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OZET

ERITROMISININ ELEKTROKIMYASAL DAVRANISLARININ DNA
BiYOSENSORLERI ILE INCELENMESI

Fatma BUDAK
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Ana Bilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Giiltekin GOKCE

2020,77 sayfa

Eritromisin, akciger, bogaz ve kulaktaki bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi
etmek icin kullanilan bir makrolid antibiyotiktir. Bu tez baslica eritromisinin tek ve ¢ift
sarmal calf thymus DNA ile etkilesim ozelliklerini igerir. YOntem olarak doniisiimlii
voltametri, kare dalga voltametrisi, diferansiyel puls voltametrisi ve elektrokimyasal
empedans spektroskopisi kullanilmigtir. Calismada sirasiyla kalem grafit elektrotlarin aktive
edilmesi, aktif elektrot yiizeyine DNA probunun tutturulmasi ve DNA’nin eritromisin ile
etkilesiminin voltametrik ve impedimetrik olarak incelenmesi ve sonuglarin istatistiksel
verilerle agiklanmasi basamaklart yer almaktadir. Tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA'nin kati
elektrot ylizeyinde eritromisin ile etkilesim Ozellikleri voltametrik olarak guanin bazinin
yiikseltgenme sinyallerinde ve impedimetrik olarak da yiik aktarim direnglerinde meydana
gelen degisimlerden yararlanilarak degerlendirilmistir. Calismada indikator elektrot olarak
kalem grafit elektrot (PGE); referans elektrot olarak Ag/AgCl ve kars1 elektrot olarak platin

tel kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Eritromisin, Kalem grafit elektrot, Tek sarmal DNA, Diferansiyel Puls
Voltametrisi, Kare Dalga VVoltametrisi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ELECTROCHEMICAL BEHAVIOR OF ERYTHROMYCIN BY
THE DNA BIOSENSORS

Fatma BUDAK
Master Thesis
Departmen of Analitical Chemistry
Supervisor Assistant :Prof. Dr. Giiltekin GOKCE
2020,77 pages

Erythromycin is a macrolide antibiotic used to treat infections caused by bacteria in the lung,
throat and ear. This thesis mainly includes the interaction properties of erythromycin with
single and double stranded calf thymus DNA. Cyclic voltammetry, square wave voltammetry,
differential pulse voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy were used as
methods. In the study, the steps of activating the pencil graphite electrodes, attaching the
DNA probe to the active electrode surface and examining the interaction of DNA with
erythromycin voltametrically and impedimetrically and explaining the results with statistical
data are included. The interaction properties of single-stranded and double-stranded DNA
with erythromycin on the solid electrode surface were evaluated using the changes in the
oxidation signals of the guanine base voltammetrically and the charge transfer resistances
impedimetrically. In this study, pencil graphite electrode (PGE) as indicator electrode; Ag /

AgCl as the reference electrode and platinum wired as the counter electrode were used.

Keywords: Erythromycin, Pencil graphite electrode, Single-stranded DNA, Differential Pulse

Voltammetry, Square Wave Voltammetry
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BOLUM 1

1. GIRIS

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Elektrokimyasal algilayici sistemler (sensorler) 6zellikle analitik kimya olmak tizere;
biyoloji, tip, kimya, fizik, biyokimya, miihendislik vb. pek ¢ok bilim dalinin bilgilerinden
faydalanip yararlanarak birgok uygulama alani bulmus ve c¢alismamizin temelini
olusturmustur. Elektrokimyasal algilayici sistemler IUPAC tarafindan “Iyonlara secici ya da
kimyasal bilesiklere tersinir bir sekilde cevap veren ve konsantrasyona bagimli elektriksel
sinyaller olusturan kii¢iiltiilmiis cihazlar” olarak tanimlanmustir [1].

Biyosensorler, biyolojik olay1 algilayan islenebilir bir sinyale doniistiiren analitik aletlerdir
[2]. Elektrokimyasal algilayici sistemlerin yapisina DNA, enzim, antikor, hiicre vb. gibi
biyolojik maddelerin eklenmesiyle meydana gelen sensorlere biyosensorler denir. Biyosensor
kelimesi “biyo” (biyolojik kokenli) ve “sensor” (algilayict) gibi iki ayr1 kelimeden meydana
gelen nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks aletlerdir [3]. Bu aletler son yillarda hayati
kolaylastirmak acisinda biiyiikk 6nem tasimaktadir. Analizi yapilacak maddelerin biyolojik
sinyallerini elektriksel sinyallere doniistiiren analitik aletler biyosensorlerdir. Biyosensorler
elektrokimyasal ve biyokimyasal olmak iizere iki dOniistiiriicii sistemden olusurlar.
Biyokimyasal kismi analiz yapilacak maddeyle etkilesime girip maddeyi tanirken,
elektrokimyasal kismi ise bu analiz sonucunu anlamli sayisal verilere doniistiirtir.

Canlilar yasadiklar1 ortamdaki ¢evre ile viicutlarinda sahip olduklar1 kimyasal ve fiziksel
biyolojik sensérler aracilifiyla iletisim kurmaktadirlar. Ornegin duyu organlari sayesinde
duyabilir, konusabilir, koklayabilir, dokunabilir, gorebilir veya tadabilirler. Yani canli viicudu
kendi basina bir biyolojik sensor 6zelligine sahiptir ve biyosensorlerin en iyi 6rnegidir. Bu
nedenledir ki biyolojik sensorler canlilari ilgilendiren biitiin alanlarda kullanilmaktadir.

Nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlar olan biyosensorler, bir diger ifadeyle
biyolojik kokenli algilayicilar olarak ifade edilir. Bir biyosensoér tanima elementi, sinyal
cevirici ve amplifiye edici elementten meydana gelir.

Biyosensorlerde biyolojik madde olarak Deoksiriboniikleik asit (DNA)’nin kullanildigi
aletlere DNA biyosensorleri yani Genosensorler olarak adlandirilir [4]. DNA yapisinda
Guanin, Adenin, Timin, Sitozin bazlarindan olusur ve bilinen bir oligoniikleotid dizisi

bulunmaktadir. Bu yapilar DNA biyosensoriinde ligand olarak kullanilir. Ve son yillarda



DNA biyosensorlerine ilgi olduk¢a fazlalasmistir. Bu biyosensorlere, DNA hedefli
maddelerin veya bazi ilaglarin DNA’ya olan etkilerinin ortaya c¢ikarilmasinda ve bu
maddelerin toksik etkilerinin belirlenmesinde, mutasyonlarinin tayinlerinde veya maddelerin
etkilesim mekanizmasinda kullanilabilirler [4,5].

DNA biyosensorleri kalitsal ve bulagici hastaliklarin ortaya ¢ikarilmasinda hizli sonuglar
almada olanak saglamaktadir. Bu sekilde, DNA ile etkilesime girerek ona zarar veren
maddelerin saptanmasini da saglar.

DNA kimyasal maddelerle ve ilag molekiilleriyle etkilesim gerceklestirmektedir. Bu
etkilesimde gelistirilen yontemlerle incelenmesi; ilag tasarimi ve tayinine yonelik yeni yontem
gelistirme agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle bu durum anti kanser etkisi tastyan
ilag molekiillerinde DNA ile etkilesmesinden dolay: giivenilir ve hizli sekilde ortaya konmasi
ve ilag gelistirme konusunda oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir [6-8].

Elektrokimyasal tayin sonunda ilag ve DNA etkilesmesinde sinyallerde bir artis ya da
azalma olayr goriilmektedir. DNA’nin ilag molekiilleriyle etkilesmesi ve bu etkilesimi
biyosensorlerle incelenmesi, ilag tayinine ve yeni ilag tiretilmesine yonelik ¢alismalarda yeni
yontemler ortaya ¢ikarmistir. Bu acidan elektrokimyasal DNA biyosensorleri oldukg¢a hizli,
basit ve hassas analiz yapabilen yontemler arasinda yer almistir [9]. DNA da ki hasar1 bulmak
icinde en Onemlisi anti kanser ilaglardan ve tehlikeli maddelerden kaynaklanan hasari
bulmada kullanilan hassas, giivenilir ve hizli yontemleri gelistirmek i¢in pek ¢ok caligma
yapilmaktadir. DNA ile ila¢ etkilesimlerini ortaya g¢ikarmak igin elektrokimyasal DNA
biyosensor ¢alismalari yapilmaktadir [10-12].

Pek cok sentetik ilag DNA ile etkilesime girmektedir ve boylelikle karmasik yapilar
meydana getirir. Baz1 antibiyotikler DNA bazciflerinin aralarina yerlesmesiyle olusan iiriine
duyarli olan elektrokimyasal biyosensorler ortaya ¢ikmistir. Antibiyotik ile DNA
etkilesiminin elektrokimyasal tayininde agiga ¢ikan sinyaldeki artma ya da azalma meydana
gelir. Burada elde ettigimiz sinyaldeki artma ya da azalma sonucuna gore etkilesimin ne
yonde oldugu agiklanir [13].

Calismalarin tiirtine gére DNA-madde etkilesmesinin sonucunda elde edilen madde
yanitlarina veya DNA’daki adenin ve guanin bazlarinin sinyallerinde azalma ya da artmaya
gore elektrokimyasal tayinler ortaya ¢cikmaktadir. DNA ile kansere direngli ilaglarla etkilesimi
anlamamiza yarayan biyosensorler elektrokimyasal DNA biyosensdrleridir. Bu biyosensorler
DNA-ilag ya da DNA-DNA etkilesimlerinden ortaya ¢ikan elektrokimyasal sinyalleri

gozlemlemek, olusan karmasik yapilart anlamak, baglanma sabiti, ilacin hangi noktaya



baglandig1 bolgenin yapisit ve ilacin etkilesimi sirasinda agiga c¢ikan serbest radikallerin
gozlenmesi ve belirlenmesine katki saglar.

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri uygulama yontemleri bakimindan karmasik ve daha
fazla ekipmana gerek duyulmamasi nedeniyle basit, kolay, ucuz ve diger yontemlere kiyasla
daha hizli, se¢imli ve az miktarda madde ile 6l¢iim yapmaya olanak saglamaktadir.

Simdiye kadar yapilmis birgok ilag-DNA etkilesimine yonelik ¢alisma vardir. interkalator
ajan olan deoksorubin ve anti kanserin, baglanmadan kaynaklanan DNA konformasyonel
yapisinda gergeklestirdigi degisimleri Fojta incelemistir [14]. Anti kanser ila¢ olan
karboplatini DNA modifiye elektrot kullanarak tedavi goren over(yumurtalik) kanseri
kanlarinda tayin Orne8ini Bret ve arkadaslari gerceklestirmistir. Bu ilacin diistik
konsantrasyonlar da guanin bazina kiyasla adenin baziyla daha ¢ok etkilesim gergeklestirdigi
ortaya konulmustur [15].

Serum, seker, kan ve viicut sivilart vb. biyolojik orneklerde kendine ait DNA dizisi
bulunmasi biyomedikal agisindan 6nemli bir alan olusturmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde
genetik ve bulasici hastaliklarin  saptanmasinda DNA  biyosensorleri  biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Deoksiriboniikleik asit (DNA), hiicrelerin gelismesi ve farklilasmasini, genetik
stireclerin mekanizmasini anlamak icin olduk¢a 6nem tasimaktadir. DNA’y1 hedefleyen
farmakolojik aktiviteye sahip ilaglarin DNA replikasyonunu etkiler ve boylelikle de

proteinlerin transkripsiyon ve sentez islemlerine miidahale eder [16,17].

1.2. Arastirmanin Amaci:

Bu tez calismasinda tasarimi yapilan elektrokimyasal DNA biyosensorii ile DNA-
antibiyotik etkilesim o6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Tek sarmal ve ¢ift sarmal
DNA’nin ERT ile olan etkilesimleri ayr1 ayr1 incelenerek hangi tiirlin tanima ylizeyi olarak
kullanilmasinda daha etkin olacagi gosterilecektir. ERT-DNA etkilesimi 6zelliklerinin
aydinlatilmasinda gerek tek sarmal ve gerekse ¢ift sarmal DNA i¢in DPV ve EIS teknikleri ile
bagimsiz paralel deneyler yapilarak s6z konusu tekniklerin iistiinliikleri bulunan tayin sinirlar
esas alinarak karsilastirilacaktir. Elektrokimyasal DNA biyosensorii tasarimlarinda kullanilan
platin, altin, karbon pasta, camsi karbon gibi indikatdr elektrotlarin maliyetleri oldukca
yiiksektir. Bu caligmadaki hedeflerden biri de indikator elektrot olarak kullanilan PGE’nin
diger elektrotlara gore tasariminin ¢ok basit, maliyetinin ¢ok diisiik ve duyarliginin da oldukca

yiiksek oldugunun kanitlanmasi olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Elektrokimya
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Sekil 2. 1 Elektrokimyasal Biyosensor Diizenegi

Maddelerin elektriksel davraniglarini, elektrik enerjisiyle kimyasal olaylari arasindaki
iliskiyi inceleyen bilim dalina elektrokimya adi verilir. Elektrokimyasal tepkimelerin
gerceklesebilmesi icin uygun sistemin olusturulmasi gereklidir. Indirgenme ve yiikseltgenme
tepkimelerinin yani redoks tepkimelerinin bir arada yiridigi elektron aktarimi olan
tepkimelerde ve elektrokimyasal hiicre adi verilen bir diizenekte meydana gelir. Bu
elektrokimyasal hiicre icerisine analizi yapilacak olan maddeyi igeren ¢ozelti konularak, ikili
veya liclii elektrot siteminden olusan maddenin kimyasal doniisiimiiniin gerceklestigi elektrot
sistemi ve bu sistemi birbirine baglayan bir dis ¢evirici kullanilarak olusturulur. En ¢ok ii¢lii
elektrot sistemi kullanilir. Uclii elektrot sistemi calisma elektrotu, referans elektrotu ve
yardimct elektrottan meydana gelmektedir.

2.1.1. Elektrokimyasal tabakalar

Elektroanalitik yontemler maddelerin elektrokimyasal durumlarinin analiz islemlerinde
kullanilan yoOntemlerdir. Elektroanalitik yontemler, maddelerin ara ylizeylerindeki yik
akisinin  adsorpsiyon ve derecesi, kiitle aktarim hizlarini, sitokiyometrisi, kimyasal
tepkimelerin denge sabitleri ve hizlar gibi bilgileri sunar. Diger analiz yontemlerine oranla

elektroanalitik yontemler {istiinliige sahiptirler. Bunlardan birincisi, elektrokimyasal 6lglimler



elemente, molekiile ya da tepkime sonucunda meydana gelen iirline 6zel yiikseltgenme
basamagi i¢in spesifiktir. Ikincisi ise kullanilan aletlerin ucuz olmasidir [18-20].

Bu yontemlerle analiz edilecek maddenin ¢ok diisiik tayin diizeylerine kadar olgiim
yapilabilir. Kullanilan aletlerin diger yontemlerde kullanilan aletlere kiyasla yiliksek hassasiyet
ve duyarliliklari, kullanim kolayligi, ucuz maliyetli olmasi, hizli ve dogru yanit alimi, elde
edilen elektrokimyasal dl¢timlerin pek ¢ogu bir elementin veya molekiiliin 6zel yiikseltgenme
basamag1 icin secici yani spesifik olmasi bu elektroanalitik yontemlerin bize sundugu
avantajlardan bazilaridir.

Elektrokimyasal yontemlerde, elektrot-cozelti sistemine elektriksel etki uygulanarak
sistemin verdigi yanit dl¢iiliir. Bu yontemlerin hepsinde akim, potansiyel ve zaman kavramlari
yer alir. Bu yontemlerle yapilan elektroanalitik dl¢timlerde, iki gesit dl¢tim vardir. Bunlardan
birincisi belli bir potansiyel araliginin belirlenip bu aralikta tarama yapilmasi sonucu olusan
akimin 6lgiilmesi, ikincisi ise akimin sifir ya da ¢ok diisiik oldugu potansiyellerde 6l¢iildiigi
Ol¢iimlerdir.

Elektrokimyasal ol¢timler esnasinda elektrot yiizeyi ile analit ¢ozelti arasinda kiitle aktarim
durumuna bagli heterojen tabakalar meydana gelir [21]. Bu elektrokimyasal tabakalarin

olusumu sekil 2.2°de verilmistir.

-—— ---—-—-—-————- —= Durgun C&zeltinin Nernst Diflizyon Tabakasi
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Sekil 2. 2 Elektrot yiizeyinde olusan tabaka semasi



Nernst difiizyon_tabakasi. Elektrot ylizeyine uzakligi & cm olan laminer akisin hizi elektrot

ile s1v1 arasindaki siirtinmeden kaynakli sifira yaklasir. Bundan kaynaklida elektrot etrafinda

durgun, ince bir ¢ozelti tabakasi meydana gelir.

Laminer akis bolgesi: Diizgiin paralel yonde sivi1 tabakalari elektrot yiizeyinde birbiri tizerine
kayarlar. Yilizeye yaklasildiginda laminer akis meydana gelir.

Tiirbiilent akis tabakasi: Cozelti yigininda olusur.

Sekil 2.2°de gosterilen bolgelerden birinci bolgede ¢ozelti Tiirbililent ve laminer akis
bolgelerinin meydana getirdigi ¢ozeltiden olusan ve buradaki kiitle aktarimi karistirict
tarafindan olusan iletimle saglanir. Ikinci bolgede ise elektrot yiizeyinde meydana gelen y
kalinligindaki Nernst difiizyon tabakasini meydana getirir. Bu durgun difiizyon tabakasi
icinde kiitle aktarimi, ayn1 karistirilmayan ¢ozeltilerdeki gibi yalnizca difiizyonla meydana

gelir [22].

2.1.2.Elektrokimyasal Olayda Kiitle Aktarim Yollar:

Elektrolitte bulunan herhangi bir tanecigin tasinabilme durumu igin,
elektrolitteki tanecige bir kuvvetin etki etmesi gerekmektedir. Bu etki eden
kuvvet elektriksel, mekanik veya kimyasal yonde bir kuvvet olmalidir [23].

Elektrokimyasal bir hiicrenin c¢alismasi durumunda maddenin elektrot
yiizeyine aktarimi {i¢ farkli sekilde gergeklesmektedir [24]. Elektrot yiizeyine
aktarim yollar1 su sekildedir:

Gog: Elektriksel alanin etkisiyle meydana gelen yiiklii pargaciklarin
aktariminin gergeklesmesi yoludur. Bu olaya migrasyonda denir.

Difiizyon: Maddelerin az yogun ortamdan ¢ok yogun ortama ge¢gme olayina
denir. Bu olayda derisim farkindan kaynakli meydana gelen kimyasal kuvvetin
olusturdugu kiitle aktarim yoludur.

Konveksiyon: Indirgenebilen ve vyiikseltgenebilen maddelerin ¢ozelti
icerisinde meydana getirdigi titresme ve karigtirma sonucunda meydana gelen
kiitle aktarim yoludur.

Bu yollardan bir veya birka¢i deneysel olaylarin durumuna gore
kullanilabilirler.

2.1.3. Voltametri
Voltametri ¢alisma elektrotunun veya indikatoriin polarize edildigi kosullarda uygulanan

potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin dl¢iilmesinden meydana gelen elektro analitik bir
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yontemdir. Bu yontemde olusturulan grafige voltamogram denir [25]. Bu yontemlerde bazi
durumlarda potansiyel degeri sabit tutularak ya da istenilen duruma gore degistirilerek madde
miktarina gore olusan akim miktarina bakilir. Uygulanan potansiyelin sinirlar1 kullanilan
caligma elektrotuna, ¢oziiciiye ve elektrolitin tiirtine bagl olarak degisebilir.

Voltametri yonteminde hiicre igerisine alani kii¢iik olan mikro c¢alisma elektrotuyla
karsilastirma elektrotu arasina uygulanan ve degeri zamanla farklilastirilan potansiyele karsi
hiicrede ¢alisma elektrotu ile karsit elektrot arasinda meydana gelen akim 6l¢iiliir. Voltametri
yonteminde deneyler ii¢ elektrotlu sistemle yapilir.
2.1.2.1.Voltametride kullanmilan uyarma sinyalleri:

Voltametri de kullanilan elektrotlara ve elektrokimyasal hiicreye bagli olarak bir uyarma
sinyali uygulanir. Voltametri de dort yontem uygulanir. Bu yontemler kare dalga, diferansiyel

puls, iicgen dalga ve dogrusal taramalidir.

. Voltametrinin
isim Dalga Sekli tipl

(a) Dogrusal POLAROGRAFI

taramall
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Zaman —
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Sekil 2. 3 Voltametride kullanilan yontemlerde potansiyel uyarma sinyalleri



2.1.2.2.Voltametri de Kullamlan Elektrotlar
2.1.2.3.Referans Elektrotlar

Elektrokimyasal islemler esnasinda potansiyeli dis etkenlerden etkilenmeyen, sabit duran
ve calisilan ¢6zeltinin bilesimine duyarsiz olan elektrotlardir [26]. Referans elektrotlarin belli
bir 6zellige sahip olmasi gerekmektedir [27,28]. Bu ozellikler:

e Potansiyeli sabit kalmali

e Kolay ve hizli hazirlanabilmeli

e Tekrarlanabilir olmali

e Polarize edilmemeli

e Kiicilik akimlarda bile potansiyeli sabit kalmali

Referans yani karsilastirma elektrotlar1 kendi igerisinde cesitlere ayrilir. Bunlar su
sekildedir:

Kalomel Elektrot

Kalomel (Hg2Cly) elektrotun hazirlanmasi ¢ok kolay oldugu i¢in deneysel ¢aligmalara
kolaylik saglar ve bu nedenle yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolay hazirlanmasina ragmen
kullanimt biitiin sistemlerde yatkin degildir. Sicaklik degisiminden etkilenirler.

Giimiis—Giimiis Kloriir Referans Elektrot

Glumiis giimiis elektrotlar1 olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu elektrotlar doygun
kalomel elektrota gore elektrota oranla ¢ok yiiksek sicakliklarda kullanimi tercih edilir.
Glimiis (Ag) iyonlar1 civa(I)(Hg) iyonlarina oranla daha az sayida analiz edilecek maddeyle
reaksiyon gergeklestirirler.

Giimis yapida bir telin, elektrolitik yontemden hareketle AgCI ile kaplanarak CI" iyonu
bulunduran ¢ozeltiye daldirilmasiyla glimiis-glimiis kloriir referans elektrotu olusturulur.

Glimiis-glimiis kloriir elektrotunun reaksiyonu AgCl + e < Ag + Cl bu sekilde
gerceklesir. Doygun KCI ¢ozeltisi kullanildiginda 25 °C’ de standart hidrojen elektroda
oranla potansiyeli +0,222 V’dur.

Standart hidrojen elektrot (SHE)

Bu elektrotlarin hazirlanmasi zor oldugu icin hizli ve pratik calismalarda diger referans
elektrotlar daha cok tercih edilir. Genellikle standart hidrojen elektrotun potansiyel degeri tiim
sicakliklarda sifir volt olarak alinir. Hidrojen gaz elektrotlar, pH tayinlerinde indikator
elektrot olarak yaygin bir kullanima sahiptir [29].

Bir elektrotun standart potansiyelini belirlemek icin potansiyel degeri sifir olarak kabul
edilen Standart Hidrojen Elektrot kullanilarak belirlenir.



Civa — civa (D) siilfat referans elektrot

Siilfat iyonlarmin aktifligi ile potansiyeli belirlenir. Genel olarak doygun kalomel elektrota

benzer. Tepkimesi su sekildedir:

Hg,S0y, + 2e” = 2Hgy,, + 505

2.1.2.4.Calisma Elektrotlar:

Bu tip elektrotlar yapisinda civa, altin, bizmut, platin, karbon bazli kat1 elektrotlar ve bu
elektrotlar modifiye olarak sayilirlar. Bunlarin zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen,
yiizeyinde analitin yiikseltgenip-indirgendigi mikro elektrotlardir. Kullanilan bu tip
elektrotlarin potansiyel calisma araliklar1 birbirinden farklidir ve bu araligin tespiti ¢ok
onemlidir. Bu aralig1 saptamak ¢oziiciiye, elektrot tiiriine, kullanilan elektrolit tiiriine ve pH’a
bagl olarak degismektedir [30].

Calisma elektrotlar1 yapilar1 geregi cesitlere ayrilmaktadir. Bunlar su sekildedir:

Karbon esash elektrotlar:

Potansiyel araligi bakimindan olduk¢a genis bir araliga sahip olduklarindan ve maliyet
bakimindan da diisiik olmasindan kaynakli elektrokimyasal analizlerde ¢ok sik tercih
edilmektedir [31]. Karbon esash elektrotlarda kendi igerisinde camsi karbon elektrot (GCE),
kalem grafit elektrot (PGE), karbon pasta elektrot (CPE) ve perde baskili karbon elektrot
(SPCE) olarak ayrilmaktadir [32].
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Sekil 2. 4 Karbona dayal elektrot cesitleri. (A) Karbon pastasi elektrodu (CPE), (B) kalem
grafit elektrot (PGE), (C) perde baskili elektrot (SPE), (D) Camsi1 karbon elektrot (GCE) [33].

Karbon Pastast Elektrotu (CPE):

Karbon pasta elektrot (CPE), maliyet bakimindan ucuz olmasi, diisiik artik akimlar
meydana getirmesi, ylizey yenilenmesinin basit olmasi sebebiyle yaygin olarak kullanim
olanagi saglamaktadir. CPE i¢in baglayict madde, bromonaftalen, mineral, parafin ve silikon
yaglart kullanilir. Pasta bilesiminin en biiyiik etkisi elektrot aktivitesinedir [34].

Camsi Karbon Elektrot (GCE):

Camsi karbon elektrot (GCE), ¢ok iyi mekanik ve elektriksel ozelliklere sahiptir. Genis
potansiyel araligmma sahip olmasi, kimyasal reaksiyonlara girmemesi ve tekrarlanabilir
ylizeyler saglamasi sebebiyle yaygin kullanilmaktadir. Bu elektrotlar fenol / formaldehit
polimerlerinin veya poliakrilonitrilin 1000°C - 3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona
ugramasi sonucunda olusur. Bunlarin yan1 sira GCE yiizeyinin fiziksel dayanikliligi oldukca
yiiksektir.

Perde baskili karbon(grafit) elektrotlar(SCPE):

Perde baskili elektrotlar tek kullanimliktir ve maliyet bakimdan ucuz degildir. Buna
ragmen son yillarda yapilan ¢aligmalar da yaygin bir sekilde kullanim alanina sahip olmustur.

Kullanim alanlarindan biri olaraktan biyosensor teknolojisinin gelecegi olan DNA mikrogip
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teknolojisi i¢in uygulanabilirligi bakimindan oldukga basarili sonucglar veren perde baskili
karbon elektrotlar gelecegin elektrotlar1 olarak ortaya konmaktadir [35,36].

Kalem Grafit Elektrot (PGE):

Kalem grafit elektrot (PGE) maliyetinin olduk¢a ucuz olmasi, ¢ok diisiik tayin siniri
olmasi, tekrarlanabilirliginin olduk¢a iyi olmasi ve tek kullanimlik olmasi nedeniyle
kullanimlar1 her giin artmaktadir [37].

Civa Elektrot:

Bu elektrotlar elektrokimyasal analizlerde daha yaygmn kullanilmaktadir. Negatif
potansiyel sinirmin ¢ok yiiksek olmasi ve civanin kolayca yiikseltgenebilirligi kullanimini
artirmaktadir. Kullaniminin zahmetli olmasinin nedeni civanin toksik bir madde olmasidir.

2.1.2.4. Karsit elektrot

Karsit elektrotlara yardimei elektrotta denir. Uglii elektrot sisteminde kullanilir ve
caligmada elektrotun polarizasyon potansiyelinin 6l¢iimiinde yapilan hatayr engellemek icin
kullanilir. Civa havuzu ya da platin tel karsit elektrot olarak kullanilir.

2.1.3. Voltamogramlar

Voltamogram uygulanan potansiyele kars1 6l¢limii yapilan akim arasinda ¢izilen egrilerdir.
Dogrusal taramali voltamogramlar ¢ogunlukla sigmoidal ( S seklinde ) egriler seklindedir. Bu
egriler voltametrik dalgalar olarak bilinirler. Net belirgin artistan sonraki sabit akim
sinir(limit) akim (is) olarak adlandirilir. Clinkii bu akim, analizi yapilacak maddenin kiitle
aktarim islemiyle elektrot ylizeyine tasinma hiziyla sinirhidir. Analizi yapilacak maddenin
konsantrasyonu ile sinir akimlart dogru orantilidir. Bundan kaynakli aralarindaki baglanti su

sekildedir:

is: kCA

Bu formiilde;

Is: sinir akim

Ca: analit konsantrasyonu

k:sabit

Kantitatif dogrusal taramali voltametri bu iliskiye baglidir [38].

Yari-dalga potansiyeli, olusan smir akimmin yarisina esit olan potansiyeldir. Ei

gosterilmektedir ve bu potansiyel derisimden bagimsizdir. Hidrodinamik Voltametri, ¢ozelti
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veya elektrotun siirekli hareket halinde oldugu dogrusal taramali voltametridir. Polarografi,
damlayan civa elektrotunun kullanildig: voltametridir.

Elektrot sistemine potansiyel uygulandigi zaman ortaya iki akim ¢ikar. Bunlar faradayik
akim ve kapasitif akimdir.

1-Kapasitif akim (ic):

Elektrotun elektrolit ¢ozeltisi igerisine batirilmasi ve negatif yiiklenmesi sonucu
cozeltideki pozitif yiikler elektroda dogru cekilirler. Bu durumda ara yiizeyde gerilim farki
olusur. Zit isaretli yiiklerin ara yiizeyin her iki tarafinda birikmesi sonucunda bu bdlgede
elektriksel ¢ift tabaka meydana gelir. Olusan c¢ift tabaka, kapasitor gibi davranir. Bu
kapasitorii yiikklemek i¢in ortamda yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa da bir
akim meydana gelir. Burada olusan akim reaksiyondan bagimsiz olarak meydana gelir ve bu
akim Kapasitif akim denir.

Olusan akim ne kadar diisiik olursa o kadar dogru olgiim yapilir. Kapasitif akim fon
akimin meydana gelmesine yol agan etkenlerden biridir.

2-Faradayik akim (if):

Elektrot ile ¢ozelti arasindaki ylizeyde akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan birinde
yiikseltgenme reaksiyonlari meydana gelirken digerinde indirgenme reaksiyonu meydana
gelir. Bu sekilde de elektrotlarin dogrudan aktarim ile akim iletilir. Bu akima faradayik akim

denir.

i=ip+i,

Bu formiile gore if azalirsa duyarlilik artar.

2.1.4. Voltametrik Teknikler

2.1.4.1. Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii voltametri, Giglii elektrot sistemi ve durgun bir sistemle g¢alisma yapilir.
Dontigtimlii voltametri (CV) hizli taramali voltametriye benzetilmektedir ancak potansiyel
tarama islemi dongiiseldir. Potansiyelin fonksiyon olarak 6l¢iildiigii 6nemli ve yaygin olarak
kullanilan elektroanalitik yontemdir. Bu yontem siirekli degisen potansiyel degerine karsilik
gelen belli bir araliktaki akimin degisimini 6lger. Analizi yapilacak maddenin yiikseltgenmesi

ve indirgenmesi voltamogram da gézlenmektedir.
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[Ik basta taramanm yonii, numune bilesimine bagl olarak pozitif veya negatif yonde
olabilir. Cevrim siiresi genellikle 1 ms ya da daha kisa siireden 100 s ya da daha uzun siire
araliginda olur. Bu yontem kullanilarak olusan voltamogramlarin ayrintili  sekilde
incelenmesiyle, bir sistemin hangi potansiyellerde ve ka¢ adimda yiikseltgenip indirgendigi,
elektrokimyasal agidan tersinir olup olmadigini, elektrot reaksiyonunun bir ¢ozelti reaksiyonu
ile birlikte gidip gitmedigini, yiikseltgenme veya indirgenme iriinlerinin kararli halde olup
olmadigimi ve elektrot reaksiyonunda rol oynayan maddelerin yiizeye tutunup tutunmadigini
kolayca anlamak miimkiindiir [39,40].

2.1.4.2. Diferansiyel Puls Voltametri:

Tayin sinirmin disiiriilmesi i¢in voltametrik calismalarda kullanilan yontemlerden birisi
de diferansiyel puls voltametrisidir. Bu yontem pek ¢ok elektroaktif tiiriin eser miktariin
tayininde ¢ogunlukla kullanilir. Diferansiyel puls voltametrisinde akim, pulstan once ve
pulsun sonuna dogru iki defa dl¢iimii yapilarak bunlarin farki sinyal olarak kaydedilir [41].

Bir analite ait yar1 dalga potansiyeli;

Ep = E12— AE/2 formiiliinden hesaplanir.

AE: puls genligi

Bu yontemde potansiyelin ve puls genliginin ¢ok iyi secilmis olmasi duyarliligi arttirir.
Pek cok durumda 50 mV’luk potansiyel farkiyla pikler birbirinden ayirt edilebilir. Bu
yontemin ayirt ediciligi yiiksek olan duyarlilik sinirt 107-10% M’dir. Duyarlihgimin yiiksek
olmasinin sebebi; calismanin faradayik akiminin yiiksek kapasitif akiminin ise diisiik oldugu

zamanda yapilmasindan kaynaklanir. Analitin derisimiyle pik akimlart dogru orantilidir.
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Sekil 2.5. Diferansiyel puls voltametrisi 6rnegi

2.1.4.3. Dogrusal Taramal Voltametri

Uyarma sinyali dogru akim potansiyelinin zamanla dogrusal olarak arttirilmasiyla
meydana gelir. Potansiyele gore elde edilen akim voltamogramlarda incelenir. Bu yontemde
pik maksimumlar1 elde edebilmek i¢in yar1 dalga potansiyel farki minimum 0,2 V olmalidir.
Dogrusal taramali voltametrinin genellikle potansiyel tarama hizi 5-20 mVsaraliginda ve
voltamogramlar sigmoidal egrisi seklindedir.

2.1.4.4. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi son derece duyarli ve hizli yontemdir. Bu yontemde akimlar arasi
fark (Ai); iki farkli sekilde hesaplanir. Bunlar; birincisi potansiyelindeki akimdan, ikincisi ise
potansiyelindeki akim degeri ¢ikarilarak hesaplama yapilir. Tersinir bir indirgenme
tepkimesinde pulsun boyutu, ileri tarama esnasinda elde edilen iiriiniin geri tarama sirasinda
yiikseltgenmesini yetecek kadar biiyiikliiktedir. Bu yontemde akimlar arasindaki fark arttikga
derisimlerde artar bundan dolay1 derisimle akim dogru orantilidir. ileri pulsla katodik akim
(i1), geri pulsla da anodik akim(i2) meydana gelir.

2.1.4.5. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi elektrokimyasal tepkimelerin olustugu durumlarda ytik
transfer degerleri hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica sivi /katt ara yiizeylerin
karakterizasyonu i¢in kullanilan bir elektrokimyasal metot olan EIS, bu ara yiizeylerin

dielektrik ozellikleri hakkinda bilgi vermektedir [39]. Elektrokimyasal hiicre igerisinde
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potansiyelin zamana bagh siniizoidal degisiminde olusan alternatif akima kars1 direng olusur.
“V = |. Z” formiiliinde potansiyel (V) ve alternatif akim (I) zamana gore degismektedir. Bu
formiilde Z ise empedansi gostermektedir. Burada olusan diren¢ ve empedansin birimi

Ohm(Q)‘dur. Empedans (Z) su sekilde hesaplanir:

Z=E,/I,

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi verileri Nyquist ve Bode egrileri ile bulunur
[42]. Bu yontemde Ol¢iim yapilirken tiglii elektrot sistemi kullanilir. Ve hiicre igerisinde
redoks probu ¢ozeltisi kullanilir. Bu ¢ozelti genel olarak Ferri/ferrosiyaniir igeren redoks
¢ozeltisidir.

EIS, iki bilesenden olusur. Bu bilesenler gergek ve zahiridir.

7=7-j2”’ (i=\-1)
Z = empedans
7’ = gercek empedans,

7>’ = zahiri empedans

Bu bilesenler gercek empedansin x, zahiri empedansin y ekseni iizerinde oldugu grafik

Nyquist egrisi olarak bulunurlar [43].
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Sekil 2. 5 Elektrokimyasal hiicrede impedimetrik dlgiimde olusan Nyquist egrisi

Sekil 2.6’da gosterilen Nyquist egrisinde, yapilan oOlgiimiin ilk asamasinda yiiksek
frekanslara sahip olusan ¢ozelti direnci (Rs),bu direnci takip eden yarim daire elektrota
transfer edilen yiike karst meydana gelen direng (Rct) ve diisiik frekanslarda olusan lineer
bolgedeyse Warburg Empedans: (Rw) sekilde gosterilmektedir. Kapasitans, sistemin yiik
depolama ozelligidir. Bu yontemle belirlenen frekans araligiyla empedans taramasi
gergeklestirilmektedir. Burada elektrot yilizeyinde olusan olaylarin incelenmesinde Rct
degerinde meydana gelen degisimler yorumlanir.

Bu yontem yiizey kaplama, hiz sabitleri ve baglanma sabitleri gibi biyolojik molekiillerin
birbiriyle etkilesimlerinin karakterizasyonu hakkinda bilgi verir. Ayrica glinlimiizde oldukca

yaygin yontem olmaktadir [44].
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2.2. Biyosensor

Biyosensoriin Yapisi
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Sekil 2. 6 Biyosensoriin yapisi

“Biyo” ve “sensor” kelimelerinin birlesimiyle biyosensor olusmaktadir. Burada “biyo”
biyolojik kokenli oldugunu, “sensor” kelimesi ise algilayici yapida oldugunu belirtmektedir.
Biyosensorler i¢ ice gecmis biri kimyasal digeriyse elektrokimyasal olan iki ceviriciden
meydana gelir. Bir biyokimyasal ¢evirici analizi yapilacak maddeyle etkilesime girerek onu
tanimay1 saglar. Bu etkilesimle meydana gelen madde (biyokimyasal {iriin) elektrokimyasal
ceviriciyle okunabilir sayisal degere gevrilir. Buna dayanarak biyosensorler kantitatif ve
kalitatif analizi gerceklestiren kompleks cihazlardir. Veyahut biyosensorler yani
biyoalgilayicilar i¢in yapilarinda biyolojik bir algilayici igeren ve bir fizikokimyasal
donistiriiciiyle birlestirilmis analitik aygitlardir [45,46].

Biyoloji, tip, fizik, miihendislik, kimya, elektronik gibi bir¢cok bilim dallarinda bilgi
birikiminden ¢oklu bir anlayis cercevesinden faydalanilarak ve biyolojik bilesenlerin ya da
sistemlerin se¢imlilik ozellikleriyle modern elektronik yontemlerin iglem 6zelliklerinin

birlesmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlara biyosensdrler denir.
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Sekil 2. 7 Biyonsensor doniisiim yapisi

Biyosensorler, esneklik ve arttirilmis algilama hiz1 gibi 6zellikleri bakimindan diger tayin
yontemlerine gore pek ¢ok avantaja sahiptirler.

2.2.1.Bir biyosensor de olmasi gereken ozellikler

Kullamm Omrii: Bir biyosensoriin dmriinii simirlayan en 6nemli etken biyolojik
algilayici katmanin aktivitesinin azalmasidir. Buna gore bir biyosensoriin kullanim &mriiniin
uzun olmasi gerekmektedir. Kullanim omrii biyosensoriin tekrarlanabilirlik, stabilite,
kalibrasyon sikligini ve diger parametreleri de olumsuz olarak etkilemektedir.

Kalibrasyon: Bir biyosensoriin olabildigince az kalibrasyona ya da kalibrasyona hig
ihtiya¢ duymamas1 beklenmektedir. Fakat biyosensorler calistiklar siire boyunca kalibre
edilmeye oldukga ihtiya¢ duyarlar.

Secicilik: En 6nemli parametrelerden biridir. Analizi yapilacak maddenin 6rnekte varlig
tespit edilmis ve diger maddelerden ayrimini yapmak i¢in yapilan iglemdir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni kosullar altinda ard arda yapilan Olgiimlerin kesinligi igin
yapilan islemlerdir. Yapilan Ol¢limlerin birbirine yakin olmasi beklenir. Buna gore
tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensor uygulamasi da o kadar iyi oldugu soylenebilir.

Stabilite: Kullanilan elektrotlarin stabil olmasi gerekmektedir. Elektrotlarin stabilitesi
yani kararli olmas1 biyolojik malzemenin dayanikliligina, pH, nem, 1s1, oksijen derisimi gibi
fiziksel etkenlere baglidir.

Genis Olciim Arah@i: Analizi yapilacak madde belli bir derisim araligina sahiptir. Bu
araliktan az ya da fazla olursa dl¢lim sonug vermeyebilir.

Yiiksek Duyarhhik: Biyosensor baglanmis biyolojik maddenin yalnizca belirli maddelere

kars1 duyarli olmalidir.
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Tayin Simiri: Tayin siniri, analitin yapilacak islemdeki en kiiglik derisimidir. Elektrot
yiizey alanmin biiyiikliigli, maddenin miktar1 ve maddenin duyarliligi tayin smirmi etkileyen
etkenlerdir.

Hizh Cevap Zamani: Elde edilen akim-zaman grafiginden elektrotun cevap zamani
hakkinda bilgi edinilebilir. Olusan grafikteki egrilerde basamaklar1 dar ise cevap zamaninin
hizli, genis ise yavag oldugunu gostermektedir. Kullandigimiz biyosensoriin cevap arliginin
hizli olmas1 gerekmektedir.

Basitlik ve ucuzluk: Bir biyosensoriin kullanimi kolay ve ucuz olmalidir.

Kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensoriin tasarim agisindan bu 6zellik ¢ok

onemlidir. Ideal bir biyosensor kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilir olmas1 gerekmektedir.

2.3. Biyosensor Tasariminda Kullanilan Molekiiller ve Yapilari:

2.3.1. Niikleik Asitler ve DNA:
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Sekil 2. 8 DNA-RNA gosterimi

Nesilden nesile genetik bilgilerin aktarildigi, tasindigr ve korundugu makro molekiiller
niikleik asit denir. Niikleik asitlerin yap1 tasina niikleotid denmektedir. Niikleik asitler iki
tiptedir. Bunlar : deoksiribozniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) dir.

Niikleotidlerin bir araya gelmesiyle niikleik asitler olusur. Niikleotidin yapisinda piirin
bazi veya pirimidin bazi, seker grubu ve fosfat grubu bulunur. Niikleotidler igerisinde
bulundurdugu azotlu baza gore isimlendirilirler. Azotlu bazlar ise kendi igerisinde piirin ve

pirimidin olarak ayrilmaktadir. Piirin bazlari; adenin(A) ve guanin(G), pirimidin bazlari ise
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sitozin(S), timin(T) ve urasil(U)’dir. Yalniz pirimidin bazi olan urasil(U) sadece RNA’da
bulunur. Bes karbonlu seker ve fosfat grubu igermektedirler. DNA ve RNA birbirinden ayiran
Ozelliklerden bir tanesi de igerdikleri bes karbonlu sekerdeki bir oksijen atomunun eksik
olmasidir.

Niikleik asitler belli bir diizene gore dizilirler. Bu dizilise gore belirli tiir ve sayidaki
niikleotidlerin 3'-5' fosfodiester baglariyla baglanma gergeklestirerek poliniikleotid zincirli
birincil(primer) yapilardan olusur. DNA ve RNA’nin kovalent yapisin1 fosfodiester baglari
meydana getirmektedir. Niikleik asitlerin yapilarindaki sekere gore DNA(deoksiriboniikleik
asit) ya da RNA(riboniikleik asit) isimlendirilirler [47,48].
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Sekil 2. 9 (a)Piirin ve Pirimidin Bazlar1 Yapisi ve (b) RNA-DNA gosterimi

DNA, canlilardaki biyolojik islemlerin sifresini tasiyan genleri olusturur. Boylelikle
genetik bilgiyi tasir. Hiicrelerin ihtiyaci olan maddelerin iiretilmesi i¢in gerekli bilgiler DNA
da bulunur. Ayrica DNA’da bakteri ve virlis gibi canli yapilarda bulunur. Hiicrelerin DNA’s1
kimyasal olarak kopyalanabilmektedir. Canli organizmalar genetik bilgilerin transkripsiyon ve

replikasyon yoluyla enzim ve proteinlerin biyolojik acidan sentezini saglamaktadir.
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DNA’daki piirin ve pirimidin bazlar1 birbirine hidrojen baglariyla tutunmaktadir. Bu
bazlar su sekilde tutunur:

e Adenin-Timin bazlar1 ikili bag

e Guanin-Sitozin bazlar ti¢lii bag yaparlar.

Bazlarin aralarinda bulunan hidrojen baglart zayif bag oldugundan DNA’nin 1s1
gormesiyle ¢ift sarmal yapisi tahrip olarak ikiye ayrilir. Buna da denatiirasyon denir. Fakat
DNA ¢ift sarmal yapisina uygun kosullar altinda tekrar donebilir. Buna ise renatiirasyon
denir.

DNA’da bulunan bazlar arasindaki hidrojen baglari DNA molekiiliindeki iki zinciri bir
arada tutarlar. Cift zincirli DNA molekiiliinde bazlar sarmal i¢ kisminda, fosfat ve seker grubu

ise dis kisminda bulunurlar. Sarmalin dis kismi hidrofilik, i¢ kismi ise hidrofobik yapidadir.
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Sekil 2. 10 DNA Molekiiliiniin Cift Zincirli Yapisi

DNA ve RNA da yani niikleotidlerde fosfat ve seker grubu aynidir. Aralarindaki fark ise
icerisinde bulundurduklar1 bazlarin farkli olmasidir. DNA’da pirimidin bazlarin sayisi fazladir
ancak en fazla timin (T) ve sitozin (C) bazlar1 bulunur. Piirin baz1 olarak sadece adenin (A) ve
guanin (G) olarak iki ¢esittir. Icerisinde bulundurdugu bazlara gére DNA ve RNA
niikleotidleri adlandirilirlar. Yapilarinda bulunan bilesiklerin birbiri arasinda kurdugu bag
kendilerine 6zgiindiir. Yani, seker grubu C— 1’ atomu ile azotlu baz ile kimyasal bag kurar.
Piirin bazlar1 ise N-9 atomu ile seker grubuna kovalent olarak baglanirlar. Pirimidin bazlar

ise sekerde bulunan C-1 atomu ile N-1 atomu bag kurarlar [49].
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DNA’nin ¢ift sarmal seklindeki yapisi James D. Watson ve Francis H. Crick tarafindan
1953 yilinda bulunmustur. DNA’nin yapisinda bulunan biitiin niikleotidlerindeki seker ve
fosfat gruplari1 aynmidir. DNA’da hiicre boliinmesinin  hazirliklart esnasinda  kendini
kopyalayabilmesi ve kromozomlarinin ikiye boliinmesi i¢in bir kopyasini olusturmaktadir. Ve
bu olaya da duplikasyon denilmektedir. DNA’nin diger bir goérevi ise RNA’ya bilgi
aktarmaktir. RNA’ya aktardigi bilgi ribozomlarda protein sentezin de ve enzim gibi

bilesenlerinde sentezinde kullanilir. Ve bu olaya da transkripsiyon denilmektedir.

2.3.2. interkalasyon

DNA’daki baz ciftleri arasina yerleserek giiclii bir baglanma olay1 gergeklesir. Bu olaya
Interkalasyon denir [50,51]. Bu olayda DNA baz ciftleri arasina yerlesen maddeler diizlemsel
bir halka sistemine sahiptir. Iki baz ¢ifti arasmna interkalatoriin girmesi icin baz ¢iftlerinin
arasinin acilmasi gerekir. Bunun icinde DNA sarmal yapisinin normalin tersi yonde kivrilarak
gevsemesi gerekir. Boylelikle transkripsiyon engellenir, zehirlenme ve mutasyon olay1 olusur.
Bundan kaynakli da DNA interkalatorleri genellikle kanserojendir.

Interkalasyon maddenin yapisina gore doniisiimlii veya doniisiimsiiz olarak gerceklesir
[52]. Interkalasyon olay1 esnasinda DNA’da zincir kirilmas1 gerceklesir. Bu kirilma olay1 da
DNA senteziyle DNA’ya bagimli olan RNA sentezini bozmaktadir. Buna sebep olan

maddeler Topoizomeraz(l1) enzimini inhibe ederler [53].

Sekil 2. 11 interkalasyon gdsterimi



2.3.3. DNA Hakkinda Kullanilan Terimler

Prob: Etiketli ya da etiketsiz yapida, melezlesme teknikleriyle tamamlayici hedef dizileri
saptamak i¢in kullanilan baz dizisi belli olan oligoniikleotit.

Sentez: Olusan yeni DNA’da yeni zincirin uzamasi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR): Onceden belirlenmis bir primer ¢ifti tarafindan ¢ift
sarmallt DNA’nin laboratuvar ortaminda sentezlenmesi islemi.

Oligoniikleotit: Pek ¢ok bazin bir araya gelmesiyle olusur.

Diniikleotitler: Bazlardan iki tanesinin yan yana gelmesiyle olusur.

Triniikleotitler: Bazlardan ii¢ tanesinin yan yana gelmesiyle olusur.

Hedef dizi (Target): Prob dizisine karsilik gelen oligoniikleotit.

Tekrarlayan oligoniikleotitler: Polimer icindeki tekrarlayan oligoniikleotitler,
tekrarlayan bazlari ifade eder. Tekrar eden bazlara ise baz sayisina gére mononiikleotite poly
(A), diniikleotite poly (AT), triniikleotite poly (GAT) 6rnek olarak verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: 5’- 3°polaritesine sahip ve noktayla ayrilarak ifade
edilen baz ciftlerinden olusan polimerlerdir.

Baz cifti: Iki bazin bir araya gelmesiyle olusur. Ornegin bu ciftler su sekilde A-T ya da G-
C baz ciftleri olusur.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch): Bir baz1 ya da birden fazla bazi hedef dizisindekinden
farkl1 olan oligoniikleotittir.

Rastgele dizi (Non complementary): Hedef olarak belirlenen baz dizisinden tamamen

farkli bir baz dizilimine sahip oligoniikleotittir.

2.4. Genosensorler (DNA Biyosensorleri )

Gilinlimiizde gelismekte olan ve yogun ilgi goren DNA biyosensorleri algilayici biyolojik
madde olarak niikleik asitleri kullanirlar. Bu biyosensorlerde tanima yiizeyi olarak DNA
kullanilmaktadir ve bu nedenle DNA biyosensorleri veya Genosensorler denilmektedir.
Analizlerde yaygin kullanilan DNA biyosensorleri spesifik, secimli, analitik, pratik, duyarl,
maliyeti diisiik, hizli ve tekrarlanabilir olmasi gibi 6zelliklere sahiptir [54].

DNA biyosensorleri gelecek igin yeni boyutlar kazandiracak ve analizlerde 6nemli rol
oynayacaktir. Bu biyosensorler ayrica elektrokimyasal biyosensorler arasina da girmektedir
[55].

DNA ile diger maddeler arasinda gergeklesen etkilesim; hastalik teshisinde, mutasyonlarin
analizinde, tipta, c¢evreyle alakali arastirmalarda, ila¢ etki ~mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda, toksik madde analizinde vb. pek ¢ok alanda arastirma yapilmaktadir [56].
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Elektrokimyasal DNA biyosensoérleri ii¢ asamada tasarlanir. Bu asamalar:

e Immobilizasyon (Probun tutturulmasi)

e Hedef diziyle hibridizasyon

o lsaretlemesiz veya isaretlemeye dayali tekniklerin  kullanimiyla tayinin
gergeklestirilmesi.

DNA biyosensorlerinde elektrot yilizeyine DNA’nin saglam bir sekilde tutturulmasi
gerekmektedir. Bu da su ti¢ teknikle gergeklesir:

* Kovalent baglanma,

»  Adsorbsiyon,

* Elektrostatik baglanma

Giintimiizde DNA biyosensorleri biyolojik silah tayininde, kalitsal ve bulasici hastaliklarin
tanisinda sik kullanilmaktadir. Bakteri, parazit, mantar ve viriis kokenli hastaliklarin

saptanmasinda kullanilmaktadir.

2.4.1. DNA - Ilac Etkilesiminin Elektrokimyasal DNA Biyosensérlerle algilanmasi:

DNA-ilag etkilesiminin incelenmesinde en yaygin kullanilan yontem DNA biyosensorleri
olmaktadir. DNA’da bulunan ve elektroaktif baz olan guanin/adenin bazlarinin sinyali
iizerinden veya analiz edilecek maddenin elektrokimyasal sinyali iizerinden faydalanarak
gergeklestirilir. Burada alman sinyallerdeki degisimlere gore ise DNA-ilag etkilesimi
hakkinda yorum yapilir [57]. Ilaglarm DNA ile etkilesmesiyle ilgili gesitli etkilesim tiirleri
vardir. Bunlar:

v’ Elektrostatik baglanma

v Interkalasyon

v’ Capraz baglanmadir.

Hedef molekiil ya da ilag ve DNA arasindaki etkilesim, bu bilesiklerin hizli bir sekilde
gorlintiillenmesi ve aygitlarin gelistirilmesi i¢in oldukca oOnemlidir. DNA-ilag etkilesimi
tayinlerinde elektrokimyasal biyosensorlerle;

v" DNA’daki guanin veya adenin sinyalinde

v" DNA ile etkilesen ilacin yaydigi kendi sinyalinde olusan artma veya azalma ile birgok
tayin yapilabilmektedir.

Analiz edilecek maddelerin DNA ile etkilesimleri su sekilde olur;

v DNA g¢ift sarmal yapisinda bulunan kiigiik ve biiyiik oluklara baglanmasiyla,

v' Madde, 3'-5' fosfat omurgasina elektrostatik olacak sekilde baglanmasiyla, niikleik
asidi negatif yiikli ¢eker
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v DNA’nin baz ciftleri arasina girerek Interkalasyon yapmasi seklinde siniflandirilabilir.

Literatirde DNA-ila¢ etkilesimine dayali bircok yayin bulunmaktadir. Bu yayinlarda
genel olarak yeni sentezlenecek maddelerin DNA hedefli ilacin sentezi gergeklestirilirken, bu
maddelerin etkilesimlerinin hizli ve etkin sekilde olmasi beklenmektedir. Bunlarin yani sira
cevresel atiklarin, kimyasal maddelerin DNA ile etkilesimlerinin bulunmasi ve bu maddelerin
insanlardaki olumlu-olumsuz etkilerinin arastirilmasi agisindan énemlidir.

DNA-ilag etkilesiminden sonra asama asama deney yapilir. Bu asamalar elektrot
yiizeninin yikanmasi, voltametri kullanilarak elektrokimyasal lgiimlerin yapilmasi ve alinan
sinyallerin ayni olup olmadig1 karsilastirilmasina bakilir. Ayrica DNA-ilag etkilesiminin
oncesi ve sonrast i¢in ilag ve DNA’nin daha 6nceden alinmis sinyallerindeki artis veya azalma
durumu da incelenir.

Calisma sirasinda iizerinde ¢alisilan maddenin; DNA ile etkilesmesinden sonra madde
sinyalinin ya da DNA’daki bir bazin sinyalinde olusan artma ya da azalma sonucu etkilesimi
yorumlanabilir. ilag-DNA etkilesimini incelemek icin elektrokimyasal biyosensérler
kullanilarak tayin yapilir. Bu tayin sirasinda ilag-DNA etkilesimi Oncesi ve sonrasi ilag
sinyalindeki ya da DNA’daki elektroaktif bazlardan Guanin ve Adenin sinyalindeki degisim
Ol¢iiliir. Yapilan dlglimlerde meydana gelen degisime gore etkilesim hakkinda yorum yapilir
[58].

Anti kanser ilaglarin bazilarinda DNA ile yaptigi etkilesimlerde farkli yontemlerle
incelenmesinin yani sira, son yillarda yapilan elektrokimyasal yontemlere dayali tayinlerin
kullanilmast DNA biyosensorlerinin(Genosensorler) 6nemini arttirmaktadir [59-61].

Hibridizasyon indikatorii olarak DNA kullanildiginda DNA’daki bazlarla (en ¢ok Guanin
ile) etkilesim sagliyor. Hibridizasyon indikatorii olarak kullanilan madde DNA’nin
bazlarindan biriyle (6zellikle Guanin) etkilesiyor olabilir. Sekil 2.13.’de belirtildigi gibi;
ssDNA ’da goriilen sinyali (bazlarin agikta olmasi nedeniyle), hibridizasyondan sonra
meydana gelen dsDNA ’da (bazlar kapali oldugundan) goriilen madde sinyalindeki oranla
oldukga yiiksektir [62].
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Tek iplikcik DNA (prob) Cift iplikcik DNA (prob)
( ELEKTROT ) ( ELEKTROT ]

bir hibridizasyon S
indikator ile etkilesim

/ \ Elektrokimyasal A
T

DNA bazlanyla etkilesen l

T Sinyal

Gerilim (V) Gerilim (V)

Sekil 2. 12. DNA bazlartyla etkilesen hibridizasyon indikatorti ile DNA dizi algilanmasi

PGE yiizeyine immobilize edilen tek sarmal (ssDNA) Prob diziye ait guanin sinyallerinin
verdigi elektrokimyasal cevapla Probun komplementeriyle birlesimiyle olusan ¢ift sarmal
DNA’ya (dsDNA) ait guanin sinyallerinden alinan elektrokimyasal cevap arasindaki
farklilagsma sekil 2.14’de gosterilmistir [62].

Tek iplikgik DNA (prob) Cift iplikgik DNA (prob)
5 ELEKTROT 5 g ELEKTROT 3

Guanin yiikseltgenme

sinyali
| I R —
1T
1.00 105 1.10 115 1.00 106 1.10 1.15
Gerilim (V) Gerilim {\V)

Sekil 2. 13 DNA dizi algilama yontemi
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Sekil 2. 14 DNA’da Guanin baz yiikseltgenmesi

Tautomeri
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N

N
HN |

H

o

voltametrisi

azalma

o Elektrokimyasal x = = s "
Ilag S Y Ilag sinyali DNA sinyali Kullanmilan elektrot Kaynaklar
Yontem
Adsorptif Transfer interkalasyon
Doksorubisin Siyirma Alternatif Akim sebebiyle sinyalde - Asil civa damla elektrodu 96
Voltametrisi azalma
Kronopotansiyom etrik interkalasyon Guanin sinyalinde frerde baslali karbian
& e 2 e elektrot, Karbon pastas:
Daunomisin Siyirma analizi, sebebiyle sinyalde herhangi bir - 119
k! - - P elektrodu, Donen disk
DénUsumli voltametri azalma degisiklik yok.
elektrot
Donusumla voltam etri Asit ile aktive edilmis . Z z .
Mitomisin C Vi tametrisi | Mitomisin C sinyalinde Guanin 5“"5’“"""‘3 Asili owa damia elekirodu, 71, 82
are dalga voltametnsi azalma azaima Perde baskili karbon elektrot
Lo i = Guanin ve adenin
Diferansiyel Puls Dénusumsuz ve pH'a b i
e e azina ait
Mitoksantron voltam etrisi, bagh bir ilag spesifik bir Camsi karbon elektrot, 9, 32
Dénlusumla voltam etri, elektroksidasyonu F{k'l Karbon pastasi elektrodu *
Kare dalga voltametrisi sézkonusudur. _SIasms
gézlenmemistir.
Exametazin Potansiyometrik
Eenotyasin S |rmayanalizi interkalasyon Guanin sinyalinde
Klorpromazin ! y sebebiyle sinyalde ¥ Karbon pastasi elektrodu 120
Ti 2 = Diferansiyel Puls azalma
iyoridazin il artis
voltametrisi
Proklorperazin
DMA'ya capraz
Diferansiyel puls baglanmasi 41
Karboplatin voltam etrisi sebebiyle, Adenin Camsi karbon elektrot
sinyalinde artis
Donlistim U voltam etri Interkalasyon
e < " . . 2 = Karbon pastas| elektrodu,
Epirubisin Diferansiyel puls sebebiyle sinyalde - Camsi karbon elektrot 28, 128

Tablo 1: DNA biyosensorleri kullanilarak DNA hedefli bazi maddelerin ve anti kanser

ilaglarin DNA ile etkilesmesinde kullanilan yontemler [37].
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Kimyasal Grup
Bagl DNA (prob)

Algilayici Yiizeyine Tutturma
Sekli

Elektrot Tipi

Au, perde baskih Au, Au

ylzeye)

Tiyol (-SH) Dogrudan e
nanopartikil kapli elektrot
Dolayl (Merkaptoalkil ve A de baskil Au A
u, perde baskili Au, Au
Amin (-NH,) kovalent bag kimyasali kapli - - '
. L nanopartikil kapl elektrot
ylizey Uzerine)
. Dolayli (kovalent bag kimyasali
Amin (-NH,) . Karbon, perde baskili karbon
kaph ylzeye)
Au, perde baskih Au, Au
L . Dogrudan (streptavidin  kaph nanopartikil kaph elektrot,
Biyotin (-Bio)

Karbon,perde baskili karbon,
manyetik boncuklar.

Tablo 2: Kovalent baglanmayla DNA biyonsensorii yontemleri
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Kullanilan Aletler

Yapilan 6l¢iimler ve deney esnasinda kullanilan biitiin alet ve donanimlar;

Ag/AgCl referans elektrodu

Manyetik karistiric1 (AGE Velp)

Duyarli Terazi (precisa XB 220A)

pH-metre (BWTW Inolab pH 720)

v' Kalem grafit elektrot (¢alisma elektrodu) (0,5 mm Rotring Kalem 0,5, Tombow HB

v
v
v
v

model)
v" Yardimeci elektrot (Platin tel)
Ses Titresimli Temizleyici (Bandelin Sonorex)
Manyetik Karistirict (ARE 2-Velp ve elektro-mag)
Vortex (Velp Scientifica)
Potansiyostat; p-AUTOLAB TYPE III (FRA 2 modiillii- Chemie, Hollanda)

D N N NN

N

. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Eritromisin(Sigma)

Potasyum Di Hidrojen Fosfat (KH2PO.)
Potasyum Bi fosfat(K:HPO.)
Hidroklorik asit (HCI, Merck, %37)
Asetik asit (Merck, %99-100)
Potasyum ferri siyaniir (Ks[Fe(CN)s])
Potasyum Ferro Siyaniir (K4[Fe(CN)e])
Potasyum Kloriir (KCl)

Tris hidroklorik asit (Sigma)

Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)
Sodyum klortir(NaCl, Merck)

Buzagi timus bezinden elde edilen tek ve ¢ift sarmal DNA (ssDNA- dsDNA, Sigma)

A N N NN Y U U U U N N

Deney caligsmalar1 yapilirken deney ortami oda sartlarinda yapildi.(25,0+ 0,5 °C’). Ve

kullanilan su ultra saf su olarak kullanildu.

3.3.Eritromisin Hakkinda Genel Bilgi
Molekiil Agirhigi: 733,93 g/mol
Protein Baglama: %90
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Formiil:C37He7NO13
Acik Kimyasal Formiil:

Eritromisin  makrolit antibiyotiklerindendir. Anti mikrobik spektrumu penisiline
benzemesinden dolay1 genellikle penisiline alerjisi olan insanlarda kullanilir. Eritromisin
solunum yolu enfeksiyonlari, cilt enfeksiyonlar1, klamidya enfeksiyonlar1 ve 6zellikle frengi
de kullanilmaktadir. Geciken mide bosaltimlarini gelistirmek igin ve hamilelikte, yeni
doganlarda Grup B streptokoksik enfeksiyonlar1 6nlemek icin kullanilmaktadir. Cogunlukla
bakteriyostatik etki alanina sahiptirler. Bu nedenle de bakteriye gore protein yapimini
azaltarak caligir.

Eritromisin 1952°de ilk kez izole edilmistir. Bu antibiyotik saccharopolyspora erythraea
bakteri tiirinden {iretilmektedir. Eritromisinin miidahale alani protein sentezidir. Bunu,
bakteri ribozomlarmin 50S alt-linitelerine baglanarak olusturur. Cogunlukla bakteriyostatik

etki alanina sahiptir. Fakat anaerob bakterilerine kars1 davranisi etkisizdir.

3.4. Deneyde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Tampon cozeltilerin hazirlanmasi:
Biitiin tampon ¢ozeltilerin hazirlanisinda ultra saf su kullanildi. Bu hazirlanan tampon

¢oOzeltileri cam siselere konularak buzdolabinda saklandi.
0,5 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH 4,8; ABS):

Olgiimlerde kullanmlmak icin hazirlanan asetat tampon ¢dzeltisi, 28,8 ml asetik asit aliip

saf su igerisine eklenir. Ve litresinde 0,5 mol CH3COOH igeren ¢6zelti igin pH 4,8 oluncaya
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kadar damla damla 0,1 M NaOH ¢6zeltisi ilave edilir. Burada iyonik siddeti dengede tutmak
icin 1,168 g NaCl tartilip eklenir.

0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH 7,4; PBS):

Olgiimlerde kullanilmak igin hazirlanan fosfat tampon ¢dzeltisi, litresinde 1,36 g
KH2P0O4(0,01 mol) ve 6,96 g KoHPO4(0,04 mol) tartilip saf su igerisinde konulur. 1,168 ¢
NaCl (0,02 mol) tartilir ve ¢ozelti igerisine eklenir.

Hazirlanan PBS pH degeri yaklasik 7,4’e ayarlanilir. pH ayarlamak igin gerekirse 0,1 M
NaOH ya da 0,1 M HCI ¢ozeltileri kullanilir.

0,02 M Tris HCI tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH 8,0; TBS):
Elimizde bulunan stok DNA c¢o6zeltilerini hazirlamak i¢in kullanilir. Litresinde 10 mmol

Trizma HCI ve 1 mmol EDTA bulunmaktadir.

Redoks Cozeltisinin Hazirlamisi

EIS olgiimleri i¢in molekiil agirligi 329,243 g olan K3Fe(CN)s’den 164,5 mg ve molekiil
agirlign 422,38g olan K4Fe(CN)e.3H20’dan 208,13 mg alinip redoks proplari igeren 200 mL
¢ozelti hazirlanir. Bu ¢ozeltinin iyonik siddetini sabit tutmak i¢in 1,49 g KCI eklenir. Bu

¢Ozelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.4.2 DNA Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Bu calismada Calf Thymus DNA kullanildi. Bu DNA buzagi timus bezinden elde edilir.
Calf Thymus DNA’nin hem tek sarmal DNA(ct ssDNA) hem de ¢ift sarmal DNA (ct dsSDNA)
seklinde ayr1 ayr1 hazirlandi.

Stok DNA ¢ozeltileri 1000 ppm olmak kosuluyla 0,02 M Tris-EDTA (pH 7,0) ile
hazirlanarak 20°C’de karanlik bir ortamda muhafaza edildi. Stok olarak hazirlanan DNA
cozeltilerinden istenilen derisimlerde 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) kullanilarak
hazirlandi. Fakat ssDNA deneye baslanmadan once 5 dk. kaynayan suda denatiire edildi.

Bunun amaci ise ssDNA’nin kendini eslemesini engellemektir.

3.5. Kullanilan Yontem
Tez calismasi kapsaminda yapilan biitiin elektrokimyasal deneylerde NOVA 2.1
yazilimini igeren p-AUTOLAB TYPE III (FRA 2 modiillii) Potansiyostat cihazi kullanildi.

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), doniisiimlii voltametri (CV), kare dalga voltametrisi
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(SWV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopi (EIS) yontemleri kullanilarak
elektrokimyasal deneyler yapildi. Deneylerde tiglii elektrot sistemi kullanildi. Bu {iglii elektrot
sisteminde yardimci elektrot olarak platin tel, ¢alisma elektrodu olarak tek kullanimlik kalem
grafit elektrot (PGE) ve referans elektrodu olarak ise Ag/AgCI referans elektrodu kullanildi.
Deneyde kullanilan elektrotlarin aktivasyonu, elektrot ylizeyinde DNA-analit etkilesimin
ve DNA’nin elektrot yiizeyine immobilizasyonunun incelenmesi basamaklarinda literatiirde

gecen yontemler kullanildi [63-65].

3.5.1 Kullanilan Elektrotlarin Deneye Hazirlanmasi:

e Tek kullanimlik grafit elektrot (PGE):

Deney esnasinda kullanilan kalem grafit elektrotlar (PGE), Tombow marka kalem
uclarinin 3 c¢cm boyunda kesilip hazirlanarak deney icin hazirlandi.[66]. Olgiim esnasinda
kalem uglar ¢ozelti igerisine 1,5 cm’lik boliimii batacak sekilde hiicre igerisine yerlestirildi.

Hazirlanan elektrotlarin ylizey aktivasyonunu yapmak icin 30 saniye boyunca +1,4 V

potansiyel uygulanir. Bu potansiyel uygulanirken hiicre i¢erisine ABS (pH 4,8) konuldu.

Potansivostat

Platin
karsit i N
elekiroi +

*'—b Cahsma elekirodu
\ I ‘ 3 cm 3 cm

AglbaC] grafit ug
/s

Referans
S o

elekirot

Tampon
ciozelti

|

1em

Sekil 3. 1 Kullanilan Deney Diizenegi

Bu calismada ERT'nin DNA ile etkilesim 6zelliklerinin incelenmesi esas alinmistir ancak
bu asamaya gecmeden 6nce ERT'nin tek basina aktif PGE ylizeyindeki elektrokimyasal
davraniglart da ayrica doniisiimlii voltametri (CV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) ile

incelenmistir.
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3.6. DNA’nin Aktive Edilmis PGE Yiizeyine tutturulmasi

3.6.1. ct dsDNA ve ct ssDNA PGE Yiizeyine Immobilizasyonunun Incelenmesi:

DNA’nin PGE yiizeyine tutturulmasinda adsorpsiyon yontemi kullanildi. Onceden aktive
edilmis PGE yiizeylerine DNA immobilizasyonu deneyleri ct SSDNA ve ct dsDNA i¢in ayr1
ayr1 yapildi.

3.6.1.1. DNA Immobilizasyonunda Uygun Etkilesim Siiresinin Incelenmesi:

ct dsDNA immobilizasyonunda aktive edilmis PGE’lerle vapilan siire optimizasyonu:

DPV yonteminde PGE’ler, aktive edilmis yiizeyleri ¢ozelti i¢cine girecek sekilde icerisine
0,05 M PBS’de hazirlanan 30 ppm ct dsDNA’dan 110 pL koyulan viallere daldirildi ve
adsorbsiyon yontemine gore degisik bekleme siirelerinde (5-10-15-30-40-50 dakika)
bekletildi. (DPV tekniginde kullanilan parametreler; Basamak potansiyeli: 0,025 V,
Modiilasyon siiresi: 0,05 s; Tarama hizi: 0,05 V/s). DPV tekniginden elde edilen
voltamogramlardaki guanin pik akiminda meydana gelen degisimlerden yararlanilarak en
uygun etkilesim siiresi bulundu. Tiim deneylerde 6lgme isleminden 6nce PGE’ler, etkilesim
cozeltinin ¢oziiciisine 3 s daldirilip ¢ikarilarak yikama islemi yapildi (arta kalan,
baglanmayan veya etkilesime girmeyen reaktifleri uzaklastirmak i¢in). DPV yontemindeki

olgtimler 0,5 M ABS (pH 4,8) ¢ozeltisinde gergeklestirildi.

EIS yonteminde deney basamaklar1 aktive edilmis PGE, PGE-DNA etkilesiminde siire ve
derisim optimizasyonu ve ERT-DNA etkilesiminin incelenmesinden olugmaktadir. Bu
dlgiimler 0,1 mol/L KCI igeren 2,5x10° M Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1/1) redoks
cozeltisinde alindi. Ct dsDNA immobilizasyonunda siire optimizasyonu i¢in 0,05 M PBS’de
hazirlanan 20 ppm sabit dSDNA derisimin de farkli adsorpsiyon siirelerinde (5-10-15-20-25-
30-40 dakika) empedans oOlgiimlerinden elde edilen Rct degerlerinden yararlanarak siire
optimizasyonu yapildi. Olgiimler 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans araliginda ve genlik 0,01 V olacak
sekilde, + 0,22 V’luk acik devre potansiyelinde ve Ag/AgCl referans elektroduna karsi

gerceklestirildi. Diger tiim empedans 6l¢iimlerinde ayni parametreler kullanildi.

ct ssDNA aktive edilmis PGE’ lerle yapilan immobilizasyonunda siire optimizasvonu:

Deney basamaklar1 aktive edilmis PGE ile DPV yonteminde, ssDNA immobilizasyonunun
slire optimizasyonu i¢in 0,05 M PBS’de hazirlanan 30 ppm sabit derisimde ct ssDNA farkli
adsorpsiyon siirelerinde (5-10-15-20-25-30-40 dakika) DPV ol¢timleri yapildi. DPV yontemi
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kullanilarak elde edilen voltamogramlarda olusan guanin pik akimindaki degisimlerden
faydalanilarak en uygun optimizasyon siiresi bulundu.

ct ssDNA immobilizasyonunda EIS yonteminde siire optimizasyonu yapilirken 0,05 M
PBS’de hazirlanan 30 ppm sabit derisimde ssDNA igin farkli adsorpsiyon siirelerinde (20-25-
30-35-40-45 dakika) EIS olgtimleri yapildi. Yapilan bu oOlglimlerde Rct degerlerinden

faydalanilarak siire optimizasyonu yapildi.

3.6.1.2.DNA Immobilizasyonunda PGE Yiizeyine Uygun Derisim Miktarinn
Incelenmesi:

ct dsDNA immobilizasyonunda aktive edilmis PGE’ lerle vapilan derisim

optimizasyonu:

Deney basamaklar1 aktive edilmis PGE icin DPV  yonteminde, dsDNA
immobilizasyonunun derisim optimizasyonu i¢in dnceden belirlenmis sabit bekleme siiresinde
farkli derisimlerde (5-10-15-20-25-30-40 ppm) DPV olgiimleri yapildi. DPV  yontemi
kullanilarak olusturulan voltamogramlarda guanin pik akimmin degisiminden faydalanilarak
en uygun optimizasyon derisimi bulundu.

ct dsDNA immobilizasyonunda EIS yodnteminde derisim optimizasyonu yapilirken
onceden belirlenen sabit bekleme siiresinde farkli derisimlerde (5-10-15-20-25-30-40 ppm)
bekletilerek Ol¢iim alindi. Yapilan bu 6lgiimlerde Rct degerlerinden faydalanilarak derisim

optimizasyonu yapildi.

ct ssDNA immobilizasyonunda aktive edilmis PGE’ lerle vapilan derisim

optimizasyonu:

Deney basamaklar1 aktive edilmis PGE i¢in DPV  yonteminde, ssDNA
immobilizasyonunun derisim optimizasyonu i¢in dnceden belirlenmis sabit bekleme siiresinde
farkl1 derisimlerde (5-10-15-20-25-30-40 ppm) DPV olgiimleri yapildi. DPV  yontemi
kullanilarak olusturulan voltamogramlarda guanin pik akimimnin degisiminden faydalanilarak
en uygun optimizasyon derigimi bulundu.

ct ssDNA immobilizasyonunda EIS yonteminde derisim optimizasyonu yapilirken
onceden belirlenen sabit bekleme siiresinde farkli derigimlerde (5-10-15-20-25-30-40 ppm)
bekletilerek ol¢lim alindi. Yapilan bu 6lctimlerde Rct degerlerinden faydalanilarak derisim

optimizasyonu yapildi.

3.6.2. DNA Immobilize Edilmis PGE’ lerle ERT-DNA Etkilesiminin Incelenmesi:
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Aktivasyon islemi yapilan PGE’lere optimum kosullarda ct DNA (ssDNA ve dsDNA)
immobilizasyonu yapildiktan sonra ct DNA modifiye PGE yiizeylerinde DNA-ERT

etkilesiminin incelenmesi i¢in deneyeler asagidaki gibi yapildi:

3.6.2.1.DNA Immobilize Edilmis PGE’ lerle ERT-DNA Etkilesiminde Uygun Etkilesim
Siiresinin incelenmesi:

ERT ile ct dsDNA immobilize edilmis PGE’lerin etkilesimi icin siire optimizasyonu:

DPV yonteminde, optimum kosullarda oOnceden ct dsDNA immobilizasyonu
gergeklestirilen PGE’ler, 0,05 M PBS ¢o6zeltisinde hazirlanan sabit derisimde ERT igeren 110
ul’ lik viallere daldirildi ve degisik etkilesim siirelerinde (2-5-10-15-20-25-30-40 dakika)
bekletildi ve sonra DPV ol¢iimlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki degisimden
yararlanarak siire optimizasyonu yapildi.

EIS yonteminde ki calismada ise optimum kosullarda ct dsDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde ERT igeren 110 pL’ lik viallere
daldirildi ve degisik adsorpsiyon siirelerinde (1-2-3-5-10-15-20-40 dakika) bekletildi ve
empedans 6lgiimleri alindi. Olgiimlerden elde edilen Rct degerlerinden yararlanarak siire

optimizasyonu yapildi.

ct ssDNA immobilize edilmis PGE’ler ile ERT etkilesimi icin siire optimizasyonu:

DPV yonteminde, optimum kosullarda oOnceden ct ssDNA immobilizasyonu
gerceklestirilen PGE’ler, 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde ERT iceren 110
ulL’lik viallere daldirildi ve degisik adsorpsiyon siirelerinde (2-5-10-15-20-25-30-40 dakika)
bekletildi ve sonra DPV o6l¢iimlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki degisimden
yararlanarak siire optimizasyonu yapildu.

EIS yontemindeki calismada ise optimum kosullarda ct ssDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde ERT igeren 110 pL’lik viallere
daldirildi ve degisik adsorpsiyon siirelerinde (1-2-3-5-10-15-20-40 dakika) bekletildi ve
empedans olgiimleri alindi. Olgiimlerden elde edilen Rct degerlerinden yararlanarak siire

optimizasyonu yapildi.

3.6.2.2. ERT-DNA- Etkilesiminde DNA Immobilize Edilmis PGE’ lerle Uygun
Derisimdeki ERT Miktarinin Incelenmesi:

ERT ile ct dsDNA immobilize edilmis PGE’lerin etkilesimi icin derisim

optimizasyonu:
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DPV yonteminde, optimum kosullarda oOnceden ct dsDNA immobilizasyonu
gerceklestirilen PGE’ler, 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanmis ERT igeren 110 uL’lik viallere
daldirildi ve sabit siirede degisik derisimlerdeki (2-5-10-15-20-25-30-40 ppm) ERT
cozeltilerinde bekletildi ve sonra DPV 6Gl¢iimlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki

degisimden yararlanarak kalibrasyon grafigi ¢izildi.

EIS yontemindeki calismada ise optimum kosullarda ct dsDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS c¢ozeltisinde hazirlanmis ERT iceren 110 uL’lik viallere daldirildi ve
sabit stirede degisik derisimlerdeki (0,1-0,5-1-2-5-10-15 ppm) ERT ¢ozeltilerinde bekletildi
ve empedans olgiimleri alindi. Olgiimlerden elde edilen Rct degerlerinden yararlanarak

kalibrasyon grafigi ¢izildi.

ERT ile c¢t ssDNA immobilize edilmis PGE’lerin etkilesimi icin derisim

optimizasyonu:

DPV yonteminde, optimum kosullarda oOnceden ct ssDNA immobilizasyonu
gergeklestirilen PGE’ler, 0,05 M PBS c¢ozeltisinde hazirlanmis ERT igeren 110 pL’ lik
viallere daldirildi ve sabit siirede degisik derisimlerdeki (2-5-10-15-20-25-30-40 ppm) ERT
cozeltilerinde bekletildi ve sonra DPV dl¢limlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki

degisimden yararlanarak kalibrasyon grafigi ¢izildi.

EIS yontemindeki calismada ise optimum kosullarda ct ssDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS cozeltisinde hazirlanmis ERT iceren 110 uL’lik viallere daldirildi ve
sabit siirede degisik derisimlerdeki (0,1-0,5-1-2-5-10-15 ppm) ERT ¢ozeltilerinde bekletildi
ve empedans olgiimleri alindi. Olgiimlerden elde edilen Rct degerlerinden yararlanarak

kalibrasyon grafigi ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. CV yontemi kullamlarak yapilan deneylere iliskin bulgular

Dontistimlii voltametri yontemi kullanilarak hiicre igerisine 0,05 M PBS ¢o6zeltisinde
hazirlanmis 102 M ERT konularak 50 mV/s tarama hizinda 6lciim alindi. Bu olgiim

sonucunda elde edilen doniisiimlii voltamogram Sekil.4.1°de gosterilmektedir.
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4E-04 -

AKIM [A)

2,E-04 -

-5,E-05 - 4
T T T 1

3.E04 55 0,3 0,3 13 18

POTANSIYEL (V]

Sekil 4. 1 10° M ERT'nin déniisiimlii voltamogram1

4.2. SWV yontemi kullamlarak yapilan deneylere iliskin bulgular

Kare dalga puls voltametrisi (SWV) yontemi kullanilarak da ERT'nin kati elektrot
ylizeyindeki davranislar1 incelendi. Bunun i¢in de PGE yiizeyine adsorbe edilen ERT'nin
adsorpsiyon siiresi ve ERT derisimi optimize edildi. SWV yontemi kullanilarak en uygun
adsorpsiyon siiresinin belirlenmesi i¢in PBS tamponunda hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki
ERT'nin, farkli siirelerde (1-5-10-15-20 dakika) voltamogramlari alindi. Bu ¢alisma
sonucunda optimum adsorpsiyon siiresi 15 dakika olarak belirlendi. Elde edilen voltamogram

ve histogram grafikleri Sekil.4.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 2 Eritromisinin PGE yiizeyine immobilizasyonu (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20
dakika farkli siirelerde etkilesim sonrasinda SWV teknigi ile yapilan 6l¢iim sonucu
voltamogramlar (A) histogramlar (B)

Eritromisinin SWV yontemi kullanilarak en uygun derisim calismast 15 dakika sabit
stirede farkli derigimlerde (10-15-25-30-40-50 ppm) deneyler yapildi. Bu ¢alisma sonucunda
optimum derigim miktart 40 ppm olarak belirlendi. Elde edilen voltamogram ve histogram

grafikleri Sekil 4.3’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 3 Eritromisinin PGE ylizeyine immobilizasyonu (a) 10 (b) 15 (¢) 25 (d) 30 (e) 40
(f) 50 ppm farkli derisimlerde etkilesim sonrasinda SWV teknigi ile yapilan 6l¢iim sonucu

voltamogramlar (A) histogramlar (B)

4.3. DPV yontemi kullanilarak yapilan deneylere iliskin bulgular

4.3.1. ct dsDNA ve ct ssDNA PGE yiizeyiyle immobilizasyonuna iliskin bulgular

4.3.1.1. ct dsDNA ve ct ssDNA PGE yiizeyiyle immobilizasyonunda en uygun
etkilesim siiresinin belirlenmesine iliskin bulgular

3.6.1.1.’de de aciklandig1 gibi ct dSDNA ve ct ssDNA i¢in deneyler yapilarak voltametrik

Olgtimler alindi.
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ct dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda etkilesim siireleri incelendiginde en
uygun etkilesim stiresinin 40 dakika oldugu goriildii. Elde edilen voltamogram ve histogram

grafikleri Sekil 4.4°de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 4 ct dsDNA’ nin PGE yiizeyine immobilizasyonu (a) 5 (b) 10 (c) 15 (d) 30 (e) 40
() 50 dakika farkli siirelerde etkilesim sonrasinda DPV teknigi ile dlgiilen guanin sinyallerini

gosteren voltamogramlar (A) histogramlar (B)
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ct ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda etkilesim siireleri incelendiginde en
uygun etkilesim siiresinin 30 dakika oldugu goriildii. Elde edilen voltamogram ve histogram

grafikleri Sekil 4.5’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 5 ct ssDNA’ nin PGE ylizeyine immobilizasyonu (a) 5 (b) 10 (¢) 15 (d) 20 (e) 30
(f) 40 dakika farkli siirelerde etkilesim sonrasinda DPV teknigi ile dl¢iilen guanin sinyallerini

gosteren voltamogramlar (A) histogramlar (B)

4.3.1.2. ct dsDNA ve ct ssDNA PGE yiizeyiyle immobilizasyonunda en uygun
etkilesim miktarinin belirlenmesine iliskin bulgular

3.6.1.1.’de de aciklandig1 gibi ct dSDNA ve ct ssDNA i¢in deneyler yapilarak voltametrik

Ol¢timler alindi.
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ct dsSDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda etkilesim derisimleri incelendiginde en
uygun etkilesim derisiminin 25 ppm oldugu goriildii. Elde edilen voltamogram ve histogram
grafikleri Sekil 4.6”da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 6 ct dsSDNA’ nin PGE yiizeyine immobilizasyonu (a) 5 (b) 10 (c) 15 (d) 20 (e) 25
(f) 30 ppm farkli derisimlerinde etkilesim sonrasinda DPV teknigi ile olgiilen guanin

sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) histogramlar (B)
ct ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda etkilesim derisimleri incelendiginde en

uygun etkilesim derisiminin 40 ppm oldugu goriildii. Elde edilen voltamogram ve histogram

grafikleri 4.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 7 ct ssDNA’ nin PGE yiizeyine immobilizasyonu (a) 5 (b) 10 (¢) 15 (d) 20 (e) 25
(f) 30 ppm farkli derisimlerinde etkilesim sonrasinda DPV teknigi ile olgiilen guanin

sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) histogramlar (B)

4.3.2 ERT-DNA etkilesimine iliskin bulgular

4.3.2.1. ERT-DNA etkilesiminde en uygun etkilesim siiresinin belirlenmesine iliskin
bulgular

Hem ct dsDNA hem de ct ssDNA i¢in yontem 3.6.1.1° de anlatildig1 gibi deneyler yapildi.

DPV yontemi ile ct dsDNA’nin PGE ylizeyine immobilizasyonu i¢in en uygun derisim 25
ppm ve en uygun etkilesim siiresi 40 dakika olarak bulunmustu. Bu kosullarda yiizeyine ct

dsDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 25 ppm sabit
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derisimdeki ERT ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile degisik siirelerde (2-5-
10-15-20-25-30 dakika) etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik dlglimler alindi.
Guanin ylikseltgenme sinyalinde meydana gelen degisimler incelendi ve optimum ERT-
dsDNA etkilesim siiresi 25 dakika olarak bulundu. Elde edilen voltamogram ile histogram

Sekil 4.8’te verilmistir.
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Sekil 4.8 ERT immobilizasyon ¢alismasinin yanita olan cevabi: ct dsSDNA ile immobilize
edilen PGE’ler ERT igerisinde (a) 2 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 (f) 25 (g) 30 dakikalarda
bekletilerek DPV teknigiyle guanin sinyallerini gosteren voltamogram (A) ve histogram (B)
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DPV yontemi ile ct ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu i¢in en uygun derisim 40
ppm ve en uygun etkilesim stiresi 30 dakika olarak bulunmustu. Bu kosullarda yiizeyine ct
ssDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7.4) hazirlanan 25 ppm sabit
derisimdeki ERT c¢ozeltisi (110 uL hacmindeki viallerde bulunan) ile degisik siirelerde (2-5-
10-15-20-25 dakika) etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik Ol¢iimler alindi.
Guanin ylikseltgenme sinyalinde meydana gelen degisimler incelendi ve optimum ERT-
ssDNA etkilesim siiresi 20 dakika olarak belirlendi. Buna gore olusan histogram ve

voltamogram grafikleri Sekil4.9’da verilmistir.
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Sekil 4. 9 ERT immobilizasyon ¢alismasinin yanita olan cevabi: ct SSDNA ile immobilize
edilen PGE’ler ERT icerisinde (a) 2 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 (f) 25 dakikalarda bekletilerek
DPV teknigiyle guanin sinyallerini gdsteren voltamogram (A) ve histogram (B)

4.3.2.2. ERT-DNA etkilesiminde en uygun etkilesim derisimlerinin belirlenmesine
iliskin bulgular

Hem ct dsSDNA hem de ct ssDNA i¢in yontem 3.6.1.1° de anlatildig1 gibi deneyler yapildi.

Optimum kosullarda dsDNA immobilize edilen PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4)
hazirlanan farkli derisimlerdeki (2-5-10-15-20-25-30 ppm) ERT ¢ozeltisi (110 uL hacmindeki
viallerde bulunan) ile 25 dakika sabit siirede etkilestirildi ve yikama igleminden sonra
voltametrik Ol¢limler alindi. Guanin yiikseltgenme sinyalinde meydana gelen degisimler
incelendi ve dsDNA ile etkilesen optimum ERT derisimi 25 ppm olarak bulundu (Sekil 4.10).
ERT derisimine bagli olarak guanin sinyalindeki degisimden yararlanarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi (Sekil 4.11) ve deneysel verilerden en diisiik tayin sinir1 1,698 ppm (S/N=3) olarak
hesaplandi.
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Sekil 4. 10 ERT derisim immobilizasyon ¢alismasinin yanita olan cevabi: ct dsDNA ile
immobilize edilen PGE’ler (a) 2 (b) 5 (¢) 10 (d) 15 (e) 20 (f) 25 (g) 30 (h) 40 ppm ERT
icerisinde bekletilerek DPV teknigiyle guanin sinyallerini gosteren voltamogram (A) ve

histogram (B)
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Sekil 4. 11 ERT-dsDNA etkilesimine ait kalibrasyon grafigi

ct ssDNA’nin DPV metoduyla PGE yiizeyine immobilizasyon c¢aligmasi sonucunda
ssDNA i¢in optimum kosullar 45 ppm 30 dakika olarak belirlenmisti. Optimum kosullarda
ssDNA immobilize edilen PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan farkli derisimlerdeki
(2-5-10-15-20-25 30 ppm) ERT g¢ozeltisi (110 puL hacmindeki viallerde bulunan) ile 20 dakika
optimum siirede etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik dlgtimler alindi. Guanin
yiikseltgenme sinyalinde meydana gelen degisimler incelendi ve ssDNA ile etkilesen
optimum ERT derisimi 20 ppm olarak bulundu (Sekil 4.12). ERT derisimine bagh olarak
guanin sinyalindeki degisimden yararlanarak cizilen kalibrasyon grafigi (Sekil 4.13) ve

deneysel verilerden en diislik tayin siir1 0,566 ppm (S/N=3) olarak hesaplandi.
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Sekil 4. 12 ERT derisim immobilizasyon ¢alismasinin yanita olan cevabi: ct ssDNA ile
immobilize edilen PGE’ler (a) 2 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 (f) 25 ERT igerisinde bekletilerek
DPV teknigiyle guanin sinyallerini gdsteren voltamogram (A) ve histogram (B)
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Sekil 4. 13 ERT-ssDNA etkilesimine ait kalibrasyon grafigi

4.4. ERT i¢in EIS yontemi kullanilarak yapilan deneylere iliskin bulgular

Bu yontemde PGE’ler onceki yontemde oldugu gibi 30 saniye 1,4 V potansiyel
uygulanarak voltametrik olarak aktive edildi; impedans Slgtimleri 1 M KCI destek elektrolit
¢ozeltisinde hazirlanan 2,5x10° M [Fe(CN)s]*"* karisim1 (1/1) igeren redoks probunda Bslim
3.6.1.1.°de belirtildigi sekilde yapildi.

Elektrokimyasal empedans spektroskopi Ol¢iimleri, dontisiimlii voltametri dl¢timleri ile
paralel olarak gerceklestirildi. Sirasiyla aktive edilmis elektrodun (PGEakive), Ct DNA (ct
dsDNA veya ct ssDNA) immobilize edilmis elektrodun (PGEakiveona) ve ERT ile
etkilestirilmis elektrodun (PGEakiiveonaert) CV ve EIS oOlgiimleri alindi. EIS deneylerinden
elde edilen spektrum verilerinden ct dsDNA ve ct ssDNA i¢in ayr1 ayr1 immobilizasyon siiresi
ve derisim degerleri optimize edildi. Doniisiimlii voltametri yonteminden elde edilen sonuglar,
DNA nin immobilizasyonundan ve ERT-DNA etkilesiminden sonra elektrot ylizeyinde

gergeklesen degisimlerin de bir gostergesi olmustur.
ct dsDNA ve ct ssDNA immobilize edilen PGE’lerin ERT etkilesimlerinden sonra ve once

redoks ¢ozeltisindeki doniisiimlii voltametrik davraniglar1 Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de,

impedimetrik davraniglari ise Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir:
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Sekil 4. 14 dsDNA-ERT etkilesimine ait doniisiimlii voltamogram
a) Aktive edilmis PGE b) dsDNA immobilize
edilmis PGE c¢) ERT-dsDNA etkilesimden sonra
PGE (Ag/AgCl referans elektroda kars1, 2,5x10° M
redoks ¢ozeltisinde, tarama hizi: 50 mV/s).
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Sekil 4. 15 ssSDNA-ERT etkilesimine ait doniistimlii voltamogram a)
Aktive edilmis PGE b) ssDNA immobilize edilmis
PGE c) ERT-ssDNA ectkilesimden sonra PGE
(Ag/AgCl referans elektroda kars1, 2,5x10° M redoks
¢oOzeltisinde, tarama hizi: 50 mV/s).
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Sekil 4.16. ERT-dsDNA etkilesimine ait Niquist grafigi a) Aktive

edilmis PGE b) dsDNA immobilize edilmis PGE c) ERT-
dsDNA etkilesiminden sonra PGE (2,5x10° M redoks
¢ozeltisinde, 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans araliginda, 0,22 V
acik devre potansiyelinde ve 10 mV AC genliginde).
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Sekil 4.17. ERT-dsDNA etkilesimine ait Niquist grafigi a) Aktive

edilmis PGE b) ssDNA immobilize edilmis PGE c) ERT-
ssDNA etkilesiminden sonra PGE (2,5x10° M redoks
¢ozeltisinde, 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans araliginda, 0,22 V
acik devre potansiyelinde ve 10 mV AC genliginde).
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4.4.1. ct ssDNA ve ct dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonuna iliskin bulgular

44.1.1 ct ssDNA ve ct dsDNA’nmin PGE yiizeyine immobilizasyonunda uygun
etkilesim siiresinin belirlenmesine iliskin bulgular

Hem ct dsDNA hem de ct ssDNA i¢in Boliim 3.6.1.1.°de anlatildig1 sekilde deneyler
yapildi ve impedimetrik Olgtimler alindi. Yiik aktarim direncinin (Rct) immobilizasyon

stiresine gore bagil degisimi (Aoran) asagidaki esitlige gore hesaplanmistir [67].

a: DNA modifiye elektrot i¢in Ret
b: Ciplak elektrot icin Rct

Aktive edilmis PGE’ler (¢iplak PGE), 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 20 ppm sabit
derisimdeki dsDNA ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile degisik siirelerde (2-
5-10-20-40 dakika) etkilestirildi ve yikama isleminden sonra impedimetrik Slgiimler alindi.
Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve optimum dsDNA immobilizasyon

stiresi 10 dakika olarak bulundu. Elde edilen histogram Sekil 4.18’te gosterildi:
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Sekil 4. 16 30 ppm dsDNA’nin sabit derisimde PGE ylizeyine immobilizasyonuna iliskin

impedimetrik 6l¢limlerinin ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine gore degisimi

Aktive edilmis PGE’ler (¢iplak PGE), 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit
derisimdeki ssDNA ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile degisik stirelerde (2-
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5-10-20-40 dakika) etkilestirildi ve yikama isleminden sonra impedimetrik olgiimler alindi.
Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve optimum ssDNA immobilizasyon
stiresi 10 dakika olarak bulundu. Elde edilen histogram Sekil 4.19°da gosterildi:
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Sekil 4. 17 30 ppm ssDNA’nin sabit derisimde PGE yiizeyine immobilizasyonuna iligkin

impedimetrik dl¢timlerinin ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine gore degisimi

4.4.1.2 ct ssDNA ve ct dsDNA’nmin PGE yiizeyine immobilizasyonunda uygun
etkilesim derisiminin belirlenmesine iliskin bulgular

Aktive edilmis PGE’ler (¢iplak PGE), 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan farkli
derisimlerdeki (2-5-10-15-20 ppm) ct dsDNA ile 10 dakika sabit siirede etkilestirildikten
sonra impedimetrik 6l¢iimler alindi. Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve
immobilize edilen optimum dsDNA derisimi 10 ppm olarak bulundu. Elde edilen histogram
Sekil 4.20°de gosterildi:
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Sekil 4. 18 10 dakika dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonuna iligkin impedimetrik

ortalama Aoran degerlerinin dsDNA adsorpsiyon siiresine gore degisimi

Aktive edilmis PGE’ler (¢iplak PGE), 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan farkli
derisimlerdeki (1-2-5-8-10-15-20 ppm) ct ssDNA ile 10 dakika sabit siirede etkilestirildikten
sonra impedimetrik 6lgiimler alindi. Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve
immobilize edilen optimum ssDNA derigsimi 15 ppm olarak bulundu. Elde edilen histogram
Sekil 4.21°de gosterildi:

L
f
20
g
e
15
]
qa d
10
C
h I
| .
a
D '
1 2 5 8 10 15 20
ct ssDNA derisimi(ppm)

Sekil 4. 19 10 dakika ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonuna iligkin impedimetrik

ortalama Aoran degerlerinin ssDNA adsorpsiyon siiresine gore degisimi
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4.4.2 ERT-DNA ile etkilesimine iliskin bulgular

4.4.2.1. ERT-DNA etkilesiminde en uygun etkilesim siiresinin belirlenmesine iliskin
bulgular

Hem ct dsDNA hem de ct ssDNA i¢in yontem 3.6.1.1." de EIS yontemi ig¢in verilen
prosediire gore deneyler yapildi.

EIS yontemi ile ct dSDNA’nin PGE ylizeyine immobilizasyonu i¢in en uygun derisim 10
ppm ve en uygun etkilesim siiresi 10 dakika olarak bulunmustu. Bu kosullarda yiizeyine ct
dsDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7.4) hazirlanan 30 ppm sabit
derisimdeki ERT ¢ozeltisi (110 uL hacmindeki viallerde bulunan) ile degisik siirelerde (1-2-
3-5-10-15-20-40 dakika) etkilestirildi ve yikama isleminden sonra impedimetrik Olgiimler
alindi. Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve ERT-dsDNA etkilesimi igin
optimum siire 15 dakika olarak bulundu. Elde edilen histogram Sekil 4.22'de gosterildi. Aoran
asagidaki esitlige gore hesaplanmustir [67].

a: DNA modifiye elektrot i¢cin Ret
b: Ciplak elektrot i¢in Rct
c: ERT etkilesiminden sonraki Rct
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Sekil 4. 20 30 ppm sabit derisimdeki ERT’nin dsDNA ile PGE yiizeyine
immobilizasyonuna iliskin impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine

gore degisimi

EIS yontemi ile ct ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu i¢in en uygun derisim 15
ppm ve en uygun etkilesim stiresi 10 dakika olarak bulunmustu. Bu kosullarda yiizeyine ct
ssDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 10 ppm sabit
derisimdeki ERT c¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile degisik stirelerde (1-2-
3-5-10-15-20 dakika) etkilestirildi ve yikama isleminden sonra impedimetrik dlgiimler alindi.
Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve ERT-ssDNA etkilesimi igin

optimum siire 10 dakika olarak bulundu. Elde edilen histogram Sekil 4.23°de gdsterildi:
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Sekil 4. 21 30 ppm sabit derisimdeki ERT’nin ssDNA ile PGE yiizeyine
immobilizasyonuna iliskin impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine

gore degisimi

4.4.2.2 ERT-DNA etkilesiminde en uygun etkilesim miktarinin belirlenmesine iliskin
bulgular
Hem ct dsDNA hem de ct ssDNA i¢in yontem Bolim 3.5.2.2.°de EIS yontemi igin

verilen prosediire gore deneyler yapildi.

Optimum kosullarda dsDNA immobilize edilen PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7.,4)
hazirlanan farkli derisimlerdeki (0,1-0,5-1-2-5-10 ppm) ERT c¢ozeltisi (110 pL hacmindeki
viallerde bulunan) ile 15 dakika sabit silirede etkilestirildi ve yikama isleminden sonra
impedimetrik Ol¢limler alindi. Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve
dsDNA ile etkilesen optimum ERT derisimi 5 ppm olarak bulundu (Sekil 4.24). Aoran
degerlerinin ERT derisimiyle degisiminden yararlanarak ¢izilen kalibrasyon grafigi (Sekil

4.25) ve deneysel verilerden en diisiik tayin sinir1 0,159 ppm (S/N=3) olarak hesaplandi.
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Sekil 4. 22 15 dakika sabit siirede ERT’in dsDNA ile etkilesimine iliskin impedimetrik

ortalama Aoran degerlerinin etkilesim miktarina gore degisimi

1,6

1,55

¥=0,107x+ 1,405
R®=0,093

ﬂt:irir'l

1,5

1,45

14

Cerr(ppm)

Sekil 4. 23 Impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin ERT ile dsDNA etkilesen

derisimine gore degisimine ait kalibrasyon grafigi

Optimum kosullarda ssDNA immobilize edilen PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7.,4)
hazirlanan farkli derisimlerdeki (0,1-0,5-1-2-5-10 ppm) ERT c¢ozeltisi (110 pL hacmindeki
viallerde bulunan) ile 10 dakika sabit siirede etkilestirildi ve yikama isleminden sonra
impedimetrik Olglimler alindi. Aoran degerlerinde meydana gelen degisimler incelendi ve

ssDNA ile etkilesen optimum ERT derisimi 5 ppm olarak bulundu (Sekil 4.26). Aoran
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degerlerinin ERT derisimiyle degisiminden yararlanarak ¢izilen kalibrasyon grafigi (Sekil

4.27) ve deneysel verilerden en diisiik tayin sinirt 0,032 ppm (S/N=3) olarak hesaplandi.
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Sekil 4. 24 10 dakika sabit siirede ERT’nin ssDNA ile etkilesimine iliskin impedimetrik

ortalama Aoran degerlerinin etkilesim miktarina gore degisimi
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Sekil 4. 25 impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin ERT ile ssDNA etkilesen derisimine

gore degisimine ait kalibrasyongrafigi
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5. TARTISMA

5.1 Eritromisinin Elektrokimyasal Davramslarina iliskin Tartisma

Bu calismanin temelini DNA'nin bir makrolid antibiyotik olan eritromisinle (ERT)
etkilesim Ozelliklerinin incelenmesi olusturmaktadir. DNA'nin elektroaktif olan guanin ve
adenin bazlarinin yiikseltgenme sinyalleri verdigi potansiyel araliginda eritromisinin
elektrokimyasal davraniglari incelenmis ve bunun i¢in doniistimlii voltametri (CV) ve kare
dalga voltametrisi (SWV) yontemleri kullamilmistir. DNA-ERT etkilesim 6zelliklerinin
incelendigi fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH:7,4), 10° M ERT'nin 50 mV/s tarama hizinda CV
voltamograminda (Sekil 4.1) +0,85 V civarinda belirgin olmayan bir yiikseltgenme piki
goriilmektedir. Negatif yonde yapilan taramada ise herhangi bir indirgenme akimina
rastlanmamistir. Yani ERT, c¢alisilan bu ortamda tersinir olmayan bir elektrokimyasal
yikseltgenme davramisi gostermistir. CV'de belirgin olmayan yiikseltgenme piki ayni
potansiyelde SWV'de daha anlasilir bir sekilde gozlenmistir. (Sekil 4.2). Adsorpsiyon
yoluyla PGE yiizeyinde biriktirilen ERT'nin optimum adsorpsiyon siiresi ve PGE yiizeyinde
doygun hale gelen ERT derisimi i¢in de bir ¢alisma yapilmis; 40 ppm derisim vel5 dakika
adsorpsiyon siiresinin en uygun degerler oldugu goézlenmistir. 0,85 V civarinda gozlenen
tersinmez yiikseltgenmenin mekanistik ¢aligmasiyla ilgili olarak Hu ve arkadaslari [68]
asagidaki mekanizmay1 6nermislerdir:

Mekanizmaya gore elektrokimyasal

HaC H;('\
N—CHy = T —— \-—CHj yikseltgenmeyi  6nce bir kimyasal
R/ R/ reaksiyon daha sonra bu reaksiyonda
meydana gelen radikalik ara {riiniin
H,C H,C . e .
e s TP et yiikseltgendigi ikinci bir elektrokimyasal
R/ R/ reaksiyon  takip etmektedir (ECE
mekanizmasi). Sonug¢ olarak c¢alisilan
H;C Hx( . < .
: "N potansiyel araliginda guanin
N—CH, -l¢ —— N=CH, ) . .
K 7 ‘ yiikseltgenme sinyalleri 1,0 V civarinda
R
gozlendiginden, ilactan kaynaklanan
H;(‘\ } H0 HiC herhangi bir girisim olmamustir.
N=CH, ———» ;N—H + HCHO
R/ R
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5.2. DPV Yontemi Ile DNA'nin PGE Yiizeyine immobilizasyonuna Iliskin Tartisma

Tez kapsaminda tanima yiizeyi olarak kullanilan ct dsSDNA ve ct ssDNA’nin, 30 s ve 1,4 V
potansiyel uygulanarak aktive edilmis PGE yiizeyine adsorpsiyon metodu ile
immobilizasyonunun ilk basamagin1 en uygun immobilizasyon siiresini tayin etmek icin
olusturmustur. Bunun i¢in DPV yo6ntemi ile yapilan 0,2 V -1,5 V potansiyel araliginda, ABS
tamponunda (pH 4,8) yapilan potansiyel taramasinda, yaklasik 1,0 V’luk potansiyelde goriilen
guanin bazinin yiikseltgenme pik akimi referans olarak secilmistir. Ct dSDNA’nin en uygun
immobilizasyon siiresi tayin edilirken aktive edilmis elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4)
hazirlanan 25 ppm sabit derisimdeki dsDNA ¢6zeltilerinde 5 dakikadan 50 dakikaya kadar
degisen siirelerde bekletildi ve ABS tamponunda DPV 6lg¢limleri alind1 ve sonuglar Sekil 4.4°de
voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan etkilesim siiresiyle
birlikte guanin pik akimlarinin da arttig1 ve 40 dakikalik etkilesim siiresinden sonra guanin pik
akimlarinin yeniden azalmaya basladigi yani bu siire sonunda elektrot yiizeyinin dsDNA ile
tamamen bloke oldugu anlagilmis ve boylece dsSDNA immobilizasyonu i¢in optimum siire tayin
edilmisgtir.

Ct ssDNA’nin immobilizasyonunda optimum siirenin tayin edilmesinde yukarida
islemler tekrar edildi. Aktive edilmis elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm
sabit derisimdeki ssDNA cozeltilerinde 5 dakikadan 40 dakikaya kadar degisen siirelerde
bekletildi ve ABS tamponunda DPV dlgiimleri alind1 ve sonuglar Sekil 4.5°de voltamogram ve
histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte guanin
pik akimlariin da arttig1 ve 30 dakikalik etkilesim siiresinden sonra guanin pik akimlarinin
yeniden azalmaya basladigi yani bu siire sonunda elektrot yiizeyinin ssDNA ile tamamen bloke
oldugu anlasilmis ve boylece ssDNA immobilizasyonu i¢in optimum siire 30 dakika olarak

tayin edilmistir.

Ct dsDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi 40 dakika olarak tayin edildikten sonra,
PGE yiizeyine immobilize edilen ct dsDNA’nin optimum derisim degerinin belirlenmesi
basamagina gecildi. Bunun icin aktive edilmis elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan
5 ppm — 30 ppm derisim araligindaki dsDNA ¢ozeltilerinde 40 dakika bekletildi ve ABS
tamponunda DPV o6l¢iimleri alind1 ve sonuglar Sekil 4.6’da voltamogram ve histogram olarak
verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan dsDNA derisimiyle birlikte guanin pik akimlarinin
da arttig1 ve 25 ppm dsDNA derisiminden sonra guanin pik akimlarinin azalmaya basladig

yani bu derisim degerine ulasildiginda elektrot yiizeyinin DNA ile tamamen kaplandig
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anlasilmis ve boylece dsDNA immobilizasyonu i¢in optimum derisim 25 ppm olarak tayin
edilmistir.

Ct ssDNA’nin immobilizasyonunda optimum derisim degerinin tayin edilmesinde
dsDNA i¢in yapilan islemler tekrar edildi. Ct ssDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi 30
dakika olarak tayin edildikten sonra, PGE yiizeyine immobilize edilen ct ssDNA’nin optimum
derisim degerinin belirlenmesi basamagina ge¢ildi. Bunun igin aktive edilmis elektrotlar, PBS
tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 20 ppm — 45 ppm derisim araligindaki ssDNA ¢dzeltilerinde
30 dakika bekletildi ve ABS tamponunda DPV o6l¢iimleri alindi ve sonuglar Sekil 4.7°de
voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan ssDNA
derisimiyle birlikte guanin pik akimlarinin da arttigr ve 40 ppm ssDNA derisiminden sonra
guanin pik akimlarinin degismedigi yani bu derisim degerine ulasildiginda elektrot yiizeyinin
ssDNA ile tamamen kaplandig1 anlasilmis ve boylece ssDNA immobilizasyonu i¢in optimum

derisim 40 ppm olarak tayin edilmistir.

5.3. DPV Yéntemi fle DNA-ERT Etkilesiminin Incelenmesine iliskin Tartisma

dsDNA’nin aktif PGE ylizeyine immobilizasyonunda optimum etkilesim siiresi 40
dakika ve optimum DNA derisimi 25 ppm olarak belirlenmisti. Bundan sonraki basamakta
optimum kosullarda PGE ylizeyine immobilize edilen dsDNA ile ERT etkilesimi incelendi.
Bunun i¢in DPV yontemi ile yapilan 0,2 V -1,5 V potansiyel araliginda, ABS tamponunda (pH
4,8) yapilan potansiyel taramasinda, yaklasik 1,0 V’luk potansiyelde goriilen guanin bazinin
yiikseltgenme pik akimi referans olarak secilmistir. ERT-dsDNA etkilesiminde ERT’in dsDNA
ile en uygun etkilesim siiresi tayin edilirken, optimum sartlarda dsDNA immobilize edilmis
PGE’ler, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 25 ppm sabit derisimdeki ERT ¢ozeltilerinde 2
dakikadan 30 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi, ABS tamponunda DPV &l¢iimleri
alindi ve sonuglar Sekil 4.8’te voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de
anlagilacag1 gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte guanin pik akimlarmin azaldigi ve 25
dakikalik etkilesim siiresine kadar guanin pik akimlarinin arttigi ve daha sonraki siirelerde
yeniden azalmaya basladigr yani dsDNA ile ERT etkilesiminin en uygun 25 dakika oldugu
belirlendi.

ERT-ssDNA etkilesiminde ERT’in ssDNA ile en uygun etkilesim siiresinin tayin
edilmesinde yukarida islemler tekrar edildi. Optimum sartlarda ssDNA immobilize edilmis
PGE’ler, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 20 ppm sabit derisimdeki ERT ¢d6zeltilerinde 2
dakikadan 25 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi, ABS tamponunda DPV o6l¢iimleri

alindi ve sonuclar Sekil 4.9°da voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de
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anlasilacagi gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte guanin pik akimlarindaki artisin 20 dakikalik
etkilesim siiresine kadar devam edebildigi yani ssDNA ile ERT etkilesiminin en uygun 20
dakika oldugu belirlendi.

ERT-ct dsDNA etkilesiminde ERT’in dsDNA ile en uygun etkilesim stiresi 25 dakika
olarak tayin edildikten sonra, dsDNA ile etkilesen ERT’in optimum derisim degerinin
belirlenmesi ve guanin pik akimlarindaki artmanin ERT derisimindeki degisimine gore
kalibrasyon grafiginin olusturulmasi basamagina geg¢ildi. Optimum sartlarda dsDNA
immobilize edilmis PGE’ler, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 2 ppm — 30 ppm derisim
araligindaki ERT ¢ozeltilerinde 25 dakika bekletildi ve PBS tamponunda DPV 6l¢iimleri alindi
ve sonuglar Sekil 4.10'da voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi
gibi artan ERT derisimiyle birlikte guanin pik akimlarinin da arttigi ve 25 ppm ERT
derisiminden sonra guanin pik akimlarinin degismedigi yani dsDNA ile etkilesen en fazla ERT
derisiminin 25 ppm oldugu anlasildi. ERT-dsDNA etkilesiminde ERT derisimine bagli olarak
guanin pik akimlarinda meydana gelen degisimden yararlanarak kalibrasyon grafigi
olusturuldu. Sekil 4.11'de verilen grafik ve deneysel verilerden en diisiik tayin sinir1 1,69 ppm
(S/N=3) olarak hesaplandi.

ERT- ct ssDNA etkilesiminde ERT’in ssDNA ile en uygun etkilesim siiresi 25 dakika
olarak tayin edildikten sonra, ssDNA ile etkilesen ERT’in optimum derisim degerinin
belirlenmesi ve guanin pik akimlarindaki artmanin ERT derisimindeki degisimine gore
kalibrasyon grafiginin olusturulmas1 basamagina gecildi. Optimum sartlarda ssDNA
immobilize edilmis PGE’ler, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 2 ppm — 25 ppm derigim
araligindaki ERT ¢ozeltilerinde 20 dakika bekletildi ve PBS tamponunda DPV 6l¢iimleri alindi
ve sonuglar Sekil 4.12'de voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi
gibi artan ERT derisimiyle birlikte guanin pik akimlarinin da arttigi ve 20 ppm ERT
derisiminden sonra guanin pik akimlarinin degismedigi yani ssDNA ile etkilesen en fazla ERT
derisiminin 20 ppm oldugu anlasildi. ERT-ssDNA etkilesiminde ERT derisimine bagli olarak
guanin pik akimlarinda meydana gelen degisimden yararlanarak kalibrasyon grafigi
olusturuldu. Sekil 4.13'de verilen grafik ve deneysel verilerden en diisiik tayin sinir1 0,566 ppm
(S/N=3) olarak hesaplandi.

ERT'nin DNA ile etkilesiminin incelendigi bu voltametrik ¢alismalarda etkilesim siiresi
ve etkilesen ERT derisiminin artmasiyla ERT'nin DNA iizerinde oksidatif bir bozunmaya sebep

oldugu ve bunun sonucunda da artan pik akimlarinin serbest kalan guanin bazlarindan
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kaynaklandig1 distiniilebilir.[69]. Sekil 4.11 ve Sekil 4.13 incelendiginde ise kalibrasyon
grafiklerinde goriilen egim degerlerinin ERT-SSDNA etkilesiminde ¢ok daha biiyiik bir degere
sahip oldugu ve boylece ERT’nin ssDNA’ya afinitesinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.

5.4. EIS Yontemi Ile DNA'min PGE Yiizeyine immobilizasyonuna Iliskin Tartisma

Calisma elektrotu olarak kullanilan PGE yiizeyleri, EIS yonteminde de tipk1 DPV yonteminde
oldugu gibi 30 s ve 1,4 V potansiyel uygulanarak aktive edildi. Bundan sonraki asamalarda
planlanan deney akisinda DPV yonteminde oldugu gibi DNA aktif PGE yiizeyine immobilize
edildi ve bunun i¢in optimum immobilizasyon siliresi ve optimum DNA derisimleri
impedimetrik olarak tayin edildi. Impedimetrik Sl¢iimlerde yiik aktarim direncinde (Rct) veya
bagil yiik aktarim direncinde (Acran) meydana gelen degisimler incelenerek deney sonuglari
yorumlandi. Empedans Ol¢limleri i¢in uygulanmasi gereken potansiyel degeri (Ag/AgCl
referans elektroda kars1 0,22 V), 2,5x103 M [Fe(CN)e]*"* sisteminin redoks potansiyelinden
hesaplandi. Impedimetrik &lgiimler, bu sabit potansiyelde 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans araliginda
ve 10 mV AC genliginde gergeklestirildi. Empedans degerleri FRA yazilimi destegi ve sisteme
esdeger bir elektrik devresi (Rs/Cdl/Rct/W) kullanilarak c¢izilen Nyquist grafiklerinden
hesaplandi. Elektroda ait elektriksel parametrelerin  yorumlanmasinda, elektronlarin
PGE/¢ozelti ara ylizeyindeki gecisine karsi elektrot direnci olarak tanimlanan Rct degeridir ve
bu deger Nyquist grafigindeki yarim dairenin ¢ap: ile orantilidir.[70]. Impedimetrik deney
basamaklarinda kullanilan farkli elektrotlardan elde edilen sonuglart karsilagtirmak, bagimsiz

ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek igin bagil Ret degerleri (Aoran) degerleri kullanildi.[71].

Ct dsDNA’nin en uygun immobilizasyon siiresi tayin edilirken, DPV yontemi ile aktive
edilmis elektrotlarm (¢iplak elektrot), 0,22 V sabit devre potansiyelinde, 2,5x10° M
[Fe(CN)s]*"* redoks probunda empedans Slgiimleri alind1 ve Nyquist grafiginden Ret degerleri
[RCt(plak)] bulundu. Daha sonra bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm
sabit derisimdeki dsDNA ¢ozeltilerinde 1 dakikadan 40 dakikaya kadar degisen siirelerde
bekletildi ve ayni sekilde empedans Olciimleri alinarak Nyquist grafiginden Rct degerleri
[Rct(@spnay] bulundu. Literatiire gore [67] her bir siire i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar
Sekil 4.18'de histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan etkilesim siiresiyle
birlikte Aoran degerlerinin de arttig1 ve 10 dakikalik etkilesim siiresinden sonra sabit kaldig1 yani
bu siire sonunda elektrot ylizeyinin dsDNA ile tamamen bloke oldugu anlagilmis ve bdylece

dsDNA immobilizasyonu i¢in optimum siire impedimetrik olarak tayin edilmistir.
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Rct degerleri yiik aktarim direnci olarak tanimlanmisti. Redoks probunu igeren deney

¢ozeltisinde, Fe?3*

sisteminin indirgenme-yiikseltgenme olay1 esnasinda elektrot yiizeyinden
cozelti ortamina (veya tersi) yiik transferi, elektrot ylizeyinin elektriksel yapisiyla dogrudan
ilgilidir. Negatif yiiklii fosfat iskelet yapisina sahip DNA'nin elektrot yiizeyine immobilize
edilmesiyle birlikte elektrot yiizeyi kismen negatif yiiklenecek ve immobilizasyon siiresi
arttikca elektrot yiizeyindeki negatif ylik yogunlugu da artacaktir. Sonug olarak anyonik redoks
probu ([Fe(CN)s]*"*) ile DNA arasindaki elektrostatik itme, yiik aktarim direncini artiracak ve
belirli bir etkilesim siiresinden sonra da sabit kalacaktir.

Ct ssDNA’nin immobilizasyonunda optimum siirenin tayin edilmesinde yukarida
islemler tekrar edildi. DPV yontemi ile aktive edilmis elektrotlarin (¢iplak elektrot), 0,22 V
sabit devre potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)s]*”*" redoks probunda empedans 6lgiimleri
alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Retpiak)] bulundu. Daha sonra bu elektrotlar, PBS
tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki ssDNA ¢ozeltilerinde 1 dakikadan
20 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi ve ayni sekilde empedans Olglimleri alinarak
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Retsspnay] bulundu. Literatiire gore [67] her bir siire igin
Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.19'da histogram olarak verildi. Sekilden de
anlagilacag1 gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte Aoran degerlerinin de arttigi ve 10 dakikalik
etkilesim siiresinden sonra sabit kaldig1 yani bu siire sonunda elektrot yilizeyinin ssDNA ile
tamamen bloke oldugu anlagilmis ve boylece ssDNA immobilizasyonu i¢in optimum siire
impedimetrik olarak tayin edilmistir.

Ct dsDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi 10 dakika olarak tayin edildikten sonra,
PGE yiizeyine immobilize edilen ct dsDNA’nin optimum derisim degerinin impedimetrik
olarak belirlenmesi basamagina ge¢ildi. Bunun i¢in DPV yontemi ile aktive edilmis
elektrotlarin (¢iplak elektrot), 0,22 V sabit devre potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)s]*"*
redoks probunda empedans Ol¢iimleri alindi ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Retgplak)]
bulundu. Daha sonra bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 2 ppm — 20 ppm
derisim araligindaki dsDNA c¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi ve empedans Ol¢timleri alinarak
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rct@spna)] bulundu. Literatiire gore [67] her bir dsSDNA
derisimi i¢in Acran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.20'de histogram olarak verildi.
Sekilden de anlasilacag gibi artan dsDNA derisimleri ile birlikte Aoran degerlerinin de arttig1 ve
10 ppm dsDNA derisiminden sonra sabit kaldig1 yani bu derisim degerine ulasildiginda elektrot
ylizeyinin dsDNA ile tamamen kaplandig1 anlagilmis ve boylece dsDNA immobilizasyonu i¢in

optimum derisim 10 ppm olarak tayin edilmistir.
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Ct ssDNA i¢in optimum immobilizasyon stiresi 10 dakika olarak tayin edildikten sonra,
PGE ylizeyine immobilize edilen ct ssDNA’nin optimum derisim degerinin impedimetrik
olarak belirlenmesi basamagina gecildi. Bunun icin DPV yontemi ile aktive edilmis
elektrotlarin (¢iplak elektrot), 0,22 V sabit devre potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)g]*"*
redoks probunda empedans odl¢iimleri alindi ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Ret(eipax)]
bulundu. Daha sonra bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 1 ppm — 20 ppm
derisim araligindaki ssDNA ¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi ve empedans 6l¢iimleri alinarak
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rctisspbnay] bulundu. Literatiire gore [67] her bir sSSDNA
derisimi i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.21'de histogram olarak verildi.
Sekilden de anlasilacag gibi artan ssDNA derisimleri ile birlikte Aoran degerlerinin de arttigi ve
15 ppm ssDNA derisiminden sonra sabit kaldig1 yani bu derisim degerine ulasildiginda elektrot
yiizeyinin ssDNA ile tamamen kaplandig1 anlasilmis ve bdylece ssDNA immobilizasyonu i¢in

optimum derisim 15 ppm olarak tayin edilmistir.

5.5. EIS Yontemi ile DNA-ERT Etkilesiminin incelenmesine iliskin Tartisma
dsDNA’nin aktif PGE yiizeyine immobilizasyonunda optimum etkilesim siiresi 10 dakika ve
optimum dsDNA derisimi 10 ppm olarak belirlenmisti. Bundan sonraki basamakta optimum
kosullarda PGE yiizeyine immobilize edilen ERT ile dsDNA etkilesimi impedimetrik olarak
incelendi. Bunun i¢in her sistematik deney baslangicinda oldugu gibi PGE'ler DPV yontemi ile
30 s ve 1,4 V potansiyel uygulanarak aktive edildikten sonra 0,22 V sabit devre potansiyelinde,
2,5x10° M [Fe(CN)s]*"* redoks probunda empedans 6lciimleri alind1 ve Nyquist grafiginden
Rct degerleri [Retiplaky] bulundu. Bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 10 ppm
derisimindeki dsDNA ¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi, redoks probunda empedans 6lgiimleri
alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rct@sona)] bulundu. Daha sonra ayni elektrotlar
PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki ERT ¢6zeltilerinde 1 dakikadan
40 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi, redoks probunda empedans Slgiimleri alindi ve
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Ret@sona+erm)] bulundu. Literatiire gore [67] her bir siire i¢in
Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.22'de histogram olarak verildi. Sekilden de
anlasilacagr gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte Aoran degerlerinin de arttigr ve 15 dakikalik
etkilesim siiresinden sonra sabit kaldig1 yani ERT ile dsDNA etkilesiminin en uygun 15 dakika
oldugu belirlendi.

ssDNA’nin aktif PGE ylizeyine immobilizasyonunda optimum etkilesim siiresi 10
dakika ve optimum ssDNA derisimi 15 ppm olarak belirlenmisti. ERT-ssDNA etkilesiminde

ERT’in ssDNA ile en uygun etkilesim siiresinin impedimetrik olarak tayin edilmesinde
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yukarida islemler tekrar edildi. PGE'ler aktive edildikten sonra 0,22 V sabit devre
potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)s]*”* redoks probunda empedans olgiimleri alindi ve
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Ret(eiplaky] bulundu. Bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH
7,4) hazirlanan 15 ppm derisimindeki ssDNA c¢o6zeltilerinde 10 dakika bekletildi, redoks
probunda empedans dl¢timleri alindi ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Retssonay] bulundu.
Daha sonra ayni elektrotlar PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki
ERT ¢ozeltilerinde 1 dakikadan 20 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi, redoks
probunda empedans Olglimleri alindi ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rctssona+erT)]
bulundu. Literatiire gore [67] her bir silire i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil
4.23'te histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacag: gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte
Aoran degerlerinin de arttig1 ve 10 dakikalik etkilesim siiresinden sonra sabit kaldig1 yani ssDNA

ile ERT etkilesiminin en uygun 10 dakika oldugu belirlendi.

dsDNA’nin aktif PGE yiizeyine immobilizasyonunda impedimetrik olarak optimum
etkilesim stiresi 10 dakika, optimum dsDNA derisimi 10 ppm ve ERT- ct dsDNA etkilesiminde
ERT’in dsDNA ile en uygun etkilesim siiresi 15 dakika olarak tayin edildikten sonra, dsDNA
ile etkilesen ERT’in optimum derisim degerinin impedimetrik olarak belirlenmesi ve Nyquist
grafiklerinden elde edilen Aoran degerlerinin ERT derisimine karsi degisiminden de kalibrasyon
grafiginin olusturulmasi basamagina gecildi. PGE'ler aktive edildikten sonra 0,22 V sabit devre
potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)s]*”* redoks probunda empedans oSlgiimleri alindi ve
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Retpla)] bulundu. Bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH
7,4) hazirlanan 10 ppm derisimindeki dsDNA ¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi, redoks
probunda empedans 6l¢iimleri alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rct@sona)] bulundu.
Daha sonra ayni elektrotlar PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 0,1 ppm — 20 ppm derisim
araligindaki ERT ¢ozeltilerinde 15 dakika bekletildi, redoks probunda empedans 6lgiimleri
alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Ret@sona+erT)] bulundu. Literatiire gore [67] her
bir ERT derisimi i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.24'te histogram olarak
verildi. Sekilden de anlagilacag: gibi artan ERT derigsimiyle birlikte Aoran degerlerinin de arttig1
ve 5 ppm ERT derisiminden sonra degismedigi yani dsDNA ile etkilesen en fazla optimum
ERT derisiminin 5 ppm oldugu anlasildi. ERT-dsDNA etkilesiminde ERT derisimine bagl
olarak degisen Aoran degerlerinden yararlanarak kalibrasyon grafigi olusturuldu. Sekil 4.25'te
verilen grafik ve deneysel verilerden en diisik tayin smiri 0,159 ppm (S/N=3) olarak

hesaplandi.
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ssDNA’nin aktif PGE yiizeyine immobilizasyonunda impedimetrik olarak optimum
etkilesim siiresi 10 dakika, optimum ssDNA derisimi 15 ppm ve ERT- ct ssDNA etkilesiminde
ERT’in ssDNA ile en uygun etkilesim siiresi 10 dakika olarak tayin edildikten sonra, ssDNA
ile etkilesen ERT’in optimum derisim degerinin impedimetrik olarak belirlenmesi ve Nyquist
grafiklerinden elde edilen Agran degerlerinin ERT derisimine karst degisiminden de kalibrasyon
grafiginin olusturulmasi basamagina gecildi. PGE'ler aktive edildikten sonra 0,22 V sabit devre
potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)s]*”* redoks probunda empedans olgiimleri alindi ve
Nyquist grafiginden Rct degerleri [Retpla)] bulundu. Bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH
7,4) hazirlanan 15 ppm derisimindeki ssDNA c¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi, redoks
probunda empedans 6lgtimleri alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rctsspnay] bulundu.
Daha sonra ayni elektrotlar PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 1 ppm — 10 ppm derigim
araligindaki ERT ¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi, redoks probunda empedans Slgiimleri
alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rctssona+erm)] bulundu. Literatiire gore [67] her bir
ERT derisimi i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.26'da histogram olarak verildi.
Sekilden de anlagilacagi gibi artan ERT derisimiyle birlikte Aoran degerlerinin de arttigi ve 5
ppm ERT derisiminden sonra degismedigi yani ssDNA ile etkilesen en fazla optimum ERT
derisiminin 5 ppm oldugu anlasildi. ERT-ssDNA etkilesiminde ERT derisimine bagli olarak
degisen Aoran degerlerinden yararlanarak kalibrasyon grafigi olusturuldu. Sekil 4.27'de verilen

grafik ve deneysel verilerden en diisiik tayin sinir1 0,032 ppm (S/N=3) olarak hesaplandi.

Impedimetrik dlciimlerden elde edilen deney sonuglari kendi i¢inde karsilastirildiginda,
DPV yontemi ile elde edilen sonuglara benzerlik gosterdigi gorilmiistiir. Sekil 4.24 ve Sekil
4.26 karsilastirildiginda ERT’in DNA ile etkilesiminde artan derisim degerleri ile birlikte
Aoran degerlerindeki degisimin ERT-SsDNA etkilesiminde daha belirgin oldugu; Sekil 4.25 ve
Sekil 4.27 incelendiginde ise kalibrasyon grafiklerinde goriilen egim degerlerinin ERT-SSDNA
etkilesiminde ¢ok daha biiylik bir degere sahip oldugu ve bdylece ERT’in ssDNA’ya

afinitesinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.

DPV ve EIS yontemlerinden elde edilen deney sonuglari karsilastirildiginda ise, EIS
yonteminde DNA immobilizasyonunun hem siire hem de derisim bakimindan c¢ok daha
avantajli oldugu goriilmiistiir. Ayrica her iki yontemden bulunan en diisiik tayin sinirlar
karsilagtirildiginda impedimetrik olarak tayin edilenlerin daha diisiik sinir degerlerinde oldugu

tespit edilmistir.
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Impedimetrik  dlgiimlerle paralel olarak gergeklestirilen doniisiimlii voltametri
deneylerinden elde edilen sonuglar ERT-DNA etkilesiminin karakteristiginin ortaya
koyulmasma yardimct olmustur. Sekil 4.14 ve 4.15 incelendiginde, modifiye edilmemis
(ciplak) elektrot ile redoks probunda alinan doniisiimlii voltamogramda pik akiminin, modifiye
edilmis elektroda gore ¢ok yiiksek olmasi ¢iplak elektrot yiizeyinin iletkenliginin de yliksek
olduguna isarettir. Sekil 4.14'de goriildiigi gibi, dsDNA immobilizasyonu yapildiktan sonra,
ayn1 kosullarda redoks sisteminden elde edilen dontigiimlii voltamogramda pik akimindaki
siddetli azalma elektrot ylizeyinin dsDNA ile kaplandigini1 ve buna paralel olarak negatif yiiklii
prop ve negatif yiiklii DNA iskeleti arasindaki elektrostatik itmenin bir sonucu olarak, elektrot
yizeyinin iletkenliginin de azaldigi anlagilmaktadir [72]. Ayni1 sekilde ssDNA
immobilizasyonundan sonra alinan doniisiimlii voltamogramda da (Sekil 4.15) pik akimlarinin
azaldigin1 ancak bu azalmanin dsDNA immobilize edilen elektrottan alinan voltamograma gore
daha az oldugunu yani dsDNA'min elektrot yiizeyi ile daha fazla etkilestigini gormek
mimkiindiir. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15'de DNA'nin ERT ile etkilesiminden sonra ayni kosullarda
alinan dontisiimlii voltamogramlarinda ise redoks sisteminde pik akimlarinin daha da azaldigi
goriilmektedir. Bu durum ERT'in DNA ile interkalatif olarak etkilestigini yani ERT'in
DNA’nin heterosiklik diizlemsel yapisina etkin bir sekilde konumlanarak DNA'nin yapisin
bozdugu sekilde diisiiniilebilir. Ilac-DNA etkilesimleri ile ilgili yapilan voltametrik ¢alismalar,
potansiyel degerindeki bu tip bir pozitif kaymanin interkalasyon sonucu gergeklestigini ortaya
koymustur [73, 74].

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17'de verilen Nyquist grafikleri de doniisiimlii voltametri
deneylerinden elde edilen sonuglara uygun veriler ortaya koymaktadir. Redoks probunda alinan
impedimetrik 6l¢iimlerde, modifiye edilmemis elektrodun yiik aktarim direnci (Rct), iletkenligi
yiiksek oldugu i¢in, DNA modifiye elektroda gore oldukea diisiiktiir. DNA modifiye elektrotun
ayn1 kosullarda alinan impedimetrik Ol¢limlerinde Rct degerinin siddetle arttigi, DNA-ERT

etkilesiminden sonra alinan 6l¢limlerde ise bu artisin devam ettigi goriilmiistiir.

6. SONUC

Bu ¢alisma bir makrolid antibiyotik olan eritromisinin DNA ile etkilesim 6zelliklerinin tek
kullanimlik kalem grafit elektrotlarla elektrokimyasal olarak incelenmesini icerir. Calismada
DNA'nin elektroaktif bazi olan guaninin yiikseltgenme sinyalleri referans olarak alinmis ve bu
sinyaldeki degisimlerden yararlanilarak ilag-DNA etkilesim karakteristigi tanimlanmaya

calisilmistir. S6z konusu etkilesime ait diferansiyel puls voltametrisinden elde edilen sonuglar
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elektrokimyasal impedans spektroskopisinden elde edilenlerle Kkarsilagtirilmistir. Tek
kullanimlik kalem grafit elektrotlarin kullanildigi ¢alismada calf thymusdan izole edilen tek
sarmal ve ¢ift sarmal DNA’nin elektrot yiizeyine immobilizasyonu her iki metotla da ayr1 ayri
optimize edilmis ve kati elektrot yilizeyinde ERT-DNA etkilesimi voltametrik ve
impedimetrik olarak incelenmistir. Impedimetrik yontemden elde edilen sonuglarin daha
duyarli oldugu ve ayrica ERT'nin ssDNA’ya afinitesinin dSDNA’ya oranla ¢ok daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Calisma, ERT-DNA etkilesiminin voltametrik ve impedimetrik
olarak incelenmesi yoniinden literatiir de bir ilk olmas1 bakimindan 6nemlidir. Ayrica diger
grafit tabanli elektrotlarla kiyaslandiginda maliyeti oldukca diisiik olan tek kullanimlik kalem
grafit elektrotlarla herhangi bir etiketleme yapmadan tekrarlanabilir, kararliligi ve duyarlig

yiiksek sonuglar elde edilmistir.
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