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GIRIS VE AMAG

Biyolojik materyallerden (kan, serum, hlcre, doku, bitkisel ekstrakt vs..),
gidalardan ya da gevresel atiklar gibi cesitli patojenleri tasima riski olan
orneklerden spesifik nukleik asit tayini insanlarda kalitsal ve mikrobiyolojik
kokenli hastaliklarin erken tanisina yol agar. Biyolojik materyallerden nukleik
asit tayini; Ornek hazirlama, incelenecek olan nukleik asit dizisinin
¢ogaltiimasi ve tayini olmak Uzere Ug¢ basamakli islemlerden olusur.

Ornek hazirlama basamadi DNA ekstraksiyonu ve saflagtiriimasi
asamalarini icerir. ilk ®nce ilgili hiicreler niikleik asit eldesi icin hiicre
membraninin pargalanmasi suretiyle yok edilir. Daha sonra serbest kalan
nikleik asitler farkli yontemler ile ekstraksiyona ve saflastiriimaya tabi
tutulurlar.

Genellikle ekstraksiyon ve saflastirma islemlerinden sonra elde edilen
ndkleik asit miktari gerekli analizlerin yapilmasi icin yeterli degildir. Bundan
dolay! nukleik asitin belirli bir bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
¢ogaltilma islemine tabi tutulur.

Cogaltilmig nikleik asit dizilerinin tayini icin en sik kullanilan yol,
etidyum bromrli ortamda DNA’nin uzunluguna goére ayrildigi jel elektroforezi
yontemidir. Mutasyon analizlerinde ise restriksyon enzimleri ile kesim iglemi

ve ardindan elektroforeze uygulama yapilmasi en sik basvurulan yontemdir.



Molekiiler tani ydntemleri “insan Genom Projesi”nin gelistiriimesi ile
elde edilen insan genetik yapisina iligkin yeni bilgiler ve bu bilgilerin
saglayacag! ileri duzeyde arastirmalarin etkisiyle son yillarda ¢ok hizli bir
ilerleme gostermistir.

Kan, serum, doku, hucre vb. gibi biyolojik materyallerden belirli bir
hastalik, mutasyon gibi kalitsal bir davranisi simgeleyen 6zgin DNA
dizilerinin saptanmasi galismalari, son yillarda tipta ve diger bilim dallarinda
onem kazanmis, bakteri, virls, parazit, mantar gibi mikrobiyolojik kokenli
hastaliklar ve kalitsal hastaliklara neden olan bazi mutasyonlarin
saptanmasinda kullaniimaya baslanmigtir.

Bilinen konvansiyonel yontemlere alternatif olmak Uzere elektrokimyasal
DNA biyosensoarlerinin (genosensor) kullanimi gundeme gelmistir.

Biyosensorler, “biyo” (biyolojik kokenli) ve “sensor” (algilayici)
kelimelerinden olusan nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlardir.
Tanim olarak ise; “Birbiri icine ge¢mis, biri biyokimyasal, digeri ¢evirici olmak
uzere iki birlesik sistemden olusur. Biyokimyasal kisim, analizlenecek madde
ile etkileserek onu tanir. Bu etkilesme sonucunda olusan biyokimyasal urun,
cevirici kisim tarafindan okunabilir bir sayisal degere c¢evrilir (26).

Son 10 yilda biyosensoér tasariminda nukleik asitlerden olusan tanima
yuzeylerinin kullanilmasi yayginlasmis ve Analitik Kimya alaninda c¢ip
teknolojisine yodnelik genosensér tasarimi galismalari oldukga hizlanmigstir
(97,115,116,128). Bu calismalar, gerek Analitik Kimya gerekse diger bilimlere
yeni ve ender boyutlarda 6zellikler ekleyerek gelecekte hasta basinda ve
doktor gozetimindeki analizlerde ¢ok énemli rol oynayacaktir (44, 59, 77, 84,

123).



Genosensorler; herhangi bir hastaligi, kalitsal bir davranisi ya da bakteri
ve viruslerinin patojenitesini simgeleyen bir prob DNA dizisinin, bu diziye
karsilik gelen hedef diziyle olusturdugu cift sarmalin biyokimyasal yapisi
taninma olayini mimkdn kilmaktadir (9). Bu olayi olgulebilir fiziksel bir
sinyale donusturen ceviricinin yuksek duyarhligi ve hibridizasyonun yuksek
segiciligi genosensorlerin ¢gevre analizlerinde, DNA-ila¢ etkilesim tayinlerinde
ve bulasici ve kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanimini gerektirmektedir (36-
39, 45, 62, 63, 73,78).

DNA tanima ylzeyleri igceren genosensoérler, dizisi belli genlerin
hibridizasyon tayininde bu dizilere iligskin kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin
tayininde ve bu vylzeyle etkilesime giren analizlenecek maddelerin
(karsinojenik maddeler, ilaglar vs) tayininde kullanilabilir (3,62, 63, 66, 73, 74,
101). Tayinler, DNA bazlarinin birinin ylkseltgenme sinyalindeki (indikatorsiz
yontem) ya da bu bazlardan en az biriyle etkilesen bir hibridizasyon
indikatorinin ve ya interkalatdr 6zellikteki bir hibridizasyon indikatérinin
yukseltgenme ve ya indirgenme sinyalindeki degisikliklerden (indikatorla
yontem) yola ¢ikarak yapilir (4, 8-11, 16, 17, 24, 29-35, 43-45, 59).

Gunumuzde kalhtsal ve infeksiyon hastaliklarin indikatére dayall
tanisinda DNA bazlarindan biriyle etkilesen 6érnegin Metilen Mavisi, ya da
DNA c¢ift sarmalinda baz ciftleri arasina yerleserek interkalasyon yapan
ornegin Meldola Mavisi, etidyum bromUr, rutenyum Dbipiridin, kobalt
fenantrolin, akridin tlrevleri (9-aminoakridin, proflavin, akridin oranj vb)
hibridizasyon indikatoru olarak kullaniimaktadir (16, 21, 29-34, 44, 56, 60, 69,

79, 83,110, 118).



Son vyillarda elektrokimyasal DNA biyosensoérlerinde, herhangi bir
indikator kullanmadan DNA bazlarindan biri olan Guanin ve Adeninin
yukseltgenme sinyallerinden yararlanarak hibridizasyon tayini caligmalari
baslamis ve hizla ilerlemistir. indikatdrsiiz DNA hibridizasyon tayini ydntemi
ile bazi infeksiyon ve kalitsal hastaliklarin tanisina yoénelik c¢alismalar
yapilmaktadir (11-13, 35, 41, 57, 59, 61, 66, 67, 121-127).

NuUkleik asit tanima yontemlerine dayanan elektrokimyasal DNA
biyosensorleri, kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin tanisinda bilinen rutin analiz
yontemlerine goére alternatif olarak daha hizli, ucuz ve kolay bir yontemdir.

Gunumuzde teknolojinin gelismesiyle kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin
tanisi amaciyla tasarlanan ve klinik uygulamalara hazir hale gelen genomik
DNA ciplerinin tasarimi niukleik asit hibridizasyonuna dayanir (108).

Mikroarray teknolojisine yonelik ilk elektrokimyasal ¢alismalar; K. Millan
ve arkadaslar tarafindan kistik fibrozise ait DNA dizileri kullanilarak bu
hastaligin tayini icin yapiimis (89), daha sonra J. Wang ve arkadaslari ayni
teknigi kullanarak E. Coli ve Mycobacterium tuberculosis’e ait dizileri tayin
etmislerdir (125,126). Bunun disinda S. Mikkelsen’in 1994 yilinda yapmis
oldugu, kalitsal hastaliklarin dizi secgici DNA biyosensorleriyle tayin (88)
Amerika Birlesik Devletleri tarafindan korumaya alinmistir (A.B.D. Patent No:
5.312.527-05/17/1994).

Teknolojinin gelismesi ve ilerlemesi ile birlikte DNA mikroarray
calismalari da hizlanmigtir. Bir yandan guvenilir ve hizli yeni yontemler igin
calismalar yapilirken bir yandan da daha ucuz, hizli ve guvenilir yeni

yontemlerin gelistiriime ¢alismalari yapiimaktadir.



Tum bu caligmalarin dogrultusunda gelistirilen ¢esitli  mikrogip
teknolojilerine dayali cihazlarin kullanimi yayginlagsmaya baslamistir.
GeneChip® ve Affimetrix firmalarinin Grettigi kucgultilmis biyosensorler
binlerce genin tek bir c¢ipte analizine olanak vermektedir. GeneChip®
firmasinin mikrogiplerinde DNA izolasyonu, ¢ogaltimi, isaretlenmesi ve optik
yolla analiz teknigi esas alinhigtir (1). Bu analizler ayrica tarayici sistemleri
icermesinden dolayi oldukga pahalidir (108). Bilinen bu yontemlere alternatif
olmak Uzere elektrokimyasal genosensdrlerin tasarimi gindeme gelmistir.

Diyabetli hastalar igin kullanilan glukoz oksidaz enziminin
elektrokimyasal davranisina dayali glukoz biyosensoér teknolojisinin gelisimi
bu teknolojinin DNA testleri icin de kullanilabilecedi fikrini dogurmustur.
Glukoz sensorlyle hastanin kendi basina kisa sirede ve kolayca kan glukoz
seviyesini Olgebilmesi hayat kurtarici bir bulus olmustur. Ayni sekilde
hastalarin kan o&rneginin DNA biyosensori (genosensor)’ne damlatilip
hastalik tanisi yapabilmesi dusuncesi, bu teknolojiye yoénelik c¢alismalarin
hizlanmasina yol agmistir. Bu gelismeler ile bir ¢ok hastaligin énlenmesinde
onemli bir faktor olan erken tani fikrini dogurmus, hatta ileride bu teknolojinin
gelisimiyle hasta basinda vyada hasta tarafindan evinde kolayca
gergeklestirilebilecek cihazlarin tasarimi ¢alismalari hizlanmistir.

Clinical Micro Sensors ile birlikte yine bir Amerikan sirketi olan
Motorola’nin hazirlamis oldugu Affymetrix, Thorp ve arkadaslarinin kurdugu
Xanthon Inc. firmalarinda DNA mikrogiplerinin on calismalari bitmis ve bu
cipler klinikte kullanima hazir hale getirilmigtir. TiUm bu ¢alismalar ¢ok yakin
bir siire sonra elektrokimyasal DNA mikrogiplerinin kullanima hazir olacagini

gOstermigtir (51).



Genellikle optik yontemlere dayanan mikrogip tekniklerine alternatif
olarak daha ucuz ve daha hizli bir ydontem olan elektrokimyasal genosensore
dayali mikrogiplerin tasarimi g¢alismalarina da baslanmistir. November AG
firmasi tarafindan yuritilen Cip Uzerinde Laboratuar Teknolojisi (Laboratory
on a Chip) olarak adlandirilan teknik Uzerinde ©6nemli calismalar
yapilmaktadir. Bu yeni teknolojinin amaci; tek bir ¢ipte tim genomun
izlenmesini ve binlerce gen arasindaki etkilesmenin ayni zamanda
belirlenmesini saglayabilmektir. Bu teknolojinin esasi elektrokimyasal

genosensordur.

Arastirmanin Konusu ve Amaci

Tlberklloz hastaligi, insanlik tarihi boyunca toplumlarin glindeminde
kalmig, arastirmacilarin ilgi odagi olmus, baslica saglik problemlerinden
biridir. TUberklloz ve lepra (ctizam) disinda higbir enfeksiyon hastaliginin bu
kadar eskiye dayandigina dair kanit yoktur. Ayni zamanda enfeksiyon
sonrasi Olumlere yol acan en 6nemli bakterilerden biridir. Robert Koch
1882’de tuberkuloza neden olan basilin izolasyonunu saglamistir. Bunu
1921’de tubekiloz asisinin bulunusunu 1944°de ilk tlberkulloz ilaci olan
streptomisinin kesfi takip etmistir.

Tlberklloz tedavisinde kullanilan baslica ilaglar; izoniazin (INH),
rifampin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (ETA), streptomisin, sikloserin,
kanamisin, kapreomisin gibi antibiyotikleridir.

TUberkuloz tedavisinden en ¢ok korkulan konu ila¢ direncidir. Tedavi
sirasinda kullanilan antibyotiklere bakterinin direng gbsterme insidansi

arttikga bu enfeksiyona bagl 6lim oranlari da artmaya baslamistir. Tedaviye



bagli gelisen direncin erken tanisi etkili tedavi igin ¢ok onemlidir. Bugun
dunyada en az 50 milyon ¢oklu ila¢ direncli tuberkuloz olgusu bulunmaktadir.
Tuberkuloz hastalarinda ilag kullanimi ile ilaca karsi gelisen direncin klinik
olarak hiz bir sekilde saptanmasi tedaviye yeni bir yon verilmesi agisindan
onem tasimaktadir.

Rifampisin (RIF) en ¢ok kullanilan antitiberkiloz ilaglarindan biridir.
Hidrofobik hlcre zarindan hizla diftize olur. Bakterinin DNA'ya bagimli RNA
polimerazin potent inhibitori olarak etki eder. RIF, RNA polimerazi B alt
unitesine ait rpoB geni tarafindan kodlanan B alt Unitesine baglanarak inhibe
eder. Turkiye'de yapilan RIF direnci DNA dizi ¢alismalarinda vakalarin
%95’inden fazlasinin bakterinin rpoB genin 507-533. kodonlarini igceren 81
bazlik gen bolgesinde oldugu goérulmasttr (18- 20). Bu da protein sentezinde
inhibisyona yol agar ve klinikte ¢ok sik rastlanir.

RIF direncine neden olan mutasyonlarin saptanmasi igin g¢esgitli
yontemler gelistiriimistir. Dogrudan dizinin bulunmasi yontemi genel olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu olduk¢ca zaman alici ve pahalidir.

GunUmuzde elektrokimyasal genosensoérlerin  hastaliklarin  tanisinda
kullanimi  yayginlagsmaya baslamigtir. Bu alanda son gelismeler,
elektrokimyasal mikrogip Uretilmesine yodnelik uygulamalari kapsamaktadir.
Elektrokimyasal genosensorler diger yontemlere oranla daha ucuz, hizh ve
mikro boyutlarda tayine yonelik olmasi ile énemlidir (75, 76, 96, 101, 113,
117).

Calismada mutasyonlarin en sik gézlendigi 507 -513. kdonlari igeren 81
baz uzunlugundaki rpoB genine ait 5 farkl bdlgeden prob diziler segildi. Bu

diziler 5 ucunda amino hekzil [NH>—(CHy)¢] isaretli olup igerigindeki tum



guaninler, analogu olan inozin modifiye olarak sentezlenmistir. Burada amag;
indikarésiiz Genosensér ile direng mutasyonlarinin analizini yapmaktir (52,
60).

Literatirde J. Wang, Mycobacterium tuberculosis basilinin indikatore
dayali tanisini, ilk olarak elektrokimyasal genosensor ile sentetik
oligonukleotid  diziler kullanarak yapmistir  (126). Ancak direng
mutasyonlarinin analizine ait elektrokimyasal genosensorler ile herhangi bir
benzer ¢alisma bulunmamaktadir.

Tez calismasi kapsaminda; indikatorstz elektrokimyasal genosensoére
dayali, ileride tasarlanabilecek bir mikrogip teknolojisine ydnelik ve Kklinik
taniya uygulanabilir sekilde, Mycobacterium tuberculosis bakterisinin RIF
antibiyotigine karsi geligtirdigi direng mutasyonlarinin analizi amac¢lanmigtir.
Kullanilan yoéntemin herhangi bir isaretleme basamagi ve karsinojenik
materyallerin  kullanimini  gerektirecek bir hibridizasyon indikatori
kullaniimamaktadir. Boylece daha hizli ve daha ekonomik bir genosensor
tasarimina yol agmistir.

Calismada mikrogip teknolojisine yonelik olarak tasarlanan tek
kullanimhik grafit elektrotlar kullanilmigtir. Elektrot ylzeyine 5 ucundan
aminohekzil isaretli prob diziler kovalent olarak tutturulmus ve diziler inozin
modifiye oldugu igin Diferansiyel Pulse Voltametrisi (DPV) ile yapilan
Olcimlerde elektrokimyasal bir guanin yUkseltgenme sinyali alinmamistir.
Hedef dizi ile hibridizasyondan sonra alinan guanin sinyallerin farkliliklari;
mutasyon analizinin temelini olusturan EVET / HAYIR siteminin
geligtiriimesini saglamistir. Hedef dizi ile hibridizasyonun en uygun kosullari;

en uygun prob ve hedef dizilerin derisimleri, hibridizasyon,ve yikama zamani



ve kosullari incelenerek saglanmistir.Gerek sentetik diziler gerekse gergek
ornekler kullanilarak yapilan bu en uygun kosullarin belirlenmesi
asamalarindan sonra PCR ile ¢ogaltiimis tim gercek 6rnekler denenmis ve

diren¢g mutasyonlari saptanmigtir.
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BOLUM I

GENEL BILGILER

1.1. Elektroanalitik Kimya

Elektrokimya, madde ile elektrik enerjisi arasindaki etkilesmeyi, bu
etkilesimin sonucunda olusan kimyasal enerjinin fiziksel enerjiye déontisumu
gibi kimyasal ve fiziksel degisimleri inceleyen bilim dalidir (2). Elektrokimya
bilimi bir maddeden diger maddeye olan elektron gecisini inceler, bu olay,
tayini yapilacak analit hakkinda bilgi verecek akimi olugturur.

Elektroanalitik kimya, analit ¢dzeltisi (analizi yapilacak olan ¢ozelti), bir
elektrokimyasal hlcrenin parcasi oldugunda ¢ozeltinin elektrokimyasal
Ozelliklerine dayanan bir grup kantitatif analit yontemi kapsar.
Elektrokimyasal tepkimeler, elektron transferi veya gegisi olan yukseltgenme
- indirgenme turl tepkimeler olup elektrokimyasal hlicre adi verilen bir kapta
yapilir. Elektroanalitik yodntemler diger analiz yontemlerine gbre bazi
ustlnliklere sahiptirler. Elektrokimyasal dlgimler ¢cogu kez bir elemente, bir
molekile ve ya tepkime sonunda olusan Urine 6zel bir ylkseltgenme /
indirgenme basamagina 06zgudir. Elektroanalitik ydntemlerin diger bir
ustlinlagu de kullanilan cihazlarin daha ucuz olmasidir (2).

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi igin, incelenen maddeyi

iceren bir ¢dzelti, maddenin kimyasal donlisume ugradidi elektrot sistemi
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(genellikle Gclu elektrot sistemi) ve bu elektrotlari birbirine baglayan bir
cevirim sistemi (transducer) gereklidir. Cozelti olarak elektriksel iletkenligi
saglamak amaciyla tampon ¢ozelti kullanilir. Cesitli elektroanalitik yontemler
ile Dogru akim (DC), Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV), Doéntsumli
Voltametri (CV), Kare Dalga Voltametrisi (SWV), vb. de belirli potansiyel
araliginda tarama yapilarak meydana gelen akim siddeti olgulir. Akim,
difizyona bagl olarak olustugundan dolayi burada olgllen difuzyon akimidir.
Difizyon hizi akim ile dogru orantilidir. Diflzyon, elektrot ylzeyinin

yakinindaki difizyon tabakasinda olusur (27).

1.1.1. Elektrokimyasal Hiicreler (2, 6)

Her biri uygun bir elektrolit ¢dzeltisine daldirilmis elektrotlardan olusan
sistemdir. Bir hicrede bir akim olusabilmesi icin, (a) elektronlarin bir metal
iletken ile dig badlantilarinin saglanmasi, (b) c¢ozeltiler arasinda birinden
digerine iyon gecisine imkan verecek bir temas olmasi, (c) elektrotlarin her

birinde bir elektron aktarimi reaksiyonunun cereyan etmesi gereklidir.

J— Tuz Koéprisi J—

Elektrot Elektrot
| | — Elektrolit T— | ]
Elektrokimyasal Elektrokimyasal
Yari Hucre 1 Yari Hicre 2

Sekil 1: Elektrokimyasal Hucre
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1.1.2. Faradayik ve Faradayik Olmayan Akimlar (2, 116)

Elektrot ¢ozelti ara yuzeyinden akim iki tip iglemle iletilir. Birincisinde
elektrotlardan birinde yukseltgenme reaksiyonu olurken digerinde indirgenme
reaksiyonu olur. Bu sirada elektronlarin dogrudan aktarimi ile akim iletilir. Bu
tip islemlere bir elektrottaki kimyasal reaksiyon miktarinin gegen akimla
orantili oldugunu ifade eden Faraday yasalarina uygun olmasi nedeniyle
faradayik islemler ad verilir, bu sekilde olusan akimlara faradayik akimlar (i)
denir.

Fardayik olmayan (kapasitif) akimlar ise; elektrot / c¢ozelti
arayuzeyindeki yukla bir ¢ift tabakadan olusan bir ylkleme akimidir. Bir
elektrodun bir yukleme ¢ozeltisine daldiriimasi ve negatif ylkle yuklenmesi ile
¢cozeltideki pozitif yUklU iyonlar elektroda dogru cekilir. Boylece ara yuzeyde
bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yuklerin arayuzeyin iki tarafinda birikmesi
ile bu bdlgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Olusan bu c¢ift tabaka bir
kapasitor gibi davranir. Bu kapasitoru yuklemek igin ortamda yukseltgenecek
vaya indirgenecek madde olmasa bile bir akim olugur. Bu akim reaksiyona
bagli degildir ve sistemden kaynaklanir ki bu akima faradayik olmayan
kapasitif akim (ic) denir.

Faradayik ve kapasitif akim arasindaki temel farki anlamak icin dig
devreden elektrot ylzeyine dogru hareket eden bir elektron disunuldigunde;
elektron ¢ozelti araylzeyine ulastiginda sadece iki seyden birini yapabilir.
Elektrot ylzeyinde kalarak faradayik olmayan bir akimi meydana getiren bir

cift tabakadaki yuku arttirabilir, yada diger bir alternatif olarak, elektrot



13

yuzeyini terk edebilir ve ¢ozeltideki turlere aktarilarak faradayik bir akimin

parcasi olabilir.

Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik igslemler
Cozelti ve elektrot arasindaki yuzeyden akimin iletimi sirasinda,
elektrotlardan birinde ylUkseltgenme reaksiyonlari olurken digerinde

indirgenme reaksiyonu meydana gelir. Bu reaksiyonlarda;
O+neoR

Burada O (oksidan); kimyasal tepkimelerde elektron alarak
(indirgenerek) karsisindakini yukseltgeyen madde, R (reduktan); kimyasal
tepkimelerde elektron vererek (yuUkseltgenerek) karsisindakini indirgeyen
maddedir..

O ve R’nin, sirasiyla, redoks ciftinin, yukseltgenmis ve indirgenmisg
seklini ifade ettigi tepkime ile gosteriimektedir. Termodinamik kurallarla
kontrol edilen sistemlerde, elektrot potansiyeli, elektroaktif turin elektrot
yuzeyindeki derisiminin [C,(0,t) ve Cr(0,t)], Nernst Denklemine (esitlik 1) gore

saptanmasinda kullanilabilir.

Esitlik 1:

E= E'_ RT n Cr (0,t)
n.F c, (0,9

E° = Redoks tepkimesi igin standart potansiyel

R = Gaz sabiti (8,314 JK 'mol™)
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T = Sicaklik (°K)
n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi

F = Faraday sabiti (96,487 coulombs)

Elektrot araylzeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarin dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarinin gegen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu tip islemlere,
faradayik islemler, bu sekilde olusan akimlara da faradayik akimlar ad verilir.
Analizlenecek madde ve dUrdnlerin konsantrasyonlari yalnizca elektrot

yuzeyinden uzakhdin bir fonksiyonu olarak ve Nernst tabakasi iginde degisir.

1.1.3. Polarizasyon

Elektrokimyasal bir hicrede uygulanan potansiyel akima karsi
grafiklendiginde Esitlik 2’e goére kiguk akimlarda dogrusal bir grafik elde
edilir. (Olglimler Exatot Ve Eanot ‘un dnemli dlglide degismeyecegdi sekilde kisa
bir zaman araliginda gerceklestirildiginde). Belirli  bir  potansiyel
uygulanmasindan sonra potansiyel artigi ile akim dogrusalliktan sapmaya

baslar (2).

Esitlik 2
E uygulanan = Ekatot = Eanot— IR

Ekatot V€ Eanot: Nernst esitliginden hesaplanan elektrot potansiyelleridir.



15

IR; Elektrokimyasal hicrenin Ohmik potansiyelidir. Ohm kanununa
gobre bir hucrenin ohm olarak direnci ile hucreden gegen akimin ¢arpimi

hicrenin ohmik potansiyeli (IR distsu) olarak ifade edilir.

Bu nedenle hucrede | amperlik bir akim olusturmak icin termodinamik

potansiyelden —IR volt kadar negatif bir potansiyel (E uyguianan) Uygulanmalidir.

1.1.4. Elektrot Yiizeyinde Gergeklesen Olaylar

1.1.4.1. Elektrolizde Olusan Elektrokimyasal Tabakalarin incelemesi

Elektrik akimi kullanilarak bir ¢ézlcu igerisinde ¢6zunmuis kimyasal
maddelerin ayristirilmasi islemine elektroliz denir. Cdzeltideki analitin sahip
oldugu elektroaktif oOzellik nedeniyle, elektrot ylzeyine potansiyel
uygulandiginda karsit yukli iyonlar elektroda dogru hareket eder. Bu hareket
sonucunda atom ve molekuler elektroda baglanarak tepkimeye neden olurlar
(50).

Elektroda pozitif bir gerilim uygulandiktan hemen sonra eger elektrodun
yuzeyinde tepkimeye girebilecek aktif bir tlr yoksa, hizli olarak sifira disecek
anlik bir akim dalgasi olusacaktir. Bu akim elektrodun yuzeyinde bir negatif
yuk fazlaligi veya eksikligi yaratan bir ylUkleme akimidir. Fakat iyonik
hareketliligin bir sonucu olarak elektrotlara bitisik olan ¢ozelti tabakalarinda
derhal bir zit yidkleme olusur. Bu etkilesim S$ekil 2'de gdsterilmistir.
Elektrodun ylzeyinde, uygulanan pozitif gerilimin bir sonucu olarak pozitif bir

yuk fazlaligi olusmustur. YUkIU ¢dzelti tabakasi iki kisimdan olusur.
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Sekil 2: Elektrot ylzeyinde olusan elektriksel cift tabaka.

a) Yogun i¢c tabaka (d,’dan die): bu tabakada elektrot ylzeyinden
uzaklasildik¢a ortaya ¢ikan potansiyel mesafe ile dogru orantili olarak azalir.

b) Diflize tabaka (dyden d,e): burada elektrot ylzeyinden
uzaklasildikca ortaya c¢ikan potansiyel Ussel olarak azalir. Elektrot
yuzeyindeki ve ylzeye bitisik ¢dzeltideki bu yuk toplulugu bir elektriksel cift
tabaka olarak adlandirilir.

i =it + icoldugundan i; azalirsa duyarllik artar.

Genellikle 10 M ve Ustiinde; i; < i; dir ve calisilabilir. 10* M da kismen

iyi sonug alinir. 10° M ve Ustiinde; i >> iroldugu icin calisilamaz.

1.1.4.2. Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollari (2, 6).

Bir elektrokimyasal hucrenin g¢alismasi sirasinda maddenin elektrot

yuzeyine aktarimi uc¢ sekilde gerceklesmektedir. Bunlar; elektriksel gog

(migrasyon), Diflizyon ve karistirma olarak adlandirilir.
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1- Elektriksel gé¢ (MIGRASYON): Elektrokimyasal hiicredeki katot ile
anot arasindaki gerilim farki elektriksel bir alan olusturur. iyonlar bu alanin
etkisiyle ters yuklu elektroda dogru hareket etme egilimi icine girer ve boylece
migrasyon (elektriksel gé¢) adi verilen bir olayla kitle aktarimi olur. iyonlarin
elektriksel alandaki hareket hizlari, iyonun yukune, buyuklugtine ve galisma

ortamindaki yénlenme bigimine baghdir.

2- Kanistirma (KONVEKSIYON): Karistirma veya titresim sonucunda

olusan kutle aktarim yoludur.

3- Difuzyon: Huicrede elektrotta tlketilen elektroaktif maddenin
arayluzeyde azalan derisimini arttirmak Uzere ¢dzeltiden madde aktarimi,
DifGzyon adini alir. Difizyon ile kutle aktarim hizi, araylzeyle ¢ozeltinin i¢
kesimleri arasindaki derisim farkina ve elektroaktif madde ile ¢dziucunun
turlerine baghdir.

Deneysel kosullara bagli olarak bunlardan biri veya birkagi kutle

aktarimina katkida bulunabilir.

1.1.4.3. Elektrot Yiizeyinde Konsantrasyon Degisimleri (2)

Karistirilan bir ¢ozeltiye daldinlmis bir elektrot ylzeyinde meydana
gelen elektrokimyasal reaksiyona konsantrasyon / uzaklik degisimlerinin
etkisini inceleyebilmek icin 6nce karistirilan ¢ozeltide sivi akiginin nasil
geligtiginin agiklanmasi gerekir. Genel olarak karistirilan sistemlerdeki

heterojen tabakalarin bilesimi Sekil 3‘de gdsterilmistir.
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ELEKTROT =— 1
Durgun Cozeltinin —
NernstDifizyon Tabakasi == == === =s==s=s==s=s===&==m= T
Laminar Akig
Bolgesi

Tirbiilent Akig
Tabakasi
(Y1gin Cozelti)

I

Sekil 3: Elektrot ylzeyindeki tabakalarin sematik gdsterimi.

Turbulent Akis Tabakasi: Elektrot ylzeyinden uzakta bulunan c¢ozelti

yiginina gozlenir.

Laminer Akis Bolgesi: YlUzeye yaklasildiginda bir laminer akisa gegis
olur. Laminer akigta sivi tabakalar elektrot ylzeyine paralel bir ydnde birbiri

Uzerinde kayarlar.

Nernst Difuzyon Tabakasi: Elekitrot yluzeyinden & cm uzaklikta,
laminer akiminin hizi sivi ile elektrot arasindaki strtinmeden dolayi sifira
yaklasir ve bunun sonucunda da elektrot gevresindeki ince durgun bir ¢ozelti
tabakasi olusur. Genellikle bu ¢dzelti tabakasi, sivinin karistiriima etkinligine
ve vizkozitesine bagl olarak 102-10™ cm kalinliginda olabilmektedir. Analit ve
artnlerin derisimleri yalnizca bu tabaka iginde elektrot ylzeyinden uzakhgin

bir fonksiyonu olarak degisir.
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Elektrot yuzeyinde gerceklesen;

O+nee ——_, R seklindeki bir tepkimeye konveksiyon etki
etmektedir. Konveksiyon laminer ve tlrbulent akis bdlgelerinde O ile belirtilen
maddelerin derigsimlerini (Cp) baslangic dederinde, R ile belirtilen Grinlerin

derisimlerini (CR) ise oldukca kiguk bir degerde tutar.

1.1.5. Elektroanalitik Yontemler (2)

Cok cesitli elektroanalitik yontemler o6nerilmektedir. Bunlardan en
yaygin kullanilanlar asagida gosteriimektedir. Bu yontemler ara yuzeyde
gerceklesen yontemler ve tim analiz ortaminda gergceklesen yontemler
olarak ikiye ayrilirlar.

Ara yuzeylerde gerceklestiriien ydntemlerin daha genel bir kullanim
alani vardir. Ara ylzey yontemleri, elektrot ylzeyleri ve bu ylzeylere hemen
bitisik olan ince ¢ozelti tabakasi arasindaki ara ylzeyde olusan olaylara
dayanmaktadir. Tum analiz ortami yontemleri aksine ¢dzeltinin tamaminda
olusan olaylara dayalidir ve ara yuzey etkilerinden kaginmak icin her yola
basvurulur.

Ara ylzey yontemleri, elektrokimyasal hicrelerin akimin varliginda veya
yoklugunda igleyisine gore statik ve dinamik olmak Uzere iki ana sinifa

ayrihrlar.
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Elektroanalitik Yontemler

AraYlizey Analiz Ortaminin
Yontemleri TamamindakiYontemler
|
| I | | l
Statik Yontemler Dinamik Yéntemler Konduktometri Keonduktometrik

| Titrasyonlar

Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar

Kontrollii Sabit Akim
Potansiyel

I ! ! I I
Sabit elektrot  ygitametri Amperometrik Elektrogravimetri

potansiyel Titrasyonlar
kulometrisi

Kulometrik Elektrogravimetri
Titrasyolar

1.1.5.1. Voltametri (116)

Voltametri, bir indikator veya c¢alisma elektrodunun polarize oldugu
sartlar altinda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin
Olculmesinden faydalanarak analit hakkinda bilgi edilinen bir grup
elektroanalitik yontemi kapsar. Voltametride herhangi bir maddenin
elektrokimyasal davranisini incelemek igin elektroda uygulanabilecek gerilim
araliginin sinirlari, kullanilacak c¢alisma elektrodu, kullanilan ¢ozelti ve
elektrolitin turlerine baghdir.

Voltametri ilk olarak Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920’lerin basinda voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi teknigine
dayanarak gelistirilmistir. Voltametrinin hala énemli bir dali olan polarografi,
diger voltametri tiplerinden ¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu

kullanilmasi bakimindan farklilik gosterir.
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Voltametri, analitik kimya, inorganik kimya, fizikokimya ve
biyokimyacilar tarafindan c¢esitli ortamlarda olusan ylkseltgenme /
indirgenme iglemlerinin incelenmesi, yuzeydeki adsorbsiyon iglemlerinin
incelenmesi, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot ylzeylerinde
gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi analitik

olmayan amaglar iginde oldukga yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

1.1.5.2. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hiicre, analit

(incelenecek madde) ve destek elektrolit adi verilen elektrolitin asirisini

iceren bir ¢ozeltiye daldiriimig Ug elektrottan yapilmistir.

Glc Kaynad)

(D
ﬁ\ Yardime Elektrot
- |
e I

Referans Elektrot

Calisma Elektrodu

—G

Sekil 4: Ucli elektrot sisteminin ¢alisma prensibi

Calisma elektrodu; Tasarimi yapilacak bir biyosensér bu Gglu
sistemlerde  kullanilabilmektedir. Bu  elektrot, ylzeyinde analitin

yukseltgendigi veya indirgendigi elektrottur.
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Referans elektrot; Referans elektrot, potansiyeli deney suresince sabit
kalan bir elektrottur. Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE)

kullanilabilir.

Yardimci elektrot; Platin bir tel veya bir civa havuzu seklinde olan ve
elektrigin ¢ozelti icinden calisma elektrotuna aktarilmasini saglayan karsit
elektrottur. Bu elektrot, calisma elektrotu ile bir cift olusturan fakat olgulen
potansiyelin buyukliginin tayininde rol oynamayan bir elektrottur. Sekil 5,

ucli elektrot sistemini géstermektedir.

POTENSIOSTAT

/

Yardimci elektrot

Calisma elektrodu

Referans elektrot (Ag /AgcCl)
H—— Tampon cozelti

Sekil 5: Uglu elektrot sisteminin genel gosterimi.

1.1.5.2.1. Voltametride Kullanilan Referans Elektrotlar (Karsilagtirma

Elektrotlan) (2, 28, 40, 107)

Elektroanalitik  uygulamalarda elektrotlardan  birinin  yari-hiucre

potansiyeli sabit, calisilan ¢o6zeltinin bilesiminden badimsiz olmasi ve
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degerinin bilinmesi istenir ve bu tanima uyan elektrot referans elektrot
olarak adlandirilir.

ideal bir referans elektrot; 1) tersinirdir ve Nernst esitligine uyar, 2)
zamanla degismeyen bir potansiyeli vardir, 3) diusuk bir akima maruz
kaldiktan sonra orijinal potansiyeline doner, 4) sicaklik degisimiyle ufak bir
histerisis gosterir.

Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrot (SHE) referans
elektrot olarak kullaniimigtir. Ayrica Hidrojen gaz elektrotlar, eskiden beri
elektrokimyasal calismalarda sadece referans elektrotlar olarak degil, ayni
zamanda pH tayinlerinde indikator elektrotlar olarak da yaygin bicimde

kullanilmistir.

Referans elektrotlarin gesitleri:

*Gumug-Gumus Klorur Referans Elektrot: En yaygin kullanilan
referans elektrotlardan biri olan gimus-gumus klorur referans elektrot, Ag bir
telin, elektrolitik yoldan AgCl ile kaplanarak CI" iyonu igeren bir ¢dzeltiye
daldiriimasiyla elde edilir.

Doygun KCI ¢dzeltisi kullanildigi zaman standart hidrojen elektroduna

g6re potansiyeli, +0.222 V dur.

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg.Cl,) ve Hg' dan olusmus bir
karisim, metalik civa ve KCI ¢ozeltisinden olusur. Bu elektrodun potansiyeli,

klorur iyonlarinin aktifligine baglidir. Hazirlanigi ¢ok kolaydir.



24

* Civa — Civa (l) Siilfat Referans Elektrot: Bu elektrot, doygun kalomel

elektroda benzemektedir. Potansiyeli, silfat iyonlarinin aktifligi ile tayin edilir.

1.1.5.2.2. Voltametride kullanilan ¢calisma elektrotlari

Referans elektroda badli olarak galisan ve cevabi analit derisimine bagl
olan elektroda ¢alisma elektrodu (indikator elektrot) denir.

Voltametrik analizlerin performansi calisma elektrotlarinda kullanilan
materyalden 6nemli dlglde etkilenmektedir. Calima elektrodu, tekrarlanabilir
sonu¢ verme 6zelliginin yani sira yuksek sinyal / gurulti orani saglamaldir.
Elektrodun kullanima uygun oldugu potansiyel aralgi, elektrik iletkenligi,
tekrarlanabilir ylizey elde edilmesinin kolayligi, mekanik 6zellikleri, maliyeti,
ulasilabilirligi ve toksisitesi de incelenerek gelistirilmelidir.

Calisma elektrodunun yapiminda kullanilan iletken malzeme, platin ya
da altin gibi inert bir metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsi karbon; kalay
oksit ya da indiyum oksit gibi yari-iletken veya bir civa filmi ile kaplanmis bir
metal olabilir. Bu elektrotlar gesitli sekil ve buyuklikte olabilmektedirler ve
biyosensor tasarimi igin en uygun sekilde gelistiriimektedirler.

Bu tur elektrotlarin kullanildigi potansiyel araliginin tespiti cok énemlidir.
Ozellikle de bu potansiyel arali§i, sulu c¢ozeltilerde sadece elektrot
malzemesine degil, ayni zamanda bu elektrotlarin daldirildigi ¢o6zeltinin
bilesimine baglh olarak da degisir. Pozitif potansiyel sinirlari genellikle
molekuler oksijen verecek sekilde, suyun yuUkseltgenmesi sonunda olusan
bdylk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel sinirlari yine suyun

indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.
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Kullanilan c¢alisma ortamina goére calisma elektrotlari icin segilen
potansiyel araliklari; civa elektrodu icin 1 M H,SO4 calisma ortaminda, (-0,8
V) ile (+0,4 V) araligi ve 1 M KCI ¢alisma ortaminda, (-1,6 V) ile (+0,2 V)
araligidir. Karbon elektrodu igin ise, 1 M HCIO4 ortaminda, (+0,2 V) ile (+1,8

V) araligi ile, 0,1 M KCI ortaminda (-1,0 V) ile (+1,2 V) araligidir.

*Civa Elektrodu: Civa elektrotlari; negatif potansiyel sinirinin gok
yuksek olmasi, kolay olusturulabilen yeni bir civa damlasi ile taze bir metalik
yuzey olusturulabilmesi ve pek ¢ok metal iyonun bir civa elektrodunun
yuzeyinde amalgam olusturmak suretiyle tersinir olarak indirgenebilmesini
saglamasi ile voltametride kullanilir. Ancak, civanin kolayca ylukseltgenmesi

ve toksik bir metal olmasi nedeniyle, kullanimi sinirlidir.

* Karbon Elektrotlar: Karbon elektrotlar, 6zellikle cok ucuz olmalari ve
genig bir potansiyel araliginda g¢alisma yapilmasina olanak verdiginden
dolay! elektrokimyasal analizlerde sik kullanilir. Ancak, karbonun, ylksek bir
yuzey aktivitesi vardir ve bu nedenle organik bilesikler tarafindan kolayca
kirletilebilir. Hidrojen, hidroksil ve karboksil gruplari ve hatta kinonlar ile
karbon ylzeyinde baglar olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin varligi

nedeniyle karbon ylzeyine birgok degisik madde tutturulabilir.

Karbon Elektrotlarin Cesitleri
* Perde baskili karbon (grafit) elektrotlar(SCPE): Son yillarda tek
kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar ¢cok yaygin sekilde kullanim alani

bulmustur. Ozellikle biyosensér teknolojisinin gelecedi olan DNA mikrogip



26

teknolojisine uygulanabilirligi agisindan olduk¢a basarili sonuglar veren bu

elektrotlar gelecegin elektrotlari olarak gosteriimektedir (15, 71, 72, 80, 90).

* Camsi Karbon Elektrot (GCE) : Camsi karbon fenol / formaldehit
polimerlerinin veya poliakrilonitrilin 1000°C - 3000°C arasinda basing altinda
karbonizasyona ugratiimasi ile elde edilir. YUksek yogunluga sahip, kiguk
porlar iceren amorf bir yapidir. Birbirinin icine gegmis, ince, grafite benzer
seritlerden olusmustur. Karbon pastasi elektrotlarina gore elektrokimyasal
yanit 6zellikleri ylizeyin ¢ok daha purizsuz ve dizgun olmasi nedeniyle daha
iyidir. Bunun yanisira GCE yuzeyinin fiziksel dayanikhli§i daha yuksektir (63,

95,136).

* Karbon Pastasi Elektrodu (CPE): Grafit tozunda bulunan karbon
molekullerinin dizlemsel ve aromatik halkalar halinde dizilimi Sekil 6' da
goérulmektedir. Zayif n baglari ile birbirine baglanmis olan bu tabakalar
arasinda hizh bir elektron aligverisi olabilmektedir. Sekli 7 bir karbon pasta
elektrodunun genel gosterimidir.

CPE, ucuz olmasi, yuzey yenilenmesinin kolay olmasi, duguk artik
akimlar olusturmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Baglayici madde olarak,
Nujol (mineral vyag), parafin yagi, silikon yagr ve bromonaftalen
kullaniimaktadir. Elektrot aktivitesine pasta bilesiminin buyuk etkisi vardir.
Baglayici organik sivi orani arttikga, elektron transfer hizi azalmaktadir.
CPE'nin en oOnemli sakincasi, yeterli miktarda organik ¢ozgen iceren
cozeltilerde kullanildigi zaman, karbon pastasi ¢ozeltide dagiimaktadir (13,

54, 59, 61, 66, 70, 89, 99).
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A lleken baglant: teli

Teflon ! cam

Karbon pastasi

Karbon pastasi elektrodu

Sekil 6. Grafit tozunda bulunan $ekil 7. Karbon pastasi elektrodu.

karbon molekullerinin dizilimi.

Kalem Ucu Elektrodu: Ginimuzde kullanimi yayginlasmaya baglamis
olan kalem grafit elektrotlar, tek kullanimlik olmasi ve kolayca yeni yuzey
olusturmasi sayesinde karbon pasta elektrodlarla kiyaslandiginda Ustunluk
gosterir. Ozellikle son yillarda, bu elektrodlar ile tekrarlanabilirligin daha iyi
olmasi, daha dusuk tayin siniri, ucuzluk ve mikrogip teknigine uygulanabilirligi
gibi 6zellikleri ile elektrokimyasal ¢alismalarda buyuk ilgi gérmektedir (35, 36,
58, 60, 121).

Calismada kullanilan kalem ucu elektrot; grafitten olusmus olup, Tombo

HB kalem uglarinin 3 cm boyutunda kesilmesiyle hazirlandi.
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Elektrot Tutacad

= lletken Tel

Grafit Yiizey

Kalem Grafit Elektrot

Sekil 8: Kalem ucu grafit elektrot.

Metal Elektrotlar: Platin ve altin en ¢ok tercih edilen elektrot tipleridir.

—— fletken Baglanti Teli

—  Teflen

ince Altin \
Disk

Elektrot Yiizeyi

Altin Elektrot

Sekil 9: Altin elektrot (15, 47, 67, 96- 98).

Diger elektrotlar: Son on yil igerisinde, boyutlari mikroelektrotlardan
daha klguk olan elektrotlarin tasarimi gergeklestiriimistir. Caplari 50 um'den

daha kuguk olan bu tip elektrotlara ultramikroelektrotlar denilmektedir.



29

1.1.5.3. Voltametrik Teknikler

Elektrokimyasal hucreye degistirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir.
Bu uyarma sinyalleri, akim cevaplarini olusturur. Bunlar, dogrusal taramali,
diferansiyel puls, kare dalga ve Uggen dalgadir. Bunlardan ilk tglu siklikla

kullaniimaktadir (2).

1.1.5.3.1. Donusumli Voltametri (CV)

Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akim olgular. Surekli degisen
potansiyel degerlerine karsi belirli bir aralikta akimdaki degisim grafige
gegirilerek Déniigiimlii Voltamogram elde edilir. DonusUmlU voltametri ile
durgun sistemde ve Uglu elektrot sistemiyle ¢alisilir. Burada hizi difizyon
tayin eder. Analitin yuUkseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda
g6zlenebilmektedir. ik olarak, potansiyel bir maksimuma kadar artar, daha

sonra baslangi¢ degerine yine dogrusal olarak geri déner.

{a) (k)

Sekil 10: (a) Donusumlu voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana
karsi grafigi; (b) Donusumlu voltametride elde edilen akim-gerilim

eqgrisi.
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Kapasitif akimin en kiiciik oldugu bdlgede calisilir. Duyarliik 10° M ile
sinirhdir. DOnusUmlU voltametri, miktar tayinine dayali bir yontem degildir
ama analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasil davrandigi hakkinda
bilgi verir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde
optimum cevabi verebilecegini gosterir.

Donusuimll voltamogramlarin sekli ve yapisinda segilen potansiyel
araliginin yanisira segilen tarama hizinin, ka¢ defa tarama yapildiginin da
etkisi vardir.

Bir donlsumll  voltamogramdaki indirgenme ve yukseltgenme

arasindaki pik gerilimleri farki AE,, ile ifade edilir.

AE =—mV

AE, bu degere ne kadar yakin ise, reversible (dontigimld); ne kadar

uzaksa irreversible (donusumsuz) olarak adlandirilir.

1.1.5.3.2. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Son derece hizli ve duyarli olma Ustunligu olan bir puls polarografi
teknigidir. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri
tarama sirasinda olusan urinun geri tarama sirasinda yukseltgenmesini
saglamaya yetecek kadar blyuktir. ileri puls bir katodik akimini (i1), geri puls
da bir anodik akimini (i) olusturur. Kare dalganin, anodik ve katodik
bdlgesindeki iki noktaya ait akim degerlerinin farklari alinarak akim saptanir

(i= iz — i1). Yani elektrot tepkimelerinde yukseltgenme ile indirgenmede olugan
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akim farkhliklari alinir. Akimlardan biri negatif oldugu icin fark akimlarin
toplamini verir. Bu nedenle de duyarlilik yiiksektir. Belirtme alt sinirt 107 - 10°

8 M diizeyindedir.

1.1.5.3.3. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkh olan
maddeler icgin bile pik maksimumlari elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls
polarografisi, cok duyarl bir ydntemdir ve tayin siniri 107-10® M arasindadir.

10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls civa damlasina uygulanir.
Uygulanan pulsun belli bir zaman 6ncesi ve sonrasinda, puls basina elde
edilen akimdaki fark (Ai), dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak
kaydedilir.

Gozlenen diferansiyel egri pik seklinde olup, yuksekligi konsantrasyonla
dogru orantilidir.

Faradayik akimin yuksek, faradayik olmayan yukleme akiminin ise
disik degerde olmasi duyarliligin artmasiyla agiklanabilir. Ornegin
potansiyel aniden 50 mV arttinldiginda, elektrodu c¢evreleyen yuzey
tabakasinda, eger elektroaktif bir tur varsa, analit derigsimini yeni potansiyel
tarafindan istenen seviyeye dugurecek bir akim artisi gozlenir. Ancak bu
potansiyel icin gerekli olan denge derigimine erigilince, akim diflzyonu
karsilayacak bir seviyeye dusger ki buna diflizyon kontrollii akim denir. Puls
polarografisinde akim olgimu, bu akim artigi tamamen sona ermeden 6nce

yapilir. Toplam akim, difizyon akimindan buyuktur. Damla degistiginde,
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¢cozelti yeniden analizlenecek madde yoninden homojen hale gelmektedir (2,

116).

I
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Sekil 11:  Diferansiyel puls polarografisi icin uyarma sinyalleri; (a) Analog

cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi igin kullanilan uyarma

sinyali; (b) Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen bir

voltamogram.

Sekil 12’ de dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametresi i¢cin uyarma

sinyalleri yer almaktadir.
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Sekil 12: Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi icin

uyarma sinyali.
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adim gerilimi
moddilasyon (puls) —

zaman|
tarama hizi

Gerilim pulsu ilk uygulandigi zaman damla Uzerinde ylk artisi nedeniyle
faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve
yuzey alaninin ¢ok az degistigi damla émrinin sonuna dogru sifira yaklasir.
Dolayisiyla akimi bu anda 6lgmek suretiyle faradayik olmayan artik akim
blylk oranda azaltiir ve sinyal / gUrllti orani artar. Bunun sonucunda
duyarhlik da artar (2).

Pulsun baslangicindan once ve puls bitiminden 6nce akim degerleri
alinir ve farklari kaydedilir. Tayin siniri 10 M'dir. Mod(ilasyon gerilimi sabit
oldugundan dolayi kapasitif akim yaklagsik sabit baseline sahip olur ve

yukseltgenip indigenebilen maddeler de pik olarak goérular (5).

1.1.5.3.4. Siyirma Yontemleri:

Yontemde 6nce analizlenecek madde, karistirilan bir ¢ozeltide elektrot
yuzeyinde biriktirilir. Belirlenen sure sonunda elektroliz ve karistirma
durdurularak uygun olan voltametrik yontem ile tayin yapilir. Analizin
voltametrik tayini iceren bu ikinci basamaginda, madde elektrot ylzeyinde
¢ozulur ve siyrilir, bu yizden yontem siyirma yontemi adini alir.

Anodik siyirma igleminde elektrot, biriktirme basamaginda katot olarak,

analizlenecek maddenin bagslangigtaki haline ylkseltgendigi siyirma
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basamaginda ise anot olarak davranir. Katodik siyirma yonteminde ise
anodik siyirmanin tersine bir durum s6z konusudur.

Eser element tayininde siyirma yontemleri onemli yer tutar, ¢unku
elektrolizdeki onderistirme sayesinde eser miktardaki bir maddenin tayini
gerceklestirilebilir. Boylece 10° — 10° M derisimine sahip ¢ozeltilerin analizi

yapilabilir.

1.2. Niikleik Asitler

1.2.1. Nukleik Asitlerin Yapisi (49)

NUkleik asitler; iki nukleotidin birbiriyle fosfodiester bagi ile seker ve
fosfat gruplarinin ardi ardina siralandigi serilerden olusan omurgaya sahip
uzun polimerik yapilardir. Molekul icerisindeki nukleotid baglarini pargalayan
nikleaz enzimlerine endonlikleaz, iki wuctan parcgalayalanlara ise
ekzonuikleaz adi verilmektedir. DNA (DeoksiribonUkleik asit) molekullerine
ait X-isinlarn difraksiyon verileri ve Chargaff tarafindan DNA molekiltinde
adenin (A) ve timin (T) miktarlar ile guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarinin
esit oldugu belirlenmistir. Buna dayanarak Watson, Crick ve Wilkins
tarafindan 1950 yillarinda DNA yapisi igin ¢ift zincirli heliks seklindeki yapi
modeli dnerilmistir. Bazlar1 arasinda yer alan hidrojen baglari tarafindan cift
sarmal DNA molekulindn iki zinciri birarada tutulmaktadir. Cift zincirli
sarmalda bazlar sarmal i¢ kisimda fosfat ve seker omurgasi ise dis kisimda
yer aldigi i¢in sarmalin i¢ kismi hidrofobik, dig kismi ise hidrofilik 6zelliktedir.

Purin ve pirimidin nukleotidleri arasindaki eslesmeler son derece spesifiktir
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(A-T ve G-C seklinde). Bu sayede, DNA yapisinda yer alan bir polinikleotid
zinciri daima ikinci zincirin tamamlayicisi oldugundan, bir zincirdeki baz dizisi
verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi bulunabilmektedir. DNA isitildiginda,
heliks yapisi bozularak ikiye ayrilir. Denatirasyon adi verilen DNA heliks
yapisinin bozulmasi 260 nm dalga boyunda absorpsiyon Olculerek
g6zlemlenebilmektedir. G ve C arasinda u¢ hidrojen bagi (G=C)
bulundugundan yuksek derisimde G ve C igeren DNA iki hidrojen bagi
tasiyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapisina gore daha yuksek sicaklikta
denature olmaktadir. Uygun sartlar altinda cift zincirli DNA tekrar olusabilir,

bu iglem renatlrasyon olarak isimlendirilir.

Seker Grubu

Niikleik Asit

Sekil 13: DNA ¢ift sarmalinin genel goranasgu

Cift sarmal seklindeki molekultn bir zinciri 5' — 3' yonune dogru, digeri
ise 3' — &' yonune dogru oldugu igin ters yonde paraleldir. Heliks i¢inde, ikKi

zincirin arasindaki U¢ boyutlu sistemdeki iligki, buyUk oluk (major) ve kuguk
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oluk (mindr) olusturmak seklindedir. Molekulindeki zincirler, c¢ift sarmalin dis
yuzeyindedir. Bu zincirlerden her biri kovalent baglilidi saglayan fosfodiester
koprilerinin bulundugu fosfat ve pentoz gruplarindan olusmustur. DNA cift
sarmalin her iki zinciri, purin ve pirimidin bazlarinin arasindaki hidrojen
baglari ile bir arada tutulmaktadir.

Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda énerilen ilk DNA yapisi, sada
dogru yonelmis, her donuste 10 nUkleotidi bulunan ve kiguk oluga
mukemmel yerlesen baglh su ile stabilize olabilen yapiya sahiptir. DNA
dehidrate edildigi zaman, yapisal degisiklige ugrayarak A-DNA adini
almaktadir. A-DNA da saga dogru yoneliktir ve her donugstiinde 11 nikleotid
bulunmaktadir. Cift sarmalin ¢api, pentoz gruplarinin yapilanmasiyla
genislemektedir. Bu durumun bir sonucu olarak DNA’nin boyu kisalmaktadir

(129, 130).

Sekil 14: 5’ — 3’ seker —fosfat bagi ile bir polintkleotit zincirinin olusumu.
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1.2.2. Niikleik Asitlerin Kimyasal Yapisi (68, 129)

Primidin bazlar: Sitozin (C), timin (T) ve urasil (U) primidin halkasina
sahip nukleotid bazlaridir. Sitozinde C-4'de —NH; timinde C-5de —CHj,

urasilde C-4’de O ve bulunmasi durumuna gére birbirlerinden ayrilirlar.

NHo 0 0
| | |
TE/ “\ﬁﬁ_ﬂ H-T( “\ﬁﬁ-cﬂa H_T( “\T_H
o==(2 B0 mmmH 0==C(: 5C==H o==02 B mmmH
N\ N\ N
| | |
H H H
Sitozin Timin Urasil

Pirin bazlari: Adenin (A) ve guanin (G) purin halkasina sahip nukleotid
bazlaridir. Guaninde C-2'de —-NH;, C-6'da O, Adeninde C-6'da —NH>

bulunmasina gore birbirinden farklilk gosterirler.

I i
NN = TN N
|1 | Sl NH —t|:2 4!! E'l~|~|—H

H—cz\ /c N=—H 2 \ /

Adenin Guanin
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Fosfat Grubu: Fosfat gruplari pentoz sekerlerin 5 numarali karbon

atomlarindaki — OH gruplarina baglanirlar.

Seker Grubu: Ndukleotitlerdeki seker gruplari 5 karbonlu pentoz

sekeridir ve ribozdan (RNA) veya deoksiribozdan (DNA) tiremistir.

Nikleotidler: Bir nikleotid bazina ve fosfat grubuna bagli 5 karbonlu
seker biriminden olusan yapidir. Nukleik asitlerin alt birimleridirler. Adenin ve
guanindeki 9 numarali, sitozin ve timindeki 1 numarali N atomu, sekerin 1

numaral C atomuna N- glikozidik bag ile baglanmasiyla olusur.

1|) Timin
ﬂ=li'—ﬂ' CH,
Q H 0 H H ;
| ~n  Adenin
CH; o = 0
" N H=H--- N¥~ |
H
H H )\
9
H H
O H
¢=I!,'-0'
?
H H
H
(lil H
0=p-0°
i

Sekil 15: Nukleik asitlerin birbirine baglanmasi ve baz gifti olusturmasi.



39

1.2.3. Genetik Bilgi Aktarimi (93, 94)

Hucre igindeki butn biyolojik olaylari kontrol eden DNA’'nin 3 temel
fonksiyonu vardir bunlar; DNA replikasyonu, transkripsyon & translasyon ve

reverz transkripsyon.

1.2.3.1. Replikasyon

DNA replikasyonu hlcre bdolinmesi sirasinda bir zorunluluktur.
Replikasyon sonucunda hicredeki genetik materyal iki katina ¢ikar, hiicrenin
iki yavru hicreye bolunmesiyle, kalitim materyali de ikiye bolinir ve denge
saglanir. Genetik bilgi ana bireyden yavru bireylere DNA replikasyonu ile
gecer. Her DNA molekulu ¢ogdalabilmek igin kendi yapisini kalip DNA olarak
kullanir. Her iki iplik¢ik ayrilarak birer kalip DNA goérevi gorur, bdylece serbest
nikleotitdlerle  birleserek kendilerine yeni birer iplikgik sentezlerler.
Replikasyon sirasinda gergeklesen basamaklar agagidaki gibidir;

a) replikasyon baslangi¢ noktasinda DNA sarmali agilir,

b) nukleotid monomerlerin her biri sentezlenmekte olan iplikcige DNA
polimeraz enzimi ile ilave eldir,

c) sentezlenen yeni iplikgikteki baz dizisi ana iplikgige antiparalel olarak
yerlesir,

d) sentezlenen yeni iplikgikler birbirine hidrojen baglari ile baglanirlar.
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1.2.3.2. Transkripsyon ve translasyon

DNA'nin belirli bir geninden RNA molekuli sentezlenmesi olayina
transkripsyon,ad verilir. Hiicre icinde bulunan genetik sifrelerin yararlanilir
bir hale gelmesi icin araci bir molekil olan mesajci RNA (mRNA)a
aktariimasi gerekir. Olusan RNA moleklll sifresi dogrultusunda protein
sentezi gercgeklesir. Proteini olusturan amino asitlerin mRNA sifresine uygun
olarak sentezine ise translasyon adi verilir. Ana DNA iplikgigindeki sifrenin

RNA’ya aktarilmasi RNA polimeraz enzimi tarafindan gergeklestirilir.

1.2.3.3. Reverz (ters) transkrisyon

Transkripsyon sirasinda RNA polimeraz DNA iplikgiklerinden birini kalip
olarak kullanarak buradaki genetik bilgiyi oldugu gibi mRNA’ya aktarir (DNA
MRNA). Ancak kalitim maddesi olarak RNA’ya sahip bazi virUsler kalip
olarak RNA'yi kullanirlar. Bu tar virusler igerdikleri reverz transkriptaz enzimi
ile bir anti paralel DNA (c-DNA) olustururlar. Boylece bir RNA /DNA hibriti
olusur, olusan bu cDNA bir kalip goérevi gorir ve DNA polimeraz ile ikinci

iplikcigi sentezler.

1.2.4.DNA ile ilgili bazi terimler ve agiklamalari

Niikleotid: Bir fosfat, bir pentoz ve plrin yada pirimidin yapisindaki bir

organik bazin bir araya gelmesiyle olusan yapidir. Nukleik asitlerin

monomerleridir.
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Oligoniikleotid: Birden fazla nukleotidin fosfodiester baglari ile

baglanarak yan yana dizilmesi ile olusur.

Baz cifti: Birbirinin karsiidi olan iki bazi ifade eder ve gdsterilirken

nokta ile ayrilir. Ornegdin, A.T veya G.C baz ciftleri gibi.

Prob : Baz dizisi belli olan oligonukleotid.

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karsiligini iceren sentetik
oligonukleotid, PCR ile ya da klonlanarak ¢ogaltiimis DNA pargasi yada tum

DNA'yi ifade eder.

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

diziden farkli olan ve dolayisiyla yanlis eslesen oligonukleotid.

Rastgele dizi (Non complementary) : Hedef diziden tamamen farkli

baz dizilimine sahip dizi igceren oligonukleotid.

Mutasyon: Nukleik asitlerde tabii yollarla yada kimyasal veya radyoaktif
herhangibir mutajen ajan vasitasiyla meydana gelen degisimlere mutasyon,
mutasyona ugramis bireye mutant adi verilir. Yapilan g¢alismalar sonucunda
farkl insan genomlarinda yaklasik her 200 nukleotidde bir nukleotit fatklidir
buna polimorfizm denir.

DNA’da kalici olarak olugsan mutasyonlar, DNA replikasyonu, fiziksel

veya kimyasal etmenler ile ortaya ¢ikmaktadir. DNA'daki bir yada birkag baz
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ile ortaya ¢ikan mutasyona nokta mutasyonu ad verilir. En yaygin gorulen
sekli tek bir bazda olusan nokta mutasyonudur, ki bu durum herhangi bir
bazin kendi tamamlayicisi olan baz disindaki bir baz ile birlesmesi ile
meydana gelir. Bunun disinda farkli sekillerde gelisebilen mutasyonlara da
rastlanir. Ornegin bir proteinin sentezinden sorumlu bir dizinin herhangi bir
noktasinda olusan eksilme yada ilavesi ile kodonlarda kayma sonucu olusan
frame-shift mutasyonlari, purin bazlart (A ve G) ile deoksiriboz seker
molekull arasinda glikozit bag bozulmasiyla olusan depdirinasyon
mutasyonlari bunlara ornektir.

Bunlarin diginda, kromozomun bir pargasinda kopma veya yanlis bir
kromozomla pargca degis tokusu olmasi kromozom mutasyonlari ile
sonuglanir. Kromozom mutasyonlari nokta mutasyonlarindan daha agir

hastaliklara neden olmaktadir.

Tek niikleotid Polimorfizmi (Single nucleotide polimorphism - SNP):
Genomik DNA dizisi igerisinde bazlardan birinin (adenin, guanin, sitozin,
timin) degismesiyle meydana gelen DNA dizisi farkhliklaridir. Hastaliklarin
gelisiminde her zaman tek baglarina bir rolleri buluinmamaktadir. Bazilari bir
proteindeki aminoasit dizisinin veya ekspresyonunun degisimine neden
olarak hastaliklara kargi yatkinlig1 yada direnci degistirebilirler.

Gen: DNA molekuliunin ortalama 1500 nukleotitten olusmus canlinin
kalitsal 6zelliklerinden herhangi birini tasiyan pargasi, kalitimin temel fiziksel
ve islevsel birimidir. Her gen, protein veya RNA moleklll gibi 6zel bir islev

tasiyan kromozomlarin belli bir noktasindaki nukleotid dizilerinden olusur.
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Kromozom: Prokaryot ve oOkaryot hucrelerde Uzerlerinde genleri
tastyan DNA ve nukleoproteinden olusmus yapidir. Hucrenin kendi kendini
eksiksiz olarak kopyalamasina yarayan tum bilgileri iceren ve hucre

cekirdeginde yer alan DNAIlari igerir.

Hibridizasyon (Tam eslesme): DNA hibritlesmesi; birbirine
komplemanter (tamamlayan) iki adet tek sarmal nikleik asit dizisinin gift
sarmalli tek bir yapi haline gelmesi iglemidir. Nukleotidlerin, normal sartlar
altinda kendilerine karsilik gelen eslerine baglanma 6zellikleri vardir. DNA'da
Guanin ile Sitozin ve Adenin ile Timin birbirine komplemanterdir. Bu yuzden
birbirine tamamen komplemanter iki adet tek sarmal nuikleik asit dizisi
kolaylikla birbirine baglanir. Buna "yapisma" adi verilir. iki dizilimdeki tek

nukleotid farkhligi bile yapismayi zorlastirir.

Denatiirasyon ve renatiirasyon

Cift iplikcik yapidaki DNA 100°C’e kadar isitildi§inda yada alkali bir
ortamda, sarmali olusturan iplikgikler arasindaki H baglar ¢ozulir ve
iplikgikler  birbirinden ayrilir. Bu olaya denatirasyon adi verilir.
Denaturasyonu saglayan sicakhdin derecesi molekuli olusturan baz
bilesenlerine baghdir. Guanin ile sitozin arasinda 3, adenin ve timin arasinda
2 hidrojen bagi bulundugundan guanin-sitozin ¢ifti adenin-timin ¢iftine gore
daha gec ayrilir.

Isitma yontemi ile ayrilan iplikgikler yavas yavas sogutulursa, karsilikli
hidrojen baglari tekrar kurulur ve iplikcikler tekrar esleserek cift sarmall

olusturur. Bu olaya renatiirasyon denir (68).
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DNA'nin hibrittesme ve denature olma ozelliginden birgcok molekuler

teknikte yararlaniimaktadir.

1.2.5. Hibridizasyonun Kinetigini Etkileyen Faktorler (8)

Baz kompozisyonu: GC baz ciftinin 1siya karsi dayanikhligi AT baz
ciftine gére daha yuksektir. Bunun sebebi GC baz ciftinin Gg, AT baz ¢iftinin 2
Hidrojen bagi ile birlesmesidir. Bu ylzden dizilerde GC orani arttiginda

hibridizasyon hizi artar.

DNA dizi uzunlugu: Hibridizasyona tabi olacak olan dizilerin uzunlugu

hibridizasyon hizi ile ters orantilidir.

Sicaklik: Isi, hibridizasyon kinetigini hizlandirir. Ozellikle erime
dercesinin biraz altindaki sicakliklar en idealdir. Bunun igini hibridizasyona
tabi tutulacak olan dizilerin erime dereceleri hesaplanmali ve en uygun

hibridizasyon sicakligi saptanmalidir.

Iyonik kuvvet: iyonik kuvvetin artisina bagli olarak, hibridizasyonun
hizi da artis gdsterir. Ornegin sodyum derisimi 0.1 M {zerinde iki kat arttig
zaman, hiz 5-10 kat artmaktadir. Her ¢alisma igin en uygun iyonik kuvvetin

ve tuz derisiminin bulunmasi ¢aligmasi yapiimahdir.

Baz degisimleri: Birbirinin tam karsiligi olmayan prob ve hedef diziler

de kendi aralarinda hibrit olusturabilirler (yanlis eslesme). Baz degdisimine
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ugramis diziler arasindaki hibridizasyon, tepkime hizini ve erime derecesini

(Tm) azaltmaktadir.

pH: Hibridizasyon tepkimesi igin en ideal pH 6.8 — 7.4 arasindaki notr

ortamlardir.

Viskozite: Hibridizasyon ¢ozeltisinin vizkozitesinin artisi, hibridizasyon
hizini azaltir. Ornegin viskoz bir ajan kullaniliyorsa yiiksek sicaklikta

calisiilmasi onerilir.

1.3. DNA Analizleri

1.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Hucre icinde genetik bilginin depolandigi yer olan DNA, dogal olarak
replikasyon adi verilen olay sonucu kendini esler. DNA, c¢ift sarmali, hidrojen
baglarinin koparilmasiyla birbirinden ayrilir ve ayrilan iplikler kalip olarak
kullanilarak tamamlayicilari sentezlenir. Bir DNA molekllinden onunla ayni
dizilimi olan iki DNA moleklli meydana gelir. Buna goére de hucre
bdlinmesiyle yeni olusan hicrelere tim DNA bilgileri aynen gecer.

In vitro kosullarda, istenilen bir genin ya da 6zgln bir DNA dizisinin, ¢ok
saylda kopyasinin elde edilebilmesi igin, 1985 yilinda Cetus firmasi
aragtiricilarindan  Kary Mullis, mevcut yontemlerin  duyarliliklarinin
artinlmasindan ziyade, DNA ve RNA baz siralarinin amplifikasyon

teknolojisine yani baz siralarinin sayisal olarak arttirlmasina dayanan ve
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dolayisiyla da mevcut yontemlerle analiz edilebilmelerini saglayan,
‘Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (Polymerase Chain Reaction, PCR) ‘nu
gelistirmigtir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin,
primerler tarafindan yoénlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanan in vitro bir yontemdir. Bu yontem sayesinde ¢ok az miktardaki bir
DNA ‘yi gabuk ve basit bir sekilde ¢ogaltmak mumkuindur (53, 91, 92).

PCR, huacre icinde olusan DNA replikasyonunda oldugu gibi,
replikasyon surecini taklit ederek yaklasik 30 jenerasyon sonra, segilmis bir
DNA dizisinin asagi yukari milyar katini kopyalar. Aslinda PCR’a, DNA
¢ogaltma yontemi demek daha dogru olur. ClUnkli bu yontem ile RNA
¢ogaltiimasi yapilmak istenirse, dnce Revers Transkriptaz kullanilarak hucre
icerisinde (sitoplazmada) cDNA (komplementer DNA) olusturulur. Yani revers

transkripsiyon gercgeklestikten sonra PCR gercgeklesir (53).
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Sekil 16: Polimeraz zincir reaksiyonunun sematik gdsterimi.

Gunumuzde polimeraz zincir reaksiyonu;
e Allellik dizi varyasyonlarinin gosterilmesi ile doku transplantasyonu
icin doku tipinin belirlenmesi,
e Dogum dncesi donemde fetusta genetik hastaliklarin arastiriimasi,
e Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendiriimesi(analik-babalik tayini) gibi
tibbin diger kollarinda,
e Genomik foot printing denilen genomik ayak izi analizlerinde,

e Tarimda; tohum safliginin belirlenmesinde,
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e Dogadaki cesitli canli turlerinin tanisi, tarler arasindaki polimorfizm
belirlenmesi gibi sistematik ve evolusyon galismalarinin gergeklestigi pek ¢ok
alanda,

e DNA’nIn in vitro mutagenezi yontemiyle DNA'da mutasyon olusturup
etkisinin arastiriimasinda,

« infeksiyon hastaliklarinin teshis ve tedavisinde,

e Ozglin bir DNA parcasinin bol miktarda elde edilmesi ve DNA dizi
analizinde,

e Global gen ekspresyonlarinda ve RNA transcript vyapisi
analizlerinde,

e Genetik muhendisligi amaglari  dogrultusunda  rekombinant

organizmalar elde edilmesinde gen aktarimi igin kullaniimaktadir.

1.3.2. Amplifiye Edilmig Uriinlerin Saptanmasi (111)

Nukleik asitlerin nanogram ve ya mikrogram duzeyindeki miktarlarinin
belirlenmesi genetik hastaliklarin tayininde ve gen haritalanmasinda ¢ok
onemlidir. Bu konuda ¢aligsmalar ve yeni teknik arayislari tum hiziyla devam
etmektedir. Konvansiyonel yontemlerde DNA’larin miktar tayininde genellikle
spektrofotometrik  yontemler  kullanilir.  Nukleik  asitlerin  dogrudan
goruntulenmesinde veya Ozgun dizilerde kesim yapan restriksyon
endontkleaz enzimleri ile olusan farkli boyutlarda DNA parcalarinin

saptanmasinda elektroforetik yontemler kullaniimaktadir.
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1.3.2.1. Spekrofotometrik yontemler:

Nukleotitdlerin heterosiklik halkalari 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 0zelligi goOsterir. Bu nedenle Ags’da Olgulen absorbsiyon
degerleri oldukgca saf olarak izole edilen nulkleik asitlerin mikrogram
dizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir.

Cift iplikli DNA molekdlleri i¢cin 1 OD (optik dansite) 50 ug / mL’ye
karsilik gelir. Buna gore miktar belirlenmesinde; DNA (ug / mL) = Ageo X

seyrelme orani x 50 formalu kullanilir.

1.3.2.2. Elektroforetik yontemler:

Pek c¢ok laboratuvarda yararlanilan yontemlerden en sik kullanilani jel
elektrofoezidir. UV 1s1g1 altinda floresans etki gdsteren etidyum bromir
boyasi kullanimi ile ¢ogaltilan DNA’nin jel Uzerindeki yeri izlenerek analiz
yapilir. Elektroforetik ayirnmin esasi DNA molekllinun elektriksel bir alanda
agaroz jel Uzerindeki gbgune dayanir. Bu go¢ molekulin buyukligune,
yapisina, jelde kullanlan maddenin derigsimine, iyonik kuvvete, uygulanan

akima bagli olarak degigir.

1.3.2.3. DNA’nin enzimatik kesimi

DNA’nin enzimatik kesimi restriksyon endonukleazlari (RE) ile yapilir.

Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’da 6zgun kisa dizileri tanir ve enzime

0zgu olmak Uzere belirli bir dizide kesme islemini gergeklestirir. Kesim
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sonucunda kit veya yapigkan ucglu DNA parcgalari olusur. RE kesimi sonucu
elde edilen DNA parcalarinin analizi boyutlari bilinen standart DNA parcalari

kulanilarak jel elektroforezi ile yapilir.

1.3.2.4. Nukleik Asitlerin Melezlemesine Dayali Yontemler (111)

NUkleik asit melezleme (hibridizasyon) yontemleri, tek iplikli nikleik asit
molekullerinin kendilerine karsilik gelen tamamlayici diziler ile uygun kosullar
altinda esleserek ¢ift iplikli hibritler olusturma esasina dayanir. Bu tip
analizler tim tek iplikli nukleik asit molekulleri arasinda gergeklesebilir (DNA/
DNA, RNA/RNA, RNA/DNA). Bu reaksiyonlar RNA ve DNA molekulleri
Uzerindeki belirli genlere ait dizileri tayin etmek amaciyla uygulanir. Bu
yontemlerde tek iplikli olan bu nikleik asit dizilerinin tamamlayici dizilerine
ihtiyag vardir. Ayrica hibridizasyon sonrasi olusan molekullerin gérunir hale

gelmesi igin radyoaktif ya da non-radyoaktif belirleyici bir prob dizisi kullanilir.

a) In situ hibridizasyon teknigi: Nukleik asit dizilerinin,
kromozomlar,hicreler veya doku kesitlerinde saptanarak analizini saglayan,
hibridizasyon kinetiginin kullanildigi ve diger yodntemlerden farkli olarak
nakleik asitlerin kendi hicresel ortamlarinda analizlendigi bir tekniktir.
Bdylece hedef nlkleik asit dizisinin hicredeki yeri belirlenmis olur.

Biyolojik materyalin hazirlanmasi ve nukleik asit dizisinin prob elde
etmek Uzere radyoaktif ve ya radyoaktif olmayan bir isaretleyici ile
isaretlenmesi ilk islemlerdir. Daha sonra nukleik asitleri tek iplikli hale

getirmek i¢in denatlrasyon yapilir. Bir sonraki asamada ise isaretli prob
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kontrolll deneysel kosullar altinda biyolojik materyaldeki tek iplikli nukleik asit
dizisi ile hibridizasyona tabi tutulur ve cift iplikli molekul olusur. En son
asamada igsaretleyici tasiyan bu molekuldeki hibridizasyon bolgeleri
saptanarak gorunur hale getirilir.

Son yillarda nikleik asitleri isaretlemek icin bir ¢ok yontem
geligtiriimigtir.  GUnUmuzde biyotin, digoksigenin, dinitrofenil ve vya
fluorokromlarla enzimatik olarak isaretleme genellikle tercih edilmektedir.
Piyasada c¢esitli prob isaretleme kitlerinin bulunmasi bu igslemi oldukca
kolaylastirmaktadir.

Insitu  hibridizasyon ydnteminde, radyoaktif olmayan saptama
yontemleri dogrudan ve dolayli olmak Uzere iki c¢esittir. Dogrudan
yontemlerde prob ile isaretleyici molekul arasindaki bagin hibridizasyon ve
yikamalar sirasindaki kosullara dayanikli olmalidir. Ayrica bu molekulin
hibridizasyonu engellememesi gereklidir. Dolayli yontemde proba baglanan
isaretleyici molekul dogrudan dogruya goérilemez. Hibridizasyondan sonra
ikinci bir molekll probdaki haberciye badglanir ve bdylece probun
hibridizasyon yaptigi boélgeler goriunur hale gelir. En ¢ok kullanilan radyoaktif
olmayan isaretleyiciler, biyotin ve digoksigenindir. Bunlar kendilerine kargi
olusturulan antikorlar ile saptanabilirler.

Tez kapsaminda; Mycobacterium tuberculosis bakterisinin rifampin
antibiyotigine karsi gelistirdigi direng mutasyonlari, Ege Universitesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji A.B.D. tarafindan ilk 6nce biyotin
isaretlemeye dayali hibridizasyon teknigi ile tayin edilmistir. Buna dayall
yapilan g¢alisma Sekil 17°de sematik olarak gdsterilmistir. Buna gore, prob

diziler ile kapli nitroseliloz membran, biyotin isaretli hedef dizi ile
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hibridizasyonun ardindan, biyotine baglanan avidin ve substrati olan alkalen

fosfataz ile etkilesimden sonra membranlarda renk degisimi gozlenir (18).
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Sekil 17: Mycobacterium tuberculosis bakterisinin, rpoB gen bdlgesinde
RIF’e kargi gelistirdigi diren¢g mutasyonlarinin Biyotin igaretli diziler

kullanilarak tayini.

b) Southern blotting teknigi: Ozellikle gen yapisi, gen anlatimi,
genom organizasyonu, haritalama ve gen aktarimi caligmalarinda aranan
DNA dizisinin saptanmasi icin kullanilan bir yontemdir. Yéntem; istenilen
DNA pargasinin onun tamamlayicisi olan gerek radyoaktif gerekse non
radyoaktif isaretli problar kullanilarak olusan hibridizasyonun, isaretleyici
molekullin 6zelligine gore, radyoaktif, immunulojik, kimyasal yada floresansa

dayali yéntemlerle gértinur hale gelmesi esasina dayanir.
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c) Northern blotting teknigi: Analizi yapilacak genin transkripsyon
artint olan RNAnin RNA /DNA hibridizasyonunun tayinine dayali bir tekniktir.
Bu yontemde once RNA jelde yurutulerek ayrilmasi saglanir ve ayrilan RNA
naylon yada nitroselulozdan olugsan membrana aktarilir ve RNA'nin membran
uzerinde sabit sekilde baglanmasi saglandiktan sonra uygun problarla

hibridizasyonuna dayali analiz gergeklesgtirilir.

1.3.2.5. Diger Teknikler

Amplikonlari (PCR durunleri) belirlemeye digerlerinin dezavantajlarini
ortadan kaldirmaya yonelik bazi teknikler de gelistirimis ve denenmistir.

Spesifik problarla hibridize olmus DNA molekullerinde, polimeraz
enziminin 5 —3’ yonundeki ekzonukleaz aktivitesi, hibridize olmus prob’lari
ayristirarak 5’- uglarinda izotop bulunan prob DNA’sinin boyutlarinda
kUgulmeler olusturulur ve bunlar da radiografi ile ortaya konulurlar.

Hibridizasyon Proteksiyon Testi de ayni amag i¢cin denenmigtir. Bunda,
ayrica, dijital okuma sistemleri de bulunmakta ve sure ¢ok kisalmaktadir.
PCR drunlerini saptamada son yillarda nonizotopik problarin kullaniimasi
yonunde bir egdilim bulunmaktadir. Biotin veya digoxigenin’le isaretlenmis
problari hazirlamak daha kolay ve daha uzun sutre de kullanma olanagi
saglamaktadir.

Amplifiye edilmis PCR Urdnleri laboratuvarimizda “Elektrokimyasal

Genosensorler (DNA Biyosensérleri) ” ile tayin edilmektedir.
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1.4. Elektrokimyasal Genosensorler (DNA Biyosensorleri)

Elektrokimyasal genosensorler, kalitsal ve bulagici hastaliklarin tanisi
amaciyla kullanilan yluzeyine genetik materyal tutturulmus biyosensorlerdir.

Biyosensoarler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin
kullanilan kiguk algilayici cihazlardir. Birbiri icine ge¢gmis biri biyokimyasal
digeri elektrokimyasal Ozellikteki iki ¢eviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal
kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima
olayinin sonucunda bir biyokimyasal Griin de olusabilmektedir. Biyosensorin
ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayini okunabilir
(Glculebilir) bir sayisal degere ¢evirmekle gorevlidir (22, 114).

Tum biyosensorler molekuler dlizeyde algilama ve sinyal ¢evirimi olmak

uzere iki temel gorevi yerine getirmektedir.

Algilama Boliimu: Ortamda bulunan ve analizi yapilacak olan kimyasal
yada biyolojik materyal ile etkilesme girerek algilanmasini saglayan “biyolojik
arayuzey” dir. Algilama boliumu biyosensor igin oldukga 6nem tasidigindan
secici ve kararli yapida olmasi gerekir. Biyosensorin araylzeyini olusturan
doku, hucre, antikor, enzim, reseptor, nukleik asit gibi biyolojik materyaller,
0zgul sekilde baglanarak hedef ile etkilesirler. Genosensoérlerde bu arayuzey

nukleik asitlerde olusur.

Fiziksel Cevirici Boluim: Hedef ile biyolojik araylzeyin etkilesimi

sonucu olusan urun, gevirici birimi tarafindan okunabilir sayisal bir degere
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cevrilir. Cevirici cihazlar, akim, potansiyel, 1sik siddeti, kitle yada isi

degisimine duyarli olabilir.

.. . ® - Akim
s ] Frek
¢ . . . [..% . F\zikgier:ygllg;[ilebilir Il2';;:3:“:[\3
eo0@® o
. Biyoaktif Tabaka
Analit Cevirici Sistem
(Glguim Cihazi)
Sekil 18: Biyosensorun yapisi ve bilesenleri.
Tablo 1. Algilama ve Cevirici Bolimlerine Gore Biyosensorler:
Algilama Bolimui Cevirici Bolim
Antikor — Antijen *Elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik,
(immunosensorler) voltametrik yontemlere dayali sistemler)
Enzim Optik (floresans, yansima, kirilma indeksi,isik
(enzimatik sensorler) siddetine duyarli sistemler)
Peptitler Piezoelektrik- Kutleye Dayall  (piezoelektrik

kristallerinin  rezonans frekansi,yuzey akustik

dalgalarina duyarl sistem)

Hucre Elektrikse (ylzey etkinligi, elektrolit iletkenligine

duyarl sistem)

Doku Manyetik (paramanyetik)
Membran reseptorleri Termal (tepkime 1sisina duyarli sistem)
*DNA / RNA

(genosensorler)
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1.4.1. ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler (46)

Secicilik: ideal bir biyosensérde en 6énemli parametrelerden birisi
secicilik ozelligidir. EGer yeterli secicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek

uzun ek iglemler gerekir.

Kullanim Omrii: Biyosensoriin kullanim émrini kisitlayan en énemli
faktor biyolojik c¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica,
biyosensorin kalibrasyon siklhigi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger

parametrelerini de etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: ideal bir biyosensériin hi¢ kalibrasyona
gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu
Ozellik, teorikte planladigi gibi, pratikte gergeklestirilememigstir. Kullanim

Omdurleri boyunca biyosensoarler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensor igin, elektrodun ayni kosullar
altinda arka arkaya yapilan Olcimlerde hemen hemen ayni sonuglarin
okunmasi istenir. Pratikte pek mumkin olmayan bu durum gbéz O6nune
alinarak vyapilan c¢aligmalarda tekrarlanabilirik parametresi mutlaka
incelenmelidir.  Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensorin

uygulamalarinin da o denli iyi oldugundan s6z edilebilir.

Stabilite: Elektrot stabilitesinin (kararlihginin) yidksek olmasi ideal

biyosensorler igin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel
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dayanikhihgina baglidir. Ayrica; pH, 1si, nem, ortam, O, derisimi gibi

parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarhlik: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin
yalniz belirli maddelere karsi duyarli olmasi ideal biyosensorlerin

ozelliklerindendir.

Yeterli Dlizeyde Tayin Siniri: Tasarlanan bir biyosensoérin tayin
sinirinin belirli bir derisim degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen
bu sinir, elektrot ylzeyinin buyukligu, biyolojik materyalin tayin edilecek

maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktari gibi faktorlerden etkilenir.

Genis Olgiim Araligi: Biyosensor uygulamalarinda élgtim araligi olarak
adlandirilan boélge biyosensdrlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer

oldugu derigim arahgidir.

Hizhh Cevap Zamani: Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde
edilen akim-zaman egrilerinden anlagilabilir. Ornegin elde edilen egride
basamaklarin sekli yayvan ve genisse cevap zamani uzun (yavas), tersi s6z

konusu ise cevap zamani kisa (hizli)'dir.

Hizh Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani 06rnegin
amperometrik calismalarda ilk 6rnekten ne kadar sure sonra ikinci érnegin
Olgulebilecegini belirler. Yani ilk érnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri

kisa sUrede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni sure sonra ilave edilebilecektir.
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Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat
biyosensorler ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki
karmasik ve de pahali olan yapilar daha sonra basitlestiriimis ve mumkun

oldugunca da maliyeti dugurtlmustar.

Kuigultilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize
edilebilmesi ve boyutlarinin kigultilmesi biyosensér tasariminda énemlidir.
Buna karsin, biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel

dayaniklihgi, sterilizasyonu kisitlayan en énemli parametredir.

1.4.2. Elektrokimyasal Genosensor ile DNA Dizi Algilama Yontemleri

Cesitli ydontemlerle biyolojik érneklerden 6zgin DNA dizisi saptanmasi
biyomedikal alanda ¢ok 6nemlidir (112). Hastalik tanisinda insan, viris ve
bakteri baz diziliminin tayini ile pek ¢ok kalitsal hastaliklara neden olan
mutasyonlar artik saptanabilmektedir.

Hibridizasyon tayinlerinde kullanilan g¢esitli immunokimyasal ve
voltametrik metodlar karsilastirildiginda birka¢ 6rnegin calisildigi durumda
voltametrik yontemlerin daha hizli yanit verdigi goézlenir, ancak buylk
miktarda bir seri benzer érnek analizlenecekse, iyi bir otomasyona sahip EIA
gibi immunokimyasal tekniklerin kullaniimasi daha uygun olmaktadir (105).

Diziye 6zgln genosensdrler (DNA biyosensorleri), bir gevirim sistemi ile

beraber DNA probundan olusmustur. DNA biyosensorlerinin esasi, DNA
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bazlarinin hibridizasyonuna dayanir (3, 12, 15, 30-35, 47, 54, 58-62, 71, 72,
76, 82, 119-128).

Elektrokimyasal genosensorler, aranan hedefin baz dizisinin karsihgi
olan 20-40 baz gibi kisa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmalli DNA
(ssDNA) oligomerin (veya “PROB“ olarak isimlendirilir), elektrot ylzeyine
baglanmasina dayanmaktadir. Hedefi iceren bir érnek ¢dozeltisine sensorin
uygulanmasi, ile elektrot yluzeyinde hibrit olusur. Elektrokimyasal dlgimlerde
elektrot ylzeyinde olusan hibrit iki yontemle tayin edilir; bunlardan ilki bir
elektroaktif indikatdor araciligiyla (6rnegin bir redoks-aktif katyonik metal
kompleksi) yapilan tayindir. Bu ydntemde yuzeyinde hibrit olusan elektrot
indikatorl iceren c¢ozeltiye daldirilir ve indikatorin hibrite baglanma dizeyi
belirlenir (29-35, 56, 60, 65, 78, 79, 133, 134). Diger yontem ise DNA
bazlarindan en elektroaktif olan Guanin bazinin 1.0 V' da verdidi
yukseltgenme sinyalinin farkhlanmasindan yola ¢ikilarak yapilan tayindir (3,

11, 41, 59, 66, 67 99, 121 -124).

1.4.2.1. indikatore Dayali Genosensérler ile Dizi Algilama Yoéntemleri:

indikatore dayali DNA dizi algilanmasi, ya DNA’ya interkale olabilen
(metal kompleksleri, antibiyotikler) (7, 16, 17, 24, 73, 133) veya DNA
dizisindeki bazlarla 6zgiin olarak etkilesen (MB, Ru(bpy)s**, vb.) elektroaktif
maddeler (indikatdr) ile tayin edilebilmektedir (30-33, 44, 45, 60, 110, 131).
Elektrokimyasal ceviriciler, hibridizasyon olayini analitik sinyale g¢evirmede

etkin bir sekilde kullaniimaktadir.
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Elektrot yUzeyinde olugan hibrit ile etkilesen indikatorin neden oldugu
artan veya azalan elektrokimyasal yanit hibridizasyonun tayinine yonelik bir
sinyal olarak kullanilir (90, 97, 98, 131, 133, 134).

Elektroaktif bir maddenin indikator olarak kullanilabilmesi igin ssDNA ve
dsDNA ile etkilesimi sonucu alinan yanitlar arasinda anlamli bir fark olmasi
gerekmektedir. Ru(ll) (7, 30, 110), Co(lll) (16, 17), Os(ll), Os(IV) (24, 79,
110)* in 1,10-fenantrolin ve 2,2 -piridin (17) kelatlari hibridizasyon indikatori

olarak siklikla kullanilan maddelerdir.

1.4.2.1.1. interkalator molekiil kullanarak: interkalasyon; bir maddenin
DNA c¢ift sarmali arasina girip birikmesidir. Bu durumda; (Sekil 19) cift sarmal
DNA (dsDNA) ile etkilesimden sonra alinan madde sinyali maddenin
birikmesinden dolayi tek sarmal DNA (ssDNA) ile etkilesimden sonra alinan
madde sinyaline gore oldukga yuksektir (4, 7, 16, 17, 29, 30, 44, 47, 60, 65,

131).
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Tek sarmal DNA (prob) Cift sarmal DNA (hibrit)
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Sekil 19: interkakatdr bir hibridizasyon indikatori ile DNA dizi algilanmasi

1.4.2.1.2. DNA bazlari ile etkilesen bir molekiil aracihigiyla:

Hibridizsyon indikatoru olarak kullanilan madde DNA’'nin bazlarindan
biriyle (6zellikle Guanin) etkilesiyor olabilir. Bu durumda; (Sekil 20) tek sarmal
DNA (ssDNA) ’da bazlar acikta oldugundan dolayl alinan madde sinyali,
hibridizasyondan sonra olusan c¢ift sarmal DNA (dsDNA) 'da bazlar kapall
oldugundan dolay! alinan madde sinyaline oranla oldukga yuksektir (15, 30-

32, 59, 62, 67, 83, 97, 98, 100, 135, 134).
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Tek sarmal DNA {prob) Cift sarmal DNA (hibrit)
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Sekil 20: DNA bazlarindan biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatéru ile
DNA dizi algilanmasi.

1.4.2.2. indikatorsiiz DNA Dizi Algilama Yéntemleri:

Elektrot ylzeyine tutturulan tek sarmal prob diziye (ssDNA) ait
Guaninlerin verdigi elektrokimyasal yanit ile, probun komplementeriyle
birlesmesinden sonra olusan cift sarmal DNA’ ya ait guaninlerden alinan
elektrokimyasal yanit arasinda S$ekil 21'de go6zlendigi gibi 6nemli bir
farkhlanma vardir. Bu farklilanma hibridizasyonun tayinine yoénelik bir sinyal

olarak kullanilir (41, 58, 63, 66, 67, 99, 102, 121-124).
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Tek sarmal DNA (prob) Cift sarmal DNA. (hibrit)
| | 1 | | | | | L | | |
G A cC A T G G C G A C A T G c
c T G T A C G
l ] 1 ] ] ]
Elektrokimyasal
Yanit
i
1 1 1
—— 1.00 105 1.10 1.15
1.00 1.05 1.10 1.15 Potansiyel (v}

Potansivel (V)

Sekil 21: indikatérsiiz DNA dizi algilama yéntemi
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BOLUM II

GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

2.1.1. Elektrokimyasal Sistemler:

Tez kapsaminda kullanilan ana elektrokimyasal sistem Autolab
PGSTAT 30 (Eco Chemie — Hollanda) potansiyostat cihazidir. Bilgisayar
baglantii olarak ve GPES 4.8 yazilimi ile birlikte kullaniimaktadir.
Elektrokimyasal analizbr ara birim olarak Ugli elektrot sistemine sahip
elektrokimyasal hilcre icermektedir. Hucre ile cihaz arasindaki baglantiyi
genel amagli elektrik kablolari saglamaktadir.

Elektrokimyasal hicre calisma elektrodu (tek kullanimlik kalem grafit
elektrot — PGE), platin karsit elektrot ve Ag / AgCI referans elektrodundan
olusan “Uglu elektrot sistemi’ni icermektedir. Hucreyle baglantili kablolardan
Ucl bu elektrotlara bagh, biri ise topraklama icin ayrilmistir. Uglii elektrot

sisteminin igine daldirildigi bir tampon ¢6zelti bulunmaktadir.
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2.1.2. Diger Cihazlar:

e Terazi (Saritorious-Analytic A-200)

e Ses titresimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)

e Ph-metre (Schott-Mainz CG 710)

e Manyetik karistirici (Elektro-mag ve ARE 2-Velp)
e Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu)

o Ag/AgCl referans elektrot

e Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildi.

2.2. Kullanilan Kimyasallar ve Gozeltiler

2.2.1. Kimyasallar

Madde Adh Maddenin Satin Alindigi
Firma

Asetik Asit (%99-100) Merck

Hidroklorik asit /%37) Merck

Sodyum Hidroksit Merck

Tris (hidroksimetil)aminometan Sigma

hidroklorur

Sodyum klortr Sigma

Sodyum asetat trihidrat Sigma

Sodyum dodecyl sulfat (SDS) Sigma
Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil | Sigma

karbodiimid hidroklortr (EDC)

N- hidroksi stksinimit Sigma




2.2.2. Gozeltiler
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Cozelti Adi

igerigi

Asetat tampon ¢ozelti (ACB)

0.5 M glasiyel asetik asit
20mM NaCl (pH : 4.8)

Tris — HCI tampon ¢ozelti (TBS)

20mM Trizma-HCI
20mM NaCl (pH : 7.00)

Sodyum dodecyl silfat (SDS)

%10 ‘luk (100g. SDS / 1L d.su)

20xSodium
tamponu (20xSSC)

saline citrate

0.3 M Sodyum sitrat
3M NaCl (pH: 7.00)

Prob baglama tamponu

5mM N-hidroksi suksinimit (NHS) & 8mM
Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil
karbodiimid hidroklortr (EDC)

Hibridizasyon tamponu

2xSSC (0.03M Sodyum sitrat,
0.3 M NaCl)

Yikama tamponu

1xSSC+%0.1SDS
(15mM Sodyum sitrat & 0.5 M NaCl)

Tum calismalarda sterilize edilmig deiyonize su kullanildi. Deneysel

calismalar oda sicakhginda (25.0 £ 0.5) ° C’ de gercgeklestirildi.

2.3. Kullanilan DNA Dizileri

Calismada kullanilan tim sentetik diziler (S1, S2, S3, S4, S5 ve hot-

spot) liyofilize toz halinde TIB Molbiol (Almanya)dan saglandi. Ayrica

Mycobacterium tuberculosis baketrisine ait PCR drinid o6rnekleri Ege

Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Mikrobiyoloji Anabilim

Dal'ndan saglandi. Bu oligonlkleotitlerin  baz dizilimi Tablo 2'de

gOsterilmistir.
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Tablo 2: Calismada kullanilan DNA dizileri.

DNA Dizisinin Adi Baz Dizilimi

S1 Prob Dizi 5 NH»- (CH,)s-CAT IAATTIICT CAICTIICTI 3
S2 Prob Dizisi 5 NH2- (CH,)e- AICHITTITT CTIITC CATIAA 3
S3 Prob Dizisi 5" NH,- (CH,)s-IIT CAA CCC CIACAICIITT 3
S4 Prob Dizisi 5" NH,- (CH,)s-CIA CAI TCIICI CTT ITI IT CAA 3
S5 Prob Dizisi 5" NH,- (CH,)s-I CCC CAI CGC CIA CAITCI 3’
hot-spot (sicak bolge) 5'CAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAG

(rpoB geninde 507.-533. | AACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAA
kodonlari igceren 81 baz | GCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGC ¥
uzunlugundaki boélge)

Mycobacterium 5’CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACG
tuberculosis’ e ait PCR ile | TTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCGATCAAGG
Cogaltiimis Boélge AGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGA

CCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGC
CGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGT
GAGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATC
GAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATCGGCT
CGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTT
CATCGAAACG &

Tim  Bazlari Hedeften | 5 TTG AGG ATC CTG GAATTA 3

Farkh (Rasgele) Dizi
PCR ile gogaltulmis | 5 ATC AAC TTC GAC TGG CCC TTC TTG CTG GCC
Rasgele hedef Dizi AAG CTG ACG GAC ATT TAC AAG GTC CCC CTG GAC
GGG TAC GGC CGC ATG AAC GGC CGG GGC GTG
TTT CGC GTG TGG GAC ATA GGC CAG AGC CAC TTC
CAG AAG CGC AGC AAG ATA AAG GTG AAC GGC ATG
GTG AGC ATC GACATG TAC GG ¥

(1= inozin)

Mycobacterium tuberculosis’de rifampin antibiyotigine karsi gelisen
direncin en sik nedeni rpoB geninin 507-533. kodonlarini iceren ve “hot-spot”
(sicak bolge) olarak adlandirilan 81bp’lik gen bolgesindeki mutasyonlardir
(18-20). Tum sentetik hibridizasyon ¢alismalari bu 81 baz uzunlugundaki dizi

ile gerceklestirildi. Buna bagh olarak kullanilan 5 farkhi prob dizileri ise,
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burada en sik gozlenen mutasyonlari icerecek sekilde tum hot-spot dizisi

boyunca segildi. Bunlarin konumu agagida gosterilmigtir.

A CAGCCAGCTGAGCCAATTCATG,GACCAGAACAACCCGCT GTCAGGGTTGACCCACAA GCGCCGACTRTCGACOCTRGGGC T
§1 Prob

———  §2Prob
§3 Prob

— Proh |———

— $5Prob ——

Calismada kullanilan tim prob diziler guanin yerine inozin modifiye
olarak sentezlenmistir. inozin, guanin analogu bir molekildir. Bir
oligonukleotid dizisinde guanin yerine gegerek sitozin ile Hidrojen bagi yapar
ancak bu bag (glu yerine ikili Hidrojen bagidir. inozinin kimyasal yapisinda
guaninden farklilik gOstermesi ile; hernekadar olugturdugu bir cift sarmal
dizide guanin gibi davransa da, guaninin yukseltgendigi bolgede (1.0 V ‘da)
yukseltgenemez ve elektrokimyasal olarak sinyal alinamaz. Guanin ve

inozinin kimyasal yapilari sekil 22’ de gésterilmistir.

¢ 0
L
HH
1
/l{‘- 9
.HEH E'

GUANIN iNOZIN

Sekil 22: Guanin ve inozinin kimyasal yapilari.
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inozinin  sitozinle hibridizasyon g&stermesine ragmen guaninin
yukseltgenme sinyali olan 1.0 V’da bir sinyal vermemesi; inozin igeren prob
dizilerden de bu aralikta herhangi bir sinyal gostermemesini saglar. Boylece
elektrot yuzeyinde yalnizca prob dizi bagh oldugunda hibridizasyondan 6nce
bir elektrokimyasal yanit alinmazken, hibridizasyondan sonra hedef diziden
gelen guaninlerin varligi ile yanit elde edilir. Sekil 23'de inozine ve inozinli
diziyle hibridizasyon sonucu alinan Guanine ait sinyaller gézlenmektedir. Bu;

EVET / HAYIR sisteminin temelini olusturur (35, 61 99, 102).

/\&“" /—\‘s'u—

— 0 — 6.0
Elektrot =3 E!gktrt_:t =

Yiizeyi £ Yiizeyi =
= ; =

< 20 = <

[LXIE l -

(%] ﬂj‘) I..Il I:! 1.2

0.8 0.9 1.0 1.1 1.2

POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

Hibrit
(Cift sarmal)

Hedef
Dizi

Sekil 23: Guanin ve inozinin elektrokimyasal yanitlari arasindaki fark.
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2.3.1. Oligonukleotid ¢ozeltilerinin hazirlanisi-

Mycobacterium tuberculosis rifampin rpoB diren¢g mutasyonu analizi i¢in
kullanilan oligonukleotit stok ¢ozeltileri 10000 ug/mL derisiminde ultra saf su
ile hazirlandi ve -20°C’de sakland.

Mg/mL (ppm)’in molarite cinsinden hesaplanacak olursa;

n (mol) = M (kutle) g / MA (molekdl katlesi) g/mol

Molar=n (mol) / V (hacim) = mol /L

M (Molarite) = M (katle) / [MA (molekul kitlesi) x V (hacim)] = mol /L

Prob olarak kullanilan oligonukleotitlerin 20 mM NaCl iceren 0,5 M
Asetat tamponu (pH 4,8) ile, hedef olarak kullanilan oligonukleotitlerin
seyreltik ¢ozeltileri ise 0.03M sodyum sitrat ve 0.3 M NaCl igeren tampon

cozeltisi (pH 7,0) ile (2xSSC hibridizasyon tamponu) hazirlandi.

2.3.2. PCR Uriinii Orneklerinin Hazirlanmasi

Ege Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali tarafindan
kultGrde Uretilmis M.tuberculosis izolatlarindan ekstrakte edilen DNA'nin rpoB
geninin 329 bp’lik bolimi (5-CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACAC-3) ve
(5'- CGTTTCGATGAACCCGAACGGGTTGAC-3) primerleri kullanilarak PCR ile
amplifiye edildi (18-20). Bu urlnler hibridizasyon tamponu ile uygun derisime

seyreltilip, hibridizasyondan 6nce denature edilerek tek iplikli hale getirildi.
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2.3.3. Sentetik oligonukleotitler ve PCR urunlerinin spektrofotometre ile

miktar tayini

UV gorinir bolge spektrofotomete (UV - vissectrophotometer —
Schimadzu, Japonya) 1mL’lik ve 10 mm uzunlugunda kuvars kulvetler
(Starna, ingiltere) kullanilarak yapilan derisim 8lgiimlerinde bir Ao birimi gift
sarmal DNA 50 ug /mL ve bir Agso birimitek sarmal DNA 33 pg /mL kabul

edilerek hesaplama yapiimistir (99, 100, 101, 112).

2.4. Kullanilan Yontem

Gunumuzde dek yapilan elektrokimyasal dizi analizi ¢alismalar goz
onlnde bulundurularak yeni bir genosensor tasarimi yapilmistir. Bu
tasarlanan genosensoér ile Mycobacterium tuberculosis rifampin direng
mutasyonu analizi i¢in kullanilan ydntem basamaklari Sekil 24’de sematize
edilmistir.

Tayin icin belirtilen asamalarin uygulanmasi icin yaklasik 179 dakika
sure gerekmektedir. Deneysel asamalardaki sureler asagidadir:

¢ PGE yuzey kaplanmasi 60 dakika

e Prob tutturulmasi 60 dakika

¢ Denaturasyon 13 dakika

e Hibridizasyon 30 dakika

e Yikama 15 dakika

¢ Olgiim 1 dakika
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2) Elekrot Yiizeyine Prob Baglanmasi: 1 saat
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\
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Sekil 24: Mycobacterium tuberculosis rpoB direng mutasyonu tayini ¢alisma

basamaklari.
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2.4.1. Elektrotlarin hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan kalem grafit calisma elektrodu (Noki kalem
model 2000, Japonya) 0.5 mm c¢apinda 30 mm uzunlugunda kesilerek
hazirlanmis grafit cubugun 10mm’lik kismi ¢ozelti icine daldirilacak sekilde
bir elektrot tutacagi icine yerlestiriimesi ile olusturuldu (35, 36, 58, 60, 101,
102, 121). Her bir parametre igin farkli grafit ylUzeyler olusturularak tek

kullanimlik elektrot sistemi saglandi.

2.4.2. Elektrot yiuzeylerinin kaplanmasi

Mycobacterium tuberculosis prob dizileri PGE ylzeylerine kovalent
baglama yontemi ile tutturuldu. Bu amagla taze hazirlanmis 5mM N-hidroksi
suksinimit (NHS) — 8 mM Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil
karbodiimid hidroklorir (EDC) iceren ylzey kaplama ¢ozeltisi iginde

elektrotlar 1 saat bekletildi (52, 58, 60, 70).

2.4.3. Elektrot Yiuzeylerine Prob Baglanmasi

0.05M asetat tamponu (pH 4.8) icinde hazirlanmig 5 farkl prob dizisini
iceren ¢Ozeltiler hazirlandi. Yuzeyi kovalent ajanlarla kaplanmis olan
elektrotlar prob ¢dzeltisi icinde 1 saat bekletildi.

Sekli 25'de grafit ylzeyin kovalent ajanlarla kaplanmasi ve ardindan

amino hekzil uglu prob dizi baglanmasi gosterilmistir.
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CH,
. N-CH,CH,CH,- N=C=N- CH,CH;HCI

CH3/
OH
I
o /™ o 0
i o
-C-0OH y 0.C-0-N
EDC/NHS
Elektrot !
Elektrot - . 0
Yiizeyi Yuzeyl
0
0 H,N (CH, ]E,U_,.i'"\.
[ -0- C N (CH,)
e.N E'U'"r"
Aminchekzil uglu
prob
7 Elektrot
Elektrot o) o
Yizeyi YUzeyl

Sekil 25: Grafit elektrot yluzeyine; 5 ucunda aminohekzil isaretli prob dizinin

kovalent baglanmasi.

2.4.4. Hibridizasyon

2.4.4.1. Sentetik hot-spot hedef dizisi ile hibridizasyon:

Yuzeylerinde prob bagli olan elektrotlar, hibridizasyon tamponu iginde
hazirlanmis olan (2xSSC pH: 7.4) 15 ug /mL derisimindeki tek iplik halindeki
hot-spot hedef dizi ¢ozeltisi iginde 30 dakika bekletilerek hibridizasyon

saglandi.
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2.4.4.2. PCR ile gogaltilimig bakteri ornekler ile hibridizasyon:

Cift iplikli halde olan PCR Urunleri, hibridizasyon tamponu ile derigsimi 20
Mg /mL olacak sekilde seyreltildi ve hibridizasyona uygun olmasi igin
denature edilerek tek iplikli hale getirildi. Denatturasyon iglemi igin urtnler 8
dakika kaynar su banyosunda (95° - 100°C) tutularak ipliklerin birbirinden
ayrilmasi, ardindan ayrilan ipliklerin kendi Ustliine tekrar baglanmasini
engellemek amaciyla 0°C buz banyosunda 5 dakika bekletilerek prob ile
hibridizasyona uygun tek iplikli diziler elde edildi.

Denaturasyondan sonra yuzeyleri prob kapli elektrotlar 30 dakika

bekletilerek hibridizasyon saglandi.

2.4.5. Yikama

Hibridizasyondan sonra, elektrot yuzeylerinden baglanmayan ya da
mutasyon igerdigi i¢in hibridizasyon sonucu iyi baglanmamis zayif hibritleri
yuzeyden uzaklastirmak igin elektrotlar, yikama tamponu (1xSSC + % 0.1

SDS) icinde 15 dakika bekletilerek yikandi.

2.4.6. Voltametrik Olgiim

Elektrot ylizeyindeki olusan cift iplikli DNA, Diferansiyel puls voltametri

teknigi ile 0.75 V' dan 1.4 V' a kadar 15 mV /s tarama hizinda 50 mV

amplitide ve 10 mV genlik kullanarak 20mM NaCl iceren 0.5M’lik asetat
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tamponu (pH = 4.8) icinde hibridizasyon 6ncesi ve hibridizasyon sonrasinda

elde edilen guanin yukseltgenme sinyali tayini yapildi.

2.5. incelenen Parametreler

Yapilan galismalarin timu, rpoB geninde direng mutasyonlarinin tayini
igin, en uygun hibridizasyon ve mutasyon ayirimi kosullarinin saptanmasina
yoneliktir.

En uygun hibridizasyon kosullarinin saptanmasinda esas olan, prob
dizilerin karsilidi olan sentetik hot-spot hedef dizi ile ve tim bazlari hedeften
farklh rasgele dizi ile alinan yanitlar arasindaki farklilanmadir. Bu tasarlanan
genosensorun segimliligini gosterir. Hibridizasyondan sonra hot-spot hedef
dizi ile yuksek bir sinyal alinmasi beklenirken tim bazlari hedeften farkl
rasgele dizi ile dusuk bir sinyal alinmasi beklenir. Her iki dizi ile alinan
yanitlarin orani bu sec¢imliligin gdstergesidir.

En uygun mutasyon ayirim kosullarinin saptanmasi ise; bir dnceki
basamakta genel olarak belirlenen hibrdizasyon kosullarina dayanarak, belirli
bir bolgesinde mutasyon igeren bir PCR GranG kullanimi ile mutasyonun en
iyi go6zlendigi kosullarin secilmesidir. Hibridizasyondan sonra mutasyon
gOsteren bdlgeye ait prob dizi ile en dusuk, diger bdlgeredeki prob ile en

yuksek sinyalin elde edildigi aralik saptanir.
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2.5.1. Sentetik hot-spot Hedef Dizisi ile Hibridizasyon Tayini

Yukarida belirtilen kosullarda, farkli elektrot yizeylerine baglanmis 10ug
/mL derisimindeki S1, S2, S3, S4 ve S5 prob diziler ile 15 pg /mL sentetik
hedef dizinin hibridizasyonu ve 10 dakika yikama tamponu ile yikama
asamasindan sonra alinan olgumler ile hibridizasyonun sentetik diziler ile

kontrolU ¢alisildi.

2.5.2. Hibridizasyon ve Mutasyon Analizlerinin En Uygun Kosullarinin

Saptanmasi

2.5.2.1. Prob Derisiminin Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine Etkisinin

incelenmesi:

Bu calismada artan prob derisimine karsi sabit derisimdeki sentetik
hedef, rasgele diziler ve sabit derisimdeki PCR urunu ile ¢ogaltiimis hedef
diziler ile hibridizasyondan sonra alinan guanin yukseltgenme sinyalleri DPV
teknigi ile belirtilen kosullarda incelenerek elektrot ylzeyinin tamamen

kaplandigi prob dizi derisimi saptandi.

2.5.2.1.1. Prob Derisiminin Hibridizasyona Etkisinin incelenmesi:

Artan S1 prob dizisi ile sabit 15 pg /mL derisimdeki hot-spot hedef dizi

ve tUm bazlari hedeften farkli rasgele dizi arasindaki hibridizasyondan ve

yikamadan sonra alinan guanin sinyalleri incelendi.
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2.5.2.1.2. Prob Derigiminin Mutasyon Analizine Etkisinin incelenmesi:

Artan derisimlerde S1, S2, S3, S4 ve S5 prob dizileri ile sabit 1/40
seyrelme oraninda PCR ile ¢ogaltiimis ve denature edilerek tek iplikli hale
getirilen 513. kodonunda CAA'nin CCA’ya donusmesi ile S1 bdlgesinde
direng mutasyonu iceren érnek hedef dizi ile hibridizasyondan ve yikamadan

sonra alinan guanin sinyalleri incelendi.

2.5.2.2. Hedef Derigsiminin Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine

Etkisinin incelenmesi:

Bir onceki galismada elektrot ylzeyini tam olarak kaplayan prob dizi
derisimi saptandiktan sonra, bu derisim sabit tutularak artan derisimlerde
sentetik hot-spot hedef ve tim bazlari hedeften farkl rasgele diziler ve PCR
ile cogaltiimis &rnek diziler ile hibridizasyondan sonra alinan guanin
yukseltgenme sinyalleri DPV teknigi ile belirtilen kosullarda incelenerek en

uygun sentetik hedef ve PCR Uriana derigimi saptandi.

2.5.2.2.1. Hedef Derisiminin Hibridizasyona Etkisinin incelenmesi:

Bu calismada sabit 10 pg /mL S3 prob derisimine karsin artan
derisimlerdeki sentetik hot-spot ve tum bazlari hedeften farkli rasgele hedef
dizi ile vyapilan hibridizasyonun ardindan alinan guanin sinyalleri

karsilastirilarak en uygun sentetik hedef derisimi saptandi.
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2.5.2.2.2. Hedef Derigiminin Mutasyon Analizine Etkisinin incelenmesi:

Bu calismada, sabit prob derisimine karsin artan derigimlerdeki
denatlre edilmis PCR urinU hedef dizi ile yapilan hibridizasyonun ardindan
alinan guanin sinyaleri incelendi. Mutasyonun analizi igin en uygun PCR
arlnu derisimi, tim problarin baglandig1 farkli ylzeylerde, hedef dizinin
hibridizasyonu sonucu alinan guanin sinyalleri ile saglandi.

Kullanilan 6rnek 531. kodonunda TCG’nin TTG’ye donlusmesiyle S4 ve
S5 prob dizilerinin karsilik geldigi bolgede direng mutasyonu igermektedir.

Onceden spektrofotometre ile yapilan tayinde amplifikasyon sonrasi

ornegin 753 pg /mL oldugu saptanmisti.

2.5.2.3. Hibridizasyon Zamaninin Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine

Etkisinin incelenmesi:

Bu calismada, hibridizasyon zamanindaki degisimin, sentetik hot-spot
ve tim bazlari hedeften farkl rasgele diziler ile denattre edilmis belirli bir
bdlgesinde direng mutasyonu iceren PCR UrUini hedef dizi ile ylzeye
tutturulan prob dizilerin 10, 15, 30, 45, 60 ve 90 dakikalik hibridizasyonundan
ve ylkamanin ardindan alinan guanin sinyali Uzerine etkisi DPV teknigi ile

belirtilen kogullarda incelenerek en uygun hibridizasyon zamani saptandi.
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2.5.2.3.1. Hibridizasyon Zamaninin Alinan Yanita Etkisinin incelenmesi:

Artan hibridizasyon zamanlari ile, ytzeye tutturulan S2 prob dizi ile
sentetik hot-spot dizi ve tim bazlari hedeften farkli rasgele dizilerin
hibridizasyonundan ve ylkamanin ardindan alinan guanin sinyali Uzerine

etkisi DPV teknigi ile belirtilen kogullarda incelendi.

2.5.2.3.2. Hibridizasyon Zamaninin Mutasyon Analizine Etkisinin

incelenmesi

Elektrot yluzeyine tutturulan tUm prob diziler ile denature edilerek tek
iplikli hale getirilmis bir PCR urtunu érnegi degisen zamanlarda hibridizasyona
tabi tutularak mutasyonun en iyi gozlendigi sure segildi.

Kullanilan PCR Urinu 531. kodonunda TCG’nin TTG'ye donusmesiyle

S4 ve S5 prob dizilerinin karsilik geldigi bolgede direng mutasyonu icermektedir.

2.5.2.4. Yikama Tamponunun Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine

Etkisinin Incelenmesi:

Bu g¢alismada prob dizilerin sentetik hot-spot dizi, tim bazlari hedeften
farkh rasgele dizi ve belirli bir bolgesinde diren¢g mutasyonu iceren PCR
arind hedef dizi ile hibridizasyonunun ardindan; A) 1xSSC + %0.1 SDS, B)
1xSSC + %0.5 SDS, C) 2xSSC + %0.1 SDS, D) 2xSSC + %0.5 SDS, E)
3xSSC + %0.1 SDS ve F) 3xSSC + %0.5 SDS olmak Uzere 6 farkli yikama
tamponlarinin kullanimindan sonra alinan guanin sinyalleri aralarindaki

farklar incelendi ve en uygun yikama tamponu segcildi.
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2.5.2.4.1. Yikama Tamponunun Hibridizasyona Etkisinin incelenmesi:

Bu calismada S1 prob dizinin sentetik hot-spot dizi ve tim bazlari
hedeften farkli rasgele dizi ile hibridizasyonunun ardindan yukarida belirtilen
6 farkli yikama taponu ile yikama igsleminden sonra alinan guanin

yukseltgenme sinyalleri incelendi.

25.2.4.2 Yikama Tamponunun Mutasyon Analizine Etkisinin

incelenmesi:

Bu calismada tum prob dizileri PCR GrUnU 6rnegin denatlre edilmesi
ile elde edilen tek iplikli hedef ile hibridizasyonunun ardindan; yukarida
belirtilen 6 farkh yikama tamponlarinin kullanimindan sonra alinan guanin
sinyalleri aralarindaki farklar incelendi ve mutasyonun en iyi goézlendigi
yikama tamponu segildi.

Bu amacgla kullanilan PCR UrlinU 6rnegi 531. kodonunda TCG’nin
TTG’ye donlismesiyle S4 ve S5 prob dizilerinin karsilik geldigi bolgede direng

mutasyonu igermektedir.

2.5.2.5. Yikama Zamaninin Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine

Etkisinin incelenmesi:

Bu calismada yuzeye baglanan prob dizilerin sentetik hot-spot dizi, tim
bazlari hedeften farkl rasgele dizi ve belirli bir bdlgesinde diren¢g mutasyonu

iceren PCR o6rnek ile hibridizasyonundan sonra 0, 1, 5, 10, 15, 30 ve 60
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dakika gibi farklh zamanlarda gercgeklestirilen yikama isleminden sonra alinan

guanin sinyallerinin incelenmesiyle en uygun yilkama zamani saptandi.

2.5.2.5.1. Yikama Zamaninin Hibridizasyona Etkisinin incelenmesi:

Yukarida belirtilen farklh ylkama zamanlarinin; kullanilan S2 prob
dizisinin sentetik hot-spot dizi ve tim bazlari hedeften farkl rasgele dizi ile

hibridizasyonundan sonra alinan guanin sinyallerine etkisi incelendi.

2.5.2.5.2. Yikama Zamaninin Mutasyon Analizine Etkisinin incelenmesi:

Yuzeye baglanan tim S prob dizilerinin PCR 06rneginin denature
edilerek tek iplikli hale getiriimis S3 bdlgesinde direng mutasyonu igeren
hedef dizi ile hibridizasyonu ve yukarida belirtilen farkh zamanlarinda
gergeklestirilen yikama kosgullarinin uygulanmasinin ardindan alinan guanin
sinyalleri incelenerek mutasyonun en iyi gézlendigdi yikama zamani saptandi.

Tum parametrelerin incelenmesiyle hibridizasyon ve mutasyon analizi
icin gerekli en uygun kosullar saglandi ve bilinmeyen o6rneklerin tek tek

analizleri asamasi baslamis oldu.

2.5.3. Sentetik Hot-spot Dizi ile Saptanan En Uygun Kosularda

Hibridizasyon Tayini

En uygun hibridizasyon kosullarinin saptanmasiyla sentetik érnekler bu

kosullar altinda hibridizasyona tabi tutuldu. Buna gore;
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10 ug / mL S1, S2, S3, S4 ve S5 kaplanmis elektrot yluzeylerine, 15 ug /
mL hot-spot dizi ve tim bazlari hedeften farkli rasgele dizi ile 30 dakika
hibridizasyonun adindan 15 dakika 1xSSC + %0.1 SDS iceren yikama
tamponu ile muamelesinin ardindan diferansiyel puls voltametrisi ile guanin

sinyalleri incelendi.
Sekil 26’da 5 farkh prob dizi ile sentetik hot-spot dizi, hibridizasyon

calismasina ait gizilmis genel bir analiz semasi 6rnegi vardir.
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Sekil 26: Mycobacterium tuberculosis S prob dizilerinin sentetik hot-spot dizi

ile hibridizasyon tayininin sematik gosterimi.
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2.5.4. Tiim PCR Uriinlerini Kullanarak Direng Mutasyon Analizi:

PCR ile ¢ogaltiimis gercek hedef dizilerin kullaniimasiyla belirlenen en
uygun hibridizasyon kosullari saglanarak tim PCR urtnt érnekler ve analizin
guvenilirligini saglamak amaciyla Herpes simpleks viristine (HSV) ait rasgele
bir PCR Grtndndn de kullaniimasiyla analizler yapildi.

Sekil 27°de S1 bdlgesinde direng mutasyonu igeren bir PCR 6rneginin
analizine yoénelik sematik bir gdésterim bulunmaktadir. Burada goézlendigi
Uzere prob dizi guanin icermediginden dolayi herhangi bir sinyal alinmaz iken
S1 bdlgesinde direng mutasyonu igcermeyen bir PCR Grand ile
hibridizasyonundan sonra oldukga yuksek bir guanin sinyali elde edilir. Ancak
mutasyon iceren hedef dizi ile hibridizasyonun ardindan guanin sinyalinin

blyUk oranda duserek, prob diziden alinan sinyale yaklastigi gozlenir.

Elektrot Yiizeyi

a)

CATIAATTIICTCAIC T CT1—51Prob

[ 01 A
g
Elektrot Yiizeyi E
b) g
. ¢
CATIAATTIICTCAIC Tl CTI— §1Prob $1Bélgesinde A
GTACTTAACCGAGTCGACCGAC ~r— Direng N;Lg;s&c:l?:dgermeyen 042094095000 102 104107 100

POTANSIYEL (V)

Elektrot Yiizeyi

c)

CATIAATTIICTCAIC T CTI— $1Prob g4 pgigesinde
GTACTTACCCGAGTCGACCGAC ~_r—  Direng Mutasyonu igeren
PCR Uriinii

Sekil 27: S1 prob dizi ile kapli elektrot ylizeyinde S1 bdlgesinde direng
mutasyonu igceren ve bu bodlgede direng mutasyonu icermeyen iki

PCR Urunu 6rnegine ait mutasyon analizinin sematik gosterimi.
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BOLUM Il

BULGULAR ve TARTISMA

Tuberkiiloz Hastalarinda Rifampin Antibiyotigine Karsi Gelisen Direng

Mutasyonlarinin Saptanmasina Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

Tuberkuloz hastalarinda ilagc kullanimi ile ilaca karsi bakterinin
geligtirdigi direncin klinikte hizli tanisi tedavinin seyri igin blylk 6nem
tasimaktadir. Tez c¢alismasinda tlberklloz tedavisinde yaygin olarak
kullanilan rifampin antibiyotijine karsi bakterinin gelistirdigi  direng
mutasyonlarinin elektrokimyasal genosensor ile klinik taniya yonelik olarak
tayinini kapsamaktadir. Tasarlanan genosensoér indikatorsiz DNA dizi
algilama yoéntemi esasina dayal olarak kullanildi. Diren¢g mutasyonlarinin en
sik gézlendigi rpoB gen bolgesine karsilik gelen 5 farkli inozin igeren prob

dizi ile hibridizasyon ve mutasyon analizleri gergeklestirildi.

3.1. Sentetik Hot-spot Dizi ile Hibridizasyon Tayinde Elde Edilen

Bulgularin Degerlendirilmesi

Geligtirilen genosensor tasariminda ilk dnce 5 tip prob dizinin sentetik
hedef ve rasgele diziler ile hibridizasyon tayini gergeklestirildi. 10 ug /mL

asetat tamponunda hazirlanmis prob dizi ile hibridizasyon tamponunda
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hazirlanmis 15 ug /mL hedef diziler kullanildi ve Yéntem 2.5.1.de belirtilen
kosullarda calisma gercgeklestrilidi. Yuzeye prob baglanmadan once,
hibridzasyondan once ve sonra olmak Uzere her bir parameteye ait ayri
Olcumle alinarak hibidizasyonun sec¢imliligi tayin edildi.

Sekli 28’de yapilan galismada prob baglama amaciyla kullanilan ylzey
kaplama c¢ozeltisi uygulamasindan sonra herhangi bir guanin sinyali
g6zlenmez iken guanin igcermeyen prob dizilerin baglamasindan sonra alinan
voltametrik 6lcimde de bir sinyal olmadigi gézlendi. Elektrot ylzeyine bagh
prob dizierin sentetik hot-spot dizi ile hibridizasyonundan sonra ise guanin
sinyalinde blyUk oranda artis gézlenirken, tim bazlari hedeften farkli rasgele
dizi ile hibridizasyondan sonra guanin sinyalinin tekrar blyuk oranda dustugu
hatta prob diziden alinan sinyale olduk¢a yaklasmis oldugu gdézlendi. TUum
bazlari hedeften farkl dizi ile hibridizasyonun ardindan alinan sinyalin disuk

olmasi, tasarlanan genosensoérun dizi se¢imli oldugunu kanitlanmis oldu.
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Sekil 28: Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak A)S1, B) S2, C) S3,
D) S4, E) S5 prob tutturulmus elektrot ylzeyinde; a) prob

tutturulmadan &énce, b) herhangi bir hedef dizi icermeyen bos

hibridizasyon tamponu ile, ¢) tim bazlari hedeften farkl rasgele

dizi ile ve d) sentetik hot-spot dizi ile hibridizasyonundan sonra

elde edilen guanin ylkseltgenme sinyallerine ait voltamogram.

TUm parametrelerin guanin sinyalerine ait beser ardisik olgumleri

tekrarlanabilir sonuclar vermistir.
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3.2. Hibridizasyon ve Mutasyon Analizlerinin En Uygun Kosullarinin

Saptanmasina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

3.2.1. Prob Derigiminin Hibridizasyona Etkisinin incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu calisma; en uygun prob derigimini saptamak amaciyla artan
derisimlerde S1 prob dizisi ve sabit 15 ug /mL derisiminde sentetik hot-spot
dizi ve tum bazlari hedeften farkli rasgele dizi kullanilarak yontem

2.5.2.1.1’de belirtilen kosullarda gercgeklestirildi .

250,001
/1 a

200,00 - 1 b

150,00 1 B

100,00 1
30,00 1 '1_‘
0,00 . . .

2pg 'mL Spg /mL 10pg /imL 20pg fmL
S1 Prob Derigimi (pg /mL)

AKIM (nA)

Sekil 29: Artan derisimde S1 prob kaplanmis elektrot ylzeyinde sabit 15 ug
/mL derisiminde a) sentetik hot-spot dizi, b) tim bazlari hedeften
farkh rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra diferansiyel puls
voltametri teknigi ile alinan guanin yukseltgenme sinyaline dayall

histamogram.
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Sekil 29°da; farkli derisimlerde S1 dizisi kapli elektrotlarin ylzeyleri sabit
derisimdeki sentetik hedef ve rasgele dizi ile hibridizasyona tabi tutulmustur.
Burada amag yuzeyin en iyi bicimde kaplandigi ve en iyi hibridizasyon
secimliliginin saglandigi (hot-spot dizi ile ylksek, rasgele dizi ile disuk yanit
alinmasi) prob derisimini saptamaktir. Alinan sonuglar incelendiginde; 2ug
/mL derisiminde prob bagl elektorot ylzeylerinde hibridizasyondan sonra
yuksek oranda guanin sinyali elde edilmesine ragmen hedef ile rasgele dizi
arasinda herhangi bir farklilanma goézlenmemistir. Bunun sebebi derisimin
dusuk olmasindan dolayi ylzeyin iyi kaplanmamasi ve ¢iplak kalan elektrot
yuzeylerine hibridizasyondan sonra her iki dizinin de spesifik olmayan
baglanma yapmasidir. Bu iki dizinin birbirinden ayirimi 5ug /mL prob
derisiminden itibaren netlik kazanmaya baslar, ancak en iyi ayirrm 10 ve 20

Mg /mL derisimlerde elde edilir.

3.2.2. Prob Derisiminin Mutasyon Analizine Etkisinin incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu ¢alisma, en uygun prob derisimini saptamak amaciyla 2, 5, 10 ve 20
Mg /mL olmak Uzere artan derigsimlerde S1, S2, S3, S4 ve S5 prob dizilerinin
sabit derisimdeki 513. kodonunda CAA'nin CCA’ya ddnusmesiyle S1
dizisinin karsilik geldigi bolgede direng mutasyonu iceren denatlre edilmis
PCR UrlnU 6rnek ile hibridizasyonu yontem 2.5.2.1.2.’de belirtilen kosullarda
gergeklestirildi.

Burada beklenen S1 bdlgesinde bulunan diren¢ mutasyonunun en iyi

g6zlendigi pron derisimi tespit etmektir. Buna ydnelik yapilan calismada
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alinan sonuglar incelendiginde, bir dnceki ¢alismada goézlendigi gibi 2ug /mL
derisiminde herhangi bir farkllanma goézlenmez iken, 10 ve 20 pg /mL
derisimlerde olduk¢ga net bir mutason ayirmi gozlenmigtir. Belli bir
derisimden sonra akimdaki azalma, yuzey doygunluguna erigiimesinden

kaynaklanmaktadir.

250.00
e s
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£
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X
100.00 -
< -} ‘I‘—I— -
50.00 A
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2 pg /mL 5ug ImL 10pg ImL 20 pg ImL
Prob Derigimi (g /mL )

Sekil 30: Artan derisimlerde tim S prob dizileri kaplanmis elektrot
yuzeylerinde S1 bolgesinde direng mutasyonu gosteren denatire
edilmis PCR Urunu érnek ile hibridizasyonun ardindan diferansiyel

puls voltametrisi ile alinan guanin sinyallerine ait histamogram.

Yapilan her iki calismada da prob dizinin yuzeyi 10pug /mL derigiminde
tamamen kapladigi gozlendiginden 10ug /mL en uygun prob dizi derisimi

kosulu secilmistir.
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3.2.3. Hedef Derigiminin Hibridizasyona Etkisinin incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

En uygun sentetik hedef dizi derisimini saptamak amaciyla yapilan

calismada S3 prob dizi olarak kullanildi. Sabit 10 pg /mL derisiminde S3 prob

dizi ile artan derigsimlerde hot-spot dizi ve tim bazlari hedeften farkl rasgele

dizilerinin hibridizasyon tayini, yontem 2.5.2.2.1’de belirtilen kosullarda

gergeklestirildi.
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-50,00- Hot-spot Hedef Derigimi (g /mL)
Sekil 31: Sabit 10 pg /mL derisiminde S3 prob dizi kaplanmis elektrot

yuzeyinde artan derisimlerde a) sentetik hot-spot dizi, b) tim
bazlari hedeften farkli rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra
diferansiyel puls voltametri teknigi ile alinan guanin yukseltgenme

sinyaline dayali histamogram.
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Yapilan ¢alismada hibridizasyondan énce (Oug /mL) sifira yakin guanin
sinyali alinirken hedef derisiminin artmasiyla guanin yanitlarinin da 15ug /mL
derisime kadar arttigi gozlenmistir, ancak bu derisimde ylzeyde
hibridizasyona ugrayan prob ve hedef diziler arasinda doygunluga ulasiimis
ve guanin yanitlarinin sabitlendigi gézlenmistir. Ayni zamanda artan hedef ve
rasgele dizi derisimi ile birlikte genosensoérin hibridizasyon secimliligi de
artmistir. 15 ve 20 pg /mL hedef derisimi kullanildiginda hot-spot dizi ile
alinan yanitlar yuksek, rasgele hedef dizi ile alinan yanitlar ise oldukga
dusuktlr. Buna goére 15 ug /mL en uygun hedef derisimi olduguna karar

verilmigtir.

3.2.4. Hedef Derisiminin Mutasyon Analizine Etkisinin incelenmesine

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

En uygun hedef derisimini saptamak amaciyla 531. kodonunda TCG’nin
TTG'ye donusumuyle olusan, S4 ve S5 prob dizi bolgelerinde direng
mutasyonu igeren PCR Urand o6rnek kullanilarak yontem 2.5.2.2.2.de

belirtilen kosularda ¢alisma gergeklestirildi.
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Sekil 32: Sabit 10 yg /mL derisiminde tum S1, S2, S3, S4 ve S5 problari
kaplanmig elektrot yuUzeylerinde artan derigsimlerde S4 ve S5
bdlgelerinde direng mutasyonu igeren PCR drind o6rnek ile
hibridizasyonu sonucu diferansiyel puls voltametresi ile alinan

guanin sinyallerine ait histamogram.

Sekil 32’de alinan guanin sinyalleri degerlendirildiginde; bir oOnceki
calismaya paralel olarak hedef derisiminin artmasi alinan guanin sinyallerinin
de artmasina yol agmis ancak mutasyon ayirimi yani S1, S2 ve S3 ile
hibridizasyonun ardindan yluksek, S4 ve S5 ile hibridizasyonun ardindan
dusuk yanit alimi 10ug /mL’dan itibaren basladigi 20 ve 40 ug /mlL’da
mumkun oldugu gozlenmigtir.

Mumkun olan en dusuk derisimde c¢alismak adina 20ug /mL en uygun

PCR drunu hedef dizi derisimi olarak segildi.
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Ait Bulgularin Degerledirilmesi

En uygun hibridizasyon zamanini saptamak amaciyla yapilan ¢alismada
S2 prob dizi olarak kullanildi. 10 ug /mL derisiminde S2 prob ile kapli elektrot
15 pg /mL derigsimindeki hot-spot dizi ve tum bazlari hedeften farkli rasgele

diziler ile farkli zamanlardaki hibridizasyonun alinan yanita etkisi yontem

2.5.2.3.1’de belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Sekil 33’de yer alan Hibridizasyon zamani — akim grafiginde gozlendigi
uzere, 30 dakikalik hibridizasyondan sonra disuk rasgele hedef yaniti ve

yuksek hot-spot dizi yaniti gézlendi ve 30 dakika en uygun hibridizasyon

kosulu secildi.
b
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Sekil 33: S2 prob dizi kapli elektrot ylizeyinde a) hot-spot dizi, b) tim bazlari

hedeften farkl rasgele dizi ile hibridizasyonun ardindan diferansiyel

puls voltametrisi ile alinan guanin sinyallerine ait histamogram.
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3.2.6. Hibridizasyon @ Zamaninin Mutasyon Analizine Etkisinin

incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismada 531. kodonunda TCG’nin TTG’ye dénlisumuyle olusan ve
S4 ve S5 prob dizi bélgesinde direng mutasyonu iceren PCR Urlnu 6rnek
kullanilarak yontem 2.5.2.3.2.'de belirtilen kosullarda galisma gergeklestirildi.

Sekil 34’de gozlendigi Uzere S1, S2 ve S3 ile hibridizasyonun ardindan
yuksek, S4 ve S5 ile hibridizasyonun ardindan en dusik alinan yanitlar 30
dakikalik bir hibridizasyonun zamani ile elde edildi. Daha duslik zamanlarda
gerceklesen hibridizasyonlarda hem elde edilen guanin sinyalleri dusik
¢lkmis hem de mutasyon analizi gergeklesememigtir. Ancak 30 dakikanin
Uzerinde bir hibridizasyon yapildiginda ise artan zamanla birlikte guanin
sinyalinin de arttigi ancak mutasyon ayiriminin distugu gézlenmistir. Bunun
sebebi artan zamanin PCR Grdnundn kendi Ustunde katlanmaya yol agmasi
olabilir.

Bdylece 30 dakika en uygun hibridizasyon zamani olarak segildi.
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Sekil 34: Tum S problari kapli elektrot yluzeylerinde, denatire edilmis ve S4
ve S5 bdlgelerinde diren¢ mutasyonu igeren PCR Urunu ornek ile
hibridizasyondan sonra diferansiyel puls voltametresi ile alinan

guanin yukseltgenme sinyallerine ait histamogram.

3.2.7. Yikama Tamponunun Hibridizasyona Etkisinin incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

En uygun yikama tamponunu bulmak amaciyla yapilan ¢alismada S1
prob dizi olarak kullanildi. Prob dizi ile kaph elektrot hot-spot dizi ve tum
bazlari hedeften farkli rasgele diziler ile hibridizasyonun ardindan ydntem
2.5.2.4.1’de belirtilen kosullarda gerceklestiridi. A) 1xSSC + %0.1 SDS, B)
1xSSC + %0.5 SDS, C) 2xSSC + %0.1 SDS, D) 2xSSC + %0.5 SDS, E)
3xSSC + %0.1 SDS, F) 3xSSC + %0.5 SDS olmak Uzere 6 farkl yikama

tamponu ile yikamanin ardindan alinan guanin sinyalleri degerlendirildi.



97

350,00 1 I3
300,00 1 b

250,00 -
200,00 - ]L
150,00 { I
100,00 -
5.;].']]['.] L e ﬂ pil N sall s
xSSC+  1xSSC+ 2(S8C+  2xSSC+ ISSC+ 3xSSC+
%0.1SDS %055DS %0SDS %05SDS  0.1SDS %05SDS

YIKAMA TAMPONLARI

AKIM (nA)

Sekil 35: S1 kapl elektrot yuzeyinde; a) hot-spot dizi ile b) tim bazlari
hedeften farkh rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra farkli yikama
tamponlar kullanilarak diferansiyel puls voltametrisi ile alinan

guanin sinyallerine ait histamogram.

Sekil 35°'de farkli iyonik denge igeriklerine sahip 6 farkli yikama
tamponunun hibridizasyona ve dizi se¢imliligine etkisini gosteren bir Yikama
tamponu — Akim grafigi bulunmaktatdir. Buradan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde A) 1xSSC + %0.1 SDS, ve C) 2xSSC + %0.1 SDS daha
yuksek ve tekrarlanabilir hedef dizi sinyali ayni zamanda dusuk rasgele dizi
sinyali gézlenmistir. Ancak E) 3xSSC + %0.1 SDS, ve %0.5 SDS icerigine
sahip diger 3 tamponda (B, D ve F) hem hibridizasyona ait sinyallerin
dustigu hem de dizi secimliliginin dustugu gozlenmigtir. Bunun nedeni

ortamda deterjan oraninin artmasiyla (%0.5 SDS) ylUzeydeki olusan gift
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sarmal molekilin uzaklasarak disuk yanit vermesi ve NaCl derisiminin

artmasinin da (3xSSC = 0.9mM NaCl) hibridizayonu deforme etmesi olabilir.
Sonugcta en dusuk rasgele dizi ve yluksek hedef dizi yanitlari A) 1xSSC

+ % 0.1 SDS iceren tampondan elde edilmistir. Bundan sonraki ¢alismalar

icin bu yikama tamponu en uygun yikama kosulu secildi.

3.2.8. Yikama Tamponunun Mutasyon Analizine Etkisinin

incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Yikama tamponunun mutasyon tayinine etkisinin incelenmesi ve bu en
uygun iyonik dengeyi saglayan yilkama tamponunun segilmesi amaciyla
yapilan c¢alismada, ornek olarak 531. kodonunda TCGnin TGG'ye
doénusumduyle olusan ve S4 ve S5 prob dizi boélgesinde diren¢ mutasyonu
iceren PCR UrlnU 6rnek kullanilarak yontem 2.5.2.4.2.’de belirtilen kosullarda
calisma gercgeklestirildi.

Sekli 36; bir Yikama tamponu — Akim grafigidir. Bu ¢alismada farkl
iyonik dengeler iceren 6 farkli yikama tamponunun A) 1xSSC + %0.1 SDS,
B) 1xSSC + %0.5 SDS, C) 2xSSC + %0.1 SDS, D) 2xSSC + %0.5 SDS, E)
3xSSC + %0.1 SDS, F) 3xSSC + %0.5 SDS; S4 ve S5 prob bdlgelerinin
kesisim noktasinda direng mutasyonu igceren bir PCR Urinu ile
hibridizasyonundan sonra ylzeydeki ayirima etkisi incelendi. Direng
mutasyonu S4 ve S5 prob bdlgelerinde bulundudu igin bu problar ile yapilan
hibridizasyona ait sonucun en dusuk, ancak herhangi bir mutasyon

icermeyen S1, S2, ve S3 prob bdlgelerine ait hibridizasyon sonucunun
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yuksek olmasi beklendi. Bu beklentiler dogrultusunda A) 1xSSC + %0.1 SDS

tampon ¢ozeltisi secildi.
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%0.1 SDS % 05SDS %0.18DS %05SDS %0.1SDS  %0.58D3S

YIKAMA TAMPONLARI

Sekil 36: Tum S problari kapl elektrot yuzeyinde denature edilmis S4 ve S5

bdlgelerinde diren¢ mutasyonu iceren o6rnek ile hibridizasyonun
ardindan, farkli iyonik dengelere sahip A) 1xSSC +%0.1SDS, B)
1xSSC +%0.5SDS, C) 2xSSC + % 0.1SDS, D) 2xSSC + %
0.5SDS, E) 3xSSC +%0.1SDS ve F) 3xSSC+%0.5SDS iceren 6
farkl yikama tamponu ile muamelesinden sonra diferansiyel pus

voltametesi ile alinan guanin sinyallerine ait histamogram.

3.2.9. Yikama Zamaninin Hibridizasyona Etkisinin incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Yikama zamaninin hibridizasyondan alinan yanita etkisi ve en uygun

yikama zamanini tayin etmek amaciyla yapilan ¢alismada S2 prob dizi olarak
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kullanildi. Yontem 2.5.2.5.1’de belirtilen kosullarda; S2 prob kapl elektrot
yuzeyinde hot-spot dizi ile hibridizasyonun ardindan 0, 1, 5, 10, 15, 30, 60
dakikalk farkli zamanlarda yapilan yikama islemlerinden sonra alinan guanin

sinyalleri degerlendirildi.

. —a
140.001{ _ ] =
2120007 |
£ 100,00

40.00 1
0.00 : : : {_‘ . {—‘ : . .

0 1 6 10 16 30 60
YIKAMA ZAMANI (dakika)

Sekil 37: S2 kapli elektrot ylzeyinde; a) hot-spot dizi, b) tim bazlar
hedeften farkh rasgele dizi ile hibridizasyonun ve farkli zamanlarda
yapilan yikama iglemlerinden sonra alinan guanin sinyallerine ait

histamogram.

Sekil 37, S2 prob dizi ile kapli elektrotlarin yuzeyinde hedef ve rasgele
dizi ile hibridizasyonun ardindan farkli zamanlarda yikama tamponu ile
muamelesi sonucu elde edilmig bir Yikama zamani — akim grafigidir. Buna
gore herhangi bir ylkama yapmadan hedef ve rasgele dizilere ait yanitlar

arasinda fazla bir fark gozlenmemis ancak yuksek guanin yanitlari elde
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edilmigtir. Yikama zamaninin artmasiyla elde edilen guanin sinyalleri de
dismuUs bunun yani sira genosensorun secimliligi artmaya baslamigtir.
Secimlilikteki bu artis 30 dakikallk yikamaya kadar devam etmis ancak
bundan itibaren tekrar dusmustur. 30 ve 60 dakikalik yikama surelerinde hem
hedef dizi ile elde edilen guanin sinyali biylk oranda dismus hem de
rasgele dizi ile alinan yanitta meydana gelen bir artis ile genosensorin
secimliligi de azalmaya baslamistir. Hedef dizi ile meydana gelen disme
ylkama tamponunun deterjan igeriginin uzun slre yikamanin ardindan
yuzeydeki ¢ift sarmal yapiyi uzaklastirmasindan kaynaklanabilir.

Tdm bunlarin sonucunda 10 ve 15 dakikallk ylkama zamanlarindan
sonra hedef dizi ile alinan yanitlar olduk¢a ylksek, rasgele dizi ile alinan
yanitlar ise oldukga dusuktir. En uygun yilkama zamaninin segimi ayni

¢alismanin mutasyon analizine etkisinden sonra segilecektir.

3.2.10. Yikama Zamaninin Mutasyon Analizine Etkisinin incelenmesine

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

lyi bir mutasyon analizinde en uygun yikama zamanini belirlemek
amagli yapilan ¢alismada tum S problari ile kapl elektrot ylizeyinde denatlre
edilerek tek iplikli hale getiriimis ve 522. kodonunda TCG'nin TGG'ye
doénusmesiyle S3 prob dizisinin karsilik geldigi bdlgede diren¢g mutasyonu
iceren drnegin hibridizasyonun ardindan 0, 1, 5, 10, 15, 30 ve 60 dakikalik
yikamalarin sonucuna alinan guanin siyalleri degerlendirildi.

Sekil 38, bir Yikama zamani — akim grafigidir. Buradan alinan

sonuglara goére; herhangi bir yikama vyapilmadan alinan hibridizasyon
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yanitlari oldukg¢a yuksek olmasina ragmen mutasyon ayirimi gézlenmemigtir.
Artan yikama zamani ile birlikte mutasyon igeren bdlgede farklilanma
baslamis ve bu farklilanma 30 dakikalik stireye kadar artarak devam etmistir.
Ayni zamanda guanin sinyallerinden alinan yanitlarda dusmeye baglamistir.
Ancak 30 dakika ve Uzeri ylkama zamanlarindan sonra alinan yanitlarda
mutasyon ayirimi mumkin olmamaktadir. Bu durum uzun sdreli yikama
sirasinda tamponun iyonik ve deterjan igeriginden dolayi elektrot yluzeyinin

bozulmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 38: Tum S prob dizileri kapli farkh elektrot ylzeylerinde S3 bdlgesinde
diren¢g mutasynu iceren denatire edilmis PCR drinu oOrnek ile
hibridizasyonundan sonra, 0,1,5,10,15, 30 ve 60 dakikalik yikama
zamanlarinin uygulamasinin ardindan diferansiyel puls Voltametri

teknigi ile alinan guanin sinyallerine ait voltamogram.

Sonugta en uygun yikama zamanini se¢mek icin  yapilan

degerlendirmede, kullanilan 6rnedin S3 bdlgesinde diren¢g mutasyonuna
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sahip olmasi ile S1, S2, S4 ve S5 bdlgelerinden alinan yanitin yiksek, S3 ile
alinan yanitin ise duguk oldugu aralik degerlendirildi ve bu kosulu en iyi

sekilde saglayan 15 dakikalik yikama zamani en uygun olarak segildi.

3.3. Sentetik Hot-spot Dizi ile Saptanan En Uygun Kosularda

Hibridizasyon Tayinine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu calismada d6nceden saptanan en uygun hibridizasyon kosullari
kullanilarak S1, S2, S3, S4 ve S5 prob dizilerin baglandigi kapl elektrot
yuzeylerinde sentetik hot-spot dizi ve tium bazlari hedeften farkl rasgele
dizilerin yontem 2.5.3.’de belirtilen kosullarda tayini gergeklestirildi.

Sekil 39; 10 ug /mL derisiminde tim S prob dizilerinin, 15 pug /mL
derisiminde hot-spot dizi ve tium bazlari hedeften farkli rasgele dizi ile 30
dakikalik hibridizasyonu ve 15 dakika yikama tamponu (1xSSC + %0.1 SDS)
ile muamelesinden sonra diferansiyel puls voltametrisi ile alinan guanin
sinyallerine ait histamogrami gosterir. En uygun hibridizasyon kosullarinin
saglanmasi ile hot-spot dizisi kullanilarak alinan yanitlar ylksektir, buna
karsilik tim bazlari hedeften farkl rasgele dizi ile alinan yanitlarda buyuk

oranda bir disme bulunmaktadir.
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Sekil 39: Diferansiyel puls voltametrisi ile S1, S2, S3, S4 ve S5 prob
kaplanmig elektrot ylzeylerinde a) hot-spot dizi ile,b) tum bazlari
hedeften farkli rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra alinan

guanin yukseltgenme sinyallerine ait histamogram.

3.4. Tim PCR Uriinlerini Kullanarak Direng Mutasyon Analizine ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Sekil 40; yontem 2.5.4.’de belirtilen kosullarda; tum S problarinin farkli
elektrot ylzeylerine baglanmasinin ardindan, hibridizasyondan énce ve biri tim
bazlari hedeften farkli olan Herpes simpleks viristne ait olmak Uzere 4 farkli
PCR Urunu ile hibridizasyondan sonra alinan guanin sinyallerinin tg boyutlu bir
histamogrami sematik olarak gosterimidir. Buna gore hibridizasyondan once
yuzeyde yalnizca prob diziler kapli durumda iken, ¢ok dusuk oranda hatta sifira
yakin sinyal gézlendi, ayrica tum bazlari hedeften farkli olan ve Herpes simpleks
viristine ait PCR Urunu ile hibridizasyonundan sonra alinan yanitta da anlamli
bir degisim gbzlenmedi, bu da hibridizasyonun secimliligini kanitladi. Birbirinden

farkli 3 6rnegin her bir prob dizi ile verdikleri yanitlar degerlendirildiginde; 1.
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ornegin hem S1 hem de S2 prob dizileri ile dusuk, S3, S4 ve S5 prob dizileri ile
yuksek, 2. érnegin yalnizca S3 prob dizi ile dusuk diger prob dizileri ile, 3.
ornegin hem S4 hem de S5 problari ile dusuk S1, S2 ve S3 problari ile yliksek
yanit verdigi gézlendi. Buna gore yapilan degerlendirmede 1. 6érnegin S1 ve S2,
2. ornegin S3, 3. ornegin S4 ve S5 prob dizilerle at bdlgelerinde direng

mutasyonu oldugu sonucu bulundu.

140.00/‘——————________

120.00?
100.00 -

80.00 ]

AKIM (nA)

60.00-

40.00

55
54

20.00-

0.00

Prob pasgele " .
Dizi 1. Ornek

2. 0rnek 3 &rnek

Sekil 40: Elektrot yuzeyine tim S prob dizilerinin baglanmasinin ardindan
hibridizasyondan 6nce, (prob), tum bazlari hedeften farkli PCR
arinu ile (rasgele dizi), ayni anda S1 ve S2 bdlgelerinde (1.
Ornek), yalnizca S3 bélgesinde (2. Ornek) ve ayni anda S4 ve S5
bolgelerinde (3. Ornek) direng mutasyonu igeren drnekler ile
hibridizasyonundan sonra diferansiyel puls voltametresi ile alinan

guanin sinyallerine ait histamogram.



106

51Prob 52 Prob 53 Prob 84 Prob 55 Prob

. . . Farkli Prob Diziler ile
Kapl Elektrot Yizeyleri
1) Grnek A ile Hibridizasyon /\_' /-_\—' /\—’ /\-' /(\‘
|.|

i [
7 Io_um \ \ ) f
] I' [ f |
: / | | ]
H | I [ I
I il | |l| \ /|
- | I
AN JII | ,-’ | 2h [
uuuuuuuuuuuu e — r‘—|—1¢;—‘-r—ﬁ—‘-1— QT T T
nee nan uy e nos e g e 107097 0w 07 e g 1or
POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

POTANSIYEL (V)

/

51 Bdlgesinde Direng Mutasyonu
Gésteren Bir Ornek

(Ornek A)

2) Brnek B lle Hibridizasyon /“‘\’ /’\_, /’\_, //\_. /\_-

\
2 [omwa f { | 1
2 , ,
2 r|| || 1 I Il"||
e II | | I [
= ||
x I 1 |
< I|I || - | [ f |I
[\ £y 1 JI \
= 3 B T T = T \‘l T T L T Il T T - . r T l)l T Il T T
nsz .98 107 094 009 107 094 W2 iopewe | e o [LH] 0.99 107
POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)
52 Bélgesinde Dirang Mutasyonu
Gosteran Bir Ornek
[Ornek B)
3) Ornek C ile Hibridizasyon /'\_, /_\’ /_\’ /’-\’ /\—
f
—_ N |
T f
3 ]u.wa f M\ |"|
F f ' |
g | |
< JI | Jil |
Jl.' | I"J' '| jll ]l N\ ~
\ J /
i B S e e i~ p—— : = =y
odz | ' ade | dwm ose | n(y;_ " Y T P LPT ML VL ooz | | ome | 4w
POTANSIYEL (V) POTANSIVEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

N\ /

54 ve 35 Baolgelerinde Direng
Mutasyonu Gosteren Bir Ornek
(Grnek C)

Sekil 41: Mycobacterium tuberculosis bakterisinin RIF’e kargl gosterdigi

diren¢ mutasyonlarinin saptanmasi amaciyla dizayn edilen bir
elektrokimyasal genosensor.

Sekil 41; tasarlanan genosensoriun genel olarak c¢alisma ilkesinin
sematik gdsterimidir. Buna gore yalnizca S1 bélgesinde (Ornek A), yalnizca
S2 bélgesinde (Ornek B), ayni anda S4 ve S5 bélgelerinde (Ornek C) direng

mutasyonu iceren 3 farkli 6rnegin tum prob diziler ile hibridizasyonundan
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sonra alinan yanitlar incelendiginde; Ornek A ile S1 probu kapli elektrot
yuzeyinde dusuk, diger problarin kaph oldugu elektrot yuzeylerinde yuksek,
Ornek B ile S2 probu kapli elektrot yiizeyinde diisiik diger problarin kapli
oldugu elektrot yiizeylerinde yliksek, Ornek C ile S4 ve S5 problarin kapli
oldugu elektrot yluzeylerinde disik S1, S2 ve S3 problarin kaph oldugu
elektrot ylzeylerinde tam hibridizasyon gostererek yuksek yanit alindigi
g6zlendi. Bdylece A’nin vyalnizca S1 bodlgesinde, B’nin yalnizca S2
bdlgesinde C’nin ise hem S4 hem S5 bdlgesinde direng mutasyonu igerdigi
saptandi.

En uygun mutasyon analizi sartlarina gére tim orneklerin tayini yontem
2.5.4.’de belirtilen kosullarda gerceklestirildi. Sekil 42; tum 6rneklere ait
sonuglari degerlendiren histamogramdir.

Elektrokimyasal genosensor ile analizi yapilan Ornekler, Ege
Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim dali tarafindan
yapilan Dizi analizi ve insitu hibridizasyon teknikleri ile karsilastirildi. Bunlarin
sonucunda; 2 adet yalnizca S1 bdlgesinde, 1 adet S1 ve S2 bdlgesinde ayni
anda, 1 adet yalnizca S2 boélgesinde, 1 adet yalnizca S3 bdlgesinde, 7 adet
yalnizca S4 bolgesinde, 8 adet S4 ve S5 bolgelerinde ayni anda ve 1 adet
S1, S4 ve S5 bolgelerinde ayni anda direng mutasyonu igeren Ornekler

saptandi.
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Sekil 42: 21 adet Mycobacterium tuberculosis PCR urinu 6rnegin eletrot
ylzeyine tutturulan; a) S1 prob,b) S2 prob,c) S3 prob, d) S4 prob,
e) S5 prob dizileri ile hibridizasyonu sonucu diferansiyel puls

voltametresi ile alinan guanin sinyallerine ait histamogram.

Tam 6rneklerin ¢alisiilmasinin ardindan tasarlanan genosensorun klinige
uygulanabilirligi ve ileride bir mikrogip tasariminin temelini olusturabileceqgi
gOzlendi. Sekil 43, Mycobacterium tuberculosis bakterisinin rifampine karsi
olusturdugu diren¢g mutasyonlarinin EVET / HAYIR sistemine dayali

analizinin mikrogip sistemine yodnelik sematik gosterimidir.
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s1 82 S3 s4 85
ORNEK 1 . . . . .
ORNEK 2 . . . . .
ORNEK 3 . . . . .
ORNEK 4 . . . . .
ORNEK 5 . . . . .
ORNEK 6 . . . . .
ORNEK 7 . . . . .
ORNEK 8 . . . . .
ORMNEK 9 . . . . .
ORNEK 10 . . . . .
ORNEK 11 . . . . .
ORNEK 12 . . . . .
ORNEK 13 . . . . .
ORNEK 14 . . . . .
ORNEK 15 . . . . .
ORNEK 16 . . . . .
ORNEK 17 . . . . .
ORNEK 18 . . . . .
ORNEK 19 . . . . .
ORNEK 20 . . . . .
ORNEK 21 . . . . .

Sekil 43: Elektrokimyasal genosensoér teknolojisi ile  Mycobacterium
tuberculosis  bakterisinin  RIF’e  karsi  goOsterdigi  direng

mutasyonlarinin analizi icin EVET / HAYIR sistemine dayall

mikroarray tasarimi.

Buna goére dusunilen mikrogipte, S prob dizileri ile kapli elektrot

yuzeyleri denatire edilerek tek iplikli hale getirilmis bir PCR druni ile
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hibridizasyonun ardindan, direng mutasyonu iceren bolgede yeterli sinyal
alinmayacaktir. Kirmizi renkle isaretli kisimlar bu durumu gosterir. Direng
mutasyonu icermeyen bir ornek kullanildiginda ise; tam bir hibridizasyon
gozleneceqi icen yuksek sinyal alinacaktir. Yesil renkle igaretli elektrotlar da

mutasyonun gozlenmedigi bu bolgeleri temsil eder.
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BOLUM IV

SONUGC ve ONERILER

Tez calismasi kapsaminda indikatorsiz DNA dizi algilama yoéntemi
kullanilarak tuberklloz tedavisinde kullanilan rifampin antibiyotigine karsi
Mycobacterium tuberculosis bakterisinin gelistirdigi diren¢ mutasyonlarinin
tayinine yonelik elektrokimyasal bir genosensor gelistirildi. Tasarlanan
genosensorde calisma elektrodu olarak tek kullanimlik kalem grafit elektrot
kullanildr.

Bu amagla tasarlanan genosensorde; direng mutasyonlarinin en sik
g6zlendigi, bakterinin rpoB geninin 507-533. kodonlarini iceren 81 baz
uzunlugundaki gen bdlgesinin farkli kisimlarindan segilen inozin modifiye
edilmis 5 prob dizi, elektrot ylzeyine kovalent baglarla baglanarak hedef dizi
ile hibridizasyondan sonra Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) teknigi ile
guanin sinyalleri esas alinarak analiz gergeklestirildi.

Gergek hasta ornekleriyle calismalara gegmeden Once en uygun
hibridizasyon ve mutasyon analizi saglanmasi igin sentetik dizilerle tayin
gerceklestirildi. Optimum hibridizasyon ve mutasyon analizi kosullari
saglandiktan sonra hasta drneklerinden hazirlanan PCR urinu ornekler ile
tayin gercgeklestirildi. Prob ve hedef derisimi, ylkama tamponunun iyonik
dengesi, hibridizasyon ve ylkama zamani gibi parametreler; en uygun

hibridizasyon kosullarini saglamak amaciyla senetik hedef ve rasgele dizileri
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kullanarak, en uygun mutasyon analizi kosullarini saptamak amaciyla ise
belirli bolgesinde direng mutasyonu iceren Mycobacterium tuberculosis PCR
artnleri kullanilarak incelendi.

Tum kosullarin saglanmasinin ardindan gercek orneklerin tek tek
analizleri gergeklestirildi. Buna gore elektrot yuzeyine baglanan prob dizilerin
inozin igerigi nedeniyle hibridizasyondan 6nce herhangi bir guanin sinyali
g6zlenmez iken, sentetik hedef dizi ile ve o bdlgede diren¢g mutasyonu
icermeyen bir PCR Grana ile hibridizasyondan sonra guanin sinyalinde blyuk
bir artis gozlendi. Buna karsilik kullanilan prob dizi bdlgesinde direng
mutasyonu igeren PCR Urunad ile ve sentetik yada PCR ile dretiimis tim
bazlari hedeften farkh rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra guanin
sinyalinin blyuk oranda duserek prob sinyaline yaklastigi gézlendi.

Herhangi bir indikatdr kullanmadan, guanin sinyaline dayali dizi tayini,
harici indikator gereksinimini ortadan kaldirarak ¢alisma suresini kisaltmigtir.
Boylece etidyum bromir gibi karsinojenik maddeler ile uzun sidren jel
Uzerinde yuritme basamagi ve UV lamba ile goruntileme c¢alismalari elimine
edildi. Calismalarimizin amaci, DNA analiz basamaklarini kolaylastirarak
hizlandiracak bir teknigi hastalardan alinan PCR o6rneklerine uygulamakti ve
bunu indikatoérsuz olarak EVET / HAYIR sistemi ile gerceklestirildi.

Calismanin sonucunda, indikatorsiz dizi algilama yodntemine dayali,
Mycobacterium tuberculosis bakterisinin rifampin antibiyotigi kullanimina
kargl gelistirmis oldugu diren¢ mutasyonlarinin saptanmasina ydnelik, ayni
zamanda klinik taniya da uyarlanabilen bir genosensor gelistirildi. Gelistirilen

nu genosensorin, gunimuzde rutinde kullanilan pahalli ve kanserojen ajan
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kullanilan yéontemlere alternatif olarak daha kolay ve ucuz bir yontem olan ve
DNA mikroarray teknolojisinin alt yapisina sahip oldugu gozlendi.

Bundan sonraki calismalarimda diger onemli hastaliklarin tanisina
yonelik yeni genosensorlerin  tasarimini  ve mikrogip teknolojisi ile
fabrikasyona elverigli ileri teknikler kullanim calismalarina devam etmeyi

planliyorum.
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OzZET

KLINIK TANIYA YONELIK DNA HiBRIDIZASYONUNA DAYALI

ELEKTROKIMYASAL GENOSENSOR TASARIMI

Bu calismada, indikatérsuz DNA dizi algilama ydntemi dayali bir
elektrokimyasal genosensoér tasarimi yapildi. Yapilan genosensoérin klinik
olarak uygulanabilecegi gergek hasta érnekleri kullanilarak gdsterildi.

Calismada indikatérsiz DNA dizi algilama yontemine dayal
Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tedavi sirasinda rifampin (RIF)
antibiyotigine karsi gelistiridigi direng mutasyonlarinin tayinine yonelik
elektrokimyasal bir genosensor tasarimi gergeklestirildi. Kullanilan prob
diziler, bakterinin RIF’e karsi en sik direng gdsterdigi rpoB geninin 507-533.
kodonlarini igeren 81 baz uzunlugundaki “hot-spot” (sicak bdlge)’sine karsilik
gelen 5 farkl bolgeden segildi. Bu prob diziler guanin yerine analogu olan
inozin ile modifiye olarak sentezlendi.

Calisamada tek kullanimlik grafit elektrotlar kullanildi. 5" ucunda amino-
hekzil isaretli prob diziler elektrot ylizeyine kovalent olarak baglandi. Prob dizi
ile kapli elektrotlar, 81 baz uzunlugundaki sentetik hot —spot hedef dizi ve
tum bazlar hedeften farkli rasgele dizi ile hibridizasyona tabi tutularak alinan

guanin yukseltgenme sinyalleri degerlendirildi. Bu iki diziden alinan yanitlar
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arasindaki farkliliklar, tasarlanan genosensorin secimliligini gosterdi.
Genosensorun segiciliginin tayinine yonelik olarak, en uygun hibridizasyon
kosullari (prob ve hedef derisimi, hibridizasyon, yikama zamanlari, vs..)
calismalari yapildi.

Genosensor secimliliginin saptanmasinin ardindan, gergek ornekler ile
calismalara baglandi. Bunun igin ilk etapta mutasyon ayiriminin en iyi
g6zlendigi kosullarin tayini yapildi. Burada tim problarin kapl oldugu elektrot
yuzeylerinde belirli bir prob dizi bdlgesinde diren¢ mutasyonu icen bir PCR
arint degisen kosullarda hibridizasyona ugratildi. Alinan yanitlara gore,
mutasyonun bulundugu prob dizi bélgesinden en diusuk diger bélgelerden en
yuksek sinyalin gozlendigi kosullar tayin edildi. Bunlarin sonucunda tim PCR
artinu érnekleri kullanilarak mutasyon analizleri gergeklestirildi.

Boylece Mycobacterium tuberculosis’in rifampin antibiyotigine karsi
geligtirdigi diren¢ mutasyonlarinin bir EVET / HAYIR sisemine dayali
tasarlanan elektrokimyasal genosensor ile tayini yapilarak, ginimuzde bu
amagla kullanilan rutin ydontemlere alternatif bir yontem oldugu ve Klinik
taniya uygulanabilirligi, ayrica sahip oldugu tek kullanimlik elektrot sistemi ile

bir mikrgip tasarminin temeli oldugu kanitlandi.
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ABSTRACT

AN ELECTROCHEMICAL GENOSENSOR DESIGN FOR CLINICAL

ANALYSIS BASED ON DNA HYBRIDIZATION DETECTION

In this study, an electrochemical genosensor based on indicator-free
DNA detection method was developed. The applicability of this method on
detection of genetic and inherited diseases was showed by using real
samples from patients.

An electrochemical genosensor was designed based on indicator-fee
DNA detection technology for the detection of Mycobacterium tuberculosis
resistance mutations to rifampin treatment. Probe sequences represent 5
different parts of the 81 base hot-spot region of the rpoB gene which contains
the resistance mutations to rifampin. These probe sequences are inosine
modified (guanine —free).

Disposable pencil graphite electrodes (PGE) were used as working
electrode. 5 aminohexyl labeled probe sequences were covalently
immobilized on to PGE surfaces. Guanine oxidation signals obtained from
probe sequences coated PGE surfaces after hybridization with 81 mer
synthetic hot-spot and noncomplementary targets. The differences between
responses obtained after hybridization with synthetic targets (hot-spot and

noncomplementary) proved the selectivity of the genosensor. Optimization of
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the genosensor selectivity was performed by the detection of optimum
hybridization conditions (optimum prob and target concentrations, washing
buffers, washing and hybridization times).

After the optimization of hybridization conditions and genosensor
selectivity optimum mutation detection conditions were performed. S probes
coated electrode surfaces were hybridized with PCR products which had a
resistance mutation at one of the S probe’s region, in different hybridization
and washing conditions. Optimum mutation detection conditions were
observed, due to the diferences between responses obtained after
hybridization with PCR products.

Mycobacterium tuberculosis’, rpoB gene mutations to rifampin
resistance were detected by using electrochemical genosensor technology.
Observed results based on a YES / NO system are showed the applicability
of this study on clinical diagnosis, alternative to conventinal methods.
Dispoable electrode system technique proved applicability of the system to

microchip technology.
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