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OZET

TETRASIKLIN VE OKSITETRASIKLIN'IN DNA BiYOSENSORLERI iLE
INCELENMESI

Seyma YILMAZ
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Giiltekin GOKCE
2021, 51 sayfa

Tetrasiklin, insan ve hayvan enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
grup antibiyotige verilen genel isimdir. Tetrasiklin ve Oksitetrasiklin'de bu
antibiyotiklerin tiirevlerindendir. Bu tezde tek ve ¢ift sarmal balik sperm DNA'nin
Tetrasiklin ve Oksitetrasiklin ile etkilesimi tizerine calisilmistir. Yontem olarak
dontigimlii voltametri, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi
kullanilmistir. Calismanin asamalari sirasiyla; kalem grafit elektrotlarin aktive edilmesi,
aktif elektrot ylizeyine DNA probunun tutturulmast ve DNA'nin Tetrasiklin grubu
antibiyotiklerle etkilesiminin voltametrik olarak kati elektrot yiizeyinde ve c¢ozelti
ortaminda incelenmesidir. Calisilan ortamlarda tek ve ¢ift sarmal DNA'nin Tetrasiklin
ve Oksitetrasiklin ile etkilesiminde guanin bazina ve ilaglara ait yiikseltgenme
sinyallerinde meydana gelen degisimlerden yararlanilmistir. Calismada referans elektrot
olarak Ag/AgCl karsit elektrot olarak platin tel ¢calisma elektrodu olarak da kalem grafit
elektrot (PGE) kullanilmistir. Bu tez Cumbhuriyet Universitesi Rektorliigii Bilimsel

Aragtirma Projeleri Baskanligi tarafindan ECZ-068 numarali proje ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tetrasiklin, Oksitetrasiklin, Kalem grafit elektrot, tek sarmal

DNA, Diferansiyel Puls VVoltametrisi, Kare Dalga VVoltametrisi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF TETRACYCLINE AND OXYTETRACYCLINE BY
DNA BIOSENSORS

Seyma YILMAZ
Master Thesis
Departmen of Analitycal Chemistry
Supervisor :Prof. Dr. Giiltekin GOKCE
2021, 51 pages

Tetracycline is the general name given to a group of antibiotics widely used in the
treatment of human and animal infections. Tetracycline and Oxytetracycline are also
derivatives of these antibiotics. In this thesis, the interaction of single and double
stranded fish sperm DNA with Tetracycline and Oxytetracycline was studied. Cycling
voltammetry, differential pulse voltammetry and square wave voltammetry were used as
the electrochemical methods. The stages of the study, respectively; activating pencil
graphite electrodes, attaching the DNA probe to the active electrode surface, and
investigating the interaction of DNA with Tetracycline group antibiotics
voltammetrically on the solid electrode surface and in solution phase. Changes in the
oxidation signals of guanine base and drugs were used as reference in the interaction of
single and double stranded DNA with Tetracycline and Oxytetracycline in the studied
media. In the study, as the reference electrode, as the Ag / AgCI counter electrode, the
platinum wire was used as the working electrode and the pencil graphite electrode
(PGE). This thesis was supported by Cumhuriyet University Scientific Research
Projects Department with the project number of ECZ - 068.

Keywords: Tetracycline, Oxytetracycline, Pencil graphite electrode, Single-stranded
DNA, Differential Pulse VVoltammetry, Square Wave Voltammetry
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1.GIRIS

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Canlilar yagamlarini1 devam ettirebilmek i¢in ¢evrelerindeki degisimleri algilayip buna
uyum saglamalidirlar. Ornegin yemek sonrasinda kan sekerinin yiikselmesiyle gesitli
hiicresel algilayicilar tarafindan tespit edilerek pankreastan insiilin salgilanmasi,
kopekbaliklarinin ¢ok uzaktaki kani algilamasi, siiriingenlerin ¢evrelerindeki en ufak
sicaklik degisimini fark etmesi biyolojik algilama mekanizmalarma o6rnek olarak
verilebilir. Bu algilama ve uyum saglama giicii bilim insanlarina ilham kaynagi

olmustur [1-2]. Bu gézlemlerin sonucunda biyosensorler gelistirilmistir.

Biyosensorlerden tibbi uygulamalar, endiistriyel atik su denetimi, ilag {iretimi,

kalite kontrol, tarim ve veterinerlik gibi bir¢ok alanda yararlanilmaktadir.

Elektrokimyasal sensorlerin yapilarina enzim, doku, niikleik asit vb. gibi
biyolojik maddeler eklendiginde elektrokimyasal sensorlerin en yaygin kullanim
alanlarindan biri olan biyosensorler olusur [3]. Biyosensorler, biyolojik durumu
algilayan ve islenebilir bir sinyale dontistiiren analitik cihazlardir [4]. Biyosensorde
mutlaka biyolojik bir madde kullanilmalidir. Bu maddeler DNA, hiicre, doku, enzim,

antikor vb. olabilir.

Biyosensorlerde biyolojik algilayici olarak DNA kullanilmasi; DNA ile
etkilesime giren maddelerin miktar tayini, DNA-madde etkilesiminin tespit edilmesinde
olduk¢a 6nemlidir [5-6]. DNA'nin biyolojik madde olarak kullanildig1 biyosensorlere
DNA biyosensorleri  (Genosensorler) adi  verilir [7]. Elektrokimyasal DNA
biyosensorleri kolay uygulanabilirlik ve diigiik maliyeti agisindan diger uygulamalara
gore daha avantajli olabilmektedir. DNA biyosensorleri, bazi ilaglarin DNA'ya olan
etkilerinin belirlenmesinde, madde etkilesim ve mutasyon tayinlerinde, bulasici ve

kalitsal hastaliklarin hizli bir sekilde ortaya ¢ikarilmasinda kullanilabilirler [8-9].

Kimyasal maddelerin ve ilag molekiillerinin etkilesiminin yeni ve farkl
yontemlerle incelenmesi yeni ila¢ tasarim, tayin ve yontemi gelistirme agisindan
onemlidir. Maddenin DNA ile etkilesimi sonucunda, madde sinyali ya da DNA'" daki

adenin veya guanin bazlarinin sinyallerinin artma veya azalmasina bagli olarak



elektrokimyasal tayin ger¢eklestirilmektedir. Elektrokimyasal tayinlerde, incelenecek
analit tiirlerinin farkli tiirlerde sonu¢ verme ilkesinden yararlanilir. Potansiyeldeki bu

degisim, formal potansiyel degisimi veya elektron transfer hizindaki degisimin

sonucudur [10-11].

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri uygulama yontemleri bakimindan
karmasikliktan uzak ve az sayida ekipmanla basit, kolay, ucuz ve diger yontemlere

kiyasla daha hizl1 ve az miktarda madde ile 6l¢lim yapmaya olanak saglamaktadir.

Poliniikleotit bir zincir iizerindeki bazlarin dizilim sirasina DNA dizilimi
denmektedir. Organizmanin olusumu i¢in gerekli genetik emirlerin verilmesinden bu
dizilim sorumludur ve organizmanin karakteristik Ozelliklerini (dis goriiniisi,
metabolizmasi, karakteri ve davranislari, hastaliklarla savasma giicii, yetenekleri, vb.)

belirlemektedir.

DNA, kalitsal bilgilerimizin ana kaynagi ve hiicreyi yoneten biyomolekiildiir.
DNA viicutta ¢ift sarmal sekilde bulunur ve her sarmal birbirine dort adet niikleotid ile
baglanir. Biyo-algilama yiizeyi niikleotid olan elektrokimyasal DNA biyosensorleri,
niikleotidlerin elektroaktivitelerinin agiklanmaya c¢alisilmasi ile DNA hedefli bazi
ilaglarin ya da maddelerin DNA'ya olan etkilerinin ve etkilesim mekanizmasinin
aydmnlatilmasinda, bu maddelerin toksisitesinin belirlenmesinde, hibridizasyon
indikatorii olup olmayacaginin saptanmasinda ya da nokta mutasyonlarinin tayinlerinde

kullanilirlar [12].

Baz1 hastaliklara ait DNA dizilerinin tanimlanmasinda niikleik asit
hibridizasyonundan  faydalanilmigtir. ~ Elektrokimyasal DNA  biyosensoriiniin
hedeflerinden biri de DNA'daki hibridizasyonun tayinidir [13-14]. Diziye 6zgiin ve
secimli olarak tayin yapabilen DNA biyosensorleri, bir DNA probu igeren kisim ve

tanima olayini dlgiilebilir bir sinyale doniistiiren ¢evirim sisteminden olusmaktadir [15-

16].

DNA da ki hasarlart tespit etmek, anti kanser ilaglarindan ve tehlikeli
maddelerden kaynaklanan hasarlar1 hizli ve hassas bir yontemle bulabilmek i¢in bircok
calisma yapilmaktadir. Ayrica DNA ile ila¢ etkilesimlerini anlamak igin
elektrokimyasal DNA biyosensor ¢aligmalart yapilmaktadir [17-18].



1.2. Arastirmanin Amaci

Bu tez ¢aligmasinda tasarimi yapilan elektrokimyasal DNA biyosensorii ile DNA-TET ve
DNA-OTC etkilesim 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Tek sarmal ve ¢ift sarmal
DNA’nin Tetrasiklin ve Oksitetrasiklin ile olan etkilesimleri ayr1 ayr1 incelenerek hangi
tiiriin tanima yiizeyi olarak kullanilmasinda daha etkin olacag: gosterilecektir. TET-DNA
ve OTC-DNA etkilesimi ozellikleri aydinlatilacak ve tayin smirlart karsilastirilacaktir.
Elektrokimyasal DNA biyosensorii tasarimlarinda kullanilan platin, altin, karbon pasta,
cams1 karbon gibi indikator elektrotlarin maliyetleri oldukga yiiksektir. Bu ¢alismadaki
hedeflerden biri de indikatdr elektrot olarak kullanilan PGE’nin diger elektrotlara gore
tasariminin ¢ok basit, maliyetinin ¢ok diisik ve duyarligimin da oldukca yiiksek

oldugunun kanitlanmasi olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Elektrokimya

Yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinde ortaya ¢ikan elektron aligverisinin
incelendigi bilim dalina elektrokimya denir. Elektrokimya, elektrik enerjisi iireten veya

elektrik enerjisiyle yiiriiyen elektron aktarimlariin yer aldigi bilim dalidir [19].

Elektron degisimleri elektrokimyasal hiicrede gerceklesir. Hiicrede incelenilecek
maddeyi iceren ¢dzelti, maddenin kimyasal doniisiimiiniin gerceklestigi elektrotlar ve
bu elektrotlar1 birbirine baglayan bir dis devreden olusur. Kullanilan elektrotlar ¢alisma

elektrotu, referans elektrot ve yardimei elektrottur.

Diger analiz yontemlerine kiyasla elektroanalitik yontemlerin iki avantaji vardir.
[1ki, 6l¢iimler genellikle yiikseltgenme basamagia gore spesifiktir, ikincisi ise ¢alisilan

cihazlarin diger ¢alismalardaki cihazlara oranla maliyetinin diisiik olmasidir.

Calsma clektrodu
Referans elektrot

Yardimar elektrot

Vi

Elektrokimyasal
Hiicre

Sekil 2.1. Elektrokimyasal Sistem
2.1.1. Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrodun kendisine bitisik ¢ozelti tabakasina elektron verip almasi, 6l¢iim asamasinda
elektrot yiizeyi ve analit sivist arasinda heterojen tabakalar meydana gelmesine neden

olur. Bu tabakalarin birlesimi asagidaki sekilde goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Elektrot Yiizeyindeki Tabakalarin Sematize Olarak Gosterilmesi

Laminer akis bolgesi: Akisin herhangi bir ¢alkantiya ugramadan elektrot
yiizeyine paralel bir yonde birbirleri iizerinden diizenli bir sekilde akmasidir.

Nernst difiizyon tabakasi: Elektrot yiizeyinden & cm uzaktaki laminer akimin
hiz1, elektrot ve sivi arasinda olusan siirtinmeden dolay: sifira yaklasir ve bu sekilde
elektrot ¢evresindeki ince ve durgun ¢ozelti tabakas1 meydana gelir.

Tiirbiilent akis tabakasi: Elektrottan uzak ¢ozelti yigininda gozlenir.

2.1.2. Voltametri

Voltametri; akimin, elektroda uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmesine
dayanan elektrokimyasal yonteme denir. Voltametride biri ¢alisma elektrodu olmak
tizere iki elektrot arasina bir potansiyel farki uygulanir. Bu uygulama hiicrede reaksiyon
gerceklesmesine neden olur ve sonunda bir akim olusur. Degeri farklilastirilan
potansiyele karsi, hiicrede ¢alisma elektrodu ile karsit elektrot arasinda meydana gelen
akim olgtliir. Analizi yapilacak uygun bir ¢ozelti ile elektroliz hiicresi doldurulur. Adim
adim artan potansiyel farklari uygulanir ve hiicreden gecen akim degerleri okunur.
Potansiyel farki akima kars1 grafige gegcirildiginde bir egri elde edilir. Bu egriye akim-
potansiyel egrisi, kullanilan elektrodun cinsine gore de polarogram veya voltamogram

ad1 verilir.



Voltametride uygulanacak yonteme gore elektroliz hiicresine uyarma sinyali

uygulanir. Voltametride siklikla kullanilan uyarma sinyalleri; dogrusal taramali,

diferansiyel puls, kare dalga ve licgen dalgadir.
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UGGEN ——— ]
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Sekil 2.3. Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri

2.1.3. Voltametrik Cihazlar
Voltametrik Olglimler i¢in olusturulan diizenek, analit ve destek elektrottan olusmus

hiicreye daldirilan ii¢ elektrottan yapilmigtir [20].
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Referans elektrot

Sekil 2.4. Uclii Elektrot Sistemi
2.1.3.1 Calisma Elektrodu

Potansiyeli dogrusal olarak degisen elektrotlardir. En yaygin kullanilan c¢alisma

elektrotlari; altin, civa, platin, camsi karbon, grafit ve karbon bazli elektrotlardir.

a)Karbon esash elektrotlar
Hem ylikseltgenme hem de indirgenme alaninda genis potansiyel araliklarinda ¢alisma
imkan1 sunar [21]. Genis potansiyel araligi, diisiik elektriksel direng, tekrarlanabilir

yiizey yapisindan dolay1 olduk¢a kullanighdir [22].

[o]
A « * Karbon pastasi B 1

—+ Teflon veya cam

Ll — iletken baglant: teli

|| iletken baglant: teli
—* Kalem ucu

C D Camsi karbon yiizey
pa Yardimc elektrot

1"e

Calisma elektrodu
Referans elektrot

1l Elektriksel baglant:

Sekil 2.5. Karbona dayali elektrot gesitleri. (A) Karbon pastasi elektrodu (CPE), (B)
kalem grafit elektrot (PGE), (C) perde baskili elektrot (SPE), (D) Camsi
karbon elektrot (GCE) [23]



+ Karbon Pastasi Elektrodu (CPE): Toz grafitin organik bir sivi ile
karistirilmasiyla hazirlanir. Tiipiin i¢i bu karisim ile doludur. iletken baglant1 teli
icin platin veya bakir bir tel kullanilir. Oldukg¢a genis potansiyel araligina

sahiptir.

/ iletken baijlant teli

Teflon veya Cam

Karhon Pastasi

Sekil 2.6. Karbon Pastasi Elektrodu

+ Perde Baskih Elektrot (SPE): Uzun siireli kararlilk ve yiiksek

tekrarlanabilirlik 6zelliklerine sahiptir.

Karsit
Calisma Elektrot
Elektrodu

K.E. baglantisi Referans

Elektrot

C.E. baglantisi

R.E. baglantisi

Sekil 2.7. Perde Baskil1 Elektrotun Yapisi

+ Cams1 Karbon Elektrot (GCE): Yiizeyinin diizglin ve piiriizsiiz olmasindan
dolay1 elektrokimyasal yanit verme 6zelligi daha iyidir. Kimyasal tepkimelere

girmemesi, tekrarlanabilirligi, genis potansiyel araligi vb. 6zelliklerinden dolay1
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olduke¢a kullanighdir. Karbon pastasi elektrotlarina gore fiziksel olarak ¢ok daha

dayaniklidir.

Sekil 2.8. Camsi Karbon Elektrot

+ Kalem Grafit Elektrot (PGE): Diisiik tayin siniri, yiiksek tekrarlanabilirlik,
ucuz ve pratik olmasi sebebiyle olduk¢a yaygin kullanilan bir elektrot tlirtidiir.
Yumusak ve gozenekli bir yapida oldugundan yiiksek adsorbsiyon ozelligi

vardir [24,26].

lletken baglanti teli

Kalem ucu

Sekil 2.9. Kalem Grafit Elektrot
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b) Civa elektrot

Diisiik negatif potansiyel araliklarinda caligilabilmesi, pratik bir sekilde olusturulabilen
yeni bir civa damlasi ile yeni bir metalik yiizey olusturulabilmesi ve birgok metal
iyonunun civa yiizeyinde tersinir reaksiyon verebilmesi 6zelliklerinden 6tiirti kullanish
bir elektrot tiirtidiir. Toksik bir metal olmasi ve pozitif potansiyel araligina sahip olmasi

dezavantajlaridir.

c) Metal elektrot
Genis pozitif potansiyel araligina ve yiiksek elektron transfer kinetiklerine sahiptirler.

Platin ve altin en sik kullanilan metal elektrot ¢esitlerindendir.

2.1.3.2. Referans Elektrot

Deney siiresince potansiyeli sabit tutulan elektrottur [27]. En ¢ok tercih edilen
elektrotlardan biri ve ¢alismamizda kullandigimiz elektrot Ag/AgCl referans
elektrodudur. Uzerinden akim gectiginde yiikseltgenir ve ortamdaki asir1 kloriirde
cokeldikleri icin elektrot yiizeyindeki derisimlerde degisiklik olmaz ve potansiyelleri

akimdan bagimsiz hale gelmis olur [28].

Ag /AgCl referans elektrot

Sekil 2.10. Referans Elektrot
2.1.3.3. Karsit Elektrot

Platin tel ya da civa havuzu biciminde olan, elektrigin ¢ozelti icinden c¢alisma
elektroduna aktarilmasini saglayan elektrottur. Calisma elektrodu ile bir ¢ift olusturur

fakat potansiyel tayininde rol oynamaz [28].

10
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Sekil 2.11. Karsit Elektrot

2.1.4. Voltametrik Yontemler

2.1.4.1. Doniisiimlii voltametri (CV)

Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinin goézlemlenmesinde, reaksiyon sonucu
olusan ara {irlinlerin incelendigi voltametrik yontemdir. Gerilim sabit hizla belli bir
degere ¢ikarilir, daha sonra ayni hizla ilk degere dondiiriiliir ve bu sekilde doniisiimlii
voltamogram elde edilir [29]. Durgun bir ¢6zeltide tglii elektrot sistemi ile galisir.
Taramanin ters dondigi potansiyeller donilis potansiyeli olarak adlandirilir. Tarama
stireleri 1 ms den baglayip 100 s ve lizeri degerlere kadar cikabilir. Doniistimli
Voltametrinin kullanim alan1 farkli sartlar altinda elektrokimyasal siireclerle ilgili nitel

bilgi saglamaktir [30].

Dontisiimli voltametride baslangig potansiyelinden bitis potansiyeline dogru bir
gerilim uygulanir. Bu gerilim pozitif veya negatif olabilir. Uygulanan gerilim bitis
potansiyelinden baslayip baslangi¢ potansiyeline dogru devam eder [31-32]. Genellikle
indirgenme/yiikseltgenme  reaksiyonlarinda  olusan  ara  {rlinlerin  tespiti

voltamogramlarla miimkiin olmaktadir.

2.1.4.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Diferansiyel Puls Voltametrisinde iki tane akim 6l¢iimii yapilmaktadir. Bunlardan ilki
pulsdan hemen oOnce digeri ise pulsun bitiminden hemen 6nce yapilir. Uygulanan bu
pulslarin akim farki Aj sembolii ile gosterilir. Bu iki akim arasindaki fark alinip bulunan
akim degeri potansiyele karsi grafige gecirilir. Diferansiyel egride pik yiiksekligi

derisimle dogru orantilidir.
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DPV'nin avantajlarindan biri, 0,04 ile 0,05 aralifindaki yar1 dalga potansiyelli

maddeler i¢in bile ayr1 pik maksimumlar1 vermesidir [33].

2.1.4.3. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Oldukga hizli ve duyarli bir analitik yontemdir. SWV diisiik derisimlerde de ¢alismalar
yapilabilir [34]. DPV’ne kiyasla daha hassas ve hizlidir. Son derece hizli 6lgiim
yapildigindan birden fazla voltametrik taramanin ortalamasit alinarak kesinlik

artirilabilir. Tayin sinirlar: 107 ile 10® M arasindadir [35-37].

2.1.4.4. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Empedans spektroskopisi, elektrokimya, malzeme bilimi, biyoloji ve tip, yari-iletken
endistrisi ve sensorler gibi bircok uygulama alaninda kullanilan giiglii bir 6l¢iim
yontemidir. Elektrokimyasal bir hiicrede potansiyelin zamana bagli degisimi sonucu
olusan alternatif akima kars1 bir diren¢ meydana gelir. Elektrokimyasal tepkimelerin

olustugu durumlarda yiik transfer degerleri hakkinda bilgi vermektedir.
Z=E.[I

E sisteme uygulanan potansiyel, |1 uygulanan potansiyel sonucunda agiga ¢ikan
alternatif akimdir. EIS verileri Nyquist ve Bode egrileri yardimiyla bulunur [38,39].
Empedansin gergek (Z') ve hayali (Z") olmak iizere iki bileseni vardir. Grafikte x

eksenini gercek, y eksenini hayali bilesen ifade eder.

-Z (Ohm)

y

RS Rct
Z (Ohm)

Sekil 2.12. Elektrokimyasal Hiicrede Impedimetrik Olgiimde Olusan Nyquist Egrisi
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2.2. Biyosensor

Biyosensor, biyomolekiillerin gesitli ortamlarda izlenmesinde Kalitatif ve/veya kantitatif
tayinini miimkiin kilan cihaz olarak tanimlanabilir. Analiz edilecek malzeme olarak
mutlaka biyolojik bir madde kullanilir. Etkilesimin sonucunda ¢ok segici, hassas ve

daha hizli 6l¢lim yapabilmektedir.

Biyosensoriin amaci, analitin ( analiz edilecek madde ) miktariyla orantisal

olarak sayisal elektrik sinyali iiretmektir.

2.2.1. Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu
Biyosensor sistemi {i¢ temel bilesenden olugmaktadir.

® Biyomolekiil (algilama kismm): Secici tanima mekanizmasi.
® (Cevirici kisitm: Secici mekanizmada incelenen madde ile etkilesimi sonucu
olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren kisim.

¢ Elektronik kisim: Sinyallerin ekrana yansidigt boliim.

‘ Biyosensér ‘
‘ Ornek ‘ | Biyoreseptér Transduser ‘ ‘ Elektronik H Veriigleme
Enzimler
[]J—» Antibadiler Elektrodlar
A OA Niikleik asitler Transistérler
@ O L Mikroorganizmalar Termisté
0 ermistérier I
o A ’ Dokular _ [ [l ikroelektroni
Optik fiberler
n O Hiicreler
O Piezoelektrik
A []J—» Yapay biyolojik kristaller
reseptorler

Sekil 2.13. Biyosensorlerin Genel Calisma Mekanizmasi [40]
2.2.2. Nitelikli Biyosensorlerde Aranan Ozellikler

Biyosensorler sekiz parametreye gore nitelendirilirler:

Duyarhhik: Cihazin analitteki degisime birebir cevap vermesidir. Duyarlilik

yiiksekse analitteki birim degisim sensoriin ekranindan okunur.
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Secicilik: Cihazin sadece analite 6zgilinliigiinii gosterir. Cihaz baska reaktiflere

ilgi gdstermez ve hatali sonug vermez.

Olciim_araligi: Cihazin Slgebildigi analit konsantrasyonun araligidir. Analit

belli bir konsantrasyondan az veya ¢oksa cihaz iyi bir duyarlilikta sonug¢ vermeyebilir.

Olciim siiresi: Cihazin 6lgme hizini gosterir.
Tutarhlik: Cihazin sonuglarindaki tutarliligi ifade eder.

Tespit simir1: Cihazin tespit edebilecegi en diisiik analit konsantrasyonunu ifade
eder.

Omrii: Cihazin, performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan verdigi

hizmet 6mrint ifade eder.

Kararhhk: Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarliligindaki degisimleri dikkate

alan bir kalite 6l¢iim degeridir.

2.2.3. Biyosensor Tasariminda Kullanilan Biyolojik Bilesenler

Biyosensor yiizeylerinde antikor, enzim, doku, niikleik asit, hiicre vb. gibi biyolojik
maddeler kullanilir. Enzimlerin, uygun sicaklik ve pH kosullarma bagli olmasi

nedeniyle kullanimlar1 zordur.

Doku parcalarinin canli tutulmalari, beslenmeleri ve atiklarinin uzaklastirilmasi

gereksinimi sebebiyle biyosensorlerde immobilize edilmeleri zordur.

2.2.3.1. Niikleik Asit ve DNA

Niikleik asitler, genetik bilgilerin kodlandig1 ve bu kodlarin nesilden nesile aktarilmasini

saglayan ve bir¢ok niikleotidin birlesmesi ile meydana gelen molekiillerdir.

Niikleik asitler, adenin ve guanin (piirin) ile sitozin, timin ve urasil (pirimidin)
bazlarini igerirler. Pirimidin bazlarindan timin yalnizca DNA’da, urasil yalnizca
RNA’da bulunurken sitozin her ikisinde de bulunmaktadir. Biiylik molekiil yapida seker
ve fosfat fosfodiester bagi ile birbirine baglanir ve molekiiliin omurgasini olusturur.

Azotlu bazlar ise 2 omurgayi bir arada tutmaktadir.

Niikleotid yapisinda azotlu bir baz, bes karbonlu seker ve fosfat grubu igerir.
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Sekil 2.14. Niikleik Asitlerin Yapisin1 Olusturan Niikleotidlerin Olusum Semasi

N

Iki tip niikleik asit vardir. Bunlar DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA
(riboniikleik asit)’ dir. Her iki niikleik asit de niikleotidlerin birlesimi ile meydana

gelmektedir. Riboniikleotidlerin birlesmesi RNA, deoksiriboniikleotidlerin birlesmesi

sonucu da DNA olusur [41,42].

Deoksiriboniikleik asit (DNA) tiim organizmalar ve bazi viriislerin canlilik
islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik talimatlar1 tasiyan bir niikleik
asittir. Cok sayida niikleotidin bir araya gelmesiyle DNA molekiilii olusur. Genetik
enformasyon niikleotitlerin dizilisinde bulunmakta olup, genler DNA zinciri boyunca
uzanir. Niikleotitlerin {i¢ tanesi bir sifredir ve protein sentezinde bir aminoasite karsilik

gelir.

DNA molekiilii, sarmal seklinde kivrilmis, iki kollu merdiven seklindedir.
Bazlar arasinda yer alan hidrojen baglari DNA molekiiliiniin iki zincirini bir arada
tutmaktadir. Niikleotitlerin arasindaki bazlarin eslesmeleri; A karsisina T; G karsisina C
seklindedir. Bu yiizden ¢ift sarmal DNA yapisinin bir zincirindeki baz dizisi
verildiginde diger zincirdeki baz dizisi de bulunabilir [43].
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Sekil 2.15. DNA MOLEKULU (a) ve DNA cift sarmal (b) yapist

DNA’nimn iki zinciri, birbirine sadece H baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle
baghdir, bu yiizden niikleotidler arasindaki kovalent baglar herhangi bir kopma
olmaksizin ¢oziilebilir. Bu durum denatiirasyon olarak isimlendirilir. Ayni sekilde
zincirler H baglar1 ile yeniden birlesip ¢ift sarmal yapiy1 olusturabilir. Bu durum ise

renatiirasyon olarak adlandirilir [44].

2.2.3.2. interkalasyon

Mutajen o6zellige sahip bazi maddelerin iki baz ¢ifti arasmma girmesi olayma
interkalasyon denir [45]. Bu olayin gerceklesmesi i¢in baz ¢iftinin arasinin agilmasi
gerekir, bunun olabilmesi i¢cin de DNA sarmalinin aksi yonde hareket ederek gevsemesi
gerekir. Interkalasyon gergeklestiginde DNA sentezi bozulur ve zehirlenme veya
mutasyonlar meydana gelir. Bu yiizden DNA interkalatorleri genellikle kanserojendir.
Interkalatérler DNA transkripsiyonuna engel oldugu igin hizla biiyiiyen kanser

hiicrelerini engellemek amaciyla kemoterapide kullanilirlar.
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2.2.3.3. DNA ile Tlgili Kavramlar

Oligoniikleotit: Birkag¢ niikleotitten olusmus DNA parcalaridir.

Diniikleotit: iki niikleotidin bir araya gelmesiyle olusur.

Triniikleotit: Ug niikleotidin bir araya gelmesiyle olusur.

Prob: Genetik ¢aligsmalarda kullanilan, baz dizisi belli oligoniikleotitlerdir.

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

Baz Cifti: Karsilikl1 gelen iki bazi ifade eder. Ornegin, A.T veya G.C baz ¢iftleri gibi.
Rastgele Dizi (Non complementary-NC): Oligoniikleotitlerin asil diziden farkli baz
dizilimine sahip olmalaridir.

Yanhs Eslesen Dizi (Mismatch-MM): En az bir baz1 hedef diziden farkli olan

oligoniikleotitlerdir.

2.3. Genosensorler (DNA Biyosensorleri)

Tanima yiizeyi olarak DNA'nin kullanildig1 biyosensorlerdir [46-49]. Genosensorler,
DNA ile etkilesime giren maddelerin tayininde ve hibridizasyon incelenmesinde
kullanilir. Madde DNA etkilesimi sonucu, incelenen maddenin ya da DNA'daki bir
bazin sinyalindeki farkliliktan yola ¢ikilarak madde tayini yapilir.

DNA'nimn elektrot ylizeyine tutturulmasi ii¢ yontemle gerceklesir. Bunlar;

adsorpsiyon, elektrostatik baglanma ve kovalent baglanmadir.

Yiiksek hassasiyette, diisiik maliyetli, tasinabilir boyutlarda kiigiiltiilebilir ve tek
kullanimlik olmalar1 gibi avantajlarindan dolay1 genosensorlerin kullanimi oldukca

artmustir [50-52].

Genosensorlerin, biyolojik silah, gida ve ¢evreyi olumsuz etkileyen
mikroorganizmalarin tayininde ve bulasict hastaliklarin tanisinda kullanimi oldukca
artmistir. Doku, hiicre gibi biyolojik maddelerden mutasyon dizileri veya hastaliklar
tizerine calisilmaktadir ve bu calismalar 1s1ginda viriis, bakteri ve mantar kokenli

hastaliklar tespit edilebilir.
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2.3.1. DNA — ila¢ Etkilesimine Dayali DNA Biyosensorleri

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile ilag-DNA etkilesimi iizerine bir¢cok calisma
yapilmaktadir. Ilag-DNA etkilesimiyle DNA yapisindaki bir baz sinyali veya ilag
sinyalindeki degisimler analiz edilerek ilag-DNA etkilesimi hakkinda bilgi edinilir [53-
56]. Etkilesim tiirlerine elektrostatik baglanma, ¢apraz baglanma ve interkalasyon drnek

verilebilir.

Antikanser ilaglarin DNA ile etkilesiminin incelenmesi ve bu dogrultuda
elektrokimyasal yontemlerin kullanilmasi Genosensdrlerin - 6nemini  arttirmaktadir
[55,56]. Antikanser ilag molekiillerinin DNA ile etkilesimlerinin hizli ve giivenilir

tespiti, farmakolojik ¢alismalar igin olduk¢a Gnemlidir.
[lag-DNA etkilesmesinin elektrokimyasal biyosensorlerle tayininde;
1. DNA’nin guanin veya adenin bazlarinin sinyalinde,

2. DNA ile etkilesen ilacin verdigi sinyalde meydana gelen artma veya azalma ile

bir¢ok tayin yapilabilmektedir.

DNA biyosensorlerinin esast DNA  hibridizasyonuna dayanmaktadir. Ilk
asamada hedef diziye karsilik gelen oligomer (tek sarmal DNA) elektrot yiizeyine
baglanir. Daha sonra ornek c¢ozeltiye daldirilan elektrot yilizeyinde hibrit olusumu

saglanir. Son olarak hibridizasyon transduser sinyali ile gézlemlenir [57].
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1.Kullanilan Cihazlar

Olgiimler ve deneyler sirasinda kullanilan tiim cihaz ve donanimlar:

3.2.

+ Kalem grafit elektrot (¢alisma elektrodu) (0,5 mm Rotring Kalem 0,5 Tombow
HB model)

Ag/AQCI referans elektrodu

Yardimci elektrot (Platin tel)

Ses Titresimli Temizleyici (Bandelin Sonorex)

Manyetik Karistirici (ARE 2-Velp ve elektro-mag)

Manyetik karistirict (AGE Velp)

Vortex (Velp Scientifica)

Duyarlh Terazi (precisa XB 220A)

pH-metre (BWTW Inolab pH 720)

Potansiyostat; u-AUTOLAB TYPE III (FRA 2 modiillii- Chemie, Hollanda)

+ 4+ 4+ o+t

Kullamilan Kimyasal Maddeler

+ Tetrasiklin (Sigma)

+ Oksitetrasiklin (Sigma)

+ Balik sperm DNA'dan elde edilen tek ve ¢ift sarmal DNA (ssDNA-dsDNA)
+ Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4, Merck)
+ Potasyum Bifosfat(K2HPO4, Merck)

+ Hidroklorik asit (HCI, Merck, %37)

+ Asetik asit (Merck, %99-100)

+ Potasyum Klortiir (KCl, Merck)

+ Tris hidroklorik asit (Sigma)

+ Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)

+ Sodyum kloriir(NaCl, Merck)

+ Potasyum Ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)e], Sigma)
+ Potasyum Ferro Siyaniir (K4[Fe(CN)s, Sigma])
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3.3. Tetrasiklin ve Oksitetrasiklin Hakkinda Genel Bilgi

Tetrasiklin Oksitetrasiklin
Molekiil Agirligt 444,435 g/mol 460,439 g/mol
Kimyasal Formiili C22H24N20s C22H24N209

OH O HOHO O

O
™
OH
H

S\ H
HO /N\

Sekil 3.1. Tetrasiklin'in A¢ik Kimyasal Formiilii

OH O HOHO O

O
™
OH
H

S\H
HO ﬂ /N\

Sekil 3.2. Oksitetrasiklin'in A¢ik Kimyasal Formiili

Tetrasiklin bir grup antibiyotige verilen genel isimdir. Tetrasiklin ve
Oksitetrasiklin de bu antibiyotik grubundandir. Kisa siire etkili ve dogal
antibiyotiklerdir.

Bakteriyostatik yapiya sahiptirler. Yani bakteri hiicrelerinin gelismesini veya
tiremesini onleyerek bakterinin viicudun savunma mekanizmasi tarafindan kolayca yok

edilmesine yardimci olurlar.

Tetrasiklinler, duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu kulak burun bogaz ve
alt solunum yolu infeksiyonlari, iiriner sistem infeksiyonlari, deri ve yumusak doku
infeksiyonlari, akne, difteri, kizil, basilli ve amipli dizanteri gibi rahatsizliklarda

kullanilir.
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https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=G/mol&action=edit&redlink=1

Oksitetrasiklin, genis spektrumlu olma o6zelliginden dolayr bircok farkli
enfeksiyonun tedavisinde kullanilir. Solunum yolu, siniis, orta kulak, deri, idrar yollari
iltihaplarindan bel sogukluguna ve agir akne tedavisine kadar bir¢ok enfeksiyonun

tedavisinde etkili bir kullanim alan1 vardir.
3.4. Deneyde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Tampon Céozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon ¢o6zeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su kullanildi. Cam siselerde ve serin

ortamda muhafaza edildi.

3.4.1.1. 0,5 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH 4,81; ABS)

Bir miktar saf suya 28,9 ml CH3COOH ¢ozeltisi eklendi. Cozelti igerisine, pH 4,81
oluncaya kadar 0,1M NaOH damla damla eklendi. Iyonik siddeti dengede tutamak i¢in
1,168g NaCl ¢ozeltiye ilave edildi. Cozelti 1000 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi.

3.4.1.2.0,02 M Tris -EDTA tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH 8,0)

1 litrelik Tris-Edta ¢ozeltisi, saf suya eklenen 0,788 g Tris HCI ve 0,186 g EDTA ile

hazirlandi.

3.4.1.3. Redoks Cozeltisinin Hazirlanisi

0,164 g KsFe(CN)s ve 0,208g KsFe(CN)s ile 200 ml'lik ¢dzelti hazirlandi. Iyon
siddetini dengede tutmak i¢in 1,49 g KCl ¢ozelti igerisine eklendi.

3.4.2. DNA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada balik sperm DNA kullanildi. Balik sperm DNA ¢ift sarmal DNA (fs
dsDNA) ve tek sarmal DNA (fs ssDNA) olarak hazirlandi. Stok seklinde hazirlanan
DNA ¢ozeltileri, 1000ppm olacak sekilde 0,02 M Tris-EDTA ¢ozeltisi (pH 7,0) ile
hazirlandi. Cozelti 20°C’de karanlik ortamda muhafaza edildi. Deneylerde kullanilacak
DNA ¢ozeltisi istenilen derisimlerde 0,5 M asetat tampon c¢ozeltisi (pH 4,81)
kullanilarak hazirlandi. SSDNA'da ek olarak DNA’nin kendisini eslemesini engellemek
amaciyla denatiire islemi (deneye baslanmadan 6nce 5 dk. kaynayan suda bekletilip

hizlica sogutularak) yapildi.
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3.5. Kullanilan Yontem

Yapilan tiim elektrokimyasal deneylerde NOVA 2.1. yazilim programini igeren p-
AUTOLAB TYPE III (FRA 2 modiillii) potansiyostat cihazi kullanildi. Yntem olarak,
diferansiyel puls voltametrisi (DPV), donisimlii voltametri (CV) ve kare dalga
voltametrisi (SWV) kullanildi. Deneylerde, yardimer elektrot olarak platin tel, ¢alisma
elektrodu olarak tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE) ve referans elektrodu
olarak ise AQ/AQCI referans elektrodu kullanildi. Tez c¢alismalarinda kullanilan
elektrotlarin aktivasyonu, elektrot ylizeyinde DNA-analit etkilesimi ve DNA’nin
elektrot yilizeyine immobilizasyon incelenme basamaklarinda literatiirdeki yontemler
kullanild1 [58,59].

Sekil 3.3. Deneylerde Kullanilan Yontem

3.5.1. Kullanilan Elektrotlarin Deneye Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan ve c¢alisma elektrodu olan Tombow marka tek kullanimlik kalem
grafit elektrotlar (PGE) 3cm boyunda kesildi. Kalem uglar1 ¢6zelti igerisine 1,5 cm’lik

boliimii batacak sekilde hiicre igerisine yerlestirildi [25].

Bir hiicre igerisine ABS (pH 4,81) konuldu. ABS igerisine daldirilan
elektrotlarin ylizey aktivasyonunu yapmak i¢in 30 saniye boyunca +1,4 V potansiyel

uygulandi.
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Sekil 3.4. U¢ kesme islemi

3.6. Aktive Edilmis PGE Yiizeyine DNA Tutturulmasi

3.6.1. fs dsDNA ve fs ssDNA'nin PGE Yiizeyine Immobilizasyonunun incelenmesi

PGE ylizeyine DNA immobilizasyonunda adsorpsiyon metodu kullanildi. Aktive edilmis
PGE yiizeylerine DNA immobilizasyonu asamalar1 fs SSDNA ve fs dsDNA igin ayr1 ayri
uygulandi. Tim olgimler 0,5 M ABS (pH 4,81) ¢ozeltisinde alindi. Elde edilen
voltamogramlarda guanin ylikseltgenmesine ait akim sinyalleri incelenerek ssDNA ve

dsDNA i¢in siire ve derisim optimizasyonlar1 yapildi.
SWV tekniginde kullanilan parametreler;

e Basamak potansiyeli: 0,005 V
e Modiilasyon genligi: 0,02 V
e Tarama hizi: 0,125 V/s

3.6.1.1. DNA Immobilizasyonunda Uygun Etkilesim Siiresinin incelenmesi
fs dsDNA immobilizasyonunda aktive edilmis PGE’lerle yapilan siire

optimizasyonu:

30 ppm fs dsDNA, 0,5M ABS ¢ozeltisi ile hazirlandi. Viallere 110 ul koyuldu ve
yiizeyi DPV yontemi ile aktive edilmis olan PGE'ler viallere daldirildi. PGE'ler dsDNA
icerisinde farkli siirelerde (3, 5,10 ,15, 20 dakika) bekletildi ve bekleme islemi bittikten
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sonra 3'er saniye etkilesim ¢ozeltisinin ¢oziiciisiine daldirilip yikandi. Bu agamadan sonra

SWV teknigi ile 6l¢tim alindu.

fs ssDNA aktive edilmis PGE’lerle yapilan immobilizasyonunda siire

optimizasyonu:

30 ppm fs dsDNA, 0,5 M ABS ¢ozeltisi ile hazirlandi. Viallere 110 pl koyuldu ve
yiizeyi DPV yontemi ile aktive edilmis olan PGE'ler viallere daldirildi. PGE'ler ssDNA
igerisinde farkl stirelerde (3, 5, 10, 15, 20 dakika) bekletildi ve bekleme islemi bittikten
sonra 3'er saniye etkilesim ¢ozeltisinin ¢oziiciisiine daldirilip yikandi. Bu agamadan sonra
SWV teknigi ile dlgiim alindi. Olgiim sonucunda voltamogramlardaki akim degisimleri

gbzlemlendi ve optimum etkilesim siiresi tespit edildi.

3.6.1.2. DNA Immobilizasyonunda Uygun Derisim Degerinin incelenmesi

fs dsDNA immobilizasyonunda dsDNA'nin derisim optimizasyonu:

Aktive edilmis PGE’ler degisik derisimlerde (10, 20, 30, 40, 50 ppm) hazirlanan
fs dsDNA ¢ozeltilerinden 110 pL alinarak viallere koyulan ¢ozeltilere daldirildi ve daha
once tayin edilen sabit bekleme siiresince bu ¢ozeltilerde bekletildikten sonra SWV
Olciimlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki degisimden yararlanarak derisim

optimizasyonu yapildi.

fs ssDNA immobilizasyonunda ssDNA'min derisim optimizasyonu:

Aktive edilmis PGE’ler degisik derisimlerde (10, 20, 30, 40, 50 ppm) hazirlanan
fs ssDNA ¢ozeltilerinden 110 pL alinarak viallere koyulan ¢6zeltilere daldirildi ve daha
once tayin edilen sabit bekleme siiresince bu ¢ozeltilerde bekletildikten sonra SWV
Olctimlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki degisimden yararlanarak derigim

optimizasyonu yapildi.
3.7. DNA-TET ve DNA-OTC Etkilesiminin incelenmesi

3.7.1. Elektrot Yiizeyindeki Etkilesimlerin Incelenmesi

Optimum kosullarda DNA immobilizasyonu yapilan PGE'lerin (PGE/DNA) ilaglar ile
kat1 elektrot yiizeyindeki etkilesiminde dsDNA ve ssDNA'nin TET ve OTC ile etkilesim
stiresi optimize edildi. Tayin edilen optimum etkilesim siiresinde ilaglarin derisimleri

degistirilerek PGE/DNA ile ilag tayinleri yapildi ve kalibrasyon grafikleri olusturuldu.
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SWYV yonteminin kullanildig1 deneylerde guanin pik akiminda meydana gelen degisimler

takip edildi.

3.7.1.1. PGE/DNA ile TET ve OTC etkilesimi i¢in siire optimizasyonu

DPV yonteminde, optimum kosullarda 6nceden fs dsDNA ve fs sSDNA immobilizasyonu
gerceklestirilen PGE’ler, 0,5 M ABS (pH: 4,81) ¢6zeltisinde hazirlanan sabit derisimde
TET veya OTC igeren 110 pL’ lik viallere daldirildi ve degisik etkilesim stirelerinde
bekletildi ve sonra SWV olgiimlerinden elde edilen guanin pik sinyallerindeki

degisimden yararlanarak siire optimizasyonu yapildi.

3.7.1.2. PGE/DNA ile TET ve OTC tayini

DPV yonteminde, optimum kosullarda 6nceden fs dsSDNA ve fs SSDNA immobilizasyonu
gerceklestirilen PGE’ler, 0,5 M ABS (pH: 4,81) c¢ozeltisinde hazirlanan farkli
derigimlerde TET veya OTC igeren 110 pL’ lik viallere daldirildi ve daha 6nce belirlenen
sabit etkilesim siiresi kadar bu ¢ozeltilerde bekletildi ve sonra SWV o6l¢timlerinden elde
edilen guanin pik sinyallerindeki degisimden yararlanarak ilag tayinleri yapildi ve

kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

3.7.1.3. PGE/TET ve PGE/OTC ile DNA etkilesiminin incelenmesi

[lag-DNA etkilesim mekanizmasinin anlagilmasina katki saglamas1 amaciyla, yukaridaki
islemlerin aksine, 6nce PGE yiizeyine ilaglar immobilize edildi. Bunun i¢in aktive edilen
PGE'ler ABS ¢ozeltisinde hazirlanan belirli derisimdeki ilag ¢6zeltilerinde belirli siire
bekletilerek ilaglarin kati elektrot yiizeyine immobilizasyonu saglandi. Bu elektrotlar
daha sonra ABS'de hazirlanan mubhtelif derisimlerdeki ssDNA ve dsDNA ¢ozeltileri
etkilestirildi. Etkilesim Oncesi ve sonrast SWV o6lclimleri alinarak hem guanin hem de

ilag piklerinde meydana gelen degisimler incelendi.

3.7.2. Cozelti Ortaminda DNA-Ilac Etkilesimlerinin Incelenmesi

Kati elektrot ylizeyinden farkli olarak, ¢ozelti ortaminda da DNA-ilag etkilesimi
incelendi. ABS tamponunda hazirlanan hem ssDNA hem de dsDNA'nin muhtelif
derisimlerdeki ¢ozeltileri yine ABS'de hazirlanan TET ve OTC'nin  muhtelif
derisimlerdeki ¢ozeltileri ile belirli siirede karistirildi ve bu ortamda PGE ile SWV

Olctimleri alindi.
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4 BULGULAR ve TARTISMA

4.1. CV Yontemi Kullanilarak Yapilan Deneylere iliskin Bulgular ve Tartisma
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Sekil 4.1. 10° M TET'nin Déniisiimlii Voltamogrami1
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Sekil 4.2. 10°M OTC'nin Déniisiimlii Voltamogram1

TET ve OTC'nin ABS tamponunda 103 M derisiminde ¢ozeltileri hazirland, 0,0
- 1,4 V potansiyel araliginda 100 mV/s tarama hiziyla doniisiimlii voltamogramlari
alindi. Her iki tiirlin de elektroaktif oldugu, sirasiyla 0,70 V ve 0,90 V potansiyel
civarinda iki adet tersinir olmayan yiikseltgenme pikleri verdigi ve elektrokimyasal

davramglart arasinda onemli bir fark olmadigi goriilmiistiir. Ikinci taramalarda
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yiikseltgenme pik akimlarinda goriilen belirgin azalmanin ise her iki tiiriin de elektrot

yiizeyine adsorbe oldugu seklinde yorumlanmuistir.

4.2. SWV Yéntemi Kullanilarak Yapilan Deneylere iliskin Bulgular ve Tartisma

4.2.1. fs dsDNA ve fs ssDNA'min PGE Yiizeyine Immobilizasyonuna iliskin

Bulgular

4.2.1.1. fs dsDNA ve fs ssDNA Immobilizasyonunda En Uygun Etkilesim Siiresinin

Belirlenmesine iliskin Bulgular

fs dsDNA ve fs ssDNA igin 3.6.1.1'de acgiklandig1 gibi deneyler yapilarak voltametrik

Olgtimler alindi. fs dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu ile etkilesim siireleri

incelendi ve en uygun etkilesim siiresi 5 dk olarak belirlendi. Caligma sonucu elde

edilen voltamogram ve histogramlar agagida verilmistir.

12 4
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Potansiyel (V)

Alam {pa)

12 4
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b
c d e
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fs dsDNA Adsorpsiyon Siiresi (dakika)

Sekil 4.3. PGE ylizeyine immobilize edilen fs dsDNA'nin (a) 3 (b) 5 (¢) 10 (d) 15 (e)
20 dakika farkli siirelerde etkilesimi sonrasinda SWV yontemi ile dlgiilen
guanin sinyallerini gosteren voltamogram ve histogram

fs ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu ile etkilesim siireleri incelendi ve

en uygun etkilesim siiresi 5 dk olarak belirlendi. Calisma sonucu elde edilen

voltamogram ve histogramlar asagida verilmistir.
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Sekil 4.4. PGE yiizeyine immobilize edilen fs sSsSDNA'mn (a) 3 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20
dakika farkl siirelerde etkilesimi sonrasinda SWV yontemi ile dl¢iilen guanin
sinyallerini gosteren voltamogram ve histogram

Daha onceki laboratuvar deneyimlerimizden DNA immobilizasyonu ile ilgili
olarak en uygun yontemin pasif adsorpsiyon oldugunu biliyoruz dolayisiyla bu
calismada da aynm1 yontem kullanilmigtir. Siire optimizasyonu yapilirken DNA'nin sabit
derisimi 30 ppm olarak se¢ilmis ve aktive edilmis PGE'ler muhtelif siirclerde DNA
cozeltilerinde bekletildikten sonra SWV o6l¢limleri alinmistir. Guanin pik akimlari
incelendiginde ssDNA ve dsDNA'in her ikisi i¢in de 5 dakika immobilizasyon
stiresinden sonra akimlarin degismedigi veya azaldigi goriilmiistiir. Guanin pik
akimlarmin sabitlendigi degerler optimum immobilizasyon siireleri olarak kaydedilmis

ve bundan sonraki DNA-ilag etkilesimlerinde de bu degerler kullanilmustir.

4.2.1.2. fs dsDNA ve fs ssDNA PGE immobilizasyonunda En Uygun Etkilesim

Miktarinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

fs dsDNA ve fs ssDNA igin 3.6.1.2'de aciklandig1 gibi deneyler yapilarak voltametrik
Olgtimler alindi. fs dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu ile etkilegsim derisimleri
incelendi ve en uygun etkilesim miktar1 40 ppm olarak belirlendi. Calisma sonucu elde

edilen voltamogram ve histogramlar asagida verilmistir.
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Sekil 4.5. PGE yiizeyine immobilize edilen fs dsDNA'nin (a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e)
50 ppm farkli derisimlerde etkilesimi sonrasinda SWV yontemi ile 6lgiilen
guanin sinyallerini gosteren voltamogram ve histogram

fs ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu ile etkilesim derigsimleri incelendi
ve en uygun etkilesim miktar1 40 ppm olarak belirlendi. Calisma sonucu elde edilen

voltamogram ve histogramlar agsagida verilmistir.
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Sekil 4.6. PGE yiizeyine immobilize edilen fs ssDNA'nin (a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e)
50 ppm farkli derisimlerde etkilesimi sonrasinda SWV yontemi ile 6lgiilen
guanin sinyallerini gosteren voltamogram ve histogram

DNA immobilizasyonunda optimum kosullar belirlenirken 6nce sabit derisimde
optimum siireler tayin edilmisti. Sonraki asamada aktive edilmis PGE'ler bu sabit
stireler kullanilarak muhtelif derisimlerdeki DNA ¢ozeltilerinde bekletildi. dSDNA ve
SSDNA'nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda optimum derisim degerleri arasinda

herhangi bir fark goriilmemistir.
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4.2.2. DNA-TET ve DNA-OTC Etkilesimine Iliskin Bulgular ve Tartisma

4.2.2.1. Elektrot Yiizeyindeki Etkilesimlerin Incelenmesi

PGE/DNA-TET ve PGE/DNA-OTC etkilesiminde uygun etkilesim siiresinin

belirlenmesine iliskin bulgular:

Optimum kosullarda DNA immobilizasyonu yapilan PGE'lerin (PGE/DNA)
ilaglar ile kat1 elektrot PGE yiizeyine immobilizasyonunda hem fs dsDNA hem de fs
ssDNA i¢in optimum etkilesim siiresi 5 dakika ve optimum derisim 40 ppm olarak
belirlenmisti. Bu kosullarda dsDNA ve ssDNA'min aktif PGE yiizeyine
immobilizasyonu yapildi daha sonra bu elektrotlar (PGE/DNA) TET ve OTC ile
optimum kosullarda etkilestirildi. Bunun i¢in optimum kosullarda immobilizasyonu
yapilan dsDNA ile hazirlanan PGE/dsDNA ABS'de hazirlanan 4ppm sabit derisimdeki
TET c¢ozeltisinde muhtelif siirelerde bekletildikten sonra SWV teknigi ile voltametrik
Ol¢iimler alindi ve guanin akim sinyallerindeki degisimler takip edilerek optimum
etkilesim stliresi tayin edildi. Voltametrik 6lgme parametreleri daha Onceki
parametrelerle ayni idi. PGE/dSDNA-TET etkilesim siiresinin optimize edilmesinde
izlenen yol PGE/ssDNA-TET, PGE/dsDNA-OTC ve PGE/ssDNA-OTC
etkilesimlerinde de aynen tekrar edildi. Elde edilen voltamogramlar Sekil 4.7 - Sekil

a b
] I I d [
1 5 10 15 20

Potansiyel (V) PGE/dsDNA-TET Etkilesim Siiresi (dakika)

4.10'da verilmistir:
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Sekil 4.7. PGE/dsDNA'in farkl siirelerdeki (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 dakika TET
cozeltisinde bekletilip SWV teknigi ile dlciilen guanin sinyallerini gdsteren
voltamogram ve histogram
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Sekil 4.8. PGE/ssDNA'nin farkli siirelerdeki (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 dakika TET
cozeltisinde bekletilip SWV teknigi ile dlgililen guanin sinyallerini gosteren

voltamogram ve histogram
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PGE/dsDNA- OTC Etkilesim Siiresi (dakika)

Sekil 4.9. PGE/dsDNAmin farkl siirelerdeki (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 dakika OTC
cozeltisinde bekletilip SWV teknigi ile dlcililen guanin sinyallerini gosteren

voltamogram ve histogram
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PGE/ssDNA- OTC Etkilesim Siiresi (dakika)

Sekil 4.10. PGE/ssDNA'in farkli siirelerdeki (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20 dakika
OTC cozeltisinde bekletilip SWV teknigi ile olgiilen guanin sinyallerini

gosteren voltamogram ve histogram

DNA'nin hedef molekiillerle kuvvetli bir sekilde etkilesme potansiyeline sahip

olmasi nedeniyle elektrokimyasal yontemlerde tanima yiizeyi olarak kullanilmasi son
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yillarda siklikla bagvurulan yontemlerden biri olmustur. DNA'nin elektrot yilizeyine
immobilizasyonunda DNA'ya ait elektroaktif bazlarin elektrokimyasal davranislarindaki
degisikliklerden yararlanilir. Genellikle indikatér elektroda uygun olarak c¢alisilan
potansiyel araliginda elektroaktif olan tiirler guanin ve adenin bazlaridir ve bu bazlarin
elektrot yiizeyini tamamen kaplamasi ve yeterli kararlilikta olmast DNA'nin elektrot
yiizeyi ile etkilesim siiresi ve DNA derisimine baglidir. immobilizasyonu yapilacak
DNA igin en uygun siire ve en uygun derisim, etkilesimden sonra Olgililen guanin ve
adenin bazlarinin pik akimlariyla takip edilir. Uygulanan voltametrik yonteme de baglh
olarak s6z konusu pik akimlarmin doygunluga ulastig1 parametreler optimum degerler
olarak belirlenir ve bundan sonraki DNA-molekiil etkilesimleri incelenirken tayin edilen
bu parametreler kullanilir [24]. DNA-hedef molekiil etkilesimlerinde, etkilesimin
karakteristigini belirlemek veya hedef molekiilii kantitatif olarak tayin etmek icin ya
etkilesimden once ve sonra DNA bazlarinin akim sinyallerinde meydana gelen
degisimler veya (varsa) hedef molekiiliin etkilesimden 6nce ve sonra elektrokimyasal
davraniglarinda meydana gelen degisimlerden yararlanilir. Bu calismada optimum
DNA-ila¢ etkilesim siiresinin belirlenmesinde DNA'ya ait guanin pik akimlarinda
meydana gelen degisimler takip edilmistir. Aktif PGE yiizeyine immobilize edilmis
gerek ssDNA ve gerekse dsDNA'nin hem TET ve hem de OTC ile etkilesim siirelerinin
optimizasyonu i¢in alinan kare dalga voltamogramlari incelendiginde guanin pik
akimlariin etkilesim siiresi arttikca azaldigi ve 10 dakikalik bir etkilesimden sonra
sabit kaldigi goriilmiistiir. Bundan sonraki deney asamasinda ilag tayinleri yapilirken

optimum DNA - ilag etkilesim siiresi 10 dakika olarak alinacaktir.

PGE/DNA ile TET ve OTC tayinine iliskin bulgular ve tartisma:

PGE yiizeyine immobilize edilen dsDNA ve ssDNA'in 0,005 - 0,5 pg/mL
araliginda degisen ve ABS ¢ozeltisinde hazirlanan TET ve OTC ile etkilesiminden elde

edilen guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliiklerini gosteren grafikler
Sekil 4.11 - Sekil 4.14'te verilmistir:

32



[

|
e

Akim (pa)
P
Akim {pA)
O B MoWw R W @ o om W
T R T T R R

O K MW B W @M W @ WD
I N T TR T TR R S R |

07

02

11 1,2

1
Potansiyel (V)

0 0,005

001 0025 005 01 025 05

TET Derigim (ppm)

Sekil 4.11. PGE/dsDNA'nin farkli derisimlerdeki (a) O (b) 0,005 (c) 0,01 (d) 0,025 (e)
0,05 (f) 0,1 (g) 0,25 (h) 0,5 ppm TET ¢ozeltisinde 10 dakika sabit siirede
bekletilip SWV teknigi ile 6lgiilen ortalama guanin sinyallerini gésteren

voltamogram ve histogram
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Sekil 4.12. PGE/ssDNA'nin farkli derisimlerdeki (a) 0 (b) 0,005 (c) 0,01 (d) 0,025 (e)
0,05 (f) 0,1 (g) 0,25 0,5 ppm TET ¢ozeltisinde 10 dakika sabit siirede
bekletilip SWV teknigi ile Olgiilen ortalama guanin sinyallerini gdsteren

voltamogram ve histogram
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Sekil 4.13. PGE/dsDNA'nin farkli derisimlerdeki (a) 0 (b) 0,005 (c) 0,01 (d) 0,025 (e)
0,05 (f) 0,1 (g) 0,25 (h) 0,5 ppm OTC g¢ozeltisinde 10 dakika sabit siirede
bekletilip SWV teknigi ile Olgiilen ortalama guanin sinyallerini gdsteren
voltamogram ve histogram
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Sekil 4.14. PGE/ssDNA'in farkli derisimlerdeki (a) 0 (b) 0,005 (c) 0,01 (d) 0,025 (e)
0,05 (f) 0,1 (g) 0,25 (h) 0,5 ppm OTC g¢ozeltisinde 10 dakika sabit siirede
bekletilip SWV teknigi ile oOlciilen ortalama guanin sinyallerini gosteren
voltamogram ve histogram

TET ve OTC derisiminin guanin pik akimlarindaki degisime karsi ¢izilen
kalibrasyon grafiklerinde pozitif egimli kalibrasyon dogrusu elde etmek igin
etkilesimden Onceki guanin pik akim degeri her bir etkilesimden sonra elde edilen
guanin pik akim degerine oranlanmustir (Al). Kalibrasyon grafikleri ve regresyon
dogrusunun standart sapmasi ve egiminden yaralanilarak hesaplanan tayin sinirlar1 Sekil

15 - Sekil 18'de verilmistir:
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Sekil 4.15. PGE/dsDNA-TET etkilesiminde TET derisiminin guanin pik
akimindaki degisimine etkisinden elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.16. PGE/ssSDNA-TET etkilesiminde TET derisiminin guanin pik
akimindaki degisimine etkisinden elde edilen kalibrasyon grafigi

35




4l (pa)

1,37 -

1,32 A

LOD: 0,0046 ppm

1,27 A
1,22 -

1,17 A

y=2,036x+ 1,075
R®=0,998

1,12 A

1,07 A

1,02 T T T T T 1
a 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Corc (ppm)

Sekil 4.17.

PGE/dsDNA-OTC etkilesiminde OTC derisiminin guanin pik
akimindaki degisimine etkisinden elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.18.

PGE yiizeyinin dsDNA veya ssDNA ile kaplandiktan sonra DNA'nin deney konusu
antibiyotiklerle elektrot yilizeyindeki etkilesimleri incelendiginde, her iki ilacinda
DNA'ya etki ederek guanin sinyallerini diisiirdiigti goriilmektedir. Hesaplanan en diigiik

tayin smirlarinin oldukca diisilk degerlerde olmasi her iki ilacin da kati elektrot

PGE/ssDNA-OTC etkilesiminde OTC derisiminin guanin pik
akimindaki degisimine etkisinden elde edilen kalibrasyon grafigi
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yiizeyinde DNA ile giiclii bir etkilesime sahip olduklarini gostermektedir. Baska bir
deyisle DNA'nin tanima yiizeyi olarak kullanilmasiyla gelistirilen DNA biyosensorii ile
Tetrasiklin veya Oksitetrasiklin tayini yiiksek hassasiyetle gergeklestirilebilir.

Kat1 elektrot yiizeyine DNA yerine ilacin immobilize edilip, DNA varliginda
ilag sinyallerinde meydana gelen degisimler de incelenmis ve sonuglar Sekil 4.19 - Sekil

4.22'de verilmistir:

Alim (pa)

Potansiyel (V)

Sekil 4.19. PGE/TET-dsDNA etkilesimine ait 10 dakika etkilesim siirelerinde
SWV tekniginden elde edilen TET (a, b, ¢) ve guanin sinyalleri [a: 4
ppm TET, b: 4 ppm TET + 4 ppm dsDNA, c: 4 ppm TET + 20 ppm
dsDNA]
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Sekil 4.20. PGE/TET-ssDNA etkilesimine ait 10 dakika etkilesim siirelerinde
SWV tekniginden elde edilen TET (a, b, ) ve guanin sinyalleri [a: 4
ppm TET, b: 4 ppm TET + 4 ppm ssDNA, c¢: 4 ppm TET + 20 ppm
sSDNA]
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Sekil 4.21. PGE/OTC-dsDNA etkilesimine ait 10 dakika etkilesim siirelerinde
SWYV tekniginden elde edilen OTC (@, b, c) ve guanin sinyalleri [a: 4
ppm OTC, b: 4 ppm OTC + 4 ppm dsDNA, c: 4 ppm OTC + 20 ppm
dsDNA]
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Sekil 4.22. PGE/OTC-ssDNA etkilesimine ait 10 dakika etkilesim stirelerinde
SWV tekniginden elde edilen OTC (a, b, ¢) ve guanin sinyalleri [a:
4 ppm OTC, b: 4 ppm OTC + 4 ppm ssDNA, c¢: 4 ppm OTC + 20
ppm ssDNA]

Yukaridaki grafikler incelendiginde PGE ylizeyine immobilize edilen TET ve
OTC'ye hem ssDNAmin hem de dsDNA'min etki ederek ilaca ait pik akimlarini
diisiirdiigii gozlemlenmektedir. Ozellikle PGE/TET'nin DNA ile etkilesimlerine dikkat
edildiginde 4 ppm TET ile etkilesen DNA derisimi 4 ppm oldugunda ilaca ait pik
akiminin yariya diistiigli; 20 ppm DNA derisiminde ise ilaca ait yiikseltgenme pikinin
tamamen kayboldugu goriilmektedir (Sekil 19 ve Sekil 20). PGE/OTC'nin DNA
etkilesimde ise ayni derisimlerle c¢alisildiginda ilaca pik akimlarmin azaldigi ancak
yiikksek DNA derisiminde bile hala pik akimlarinin gézlendigi goriilmektedir (Sekil 21
ve Sekil 22). Bu sonuglara gore TET'nin OTC'ye gore DNA ile daha giiglii bir
etkilesime sahip oldugu diisiiniilmektedir.

4.2.2.2. Cozelti Ortamindaki Etkilesimlerin incelenmesi

Cozelti ortaminda ilag ve DNA'daki arasindaki etkilesimin tespiti i¢in, ilag ve DNA ayni
¢Ozelti ortamina konur ve belirli bir etkilesim siiresinden sonra, ilag-DNA kompleksinin
elektrokimyasal sinyallerindeki degisiklikler, tek basina DNA veya ilag ile karsilastirilir
[60]. Bu ¢alismada ¢ozelti fazinda DNA-ilag etkilesimi SWV teknigi ile incelendi ve
elde edilen voltamogramlar Sekil 23- Sekil 26'da verildi:
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Sekil 4.23. Cozelti ortaminda dSDNA - TET etkilesiminden elde edilen SWV
voltamogrami (a: 5 ppm dsDNA, b: 1ppm TET, c: 5 ppm dsDNA +
1 ppm TET, d: 5 ppm dsDNA + 4 ppm TET, e: 1ppm dsDNA + 4
ppm TET)
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Sekil 4.24 Cozelti ortaminda sSDNA - TET etkilesiminden elde edilen SWV
voltamogrami (a: 5 ppm ssDNA, b: 1ppm TET, c: 5 ppm ssDNA + 1
ppm TET, d: 5 ppm ssDNA + 4 ppm TET, e: 1ppm ssSDNA + 4 ppm
TET)
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Sekil 4.25. Cozelti ortaminda dsDNA - OTC etkilesiminden elde edilen SWV
voltamogrami (a: 5 ppm dsDNA, b: 1ppm OTC, c: 5 ppm dsDNA +
1 ppm OTC, d: 5 ppm dsDNA + 4 ppm OTC, e: 1 ppm dsDNA + 4
ppm OTC)
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Sekil 4.26. Cozelti ortaminda ssDNA - OTC etkilesiminden elde edilen SWV
voltamogrami (a: 5 ppm ssDNA, b: 1 ppm OTC, c: 5 ppm ssDNA +
1 ppm OTC, d: 5 ppm ssDNA + 4 ppm OTC, e: 1 ppm ssDNA + 4
ppm OTC)
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Voltamogramlardan da goriildiigii gibi, ¢ozelti ortaminda ilagc-DNA etkilesimi
calisilirken tek basina ilag ve tek basina DNA ile birlikte ilag ve DNA'in karsilikli biri
diisiik digeri yiiksek derisimli karisimlar1 incelenmistir. Sekil 23 ve Sekil 24 TET'nin
¢ozelti ortaminda sirasiyla ssDNA ve dsDNA etkilesimiyle ilgilidir. TET'nin dsDNA ile
etkilesiminde (Sekil 23) 5 ppm dsDNA'nin 1 ppm TET ile etkilesiminde guanin piki
azalirken ilacin pikinde bir miktar artma (tek basina ilag pikine gore) meydana
gelmistir. Bu durum TET ile guanin arasinda bir kimyasal etkilesim veya bir kovalent
baglanma oldugunu diisiindiirmiistiir. 5 ppm dsDNA'nin 4 ppm TET ile etkilesiminde
ayn1t miktar DNA'ya kars1 ilag derisimi artirildiginda ise guanin pikindeki daha fazla
azalma olmus ve ilag¢ piki en yiiksek degerine ulasirken 0,95 V potansiyel civarinda yeni
bir pik meydana gelmistir. Olusan bu yeni pikin dsDNA-TET etkilesimi sonucu olusan
yeni bir elektroaktif iirline ait oldugu anlasilmaktadir. dSDNA derisimi 1 ppm, TET
derigimi 4 ppm olacak sekilde gergeklesen etkilesimde ise artik guanin pikinin tamamen
kayboldugu ve 0,95 V civarindaki yeni elektroaktif tiire ait pikin arttig1 goriilmistiir. Bu
son durum dsDNA ile TET arasinda bir kovalent baglanmanin var oldugunu teyit
etmistir. dsSDNA-TET etkilesimde meydana gelen degisimlerin aynis1 ssDNA-TET
arasinda da gozlenmistir (Sekil 24). dsSDNA-OTC etkilesiminin ¢bzelti ortaminda
incelendigi voltamogramda (Sekil 25), yiiksek derisimdeki DNA'min yine yiiksek
derisimdeki ilag ile olan etkilesiminde guanine ait pik akimi azalirken ilag piki en biiyiik
degerde kendini gdstermis ve pik potansiyeli daha negatife kaymustir. Ilag pikine ait
potansiyelin daha negatif degere kaymasi ilag-DNA etkilesiminde elektrostatik
etkilesimi diisiindiirmektedir [61]. Diisik DNA derisimine karsin yiiksek ilag
derisimindeki etkilesimde ise guanin pik akimi TET etkilesiminde oldugu gibi
kaybolmus ancak farkli olarak yeni bir elektroaktif iiriin meydana gelmemistir.
ssDNA'nin ¢ozelti ortaminda OTC ile etkilesiminde de (Sekil 26) dsDNA'dan farkli bir
durum goriilmemis ve etkilesimden sonra ilaca ait pik potansiyel degeri belirgin bir

sekilde negatife kaymistir.
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5. SONUC

flagc-DNA etkilesiminin arastirilmasi, 6zellikle yeni ilag tasarimlarinin gelistirilmesinde
ve ileride DNA mikrogip sistemleri haline gelecegi diisiiniilen yeni DNA
biyosensorlerinin tasarimlarinda onemli bir role sahiptir. Ayrica insan saghigini
yakindan ilgilendiren besin zincirinde antibiyotik kalintilarimin kisa silirede hassas ve
secici olarak tayin edilmesi de olduk¢a 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda Tetrasiklin ve
Oksitetrasiklin antibiyotiklerinin tayini igin hassas ve segici DNA biyosensorii
gelistirilmistir. Tetrasiklinler besi hayvanlarinda bulasici hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdendir. Tetrasiklinlerin veteriner hekimlikte
antibiyotik ve biiytime destekleyici olarak yaygin kullanimi et, siit, bal, yumurta/tavuk
gibi glinlik gida iriinlerinde birikmesine yol agtig1 ve insan sagligina ciddi tehditler
olusturdugu bildirilmistir [62]. Bu nedenle, gida iiriinlerindeki Tetrasiklinleri tespit

etmek icin hizli, basit, hassas ve spesifik bir tespit yontemi gelistirmek ¢cok dnemlidir.

Bu tez calismasi DNA-ilag etkilesimine dayali bir elektrokimyasal DNA
biyosensorii ile TET ve OTC tayini ve bu ilaglarin tek sarmal DNA (ssDNA) ve ¢ift
sarmal DNA (dsDNA) ile etkilesim o6zelliklerinin agiklanmasini kapsamaktadir.
Biyosensor tasariminda balik sperm DNA's1t dsDNA ve bunun denatiirasyonu ile elde
edilen ssDNA kullanilmistir. Yapilan calismalarda indikator elektrot olarak tek
kullanimlik kalem grafit elektrot kullanilirken, ¢evirici sistem olarak DPV ve SWV
secilmigtir. Bu Ol¢iim sistemleri kullanilarak tayin 30 dakika gibi kisa siirede

gerceklestirilmistir.

TET ve OTC'nin DNA biyosensorii ile tayininde islem sirasi olarak tek
kullanimlik PGE'lerin ABS tamponunda 30 saniye siireyle 1,4 V potansiyel uygulayarak
aktive edilmesi; ssDNA ve dsDNA'nin PGE ylizeyine immobilizasyonunda en uygun
siire ve derisimin belirlenmesi; PGE yiizeyinde DNA-ila¢g ve ilag-DNA etkilesiminin
incelenmesi; DNA-ilag etkilesimlerinden yararlanarak en diisiik tayin smirlarinin
belirlenmesi ve ¢ozelti ortaminda ilagc-DNA etkilesimlerinin incelenmesi yer almaktadir.
Tayinler yapilirken DNA'ya ait guanin bazinin yiikseltgenme sinyallerinde meydana
gelen degisimlerden yararlanilmigtir. Bu degisim c¢ergevesinde TET ve OTC yapi

benzerligi dolayisiyla birbirine yakin sonuglar vermistir. Incelen ilaglarin elektrot
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yiizeyine tutturulmus ve ¢ozelti ortamindaki DNA ile etkilesimi sonucunda DNA'nin
heliks yapisinda hasar yaratabilecegi veya DNA'nin guanin bazina spesifik bir baglanma
ile akim cevaplarinda bir azalma oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica bu etkilesimlerde

TET'nin DNA'ya kovalent OTC'nin ise elektrostatik olarak baglandigi diisiiniilmiistiir.

Tez calismasinda tek kullanimlik PGE ile ilag-DNA etkilesimin tayininde,
herhangi bir yiizey degisikligi veya etiketleme yapilmadan hassas, hizli ve diisiik

maliyetli bir sensor gelistirildigi sonucuna varilmistir.
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