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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Biyolojik materyallerden (kan, serum, hücre, doku, bitkisel ekstrakt vs..), 

gıdalardan ya da çevresel atıklar gibi çeşitli patojenleri taşıma riski olan 

örneklerden spesifik nükleik asit tayini insanlarda kalıtsal ve mikrobiyolojik 

kökenli hastalıkların erken tanısına yol açar. Biyolojik materyallerden nükleik 

asit tayini; örnek hazırlama, incelenecek olan nükleik asit dizisinin 

çoğaltılması ve tayini olmak üzere üç basamaklı işlemlerden oluşur.  

Örnek hazırlama basamağı DNA ekstraksiyonu ve saflaştırılması 

aşamalarını içerir. İlk önce ilgili hücreler nükleik asit eldesi için hücre 

membranının parçalanması suretiyle yok edilir. Daha sonra serbest kalan 

nükleik asitler farklı yöntemler ile ekstraksiyona ve saflaştırılmaya tabi 

tutulurlar. 

Genellikle ekstraksiyon ve saflaştırma işlemlerinden sonra elde edilen 

nükleik asit miktarı gerekli analizlerin yapılması için yeterli değildir. Bundan 

dolayı nükleik asitin belirli bir bölgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 

çoğaltılma işlemine tabi tutulur. 

Çoğaltılmış nükleik asit dizilerinin tayini için en sık kullanılan yol, 

etidyum bromürlü ortamda DNA’nın uzunluğuna göre ayrıldığı jel elektroforezi 

yöntemidir. Mutasyon analizlerinde ise restriksyon enzimleri ile kesim işlemi 

ve ardından elektroforeze uygulama yapılması en sık başvurulan yöntemdir. 
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Moleküler tanı yöntemleri “İnsan Genom Projesi”’nin geliştirilmesi ile 

elde edilen insan genetik yapısına ilişkin yeni bilgiler ve bu bilgilerin 

sağlayacağı ileri düzeyde araştırmaların etkisiyle son yıllarda çok hızlı bir 

ilerleme göstermiştir. 

Kan, serum, doku, hücre vb. gibi biyolojik materyallerden belirli bir 

hastalık, mutasyon gibi kalıtsal bir davranışı simgeleyen özgün DNA 

dizilerinin saptanması çalışmaları, son yıllarda tıpta ve diğer bilim dallarında 

önem kazanmış, bakteri, virüs, parazit, mantar gibi mikrobiyolojik kökenli 

hastalıklar ve kalıtsal hastalıklara neden olan bazı mutasyonların 

saptanmasında kullanılmaya başlanmıştır.  

Bilinen konvansiyonel yöntemlere alternatif olmak üzere elektrokimyasal 

DNA biyosensörlerinin (genosensör) kullanımı gündeme gelmiştir. 

Biyosensörler, “biyo” (biyolojik kökenli) ve “sensör” (algılayıcı) 

kelimelerinden oluşan nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlardır. 

Tanım olarak ise; “Birbiri içine geçmiş, biri biyokimyasal, diğeri çevirici olmak 

üzere iki birleşik sistemden oluşur. Biyokimyasal kısım, analizlenecek madde 

ile etkileşerek onu tanır. Bu etkileşme sonucunda oluşan biyokimyasal ürün, 

çevirici kısım tarafından okunabilir bir sayısal değere çevrilir (26). 

Son 10 yılda biyosensör tasarımında nükleik asitlerden oluşan tanıma 

yüzeylerinin kullanılması yaygınlaşmış ve Analitik Kimya alanında çip 

teknolojisine yönelik genosensör tasarımı çalışmaları oldukça hızlanmıştır 

(97,115,116,128). Bu çalışmalar, gerek Analitik Kimya gerekse diğer bilimlere 

yeni ve ender boyutlarda özellikler ekleyerek gelecekte hasta başında ve 

doktor gözetimindeki analizlerde çok önemli rol oynayacaktır (44, 59, 77, 84, 

123). 
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Genosensörler; herhangi bir hastalığı, kalıtsal bir davranışı ya da bakteri 

ve virüslerinin patojenitesini simgeleyen bir prob DNA dizisinin, bu diziye 

karşılık gelen hedef diziyle oluşturduğu çift sarmalın biyokimyasal yapısı 

tanınma olayını mümkün kılmaktadır (9). Bu olayı ölçülebilir fiziksel bir 

sinyale dönüştüren çeviricinin yüksek duyarlılığı ve hibridizasyonun yüksek 

seçiciliği genosensörlerin çevre analizlerinde, DNA-ilaç etkileşim tayinlerinde 

ve bulaşıcı ve kalıtsal hastalıkların tanısında kullanımını gerektirmektedir (36-

39, 45, 62, 63, 73,78). 

DNA tanıma yüzeyleri içeren genosensörler, dizisi belli genlerin 

hibridizasyon tayininde bu dizilere ilişkin kalıtsal ve infeksiyon hastalıkların 

tayininde ve bu yüzeyle etkileşime giren analizlenecek maddelerin 

(karsinojenik maddeler, ilaçlar vs) tayininde kullanılabilir (3,62, 63, 66, 73, 74, 

101). Tayinler, DNA bazlarının birinin yükseltgenme sinyalindeki (indikatörsüz 

yöntem) ya da bu bazlardan en az biriyle etkileşen bir hibridizasyon 

indikatörünün ve ya interkalatör özellikteki bir hibridizasyon indikatörünün 

yükseltgenme ve ya indirgenme sinyalindeki değişikliklerden (indikatörlü 

yöntem) yola çıkarak yapılır (4, 8-11, 16, 17, 24, 29-35, 43-45, 59). 

Günümüzde kalıtsal ve infeksiyon hastalıkların indikatöre dayalı 

tanısında DNA bazlarından biriyle etkileşen örneğin Metilen Mavisi, ya da 

DNA çift sarmalında baz çiftleri arasına yerleşerek interkalasyon yapan 

örneğin Meldola Mavisi, etidyum bromür, rutenyum bipiridin, kobalt 

fenantrolin, akridin türevleri (9-aminoakridin, proflavin, akridin oranj vb) 

hibridizasyon indikatörü olarak kullanılmaktadır (16, 21, 29-34, 44, 56, 60, 69, 

79, 83,110, 118). 
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Son yıllarda elektrokimyasal DNA biyosensörlerinde, herhangi bir 

indikatör kullanmadan DNA bazlarından biri olan Guanin ve Adeninin 

yükseltgenme sinyallerinden yararlanarak hibridizasyon tayini çalışmaları 

başlamış ve hızla ilerlemiştir. İndikatörsüz DNA hibridizasyon tayini yöntemi 

ile bazı infeksiyon ve kalıtsal hastalıkların tanısına yönelik çalışmalar 

yapılmaktadır (11-13, 35, 41, 57, 59, 61, 66, 67, 121-127). 

Nükleik asit tanıma yöntemlerine dayanan elektrokimyasal DNA 

biyosensörleri, kalıtsal ve infeksiyon hastalıkların tanısında bilinen rutin analiz 

yöntemlerine göre alternatif olarak daha hızlı, ucuz ve kolay bir yöntemdir. 

Günümüzde teknolojinin gelişmesiyle kalıtsal ve infeksiyon hastalıkların 

tanısı amacıyla tasarlanan ve klinik uygulamalara hazır hale gelen genomik 

DNA çiplerinin tasarımı nükleik asit hibridizasyonuna dayanır (108). 

Mikroarray teknolojisine yönelik ilk elektrokimyasal çalışmalar; K. Millan 

ve arkadaşları tarafından kistik fibrozise ait DNA dizileri kullanılarak bu 

hastalığın tayini için yapılmış (89), daha sonra J. Wang ve arkadaşları aynı 

tekniği kullanarak E. Coli ve Mycobacterium tuberculosis’e ait dizileri tayin 

etmişlerdir (125,126). Bunun dışında S. Mikkelsen’in 1994 yılında yapmış 

olduğu, kalıtsal hastalıkların dizi seçici DNA biyosensörleriyle tayin (88) 

Amerika Birleşik Devletleri tarafından korumaya alınmıştır (A.B.D. Patent No: 

5.312.527-05/17/1994).  

Teknolojinin gelişmesi ve ilerlemesi ile birlikte DNA mikroarray 

çalışmaları da hızlanmıştır. Bir yandan güvenilir ve hızlı yeni yöntemler için 

çalışmalar yapılırken bir yandan da daha ucuz, hızlı ve güvenilir yeni 

yöntemlerin geliştirilme çalışmaları yapılmaktadır. 



 5

Tüm bu çalışmaların doğrultusunda geliştirilen çeşitli mikroçip 

teknolojilerine dayalı cihazların kullanımı yaygınlaşmaya başlamıştır. 

GeneChip® ve Affimetrix firmalarının ürettiği küçültülmüş biyosensörler 

binlerce genin tek bir çipte analizine olanak vermektedir. GeneChip® 

firmasının mikroçiplerinde DNA izolasyonu, çoğaltımı, işaretlenmesi ve optik 

yolla analiz tekniği esas alınlıştır (1). Bu analizler ayrıca tarayıcı sistemleri 

içermesinden dolayı oldukça pahalıdır (108). Bilinen bu yöntemlere alternatif 

olmak üzere elektrokimyasal genosensörlerin tasarımı gündeme gelmiştir. 

Diyabetli hastalar için kullanılan glukoz oksidaz enziminin 

elektrokimyasal davranışına dayalı glukoz biyosensör teknolojisinin gelişimi 

bu teknolojinin DNA testleri için de kullanılabileceği fikrini doğurmuştur. 

Glukoz sensörüyle hastanın kendi başına kısa sürede ve kolayca kan glukoz 

seviyesini ölçebilmesi hayat kurtarıcı bir buluş olmuştur. Aynı şekilde 

hastaların kan örneğinin DNA biyosensörü (genosensör)’ne damlatılıp 

hastalık tanısı yapabilmesi düşüncesi, bu teknolojiye yönelik çalışmaların 

hızlanmasına yol açmıştır. Bu gelişmeler ile bir çok hastalığın önlenmesinde 

önemli bir faktör olan erken tanı fikrini doğurmuş, hatta ileride bu teknolojinin 

gelişimiyle hasta başında yada hasta tarafından evinde kolayca 

gerçekleştirilebilecek cihazların tasarımı çalışmaları hızlanmıştır. 

Clinical Micro Sensors ile birlikte yine bir Amerikan şirketi olan 

Motorola’nın hazırlamış olduğu Affymetrix, Thorp ve arkadaşlarının kurduğu 

Xanthon Inc. firmalarında DNA mikroçiplerinin ön çalışmaları bitmiş ve bu 

çipler klinikte kullanıma hazır hale getirilmiştir. Tüm bu çalışmalar çok yakın 

bir süre sonra elektrokimyasal DNA mikroçiplerinin kullanıma hazır olacağını 

göstermiştir (51). 
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Genellikle optik yöntemlere dayanan mikroçip tekniklerine alternatif 

olarak daha ucuz ve daha hızlı bir yöntem olan elektrokimyasal genosensöre 

dayalı mikroçiplerin tasarımı çalışmalarına da başlanmıştır. November AG 

firması tarafından yürütülen Çip Üzerinde Laboratuar Teknolojisi (Laboratory 

on a Chip) olarak adlandırılan teknik üzerinde önemli çalışmalar 

yapılmaktadır. Bu yeni teknolojinin amacı; tek bir çipte tüm genomun 

izlenmesini ve binlerce gen arasındaki etkileşmenin aynı zamanda 

belirlenmesini sağlayabilmektir. Bu teknolojinin esası elektrokimyasal 

genosensördür. 

 

Araştırmanın Konusu ve Amacı 

Tüberküloz hastalığı, insanlık tarihi boyunca toplumların gündeminde 

kalmış, araştırmacıların ilgi odağı olmuş, başlıca sağlık problemlerinden 

biridir. Tüberküloz ve lepra (cüzam) dışında hiçbir enfeksiyon hastalığının bu 

kadar eskiye dayandığına dair kanıt yoktur. Aynı zamanda enfeksiyon 

sonrası ölümlere yol açan en önemli bakterilerden biridir. Robert Koch 

1882’de tüberküloza neden olan basilin izolasyonunu sağlamıştır. Bunu 

1921’de tübeküloz aşısının bulunuşunu 1944’de ilk tüberküloz ilacı olan 

streptomisinin keşfi takip etmiştir. 

Tüberküloz tedavisinde kullanılan başlıca ilaçlar; izoniazin (INH), 

rifampin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (ETA), streptomisin, sikloserin, 

kanamisin, kapreomisin gibi antibiyotikleridir.  

Tüberküloz tedavisinden en çok korkulan konu ilaç direncidir. Tedavi 

sırasında kullanılan antibyotiklere bakterinin direnç gösterme insidansı 

arttıkça bu enfeksiyona bağlı ölüm oranları da artmaya başlamıştır. Tedaviye 
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bağlı gelişen direncin erken tanısı etkili tedavi için çok önemlidir. Bugün 

dünyada en az 50 milyon çoklu ilaç dirençli tüberküloz olgusu bulunmaktadır. 

Tuberküloz hastalarında ilaç kullanımı ile ilaca karşı gelişen direncin klinik 

olarak hız bir şekilde saptanması tedaviye yeni bir yön verilmesi açısından 

önem taşımaktadır.  

Rifampisin (RIF) en çok kullanılan antitüberküloz ilaçlarından biridir. 

Hidrofobik hücre zarından hızla difüze olur. Bakterinin DNA’ya bağımlı RNA 

polimerazın potent inhibitörü olarak etki eder. RIF, RNA polimerazı B alt 

ünitesine ait rpoB geni tarafından kodlanan B alt ünitesine bağlanarak inhibe 

eder. Türkiye’de yapılan RIF direnci DNA dizi çalışmalarında vakaların 

%95’inden fazlasının bakterinin rpoB genin 507-533. kodonlarını içeren 81 

bazlık gen bölgesinde olduğu görülmüştür (18- 20). Bu da protein sentezinde 

inhibisyona yol açar ve klinikte çok sık rastlanır. 

RIF direncine neden olan mutasyonların saptanması için çeşitli 

yöntemler geliştirilmiştir. Doğrudan dizinin bulunması yöntemi genel olarak 

kullanılmaktadır. Ancak bu oldukça zaman alıcı ve pahalıdır. 

Günümüzde elektrokimyasal genosensörlerin hastalıkların tanısında 

kullanımı yaygınlaşmaya başlamıştır. Bu alanda son gelişmeler, 

elektrokimyasal mikroçip üretilmesine yönelik uygulamaları kapsamaktadır. 

Elektrokimyasal genosensörler diğer yöntemlere oranla daha ucuz, hızlı ve 

mikro boyutlarda tayine yönelik olması ile önemlidir (75, 76, 96, 101, 113, 

117). 

Çalışmada mutasyonların en sık gözlendiği 507 -513. kdonları içeren 81 

baz uzunluğundaki rpoB genine ait 5 farklı bölgeden prob diziler seçildi. Bu 

diziler 5’ ucunda amino hekzil [NH2–(CH2)6] işaretli olup içeriğindeki tüm 
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guaninler, analoğu olan inozin modifiye olarak sentezlenmiştir. Burada amaç; 

İndikarösüz Genosensör ile direnç mutasyonlarının analizini yapmaktır (52, 

60). 

Literatürde J. Wang, Mycobacterium tuberculosis basilinin indikatöre 

dayalı tanısını, ilk olarak elektrokimyasal genosensör ile sentetik 

oligonükleotid diziler kullanarak yapmıştır (126). Ancak direnç 

mutasyonlarının analizine ait elektrokimyasal genosensörler ile herhangi bir 

benzer çalışma bulunmamaktadır. 

Tez çalışması kapsamında; indikatörsüz elektrokimyasal genosensöre 

dayalı, ileride tasarlanabilecek bir mikroçip teknolojisine yönelik ve klinik 

tanıya uygulanabilir şekilde, Mycobacterium tuberculosis bakterisinin RIF 

antibiyotiğine karşı geliştirdiği direnç mutasyonlarının analizi amaçlanmıştır. 

Kullanılan yöntemin herhangi bir işaretleme basamağı ve karsinojenik 

materyallerin kullanımını gerektirecek bir hibridizasyon indikatörü 

kullanılmamaktadır. Böylece daha hızlı ve daha ekonomik bir genosensör 

tasarımına yol açmıştır. 

Çalışmada mikroçip teknolojisine yönelik olarak tasarlanan tek 

kullanımlık grafit elektrotlar kullanılmıştır. Elektrot yüzeyine 5’ ucundan 

aminohekzil işaretli prob diziler kovalent olarak tutturulmuş ve diziler inozin 

modifiye olduğu için Diferansiyel Pulse Voltametrisi (DPV) ile yapılan 

ölçümlerde elektrokimyasal bir guanin yükseltgenme sinyali alınmamıştır. 

Hedef dizi ile hibridizasyondan sonra alınan guanin sinyallerin farklılıkları; 

mutasyon analizinin temelini oluşturan EVET / HAYIR siteminin 

geliştirilmesini sağlamıştır. Hedef dizi ile hibridizasyonun en uygun koşulları; 

en uygun prob ve hedef dizilerin derişimleri, hibridizasyon,ve yıkama zamanı 
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ve koşulları incelenerek sağlanmıştır.Gerek sentetik diziler gerekse gerçek 

örnekler kullanılarak yapılan bu en uygun koşulların belirlenmesi 

aşamalarından sonra PCR ile çoğaltılmış tüm gerçek örnekler denenmiş ve 

direnç mutasyonları saptanmıştır. 
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BÖLÜM I 

GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Elektroanalitik Kimya 

 

Elektrokimya, madde ile elektrik enerjisi arasındaki etkileşmeyi, bu 

etkileşimin sonucunda oluşan kimyasal enerjinin fiziksel enerjiye dönüşümü 

gibi kimyasal ve fiziksel değişimleri inceleyen bilim dalıdır (2). Elektrokimya 

bilimi bir maddeden diğer maddeye olan elektron geçişini inceler, bu olay, 

tayini yapılacak analit hakkında bilgi verecek akımı oluşturur. 

Elektroanalitik kimya, analit çözeltisi (analizi yapılacak olan çözelti), bir 

elektrokimyasal hücrenin parçası olduğunda çözeltinin elektrokimyasal 

özelliklerine dayanan bir grup kantitatif analit yöntemi kapsar. 

Elektrokimyasal tepkimeler, elektron transferi veya geçişi olan yükseltgenme 

- indirgenme türü tepkimeler olup elektrokimyasal hücre adı verilen bir kapta 

yapılır. Elektroanalitik yöntemler diğer analiz yöntemlerine göre bazı 

üstünlüklere sahiptirler. Elektrokimyasal ölçümler çoğu kez bir elemente, bir 

moleküle ve ya tepkime sonunda oluşan ürüne özel bir yükseltgenme / 

indirgenme basamağına özgüdür. Elektroanalitik yöntemlerin diğer bir 

üstünlüğü de kullanılan cihazların daha ucuz olmasıdır (2). 

Bir elektrokimyasal tepkimenin oluşabilmesi için, incelenen maddeyi 

içeren bir çözelti, maddenin kimyasal dönüşüme uğradığı elektrot sistemi 
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(genellikle üçlü elektrot sistemi) ve bu elektrotları birbirine bağlayan bir 

çevirim sistemi (transducer) gereklidir. Çözelti olarak elektriksel iletkenliği 

sağlamak amacıyla tampon çözelti kullanılır. Çeşitli elektroanalitik yöntemler 

ile Doğru akım (DC), Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV), Dönüşümlü 

Voltametri (CV), Kare Dalga Voltametrisi (SWV), vb. de belirli potansiyel 

aralığında tarama yapılarak meydana gelen akım şiddeti ölçülür. Akım, 

difüzyona bağlı olarak oluştuğundan dolayı burada ölçülen difüzyon akımıdır. 

Difüzyon hızı akım ile doğru orantılıdır. Difüzyon, elektrot yüzeyinin 

yakınındaki difüzyon tabakasında oluşur (27). 

 

1.1.1. Elektrokimyasal Hücreler (2, 6) 

 

Her biri uygun bir elektrolit çözeltisine daldırılmış elektrotlardan oluşan 

sistemdir. Bir hücrede bir akım oluşabilmesi için, (a) elektronların bir metal 

iletken ile dış bağlantılarının sağlanması, (b) çözeltiler arasında birinden 

diğerine iyon geçişine imkan verecek bir temas olması, (c) elektrotların her 

birinde bir elektron aktarımı reaksiyonunun cereyan etmesi gereklidir. 

 

 

Şekil 1: Elektrokimyasal Hücre 



 12

 

1.1.2.  Faradayik ve Faradayik Olmayan Akımlar (2, 116) 

 

Elektrot çözelti ara yüzeyinden akım iki tip işlemle iletilir. Birincisinde 

elektrotlardan birinde yükseltgenme reaksiyonu olurken diğerinde indirgenme 

reaksiyonu olur. Bu sırada elektronların doğrudan aktarımı ile akım iletilir. Bu 

tip işlemlere bir elektrottaki kimyasal reaksiyon miktarının geçen akımla 

orantılı olduğunu ifade eden Faraday yasalarına uygun olması nedeniyle 

faradayik işlemler adı verilir, bu şekilde oluşan akımlara faradayik akımlar (if) 

denir. 

Fardayik olmayan (kapasitif) akımlar ise; elektrot / çözelti 

arayüzeyindeki yüklü bir çift tabakadan oluşan bir yükleme akımıdır. Bir 

elektrodun bir yükleme çözeltisine daldırılması ve negatif yükle yüklenmesi ile 

çözeltideki pozitif yüklü iyonlar elektroda doğru çekilir. Böylece ara yüzeyde 

bir gerilim farkı oluşur. Ters işaretli yüklerin arayüzeyin iki tarafında birikmesi 

ile bu bölgede bir elektriksel çift tabaka oluşur. Oluşan bu çift tabaka bir 

kapasitör gibi davranır. Bu kapasitörü yüklemek için ortamda yükseltgenecek 

vaya indirgenecek madde olmasa bile bir akım oluşur. Bu akım reaksiyona 

bağlı değildir ve sistemden kaynaklanır ki bu akıma faradayik olmayan 

kapasitif akım (ic) denir. 

Faradayik ve kapasitif akım arasındaki temel farkı anlamak için dış 

devreden elektrot yüzeyine doğru hareket eden bir elektron düşünüldüğünde; 

elektron çözelti arayüzeyine ulaştığında sadece iki şeyden birini yapabilir. 

Elektrot yüzeyinde kalarak faradayik olmayan bir akımı meydana getiren bir 

çift tabakadaki yükü arttırabilir, yada diğer bir alternatif olarak, elektrot 
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yüzeyini terk edebilir ve çözeltideki türlere aktarılarak faradayik bir akımın 

parçası olabilir. 

 

Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik işlemler  

Çözelti ve elektrot arasındaki yüzeyden akımın iletimi sırasında, 

elektrotlardan birinde yükseltgenme reaksiyonları olurken diğerinde 

indirgenme reaksiyonu meydana gelir. Bu reaksiyonlarda; 

 

O + ne- ↔ R 

 

 Burada O (oksidan); kimyasal tepkimelerde elektron alarak 

(indirgenerek) karşısındakini yükseltgeyen madde, R (redüktan); kimyasal 

tepkimelerde elektron vererek (yükseltgenerek) karşısındakini indirgeyen 

maddedir.. 

O ve R’nin, sırasıyla, redoks çiftinin, yükseltgenmiş ve indirgenmiş 

şeklini ifade ettiği tepkime ile gösterilmektedir. Termodinamik kurallarla 

kontrol edilen sistemlerde, elektrot potansiyeli, elektroaktif türün elektrot 

yüzeyindeki derişiminin [Co(0,t) ve CR(0,t)], Nernst Denklemine (eşitlik 1) göre 

saptanmasında kullanılabilir.  

 

Eşitlik 1: 

 

E0 = Redoks tepkimesi için standart potansiyel 

R = Gaz sabiti (8,314 JK-1mol-1) 
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T = Sıcaklık (0K) 

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayısı 

F = Faraday sabiti (96,487 coulombs) 

 

Elektrot arayüzeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sırasında akım, 

elektronların doğrudan aktarımı yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde 

miktarının geçen akımla doğru orantılı olduğunu ifade eden bu tip işlemlere, 

faradayik işlemler, bu şekilde oluşan akımlara da faradayik akımlar adı verilir. 

Analizlenecek madde ve ürünlerin konsantrasyonları yalnızca elektrot 

yüzeyinden uzaklığın bir fonksiyonu olarak ve Nernst tabakası içinde değişir.  

 

1.1.3. Polarizasyon 

 

Elektrokimyasal bir hücrede uygulanan potansiyel akıma karşı 

grafiklendiğinde Eşitlik 2’e göre küçük akımlarda doğrusal bir grafik elde 

edilir. (Ölçümler Ekatot ve Eanot ‘un önemli ölçüde değişmeyeceği şekilde kısa 

bir zaman aralığında gerçekleştirildiğinde). Belirli bir potansiyel 

uygulanmasından sonra potansiyel artışı ile akım doğrusallıktan sapmaya 

başlar (2). 

 

Eşitlik 2 

E uygulanan = Ekatot - Eanot – IR 

Ekatot ve Eanot; Nernst eşitliğinden hesaplanan elektrot potansiyelleridir. 
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IR; Elektrokimyasal hücrenin Ohmik potansiyelidir. Ohm kanununa 

göre bir hücrenin ohm olarak direnci ile hücreden geçen akımın çarpımı 

hücrenin ohmik potansiyeli (IR düşüşü) olarak ifade edilir. 

 

Bu nedenle hücrede I amperlik bir akım oluşturmak için termodinamik 

potansiyelden –IR volt kadar negatif bir potansiyel (E uygulanan) uygulanmalıdır. 

 

1.1.4. Elektrot Yüzeyinde Gerçekleşen Olaylar 

 

1.1.4.1. Elektrolizde Oluşan Elektrokimyasal Tabakaların İncelemesi 

 

Elektrik akımı kullanılarak bir çözücü içerisinde çözünmüş kimyasal 

maddelerin ayrıştırılması işlemine elektroliz denir. Çözeltideki analitin sahip 

olduğu elektroaktif özellik nedeniyle, elektrot yüzeyine potansiyel 

uygulandığında karşıt yüklü iyonlar elektroda doğru hareket eder. Bu hareket 

sonucunda atom ve moleküler elektroda bağlanarak tepkimeye neden olurlar 

(50). 

Elektroda pozitif bir gerilim uygulandıktan hemen sonra eğer elektrodun 

yüzeyinde tepkimeye girebilecek aktif bir tür yoksa, hızlı olarak sıfıra düşecek 

anlık bir akım dalgası oluşacaktır. Bu akım elektrodun yüzeyinde bir negatif 

yük fazlalığı veya eksikliği yaratan bir yükleme akımıdır. Fakat iyonik 

hareketliliğin bir sonucu olarak elektrotlara bitişik olan çözelti tabakalarında 

derhal bir zıt yükleme oluşur. Bu etkileşim Şekil 2’de gösterilmiştir. 

Elektrodun yüzeyinde, uygulanan pozitif gerilimin bir sonucu olarak pozitif bir 

yük fazlalığı oluşmuştur. Yüklü çözelti tabakası iki kısımdan oluşur. 
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Şekil 2: Elektrot yüzeyinde oluşan elektriksel çift tabaka. 

 

a) Yoğun iç tabaka (do’dan d1’e): bu tabakada elektrot yüzeyinden 

uzaklaşıldıkça ortaya çıkan potansiyel mesafe ile doğru orantılı olarak azalır. 

b) Difüze tabaka (d1’den d2’e): burada elektrot yüzeyinden 

uzaklaşıldıkça ortaya çıkan potansiyel üssel olarak azalır. Elektrot 

yüzeyindeki ve yüzeye bitişik çözeltideki bu yük topluluğu bir elektriksel çift 

tabaka olarak adlandırılır. 

i = if + ic olduğundan ic azalırsa duyarlılık artar. 

Genellikle 10-3 M ve üstünde; ic < if dir ve çalışılabilir. 10-4 M da kısmen 

iyi sonuç alınır. 10-5 M ve üstünde; ic >> if olduğu için çalışılamaz. 

 

1.1.4.2. Elektrokimyasal bir olayda kütle aktarım yolları (2, 6). 

 

Bir elektrokimyasal hücrenin çalışması sırasında maddenin elektrot 

yüzeyine aktarımı üç şekilde gerçekleşmektedir. Bunlar; elektriksel göç 

(migrasyon), Difüzyon ve karıştırma olarak adlandırılır. 
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1- Elektriksel göç (MİGRASYON): Elektrokimyasal hücredeki katot ile 

anot arasındaki gerilim farkı elektriksel bir alan oluşturur. İyonlar bu alanın 

etkisiyle ters yüklü elektroda doğru hareket etme eğilimi içine girer ve böylece 

migrasyon (elektriksel göç) adı verilen bir olayla kütle aktarımı olur. İyonların 

elektriksel alandaki hareket hızları, iyonun yüküne, büyüklüğüne ve çalışma 

ortamındaki yönlenme biçimine bağlıdır. 

 

2- Karıştırma (KONVEKSİYON): Karıştırma veya titreşim sonucunda 

oluşan kütle aktarım yoludur. 

 

3- Difüzyon: Hücrede elektrotta tüketilen elektroaktif maddenin 

arayüzeyde azalan derişimini arttırmak üzere çözeltiden madde aktarımı, 

Difüzyon adını alır. Difüzyon ile kütle aktarım hızı, arayüzeyle çözeltinin iç 

kesimleri arasındaki derişim farkına ve elektroaktif madde ile çözücünün 

türlerine bağlıdır. 

Deneysel koşullara bağlı olarak bunlardan biri veya birkaçı kütle 

aktarımına katkıda bulunabilir. 

 

1.1.4.3. Elektrot Yüzeyinde Konsantrasyon Değişimleri (2) 

 

Karıştırılan bir çözeltiye daldırılmış bir elektrot yüzeyinde meydana 

gelen elektrokimyasal reaksiyona konsantrasyon / uzaklık değişimlerinin 

etkisini inceleyebilmek için önce karıştırılan çözeltide sıvı akışının nasıl 

geliştiğinin açıklanması gerekir. Genel olarak karıştırılan sistemlerdeki 

heterojen tabakaların bileşimi Şekil 3‘de gösterilmiştir. 
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Şekil 3: Elektrot yüzeyindeki tabakaların şematik gösterimi. 

 

Türbülent Akış Tabakası: Elektrot yüzeyinden uzakta bulunan çözelti 

yığınına gözlenir. 

 

Laminer Akış Bölgesi: Yüzeye yaklaşıldığında bir laminer akışa geçiş 

olur. Laminer akışta sıvı tabakaları elektrot yüzeyine paralel bir yönde birbiri 

üzerinde kayarlar. 

 

Nernst Difüzyon Tabakası: Elektrot yüzeyinden ð cm uzaklıkta, 

laminer akımının hızı sıvı ile elektrot arasındaki sürtünmeden dolayı sıfıra 

yaklaşır ve bunun sonucunda da elektrot çevresindeki ince durgun bir çözelti 

tabakası oluşur. Genellikle bu çözelti tabakası, sıvının karıştırılma etkinliğine 

ve vizkozitesine bağlı olarak 10-2-10-4 cm kalınlığında olabilmektedir. Analit ve 

ürünlerin derişimleri yalnızca bu tabaka içinde elektrot yüzeyinden uzaklığın 

bir fonksiyonu olarak değişir. 
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Elektrot yüzeyinde gerçekleşen; 

 O + ne-   R şeklindeki bir tepkimeye konveksiyon etki 

etmektedir. Konveksiyon laminer ve türbülent akış bölgelerinde O ile belirtilen 

maddelerin derişimlerini (C0) başlangıç değerinde, R ile belirtilen ürünlerin 

derişimlerini (CR) ise oldukça küçük bir değerde tutar. 

 

1.1.5. Elektroanalitik Yöntemler (2) 

 

Çok çeşitli elektroanalitik yöntemler önerilmektedir. Bunlardan en 

yaygın kullanılanlar aşağıda gösterilmektedir. Bu yöntemler ara yüzeyde 

gerçekleşen yöntemler ve tüm analiz ortamında gerçekleşen yöntemler 

olarak ikiye ayrılırlar. 

Ara yüzeylerde gerçekleştirilen yöntemlerin daha genel bir kullanım 

alanı vardır. Ara yüzey yöntemleri, elektrot yüzeyleri ve bu yüzeylere hemen 

bitişik olan ince çözelti tabakası arasındaki ara yüzeyde oluşan olaylara 

dayanmaktadır. Tüm analiz ortamı yöntemleri aksine çözeltinin tamamında 

oluşan olaylara dayalıdır ve ara yüzey etkilerinden kaçınmak için her yola 

başvurulur. 

Ara yüzey yöntemleri, elektrokimyasal hücrelerin akımın varlığında veya 

yokluğunda işleyişine göre statik ve dinamik olmak üzere iki ana sınıfa 

ayrılırlar.  
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1.1.5.1. Voltametri (116) 

 

Voltametri, bir indikatör veya çalışma elektrodunun polarize olduğu 

şartlar altında, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akımın 

ölçülmesinden faydalanarak analit hakkında bilgi edilinen bir grup 

elektroanalitik yöntemi kapsar. Voltametride herhangi bir maddenin 

elektrokimyasal davranışını incelemek için elektroda uygulanabilecek gerilim 

aralığının sınırları, kullanılacak çalışma elektrodu, kullanılan çözelti ve 

elektrolitin türlerine bağlıdır. 

Voltametri ilk olarak Çekoslovak kimyacı Jaroslav Heyrovsky tarafından 

1920’lerin başında voltametrinin özel bir tipi olan polarografi tekniğine 

dayanarak geliştirilmiştir. Voltametrinin hala önemli bir dalı olan polarografi, 

diğer voltametri tiplerinden çalışma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu 

kullanılması bakımından farklılık gösterir. 
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Voltametri, analitik kimya, inorganik kimya, fizikokimya ve 

biyokimyacılar tarafından çeşitli ortamlarda oluşan yükseltgenme / 

indirgenme işlemlerinin incelenmesi, yüzeydeki adsorbsiyon işlemlerinin 

incelenmesi, kimyasal olarak modifiye edilmiş elektrot yüzeylerinde 

gerçekleşen elektron aktarım mekanizmalarının aydınlatılması gibi analitik 

olmayan amaçlar içinde oldukça yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. 

 

1.1.5.2. Voltametrik Cihazlar 

 

Voltametrik analizde kullanılacak cihazlar, elektrokimyasal hücre, analit 

(incelenecek madde) ve destek elektrolit adı verilen elektrolitin aşırısını 

içeren bir çözeltiye daldırılmış üç elektrottan yapılmıştır.  

 

 

Şekil 4: Üçlü elektrot sisteminin çalışma prensibi 

 

Çalışma elektrodu; Tasarımı yapılacak bir biyosensör bu üçlü 

sistemlerde kullanılabilmektedir. Bu elektrot, yüzeyinde analitin 

yükseltgendiği veya indirgendiği elektrottur.  
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Referans elektrot; Referans elektrot, potansiyeli deney süresince sabit 

kalan bir elektrottur. Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) 

kullanılabilir.  

 

Yardımcı elektrot; Platin bir tel veya bir civa havuzu şeklinde olan ve 

elektriğin çözelti içinden çalışma elektrotuna aktarılmasını sağlayan karşıt 

elektrottur. Bu elektrot, çalışma elektrotu ile bir çift oluşturan fakat ölçülen 

potansiyelin büyüklüğünün tayininde rol oynamayan bir elektrottur. Şekil 5, 

üçlü elektrot sistemini göstermektedir. 

 

 

Şekil 5: Üçlü elektrot sisteminin genel gösterimi. 

 

1.1.5.2.1. Voltametride Kullanılan Referans Elektrotlar (Karşılaştırma 

Elektrotları) (2, 28, 40, 107) 

 

Elektroanalitik uygulamalarda elektrotlardan birinin yarı-hücre 

potansiyeli sabit, çalışılan çözeltinin bileşiminden bağımsız olması ve 
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değerinin bilinmesi istenir ve bu tanıma uyan elektrot referans elektrot 

olarak adlandırılır. 

İdeal bir referans elektrot; 1) tersinirdir ve Nernst eşitliğine uyar, 2) 

zamanla değişmeyen bir potansiyeli vardır, 3) düşük bir akıma maruz 

kaldıktan sonra orijinal potansiyeline döner, 4) sıcaklık değişimiyle ufak bir 

histerisis gösterir. 

Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrot (SHE) referans 

elektrot olarak kullanılmıştır. Ayrıca Hidrojen gaz elektrotlar, eskiden beri 

elektrokimyasal çalışmalarda sadece referans elektrotlar olarak değil, aynı 

zamanda pH tayinlerinde indikatör elektrotlar olarak da yaygın biçimde 

kullanılmıştır. 

 

Referans elektrotların çeşitleri: 

*Gümüş-Gümüş Klorür Referans Elektrot: En yaygın kullanılan 

referans elektrotlardan biri olan gümüş-gümüş klorür referans elektrot, Ag bir 

telin, elektrolitik yoldan AgCl ile kaplanarak Cl- iyonu içeren bir çözeltiye 

daldırılmasıyla elde edilir.  

Doygun KCl çözeltisi kullanıldığı zaman standart hidrojen elektroduna 

göre potansiyeli, +0.222 V dur.  

 

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg2Cl2) ve Hg' dan oluşmuş bir 

karışım, metalik civa ve KCl çözeltisinden oluşur. Bu elektrodun potansiyeli, 

klorür iyonlarının aktifliğine bağlıdır. Hazırlanışı çok kolaydır. 
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* Civa – Civa (I) Sülfat Referans Elektrot: Bu elektrot, doygun kalomel 

elektroda benzemektedir. Potansiyeli, sülfat iyonlarının aktifliği ile tayin edilir.  

 

1.1.5.2.2. Voltametride kullanılan çalışma elektrotları 

 

Referans elektroda bağlı olarak çalışan ve cevabı analit derişimine bağlı 

olan elektroda çalışma elektrodu (indikatör elektrot) denir. 

Voltametrik analizlerin performansı çalışma elektrotlarında kullanılan 

materyalden önemli ölçüde etkilenmektedir. Çalıma elektrodu, tekrarlanabilir 

sonuç verme özelliğinin yanı sıra yüksek sinyal / gürültü oranı sağlamalıdır. 

Elektrodun kullanıma uygun olduğu potansiyel aralığı, elektrik iletkenliği, 

tekrarlanabilir yüzey elde edilmesinin kolaylığı, mekanik özellikleri, maliyeti, 

ulaşılabilirliği ve toksisitesi de incelenerek geliştirilmelidir. 

Çalışma elektrodunun yapımında kullanılan iletken malzeme, platin ya 

da altın gibi inert bir metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsı karbon; kalay 

oksit ya da indiyum oksit gibi yarı-iletken veya bir civa filmi ile kaplanmış bir 

metal olabilir. Bu elektrotlar çeşitli şekil ve büyüklükte olabilmektedirler ve 

biyosensör tasarımı için en uygun şekilde geliştirilmektedirler. 

Bu tür elektrotların kullanıldığı potansiyel aralığının tespiti çok önemlidir. 

Özellikle de bu potansiyel aralığı, sulu çözeltilerde sadece elektrot 

malzemesine değil, aynı zamanda bu elektrotların daldırıldığı çözeltinin 

bileşimine bağlı olarak da değişir. Pozitif potansiyel sınırları genellikle 

moleküler oksijen verecek şekilde, suyun yükseltgenmesi sonunda oluşan 

büyük akımlarca belirlenir. Negatif potansiyel sınırları yine suyun 

indirgenmesi sonunda oluşan hidrojenden kaynaklanır.  
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Kullanılan çalışma ortamına göre çalışma elektrotları için seçilen 

potansiyel aralıkları; civa elektrodu için 1 M H2SO4 çalışma ortamında, (-0,8 

V) ile (+0,4 V) aralığı ve 1 M KCl çalışma ortamında, (-1,6 V) ile (+0,2 V) 

aralığıdır. Karbon elektrodu için ise, 1 M HClO4 ortamında, (+0,2 V) ile (+1,8 

V) aralığı ile, 0,1 M KCl ortamında (-1,0 V) ile (+1,2 V) aralığıdır.  

 

*Civa Elektrodu: Civa elektrotları; negatif potansiyel sınırının çok 

yüksek olması, kolay oluşturulabilen yeni bir civa damlası ile taze bir metalik 

yüzey oluşturulabilmesi ve pek çok metal iyonun bir civa elektrodunun 

yüzeyinde amalgam oluşturmak suretiyle tersinir olarak indirgenebilmesini 

sağlaması ile voltametride kullanılır. Ancak, civanın kolayca yükseltgenmesi 

ve toksik bir metal olması nedeniyle, kullanımı sınırlıdır. 

 

* Karbon Elektrotlar: Karbon elektrotlar, özellikle çok ucuz olmaları ve 

geniş bir potansiyel aralığında çalışma yapılmasına olanak verdiğinden 

dolayı elektrokimyasal analizlerde sık kullanılır. Ancak, karbonun, yüksek bir 

yüzey aktivitesi vardır ve bu nedenle organik bileşikler tarafından kolayca 

kirletilebilir. Hidrojen, hidroksil ve karboksil grupları ve hatta kinonlar ile 

karbon yüzeyinde bağlar oluşabilmektedir. Bu fonksiyonel grupların varlığı 

nedeniyle karbon yüzeyine birçok değişik madde tutturulabilir. 

 

Karbon Elektrotların Çeşitleri 

* Perde baskılı karbon (grafit) elektrotlar(SCPE): Son yıllarda tek 

kullanımlık perde baskılı karbon elektrotlar çok yaygın şekilde kullanım alanı 

bulmuştur. Özellikle biyosensör teknolojisinin geleceği olan DNA mikroçip 



 26

teknolojisine uygulanabilirliği açısından oldukça başarılı sonuçlar veren bu 

elektrotlar geleceğin elektrotları olarak gösterilmektedir (15, 71, 72, 80, 90). 

 

* Camsı Karbon Elektrot (GCE) : Camsı karbon fenol / formaldehit 

polimerlerinin veya poliakrilonitrilin 10000C - 30000C arasında basınç altında 

karbonizasyona uğratılması ile elde edilir. Yüksek yoğunluğa sahip, küçük 

porlar içeren amorf bir yapıdır. Birbirinin içine geçmiş, ince, grafite benzer 

şeritlerden oluşmuştur. Karbon pastası elektrotlarına göre elektrokimyasal 

yanıt özellikleri yüzeyin çok daha pürüzsüz ve düzgün olması nedeniyle daha 

iyidir. Bunun yanısıra GCE yüzeyinin fiziksel dayanıklılığı daha yüksektir (63, 

95,136). 

 

* Karbon Pastası Elektrodu (CPE): Grafit tozunda bulunan karbon 

moleküllerinin düzlemsel ve aromatik halkalar halinde dizilimi Şekil 6' da 

görülmektedir. Zayıf π bağları ile birbirine bağlanmış olan bu tabakalar 

arasında hızlı bir elektron alışverişi olabilmektedir. Şekli 7 bir karbon pasta 

elektrodunun genel gösterimidir. 

CPE, ucuz olması, yüzey yenilenmesinin kolay olması, düşük artık 

akımlar oluşturması nedeniyle tercih edilmektedir. Bağlayıcı madde olarak, 

Nujol (mineral yağ), parafin yağı, silikon yağı ve bromonaftalen 

kullanılmaktadır. Elektrot aktivitesine pasta bileşiminin büyük etkisi vardır. 

Bağlayıcı organik sıvı oranı arttıkça, elektron transfer hızı azalmaktadır. 

CPE'nin en önemli sakıncası, yeterli miktarda organik çözgen içeren 

çözeltilerde kullanıldığı zaman, karbon pastası çözeltide dağılmaktadır (13, 

54, 59, 61, 66, 70, 89, 99). 
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Şekil 6.  Grafit tozunda bulunan 

karbon  

Şekil 7. Karbon pastası elektrodu. 

moleküllerinin dizilimi. 
 

Kalem Ucu Elektrodu: Günümüzde kullanımı yaygınlaşmaya başlamış 

olan kalem grafit elektrotlar, tek kullanımlık olması ve kolayca yeni yüzey 

oluşturması sayesinde karbon pasta elektrodlarla kıyaslandığında üstünlük 

gösterir. Özellikle son yıllarda, bu elektrodlar ile tekrarlanabilirliğin daha iyi 

olması, daha düşük tayin sınırı, ucuzluk ve mikroçip tekniğine uygulanabilirliği 

gibi özellikleri ile elektrokimyasal çalışmalarda büyük ilgi görmektedir (35, 36, 

58, 60, 121). 

Çalışmada kullanılan kalem ucu elektrot; grafitten oluşmuş olup, Tombo 

HB kalem uçlarının 3 cm boyutunda kesilmesiyle hazırlandı. 
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Şekil 8: Kalem ucu grafit elektrot. 

 

Metal Elektrotlar: Platin ve altın en çok tercih edilen elektrot tipleridir. 

 

 

Şekil 9: Altın elektrot (15, 47, 67, 96- 98).  

 

Diğer elektrotlar: Son on yıl içerisinde, boyutları mikroelektrotlardan 

daha küçük olan elektrotların tasarımı gerçekleştirilmiştir. Çapları 50 μm'den 

daha küçük olan bu tip elektrotlara ultramikroelektrotlar denilmektedir. 
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1.1.5.3. Voltametrik Teknikler 

 

Elektrokimyasal hücreye değiştirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanır. 

Bu uyarma sinyalleri, akım cevaplarını oluşturur. Bunlar, doğrusal taramalı, 

diferansiyel puls, kare dalga ve üçgen dalgadır. Bunlardan ilk üçü sıklıkla 

kullanılmaktadır (2). 

 

1.1.5.3.1. Dönüşümlü Voltametri (CV) 

 

Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akım ölçülür. Sürekli değişen 

potansiyel değerlerine karşı belirli bir aralıkta akımdaki değişim grafiğe 

geçirilerek Dönüşümlü Voltamogram elde edilir. Dönüşümlü voltametri ile 

durgun sistemde ve üçlü elektrot sistemiyle çalışılır. Burada hızı difüzyon 

tayin eder. Analitin yükseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda 

gözlenebilmektedir. İlk olarak, potansiyel bir maksimuma kadar artar, daha 

sonra başlangıç değerine yine doğrusal olarak geri döner. 

 

 

Şekil 10:  (a) Dönüşümlü voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana 

karşı grafiği; (b) Dönüşümlü voltametride elde edilen akım-gerilim 

eğrisi. 
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Kapasitif akımın en küçük olduğu bölgede çalışılır. Duyarlılık 10-5 M ile 

sınırlıdır. Dönüşümlü voltametri, miktar tayinine dayalı bir yöntem değildir 

ama analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasıl davrandığı hakkında 

bilgi verir. Elde edilen bilgiler doğrultusunda o maddenin hangi potansiyelde 

optimum cevabı verebileceğini gösterir. 

Dönüşümlü voltamogramların şekli ve yapısında seçilen potansiyel 

aralığının yanısıra seçilen tarama hızının, kaç defa tarama yapıldığının da 

etkisi vardır. 

Bir dönüşümlü voltamogramdaki indirgenme ve yükseltgenme 

arasındaki pik gerilimleri farkı ΔEp ile ifade edilir. 

 

mV
n

Ep
57

=Δ  

 

ΔEp bu değere ne kadar yakın ise, reversible (dönüşümlü); ne kadar 

uzaksa irreversible (dönüşümsüz) olarak adlandırılır.  

 

1.1.5.3.2. Kare Dalga Voltametrisi (SWV) 

 

Son derece hızlı ve duyarlı olma üstünlüğü olan bir puls polarografi 

tekniğidir. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri 

tarama sırasında oluşan ürünün geri tarama sırasında yükseltgenmesini 

sağlamaya yetecek kadar büyüktür. İleri puls bir katodik akımını (i1), geri puls 

da bir anodik akımını (i2) oluşturur. Kare dalganın, anodik ve katodik 

bölgesindeki iki noktaya ait akım değerlerinin farkları alınarak akım saptanır 

(i= i2 – i1). Yani elektrot tepkimelerinde yükseltgenme ile indirgenmede oluşan 
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akım farklılıkları alınır. Akımlardan biri negatif olduğu için fark akımların 

toplamını verir. Bu nedenle de duyarlılık yüksektir. Belirtme alt sınırı 10-7 - 10-

8 M düzeyindedir. 

 

1.1.5.3.3. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) 

 

Bu teknikle, yarı-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farklı olan 

maddeler için bile pik maksimumları elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls 

polarografisi, çok duyarlı bir yöntemdir ve tayin sınırı 10-7-10-8 M arasındadır.  

10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls civa damlasına uygulanır. 

Uygulanan pulsun belli bir zaman öncesi ve sonrasında, puls başına elde 

edilen akımdaki fark (Δi), doğrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak 

kaydedilir.  

Gözlenen diferansiyel eğri pik şeklinde olup, yüksekliği konsantrasyonla 

doğru orantılıdır. 

Faradayik akımın yüksek, faradayik olmayan yükleme akımının ise 

düşük değerde olması duyarlılığın artmasıyla açıklanabilir. Örneğin 

potansiyel aniden 50 mV arttırıldığında, elektrodu çevreleyen yüzey 

tabakasında, eğer elektroaktif bir tür varsa, analit derişimini yeni potansiyel 

tarafından istenen seviyeye düşürecek bir akım artışı gözlenir. Ancak bu 

potansiyel için gerekli olan denge derişimine erişilince, akım difüzyonu 

karşılayacak bir seviyeye düşer ki buna difüzyon kontrollü akım denir. Puls 

polarografisinde akım ölçümü, bu akım artışı tamamen sona ermeden önce 

yapılır. Toplam akım, difüzyon akımından büyüktür. Damla değiştiğinde, 
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çözelti yeniden analizlenecek madde yönünden homojen hale gelmektedir (2, 

116). 

 

 

Şekil 11:  Diferansiyel puls polarografisi için uyarma sinyalleri; (a) Analog 

cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi için kullanılan uyarma 

sinyali; (b) Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen bir 

voltamogram. 
 

Şekil 12’ de dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametresi için uyarma 

sinyalleri yer almaktadır.  

 

 

Şekil 12:  Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi için kullanılan 

uyarma sinyali. 



 33

 

 

Gerilim pulsu ilk uygulandığı zaman damla üzerinde yük artışı nedeniyle 

faradayik olmayan akımda da bir dalgalanma olur. Bu akım zamanla azalır ve 

yüzey alanının çok az değiştiği damla ömrünün sonuna doğru sıfıra yaklaşır. 

Dolayısıyla akımı bu anda ölçmek suretiyle faradayik olmayan artık akım 

büyük oranda azaltılır ve sinyal / gürültü oranı artar. Bunun sonucunda 

duyarlılık da artar (2).  

Pulsun başlangıcından önce ve puls bitiminden önce akım değerleri 

alınır ve farkları kaydedilir. Tayin sınırı 10-8 M’dır. Modülasyon gerilimi sabit 

olduğundan dolayı kapasitif akım yaklaşık sabit baseline sahip olur ve 

yükseltgenip indigenebilen maddeler de pik olarak görülür (5). 

 

1.1.5.3.4. Sıyırma Yöntemleri: 

 

Yöntemde önce analizlenecek madde, karıştırılan bir çözeltide elektrot 

yüzeyinde biriktirilir. Belirlenen süre sonunda elektroliz ve karıştırma 

durdurularak uygun olan voltametrik yöntem ile tayin yapılır. Analizin 

voltametrik tayini içeren bu ikinci basamağında, madde elektrot yüzeyinde 

çözülür ve sıyrılır, bu yüzden yöntem sıyırma yöntemi adını alır. 

Anodik sıyırma işleminde elektrot, biriktirme basamağında katot olarak, 

analizlenecek maddenin başlangıçtaki haline yükseltgendiği sıyırma 
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basamağında ise anot olarak davranır. Katodik sıyırma yönteminde ise 

anodik sıyırmanın tersine bir durum söz konusudur. 

Eser element tayininde sıyırma yöntemleri önemli yer tutar, çünkü 

elektrolizdeki önderiştirme sayesinde eser miktardaki bir maddenin tayini 

gerçekleştirilebilir. Böylece 10-6 – 10-9 M derişimine sahip çözeltilerin analizi 

yapılabilir. 

 

1.2. Nükleik Asitler 

 

1.2.1. Nükleik Asitlerin Yapısı (49) 

 

Nükleik asitler; iki nükleotidin birbiriyle fosfodiester bağı ile şeker ve 

fosfat gruplarının ardı ardına sıralandığı serilerden oluşan omurgaya sahip 

uzun polimerik yapılardır. Molekül içerisindeki nükleotid bağlarını parçalayan 

nükleaz enzimlerine endonükleaz, iki uçtan parçalayalanlara ise 

ekzonükleaz adı verilmektedir. DNA (Deoksiribonükleik asit) moleküllerine 

ait X-ışınları difraksiyon verileri ve Chargaff tarafından DNA molekülünde 

adenin (A) ve timin (T) miktarları ile guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarının 

eşit olduğu belirlenmiştir. Buna dayanarak Watson, Crick ve Wilkins 

tarafından 1950 yıllarında DNA yapısı için çift zincirli heliks şeklindeki yapı 

modeli önerilmiştir. Bazları arasında yer alan hidrojen bağları tarafından çift 

sarmal DNA molekülünün iki zinciri birarada tutulmaktadır. Çift zincirli 

sarmalda bazlar sarmal iç kısımda fosfat ve şeker omurgası ise dış kısımda 

yer aldığı için sarmalın iç kısmı hidrofobik, dış kısmı ise hidrofilik özelliktedir. 

Pürin ve pirimidin nükleotidleri arasındaki eşleşmeler son derece spesifiktir 
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(A-T ve G-C şeklinde). Bu sayede, DNA yapısında yer alan bir polinükleotid 

zinciri daima ikinci zincirin tamamlayıcısı olduğundan, bir zincirdeki baz dizisi 

verildiğinde ikinci zincirdeki baz dizisi bulunabilmektedir. DNA ısıtıldığında, 

heliks yapısı bozularak ikiye ayrılır. Denatürasyon adı verilen DNA heliks 

yapısının bozulması 260 nm dalga boyunda absorpsiyon ölçülerek 

gözlemlenebilmektedir. G ve C arasında üç hidrojen bağı (G≡C) 

bulunduğundan yüksek derişimde G ve C içeren DNA iki hidrojen bağı 

taşıyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapısına göre daha yüksek sıcaklıkta 

denatüre olmaktadır. Uygun şartlar altında çift zincirli DNA tekrar oluşabilir, 

bu işlem renatürasyon olarak isimlendirilir.  

 

 

Şekil 13: DNA çift sarmalının genel görünüşü 

 

Çift sarmal şeklindeki molekülün bir zinciri 5' → 3' yönüne doğru, diğeri 

ise 3' → 5' yönüne doğru olduğu için ters yönde paraleldir. Heliks içinde, iki 

zincirin arasındaki üç boyutlu sistemdeki ilişki, büyük oluk (majör) ve küçük 
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oluk (minör) oluşturmak şeklindedir. Molekülündeki zincirler, çift sarmalın dış 

yüzeyindedir. Bu zincirlerden her biri kovalent bağlılığı sağlayan fosfodiester 

köprülerinin bulunduğu fosfat ve pentoz gruplarından oluşmuştur. DNA çift 

sarmalın her iki zinciri, pürin ve pirimidin bazlarının arasındaki hidrojen 

bağları ile bir arada tutulmaktadır. 

Watson ve Crick tarafından 1953 yılında önerilen ilk DNA yapısı, sağa 

doğru yönelmiş, her dönüşte 10 nükleotidi bulunan ve küçük oluğa 

mükemmel yerleşen bağlı su ile stabilize olabilen yapıya sahiptir. DNA 

dehidrate edildiği zaman, yapısal değişikliğe uğrayarak A-DNA adını 

almaktadır. A-DNA da sağa doğru yöneliktir ve her dönüşünde 11 nükleotid 

bulunmaktadır. Çift sarmalın çapı, pentoz gruplarının yapılanmasıyla 

genişlemektedir. Bu durumun bir sonucu olarak DNA’nın boyu kısalmaktadır 

(129, 130). 

 

 

Şekil 14: 5’ – 3’ şeker –fosfat bağı ile bir polinükleotit zincirinin oluşumu. 
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1.2.2.  Nükleik Asitlerin Kimyasal Yapısı (68, 129) 

 

Primidin bazları: Sitozin (C), timin (T) ve urasil (U) primidin halkasına 

sahip nükleotid bazlarıdır. Sitozinde C-4’de –NH2, timinde C-5’de –CH3, 

urasilde C-4’de O ve bulunması durumuna göre birbirlerinden ayrılırlar. 

 

 

 

Pürin bazları: Adenin (A) ve guanin (G) pürin halkasına sahip nükleotid 

bazlarıdır. Guaninde C-2’de –NH2, C-6’da O, Adeninde C-6’da –NH2 

bulunmasına göre birbirinden farklılık gösterirler. 
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Fosfat Grubu: Fosfat grupları pentoz şekerlerin 5 numaralı karbon 

atomlarındaki – OH gruplarına bağlanırlar. 

 

Şeker Grubu: Nükleotitlerdeki şeker grupları 5 karbonlu pentoz 

şekeridir ve ribozdan (RNA) veya deoksiribozdan (DNA) türemiştir. 

 

Nükleotidler: Bir nükleotid bazına ve fosfat grubuna bağlı 5 karbonlu 

şeker biriminden oluşan yapıdır. Nükleik asitlerin alt birimleridirler. Adenin ve 

guanindeki 9 numaralı, sitozin ve timindeki 1 numaralı N atomu, şekerin 1 

numaralı C atomuna N- glikozidik bağ ile bağlanmasıyla oluşur. 

 

 

Şekil 15: Nükleik asitlerin birbirine bağlanması ve baz çifti oluşturması. 
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1.2.3.  Genetik Bilgi Aktarımı (93, 94) 

 

Hücre içindeki bütn biyolojik olayları kontrol eden DNA’nın 3 temel 

fonksiyonu vardır bunlar; DNA replikasyonu, transkripsyon & translasyon ve 

reverz transkripsyon. 

 

1.2.3.1. Replikasyon 

 

DNA replikasyonu hücre bölünmesi sırasında bir zorunluluktur. 

Replikasyon sonucunda hücredeki genetik materyal iki katına çıkar, hücrenin 

iki yavru hücreye bölünmesiyle, kalıtım materyali de ikiye bölünür ve denge 

sağlanır. Genetik bilgi ana bireyden yavru bireylere DNA replikasyonu ile 

geçer. Her DNA molekülü çoğalabilmek için kendi yapısını kalıp DNA olarak 

kullanır. Her iki iplikçik ayrılarak birer kalıp DNA görevi görür, böylece serbest 

nükleotitdlerle birleşerek kendilerine yeni birer iplikçik sentezlerler. 

Replikasyon sırasında gerçekleşen basamaklar aşağıdaki gibidir; 

a) replikasyon başlangıç noktasında DNA sarmalı açılır, 

b) nükleotid monomerlerin her biri sentezlenmekte olan iplikçiğe DNA 

polimeraz enzimi ile ilave eldir, 

c) sentezlenen yeni iplikçikteki baz dizisi ana iplikçiğe antiparalel olarak 

yerleşir, 

d) sentezlenen yeni iplikçikler birbirine hidrojen bağları ile bağlanırlar. 
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1.2.3.2. Transkripsyon ve translasyon 

 

DNA’nın belirli bir geninden RNA molekülü sentezlenmesi olayına 

transkripsyon,adı verilir. Hücre içinde bulunan genetik şifrelerin yararlanılır 

bir hale gelmesi için aracı bir molekül olan mesajcı RNA (mRNA)’a 

aktarılması gerekir. Oluşan RNA molekülü şifresi doğrultusunda protein 

sentezi gerçekleşir. Proteini oluşturan amino asitlerin mRNA şifresine uygun 

olarak sentezine ise translasyon adı verilir. Ana DNA iplikçiğindeki şifrenin 

RNA’ya aktarılması RNA polimeraz enzimi tarafından gerçekleştirilir. 

 

1.2.3.3. Reverz (ters) transkrisyon 

 

Transkripsyon sırasında RNA polimeraz DNA iplikçiklerinden birini kalıp 

olarak kullanarak buradaki genetik bilgiyi olduğu gibi mRNA’ya aktarır (DNA 

mRNA). Ancak kalıtım maddesi olarak RNA’ya sahip bazı virüsler kalıp 

olarak RNA’yı kullanırlar. Bu tür virüsler içerdikleri reverz transkriptaz enzimi 

ile bir anti paralel DNA (c-DNA) oluştururlar. Böylece bir RNA /DNA hibriti 

oluşur, oluşan bu cDNA bir kalıp görevi görür ve DNA polimeraz ile ikinci 

iplikçiği sentezler. 

 

1.2.4.DNA ile ilgili bazı terimler ve açıklamaları 

 

Nükleotid: Bir fosfat, bir pentoz ve pürin yada pirimidin yapısındaki bir 

organik bazın bir araya gelmesiyle oluşan yapıdır. Nükleik asitlerin 

monomerleridir. 
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Oligonükleotid: Birden fazla nükleotidin fosfodiester bağları ile 

bağlanarak yan yana dizilmesi ile oluşur. 

 

Baz çifti: Birbirinin karşılığı olan iki bazı ifade eder ve gösterilirken 

nokta ile ayrılır. Örneğin, A.T veya G.C baz çiftleri gibi. 

 

Prob : Baz dizisi belli olan oligonükleotid. 

 

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karşılığını içeren sentetik 

oligonükleotid, PCR ile ya da klonlanarak çoğaltılmış DNA parçası yada tüm 

DNA’yı ifade eder. 

 

Yanlış eşleşen dizi (Mismatch) : Bir bazı veya birden fazla bazı hedef 

diziden farklı olan ve dolayısıyla yanlış eşleşen oligonükleotid. 

 

Rastgele dizi (Non complementary) : Hedef diziden tamamen farklı 

baz dizilimine sahip dizi içeren oligonükleotid. 

 

Mutasyon: Nükleik asitlerde tabii yollarla yada kimyasal veya radyoaktif 

herhangibir mutajen ajan vasıtasıyla meydana gelen değişimlere mutasyon, 

mutasyona uğramış bireye mutant adı verilir. Yapılan çalışmalar sonucunda 

farklı insan genomlarında yaklaşık her 200 nükleotidde bir nükleotit fatklıdır 

buna polimorfizm denir. 

DNA’da kalıcı olarak oluşan mutasyonlar, DNA replikasyonu, fiziksel 

veya kimyasal etmenler ile ortaya çıkmaktadır. DNA’daki bir yada birkaç baz 
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ile ortaya çıkan mutasyona nokta mutasyonu adı verilir. En yaygın görülen 

şekli tek bir bazda oluşan nokta mutasyonudur, ki bu durum herhangi bir 

bazın kendi tamamlayıcısı olan baz dışındaki bir baz ile birleşmesi ile 

meydana gelir. Bunun dışında farklı şekillerde gelişebilen mutasyonlara da 

rastlanır. Örneğin bir proteinin sentezinden sorumlu bir dizinin herhangi bir 

noktasında oluşan eksilme yada ilavesi ile kodonlarda kayma sonucu oluşan 

frame-shift mutasyonları, pürin bazları (A ve G) ile deoksiriboz şeker 

molekülü arasında glikozit bağ bozulmasıyla oluşan depürinasyon 

mutasyonları bunlara örnektir.  

Bunların dışında, kromozomun bir parçasında kopma veya yanlış bir 

kromozomla parça değiş tokuşu olması kromozom mutasyonları ile 

sonuçlanır. Kromozom mutasyonları nokta mutasyonlarından daha ağır 

hastalıklara neden olmaktadır. 

 

Tek nükleotid Polimorfizmi (Single nucleotide polimorphism - SNP): 

Genomik DNA dizisi içerisinde bazlardan birinin (adenin, guanin, sitozin, 

timin) değişmesiyle meydana gelen DNA dizisi farklılıklarıdır. Hastalıkların 

gelişiminde her zaman tek başlarına bir rolleri buluınmamaktadır. Bazıları bir 

proteindeki aminoasit dizisinin veya ekspresyonunun değişimine neden 

olarak hastalıklara karşı yatkınlığı yada direnci değiştirebilirler. 

Gen: DNA molekülünün ortalama 1500 nükleotitten oluşmuş canlının 

kalıtsal özelliklerinden herhangi birini taşıyan parçası, kalıtımın temel fiziksel 

ve işlevsel birimidir. Her gen, protein veya RNA molekülü gibi özel bir işlev 

taşıyan kromozomların belli bir noktasındaki nükleotid dizilerinden oluşur. 
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Kromozom: Prokaryot ve ökaryot hücrelerde üzerlerinde genleri 

taşıyan DNA ve nükleoproteinden oluşmuş yapıdır. Hücrenin kendi kendini 

eksiksiz olarak kopyalamasına yarayan tüm bilgileri içeren ve hücre 

çekirdeğinde yer alan DNAları içerir. 

 

Hibridizasyon (Tam eşleşme): DNA hibritleşmesi; birbirine 

komplemanter (tamamlayan) iki adet tek sarmal nükleik asit dizisinin çift 

sarmallı tek bir yapı haline gelmesi işlemidir. Nükleotidlerin, normal şartlar 

altında kendilerine karşılık gelen eşlerine bağlanma özellikleri vardır. DNA'da 

Guanin ile Sitozin ve Adenin ile Timin birbirine komplemanterdir. Bu yüzden 

birbirine tamamen komplemanter iki adet tek sarmal nükleik asit dizisi 

kolaylıkla birbirine bağlanır. Buna "yapışma" adı verilir. İki dizilimdeki tek 

nükleotid farklılığı bile yapışmayı zorlaştırır.  

 

Denatürasyon ve renatürasyon 

Çift iplikçik yapıdaki DNA 1000C’e kadar ısıtıldığında yada alkali bir 

ortamda, sarmalı oluşturan iplikçikler arasındaki H bağları çözülür ve 

iplikçikler birbirinden ayrılır. Bu olaya denatürasyon adı verilir. 

Denatürasyonu sağlayan sıcaklığın derecesi molekülü oluşturan baz 

bileşenlerine bağlıdır. Guanin ile sitozin arasında 3, adenin ve timin arasında 

2 hidrojen bağı bulunduğundan guanin-sitozin çifti adenin-timin çiftine göre 

daha geç ayrılır.  

Isıtma yöntemi ile ayrılan iplikçikler yavaş yavaş soğutulursa, karşılıklı 

hidrojen bağları tekrar kurulur ve iplikçikler tekrar eşleşerek çift sarmalı 

oluşturur. Bu olaya renatürasyon denir (68). 
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DNA'nın hibritleşme ve denatüre olma özelliğinden birçok moleküler 

teknikte yararlanılmaktadır. 

 

1.2.5. Hibridizasyonun Kinetiğini Etkileyen Faktörler (8) 

 

Baz kompozisyonu: GC baz çiftinin ısıya karşı dayanıklılığı AT baz 

çiftine göre daha yüksektir. Bunun sebebi GC baz çiftinin üç, AT baz çiftinin 2 

Hidrojen bağı ile birleşmesidir. Bu yüzden dizilerde GC oranı arttığında 

hibridizasyon hızı artar. 

 

DNA dizi uzunluğu: Hibridizasyona tabi olacak olan dizilerin uzunluğu 

hibridizasyon hızı ile ters orantılıdır. 

 

Sıcaklık: Isı, hibridizasyon kinetiğini hızlandırır. Özellikle erime 

dercesinin biraz altındaki sıcaklıklar en idealdir. Bunun içini hibridizasyona 

tabi tutulacak olan dizilerin erime dereceleri hesaplanmalı ve en uygun 

hibridizasyon sıcaklığı saptanmalıdır. 

 

İyonik kuvvet: İyonik kuvvetin artışına bağlı olarak, hibridizasyonun 

hızı da artış gösterir. Örneğin sodyum derişimi 0.1 M üzerinde iki kat arttığı 

zaman, hız 5-10 kat artmaktadır. Her çalışma için en uygun iyonik kuvvetin 

ve tuz derişiminin bulunması çalışması yapılmalıdır. 

 

Baz değişimleri: Birbirinin tam karşılığı olmayan prob ve hedef diziler 

de kendi aralarında hibrit oluşturabilirler (yanlış eşleşme). Baz değişimine 
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uğramış diziler arasındaki hibridizasyon, tepkime hızını ve erime derecesini 

(Tm) azaltmaktadır. 

 

pH: Hibridizasyon tepkimesi için en ideal pH 6.8 – 7.4 arasındaki nötr 

ortamlardır. 

 

Viskozite: Hibridizasyon çözeltisinin vizkozitesinin artışı, hibridizasyon 

hızını azaltır. Örneğin viskoz bir ajan kullanılıyorsa yüksek sıcaklıkta 

çalışılması önerilir. 

 

1.3. DNA Analizleri 

 

1.3.1.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)  

 

Hücre içinde genetik bilginin depolandığı yer olan DNA, doğal olarak 

replikasyon adı verilen olay sonucu kendini eşler. DNA, çift sarmalı, hidrojen 

bağlarının koparılmasıyla birbirinden ayrılır ve ayrılan iplikler kalıp olarak 

kullanılarak tamamlayıcıları sentezlenir. Bir DNA molekülünden onunla aynı 

dizilimi olan iki DNA molekülü meydana gelir. Buna göre de hücre 

bölünmesiyle yeni oluşan hücrelere tüm DNA bilgileri aynen geçer. 

In vitro koşullarda, istenilen bir genin ya da özgün bir DNA dizisinin, çok 

sayıda kopyasının elde edilebilmesi için, 1985 yılında Cetus firması 

araştırıcılarından Kary Mullis, mevcut yöntemlerin duyarlılıklarının 

artırılmasından ziyade, DNA ve RNA baz sıralarının amplifikasyon 

teknolojisine yani baz sıralarının sayısal olarak arttırılmasına dayanan ve 
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dolayısıyla da mevcut yöntemlerle analiz edilebilmelerini sağlayan, 

‘Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (Polymerase Chain Reaction, PCR) ‘nu 

geliştirmiştir.  

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parçasının kopyalarının, 

primerler tarafından yönlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi şeklinde 

tanımlanan in vitro bir yöntemdir. Bu yöntem sayesinde çok az miktardaki bir 

DNA ‘yı çabuk ve basit bir şekilde çoğaltmak mümkündür (53, 91, 92). 

PCR, hücre içinde oluşan DNA replikasyonunda olduğu gibi, 

replikasyon sürecini taklit ederek yaklaşık 30 jenerasyon sonra, seçilmiş bir 

DNA dizisinin aşağı yukarı milyar katını kopyalar. Aslında PCR’a, DNA 

çoğaltma yöntemi demek daha doğru olur. Çünkü bu yöntem ile RNA 

çoğaltılması yapılmak istenirse, önce Revers Transkriptaz kullanılarak hücre 

içerisinde (sitoplazmada) cDNA (komplementer DNA) oluşturulur. Yani revers 

transkripsiyon gerçekleştikten sonra PCR gerçekleşir (53). 
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Şekil 16: Polimeraz zincir reaksiyonunun şematik gösterimi. 

 

Günümüzde polimeraz zincir reaksiyonu; 

• Allellik dizi varyasyonlarının gösterilmesi ile doku transplantasyonu 

için doku tipinin belirlenmesi,  

• Doğum öncesi dönemde fetusta genetik hastalıkların araştırılması,  

• Adli tıp örneklerinin genetik tiplendirilmesi(analık-babalık tayini) gibi 

tıbbın diğer kollarında,  

• Genomik foot printing denilen genomik ayak izi analizlerinde,  

• Tarımda; tohum saflığının belirlenmesinde,  
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• Doğadaki çeşitli canlı türlerinin tanısı, türler arasındaki polimorfizm 

belirlenmesi gibi sistematik ve evolüsyon çalışmalarının gerçekleştiği pek çok 

alanda, 

• DNA’nın in vitro mutagenezi yöntemiyle DNA’da mutasyon oluşturup 

etkisinin araştırılmasında,  

• İnfeksiyon hastalıklarının teşhis ve tedavisinde, 

• Özgün bir DNA parçasının bol miktarda elde edilmesi ve DNA dizi 

analizinde,  

• Global gen ekspresyonlarında ve RNA transcript yapısı 

analizlerinde,  

• Genetik mühendisliği amaçları doğrultusunda rekombinant 

organizmalar elde edilmesinde gen aktarımı için kullanılmaktadır. 

 

1.3.2. Amplifiye Edilmiş Ürünlerin Saptanması (111) 

 

Nükleik asitlerin nanogram ve ya mikrogram düzeyindeki miktarlarının 

belirlenmesi genetik hastalıkların tayininde ve gen haritalanmasında çok 

önemlidir. Bu konuda çalışmalar ve yeni teknik arayışları tüm hızıyla devam 

etmektedir. Konvansiyonel yöntemlerde DNA’ların miktar tayininde genellikle 

spektrofotometrik yöntemler kullanılır. Nükleik asitlerin doğrudan 

görüntülenmesinde veya özgün dizilerde kesim yapan restriksyon 

endonükleaz enzimleri ile oluşan farklı boyutlarda DNA parçalarının 

saptanmasında elektroforetik yöntemler kullanılmaktadır. 
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1.3.2.1. Spekrofotometrik yöntemler: 

 

Nükleotitdlerin heterosiklik halkaları 260 nm dalga boyunda maksimum 

absorbsiyon özelliği gösterir. Bu nedenle A260’da ölçülen absorbsiyon 

değerleri oldukça saf olarak izole edilen nükleik asitlerin mikrogram 

düzeyinde miktarlarının belirlenmesinde kullanılır. 

Çift iplikli DNA molekülleri için 1 OD (optik dansite) 50 µg / mL’ye 

karşılık gelir. Buna göre miktar belirlenmesinde; DNA (µg / mL) = A260 x 

seyrelme oranı x 50 formülü kullanılır. 

 

1.3.2.2. Elektroforetik yöntemler: 

 

Pek çok laboratuvarda yararlanılan yöntemlerden en sık kullanılanı jel 

elektrofoezidir. UV ışığı altında floresans etki gösteren etidyum bromür 

boyası kullanımı ile çoğaltılan DNA’nın jel üzerindeki yeri izlenerek analiz 

yapılır. Elektroforetik ayırımın esası DNA molekülünün elektriksel bir alanda 

agaroz jel üzerindeki göçüne dayanır. Bu göç molekülün büyüklüğüne, 

yapısına, jelde kullanlan maddenin derişimine, iyonik kuvvete, uygulanan 

akıma bağlı olarak değişir. 

 

1.3.2.3. DNA’nın enzimatik kesimi 

 

DNA’nın enzimatik kesimi restriksyon endonükleazları (RE) ile yapılır. 

Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’da özgün kısa dizileri tanır ve enzime 

özgü olmak üzere belirli bir dizide kesme işlemini gerçekleştirir. Kesim 
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sonucunda küt veya yapışkan uçlu DNA parçaları oluşur. RE kesimi sonucu 

elde edilen DNA parçalarının analizi boyutları bilinen standart DNA parçaları 

kulanılarak jel elektroforezi ile yapılır. 

 

1.3.2.4. Nükleik Asitlerin Melezlemesine Dayalı Yöntemler (111) 

 

Nükleik asit melezleme (hibridizasyon) yöntemleri, tek iplikli nükleik asit 

moleküllerinin kendilerine karşılık gelen tamamlayıcı diziler ile uygun koşullar 

altında eşleşerek çift iplikli hibritler oluşturma esasına dayanır. Bu tip 

analizler tüm tek iplikli nükleik asit molekülleri arasında gerçekleşebilir (DNA/ 

DNA, RNA/RNA, RNA/DNA). Bu reaksiyonlar RNA ve DNA molekülleri 

üzerindeki belirli genlere ait dizileri tayin etmek amacıyla uygulanır. Bu 

yöntemlerde tek iplikli olan bu nükleik asit dizilerinin tamamlayıcı dizilerine 

ihtiyaç vardır. Ayrıca hibridizasyon sonrası oluşan moleküllerin görünür hale 

gelmesi için radyoaktif ya da non-radyoaktif belirleyici bir prob dizisi kullanılır. 

 

a) In situ hibridizasyon tekniği: Nükleik asit dizilerinin, 

kromozomlar,hücreler veya doku kesitlerinde saptanarak analizini sağlayan, 

hibridizasyon kinetiğinin kullanıldığı ve diğer yöntemlerden farklı olarak 

nükleik asitlerin kendi hücresel ortamlarında analizlendiği bir tekniktir. 

Böylece hedef nükleik asit dizisinin hücredeki yeri belirlenmiş olur.  

Biyolojik materyalin hazırlanması ve nükleik asit dizisinin prob elde 

etmek üzere radyoaktif ve ya radyoaktif olmayan bir işaretleyici ile 

işaretlenmesi ilk işlemlerdir. Daha sonra nükleik asitleri tek iplikli hale 

getirmek için denatürasyon yapılır. Bir sonraki aşamada ise işaretli prob 
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kontrollü deneysel koşullar altında biyolojik materyaldeki tek iplikli nükleik asit 

dizisi ile hibridizasyona tabi tutulur ve çift iplikli molekül oluşur. En son 

aşamada işaretleyici taşıyan bu moleküldeki hibridizasyon bölgeleri 

saptanarak görünür hale getirilir. 

Son yıllarda nükleik asitleri işaretlemek için bir çok yöntem 

geliştirilmiştir. Günümüzde biyotin, digoksigenin, dinitrofenil ve ya 

fluorokromlarla enzimatik olarak işaretleme genellikle tercih edilmektedir. 

Piyasada çeşitli prob işaretleme kitlerinin bulunması bu işlemi oldukça 

kolaylaştırmaktadır. 

Insitu hibridizasyon yönteminde, radyoaktif olmayan saptama 

yöntemleri doğrudan ve dolaylı olmak üzere iki çeşittir. Doğrudan 

yöntemlerde prob ile işaretleyici molekül arasındaki bağın hibridizasyon ve 

yıkamalar sırasındaki koşullara dayanıklı olmalıdır. Ayrıca bu molekülün 

hibridizasyonu engellememesi gereklidir. Dolaylı yöntemde proba bağlanan 

işaretleyici molekül doğrudan doğruya görülemez. Hibridizasyondan sonra 

ikinci bir molekül probdaki haberciye bağlanır ve böylece probun 

hibridizasyon yaptığı bölgeler görünür hale gelir. En çok kullanılan radyoaktif 

olmayan işaretleyiciler, biyotin ve digoksigenindir. Bunlar kendilerine karşı 

oluşturulan antikorlar ile saptanabilirler. 

Tez kapsamında; Mycobacterium tuberculosis bakterisinin rifampin 

antibiyotiğine karşı geliştirdiği direnç mutasyonları, Ege Üniversitesi 

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji A.B.D. tarafından ilk önce biyotin 

işaretlemeye dayalı hibridizasyon tekniği ile tayin edilmiştir. Buna dayalı 

yapılan çalışma Şekil 17’de şematik olarak gösterilmiştir. Buna göre, prob 

diziler ile kaplı nitroselüloz membran, biyotin işaretli hedef dizi ile 
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hibridizasyonun ardından, biyotine bağlanan avidin ve substratı olan alkalen 

fosfataz ile etkileşimden sonra membranlarda renk değişimi gözlenir (18). 

 

 

Şekil 17:  Mycobacterium tuberculosis bakterisinin, rpoB gen bölgesinde 

RIF’e karşı geliştirdiği direnç mutasyonlarının Biyotin işaretli diziler 

kullanılarak tayini. 

 

b) Southern blotting tekniği: Özellikle gen yapısı, gen anlatımı, 

genom organizasyonu, haritalama ve gen aktarımı çalışmalarında aranan 

DNA dizisinin saptanması için kullanılan bir yöntemdir. Yöntem; istenilen 

DNA parçasının onun tamamlayıcısı olan gerek radyoaktif gerekse non 

radyoaktif işaretli problar kullanılarak oluşan hibridizasyonun, işaretleyici 

molekülün özelliğine göre, radyoaktif, immunulojik, kimyasal yada floresansa 

dayalı yöntemlerle görünür hale gelmesi esasına dayanır. 
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c) Northern blotting tekniği: Analizi yapılacak genin transkripsyon 

ürünü olan RNAnın RNA /DNA hibridizasyonunun tayinine dayalı bir tekniktir. 

Bu yöntemde önce RNA jelde yürütülerek ayrılması sağlanır ve ayrılan RNA 

naylon yada nitroselülozdan oluşan membrana aktarılır ve RNA’nın membran 

üzerinde sabit şekilde bağlanması sağlandıktan sonra uygun problarla 

hibridizasyonuna dayalı analiz gerçekleştirilir. 

 

1.3.2.5. Diğer Teknikler 

 

Amplikonları (PCR ürünleri) belirlemeye diğerlerinin dezavantajlarını 

ortadan kaldırmaya yönelik bazı teknikler de geliştirimiş ve denenmiştir. 

Spesifik problarla hibridize olmuş DNA moleküllerinde, polimeraz 

enziminin 5’→3’ yönündeki ekzonukleaz aktivitesi, hibridize olmuş prob’ları 

ayrıştırarak 5’- uçlarında izotop bulunan prob DNA’sının boyutlarında 

küçülmeler oluşturulur ve bunlar da radiografi ile ortaya konulurlar. 

Hibridizasyon Proteksiyon Testi de aynı amaç için denenmiştir. Bunda, 

ayrıca, dijital okuma sistemleri de bulunmakta ve süre çok kısalmaktadır. 

PCR ürünlerini saptamada son yıllarda nonizotopik probların kullanılması 

yönünde bir eğilim bulunmaktadır. Biotin veya digoxigenin’le işaretlenmiş 

probları hazırlamak daha kolay ve daha uzun süre de kullanma olanağı 

sağlamaktadır. 

Amplifiye edilmiş PCR ürünleri laboratuvarımızda “Elektrokimyasal 

Genosensörler (DNA Biyosensörleri) ” ile tayin edilmektedir. 
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1.4. Elektrokimyasal Genosensörler (DNA Biyosensörleri)  

 

Elektrokimyasal genosensörler, kalıtsal ve bulaşıcı hastalıkların tanısı 

amacıyla kullanılan yüzeyine genetik materyal tutturulmuş biyosensörlerdir. 

Biyosensörler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek için 

kullanılan küçük algılayıcı cihazlardır. Birbiri içine geçmiş biri biyokimyasal 

diğeri elektrokimyasal özellikteki iki çeviriciden oluşmaktadır. Biyokimyasal 

kısmın görevi analizlenecek maddeyle etkileşerek onu tanımaktır. Bu tanıma 

olayının sonucunda bir biyokimyasal ürün de oluşabilmektedir. Biyosensörün 

ikinci kısmı olan elektrokimyasal kısım ise bu tanıma olayını okunabilir 

(ölçülebilir) bir sayısal değere çevirmekle görevlidir (22, 114). 

Tüm biyosensörler moleküler düzeyde algılama ve sinyal çevirimi olmak 

üzere iki temel görevi yerine getirmektedir. 

 

Algılama Bölümü: Ortamda bulunan ve analizi yapılacak olan kimyasal 

yada biyolojik materyal ile etkileşme girerek algılanmasını sağlayan “biyolojik 

arayüzey” dir. Algılama bölümü biyosensör için oldukça önem taşıdığından 

şeçici ve kararlı yapıda olması gerekir. Biyosensörün arayüzeyini oluşturan 

doku, hücre, antikor, enzim, reseptör, nükleik asit gibi biyolojik materyaller, 

özgül şekilde bağlanarak hedef ile etkileşirler. Genosensörlerde bu arayüzey 

nükleik asitlerde oluşur. 

 

Fiziksel Çevirici Bölüm: Hedef ile biyolojik arayüzeyin etkileşimi 

sonucu oluşan ürün, çevirici birimi tarafından okunabilir sayısal bir değere 



 55

çevrilir. Çevirici cihazlar, akım, potansiyel, ışık şiddeti, kütle yada ısı 

değişimine duyarlı olabilir.  

 

 

Şekil 18: Biyosensörün yapısı ve bileşenleri. 

 

Tablo 1. Algılama ve Çevirici Bölümlerine Göre Biyosensörler: 

Algılama Bölümü Çevirici Bölüm 

Antikor – Antijen 

(immunosensörler) 

*Elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik, 

voltametrik yöntemlere dayalı sistemler) 

Enzim  

(enzimatik sensörler) 

Optik (floresans, yansıma, kırılma indeksi,ışık 

şiddetine duyarlı sistemler) 

Peptitler Piezoelektrik- Kütleye Dayalı (piezoelektrik 

kristallerinin rezonans frekansı,yüzey akustik 

dalgalarına duyarlı sistem) 

Hücre Elektrikse (yüzey etkinliği, elektrolit iletkenliğine 

duyarlı sistem) 

Doku Manyetik (paramanyetik) 

Membran reseptörleri Termal (tepkime ısısına duyarlı sistem) 

*DNA / RNA 

(genosensörler) 
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1.4.1. İdeal bir biyosensörün sahip olması gereken özellikler (46) 

 

Seçicilik: İdeal bir biyosensörde en önemli parametrelerden birisi 

seçicilik özelliğidir. Eğer yeterli seçicilik mevcut değilse bu eksiği giderecek 

uzun ek işlemler gerekir.  

 

Kullanım Ömrü: Biyosensörün kullanım ömrünü kısıtlayan en önemli 

faktör biyolojik çeviricinin aktivitesindeki azalmadır. Bu durum ayrıca, 

biyosensörün kalibrasyon sıklığı, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diğer 

parametrelerini de etkilemektedir. 

 

Kalibrasyon Gereksinmesi: İdeal bir biyosensörün hiç kalibrasyona 

gerek duymaması ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 

özellik, teorikte planladığı gibi, pratikte gerçekleştirilememiştir. Kullanım 

ömürleri boyunca biyosensörler, sıklıkla kalibre edilmelidirler. 

 

Tekrarlanabilirlik: İdeal bir biyosensör için, elektrodun aynı koşullar 

altında arka arkaya yapılan ölçümlerde hemen hemen aynı sonuçların 

okunması istenir. Pratikte pek mümkün olmayan bu durum göz önüne 

alınarak yapılan çalışmalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka 

incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensörün 

uygulamalarının da o denli iyi olduğundan söz edilebilir.  

 

Stabilite: Elektrot stabilitesinin (kararlılığının) yüksek olması ideal 

biyosensörler için gereklidir. Stabilite, kullanılan biyolojik materyalin fiziksel 
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dayanıklılığına bağlıdır. Ayrıca; pH, ısı, nem, ortam, O2 derişimi gibi 

parametrelerden de etkilenmektedir. 

 

Yüksek Duyarlılık: Biyosensöre immobilize edilmiş biyolojik materyalin 

yalnız belirli maddelere karşı duyarlı olması ideal biyosensörlerin 

özelliklerindendir.  

 

Yeterli Düzeyde Tayin Sınırı: Tasarlanan bir biyosensörün tayin 

sınırının belirli bir derişim değerinin altında olması gerekmektedir. Belirtilen 

bu sınır, elektrot yüzeyinin büyüklüğü, biyolojik materyalin tayin edilecek 

maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktarı gibi faktörlerden etkilenir. 

 

Geniş Ölçüm Aralığı: Biyosensör uygulamalarında ölçüm aralığı olarak 

adlandırılan bölge biyosensörlerden alınan akım - derişim eğrilerinin lineer 

olduğu derişim aralığıdır.  

 

Hızlı Cevap Zamanı: Bir biyosensör elektrodunun cevap zamanı elde 

edilen akım-zaman eğrilerinden anlaşılabilir. Örneğin elde edilen eğride 

basamakların şekli yayvan ve genişse cevap zamanı uzun (yavaş), tersi söz 

konusu ise cevap zamanı kısa (hızlı)'dır. 

 

Hızlı Geriye Dönme Zamanı: Geriye dönme zamanı örneğin 

amperometrik çalışmalarda ilk örnekten ne kadar süre sonra ikinci örneğin 

ölçülebileceğini belirler. Yani ilk örneğin ilavesinden sonra sabit akım değerleri 

kısa sürede gözlenebiliyorsa ikinci örnek de aynı süre sonra ilave edilebilecektir. 
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Basitlik ve Ucuzluk: Tasarımı basit ve ucuz, kullanımı rahat 

biyosensörler ideal biyosensörlerdir. Bu nedenle ilk biyosensörlerdeki 

karmaşık ve de pahalı olan yapılar daha sonra basitleştirilmiş ve mümkün 

olduğunca da maliyeti düşürülmüştür.  

 

Küçültülebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarının sterilize 

edilebilmesi ve boyutlarının küçültülmesi biyosensör tasarımında önemlidir. 

Buna karşın, biyosensör yapısına giren biyolojik materyalin fiziksel 

dayanıklılığı, sterilizasyonu kısıtlayan en önemli parametredir. 

 

1.4.2. Elektrokimyasal Genosensör ile DNA Dizi Algılama Yöntemleri 

 

Çeşitli yöntemlerle biyolojik örneklerden özgün DNA dizisi saptanması 

biyomedikal alanda çok önemlidir (112). Hastalık tanısında insan, virüs ve 

bakteri baz diziliminin tayini ile pek çok kalıtsal hastalıklara neden olan 

mutasyonlar artık saptanabilmektedir.  

Hibridizasyon tayinlerinde kullanılan çeşitli immünokimyasal ve 

voltametrik metodlar karşılaştırıldığında birkaç örneğin çalışıldığı durumda 

voltametrik yöntemlerin daha hızlı yanıt verdiği gözlenir, ancak büyük 

miktarda bir seri benzer örnek analizlenecekse, iyi bir otomasyona sahip EIA 

gibi immünokimyasal tekniklerin kullanılması daha uygun olmaktadır (105). 

Diziye özgün genosensörler (DNA biyosensörleri), bir çevirim sistemi ile 

beraber DNA probundan oluşmuştur. DNA biyosensörlerinin esası, DNA 
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bazlarının hibridizasyonuna dayanır (3, 12, 15, 30-35, 47, 54, 58-62, 71, 72, 

76, 82, 119-128). 

Elektrokimyasal genosensörler, aranan hedefin baz dizisinin karşılığı 

olan 20-40 baz gibi kısa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmallı DNA 

(ssDNA) oligomerin (veya “PROB“ olarak isimlendirilir), elektrot yüzeyine 

bağlanmasına dayanmaktadır. Hedefi içeren bir örnek çözeltisine sensörün 

uygulanması, ile elektrot yüzeyinde hibrit oluşur. Elektrokimyasal ölçümlerde 

elektrot yüzeyinde oluşan hibrit iki yöntemle tayin edilir; bunlardan ilki bir 

elektroaktif indikatör aracılığıyla (örneğin bir redoks-aktif katyonik metal 

kompleksi) yapılan tayindir. Bu yöntemde yüzeyinde hibrit oluşan elektrot 

indikatörü içeren çözeltiye daldırılır ve indikatörün hibrite bağlanma düzeyi 

belirlenir (29-35, 56, 60, 65, 78, 79, 133, 134). Diğer yöntem ise DNA 

bazlarından en elektroaktif olan Guanin bazının 1.0 V’ da verdiği 

yükseltgenme sinyalinin farklılanmasından yola çıkılarak yapılan tayindir (3, 

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

 

1.4.2.1. İndikatöre Dayalı Genosensörler ile Dizi Algılama Yöntemleri: 

 

İndikatöre dayalı DNA dizi algılanması, ya DNA’ya interkale olabilen 

(metal kompleksleri, antibiyotikler) (7, 16, 17, 24, 73, 133) veya DNA 

dizisindeki bazlarla özgün olarak etkileşen (MB, Ru(bpy)3
3+, vb.) elektroaktif 

maddeler (indikatör) ile tayin edilebilmektedir (30-33, 44, 45, 60, 110, 131). 

Elektrokimyasal çeviriciler, hibridizasyon olayını analitik sinyale çevirmede 

etkin bir şekilde kullanılmaktadır.  
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Elektrot yüzeyinde oluşan hibrit ile etkileşen indikatörün neden olduğu 

artan veya azalan elektrokimyasal yanıt hibridizasyonun tayinine yönelik bir 

sinyal olarak kullanılır (90, 97, 98, 131, 133, 134).  

Elektroaktif bir maddenin indikatör olarak kullanılabilmesi için ssDNA ve 

dsDNA ile etkileşimi sonucu alınan yanıtlar arasında anlamlı bir fark olması 

gerekmektedir. Ru(II) (7, 30, 110), Co(III) (16, 17), Os(II), Os(IV) (24, 79, 

110)‘ in 1,10-fenantrolin ve 2,2’-piridin (17) kelatları hibridizasyon indikatörü 

olarak sıklıkla kullanılan maddelerdir. 

 

1.4.2.1.1. İnterkalatör molekül kullanarak: İnterkalasyon; bir maddenin 

DNA çift sarmalı arasına girip birikmesidir. Bu durumda; (Şekil 19) çift sarmal 

DNA (dsDNA) ile etkileşimden sonra alınan madde sinyali maddenin 

birikmesinden dolayı tek sarmal DNA (ssDNA) ile etkileşimden sonra alınan 

madde sinyaline göre oldukça yüksektir (4, 7, 16, 17, 29, 30, 44, 47, 60, 65, 

131). 
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Şekil 19: İnterkakatör bir hibridizasyon indikatörü ile DNA dizi algılanması 

 

1.4.2.1.2. DNA bazları ile etkileşen bir molekül aracılığıyla: 

 

Hibridizsyon indikatörü olarak kullanılan madde DNA’nın bazlarından 

biriyle (özellikle Guanin) etkileşiyor olabilir. Bu durumda; (Şekil 20) tek sarmal 

DNA (ssDNA) ’da bazlar açıkta olduğundan dolayı alınan madde sinyali, 

hibridizasyondan sonra oluşan çift sarmal DNA (dsDNA) ’da bazlar kapalı 

olduğundan dolayı alınan madde sinyaline oranla oldukça yüksektir (15, 30-

32, 59, 62, 67, 83, 97, 98, 100, 135, 134). 
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Şekil 20: DNA bazlarından biriyle etkileşen bir hibridizasyon indikatörü ile 

DNA dizi algılanması. 

 

1.4.2.2. İndikatörsüz DNA Dizi Algılama Yöntemleri: 

 

Elektrot yüzeyine tutturulan tek sarmal prob diziye (ssDNA) ait 

Guaninlerin verdiği elektrokimyasal yanıt ile, probun komplementeriyle 

birleşmesinden sonra oluşan çift sarmal DNA’ ya ait guaninlerden alınan 

elektrokimyasal yanıt arasında Şekil 21’de gözlendiği gibi önemli bir 

farklılanma vardır. Bu farklılanma hibridizasyonun tayinine yönelik bir sinyal 

olarak kullanılır (41, 58, 63, 66, 67, 99, 102, 121-124).  
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Şekil 21: İndikatörsüz DNA dizi algılama yöntemi 
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BÖLÜM II 

GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Kullanılan Cihazlar 

 

2.1.1. Elektrokimyasal Sistemler: 

 

Tez kapsamında kullanılan ana elektrokimyasal sistem Autolab 

PGSTAT 30 (Eco Chemie – Hollanda) potansiyostat cihazıdır. Bilgisayar 

bağlantılı olarak ve GPES 4.8 yazılımı ile birlikte kullanılmaktadır. 

Elektrokimyasal analizör ara birim olarak üçlü elektrot sistemine sahip 

elektrokimyasal hücre içermektedir. Hücre ile cihaz arasındaki bağlantıyı 

genel amaçlı elektrik kabloları sağlamaktadır.  

Elektrokimyasal hücre çalışma elektrodu (tek kullanımlık kalem grafit 

elektrot – PGE), platin karşıt elektrot ve Ag / AgCl referans elektrodundan 

oluşan “üçlü elektrot sistemi”ni içermektedir. Hücreyle bağlantılı kablolardan 

üçü bu elektrotlara bağlı, biri ise topraklama için ayrılmıştır. Üçlü elektrot 

sisteminin içine daldırıldığı bir tampon çözelti bulunmaktadır.  
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2.1.2. Diğer Cihazlar: 

 

• Terazi (Saritorious-Analytic A-200) 

• Ses titreşimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H) 

• Ph-metre (Schott-Mainz CG 710) 

• Manyetik karıştırıcı (Elektro-mag ve ARE 2-Velp) 

• Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu) 

• Ag/AgCl referans elektrot 

• Platin tel (Yardımcı elektrot olarak kullanıldı. 

 

2.2. Kullanılan Kimyasallar ve Çözeltiler 

 

2.2.1. Kimyasallar 

 

Madde Adı 
Maddenin Satın Alındığı 

Firma 

Asetik Asit (%99-100) Merck 

Hidroklorik asit /%37) Merck 

Sodyum Hidroksit Merck 

Tris (hidroksimetil)aminometan 

hidroklorür 

Sigma 

Sodyum klorür Sigma 

Sodyum asetat trihidrat Sigma 

Sodyum dodecyl sülfat (SDS) Sigma 

Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil 

karbodiimid hidroklorür (EDC) 

Sigma 

N- hidroksi süksinimit Sigma 
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2.2.2. Çözeltiler 

 
Çözelti Adı İçeriği 

Asetat tampon çözelti (ACB) 0.5 M glasiyel asetik asit  

20mM NaCl (pH : 4.8) 

Tris – HCl tampon çözelti (TBS) 20mM Trizma-HCl 

20mM NaCl (pH : 7.00) 

Sodyum dodecyl sülfat (SDS) %10 ‘luk (100g. SDS / 1L d.su) 

20xSodium saline citrate 

tamponu (20xSSC) 

0.3 M Sodyum sitrat 

3M NaCl (pH: 7.00) 

Prob bağlama tamponu 5mM N-hidroksi süksinimit (NHS) & 8mM 

Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil 

karbodiimid hidroklorür (EDC) 

Hibridizasyon tamponu 2xSSC (0.03M Sodyum sitrat,  

0.3 M NaCl) 

Yıkama tamponu 1xSSC+%o.1SDS 

(15mM Sodyum sitrat & o.5 M NaCl) 

 

Tüm çalışmalarda sterilize edilmiş deiyonize su kullanıldı. Deneysel 

çalışmalar oda sıcaklığında (25.0 ± 0.5) ° C’ de gerçekleştirildi. 

 

2.3. Kullanılan DNA Dizileri 

 

Çalışmada kullanılan tüm sentetik diziler (S1, S2, S3, S4, S5 ve hot-

spot) liyofilize toz halinde TIB Molbiol (Almanya)’dan sağlandı. Ayrıca 

Mycobacterium tuberculosis baketrisine ait PCR ürünü örnekleri Ege 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Mikrobiyoloji ve Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı’ndan sağlandı. Bu oligonükleotitlerin baz dizilimi Tablo 2’de 

gösterilmiştir. 
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Tablo 2: Çalışmada kullanılan DNA dizileri. 
DNA Dizisinin Adı Baz Dizilimi 

S1 Prob Dizi 5’ NH2- (CH2)6 -CAT IAA TTI ICT CAI CTI ICTI 3’ 

S2 Prob Dizisi 5’ NH2- (CH2)6 - AI CII ITT ITT CTI ITC CAT IAA 3 

S3 Prob Dizisi 5’ NH2- (CH2)6 -IIT CAA CCC CIA CAI CII ITT 3’ 

S4 Prob Dizisi 5’ NH2- (CH2)6 -CIA CAI TCI ICI CTT ITI IIT CAA 3’ 

S5 Prob Dizisi 5’ NH2- (CH2)6 -I CCC CAI CGC CIA CAI TCI 3’ 

hot-spot (sıcak bölge)  

(rpoB geninde 507.-533. 

kodonları içeren 81 baz 

uzunluğundaki bölge) 

5’CAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAG 

AACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAA 

GCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGC 3’ 

Mycobacterium 

tuberculosis’ e ait PCR ile 

Çoğaltılmış Bölge 

 

5’CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACG

TTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCGATCAAGG

AGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGA

CCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGC

CGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGT

GAGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATC

GAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATCGGCT

CGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTT

CATCGAAACG 3’ 

Tüm Bazları Hedeften 

Farklı (Rasgele) Dizi 

5’ TTG AGG ATC CTG GAA TTA 3’ 

 

PCR ile çoğaltıılmış 

Rasgele hedef Dizi 

5’ ATC AAC TTC GAC TGG CCC TTC TTG CTG GCC 

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 GAC ATG TAC GG 3’ 

(I= İnozin) 

 

Mycobacterium tuberculosis’de rifampin antibiyotiğine karşı gelişen 

direncin en sık nedeni rpoB geninin 507-533. kodonlarını içeren ve “hot-spot” 

(sıcak bölge) olarak adlandırılan 81bp’lık gen bölgesindeki mutasyonlardır 

(18-20). Tüm sentetik hibridizasyon çalışmaları bu 81 baz uzunluğundaki dizi 

ile gerçekleştirildi. Buna bağlı olarak kullanılan 5 farklı prob dizileri ise, 
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burada en sık gözlenen mutasyonları içerecek şekilde tüm hot-spot dizisi 

boyunca seçildi. Bunların konumu aşağıda gösterilmiştir. 

 

  

 

Çalışmada kullanılan tüm prob diziler guanin yerine inozin modifiye 

olarak sentezlenmiştir. İnozin, guanin analoğu bir moleküldür. Bir 

oligonükleotid dizisinde guanin yerine geçerek sitozin ile Hidrojen bağı yapar 

ancak bu bağ üçlü yerine ikili Hidrojen bağıdır. İnozinin kimyasal yapısında 

guaninden farklılık göstermesi ile; hernekadar oluşturduğu bir çift sarmal 

dizide guanin gibi davransa da, guaninin yükseltgendiği bölgede (1.0 V ‘da) 

yükseltgenemez ve elektrokimyasal olarak sinyal alınamaz. Guanin ve 

İnozinin kimyasal yapıları şekil 22’ de gösterilmiştir. 

 

 

 Şekil 22: Guanin ve İnozinin kimyasal yapıları. 
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İnozinin sitozinle hibridizasyon göstermesine rağmen guaninin 

yükseltgenme sinyali olan 1.0 V’da bir sinyal vermemesi; inozin içeren prob 

dizilerden de bu aralıkta herhangi bir sinyal göstermemesini sağlar. Böylece 

elektrot yüzeyinde yalnızca prob dizi bağlı olduğunda hibridizasyondan önce 

bir elektrokimyasal yanıt alınmazken, hibridizasyondan sonra hedef diziden 

gelen guaninlerin varlığı ile yanıt elde edilir. Şekil 23’de inozine ve inozinli 

diziyle hibridizasyon sonucu alınan Guanine ait sinyaller gözlenmektedir. Bu; 

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

 

 

Şekil 23: Guanin ve inozinin elektrokimyasal yanıtları arasındaki fark. 
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2.3.1. Oligonükleotid çözeltilerinin hazırlanışı- 

 

Mycobacterium tuberculosis rifampin rpoB direnç mutasyonu analizi için 

kullanılan oligonükleotit stok çözeltileri 10000 µg/mL derişiminde ultra saf su 

ile hazırlandı ve -20OC’de saklandı.  

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

n (mol) = M (kütle) g / MA (molekül kütlesi) g/mol 

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

M (Molarite) = M (kütle) / [MA (molekül kütlesi) x V (hacim)] = mol /L 

Prob olarak kullanılan oligonükleotitlerin 20 mM NaCl içeren 0,5 M 

Asetat tamponu (pH 4,8) ile, hedef olarak kullanılan oligonükleotitlerin 

seyreltik çözeltileri ise 0.03M sodyum sitrat ve 0.3 M NaCl içeren tampon 

çözeltisi (pH 7,0) ile (2xSSC hibridizasyon tamponu) hazırlandı. 

 

2.3.2.  PCR Ürünü Örneklerinin Hazırlanması 

 

Ege Üniversitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı tarafından 

kültürde üretilmiş M.tuberculosis izolatlarından ekstrakte edilen DNA’nın rpoB 

geninin 329 bp’lik bölümü (5’-CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACAC-3’) ve 

(5’- CGTTTCGATGAACCCGAACGGGTTGAC-3’) primerleri kullanılarak PCR ile 

amplifiye edildi (18-20). Bu ürünler hibridizasyon tamponu ile uygun derişime 

seyreltilip, hibridizasyondan önce denatüre edilerek tek iplikli hale getirildi. 
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2.3.3. Sentetik oligonükleotitler ve PCR ürünlerinin spektrofotometre ile 

miktar tayini 

 

UV görünür bölge spektrofotomete (UV – vissectrophotometer – 

Schimadzu, Japonya) 1mL’lik ve 10 mm uzunluğunda kuvars küvetler 

(Starna, İngiltere) kullanılarak yapılan derişim ölçümlerinde bir A260 birimi çift 

sarmal DNA 50 µg /mL ve bir A260 birimitek sarmal DNA 33 µg /mL kabul 

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

 

2.4. Kullanılan Yöntem 

 

Günümüzde dek yapılan elektrokimyasal dizi analizi çalışmaları göz 

önünde bulundurularak yeni bir genosensör tasarımı yapılmıştır. Bu 

tasarlanan genosensör ile Mycobacterium tuberculosis rifampin direnç 

mutasyonu analizi için kullanılan yöntem basamakları Şekil 24’de şematize 

edilmiştir.  

Tayin için belirtilen aşamaların uygulanması için yaklaşık 179 dakika 

süre gerekmektedir. Deneysel aşamalardaki süreler aşağıdadır: 

• PGE yüzey kaplanması 60 dakika 

• Prob tutturulması 60 dakika 

• Denatürasyon 13 dakika 

• Hibridizasyon 30 dakika 

• Yıkama 15 dakika 

• Ölçüm 1 dakika 
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Şekil 24:  Mycobacterium tuberculosis rpoB direnç mutasyonu tayini çalışma 

basamakları.                      

 



 73

2.4.1. Elektrotların hazırlanması 

 

Çalışmamızda kullanılan kalem grafit çalışma elektrodu (Noki kalem 

model 2000, Japonya) 0.5 mm çapında 30 mm uzunluğunda kesilerek 

hazırlanmış grafit çubuğun 10mm’lik kısmı çözelti içine daldırılacak şekilde 

bir elektrot tutacağı içine yerleştirilmesi ile oluşturuldu (35, 36, 58, 60, 101, 

102, 121). Her bir parametre için farklı grafit yüzeyler oluşturularak tek 

kullanımlık elektrot sistemi sağlandı.  

 

2.4.2. Elektrot yüzeylerinin kaplanması 

 

Mycobacterium tuberculosis prob dizileri PGE yüzeylerine kovalent 

bağlama yöntemi ile tutturuldu. Bu amaçla taze hazırlanmış 5mM N-hidroksi 

süksinimit (NHS) – 8 mM Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil 

karbodiimid hidroklorür (EDC) içeren yüzey kaplama çözeltisi içinde 

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

 

2.4.3. Elektrot Yüzeylerine Prob Bağlanması 

 

0.05M asetat tamponu (pH 4.8) içinde hazırlanmış 5 farklı prob dizisini 

içeren çözeltiler hazırlandı. Yüzeyi kovalent ajanlarla kaplanmış olan 

elektrotlar prob çözeltisi içinde 1 saat bekletildi.  

Şekli 25’de grafit yüzeyin kovalent ajanlarla kaplanması ve ardından 

amino hekzil uçlu prob dizi bağlanması gösterilmiştir. 
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Şekil 25:  Grafit elektrot yüzeyine; 5’ ucunda aminohekzil işaretli prob dizinin 

kovalent bağlanması. 

 

2.4.4. Hibridizasyon  

 

2.4.4.1. Sentetik hot-spot hedef dizisi ile hibridizasyon:  

 

Yüzeylerinde prob bağlı olan elektrotlar, hibridizasyon tamponu içinde 

hazırlanmış olan (2xSSC pH: 7.4) 15 µg /mL derişimindeki tek iplik halindeki 

hot-spot hedef dizi çözeltisi içinde 30 dakika bekletilerek hibridizasyon 

sağlandı. 
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2.4.4.2. PCR ile çoğaltılmış bakteri örnekler ile hibridizasyon:  

 

Çift iplikli halde olan PCR ürünleri, hibridizasyon tamponu ile derişimi 20 

µg /mL olacak şekilde seyreltildi ve hibridizasyona uygun olması için 

denatüre edilerek tek iplikli hale getirildi. Denatürasyon işlemi için ürünler 8 

dakika kaynar su banyosunda (950 - 1000C) tutularak ipliklerin birbirinden 

ayrılması, ardından ayrılan ipliklerin kendi üstüne tekrar bağlanmasını 

engellemek amacıyla 00C buz banyosunda 5 dakika bekletilerek prob ile 

hibridizasyona uygun tek iplikli diziler elde edildi. 

Denatürasyondan sonra yüzeyleri prob kaplı elektrotlar 30 dakika 

bekletilerek hibridizasyon sağlandı. 

 

2.4.5. Yıkama 

 

Hibridizasyondan sonra, elektrot yüzeylerinden bağlanmayan ya da 

mutasyon içerdiği için hibridizasyon sonucu iyi bağlanmamış zayıf hibritleri 

yüzeyden uzaklaştırmak için elektrotlar, yıkama tamponu (1xSSC + % 0.1 

SDS) içinde 15 dakika bekletilerek yıkandı. 

 

2.4.6. Voltametrik Ölçüm 

 

Elektrot yüzeyindeki oluşan çift iplikli DNA, Diferansiyel puls voltametri 

tekniği ile 0.75 V’ dan 1.4 V’ a kadar 15 mV /s tarama hızında 50 mV 

amplitüde ve 10 mV genlik kullanarak 20mM NaCl içeren 0.5M’lık asetat 
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tamponu (pH = 4.8) içinde hibridizasyon öncesi ve hibridizasyon sonrasında 

elde edilen guanin yükseltgenme sinyali tayini yapıldı. 

 

2.5. İncelenen Parametreler 

 

Yapılan çalışmaların tümü, rpoB geninde direnç mutasyonlarının tayini 

için, en uygun hibridizasyon ve mutasyon ayırımı koşullarının saptanmasına 

yöneliktir. 

En uygun hibridizasyon koşullarının saptanmasında esas olan, prob 

dizilerin karşılığı olan sentetik hot-spot hedef dizi ile ve tüm bazları hedeften 

farklı rasgele dizi ile alınan yanıtlar arasındaki farklılanmadır. Bu tasarlanan 

genosensörün seçimliliğini gösterir. Hibridizasyondan sonra hot-spot hedef 

dizi ile yüksek bir sinyal alınması beklenirken tüm bazları hedeften farklı 

rasgele dizi ile düşük bir sinyal alınması beklenir. Her iki dizi ile alınan 

yanıtların oranı bu seçimliliğin göstergesidir.  

En uygun mutasyon ayırım koşullarının saptanması ise; bir önceki 

basamakta genel olarak belirlenen hibrdizasyon koşullarına dayanarak, belirli 

bir bölgesinde mutasyon içeren bir PCR ürünü kullanımı ile mutasyonun en 

iyi gözlendiği koşulların seçilmesidir. Hibridizasyondan sonra mutasyon 

gösteren bölgeye ait prob dizi ile en düşük, diğer bölgeredeki prob ile en 

yüksek sinyalin elde edildiği aralık saptanır.  
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2.5.1. Sentetik hot-spot Hedef Dizisi ile Hibridizasyon Tayini 

 

Yukarıda belirtilen koşullarda, farklı elektrot yüzeylerine bağlanmış 10µg 

/mL derişimindeki S1, S2, S3, S4 ve S5 prob diziler ile 15 µg /mL sentetik 

hedef dizinin hibridizasyonu ve 10 dakika yıkama tamponu ile yıkama 

aşamasından sonra alınan ölçümler ile hibridizasyonun sentetik diziler ile 

kontrolü çalışıldı.  

 

2.5.2. Hibridizasyon ve Mutasyon Analizlerinin En Uygun Koşullarının 

Saptanması 

 

2.5.2.1. Prob Derişiminin Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine Etkisinin 

İncelenmesi:  

 

Bu çalışmada artan prob derişimine karşı sabit derişimdeki sentetik 

hedef, rasgele diziler ve sabit derişimdeki PCR ürünü ile çoğaltılmış hedef 

diziler ile hibridizasyondan sonra alınan guanin yükseltgenme sinyalleri DPV 

tekniği ile belirtilen koşullarda incelenerek elektrot yüzeyinin tamamen 

kaplandığı prob dizi derişimi saptandı. 

 

2.5.2.1.1. Prob Derişiminin Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesi:  

 

Artan S1 prob dizisi ile sabit 15 µg /mL derişimdeki hot-spot hedef dizi 

ve tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi arasındaki hibridizasyondan ve 

yıkamadan sonra alınan guanin sinyalleri incelendi. 
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2.5.2.1.2. Prob Derişiminin Mutasyon Analizine Etkisinin İncelenmesi: 

 

Artan derişimlerde S1, S2, S3, S4 ve S5 prob dizileri ile sabit 1/40 

seyrelme oranında PCR ile çoğaltılmış ve denatüre edilerek tek iplikli hale 

getirilen 513. kodonunda CAA’nın CCA’ya dönüşmesi ile S1 bölgesinde 

direnç mutasyonu içeren örnek hedef dizi ile hibridizasyondan ve yıkamadan 

sonra alınan guanin sinyalleri incelendi. 

 

2.5.2.2. Hedef Derişiminin Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine 

Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bir önceki çalışmada elektrot yüzeyini tam olarak kaplayan prob dizi 

derişimi saptandıktan sonra, bu derişim sabit tutularak artan derişimlerde 

sentetik hot-spot hedef ve tüm bazları hedeften farklı rasgele diziler ve PCR 

ile çoğaltılmış örnek diziler ile hibridizasyondan sonra alınan guanin 

yükseltgenme sinyalleri DPV tekniği ile belirtilen koşullarda incelenerek en 

uygun sentetik hedef ve PCR ürünü derişimi saptandı. 

 

2.5.2.2.1. Hedef Derişiminin Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada sabit 10 µg /mL S3 prob derişimine karşın artan 

derişimlerdeki sentetik hot-spot ve tüm bazları hedeften farklı rasgele hedef 

dizi ile yapılan hibridizasyonun ardından alınan guanin sinyalleri 

karşılaştırılarak en uygun sentetik hedef derişimi saptandı. 
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2.5.2.2.2. Hedef Derişiminin Mutasyon Analizine Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada, sabit prob derişimine karşın artan derişimlerdeki 

denatüre edilmiş PCR ürünü hedef dizi ile yapılan hibridizasyonun ardından 

alınan guanin sinyaleri incelendi. Mutasyonun analizi için en uygun PCR 

ürünü derişimi, tüm probların bağlandığı farklı yüzeylerde, hedef dizinin 

hibridizasyonu sonucu alınan guanin sinyalleri ile sağlandı. 

 Kullanılan örnek 531. kodonunda TCG’nin TTG’ye dönüşmesiyle S4 ve 

S5 prob dizilerinin karşılık geldiği bölgede direnç mutasyonu içermektedir. 

Önceden spektrofotometre ile yapılan tayinde amplifikasyon sonrası 

örneğin 753 µg /mL olduğu saptanmıştı. 

 

2.5.2.3.  Hibridizasyon Zamanının Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine 

Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada, hibridizasyon zamanındaki değişimin, sentetik hot-spot 

ve tüm bazları hedeften farklı rasgele diziler ile denatüre edilmiş belirli bir 

bölgesinde direnç mutasyonu içeren PCR ürünü hedef dizi ile yüzeye 

tutturulan prob dizilerin 10, 15, 30, 45, 60 ve 90 dakikalık hibridizasyonundan 

ve yıkamanın ardından alınan guanin sinyali üzerine etkisi DPV tekniği ile 

belirtilen koşullarda incelenerek en uygun hibridizasyon zamanı saptandı.  
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2.5.2.3.1. Hibridizasyon Zamanının Alınan Yanıta Etkisinin İncelenmesi: 

 

Artan hibridizasyon zamanları ile, yüzeye tutturulan S2 prob dizi ile 

sentetik hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele dizilerin 

hibridizasyonundan ve yıkamanın ardından alınan guanin sinyali üzerine 

etkisi DPV tekniği ile belirtilen koşullarda incelendi.  

 

2.5.2.3.2. Hibridizasyon Zamanının Mutasyon Analizine Etkisinin 

İncelenmesi 

 

Elektrot yüzeyine tutturulan tüm prob diziler ile denatüre edilerek tek 

iplikli hale getirilmiş bir PCR ürünü örneği değişen zamanlarda hibridizasyona 

tabi tutularak mutasyonun en iyi gözlendiği süre seçildi.  

Kullanılan PCR ürünü 531. kodonunda TCG’nin TTG’ye dönüşmesiyle 

S4 ve S5 prob dizilerinin karşılık geldiği bölgede direnç mutasyonu içermektedir. 

 

2.5.2.4. Yıkama Tamponunun Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine 

Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada prob dizilerin sentetik hot-spot dizi, tüm bazları hedeften 

farklı rasgele dizi ve belirli bir bölgesinde direnç mutasyonu içeren PCR 

ürünü hedef dizi ile hibridizasyonunun ardından; 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 üzere 6 farklı yıkama 

tamponlarının kullanımından sonra alınan guanin sinyalleri aralarındaki 

farklar incelendi ve en uygun yıkama tamponu seçildi. 
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2.5.2.4.1. Yıkama Tamponunun Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada S1 prob dizinin sentetik hot-spot dizi ve tüm bazları 

hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyonunun ardından yukarıda belirtilen 

6 farklı yıkama taponu ile yıkama işleminden sonra alınan guanin 

yükseltgenme sinyalleri incelendi. 

 

2.5.2.4.2. Yıkama Tamponunun Mutasyon Analizine Etkisinin 

İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada tüm prob dizileri PCR ürünü örneğin denatüre edilmesi 

ile elde edilen tek iplikli hedef ile hibridizasyonunun ardından; yukarıda 

belirtilen 6 farklı yıkama tamponlarının kullanımından sonra alınan guanin 

sinyalleri aralarındaki farklar incelendi ve mutasyonun en iyi gözlendiği 

yıkama tamponu seçildi.  

Bu amaçla kullanılan PCR ürünü örneği 531. kodonunda TCG’nin 

TTG’ye dönüşmesiyle S4 ve S5 prob dizilerinin karşılık geldiği bölgede direnç 

mutasyonu içermektedir. 

 

2.5.2.5. Yıkama Zamanının Hibridizasyon ve Mutasyon Analizine 

Etkisinin İncelenmesi: 

 

Bu çalışmada yüzeye bağlanan prob dizilerin sentetik hot-spot dizi, tüm 

bazları hedeften farklı rasgele dizi ve belirli bir bölgesinde direnç mutasyonu 

içeren PCR örnek ile hibridizasyonundan sonra 0, 1, 5, 10, 15, 30 ve 60 
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dakika gibi farklı zamanlarda gerçekleştirilen yıkama işleminden sonra alınan 

guanin sinyallerinin incelenmesiyle en uygun yıkama zamanı saptandı. 

 

2.5.2.5.1. Yıkama Zamanının Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesi:  

 

Yukarıda belirtilen farklı yıkama zamanlarının; kullanılan S2 prob 

dizisinin sentetik hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi ile 

hibridizasyonundan sonra alınan guanin sinyallerine etkisi incelendi. 

 

2.5.2.5.2. Yıkama Zamanının Mutasyon Analizine Etkisinin İncelenmesi:  

 

Yüzeye bağlanan tüm S prob dizilerinin PCR örneğinin denatüre 

edilerek tek iplikli hale getirilmiş S3 bölgesinde direnç mutasyonu içeren 

hedef dizi ile hibridizasyonu ve yukarıda belirtilen farklı zamanlarında 

gerçekleştirilen yıkama koşullarının uygulanmasının ardından alınan guanin 

sinyalleri incelenerek mutasyonun en iyi gözlendiği yıkama zamanı saptandı. 

Tüm parametrelerin incelenmesiyle hibridizasyon ve mutasyon analizi 

için gerekli en uygun koşullar sağlandı ve bilinmeyen örneklerin tek tek 

analizleri aşaması başlamış oldu.  

 

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

Hibridizasyon Tayini 

 

En uygun hibridizasyon koşullarının saptanmasıyla sentetik örnekler bu 

koşullar altında hibridizasyona tabi tutuldu. Buna göre; 
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10 µg / mL S1, S2, S3, S4 ve S5 kaplanmış elektrot yüzeylerine, 15 µg / 

mL hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi ile 30 dakika 

hibridizasyonun adından 15 dakika 1xSSC + %0.1 SDS içeren yıkama 

tamponu ile muamelesinin ardından diferansiyel puls voltametrisi ile guanin 

sinyalleri incelendi. 

Şekil 26’da 5 farklı prob dizi ile sentetik hot-spot dizi, hibridizasyon 

çalışmasına ait çizilmiş genel bir analiz şeması örneği vardır. 

 

 

Şekil 26:  Mycobacterium tuberculosis S prob dizilerinin sentetik hot-spot dizi 

ile hibridizasyon tayininin şematik gösterimi. 
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2.5.4. Tüm PCR Ürünlerini Kullanarak Direnç Mutasyon Analizi:  

 

PCR ile çoğaltılmış gerçek hedef dizilerin kullanılmasıyla belirlenen en 

uygun hibridizasyon koşulları sağlanarak tüm PCR ürünü örnekler ve analizin 

güvenilirliğini sağlamak amacıyla Herpes simpleks virüsüne (HSV) ait rasgele 

bir PCR ürününün de kullanılmasıyla analizler yapıldı. 

Şekil 27’de S1 bölgesinde direnç mutasyonu içeren bir PCR örneğinin 

analizine yönelik şematik bir gösterim bulunmaktadır. Burada gözlendiği 

üzere prob dizi guanin içermediğinden dolayı herhangi bir sinyal alınmaz iken 

S1 bölgesinde direnç mutasyonu içermeyen bir PCR ürünü ile 

hibridizasyonundan sonra oldukça yüksek bir guanin sinyali elde edilir. Ancak 

mutasyon içeren hedef dizi ile hibridizasyonun ardından guanin sinyalinin 

büyük oranda düşerek, prob diziden alınan sinyale yaklaştığı gözlenir. 

 

 

Şekil 27: S1 prob dizi ile kaplı elektrot yüzeyinde S1 bölgesinde direnç 

mutasyonu içeren ve bu bölgede direnç mutasyonu içermeyen iki 

PCR ürünü örneğine ait mutasyon analizinin şematik gösterimi. 
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BÖLÜM III 

BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

Tüberküloz Hastalarında Rifampin Antibiyotiğine Karşı Gelişen Direnç 

Mutasyonlarının Saptanmasına Yönelik Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Tüberküloz hastalarında ilaç kullanımı ile ilaca karşı bakterinin 

geliştirdiği direncin klinikte hızlı tanısı tedavinin seyri için büyük önem 

taşımaktadır. Tez çalışmasında tüberküloz tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan rifampin antibiyotiğine karşı bakterinin geliştirdiği direnç 

mutasyonlarının elektrokimyasal genosensör ile klinik tanıya yönelik olarak 

tayinini kapsamaktadır. Tasarlanan genosensör indikatörsüz DNA dizi 

algılama yöntemi esasına dayalı olarak kullanıldı. Direnç mutasyonlarının en 

sık gözlendiği rpoB gen bölgesine karşılık gelen 5 farklı inozin içeren prob 

dizi ile hibridizasyon ve mutasyon analizleri gerçekleştirildi. 

 

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

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Geliştirilen genosensör tasarımında ilk önce 5 tip prob dizinin sentetik 

hedef ve rasgele diziler ile hibridizasyon tayini gerçekleştirildi. 10 µg /mL 

asetat tamponunda hazırlanmış prob dizi ile hibridizasyon tamponunda 
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hazırlanmış 15 µg /mL hedef diziler kullanıldı ve Yöntem 2.5.1.’de belirtilen 

koşullarda çalışma gerçekleştrilidi. Yüzeye prob bağlanmadan önce, 

hibridzasyondan önce ve sonra olmak üzere her bir parameteye ait ayrı 

ölçümle alınarak hibidizasyonun seçimliliği tayin edildi. 

Şekli 28’de yapılan çalışmada prob bağlama amacıyla kullanılan yüzey 

kaplama çözeltisi uygulamasından sonra herhangi bir guanin sinyali 

gözlenmez iken guanin içermeyen prob dizilerin bağlamasından sonra alınan 

voltametrik ölçümde de bir sinyal olmadığı gözlendi. Elektrot yüzeyine bağlı 

prob dizierin sentetik hot-spot dizi ile hibridizasyonundan sonra ise guanin 

sinyalinde büyük oranda artış gözlenirken, tüm bazları hedeften farklı rasgele 

dizi ile hibridizasyondan sonra guanin sinyalinin tekrar büyük oranda düştüğü 

hatta prob diziden alınan sinyale oldukça yaklaşmış olduğu gözlendi. Tüm 

bazları hedeften farklı dizi ile hibridizasyonun ardından alınan sinyalin düşük 

olması, tasarlanan genosensörün dizi seçimli olduğunu kanıtlanmış oldu.  
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Şekil 28:  Diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak A)S1, B) S2, C) S3, 

D) S4, E) S5 prob tutturulmuş elektrot yüzeyinde; a) prob 

tutturulmadan önce, b) herhangi bir hedef dizi içermeyen boş 

hibridizasyon tamponu ile, c) tüm bazları hedeften farklı rasgele 

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

elde edilen guanin yükseltgenme sinyallerine ait voltamogram. 

 

Tüm parametrelerin guanin sinyalerine ait beşer ardışık ölçümleri 

tekrarlanabilir sonuçlar vermiştir.  
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3.2. Hibridizasyon ve Mutasyon Analizlerinin En Uygun Koşullarının 

Saptanmasına Ait Bulguların Değerlendirilmesi 

 

3.2.1. Prob Derişiminin Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesine Ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Bu çalışma; en uygun prob derişimini saptamak amacıyla artan 

derişimlerde S1 prob dizisi ve sabit 15 µg /mL derişiminde sentetik hot-spot 

dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi kullanılarak yöntem 

2.5.2.1.1’de belirtilen koşullarda gerçekleştirildi .  

 

 

Şekil 29:  Artan derişimde S1 prob kaplanmış elektrot yüzeyinde sabit 15 µg 

/mL derişiminde a) sentetik hot-spot dizi, b) tüm bazları hedeften 

farklı rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra diferansiyel puls 

voltametri tekniği ile alınan guanin yükseltgenme sinyaline dayalı 

histamogram. 
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Şekil 29’da; farklı derişimlerde S1 dizisi kaplı elektrotların yüzeyleri sabit 

derişimdeki sentetik hedef ve rasgele dizi ile hibridizasyona tabi tutulmuştur. 

Burada amaç yüzeyin en iyi biçimde kaplandığı ve en iyi hibridizasyon 

seçimliliğinin sağlandığı (hot-spot dizi ile yüksek, rasgele dizi ile düşük yanıt 

alınması) prob derişimini saptamaktır. Alınan sonuçlar incelendiğinde; 2µg 

/mL derişiminde prob bağlı elektorot yüzeylerinde hibridizasyondan sonra 

yüksek oranda guanin sinyali elde edilmesine rağmen hedef ile rasgele dizi 

arasında herhangi bir farklılanma gözlenmemiştir. Bunun sebebi derişimin 

düşük olmasından dolayı yüzeyin iyi kaplanmaması ve çıplak kalan elektrot 

yüzeylerine hibridizasyondan sonra her iki dizinin de spesifik olmayan 

bağlanma yapmasıdır. Bu iki dizinin birbirinden ayırımı 5µg /mL prob 

derişiminden itibaren netlik kazanmaya başlar, ancak en iyi ayırım 10 ve 20 

µg /mL derişimlerde elde edilir.  

 

3.2.2. Prob Derişiminin Mutasyon Analizine Etkisinin İncelenmesine Ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Bu çalışma, en uygun prob derişimini saptamak amacıyla 2, 5, 10 ve 20 

µg /mL olmak üzere artan derişimlerde S1, S2, S3, S4 ve S5 prob dizilerinin 

sabit derişimdeki 513. kodonunda CAA’nın CCA’ya dönüşmesiyle S1 

dizisinin karşılık geldiği bölgede direnç mutasyonu içeren denatüre edilmiş 

PCR ürünü örnek ile hibridizasyonu yöntem 2.5.2.1.2.’de belirtilen koşullarda 

gerçekleştirildi.  

Burada beklenen S1 bölgesinde bulunan direnç mutasyonunun en iyi 

gözlendiği pron derişimi tespit etmektir. Buna yönelik yapılan çalışmada 
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alınan sonuçlar incelendiğinde, bir önceki çalışmada gözlendiği gibi 2µg /mL 

derişiminde herhangi bir farklılanma gözlenmez iken, 10 ve 20 µg /mL 

derişimlerde oldukça net bir mutason ayırımı gözlenmiştir. Belli bir 

derişimden sonra akımdaki azalma, yüzey doygunluğuna erişilmesinden 

kaynaklanmaktadır. 

 

 

Şekil 30:  Artan derişimlerde tüm S prob dizileri kaplanmış elektrot 

yüzeylerinde S1 bölgesinde direnç mutasyonu gösteren denatüre 

edilmiş PCR ürünü örnek ile hibridizasyonun ardından diferansiyel 

puls voltametrisi ile alınan guanin sinyallerine ait histamogram. 

 

Yapılan her iki çalışmada da prob dizinin yüzeyi 10µg /mL derişiminde 

tamamen kapladığı gözlendiğinden 10µg /mL en uygun prob dizi derişimi 

koşulu seçilmiştir. 
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3.2.3. Hedef Derişiminin Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesine Ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

En uygun sentetik hedef dizi derişimini saptamak amacıyla yapılan 

çalışmada S3 prob dizi olarak kullanıldı. Sabit 10 µg /mL derişiminde S3 prob 

dizi ile artan derişimlerde hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele 

dizilerinin hibridizasyon tayini, yöntem 2.5.2.2.1’de belirtilen koşullarda 

gerçekleştirildi. 

 

 

Şekil 31: Sabit 10 µg /mL derişiminde S3 prob dizi kaplanmış elektrot 

yüzeyinde artan derişimlerde a) sentetik hot-spot dizi, b) tüm 

bazları hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra 

diferansiyel puls voltametri tekniği ile alınan guanin yükseltgenme 

sinyaline dayalı histamogram. 

 



 92

Yapılan çalışmada hibridizasyondan önce (0µg /mL) sıfıra yakın guanin 

sinyali alınırken hedef derişiminin artmasıyla guanin yanıtlarının da 15µg /mL 

derişime kadar arttığı gözlenmiştir, ancak bu derişimde yüzeyde 

hibridizasyona uğrayan prob ve hedef diziler arasında doygunluğa ulaşılmış 

ve guanin yanıtlarının sabitlendiği gözlenmiştir. Aynı zamanda artan hedef ve 

rasgele dizi derişimi ile birlikte genosensörün hibridizasyon seçimliliği de 

artmıştır. 15 ve 20 µg /mL hedef derişimi kullanıldığında hot-spot dizi ile 

alınan yanıtlar yüksek, rasgele hedef dizi ile alınan yanıtlar ise oldukça 

düşüktür. Buna göre 15 µg /mL en uygun hedef derişimi olduğuna karar 

verilmiştir. 

 

3.2.4. Hedef Derişiminin Mutasyon Analizine Etkisinin İncelenmesine 

Ait Bulguların Değerlendirilmesi 

 

En uygun hedef derişimini saptamak amacıyla 531. kodonunda TCG’nin 

TTG’ye dönüşümüyle oluşan, S4 ve S5 prob dizi bölgelerinde direnç 

mutasyonu içeren PCR ürünü örnek kullanılarak yöntem 2.5.2.2.2.’de 

belirtilen koşularda çalışma gerçekleştirildi. 
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Şekil 32:  Sabit 10 µg /mL derişiminde tüm S1, S2, S3, S4 ve S5 probları 

kaplanmış elektrot yüzeylerinde artan derişimlerde S4 ve S5 

bölgelerinde direnç mutasyonu içeren PCR ürünü örnek ile 

hibridizasyonu sonucu diferansiyel puls voltametresi ile alınan 

guanin sinyallerine ait histamogram. 

 

Şekil 32’de alınan guanin sinyalleri değerlendirildiğinde; bir önceki 

çalışmaya paralel olarak hedef derişiminin artması alınan guanin sinyallerinin 

de artmasına yol açmış ancak mutasyon ayırımı yani S1, S2 ve S3 ile 

hibridizasyonun ardından yüksek, S4 ve S5 ile hibridizasyonun ardından 

düşük yanıt alımı 10µg /mL’dan itibaren başladığı 20 ve 40 µg /mL’da 

mümkün olduğu gözlenmiştir. 

 Mümkün olan en düşük derişimde çalışmak adına 20µg /mL en uygun 

PCR ürünü hedef dizi derişimi olarak seçildi. 
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3.2.5. Hibridizasyon Zamanının Alınan Yanıta Etkisinin İncelenmesine 

Ait Bulguların Değerledirilmesi 

 

En uygun hibridizasyon zamanını saptamak amacıyla yapılan çalışmada 

S2 prob dizi olarak kullanıldı. 10 µg /mL derişiminde S2 prob ile kaplı elektrot 

15 µg /mL derişimindeki hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele 

diziler ile farklı zamanlardaki hibridizasyonun alınan yanıta etkisi yöntem 

2.5.2.3.1’de belirtilen koşullarda gerçekleştirildi. 

Şekil 33’de yer alan Hibridizasyon zamanı – akım grafiğinde gözlendiği 

üzere, 30 dakikalık hibridizasyondan sonra düşük rasgele hedef yanıtı ve 

yüksek hot-spot dizi yanıtı gözlendi ve 30 dakika en uygun hibridizasyon 

koşulu seçildi. 

 

 

Şekil 33:  S2 prob dizi kaplı elektrot yüzeyinde a) hot-spot dizi, b) tüm bazları 

hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyonun ardından diferansiyel 

puls voltametrisi ile alınan guanin sinyallerine ait histamogram. 
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3.2.6. Hibridizasyon Zamanının Mutasyon Analizine Etkisinin 

İncelenmesine Ait Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Çalışmada 531. kodonunda TCG’nin TTG’ye dönüşümüyle oluşan ve 

S4 ve S5 prob dizi bölgesinde direnç mutasyonu içeren PCR ürünü örnek 

kullanılarak yöntem 2.5.2.3.2.’de belirtilen koşullarda çalışma gerçekleştirildi. 

Şekil 34’de gözlendiği üzere S1, S2 ve S3 ile hibridizasyonun ardından 

yüksek, S4 ve S5 ile hibridizasyonun ardından en düşük alınan yanıtlar 30 

dakikalık bir hibridizasyonun zamanı ile elde edildi. Daha düşük zamanlarda 

gerçekleşen hibridizasyonlarda hem elde edilen guanin sinyalleri düşük 

çıkmış hem de mutasyon analizi gerçekleşememiştir. Ancak 30 dakikanın 

üzerinde bir hibridizasyon yapıldığında ise artan zamanla birlikte guanin 

sinyalinin de arttığı ancak mutasyon ayırımının düştüğü gözlenmiştir. Bunun 

sebebi artan zamanın PCR ürününün kendi üstünde katlanmaya yol açması 

olabilir.  

Böylece 30 dakika en uygun hibridizasyon zamanı olarak seçildi. 
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Şekil 34: Tüm S probları kaplı elektrot yüzeylerinde, denatüre edilmiş ve S4 

ve S5 bölgelerinde direnç mutasyonu içeren PCR ürünü örnek ile 

hibridizasyondan sonra diferansiyel puls voltametresi ile alınan 

guanin yükseltgenme sinyallerine ait histamogram. 

 

3.2.7. Yıkama Tamponunun Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesine Ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

En uygun yıkama tamponunu bulmak amacıyla yapılan çalışmada S1 

prob dizi olarak kullanıldı. Prob dizi ile kaplı elektrot hot-spot dizi ve tüm 

bazları hedeften farklı rasgele diziler ile hibridizasyonun ardından yöntem 

2.5.2.4.1’de belirtilen koşullarda gerçekleştiridi. 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 üzere 6 farklı yıkama 

tamponu ile yıkamanın ardından alınan guanin sinyalleri değerlendirildi.  
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Şekil 35: S1 kaplı elektrot yüzeyinde; a) hot-spot dizi ile b) tüm bazları 

hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra farklı yıkama 

tamponları kullanılarak diferansiyel puls voltametrisi ile alınan 

guanin sinyallerine ait histamogram. 

 

Şekil 35’de farklı iyonik denge içeriklerine sahip 6 farklı yıkama 

tamponunun hibridizasyona ve dizi seçimliliğine etkisini gösteren bir Yıkama 

tamponu – Akım grafiği bulunmaktatdır. Buradan elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde A) 1xSSC + %0.1 SDS, ve C) 2xSSC + %0.1 SDS daha 

yüksek ve tekrarlanabilir hedef dizi sinyali aynı zamanda düşük rasgele dizi 

sinyali gözlenmiştir. Ancak E) 3xSSC + %0.1 SDS, ve %0.5 SDS içeriğine 

sahip diğer 3 tamponda (B, D ve F) hem hibridizasyona ait sinyallerin 

düştüğü hem de dizi seçimliliğinin düştüğü gözlenmiştir. Bunun nedeni 

ortamda deterjan oranının artmasıyla (%0.5 SDS) yüzeydeki oluşan çift 
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sarmal molekülün uzaklaşarak düşük yanıt vermesi ve NaCl derişiminin 

artmasının da (3xSSC = 0.9mM NaCl) hibridizayonu deforme etmesi olabilir. 

Sonuçta en düşük rasgele dizi ve yüksek hedef dizi yanıtları A) 1xSSC 

+ % 0.1 SDS içeren tampondan elde edilmiştir. Bundan sonraki çalışmalar 

için bu yıkama tamponu en uygun yıkama koşulu seçildi. 

 

3.2.8. Yıkama Tamponunun Mutasyon Analizine Etkisinin 

İncelenmesine Ait Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Yıkama tamponunun mutasyon tayinine etkisinin incelenmesi ve bu en 

uygun iyonik dengeyi sağlayan yıkama tamponunun seçilmesi amacıyla 

yapılan çalışmada, örnek olarak 531. kodonunda TCG’nin TGG’ye 

dönüşümüyle oluşan ve S4 ve S5 prob dizi bölgesinde direnç mutasyonu 

içeren PCR ürünü örnek kullanılarak yöntem 2.5.2.4.2.’de belirtilen koşullarda 

çalışma gerçekleştirildi. 

Şekli 36; bir Yıkama tamponu – Akım grafiğidir. Bu çalışmada farklı 

iyonik dengeler içeren 6 farklı yıkama 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 bölgelerinin 

kesişim noktasında direnç mutasyonu içeren bir PCR ürünü ile 

hibridizasyonundan sonra yüzeydeki ayırıma etkisi incelendi. Direnç 

mutasyonu S4 ve S5 prob bölgelerinde bulunduğu için bu problar ile yapılan 

hibridizasyona ait sonucun en düşük, ancak herhangi bir mutasyon 

içermeyen S1, S2, ve S3 prob bölgelerine ait hibridizasyon sonucunun 
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yüksek olması beklendi. Bu beklentiler doğrultusunda A) 1xSSC + %0.1 SDS 

tampon çözeltisi seçildi. 

 

 

Şekil 36: Tüm S probları kaplı elektrot yüzeyinde denatüre edilmiş S4 ve S5 

bölgelerinde direnç mutasyonu içeren örnek ile hibridizasyonun 

ardından, farklı 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 içeren 6 

farklı yıkama tamponu ile muamelesinden sonra diferansiyel pus 

voltametesi ile alınan guanin sinyallerine ait histamogram. 

 

3.2.9. Yıkama Zamanının Hibridizasyona Etkisinin İncelenmesine Ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Yıkama zamanının hibridizasyondan alınan yanıta etkisi ve en uygun 

yıkama zamanını tayin etmek amacıyla yapılan çalışmada S2 prob dizi olarak 
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kullanıldı. Yöntem 2.5.2.5.1’de belirtilen koşullarda; S2 prob kaplı elektrot 

yüzeyinde hot-spot dizi ile hibridizasyonun ardından 0, 1, 5, 10, 15, 30, 60 

dakikalık farklı zamanlarda yapılan yıkama işlemlerinden sonra alınan guanin 

sinyalleri değerlendirildi. 

 

 

Şekil 37:  S2 kaplı elektrot yüzeyinde; a) hot-spot dizi, b) tüm bazları 

hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyonun ve farklı zamanlarda 

yapılan yıkama işlemlerinden sonra alınan guanin sinyallerine ait 

histamogram. 

 

Şekil 37, S2 prob dizi ile kaplı elektrotların yüzeyinde hedef ve rasgele 

dizi ile hibridizasyonun ardından farklı zamanlarda yıkama tamponu ile 

muamelesi sonucu elde edilmiş bir Yıkama zamanı – akım grafiğidir. Buna 

göre herhangi bir yıkama yapmadan hedef ve rasgele dizilere ait yanıtlar 

arasında fazla bir fark gözlenmemiş ancak yüksek guanin yanıtları elde 
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edilmiştir. Yıkama zamanının artmasıyla elde edilen guanin sinyalleri de 

düşmüş bunun yanı sıra genosensörün seçimliliği artmaya başlamıştır. 

Seçimlilikteki bu artış 30 dakikalık yıkamaya kadar devam etmiş ancak 

bundan itibaren tekrar düşmüştür. 30 ve 60 dakikalık yıkama sürelerinde hem 

hedef dizi ile elde edilen guanin sinyali büyük oranda düşmüş hem de 

rasgele dizi ile alınan yanıtta meydana gelen bir artış ile genosensörün 

seçimliliği de azalmaya başlamıştır. Hedef dizi ile meydana gelen düşme 

yıkama tamponunun deterjan içeriğinin uzun süre yıkamanın ardından 

yüzeydeki çift sarmal yapıyı uzaklaştırmasından kaynaklanabilir.  

Tüm bunların sonucunda 10 ve 15 dakikalık yıkama zamanlarından 

sonra hedef dizi ile alınan yanıtlar oldukça yüksek, rasgele dizi ile alınan 

yanıtlar ise oldukça düşüktür. En uygun yıkama zamanının seçimi aynı 

çalışmanın mutasyon analizine etkisinden sonra seçilecektir. 

 

3.2.10. Yıkama Zamanının Mutasyon Analizine Etkisinin İncelenmesine 

Ait Bulguların Değerlendirilmesi 

 

İyi bir mutasyon analizinde en uygun yıkama zamanını belirlemek 

amaçlı yapılan çalışmada tüm S probları ile kaplı elektrot yüzeyinde denatüre 

edilerek tek iplikli hale getirilmiş ve 522. kodonunda TCG’nin TGG’ye 

dönüşmesiyle S3 prob dizisinin karşılık geldiği bölgede direnç mutasyonu 

içeren örneğin hibridizasyonun ardından 0, 1, 5, 10, 15, 30 ve 60 dakikalık 

yıkamaların sonucuna alınan guanin siyalleri değerlendirildi. 

Şekil 38, bir Yıkama zamanı – akım grafiğidir. Buradan alınan 

sonuçlara göre; herhangi bir yıkama yapılmadan alınan hibridizasyon 
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yanıtları oldukça yüksek olmasına rağmen mutasyon ayırımı gözlenmemiştir. 

Artan yıkama zamanı ile birlikte mutasyon içeren bölgede farklılanma 

başlamış ve bu farklılanma 30 dakikalık süreye kadar artarak devam etmiştir. 

Aynı zamanda guanin sinyallerinden alınan yanıtlarda düşmeye başlamıştır. 

Ancak 30 dakika ve üzeri yıkama zamanlarından sonra alınan yanıtlarda 

mutasyon ayırımı mümkün olmamaktadır. Bu durum uzun süreli yıkama 

sırasında tamponun iyonik ve deterjan içeriğinden dolayı elektrot yüzeyinin 

bozulmasından kaynaklanmış olabilir. 

 

 

Şekil 38: Tüm S prob dizileri kaplı farklı elektrot yüzeylerinde S3 bölgesinde 

direnç mutasynu içeren denatüre edilmiş PCR ürünü örnek ile 

hibridizasyonundan sonra, 0,1,5,10,15, 30 ve 60 dakikalık yıkama 

zamanlarının uygulamasının ardından diferansiyel puls Voltametri 

tekniği ile alınan guanin sinyallerine ait voltamogram. 

 

Sonuçta en uygun yıkama zamanını seçmek için yapılan 

değerlendirmede, kullanılan örneğin S3 bölgesinde direnç mutasyonuna 
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sahip olması ile S1, S2, S4 ve S5 bölgelerinden alınan yanıtın yüksek, S3 ile 

alınan yanıtın ise düşük olduğu aralık değerlendirildi ve bu koşulu en iyi 

şekilde sağlayan 15 dakikalık yıkama zamanı en uygun olarak seçildi. 

 

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

Hibridizasyon Tayinine Ait Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Bu çalışmada önceden saptanan en uygun hibridizasyon koşulları 

kullanılarak S1, S2, S3, S4 ve S5 prob dizilerin bağlandığı kaplı elektrot 

yüzeylerinde sentetik hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele 

dizilerin yöntem 2.5.3.’de belirtilen koşullarda tayini gerçekleştirildi. 

Şekil 39; 10 µg /mL derişiminde tüm S prob dizilerinin, 15 µg /mL 

derişiminde hot-spot dizi ve tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi ile 30 

dakikalık hibridizasyonu ve 15 dakika yıkama tamponu (1xSSC + %0.1 SDS) 

ile muamelesinden sonra diferansiyel puls voltametrisi ile alınan guanin 

sinyallerine ait histamogramı gösterir. En uygun hibridizasyon koşullarının 

sağlanması ile hot-spot dizisi kullanılarak alınan yanıtlar yüksektir, buna 

karşılık tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi ile alınan yanıtlarda büyük 

oranda bir düşme bulunmaktadır. 
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Şekil 39:  Diferansiyel puls voltametrisi ile S1, S2, S3, S4 ve S5 prob 

kaplanmış elektrot yüzeylerinde a) hot-spot dizi ile,b) tüm bazları 

hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra alınan 

guanin yükseltgenme sinyallerine ait histamogram. 

 

3.4. Tüm PCR Ürünlerini Kullanarak Direnç Mutasyon Analizine ait 

Bulguların Değerlendirilmesi 

 

Şekil 40; yöntem 2.5.4.’de belirtilen koşullarda; tüm S problarının farklı 

elektrot yüzeylerine bağlanmasının ardından, hibridizasyondan önce ve biri tüm 

bazları hedeften farklı olan Herpes simpleks virüsüne ait olmak üzere 4 farklı 

PCR ürünü ile hibridizasyondan sonra alınan guanin sinyallerinin üç boyutlu bir 

histamogramı şematik olarak gösterimidir. Buna göre hibridizasyondan önce 

yüzeyde yalnızca prob diziler kaplı durumda iken, çok düşük oranda hatta sıfıra 

yakın sinyal gözlendi, ayrıca tüm bazları hedeften farklı olan ve Herpes simpleks 

virüsüne ait PCR ürünü ile hibridizasyonundan sonra alınan yanıtta da anlamlı 

bir değişim gözlenmedi, bu da hibridizasyonun seçimliliğini kanıtladı. Birbirinden 

farklı 3 örneğin her bir prob dizi ile verdikleri yanıtlar değerlendirildiğinde; 1. 
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örneğin hem S1 hem de S2 prob dizileri ile düşük, S3, S4 ve S5 prob dizileri ile 

yüksek, 2. örneğin yalnızca S3 prob dizi ile düşük diğer prob dizileri ile, 3. 

örneğin hem S4 hem de S5 probları ile düşük S1, S2 ve S3 probları ile yüksek 

yanıt verdiği gözlendi. Buna göre yapılan değerlendirmede 1. örneğin S1 ve S2, 

2. örneğin S3, 3. örneğin S4 ve S5 prob dizilerle at bölgelerinde direnç 

mutasyonu olduğu sonucu bulundu. 

 

 

Şekil 40: Elektrot yüzeyine tüm S prob dizilerinin bağlanmasının ardından 

hibridizasyondan önce, (prob), tüm bazları hedeften farklı PCR 

ürünü ile (rasgele dizi), aynı anda S1 ve S2 bölgelerinde (1. 
Örnek), yalnızca S3 bölgesinde (2. Örnek) ve aynı anda S4 ve S5 

bölgelerinde (3. Örnek) direnç mutasyonu içeren örnekler ile 

hibridizasyonundan sonra diferansiyel puls voltametresi ile alınan 

guanin sinyallerine ait histamogram. 
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Şekil 41: Mycobacterium tuberculosis bakterisinin RIF’e karşı gösterdiği 

direnç mutasyonlarının saptanması amacıyla dizayn edilen bir 

elektrokimyasal genosensör. 

 

Şekil 41; tasarlanan genosensörün genel olarak çalışma ilkesinin 

şematik gösterimidir. Buna göre yalnızca S1 bölgesinde (Örnek A), yalnızca 

S2 bölgesinde (Örnek B), aynı anda S4 ve S5 bölgelerinde (Örnek C) direnç 

mutasyonu içeren 3 farklı örneğin tüm prob diziler ile hibridizasyonundan 
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sonra alınan yanıtlar incelendiğinde; Örnek A ile S1 probu kaplı elektrot 

yüzeyinde düşük, diğer probların kaplı olduğu elektrot yüzeylerinde yüksek, 

Örnek B ile S2 probu kaplı elektrot yüzeyinde düşük diğer probların kaplı 

olduğu elektrot yüzeylerinde yüksek, Örnek C ile S4 ve S5 probların kaplı 

olduğu elektrot yüzeylerinde düşük S1, S2 ve S3 probların kaplı olduğu 

elektrot yüzeylerinde tam hibridizasyon göstererek yüksek yanıt alındığı 

gözlendi. Böylece A’nın yalnızca S1 bölgesinde, B’nin yalnızca S2 

bölgesinde C’nin ise hem S4 hem S5 bölgesinde direnç mutasyonu içerdiği 

saptandı. 

En uygun mutasyon analizi şartlarına göre tüm örneklerin tayini yöntem 

2.5.4.’de belirtilen koşullarda gerçekleştirildi. Şekil 42; tüm örneklere ait 

sonuçları değerlendiren histamogramdır.  

Elektrokimyasal genosensör ile analizi yapılan örnekler, Ege 

Üniversitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim dalı tarafından 

yapılan Dizi analizi ve insitu hibridizasyon teknikleri ile karşılaştırıldı. Bunların 

sonucunda; 2 adet yalnızca S1 bölgesinde, 1 adet S1 ve S2 bölgesinde aynı 

anda, 1 adet yalnızca S2 bölgesinde, 1 adet yalnızca S3 bölgesinde, 7 adet 

yalnızca S4 bölgesinde, 8 adet S4 ve S5 bölgelerinde aynı anda ve 1 adet 

S1, S4 ve S5 bölgelerinde aynı anda direnç mutasyonu içeren örnekler 

saptandı. 
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Şekil 42:  21 adet Mycobacterium tuberculosis PCR ürünü örneğin eletrot 

yüzeyine tutturulan; a) S1 prob,b) S2 prob,c) S3 prob, d) S4 prob, 

e) S5 prob dizileri ile hibridizasyonu sonucu diferansiyel puls 

voltametresi ile alınan guanin sinyallerine ait histamogram. 

 

Tüm örneklerin çalışılmasının ardından tasarlanan genosensörün kliniğe 

uygulanabilirliği ve ileride bir mikroçip tasarımının temelini oluşturabileceği 

gözlendi. Şekil 43, Mycobacterium tuberculosis bakterisinin rifampine karşı 

oluşturduğu direnç mutasyonlarının EVET / HAYIR sistemine dayalı 

analizinin mikroçip sistemine yönelik şematik gösterimidir.  
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Şekil 43: Elektrokimyasal genosensör teknolojisi ile Mycobacterium 

tuberculosis bakterisinin RIF’e karşı gösterdiği direnç 

mutasyonlarının analizi için EVET / HAYIR sistemine dayalı 

mikroarray tasarımı. 

 

Buna göre düşünülen mikroçipte, S prob dizileri ile kaplı elektrot 

yüzeyleri denatüre edilerek tek iplikli hale getirilmiş bir PCR ürünü ile 



 110

hibridizasyonun ardından, direnç mutasyonu içeren bölgede yeterli sinyal 

alınmayacaktır. Kırmızı renkle işaretli kısımlar bu durumu gösterir. Direnç 

mutasyonu içermeyen bir örnek kullanıldığında ise; tam bir hibridizasyon 

gözleneceği içen yüksek sinyal alınacaktır. Yeşil renkle işaretli elektrotlar da 

mutasyonun gözlenmediği bu bölgeleri temsil eder. 
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BÖLÜM IV 

SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Tez çalışması kapsamında indikatörsüz DNA dizi algılama yöntemi 

kullanılarak tuberküloz tedavisinde kullanılan rifampin antibiyotiğine karşı 

Mycobacterium tuberculosis bakterisinin geliştirdiği direnç mutasyonlarının 

tayinine yönelik elektrokimyasal bir genosensör geliştirildi. Tasarlanan 

genosensörde çalışma elektrodu olarak tek kullanımlık kalem grafit elektrot 

kullanıldı. 

Bu amaçla tasarlanan genosensörde; direnç mutasyonlarının en sık 

gözlendiği, bakterinin rpoB geninin 507-533. kodonlarını içeren 81 baz 

uzunluğundaki gen bölgesinin farklı kısımlarından seçilen inozin modifiye 

edilmiş 5 prob dizi, elektrot yüzeyine kovalent bağlarla bağlanarak hedef dizi 

ile hibridizasyondan sonra Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) tekniği ile 

guanin sinyalleri esas alınarak analiz gerçekleştirildi. 

Gerçek hasta örnekleriyle çalışmalara geçmeden önce en uygun 

hibridizasyon ve mutasyon analizi sağlanması için sentetik dizilerle tayin 

gerçekleştirildi. Optimum hibridizasyon ve mutasyon analizi koşulları 

sağlandıktan sonra hasta örneklerinden hazırlanan PCR ürünü örnekler ile 

tayin gerçekleştirildi. Prob ve hedef derişimi, yıkama tamponunun iyonik 

dengesi, hibridizasyon ve yıkama zamanı gibi parametreler; en uygun 

hibridizasyon koşullarını sağlamak amacıyla senetik hedef ve rasgele dizileri 
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kullanarak, en uygun mutasyon analizi koşullarını saptamak amacıyla ise 

belirli bölgesinde direnç mutasyonu içeren Mycobacterium tuberculosis PCR 

ürünleri kullanılarak incelendi. 

Tüm koşulların sağlanmasının ardından gerçek örneklerin tek tek 

analizleri gerçekleştirildi. Buna göre elektrot yüzeyine bağlanan prob dizilerin 

inozin içeriği nedeniyle hibridizasyondan önce herhangi bir guanin sinyali 

gözlenmez iken, sentetik hedef dizi ile ve o bölgede direnç mutasyonu 

içermeyen bir PCR ürünü ile hibridizasyondan sonra guanin sinyalinde büyük 

bir artış gözlendi. Buna karşılık kullanılan prob dizi bölgesinde direnç 

mutasyonu içeren PCR ürünü ile ve sentetik yada PCR ile üretilmiş tüm 

bazları hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyondan sonra guanin 

sinyalinin büyük oranda düşerek prob sinyaline yaklaştığı gözlendi. 

Herhangi bir indikatör kullanmadan, guanin sinyaline dayalı dizi tayini, 

harici indikatör gereksinimini ortadan kaldırarak çalışma süresini kısaltmıştır. 

Böylece etidyum bromür gibi karsinojenik maddeler ile uzun süren jel 

üzerinde yürütme basamağı ve UV lamba ile görüntüleme çalışmaları elimine 

edildi. Çalışmalarımızın amacı, DNA analiz basamaklarını kolaylaştırarak 

hızlandıracak bir tekniği hastalardan alınan PCR örneklerine uygulamaktı ve 

bunu indikatörsüz olarak EVET / HAYIR sistemi ile gerçekleştirildi. 

Çalışmanın sonucunda, indikatörsüz dizi algılama yöntemine dayalı, 

Mycobacterium tuberculosis bakterisinin rifampin antibiyotiği kullanımına 

karşı geliştirmiş olduğu direnç mutasyonlarının saptanmasına yönelik, aynı 

zamanda klinik tanıya da uyarlanabilen bir genosensör geliştirildi. Geliştirilen 

nu genosensörün, günümüzde rutinde kullanılan pahallı ve kanserojen ajan 
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kullanılan yöntemlere alternatif olarak daha kolay ve ucuz bir yöntem olan ve 

DNA mikroarray teknolojisinin alt yapısına sahip olduğu gözlendi. 

Bundan sonraki çalışmalarımda diğer önemli hastalıkların tanısına 

yönelik yeni genosensörlerin tasarımını ve mikroçip teknolojisi ile 

fabrikasyona elverişli ileri teknikler kullanım çalışmalarına devam etmeyi 

planlıyorum. 
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ÖZET 

 

KLİNİK TANIYA YÖNELİK DNA HİBRİDİZASYONUNA DAYALI 

ELEKTROKİMYASAL GENOSENSÖR TASARIMI 

 

Bu çalışmada, indikatörsüz DNA dizi algılama yöntemi dayalı bir 

elektrokimyasal genosensör tasarımı yapıldı. Yapılan genosensörün klinik 

olarak uygulanabileceği gerçek hasta örnekleri kullanılarak gösterildi. 

Çalışmada indikatörsüz DNA dizi algılama yöntemine dayalı 

Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tedavi sırasında rifampin (RIF) 

antibiyotiğine karşı geliştiridiği direnç mutasyonlarının tayinine yönelik 

elektrokimyasal bir genosensör tasarımı gerçekleştirildi. Kullanılan prob 

diziler, bakterinin RIF’e karşı en sık direnç gösterdiği rpoB geninin 507-533. 

kodonlarını içeren 81 baz uzunluğundaki “hot-spot” (sıcak bölge)’sine karşılık 

gelen 5 farklı bölgeden seçildi. Bu prob diziler guanin yerine analoğu olan 

inozin ile modifiye olarak sentezlendi. 

 Çalışamada tek kullanımlık grafit elektrotlar kullanıldı. 5’ ucunda amino-

hekzil işaretli prob diziler elektrot yüzeyine kovalent olarak bağlandı. Prob dizi 

ile kaplı elektrotlar, 81 baz uzunluğundaki sentetik hot –spot hedef dizi ve 

tüm bazları hedeften farklı rasgele dizi ile hibridizasyona tabi tutularak alınan 

guanin yükseltgenme sinyalleri değerlendirildi. Bu iki diziden alınan yanıtlar 
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arasındaki farklılıklar, tasarlanan genosensörün seçimliliğini gösterdi. 

Genosensörün seçiciliğinin tayinine yönelik olarak, en uygun hibridizasyon 

koşulları (prob ve hedef derişimi, hibridizasyon, yıkama zamanları, vs..) 

çalışmaları yapıldı. 

Genosensör seçimliliğinin saptanmasının ardından, gerçek örnekler ile 

çalışmalara başlandı. Bunun için ilk etapta mutasyon ayırımının en iyi 

gözlendiği koşulların tayini yapıldı. Burada tüm probların kaplı olduğu elektrot 

yüzeylerinde belirli bir prob dizi bölgesinde direnç mutasyonu içen bir PCR 

ürünü değişen koşullarda hibridizasyona uğratıldı. Alınan yanıtlara göre, 

mutasyonun bulunduğu prob dizi bölgesinden en düşük diğer bölgelerden en 

yüksek sinyalin gözlendiği koşullar tayin edildi. Bunların sonucunda tüm PCR 

ürünü örnekleri kullanılarak mutasyon analizleri gerçekleştirildi. 

Böylece Mycobacterium tuberculosis’in rifampin antibiyotiğine karşı 

geliştirdiği direnç mutasyonlarının bir EVET / HAYIR sisemine dayalı 

tasarlanan elektrokimyasal genosensör ile tayini yapılarak, günümüzde bu 

amaçla kullanılan rutin yöntemlere alternatif bir yöntem olduğu ve klinik 

tanıya uygulanabilirliği, ayrıca sahip olduğu tek kullanımlık elektrot sistemi ile 

bir mikrçip tasarmının temeli olduğu kanıtlandı. 
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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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