gidalar dogrudan insan tiikketimine sunulamaz ve piyasaya

arz edilemez (Anonim, 2011).

1.1.1. Aflatoksinlerin kimyasal yapisi
Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” gruplarinda
smiflandinilmistir. Aflatoksinlerin aflatoksin B,, By, G, ve G, olmak Uzere dort ana

fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde, uzun

dalga boyu UV 15181 altinda aflatoksin B, ve B;'nin mavi, aflatoksin G, ve G,'nin ise

yesil floresan vermesiyle iliskilidir (Groopman vd., 1988; Farkhondeh, 2014). B
toksinleri kumarin yapidaki lakton halkasina eklenmis siklopentenon halkasi, G

toksinleri ise ek bir lakton halkasi igermektedir.

Toksijenik A.flavus kultirleri ve aflatoksin ile kontamine olmus iiriinlerdeki

biyolojik aktiviteden aflatoksin B, ve daha az olarak da aflatoksin G, sorumludur. Bu

durum, her iki toksinin terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyonunda bir



doymamis baga sahip olmasiyla iliskilendirilmektedir (Groopman vd., 1988).
Aflatoksin B,, By’in, aflatoksin G, de G, ’in dihidro turevleridir ve “in vivo”

kosullarda metabolik olarak B, ve Gi’e okside olmadiklari siirece biyolojik olarak
inaktiftirler. Bu dort aflatoksin diginda aflatoksin M, ve aflatoksin M, olarak

isimlendirilen 6nemli iki aflatoksin tiirevi daha bulunmaktadir. Bu toksinler de ince
tabaka kromatografisinde, uzun dalga boyu UV 15181 altinda mavi floresan verirler.

Aflatoksin M, ve M, aflatoksin B, ve B, nin hidroksi tirevleridir, aflatoksin M, ayni

zamanda, dihidro-aflatoksin Ml’dir

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diger bircok organik ¢oziiciide
¢Oziinebilmektedir. Ancak sudaki ¢oziintirliikleri azdir (10-30 pg/mL). Toksinler, UV
1i9181m (362 nm) kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B, ve By igin 425 nm de;

aflatoksin G, ve G; icin ise 450 nm de floresan emisyonu olustururlar. Aflatoksinler

gida ve yem maddelerinde c¢ok stabildir, ancak ¢ok diisiik veya yliksek pH’larda
(3’den az ve 10’dan biylk), okside edici ajanlarla ve oksijen olan ortamda UV

1s181ina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarinmi yitirirler (Groopman vd.,1988;

Stoloff, 1977).

1.1.2. DNA ile etkilesime girecek olan aflatoksinlerin kimyasal yapilari
Aflatoksin By

Acik kimyasal formiil:

Kapali Formiilii: C17H1206

Kimyasal Adlandirma: [2,3,6a o, 9a a -tetrahidro-4- metoksisiklopenta [c] furo [3’,
2’ 4, 5] furo [ 2,3-h] [1] benzopiran-1, 11-dion]

Mol Kiitlesi: 312,28 g/mol



Kimyasal Ozellikleri: Kristal yapida olup mavi floresans verir. Erime noktas1 268-

269 °C dir. Metanol, etanol ve klorofom’da ¢ozUnar.

Aflatoksin B,:

Acik kimyasal formiil:

HsCO O

Kapali Formiilii: C17H1406

Kimyasal Adlandirma: [2,3,6aa, 8,9,9aa -hegzahidro-4- metoksisiklopenta[c]furo[3’,
2’:4, 5] furo[ 2,3-h] [1] benzopiran-1, 11-dion]

Mol Kiitlesi: 314,293 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Aflatoksin B;’in 8,9-dihidro tiirevi olup, kristal yapidadir.
Mavi floresans gosterir. Erime noktasi 286-289 °C dir. Kloroform, metanol ve

etanolde ¢ozundr.

Aflatoksin Gi:

Acik kimyasal formdil:

O O

H,CO O

Kapali Formiilii: C17H1207



Kimyasal Adlandirma: [3,4,7aa, 10aa - tetrahidro-5-metoksi — 1H, 12H-furo[3’, 2’:
4, 5] furo[ 2,3-h] pirano [3,4-c]- [1] benzopiran-1,12 -dion]

Mol Kiitlesi: 328,27 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Kristal yapidadir. Yesil floresansa sahiptir. Erime noktas1 244-

246 °C dir. Kloroform, metanol ve etanolde ¢ézUnr.

Aflatoksin Gs:

Acik kimyasal formdil:

O O

HsCO O

Kapali Formiilii: C17H1407

Kimyasal Adlandirma: [3.,4,7aa, 9, 10, 10aa - hegzahidro-5-metoksi — 1H, 12H-
furo[3’, 2’: 4, 5] furo[ 2,3-h] pirano [3,4-c]- [1] benzopirano-1,12 -dion]

Mol Kutlesi: 330,29 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Aflatoksin G;’in 9,10- dihidro tiirevi olup, kristal yapidadir.

Yesil floresanslidir. Erime noktas1 237-240 °C dir. Kloroform, metanol ve etanolde

¢Ozundr.

1.2. DNA ve Yapisi

Nukleik asitler, bircok niikleotidin bir araya gelmesiyle olusan, genetik bilginin depo

edilmesi ve ifadesinden sorumlu olan molekdllerdir.

Makromolekuler yapida seker ve fosfat birimleri fosfodiester bagi ile birbirine
baglanarak molekiliin ana omurgasini meydana getirir. Azotlu bazlar ise iki
omurgayi bir arada tutmakla gorevlidirler. Kisacas: nikleik asitler bircok yapisal

Unitenin bir diizen icinde bir araya gelmesi ile meydana gelmistir.



Kimyasal olarak birbirinden farkl: iki nikleik asit bulunmaktadir: Deoksiribonukleik
asit (DNA) ve Ribonukleik asit (RNA). Her iki nukleik asit de nukleotidlerin
polimerizasyonu ile olusmaktadir. RibonUkleotidlerin polimerizasyonu RNA
olusumuna neden olurken, deoksiribonikleotidlerin polimerizasyonu DNA
molekilunii olusturmaktadir (Chen vd., 2001).

3 Sinozin

Baz Gifteri

seker-Fostal
Baddan

RN

Decksirbondkieik Asit Ribpnuikietk Asi

Sekil 1.1 DNA ve RNA yapis1 (Passarge, 2000).

DNA molekilu, iki kollu merdiven seklindedir ve heliks (sarmal) seklinde
kivrilmigtir.  Seker (deoksiriboz) ve fosfat molekilleri merdivenin kenarlarini
olusturmaktadir. Fosfat gruplar1 ve deoksiriboz ester baglariyla birbirlerine
baglanmis pozisyondadir. Fosfodiester baglari veya kovalent ester baglar1 olarak da
bilinen bu baglar son derece kuvvetli baglardir. Bu baglarin varligt DNA ‘nin tek
zincirli ikende dayanikli ve kararli olmasint saglamaktadir. Plrinin 9 nolu
pozisyonundaki veya pirimidinin 1 nolu pozisyonundaki azot atomu, sekerin 1 nolu
pozisyonundaki karbon atomuna N-glikozidik bag adi verilen bir bag ile
baglanmaktadir (Chen vd., 2002; Passarge, 2000).
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Sekil 1.2 DNA’nin molekdiler yapisi (Passarge, 2000).

DNA heliksinde zincirlerin hidrofilik 6zellik gosteren deoksiriboz fosfat ana iskeleti
molekilin dis kisminda yer alirken hidrofobik 6zellik gosteren bazlar ise ice dogru,
heliks eksenine dik olarak yerlesmistir. Heliksteki bu yerlesim dizeni sarmallar

arasinda genis (major) ve dar (mindr) oluk meydana getirir.

Nukleotidler dort gesittir. Tasidiklar1 organik bazlara gore adlandirilirlar (Adenin,
Guanin, Sitozin, Timin). Nukleotidler birbirlerine hidrojen baglar ile baglanmistir.
Hidrojen baglar1 daima bir purin (A,G) ile bir pirimidin (T,C) baz1 arasindan
meydana gelir. Adenin ve timin baz giftleri arasinda 2, guanin ve sitozin baz ciftleri
arasinda ise 3 hidrojen bagi vardir. Hidrojen baglarinin 6zellesmesi sayesinde, uygun
nikleotid molekullerinin karsilikli gelerek birbirlerine uygun sayida hidrojen baglar

ile baglanmas: gergeklesir. Aslinda bu tir bir eslesme rastlantt olmayip bazlarin



stereo-kimyasal yapilarina bagli bir zorunluluktan olusmustur. Sarmalin kararlilig
ise bazlarin kendilerine ait hidrofobik o6zellikten kaynaklanan ¢ekim gugleri
sayesinde saglanir. Bu 6zellik molekdiliin dis kisminin sivi ortam ile iliskisini saglar
hem de bazlarin bir arada kalmasin1 devam ettirir. Kisacasi, i¢ kisim hidrofobik, dis
kisim ise hidrofilik Ozelliktedir. Bu baglar kolaylikla birbirlerinden ayrilabilirler.
Clnku fosfor baglarn kadar kuvvetli olmadigi icin sicaklik, basing ve pH
degisikliginden kolay etkilenirler. Nuikleotidler arasindaki hidrojen baglarinin
ayriimasi ile DNA’nin kendi kopyasint olusturmas: ve gen anlatimi meydana

gelmektedir (Passarge, 2000).
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Sekil 1.3 Organik bazlar (Chen vd., 2002).

Nikleotidler bazik olmasina ragmen omurgadaki PO, (fosfat) grubu asittir ve bu
polintkleotid zincirlerin asit Ozellik kazanmalarina yol agar ve nukleik asit
adlandirmas: da bundan ileri gelmektedir. Ayrica fosfat grubu negatif (-) yukli

oldugundan DNA molekilu de negatif yuk ile yiklenmektedir.



DNA’da cift zincirlerin birbirlerinden kolaylikla ayrilabilmesi (denatiirasyon) ve
yeniden birlestirilmesi (renattirasyon) DNA’nin 6nemli bir 6zelligidir. Bu 6zellik
sayesinde protein sentezi ve DNA replikasyonu (kendini kopyalamasi) meydana
gelir. DNA’daki zincirlerin, birbirine hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle
bagli olmalarindan dolayr nikleotidleri arasindaki kovalent baglarda herhangi bir
kopma olmaksizin ayrilabilir (denatiirasyon). Denatiire olmus DNA, uygun sartlar
saglandiginda bazlar1 arasinda H baglarinin meydana gelmesi sonucu birlesip sarmal

yapiy1 yeniden olusturabilir (renattirasyon) (Passarge, 2000).
DNA ile ilgili baz1 terimleri tanimlayacak olursak;

Interkalasyon, dizlemsel halka yapisina sahip olan bazi maddelerin DNA’da
bulunan baz ciftleri arasina yerleserek bu bazlara guclu bir sekilde baglanmasidir
(Erdem vd., 2003). Bu etkilesim tersinir ya da tersinmez sekilde maddenin yapisina
bagh olarak meydana gelebilir. interkalasyon, DNA' da zincir kirilmas: sonucunda
DNA sentezini ve buna bagli olarak RNA sentezini de bozmaktadir. Interkalasyona

yapan bu maddeler Topoizomeraz (11) enzimini devre dis1 birakirlar.

Sekil 1.4 Interkalasyon yapisal distorsiyonlara (yani bir nesnenin seklinin
degisime ugramasi) neden olur. Solda, normal DNA ikili sarmali.
Sagda, li¢ yerde interkalasyon olan bir DNA (koyu bolgeler) (Teles
ve Fonseca, 2008).

Mutasyon, Nikleik asitlerdeki baz dizilerinde kimyasal veya radyoaktif herhangi bir
mutajen ajan araciligiyla ya da dogal yollarla olusan degisimler Mutasyon olarak

adlandirilir.

Gen, Canlilarin normal yasamlarin1 devam ettirebilmek ve Ozelliklerini bir sonraki

kusaklara aktarmak icin kullandiklar1 molekil olan DNA; kahtimin fiziksel ve
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islevsel birimidir. Ortalama 1500 nukleotidten meydana gelmistir ve canlinin
genetik Ozelliklerinden herhangi birini tasir. Genler, kromozomlarin belli bir
noktasindaki niikleotid dizilerinden meydana gelir (Bej, 1991).

DNA baz dizilisinin yazilim ile ilgili temel bilgiler
Oligonukleotid: Birden fazla nukleotidin yan yana gelmesiyle olusur.
Dinukleotidler: iki bazin yan yana gelmesiyle olusur.

Trinukleotid: Ug niikleotidin yan yana gelmesiyle olusur.

Tekrarlayan oligontkleotidler: Polimer icindeki tekrarlayan oligonikleotidler,
tekrarlayan tek bir bazi, tekrarlayan iki bazi veya (¢ bazi ifade etmektedir.
Tekrarlayan monontkleotide poly (A), dintkleotide poly (AT), trinukleotide poly
(GAT) ornek olarak gosterilebilir.

Baz cifti: Birbirinin karsiligi olan iki bazi ifade eder ve gosterilirken nokta ile

ayrilir. Ornegin; A.T veya G.C baz ciftleri gibi.
Prob: Baz dizisi belli olan oligonikleotidi ifade eder.
Hedef dizi (Target): Prop dizisinin karsilig1 olan oligoniikleotidi ifade eder.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch): Bir veya birden fazla bazi hedef diziden farkli olan

oligoniikleotidi ifade eder.

Rastgele dizi (Non complementary): Hedef diziden tamamen farkl baz dizisine

sahip oligonukleotidi ifade eder.
1.2.1. NUkleik asit (DNA) hibridizasyonu ve yontemleri

DNA hibritlesmesi; Birbirinin eslenigi olan iki adet tek sarmal nukleik asit
dizisinin ¢ift sarmalli tek bir yapr haline gelmesi olarak tanimlanur.
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Sekil 1.5 DNA-RNA hibridizasyonu (Chen vd., 2002).

Yapay olarak ¢ogaltilmis ve DNA proplar1 olarak hazirlanmis olan spesifik DNA
fragmentlerinin, arastirilacak olan hedef DNA molekilu ile birlestirilmesi igslemine

"hibridizasyon' denir.

Nukleotidlerin, normal sartlar altinda kendi karsiligi olan eslerine baglanma
Ozellikleri mevcuttur. DNA'da, Guanin ile Sitozin ve Adenin ile Timin birbirine
komplementer bazlardir. Bu yuzden birbirine tamamen komplementer iki adet tek
sarmal niikleik asit dizisi kolaylikla birbirine baglanir. Iki dizilimde tek niikleotidte

olabilecek bir farklilik bile bu baglanmay: zorlastirir (Passarge, 2000).
Gunumuzde en ¢ok kullanilan hibridizasyon yontemleri sunlardir:

1. Southern blot

2. Northern blot

3. Dot blot

4. PCR

12



In vitro kosullarda 15-20 niikleotidlik bir oligoniikleotid dizisi (primer)
kullanilarak, DNA’nin istenilen bir par¢asinin sicakhiga dayanikli enzim yardimu ile

cogaltilmasi islemine polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) denir.

PCR, hicre icinde gerceklesen dogal replikasyonun bir tip icinde

gerceklestirilmesi esasina dayanir.

PCR ile DNA'nin cogaltilabilmesi igin tepkime karisiminda gogaltilacak olan kalip
DNA; bu DNA'da cogaltilmas: planlanan bdlgedeki DNA dizisini 6zgll olarak
tamyip baglanacak olan primerler; enzim olarak DNA Polimeraz; sentezde
kullanilacak deoksinukleotid trifosfatlar (ANTP); polimerazin galismasi igin tampon
gorevi yapacak maddeler yer almalidir (Chen vd., 2002; Passarge, 2000).

PCR baslica 3 asamada meydana gelir:

Hedef DNA’nin denattrasyonu: Gerekli bitin materyaller ¢cok kiclk miktarlarda
mikroftj (Ependorf, vs.) tiplerine konduktan sonra 0zel bir alete (Thermal cycler)
yerlestirilir. Alet i¢inde sicaklik otomatik olarak 95°C’ye yikseltilir. Bu 1sida hedef
DNA'’larin denatiirasyonu (niikleik asitin iki iplik¢iginin birbirlerinden ayrilarak tek
iplikcik haline gelmesi) gergeklesir. Bu islem, materyalin tiriine gore degismekle
birlikte 3-5 dakika kadar strebilir.

Primerlerin baglanmasi: Surenin sona ermesi ile, alet igindeki sicaklik 50-52°C” ye
indirilerek ortamda bulunan iki tur primerin, her birinin komplementeri oldugu tek
iplikcik hedef DNA (zerindeki spesifik sekanslara baglanmas: saglanir. Bu islem
sOyle gergeklesir, primerlerden biri kendine ait 5'-ucu ile hedef DNA’lardan birinin
3'-ucu ve diger primerler de, ikinci tek iplikgik DNA’’nin, antiparalel yondeki diger
ucunda bulunan 3'-ucuna baglanarak, DNA polimerazin g¢alisma yodnlne uygun
olarak (5'-3") baglanirlar. Bu islemlerin tamamlanmasi da yaklasik yine 3-5 dakika

kadar surer.

Polimerizasyon: Bu baglanma siresi bitince aletin sicakligi hemen 70-72 °C’ye
yukseltilerek, tipler icinde bulunan ve isiya dayanikli olan DNA polimeraz enzimi
vasitasiyla 5'-3' yonunde olmak U(zere, ortamdaki nukleotidler kullanilarak,
primerlerin 3'-ucuna nikleotidler yerlestirilir ve bdylece hedef DNA sekansinin bir
kopyas: elde edilir. Polimerizasyon tepkimesinde, hedef DNA’min tek iplikgik
sekanslar1 kalip gorevi gorlr. Bu islem de yaklasik 3-5 dakika sirer.
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DENATURASYON
94°C-07°C

SICAKLIK

47°C-60°C

CiFT ZiNCIR DNA
25%

Sekil 1.6 PCR asamalar1 (Passarge, 2000).

Boylece, PCR’1n 3 asamadan meydana gelen ve yaklasik olarak 10-15 dakika kadar
stiren birinci amplifikasyon asamasi, tekrar sicakliginin 95°C’ye yikseltilmesi ve
aynm asamalarin 25-30 kez tekrarlanmasi durumunda tek bir hedef DNA segmenti,

2" formiiltine gore, yaklasik 33,6 milyon kez gogaltilir (Chen vd., 2002;).

1.3. Elektrokimya

Elektrokimya, maddelerin elektriksel olarak davraniglarin1 ve elektrik enerjisi
kullanilarak Kimyasal tepkimeler arasindaki iliskileri inceleyen bilim dahdir.
Elektrokimya, elektrik enerjisi Ureten veya elektrik enerjisi vasitasiyla olusan tim
yukseltgenme-indirgenme  (redoks) tepkimelerini  kapsamaktadir. Maddelerin
elektrokimyasal  Ozelliklerini  incelemek amaciyla  kullanilan  yontemlere
“elektroanalitik yontemler” adi verilir. Elektrokimyasal olay bir redoks
reaksiyonudur. Elektrokimyasal olayda, elektrik Gretilir veya elektrik akimi
yardimiyla bir tepkime meydana gelir. Her redoks reaksiyonu indirgenme ve
yukseltgenme yar1 reaksiyonundan olusur (Cheng vd., 1995, Tural vd., 2003).
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Elektrokimyasal hiicre olarak adlandirilan bir hiicrede olusan ve elektrokimyasal
tepkimelerde meydana gelen yikseltgenme (elektron verme)- indirgenme (elektron
alma) reaksiyonlar1 gerceklestikleri elektrotlara gore ayrilirlar. Yikseltgenmenin
olustugu elektrot anot, indirgenmenin olustugu elektrot ise katot olarak
isimlendirilir. Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi igin, analiz edilecek
analit maddesini iceren ¢ozelti, maddenin kimyasal degisime ugradigi elektrot
sistemi ve bu elektrotlarin baglandigi bir ¢cevrim duzenegi (transducer)’ne ihtiyac
vardir. GUnlmizde potansiyel dismesinden kaynaklanan sikintilardan kurtulmak
icin 0c¢lu elektrot sistemleri yaygin olarak tercih edilmekle birlikte ikili elektrot
sistemleri de mevcuttur. Elektrokimyasal hiicrede iletkenligi saglamak amaciyla

tampon ¢ozelti kullanilir (Tural vd.,2003)

POTANSIVOSTAT
karsit elekiroi +
"—D Cahsma elekirodu
T
Referans elekirot
Tampon Cizelti

Sekil 1.7 Elektrokimyasal hiicre semasi (Brett, 1993).

Elektroanalitik yontemlerin diger yontemlere olan Ustlnltklerini siralayacak olursak;

. Kullanilan cihazlar daha ucuzdur,

o Tekrar edilebilirlikleri yuksek ve hizlidirlar,

o Analiz edilecek maddenin ¢ok diisik tayin sinirlarina kadar ulasilabilir.
o Bu yontemler, kimyasal tirlerin aktiflikleri hakkinda bilgi verir.
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o Elektrokimyasal analizler genellikle bir elementin yikseltgenme basamagi
icin spesifiktir (Brett vd., 1993, Skoog vd., 1996).

Butln elektrokimyasal yontemlerde, elektriksel etki uygulanan elektrot-¢ozelti
sisteminin elektriksel etkiye verdigi cevap Olculur. Butun elektrokimyasal tekniklerin
hemen hemen hepsinde akim, zaman ve potansiyel degiskenleri (parametre) yer alir
ve teknigin adinda yer verilir. Ornegin, voltametri, kronoamperometri,
kronokulometri gibi isimlendirmelerde sirasiyla potansiyel-akim, zaman-akim ve

zaman-ylk parametrelerinden kullanilan teknik hakkinda fikir sahibi olunabilir.

Elektroanalitik dlglimlerde, 2 gesit 6lgim sdz konusudur. Birincisi akimin sifir veya
cok kuglk oldugu potansiyelin 6lculdigu, ikincisi belli potansiyel araliginda tarama

yapilmasi sonucu olusan akimn ol¢uldigu durumlardir.

Elektroanalitik yontemlerin en cok kullanilanlarindan biri Voltametri’ dir. Ikili
elektrot sisteminde kullanilan ikinci elektrot polarlanmayan 6zelliktedir ve
karsilastirma elektrodu (referans elektrot) olarak isimlendirilir. Uclii elektrot

sisteminde kullanilan Gglnci elektrot ise yardimci elektrot olarak isimlendirilir.

Voltametride farkl: tir calisma elektrotlarinin kullaniminin yaninda farkl tur gerilim
kaynaklar1 da kullanilabilir. Dogru akim, alternatif akim, kare dalga akim,
dongusel akim, tlrleri farkli pulslu akimlar bu amagla kullanilmaktadir (Bard ve
Faulkner., 1980, Vaughan vd., 2001).

1.3.1. Voltametri

Voltametri, ¢alisma elektrodunun veya indikatoriin polarlandigi ortam sartlarinda
akimin, uygulanan potansiyelin 6lctlmesinden yararlanarak, analizi yapilacak
madde hakkinda bilgi sahibi olunan elektroanalitik metotlara verilen
adlandirmadir. Akim-gerilim ve derisim parametreleri arasindaki iliskinin polarize
edilmis bir ¢alisma elektrodu ile incelendigi elektroanalitik yontemlerin genel
ismidir. Bir diger ifade ile elektrot geriliminin degistirilmesi ile elektrolitik hiicreden
gecen akimda meydana gelen degisime dayali elektroanalitik metotlarin genel
ismidir. Cekoslavak Kimyac1 Jaroslav Heyrovsky’nin 1920’lerin basinda buldugu
polarografiden voltametri gelistirilmistir. VVoltametrinin 6nemli bir dali ve 6zel bir
teknigi olan polarografi, damlayan civa elektrodu (DCE)’nun ¢alisma elektrodu

olarak kullanilmas1 bakimindan diger voltametri ¢esitlerinden farklidir.
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Voltametride, elektrot-gOzelti sistemine elektriksel etki uygulanir. Bu elektriksel
etki, karakteristik bir akim yamti olusturur. Bu yanit elektrot-cozelti sistemi
hakkinda bize bilgi verir. Uygulanan potansiyele kars1 6l¢iilen akim degerleri grafigi

voltamogram olarak adlandirilir.

Voltametride (¢ elektrotlu sistem kullanilir. Bu Ug¢ elektrottan birisi zamana bagl
olarak potansiyeli degistirilen calisma elektrodu veya indikator elektrottur.
Voltametride calisma elektrodu olarak, karbon elektrot (grafit, karbon pasta, camsi
karbon, perde baskili karbon elektrot), civa, platin, altin, paladyum gibi elektrotlar
kullanilir. Elektrotlardan ikincisi, deney sirasinda potansiyeli sabit olan referans
elektrottur. Referans elektrot olarak genellikle doymus kalomel elektrot veya
AQ/AQCIl elektrot kullanilir. Sistemdeki Ucglincl elektrot ise genellikle Pt tel

kullanilan karsit veya yardime elektrottur.

Voltametri, ¢esitli ortamlarda meydana gelen yikseltgenme-indirgenme islemlerinin,
yuzeylerdeki adsorpsiyon islemlerinin, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
yuzeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarinin ve molekdiler oksijen tayini ile
farmasotik acidan énemli tirlerin tayini gibi uygulama c¢alismalarinda duyarli ve
guvenilir bir yontemdir (Bard ve Faulkner., 1980; Skoog vd., 1996; Tural vd.,
2003;.Y1ldiz ve Geng., 1993).

Voltametride akim, calisma elektrodu U(zerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucu meydana gelir. Indirgenme sonucu olusan akim katodik
akim, yukseltgenme sonucu olusan akim ise anodik akem olarak adlandirilir. Genel

olarak, katodik akimlar pozitif, anodik akimlar ise negatif isaretlerle gosterilir.

Bir voltamogrami niteleyen G¢ temel blyuklik vardir. Bunlar Semr (limit) akem,
arttk akim ve yart dalga potansiyeli’dir. Voltametrik dalga olarak bilinen dogrusal
taramali voltamogramlar genellikle sigmoidal sekilli egrilerdir. Bu sigmoidal sekil
uygulanan gerilime kars1 Olgiilen akim arasinda ¢izilen egrilerdir. Dik artigin
ardindan gelen ve sabit kalan bu akima diflizyon kontrolli akim veya basitce
simr akim, is, denir. Bu akim elektrot ylzeyinde elektroaktif tliriin derisiminin
sifira indigi andaki akim degeridir ve potansiyelden hemen hemen bagimsizdir. Bu
akim, analitin kitle aktarim islemiyle elektrot yizeyine tasinma hizindaki

sinirlamadan kaynaklanir ve genellikle analitin derisimi ile dogru orantilidir.
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iis=k-Ca [1.1]

Burada k bir sabittir ve Ca analit konsantrasyonudur.

Elektroetkin olmayan ve derisimi elektroetkin iyonun derisiminin 50-100 kat1 olacak
sekilde calisma ortamina bir elektrolit ilave edilirse kitle tasimimini buyik oranda
ustleneceginden elektroetkin iyonun go¢ akimi yok sayilacak dizeye indirgenebilir.
Bu gorevi Ustlenen ve elektroetkin olmayan elektrolit, destek elektrolit olarak

tamimlanur.

Destek elektrolit gogl Ustlenir ayrica elektrokimyasal pilin iletkenligini de saglar.
Direnci disiirdiigii icin ohmik diismeden kaynaklanan proplemleri de azaltir.
Elektroetkin safsizliklarin artik akimi arttirabilme ihtimali istenmeyen bir durumdur.

Bu nedenle destek elektrolitler safsizlik icermemeli veya en az diizeyde olmalidir.

Artik akim, elektrot Uzerinde henuiz reaksiyon olmadigi zaman kigik de olsa
goriilen akimdir. Artik akimin blytkligi yontemin ne kadar duyarli oldugunu
belirler. Bu akim giderildigi veya minimuma indirildigi oranda duyarlilikta artar.
Duyarlilig1 arttirma dogrusal tarama disindaki baz1 6zel yontemlerle olasidir (puls,

diferansiyel puls, kare dalga, alternatif akim voltametreleri gibi ).

Dalga yiiksekligi, sinir akimi ile artik akim arasindaki yuksekliktir ve dalga

yiiksekligi elektroetkin maddenin derisimi ile dogrusal olarak artar.

Yart dalga potansiyeli (E12) ; Sinir akiminin yarisina (is/2) karsilik gelen potansiyel
degeridir. Reaksiyonun standart potansiyeli ile yakindan ilgili bir blyukliktir. Bu
deger elektroetkin maddenin tlrline ve ortama baglh sabit bir degerdir ve genellikle

derisimden bagimsizdir. Bu nedenle turleri nitelemede kullanilir.
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Sekil 1.8 Voltamogram niteleyen buyuklukler (Tural vd., 2003).

Potansiyel uygulanan bir elektrot sisteminden iki gesit akim gecer. Bunlar kapasitif

akim ve faradayik akimdir.

Kapasitif akim (Faradayik Olmayan Akim) (ic), bir elektrot elektrolit ¢Ozeltisine
daldirildiginda negatif yikle yuklenir ve sonug olarak cozeltideki pozitif yukli
iyonlar elektroda dogru cekilirler. Boylece ara ylizeyde bir gerilim farki olusur. (+)
ve (-) yuklerin ara yuzeyin iki tarafinda birikmesi sonucu bu bolgede elektriksel ¢ift
tabaka olusmus olur. Olusan ¢ift tabaka, kapasitor gorevi yapar. Kapasitor gorevi
yapan ¢ift tabakay1 ylklemek icin ortamda yiikseltgenecek veya indirgenecek madde
olmasa bile bir akim meydana gelir. Reaksiyondan bagimsiz olarak sistemden
kaynaklanan bu akim Kapasitif akim olarak tanimlanir. Bu akim ne kadar diisiikse,
6lcum o kadar dogru yapilmis demektir. Kapasitif akim fon akiminin olugsmasina yol

acan etmenlerden biridir.
Faradayik akim (i), reaksiyondan (analiz edilecek maddeden) kaynaklanan akimdir.

Toplam akim(i)= faradayik akim(is) + kapasitif akim(ic) oldugundan kapasitif akim

azalirsa duyarlilik artar.
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Genellikle 10° M ve Ustiinde kapasitif akim faradayik akimdan kiciiktiir ve
calisilabilir. 10 M da kismen iyi sonug alinir. 10° M ve iizerinde kapasitif akim
faradayik akimdan ¢ok blylk olacag: igin calisilamaz (Bard ve Faulkner., 1980;
Skoog vd., 1996; Yildiz ve Geng., 1993).

1.3.1.1. Voltametrik akimlar

Bir elektroliz isleminde akim, analitin diflizyon tabakasinin dis kismindan elektrot

yuzeyine tasinma hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 6CA / 0X ile verilir. Burada X, cm

cinsinden elektrottan olan uzakligi gosterir. Duzlemsel bir elektrot igin akim,
I=nFD, (9C,/0X)1 [1.2]

seklinde ifade edilebilir. Burada:

I = Akim (Amper),

n= Analitin moli basina elektronlarin mol sayisi,

F =Faraday sabiti (96487 Coulomb / mol elektron),

A =Elektrotun yiizey alan: (cm?),

DA = A' nin difiizyon katsayisi (cm?/ s™),

CA = A'nin derisimi (mol/cm®)

Olusan difiizyon akimmnin zamana kars1 fonksiyonu COTTRELL DENKLEMI ile
ifade edilir (Skottrup vd., 2008).

I(t)y=F-A-C,(D,/nI) 2 [1.3]

1.3.1.2. Voltametrik cihazlar

Elektrokimyasal hicre, analit ve destek elektrolit olarak adlandirilan elektrolitin
asirisin1  iceren bir cozeltiye daldinilmis ¢ elektrottan olusur. Bu ¢alisma
elektrodunun potansiyelini sabit tutma amaglh kullanilan ve “Potansiyostat” olarak
isimlendirilen alete bagl bir sistemdir (Bard ve Faulkner., 1980; Skoog vd., 1996;
Tural vd., 2003; Yildiz ve Geng., 1993).
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1.3.1.3. Polarize/Nonpolarize elektrotlar

Akim altinda calisilirken, baska bir deyisle bir pilden akim cekilmesi ya da pile
disaridan akim uygulanmasi sirasinda, elektrotlarda yikseltgenme ve indirgenme
tepkimeleri olusur. Bu tepkimeleri gergeklestirebilen maddelere elektroetkin
maddeler denir. Yukseltgen ya da indirgen tlrler cozeltide solvatasyona
ugramalarinin - yaninda, ¢Ozeltide bulunan diger tlrlerle kimyasal tepkime de
verebilirler. Bu tepkimeler elektron aktarma hizindan daha hizli ya da daha yavas
gerceklesebilir. Bu hizlara bagli olarak elektroetkin tiriin elektrot yuzeyindeki
derisimi degisim gosterir. Boylece elektrodun niteliginde de degisiklik gorullr. Bir
diger ifade ile elektrodun potansiyeli denge degerinden farkl: bir deger alir. Bu tir
elektrotlar polarize (polarlanmus) elektrotlar olarak adlandirilir. Polarize olmayan
(polarlanmayan, nonpolarize) elektrotlar olarak tanimlanan elektrotlar ise devreden
akim ge¢mesine ragmen potansiyelinde degisim goriilmeyen elektrotlardir (Vaughan

vd., 2001).

1.3.1.4. Calisma elektrotlar:

Yizeyinde analizi yapilacak maddenin ylkseltgendigi veya indirgendigi, zamanla
potansiyeli analit derisimindeki degisimlerle beklenen sekilde degisen elektrot
“Calisma elektrodu” olarak adlandirilir. Cesitli tir ve sekilde ¢alisma elektrotlart
kullanilmaktadir. Bunlar karbon bazli kat1 elektrotlar, civa, platin, altin, bizmut ile
modifiye elektrotlardir. Calisma elektrotlar1 kimyasal ve elektrokimyasal 6zellikleri
acisindan 6nemlidir. Bu elektrotlar polarlanabilen elektrot olmalidirlar. Genellikle,
calisma elektrotlarinin yiizeyleri kiigiik tutulur. Buradaki amag¢ polarizasyonu

arttirmaktir.

Calisma elektrodunun yapimi igin Kkullanilan iletken malzeme, altin veya platin
gibi inert bir metal, camsi karbon, karbon ya da pirolitik grafit, kalay oksit veya
indiyum oksit gibi yari-iletken ya da civa filmi ile kaplanmis bir metal olabilir.
Duragan ya da dondirtlerek kullanilabilen bu elektrotlarin her birinin potansiyel
calisma aralhig: birbirinden farkhdir. Bu potansiyel araligi sadece elektrot tiiriine bagh
olmayip, aynt zamanda cozicu, kullanilan elektrolit tirl ve pH gibi faktorlerede
baghdir. Pozitif potansiyel (anodik) sinir ise elektrot materyalinin ya da ¢0zuctnin

yukseltgenmesi, negatif potansiyel (katodik) sinir destek elektrolitin indirgenmesi
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veya hidrojenin olusumu ile belirlenir (Skoog vd., 1996; Tural vd., 2003; Vaughan
vd., 2001; Yildiz ve Geng., 1993).

Karbon elektrotlar, tekrarlanabilir yiizey yapisi, genis bir anodik potansiyel arahigi,
disiik artik akim, diisiik elektriksel direng gibi bircok 6zelliginden dolay1 karbon
tercin edilen bir elektrot malzemesidir. Karbon elektrot cesitleri camsi karbon,
karbon pasta, grafit elektrot ve karbon film seklinde siralanabilir (Vaughan vd.,
2001).

Grafit elektrotlar, elektrokimyasal ¢alismalarda genis bir kullanim alanina sahiptir.
Grafit ve elektro-grafit cubuklar grafit komdriinden yapilir. Daha toz ve siki bir
yapist vardir. Grafit elektrot olarak genellikle kalem grafit elektrotlar
kullanilmaktadir. Kalem grafit elektrotlar tek kullanimliktir ve kullanim1 kolaydir.
Bu elektrotlarla alinan sonuclar degerlendirildiginde diisiik tayin smirlarina
ulagilabildigi ve daha tekrarlanabilir sonuclar elde edildigi gozlemlenmistir (Wang
vd., 2001).

— iletken baglant teli

Kalemucu —

Sekil 1.9 Kalem grafit elektrot (Karadeniz vd., 2003).

Karbon pasta elektrotlar icin pasta hazirlanirken organik bir sivi (mineral yag) ile
toz grafit karistirilir. Hazirlanan pasta sikistirilarak bir tip igine doldurulur. Bakir ya
da platin tel elektriksel baglantiy1 saglamak igin kullanilir. Oldukca genis bir
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potansiyel araliginda ¢aligmak karbon pasta elektrotlar ile mimkindur. Yapilmalar

ve yenilenmeleri igin gegen sure kisa olup zemin akimlari da oldukga diisiiktiir.

/ iletken bagjlant teli

Teflon veya Cam

Karbhon Pastasi

Karbon pastasi Elektrodu

Sekil 1.10 Karbon pasta elektrodu (Vaughan vd., 2001).

Camsi karbon elektrotlar, 6zel bir yontemle gdzenek biyuklugu azaltilarak elde

edilirler. Cams: karbon elde ederken baz1 polimerler yaklasik 1800 °C'de 1sitilarak
bozunmaya ugratilirlar. Yapisi sert bir malzeme oldugu icin her seferinde
parlatilabilir. +0,65 V’ da bir 6n polarizasyon islemi uygulandiktan sonra kullanima
hazir hale gelirler. Bu elektrotlara yiksek performans kromatografisinde ve akiskan

sistemlerde de dedektor olarak ¢ok genis yer verilir (Vaughan vd.,2001).

Tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar son yillarda ¢ok yaygm sekilde
kullanilmaktadir. Bu elektrotlar ile 6zellikle biyosensor teknolojisinin gelecegi olan
DNA mikrogip teknolojisine uygulanabilirlik acgisindan oldukca basarili sonuclar

alindig1 icin gelecegin elektrotlar: olarak gdsterilmektedir (Mannelli vd., 2005).
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Sekil 1.11 Perde baskili karbon elektrot (Lucarelli vd., 2002).

Civa elektrotlar, her damlada yenilenen elektrot yiizeyi icerirler. Uzerinde hidrojenin
¢ikis potansiyelinin asir1 biylik olmasindan dolay1, oldukca genis bir katodik calisma
potansiyel araligina sahiptirler. Ayrica metallerle amalgam olusturma 6zelliklerinden
dolayi, metal iyonlarinin metalik halde On deristirilmesini de sagladiklari igin

voltametride oldukga genis bir kullanim alani: bulmuslardir.

Bu elektrotlarin tek dezavantaji; anodik ¢alisma bélgesindeki darliktir. Daha pozitif
potansiyellerde gerceklesen yiikseltgenme olaylarinin incelenmesi gerektiginde
elektrot calisma penceresinin izin vermesi hususunda sorunlar dogar. Bu nedenle
elektrot malzemesinin anodik ¢ozinmesinin daha pozitif potansiyellerde olmasi

gerekir.

Civa elektrodunun; damlayan civa elektrot, disk elektrot, asili civa damla

elektrot, durgun civa damla elektrot gibi ¢esitleri mevcuttur (Vaughan vd., 2001).

1.3.1.5. Referans elektrotlar

Anot olarak ele alinan referans elektrotlar, analit ¢6zeltisinin bilesiminden
bagimsizdir ve sabit elektrot potansiyeline sahiptir. Hemen hemen hi¢ akim
gecirmemesinin sebebi elektrik direncinin ¢ok biylk olmasidir. Potansiyelleri iyi
bilinir ve zamana kars: kararli davranis gosterirler. Referans elektrotlar, metal/metal
iyonu az c¢ozlnen tuzlardan meydana gelirler. Referans elektrot olarak genellikle

Ag/AgCl veya Kalomel elektrot kullanilir.
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Referans elektrottan istenen Referans elektrottan istenen &zellikler sunlardir;
potansiyelin sicaklikla degisim katsayisi kuguk olmali, kolay hazirlanmali, belli bir
akim araliginda tersinir davranmali, icinden kiicuk akimlar gectiginde bile gerilimi
sabit kalmali, potansiyeli zamanla degismemeli, polarize edilmeyen bir elektrot
olmali, Nernst esitligine uymali, dogru ve tekrarlanabilen bir potansiyel degerini
hizli bir sekilde okumalidir (Tural vd., 2003; Vaughan vd., 2001; Yildiz vd., 1993).
Standart hidrojen elektrot (SHE), giimiis-giimiis kloriir elektrot (Ag/AgCIl), kalomel

elektrot ( Hg/Hg,Cl,), civa-civa (1) silfat elektrot referans elektrot olarak kullanilir.

Elektrot potansiyeli her sicaklikta sifir kabul edilen Standart Hidrojen Elektrodun
kullanom amaci, potansiyeli bilinmeyen herhangi bir elektrodun standart
potansiyelini belirlemektir. Elektrotun hazirlanma asamasi zor oldugu icin kullanimi

pek uygun degildir (Vaughan vd., 2001).

Gumus-Gimiis Klorur referans elektrot (Ag/AgCl), referans elektrot olarak c¢ok
tercih edilen elektrotlardandir. Giimiis-giimiis kloriir referans elektrot, giimiis
kloriir ile doyurulmus potasyum kloriir ¢ozeltisine giimiis elektrodun
daldirilmasiyla elde edilir (Pumera vd., 2007). Gumiis-giimis klortr referans
elektrodunun yuksek sicakliklarda kullanilabilmesi, civa (I) iyonlarina gore giimiis
iyonlarinin daha az sayida analitle reaksiyona girmesi doygun kalomel elektroda

gore bir avantajidir.

Laboratuarda bir giimiis-giimiis Klorr referans elektrodu kolaylikla yapilabilir. Bir
tipin en alt kismina plastik veya cam malzemeden yapilmis por6z bir tipa
yerlestirilir. Uzerine ¢ozeltinin sizmasini 6nlemek igin KCI ¢ozeltisince doymus bir
agar koprusi, onun Gzerinede kati1 KCI konur. En Ustte de icine 1-2 damla AgNOs
damlatilmis doymus KCI c¢ozeltisi yer alir. Bu c¢ozeltinin icine ucu AgCI ile

kaplanmis bir giimiis tel veya sadece giimiis tel daldirilir.

Doymus KCI ¢ozeltisi kullanildigi zamanStandart Hidrojen Elektrot (SHE)’a kars1
25 °C’de +0,222 voltluk bir potansiyel gosterir (Skoog vd., 1996; Tural vd., 2003;
Vaughan vd., 2001; Yildiz ve Geng, 1993).

Kalomel referans elektrodun da, Giimiis-Gimiis Klortr elektrodu gibi kullanimi

oldukca yaygindir. Elektrotta,
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Hg,Cl, + 26" <> 2Hg + 2CI°

Tepkimesi meydana gelir. Tepkimenin potansiyeli ortamdaki klor iyonu derigimine
baglidir. Sicaklik degisiminde potansiyelinde fazla degisim olmasinin yaninda akim
alinmalarina karst ¢ok dayanikli bir elektrottur. Kalomel referans elektrotun
laboratuarda hazirlanmas1 kolaydir. Yalniz elektrodun dengeye gelmesi igin
hazirlandiktan sonra birka¢ giin bekletilmesi gerekmektedir. Doymus KCI ¢0zeltisi
kullanildigi zaman SHE’na kars1 25 °C’de +0.244 voltluk bir potansiyel gosterir
(Evans, 1991; Mutlu, 2002; Vaughan vd., 2001).

Civa-Civa (1) Sulfat referans elektrotta stlfat iyonlarinin aktifligi sayesinde elektrot

potansiyeli ortaya ¢ikar (Vaughan vd., 2001).

1.3.1.6. Karsit elektrot (Yardimci Elektrot)

Yiiksek akimlarda elektrotlarin polarlanmasinin sebebi, ikili elektrot sistemindeki
nonpolarize elektrot Uzerinden akim gecmesidir. Ayrica yiksek ¢ozelti direnci
varsa bu direnci yenmek icin gerekli olan potansiyel énemli bir seviyeye ulasir ve
bunlar galisma elektrodunun polarizasyon potansiyelinin algilanmasinda sorun
yasanmasina sebep olur. Bu sorunun ¢6zUmi igin sistemde Ucunct bir elektrot
kullanimina gidilir. Bu tgiincii elektrot karsit elektrottur. Bu karsit elektrot calisma
elektrodu ile birlikte ¢alisir. Calisma elektrodunu elektronlarla besler, ortamda
olmamasi gercken akimlarin Gizerinden gegmesini saglar, ¢ozeltiden gecerek ¢alisma
elektroduna ulasmasi gereken elektrigin aktariminda 6nemli rol oynar. Platin, grafit,
tantal ya da tungsten tel cubuklar karsit elektrot olarak kullanilir ¢linkii akim karsit
elektrotlar Uzerinden gectigi icin bu karsit elektrotlarin soy metal olmalari
gerekmektedir (Skoog vd., 1996).
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Sekil 1.12 Dogrusal taramali gerilim sistemi (Skoog vd., 1996).

1.3.1.7. Voltametride kullanmilan uyarma sinyalleri

Voltametride, elektrokimyasal hiicredeki mikroelektrota degistirilebilir bir potansiyel
uyarma sinyali verilir ve sinyale karsi akim cevaplar1 alinir. VVoltametride en ¢ok
kullanilan 4 tip uyarma sinyali vardir. Bunlar sekilde de gortldigi gibi sirasiyla; 1-
Diferansiyel Puls, 2- Dogrusal Taramali, 3- Kare dalga ve 4- Ucgen (doniisiimlii,
siklik) dalgadir (Skoog vd., 1996; Tural vd., 2003; Yildiz ve Geng., 1993).

E E E E
A F F F
» » » »
1 t i t
Diferansiyel puls Dodrusal taramal Kare dalga Dantigiimiii
voltametrisi voltametri voltametrisi voltametri

Sekil 1.13 Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri (Karadeniz vd., 2008).
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Diferansiyel puls voltametrisi:

Diferansiyel Puls Voltametrisi tekniginde, ¢alisma elektroduna dogrusal bir tarama
sirasinda periyodik darbeler uygulanir. Darbe uygulaman 6nce akim o6lgiiliir. Darbe
uygulandiktan sonra tekrar akim Olgiiliir. Darbe basina elde edilen akim fark:
uygulanan potansiyele karsi grafige gecirilir. Elde edilen diferansiyel puls
voltamogram yiiksekligi analizi yapilan maddelerin derisimi ile dogru orantili akim

piklerinden meydana gelmektedir.

Potansiyel
Akim

Zammanl

¥

¥

Faman Potansiyel

Sekil 1.14 A) (Diferansiyel puls voltametrisi teknigi) Uyarma sinyali, B) Akim-
potansiyel egrisi (Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen)
(Kuralay vd., 2009a).

DPV tekniginde uyarma sinyalleri; dogrusal bir tarama sirasinda periyodik pulslarin
olusturulmasiyla gerceklestirilir. Bu yoOntemle, yari—dalga potansiyelleri farki
yaklasik 0,05 V olan maddelerin bile pik maksimumlar: elde edilebilmektedir.
Duyarhlik simri 107 -10® M’dir. DPV tekniginde 6lciim, kapasitif akimin en
diistik, faradayik akimin en yuksek oldugu anda yapildig: i¢in duyarlilik yuksektir.
Ayrica bu yontemde secimlilik faktoru de yuksektir (Bard ve Faulkner., 1980; Skoog
vd., 1996; Tural vd., 2003).

Kare dalga voltametrisi:

Kare dalga voltametrisi, uygulanan gerilim seklinden dolay:r pulslara benzerlik
gosterir fakat bu yontem bir puls teknigi olarak ifade edilemez. Akim sinlsoidal
akim gibi degisir zaman icinde degisimi kare seklindedir. Periyodun bir yarisinda

potansiyel negatif deger alirken, diger yarisinda pozitif deger alir.
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Bu teknik diger voltametrik tekniklerden c¢ok daha hizli tarama imkan: saglar.
Voltamogramin tamam: 10 milisaniyeden daha kisa bir stirede bitirilir. Olgiim hizi
son derece ylksek oldugu icin analizin kesinligini arttirma amagh birka¢ voltametrik
taramanin ortalamasi alinabilir. Hizli, yuksek duyarlikli bir teknik olmasi dolayisiyla
Yiksek Performansli Sivi Kromatografisinde (HPLC) daha c¢ok kullaniimaktadir
(Skoog vd., 1996; Thiel vd., 1997; Tural vd., 2003; Yildiz ve Geng., 1993).

Doniisitml( voltametri (CV):

Doniistimli voltametri (CV) , slrekli degisen potansiyel degerlerine kars1 belirli bir
aralikta, karigtirllmayan ortamda calisma elektrodunun verdigi akim yaniti olarak
ifade edilebilir. Elektroetkin maddenin yiikseltgenme - indirgenme tepkime
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda ve elektrokimyasal bir analiz 6ncesi sistemdeki
maddelerin elektriksel davranislarinin belirlenmesinde ¢ok sik kullanilan bir
yontemdir. Bunun yaninda miktar tayinine dayali analizlerde kullanim alanlar1 biraz

daha sinirldir.

Bir veya daha fazla analit icin ylkseltgenme veya indirgenmenin meydana geldigi
potansiyel araligi, calisilan potansiyel araligidir. Bu aralik “Cevirici Potansiyeller”

olarak da tanimlanabilir.

E2
04 -af— Cevirici potansiysl
02 r
=
o 0
=
€02}
8
o 04|
06 = Cevirici potansiyel
E,
1 ' |
g 20 40

Zaman, s

Sekil 1.15 Doénitistimlii voltametride kullanilan uyarma sinyali (Kuralay vd.,
2009b).
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Sekil 1.15°de gosterildigi gibi potansiyelin E1 degerinden E2 degerine belli bir
hizla taramasi yapildiktan sonra, taramanin yonu gevrilerek cogunlukla ayni hizla E1
degerine ulasilir. (Uggen dalga sekilli potansiyel). Numunenin bilesimine bagli olarak

baslangi¢ taramasinin yonii negatif ya da pozitif yonde olabilir.

Boylece elektrokimyasal tepkimeyle meydana gelen (Grlnln, ters donglyle

elektrokimyasal davranisi incelenebilir.

Numune c¢Ozeltisine bu yOntemde potansiyel uygulandiginda, elektrot yizeyi
uygulanan potansiyele gore pozitif ya da negatif bir karakter gosterir ve gevresindeki
cozelti ile elektron aligverisi yapar bu da Olculebilir bir akim olusturur. Calisma
ortami karisan bir ortam olmadigi igin elektron transferi elektrot ylizeyi ve ¢evresinde
meydana gelir, bu nedenle elektrot ¢evresindeki bilesen miktarinda zamanla azalma
olur. Olusan akimda zamanla pik yapar ve azalmaya baslar bu pikler indirgenme ve

yukseltgenme pikleridir.

4 Ep. katodik
Ip. katodik

g e i
=
= .
=
=

Ip., anodik

Ep. anodik N
POTANSIVEL {-V}

Sekil 1.16 Doniisiimlii voltamogramda akim-potansiyel egrisi (Kuralay vd.,
2009b).
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Déniisiimlii voltamogramdaki 6nemli parametreler katodik pik akimi ipc, anodik pik

akimi Ipa, katodik pik potansiyeli Epc ve anodik pik potansiyeli Epa’dir.
Pik potansiyelleri farki; A Ep = 57 /nmV
Tersinir bir elektrokimyasal tepkimede analite ait pik akiminin hesaplanacag: esitlik
sOyledir.
. 3 1, 1y
i,=(2.69x10%)n 24D /2v /2¢C [1.4]
Ip = Analitin pik akimy,
n = Transfer edilen elektron sayisi,
A = Elektrot yiizey alani (cm?),
D = Tirlere ait difiizyon katsayis: (cm?/s),
C = Turlerin ¢0Ozelti igerisindeki derisimleri (mM),
v = Tarama hiz1 dir (V/s).

Tersinir bir reaksiyonda anodik ve katodik pik akimlarinin mutlak degerleri yaklasik

esittir.

Analitin duyarlilik sinirt déniisiimlii voltametride 10 M’dir. Doniisiimlii voltametri
miktar tayini analizlerinde kullanilmaz ancak, metal organik sistemler ve 6zellikle
organik sistemlerde ylkseltgenme — indirgenmenin mekanizmas: ve hiz ¢alismalari
icin Onemlidir. Bu yontem, elektrokimyasal islemler hakkinda kantitatif bilgiler
saglayan temel ve teshise dayali ¢alismalarda secilen ilk yontemdir (Skoog vd.,
1996; Thiel vd., 1997; Tural vd., 2003).

Dogrusal taramal: voltametri:

Bu voltametri tiiriinde elektrotlar arasinda zamanla gizgisel artis ya da azalis gosteren
dogru akim potansiyeli uygulanir. Genellikle potansiyel tarama hiz1 araligi 5-20

mVs™? dir.

Dogrusal tarama, klasik bir uyarma seklidir. Dogru akim potansiyelinde zamanla
dogrusal bir sekilde artis yapilmasi ile uyarma sinyali elde edilir. Uygulanan bu
potansiyel sonrasinda analizi yapilan maddeye 0zgi akim yanitlari potansiyelin bir
fonksiyonu olarak voltamogramlarda ele alinir. Gizel bir sonug icin dogrusal

taramali voltametride, pik maksimumlarinin yar1 — dalga potansiyel farki, minimum
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0,20 V civarinda olmahdir. istenen potansiyel reostanin hareket ettirilmesiyle elde
edilir. Reosta hareket ettirildiginde ¢aligma elektrodu ile referans elektrot arasindaki
potansiyelin bir fonksiyonu olarak ortaya ¢ikan akim kaydedilerek voltamogram elde
edilir. Burada karsit elektrot ile mikroelektrot arasinda potansiyel olmadiginin
vurgulanmasi 6nemlidir. Hidrodinamik voltametri ve polarografi ve bu uygulama
kapsaminda ele alinir. Hidrodinamik voltametri, ¢ozeltinin ya da mikroelektrodun
strekli hareket halinde oldugu dogrusal taramali voltametridir, polarografi ise
damlayan elektrodun kullanildig:1 voltametridir (Bard ve Faulkner., 1980; Skoog vd.,
1996; Skottrup vd., 2008; Tural vd., 2003; Yildiz ve Geng., 1993).

1.3.2. Elektrotlarda gerceklesen olaylar
1.3.2.1. Faraday yasasi

Akim altinda calisirken, bagka bir deyisle bir pilden akim cekilirken ya da pile
disaridan  gerilim uygulanirken, elektrotlarda yikseltgenme ve indirgenme
tepkimeleri olusur. Elektrolitik pile disaridan uygulanan gerilimin ya potansiyeli ya
da akim siddeti, sabit tutularak, elektroliz gergeklestirilebilir. Elektrotlardan
herhangi birinde, elektrolizlenen madde ya da olusan Urin miktar: tlketilen
elektrik miktar1 ile orantihdir. Bu oranti faraday yasas:n: olusturur. Yalnizca
elektron aligverisine dayali kimyasal doniisiim icin harcanan akima da; faradaik

akim denir.

Faraday yasasinin gecerliligi igin %100 akim verimiyle tepkimenin olugsmasi gerekir.
Diger bir ifade ile devreden gegen akimin tuminln tek bir kimyasal olay icin
tiketilmesi gerekir. Eger birden fazla olay gergeklesiyorsa, her biri icin harcanan
elektrik miktarlarinin  toplami  %100°°diir.  Her elektroetkin bilesenin  bu

tiketimdeki pay1, onun elektrik verimini olusturur (Vaughan vd., 2001).

1.3.2.2. Elektrokimyasal olaylarda faradayik islemler

Elektrot ve cozelti arasindaki yuzeyden akim iletilmesi sirasinda, elektrotlardan
birinde yiikseltgenme reaksiyonlar1 meydana gelir digerinde ise indirgenme

gerceklesir.

Bu reaksiyonlarda
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A- (yikseltgenmis) + ne” < B - (indir genmis) [1.5]

A ve B’nin, sirasiyla, redoks ciftinin, yikseltgenmis ve indirgenmis seklini ifade
ettigi [1.5]’de gosterilmektedir. Termodinamige uygun olarak kontrol edilen
sistemlerde, NERNST Denklemine gore, elektrot potansiyeli, elektroaktif turin

elektrot yizeyindeki derisiminin [CA(0,t) ve CB(0,t)] saptanmasinda kullanilabilir.

23RT log L4 [1.6]

E:E+np Cg

E® = Redoks tepkimesi icin standart potansiyel
R = Gaz sabiti (8,314 JK™*mol™)

T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi
F = Faraday sabiti (96487 coulombs)

Akim, ¢ozelti ara yiizeyinden iki sekilde iletilir. Elektrotlardan birinde yukseltgenme
reaksiyonu meydana gelirken, digerinde indirgenme reaksiyonu meydana gelir ve
elektronlardan dogrudan aktarilarak akim iletilir. Bu sirada olusan akimlara
Faradayik akimlar akimlar denir ve Faraday yasalarina uygun olmasindan ayrica
elektrotta gerceklesen kimyasal reaksiyon miktarinin akimla orantili oldugunu ifade

etmek icin bu tip islemlere Faradayik islemler ad: verilir.

Analizi yapilacak madde ve drinlerin derisimleri sadece elektrot yilizeyine olan
uzakligin bir fonksiyonu olarak ve Nernst tabakasi icinde degisiklik gOsterir
(Skottrup vd., 2008).

1.3.2.3. Elektriksel cift katman

Elektrokimyasal olaylarin ¢ogu elektrot ve iyonik ¢ozelti ara ylzeyinde olusan
sireclere dayali olarak gergeklesir. Elektroda bitisik ¢Ozeltinin yapisim1 dikkate
alirsak, elektroda pozitif bir potansiyel uygulandiktan hemen sonra elektrodun
ylzeyinde reaksiyona girebilecek aktif bir tlr olmadig: icin hizli bir sekilde sifira
diisen anlik bir akim dalgasi olusacaktir. Bu anlik akim her iki elektrodun yiizeyinde

negatif ylk fazlalig1 (veya eksikligi) yaratan, ylkleme akimidir. Elektrotlara bitisik
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olan ¢ozelti tabakalarinda iyonik hareketliligin sonucu olarak hizli bir sekilde zit

yuklenme meydana gelir. Bu etkilesim sekilde gorilmektedir.

— 20300 A——> L
ANA COZELTI

|
+
|
Potansiyel =3

d 2

Sekil 1.17 Elektriksel ¢ift katman (Bard ve Faulkner., 1980).

Sekil 1.17°de metal elektrodun yizeyine uygulanan pozitif potansiyel neticesinde
meydana gelen pozitif yik fazlaligi gosterilmistir. YUklenmis ¢ozelti tabakasi iki
kissmdan meydana gelmektedir: (1) yogun i¢ tabaka (do'dan di'e), (2) diflize
tabaka (d1 'den d2'yve). Yogun i¢ tabakada potansiyel, elektrot yuzeyinden
uzaklasildik¢a yani mesafe ile dogrusal olarak azalis gdsterirken difiize tabakada
elektrot ylizeyinden uzaklasildikca ortaya ¢ikan potansiyel (Gstel olarak azalis
gostermektedir. Elektriksel ¢ift katman, elektrot ylzeyindeki ve yilzeye bitisik
cozeltideki bu yuk toplulugudur (Skoog vd., 1996; Tural vd., 2003).

1.3.2.4. Elektrotlarda kitle tasinim yollar

Faradaik akimin elektroliz devresinden gecebilmesi icgin sirasiyla, elektroetkin
maddenin elektroda taginmasi, elektron aktarimi olusan Grlnin de elektrottan
uzaklagsmasi gerekmektedir. Bir elektrolitteki herhangi bir tanecigin bir yerden baska
bir yere tasinabilmesi igin, 0 tanecige bir kuvvet uygulanmasi gerekmektedir. Bu
kuvvet kimyasal, elektriksel ya da mekanik bir kuvvettir. Bu kuvvetler (¢ cesittir;

diflizyon, go¢ (migrasyon) ve yiginsal tasima (konveksiyon).
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Diflizyon: Derigsim farkindan kaynaklanan kimyasal kuvvetlerin olusturdugu tasima
Diflizyon olarak adlandirilir. Kimyasal kuvveti olusturan etmen kimyasal
potansiyeldir. Eger bir tirin derisimi ¢Ozeltinin iki noktasinda herhangi bir nedenle
farklanmig ise, derisimin yiksek oldugu yerden diisiik oldugu yere dogru bu

kuvvetten dolayi taginma iglemi olur.

Go¢ (Migrasyon): Iyonlara bir elektriksel alan etkidigi zaman iyonlar elektriksel
alandan kaynaklanan kuvvetle hareket eder. Elektrotlara disardan bir gerilim
uygulandigi zaman bu kuvvet anyonlar1 anoda, katyonlar: da katoda dogru sirKler.

Bu tasima go¢ (migrasyon) ile tasima olarak adlandirilir.

Yigimsal tasima: (Konveksiyon): Karistirma ve elektrodun dénmesi gibi mekanik
kuvvetlerin yol actig1 tasinma Yiginsal tasima (Konveksiyon) olarak tanimlanir.
Konvektif tasinma ¢6zeltinin herhangi bir kesimindeki tim bilesenlerin ayn1 hizda
hareket etmesidir. Konvektif tasinmanin hizi uygulanan mekanik kuvvete baghdir
(Vaughan vd., 2001).

Diflizyon Migrasyon Konveksiyon
e |
- e ® ~P “p &= ;
SR o : \\/
.. g E D 5
P ﬁ = : :
—* ) | e@ \
. SR == :
Rl . . i .
Uzaklik v Uzaklik " Uzaklik v

Sekil 1.18 Elektrotlarda kiitle tasinim yollarinin sematize hali (Vaughan vd.,
2001).

1.3.3. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

Bir devrede veya bir elektrokimyasal hiicrede, potansiyelin zamana bagl siniizoidal

degisimi sonucunda olusan alternatif akima kars1 bir diren¢ meydana gelir.

V=I-Z [1.7]
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Bu denklemde, V potansiyeli, | alternatif akimi, Z ise empedansi ifade eder.
Potansiyel ve alternatif akim zamana bagl olarak degismektedir. Z ohm (Q) birimi
ile ifade edilir. Alternatif akimin iiretildigi bir devrede empedans, frekansin bir

fonksiyonu olarak da tanimlanabilir.

Empedansin gergek ve zahiri empedans olmak {izere iki bileseni vardir;
z=2z'—jz"(j=+-1) [1.8]
Bu denklemde Z tiim empedansi, Z’ ger¢ek, Z’’ ise zahiri empedans: ifade eder.

Gergek empedansin x ekseninde, zahiri empedansin y ekseninde oldugu grafik,

Nyquist egrisi olarak tanimlanir.

. ES
ZsmBp-—————
8,
== I
£t '
N E I
5 ) 9 I
|
ZcosB
Gergek empedans 7/

Sekil 1.19 Reel empedansa (Z’) karsi imajiner empedans (Z’’) ile olusturulan
Nyquist egrisi. 0, devrede siniizoidal karakterdeki potansiyel ile akim
arasinda olusan faz agisidir (Monk, 2002).
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Sekil 1.20 Bir elektrokimyasal hiicrede empedimetrik 6l¢lim sonrasinda olusan

Nyquist egrisi (Monk, 2002).

Sekil 1.20’de gosterilen Nyquist egrisi, bir elektrokimyasal hiicrede, belirli bir
frekans aralifinda gergeklestirilen empedimetrik 6l¢iim sonrasi elde edilen grafiktir.
Analizin ilk safhalarindaki yiiksek frekanslarda meydana gelen ¢dzelti direncini (Rs)
takiben olusan yarim daire elektrota transfer edilen yiike karsi olusan direnci (Rct) ve
diisiik frekanslarda difiizyonal siire¢ sonrasinda olusan lineer bolge ise Warburg
empedansini (Rw) temsil etmektedir. Sistemin yiik depolama 6zelligi ise kapasitans

olarak tanimlanair.

Bu teknikte, belli bir frekans araliginda elektrokimyasal hiicrenin empedansi taranir
ve elektrot yiizeyinde gergeklesen kinetik olaylarin incelenmesinde yaygin olarak
kullanilir.  Elektrot yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal tepkimeler, Rct
degerindeki degisimler yorumlanarak degerlendirilir (Monk, 2002).

1.4. Biyosensorler

Biyosensor “biyo” (biyolojik kokenli) ve *“sensor” (algilayici) kelimelerinden
olusmaktadir. Biyosensorler biri biyokimyasal digeri ise elektrokimyasal iki
ceviriciden olusur. Biyokimyasal cevirici analizi yapilacak madde ile etkileserek onu
tanmir. Bu etkilesim sonucu olusan madde (biyokimyasal uriin) elektrokimyasal
cevirici tarafindan okunabilir bir sayisal degere cevrilir. Bu ilkeye dayanilarak
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biyosensorler kalitatif ve kantitatif analizi gerceklestirebilen kompleks cihazlardir
seklinde tanimlanabilirler. Diger bir ifade ile; biyosensorler, yapisinda biyolojik
algilayici iceren ve elektrokimyasal cevirici sistem ile birlestirilmis analitik aygitlar
olarak da tanimlanabilirler (Chen vd., 2007; Coulet, 1991).

Bir biyosensor, bir veya daha fazla analizi yapilacak maddenin miktariyla orantilt
olarak devamli sayisal elektrik sinyali Gretmelidir.

¢

: -y ®
< Sinyal - e < ORMNEK
QT | T e % o <{TmEll

& CNEnzim Reaksiyonlan
T

nb*imminﬂ. Reaksiyonlan {\M ORMEK DH

SsDNA . DMA Hibridizasyonu
| - . )

*

g siyal |[]] | Gevirici

Sekil 1.21 Biyosensoriin sematik gosterimi (Bej, 1991).

1.4.1. Biyosensorlerde bulunan yapisal kisimlar ve fonksiyonlar

Biyosensor sistemleri {i¢ temel bilesenden meydana gelir. Bunlar, secgici olarak
tamima mekanizmasina sahip algilama kisme, algilama kisminin incelenecek
maddeyle etkilesimi sonucunda olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik

sinyallere doniistiirebilen gevirici kiszm ve elektronik kestm’dir (Mutlu, 2002).

1.4.1.1. Algilama kismm

BiyosensOr sistemini meydana getiren (¢ temel bilesenden en 6nemlisi algilama
kismidir. Algilama kismi, tayini yapilacak maddeyle tersinir bir sekilde etkilesime
girmeli ve son derece secimli olmalidir. Bu kisim sayesinde biyosensor, hedefi
tanmyarak etkilesime girer. Antikorlar, nukleik asitler, enzimler, organeller,
mikroorganizmalar, doku kesitleri, biyolojik membranlar icine yerlesmis kimyasal

reseptorler biyomolekil olarak kullanilmaktadirlar. Bunlarin arasinda en yaygin
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olarak enzimler (Rasooly., 2005; Bhunia., 2008), antikorlar (Killard vd., 2000;
Vlatakis vd., 1993) ve nikleik asitler kullaniimaktadirlar (Collings ve Caruso.,
1997; Wang vd., 1996; Wang vd., 1997a; Wang vd., 1997b; Wang., 2002;
Drummond vd., 2003).

Biyosensor tanima katman: olarak antikor, enzim, mikroorganizma, nukleik asit,
hicre, doku parcalart gibi bircok biyoalgilayici (biyomolekul) kullanilir. Enzimlerin
tamima katmani olarak kullanimi, uygun sicaklik ve pH kosullarina bagl olmasi ve
enzimlerin kararliliklarinin diisiik olmasindan dolayr zordur. Ayrica enzimin
biyosensore tutturulmasinin ve tutturulma sonrasinda kararliligint stirdirmesinin de
zorlugu tasarimi yapilacak biyosensorde dikkate alinmasi gereken en Onemli
hususlardir (Klibanov, 1979). Doku pargalarmin canli tutulmalari, beslenmeleri ve
atiklarinin uzaklastirilmasinin  gerekliligi nedeniyle biyosensoérlere spesifik olarak
immobilize edilmeleri zorlasmaktadir. Bu biyolojik materyallerden antikorlar ve
nikleik asitler digerlerine gore uygulamas: kolay olan molekullerdir. Antikorlarin
Ozellikle gunumuizde, ylzey plazmon rezonans (surface plasmon resonance, SPR)
sistemlerinde tamima katmani olarak kullanimi mevcuttur. Ydizeye tutturulmus
antikorlar antijenle etkilesime girerler ve bu 6zgin etkilesimin 6l¢im ve tespiti optik

sisteme dayal1 olarak gergeklestirilir.

1.4.1.2. Cevirici kisSim

Cevirici kisim, reseptorlerin biyolojik tepkimesini o6lculebilir fiziksel bir sinyale
doniistiiriirler. Biyokimyasal tepkimenin 6zelligine gore kullanilir. Cevirici kisim,
elektrokimyasal (potansiyometrik, voltametrik yontemlere dayali ve alan etkili-
ISFET, chem FET), optik (surface plasmon resonance, floresans, yansima,
luminesans, kirilma indeksi), elektriksel (yuzey etkinligi-MOS, elektrolit
iletkenligi), kitle duyarli (piezoelektrik), manyetik (paramanyetik), termal
(reaksiyon 1s1s1, adsorbsiyon 1sis1) esasl sistemlere dayali olabilir (Castillo vd.,
2004; Collings ve Caruso, 1997; Lowe, 1999; Rogers ve Mascini, 1998; Sadik vd.,
2004).

Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayini yapilacak madde ile etkilestiginde
meydana gelen sinyalin iletim ve Olciminde, genel olarak, elektrokimyasal,

kalorimetrik, optik ve piezoelektrik esasl sistemler kullanilir.
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Tablo 1.1 Biyosensorlerin gevirici sistemlere gore siniflandiriimasi.

Iletim ve Ol¢iim Sistemlerine Gore Simflandirma

Biyosensorler Siniflandirmasi

Elektrokimyasal Esasli Biyosensorler Amperometri Esashi
Potansiyometri Esaslt

Yari Iletken Esash

Optik Esasli Biyosensorler Fotometri Esasli
Fluorometri Esasl

Biyoliiminesans Esasli

Piezoelektrik Esasli Biyosensorler QCM

Kalorimetri Esasli Biyosensorler Termistorler

Elektrokimyasal Ozellige dayanilarak biyosensorler; kondiktometrik,

potansiyometrik ve amperometrik olarak siniflandirilabilir.

Kondiktometrik biyosensorlerde enzim tepkimesi sonucunda ortamdaki bazi
iyonlu tlrlerin derisiminde net degisiklikler olusur. Kondiktometrik biyosensorler,
biyolojik Dbilesimin sonucu olarak, metal elektrot cifti arasindaki iletkenlik

degisimini 6lcmektedir.

Potansiyometrik biyosensorler en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot
arasindaki potansiyel farkinin 6lgimini esas alan yontem Potansiyometri olarak
bilinir.  Elektrot potansiyelinin  belirlenmesi  dogrudan analit derisimini
tamimlamaktadir. Tek degerlikli iyonlar ya da pH’a duyarli cam elektrotlar, anyon ya
da katyonlara duyarl: iyon secimli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga
yonelik gaz duyarli elektrotlar; potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel

sensorlerdir.

Amperometrik biyosensorler genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim

siddetinin 6l¢imini esas alan yontem Amperometri olarak bilinir. S6z konusu akim
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yogunlugu calisma elektrodunda yukseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tirlerin
derisiminin bir fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. ikinci elektrot referans elektrot
olarak is yapar. Kalibrasyon sonrasinda, akim yogunluklarindan ilgili tdrlerin

derisimlerinin saptanmasinda yararlanilir.

Kalorimetri esasli enzim sensorleri, termal enzim sensorleri, enzim termistorleri ya
da entalpimetrik enzim sensorleri gibi farkl: isimlerle gruplandirilirlar. Bir enzimatik
tepkimedeki entalpi degisiminden faydalanilarak substrat derisimini belirlemek
temel ilkelerini olusturmaktadir. Genel olarak enzimatik tepkimelerin ekzotermik
dogasindan faydalanilir. Enzimatik tepkime sonucunda olusan sicaklik degisimi ile
substrat derisimi arasindaki dogrusal iliskiden sonuca varilir. Cok kigik sicaklik
degisimleri ise termal olarak yalitilmis ortamlarda termistér veya termofiller

yardimiyla izlenir,

Optik biyosensorler cevirici sistem olarak optik lifler izerine uygun bir metodla
uygun bir biyomolekilin immobilize edilmesi ile hazirlanan Olgum aletleridir.

Fotometri, florumetri ve biyoliminesansa dayali optik sistemler bulunmaktadir.

Etkilesim sonucunda olusan kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin 6l¢climine
dayanirlar. Sinyal; 151k yansimasi, sagihmi ya da yayimi sonucunda olusur. Ornegin
optik lifin Gzerine enzim immobilize edilmesi ile hazirlanan optik esasli enzim
sensorleri temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliminesans gibi temel ilkelere

dayal1 olarak islev gorrler.

Piezoelektrik sensorler en genel anlamiyla karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay: saptayarak bir piezoelektrik kristal ylizeyinde toplanan numunenin kitle
Olcimi esasina dayali olarak calisan, gravimetrik aletlerdir. Sensor secimliligi,
kristal yuzeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikmesi ile
iligkilidir. Sensor yuzeyinde bir madde adsorblandigi veya biriktiginde piezoelektrik
kristalin rezonans frekansindaki farklanmanin 6lgtilmesiyle sonug elde edilir (URL-
1).

Bircok fiziksel ve kimyasal prosesi kitledeki degisiklikleri izleyerek takip edebiliriz.
Makromolekul 6zgil olarak liganda baglandiginda, sinyal degistirici baglanma olay1
dolayisiyla fiziksel bir degisikligi 6lgebilir. Genellikle sinyal degistirici pH, 151, 151K,
diren¢ ya da kutledeki degisikligi ortaya cikarir ve daha sonra veri islenebilecek

elektriksel bir sinyale doniisiir.
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1.4.1.3. Elektronik kistm

Cevirici kismin elektrik sinyali tretmesi icin gerekli osilator, fark devresi, islemsel
yukselte¢ devresi, besleme devresi, anolog-digital doniistiiriicii vb. elektronik

kistmdan meydana gelmektedir.

1.4.2. DNA biyosensorleri

Tamima ylzeyi olarak DNA’min kullanildigi biyosensorlere DNA biyosensorleri
denir. DNA tamima yizeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde
(Wang vd., 1997c) veya bu yuzey ile etkilesime giren analizi yapilacak maddelerin
tayin edilmesinde kullanilir.

Bircok kicuk molekil doniistimlii bir sekilde dsSDNA ile oncelikli olarak 3 yolla
birlesir;

1. Nukleik asit yapisindaki negatif yukli seker fosfat grubu ile elektrostatik

etkilesim,
2. DNA ¢ift sarmal yapisinin oluklarina baglanma sonucunda,

3. Dogal yapili DNA’nin baz ciftleri arasina interkale olarak.
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Sekil 1.22 Bir DNA biyosensoriiniin sematize hali (Erdem ve Ozs6z., 2002).

DNA’nin bazi kimyasal maddelerle etkilesmesi ve farkli metodlarla bu etkilesimin
incelenmesi, madde tayininin gerceklestirilmesi, ila¢ tasarlanmasi ve tayin
edilmesine; ayrica cevre Kirliligine yol acan bazi atiklarin tayin edilmesine ait yeni

bir metodun gelistirilmesi agisindan onem kazanmaktadir (Erdem ve Ozs6z., 2002).

1.4.2.1. Elektrot yizeyine DNA immobilizasyon teknikleri

Gunumuzde DNA tanima yizeyinin stabilitesini arttirmak icin farkli deneyler
yapilmakta ve en diisiik maliyetle, uygulanabilirligi kolay ve spesifik baglanmay:
saglayacak yontemler bulmaya calisilmaktadir (Demers vd., 2000). Kullanilacak
yonteme gore elektrot yuzeyinde yatay ve diisey olarak tutturulmus DNA tanima

yuzeyi ortaya ¢cikmaktadir.
Adsorbsiyon yoluyla tutturma

DNA dizisi iceren analizi yapilacak ¢oOzeltinin elektroda uygulanmasi (Erdem vd.,
2004; Ozkan vd., 2002a) sonucunda elektrot ylizeyine DNA tutturulur. DNA elektrot

ylzeyine adsorbsiyonla baglanir. Pahali kimyasal madde kullanim:i ve
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elektrokimyasal potansiyel uygulamasi gibi basamaklar1 ortadan kaldiran bu

yontemde, tayin siiresi kisadir ve maliyet diisiiktiir.
Elektrostatik yolla tutturma

Elektrot yizeyine pozitif potansiyel uygulanmasi, negatif yikli fosfat omurgasi
tastyan DNA molekdlindn elektriksel cekim kuvvetleri sayesinde tanima yiizeyine
paralel olarak tutturulmasini saglar (Erdem vd., 1999; Marazza vd., 1999; Mascini
vd., 2001; Popovich ve Thorp., 2002; Schéning, 2005; Wang vd., 1997d).

Kovalent yolla tutturma

DNA dizilerinin elektrot yiizeyine kovalent olarak tutturulmasinda karbodiimit
(Herne ve Tarlov., 1997; Huang vd., 2000; Levicky vd., 1998; Mikkelsen, 1996;
Millan ve Mikkelsan., 1993; Ozkan vd., 2002b) ve silan kimyas1 (Eckhard vd., 2001)

siklikla kullanilan ajanlardr.

Karbon (grafit) elektrot ylzeyine kovalent yolla DNA dizisi immobilizasyonu N-
Hidroksi siksinimit (NHS) ve Etil karbodiimit (EDC) gibi kovalent ajanlarla
kaplama yapilmasinin ardindan gucli bir sekilde gerceklesmektedir (Yang vd.,
1997).

1.4.2.2. DNA biyosensorleri ile DNA dizi algilama yontemleri

Indikatér kullanimina dayali DNA dizi algilama yontemlerinde DNA molekiiliine
interkale olabilen (metal kompleksleri, antibiyotikler) (Del Pozo vd., 2005; Erdem
vd., 2002; Wong ve Gooding, 2006) veya DNA dizisindeki bazlarla 6zglin olarak
etkilesebilen elektroaktif maddeler (indikatdr) ile tayini yapilabilmektedir (Erdem
vd., 2000; Erdem vd., 2002; Erdem vd., 2001; Fojta vd., 2000; Kara vd., 2004;
Steichen vd., 2006; Wei vd., 2006). Hibridizasyonu analitik sinyale cevirmede

elektrokimyasal ceviriciler kullanilmaktadir.

Elektrot yizeyinde olusan hibrit ile etkilesen indikatoriin sebep oldugu artan veya
azalan elektrokimyasal yamt hibridizasyonun tayinine yonelik bir sinyal olarak
kullanilir (Motti vd., 2000; Ozkan vd., 2002b; Ozkan vd., 2002c; Wong vd., 2006;
Wong vd., 2005). ssDNA ve dsDNA ile etkilesimi sonucu alinan yanitlar arasinda
anlamlt bir fark olusmasina bagli olarak elektroaktif bir madde indikator olarak
kullanilabilir. Hibridizasyon indikatori olarak siklikla kullanilan maddeler Meldola
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Mavisi (MDB) (Kara vd., 2004; Kerman vd., 2004), Ru(ll) (Erdem vd., 2002; Wong
vd., 2005), Co(lll) (Carter vd., 1989), Os(l1), Os(1V) (Del Pozo vd., 2005) Un 1,10-
fenantrolin ve 2,2”-piridin kelatlaridir (Carter vd., 1989).

e

Metilen mavisi Meldola mavisi

Sekil 1.23 Kimyasal yapilar1 gosterilen bazi hibridizasyon indikatorleri
(Mascini vd., 2001).

Interkalasyon; bir maddenin DNA cift sarmali arasina girmesidir. Bu durumda;
Sekil 1.24°de goOzlemlendigi gibi; madde birikimi dolayisiyla c¢ift sarmal DNA
(dsDNA) ile etkilesim sonras1 alinan madde sinyali tek sarmal DNA (ssDNA) ile
etkilesim sonrasi alinan madde sinyaline gore oldukga yuksek bir degerdir (Wang
vd., 1998a).
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Tek sarmal DNA

TACGTATA TACGTSATA
ELEKTROT E:::$> ELEKTROT F“‘ﬂ)
] T L] 1

]:n.hi_:-r:!;ala tér Potansivel (V)
l_"bf"f'lZfS:_h'?n Elektrokimyasal
indikatirii ile L

Cift sarmal DNA yamit

etkilesim
rrTrrririri frrirritl
ATGCATAT ATGCATAT
PO Y E N
TACGTATA *_* TACGTATA

ELEKTRDT

T T 1
P‘utznsi_vel V)

Sekil 1.24 Interkalator madde ile DNA dizi algilanmas1 (Carmichael, 1988).

DNA’nin bazlarindan biriyle (6zellikle Guanin) indikator olarak kullanilan madde
etkilesiyor olabilir. Sekil 1. 25’de gorildigt gibi; tek sarmal DNA (ssDNA)’da
bazlar agikta oldugu icin madde sinyali, hibridizasyondan sonra olusan ¢ift sarmal
DNA (dsDNA)’da bazlar kapali oldugu ic¢in bu durumda olusan madde sinyaline
gore oldukga yuksek bir degerdir (Carter vd., 1989; Erdem vd., 1999; Kara vd.,
2002a; Kara vd., 2002b; Kerman vd., 2003; Meric vd., 2002; Ozkan vd., 2002d,;
Zhang ve Hu., 2006).
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Tek sarmal DNA
GAGCTGTA

W :[} ELEKTROT :}

DNA bazlarvla etkilesen
bir hibridizasyvon
indikatiri ile etkilegim

ﬂ ‘H‘ I\

Elektrokimyasal [y

Cift sarmal DNA yamit Potansivel (V)
R EERR TTTTTT1
CTCGHC&T CTCGACAT
GI * & 3 T e I

AGCTGTA * GAGC TGTA

ELEKTROT ELEKTROT ———

Potansmvel (V)

Sekil 1.25 DNA bazlarindan biriyle etkilesen bir indikator ile DNA dizi
algilanmasi (Carpini vd., 2004).

Indikatdrsiiz DNA dizi algilama yontemlerinde DNA’daki en elektroaktif ve kararlh
yanmt alinan organik baz guanin bazidir. Yaklasik olarak +1,0V civarinda
yukseltgenme gosterir. Elektrot yizeyine tutturulan tek sarmal DNA dizisindeki
guanin bazlar1 agik oldugu icin yuksek yikseltgenme sinyali, hibridizasyon
sonrasinda ise sitozinle aralarinda olusturduklar1 hidrojen bag: kdpruleri nedeniyle
kismen kapali duruma gelen yiikseltgenme dolayisiyla tek sarmala gore daha diisiik
yukseltgenme sinyali gosterir (Marin vd., 1998; Wang ve Kawde., 2002a; Wang vd.,
1998b).
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Tek sarmal DNA
GAGCTGTA
|ELEHTRUT|

Elektrokimyasal -,r'i
Cift sarmal DNA yamit Potansiyel 'ﬁ'}

itiiinigl
CTCGACAT

GA.GCTGTA

ELEKTROT

T T T 1
0.75 1.40

Potansivel (V)

Sekil 1.26 Indikatorsiiz DNA dizi algilama yontemi (Kara vd., 2003).

Diger bir tayin yontemi ise EVET/HAY IR SISTEMI ad1 verilen ve tek sarmal DNA
(prop) dizisinde yer alan guanin bazlar1 yerine bir guanin analogu olan inozin

bazlarinin sentezinin yapilmasidir.

HIII

)iL ;

Guanin Inozin

Sekil 1.27 Kimyasal yapilar gosterilen Guanin ve Inozin bazlari (Aladag,2008).
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Guanin bazina yap1 olarak benzerlik gosteren ve sitozin bazi ile ikili bag olusturan
inozin bazi herhangi bir yikseltgenme sinyali vermemektedir. Bu nedenle elektrot
yuzeyinde tek sarmal DNA dizisi varhginda +1,0 VV’da herhangi bir yukseltgenme
sinyali alinmazken, hibridizasyon sonrasinda hedef diziden gelen guaninlerden 6tdr(

bir ylkseltgenme sinyali gorilur (Aladag, 2008).

Tek sarmal DNA
IAICTITC

ELEKTROT

Elektrokimvasal '-, ! ! b
Cift sarmal DNA vamt u'let . In.}l.-iﬂ
otansive
DR ENE M
CTCGACAG
i1 80 10
IAICTITC

ELEKTROT

I T T 1
0.75 1.40
Potansivel (V)

Sekil 1.28 Indikatdrsiiz DNA dizi algilama yontemi (Inozinli prop ilkesi)
(Aladag, 2008).

1.4.2.3. Madde-DNA etkilesimine dayali DNA biyosensorleri

DNA ile etkilesen maddeler sayesinde yeni DNA biyosensorleri tasarlanabilir. Bu
alanda zararli kimyasallar, ¢evre atiklari, biyolojik silahlar kullanilabilecegi gibi ilag
niteligi tasiyan, saghk alaninda kullanilabilecek yararli bilesiklerden de
faydalanilabilir. Bdylece gelistirilen DNA biyosensorleri bircok kullanim alanina

sahip olmustur.

Baz1 kimyasal maddelerin (ilag, cevresel atiklar, vb.) DNA molekili ile

etkilesiminin tasarlanan yeni biyosensorlerle incelenmesi;
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e Yeni ila¢ tasarimi,
e Cevresel toksik madde analizleri,

e Cesitli kimyasal silahlarin (kimyasal savas ajanlarinin) tayinini gindem

konusu yapmustir.

Cesitli maddeler; dsDNA ile etkilesime girer. Bu elektrostatik baglanma, DNA cift
sarmal yapisinin kiicuk ve blylk oluklarina baglanma veya dogal yapili DNA’nin
baz ciftleri arasina interkalasyonu sonucunda olur (Blackburn ve Gait, 1990;
Graves ve Velea, 2000).

Ilag-DNA etkilesimine dayali DNA biyosensorleri ile kanser tedavisinde kullanilan
bazi ilaglarin DNA ile etkilesimlerinin farkli yontemlerle (Mller ve Crothers, 1975)
incelenmesinin yaninda, 06zellikle son zamanlarda elektrokimyasal yontemlere
bagh tayinlerin gergeklestirilmesi elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin énemini
arttirmistir. Diisiik maliyetli ve basit olan bu yéntem, hizli ve secimli olarak, DNA
ile etkilesim tipi degerlendirilen ve ila¢ olarak hedeflenen maddenin ¢ok diisiik
miktarlarinda caligmay1 saglamaktadir.

DNA biyosensorleri kullanilarak ila¢ ile DNA arasinda meydana gelen etkilesimler
basarili bir sekilde algilanabilmektedir. Bu algilama DNA’da bulunan guanin/adenin
gibi elektroaktif bazlarin sinyali (zerinden ya da analiz edilecek ilacin
elektrokimyasal sinyali Uzerinden saglanabilmektedir. Bu sinyallerdeki degisimler
incelenerek ilag-DNA etkilesimleri hakkinda degerlendirmeler yapilabilir (Erdem
vd., 2002).

Toksik madde-DNA etkilesimine dayali DNA biyosensorlerinde bir maddenin
DNA’da yol actigi hasarin saptanmasindan hareket edilerek tasarim: yapilan
biyosensorler, cevreye zararli toksik maddelerin belirlenmesinde kullanilan
yontemler icinde dnemli yer tutar. Hava, su ve toprak analizlerinde biyosensér
kullanim1 son zamanlarda giderek artis gostermektedir. Analitin tanima ylizeyi olarak
DNA tutturulmus biyosensor ile etkilesmesinin ardindan, DNA davranisindaki
degisimlerden veya maddenin DNA ile etkilesim sonrast davraniginin
belirlenmesinden hareketle bircok sonuca varilabilir (Chiti vd., 2001; Kerman vd.,
2001; Labuda vd., 2005).

Kimyasal silah amaciyla kullanilan maddelerle de biyosensor sistemi tasarimi
yapilabilir. Ormegin organofosfat iceren maddelerin DNA’ya verdikleri bilyiik hasar
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biyosensor  teknolojisi  kullanilarak  tanimlanmistir  (Wang vd., 2002b).
Organofosfatli savas ajanlari ve pestisitlerin tayini optik biyosensor kullanilarak
yapilmistir (Rice vd., 1983). Nitroaromatik patlayicilar ve organofosfatli sinir
gazlarinin tayini de akiskan enjeksiyon sistemi kullanilarak tek kanal mikrogip

sisteminde gergeklestirilmistir (Berdat vd., 2006).

1.4.2.4. ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler

Secicilik: Bu 0zellik ideal bir biyosensor sisteminde en dnemli paremetrelerdendir.
Biyoalgilayict molekilin spesifik olmas: girisim yapabilecek tlrlerin bulundugu
cozeltilerde on islem basamag: atlanarak analizin yapilmasini saglamaktadir.
Biyosensor yeteri kadar secici degilse bu eksigi giderecek ek islemlere ihtiyac

duyulur.

Kullanim 6mri: Biyolojik algilama yuzeyinin aktivitesindeki azalma biyosensoriin
kullanim 6mrund sinirlayan en 6nemli etkendir. Ayrica bu durum biyosensorin
stabilite, tekrarlanabilirlik ve kalibrasyon sikligi gibi diger parametrelerini de

olumsuz etkilemektedir.

Kalibrasyon gereksinmesi: Ideal bir biyosensor sisteminin hi¢ kalibrasyona ihtiyag
gOstermemesi ya da en az sekilde kalibrasyona ihtiyag duymas: istenir. Fakat bu
Ozellik teorikte planlandigi gibi olmayabilir. Kullanim sireleri  boyunca

biyosensorlerin kalibrasyonu siklikla yapilmaldir.

Tekrarlanabilirlik: Bu parametre ne kadar iyi olursa biyosensoér uygulamalarinin o
denli iyi oldugundan bahsedilebilir. ideal bir biyosensor icin elektrodun ayn: kosullar
altinda ard arda yapilan 6lcimlerde hemen hemen ayni sonuclarin elde edilmesi
istenir. Pratikte pek muimkin olamayan bu durum gbéz Onlne ahinarak, yapilan

calismalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir.

Stabilite: Kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglh bir
parametredir. Biyolojik molekuliin kararli olmas: ¢ok sayida analizin yapilmasina
imkan sagladigi icin biyosensoriin ekonomik olmasina da ortam hazirlar. Ayrica; pH,
151, nem, ortamin oksijen derisimi gibi fiziksel parametrelerden en az sekilde de
etkilenmesi istenir. Bu Ozellik fiziksel kosullarin degisken olabildigi laboratuar

disindaki sartlarda da glvenilir analizlerin yapilabilmesine imkan tanir.
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Yuksek duyarhhk: Biyosensore tutturulmus biyolojik materyalin yalniz belirli

maddelere duyarl: olmasi, ideal biyosensor sistemlerinin 6zelliklerindendir.

Yeterli dizeyde tayin smmiri: Tasarimi yapilan bir biyosensoriin tayin sinirinin
belirli bir derisim degerinin altinda olmasi gerekir. Belirtilen bu sinir degeri, elektrot
yuzey buydklagl, biyolojik materyalin tayini yapilacak maddeye olan afinitesi ve
immobilize edilen madde miktar1 gibi etmenlerden etkilenmektedir.

Genis 6lcum arahgi: Biyosensor uygulamalarinda 6l¢tiim aralhig: olarak ifade edilen
bolge biyosensorlerden alinan akim-derisim egrilerinin lineer olarak belirlendigi

derisim araligidir.

Hizh cevap zamani: Biyosensor sisteminde yanit zamaninin kisa olmasi biyosensor
kullanilmasina neden olan 6nemli etkenlerden biridir. Bir biyosensor elektrodunun
yanit zamani, akim-zaman grafigine bakilarak anlasilabilir. Ornegin elde edilen
grafikte basamaklarin sekli yayvan ve genisse cevap zaman: uzun (yavas), tersi

durumda ise yanit zamani kisa (hizli)’dur.

Hizh geriye donme zamani: ilk 6rnekten ne kadar siire gectikten sonra ikinci
ornegin olcllebilecegini belirleyen bir parametredir. Yani ilk o6rnek ilavesi
sonrasinda sabit akim degerine kisa sire i¢inde ulasilabiliyorsa ikinci 6rnek ayni sure

sonunda eklenebilecektir.

Basitlik ve ucuzluk: Disiik maliyetle tasarlanan kullanimi rahat biyosensor
sistemleri idealdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve maliyeti fazla olan
biyosensorler, daha sonra basitlestirilmis ve ucuzlastirilmistir. Ayrica 0Ol¢im
Unitesinin tasmabilir olmas1 degisik alanlarda yaygin bir sekilde kullaniimasina

olanak saglar.

Kacualtulebilirlik ve sterilize edilebilirlik:  Elektrotlarin  sterilizasyonunun
yapilabilmesi ve boyutlarinin kicultilmesi biyosensor tasariminda 6nemlidir. Bunun
yaninda biyosensor yapisinda bulunan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi,

sterilizasyonu sinirlayan en 6nemli parametredir.

1.5. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM)

Serbest elektronlarla yuklu partikiller elektromanyetik veya elektrostatik alanda

diger yiiklii partikiiller gibi yon degistirilebilir. Bu elektronlar ayn1 zamanda ¢ok kisa
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boylu dalgalar gibi davranir ve kirinima ugrayabilir, absorplanabilir veya sacilabilir
ve karsilastigi noktaya bir miktar enerji tasirlar (Chamot & Mason., 1958). Bu
prensiplerden yola ¢ikilarak Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron
Microscope) (SEM), 1950’1i yillarda gelistirilmesi ile birlikte birgok bilim dalinda
genis bir kullanim alani bulmustur. Ciinkii SEM biiylik ¢esitlilikte numunenin
incelenebilmesine olanak saglamistir. Bir maddeye ait birgok ozelliginin cihazin
yardimer tekniklerle birlikte kullanilmasiyla elde edilebilmesinin yaninda numune
ylizeyinin goriintiilenmesi ve bilesiminin belirlenmesi de saglanmistir (Heinrich.

1981).

Taramal1 elektron mikroskopta, kati numune yiizeyi raster diizeninde yiiksek enerjili
bir elektron demetiyle taranir. Raster, bir katot 1smlan tiipii veya bir televizyondaki
tarama diizeni ilkesine benzer bir tarama sekli olup, bu sistemde bir elektron
demetiyle once yiizey boyunca diiz bir dogru iizerinde (x yoniinde) tarama yapilir,
sonra demet baslangi¢ pozisyonuna doner ve son olarak asagi dogru (y yOniinde)
belirlenmis bir miktar kadar kaydirilir. Bu islem s6z konusu yiizey alan1 tamamen
taranana kadar tekrarlanir. Bu tarama islemi sirasinda yiizey iistiinde (z yonii) bir

sinyal alinir ve goriintiiye dontlistiiriilecegi bir bilgisayar sisteminde toplanir (Skoog
vd., 1998).

Biitiin mikroskoplarda ana unsur biiylitme derecesi ve goriintli netligidir. Bir optik
mikroskopta 151k dalgalarinin odaklanmasinda lensler kullanilir. SEM’de ise
ekrandaki gorintlyli  olusturan  elektron  demetinin  odaklanmasinda
elektromiknatislar kullanilir. Elektromiknatislarin kullanimi operatore daha yiiksek
bliyiiltme derecelerinde ¢alisma olanagi1 saglar. Ayni1 zamanda elektron demeti daha

net bir goriintli olusturur.

SEM, kati1 madde yiizeylerinde direkt olarak ¢alismak icin tasarlanmis bir cihazdir.
Cihaz tarafindan saglanan ve odaklanan elektron demeti ile yapilan tarama ile
TV’ dekine benzer bir goriintli olusur. SEM optik mikroskoplara nazaran daha derin
bir odaklama saglar. Bu 6zellikleri nedeniyle, SEM ile bir numunenin t¢ boyutlu

goruntdsa elde edilebilir.

SEM, daha ¢ok goriintiileme amaci ile iiretilmistir. Coziiniirliikk topografik 10 nm ve
kompozisyonda 100 nm’den daha iyi dizeyde elde edilebilir (Chamot ve Mason,

1958). lyi bir goriintii ve calismasi i¢in numunelerin elektriksel olarak iletken

53



olmalar1 tercih edilir. Ayrica elektrik¢e iyi iletken numuneler genellikle 1s1y1 iyi
ilettiklerinden 1sisal bozunma olasiligi en az diizeydedir. Iletken olmayan
numunelerin SEM goruntulerini elde etmek i¢cin numune yilzeyine vakumlu bir

ortamda ince bir metalik film tabakasi kaplanir (Skoog vd., 1998).

1.6. Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM)

Taramali Tiinelleme Mikroskobu iletken ylizeylerde atomlar1 goriintiilemeyi basaran
mikroskoptur. Tiinel akimindaki igne ile ylizey arasindaki mesafeye gore iistel
azalma, akimin sadece yilizeydeki ve ignedeki en yakin atomlar arasinda
gerceklesecegini garanti eder. Bu 0Ozellik mesafeye monoton sekilde bagh
oldugundan geri besleme mekanizmasi kolayca kontrol edilebilir. Nanoamper
mertebesindeki akim miitevazi bir deneysel diizenekle bile az bir giiriiltii seviyesiyle

Olculebilir.

Yalitkan yiizeylerde de ayni hassasiyette goriintli alabilmek i¢in Binnig, Quate ve
Gerber 1986 yilinda TTM’ ye benzeyen Atomik Kuvvet Mikroskobunu gelistirdiler.
AFM’ de igne-yay sistemi, 6rnek yizeyinde piezoelektrik malzeme sayesinde tarama
yapar. Piezoelektrik malzemeye verilen voltaj sayesinde tarama olur. Ornek ve
tarama ignesi arasinda yer alan atomlar arasi etkilesme kuvveti sebebiyle igne-yay
sisteminde sapmalar meydana gelir. Bu sapmalar optik ya da elektriksel yontemlerle
belirlenir ve daha sonra geri besleme mekanizmasina gonderilir ve goriintlii elde

edilirken referans olarak kullanilir.

AFM’ nin kalbi niteliginde olan igne-yay sistemi kuvvet sensoru olarak gorev
almaktadir ve ol¢tiigli kuvvetler sayesinde yiizeyin fiziksel 6zellikleri ve topografisi
belirlenir. Pertiirbasyon teorisine bagli hesaplamalar tiinel akiminin igne-yiizey arasi
etkilesim kuvvetine direkt olarak iligkili oldugunu 6ngorse de, es zamanli yapilan
TTM/AFM deneylerinde alinan sonuglar tiinel akiminin ve etkilesim kuvvetinin
farkli fiziksel bilgiler verdigi ve sonuglar arasinda ciddi farkliliklar bulundugu
anlagilmistir. AFM Fermi Enerji diizeyine kadar olan elektron durum yogunlugunu
gorirken, TTM sadece Fermi Enerjisi seviyesi civarindaki elektron durum
yogunlugunu goérebilmektedir. Stefan Hembacher ve dig. bu olay1 grafit yiizeyinin es
zamanli TTM/AFM goriintiistinti alarak ispatlamiglardir (Hembacher vd., 2003).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Kullanilan Cihazlar

Deneyler ve 6l¢limler sirasinda kullanilan tiim cihaz ve donanimlar sunlardir:
Terazi (Precisa XB)

Manyetik karistirici (AGE velp)

Vorteks (Velp scientifics)

Ses titresimli temizleyici (Bandelin Sonorex)

pH-metre (WTW series)

Potansiyostat (AUTOLAB 302, GPRES 4,9 yazilimi, Eco Chemice)
Kalem Grafit Elektrot (PGE) (Calisma elektrodu olarak kullanildi)
Ag/AgCI (Referans elektrot olarak kullanildi.)

Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildi.)

Taramali elektron mikroskopu (SEM) (FEI. Model Quanta FEG 250)

Atomik kuvvet mikroskopu (AFM) (NT-MDT. Model AFM NTEGRA Solaris)

2.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Aflatoksin By, By, G, G, (Sigma)

Asetik asit ( %99-100) (Sigma-Aldrich)

Hidroklorik asit (%37) (Sigma-Aldrich)

Sodyum klorur (NaCl) (Sigma)

Magnezyum Klorir (MgCl,) (Sigma)

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Sigma)

Di potasyum mono hidrojen fosfat (K,HPO,) (Carlo erba)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Merck)
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Metanol (Merck)

Tris (hidroksimetil) aminometan hidroklorir (Trizma-HCI) (Sigma)
EDTA disodyum tuzu (Sigma)

Potasyum ferrosiyanir [K4Fe(CN)g] (Merck)

Potasyum ferrisiyanir [K3Fe(CN)g] (Merck)

Potasyum klorir (KCI) (Merck)

S1g1r serum albumin (BSA)

Calf thymus dsDNA (Sigma)

Calf thymus ssDNA (Sigma)

Tum caligmalarda deney malzemelerini yikamak ve cozeltileri hazirlamak igin 18
mega-ohm’luk ultrapure su kullanildi. Deneysel calismalar oda sicakliginda
(25,0%0,5) °C’de gergeklestirildi.

2.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi
Tampon ¢ozeltilerin hazirlanisi

Tim tampon ¢ozeltilerin hazirlanisinda 18 Mega-ohm’ luk ultra saf su kullanilmistir.

Tamponlar hazirlik sonrasinda balon jojelerde buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

Hazirlanan tampon c¢ozeltilerinin pH’larinin istenilen degerine getirilebilmesi,
hazirlanan 0,10 N’ lik NaOH ve/veya 0,10 N’ lik HCI ¢ozeltilerinin ve pH-metre

cihazinin kullanimiyla gergeklestirilmistir.
0,50 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH: 4,80) (ABS)

500 mL lik balon jojeye bir miktar ultra saf su konuldu. Derisik asetik asit
¢ozeltisinden 28.9 mL alindi. Balon jojedeki suyun Uzerine ilave edildi. 500 mL ye
kadar ultra saf su ile tamamland1 ve 1 litrelik i¢inde karistirici olan behere bosaltildi.
Karistiric1 ve pH metre ¢alistirildi. pH 4.81 oluncaya dek 1N (1M) NaOH ¢ozeltisi
ilave edildi. Daha sonra 1.168 g NaCl tartild1 ve ilave edildi. pH 4.8 olunca ¢0zelti

1L lik balon jojeye bosaltildi ve ultra saf su ile 1L ye tamamland.
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0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlamisi (pH:7,40) (PBS)

Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢dzeltisi litresinde 1,36 g (0,01
mol) KH,PO,, 6,96 g (0,04 mol) K,HPO, ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) icermektedir.
Hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. Cozeltinin pH’s1
gerekliyse, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCl ilavesiyle pH metre ile 7,4’e ayarlandi.
Daha sonra stok olarak hazirlanan 0.05 M fosfat tampon ¢dzeltisinin seyreltilmesiyle

5 mM fosfat tampon ¢6zeltisi hazirlandi.
Ferri-Ferro c¢ozeltisinin hazirlanisi

0,1645 g KsFe(CN)g (mol kutlesi: 329,243 g) ve 0,20813 g K4Fe(CN)g.3H,0O (mol
ktlesi: 422,38 g) ¢0Ozeltisine iyonik siddeti sabit tutmak igin 1,49 g KCI eklendi (200
mL ic¢in). Cozelti giinliik olarak hazirlandi ve karanlikta bekletildi.

Sigir serum albumin (BSA) ¢ozeltisinin hazirlanisi

0,01 g BSA’nin tlizerine 10 mL PBS eklendi ve % 1’lik BSA ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
¢Ozelti 4 "C de saklandi ve giinliik hazirland:.

DNA c¢ozeltilerinin hazirlanisi

Buzag timus bezinden elde edilen DNA (Calf Thymus DNA); ¢ift sarmal DNA
(dsDNA) stok ¢ozeltileri; 1000pg/mL, TE ¢ozeltisi (10 mM Tris- HCI, 1ImM EDTA,
pH 8.0) ile hazirland1 ve sifir derecenin altinda saklandi. Ct dSDNA seyreltik
cozeltisi, 0,5M Asetat tamponu (pH 4,8) ile hazirlandi. Cozeltinin 15182 maruziyetini
en aza indirebilmek igin, 11k almayan bir kutu icerisinde buzdolabinda -20°C’de

muhafaza edildi.

Tek sarmal DNA (ssDNA) ¢ozeltisi de yukarida ct dsDNA i¢in anlatildigi gibi

hazirlandi ve buzdolabinda -20°C ‘de muhafaza edildi.
Aflatoksinlerin stok ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Sigma firmasi tarafindan temin edilen aflatoksinlerin stok c¢ozeltisi, %99.8’lik

metanol (MeOH) ¢ozeltisinde 1000 pg/ml olacak sekilde hazirlanmastir.

2.4. Deney Duizeneginin Hazirlanmasi

DPV ve CV tekniginden yararlanilarak yapilan ¢alismalarda, potansiyostat cihazi

olarak u-AUTOLAB 11l (Eco Chemie, Hollanda) ve yazilim program: olarak GPES
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kullanilmistir.  Uglii elektrot sistemi olarak ise, kalem grafit elektrot calisma
elektrodu, Ag/AQCl referans elektrot ve platin tel de karsit elektrot olarak
kullanilmigtir. TUm elektrotlar sisteme metal baglantilarla baglanmis ve bu Uclu
elektrot sistemin daldirildigi 6lgim c¢ozeltisinin hacmi 6 mL olacak sekilde

ayarlanmuigtir.

Calisma elektrodu olarak kullanilan, kalem grafit elektrodun (PGE) (Rotring T 0,5
kalem, Tombo HB model 0.5mm ug) 6 cm olan grafit uglart 3 cm boyunda kesildi
(Wang vd., 2001; Erdem, 2007; Canavar vd., 2011). Bu 3 cm’nin 1,5 cm’lik kismi
isaretlenerek, 1 cm’lik kismi ¢ozelti icine daldirilacak sekilde sisteme yerlestirildi.
Her bir deneme icin farkli grafit yizeyler olusturularak tek kullanimlhik elektrot

sistemi saglanmuis oldu.

POTENTIOSTAT
Platin
karsit oy
elekirot +
~i—b Calisma elekirodu

Y | 3ecm 3cm
AgiagCl grafit ug
Referans |
elekirot \
/ )

Sem

Tampon
cizel

f

1cm

Sekil 2.1 Deney diizenegi ve PGE’nin hazirlanmasi.
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dsDNA ve ssDNA Optimizasvon Cahsmalan Icin Deney Basamaklan

1. Asatat tamponu icerisinde aktivasvon islemi 2. Pasif adsorpsivon islemi ile DNA'nin
immobilizasvonu

ct dsDNA

ct ssIDNA

3. Fosfat tamponunda Fosfat tamponu
vikama icerisinde dlciim
elekirot A

\abe/

Aflatoksinlerin DNA Hibridizasyonuna Etkisinin Gozlemlenmesi Icin Deney Basamaklarn

1.Asetat tamponu icerisinde aktivasyon islemi 2. Pasif adsorpsiyon islemi ile prob-1 immeohilizasyonu

Prob-1

3. Prob-1 immobilize edilmis elektrot yviizevinde 4 . Hedef prob-2 ile hibridizasyon
Aflatoksin etkilesimi

Prob- 1

5.Fosfat tamponu icerisinde &lciim

n
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EIS ile DNA-Aflatoksin Etkilesimi Deney Basamaklan

1. Asetat tamponu icerisinde aktivasyvon islemi

3. Pasif adsorpsivon islemi ile DNA'nin
immobilizasyonu

ct dsDNA

ct ssDNA

5. BsAile modifikasyon

BSA

7. Aflatoksin ile etkilesim
Aflatoksin

2. Fosfat tamponunda + Ferri-Ferro cozeltisi
yikama icerisinde dleiim

elektrot

\eke/

4 . Fosfat tamponunda 4+ Ferri-Ferro cizeltisi
yvikama icerisinde Gleim

elektrot

\oke/

6 - Fosfat tamponunda 4+ Ferri-Ferro cozeltisi
yikama icerisinde dleiim

elekirot

ok /

8. Fosfat tamponunda 4+ Ferri-Ferro cozeltisi
yikama icerisinde dleiim

elekirot

\ake/

Sekil 2.2 Deney basamaklar1 sematik gosterimi
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2.5. PGE yiizeyine DNA immobilizasyonunda uygun etkilesim zamaninin tespit
edilmesi

Kalem Grafit Elektrot (PGE)’un Aktivasyonu:

Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan PGE elektrot 0,5 M asetat tamponu (pH:
4,80) cozeltisinde +1,40 V potansiyel uygulanarak 60 saniye siire ile aktive edildi.

PGE Yiizeyine ct ds DNA ve ct sSSDNA’min immobilizasyonu:

PBS (pH 7,40)’de hazirlanmis olan 35 pg/mL derisimindeki ct dSDNA ¢ozeltisinden
110 pL alinarak viyallere koyuldu. Yiizeyi aktive edilmis PGE bu ¢ozeltiye daldirildi
ve pasif adsorpsiyon yontemi ile farkli siirelerde (5-10-15-20-25-30 dakika)
bekletildi. Tam olarak baglanmamis DNA’larin uzaklastirilmasi i¢in kalem elektrot
0,5 M PBS’ye bir kere daldirilip ¢ikartilarak yikanmastir.

PBS (pH 7,40)’de hazirlanmis olan 35 ug/mL derisimindeki ct ss DNA ¢6zeltisinden
110 pL alinarak viyallere koyuldu. Yiizeyi aktive edilmis PGE bu ¢ozeltiye daldirildi
ve pasif adsorpsiyon yontemi ile farkli siirelerde (5-10-15-20-25-30 dakika)
bekletildi. Tam olarak baglanmamis DNA’larin uzaklastirilmasi i¢in kalem elektrot

0,5 M PBS’ye daldirilarak bir kez yikanmustir.
Voltametrik Ol¢iim:

DPV (diferansiyel pulse voltametri) teknigi ile 0,2 V ile 1,4 V arasinda, 60 mV/s
tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak, PBS (pH 7,40)
ortaminda guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalleri tglii elektrot sistemi ile

voltametrik olarak Ol¢tilmiistiir.

Calismalarda elektrot yiizeyi her seferinde tazelenmistir. Her ¢alisma en az 5 kez ard

arda tekrar edilmistir.

2.6. PGE yiizeyine DNA immobilizasyonunda uygun derisim miktarinin tespit

edilmesi

PGE yiizeyine DNA immobilizasyonunda uygun derisim miktarinin tespit edilmesi

amaciyla sirasiyla asagidaki islemler uygulanmaistir.
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Kalem Grafit Elektrot (PGE)’un Aktivasyonu:

PGE, 0,5 M asetat tamponu (pH: 4,80) ¢Ozeltisinde +1,40 V potansiyel uygulanarak

60 saniye sire ile aktive edildi.
PGE Yiizeyine ct dsDNA ve ct sSDNA’nin Iimmobilizasyonu:

PBS (pH 7,40)’de hazirlanmis olan farkli derisimlerde (10-15-20-25-30-35-40-45-50
pg/mL) ct dsDNA ¢ozeltisinden 110 pL alinarak viyallere koyuldu. Yiizeyi aktive
edilmis PGE bu ¢ozeltiye daldirild1 ve pasif adsorpsiyon yontemi ile her derigim igin
25 dakika sabit stre bekletildi. Siire sonunda 0,5 M PBS’de 1 kez yikama islemi
yapildi.

PBS (pH 7,40)’de hazirlanmis olan farkli derisimlerdeki (5-10-15-20-25-30-35-40-
45 pg/mL) ct ssSDNA ¢ozeltisinden 110 pL alinarak viyallere koyuldu. Yiizeyi aktive
edilmis PGE bu ¢ozeltiye daldirildi ve pasif adsorpsiyon yontemi ile her bir derigim
icin 25 dakika sabit siire bekletildi. Siire sonunda 0,5 M PBS’de 1 kez yikama iglemi
yapildi.

Voltametrik Ol¢iim:

DPV (diferansiyel pulse voltametri) teknigi ile 0,2 V ile 1,4 V arasinda, 60 mV/s
tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak, PBS (pH 7,40)
ortaminda guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalleri {¢lii elektrot sistemi ile

voltametrik olarak Ol¢tilmiistiir.

Calismalarda elektrot yiizeyi her seferinde tazelenmistir. Her ¢alisma en az 5 kez ard

arda tekrar edilmistir.

2.7. Aflatoksinlerin DNA hibridizasyonuna etkisinin gézlemlenmesi
Kalem Grafit Elektrot (PGE)’nun Aktivasyonu:

PGE, 0,5 M ABS (pH 4,80) cozeltisinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye aktive

edilmistir.
Hibridizasyon ve Aflatoksin Etkilesimi:

Deneylerin gergeklestirildigi arastirma laboratuvarinda daha 6nce Toxoplasma gondii
parazitine ait kisa zincirli ve bir birinin hedefi olan tek sarmal problar

bulunmaktaydi:
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Prob 1: [5-NH2(CH,)s-ICTCCCCTCTICTHCIAAAAI-3'; inozin modifiye]
Prob 2: (5'CTTTTCGCCAGCAGAGGGGAGCS'; hedef prob)

PGE, PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi ile hazirlanan 25 pg/mL prop-1’ de 10 dakika
bekletilerek adsorpsiyon yontemi ile prob 1'in aktive edilmis PGE yiizeyine
immobilizasyonu saglandi. Prob 1'in hedef karsiligi olan prob 2'nin de 40 pg/mL
derisimindeki ¢ozeltisi PBS'de (pH 7,4) hazirlandi. Aflatoksin By, G; ve G, i¢in de
her biri 2 pg/mL ve 4 pg/mL olacak sekilde PBS (pH 7,4) ortaminda ¢ozeltileri

hazirlandi.

Aktive edilmis yiizeyine 25 pg/mL propl immobilize edilen PGE sirasiyla 2 ng/mL
aflatoksin B; ve 4 pg/mL aflatoksin B; cozeltilerinde 10 dakika bekletilip PBS'de
yikandiktan sonra, hedefi olan prob 2'de de 5 dakika bekletilip 6l¢iim alindi. Kor
deney i¢in, prob 1 modifiye PGE, dogrudan prob 2 ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilip
6l¢tim alindi. Ayni deneyler aflatoksin G; ve G; i¢in de tekrar edildi.

Voltametrik Olguim:

DPV (diferansiyel pulse voltametri) teknigi ile 0,2 V ile 1,4 V arasinda, 100 mV/s
tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak, PBS (pH 7,4) ortaminda
guanin bazina ait ylikseltgenme sinyalleri liglii elektrot sistemi ile voltametrik olarak

Olciilmiistiir.

Her caligmada elektrot yilizeyi yenilenmis ve her calisma en az 5 kez tekrar

edilmistir.

2.8. PGE Yiuzeyinde Aflatoksin-DNA Etkilesiminin Taramah Elektron
Mikroskopu (SEM) ile Karakterizasyonu

Taramali elektron mikroskopu (SEM) ile once PGE’ nin goriintlisii daha sonra
sirastyla 35 pg/mL DNA 25 dakika immobilize edilmis PGE’ nin SEM goriintiisi,
DNA immobilize edilmis PGE 0.1 M BSA ¢ozeltisinde 30 dakika bekletildikten
sonraki PGE’ nin goriintiileri alinmigtir. Bu goriintiilerden sonra bu modifiye PGE 1
pug/mL aflatoksin B, ile 2 dakika etkilestirildikten sonra SEM goriintiisii alinmigtir.
Ayrica modifiye PGE iizerinde DNA-Aflatoksin etkilesimini goriintiillemek amaciyla
modifiye PGE 5 pug/mL aflatoksin G; ile 2 dakika etkilestirildikten sonra taramali

elektron mikroskopu ile PGE yiizeyinde gerceklesen degisimler goriintiillenmistir.
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Elde edilen SEM goruntuleri 12 kV’luk voltaj uygulanarak, Pakistan’da Lahor

Universitesinde alinmistir.

2.9. PGE Yuzeyinde Aflatoksin-DNA Etkilesiminin Atomik Kuvvet Mikroskopu
(AFM) ile karakterizasyonu

Bu mikroskop goriintiileri ile yiizeyin topografik haritasim1 ve 3 boyutlu

goriintiistiniin yaninda yiizeyin piirtizliik (Roughness, R) degeri de elde edilmektedir

Atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ile 6nce PGE’ nin goriintiisii daha sonra sirasiyla
35 pg/mL DNA 25 dakika immobilize edilmis PGE’ nin AFM goriintlisii, DNA
immobilize edilmis PGE 0.1 M BSA c¢ozeltisinde 30 dakika bekletildikten sonraki
PGE’ nin gorintileri alinmistir. Bu goriintiilerden sonra bu modifiye PGE 1 pg/mL
aflatoksin B; ile 2 dakika etkilestirildikten sonra AFM goriintiisii alinmigtir. Ayrica
modifiye PGE (zerinde DNA-Aflatoksin etkilesimini goriintilemek amaciyla
modifiye PGE 5 pg/mL aflatoksin G; ile 2 dakika etkilestirildikten sonra atomik
kuvvet mikroskopu ile PGE yiizeyinde ger¢eklesen degisimler Pakistan’da Lahor

Universitesinde goriintiilenmistir.

2.10. PGE Yiuzeyinde Aflatoksin-DNA Etkilesiminin Doniisiimlii Voltametri
(CV) Teknigi ile Incelenmesi

Kalem Grafit Elektrot (PGE)’nun Aktivasyonu:

PGE, 0,5 M ABS (pH 4,80) cozeltisinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye aktive

edilmistir.
CV Teknigi ile DNA ve Aflatoksin Etkilesimi:

Yiizeyi aktive edilmis PGE, PBS (pH 7,4)’de yikandiktan sonra CV teknigi ile 6l¢iim
alind1. Olgiimden sonra tekrar PBS ile yikandi ve denatiire edilmis 35 pg/mL
derisimde ct ssDNA ¢ozeltisine daldirild: ve 25 dakika beklenerek pasif adsorpsiyon
ile immobilizasyonu saglandi. PBS ile yikandiktan sonra tekrar CV teknigi ile dl¢iim
alind1. Olgiimden sonra PBS ile yikanan PGE 0,1 M BSA ¢ozeltisinde 30 dakika
bekletildi. PBS ile yikandiktan sonra CV teknigi ile 6l¢iim alindi. Ol¢iim alinan PGE
yikandiktan sonra 4 pg/mL Aflatoksin B; ¢ozeltisine daldirilarak 20 dakika etkilesim
saglandi. PBS ile yikanarak CV teknigi ile dl¢tim alindi.
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Voltametrik 6lgim:

DPV (diferansiyel pulse voltametri) teknigi ile 0,2 V ile +1,6 V arasinda, 100 mV/s

tarama hiziyla, 1 mV’luk adim potansiyelinde tarama ile 6l¢tim yapild.
Tum olcumler ferri-ferro ¢ozeltisinde alinmustir.

Elektrotlarin yiizeyi her seferinde tazelendi, ardarda 5 kez deney tekrarlandi.

2.11. PGE Yuzeyinde Aflatoksin-DNA Etkilesiminin Empedimetrik Olarak

Incelenmesi
Kalem Grafit Elektrot (PGE)’nun Aktivasyonu:

PGE, 0,5 M ABS (pH 4,80) cozeltisinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye aktive

edilmistir.
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile DNA-Aflatoksin etkilesimi:

Aktive edilmis PGE, PBS ¢o6zeltisinde yikandiktan sonra empedansi alindi. PGE,
PBS ¢ozeltisinde yikandiktan sonra denatiire edilmis 35 pg/mL ct ss DNA
¢Ozeltisine 25 dakika daldirilarak ss DNA’nin elektrot yiizeyine immobilize olmasi
saglanmistir. DNA immobilize edilmis PGE, PBS c¢ozeltisinde yikanarak
elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknigi ile empedansi alindi. Tekrar
yikandiktan sonra 0,1 M BSA ¢o6zeltisine elektrot daldirilarak 30 dakika beklendi. 30
dakika sonunda elektrot PBS ile yikanarak tekrar empedans 6l¢iimii yapildi. PBS ile
yikanan PGE 5 pg/mL Aflatoksin B; ¢0zeltisinde 2 dakika sure ile sSDNA-
Aflatoksin etkilesimi saglandi. PBS ile yikandiktan sonra empedans 6l¢tiimii yapildi.
Ayni islemler 35 pg/mL ct sSDNA ile 5 pg/mL Aflatoksin B, ile 5 dakika
etkilestirilerek, 35 pg/mL ct ssDNA ile 5 pg/mL Aflatoksin G; ile 2 dakika
etkilestirilerek, 35 pg/mL ct ssDNA ile 5 pg/mL Aflatoksin G, ile 5 dakika
etkilestirilerek elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknigi ile empedansi

alimustr.

35 pg/mL ct dsDNA PGE yuzeyine 25 dakika immobilize edildikten sonra yukarida
anlatilan SSDNA igin yapilan islemler uygulanmistir. 35 pg/mL ds DNA-Aflatoksin
etkilesimi i¢in 1 pg/mL aflatoksin B; ile 2 dakika, 5 pg/mL aflatoksin B, ile 1
dakika, 5 pg/mL aflatoksin G; ile 2 dakika, 5 pg/mL aflatoksin G, ile 5 dakika

65



etkilesim saglanarak elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknigi ile

empedanslart alinmastir.
Olguim:

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi deneylerinde, Ag/AgCl referans elektrot ve
Pt tel yardimci elektrot olarak kullanildi. Gamry Referans 600 potantiyostat /
galvanostat / Frekans Analyzer (FRA) yazilimi kullanilarak, ¢Ozeltilerin
elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknigi ile empedansi alindi.

Empedans Ol¢limleri, hazirlanan ferro-ferri siyaniir ¢ozeltisi i¢cinde dalga yiliksekligi
10 mV’ta sabitlendi ve boylelikle sistem 6zelliklerinin denge durumunda tutulmasi
saglandi. Nyquist egrilerinin elde edilebilmesi i¢in uygulanan frekans 0,1 Hz ile 100
kHz arasinda ayarlandi.

Elektrotlarin yiizeyi her seferinde tazelendi ve her bir aflatoksin i¢in deneyler en az 5

kez tekrarlandi.

2.12. Aflatoksin-DNA Etkilesiminde Aflatoksin Miktarmin Incelenmesi
Kalem Grafit Elektrot (PGE)’nun Aktivasyonu:

PGE, 0,5 M ABS (pH 4,80) cozeltisinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye aktive

edilmistir.
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile DNA-Aflatoksin etkilesimi:

Aktive edilmis PGE, PBS c¢ozeltisinde yikandiktan sonra empedansi alindi. PGE,
PBS ¢ozeltisinde yikandiktan sonra denatiire edilmis 35 pg/mL ct sSSDNA ¢ozeltisine
25 dakika daldirilarak ss DNA’nin elektrot yiizeyine immobilize olmasi saglandi. sS
DNA immobilize edilmis PGE, PBS c¢ozeltisinde yikanarak elektrokimyasal
empedans spektroskopisi teknigi ile empedansi alindi. Tekrar yikandiktan sonra 0,1
M BSA c¢ozeltisine elektrot daldirilarak 30 dakika beklendi. 30 dakika sonunda
elektrot PBS ile yikanarak tekrar empedans Ol¢iimii yapildi. PBS ile yikanan
modifiye PGE sirasiyla 0.2 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL ve 5 pg/mL Aflatoksin B;
cozeltisinde 2 dakika sire ile sSDNA-Aflatoksin etkilesimi saglandi. PBS ile
yikandiktan sonra empedans Ol¢limii yapildi. Ayni islemler 35 pg/mL ct ssDNA ve
0.1 M BSA immobilize edilmis modifiye PGE ile 1 pg/mL, 2 pg/mL ve 5 pg/mL
Aflatoksin B, ile 5 dakika etkilestirilerek, 35 pg/mL ct SSDNA ve 0.1M BSA’l
modifiye PGE ile 0.2 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL ve 5 pg/mL Aflatoksin G; ile 2
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dakika etkilestirilerek, 35 pg/mL ct ssDNA-BSA immobilize edilmis PGE ile 0.1
pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL ve 5 pg/mL Aflatoksin G, ile 5 dakika etkilestirilerek

elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknigi ile empedanst alinmistir.

35 pg/mL ct dsDNA PGE yuzeyine 25 dakika immobilize edildikten sonra ssDNA
icin yukarida anlatilan islemler tekrar edilmistir. 35 pg/mL dsDNA-BSA modifiye
elektrot icin 0.1 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL aflatoksin B, ile 2 dakika, 0.2 pg/mL,
1 pg/mL, 2 pg/mL ve 5 pg/mL aflatoksin B, ile 1 dakika, 0.2 pg/mL, 1 pg/mL, 2
pug/mL ve 5 ug/mL aflatoksin G; ile 2 dakika, 0.1 pug/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL ve 5
pg/mL aflatoksin G, ile 5 dakika etkilesim saglanarak elektrokimyasal empedans
spektroskopisi teknigi ile empedanslart alinmistir.

Olguim:

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi deneylerinde, Ag/AgCl referans elektrot
ve Pt tel yardimer elektrot olarak kullanildi. Gamry Referans 600 potantiyostat /
galvanostat / Frekans Analyzer (FRA) yazilimi kullanilarak, ¢Ozeltilerin
elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknigi ile empedansi alindi.

Empedans 6l¢iimleri, hazirlanan ferro-ferri siyaniir ¢ozeltisi i¢inde dalga yiiksekligi
10 mV’ta sabitlendi ve boylelikle sistem 6zelliklerinin denge durumunda tutulmasi
saglandi. Nyquist egrilerinin elde edilebilmesi i¢in uygulanan frekans 0,1 Hz ile 100
kHz arasinda ayarlandi.

Elektrotlarin yiizeyi her seferinde tazelendi ve her bir aflatoksin igin deneyler en az 5

kez tekrarlandi.
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3. BULGULAR

3.1. PGE Yiizeyine ct dsDNA ve ct ssDNA Immobilizasyonunda Uygun

Etkilesim Zamanin Belirlenmesine Ait Bulgular

Aktivasyonu gerceklestirilen PGE yuzeyine 35 pg/mL ct dsDNA immobilizasyonu
yontem 2.5’de anlatildig1 gibi yapildi. PGE yiizeyine ct dsSDNA immobilizasyonunda
etkilesme zamanlar1 kiyaslandi. En uygun etkilesme zamani 25 dakika olarak

belirlendi. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil 3.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1 PGE yiizeyine immobilize edilen ct dSDNA’ larin (a) ct dSDNA yokken
(b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 (f) 25 (g) 30 (h) 35 dakika etkilesim
sonrasinda DPV teknigi ile Olgiilen guanin sinyallerini gosteren (A)
voltamogramlar (B) histogramlar

68



PGE ylizeyine 35 pg/mL ct ssDNA immobilizasyonu i¢in en uygun etkilesme
zamani 25 dakika olarak belirlendi. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil

3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2 PGE yiizeyine immobilize edilen ct ssDNA’nin (a) ct SSDNA yokken
(b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 (f) 25 (g) 30 (h) 35 (1) 40 dakika etkilesim
sonrast DPV teknigi ile Olglilen guanin sinyallerini gosteren (A)
voltamogramlar (B) histogramlar
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3.2. PGE Yiizeyine ct dsDNA ve ct ssDNA immobilizasyonunda Uygun Derisim

Miktarinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

PGE yiizeyine ct dsDNA immobilizasyonu i¢in yontem 2.5.’de anlatildig1 gibi
deneyler yapildi. En uygun derisimin ct dsDNA i¢in 35 pg/mL olduguna karar

verilmistir. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3 PGE yiizeyine immobilize edilen (a) ct dsSDNA yokken (b) 10 (c) 15 (d)
20 (e) 25 (f) 30 (g) 35 (h) 40 (1) 45 pg/mL derisimlerde ki ct
dsDNA’lara ait DPV teknigi ile 6l¢iilen guanin sinyallerini gosteren (A)
voltamogramlar (B) histogramlar
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PGE yiizeyine ct ssDNA immobilizasyonu i¢in yontem 2.5.°de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. ct ssDNA i¢in en uygun derisimin 35 pg/mL olduguna karar

verilmistir. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4 PGE yiizeyine immobilize edilen (a) ct sSDNA yokken (b) 5 (c) 10 (d)
15 (e) 20 (f) 25 (g) 30 (h) 35 (1) 40 (i) 45 pg/mL derisimlerde ki ct
ssDNA’lara ait DPV teknigi ile dlgiilen guanin sinyallerini gdsteren
(A) voltamogramlar (B) histogramlar
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3.3. Aflatoksinlerin DNA Hibridizasyonuna Etkisine Ait Bulgular
Aflatoksin B;’in DNA hibridizasyonuna etkisine ait bulgular
Yontem 2.7°de anlatildigr gibi deneyler yapildi. 2 pg/mL ve 4 pg/mL Aflatoksin

B1’in hibridizasyona etkisi guanin yikseltgenme sinyallerindeki degisim tizerinden

incelendi. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil 3.5’de gosterilmistir.

"1036 1086 1136 1186 1236 1286
Potansiyel (V)

B 0.7
0.6 -
0.5 -
— 0.4 -
E!
= 03
0.2 -
0.1 -
0
a b c
Hibrit DNA-Aflatoksin B; {ng/mL)

Sekil 3.5 (a) Aflatoksin B; ile etkilesmeden 6nce (b) 2 pg/mL Aflatoksin B; ile
etkilestikten sonra (C) 4 pg/mL Aflatoksin B; ile etkilestikten sonra
hibrit DNA’nin guanin sinyalini gosteren (A) voltamogram (B)
histogram
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Sekil 3.5’de Aflatoksin B; ile etkilesimden 6nce alinan prop yiikseltgenme sinyali
(@), 2 pg/mL Aflatoksin B; ile etkilestikten sonra (b) diisme gozlenmis ve
Aflatoksin B; miktar1 4 pg/mL’ye arttirildiginda yiikseltgenme sinyalinde (c) daha
fazla azalma oldugu gozlenmistir. Buradan da Aflatoksin B;’in  DNA
hibridizasyonunu engelledigi sonucuna varlmistir. 2 pg/mL Aflatoksin B; ile
etkilesim sonrasi guanin yiikseltgenme sinyalinin yaklasik %30 azaldigi,
Aflatoksin B; miktar1 4 pg/mL’ye artirildiginda sinyal azalmasinin yaklasik %50
oldugu tespit edilmistir.

Aflatoksin G;’in DNA hibridizasyonuna etkisine ait bulgular

Yontem 2.7°de anlatildigi gibi deneyler yapildi. 2 pg/mL ve 4 ng/mL Aflatoksin
G1’in hibridizasyona etkisi guanin yiikseltgenme sinyallerindeki degisim iizerinden

incelendi. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil 3.6’da gosterilmistir.

1026 1.076 1126 1.176 1226 1.276 13
Potansiyel (V)
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a b c

Hibrit DNA-Aflatoksin G ; {ng/mL)

Sekil 3.6 (a) Aflatoksin G; ile etkilesmeden once (b) 2 pg/mL Aflatoksin G, ile
etkilestikten sonra (¢) 4 pg/mL Aflatoksin G; ile etkilestikten sonra
hibrit DNA’nin guanin sinyalini gosteren (A) voltamogram, (B)
histogram

Sekil 3.6’da Aflatoksin G ile etkilesimden 6nce alinan prop ylikseltgenme sinyali
(@), 2 pg/mL Aflatoksin G; ile etkilestikten sonra (b) diisme gozlenmis ve
Aflatoksin G; miktar1 4 pg/mL’ye arttirildiginda yiikseltgenme sinyalinde (c)
daha fazla azalma oldugu gozlenmistir. Buradan da Aflatoksin G;’in DNA
hibridizasyonunu engelledigi sonucuna vartlmistir. 2 pg/mL Aflatoksin G; ile
yapilan deneyler sonucunda guanin yikseltgenme sinyallerinin yaklagik %50
oraninda azaldigi, 4 pg/mL aflatoksin G; ile etkilesim sonrasinda ise bu

azalmanin %60 oldugu gézlenmistir.

Aflatoksin G,’nin DNA hibridizasyonuna etkisine ait bulgular

Yontem 2.7.’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. 2 pg/mL ve 4 pg/mL Aflatoksin
G2’nin hibridizasyona etkisi guanin yiikseltgenme sinyallerindeki degisim tizerinden

incelendi. Elde edilen voltamogram ve histogram Sekil 3.7’de gosterilmistir.
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Sekil 3.7 (a) Aflatoksin G; ile etkilesmeden once (b) 2 pg/mL Aflatoksin G; ile
etkilestikten sonra (C) 4 pg/mL Aflatoksin G, ile etkilestikten sonra
hibrit DNA’nin guanin sinyalini gosteren (A) voltamogram, (B)
histogram

Sekil 3.7°de Aflatoksin Gy ile etkilesimden 6nce alinan prob yiikseltgenme sinyali
(@), 2 pg/mL Aflatoksin G, ile etkilestikten sonra (b) diisme gozlenmis ve
Aflatoksin G, miktar1 4 pg/mL’ye arttirildiginda yiikseltgenme sinyalinde (c)
daha fazla azalma oldugu gozlenmistir. Buradan da Aflatoksin G;’nin DNA
hibridizasyonunu engelledigi sonucuna varilmistir. Aflatoksin Gy’nin DNA

hibridizasyonuna etkisini incelemek i¢in yapilan deneylerde 2 pg/mL Aflatoksin
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G, varliginda guanin yiikseltgenme sinyallerinin %35, kadar azaldigi 4pg/mL
Aflatoksin G, varliginda ise bu sinyallerin %55’e distiigi diistigii tespit

edilmistir.

Sayisal degerlere bakildiginda aflatoksinlerin  DNA'min yapisina etkiyerek
hibritlesmeyi engelledigi bulunmustur. Aflatoksin G1’in guanin yukseltgenme
sinyalini B1 ve G2’ye gore daha fazla diisiirdiigii ve hibridizasyonu daha fazla

inhibe ettigi gozlenmistir.

3.4. PGE Yulzeyinde Aflatoksin-DNA Etkilesiminin Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM) ile Elektrot Karakterizasyonuna Ait Bulgular

PGE, DNA immobilize edilmis PGE, DNA-BSA modifiye PGE ve DNA-BSA
modifiye PGE’nin Aflatoksin B; ve Aflatoksin G; ile etkilestikten sonraki SEM

goriintiileri Sekil 3.8°de gosterilmistir.

SEM HWV: 1 2.b kW VEGAS TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
Date(m/d/y): 01/23/18 IRCBM CNT LAHORE
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i v
% i S : B
SEM HV: 12.0 kV WD 4.21 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx

Date(m/d/y). 01/12/18 IRCEM CIIT LAHORE

0 kV ' [ VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 5 pm
Bl: 8.00 Date{(m/d/y): 01/12/18 IRCBM CIT LAHORE
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 SEMHV:12.0 KV WD:4.22 mm ' 1 VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
Bl: 8.00 Date(m/diy): 01/12/18 IRCBM CIIT LAHORE

SEM HV: 12.0 kV VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
Bl 8.00 Date{m/d/y): 01/23/18 IRCEM CIIT LAHORE

Sekil 3.8. Hizlandirma potansiyeli 12 kV; ¢oziiniirliik 5 um’de SEM goriintiileri
a) PGE b) DNA-PGE c) DNA/BSA-PGE d) DNA/BSA/Aflatoksin
B;—-PGE e) DNA/BSA/Aflatoksin G;-PGE.
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Taramali elektron mikroskop goriintiileri, PGE’nin ciplak ylizey yapisin1 ve DNA,
BSA ve son agamada aflatoksin B1 ve aflatoksin G1 yiizey adsorpsiyonlarindan
sonra modifikasyonlar1 her adimda incelemek i¢in kullanildi. Ciplak elektrot (PGE),
lapa lapa ylizey gorintlst verirken (a) Sekil 3.8, buradan grafit levhalarin belirgin
olmadig1 goriildii, ylzeyin piirlizlii ve heterojen oldugu gozlemlendi. Ciplak elektrot
farkli molekiiller ile modifiye edildiginde bu molekiiller ¢iplak elektrot yiizeyine
(PGE’ye) adsorbe olmuslardir. Bu molekiiller, pullu yiizey iizerine homojen olarak
dagilmadig, (Sekil 3.8 b, c, d, e) yiizeydeki molekiillerin sayisindaki artisin, DNA,
DNA-BSA'nin (Sekil 3.8 b, ¢) adsorpsiyonu nedeniyle ortaya ¢iktigi gozlenmistir.
DNA-BSA/Aflatoksin B; ve DNA-BSA/Aflatoksin G1. (Sekil 3.8)’de modifiye
edilmis ylizey elektrodun yapisi SEM goriintiilerinden de anlasildigi gibi DNA,

protein ve aflatoksinlerin B1, G1'in fiziksel etkilesimi nedeniyle degismistir.

3.5. PGE Yuzeyinde Aflatoksin-DNA Etkilesiminin Atomik Kuvvet Mikroskopu
(AFM) ile karakterizasyonuna Ait Bulgular

PGE, DNA immobilize edilmis PGE, DNA-BSA modifiye PGE ve DNA-BSA
modifiye PGE’nin Aflatoksin B; ve Aflatoksin G; ile etkilestikten sonraki AFM
goriintiileri Sekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13’de gosterilmistir.

1.4 um

06

0.5

04

0.3

0.2

01

0.0

Sekil 3.9 Kalem grafit elektrotun (PGE) AFM goérintisu.
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0.0

Sekil 3.10 DNA immobilize edilmis PGE’nin AFM goriintiisii.
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0.0

Sekil 3.11 DNA/BSA modifiye PGE’nin AFM gorintusu.

80



—0.56 ym

-0.50

-0.45

—0.40

~0.35

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

Sekil 3.12. DNA/BSA modifiye PGE’nin Aflatoksin B, ile etkilesime girdikten
sonraki AFM gorntusu.

— 1.4 um
—1.3
-1.2
1.1
—1.0

—0.9

0.8

0.1

0.0

Sekil 3.13 DNA/BSA modifiye PGE’nin Aflatoksin G; ile etkilesime girdikten
sonraki AFM gorntusu.
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Atomik kuvvet mikroskop goriintiileri (AFM), PGE’nin ¢iplak yiizey yapisini ve
DNA, BSA ve aflatoksin B1 ve aflatoksin G1 yiizey adsorpsiyonlarindan sonra
modifikasyonlar1 her adimda incelemek i¢in kullanildi. Empedans, PGE yiizeyinde
bulunan gozeneklere dogru DNA ve aflatoksinin hareketinden etkilenmistir. Bu
hareketlilik ile diren¢ 6zellikleri agiklanabilir. Elde edilen sonuglardaki degisimin
nedeni yilizey yapisindaki degiskenlik olabilir. Yiizey yapisindaki degisimi
gorebilmek icin ciplak PGE ve sirasiyla DNA modifiye PGE, DNA-BSA modifiye
PGE, DNA-BSA/Aflatoksin B; modifiye PGE, DNA-BSA/Aflatoksin G; modifiye
PGE’nin AFM gorintileri elde edilip, sirasiyla Sekil 3,9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13’de

verilmigtir.

3.6. Dongiisel Voltametri (CV) Teknigi ile DNA-Aflatoksin Etkilesiminde
Elektrot Karakterizasyonuna Ait Bulgular

Yontem 2.10°da anlatildii gibi deneyler yapildi. Immobilizasyon 6ncesi PGE
yuzeyi, 35 pg/mL ssDNA immobilize edildikten sonra, %1’ lik BSA ¢ozeltisinde 30
dakika bekletildikten sonra ve son olarak 4 pg/mL Aflatoksin B; ile DNA etkilesimi
saglandiktan sonra CV teknigi ile redoks c¢ozeltisinde alman o&lgiimlere ait

voltamogram sekil 3.14’de verilmistir.
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Sekil 3.14 Aflatoksin-DNA etkilesiminin etkilesiminin CV teknigi ile 6l¢imi
sonucunda alinan yikseltgenme sinyallerine ait voltamogram; a) PGE
b) 35 pg/mL ct ssDNA’nin Aflatoksin Bj ile etkilesmeden once, ) 35
pg/mL ct ssSDNA-BSA ile etkilestikten sonra d) 35 pg/mL ct sSSDNA-
0.01 pg/mL BSA ile 4 pg/mL Aflatoksin B; ile etkilesimi sonucu
yiikseltgenme sinyallerinin ortalamalari.

Modifiye edilen yiizey 6zelliklerini aragtirmak i¢in PGE ile 2,5 mM ferri/ferrosiyanid
cozeltisinde her yiizey modifikasyon basamagindan sonra CV ol¢limleri alindi ve
voltamogramlar Sekil 3.14'de verilmistir. Aktive edilmis ¢iplak PGE ile alinan
voltamogram  tersinir ve keskin bir akim egrisi  gosterirken, DNA
immobilizasyonundan sonra pik akimlarimin azalmasi ve voltamogramin
yayvanlagmasit DNA'nin ylizeye basarili bir sekilde tutturuldugunun bir gostergesidir.
Sonraki basamakta DNA immobilize edilmis PGE, BSA ¢o6zeltisinde yarim saat
bekletilerek elektrot yiizeyinde DNA'nin bos biraktigi alanlar bloke edilmistir. Bu
asamadan sonra alinan voltamogramda pik akimlarimin daha da azalmis olmasi
bloklama isleminin amacina ulagtigin1 gdstermistir. Son asamada, aflatoksin - DNA
etkilesiminden sonra alinan voltamogramda pik akimlariin diigmesi, bu etkilesimin

gergeklestigini gostermistir.
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3.7. PGE Yulzeyinde DNA-Aflatoksin Etkilesiminin Empedimetrik Olarak
Tayin Edilmesine Ait Bulgular

3.7.1. PGE Yuzeyinde ct dsDNA-Aflatoksin B; Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct dsDNA-Aflatoksin B etkilesimini empedimetrik olarak incelemek icin yontem
3.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.15°de

gosterilmistir.

800 ® .

] o * #

™ {0

400 ™ L]

0 s s DNA-BSA-Aflatoksin B1

200 c ds DNA-BSA
b o ds DNA

00 1000 1500 2000 2500

Sekil 3.15 1 pg/mL Aflatoksin B;” in dsSDNA-BSA modifiye PGE yuzeyinde 2
dakika etkilesimine ait ferri- ferro ¢ozeltisi igerisinde EIS teknigi ile
elde edilen Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) dsDNA
modifiye PGE, ¢) dsDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin B;’in
dsDNA-BSA/PGE ile etkilegimi.

PGE yuzeyinde DNA-Aflatoksin B; etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.15’de

gosterilmistir.

Elektrot yiizeyinde yapilan her bir modifikasyon basamagi, immobilize edilen
maddenin iletkenlik 6zelligine bagli olarak, elektrot ve elektrolit ara ylizeyinde
olusan Rct degerinde artisa veya azalisa neden olmaktadir. Calismamizda Aflatoksin

B;-dsDNA etkilesimi, Rct degerlerindeki degisimler yorumlanarak incelenmistir.

84



EIS ile yapilan dl¢timler sonucunda, dSDNA immobilizasyonu sonrasinda Ret degeri
PGE’nin Rct degerine gore artis gostermistir. Cift sarmal DNA fosfat omurgasi

nedeniyle negatif yiiklii oldugundan, anyonik [Fe(CN)e]™™

redoks ciftinin elektrot
yiizeyine ulagmasini engelleyerek Rct degerinde bir artisa neden olmaktadir. dSDNA
immobilize edilmis PGE, BSA c¢ozeltisinde bekletildikten sonraki Rect degeri ise
yiizeyin tamamen izole olmasi sebebiyle dogrudan artmistir. Artik bu asamadan
sonra aflatoksinin elektrot yiizeyi ile temasi engellenmis ve sadece DNA ile
etkilesmesi saglanmistir. Yani bu artig elektrot yilizeyinin dsDNA ve BSA ile
modifiye edildigini gostermektedir. Modifiye PGE’nin Aflatoksin B; ile
etkilesiminden sonra ise Rct degerinde yine artma tespit edilmistir. Bu artmanin
sebebi olarak da aflatoksinin yapisinda bulunan karbonil gruplarindaki oksijenin
DNA ile etkilestigi diistiiniilmektedir (Mishra vd., 2015). Elde edilen sonuclar SEM,

AFM ve CV ile desteklenmektedir.

3.7.2. PGE Yuzeyinde ct dsDNA-Aflatoksin B, Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct dsDNA-Aflatoksin B, etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem
2.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.16°da

gosterilmistir.
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Sekil 3.16 5 pg/mL Aflatoksin B,” nin dsSDNA-BSA modifiye PGE ylzeyinde 1
dakika etkilesimine ait ferri- ferro igerisinde EIS teknigi ile elde
edilen Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) dsDNA
modifiye PGE, c) dsSDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin B, nin
dsDNA-BSA/PGE ile etkilesimi.

PGE yuzeyinde DNA-Aflatoksin B; etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.16’da

gosterilmistir.

Ciplak elektrot (PGE) ve bu elektrot yiizeyinde yapilan her bir modifikasyon islemi
elektrot ve elektrolit ara yiizeyinde Rct degerinde artisa ve azalisa sebep olmaktadir.
Calismamizda Aflatoksin B,-dSDNA etkilesimi, Rct degerlerindeki degisimler

yorumlanarak incelenmistir.

PGE’nin Rct degeri EIS yontemi ile olgtldikten sonra dSDNA immobilize edilmis
PGE’nin Rct degeri 6l¢iilmiis ve PGE’nin Rct degerine gore artis gostermistir. ds
DNA-PGE, BSA cozeltisinde 30 dakika bekletildikten sonra tekrar EIS yontemi ile
Rct degerine bakilmis ve dsDNA-PGE ye ait Rct degerine gore, ylizeyin tamamen
bloklanmasindan dolay1 artig gosterdigi saptanmistir. dSSDNA-BSA modifiye edilmis
PGE 5 pg/mL Aflatoksin B; ile 5 dakika etkilestirildikten sonra empedansi alinmig

ve Rct degerinde artma oldugu goriilmiistiir. Bu artmanin sebebi olarak aflatoksin
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B,’nin yapisinda bulunan karbonil gruplarinin yiik aktarim direncini artirdigi

distiniilmektedir.

3.7.3. PGE Ylzeyinde ct dsDNA-Aflatoksin G; Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct dsDNA-Aflatoksin G; etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem
2.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.17 5 pg/mL Aflatoksin G;” in dSDNA-BSA modifiye PGE yuzeyinde 2
dakika etkilesimine ait ferri- ferro igerisinde EIS teknigi ile elde edilen
Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) dsDNA modifiye
PGE, c) dsDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin G;’in dsDNA-
BSA/PGE ile etkilesimi.

PGE yuzeyinde DNA-Aflatoksin G; etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.17’de
gosterilmistir.

Once aktive edilmis PGE’nin EIS teknigiyle Rct degeri belirlenmistir. Aktive edilmis
PGE yilzeyine dsDNA’nin immobilizasyonunda, optimum dsDNA miktarinin 35

ug/mL ve optimum etkilesim zamaninin 25 dakika oldugu saptandiktan sonra ds

DNA yiikli PGE’nin sabit potansiyelde ve farkli frekanslarda feri-ferro ¢ozeltisi
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icinde empedimetrik Ol¢lim sonucunda Rct degeri belirlenmis ve Sekil 3.17°de
goriildiigii gibi artma gozlenmistir. Buradaki artma bize PGE’nin ylzeyinin dsDNA
ile kaplandigin1 gostermistir. Elektrotda bosluk kalmadigindan emin olmak i¢in ds
DNA immobilize edilmis PGE 0.1 M BSA ¢ozeltisinde 30 dakika bekletildikten
sonra empedans Ol¢limii yapilmis ve Ret degerinde artma gozlenmistir. dsSDNA-BSA
modifiye PGE elektrot 5 pg/mL Aflatoksin G; ile 2 dakika etkilestirildikten sonra
yapilan EIS deneyleri sonucu Rct degerinde artma saptanmistir. Bu artmanin
sebebinin aflatoksin G;’in yapisinda bulunan karbonil gruplarindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Elde edilen sonuclar SEM, AFM gorintileri ve CV sonucu elde

ettigimiz veriler ile desteklenmektedir.

3.7.4. PGE Ylzeyinde ct dsDNA-Aflatoksin G, Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct dsDNA-Aflatoksin G, etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem

2.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.18°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.18 5 pg/mL Aflatoksin G2’ nin dsDNA-BSA modifiye PGE ylizeyinde 5
dakika etkilesimine ait ferri- ferro icerisinde EIS teknigi ile elde edilen
Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) dsDNA modifiye
PGE, ¢) dsDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin G,’nin dsDNA-
BSA/PGE ile etkilesimi.
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PGE yuzeyinde DNA-Aflatoksin G, etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.18’de

gosterilmistir.

Elektrot yiizeyinde yapilan her bir modifikasyon basamagi, immobilize edilen
maddenin iletkenlik 6zelligine bagli olarak, elektrot ve elektrolit ara ylizeyinde
olusan Rct degerinde artisa veya azalisa neden olmaktadir. Calismamizda DNA-

Aflatoksin G; etkilesimi, Rct degerlerindeki degisimler incelenerek yorumlanmustir.

EIS ile yapilan 6l¢iimler sonucunda, dSDNA immobilizasyonu sonrasinda Rct degeri
PGE’nin Rct degerine gore artis gostermistir. Cift sarmal DNA fosfat omurgasi

nedeniyle negatif yiiklii oldugundan, anyonik [Fe(CN)g] ¥

redoks ciftinin elektrot
yiizeyine ulagmasini engelleyerek Rct degerinde bir artisa neden olmaktadir. dSSDNA
immobilize edilmis PGE, BSA c¢ozeltisinde bekletildikten sonraki Rct degeri ds
DNA/PGE Rct degerine gore artmistir. Bu artiglarin sebebi PGE yiizeyinin dsDNA
ve BSA ile modifiye edildigini gostermektedir. Modifiye PGE’nin Aflatoksin G, ile
etkilesiminden sonra ise Rct degerinde artma tespit edilmistir. Bu artmanin sebebinin
aflatoksin  G,’nin  yapisinda bulunan karbonil gruplarindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Elde edilen sonuclar SEM, AFM ve CV ile desteklenmektedir

(Mishra vd., 2015).

3.7.5. PGE Yuzeyinde ct ssDNA-Aflatoksin B; Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct ssDNA-Aflatoksin B; etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem
2.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.19°da

gosterilmistir.
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Sekil 3.19 5 pg/mL Aflatoksin B;” in sSSDNA-BSA modifiye PGE yiizeyinde 2
dakika etkilesimine ait ferri- ferro igerisinde EIS teknigi ile elde edilen
Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) sSDNA modifiye PGE,
c) ssDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin B;’in ssDNA-BSA/PGE
ile etkilesimi.

PGE yuzeyinde ssDNA-Aflatoksin B; etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.19’da

gosterilmistir.

Aktive edilmis PGE elektrotun empedans 6l¢timii alinmis Ret degeri belirlenmistir.
Aktive edilmis PGE yiizeyine ct ssDNA’nin immobilizasyon isleminde daha 6nce
voltametrik yontemlerle optimum miktarin 35 pg/mL ve en uygun immobilizasyon
stiresininde 25 dakika oldugu belirlendikten sonra PGE yiizeyine ssSDNA immobilize
edilmis ve EIS teknigi ile empedans 6l¢limii alinmistir. Burdan elde edilen Rct degeri
PGE’nin Rct degeri ile karsilastirildiginda artma gézlenmistir (Sekil 3.19). Buda bize
PGE elektrotun ssDNA ile modifiye oldugunu gostermistir. ssDNA-BSA modifiye
elektrotun empedans 6l¢iimleri yapilmis ve Rct degeri ssDNA immobilize elektrotun
Rct degerine kiyasla artmistir. BSA ¢6zeltisinde ssDNA immobilize edilmis PGE 5
pg/mL  Aflatoksin B; ¢Ozeltisinde 2 dakika bekletilerek ssDNA-Aflatoksin B;
etkilesimi saglanmis ve EIS teknigi ile empedans degerleri alimmistir (Sekil 3.19).

Burdan elde edilen Rct degeri ssDNA modifiye elektrotun Rct degeri ile
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karsilagtiritlmis ve Rct degerinde artma g0zlenmistir. Rct degerindeki artma, SEM,
AFM ve CV sonuglari ssDNA ile Aflatoksin B; arasinda bir etkilesim oldugunu
gostermektedir. Bu artmanin sebebi, aflatoksin B;’in yapisinda bulunan karbonil
gruplaridir (Mishra vd., 2015).

3.7.6. PGE Yuzeyinde ct ssDNA-Aflatoksin B, Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct ssDNA-Aflatoksin B, etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem
2.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.20°de

goOsterilmistir.
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Sekil 3.20 5 pg/mL Aflatoksin B,’ nin ssDNA-BSA modifiye PGE yiizeyinde 5
dakika etkilesimine ait ferri- ferro igerisinde EIS teknigi ile elde edilen
Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) ssDNA modifiye PGE,
c) sSDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin By’nin ssDNA-
BSA/PGE ile etkilesimi.

PGE yuzeyinde ssDNA-Aflatoksin B, etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.20’de

gosterilmistir.

Once aktive edilmis PGE’nin EIS teknigiyle Rct degeri belirlenmistir. Aktive edilmis
PGE yuzeyine ssDNA’nin immobilizasyonunda, optimum ssDNA miktarinin 35
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pg/mL ve optimum etkilesim zamanmin 25 dakika oldugu saptandiktan sonra ss
DNA yiikli PGE’nin sabit potansiyelde ve farkli frekanslarda feri-ferro ¢ozeltisi
icinde empedimetrik Ol¢lim sonucunda Rct degeri belirlenmis ve Sekil 3.20°de
gortldiigli gibi artma gozlenmistir. Buradaki artma bize PGE’nin yiizeyinin SSDNA
ile baglandigin1 gostermistir. Elektrotda bosluk kalmadigindan emin olmak i¢in ss
DNA immobilize edilmis PGE 0.1 M BSA ¢ozeltisinde 30 dakika bekletildikten
sonra empedans Ol¢iimii yapilmis ve Rct degerinde tekrar artma gozlenmistir. ss
DNA-BSA modifiye PGE elektrot 5 pg/mL Aflatoksin B, ile 5 dakika
etkilestirildikten sonra yapilan EIS deneyleri sonucu Rct degerinde ssDNA
iImmobilize edilmis PGE’ye gore artma saptanmigtir. Bu artmanin sebebi olarak
aflatoksin B,’nin yapisinda bulunan karbonil gruplart oldugu disiiniilmektedir
(Mishra vd., 2015). Elde edilen sonuglar, SEM, AFM goruntuleri ve CV sonucu elde

ettigimiz veriler ile desteklenmektedir.

3.7.7. PGE Yulzeyinde ct ssDNA-Aflatoksin G; Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct ssDNA-Aflatoksin G; etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem
2.11’de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.21°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.21 5 pg/mL Aflatoksin G;” in sSSDNA-BSA modifiye PGE ylizeyinde 2
dakika etkilesimine ait ferri- ferro igerisinde EIS teknigi ile elde
edilen Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) ssDNA
modifiye PGE, ¢) ssSDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin G;’in
SSDNA-BSA/PGE ile etkilesimi.

PGE yuzeyinde ssDNA-Aflatoksin G; etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.21°de

gosterilmistir.

Aktive edilmis PGE elektrotun empedans 6l¢iimii alinmis Rct degeri belirlenmistir.
Aktive edilmis PGE yiizeyine sSDNA immobilize edilmis ve EIS teknigi ile
empedans Ol¢limii alinmistir. Burdan elde edilen Rct degeri PGE’nin Rct degeri ile
karsilagtirildiginda artma gozlenmistir (Sekil 3.21). Buda bize PGE elektrotun
sSDNA ile modifiye oldugunu gostermistir. ssDNA-BSA modifiye elektrotun
empedans Ol¢limleri yapilmis ve Rct degeri ssDNA immobilize elektrotun Rct
degerine kiyasla artmistir. ssDNA- BSA modifiye elektrot 5 pg/mL Aflatoksin G;
cozeltisinde 2 dakika bekletilerek ssSDNA-Aflatoksin G; etkilesimi saglanmis ve EIS
teknigi ile empedans degerleri alinmistir (Sekil 3.20). Burdan elde edilen Rct degeri
sSDNA-BSA modifiye elektrotun Rct degeri ile karsilastirilmis ve Rct degerinde
artma gozlenmistir. Bu artmanin sebebi olarak aflatoksin G;’in yapisinda bulunan
karbonil gruplar oldugu diisiiniilmektedir. Rct degerindeki artma, SEM, AFM ve CV
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sonuclart ssDNA ile Aflatoksin G; arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir
(Mishra vd., 2015).

3.7.8. PGE Yulzeyinde ct ssDNA-Aflatoksin G, Etkilesiminin Empedimetrik
Olarak Tayin Edilmesine Ait Bulgular

ct ssDNA-Aflatoksin G, etkilesimini empedimetrik olarak incelemek i¢in yontem

2.11°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Etkilesime ait Nyquist egrisi sekil 3.22°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.22 5 pg/mL Aflatoksin G,’ nin ssDNA-BSA modifiye PGE yuzeyinde 5
dakika etkilesimine ait ferri- ferro igerisinde EIS teknigi ile elde
edilen Nyquist egrisi; a) Modifiye edilmemis PGE, b) ssDNA
modifiye PGE, ¢) ssSDNA-BSA modifiye PGE, d) Aflatoksin G,’nin
SSDNA-BSA/PGE ile etkilesimi.

PGE yuzeyinde ssDNA-Aflatoksin G; etkilesimine ait Nyguist egrisi Sekil 3.22’de

gosterilmistir.

Aktive edilmis PGE’nin EIS teknigiyle Rct degeri belirlenmistir. SSDNA immobilize
edilen PGE’nin sabit potansiyelde ve farkli frekanslarda feri-ferro ¢ozeltisi iginde

empedimetrik 6l¢iim sonucunda Rct degeri belirlenmis ve Sekil 3.22°de goriildigi
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gibi artma gozlenmistir. Buradaki artma bize PGE’nin yizeyinin ssDNA ile
kaplandigimi gdstermistir. Elektrotda bosluk kalmadigindan emin olmak i¢in ssDNA
immobilize edilmis PGE 0.1 M BSA c¢0zeltisinde 30 dakika bekletildikten sonra
empedans Olcimi yapilmis ve Rct degerinde artma gézlenmistir. ssDNA-BSA
modifiye PGE elektrot 5 pg/mL Aflatoksin G, ¢ozeltisinde 5 dakika etkilestirildikten
sonra yapilan EIS deneyleri sonucu Rct degerinde ssDNA-BSA modifiye PGE’ye
goOre artma saptanmistir. Bu artmanin sebebinin aflatoksin G,’nin yapisinda bulunan
karbonil gruplar1 oldugu disiiniilmektedir. Elde edilen sonuglar SEM, AFM
goriintiileri ve CV sonucu elde ettigimiz veriler ile desteklenmektedir (Mishra vd.,

2015).

3.8. Aflatoksin-DNA Etkilesiminde Aflatoksin Miktarinin Tayin Edilmesine Ait

Bulgular
3.8.1. Aflatoksin B;-ssDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi cizilirken her
adimda, Aflatoksin B; miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslar1 alinmistir. Hesaplama sistemi olarak aflatoksin ile etkilesmis, ssDNA-
BSA modifiye elektrotun Rect (ohm) degerinden bos PGE elektrotun verdigi Rct
(ohm) deger ¢ikartilmistir. Bu deger ssDNA-BSA modifiye elektrotun verdigi Rct
(ohm) degerinden bos PGE’nin verdigi Rct (ohm) degerinin ¢ikartilmasiyla elde
edilen degere bollinmiistiir ve ARct degerleri elde edilmistir.

ARet Rct(PGE,ssDNA, BSA, Aflatoksin B1) — Rct(PGE)
C =
Rct(PGE, ssDNA, BSA) — Ret(PGE) 3.4]

ARct degerlerine karsilik Aflatoksin B; derisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.23 ARct degerlerine bagli olarak ssDNA ile a) 0.2 pg/mL b) 1 pg/mL c)
2 ug/mL ve d) 5 pg/mL Aflatoksin By derisimlerinde elde edilen
EIS spektogrami (A) ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

Optimum kosullarda hazirlanan ss DNA-BSA modifiye PGE elektrot kullanilarak
farkli derisimlerde Aflatoksin B; ¢ozeltisinde 2 dakika etkilesim saglandiktan sonra
elektrokimyasal empedans spektrumlar1 kaydedilmistir. 0.2-5 pg/mL araliginda
degisen Aflatoksin B derisimleri i¢in toplam empedansin baslangic empedansina
gore degisim hesaplanarak standart grafik c¢izilmistir (Sekil 3.23). Sekil 3.23

Aflatoksin B; derisimine karsi empedans spektrumlarindan elde edilen empedans
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degisimlerinin (ARct) grafigini gostermektedir. Metodun dogrusalligr y= 7.701x +
1.762 R*= 0.998 denklemleriyle ifade edilmistir. Denklemde y ARct, x ise
Aflatoksin B; derisimidir.

En diisiik Aflatoksin By derisimi 0.2 ug/mL kullanilarak 5 kez empedans élglimleri
alinmig ve bu empedanslardan elde edilen R (ohm) degerleri kor deger olarak kabul
edilmis ve yontem i¢in belirtme alt sinir1 hesaplanmis, buna gore elde edilen direng
degerlerinden yola ¢ikarak, standart sapma degeri, bu sensor sistemi icin elde edilen
kalibrasyon grafiginin egiminden yola ¢ikilarak LOD=0.04 pg/mL, LOQ degeri ise
0.14 pg/mL olarak bulunmustur.

3.8.2. Aflatoksin B1-dsDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi ¢izilirken her
adimda, Aflatoksin B; miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslart alinmistir. Hesaplama sistemi olarak aflatoksin ile etkilesmis, dsDNA-
BSA modifiye elektrotun Rct (ohm) degerinden bos PGE elektrotun verdigi Rct
(ohm) deger c¢ikartilmistir. Bu deger dsDNA-BSA modifiye elektrotun verdigi Rct
(ohm) degerinden bos PGE’nin verdigi Rct (ohm) degerinin ¢ikartilmasiyla elde
edilen degere boliinmiistiir ve ARct degerleri bulunmustur. ARct degerlerine karsilik

Aflatoksin B; derisimleri grafige gegirilerek kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.24 ARct degerlerine bagli olarak dsDNA ile a) 0.1 pg/mL b)1 pg/mL c)2
pg/mL Aflatoksin B; derisimlerinde elde edilen EIS spektogrami (A)

Optimum kosullarda hazirlanan dsDNA-BSA modifiye PGE elektrot kullanilarak
farkli derisimlerde Aflatoksin B; ¢dzeltisinde 2 dakika etkilesim saglandiktan sonra

ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

elektrokimyasal empedans spektrumlari kaydedilmistir.

Farkli Aflatoksin B; derisimlerinde gergeklestirilen empedans sonuglarima gore

kalibrasyon egrisi, Sekil 3.24’de gosterilmistir. 0.1 ile 2 pg/mL Aflatoksin B;
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derigimleri arasinda Olgililen Rct degerlerinde diizenli bir artis gézlenmistir. Sekil
3.24°de gosterilen ve dogrusal olan kalibrasyon egrisinden ( y=8.413x + 3.306 ve
R?= 0.999), LOD: 0.03 pg/mL ve LOQ: 0.11 pg/mL olarak bulunmustur.
Calismamizda ds DNA-Aflatoksin B; etkilesiminin kisa siirede, elektrokimyasal

olarak tayin edilebilecegi gdsterilmistir.

3.8.3. Aflatoksin B,-ssDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi ¢izilirken her
adimda, Aflatoksin B, miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslar1 alinmistir. Hesaplamalar 3.8.1. ve 3.8.2’de anlatildig1 gibidir ARct
degerlerine karsilik Aflatoksin B, derisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi

elde edilmistir.

A ]
1000 —
L ]
N o = |=.
c L
200 - L ] . L [ ] - .
.- L ] - a -
[ L]
€ 600 — SO S ' 25 .
i ® s, 08 " e * e ™ o . »
-t . . . L L Ladil
L
400 — &: .'.'. i;.'-l. rﬁ‘ .--...."
"‘ bl P PPN
- a
] - d
200 o™ c
0 i a
200 —
500 1000 1500 2000
Z ()

99



y=6.423x-2.061
R?=0.999

ARct

0 T T 1
0] 2 4 6

Aflatoksin B2 Derisimi (ng/mL)

Sekil 3.25 ARct degerlerine bagh olarak ssDNA ile a) 1 ug/mL b) 2 pg/mL c) 5
pg/mL Aflatoksin B, derigimlerinde elde edilen EIS spektogrami (A)
ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

Optimum kosullarda hazirlanan ssDNA-BSA modifiye PGE elektrot kullanilarak
farkli derisimlerde Aflatoksin B, ¢ozeltisinde 5 dakika etkilesim saglandiktan sonra
elektrokimyasal empedans spektrumlar1 kaydedilmistir.

Farkli Aflatoksin B, derisimlerinde gerceklestirilen empedans sonuclarina gore
kalibrasyon egrisi, Sekil 3.25°de gosterilmistir. 1 ile 5 pg/mL Aflatoksin B;
derigimleri arasinda Olglilen Rct degerlerinde diizenli bir artis gézlenmistir. Sekil
3.25’de gosterilen ve dogrusal olan kalibrasyon egrisinden ( y=6.423x + 2.061 ve
R?= 0.999) LOD: 0.09 pg/mL ve LOQ: 0.31 upg/mL olarak bulunmustur.
Calismamizda ssDNA-Aflatoksin B, etkilesiminin kisa siirede, diisiik tayin sinirinda,
guvenilir bir sekilde, basartyla elektrokimyasal olarak tayin edilebilecegi

gosterilmistir.

3.8.4. Aflatoksin B,-dsDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi ¢izilirken her
adimda, Aflatoksin B, miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslart alinmistir. Hesaplamalar 3.8.1. ve 3.8.2°’de anlatildig1 gibidir ARct
degerlerine karsilik Aflatoksin B, derisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi
elde edilmistir.
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Sekil 3.26 ARct degerlerine bagli olarak dsDNA ile a) 0.2 pg/mL b) 1 pg/mL c)
2 ug/mL d) 5 pg/mL Aflatoksin B, derisimlerinde elde edilen EIS
spektogrami (A) ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

dsDNA-BSA modifiye PGE elektrot Aflatoksin B, c¢0Ozeltisinde 1 dakika
etkilestirildikten sonra EIS teknigi ile empedans degerleri alinmistir. 0.2 ile 5 pg/mL
Aflatoksin B, derisimleri arasinda yapilan galismalar sonucu elde edilen Rct
degerleri belirlenmistir. Sekil 3.26’da gosterilen dogrusal kalibrasyon egrisinden
(y=5.721x + 3.296 ve R%= 0.999) LOD: 0.038 pg/mL ve LOQ: 0.12 pug/mL olarak

bulunmustur.
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3.8.5. Aflatoksin G;-ssDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi cizilirken her
adimda, Aflatoksin B, miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslar1 alinmistir. Hesaplamalar 3.8.1. ve 3.8.2°de anlatildig1 gibi yapilmastir.
ARct degerlerine karsilik Aflatoksin G; derisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.27 ARct degerlerine bagl olarak ssDNA ile a) 0.2 pg/mL b) 1 pg/mLc) 2
pg/mL d) 5 pg/mL Aflatoksin G; derisimlerinde elde edilen EIS
spektogrami (A) ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)
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Optimum kosullarda hazirlanan SSDNA-BSA modifiye PGE elektrot kullanilarak
farkli derisimlerde Aflatoksin G ¢ozeltisinde 2 dakika etkilesim saglandiktan sonra
elektrokimyasal empedans spektrumlar1i kaydedilmistir.0.2-5 pg/mL araliginda
degisen Aflatoksin G; derisimleri i¢in toplam empedansin baslangic empedansina
gore degisim hesaplanarak standart grafik cizilmistir. Sekil 3.27 Aflatoksin Gj
derisimine karsi empedans spektrumlarindan elde edilen empedans degisimlerinin
(ARct) grafigini gostermektedir. Metodun dogrusalligi y= 4.552x + 2.191 ve R%=
0.999 denklemleriyle ifade edilmistir. Denklemde y ARct, x ise Aflatoksin Gj
derisimidir.

En diisiik Aflatoksin G derisimi olarak 0.2 pg/mL kullanilarak 5 kez empedans
Olctimleri alinmis ve bu empedanslardan elde edilen R (ohm) degerleri kor deger
olarak kabul edilmis ve yontem i¢in belirtme alt sinir1 hesaplanmis, buna gore elde
edilen direng degerlerinden yola ¢ikarak, standart sapma degeri, bu sensor sistemi
i¢in elde edilen kalibrasyon grafiginin egiminden yola ¢ikilarak LOD: 0.117 pg/mL,
LOQ degeri ise 0.39 pg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar
elektrokimyasal olarak gerceklestirilen calismalar ile karsilastirildiginda literatiire

uyumlu sonuglar elde edilmistir. (Rupesh vd., 2015).

3.8.6. Aflatoksin G;-dsDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi ¢izilirken her
adimda, Aflatoksin G; miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslar1 alinmistir. Hesaplamalar 3.8.1. ve 3.8.2°de anlatildig1 gibi yapilmustir.
ARct degerlerine karsilik Aflatoksin G; derisimleri grafige gegirilerek kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.28 ARct degerlerine bagl olarak dsDNA ile a) 0.2 pg/mL b)1 pg/mL c)
2 ug/mL d) 5 pg/mL Aflatoksin G; derisimlerinde elde edilen EIS
spektogrami (A) ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

Optimum kosullarda hazirlanan dsDNA-BSA modifiye PGE elektrot kullanilarak
farkli derisimlerde Aflatoksin G ¢ozeltisinde 2 dakika etkilesim saglandiktan sonra
elektrokimyasal empedans spektrumlar1 kaydedilmistir.

Farkli Aflatoksin G; derisimlerinde gerceklestirilen empedans sonuglarina gore

kalibrasyon egrisi, Sekil 3.28’de gosterilmistir. 0.2 ile 5 pg/mL Aflatoksin Gj

104



derigimleri arasinda Olgililen Rct degerlerinde diizenli bir artis gdzlenmistir. Sekil
3.28’de gosterilen ve dogrusal olan kalibrasyon egrisinden ( y=5.313x + 2.507 ve
R?=0.999) LOD: 0.079 pg/mL ve LOQ: 0.265 pg/mL olarak bulunmustur.

3.8.7. Aflatoksin G,-ssDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi ¢izilirken her
adimda, Aflatoksin G, miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslar1 alinmistir. Hesaplamalar 3.8.1. ve 3.8.2°de anlatildig1 gibi yapilmastir.
ARct degerlerine karsilik Aflatoksin G derisimleri grafige gecirilerek kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.29 ARct degerlerine bagli olarak ssDNA ile a) 0.1 pg/mL b)1 pg/mL c) 2
pg/mL d) 5 pg/mL Aflatoksin G, derisimlerinde elde edilen EIS
spektogrami (A) ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

Optimum kosullarda hazirlanan ssDNA-BSA modifiye PGE elektrot kullanilarak
farkli derisimlerde Aflatoksin G, ¢ozeltisinde 5 dakika etkilesim saglandiktan sonra
elektrokimyasal empedans spektrumlar1 kaydedilmistir.

Farkli Aflatoksin G, derisimlerinde gerceklestirilen empedans sonuglarina gore
kalibrasyon egrisi, Sekil 3.29’da gosterilmistir. 0.1 ile 5 pg/mL Aflatoksin G,
derisimleri arasinda Olgiilen Rct degerlerinde diizenli bir artis gozlenmistir. Sekil
3.29’da gosterilen ve dogrusal olan kalibrasyon egrisinden ( y=6.270x + 2.871 ve
R?=0.998) LOD: 0.035 pg/mL ve LOQ: 0.118 pg/mL olarak bulunmustur.

3.8.8. Aflatoksin G,-dsDNA etkilesimi; kalibrasyon grafigine ait bulgular

Yontem 2.12°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Kalibrasyon grafigi ¢izilirken her
adimda, Aflatoksin G, miktar1 degistirilerek etkilesim saglanarak elektrokimyasal
empedanslar1 alinmistir. Hesaplamalar 3.8.1. ve 3.8.2°de anlatildig1 gibi yapilmistir.
ARct degerlerine karsilik Aflatoksin G, derisimleri grafige gegirilerek kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.30 ARct degerlerine bagli olarak dsDNA ile a) 0.1 pg/mL b) 1 pg/mL c)
2, d) 5 pg/mL Aflatoksin G, derisimlerinde elde edilen EIS
spektogrami (A) ve buna ait kalibrasyon grafigi (B)

dsDNA-BSA modifiye PGE elektrot Aflatoksin G, c¢0Ozeltisinde 5 dakika

etkilestirildikten sonra EIS teknigi ile empedans degerleri alinmistir. 0.1 ile 5 pg/mL

Aflatoksin G, derisimleri arasinda yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen Rct

degerleri belirlenmistir. Sekil 3.30’da gosterilen dogrusal kalibrasyon egrisinden

y=6.018x + 1.788 ve R*= 0.998), LOD: 0.085 pg/mL ve LOQ: 0.28 pg/mL olarak

bulunmustur.
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4. SONUC VE YORUM

e Caligmamizin ilk boliimiinde, sensor teknolojisine dayali DNA analizlerine yonelik
olarak, kalem grafit elektrotlarin (PGE) aktivasyonu, ct ssDNA ve ct dsDNA
analizlerine yonelik optimizasyon c¢alismalar1 elektrokimyasal yontem olan
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak yapilmistir. PGE yiizeyine
immobilize edilen DNA’nin elektrokimyasal tayini, DNA’nin elektroaktif baz1 olan
guaninin yiikseltgenme sinyali iizerinden yapilmistir. PGE elektrot ylzeyine
dsDNA ve ssDNA basarili bir sekilde etkilestirilerek optimum etkilesim zamani ve
optimum DNA derisimleri tesbit edilmistir.

¢DNA immobilizasyonundan sonra, Aflatoksin B;, G; ve Gz’nin DNA
hibridizasyonuna etkisi, PGE ylzeyinde elektrokimyasal yontem olan diferansiyel
puls voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak, DNA’nin elektroaktif bazi olan
guaninin yukseltgenme sinyalleri Gzerinden incelenmistir. Aflatoksin derisimindeki
degisimin DNA hibridizasyonuna etkili oldugu gosterilmistir. Aflatoksinlerin
1mg/mL derisimde hibridizasyona olan inhibisyon etkisinin Aflatoksin G1’de daha
yiiksek ve etkili oldugu gozlenmistir. Ortamda aflatoksin varligi hibridizasyonu
olumsuz yonde etkileyerek ¢iftsarmal DNA olusumunu engelleyebilecegi, yine
aflatoksinlerin ayni sekilde mRNA ya da baglanabilecegi diisiiniilerek protein
sentezini de olumsuz yonde etkileyebilecegi sOylenebilir.

e Ciplak kalem grafit elektrot (PGE), DNA immobilize edilmis PGE, DNA-BSA
modifiye PGE, DNA-BSA-Aflatoksin B; modifiye PGE ve DNA-BSA-Aflatoksin
G1 modifiye PGE’nin mikroskobik karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) teknikleri ile, elektrokimyasal
davraniglart ise doniisiimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak incelenmistir.
SEM, AFM’den elde edilen goriintiiler ve CV sonuglar1t PGE yiizeyinin modifiye
oldugunu ve DNA-Aflatoksin etkilesiminin varligin1 gostermistir. Aflatoksin ve
DNA yapilart gz oniine alindiginda bu etkilesimlerin hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesim, van der waals etkilesimleri ile olabilecegi s6ylenebilir. Hidrojen bagi ile
etkilesime ait sematik gosterim sekil 4.1 ve 4.2 de gosterilmistir. Sekil 4.1
incelendiginde aktive edilmis PGE iizerindeki karbonil oksijeni ile ssDNA’da
bulunan bazlardaki azot atomuna bagl hidrojen arasinda H bagi olusumuna dayali

olarak ssDNA’nin etkilesime girdigi ongoriilebilir.
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Sekil 4.1 Aktive edilmis PGE’ye ssDNA ile Aflatoksin B;’in baglanmasina ait

sematik gosterim.

Buna gore guanin bazindaki azot atomuna bagli hidrojen ile aktive edilmis PGE
iizerindeki karbonil oksijeni ile hidrojen bagi olusturan etkilesim sematik olarak
gosterilmistir. Bu yapi lizerine ise aflatoksin etkilestirilmistir. Aflatoksin B;’in enol
yapist daha kararli oldugu i¢in yapidaki H atomu ile DNA’daki fosfatin oksijeni
arasinda hidrojen bagiyla etkilesimi Onerilmistir. Keto yapisinda ise Aflatoksin
B;’de bulunan karbonil oksijeni ile guaninin ikinci azot atomuna bagli hidrojen
arasinda H bag1 ile etkilestigi disilintilebilir. Ayni baglanma mekanizmasi
Aflatoksin B, nin ssDNA’ya baglanmasi i¢in de gegerli olacaktir. Aflatoksin G ve
Gy’nin ssDNA ile etkilesimi ise aflatoksin yapisinda bulunan karbonil oksijeni ile
guaninin ikinci azot atomuna bagli diger hidrojeni arasinda (Aflatoksin B; keto

formuna benzer sekilde) H bag ile etkilesebilecegi sdylenebilir.
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Sekil 4.2 Aktive edilmis PGE’ye dsDNA ile Aflatoksin B;’ in baglanmasinaait

sematik gosterim.

Cift zincirli DNA da ise zincirler birbirlerine hidrojen baglariyla baghdirlar. G-C
baz ciftindeki guaninin azot atomuna bagh H ile aktive edilmis PGE’nin karboksil
oksijeni arasinda hidrojen bagiyla, yine A-T baz ¢iftindeki adeninin azot atomuna
bagli H ile aktive edilmis PGE nin karboksil oksijenine hidrojen bagiyla
dsDNA’nin etkilesebilecegi soylenebilir (Sekil 4.2). Baglanan dsDNA ile aflatoksin
etkilestirilmistir. Aflatoksin Bj’deki karbonil oksijeni ile dsDNA’daki sitozin
azotuna bagli H arasinda da bir H bagi ile etkilesim gozlenebilir. Yine aflatoksin B;
keto formunda oksijene bagli H ile dsDNA’daki timinin oksijeni arasinda da H

bagiyla etkilesime girerek Aflatoksin B;’in  DNA zincirine interkalasyonu

110



miimkiindiir. Ayrica Aflatoksin B;’in enol yapisindaki H ile dsDNA’nin fosfat
omurgasindaki oksijen ile de H bagiyla etkilesebilecegi gozlenmektedir. Ayni
baglanma mekanizmas1 Aflatoksin B, nin dsDNA’ya baglanmasi icin de gecerli
olacaktir. Aflatoksin G; ve G, yapilarinda keto enol tautomerisi bulunmamaktadir.
Bu durumda Aflatoksin G; ve Gy’deki karbonil oksijeni ile G-C baz ciftindeki
sitozinin azot atomuna bagli hidrojeni arasindaki hidrojen bagiyla etkilesime
girebilecegi soOylenebilir. Aflatoksin yapilar1 benzerlik gosterdigi icin sematik
gosterim sadece Aflatoksin B;’e gore yapilmistir. Aflatoksin B;, By, G; ve G,
dsDNA ve ssDNA ile etkileseek guanin sinyallerinde degisimlere sebep olmaktadir.
Bundan sonraki c¢aligmalarimizda kullanilan elektrotlarin NMR ve IR analizleri
yapilarak teorik hesaplamalar ile de desteklenerek kesin baglanma tiirleri ve
baglanma guclerinin belirlenmebilmesi mimkin olabilecektir.

e Calismamizin diger boliimiinde, Aflatoksin By, B,, G; ve G ile tek sarmal DNA ve
cift sarmal DNA etkilesimi tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE)
kullanilarak, elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) teknigi ile
incelenmistir. Ciplak PGE, tek ve ¢ift sarmal DNA immobilize edilmis PGE, DNA-
BSA modifiye PGE ve Aflatoksin ile etkilesimi sonrasinda Rct degerlerindeki
artig/azalis  degerlendirilmistir. ~ DNA-Aflatoksin  etkilesimini  incelemede
elektrokimyasal empedans tekniginin kullanilmasi sonucu tekrarlanabilir sonuglar
elde edilmistir.

e Calismamizin son boliimiinde DNA-Aflatoksin etkilesiminde aflatoksin derisiminin
etkisi icin DNA-BSA modifiye PGE degisen derisimlerde aflatoksin By, B,, G; ve
G, ile etkilestirilmis ve empedimetrik olarak incelenmistir. ARct degerlerine
karsilik aflatoksin derigimleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edilmis,
her bir grafik icin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Aflatoksin derisimi
artisiyla ARct degerinde dogrusal olarak artiglar gézlenmistir. Bu sonuglara gore
DNA biyosensorii ile aflatoksinlerin DNA’ya baglanma yetenegi kullanilarak
aflatoksin miktarin1 saptamak miimkiin olabilmistir. Sonraki calismalarda bu
yontem ile diger yontemlerin karsilastirmasi yapilarak aflatoksin miktar tayini igin
bu yontemin rutin analizlerde kullanilabilirliginin arastirilmasi ¢alismaya daha fazla
deger kazandiracagi kanaatindeyiz.

¢ Aflatoksinlerin canli metabolizmasi i¢in zararl etkileri bilinmektedir. Bu ¢alisma
aflatoksinlerin DNA ile etkilestigini gostermektedir. Bu etkilesim sonucunda da

hiicre islevinin olumsuz yonde etkilenmesi de beklenen bir durum olacaktir.
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e Sonug olarak, DNA biyosensori ile aflatoksinlerin etkilesimi ile elde edilen bu

sonuglarin sensor teknolojilerine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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