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GIRIS

Molekiiler tan1 yontemleri (gene dayali tam1 ydntemleri), "Insan Genom
Projesi" gercevesinde elde edilen insan genetik yapisina iligkin yeni bilgiler ve bu
bilgilerin saglayacagi ileri diizeyde arastirmalarin etkisiyle birlikte son 15 yil
icerisinde ¢ok hizli bir ilerleme ve gelisme gostermistir.

DNA’nin belli bir bolgesini milyonlarca kez kopyalayarak ¢ogaltan polimeraz
zincir reaksiyonu, otomatik DNA dizi sentez teknikleri ve basta elektronik bilgisayar
ve bilisim olmak tizere diger alanlardaki ileri diizeyde gelismeler gen miihendisligi
calismalarina yon vermeye devam etmektedir. Bakterilere gen aktarimiyla baglayan
ve giiniimiizde agagtan insana kadar her organizma iizerinde genetik tani analizine
imkan veren birgok molekiiller tani teknigi bilim diinyasina kazandirilmis
durumdadir. Gen teknolojisindeki bu hizli ilerlemeler, tibbi ve biyoteknolojik
uygulamalarinin yani sira biiyiik uluslararasi projelere de konu olmaktadir.

Bulasici  ve kalitsal hastaliklarin, DNA  hibridizasyonunun  veya
mutasyonlarinin molekiiler diizeyde analizinden [9, 87, 263, 266, 268, 295, 364,
374], besinlerde bakteri tayinlerine [70, 174, 339], yeni sentezlenen ilag
molekiillerinin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasindan [18, 238, 261, 268, 277,
278, 279, 341, 364, 377], DNA’da hasar olusturan maddelerin tespitine [72, 178,
268, 273, 364], adli tipta suglularin bulunmasina yonelik analizlerden gevresel
analizlere [89, 213, 220] kadar pek ¢ok alanda biyosensdrlerin ve niikleik asit

biyosensorlerinin kullanimi, giiniimiizlin bilim diinyasinda 6nemi son derece artmis



konular arasinda yer almaktadir. Saglik ve ekolojik alanlardaki sorunlarin ekonomik
ve etik degerlere uygun sekilde arastirilmasi icin bir analitik kimyaci, basta insan
saglig1 olmak {izere, ¢evre ortaminin ve tiiketilen gidalarin analizleri i¢in yeni tayin
yontemleri  gelistirerek, klasik analiz yOntemlerine alternatifler getirmek
durumundadir.

Yiizyilin biiyiik teknolojik ilerlemesi olan insan genom projesinin taslaginin
tamamlandigimin bildirilmesiyle birlikte, 30.000 dolayinda genin dizilimi belirlenmis
ve genom lizerinde ortalama her 2000-2500 niikleotitte bir, bireyler arasinda
degisiklige neden olan tek nokta mutasyonu (SNP, single nucleotide polymorphism)
bulundugu [161] ortaya konmustur. Ayrica insan genomunun tiim genlerinin
haritalanmasinin ve diger tiim varyasyonlarin baz diziliminin yakin gelecekte
belirlenmesinin miimkiin oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu projeye paralel olarak, kisiden
kisiye degisen ve yaklasik her bin bazda bir meydana gelen [326, 420] genetik yap1
ve farkliliklarin % 90’ mi1 olusturan tek niikleotit polimorfizm (SNPs)’ lerinin de
haritalanmasina c¢alisilmaktadir [126, 306].

Insan genom projesi, giiniimiizde tibbi ve medikal alanda pek ¢ok &nemli
arastirmanin ¢ikis noktasi olmustur. Artik bir¢ok hastalik "genetik hastalik" olarak
tanimlanmakta ve bu hastaliklarin tanisina (tayinine) yonelik "genetik testler”
gelistirilmektedir.

Hasta basi molekiiler genetik analizler i¢in otomatik, kiigiiltiilebilir, ekonomik,
kolay uygulanabilen ve taginabilir test cihazlarina olacak ihtiya¢ nedeniyle pek ¢ok
molekiiler tani laboratuvari, DNA analizleri(6zellikle DNA hibridizasyon analizi)
icin, spesifik, hizl1 ve giivenilir tayine yonelik ¢aligmalar yapmaktadir. Bilim diinyasi
yiiksek kalitede, gittik¢e kiigiilen, nanometre boyutlardaki ileri teknoloji {irtinleri ile

molekiiler diizeyde DNA analizi yapma noktasina ulasmistir [10, 45, 84, 87, 199,



201, 206, 263, 281, 285, 361, 369, 414]. Tim bu analitik tayin yontemleri, gen

teknolojisindeki ve nano-teknolojideki ilerlemelere paralel olarak gelistirilmektedir.

Giiniimiizde kullanilan DNA analiz teknolojileri

Gen dizilerinin molekiiler tayini; patojen mikroorganizmalarin, genetik
hastaliklarin ve mutasyonlarin son derece duyarli, yiiksek derecede se¢imli ve nicel
analizine olanak tanimaktadir. Giiniimiizde halen kullanilmakta olan geleneksel
metodlarla yapilan tayinler genellikle genlerin direkt olarak sekans analizi (baz dizisi
analizi) veya DNA hibridizasyonunun tespiti esasina dayalidir. Gen iizerindeki
niikleotid baz diziliminin dogrudan analizinin zor ve pahali olusu DNA
hibridizasyonuna dayali analizleri 6n plana ¢ikarmistir. Bu yontemlerden bazilari
analizde c¢esitli radyoaktif boyalarin kullanimini gerektirmektedir. Hassas tayine
imkan veren radyoaktif igsaretleme isleminin, ¢cok kisa omiirlii olusu, arastirmacinin
radyasyona maruz kalmasi, yiiksek maliyet, depolama ve kullanim gii¢liigii gibi
onemli sakincalart da bulunmaktadir. Enzimatik ve Iuminesans (1s1k sacan)
materyalle isaretlemeye dayali radyoaktif 6zellik tagimayan klasik tayin metodlarinin
ise enzim icerikleri nedeniyle uygulamalarda yiiksek kararlilik gdsterememesi ve
diisiik hassasiyete sahip olmalar1 gibi negatif 6zellikleri bulunmaktadir [212].

DNA analizleri i¢in glinlimiizde elektroforetik ayirim yoOntemleri ve
immiinokimyasal yontemler de kullanilmaktadir [315]. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’na dayali bu yontemler, hasta baginda gerceklestirilecek hizli ve kesin yanitlar
alinmas1 gereken rutin analizler i¢in uygun degildir. Jel elektroforezi isleminde
oldukca zararli olan etidyum bromiir maddesinin kullanimi ve analizde egitimli

personele olan ihtiyag ise yontemin diger sakincalaridir.



Dideoksi niikleotitler kullanilarak PCR ile c¢ogaltilan DNA pargasinin
sekanslanmas1 da son yillarda ilgi gosterilen bir tekniktir [314]. Fakat sekansin
bulunmasi (okunmasi) islemi hem zaman alici, hem de ¢ok pahali bir islemdir.

Southern blot teknigi de giiniimiizde halen birgcok arastirma laboratuvarinda
siklikla kullanilan DNA hibridizasyonuna dayali bir analiz yontemidir. Yontemde
radyoaktif madde ile isaretli problar kullanilmaktadir. Radyoaktivite nedeniyle
DNA’da hasar olusumu, radyoaktif maddeyi kullanabilecek uzman gereksinimi ve
uzun siiren tayinin her asamasinda farkli malzeme ve cihaza olan ihtiya¢ nedeniyle
teknigin bazi sakincalar1 bulunmaktadir.

Mikrogip teknolojisinin kullanildigr cihazlar giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. GeneChip® ve Affymetrix [65] firmalarinin trettigi kiigiiltiilmiis
biyosensorler binlerce genin tek bir cipte analizine olanak vermektedir. Kovalent
ajan ve pahali materyal kullanimin gerektiren GeneChip® firmasinin mikrogiplerinde
DNA izolasyonu, ¢cogaltimi, isaretlenmesi ve optik yolla analiz teknigi esas alinmistir
[1]. Bu analizler ayrica tarayict sistemleri igermesinden dolayir oldukg¢a pahalidir
[315].

Bilinen bu yoOntemlere alternatif olmak iizere elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinin tasarimi giindeme gelmistir.

Biyolojik madde algilayici cihazlar “Biyosensdrler” son on yilda molekiiler
tan1 alanindaki bu gereksinim nedeniyle gelistirilen cihazlardir ve biyosensor tasarim
teknolojisi, kesin sinirlart ¢izilemeyen multidisipliner bir c¢aligma alani olma
ozelligini korumaktadir. Biyosensorler, analizi yapilacak biyolojik Ornekler
icerisindeki kimyasal tiirlerin aktivitelerine veya konsantrasyonlarina segici ve
doniistimlii olarak yanit verebilen, elektroaktif biyolojik bir madde ile bir cevirici

iceren analitik cihazlar olarak ifade edilirler [62]. Elektrokimyasal biyosensordeki



biyolojik kisim, hedeflenen biyolojik madde ile etkileserek onunla birlesir.
Elektrokimyasal ¢evirici ise meydana gelen bu biyokimyasal olay1 dlgiilebilir bir
analitik sinyale ¢evirir.

Giintimiizde siklikla diyabetli hastalar i¢in kullanilan glukoz oksidaz enzimine
dayali glukoz biyosensdr teknolojisinin, DNA testleri i¢in de kullanilabilecegi fikri
1998’11 yillarda dogmustur [396]. Glukoz sensoriiyle hastanin kendi basina kisa
stirede, kolaylikla kan glukoz diizeyini 6lgebilmesi hayat kurtarici bir rol oynamustir.
Ayni sekilde hastalarin bir damla kanint DNA biyosensdriine damlatarak hastaligini
tantyabilmesi fikri, tip diinyasinda biiyiik bir gelismedir. Bu gelisme ise bir¢ok
hastaligin 6nlenmesinde hayati 6nem tasiyan erken taniy1 gindeme getirerek, bu tip
0zgil tayinlerin DNA biyosensorleri ile gerceklestirilebilecegi, hatta tayinin klinikte
hasta basinda veya hasta tarafindan evinde kolayca gergeklestirilebilecegi fikrini
dogurmustur.

Insan genomu ve kisilere 6zgii SNP haritalariin kullanilmas1 ile DNA
hibridizasyonu ve mutaston analizlerine yonelik tasarimi yapilacak biyosensorler
kanser, diyabet, vaskiiler hastaliklar gibi poligenik(¢cok etkenli) kalitim gdsteren
hastaliklarin tanilarinda biiylik fayda saglayacagi diisiiniillmektedir.

DNA dizilerinde meydana gelen mutasyonlar, kimyasallar ve ilaclar gibi
cevresel etkenlere kisilerin verdigi yaniti1 etkilemektedir. Bu nedenle SNP’lerin
(mutasyon) belirleyecek yontemlerin bulunmasi, biyomedikal arastirmalarda ve
farmakolojik tirtinlerin gelistirilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.

Elektronik ve molekiiler biyoloji bilimlerindeki hizli ilerlemelere paralel olarak
biyosensor teknolojisindeki gelismeler halen devam etmektedir. Yakin gelecekte
hasta basi analizlere imkan verecek, kiiciik tasmabilir cihazlara (mikrogipler)

doniistiiriilebilecek elektrokimyasal genosensdrlerin (biyosensor) temelinde yatan ve



analitik kimya alanina giren ¢alismalar ise agirlikli olarak elektro-analitik kimyacilar
tarafindan yuritiilmektedir [27, 28, 46, 49, 54, 68, 116, 127, 128, 129, 130, 212, 219,
235, 260, 263, 266, 273, 274, 294, 295, 316, 354, 359, 364, 370, 374, 380, 399, 400,
409].

Molekiiler diizeyde nitel ve nicel analiz yapma amacina yonelik tasarlanan [31,
32, 33, 46, 103, 166, 271] elektrokimyasal biyosensorlerde tanima yiizeyi olarak
DNA katmani kullanilmasi, giiniimiiziin bilim diinyasinda biiylik 6nem tasimaktadir
[226, 231, 270, 325, 389].

DNA kapli tanima yiizeyleri, hibridizasyon olaylarinin incelenmesinde veya
yiizey ile etkilesime girecek maddelerin (ilag, geno-toksik molekiil vb.) tayini i¢in
kullanilabilmektedir [266, 273]. DNA’daki bir bazin veya yiizeyle etkilesen
maddenin degisen elektrokimyasal sinyali lizerinden analiz
gergeklestirilebilmektedir.

Elektrokimyasal biyosensor kullaniminin, klasik tayin yontemlerine goére daha
hizli ve kolay analiz gergeklestirme, ucuzluk, segicilik, diisiik tayin sinirina sahiplik
gibi yararlar1 bulunmaktadir [191, 266]. Ayrica tasinabilir biyosensdrlerin yaygin
olarak tretilmesiyle birlikte analizlenecek Orneklerin stabil sekilde donanimli bir
laboratuara tasinmasi islemi ortadan kalkacagi i¢in sistem bir¢ok yeni yarari da
beraberinde getirecektir. Biyosensorlerde, algilayict kisimda kullanilan biyolojik
materyalin 6zelligine gore tasarimlar gerceklestirilebilmektedir. Diger bir ifadeyle,
biyosensor tasarimi kullanilan biyolojik materyalin 6zelligi ile sinirlanmaktadir.
Ayrica analizler, uygun pH, iyonik siddet, sicaklik ve genellikle sulu ortama
gereksinme gosterir. Clark ve Lyons’un 1962 yilinda tasarimimi yaptigr ilk
biyosensor olan glukoz biyosensoriiniin [60] gelistirilmesinden bu yana biyosensor

tasarim calismalarinda ozellikle de elektrokimyasal DNA biyosensorleri alaninda



blyiikk capta artis goriilmektedir [212, 364] ve bu c¢alismalar biyosensorlerdeki
sakincalarin ortadan kaldirilmasina yoneliktir. Yaklasik 40 yil kadar 6nce Emil
Palecek’in niikleik asitlerin elektroaktivitesini kesfedisi [272] ve bu gelismenin
ardindan giliniimiizden 10 yi1l o6nce Joseph Wang ve arkadaslarmin DNA
hibridizasyon biyosensorii tasarimini  gergeklestirmeleri [381] bu alandaki
calismalarin en 6nemlileridir.

Bircok biyosensdr yogun olarak klinik tanida, ilag aragtirma ve gelistirme
calismalarinda kullanilirken, ayrica ¢evresel analizler, gida kalitesinin arastirilmast,
adli analizler, giivenlik ve savunma amagli uygulamalar i¢in de kullanilmaktadir [55,
61, 162,307, 421].

Son yillarda diinyada ‘Laboratory-on-a-Chip’(¢ipte  laboratuvar
teknolojileri) olarak adlandirilan bu yeni teknoloji lizerinde ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu yeni teknolojinin amaci, tek bir ¢ipte (=kii¢iiltiilmiis biyosensorde)
tim genomu izlemeyi ve binlerce gen arasindaki etkilesmeyi es zamanli olarak
belirlenmesini saglayabilmektir.

Biyosensor alaninda yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen bilgiler kullanilarak
DNA ¢ipleri (yonga) iiretilmektedir. Ornegin, bu alandaki ilk ¢alisma S.
Mikkelsen’in 1994 yilinda yapmis oldugu kaliimsal hastaliklarin DNA
biyosensorleri ile tayini projesi [232] dir. Proje, Amerikan Clinical Micro Sensors
Inc. firmasi (CMS) tarafindan hayata gegirilmistir. Uretilen biyosensor
teknolojilerinin klinikte kullanima uygun hale getirildigi mikrogip cihazlari,
giiniimiizde yaygin olarak iiretilmektedir. Affymetrix firmasiin Genechip adli tiriinii
[1, 65], ve Nanogen [243] firmalarinin cihazlari bunlardan bazilaridir. Genellikle bu

cihazlarin teknolojilerinin temeli optik biyosensorlere dayanmaktadir.



Tasinabilir sensdrlerin iiretilmeye baglanmis olmasi, elektrokimyasal mikrogip

cihazlarinin da kisa zamanda tiretilmesi olanakli hale gelecektir [109].

Arastirmanin konusu ve amaclari

Hepatit B viriisii (HBV), akut ve kronik hepatit, karaciger sirozu ve karaciger
kanserine neden olmaktadir [200]. Diinyada 6liim nedenleri arasinda hepatit B
viriisiiniin yol actig1 enfeksiyonlar 9. sirada yer almaktadir [80, 224, 299]. Diinya
saglik Orgiitiiniin verilerine gore 350 milyondan fazla kronik hepatit B hastasi
bulunmaktadir [5]. Kronik hastalarin tedavisinde interferon-o ve lamivudin [(-)-B-L-
2’,3’-dideoksitiasidin, 3TC] kullanilmaktadir. Uzun siireli lamivudin tedavisi ilaca
kars1 direng gelismesi gibi problemleri beraberinde getirmektedir [77, 100, 197].

Lamivudin, DNA polimeraz ve viral revers transkriptaz enzimlerinin aktivite
gostermesini engelleyerek viriisiin replikasyonunu inhibe eden niikleozit analogu bir
ilagtir [229]. Direng gelisimi genellikle en erken tedavi baslangicindan 6 ay sonra
tayin edilebilmektedir [342]. Ilacin tedavi edici etkisi, diren¢ gelisimi nedeniyle 1 yil
icerisinde %14-32, 2. yildan sonra ise %38-58 oraninda azalmaktadir. Lamivudin
direnci, polimeraz geni 204. kodon aminoasitindeki tek niikleotit degisimi sonucunda
olusur. Diren¢ gelisimiyle bu kodondaki metiyonin aminoasiti, valine (V) veya
izolosine (I) doniisiir. Boylece tirozin (Y), metiyonin (M), aspartat (D), aspartat (D)—
YMDD seklindeki normal HBV motif yapis1t YVDD veya YIDD ile ifade edilen
mutasyonlu motiflere doniisiir [5, 125, 142, 186, 253, 330]

Hepatit B hastalarinda ilag kullanimi ile ilaca karsi gelisen direncin klinik
olarak hizli tayininin yapilmasi tedaviye yeni bir yon verilmesi agisindan onem

tagimaktadir. Direng gelisimiyle, kan serumundaki virlis DNA’sinin miktar1 ve



karaciger enzimlerinin(ALT) seviyeleri yiikselmektedir ve bu durum hastalarin %10-
25’inin karacigerinde hasar1 olusumuyla sonuglanmaktadir. [216, 300].

Lamivudin direncine neden olan mutasyonlarin tayini i¢in c¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Dogrudan dizinin bulunmasi yontemi genel olarak kullanilmaktadir.
[29, 252]. Fakat yontem cok sayida ornekle calisildiginda olduk¢a zaman alic1 ve
pahalidir. HBV varyasyonlarinin tayininde kullanim kolaylig1 olan diger yontemler
RFLP ve PCR yontemleridir [50, 329]. Her iki yontemden PCR nispeten hizli analiz
saglamaktadir fakat pahali kit ve toksik kimyasal madde kullanimini
gerektirmektedir [50].

Gilintimiizde elektrokimyasal DNA biyosensdrlerinin (genosensor) hastaliklarin
tanisinda kullanilmas1 yayginlasmistir. Ozellikle DNA hibridizasyonunun tayini
biyomedikal ve ¢evresel arastirmalarda dnem kazanmistir [90, 185, 273, 295, 358,
367]. Calismalar, hastaliklarin erken tanisina yonelik basit, kullanimi kolay, hizli ve
ucuz tayini saglayacak yontemin bulunmasi yoniinde siirmektedir. Bazi ¢calismalarda,
guanin bazinin elektrokimyasal yanit1 kullanilarak dogrudan DNA hibridizasyonu ve
mutasyon analizleri gerceklestirilmistir [88, 260, 390]. Wong ve Gooding [400] tek
nokta mutasyonunun tayinine yonelik elektron transferine dayali hibridizasyon
biyosensoriinii  altin elektrot ve antrakinon-2,6-distilfonik asit interkalatorii
kullanarak gelistirmislerdir. Kelley ve arkadaslar1 ise nokta mutasyonu igeren
dizilerin analizini metilen mavisi ve ferrrisiyaniir aracilig1 ile yaptilar [177]. Benzer
sekilde metilen mavisi ve peptid niikleik asitleri kullanarak Ozkan ve arkadaslar1 da
tek nokta mutasyonlarmni igeren DNA dizilerini metilen mavisi kullanarak tayin
etmislerdir [262].

Bu alanda son gelismeler, daha once de belirtildigi gibi elektrokimyasal

mikrogip iretilmesine yonelik uygulamalar1 kapsamaktadir. Bu noktada
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genosensorler ucuz, hizli ve mikro boyutlarda iiretime uygulanabilir olmalar
nedeniyle 6nem tagimaktadirlar [220, 263, 341, 379, 393].

Hepatit B viriisiiniin tayinine yonelik gelistirilen elektrokimyasal genosensdrler
de literatiirde yerini almis durumdadir. Erdem ve arkadaslari [91, 92], redoks
indikatorleri kobalt fenantrolin [Co(phen); °'] /metilen mavisini kullanarak
indikatorlii biyosensor tasarimi gergeklestirmislerdir. Diger bir HBV biyosensoriinde,
metilen mavisi indikatorliiglinde hem sentetik dizilerle hem de polimeraz zincir
reaksiyonu triinleri ile tayin gerceklestirilmistir [228]. Altin elektrot yiizeyinde
diizenli niikleik asit tabakasi olusturularak gercek PCR iiriinlerinden HBV tayinine
ait diger bir ¢alisma Ye ve arkadaslarinca yapilmistir [413]. Literatiirde osmiyum
bipiridin [Os(bpy).Cly] indikatorii ile gerceklestirilmis benzer bir elektrokimyasal
calisma daha bulunmaktadir [171].

Literatirde HBV tedavisinde ila¢ kullanimi ile meydana gelen tek nokta
mutasyonlarmin  elektrokimyasal  biyosensorle tayinine  yonelik  kayida
rastlanmamistir. HBV ve varyasyonlarinin tayini igin tez c¢aligmasi kapsaminda
gelistirdigimiz elektrokimyasal DNA hibridizasyon biyosensorii ile mutasyon tayini
ve HBV (YMDD) ile mutant HBV (YVDD-YIDD) ayrimimin yapilmasi
amaglanmistir. Kullanilacak yoOntemin herhangi bir isaretleme basamagi ve
hibridizasyon indikatorii (karsinojenik antitimor ilag, metal kompleksi, organik boya
vb.) icermemesi, ve bu nedenle daha ekonomik ve daha hizli sonug¢ vermesi
planlanmustir. Indikatdre dayali tayinlerde indikatérle etkilesim igin ayrica deneysel
islemlere ve dolayist ile daha fazla siireye ihtiyag duyulmaktadir [91, 92, 171, 177,
228,262, 413].

Calismada yiizeyine guanin bazi icermeyen kisa DNA oligoniikleotit (prob)

dizileri tutturulan kalem grafit elektrot (PGE) kullanilmistir. Prob tutturulmus
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elektrodun, i¢inde hedef bulunan ¢ozeltiye daldirilmasi ile gerceklesen hibridizasyon
olay1 sonrasinda elde edilen ve hedef DNA dizisiyle baglanma sonucunda ortaya
¢ikan guanin sinyalinin diferansiyel puls voltametri(DPV) teknigi ile 6lclilmesiyle
isaretsiz “EVET/HAYIR” biyosensor sistemi olusturulmustur. Hedef dizi ile elektrot
ylizeyine tutturulmus sentetik prob dizisinin etkilesme siiresi (hibridizasyon zamani),
uygun hedef konsantrasyonu, uygun yikama ¢ozeltisinin ve konsantrasyonunun
bulunmasi, uygun yikama siiresi, rastgele, mutasyonlu ve hedef dizilerin karigimini
iceren bir ortamda probun hedefine olan secimliligi, tekrarlanabilirlik gibi birtakim
deneysel parametreler incelenmistir. Sentetik DNA dizileriyle en uygun tayin
kosullariin bulunmasi amaci ile yapilan bu ¢aligmalarin ardindan klonlanmis DNA
tiriinleri ve gercek hasta drnekleriyle(PCR) ile tayinler gergeklestirildi.

Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis bakterisinin tayinine yonelik
enzime dayali elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin gelistirilmesi tez ¢aligmasinin
ikinci boliimiinii olusturmaktadir.

Bilindigi gibi insan ve hayvanlarda birgok bagirsak hastaliginin (Or:
salmonellozis, diyare vb.) etkeni olan salmonella bakterisi, 6zellikle gelismekte olan
tilkelerin O6nemli saglik sorunlari arasindadir. Bakteri nedeniyle ishal, en ¢ok
cocuklarda goriilmekte; az gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki 5 yasin altindaki
¢ocuk Oliimlerinin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir. Bakteri, kontamine
yiyecek (et ve et Uriinleri, ¢ig yumurta ve pastorize edilmemis siit vb.) veya su yolu
ile bulasmaktadir.

Gilintimiizde gidalarda tiire 6zgii patojen bakteri tayini, gida giivenligi ve gida
kaynakli hastaliklarin Onlenmesi agisindan Onem tasgimaktadir. Arastirmalar, bu
bakterilerin erken tayininin, gida kaynakli bircok hastaliga yakalanma riskini ve bu

hastaliklarin neden oldugu 6liimleri azalttigin1 gostermistir. Patojen bakteri tayininde



12

kullanilan geleneksel yontemlerin karmasik ve yavas olmasi, ayrica hastalik etkeni
olan Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Salmonella gibi bakterilerin ¢ok
diisiik miktarlarinin tayin edilmesinin gerekliligi, yeni tayin yOntemlerine olan
ihtiyacit giindeme getirmistir [198]. Klasik yontemler, ilgili patojen bakterinin
laboratuvar ortaminda kiiltiiriiniin yapilmasini ve ¢ogaltilmasini gerektirmektedir. Bu
islemler, en az bir giin stirmektedir [198].

Bakteriye Ozgili tayinlerde ayrica PCR yontemi de kullanilmaktadir. Bu
yontem, zaman alict kiiltiir yontemlerine, hizli ve giivenilir olmasi nedeniyle
alternatif getirmistir. Fakat PCR ile ¢ogaltilan DNA’nin daha sonra Southern blot ve
kapiller elektroforez gibi yontemlerle analizi, sistemin yaygm kullanimini
sinirlamaktadir. Bu nedenle son yillarda tasmabilir PCR cihazlar1 iiretilmeye
baslamistir [198]. PCR iirlinleri analizinde optik yontemin ve interkalator boyalarin
kullanildig1 ¢alismalar rapor edilmistir [198]. Bu calismalarda goriilen istenmeyen
baglanmalarin yalanci pozitif sonug¢ vermeleri nedeniyle bazi ¢alismalarda molekiiler
fenerler ve floresan isaretli boyalar kullanilmistir [198]. Bu yontemlerin sakincasi,
pahali ve zaman alic1 olmalaridir.

Gida hammaddelerindeki patojen bakterilerin hizli ve dogru analizi i¢in yeni
analitik tayin yontemleri gelistirilmeye devam etmektedir. Bu dogrultuda, tez
calismamizda kontamine olmus gidalarda salmonella tayininin tasarimi yapilacak
yeni biyosensorle yapilmasi amaglanmistir.

Literatiirde enzim-stibstrat iligkisi kullanilarak hibridizasyon tayininin yapildigi
calismalar bulunmaktadir [12, 51, 269, 374 283, 296, 417].

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde enzimle isaretleme yOnteminin

kullanilmast, hibridizasyon yanitini arttirmasi agisindan 6nemlidir.
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Gelistirilecek genosensoriin ucuz, hizli, kesin ve dogru analiz saglamasi
planlanmistir. Ayrica kullanim kolaylig1 saglamasi ve fabrika tiretimine uygulanabilir
olmasi ile literatiirdeki tayin yontemlerine yeni bir alternatif getirmesi ¢aligmanin
diger amaclardir.

Elektrokimyasal tayinde, salmonella genomunu taniyacak o&zellikteki prob
DNA dizisi, perde baskili karbon (grafit) elektrot (SPCE), enzime dayali sandvig
hibridizasyon tayin yontemi ve diferansiyel puls voltametri(DPV)/ kare dalga
voltametri (SWV) teknikleri kullanildi. Biyosensor yiizeyinde prob ve hedef arasinda
hibritlesme olustugunda, enzim ve silibstrat etkilesimi sonucunda iiriin olarak o-
Naftol olusmaktadir. Elektroaktif 6zellikteki a-Naftol’lin sinyalinin Olclilmesi ile
dolayl olarak hibridizasyon tayini gerceklestirilmistir. Sentetik kisa DNA dizileriyle
en uygun tayin kosullarinin bulunmasi amaci ile uygun prob tutturma ydnteminin
bulunmasi, uygun prob konsantrasyonun tayini, g¢esitli 6zelliklere sahip problarin
tayine olan etkisi, problarla eslesen hedef dizinin davranisi, hedef yerine tiim bazlari
hedeften farkli (rastgele) bir oligoniikleotid kullanildiginda biyosensérden alinan
yanit ve biyosensor se¢imliligi, hedef dizinin farkli konsantrasyonlardaki davranisi
incelendi. Tiim deneysel parametrelerin incelenmesinin ardindan bulunan uygun
kosullar dogrultusunda gergek Orneklerle(PCR) tayin g¢aligmalart gerceklestirildi.
Ayrica salmonella tayini i¢in tasarimi yapilan biyosensoriin en diisiik tayin sinirinin
bulunmasi ve tekrarlanabilirlik calismalar1 da gergeklestirildi.

Tez kapsamindaki ¢aligmalarimizda gergeklestirilen medikal tan1 ve gidalarda
mikroorganizma analizine yonelik DNA dizi tayinleri, hedef bolgedeki bazlarin tek
tek bulunarak sekanslanmasi yoluyla degil, hedef bolgelere 6zgiil olarak baglanacak
(hibritlesecek) dizilerin secilmesi yoluyla yapilmistir. Bu sekilde tayini istenilen

bolge ile hibridizasyon gergeklestiginde o hedef bolgedeki baz dizilimi belirlenmis
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olmaktadir. Genel olarak, deney oncesi hazirlig1 kolay, gilivenilir ve se¢imli sonuglar
veren, kiigiiltiilmeye ve fabrika iiretimine uygulanabilir, gelecegin mikrogiplerinde
kullanilabilecek  elektrokimyasal ~ biyosensor  sistemlerinin  gelistirilmesi
amaclanmistir. Tasarimini  yaptiZimiz DNA  hibridizasyonunun ve DNA
mutasyonlarinin tayinine dayali biyosensorlerle, klasik yontemlere gliclii bir
alternatif olacak elektrokimyasal biyosensor yapilmasi, genetik hastaliklarin hasta
basinda ve kisa siirede tayin edilebilmesi i¢in yapilacak ¢alismalara yeni bir boyut
getirilmesi ve bu konuda ¢alisma yapacak arastirmacilara kaynak olusturulmasi tez
caligmalarinin amagclar1 arasindadir. Ayrica, tez kapsaminda tasarimi yapilan iki
genosensore benzer sekilde yeni biyosensorler tasarlanabilecegi ve diger bulasici ve

kalitsal hastalik tayinlerinin de yapilabilecegi gdsterilmistir.



BOLUM 1

GENEL BIiLGILER

1.1. Elektrokimya

Kimyasal enerji ile elektrik enerjisi arasindaki etkilesmeyi, etkilesim
sonucunda olusan kimyasal doniistimleri, fiziksel degisiklikleri, kimyasal enerjinin
elektrik enerjisine c¢evrilmesini ve bunlarla ilgili olaylart inceleyen bilim dali
elektrokimya olarak tanimlanmaktadir. Elektrokimya bilimi, bir maddeden diger
maddeye olan elektron gegisini inceler, bu olay, tayini yapilan analit hakkinda bilgi
verecek akimi olusturur.

Elektrokimya konular1 arasinda 6zellikle sulu ¢ozeltiler ve elektrolitlerin
Ozelliklerinin incelenmesi Onemli yere sahiptir. Ayrica, elektrolitik ayrilma
(disosiasyon), c¢ozeltilerde iyonik dengeler, iletkenlik ve daha birgok konu
elektrokimya iginde yer almaktadir. Elektrokimyasal termodinamikte ise elektrot
islemlerinin termodinamigi ve kinetigi incelenir. Bu kapsamda oncelikli olarak,
denge halindeki elektrotlara ait olaylar (elektrot potansiyelleri, elektromotor kuvvet
ve bunlarla ilgili konular) incelenirken, ikinci kisimda denge halinde olmayan
elektrotlara ait olaylar (polarizasyon, elektroliz ve bunlarla ilgili hususlar) incelenir.

Elektrokimyasal tepkimeler, elektron verme (yiikseltgenme)-elektron alma
(indirgenme) tiirii olaylarin gerceklestigi tepkimelerdir ve “elektrokimyasal hiicre”

adi verilen bir hiicrede gerceklesir. Analizlenecek maddenin elektrokimyasal
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davranisinin incelenmesine dayali kantitatif tayinler “elektroanalitik kimya’nin
kapsamina girmektedir. Elektroanalitik teknikler ¢ok diisiik tayin sinirlarina
ulagabilirler ve elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildigi sistemler hakkinda,
ayrintil bilgiler verirler.

Elektroanalitik yontemler diger analiz yontemlerine gore bazi iistiinliiklere
sahiptirler. Elektrokimyasal dl¢limler cogu kez bir elemente, molekiile veya tepkime
sonunda olusan {liriine 6zel bir ylikseltgenme/indirgenme basamagi igin Ozgiildiir.
Elektroanalitik yontemlerin diger bir onemli ustiinliigli de, kullanilan cihazlarin

nispeten ucuz olmasidir [6].
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1.1.1. Elektrokimyasal -  Spektrofotometrik  Tayin = Yontemlerinin

Karsilastirilmasi [16]

a) Genel goriis

Uyarma

sinyali

b) Spektrofotometrik deneyler

M A

I : ik siddeti A : dalga boyu A : absorbans

¢) Elektrokimyasal deneyler

E /
t t
E : potansiyel t : zaman {1 akim
Sekil 1:  Analitik tayin sistemlerinde genel gorlis ve

spektrofotometrik/elektrokimyasal yontemlerin karsilastiriimasi

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi i¢in, incelenen maddeyi i¢eren bir
¢ozelti, maddenin kimyasal doniisiime ugradigi elektrot sistemi (genellikle iiclii

elektrot sistemi) ve bu elektrotlar1 birbirine baglayan bir ¢evirim sistemi (transducer)
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gereklidir. Cozelti olarak elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon ¢ozelti
kullanilir. Cesitli elektrolitik yontemler ile Diferansiyel Puls (DPV), Kare dalga
(SWV), Doniistimlii voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel araliginda potansiyel
taramasi yapilarak olusan akim olgiiliir. Akim, diflizyona bagli olarak olustugundan
dolay1 burada olgiilen diflizyon akimidir. Diflizyon hiz1 akim ile dogru orantilidir.

Difiizyon, elektrot yiizeyinin yakinindaki difiizyon tabakasinda olusur.

1.1.2. Elektrot Yiizeyinde Gerceklesen Olaylara Genel Bakis

1.1.2.1. Elektrolizde Olusan Elektrokimyasal Tabakalarin Elektriksel Olarak

Incelenmesi

Elektrik akimi kullanilarak, bir ¢oziicii igerisinde ¢Oziinmiis kimyasal
maddelerin ayristirilmast islemi elektroliz olarak tanimlanmaktadir. Cozeltideki
analitin sahip oldugu elektroaktif 6zellik nedeniyle, elektrot yiizeyine potansiyel
uygulandiginda, karsit yiiklii iyonlar elektroda dogru hareket eder. Bu hareket
sonucunda atom veya molekiiller elektroda baglanarak tepkimeye neden olurlar
[146].

Elektroda pozitif bir potansiyel uygulandiktan hemen sonra eger elektrodun
yilizeyinde reaksiyona girebilecek aktif bir tiir yoksa, hizli olarak sifira diisecek anlik
bir akim dalgas1 olusacaktir. Bu akim elektrodun yiizeyinde bir negatif yiik fazlalig
(veya eksikligi) yaratan bir yiikleme akimidir. Fakat, iyonik hareketliligin bir sonucu
olarak elektrotlara bitigik olan ¢ozelti tabakalarinda derhal bir zit yiiklenme olusur.

Bu etkilesim Sekil-2’de gosterilmektedir. Elektrodun yiizeyinde, uygulanan pozitif
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potansiyelin bir sonucu olarak pozitif yiik fazlaligi olusmustur. Yikli ¢ozelti
tabakasi 1ki kisimdan olusmaktadir :

1- bir yogun i¢ tabaka (dy ‘dan d;” e), bu tabakada elektrot ylizeyinden
uzaklasildikca ortaya ¢ikan potansiyel mesafe ile dogru orantili olarak azalir.

2- bir difiize tabaka (d; ‘dan d;’ e), burada elektrot ylizeyinden uzaklasildikca
ortaya ¢ikan potansiyel iistel olarak azalir (Sekil-2b). Elektrot ylizeyindeki ve yiizeye

bitisik ¢ozeltideki bu yiik toplulugu bir elektriksel ¢ift tabaka olarak adlandirilir.

elektrot
o+t
LT 0
o+ -d )
---------- 0
d V" Tyl 71 | 20300 A >
P+ | S
1+1 +|+| i 5
+1 T+ 2 . .
1 + 1 ANA QOZELTI
vy *1I +
(@) {b)

Sekil 2 : Elektrot ylizeyinde olusan elektriksel ¢ift tabaka

1.1.2.2. Elektrot Yiizeyindeki Konsantrasyon Degisimleri [6]

Karistirilan bir ¢ozeltiye daldirilmis diizlemsel bir mikroelektrot yiizeyinde
meydana gelen elektrokimyasal reaksiyona konsantrasyon / uzaklik degisimlerinin
etkisini inceleyebilmek i¢in Oncelikle karigtirilan ¢ozeltide sivi akisinin nasil
gelistiginin agiklanmasi gerekir. Genel olarak karigtirilan sistemlerdeki heterojen

tabakalarin bilesimi Sekil 3’de goriilmektedir:
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8

Durgun Cozeltinin s
Nernst Difiizyon EN N BN BN BN BN BN BN BN BN BN B EE O M A

Tahakasi T

Laminar Akig « 4
Bolgesi

Tiirbiilent Akig Tabakasi
(Yiiin Cozelti) L ML\JA@%

Sekil 3: Elektrot yiizeyindeki tabakalarin sematize olarak gosterilmesi.

Tiirbiilent akis tabakasi: Elektrot ylizeyinden uzakta bulunan ¢ozelti yigininda

gozlenir.

Laminer akis bolgesi: Yiizeye yaklasildiginda bir laminer akisa gecis olur.

Laminer akista sivi tabakalar1 elektrot ylizeyine paralel bir yonde birbiri iizerine

kayarlar.

Nernst difiizyon tabakasi: Elektrot yiizeyinden 6 cm uzakta, laminer akiminin

hizt sivi ile elektrot arasindaki siirtinmeden dolayr sifira yaklasir ve bunun
sonucunda da elektrot ¢evresindeki ince, durgun bir c¢ozelti tabakasi olusur.
Genellikle bu ¢ozelti tabakasi, sivinin karistirilma etkinligine ve viskozitesine bagl
olarak 107 —10"cm kalnliginda olabilmektedir. Analit ve iriinlerin
konsantrasyonlar1 yalnizca bu tabaka igerisinde elektrot ylizeyinden uzakligin bir
fonksiyonu olarak degisir.

Elektrot yiizeyinde gerceklesen A + ne” <« P seklindeki bir tepkimeye
konveksiyon etki etmektedir. Konveksiyon, laminer ve tilirbiilent akig bolgelerinde, A
ile belirtilen tepkiyenlerin konsantrasyonunu (C,) baslangic degerinde; P ile

belirtilen tiriinlerin konsantrasyonunu (Cp) ise oldukea kiigiik bir degerde tutar.
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Durgun Karistirilan ¢ozelti
cozelti
Nernst .
-« diflizyon —»«—— Konveksiyon ———
tabakasi
X =
=
E Y
c
o
>
4]
£ c=c2
c P~ A z
-]
2]
c
S
X
~107-10" cm
O /
(a) 0
Elektrottan uzaklik (x), cm
Durgun Karistirilan ¢ozelti
cozelti
- § —
< Difiizyon -»pe——— Konveksiyon ———
0_
% Cp= CA I\
c \
2 \
) \
£ \
£ cl=c /2 AN
= "
e P A ~ \
~
hY \\
~
$.. Y ~ 0\
-~ -~ - ~ \\
Y
(b) 0 b

Elektrottan uzaklk (x), cm

Sekil 4: Elektrokimyasal bir reaksiyonda analit(a) ve {iriin(b) konsantrasyonlarinin

elektrot ylizeyinden olan uzaklikla degisimi.

Sekil 4-a’da, sekil 20°de belirtilen X, Y ve Z ile gosterilen {i¢ farkli potansiyel
degerinde A’nin konsantrasyonunun uzaklik ile degisimini gostermektedir. Nernst
difiizyon tabakasi1 ve c¢ozelti yigin1 olmak iizere ¢ozelti iki bolgeye ayrilmustir.
Cozelti yigininda kiitle aktarimi olusturulan mekanik konveksiyonla saglanir.

Elektrot yiizeyinin hemen yakinindaki & kalinligindaki Nernst diflizyon tabakasi
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icindeki kiitle aktarimi ise aynen karistirilmayan cozeltilerde oldugu gibi yalnizca
difiizyonla olur. Fakat karistirilan ¢ozeltide diflizyon dar bir siv1 tabakasinda goriiliir,
¢Ozeltinin  tamamina yayilmaz. Bunun sonucu olarak, bir potansiyelin
uygulanmasinin ardindan kisa siire sonra kararli ve difiizyon kontrollii akimlar
olusur.

Sekil 4-b’de X, Y ve Z potansiyellerindeki P’nin konsantrasyon degisimlerini
gostermektedir. Nernst diflizyon tabakasinda konsantrasyonun elektrot yiizeyinden
olan uzaklik ile dogrusal olarak azaldigi ve & uzakliginda sifira yaklastig

goriilmektedir.

1.1.2.3. Elektrot Yiizeyindeki Tepkime Oranim1 ve Akimi Etkileyen Faktorler

Genel elektrot reaksiyonu, A + ne” < P diisiiniildiigiinde bu reaksiyonun
cozeltideki ¢oziinmiis haldeki yiikseltgenmis tiirlerden(A), indirgenmis tiirlere(P)
kadar bir¢ok etkene bagli oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Genellikle akim (elektrot

reaksiyon orani), ¢esitli islemlerin gerceklesmesi oraninda olusur. Bunlar:
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Elektrot reaksiyonunu etkileyen gesitli degiskenler

Elektrotla ilgil | POTANSIYOSTAT | Dis kaynakh degiskenler
degiskenler \ -gmakhlip(}n

. -Basing
-Elektrot materyali Calisma Zaman {1)

iizey alam (A)
Yiizey geometrisi
Yiizeyin sahip

oldugu kosullar \

elektrodu |7

Referans elektrot
— Karsit elektrot

¥

— Elektriksel dediskenler

-Potansiyel (E)

Ak ()

Devreden gecen elektrik
yitkiiniin miktan (Q)

Kiitle transferi ile ilgili
degiskenler

Kiitle aktanm yolu(difiizyon,
kangtrma vh.)

Yiizeydeki kiitle konsantrasyonu
-Adsorbsiyon

Cdzeltiden kaynaklanan
degiskenler

-Elektroaktif tiirlerin yigim

cizeltideki konsantrasyonu

-Diger tiirlerin
konsantrasyonu{elektrolitler, pH, tuz vh.}
-Coziici tiiri

Sekil 5: Elektrokimyasal analizde elektrot reaksiyonuna etki eden etmenleri

gosteren sema [16].

1.1.3. Elektrokimyasal Hiicreler ve Hiicre Direnci [6]

Polarize olmayan referans elektroda karsi calisma elektroduna uygulanan
potansiyel, her zaman sistemdeki diren¢ potansiyelini de icermektedir. Diger bir
ifadeyle, elektrokimyasal bir hiicreden akim gegtiginde iki elektrot arasinda Slgiilen
potansiyel, katot ve anodun elektrot potansiyeli arasindaki fark (termodinamik hiicre
potansiyeli) degildir. Ohmik potansiyel (diren¢ potansiyeli-IR diisiisii) ve
polarizasyon gibi olaylar bir elektrokimyasal hiicreyi ¢alistirmak i¢in termodinamik

potansiyelden daha biiyiik bir potansiyelin uygulanmasini gerektirir ve bir galvanik
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hiicrede teorik olarak beklenen potansiyelden daha diisiik bir potansiyel ortaya

¢ikmasina neden olur.

1.1.3.1. Ohmik Potansiyel; IR Diisiisii [6]

Elektrokimyasal hiicreler, metalik iletkenler gibi yiik akisina direng gdsterirler.
Ohm kanununa gore bir hiicrenin ohm olarak direnci ile hiicreden gegen akiminin
carpimi hiicrenin ohmik potansiyeli (/R diisiisii) olarak ifade edilir. Bu nedenle
hiicrede 7 amperlik bir akim olusturmak i¢in termodinamik potansiyelden —/R volt

kadar negatif bir potansiyel (E uygulanan) uygulanmalidir. Kisaca bu durum;

Esitlik 1  Euyguianan= Exator-Eanot- IR esitligiyle ifade edilebilir.

Burada Eyaove Eanot Nernst esitliginden hesaplanan elektrot potansiyelleridir.

1.1.3.2. Polarizasyon [6]

Elektrokimyasal bir hiicrede uygulanan potansiyel akima kars1 grafiklendiginde
esitlik 1’e gore kiigiik akimlarda dogrusal bir grafik elde edilir. (Olgiimler Eyqoive
Eaot ‘un Onemli Olgiide degismeyecegi sekilde kisa bir zaman araliginda
gergeklestirildiginde) Belli bir potansiyel uygulamasindan sonra potansiyel artisi ile

akim dogrusalliktan sapmaya baslar. (Sekil 6)
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Sekil 6: Asir1 gerilim ve polarizasyon [6].

Yiiksek akimlarda dogrusal olmayan akim davranisi gosteren hiicreler polarize
olmustur ve polarizasyonun derecesi asir1 gerilimle ifade edilir. Asir1 gerilim IT ile

simgelenir. Bu durum Esitlik 1°1 degistirmektedir;

Esitlik 2 E¢j5= Exator-Eanot- IR- 11

Polarizasyon bir hiicredeki elektrotlardan birini veya her ikisini
etkileyebilmektedir. Bir elektrodun polarizasyon derecesi genis bir aralikta degisir ve
bazi durumlarda asir1 gerilim sifira yaklasir fakat baz1 durumlarda hiicredeki akim
uygulanan potansiyelden bagimsiz olacak kadar biiyiik olabilir. Bu durumda
polarizasyon tamamlanmis olmaktadir.

Polarizasyonu; 1. Elektrot boyutu, sekli ve bilesimi, 2. Elektrolit ¢ozeltisinin
bilesimi, 3. Sicaklik ve karistirma hizi, 4. Akim seviyesi ve 5. Kimyasal

reaksiyonunda yer alan tiirlerin fiziksel hali gibi faktorler etkilemektedir.
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Polarizasyon olay1 konsantrasyon polarizasyonu ve kinetik polarizasyon

olarak ikiye ayrilmaktadir.

1.1.3.2.1. Konsantrasyon Polarizasyonu

Elektrot ylizeyinin hemen yakininda bulunan, sinirh sayida elektroaktif iyon
veya molekiil iceren kalinlig1 birka¢ nanometre olan tepkimelerin gerceklestigi ince

¢ozelti filmi “Nernst difiizyon tabakas1” olarak adlandirilir.

Analit (A) Uriin (P)

- Analit ve Griinlerin—"
taginmasi

A+e- — - P

Sekil 7:  Elektrot yilizeyine yakin bolgedeki ¢ozeltide meydana gelen fiziksel

degisimler ve kimyasal doniisiimler.

Bazi durumlarda ¢ozeltideki elektroaktif tiir ile elektrot arasindaki elektron
aktarimi yalnizca Nernst ince ¢Ozelti filminden elektrot yiizeyine olmaktadir.
Elektrokimyasal bir hiicrede kararli bir akimin elde edilebilmesi i¢in, Nernst
difiizyon tabakasinin siirekli olarak yigin ¢ozeltiden elektroaktif tiir ile beslenmesi
gerekmektedir. Yani elektrokimyasal olarak aktif (elektroaktif) iyon veya molekiiller
reaksiyon siiresince harcanirken, akimin gegmesine yetecek kadar uygun bir hizla
ylizey filmine taginmalidir ve ayni hizla da olusan {iriin uzaklagmalidir. Bagka bir
deyisle reaksiyonda iyonlarin taginimi beklenen hizla katot yiizeyine dogru

gerceklesmediginde veya  drlinlerin  anottan  uzaklasamadigi  durumlarda
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konsantrasyon polarizasyonu olusur. Bu durum biyosensor sistemleri i¢in soyle
Ozetlenebilir; calisma elektrodu ylizeyine belli hizda kiitle aktarimi sonucunda
reaksiyon gerceklesmesinin ardindan, olusan {iriiniin (yiikseltgenen veya indirgenen
iyon ya da molekiiliin) ayn1 hizla elektrot yilizeyinden uzaklastirilmasi gerekmektedir.
Bu durum gerceklesmediginde olusan konsantrasyon polarizasyonu, Esitlik 2

beklenenden daha diisiik degerlerle sinirlanir [6].

1.1.3.2.1.1. Elektrot Yiizeyine Kiitle Aktarim Yollar:

Cozeltideki maddeler elektrot yiizeyine 3 temel mekanizma ile tasinirlar;
Diflizyon, go¢ ve konveksiyon.

Difiizyon; bir c¢ozeltinin iki bolgesi arasindaki konsantrasyon farkindan
kaynaklanan, iyon veya molekiilce yogun bolgeden az yogun bolgeye dogru hareketi
ifade etmektedir ve bu hareket iki bolge arasinda derisim farki kalmayimcaya kadar
devam eder. Difiizyon hiz1 konsantrasyon farki ile dogru orantilidir.

Bir elektrokimyasal hiicredeki kiitle transferinin ana nedeni olan Gog;
cozeltideki iyonlar ve elektrotlar arasindaki elektrostatik ¢cekim (elektrik alani etkisi)
nedeniyle iyonlarin elektroda dogru hareket etmesine denir. Yiikiin bu hareketiyle
potansiyel ile de artan bir akim meydana getirir.

Konveksiyon; karistirma, sarsma veya sicaklik degisimi gibi mekanik yollarla
bir elektrokimyasal hiicredeki iyonlarin elektroda taginmasidir. Konveksiyon islemi
elektrot yiizeyindeki 10°-10" A” civarinda olan difiizyon tabakasmm kalmligmi
azaltir ve bdylece konsantrasyon polarizasyonu azalir. Ayrica sicaklik veya yogunluk
fark ile olusan dogal konveksiyon da ¢ozeltiden elektroda veya elektrottan ¢ozeltiye

olan molekiil taginmasina yardimci olur.
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Elektrot ylizeyine veya elektrot yiizeyinden bir maddeyi tasimak i¢in, difiizyon,
go¢ veya konveksiyonun etkileri Esitlik 1’deki akimi elde etmeye yeterli degilse
istenmeyen konsantrasyon polarizasyonu olusur. Bu durumda beklenen akimin elde
edilmesi icin reaksiyon tiirline gore cok daha negatif veya pozitif potansiyel
uygulanmas1 gerekmektedir. Buna ragmen polarizasyon bazi reaksiyonlarda istenen
durum olabilmekte ve analitik metodun temelini olusturabilmektedir (Or:

Voltametrik reaksiyonlar).

1.1.3.2.2. Kinetik Polarizasyon

Elektrokimyasal hiicredeki reaktiflerle elektrotlar arasindaki elektron aktarim
hiz1 ile ilgilidir. Polarizasyonu dnlemek i¢in ilave bir potansiyel veya asir1 gerilim
uygulamak gerekir. Genellikle gazlarin olustugu reaksiyonlarda gozlenen kinetik
polarizasyon, civa gibi yumusak metalleri iceren elektrotlarin kullanildigt
sistemlerinde de siklikla karsilasilan bir durumdur. Kinetik etkiler, sicakligin
arttirlmast veya elektrot yiizeyinin cm”si basina diisen akimin azaltilmasi ile
azaltilabilir.

Asirt gerilimin etkileri ohmik direng ile birlesince galvanik bir hiicrenin
potansiyelinin teorikte beklenilenden ¢ok daha kiigiik olmasina ve hiicrede istenilen
akimin elde edilmesi i¢in bu duruma paralel sekilde ¢cok daha biiyiik potansiyellerin
uygulanmasini gerektirir. Elektrokimyasal hiicrede hidrojen veya oksijenin olusumu
1Volt veya bazen daha fazla asir1 gerilim yaratir, bu durum bir metalin birikmesi
veya ¢Oziinmesi ile ilgili reaksiyonlarda ihmal edilebilirken, molekiiler diizeydeki

elektrokimyasal reaksiyonlarda dnem tagimaktadir.
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1.1.4. Voltametri ve Esaslari [86]

1920’1i yillarin basinda Cekoslovak Kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
bulunan ve polarografiden gelistirilen voltametri, bir indikator veya c¢alisma
elektrodu polarize oldugunda, akimin uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak
Ol¢iilmesinden faydalanilarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik
metoda denir. Genellikle polarizasyonu saglamak ic¢in voltametride ylizey alani
birka¢ milimetrekare veya bazilarinda birka¢ mikrometrekare olan mikroelektrotlar
calisma elektrodu olarak kullanilir. Analit Olglim sirasinda minumum miktarda
harcanir ve elektrokimyasal hiicrede tam konsantrasyon polarizasyonu sartlari
altinda akim Olgiiliir. Gerilimin Olclilen akim degerine karsi grafiklenmesi ile
voltamogram elde edilir. Potansiyel 6l¢iimiine dayanan bir elektrokimyasal yontem
olan potansiyometride ise Olgiimler akimin sifira yaklastigi ve konsantrasyon
polarizasyonunun olmadig: sartlarda gerceklestirilir.

Voltametride Slgiimler puls potansiyelinin uygulanmasindan sonra, akim sabit

degere ulastiginda gercgeklestirilir [259].

Akim

2
% AKIM SLGUMUD
©
o
E, —I
PULS
UYGULANMASI
Zaman 0 tm (pulstan sonraki zaman)

Sekil 8: Diferansiyel puls voltametrisinde akim 6l¢timii.
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1.1.4.1. Voltametrik Cihazlar:

Voltametrik 6l¢timler yapilmasinda kullanilan modern bir cihazin bilesenleri

Sekil 9’da goriilmektedir[6,86].

Dogrusal
taramal

potansiyel
jeneratori

Karsit elektrot

Akimi potansiyele
doniistirici

potansiyostatik

kontrol devresi Eglkls

Referans elektrot KAYDEDICI

v

Sekil 9: Voltametrik dl¢iimlerde kulanilan modern bir cihazin elektriksel yapisi.

Calisma elektrodu

Sekildeki iic-elektrotlu potansiyostattaki elektrokimyasal hiicre, analit ve
reaktif olmayan destek elektroliti iceren bir c¢ozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan
olugmaktadir. Akim Ol¢gme devresi hiicrenin calisma elektroduna baglanmistir.
Referans elektrot bir potansiyel izleyicisi ile irtibatlandirilmistir. Bu potansiyel
izleyicisi hiicreden higbir akim ¢ekmeden referans elektrodun potansiyelini siirekli
olarak gosterir. Uggen sekli ile ifade edilen islemsel yiikselteglerin gorevleri;
elektrokimyasal hiicredeki sayim ve calisma elektrotlar1 arasindaki akimi saglamak,
referans elektrot ile calisma elektrodu arasinda akim saglamak ve referans elektrot ile
calisma elektrodu arasindaki potansiyel farkim1 dogrusal-taramali potansiyel
iretecinin belirledigi potansiyelde tutmaktir.

Sistemin caligmasinda, dogrusal-taramali potansiyel jeneratorii, referans ve

calisma elektrotlar1 arasindaki potansiyeli dogrusal olarak tarar. Hiicredeki akim 3.
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islemsel yiikseltici (en sagda) tarafindan siirekli olarak izlenir. Kaydediciden hemen
onceki Egy,s potansiyeli kaydedici tarafindan bilgisayara sunus i¢in gonderilir [193].

Voltametride destek elektrolit, analit ¢ozeltisine fazla miktarda eklenen tuzdur.
En c¢ok tercih edilen tuzlar analit tayininde kullanilan potansiyelde elektrotla
reaksiyona girmeyen alkali metal tuzlaridir. Elektrotlardan biri olan calisma
elektrodu (indikator elektrot), analitik reaksiyonun meydana geldigi ve zamanla
potansiyeli analit konsantrasyonundaki degisimlerle beklenen sekilde degisen
elektrottur. Referans elektrot, analit ¢ozeltisinin bilesiminden bagimsiz sabit bir
elektrot potansiyeline sahip yari hiicredir ve anot olarak ele alinir (Genellikle doymus
kalomel veya bir giimiig/giimiis kloriir elektrot). Referans elektrodu igeren kontrol
devresinin elektrik direnci ¢ok biiyiiktiir (>10"" Q), bu nedenle bu devreden hemen
hemen hi¢ akim ge¢mez. ideal bir referans elektrot, tersinirdir ve Nernst esitligine
uyar, zamanla potansiyeli degismez, sicaklik degisimlerimde kiiclik bir degisim
gosterir. Ayrica elektrotta kiigiik bir akim degisimi oldugunda kisa bir siire sonra
orijinal potansiyeline geri doner.

Diger bir elektrot olan karsit elektrodun calisma elektrodunda olusan
reaksiyona ve dlglime etkisi yoktur, bu elektrot ¢alisma elektroduyla bir ¢ift olusturur
onu elektronlarla besler, ayrica ortamda olusabilecek istenmeyen akimlarin iizerinden
geemesine izin verir. Sinyal kaynagindan ¢ikan elektrigin ¢ozeltiden gegerek ¢alisma
elektroduna aktarilmasini saglamaktadir. Potansiyostat ise, ¢alisma elektrodunun

potansiyelini istenen degerde tutan bir cihazdir.
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1.1.4.2. Voltametride Kullamlan Referans Elektrotlar (Karsilastirma

Elektrotlari) [6, 86, 96, 291, 344]

Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrodu (SHE) referans elektrot
olarak kullanilmigtir. Ayrica hidrojen elektrotlar, eskiden beri elektrokimyasal
calismalarda sadece referans elektrot olarak degil, ayn1 zamanda pH tayinlerinde
indikator elektrot olarak da yaygin bigimde kullanilmistir.

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg,Cl,) ve Hg' dan olusmus bir
karisim, metalik civa ve KCl ¢ozeltisinden olusur. Bu elektrodun potansiyeli, kloriir
iyonlariin aktifligine baghdir. Hazirlanis1 ¢ok kolaydir.

En yaygin olan ve igersinde doygun KCI ¢ozeltisi bulunan Doygun Kalomel
Elektrot (DKE)’tur. Potansiyeli, Standart Hidrojen elektroduna(SHE) gére 25°C de
+ 0.244 V olarak bulunmustur. Diger kalomel elektrotlara oranla sicaklik katsayisi
daha biiyiiktiir.

* Giimiig-Giimiis Kloriir Referans Elektrot: En yaygmn kullanilan referans
elektrotlardan biri olan giimiis-giimiis kloriir referans elektrot, Ag bir telin,
elektrolitik yoldan AgCl ile kaplanarak Cl" iyonu igeren bir ¢dzeltiye daldirilmasiyla
elde edilir. Bu elektrodun yar1 tepkimesi,

AgCly) +e- U Aggy + CI E[] =+0.2223V
seklinde olup yar1 tepkime potansiyeli;

E = EOAgCl/Ag— (RT/nF) log a ¢ seklinde yazilir.

Doygun KCI ¢ozeltisi kullanildigi zaman standart hidrojen elektroduna gore

potansiyeli, +0.222 V dur.
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* Civa-Civa(1)Siilfat Referans Elektrot:

Bu elektrot, doygun kalomel elektroda benzemektedir. Potansiyeli, siilfat
iyonlarmin aktifligi ile tayin edilir.

Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, potansiyelin sicaklikla degisim
katsayis1 kiigiik olmali, belli bir akim araliginda tersinir davranmali, yani i¢inden
kiigiik akimlar gegtiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir
elektrot olmali, potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve tekrarlanabilen bir

potansiyel degeri hizli bir sekilde okumalidir.

1.1.4.3. Voltametride Kullamlan Calisma Elektrotlar: (indikator Elektrotlar):

Voltametrik analizlerin performans: ¢alisma elektrotlarinda kullanilan
materyalden 6nemli dl¢lide etkilenmektedir. Calisma elektrodu, tekrarlanabilir sonug
verme Ozelliginin yani sira yiiksek sinyal/ giiriiltii oran1 saglamalidir. Elektrodun
kullanima uygun oldugu potansiyel araligi, elektrik iletkenligi, tekrarlanabilir ylizey
elde edilmesinin kolayligi, mekanik 6zellikleri, maliyeti, ulagilabilirligi ve toksisitesi
de incelenerek biyosensor tasarimlart i¢in en uygun sekilde gelistirilmektedir.
Yaygin olarak civa, karbon ve metal elektrotlar (platin ve altin) voltametride
kullanilmaktadir.

Bu tiir elektrotlarin kullanildig1 potansiyel araliginin tespiti ¢ok Onemlidir.
Ozellikle de bu potansiyel araligi, sulu ¢dzeltilerde sadece elektrot malzemesine
degil, ayn1 zamanda bu elektrotlarin daldirildig1 ¢6zeltinin bilesimine bagl olarak da
degisir. Pozitif potansiyel sinirlar1 genellikle molekiiler oksijen verecek sekilde,
suyun ylikseltgenmesi sonunda olusan biiyiik akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel

siirlar1 yine suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.
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Pt p—————— pH 7 tampon (P1)
p——— 1 M NaOH (Pt)
p————-1 M H,80, (Hg)
——————— 1 MKCI (Hg)

He ——— 11 M NaOH (Hg)
} | 0.1 M Et,NOH (Hg)
c 11 MHCIO, (C)
| 1 0.1 M KCI (C)
| | | | | 1 |
+3 +2 +1 0 -1 -2 =3

E (V-DEFEakarsi)

Sekil 10: Cesitli ¢ozeltiler igerisinde platin, civa ve karbon elektrotlarin giivenle

kullanilabildigi potansiyel araliklar1 [7, 16].

1.1.4.3.1. Civa Elektrotlar [6]:

Civa elektrotlarinin voltametride ¢alisma elektrodu olarak kullanilma nedenleri
arasinda, negatif potansiyel sinirinin ¢ok yiiksek olmasi, kolayca olusturulabilen yeni
bir civa damlasi ile taze bir metalik yiizey olusturulabilmesi ve pekgok metal
iyonunun bir civa elektrodunun yiizeyinde amalgam olusturmak suretiyle tersinir

olarak indirgenebilmesini miimkiin kilmas1 sayilabilir.

Sekil 11: Damlayan civa elektrodu.
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Sakincalar1 ise, civanin +0,4V gerilimde kolayca yiikseltgenmesidir; bu
Ozelliginden dolay1 bu metalin anot olarak kullanilmasi son derece sinirlidir. Ayrica,
civa toksik bir metal olmasi nedeniyle, kullanimi zahmetlidir.

Civa elektrotlarimin cesitleri:

Disk elektrot

Asili civa damla elektrot (HMDE)

Damlayan civa elektrot

Durgun civa damla elektrot

Bu elektrotlardan HMDE, en sik olarak doniisiimlii voltametride ve styirma
analizlerinde kullanilan c¢alisma elektrodudur, sakincasi ise, yiikseltgenebilir

bilesiklerin analizleri i¢in kullanilamamasidir.

1.1.4.3.2. Karbon Elektrotlar

Elektrokimyasal analizlerde genis potansiyel araligi, diisiik zemin akimu,
ucuzluk, kimyasal inertlik ve cesitli algilama ve tayinlere uyarlanabilirlik gibi
ozelliklere sahip olan karbon elektrotlar, kati elektrotlar icerisinde ¢ok yaygin bir
kullanim alanina sahiptirler. Buna karsin, elektron transfer oran1 metal elektrotlara
oranla disiiktiir c¢linkii bu oran elektrot yiizeyinin yapisal Ozelliginden
etkilenmektedir [16, 225]. En yaygin kullanilan karbon elektrot materyalleri, camsi
karbon(glassy carbon), karbon pastasi, karbon fiber, karbon filmler, karbon kompozit

(grafit epoksi, ... vb.) dir.
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1.1.4.3.2.1. Karbon Pastasi Elektrodu (CPE)

Grafit tozu ile mineral yagin(nujol, parafin yagi, silikon yagi ve bromonaftalen
vb.) ¢esitli oranlarda karistirilmasi ile elde edilen karbon pastasinin 3mm c¢apinda
cam boru igerisine yerlestirilmesi ve igerisinden iletken tel gecirilmesiyle elektrot
elde edilir. Kolaylikla ylizeyinin yenilenebilmesi ve ¢esitli tiir maddelerin modifiye
edilebilmesi, ¢ok diisiik maliyetli olmasi, diisiik zemin akimina sahip olmasi
nedenleriyle tercih edilmektedir [256, 260, 302, 380]. Grafit tozunda bulunan karbon
molekiillerinin diizlemsel ve aromatik halkalar halinde dizilimi Sekil 12' de
goriilmektedir. Zayif m baglari ile birbirine baglanmig olan bu tabakalar arasinda hizli

bir elektron aligverisi olabilmektedir.

:; :n—n; TE-”B#

b
3,3644

a
14214

Sekil 12: Grafit’in molekiiler kimyasal yapis1 [154].

CPE'nin en oOnemli sakincasi, yeterli miktarda organik ¢dzgen igeren
cozeltilerde kullanildigt zaman, karbon pastas1 c¢ozeltide dagilmaktadir.

Laboratuarimizda 7:3 ; grafit : yag oran1 kullanilmaktadir.
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1.1.4.3.2.2. Cams1 Karbon Elektrotlar (GCE): [68, 235]

GCE, ticari olarak elektrot iiretimine uygun olmamasina ragmen, ¢ok iyi
mekanik ve elektriksel 6zelliklere sahip olmasi ve genis bir potansiyel aralig1 olmasi,
kimyasal tepkimelere girmemesi ve genellikle tekrarlanabilir yilizeyler saglamasi
nedeniyle sik¢a kullanilmaktadir. Kolayca kirilabilen ve sert bir madde olmasi
dolayisiyla, Camsi karbon, fenol / formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin
1000°C - 3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratilmasi ile elde edilir.
Sekil 13'te de gorildiigii gibi camsi karbon yiliksek yogunluga sahip, kiigiik porlar
iceren amorf bir yapidir. Birbirinin igine ge¢mis, ince, grafite benzer seritlerden

olusmustur.

Sekil 13. GCE’nin amorf yapisi (A) Kuvvetli baglar, (B) Zay1f baglar.

Karbon pastasi elektroduna gore elektrokimyasal yanit 6zellikleri yiizeyin ¢ok
daha piiriizsiiz ve diizglin olmasi nedeniyle daha iyidir. Bunun yanisira GCE
yiizeyinin fiziksel dayaniklilig1 daha yiiksektir.

Elektrodun performansi elektrokimyasal, kimyasal, 1s1 veya lazer yontemleriyle

ylizey aktivasyonu yapilarak arttirilabilmektedir.



38

1.1.4.3.2.3. Tek Kullanmmhik Kalem Grafit Elektrotlar (PGE): [359]
0
iletken tel
grafit ug

Kalem grafit elektrot

Sekil 14: Kalem grafit elektrodun sematik olarak yapisi.

Geleneksel ve yaygmn kullanima sahip karbon pastasi elektrodu ile
karsilastirildiginda kalem grafit elektrot, tek kullanimlik olmasi ve kolayca
yenilenebilen ylizey saglamasi gibi yararlara sahiptir (mekanik yenilenebilirlik).
Ozellikle son yillarda tekrarlanabilirliginin daha iyi olmasi, daha diisiik tayin smri,
ucuzluk ve mikrocip teknolojisine uygulanabilirlik 6zellikleri nedeniyle bu

elektrodun kullanilmasina artan bir ilgi bulunmaktadir.

1.1.4.3.2.4. Karbon fiber elektrotlar: [54]

Giliniimiizde ultramikroelektrot kullannmina artan ilgi, karbon fiber
elektrotlarinin  yaygin sekilde elektrokimyasal analizlerde kullanilmasia yol

agcmustir.
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Sekil 15: Karbon fiber elektrodun yapisi [405].

Karbon fiber, yiizde doksandan fazla oranda karbon atomlarindan olusur.
Voltametrik tayinlerde karbon fiber elektrotlar, dzellikle elektrigi ¢ok iyi iletmeleri
ve ¢ok diisiik giirtiltli sinyali gibi yararlar1 olmast nedeniyle kullanilirlar. Ayrica in-

vivo analizlerde de kullanilabilmektedirler.

1.1.4.3.2.5. Tek kullanimlik perde baskil karbon(grafit)elektrotlar(SPCE):

Son yillarda tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar ¢ok yaygin sekilde
kullanim alan1 bulmustur. Ozellikle biyosensér teknolojisinin gelecegi olan DNA
mikrogip teknolojisine uygulanabilirligi acisindan oldukga basarili sonuglar veren bu

elektrotlar gelecegin elektrotlar olarak gosterilmektedir [213, 219, 220].
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elektrik ve potansiyostatia
baglant

-

polivinil kaplama
T tabakasi

Ag vyalanci referans —
elektrot ? — grafit yardimei elektrot

——— 3mm'lik grafit galigma
L1 em- elektrodu

Sekil 16: Tek kullanimlik perde baskili karbon elektrodun (SPCE) yapisi.

1.1.4.3.3. Metal Elektrotlar:

Platin ve altin en ¢ok tercih edilen elektrot tipleridir.

1.1.4.3.3.1. Altin Elektrot:

/Iletken baglanti teli

Teflon

/

ince altin
disk

Altin elektrot elektrot ylzeyi

Sekil 17: Kat1 altin elektrodun yapisi.

Bu elektrotlar yiiksek elektron transfer kinetiklerine ve genis bir pozitif
potansiyel araligina sahiptirler. Bakir ve nikel elektrotlar ise amino asitlerin ve

karbonhidratlarin tayininde kullanilmaktadir.
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1.4.3.3.2. Tek Kullanimhik Perde Baskili Altin Elektrotlar (Au-SPE) [51]

Tek kullanimlik metal elektrotlar da tayinlerde basariyla kullanilmaktadir. Toz
haldeki altin partikiillerinin uygun bir polimer yardimu ile plastik zemine tutturulmasi
ve lzerininin polivinil bir kaplama tabakasiyla ortiilmesi ile altin perde baskili
elektrotlar elde edilir [386].

=1 em-|

M
&)

11

Ag valanci referans Grafit yardimei elektrot
elektrot

Altin ¢aligma
elektrodu

Sekil 18: Perde baskili altin elektrodun yapisi.

1.1.4.3.4. Mikro Elektrotlar: [347-349]

Son on yil igerisinde, boyutlart mikroelektrotlardan daha kiigliik olan
elektrotlarin tasarimi gerceklestirilmistir. Caplar1 50 um'den daha kii¢iik olan bu tip
elektrotlara ultramikroelektrotlar denilmektedir. Cesitli elektrokimyasal amaglar i¢in

kullanilmaktadirlar.
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Sekil 19: Ultramikroelektrodun mikroskoptaki goriintiisii [349].

1.1.4.3.5. Membran Elektrotlar (fyon Secici Elektrotlar):

IIk olarak 1906’da pH tayini i¢in farkli hidrojen iyonu konsantrasyonlarina
sahip iki cozeltiyi ayiran ince cam membranin iki cam ylizeyi arasinda olusan
potansiyelin Ol¢limiine dayali elektrot gelistirilmistir. Halen bu konu ile ilgili
caligmalar devam etmektedir [119]. Hidrojen iyonuna karsi cam membranlarin
seciciligi ve duyarliliginin anlasilmasindan sonra diger iyonlara kars1 secici davranan

bagka tip cam membranlarin gelistirilmesine yol agmustir [41, 63, 95, 189].

1.1.4.3.5.1. S1ivi Membran Elektrotlar: [6]

Bazi anyonlarin ve bir¢cok katyonun dogrudan potansitometrik 6l¢limii i¢in bu
elektrotlar gelistirilmistir. Bir stvi membran elektrodun potansiyeli, analit ¢ozeltisi ve
analitin iyonu se¢ici olarak baglayan bir sivi iyon degistirici arasindaki ara yilizeyde
ortaya ¢ikar. Ornegin, kalsiyum iyon s1vi-membran elektrodu, fizyolojik arastirmalar
icin olduk¢a degerli bir aractir ¢iinkii bu iyon sinir sinyallerinin iletiminden

sorumludur, iletim sinir hiicrelerinden bu iyonun tasinmasiyla gerceklesmektedir.
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Ayrica kemik olusumu, kas erimesi, kalp biiylimesi ve kasilma, bobrek bosaltim
fonksiyonu, hipertansiyon gibi olaylarda ¢ok 6énemli rol oynar. Bu olaylarin pek cogu
kalsiyum iyon konsantrasyonundan g¢ok aktivitesinden etkilenir, aktivite membran

elektroduyla 6lgiilebilen bir parametredir.

1.1.4.3.5.2. Kristalin-Membran Elektrotlar: [6]

Bazi camlarin katyonlara gosterdigi ilgi géz Oniine alinarak benzer sekilde
anyonlara kars1 secgici 0zellik gosteren kati membranlarin gelistirilmesi ¢aligmalari
yapilmistir. Cam yiizeyindeki anyonik merkezlerin katyonlara gostermis oldugu
secimlilige dayanilarak katyonik merkezlere sahip membranlarin anyonlara karsi
secici davranmasi da beklenmistir. Ornegin, giimiis halojeniriin preslenmesiyle
hazirlanmis membranlar kloriir, bromiir ve iyodiir anyonlarmin se¢imli tayini igin

kullanilmaktadir.

1.1.4.4. Voltamogramlar: [6]

Mikroelektrot yiizeyinde bir A tiiriiniin P tiiriine indirgendigi bir elektroliz i¢in
tipik bir dogrusal taramali voltamogram goriilmektedir. Geleneksel olarak katodik
akimlar daima pozitif, anodik akimlarsa negatif isaretle gosterilir.

Mikroelektrottaki yari-rekasiyon;

A+ne P E’=-026V seklinde tersinir bir reaksiyondur.

Genellikle dogrusal taramali voltamogramlar sigmoidal egriler (S seklinde)
seklindedir. Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artistan sonraki sabit

akima swmr akim, i, denir.
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Sekil 20: Dogrusal taramal1 voltamogram egrisi [6].

Akim, analizlenecek maddenin kiitle aktarim islemiyle elektrot yiizeyine
tasinma  hiziyla smirlidir.  Smir  akimlari  genellikle analizlenecek madde
konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve bu yiizden

is=k .Ca seklinde yazilabilir. Burada C,, analit konsantrasyonu ve k ise bir
sabittir. Kantitatif dogrusal taramali voltametri bu iligkiye dayanir.

Yari-dalga potansiyeli, akimin sinir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele
denir ve E;» ile gosterilir. Yari-dalga potansiyeli, yari-reaksiyonun standart
potansiyeli ile yakindan ilgilidir fakat genellikle ona esit degildir.

Cozelti veya elektrodun siirekli hareket i¢inde oldugu dogrusal taramali
voltametriye Hidrodinamik Voltametri ad1 verilir. Damlayan civa elektrodunun
kullanildig1 voltametriye Polarografi denir.

Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve Faradayik akim
olmak tizere 2 gesit akim olusur [6].

1-Faradayik olmayan akim (Kapasitif akim) (i) : Elektrot/cozelti ara

yilizeyindeki yiiklii bir ¢ift tabakada olusan bir ylikleme akimidir. Bir elektrodun bir
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elektrolit ¢cozeltisine daldirilmasi ve negatif yiikle yiiklenmesiyle ¢ozeltideki pozitif
yuklii iyonlar elektroda dogru ¢ekilir. Boylece ara yiizeyde bir gerilim farki olusur.
Ters isaretli yiiklerin ara ylizeyin iki tarafinda birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel
cift tabaka olusur. Olusan bu ¢ift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorii
ylklemek i¢in ortamda yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir
akim olusur. Bu akim reaksiyona bagli degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima
kapasitif akim denir. Ne kadar diisiik olursa, o kadar dogru 6l¢iim yapilir. Kapasitif
akim fon akimin olugsmasina neden olan etkenlerden biridir.

2-Faradayik akim (iy: Bir elektrokimyasal hiicrede elektrot/¢ozelti ara yiizeyi
boyunca bir yikseltgenme/indirgenme islemiyle taginan akimdir. Reaksiyondan
(analiz edilecek maddeden) kaynaklanan akimdir.

i=if+i. oldugundan i.azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10 M ve istiinde; i, < ir dir ve ¢alisilabilir. 10* M da kismen iyl

sonug alinir. 10° M ve iistiinde ; ic >> ir oldugu i¢in ¢alisilamaz.

1.1.4.5. Voltametrik Akimlar:

Incelenen bir elektroliz isleminde akim, analitin difiizyon tabakasinin dis
kismindan elektrot yiizeyine tasinma hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 6Ca / 0X ile
verilir. Burada X, cm cinsinden elektrottan olan uzaklig1 gostermektedir. Diizlemsel
bir elektrot i¢in, akimin

1=nFDy (0Ca /0X)
seklinde bir ifade ile verilecegi gosterilebilir. Burada:

I = Amper cinsinden akimu,

n = Analitin molii bagina elektronlarin mol sayisini,
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F =Faraday sabiti ( 96487 Coulomb / mol elektron),

A =cm? cinsinden elektrot yiizey alanin,

Dx = A'nin cm’s” cinsinden difiizyon katsayisin,

Ca =mol/cm’ cinsinden A'nin konsantrasyonunu  gdstermektedir.

Olusan difiizyon akimin zamana karsi fonksiyonu COTTRELL denklemini

nFACD ''?

1/2,1/2
Tt

I =
Verir.

n = reaksiyonda alinan/verilen elektron say1si

F = Faraday sabiti (96,500 C mol™")

A = elektrot alan1 (cm?)

D = difiizyon katsayis1 (cm®s™)

C = konsantrasyon (mol cm™)

Taramal voltametride kati elektrot kullanilarak elde edilen anodik veya
katodik pikin maksimum akim degerinin hesaplanmasi: [16, 86]

Taramali voltametride elde edilen pikin maksimum akim degeri , 1, Randles-
Sevcik esitligi ile verilir .Tersinir bir elektrokimyasal tepkime i¢in bu esitlik
verilmistir.

i,=(2,69%10°) n°”? AD"? v"C

[,=Anodik veya katodik pik akimi (A)

n = transfer edilen elektron sayisi

A = Elektrot yiizey alan1 (cm?)

D = Elektroaktif tiirlerin difiizyon katsayis1 (cm?/sn)

V = Tarama hizi(V/sn)

C=Elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu (mol/cm”)



47

Uygulanan sabit bir tarama hizinda, i, degeri analit derisimi ile dogru
orantilidir, bu sayede nicel analiz yapilabilir. Tarama hiz1 arttirildiginda, faradayik
akim tarama hizinin karekokii ile, yiikleme akimi ise tarama hizi ile orantili olarak
artar. Ozetlenecek olursa, tarama hizimin arttirilmasiyla yiiksek duyarliligin elde

edilmesi miimkiin degildir.

1.1.4.6. Elektrokimyasal bir tepkimede Faradayik islemler

Cozelti ve elektrot arasindaki yiizeyden akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan
birinde yiikseltgenme reaksiyonlar1 olurken digerinde indirgenme reaksiyonu
meydana gelir. Bu reaksiyonlarda ;

A (yiikseltgenmis hal) + ne” <> P (indirgenmis hal)

A ve P, sirasiyla, tepkimede redoks ciftinin, yiikseltgenmis ve indirgenmis

seklini ifade etmektedir. Elektroaktif tiiriin elektrot ylizeyindeki derisimi [Ca(0,t) ve

Cp(0,t)], Nernst denklemine gére saptanmaktadir.

2 3RT be Ca

nF CP

E =E°+

E° = Redoks tepkimesi i¢in standart potansiyel

R = Gaz sabiti (8,314 JK 'mol™)

T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi

F = Faraday sabiti (96,487 coulombs)

Elektrot ara yiizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,

elektronlarin dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
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miktarinin gegen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu tip islemlere,
faradayik islemler, bu sekilde olusan akimlara da faradayik akimlar ad1 verilir.
Analizlenecek madde ve iriinlerin konsantrasyonlart yalnizca elektrot

ylizeyinden uzakligin bir fonksiyonu olarak ve Nernst tabakasi i¢inde degisir.

1.1.4.7. Polarografi : [6, 86]

Polarografi, ilk bulunan ve kullanilan voltametri tipidir ve elektrot olarak
damlayan civa elektrodunun kullanilmaktadir.

Destek elektrolite ait polarogramin incelenmesi, ortamda analizlenecek madde
yokken bile hiicrede artik akim ad1 verilen kiigiik bir akimin olustugunu gosterir.

Sinir akimlart; akimin biiylikligli analizlenecek maddenin elektrot yiizeyine
taginma hizi ile sinirli oldugu zaman gozlenir. Difiizyonla kiitle aktarimi oldugu i¢in
polarografik sinir akimlarina genellikle difiizyon akimlar: denir ve iq4 ile gosterilir.
Diflizyon akimi analizlenecek madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Artik akimlarin olusma sebeplerinden biri olarak safsizliklarin indirgenmesi ve
bu safsizliklarin i¢inde az miktarda ¢6ziinmiis oksijen, damitik sudan gelen agir
metal iyonlar1 ve destek elektrolit olarak kullanilan tuzdaki safsizliklar sayilabilir.

Polarografik yontemlerde dogruluk ve duyarlik, faradayik olmayan artik
akimin biiyiikliigline baglidir ve dogru bir sonug elde etmek icin artik akimin etkisini
giderme yoluna gidilir.

Polarografide pH nin etkisi:

Bazi organik ve inorganik madde reaksiyonlar1 asagidaki gibi ifade edilir:

R+ nH + ne —= RH_

_
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R, analitin yiikseltgenmis sekli ve RH, de indirgenmis seklini gostermektedir.
Bu tip bilesiklerin yari-dalga potansiyelleri denklemden de anlagilacagi gibi 6nemli
Olclide pH’ ya baghdir; pH’nin degisimi, reaksiyon sonucunda olusan iiriiniiniin
degismesine bile sebep olabilir. Bu nedenle analit ¢ozelti c¢ok 1yi sekilde
tamponlanmalidir. Eger bu islem yapilmazsa, elektrot yiizeyindeki ¢ozeltinin pH' s1
bliylikk oranda degisebilmektedir. Bu degisimler, reaksiyonun indirgenme
potansiyelini etkiler ve iyi bir gdriiniimii olmayan yayvan egrilerinin elde edilmesine
neden olur. Ayrica, 6zellikle organik maddelerle yapilan polarografide tekrarlanabilir
yari-dalga potansiyelleri ve difiizyon akimlari elde etmek igin iyi bir tamponlama

yapmak genellikle cok dnemlidir.

Puls Polarografisinin Uygulamalar:

Dogrusal taramali polarografi, gecmiste bircok biyolojik ve biyokimyasal
madde ile ¢ok sayida inorganik ve organik tiiriin nicel analizinde kullanilmistir.
Glinimiizde ise yliksek duyarlilik, kolay uygulanabilirlik ve se¢imlilik gibi
ozelliklere sahip olan puls yontemleri, klasik dogrusal taramali yontemin tamamen
yerini almis durumdadir. Kantitatif analizlerde, kalibrasyon egrileri, elde edilen pik
yiiksekliklerinin analit derisimine kars1 grafige gegirilerek elde edilir. Bazi

durumlarda kalibrasyon egrileri yerine standart katma yontemleri kullanilmaktadir.

Oksijen Dalgalar [6]

Coziinmiis oksijen, ¢esitli mikroelektrotlarda kolaylikla indirgenir; hava ile
temasta olan (hava ile doyurulmus) sulu ¢ozeltide oksijene ait iki ayr1 pik gozlenir (-
0,1V ve -0,9V civarinda); bunlardan birincisi oksijenin peroksite indirgenmesinden

olusur, digeri ise hidrojen peroksitin indirgenmesine aittir.
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Sekil 21: Hava ile temasta olan (hava ile doyurulmus) sulu ¢ozeltide oksijene ait pikler.

Voltametrik olarak ¢ozeltide ¢6zlinmiis oksijenin tayini i¢in bu reaksiyonlara
dayali yaygin olarak kullanilan metod gelistirilmistir. Fakat oksijenin varlig1 diger
tiirlerin dogru olarak tayininde sorunlara yol agmaktadir. Bu nedenle ¢6zeltiden inert
bir gaz (0r: azot) gegirilerek ¢ozeltide ¢oziinmiis gazlarin uzaklastirilmasi islemi
gerceklestirilir. Oksijenin yeniden absorbsiyonunun Onlemek i¢in analiz siiresince

azot gazi ¢ozelti ylizeyinden gegirilir.

1.1.4.8. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri ve teknikler:

Calisma elektrodu iceren elektrokimyasal bir hiicreye degistirilebilir bir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali, yontemin dayandigi
karakteristik bir akim cevabini olusturur. En ¢ok kullanilan tekniklerden {i¢ii detayl

olarak asagida aciklanmustir.
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1.1.4.8.1. Déniisiimlii voltametri (CV): [86, 227]

Doniisiimlii voltametri, gliniimiize kadar kati elektrotlarla yapilan ¢alismalarda
en ¢ok kullanilmig olan tekniktir. Uygulanan uyarma sinyali ile once tliggen seklinde
dalga hareketi ile bir maksimuma kadar dogrusal olarak artar sonra aym egimle
orijinal degerine dogrusal olarak azalir. Baslangi¢ taramasinin yonii, numunenin
bilesimine bagli olarak, negatif veya pozitif olabilir. Daha negatif potansiyeller
yoniindeki tarama ileri tarama, zit yondeki tarama da fers tarama olarak adlandirilir.
Genelde cevrim hizi, Ims - 100 s arasinda veya daha uzun siire gibi genis bir
araliktadir. Siirekli degisen potansiyel degerlerine karsi belirli bir aralikta akimdaki

degisim grafige gecirilerek Déniisiimlii Voltamogram elde edilir.

katodik
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Sekil 22: Doniisiimlii voltametride uyarma sinyali ve elde edilen yant.
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Doniigiimlii voltametri ile karistirilmayan bir c¢ozeltide (durgun sistemde)
elektrodun akim cevabi ticgen dalga sekilli potansiyel ile uyarilir. Potansiyel dnce
doymus kalomel elektroda kars1 -0,15V’a kadar dogrusal olarak degistirilir, sonra
tarama yoni tersine ¢evrilerek ilk potansiyel degerine +0,8V’a kadar getirilir. Burada
hiz1 difiizyon tayin eder. Analitin yiikseltgenmesi ve indirgenmesi Sekil 22’de
sagdaki voltamogramda gozlenebilmektedir. Burada 6mM potasyum ferrisiyaniir
(KsFe(CN)g) ve 1M potasyum nitrat (KNO;) ¢ozeltisinin doniisiimliic uyarma
sinyaline verdigi akim cevabi goriilmektedir. Calisma elektrodu durgun bir platin
mikroelektrot ve referans elektrot da bir doymus kalomel elektrottur. +0,8V’luk
baslangi¢ potansiyelinde zayif bir anodik akim gozlenmis ve tarama devam ettikce
hemen sifira diigmistiir. Bu ilk negatif akim, suyun yiikseltgenerek oksijen vermesi
sonucu olusur. +0,7 ve +0,4V potansiyelleri arasinda hi¢ akim gézlenmez ¢iinkii bu
potansiyel araliginda indirgenebilir veya yiikseltgenebilir tiirler yoktur. Potansiyel
biraz daha diisiik pozitif degere (0,4V ) geldiginde, hekzasiyanoferrat (III) iyonunun
hekzasiyanoferrat (II) iyonuna indirgenmesi nedeniyle bir katodik akim gozlenir (B
noktasi). Burada, katotta agagidaki reaksiyon gergeklesir:

Fe(CN)s™ +¢ < Fe (CN)¢"

B’den D’ye kadarki bélgede Fe(CN)s® nin yiizey derisimi gittikce azalirken,
akimda hizli bir artis olur. Katodik pikin en yiiksek degere ulastig1 potansiyel (Ep)
yaklasik olarak +0,18V’tur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri,
baslangigtaki yiikleme akimi artisidir. Tkincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir.
Sonra ilk akim, difiizyon tabakasi elektrot yiizeyinden uzaklastikca hizla azalir (D
noktasindan F noktasma ). -0,15V’luk noktada (F) tarama yonii cevrilir. Bununla
beraber, tarama daha pozitif potansiyellere dogru oldugu halde akim katodik olmaya

devam eder. Ciinkii, potansiyeller halen Fe(CN)¥4 “nin indirgenmesine yetecek kadar
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negatiftir. Potansiyel yeteri kadar pozitif oldugunda Fe(CN)**¢’nin indirgenmesi daha
fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da anodik olur. Anodik akim, ileri
yondeki tarama sirasinda yiizey yakinlarinda biriken Fe (CN) *¢’nin yeniden
yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik yapar ve sonra biriken Fe (CN)*
¢ nin anodik reaksiyon yoluyla kullanilmasiyla azalir.

Bir doniisiimlii voltamogramin dnemli parametreleri , katodik pik potansiyeli
E,, anodik pik potansiyeli £, katodik pik akimi i, ve anodik pik akimi iy, *dir. Bu
parametrelerin nasil bulunacagi Sekil 22°de sag kisimda gosterilmektedir.

Yar1 dalga potansiyeli Ei» = (Ep. + Ejc )/2 olarak hesaplanmaktadir.

Tersinir bir elektrot reaksiyonu ic¢in anodik ve katodik pik akimlart mutlak
deger olarak yaklagik esittir, fakat zit isaretlidir ve pik potansiyellerinin farki
0,0592/n’dir. Burada n, yari-reaksiyonda yer alan elektron sayisidir.

Dontigiimlii voltametride dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en kiiglik
oldugu bolgede ¢alisilir. Fakat sistemin duyarlilik 10° M ile siurlidir. Déniisiimlii
voltametri, miktar tayinine dayali bir yontem degildir ama analizlenecek maddenin
hangi potansiyelde nasil davranis gosterdigi hakkinda bilgi verir. Elde edilen bilgiler
dogrultusunda maddenin en iyi yanit1 verdigi bdlge (potansiyel) bulunur.

Dontigiimlii voltamogramlarin sekli ve yapisinda secilen potansiyel araliginin
yanisira, se¢ilen tarama hizinin, kag defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.

Bir doniistimlii voltamogramdaki indirgenme ve yiikseltgenme arasindaki

gerilim farki AE, ile ifade edilir.

AEP = imV
n

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

irreversible (doniisiimsiiz) olarak adlandirilir.
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Doniigiimlii voltamogram alinirken zemin akimi, analitle elde edilen akimdan
cikartilir. Yiikseltgenme/indirgenme olaylar elektrot yiizeyinin hemen yakinindaki
Nernst difiizyon tabakasinda gerceklesir. Diflizyon tabakasindaki bu olaylar ana
cOzeltideki analit konsantrasyonuna baglidir (¢6zelti fazi). Analit elektrot yiizeyine
kaplandiginda ise yiikseltgenme/indirgenme olaylar1 analitin tamamini1 ifade
etmektedir (elektrot yiizeyi). Bu durumda tarama hizi miimkiin oldugunca yavas

olmalidir.
1.1.4.8.2. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) [6]:

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkli olan maddeler

icin bile pik maksimumlari elde edilebilmektedir.

—30 msl*l—_ .
E L= isn m
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Sekil 23-A  Analog cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma

sinyali.
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2 Puls potansiyelinin biiyikIGgi

Bitig potansiyeli ‘ {modulation amplitude)

50-100 msn
E Pibadiety
— Puls potansiyelinin uygulama zamani

{modulation time)

1-2 sn —  Diferansiyel puls periyodu (interval time)

| 1: ik 8lgim zaman

2: lkinci dl¢lim zamani
Baglangig | | II
potansiyeli E 4

Adim potansiyeli {(step potential)

1

Sekil 23-B  Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma

sinyali [11].

Sekil 23-A analog, Sekil 23-B ise dijital cihazlarda kullanilan diferansiyel puls
uygulamasint gostermektedir. Sekil 23-B’de bir puls ile basamakli sinyal iist {iste
bindirilmis durumdadir. Her iki sistemde, diferansiyel puls voltametrisinde akim
Olciimii iki bolgede yapilmaktadir. Dijital sistemde bunlardan birincisi dogru akim
(dc) puls uygulamasindan 16,7 ms once (1), digeri ise pulsun sonundan 16,7 ms
sonra (2) yapilir. Puls basina akimdaki fark(Al,) dogrusal olarak artan potansiyelin
bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Elde edilen diferansiyel egri pik seklinde olup
yiiksekligi konsantrasyonla orantilidir. Tayin smiri bu yontemde 10°M’dir. Bu
yiiksek duyarliligin sebebi faradayik akimin artmasi, faradayik olmayan yiikleme
akiminin ise azalmasidir. Puls uygulandig1 anda faradayik olmayan akimda goriilen
ilk dalgalanmanin 6lglime etkisini en aza indirmek icin iki akim Ol¢iimi alinir.

Boylece sinyal/giiriiltii orani artar ve duyarlilik artar.

Modiilasyon (puls) adim potansiyeli

petansiyelinin -
uygulama zamani

tarama hizi
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Diferansiyel puls voltametri teknigi, agir metal iyonlarinin eser derisimlerinin

tayini gibi bir ¢cok alanda kullanilmaktadir.

1.1.4.8.3. Kare Dalga Voltametri (SWV):

Kare dalga genligi (amplitude)

1
Bitig potansiyeli _-l__ I
EL’ 2 ‘ Adim potansiyeli (step potential)
- 1: ilk 8lgiim (high)
| = 2: Ikinci 8lgim (low)

Kare dalga periyodu
(square wave period)

Baglangig A ]
potansiyeli—l_-l__ (interval time)

Sekil 24: Dijital cihazlarda kare dalga voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali [11].

Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli olma iistiinliigline sahip bir
tekniktir. Voltamogramin tamami 10ms den daha az siirede elde edilir. Olgiim son
derece hizli yapildigindan birka¢ voltametrik 6l¢limiin ortalamasi alinarak analizin
kesinligini arttirmak miimkiindiir. Tayin siurlar1 107-10®*M arasindadir. Elde edilen
akimlar arasindaki fark, Ai; 1 gerilimindeki akimdan, 2 gerilimindeki akim degeri
cikarilarak bulunur. Ileri puls bir katodik akimini (i;) geri puls da bir anodik akimim
(i2) olusturur. Genellikle voltamogramlar1 elde etmek icin Ai’ler ile grafik gizilir.
Akimlar arasindaki bu fark, konsantrasyonla dogru orantilidir. Daha ayrintili puls ve
kare dalga voltametrisi bilgileri i¢in Eccles G.N. ve Osteryoung J.’nin yapmis oldugu

caligmalar incelenebilir [258].
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Siyirma Yontemleri:

Yontemde Once analizlenecek madde, karnistirilan bir ¢ozeltide elektrot
ylizeyinde biriktirilir. Belirlenen siire sonunda elektroliz ve karistirma durdurularak
uygun olan voltametrik yontem ile tayin yapilir. Analizin voltametrik tayini i¢ceren bu
ikinci basamaginda, madde elektrot ylizeyinde ¢oziiliir ve siyrilir ; bu yilizden yontem
swyirma yontemleri adin almigstir.

Anodik siyirma isleminde elektrot, biriktirme basamaginda katot olarak,
analizlenecek maddenin baslangigtaki haline yiikseltgendigi siyirma basamaginda
ise, anot olarak davranir. Katodik siyirma yonteminde ise anodik styirmanin tersine
bir durum sézkonusudur.

Eser element tayininde siyirma yontemleri dnemli yer tutmaktadir, ¢linkii
elektrolizdeki onderistirme basamagi sayesinde eser miktardaki bir analizlenecek
madde tayini basarili bir sekilde gergeklestirilebilir. Boylece 10°-10° M derisimine

sahip ¢ozeltilerin analizi yapilabilir.

1.2. Biyosensorler

Biyosensorler (biyo-alicilar, biyolojik dedektorler), biyolojik kaynakli bir
tanima yiizeyi ve fizikokimyasal ¢evirici sisteminden olusan, biyolojik molekiiller
kullanilarak diger biyolojik molekiilleri, direkt veya indirekt olarak saptayabilen
cihazlardir. Diger bir tanimla, biyoaktif materyaller i¢eren ve biyolojik ortamlarda
bulunan ¢esitli maddelerin analizi i¢in kullanilan analitik cihazlardir.

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayic1 sistemler) Analitik
Kimya’da olduk¢a yaygin kullanimi olan cihazlardir. Bu cihazlara [UPAC tarafindan

literatlirde getirilen tanim ise su sekildedir:
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“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara secici ve tersinir bir sekilde cevap veren
ve konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiiciiltiilmiis cihazlara
elektrokimyasal sensorler denir ” [48]. Bu sensorler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle B/YOSENSOR  adim
almislardir [350].

Nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlar olan biyosensorler, “biyo”
(=biyolojik kokenli) ve “sensor” (= algilayici) kelimelerinden olusmaktadir [62].
Diger bir tanim ise; “Biri biyokimyasal, digeri ise elektrokimyasal 6zellikte, birbiri
icine gecmis iki ¢eviriciden olusan algilayici cihazdir” denilebilir.

Tayin genel olarak, analizlenecek molekiil ile dedektdr molekiil baglandiginda,
baglanmanin g¢evirici sistemi ve bilgisayar tarafindan oSlgiilebilen/ goriintiilenebilen
elektrik sinyaline doniistiirtilmesi ile gerceklesir [13, 55, 61, 65, 182, 293, 303, 307,

356, 421].

Analiz érnegi

ISIK
YANIT 6 AKIM
FREKANS

Sekil 25: Biyosensoriin yapisi

Tiim biyosensorler, molekiiler diizeyde algilama ve sinyal ¢evirimi olarak iki

temel gorevi yerine getirmektedirler.

Algilama Birimi (tamima katmani): Ortamda bulunan ve algilanmasi gereken

kimyasal/biyolojik maddeyle etkileserek, sinyal olugsmasina neden olan "biyolojik
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arayiizey" algilama birimi olarak tanimlanir. Algilama birimi biyosensor i¢in son
derece onem tasidigindan secici ve kararli yapida olmasi gereklidir. Biyosensorlere
uygun sekilde tutuklanan enzim, antikor, hiicre-membran reseptorleri, doku parcalari
veya DNA gibi biyolojik maddeler, 6zgiil sekilde baglanacaklar1 hedefle etkilesecek
arayiizeyi olusturur. Bu biyolojik materyallerden enzimler, DNA ve antikorlar
nispeten uygulama kolaylig1 saglayan molekiillerdir. Doku pargalar1 canli
tutulmalari, beslenmeleri ve atiklarinin uzaklastirilmasi gereksinimi nedeniyle
biyosensorlere spesifik olarak immobilize edilmeleri zordur.

Cevirici Birimi: Etkilesme sonucunda olusan biyokimyasal {iriin ¢evirici birimi

tarafindan okunabilir sayisal bir degere ¢evirilir Cevirici cihazlar, potansiyel, akim,
151k siddeti, kiitle veya 1s1 6lgerek biyosensor yiizeyinde meydana gelen biyokimyasal
reaksiyon hakkinda bilgi vermektedirler.

Biyolojik sensor tasariminda algilama biriminin niteliklerine gore cevirici
teknolojisi tiretmek gerekmektedir. Bu teknolojiler, iletkenlik, potansiyel, kapasite,
181, kiitle, ve optik sabit gibi 6zelliklerin kimyasal etkilesim sonucu degisimine uygun

olarak secilmektedir.

Cevirici alt birimi:

Elektronik Birimi: Ceviricilerin elektrik sinyal {iretmesi i¢in gerekli osilator,

fark devresi, islemsel ylikselte¢ devresi, besleme devresi gibi devrelerdir.
Biyosensorler spesifik olarak; her tiirlii biyolojik ajanin tayini, tibbi/medikal
analizler, ¢evresel kirlilik nedeni olan ajanlarin ve toksinlerin analizi gibi alanlarda

kullanilmaktadirlar.
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1.2.1. Biyosensoriin yapisini olusturan biyomateryaller ve cevirici sistemleri

Pek cok materyal biyosensor algilayici malzemesi olarak kullanilmistir (Tablo
1). Bu malzemeler metallerden yari-iletkenlere, iyonik bilesiklerden, molekiiler
kristallere, polimerlere ve enzim, antikor gibi biyolojik malzemelere pek genis bir

spektrum icermektedir.

Tablo 1. Biyosensoriin yapisini olusturan biyomateryaller ve ¢evirici sistemleri

Algilama biriminde kullanilabilecek Cevirici sistemi
materyal
* Cesitli enzimler (Enzim sensorleri) * Elektrokimyasal  (potansiyometrik,
* Antikorlar (Immunosensorler) amperometrik, voltametrik yontemlere
* DNA (DNA biyo/genosensorleri) dayali, ve alan etkili(ISFET, chem
* Peptidler FET)

* Bitki-Hayvan hiicre veya dokular1 * Optik (Surface plasmon resonance,
(mikrobiyal sensdr) [13, 55, 61, 293,  floresans ,yansima, luminesans,
356] kirilma indeksi)

* Elektriksel (Yiizey etkinligi (MOS),
Elektrolit iletkenligi)

* Kiitle duyarh (piezoelektrik)
(Piezoelektrik kristallerinin rezonans
frekansi, ylizey akustik dalgalari)

* Manyetik (paramanyetik)

* Termal (Reaksiyon 1s1s1, Adsorpsiyon

1s1s1) [55, 61, 65, 209, 303, 307, 356]
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IIk biyosensér 1962 yilinda Clarck ve Lyons [60] tarafindan enzim elektrot
yardimi ile glukoz tayinine yonelik olarak yapilmistir. Biyosensorlerin o yillarda
baslayan gelisimi halen devam etmektedir. Biyosensor arastirmalarinin adeta patlama
yapmasinin arkasindaki yonlendirici giig, agirlikli olarak diinyadaki ©nemli
sirketlerin biyosensor teknolojisine yogun ticari ilgi géstermesi ve bu alanda diinya
pazarinda yer almak istemeleridir.

Biyosensorlerin diger geleneksel analitik cihazlardan ¢ok daha yararli yonleri
bulunmaktadir:

1- Kigiiltilebilme o6zellikleri (tasmnabilir cihaz haline getirilebilme, az
miktarda 6rnekle analiz bolgesinde ¢alisma olanagi)

2-  Hizli cevap zamani

3-  Yiiksek sec¢imlilik (kompleks yapili karisimlarda ayirma/saflastirma
yapilmaksizin analiz)

4-  Kullanim kolaylig1 (kullanimda uzman gerektirmemesi)

5-  Ucuzluk [55, 61]

Tiim bu yararlar nedeniyle giiniimiizde kan glukoz Ol¢limii i¢in kullanilan
glukometreler diinya pazarinin %85’ini olusturmustur [209, 246] ve piyasada
birbiriyle yarisan 40 degisik firmanin glukometrelerine ulasilmasi miimkiindiir
(ROCHE Diagnostics, Bayer, Cygnus, Abbott Laboratories, LifeScan Inc., MiniMed,
I-STAT Corp., Home Diagnostics bunlar arasindadir).

Glinlimiizde ulagilmas1 miimkiin olan diger ticari biyosensorler Affymetrix [1]
ve Nanogen [230] firmalarinca gelistirilen niikleik asit tayinlerine yoOnelik
biyosensorlerdir. Ayrica kolesterol dl¢iimiine dayali biyosensorler Oxford Biosensors

ve Life Scan Inc. tarafindan geligtirilmistir.
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Biyosensor teknolojisi agirlikli olarak tip ve eczacilik alanlarmma yonelik
gelistirilmektedir fakat giiniimiizde ¢evresel, adli ve gida kalitesinin arastirilmasi gibi

pek cok alandaki analizler i¢cin de biyosensor tasarimlar1 yapilmaktadir.
1.2.2. Biyosensor Tasarimi

Biyosensordeki algilama biriminde kullanilmak {izere gelistirilen materyallerin
ozelliklerine gore tasarimlar da farkliliklar gostermektedir [416].

Biyosensor tasarimini asagidaki tabloda 6zetlemek miimkiindiir:

Yapisal Surekli
gelisim gelisim

/ Tasarlm \\
Malzeme

ve Kimya Elektronik
teknﬂlﬂjllerl P'a“'a"‘a teknolojileri
Uygulama

l

|Minyatiirlestirme|

¥
Akilli sensor

Sekil 26: Biyosensor sistemlerine genel bakis.

1.2.3. Biyosensorlerde Onemli Kriterler

Maliyet : Aletin maliyeti, reaktiflerin maliyeti.
Hassasiyet ve secicilik: Hassas ve secici aletlerin daha biiyiik, daha pahali,

daha yavag olmasi.
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Kullanim kolayhgi : Tasinabilir basit aletler Ar-Ge asamasindadir, ayrica bu

cihazlar nispeten daha az hassas, daha az se¢ici, daha yiiksek maliyetlidirler.

Cevirici Biyoaktif
Sistemler materyaller
| | | | l ! | T L
Optik Plezoelektrik  Termmal Woltametrik Enzimler Antikorlar Hicreler Lipitler IMildede asitler

[
Amperometrik Mikroorgamzmalar — Doloular

Potansiyometrik

I Mesil IT Mesil TIT Mesil

Empedans
[
Cam elektrot
Tyon secici eleldrot
Iyen seqict alan etkik
transistér (ISFET)

Sekil 27: Biyosensor tasariminda giiniimiize dek kullanilmis olan gevirici sistemleri

ve biyomolekiiller.

1.2.4. Biyosensorlerde algillama biriminde kullanilan fiziksel materyaller

1.2.4.1. Nanomateryaller ve nanoteknoloji [107, 175, 298]

Nanometre boyutlarinda (1-100 nm) ¢esitli 6zelliklere sahip malzemelerin,
araclarin ve sistemlerin gelistirilmesi/iiretimi ile fiziksel, kimyasal, biyolojik
olaylarin anlagilmast1 ve kontrol edilmesi nanoteknolojinin  kapsamini
olusturmaktadir. Nanometre 6lgekli olaylarin degerlendirilmesine yonelik algilayici
cihazlarin gelistirilmesi ile bilim diinyas1 yeni ufuklara acilmaktadir. Nano
boyutlardaki yapilarin fiziksel analizi, nanometre biiyiikliiglinde malzemelerin

fabrikasyonu, duyarlilifi nano seviyesine inebilen alet tasarimlarinin yapilmasi,
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bilimde makro diinya ve nano diinya arasinda bag kurulmasia yardimci olacak
yontemlerin bulunmasi/ gelistirilmesi nanoteknolojinin baslica konular1 arasindadir.

Analitik kimya, her tiirlii analiz isleminde kullanilabilecek yontemleri
gelistirmeyi ve yontemlerin c¢esitli alanlardaki uygulamalarini  kapsadigindan
analizlerde kullanilabilecek tiim malzemeleri konu edinir. Bilim diinyas1 yiiksek
kalitede, gittikce kiigiilen, nano boyutlarda ileri teknoloji iirlinleri ile molekiiler
diizeyde DNA analiz islemleri yapma noktasina ulagsmistir. Bu nedenle analitik
kimyacilar nano-endiistrinin yapisina yonelik sorularina cevap verebilmek i¢in eski
analiz yontemlerini degistirirken, bir yandan da yeni teknolojiyle uyumlu analiz
yontemleri tiretmektedir.

Gen teknolojisindeki gelismelerle birlikte, nano-teknoloji de analitik tayin
yontemlerinin gelisme yOniinii tayin etmeye devam edecektir.

Son yillarda yapilan genis capli aragtirmalara bakildiginda nanoteknoloji
alaninda meydana gelen hizli ilerlemeler ¢esitli nano boyutlardaki materyallerin,
sahip olduklar1 optik [40, 320] kimyasal [192] elektriksel [118, 137, 181] manyetik
[362] ve mekanik [331] ozelliklerinin degerlendirilmesine ve bilim diinyasinda
yepyeni tayin yontemlerinin bulunmasina yol agmustir.

Nanomateryallerin bilesimlerinin (inorganik-organik, metal-yari iletken vs.) ve
sekillerinin (partikiil, ¢ubuk, kablo, tiip, kiip) farkli olusu, ylizeylerinin fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik modifikasyonlara hazir olusu, c¢esitli fonksiyonel nano-
Olcekli cihazlarin tiretilmesini saglamistir [59, 66, 105, 282, 320, 345, 376, 394]. Bu
tiretim molekiiler tani, ila¢ arastirma gelistirme, molekiiler biyoloji ve hiicre
biyolojisi gibi alanlarda nanoteknoloji, biyoloji ve tip bilimlerinin biitiinlestirilmesi
ile gergeklestirilmistir. Gelistirilen yeni tani yontemleri, klasik yOntemlere

alternatifler getirmekle kalmayip, tip bilimine ¢ok farkli bir bakis agis1 kazandirmigtir
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[4, 230, 285]. Genetik taniya yoOnelik nanopartikiil iceren biyosensorlerin
gelistirilmesinden [71, 84, 203, 284, 364, 419] kuantum noktalarin ve manyetik
boncuklarin kullanimina [14, 366, 376, 414] kadar bir¢ok alternatif malzeme bilim
diinyasinda yerini almistir. Bunlarin yami sira gesitli arastirmalar sayesinde farkli
yontemler kullanilarak tek boyutlu molekiiler-kablolar ve karbon nanotiipler son
birkag yilda gelistirilmistir [159, 313, 320, 327, 408, 418]. Biyosensorler bu iletken/
yart iletken materyallerle birlestirildiginde biyomateryal algilayici cihazlarin

tasarimlarina imkan vermistir.

1.2.4.2. Altin nanopartikiiller

Altin  nanopartikiiller 6zellikle nanobiyoteknoloji alaninda 40 yildir
kullanilmaktadir [66]. DNA analizlerinde ise son 10 yilda artan bir ilgi ile
kullanilmaktadir [285]. Bu tip analizlerde genlikle nanopartikiil yiizeyi
oligoniikleotitlerle kaplanarak biyotayinler gerceklestirilmektedir [84, 237, 251,
280]. Diinyada bu ¢alismalarin dnciisii Chad Mirkin’dir. Mirkin ve arkadaglar1 altin
nanopartikiil immobilize edilmis oligoniikleotit kullanarak DNA analizleri
gergeklestirmislerdir [132].

Nanopartikiillerin iiretimi ve karakterizasyon islemleri ise lizerinde hassasiyetle
durulan diger konulardir [138, 355].

Elektrokimyasal tayinlerde genellikle metalik nanopartikiiliin tayini esas
almmustir [361]. Authier ve arkadaslar1 [10], yiikseltgenmeyle altin nanopartikiiliin
salimmim anodik siyirma voltametrisiyle, Ozséz ve arkadaslart [263], tek
kullanimlik kalem elektrot yiizeyinde hibridizasyonla baglanan altin igaretli probun

altin grubunun yiikseltgenmesine dayali tayinler yapmislardir. Altin nanopartikiil
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ylzeyine giimils c¢oktirilmesiyle elektrokimyasal analizler ise Wang ve
arkadaglarinca gerceklestirilmistir [111, 360, 361, 362].

Mirkin ve arkadaslar1 ¢ip teknolojisine uygulanabilir sekilde oligoniikleotit
tutturulmus altin nanopartikiiller kullanarak elektriksel tayin gerceklestirmislerdir.
Iki mikrooelektrot aras1 bosluk bdlgesinde iletkenlik degisimine gore 0,5pM tayin

sinirinda analiz miimkiin olmustur [281].

1.2.4.3. Karbon Nanotiipler (CNTSs)

Karbon nanotiipler, grafit tabakalarin tiip sekline donlismiis halidir. Caplari
birka¢ nanometreden 10-20 nanometreye kadar degisebilen, boylari ise mikrometre
seviyesinde olan hegzagonal karbon atom ag1 olarak ifade edilebilecek materyallerdir
[2,152, 159].

Karbon nanotiipler, ¢elikten 5 kat daha sert ve giiclii olmalarina ragmen ayni
zamanda esnek yapiya sahip ve elektrigi ileten yeni bir karbon tiiridiir. 1991 yilinda
Japon fizik¢i Sumio lijima’min [158] rastlanti sonucu kesfettigi nanotiipler,
tagidikdiklar tiim bu 6zellikler nedeniyle gilinlimiizde nanoteknoloji ¢aligmalarinda
kimyasal/biyolojik algilayicilardan ilag iletim sistemlerine kadar pek cok alanda
kullanilmaktadirlar. Tek duvarli ve ¢coklu duvarli yap1 6zelliklerine sahip tiim karbon
nanotlip tiirleri medikal biyoteknoloji alanindaki biyosensorlerin tasariminda yer
almis durumdadirlar. Burada amag yeni yaklagimlarla hedef molekiiliin algilanmasi
ve elde edilen yanitin nanotlip yardimiyla zenginlestirilmesidir [15, 113, 204, 207,

323, 418].
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1.2.4.4. Kuantum noktalar (Quantum dots)

1980’lerin ortalarinda gelistirilen, yar1 iletken oOzellige sahip, 2-100nm
boyutlarinda  “Nanokristaller” olarak da bilinen kuantum noktalar; periyodik
tablodaki II-VI, III-V veya VI-VIA gruplarindaki elementlerin atomlarindan olusan
0zel materyallerdir. Kuantum noktalar1 inorganik yar1 iletken maddelerin yiizlerce
veya binlerce atomundan olusur. Boyutlar1 kimyasal sentezleri sirasinda nanometrik
olarak diizenlenir. Yar1 iletkenler, glinimizde o6zellikle elektrik-elektronik
mithendisligi alaninda c¢ok Onemli yere sahiptir ve tiirevlerinin elektriksel
iletkenlikleri disaridan bir uyari ile 6nemli miktarda degistirilebilir. Tasidiklar1 bu
Ozelliklere bagli olarak nanokristaller optik uygulamalarda ve c¢esitli elektrik
devrelerinin tasariminda kritik parcalar haline gelmistir. Bu biiyiikliikte materyallerin
davranislar1 da farkli olmaktadir ve bu da kuantum noktalarla yapilacak arastirmalari
her gegen giin daha kiigiik materyallerle analiz yapmaya yonelen bilim ve teknoloji
diinyasinda bugiine dek goriillmemis ¢alismalar arasina sokmaktadir.

Kuantum noktalarin  toksisitesinin olmamasi ve hiicrelerde veya
organizmalarda belli hedeflere yonlendirilebilme o6zelliklerinden dolayr biyolojik
sistemlerde kullanilmaktadirlar. Hedeflerine baglandiklarinda 151k yayma floresans
ozelligi gosterirler. Kuantum noktalarinin, biyolojik olarak en 6nemli 6zelligi, hiicre
icinde veya mikroskop altinda cesitli renklerde goriinebilmeleridir.

Modern biyolojik analizlerde, sahip olduklar1 optik ve boyama 6zelliklerinin
sayesinde bir¢ok arastirma laboratuvarinda isaretleyici olarak, hiicre analizleri, gen
ekspresyonlari, medikal tanilar, kanserli hiicrelerin yapilarinin aydinlatilmasi ve bir
kanser ilacinin hedeflenmesi gibi biyomedikal amaglarla kullanilmaktadirlar [4, 14,

40, 124, 304, 362, 365, 366, 368, 376, 395, 403, 404, 406, 414].
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1.2.4.5. Manyetik boncuklar (Magnetic beads):

Manyetik boncuk kullanilarak DNA analizleri de son donemde ilgi gosterilen
diger bir konudur [87, 139, 269, 274, 367, 370, 374].

Belirli cap boyutuna sahip mikro manyetik boncuklar sivi ortamda miknatis
yardimiyla manyetik olarak ayrilmaya elverislidirler. Miknatisin manyetik etkisi
uzaklastirildiginda ise manyetik boncuklarin tekrar ¢ozelti icerisine dagilmalari
miimkiindiir [322]. Bu dstiin ayirim 0&zellikleri sayesinde manyetik boncuklar
elektrokimyasal immunosensorlerde [108] ve floresans [73] yardimi ile DNA
hibridizasyon tanis1 uygulamalarinda kullanilmaktadir. Manyetik boncuklar sahip
olduklart manyetik 6zellik sayesinde ayrica, tiim bazlar1 hedeften farkli (rastgele)
dizi ve bazi bazlar1 hedeften farkli dizilerin hedef diziden ayrimini yiiksek
duyarlilikla gergeklestirirler [269, 367]. Elektrokimyasal DNA biyosensoriinde
manyetik boncuk kullanimina iligkin Wang ve arkadaslarmin [367] ¢alismasinda
meme kanserinin bir tlirinden sorumlu BRCA1 geninin tayini potansiyometrik
styirma analizi ile gerceklestirilmistir. Streptavidin kapli manyetik boncuklar ve
biyotinle isaretli, inozin igeren DNA dizileri kullanilarak kalem grafit elektrot
ylizeyinde isaretlemesiz tayin sistemi kullanilarak hibridizasyon dncesi ve sonrasinda
elde edilen guanin yanitindaki degisim ilizerinden tayin gergeklestirilmistir. Manyetik
boncuklarla yapilan bir diger calisma ise Palecek ve arkadaglari [269] tarafindan
gergeklestirilmistir. Calismada enzimle isaretli ve manyetik boncukla baglantili olan
immunosensor sistemi ile DNA hibridizasyonunun tayini pirolitik grafit elektrot
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada 1-naftol sinyali, enzimatik reaksiyon
sonucu olusan ve DNA hibridizasyonunu tayin eden elektroaktif {iriin olarak

Olciilmiistiir. Manyetik boncuklarin HBV tayininde kullanildigi ¢alisma ise Erdem ve
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arkadaslar tarafindan gergeklestirilmistir [87]. Indikatorsiiz tayin sistemine dayal1 bu
calismada, manyetik boncuklar ilk defa HBV PCR 6rneklerinin tayininde

kullanilmustir.

1.2.5. Biyosensorde algilama biriminde kullanilan biyolojik materyaller

1.2.5.1. Enzimler

Canl1 hiicrelerdeki metabolik olaylarin tamaminda yOnetici rolii olan ve yiiksek
derecede 0zgiilliige sahip protein katalizorlere enzim denilmektedir. Dogru
enzimlerin varliginda, reaksiyonlar yliksek 6zgiilliikle ve kolayca basarilabilir. Bu da
enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerek biyolojik tanima yiizeyi olarak cesitli
biyosensorlerde  kullanimi  yoniindeki ¢aligmalart  6n  plana  ¢ikarmustir.
Biyosensorlerde enzimlerin kullanilmasi 1960’11 yillarda glukoz tayinin yapilmasina
iligkin caligmalarla baglamistir. Enzimlerin kullanilmasi uygun sicaklik ve pH
kosullarina bagli oldugundan ve enzimlerin kararliliklarinin diisiik olmasi1 nedeniyle
zordur. Ayrica enzimin biyosensore tutuklanmasinin ve tutuklanma sonrasinda
kararliligini siirdiirmesinin de zorlugu tasarimi yapilacak biyosensorde dikkate
alimmasi gereken en 6nemli unsurlardir [184]. Enzim biyosensoriinde kullanilacak
dogru  tutuklama  tekniginin = bulunmasiyla  biyosensdriin  saglamligi
arttirllabilmektedir. Organik ¢ozelti ortaminda gergeklestirilen bazi g¢aligmalarda
[190, 378, 384] enzim yanitinin ¢dzelti cinsine ve konsantrasyonuna bagli oldugu
bulunmustur. Uygun sartlar altinda sicakliga karsi kararlilik gosteren enzim
biyosensorleri de yapilmistir [117]. Enzimle isaretli immunosensorler de giliniimiiz

bilim diinyasinda yerlerini almislardir [269].
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1.2.5.2. Antikorlar [145, 150, 151]

Hayvansal organizmalarin viicutlarina organik yabanci maddelerin(antijen)
girmesi ve bu maddelerin bagisiklik sistemini harekete gecirmesi nedeniyle
organizma tarafindan maddeye kars1 liretilen glikoprotein (seker ve aminoasitlerden
olusmus organik molekiil) yapisinda molekiillere antikor (Immiinglobulinler
)denilmektedir. Bagisiklik sisteminin 6zgiil hiicreleri olan B-hiicreleri tarafindan
tiretilirler. Genel olarak antikor, Iki kisa (L zinciri), iki uzun (H zinciri) olmak iizere
dort polipeptid zincirinden olusmuslardir, Y harfi sekline sahiptirler ve zincirler
distilfit baglarn ile bir arada tutulmaktadir. Y'nin kollar1 antijen baglama
Ozelligindedir. Antijen ve antikor birlesmesi 6zgiildiir; bir antijen ancak olusumuna
neden oldugu antikor ile birlesebilir.

Antikor Uretimi multidisipliner ¢alisma gerektiren bir konudur. Antikorlar,
genellikle fare bagisiklanmasi, hiicre izolasyonlarini ve antikor sentezleyen klonlama
islemini iceren islemler ile iretilirler. Saglik alanina 1975’te sunulan en eski
biyoteknolojik iiriinler olan monoklonal antikorlar hibridoma teknolojisi ile
tiretilmiglerdir. Giiniimiizde rekombinant DNA teknolojisi ile insan kaynakli veya
insana 0zgii bolgeler igeren antikorlar iiretilebilmektedir. Vektor olarak plazmitlerin
kullanildig1 yontem ise faj gosterim teknolojisidir. Ayrica transgenik bitkilerde de
antikor tretilebilmektedir.

Antikorlar 6zellikle SPR sistemlerinde tanima katmani olarak kullanilmaktadir.
Cip ylizeyine tutturulmus antikorlar ilgili antijenle etkilesirler ve etkilesimin 6zgiin
tayini cihaz olglimiiyle tespit edilir. Bu tip immunosensor ¢alismalar1 halen devam

etmektedir.
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1.2.5.3. Aptamerler

Aptamerler, molekiiler diizeyde bir hedefe baglanma 6zelligine sahip, RNA
veya DNA gibi niikleik asitlerden olusan makromolekiillerdir. Bu makromolekiiller,
protein veya oligoniikleotid yapisinda olabilirler ve hedef molekiiliinii diger
molekiillerden ayirmak i¢in ¢ok kiiciik yapisal farkliliklardan yararlanirlar.

Aptamerler laboratuvarlarda klasik molekiiler biyoloji teknikleri ile
tiretilebildikleri gibi kimyasal olarak sentezlenmeleri de miimkiin olan molekiillerdir.

Niikleik asit kiitiiphanelerinden niikleik asitlerin se¢ilmesi ve iiretilmeleri ise
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) adin1 almustir.
SELEX yonteminin ii¢ ana basamagi vardir. Kiitiiphane olusturulmasi, istenen
aptamerin se¢ilmesi ve aptamer-hedef kompleksinin yapisal analizi [187].

Aptamerler giiniimiizde biyoteknoloji uygulamalarina hizmet etmektedirler.
Bunlar arasinda; Biyosensor yapimi [43, 134, 255] tedaviye yonelik ilag liretimi gibi

konular yer almaktadir.

1.2.5.4. Molekiiler Fenerler (Molecular Beacons): [39, 98, 99, 134, 160, 205,

287, 346]

Molekiiler fenerler, ilk kez 1996 yilinda [353] diinya literatiiriine girmis olan
ve DNA’nin bir boliimiinii temsil eden “prob” dizileri sinifinda yer alan fener
seklindeki bas ve govde kisimlarindan olusmus yapilardir [335]. Gévde kisminin
sonlandig1 iki u¢ bolgeden birinde floresan 6zellikte bir yap1 (fluorophore) diger ucta
ise sondiiriicli (quencher) bir yap1 yer almaktadir. Kimya, biyoloji, biyoteknoloji ve

tibbi alanlarda biyomolekiiler algilama isleminde genis c¢apta kullanilan bu
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hibridizasyon problarinin sentezinin kolaylastirilmasi, molekiiler seciciliginin ve
yapisal toleransinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Cozelti icerisinde asagida belirtilen
serbest molekiiler kendilerine 6zgii yapiy1 olustururlar. Uygun sartlar altinda 6rnegin
yeterli baglanma derecesine ulasildiginda ve ortamda hedef dizi varliginda fiziksel
yapilar1 degisiklige ugrar. DNA’ya spesifik baglanma yapmalar1 ve diisiik zemin
akimina sahip oluslar1 yararlaridir.

Bir molekiiler fenerin ¢alisma mekanizmasi bir prize benzetilebilir. Baslangigta
floresans gozlenmez (kapali konum). Hedef DNA pargasina 6zgiil olarak baglanma
durumunda ise yapisal degisimle floresans yayimimi olur (agik konum). DNA, RNA ve

protein analizlerinde molekiiler fener kullanimi yayginlasmaktadir [336].

Molekiiler fener

Hedef Hibrit

Sekil 28: Molekiiler fenerin ¢aligmasi

Molekiiler fenerler 6zellikle molekiiler tani testlerinde yararliligr arttiracak ve

maliyeti diislirecek yeni bir arag olarak goriilmektedir [352, 375, 415].
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1.2.5.5. Niikleik asitler ve DNA: [27,81, 108]

Insan genomu yaklasik {ic milyar DNA baz ciftinden olusur. Genetik bilgiyi
tastyan DNA ve RNA’nin yapi taglarin1 olusturan niikleotitler hemen hemen tiim
biyolojik olaylara katilirlar. Niikleotidler ve tiirevleri hiicrede birgok molekiiliin
biyo-sentezine katilirlar, enerji tasirlar, temel koenzimlerin pargasidirlar ve birgok
metabolik islevi diizenlerler. Tiim bu Onemli olaylar hiicrenin genetik bilgisine
dayandigindan, niikleotidler genetik agidan en temel molekiil grubunu olustururlar
[81]. Niikleotidler piirin/primidin bazi, fosfat ve seker gruplarindan olusan ii¢ ana

parcadan meydana gelmistir.

Pirimidin halkasina sahip niikleotid bazlar1: Sitozin (C), timin (T) ve urasil
(U) pirimidinli {i¢ niikleotid bazidir. Sitozinde C4’te —NH,, timinde C5’te —CH3,
urasilde C4’te O ve N3 ile C4 atomlar arasinda c¢ift bag olup olmamasina gore
birbirlerinden ayrilirlar.

Piirin halkasina sahip niikleotid bazlari: Adenin (A) ve guanin (G) iki
piirinli niikleotid bazidir. Yan dallar1 ve N1 ve C6 arasindaki bir ¢ift bag yoniinden
birbirlerinden farklilik tasimaktadirlar.

Fosfat gruplari: Monofosfat (tek), difosfat (ikili) veya trifosfat (liglii) olarak
bulunabilmektedirler. Fosfat gruplar1 pentoz (5C’lu) sekerlerin 5 numarali karbon
atomlarindaki hidroksil gruplarina baglanirlar.

Seker gruplari: Niikleotidlerdeki seker birimleri genellikle ya ribozdan (RNA)

veya deoksiribozdan(DNA) tiiremistir.
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Niikleozidler: Bir bazla sekerin (riboz, deoksiriboz) olusturdugu yapidir.
Sekerin 1 konumundaki C atomu ile bazdaki bir N atomu arasinda bag meydana
gelir. (Or: adenozin, deoksiguanozin... vb.)

Niikleotidler: Bir niikleotide ve fosfat grubuna bagli 5C’lu seker biriminden
olusan yapidir. Niikleik asitlerin(DNA’nin) alt birimleridirler. Adenin ve guanindeki
9 nolu veya timin, stozin ve urasildeki 1 konumundaki N atomu, sekerin 1 nolu C

atomuna baglanir (N-glikozidik bag).

7 ) 5
g—N Q---===--- H—
[ 5 O 4 5
9N * /a
/ ry r\:{.a_H_________a.sN \ [+
= - };r;i\
H---------- O

Guanin Sitozin

Adenin Timin

Sekil 29: DNA’daki 4 bazin kimyasal yapis1 ve omurga ile olan baglantilari.
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Sekil 30:  DNA c¢ift sarmalindaki seker-fosfat omurga yapisi ve sarmalin yonii
ga yap y
(Strachan T. ve Read A.P., Human Molecular Genetics-2 kitabindan

uyarlanmistir).

Niikleik asitler: Bir niikleotidin 3’ C atomu ile digerinin 5’ C atomu arasinda
fosfodiester bagi kurularak seker ve fosfat gruplarimin ardi ardma siralandigi
serilerden olusan omurgaya sahip uzun poliniikleotid zincirleri meydana gelmistir.

Kovalent ester baglar1 (=fosfodiester baglari) olarak bilinen bu baglar son derece
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kuvvetlidir. Bu baglar DNA molekiiliinii tek zincirli halde bile dayanikli ve
kararli(stabil) halde tutmaktadir.

Niikleotidler yapica bazik olmalarima karsin omurgadaki fosfat gruplar
poliniikleotid =zincirlerine asidik 6zellik kazandirir, niikleik asit terimi de bu
Ozellikten kaynaklanmaktadir.

Molekiil igerisindeki niikleotid baglarin1 pargalayan enzimlerden niikleazlara
endoniikleaz, iki u¢tan parcalayalanlara ise ekzoniikleaz adi verilmektedir. DNA
molekiillerine ait X-isinlar1 difraksiyon verileri ve Chargaff tarafindan DNA
molekiilinde adenin (A) ve timin miktarlart ile guanin (G) ve sitozin (C)
miktarlarinin esit oldugunun belirlenmistir. Chargaff kurahi‘na gore dogal DNA
molekiillerinde adenin sayisinin timine veya guan sayisinin sitozine orani daima 1’e
esittir. (A/T=1 ve G/C=1). Buna dayanilarak Watson, Crick ve Wilkins tarafindan
1953 yilinda DNA’nin ¢ift sarmal yapida olmasi gerektigi bulunmus ve yapisi igin

cift zincirli heliks seklindeki yap1 modeli 6nerilmistir.

o L)
8 histon molekiilii
cekirdegi .

DNA &

30 nm

300 nm f:,

ﬂﬂﬂ-—# 1400 nm

Sekil 31: Kromozomdan DNA’ya uzanan yapi [144].

& 2001 Sinauver Associates, Inc.
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DNA her hiicrede bulunur. Hiicre ¢ekirdeginin (Nukleus) i¢inde bulunan ¢ift
zincirli yapidaki DNA zinciri oldukca uzundur. Ozel enzimler ve proteinler ile DNA
hiicre iginde paketlenmis halde bulunur. Iki poliniikleotid zinciri, ortak bir eksen
boyunca birbirinin etrafinda sarilmistir. Niikleotid baz ciftleri (bp), A-T veya C-G
olarak sarmalin i¢ kisimda yer alirlar. Sarmalin ¢ap1 20A° dur. Komsu bazlar arasi
uzaklik 3,4 A" dur. Sarmal yapi kendini 34 A’ da bir veya 10 baz ¢iftinde bir
tekrarlar. Cift sarmalin i¢inde ve karsilikli yer alan niikleotid bazlarinin kesin uzaysal
iligkilerinden dolay1 ¢ift sarmalin iki ipligi tam anlami ile birbirini tamamlar
(komplementerdir). Bu DNA sekline B formuna sahip DNA (B-DNA) denir. Bazlari
arasinda yer alan hidrojen baglari tarafindan ¢ift sarmal DNA molekiiliiniin iki
zinciri, bir arada tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar sarmalin i¢ kisminda,
fosfat ve seker omurgasi ise dis kisminda yer aldig1 i¢in sarmalin i¢ kism1 hidrofobik,
dis kismu ise hidrofilik O6zelliktedir. Piirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki
eslesmeler son derece spesifiktir (A-T ve G-C seklinde). Bu sayede, DNA yapisinda
yer alan bir poliniikleotid zinciri daima ikinci zincirin tamamlayicisi oldugu i¢in bir
zincirdeki baz dizisi verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi bulunabilmektedir.

Cift sarmal DNA molekiiliinii olusturan zincirler, birbirlerinden kolayca
ayrilma ve birlesme 6zelligine sahiptirler. Bu 6zellik sayesinde DNA replikasyonu
(DNA’nin kendi kopyasini olusturmasi) ve protein sentezi gibi Onemli olaylar

gergeklesmektedir.

Replikasyon:
DNA c¢ift sarmalinda poliniikleotid zincirleri birbirlerine zit yonde tam

komplementer olduklarindan, sarmal agildiginda her biri yeni bir zincirin olusumu
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(replikasyon) i¢in kalip gorevi gérmektedir. DNA replikasyonu semikonservatiftir,

yani, yeni bir iplik olusurken, diger iplik eskisi olarak aynen kalir.

Denatiirasyon ve Renatiirasyon:

Niikleotid baz ciftleri arasinda zayif hidrojen baglar1 yer almaktadir. G ve C
arasinda ii¢ hidrojen bagi (G=C); A ve T (A=T) arasinda iki hidrojen bagi
bulunmaktadir. DNA uzunlugu ve bu baglar sonucu fizyolojik sicakliklarda stabil
kalmaktadir. Birbirine sadece hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle bagli olan
DNA’nin iki zinciri, niikleotidleri arasindaki kovalent baglardaki herhangi bir kopma
olmaksizin basing, zayif kimyasal ayiraglar aracihigiyla (Or: alkali, formamit veya
iire) veya dikkatlice 1sitildiginda, heliks yapisim1 kaybederek ikiye ayrilir.
Denatiirasyon adi verilen DNA heliks yapisinin bozulmasi, 260nm dalga boyunda
absorpsiyon Olgiilerek gozlenebilmektedir. Yiiksek derisimde G ve C tasiyan DNA,
yiiksek konsantrasyonda A ve T tastyan DNA’ya gore hidrojen baglarinin fazla
olmasi1 nedeniyle daha yiiksek sicaklikta denatiire olmaktadir. Denatiirasyon sonrasi
olusan tek iplikli molekiiller olduk¢a dayaniklidir. Sogutma ile komplementer tek
iplikler, zincirleri tamamlayic1 bazlari arasinda hidrojen baglarinin olusumu ile
birlesip c¢ift sarmal yapiy1r yeniden olusturmak {iizere tekrar bir araya gelebilirler
(renatiirasyon). Birbirine komplementer olmayan tek iplikler birlesemezler. Bu da
niikleik asitlerin ayirt edilmesinde onemli bir yontemin temelini olusturmaktadir.
Icerigi bilinen tek bir iplikle, diger ipliklerden hangisinin baglanacag1 saptanabilir
(hibridizasyon). DNA’nin  komplementer pargalarinin  hibridizasyonu, gen

analizlerinde ¢ok 6nemli bir ilkedir [81].



79

3”5
o
_TéAo S Is1, NaOH
é C— Denatiirasyon
Z (tek iplik)
ATy ¥f—a T3
-G-C — | - -
—G-C T N
_A L ad € C -
S‘P —G c—
3 IS -G C—
35 A —
g =G Co
: .z-*-
—T-A=S%, i—G C—i
G-C— [
G-c T
7 y#—c s
'G“C - Sogutma J
L GGy s
A Renatiirasyon
s
3 Fa 5
1. DNA cift sarmal yapisi (Sematik) | 2. Denatlirasyon / Renatiirasyon
5 "3 DNA mANA
kalibi L Kodon Protein Baslangis
I, e |
T -y q i
G ionin
-C-G
C-G 2 Glisin
G-C
G 3 Serin
C-G—
A 4 lzo- )
G 16sin 3
-G =
~C-G 5  Glisin ©
G-C 2
-G E
G- & Alanin
:..;:-.l“xr
B g o g
—C-G 7 Alanin
b
-G @ 8  Serin
-G-C 5
Q' 4 3". Transkripsiyon Translasyon
3. Replikasyon 4. Genetik bilgi aktarimi

Sekil 32: Sematik olarak DNA yapisi, denatiirasyon/renatiirasyon, replikasyon ve
genetik bilgi aktarimi [81].
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DNA c¢ift sarmalinin farkli tipleri bulunmaktadir. 1953’te Watson ve Crick
tarafindan tanimlanmis olan klasik form B-DNA’dir. B-DNA’nin temel yapisal

0zelligi, biri biiyiik (major) oluk ve biri kiigiik (minor) oluklar olusturmasidir.

B-DNA’daki biiyiik ve kiiciik oluklar:

Niikleotid bazlarmin eslesmesi(adenin-timin, sitozin-guanin) biiyiik ve kiigiik
oluklarin olusumuna neden olur; clinkii deoksiribozla glikozid baglar tam dik
degildir. B-DNA’da bir tam doniisten digerine tam uzaklik 3,4nm’dir. Soyleki; iki
zincirin geker fosfat omurgalari, bir eksen ¢evresinde sag yone dogru ve esit capl
doniigler yapmustir. Bazlar i¢ kisimda ve konumlari sarmalin eksenine 90 derece ag1
yapacak sekildedir. Iki komsu baz ¢iftinin déniisleri aras1 mesafe 0,34nm’dir. (Sekil
32) Birbirine komsu her baz ¢ifti arasinda 36 derecelik a¢c1 mevcuttur. Yani, 10 baz
cifti 360 derecelik tam bir doniis yapmaktadir ve her bir tam doniisiin boyu da 3,4nm
dir.

Bu sekilde cift sarmalda biraz biiylik biraz da kii¢iik oluklarin olusumuyla
sonuc¢lanan belirgin kivrimlar ortaya ¢ikmaktadir [149, 239, 328, 412].

DNA ¢ift sarmalinin iki alternatif formu daha vardir; Z-DNA ve nadir goriilen
A-DNA. B-DNA sag el doniislii sarmal olustururken, Z-DNA sol el doniislii
konformasyon gosterir. Bu da baz ¢iftleri arasinda B-DNA’dakine gore daha biiyiik
mesafe (0,77nm) ve zikzak yapi olusmasina neden olur. A-DNA seyrek olarak
sadece su kaybinin oldugu durumlarda goriiliir ve sarmalin dikey eksenindeki 20
derecelik sapma ile B-DNA’dan ayrilir. A-DNA, derin bir biiyiik oluk ve diiz bir

kiigiik oluga sahiptir.
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B DNA
DNA’nin lc sekli

Sekil 33: DNA’nin 3 degisik formu [81].

Genetik Bilgini Aktarimi:

Genetik bilgi niikleotit baz ¢iftlerinin (A-T veya G-C) kisminda bulunmaktadir.
Ug baz ciftinin olusturdugu mesajct RNA (mRNA)’ya aktarilan diziye kodon denir
ve bu dizi, ilgili gen iiriiniinii olusturacak bir amino asidi ifade eder (sifreler).

Niikleotid baz dizisi 6nce, DNA ipliklerinden birisinden 3’ 5’ yoniinde, bilgi
tagtyan bagka bir molekiile (mRNA;) aktarilir (Transkripsiyon). Daha sonra
mRNA’daki niikleotid baz dizisi, kendi kodon dizilimine gore sentezi yapilacak ilgili
aktarimu).

Protein sentezi: Her gen kendine 6zgii ve digerlerinden farkli bir niikleotid
dizilimi (sifre) icerir ve farkli bir proteini kodlar. Viicutta bir proteine gereksinim
oldugunda o proteini kodlayan gen aktif hale gegerek(gen ekspresyonu) iizerindeki
sifre, m-RNA adi1 verilen bir yapt seklinde kopyalanir. Bu yap1 hiicre
sitoplazmasindaki ilgili birimlere gelerek kalip vazifesi goriir ve kalip iizerinden

yapimi istenen protein iiretilir.



82

1.2.5.5.1. DNA ile ilgili bazi1 6nemli terimler ve aciklamalar

Mutasyon

Fosfodiester baglarinin gesitli etkilerle kopmasi ve niikleotidlerin yerine baska
niikleotid veya niikleotid dizisinin gegmesi sonucunda olusan DNA degisikligine
mutasyon denir. Bu degisiklik gen fonksiyonlarini etkiler ve bireyde de degisiklikler
meydana gelir. Neticeleri Oliimciil olabilir. Mutasyonlarin tek zincirli RNA
molekiilinde olusma olasiligt ¢ift zincirli DNA molekiiliine gore daha fazladir.
Mutasyonlar gegirerek kendini siirekli yenileyen viriisler c¢agimizda Oniine
gecilemeyen hastaliklarin sebepleridir.(Or: AIDS)

Mutasyonlar "nokta" mutasyonu ve "kromozom" mutasyonu olmak iizere iki
ana smifa ayrilir. "Nokta" mutasyonlari, DNA’nin ¢ok kisith bir boliimiinde
meydana gelen mutasyonlardir. Bir veya birkag niikleotid baz sirasinin kopmasi veya
yerlerinin degismesi nokta mutasyonlarina neden olurken, kromozomun bir
parcasinda kopma veya yanlis bir kromozomla parca degis tokusu ise kromozom
mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Kromozom mutasyonlari, nokta mutasyonlarindan
daha agir hasarlara neden olmaktadir. Ureme (germ) hiicrelerindeki mutasyonlar

kalitsaldir ancak viicut (somatik) hiicrelerindekiler kalitsal degildir.

Tek niikleotid polimorfizmleri (single nucleotide polymorphisms, SNPs)

Tek niikleotid polimorfizmleri, genomik DNA dizisi igerisinde G, A, Cyada T
bazlarindan birinin degismesiyle meydana gelen DNA dizi farkliliklaridir. Belirli bir
SNP’ den s6z edilebilmesi i¢in, o SNP’ in populasyonda en az %1 oraninda

goriilmesi gerekmektedir [319]. Hastalik gelisiminde SNP’ lerin her zaman tek
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baslarina ve kesin olarak belirleyici rolleri bulunmamaktadir. Genellikle
organizmanin saghigim1 veya fonksiyonunu etkilemezler. Bazi SNP’ler, bir
proteindeki aminoasit dizisini veya ekspresyonunu degistirerek, insanda hastaliklara
olan yatkinhigt veya dayanikliligt ve ilag tedavilerine verdigi yaniti

degistirebilmektedir.

Sekans (Sequence)
Baz ¢iftlerinin dizilimidir. Bu dizilimin bulunmasi iglemine “sekanslama” adi

verilmektedir.

Klonlama (Cloning)

Bir baz ¢ifti veya DNA’nin belirlenen bir bolimii enzim yardimiyla kesilerek
uygun bir vektdre aktarilir. Daha sonra kolayca iireyen mikroorganizmalar yardimi
ile cogaltilir, boylece istenen dizilime sahip ¢ok miktarda DNA parcast elde
edilir(klonlanir). Birbirinin tamamen kopyasi olan organizmalar, hiicreler veya
genler klon olarak adlandirilir. Ozetle klonlama, bir canlmin genetik materyalinin
kopyasinin ¢ikarilmasi iglemidir. Cogaltma isleminde genellikle plazmitlerden ve
kolayca boliinen bakterilerden faydalanilir. Belli konularda 6zellesmis hiicrelerin
boliinerek kendilerini tekrar olusturmasina ve ayrica tek hiicreli canlilarin tireme

sekline ise klonal ¢ogalma denilmektedir.

Gen Haritalan
Genetik haritalama metodu, lokalizasyonu bilinen bir genetik belirleyici
(marker) kullanilarak lokalizasyonu aranan genin bulunmasi islemidir ve kusaklar

arasinda birlikte kalittiminin test edilmesi esasina dayanmaktadir. Boylelikle, marker
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alelin kromozom {izerindeki yeri bilindiginden, ilgilenilen genin ya da hastaligin
lokalizasyonu da saptanmis olacaktir [308].

Mayoz boliinmede, homolog kromozomlar karsi karsiya gelerek parca
degisimine ugrarlar (crossing-over). Boylelikle yavru kusaklarda, ebeveynlerde
olmayan yeni yapilanmalar ortaya c¢ikmaktadir (rekombinasyon). Ortaya ¢ikan
tiriinlere de rekombinant denmektedir. Rekombinasyon kavrami, genetik
haritalamanin temelini olusturmaktadir.

Ozetlenecek olursa, genlerin kromozomlar iizerinde bulundugu yerlerin (lokus)
tespit edilmesi islemine gen haritalanmasi adi verilmistir. Insan genomunun
anatomisi ortaya ¢ikarilmasi, insan viicudu fonksiyonlarinin bilinmesi i¢in gereklidir.
Insan genom haritas1 tiim diinyada binlerce bilim adaminin yaklasik 15 yil siiren
cabalart sonucunda hemen hemen tamamlanmis durumdadir. Gen haritasi
kullanilarak genetik hastaliklarinin, farkliliklarin ve mutasyonlarin analizleri

yapilarak bu bilgiler 151g1nda ve kisiye 6zgii genetik tedavi yapilabilecektir.

Haritalama islemi

Niikleotid baz dizisi bilinen prob ile uygun kosullarda yapilan hibridizasyon
sonucunda elde edilen sinyal, ilgili DNA dizisinin haritasinin ¢ikarilmasinda
kullanilir. Giiniimiizde sik¢a kullanilan floresan in situ hibridizasyon (FISH)
teknikleri ile belirli bir DNA bolgesi kullanilarak tiim kromozomlar i¢inde esdeger
bolgenin  bulunmasi miimkiin olmaktadir. Belirlenen kisa DNA bolgesi,
radyoizotopla veya floresanla isaretlendikten sonra 1sitma ve sogutma iglemlerini
takiben tek iplik haline getirilir(prob). Hazirlanan prob, boyanmamig ve lam iizerinde
yayilmis metafaz safthasindaki kromozomlarla etkilesir ve kendi ile esdeger bolge ile

birlesir. DNA baz dizisinin ¢ikarilmasi bu iglemin son asamasini olusturur. Floresan
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kullanilarak gelistirilen bu yontemlerle, ¢ok kisa siirede klonlanmis DNA dizilerinin
haritalamasi/sekanslanmast miimkiin olmaktadir. Son yillarda birden fazla farkli
renkli floresan isaretli problarla, kisa siirede daha fazla bolge incelenebilmektedir.
Dideoksi niikleotitler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan DNA parcasinin sekanslanmasi
da son yillarda ilgi gosterilen bir tekniktir [314].

Genomik DNA pargalarinin klonlanmasi ve karakterizasyonuyla detayl1 bir gen
haritas1 elde edilmesi Rekombinant DNA teknolojisindeki son gelismelerle birlikte
miimkiin hale gelmistir. Genomlarin haritalanmasi, analizi ve dizi analizi ile ilgili

disipline “genomiks,, ad1 verilmistir.

Gen:
Bir DNA zincirindeki belirli bir genetik 6zelligi simgeleyen ve belli uzunluga

sahip birimdir.

Kromozom:

Genetik materyalin (DNA)’nin yardimci proteinlerle birlikte dontimler yapip
katlanmasiyla ve kisalmasiyla olusan yogunlasmis yapilardir. Her kromozomda ¢ok
sayida gen (uzun bir DNA molekiilii) vardir. Her bir insan kromozomundaki DNA
19.000-73000 wm uzunluga sahip olup proteinlerle 5-10 um capindaki g¢ekirdege

sigmaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisi [147]
1970’11 yillarin baglarinda temelleri atilan rekombinant DNA teknolojisi ile
milyonlarca baz ciftinden olusan bir genomik DNA’dan spesifik bir bolgeyi izole

etmek miimkiin hale gelmistir. Bu teknikle, herhangi bir DNA parg¢asinin, kendini
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esleme yetenegi olan plazmid ya da fajmid gibi bir bagka DNA pargasi i¢ine (vektor)
yerlestirilmesi  ve vektorin  c¢ogaltilmas1 islemleri gergeklestirilebilmektedir.
Gilinlimiiziin biyoloji diinyasinda rekombinant DNA teknolojisi neredeyse her alanda

¢ok 6onemli kullanim alanina sahiptir.

1.2.5.5.2. DNA baz dizilisinin yazilimu ile ilgili genel bilgiler[83]

Oligoniikleotid: Birden fazla baz yan yana geldiginde oligoniikleotidleri
olusturur. Diniikleotidler; 1ki bazin yanyana gelmesiyle, Triniikleotidler; ii¢ bazin
yanyana gelmesiyle olusur.

Tekrarlayan oligoniikleotidler: Poliniikleotid yapisi i¢inde tekrarlayan tek,
tekrarlayan iki veya ii¢ baz1 ifade eder. Ornegin, poly (A), diniikleotid'e poly (AT),
triniikleotid'e poly (GAT) ornek verilebilir.

Baz cifti: Birbirinin karsiligi olan(birbiriyle baglanan) iki bazi ifade eder ve
gosterilirken nokta ile ayrilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ciftleri gibi.

Prob : Baz dizisi belirli olan ve genellikle hibridizasyonun tanisi igin
sentezletilen oligoniikleotid.

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karsiligini igeren sentetik oligoniikleotid,
klonlanmis DNA pargasi, PCR’1 yapilmis iirlin veya tiim DNA’y1 ifade eder.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch) : Bir veya birden fazla bazi hedef diziden
farkli olan ve dolayisiyla yanlis eslesen oligoniikleotid, klon veya PCRiiriinii.

Rastgele dizi (Non complementary) : Hedef diziden tamamen farkli baz

dizilimine sahip diziyi igeren oligoniikleotid klon veya PCRiiriinii.
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1.2.5.5.3. Niikleik asit (DNA) hibridizasyonu:

Niikleik asit hibridizasyonu, baz ciftlerinin 6zel hibridizasyon kosullarina bagh

olarak kararli bir dupleks molekiilii olusturmasidir [22, 289].

(a) 5
3!
[ e
Sicaklik ile 3
denatiirasyon

Sofutma ile

renatiirasyon
(bl

(c)

. UUU‘HH O -Hl..uu M o

GCAU

Hibridizasyon

DHA/RNA hibriti ')

RMA dizisi DA dizisi

Sekil-14: Niikleik asit hibridizasyonu

Birbiriyle komplementer iki DNA dizisinin hibritlesmesi, baz c¢iftlerinin,
sarmalin merkezinde birleserek yigin olusturmasiyla gerceklesir. Adeta istiflenmis
y1gin seklindeki ikili sarmal yapi, tek sarmal dizilere gore ¢ok daha kararlidir [94] ve

bu giiclii yap1 ikili sarmaldaki uzunlugu sabit(kararli halde) tutar [121, 202].
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Interkalasyon: [90, 129, 164, 177, 219 ]

Diizlemsel halka sistemi yapisina sahip bazi maddelerin DNA baz ciftleri
arasina yerlesmesi olayidir. Maddenin 6zelligine bagh olarak, bu etkilesim tersinir ya
da tersinmez sekilde gergeklesmektedir. Interkalasyon, DNA' da zincir kirilmasina
yol acabilir ve DNA senteziyle DNA' ya bagimli RNA sentezini bozabilir. Bu

maddeler Topoizomeraz (II) enzimini inhibe ederler.

1.2.5.5.4. DNA hibridizasyonunun kinetigini etkileyen faktorler: [22]

Niikleik asitlerin yapis1 : DNA yapisinin kompleksligi ve hibrit olusturan
dizilerin uzunlugu ile hibridizasyon hizi, ters orantilidir.

Baz Kompozisyonu : GC baz ciftlerinin, 1siya karsi dayanikliligt AT baz
ciftlerinden daha biiyiiktiir. Bu yiizden, dizilerde GC ylizdesinin arttiginda,
hibridizasyon hiz1 artmaktadir.

DNA dizi uzunlugu : Hedef dizinin, prob dizisinden kisa oldugu durumda,
baglanma hizinda belirgin bir diisiis gozlenirken, prob dizinin uzunlugu< hedef
dizinin uzunlugu oldugu durumda, baglanma hizi hedef dizinin uzunluguna bagh
olarak artmaktadir.

Sicaklik : DNA, erime sicakliginin 25°C altinda hibrit olusturmaktadir ve bu
sicaklik hibridizasyon i¢in en iyi sicaklik olarak nitelendirilir.

Tuz konsantrasyonu : Artan NaCl konsantrasyonu ile hibritlesme hiz1 artis
gostermektedir. Her calisma i¢in en uygun derisimin ayrica bulunmasi gerekir.

Formamit : Hibridizasyon tepkimelerinde, % 30 - % 50 araliginda formamit

kullanimi, baglanma hizin1 etkilememektedir.
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Dekstran siilfat : Inert polimerin hibridizasyon tepkimelerinde kullanimu,
tepkime hizin1 yaklasik on kat arttirmaktadir. Polimer kullanimi, DNA'nin ¢ozelti
icinde toplanarak yogunlagsmalarina ve bu yogun ortamda prob dizilerin
hibridizasyona acik kalmasini saglamaktadir. Bir arada bulunan bu problarin, hedef
dizilerle hibridizasyonu sonucu, daha kuvvetli hibridizasyon sinyalleri
gbzlenmektedir. Ayni1 zamanda, desktran siilfat yiiksek yiikleme akimlarina da sebep
olmaktadir.

Iyonik kuvvet : Iyonik kuvvetin artisina bagl olarak, hibridizasyonun hizi
artmaktadir. Ornegin, sodyum derisimi 0.1 M'mn iistiinde iki kat arttir1ldig1 zaman, hiz
5 - 10 kat artmaktadir.

Baz degisimleri : Birbirinin tam karsilig1 olmayan prob ve hedef diziler ile de
hibridizasyon olabilmektedir. Baz degisimine ugramis diziler arasindaki
hibridizasyon, tepkime hizini ve erime sicakligini (7,) azaltmaktadir.

pH : 6,8-7,4 arasindaki notr pH’ lar hibridizasyon tepkimeleri i¢in idealdir.

Viskozite : Hibridizasyon ¢0zeltisinin viskozitesinin artisi, hibridizasyon hizini
azaltmaktadir. Ornegin, viskoz bir ajan kullaniliyorsa bazi durumlarda yiiksek bir

sicaklikta ¢alistimasi (60° - 65°C) énerilmektedir.

1.2.5.5.5. Polimeraz Zincir reaksiyonu (PCR): [64, 153]

Ilk kez 1985 yilinda bulunan, tiipte niikleik asitlerin ¢ogaltilmasina imkan
veren ve bu bulusu ile Karry Mullis’e 1993 yili Nobel Kimya Odiiliinii kazandiran
tekniktir. Deney tiiplinde in-vitro kosullarda gergeklestirilen c¢ogaltma islemi ile
hiicre i¢inde gerceklesen DNA replikasyonu taklit edilir. Bu bulus ile bilim

diinyasinda yepyeni bir donem baslamistir.
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Konakegr hiicreler kullanilarak genetik materyalin klonlanmasi ile genetikgilerin
ve molekiiler biyologlarin arastirmalarinda devrim yaratan Rekombinant DNA
teknolojisi 1970’11 yillarda gelistirilmesinden kisa siire sonra 1985 yilinda gelistirilen
PCR teknigi, bilim diinyasinda daha hizli yerini almis ve halen bir¢ok alanda

basariyla kullanilmaktadir.

PCR'IN ASAMALARI

Ornek Termal Floresans Sonug
hazirhign ddéngil tayin analizi

Sekil 35: Polimeraz zincir reaksiyonuna genel bakis.

PCR reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi
(denatiirasyon) ile baglar ve Sentetik oligoniikleotitlerin hedef DNA’ya baglanmasi
(hibridizasyon) ile devam eder. Teknik daha sonra =zincirin uzamasina
(polimerizasyon-¢ift iplikli DNA sentezi) ve bu dongiiniin belli sayida

tekrarlanmasina dayanur.
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Sekil 36: Polimeraz zincir reaksiyonu ile kalip DNA’nin ¢ogaltilmasi islemi.

PCR reaksiyonu i¢in; genomik DNA, ¢ogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan
cevreleyen bir ¢ift sentetik primer, dNTP(deoksi niikleotit trifosfat)ler (A,T,C,G),
2+)

1stya dayanikli DNA-polimeraz enzimi, uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg

saglayan tampon karisimi gerekmektedir.

PCR isleminin basamaklar:

Klasik olarak bir PCR islemi ii¢ temel asamadan olusur ve islem ii¢ temel
asamanin arka arkaya yirmi-otuz kez tekrarlanmasi ile sonlanir. Bu asamalar;
denatiirasyon, primer baglanmasi ve uzama’dir.

1. Denatiirasyon: Cogaltilacak ¢ift zincirli DNA bdélgesi, tek zincirli hale
gelene kadar (90-95 °C’de yaklasik 5 dakika) 1sitilir.

2. Primer baglanmasi: Sicaklik 50 - 70 °C arasinda bir degere diisiiriiliir ve
primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmas1 saglanir(annealing). Bu
primerler 15-30 niikleotid uzunlugunda sentetik oligoniikleotidlerdir. Bu primerler,

kalip DNA’nin sentezi i¢in, baslangic noktasi olarak gérev yaparlar.
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3. Uzama(sentez): Sicak su kaynaklarinda yasayan bir bakteriden (Thermus
Aquaticus) elde edilen, DNA polimeraz’in 1stya dayanikli bir sekli olan Tag
polimeraz niikleotitleri 5° den 3’ yoniine dogru ekleyerek uzatmaya baslar. DNA
sentezi 70-75 °C arasindaki sicakliklarda gerceklesir. Polimeraz enzimi niikleotidleri
5’den 3'ne dogru baglayarak, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki
zincirli kopyasi olusturur.

Bu ii¢ adim denatiirasyon, primer baglanmasi, DNA sentezi bir PCR
dongiisiinii  (siklusunu) olusturur. Baglangictaki birkag dongili, spesifik DNA
parcalarinin hedef DNA ile hibritlesebilecekleri yerleri tarama fazidir. Cogaltim daha
sonra baslar. PCR'in tiim sikluslari, bir Onceki siklusda sentezlenen Orneklerin
denatiirasyonu ile baslar ve 6nceki ii¢c basamagin tekrarlanmasiyla devam eder.

Islemler 6nceden dongii sayisi ve sicakliklari belirlenen programlarla, otomatik

olarak 1s1 dongticiisli adli cihazla (Thermocycler) gerceklestirilir.

A

1. déngi
o DENATURASYON
o
=
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|
¥ R
<
o
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ZAMAN
Sekil 37: PCR dongiileri.

Olusan tiriin, PCR sikluslart ile iistel olarak artig gosterir.
P=2)'T

P: Uriin (Product)



n: Dongl sayisi

T: Baslangigctaki DNA sayisi(7emplate)

PCR firiinleri her dongii sonunda tam olarak iki katina ulagsamazlar. Verimlilik

yaklagik olarak % 80-90’dir. Kisa PCR {iriinleri daha yiiksek verimle ¢cogalirlar.

Amplifikasyonun goriintiilenmesi:

Hedef DNA molekiiliiniin PCR sonrasi ¢ogaltilmasiyla elde edilen DNA’lar
agaroz jel elektroforezine tabi tutulur. UV Transluminator’de goriintiilenir ve
fotograflanir. Bu amagla fluoresan isaretli problar veya interkalator boyalar (syber

green, etidyum bromiir) kullanilir. Uretilen DNA (amplikon) miktar1 ile dogru

orantil1 olarak floresan meydana gelir.

Kullanim alanlar

1.

2

3.

8.

9.

Kalitsal ve bulasici hastalik tanisinda

. Bilinmeyen DNA dizilerinin tayininde

Biyosensor arastirmalarinda

. Yiksek miktarda DNA orneklerinin tretilmesinde
. Kanserli hiicre olusumunun aragtirilmasinda
. Prenatal tanida

. Klonlamada ve gen ekspresyonu aragtirma ¢aligmalarinda

Adli tipta

RFLP (Restrction Fragment Length Polimorfizm) analizinde

10. Klinik 6rneklerde patojen mikroorganizmalarin tanisinda

11. Gegmisteki DNA dizilerinin analizi ve evrim siirecinin aydinlatilmasinda

12. DNA-Protein etkilesiminin arastirilmasinda (Footprinting)
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Primer seciminde dikkat edilmesi gereken baz1 noktalar:

* Primer uzunlugu 18-25 baz olmali

* G/C igerigi % 45-55 olmali

* Primerin 3’ ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2’yi asmamali

* Oligoniikleotid dizisi “6zgiil” olmali

* Primerler komplementer olmamali

* Uygun Ty, olmali (58-60°C )

(18 niikleotitten kisa diziler igin Tp; her A ve T icin 2 °C, her G ve C icin 4

°C’nin toplanmasi ile bulunur (T, = [(A + T)x2] + [(G+C)x4 ] ). 18 den uzun diziler i¢in

Tm= 81,5-16,6(Log10 [Na'] + 0,41 (%G+C)-(600/N) formiiliiyle bulunur. (N: zincir

uzunlugu)

PCR tekniginin genel olarak degerlendirilmesi

Tablo 2: PCR metodunun avantaj ve sinirlarinin degerlendirilmesi

Avantajlar

Sinirlar:

* Cok az miktarda DNA kullanimi

* Laboratuvar tanisinda yiiksek hiz ve
kesinlik

* Radyoaktivite kullanimini elimine etmesi

* Konakget hiicreye ihtiya¢ duyulmamasi

* PCR olarak

primerlerinin  ticari

sentezinin ekonomikligi

* Hedef DNA’nin  nikleotit  dizisi

hakkinda bilgi gereksinimi

* Nispeten kisa bir {iriin elde edilmesi

* Diger DNA kaynaklarinin(deri
dokiintiisi  vb.) neden olabilecegi
kontaminasyon

* Kanserojenik ajan etidyum bromiiriin

kullanimi
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1.2.5.6. Peptid Niikleik Asitler (PNA): [248, 358]

Tekrarlayan Kisim
_______ 0
r 1 B
'B—.0 | L PNA
B L _\'ﬁ :NH/\/ _\(
e et e 0
/HH\/ o
[ et A R d

8 . %QO\?;
: QO 0 Y DNA
"~

Sekil 34: PNA ve DNA yapilarinin karsilastirmali olarak gosterilmesi.

PNA, DNA’nin eksi yiikli deoksiriboz-fosfat omurgasinin, amit baglariyla
baglanmis, tekrarlanan N-(2-aminoetil)glisin birimlerinden olusan ndtral bir yapiyla
degistirilmesiyle elde edilir. Bu yapi, DNA molekiiliiniin analogu olup, nétral yiikii ve
bazlar arasi uygun uzakliklartyla komplementer DNA’ya, normal DNA dizilerine gore
cok daha fazla afinite duymakta ve daha 6zgiil sekilde baglanabilmektedir. PNA yapisi
niikleazlar ve proteazlar tarafindan yikima ugramadigi icin ¢ok daha yiiksek biyolojik
kararlilik gdstermektedirler. Kisa PNA problar1 kullanilarak DNA ile sadece tamamen
birbirlerinin tamamlayicisi(komplementeri) olduklari zaman, c¢ok daha secimli
hibritlesebilmektedirler. Eger hedef dizinin tek bazi farkli ise, prob ile hedef arasinda
hibridizasyon olusmamaktadir. PNA’lar ile olusturulan hibritler yiiksek sicaklikta dahi
cift sarmal yapisim1 kaybetmemektedir [102, 250, 262, 358, 363, 379, 385 ]. Yiiksek
sicaklikta stabil olan bu hibritler diisiik iyonik kuvvette olusmaktadirlar.

Giliniimiizde ise ¢esitli hastaliklarin  tanis1  i¢gin Onemli olan nokta

mutasyonlarinin yiiksek duyarlilikla tayini, peptid niikleik asit problarinin, DNA
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hedef dizileriyle hibridizasyona ugratilmasiyla basarili sekilde gelistirilmeye devam
etmektedir [112, 273].

Ayrica son yillarda antisense peptik niikleik asitlerin (PNA), taniya yonelik
caligmalarda kullanimlar1 da giindemdedir [247, 248]. DNA’da belirli bir bolgeye
hedeflenen  “antisense” ilaglarin(oligoniikleotidlerin)  gelecekteki  faydalar
diisiiniildiigiinde ilk antisense ila¢ Vitravene [238]’in bu yolda atilmis 6dnemli bir

adim oldugu anlasilmaktadir.
1.2.6. Cevirici Birimini Olusturan Sistemlere Gore Biyosensorler:
1.2.6.1. Optik (Biyo)Sensorler

Yiizey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance = SPR)
Yiizey plazmon rezonans SPR, optik kokenli bir biyosensor olup, saf metal
filmler tizerinde organik tabakalarin biyomolekiiler etkilesimlerinin tayinini saglayan

yiizeye duyarl optik bir tekniktir.

¥

Akiskan kanal ®
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Sekil 38: Yiizey plazmon rezonans sistemi ve ¢aligma ilkesi (www.biotech.uiuc.edu)

Polarize
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Etkilesime girecek organik molekiillerden biri, sensérdeki metal film
(genellikle altin film kullanilmaktadir) yiizeyine tutturulurken, digeri sistemde
hareket halinde olan ¢ozelti igerisinde serbest birakilir ve akigkan sistem sayesinde
¢oOzelti icerisindeki bu molekiil sensor yiizeyindeki karsiligr ile etkilesir. Cozeltilerin
belirli sartlar altinda 15181 kirma giiglerinin sabit olmasi prensibinden hareketle bir
organik tabakanin metal ylizeye baglanmasiyla degisen refraktif indeksin dl¢liimiine
dayali bir yontemdir. Birlesme ve ayrilma gevirici cihaz sayesinde bilgisayarda
sensogram grafigi seklinde goriintiilenir. Genellikle sensorde metal film olarak 50nm
kalinliginda altin kullanilir. Bu metal yiikseltgenmeye ve diger atmosferik
kontaminantlara ¢ok direnglidir. Ayrica altin ¢ozeltileri, biyokimyasal maddeler i¢in
de inert bir maddedir.

Cihazda, gonderilen 151k hiizmesi yogun ortamdan az yogun ortama gegtiginde
belli oranda kirilir. Isigin gelis acis1 degistiginde ¢ikis acist da degisecektir. Belli
degerde kritik gelis agisina ulagmis olan bir 151k demeti, prizma merkezinden ayni
actyla geri doner. Buna toplam i¢ yansima (total internal reflection, TIR) denir. Ayni
zamanda 151k bir elektromanyetik alan olusturmaktadir. Metal yiizeyindeki serbest
elektronlar(yiizey plazmonlar1) bu elektromanyetik alan icinde 15181in gelisiyle
birlikte rezonans hareketi yapmaya baslar. Bu olaya ylizey plazmon rezonansi

denilmektedir. Yiizey plazmonlarinin hizi, ortam bilesiminin degismesiyle degisir.
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PLAZMON

Au-metal film

Substrat
ylzey

Isik kaynagi Prizma

Sekil 39:  Yiizey plazmon hareketleri. www.biochem.mpg.de/oesterhelt/xlab/

Kretschmann.jpg ’den uyarlanmustir.

Ozetlenecek olursa, belirli bir miktardaki 151k ¢ip yiizeyine belli bir agiyla
gonderildigi zaman tamamen yansimaktadir ve ¢ip yiizeyindeki elektronlara hareket
kazandirmaktadir. Isigin tam olarak yansidigi bu agiya yiizey plazmon rezonans agisi
denmektedir. Bu rezonans agisi, ¢ip yilizeyindeki kiitle arttik¢a dogru orantili olarak
artmaktadir.

SPR etkisi 151gmin elektromanyetik dalgalar ile iletken yiizey tabakasinin
serbest elektronlar1 arasindaki etkilesime dayalidir.

Yiizey plazmon rezonansi; metal film tabakasinin Ozelliklerine (6rnegin
kalinlik), gelen 15181n dalga boyuna ve metal film tabakasimin her iki tarafindaki
ortamdaki yayilma hizina baghdir. Yayilma hizinin sicaklia da duyarli oldugu goz
Ontine alinarak olciimler, belirlenen sicaklikta yapilmaktadir.

Cevirici sistemler agisindan degerlendirildiginde, SPR sisteminin analizlerdeki
duyarlilik (hassasiyet) sinirt siirekli bir gelisme gostermektedir. Son zamanlarda
popiiler olan bu teknik, analitle cihaz ylizeyine tutturulmus antikorlar arasindaki
etkilesimin spesifik tayinini saglar. Bu tip immunosensor ¢aligmalar1 halen devam

etmektedir.
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SPR teknolojisi ile protein ve niikleotit diizeyinde sensor tasarimlari da son
yillarda 6nem kazanmustir [23, 110, 343, 288]. Ayrica PCR iiriinlerinin SPR
sistemiyle analizi miimkiindiir [173].

Bu cihaz ayrica akigkan bir sistem igerisinde reseptor-ligand etkilesimine
benzer sekildeki ¢esitli baglanma olaylar1 gibi biyomolekiiler etkilesimlerin pikomol
diizeyinde duyarli bir sekilde algilanmasinda kullanilmaktadir. Biyomolekiiler
etkilesimlere 6rnekler asagida yer almaktadir:

-Peptid-antikor etkilesimleri

-Protein-antikor etkilesimleri

-Protein-DNA etkilesimleri

-Protein-polisakkarit etkilesimleri

-Protein-viriis etkilesimleri

-Protein-hiicre etkilesimleri

-Protein-T-hiicre reseptorii etkilesimleri

-Antikor-antikor etkilesimleri

-DNA-DNA etkilesimleri

SPR teknolojisi gida kalite ve giivenligi c¢alismalarinin yani sira, yasam
bilimlerini kapsayan arastirmalarda, ila¢ gelistirme ¢alismalarima da gilivenle

uygulanabilir.

1.2.6.2. Piezoelektrik (biyo)sensorler:

Kuvars Kristal Mikrobalans (Quartz chrystal microbalance = QCM): [163]

Kuvars kristal mikrobalans (QCM) teknigi, kristal yiizeyinde biriken ince

tabakalarin meydana getirdigi mikro kiitle degisimlerini belirlemek amaciyla
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kullanilir. QCM’in aktif elementi iki kosesine metal elektrotlar yerlestirilmis ince

kuvars kristal plakasidir [210].

ﬂp Kuvars kristal

m Altin yiizey

Sekil 40: Kuvars kristalin sematik gdsterimi.

Kuvarsin kristal yapilanmasina ve kristalin piezoelektrik 6zelliklerine bagl
olarak elektrotlar arasinda uygulanan potansiyel bir deformasyona sebep olur.
Sistemde metal yilizeyindeki kiitle degisimi, kuvarsin frekansinda degisime neden
olur. Yiizeyde kiitle degisimi ile frekans degisimi arasinda dogru oranti vardir. Kiitle
baskisina kars1 frekans degisimi ‘Saurbery’ esitligi ile tanimlanmistir [210].

Sensor teknolojisi agisindan degerlendirildiginde kuvars kristaller (QC) hizls,
hassas ¢eviricilerdir [343]. Ayrica akis hiicresine baglanabilme 6zellikleri sayesinde
akiskan sistemlerde analiz yapilmasi miimkiindiir [44]. Bu ¢eviriciler gilinlimiize
kadar Salmonella [402] Hepatit B [305] ve Eschericia coli O157:H7 [324, 332] gibi

bir ¢cok mikroorganizma tayini i¢in kullanilmistir.
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1.2.6.3. Elektrokimyasal (biyo)sensorler

1.2.6.3.1. iyon-Secici Alan Etkili Transistorler (ISFET) [120, 143, 148, 183, 311 ]

Transistdr, yari iletken malzemeden yapilmis elektronik devre elemanidir. Alan
etkili transistor veya metal oksit alan etkili transistor (MOSFET), devrelerde akim
akisin1 kontrol eden bir anahtar olarak kullanilan kiiglik kati1 haldeki yar1 iletken
alettir. MOSFET’ler iyonik ylizey safsizliklarina ¢ok duyarli olduklarindan bu
Ozelliklerinden yararlanilarak iyon-secici alan etkili transistorler (ISFET)
gelistirilmistir. Membran elektrotlarina gore kiigiikliik, saglamlik, hizli cevap verme,
olumsuz cevre sartlarina dayaniklilik, diigiik elektriksel dirence sahip olma gibi
tistiinliikleri vardir [6]. ISFET’in farkliligi, ilgili iyonlarin konsantrasyonunda
meydana gelen degisikligin degisken giris potansiyeli saglayarak sistemin kanal
boliimiindeki iletkenli kontrol etmektedir. Hidrojen iyonuna duyarli ISFET sensoriine
ornek, pH sensoridiir.

Ik olarak 1970 yilinda Bergveld [25] tarafindan tamimlanan alan etkili
transistorlerin elektrokimyasal sensor olarak kullanimlar1 devam etmektedir [120, 310].

Ornegin,

- pH veya iyon-konsantrasyon degisimleri,

- enzimatik reaksiyonlar,

- birbirine ilgi (afinite) gdstererek baglanan molekiillerin tayininde (antijen-
antikor reaksiyonu veya DNA hibridizasyonu gibi)

- yasayan biyolojik sistemlerde karmasik biyokimyasal reaksiyonlarin
gergceklesmesi sonucu olusan potansiyel degisimler (sinir hiicrelerinde potansiyel

degisimi vb.). tayin edilebilmektedir.
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Mikrometre boyutundaki alan etkili sensorlerin DNA analizlerinde, nanomolar
diizeyde DNA konsantrasyonlarinin tespiti ve bazi bazlar1 mutasyona ugramis
dizilerin analizi icin ISFET’lerin kullammi ise olduk¢a yeni ve ilgi ¢ekici bir
konudur [104]. Hibridizasyon o©ncesi ve sonrasinda elde edilen yanitlardaki

farklanma esasina gore tayin gergeklestirilmektedir.

1.2.6.3.2. Taramali elektrokimyasal mikroskopi (Scanning electrochemical

microscopy, SECM)

Taramal1 elektrokimyasal mikroskopi teknigi, ultramikroelektrot kullanilarak
cesitli yiizeylerdeki modifikasyonlarin taranmasi islemlerini kapsamaktadir.
Ultramiktoelektrot yiizeyinde olusan ve elektrolit ¢ozeltisinden kaynaklanan geri
bildirim (feed-back) yanit1 sayesinde tayin gergeklestirilir. Bu sekilde c¢esitli

biyolojik maddelerin analizleri yapilabilmektedir. [347-349].

1.2.6.3.3. Elektrokimyasal @ empedans  spektroskopisi  (Electrochemical

Impedance Spectroscopy, EIS) [371]

Elektriksel bir devreden akimin gegisine karsi gosterilen direng Ohm kanununa
gore agiklanmaktadir:

R=V/I

Elektrokimyasal empedans, genellikle alternatif akim potansiyeli uygulanan
devrelerde elektrokimyasal hiicredeki akimin Ol¢limiidiir. Alternatif akim yaniti,
uyarilmay1 ve frekansi da igermektedir.

Elektrokimyasal empedans ve kapasitans biyosensorler DNA hibridizasyonu ve

antijen-antikor baglanmasi gibi caligmalarda da Ol¢limde yiiksek hassasiyete sahip
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olmalar1 nedeniyle son yillarda de bilim diinyasinda tercih edilmektedirler. Olgiimlerde,

baglanma gergeklestiginde empedans yanitindaki degisime gore tayinler gerceklestirilir.

1.2.6.3.4. Voltametrik sensorler:

Gilintimiize kadar ¢ok sayida voltametrik sistemin sanayi ve arastirma
calismalar icin ticari olarak gelistirilmistir. Ozellikle kan, evsel atik, deniz suyu,
kimyasal atik, toprak gibi sulu ortamlarda ¢6zlinmiis oksijenin tayini, son derece
onemlidir. Ik voltametrik sensér 1956 yilinda L. C. Clarck tarafindan gelistirilen

Clarck oksijen sensérii’diir [140].

Yalitkan
cubuk

Tamponlanmig

KCl gozeltisi
Ea.lka §fklinde Pt disk
gano katot
~10 pgm kalinhgindaki ~10 um kalln!lg_lqda._(?g
KCl gizeltisi gecirgen, degistirilebilir

membran
Sekil 41: Clarck oksijen sensorii [6].
Katot reaksiyonu:
0,(g) + 4H" + 4¢ & H,0 (-0,9V’da Ag/AgCl’ye kars1)
Anot reaksiyonu:

Ag (K) + CT <> AgCl (k) + &
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Akan veya karistirilan bir analiz ¢ozeltisine sensér daldirilinca ¢ozeltideki
oksijen Once membran i¢inden disk katodun hemen yanindaki ince elektrolit
tabakasina ve oradan da elektroda difiize olur ve suya indirgenir. Burada iki farkl
difiizyon durumu sdzkonusudur. Birincisi diflizyon membrani boyunca, ikincisi de
membran ile elektrot yiizeyi arasindaki ¢ozeliden olur. 10-20 sn gibi kisa bir siirede
kararl1 bir duruma ulasilmasi i¢in membran ve elektrolit filminin kalinlig1 20pm veya
daha az olmalidir. Kararli bir akima ulagsma hizin1 membran boyunca oksijen
aktarimu ile ilgili dengenin hiz1 belirlemektedir.

Clarck oksijen sensorii, kan ve diger viicut sivilarindaki O,’nin tayini i¢in
klinik laboratuarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ticari olarak ¢ok sayida enzim esasli voltametrik sensorler de klinikte yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle klinik laboratuarlarinda kan serumu &rneklerinde

rutin glukoz tayininde glukoz sensdrii kullanilmaktadir.

elektrot
Myiiks GOyiiks urun
. glukoz
- Ming GOina
e
M: mediyator yiiks: yiikseltgenmig hal

GO: glukoz oksidaz ind:indirgenmig hal

Sekil 42: 2. nesil glukoz biyosensdriiniin ¢alisma ilkesi.

Oksijen sensoOrii yapisina benzer yapiya sahip olan bu sensérde membran {i¢
ayri tabakadan olusmustur. Dis tabaka polikarbonat bir filmden olusur ve sadece
glukoza karst gecirgenlik Ozelligine sahiptir, protein ve diger kan bilesenlerini

gecirmez. Orta tabakaya glukoz oksidaz enzimi immobilize edilmistir. En icteki
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tabaka ise seliilloz asetat yapisinda ve hidrojen peroksit gibi kiigiik molekiilleri
geciren bir membrandir. Sensor glukoz igeren bir ¢ozeltiye daldirildiginda, dis
membrandan difiize olan glukoz enzime geger ve

Glukoz + O, = H,0, + glukonik asit reaksiyonu olusur.

Olusan hidrojen peroksit, membranin en i¢ tabakasina, oradan da elektrot
yiizeyine difiize olur ve oksijen vermek iizere ylikseltgenir.

H,O0, +20H < O, +2 H,O0+2 ¢

Olusan akim analit ¢ozeltisinin glukoz konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Klinik agidan énemli diger tiirlerin (Or: sakaroz, laktoz, etanol ve L-laktat vb.)
enzimatik yiikseltgenmesiyle olusan hidrojen peroksitin voltametrik dl¢iimiine dayali

baska sensorler de mevcuttur. Her tiir i¢in sensordeki enzim farklidir.

1.2.7. DNA Biyosensorleri

Genetik ve bulasici hastaliklarin molekiiler diizeyde tayini, DNA’da meydana
gelen c¢esitli  mutasyonlarin  analizi, DNA’ya hedeflenmis ilaclarin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, DNA ile etkilesime giren toksik molekiillerin
analizi, ¢evresel kirlilige neden olan mikroorganizmalarin tayini, genetik yapisi
degistirilmis gidalarin analizi son yillarda molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji
alaninda goriilen gelismelerle gerceklestirilebilecek onemli konular arasinda yer
almistir [231].

Genis kapsamli genetik testler, kolay kullanimi olan, hizli cevap veren, ucuz ve
kiictltiilebilir analitik cihazlar gerektirmektedir. DNA analizi temelde DNA
hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Bu nedenle gilinimiize dek kullanimlar

devam eden jel elektroforezi, membran blot gibi yavas ve yogun bilgi gerektiren
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klasik tekniklere yeni alternatifler getirilmektedir (klasik yontemlerin sakincalarina
iliskin ayrintili agiklama giris ve amag¢ kisminda yer almaktadir.) Son 10 yil
icerisinde bu alanda gelistirilen DNA’ya dayali elektrokimyasal biyosensorler
(genosensorler) ilgiyle izlenen gelismelere yol agmaktadir. [364]. Giinlimiize kadar
yapilmis DNA biyosensorii calismalarinda yer alan algilama metodlar1 temel olarak 5
grupta toplanabilir:

1. Isaretli sentetik hedef dizi kullanimi [1, 79, 274]

2. Isaretli sinyal probu varliginda sandvi¢ hibridizasyon teknigi kullanimi
[132, 157,354, 368, 369]

3. Mediyatdr/interkalator maddenin tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA’ya olan
farkli ilgisi lizerinden [79, 92, 234, 297, 325].

4. Mevcut yiizey Ozelliklerinin degismesi tizerinden [218]

5. DNA bazlarmin elektroaktiflik 6zelliklerinin kullanimi [267]

Tiim metodlarda genel olarak izlenen yol, ilk olarak bakteri, viriis veya insan
DNA’sinda, aranilan 6zellige ait ve genom g¢alismalartyla dizisi belirlenmis kisa bir
DNA parcasinin (oligoniikleotit) hibridizasyon icin gerekli ilk zinciri olusturmasi
i¢in secilmesi(bu zincire prob adi verilmektedir) ile baslar. Orneklerden cesitli
yontemlerle izole edilen ve polimeraz zincir reaksiyonuyla c¢ogaltilan ¢ift sarmal
DNA, yiiksek 1s1 uygulanmasi gibi c¢esitli yontemlerle tek sarmal DNA haline
getirilir(denatiirasyon). Bu sekilde tek sarmal hale getirilen hedef zincir ile prob, eger
birbirlerinin tam karsilig1 olan baz dizilimi igeriyorlarsa (birbirlerinin karsilig1 iseler)
birleserek c¢ift sarmal olusturmaktadirlar. Olusan ¢ift sarmal DNA’ya hibrit, olaya ise
hibridizasyon denilmektedir [22, 271, 275].

Ozetle; daha kolay, daha hizli ve daha ucuz analiz vadeden elektrokimyasal

biyosensorler, kisa ve tek sarmal yapida oligoniikleotid dizisinden olusmus niikleik
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asit tanima tabakasi (prob) icerirler. Kolaylikla olusturulabilen ve tekrar kullanim
icin yenilenebilen bu tabaka ile hedeflenen ¢ozelti etkilestirildiginde hibridizasyon
gerceklesir ve boylece biyosensoriin tanima islevi gergeklesir. Prob dizi ile proba
0zgii hedef dizinin baglanmas1 biyosensordeki ¢evirici sistemi sayesinde olgiilebilen
bir analitik sinyale (elektrik sinyaline) dontistiiriiliir [231, 364].

Cevirici sistemler optik [19, 20, 21, 74, 75] elektrokimyasal [91, 93, 219, 271,
272,275, 341] veya kiitleye duyarli (piezoelektrik) [44] olabilmektedir.

Spektrofotometrik yontemlerin esasi, hedef diziye tutturulan bir maddenin,
hibrit olusumundan Onceki ve sonraki absorbans Olgiimiine dayanmaktadir.
Elektrokimyasal yontemlerin esasi ise, prob ile etkilestigi zaman fakli, hibrit ile
etkilestigi zaman farkli sinyal (akim yanit1) veren bir maddenin indirgenme veya
yiikseltgenme  sinyalinin  veya madde kullanmaksizin  dogrudan DNA
sinyalinin(guanin bazina ait olan yiikseltgenme sinyalinin) dl¢lilmesine
dayanmaktadir. Kiitleye duyarli sistemlerde ise hibridizasyon Oncesi ve sonrasi
degisen frekans lizerinden tayinler gerceklestirilir.

Elektrokimyasal ceviricilerin kullanildigt DNA biyosensorleri gegmiste
tasarimi yapilmis ve kullanilmis diger algilayici sistemlere, yeni bir alternatiftir ve
tek nokta mutasyon analizlerinde de basarili sonuglar vermektedir [28, 157, 177, 208,
262, 400]. Yiiksek hassasiyete sahip bu genosensorlerin ayrica kiigiiltiilebilir (mikro-
fabrikasyona uygun) olmalari, tasinabilir ve tek kullanimlik modellerinin
tasarlanabilmesi, ucuz olmalari, diisiik miktarda gii¢c ve iiriin gereksinimleri olmasi
gibi ¢ok Onemli yararlari da bulunmaktadir. Tiim bu nedenlerle son yillarda
elektrokimyasal DNA biyosensorii tasarimiyla DNA analizlerinde biiyiik artis

olmustur [364].
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Tipik bir elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin {i¢ asamada tasarimi yapilir:

1- Prob tutturulmasi (immobilizasyon)

2- Hedef dizi ile hibridizasyon

3- Isaretlemeye dayali veya isaretlemesiz tekniklerin kullanmimiyla tayinin
yapilmas.

Elekrokimyasal DNA biyosensorleri tasariminda en onemli basamak prob

olarak kullanilacak DNA parc¢asinin elektrot yiizeyine tutturulmasi basamagidir.

1.2.7.1. DNA Biyosensorlerinde prob dizilerinin elektrot yiizeyine modifiye

edilme yolar1 (prob dizi tutturulmas):

DNA biyosensorlerinde 18-40 mer oligoniikleotitler prob olarak elektrot
ylizeyine tutturulmaktadir [212]. Prob dizisi elektrot yiizeyine giiclii ve diizenli
sekilde baglandiginda, hibridizasyonun tayini daha kolay ger¢eklesecektir [133, 202,
290] ve olusan hibritin gesitli fiziksel veya kimyasal etkenlerden etkilenip yiizeyden
kopmast gibi olumsuz etkiler de nispeten ortadan kalkacaktir. Giiniimiizde
aragtirmacilar DNA tanima yiizeyinin kararliligini arttirmak icin deneyler yapmakta
ve en diigiik maliyetle, uygulama kolayligi ve spesifik immobilizasyon saglayacak
teknigi bulmaya calismaktadirlar [71]. Kullanilacak teknige gore elektrot yiizeyinde
yatay veya diisey olarak tutturulmus DNA tanima katmani elde edilmektedir. Prob
tutturma  yonteminin  DNA  c¢iplerine uygulanabilirligi de goz Oniinde

bulundurulmaktadir.
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1.2.7.1.1. Adsorbsiyon yoluyla prob tutturulmasi (1slak adsorbsiyon teknigi):

Kisa DNA dizisi (prob) iceren analizlenecek ¢dzeltinin elektroda uygulanmasi
[88, 260] ile elektrot ylizeyine prob immobilizasyonu gerceklestirilir. DNA, elektrot
ylizeyine adsorbe olur. Prob immobilizasyonu agisindan en basit yontem olup,
otomasyona uygulanabilirligi ¢ok kolaydir. Yontem, pahali kimyasal madde
kullanimin1 ve elektrokimyasal potansiyel uygulamasi gibi basamaklari ortadan

kaldirmaktadir. Bu nedenle ucuzdur ve tayin siiresini de kisaltmaktadir.

1.2.7.1.2. Elektrostatik yolla prob tutturulmasi:

Elektrot yiizeyine (+) pozitif potansiyel uygulanmasi (-) yiikli fosfat
omurgasina sahip olan DNA’nin elektriksel ¢ekim kuvvetleri sayesinde yiizeye
paralel olarak tutunmasini saglar [91, 221, 223, 297, 310, 373, 380, 382]. Yontem

pahali kimyasal kullanimini gerektirmemektedir.

1.2.7.1.3. Kovalent yolla prob tutturulmasi:

DNA dizilerinin elektrot yiizeyine kovalent olarak tutturulmasinda karbodiimit
[133,156, 202, 231, 234, 235, 262] ve silan kimyasi [83] siklikla kullanilmaktadir.

Altin elektrotlar (solid altin elektrotlari, tek kullanimlik perde baskili altin
elektrodlar) ve altin nanopartikiiller i¢in ilk olarak 3-merkaptopropiyonik asit [179, 262]
veya L-sistein/sisteamin [17, 24, 263] kullanilarak tiyol gruplarinin elektrot yiizeyine
tutunmasi saglanir. Burada —SH gruplarinin altin metaline olan giiclii afinitesinden

yararlanilir [56, 57, 254, 397]. Daha sonra N-Hidroksi siiksinimit (NHS) ve etil
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karbodiimit (EDC) gibi kovalent ajanlar kullanilarak amino grubu igeren DNA probunun
yiizeyde siki bir sekilde tutunmasina imkan saglayan zemin olusturulur [115, 136, 263].

Bu metod, altin elektroda 6zgii olan yiizey kaplama metodudur.

HiC.
HBC’N-HZCHZCHZC\NH 04 xo
4 N
' NH
§
S

& HyCH,CN=C
(o] 0 (o] 2
o< o o< 0
3-MPA -5? z -5? NH I
- EDC NHS Prob
e —— e —— mlam —— B —— B
Altin ylizey Altin ylizey Altin ylizey Altin ylizey Altin yuzey

Sekil 43: Altin elektrot yiizeylerinde kimyasal ajanlarla kovalent baglanma.

Ayrica bu teknikle elektrot ylizeyinde merkapto propiyonik asit kullanimiyla
elde edilen tiyol gruplari sayesinde DNA problari, elektrot ylizeyine dikey olarak ve
diizenli sekilde tutturuldugu icin hibridizasyon basamaginda, yatay sekilde prob
tutturulmasi yontemine oranla daha yiiksek basari elde edilmektedir [133, 290].
Elektrot yiizeyinde olusturulan prob tabakasinin diizenli olusunun hibridizasyon
tayininde dnemli bir gorevi vardir.

Tiyol veya disiilfit ucuna sahip (bu gruplarla isaretli) problar da altin elektrot
yiizeyine kovalent yolla oligoniikleotit baglamada kullanilabilmektedir [8, 10, 133, 155,
176, 180, 202, 227, 334]. Sentezin nispeten pahali olusu yontemin tek sakincasidir.

Karbon(grafit) elektrot yiizeyine kovalent yolla prob baglanmasi, 3-
merkaptopropiyonik asit gibi ajanlara olan gereksinimi ortadan kaldirmaktadir.
Sadece kovalent baglama kimyasallar1 ile yapilan veya elektrot 6n hazirlik
isleminden sonra kovalent ajanlarla yapilan kaplamada, yiizeye amino grubu ile

isaretli prob giiclii sekilde baglanmaktadir [410].
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Sekil 44: Grafit elektrot yiizeyinde kovalent ajanlarla yapilan NH; grubu ile isaretli
DNA probu modifikasyonu.

1.2.7.1.4. Avidin-Biyotin Etkilesimi Nedeni ile Streptavidinle Kaph Yiizeye

Biyotinle isaretlenmis Problarin Tutturulmasi

Streptavidin ile kaplanmis cesitli elektrot yiizeylerine ya da manyetik
boncuklar gibi ylizeyler iizerine, biyotin ile isaretlenmis problar, streptavidin ve
biyotinin birbirine olan gili¢lii afinitesi nedeniyle spesifik sekilde tutturulmaktadir

[51,76, 82,221, 222, 295, 337, 367].

1.2.7.2. Hibridizasyon

Prob tutturulmus elektrot hedefini iceren ¢ozeltiyle etkilestirildiginde birbirinin
karsilig1 olan iki DNA dizisi birbirine hidrojen bagi kopriileri kurulmasiyla baglanir.
Hibridizasyon islemi c¢ozelti igerisinde veya elektrot yiizeyinde notr pH’da

gerceklestirilebilir [123]. Hibridizasyon isleminde hibrit 6l¢limii alinacak elektrotlar
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disindaki elektrotlar, hedef igermeyen tampon ile etkilestirilir (hibridizasyon

stiresince bekletilir).

1.2.7.3. Istenmeyen Baglanmalarin Onlenmesi

Tasarim1 yapilan biyosensoriin - secimli  sekilde hedefine baglanmasi
beklenmektedir. Bu nedenle hem hedef dizi ile, hem de hedef diziden farkli baz
dizilimine sahip dizilerle hibridizasyon islemi gergeklestirilir. Hedeflenen dizi
disindaki dizilerle baglanmanin en az seviyeye indirilmesi i¢in kimyasal maddeler

kullanilir. En sik tercih edilen deterjan ¢ozeltileridir [260].

1.2.7.4. Tayin

Elektrokimyasal tayinler, DNA’nin elektroaktif bazlarinin sinyalleri iizerinden
isaretlemesiz olarak [114, 135, 165, 214, 268, 312, 341, 367, 373, 381, 390] veya
hibridizasyon indikatorii/interkalatér maddelerin kullanimiyla ve bu maddelerin
ylkseltgenme/indirgenme sinyalleri {izerinden isaretlemeye dayali olarak [91, 92,
129, 219, 231, 233, 333, 386] veya enzimle isaretleme yapilarak olusan {iriin

tizerinden [12, 49, 54, 68] gerceklestirilebilir.

1.2.7.4.1. Isaretlemeye Dayali DNA Dizi Algilama Yontemleri

1.2.7.4.1.1. Mediyator/Indikator/Enzim Aracihg ile Tayin

Tayinlerde mediyatdr veya indikatdr maddelerin veya olusan {iriiniin [51, 269]

elektroaktif sinyalleri incelenir. Bu maddeler, elektrot yiizeyinde tek sarmal DNA
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varken farkli, ¢ift sarmal DNA varken farkli yanit verirler [411]. Bu sayede maddeler

hibridizasyon belirteci olarak kullanilabilmektedirler.

1.2.7.4.1.2. interkalatér Aracihg ile Tayin

DNA c¢ift sarmali arasina girerek birikme 6zelligine sahip olan interkalatorler,

elektrot yiizeyinde ¢ift sarmal yap1 varken yiiksek elektroaktif yanit verirler.
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Sekil 45: Interkalatérlii tayin sisteminin ¢alisma ilkesi
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1.2.7.4.1.3. Elektroaktif Madde ile veya Nanopartikiille Isaretleme Yoluyla

Tayin [242, 365]

Elektrot ylizeyinde hibridizasyon ger¢eklestiginde sinyal probundaki

elektroaktif isaretin ylikseltgenmesi veya indirgenmesiyle elektrokimyasal yanit elde

edilmektedir.
Sinyal Probu
- T C =3
8 sH =l
= TTT 1 =
< ||| I | | | i~
by R *
o Altin 1.2V
nanopartikiil Altin oksidasyon
i sinyali

Hedef dizi

Sekil 46: Elektroaktif madde ile isaretli oligoniikleotit kullanimu ile tayin.

1.2.7.4.2. Isaretlemesiz DNA Dizi Algilama Yontemleri

1.2.7.4.2. 1. Elektroaktif DNA Bazlarimn Sinyali ile Tayin [272, 381]

DNA’daki en elektroaktif bazlar guanin ve adenindir. Guanin bazi yaklagik
olarak +1,0V civarinda, adenin ise +1,3V civarinda yiikseltgenir. Bu bazlarin elektro-
yiikseltgenmeleri ile elde edilen yanitlar, elektrot yiizeyinde tek sarmal dizi varken
bu bazlar yiikseltgenmeye acik halde bulundugundan yiiksektir. Hibridizasyon
gerceklestiginde ise kurulan hidrojen bagi kopriileri nedeniyle bazlar kismen
yiikseltgenmeye kapali konuma gelir, bu nedenle yanitta azalma gozlenir.

Diger bir tayin sistemi ise evet/hayir sistemi adi verilen ve prob dizinin

iceriginde bulunan guaninlerin inozin seklinde sentezlettirilmesi ile olusturulur.
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Sekil 47: Guanin ve inozinin kimyasal yapilari.

Inozin guanin analogudur. Guanine yapica benzemesine ve sitozinle
hibritlesme  gostermesine ragmen, +1,0V  civarinda ylikseltgenme sinyali
vermemektedir. Bu nedenle yalnizca inozinli prob dizi elektrot yiizeyindeyken
herhangi bir yanit alinmazken hibridizasyondan sonra hedeften gelen guaninlerden

dolay1 yanit elde edilir.
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Sekil 48: Inozinli prob ile tayin sisteminin calisma ilkesi.
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1.2.7.5. Madde-DNA Etkilesmesinin ve DNA Hibridizasyonunun Tayinine

Yonelik Biyosensor Tasarimi [114, 260, 273, 295 |

Giliniimiize dek tasarimi yapilan genosensorlerde iki temel konu {izerine
yogunlagsma goriilmektedir; madde DNA etkilesimine dayali genosensorler ve DNA
hibridizasyonuna dayali genosensorler.

Kimyasal maddeler veya radyasyonla DNA’nin etkilesmesi, maddelerin DNA
bazlarina/ seker-fosfat omurgasina kovalent baglanmasi, omurganin baglanma
sonucu kesilmesi veya kovalent olmayan baglanmalar (interkalasyon, DNA’da biiytik
ve kiigiik oluklara baglanma, elektrostatik tutunma) ile sonuglanabilir [268]. DNA
hasar1 oliimciil degisimlere, mutasyonlara ve hiicre hayatinin degismesine neden
olabileceginden, erken tanisi 6nem tagimaktadir. Hibridizasyon tanisina yonelik
genosensorler ise ¢esitli bulasict ve kalitsal hastalilarin, mutasyonlarin,

mikroorganizmalarin tayininde dnemli rol oynamaktadir.

1.2.7.5.1. Madde -DNA Etkilesmesine Dayali DNA Biyosensorleri

Bazi kimyasal maddelerin (ilag, ¢evresel atiklar, vb.) DNA ile olan
etkilesmesinin gelistirilen yeni biyosensorlerle incelenmesi;
i. yeni ilag tasarimi,
ii. ¢evresel toksik madde analizleri,
iii. ¢esitli kimyasal silahlarin (kimyasal savas ajanlarinin) tayinini giindeme
getirmistir.
Tiim bu gelismeler ila¢ ve savunma sanayileri, ¢evre miihendisligi agisindan

Onem tagimaktadir.
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Cesitli maddeler, dsDNA ile ; elektrostatik baglanarak, DNA c¢ift sarmal
yapisinin kii¢iik ve biiyiik oluklarina baglanarak [130] veya dogal yapili DNA’nin

baz ciftleri arasina interkalasyon yaparak etkilesir [26, 131, 164, 407].

1.2.7.5.1.1. lac-DNA Etkilesmesine Dayali DNA Biyosensérleri

[la¢ molekiilleri ile DNA’nin etkilesmesi ve bu etkilesimin tayini [74, 266, 268,
273], elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin tasarimlarina yeni bir boyut
getirmistir. Ozellikle eczacilik alaninda gelistirilen yeni ilaglarm DNA ile
etkilesmesinin  tayini, kisa slirede ve hassas sekilde Dbiyosensorlerle
gergeklestirilebilmektadir. Ayrica antisens ilagla tedavi i¢cin DNA’nin belirli
uzunluktaki pargasini olusturan oligoniikleotidler kullanilmaktadir [301]. Bu gibi
etkilesimler DNA biyosensdrleriyle algilanabilmektedir.

[lag molekiiliiniin ¢ift sarmal DNAile etkilesimi; negatif yiiklii seker-fosfat
grubu ile elektrostatik olarak etkilesim, ¢ift sarmalin biiyiilk ve kiiglik oluklarina
baglanma veya interkalasyonla olabilmektedir. Bilindigi gibi bir¢ok antikanser ilag
etkisini DNA’ya baglanarak gostermektedir. Bu baglanmanin tayini sayesinde yeni
sentezlenen antikanser ilaglarin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi miimkiin
olmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorlerle yapilan ilag-DNA etkilesmesine dayal
calismalarda DNA ile etkilesen ilaglardan elde edilen sinyalde bir azalma veya artis
gozlenmesiyle [38, 217] veya DNA’daki bazlarinin (adenin veya guanin)
sinyalindeki degisim {iizerinden [90, 261] duyarli tayinler yapilmaktadir. Bazi ilag
molekiilleri ise sadece DNA tutturulmus ylizeyle etkilestiklerinde sinyal

azalmasi/artist gostermektedir [387]. Yeni antibiyotik, antiviral, antitimdr ilag ve
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antisens oligoniikleotitlerine dayali ila¢ hedefleme calismalarina yon vermek [74,
238] wveya bir ilag hammaddesinin detayli analizinin duyarli sekilde
gerceklestirilmesini  saglamak gibi amaclarla madde-DNA etkilesimine dayali

biyosensorler gelistirme ¢alismalari devam etmektedir [38, 387].

1.2.7.5.1.2. Toksik Madde-DNA Etkilesimine Yonelik DNA Biyosensorleri

(Cevresel Analizlerde):

Su, toprak, hava analizlerinde DNA biyosensorii kullanimi son yillarda ilgi
¢eken bir konudur [58, 90, 194, 213]. Toksisitesi incelenen madde ile tanima katmani
olarak DNA tutturulmus biyosensor etkilestirilerek elde edilen madde veya DNA
redoks oOzelliklerindeki degisime dayali yanmitlardaki farklanmalar incelenmektedir

[178].

1.2.7.5.1.3. Kimyasal Savas Ajanlarinin Tayinine Yonelik Biyosensorler

Kimyasal silah amaciyla kullanilan maddeler de benzer sekilde biyosensor
tasarimlarina uygulanabilir [264]. Ozellikle organofosfat bilesimine sahip maddelerin
DNA’ya  verdikleri  biiyiik  hasar  biyosensor  teknolojisi  kullanilarak
saptanabilmektedir. Simonian ve arkadaslari, optik biyosensor kullanarak
organofosfatli savas ajanlari ve pestisit tayinini [302], Wang ve arkadaslar1 ise
akiskan enjeksiyon yontemini kullanarak nitroaromatik patlayicilar ve organofosfath
sinir gazlarinin tayinini tek kanal mikrogip sisteminde gergeklestirmislerdir [372].
Yine organofosfatl bilesiklerin tayini i¢cin Tusarova ve arkadaslar asetilkolinesteraz

enzim inhibisyonuna dayal1 teknik gelistirmiglerdir [351]. Bu konuda yapilmis diger
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bir ¢alisma ise asetilkolin esteraz enzim biyosensorii kullanarak organik ¢ozeltilerde

pestisit tayini Mionetto ve arkadaslar1 tarafindan [236] yapilmistir.

1.2.7.5.2. DNA Hibridizasyonuna Dayali DNA Biyosensorleri

DNA hibridizasyon tayini i¢in tasarimi yapilacak biyosensdrlerin iki énemli
gorevi yerine getirmesi gerekmektedir:

1) Hedefteki tek bazdaki farkliligi yakalamaya imkan verecek sekilde
secimlilik (hedefe 6zgilil baglanma; hedef diziyle rastgele / bir veya birkag bazi
hedeften farkli dizleri se¢imli olarak ayirt etme)

2) Diisiik tayin sinir1 (yiiksek hassasiyet)

1.2.7.5.2.1. Bulasiaa ve Kahtimsal Hastaliklarin /Mutasyonlarin Tanisina

Yonelik DNA Biyosensorleri

Biyolojik orneklerde cesitli yontemlerle o6zglin DNA dizisi saptanmasi
biyomedikal alanda ¢ok ©Onemlidir. Insan, viriis ve bakteri DNA’smmn baz
dizilimlerinin aydinlatilmasiyla pek ¢ok kalitimsal hastaliga sebep olan mutasyonlar
artik saptanabilmektedir.

Diziye o6zgii DNA biyosensorleri, bir cevirim sistemi ile beraber DNA
probundan olusmustur. Tek sarmal kisa oligoniikleotit iceren ve aranan hedefin baz
dizisinin karsilig1 olan problar ¢ozelti icerisinde kendisine se¢imli baglanacak kismi
secerler ve hibritlesirler [133]. Bu baglanmanin tasarimi yapilan biyosensorlerle kisa

stirede ve yiiksek duyarlilikta algilanmasi miimkiin olmaktadir.
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Insan genom projesindeki gelismelerle birlikte kalitsal hastaliklara ait genom
dizilimlerinin bulunmasi hibridizasyona dayalt DNA biyosensdrlerinin gelisimlerini
hizlandirmistir. DNA’da meydana gelen mutasyonlarin(tek nokta mutasyonlari dahil)
da giliniimiiz biyosensor teknolojisi ile tayini olanaklidir [79, 170, 212, 297].

Elektrokimyasal =~ DNA  biyosensorleri  kullanilarak  gerceklestirilen
elektrokimyasal oOlgiimlerde hibritin olustugu elektrot, bir elektroaktif indikator
iceren (Ornegin bir redoks-aktif katyonik metal kompleksi) bir ¢ozeltiye daldirilir ve
indikatoriin hibrite baglanma diizeyi belirlenir. Hibridizasyon olusumundan sonra bu
hibritle etkilesen indikatoriin neden oldugu artan veya azalan elektrokimyasal yanit,
hibridizasyonun tayinine yonelik bir sinyal olarak kabul edilir [213, 344, 383].
Hibridizasyon indikatorii, olgtilebilir sekilde tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA ile
etkilesen bilesiktir. Ornegin, Co(Ill) [47, 52, 53, 169, 234, 235, 358]; Fe (II) [53,
167]; Ru(Il) [20, 167, 168] ; Os (II), Os(IV) [67, 215] min 1,10-fenantrolin ve 2,2'-
bipiridin komplekslerinin DNA ile etkilesmesi voltametrik olarak calisilabilmektedir.

J. Wang ve arkadaslari, karbon pastast  kullanarak  gelistirdikleri
elektrokimyasal DNA hibridizasyon biyosensorleri ile HIV [380] ve Mycobacterium
tuberculosis [388]’e ait DNA dizilerini kobalt igeren indikatorle tayin etmislerdir.

Tek nokta mutasyon tayinlerinde DNA’ya gore daha hassas sonuglar veren
PNA 'dan yararlanarak daha 0zgiil tayinler, PNA’ya dayali biyosensorlerle
gergeklestirilmektedir. DNA ile ¢ift sarmal olusturabilen PNA’lar “prob” olarak
kullanildiginda; hedef DNA’ya daha segici olarak baglanirlar. Boylelikle PNA
problari, cesitli hastaliklara neden olan nokta mutasyonlarimi kolaylikla tayin
edilebilmektedirler [262]. Tek nokta mutasyonlarinin tayini ic¢in biyosensor
teknolojisinde kullanilacak yontemler gelecegin hastaliklarinin kisa siirede tayininde

onemli rol oynayacaklardir [112,170, 212].
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Cesitli DNA analizlerinde isaretlemesiz teknikler de kullanilmaktadir [88, 114,
165, 214, 260, 349, 368, 390, 391, 394].

Hepatit B ve TT Viriislerinin tayinine yodnelik indikatorlii genosensor
tasarimlar1 laboratuvarimizda gergeklestirilmistir. Kanin pihtilasma faktorlerinden
biri olan Faktor V’e ait gen dizisinde gézlenen mutasyona yonelik tayin ¢alismalari
ise altin nanopartikiiller kullanilarak ve ayrica indikatorsliz genosensor tasarimiyla
iki degisik yolla tayin edilmistir [228, 260, 263].

Gliniimiize kadar, gerek indikatdr madde kullanimiyla, gerekse guanin bazinin
yiikseltgenmesine dayali isaretlemesiz yolla gerceklestirilen taniya yonelik

biyosensor ¢aligmalar1 [212, 364] mikrogip firmalarinca yakindan izlenmektedir.

1.2.7.5.2.2. Gidalarda istenmeyen Mikroorganizmalarin ve Cevre/Insan
Saghgimi Olumsuz Etkileyen Mikroorganizmalarin Tayinine

Yonelik DNA Biyosensorleri:

Su, toprak, hava ve gidalar i¢ine karisan, hem dogal kaynaklart hem de insan
saglhigini tehdit ederek cesitli hastaliklara yol agan mikroorganizmalarin tayini igin
bir¢ok biyosensor tasarimi yapilmistir [106, 174, 318, 339]. Biyosensor sisteminin
sahip oldugu fiziksel geviricilerin yliksek duyarliligi ile DNA hibridizasyonunun
hassasiyetle algilanmasi, cevre analizlerindeki giderek artan elektrokimyasal
biyosensorler kullanimini agiklamaktadir [364]. Elektrokimyasal DNA hibridizasyon
tayini hastalik tayinlerine benzer sekilde gida maddelerindeki mikroorganizmalarin
tanist indikatorlii veya indikatorsiiz olarak gergeklestirilebilmektedir. Bu amacla

tayini yapilacak mikroorganizmanin gen haritasina gore problar segilir [220]. Cozelti
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ortaminda prob ve hedef birbirini taniyarak hibritlesir. Hibridizasyon olay1
biyosensor ¢eviricisi tarafindan dlgtilebilir bir sinyale ¢evrilir.

Mikroorganizma tayinine yonelik c¢alismalardan biri, sularda yasayan
Cyanobacteria smifindan Microcystis’in  tayinidir. Microcystis halka yapili
heptapeptidler(Mycrocystin) iireterek, yasadigi sulari igen insanlarda ve hayvanlarda
karaciger hasarina varan akut zehirlenmelere neden olmaktadir. Calismada
hibridizasyon indikatorii Metilen mavisi (MB) ve rutenyum komplekslerinin gift
sarmal DNA (dsDNA) ve tek sarmal DNA (ssDNA) ile farkl sekillerde etkilesmesi

esasina dayali sekilde tayin gergeklestirilmistir [89].

1.2.7.5.2.3. Biyolojik Silah Olarak Kullanilabilecek Mikroorganizmalarin

Tayinine Yonelik DNA Biyosensorleri

Biyolojik silah olarak kullanilabilecek, genetik yapisi modifikasyona
ugratilmig/ugratilmamis mikroorganizmalar, hibridizasyon tayini esasina dayali olarak
boliim 2.7.5.2.1. ve 2.7.5.2.2.” de anlatildig1 gibi tayin edilebilmektedir. Elektrokimyasal
sinyal farklilasmasina dayanilarak analiz ger¢eklestirilmektedir [217, 318].

Gergeklestirilen tiim biyosensor ¢alismalari degerlendirildiginde, elektrokimyasal
DNA biyosensorlerinin segiciliginin en az diger geleneksel metodlar kadar olmasi ayrica
mevcut sorunlart nispeten ¢dzmesi gerektigi ortaya ¢ikmustir. Ornegin kompleks yapiya
sahip bazi Orneklerin, birtakim ayirma tekniklerini iceren ©6n analiz igleminden
gecirilmesi iglemi gliniimiizde halen ihtiya¢ duyulan diger bir analiz 6ncesi iglemdir. Bu
durum, toplam analiz siiresini ve kullamlan ¢ok cesitli ekipmanlardan Gtiirii maliyeti
arttrmaktadir. Bu nedenle, gelecegin sensorlerinde ayirma iglemini gergeklestirecek

cihaz parcasinin sensor iizerine yerlestirilmesi fikri dogmustur.
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2.7.6. ideal Bir Elektrokimyasal Biyosensériin Sahip Olmasi Gereken

Ozellikler: [122]

Secicilik: Ideal bir biyosensdrde en 6nemli parametrelerden birisi olan segicilik
ozelligidir. Eger yeterli secicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek iglemler
eklenmesi gerekir.

Kullamm Omrii: Biyosensoriin kullanim émriinii kisitlayan en 6nemli faktor,
biyolojik algilama yiizeyinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin
kalibrasyon siklig1, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: Ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek
duymamasi ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte
planladig1 gibi degildir, pratikte gerceklestirilememistir. Kullanim dmiirleri boyunca
biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: Algilama yiizeyi igeren elektrodun ayni kosullar altinda arka
arkaya yapilan 6l¢timlerde hemen hemen aymi sonuglarin elde edilmesi istenir. Pratikte
bu pek miimkiin olmayan bu durum goz Oniine alinarak, yapilan c¢aligmalarda
tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi
olursa, biyosensoriin uygulamalarinin o denli iyi oldugundan soz edilebilir.

Stabilite:  Elektrot stabilitesinin(kararliliginin)  yiiksek olmas1 ideal
biyosensorler igin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel
dayanikliligmma baghdir, ayrica; pH, 1s1, nem, ortam O, konsantrasyonu gibi
parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarhlik: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin

yalniz belirli maddelere kars1 duyarli olmasi, ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir.
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Yeterli Diizeyde Tayin Simiri: Tasarimi yapilan bir biyosensoriin tayin
sinirinin belirli bir konsantrasyon degerinin altinda olmasi1 gerekmektedir. Belirtilen
bu sinir, elektrot yiizeyinin biiyiikliigli, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye
afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi faktdrlerden etkilenir.

Genis Ol¢iim Arahgi: Biyosensor uygulamalarinda 6lgiim araligi olarak
adlandirilan bolge biyosensorlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer
oldugu konsantrasyon araligidir.

Hizhh Cevap Zamani: Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen
akim-zaman egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarin sekli
yayvan ve genisse cevap zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu ise cevap zamani
kisa (hizli)'dir.

Hizli Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani, 6rnegin amperometrik
calismalarda, ilk 6rnekten ne kadar siire sonra ikinci 6rnegin 6l¢iilebilecegini belirler.
Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa
ikinci drnekte ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler
ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensdrlerdeki karmasik ve de pahali olan
yapilar, daha sonra basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da ucuzlastirilmistur.

Kiigiiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin  sterilize
edilebilmesi ve boyutlarinin kiigiiltilmesi biyosensor tasariminda dnemlidir. Buna
karsin, biyosensdr yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi,

sterilizasyonu kisitlayan en 6nemli parametredir.



BOLUM 11

GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

2.1.1. Elektrokimyasal Sistemler

Tez c¢alismamizin 1. bolimiinde kullanilan ana elektrokimyasal sistem
AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda) ve 2. boliim ¢alismalarinda n-AUTOLAB
tip IT (Eco Chemie, Hollanda) potansiyostat cihazlaridir. p-AUTOLAB cihazinda
elektrot sistemini VA-standi (Metrohm) tasimaktadir. AUTOLAB cihazlari,
bilgisayar baglantili olarak ve GPES 4.8 yazilim programi (software) ile
kullanilmaktadir. Elektrokimyasal analizor ara birim olarak elektrokimyasal hiicre
icermektedir; hiicre ile cihaz arasindaki baglantiyr genel amach elektrik kablolar
saglamaktadir.

Elektrokimyasal hiicre calisma elektrodu (kalem grafit elektrot-PGE veya
perde baskili karbon elektrot-SPCE), platin karsit elektrot ve Ag/AgCl referans
elektrodundan olusan “Uglii elektrot sistemini” igermektedir. Hiicreyle baglantili
kablolardan iicli bu elektrotlara baghdir, bir kablo ise topraklama i¢in ayrilmistir.
Ucglii elektrot sisteminin igine daldirildig: 6lgiim ¢dzeltisinin hacmi 3-4 ml civarinda

tutulmustur.
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Calismamizin ilk boliimiinde kullanilan kalem grafit ¢alisma elektrodu (Noki
kalem model 2000, Japonya) 0,5mm ¢apinda grafit ¢ubugun (Tombo HB model
0.5mm, Japonya) kalem ve ug¢ kisimlari lehimli iletken tel yardimi ile sisteme
baglanmasi ile olusturuldu [263]. Grafit ¢ubuk, 10mm’lik kismi analit ¢ozeltisi
icerisine daldirilabilecek sekilde kalem igine yerlestirildi. Her oOl¢tim islemi
oncesinde grafit ¢ubugun boyu ve Ol¢iim alinacak ¢dzeltinin deney hiicresindeki
yiiksekligi tekrarlanabilir sonu¢ elde edilmesi amaciyla olgiildii. Referans elektrot
BAS (Bioanalytical Systems, Inc., ABD.) firmasindan temin edildi. Platin karsit
elektrot i¢in 0,5mm c¢apinda platin tel kullanildi. Elektrokimyasal hiicre icerisindeki
kiitle aktarimi ve karistirma islemi i¢in manyetik karistirict sistemi (Termal
Laboratuvar Aletleri- Tiirkiye) ve manyetik miknatislar (Roth-Almanya) kullanildu.

Ikinci béliimde kullanilan diizlemsel yapiya sahip perde baskili iiclii elektrot
sistemi 1,5x3,0 ebatlarinda olup karbon calisma elektrodu, karbon karsit elektrot
(Electrodag 423SS) ve Ag yalanci referans elektrot (Electrodag PF-410) igerigine
sahiptir. Polimer baglayici igeren karbon ve glimiis boyalar Acheson Italiana (Milan,
Italya) firmasindan temin edildi (boyalarin tam igerigi hakkinda firma tarafindan
bilgi verilmemektedir). Once giimiis referans elektrot, daha sonra karbon ¢alisma ve
karsit elektrodun basimi1 DEK 248 perde bask1 makinesi (DEK, Weymouth, ingiltere)
ile gergeklestirildi [51]. Calisma elektrodu 3mm capinda dairesel bir alana sahiptir.

Her iki ¢alisma elektrodu da tek kullanimlik 6zellige sahiptir. Bu 6zellikleri ile

mikro-liretim (mikrogip) teknolojisine uygulanma altyapisini icermektedirler.



2.1.2. Diger Cihazlar

Terazi (Sartorious-Analytic A-200)
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Ses titresimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)

pH-metre (InoLab-Almanya)

Manyetik karistiric1 ( Elektro-mag ve ARE 2-Velp )

Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu)

PCR cihazit DNA Thermal Cycler PTC-150 (MJ. Research Inc., ABD.)

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde adx

Maddenin satin alindig1 firma

a-naftil fosfat
Bovine serum albumin (BSA)
Di potasyum mono hidrojen fosfat

Dietanolamin

Etil karbodiimid 1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)

karbodiimit hidroklériir (EDC)

Etilen diamin tetra asetik asit disodyum tuzu

Glasiyel asetik asit ( %99-100)
Hidroklorik asit (%37)
Magnezyum kloriir

N-hidroksi siiksinimit (NHS)
Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Soya fasiilyesi tozu
Streptavidin-alkalen fosfataz
Taq polimeraz enzimi
Tris(hidroksimetil)aminometan

hidrokloriir/Trizma hidrokloriir

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich

Sigma

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma
Riedel-de Haen
Merck

Merck

Sigma

Fluka
Sigma-Aldrich
Amersham Pharmacia Biotech.

Sigma
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Tim c¢alismalarda ytiksek saflikta (Millipore su saflastirma sistemi ve ELGA-
STAT Maxima ultrapure water- Ingiltere) deiyonize su kullamldi (18 Mega-ohm’luk)

ve caligmalar oda sicakliginda (25,0 = 0,5 ) °C’ de gergeklestirildi.

2.2.1. Cahismalarda Kullanilan Tampon Cozeltiler

Tampon ¢ozeltilerin hazirlaniginda ultra saf su kullanilmigtir. Tamponlar
hazirlik sonrasinda plastik siselerde, buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir. Hazirlanan
tampon ¢ozeltilerinin pH’larinin istenilen degere getirilebilmesi, hazirlanan 0,1 N’lik

NaOH veya 0,1 N HCIl c¢ozeltilerinin ve pH-metre cihazinin kullanimiyla

gergeklestirildi.

Tampon adi Icerigi

Tris-EDTA tamponu (TE) 10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 8,0

Asetat tamponu (ACB) 20mM NacCl, 0,5M glasiyel asetik asit, pH 4,8

Tris-HCI tamponu (TBS) 20mM NaCl, 20mM trizma HCI, pH 7,0

Fosfat tamponu (PBS) 20mM NaCl,50mM fosfat (KH,PO,4 ve K,HPO,), pH: 7,4
Fosfat tamponu (PBS) 0,5M fosfat (KH,PO, ve K,HPOy,), pH: 7,0

Dietanolamin tamponu (DEA) 0,1M dietanolamin, ImM MgCl,, 0,1M KCIl, pH 9,6

Tampon ¢oOzeltilerin her biri prob tutturulmasi, hibridizasyon, kovalent
baglanmay1 saglayan kimyasallarin hazirlanmasi vb. gibi amaglarla kullanilmistir. Bu

konuda ayrintili bilgi ilerleyen boliimlerde verilmistir.
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2.2.2. Hepatit B — Lamivudin Diren¢ Mutasyonlarinin Tayini Calismasinda

Kullanilan Oligoniikleotitler, Hazirlamislar1 Ve Saflik Kontrolleri

Hepatit B viriisiiniin PCR ile cogaltilarak ¢caliymada kullamlan béliimiine

ait gen haritas::

Tablo 3. 5’ 3’ yoniinde HBV genom haritasinin Lamivudin’e direng gelisen

bolgesini i¢eren kismi.

5 - (372) tcgctggat gtgtctgegg cgttttatca tattcctctt catcctgetg ctatgectca
tcttcttgtt ggttcttctg gattatcaag gtatgttgec cgtttgtect ctaattccag  gatcaacaac
aaccagtacg ggaccatgca aaacctgcac gactcctget caaggceaact ctatgtttce ctcatgttge
tgtacaaaac ctacggatgg aaattgcacc tgtattccca tcccatcgtc ctgggetttc gcaaaatacc
tatgggagtg ggcctcagtc cgtttctctt ggetcagttt actagtgeca tttgttcagt ggttcgtagg

gctttcccee actgtttgge tttcage(tat atggatgatg tggtatt)ggg ggccaagact gtacageate

gtgagtcect ttataccget gttaccaa (808) - 3°

Genom haritasinin 372. ve 808. bazlar arasinda kalan bolge tayini yapilan hedef
bolgedir. Haritanin her iki ucunda kalin italik karakterle belirtilen parcalar polimeraz
zincir reaksiyonuyla veya klonlama yontemiyle DNA cogaltma islemi i¢in kullanilan
primer dizileri gostermektedir. Ilaca karsi direng gelisiminden sorumlu mutasyonun
goriildiigii hedef bolgeye (parantez iginde alt1 ¢izili boliimde belirtilmistir) karsilik olan
diziler, elektrot ylizeyine tutturulmak tizere prob olarak secildi.

Calismada kullanilan liyofilize toz halindeki sentetik oligoniikleotitlerden
problar Therma Hybaid Interactiva (Almanya)’dan ve hedefler de TIB Molbiol
(Almanya) sirketinden saglandi. Bu oligoniikleotidlerin baz dizilimi diger sayfadaki

tabloda belirtilmektedir.
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Tablo 4 : Tez ¢calismasinin 1. boliimiinde kullanilan diziler ve icerikleri

DNA dizisinin ad1 Dizi icerigi

Prob 1 (Saglikli viriis tayini i¢in) 5’- AAT ACC ACA TCA TCC ATA TA -3°
Prob 2 (Mutant-1 tip viriis tayini igin) 5’- AAT ACC ACA TCA TCC AcA TA -3’
Prob 3 (Mutant-2 tip viriis tayini i¢in) 5’- AAT ACC ACATCA TCa ATATA -3’
Hedef-1 (Saglikl tip hedef-YMDD) 5’- TAT ATG GAT GAT GTG GTA TT -3’
Hedef-2 (Mutant-1 tip hedef-YVDD) 5’- TAT gTG GAT GAT GTG GTA TT -3’
Hedef-3 (Mutant-2 tip hedef-YIDD) 5’- TAT ATt GAT GAT GTG GTA TT -3’

Tiim bazlar1 hedeften farkl rastgele

(Non comlpementary) dizi 5’- AAT ACC TGT ATT CCT CGC CTG TC-3°

Tek bazi hedeften farkli(Mismatch) Prob 1’e kars1 hedef 2 ve 3, Prob 2’ye kars1

diziler hedef 1 ve 3, Prob 3’e karsi hedef 1 ve 2 nolu
diziler

Sentetik dizilerin karakteristik 6zellikleri:

Bu caligmada PCR haritasinda belirtilen hedef boélgenin tam karsiligi olan dizi
prob olarak alinmistir. PCR haritasindaki saglikli (yabanil tip) HBV virlisiine ait 20
baz uzunlugundaki bolge, hedef-1/YMDD [330] olarak ifade edilen bélgedir. Bu
bolgenin tam karsilifi olan dizi, saglikli tipteki probu ifade etmektedir (prob-1).
Mutant tipteki HBV virlis genomuna ait bolgeler (hedef-2/YVDD ve hedef-3/YIDD)
ile hibritlesecek prob-2 ve prob-3 de ilgili dizlerin tam karsiligidirlar. Yakalayici
problarin her biri kendi karsiligi ile tam hibridizasyon yaparken diger problarin
karsiliklartyla prob-tek bazi hedeften farkli dizi etkilesimi ile baglanirlar (Tek nokta
mutasyonu igerdiklerinden dolay1). Biyosensoriin se¢imliliginin tespiti i¢in tek bazi
hedeften farkli ve tiim bazlar1 hedeften farkli diziler kullanilmustir.

PCR orneklerinin karakteristik ozellikleri

Yabanil tipteki hedef HBV genomunda (YMDD) Lamivudin kullanimina bagl

olarak olusan mutasyonlardan biri gen haritasinda 743. bazin A’dan G’ye degismesi
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(YVDD), digeri ise 745. bazin G’den T’ye degismesidir (YIDD) [257]. Bu degisim
nedeniyle hedef bolgede tirozin (Y), metiyonin (M), aspartat (D), ve aspartat (D)
olarak adlandirilan saglikli (yabanil) tipteki HBV aminoasit dizilimi, 1. tip nokta
mutasyonun goriilmesi durumunda YVDD (metiyonin yerine valin kodonu), 2. tip
nokta mutasyonun goriilmesi durumunda ise YIDD (metiyonin yerine izoldsin
kodonu) sekline doniistir.

Cesitli HBV varyasyonlarina sahip klonlanmis PCR ornekleri ve ger¢ek HBV
PCR &rnekleri (hedef / tek baz1 hedeften farkli dizi tiirlerinde) Dokuz Eyliil Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan saglandi. Toplam 10 adet gercek PCR
tirlinli ile mutasyon analizi yapildi. Analizde, elde edilen sonuglarin karsilastirilmasina

yonelik deneyler %1.5 agaroz jel elektroforezi standart alinarak gergeklestirildi.

Bu oligoniikleotid cozeltilerinin hazirlanisi:

Calismamizin ilk boliimiinde kullanilan liyofilize DNA oligoniikleotidlerin
stok ¢ozeltileri, derisimleri 1000ppm (mg/L) olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCI ve
1 mmol/L EDTA igeren TE ¢ozeltisi (pH 8,0) ile hazirland1 ve 50ul’lik hacimlerde
sterilize edilmis plastik PCR tiiplerine paylastirilarak -20 ° C de buzlukta saklandi.
Bu oligoniikleotidlerin seyreltik ¢ozeltileri, uygulama agamasinda kullanilmak tizere
problar 0,5M asetat tamponu (pH:4,8) igerisinde, hedefler 0,02 M Tris-HCI tampon

¢Ozeltisi i¢erisinde hazirlandi.

Sentetik oligoniikleotidler ve PCR iriinlerinin Spekrofotometre ile
kantitatif miktar tayini
UV-goriinlir bolge spektrofotometre (UV-vis spectrophotometer, Schimadzu,

Japonya) ve 1 mL’lik ve 10 mm uzunlugunda kuvars kiivetler (Starna, Ingiltere)
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kullanilarak yapilan konsantrasyon ol¢limiinde bir A,gp birimi ¢ift sarmal DNA 50
ng/mL ve bir Ajs birimi tek sarmal DNA 33 pg/mL kabul edilerek hesaplama

yapilmistir [260, 263].

2.2.3. Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis Tayini I¢cin Gelistirilen
Biyosensorde Kullamlan Oligoniikleotitler, Hazirlamslar1 ve Safhik

Kontrolleri

Salmonella DNA’sinda tayini istenen bolgenin genomik haritasi:
Salmonella choleraesuis susbp. choleraesuis Weldin serotipi Typhimurium
LT2 genomik DNA, LGC PROMOCHEM (Milan, Italy) firmasindan saglandi. Bu

calismada prob diziler dogrudan PCR haritasindan seg¢ilmistir.

Tablo 5. 5’ 3’ yoniinde gosterilen haritada alti ¢izili kisimlar primerlerlerin
baglandig1 bolgeleri ifade etmektedir. 5° yoniinde kalin olarak isaretlenen
bolge yakalayici prob, orta kisimda kalin olarak isaretli bolge ise sinyal

probu olarak secilmistir.

5’GCCGCGCGCGAACGGCGAAGCGTACTGGAAAGGGAAAGCCAGCTT
TACGGTTCCTTTGACGGTGCGATGAAGTTTATCAAAGGTGACGCTATT

GCCGGCATCATTATTATCTTTGTGAACTTTATTGGCGGTATTTCGGTG
GGGATGACTCGCCATGGTATGGATTTGTCCTCCGCCCTGTCTACTTATA
CCATGCTGACCATTGGTGATGGTCTTGTCGCCCAGATCCCCGCATTGTT
GATTGCGATTAGTGCCGGTTTTATCGTGACCCGCGTAAATGGCGATAG

CGATAATATGGGGCGGAATATCATGACGCAGCTGTTGAACAACCCATT
TGTATTGGTTGTTACGGCTATTTTGACCATTTCAATGGGAACTCTGCCG
GGAT 3’
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Sentetik kisa oligoniikleotitler MWG Biotech AG (Almanya) tarafindan
sentezlendi ve firmadan liyofilize toz halinde satin alindi. Bu oligoniikleotidlerin baz

dizilimi agagidaki gibidir.

Tablo 6 : Tez ¢alismasinin 2. boliimiinde kullanilan diziler ve icerikleri

DNA dizisinin ad1 Dizi icerigi

Prob A 5" GCG CGC GAA CGG ¥’

Prob B 57 HoN-(CHz)12 - GCG CGC GAA CGG 3°
Prob C 5’SH-(CH;)s— GCG CGC GAA CGG 3°
prob D 5’CH;- (CHy),1-GCG CGC GAA CGG ¥’

Hedef dizi 5'CCG CCA ATA AAG TTC ACA AAA CGC CGT TCG CGC GC 3’
Tiim bazlar1 hedeften farkli
rastgele (Non-komplementer) dizi 5" GGC AGA GGC ATC TTC AAC GAT GGC 3’

Biyotinle isaretli sinyal probu

(hedefe baglanan ikinci prob) 5" TTT GTG AAC TTT ATT GGC GG-Biyotin 3’

Bu oligoniikleotidlerin hazirlanisi:

Calismada kullanilacak tiim oligoniikleotidlerin  stok ¢dzeltileri 0,5
mol/L(0,5M) NaCl icermeyen fosfat tamponu igerisinde(pH:7,0), 1000pug/ml
derisimde olacak sekilde hazirlandi ve -20C’de buzlukta saklandi. Deneyler
oncesinde, stok ¢ozeltilerden hareketle hazirlanan seyreltik oligoniikleotit ¢ozeltileri

fosfat tamponu icerisinde hazirlandi(PBS).

2.2.3.1. Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis Tayininde Kullanilan PCR

Uriinlerinin Elde Edilmesi

Salmonella invA geni ve lektin geni asagida dizilimi belirtilen primer diziler
kullanilarak PCR yontemiyle cogaltildi. Lektin geni, calismada PCR iiriinlerinin

kullanildig: tayinlerde rastgele dizi olarak islem gordii.
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Salmonella Primer 1: 5 GCCGCGCGCGAACGGCGAAG 3’

Salmonella Primer 2: 5’-ATCCCGGCAGAGTTCCCATT 3’

Lektin Primer 1: : 5' TGC CGA AGC AAC CCA AAC ATG ATCC 3

Lektin Primer 2: 5' GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG 3'

388 baz c¢ifti uzunlugundaki Salmonella gen invA bolgesi, DNA Thermal
Cycler PTC-150 cihaz ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonunda hazirlanan karisim ilk
olarak; 95°C’de 5dk siireyle bekletildi. izleyen 35 siklusluk dongiilerde sirasiyla
denatiirasyon (95°C’de 1 dk 30 sn siireyle), primer baglanmasi (58°C’de 1dk 20 sn
stireyle) ve zincir uzamasi (72°C’de 2 dk siireyle) islemleri gergeklestirildi. Son
basamakta ise iiriin 72°C’de 7 dk bekletilerek kararli hale getirildi. Jel elektroforezi
ile elde edilen PCR iiretiminin basarisi test edildi.

Soya fasiilyesi tozundan ekstre edilen 217 baz ¢ifti uzunlugundaki lektin geni

DNA’s1 Pietsch ve arkadaslarinin 1997°de kullandig1 yonteme gore ¢ogaltildi [293].

PCR cozeltilerinin saflik kontrolii
Saflik kontrolii i¢in; hazirlanan dsDNA seyreltik ¢ozeltilerinin UV’de 260 nm
ve 280 nm’de okunan absorbans Ajg ve Ajgy degerleri oranlandi ve bu degerin 1,6

ile 1,8 arasinda oldugu saptandi [234].

1.2.2.4. Kovalent baglanmayi saglayan cozeltinin hazirlanisi:

Kovalent baglanma kimyasallarini igeren ¢6zelti karisimi igin 8mM N-hidroksi

stiksinimid (NHS) ve SmM’lik Etil karbodiimid (EDC) maddeleri 50mM’lik fosfat

tamponu (pH:7,4) icerisinde taze olarak hazirland1 [234, 235].
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1.2.3. Kullanilan yontem

Giliniimiize dek yapilan elektrokimyasal biyosensor tasarimi caligmalarinda
kullanilan yontemler [212, 364] degerlendirilerek her iki ¢calismada kullanilacak yeni

yontemlerin planlamasi yapildi.

1.2.3.1. Hepatit B- Lamivudin diren¢ mutasyonlarimin tayini ¢aliysmasinda

kullamilan yontem:

Mutasyon tayini i¢in elektrot yiizeyine uygulanan iglemler basamaklar halinde
Sema-1’de Ozetlenmistir. Bunlar elektrot yiizeyinin aktive edilmesi, prob
immobilizasyonu, hibridizasyon, yikamalar ve 6l¢iim olmak {izere bes ana basamakta
toplanmistir. Yonteme ait basamaklarda uygulanan islemler hakkinda ayrintili bilgi

ilerleyen boliimlerde verilmistir.
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yardimci elektrot

I ]- 0,3 cm Kalem grafit
isaret— 1
R | } 1,0 cm (cozeltide) referans elektrot elektrot
: 2
karigtinet — ; yakalayici prob
gozeltisi
0,5V, 5dk.,
kangtirma
= 0,10 nA
1 saat kurutma | | | | | T
1T 1T . I
ELEKTROKIMYASAL YANIT T
(prob tutuklanan elektrot igin) DITE 1.40
POTANSIYEL (V)
15dk Hibridizasyon (sentetik oligoniikleotitler
veya PCR iiriinleri ile)
SDS ve TBS yikama IEI T 0,10 nA
Olgiim
Adk kurutma
 —
Fr ELEKTROKIMYASAL YANIT 0'75 1.40

(hibrit tutuklanan elektrot igin) i
POTANSIYEL (V)

Sema 1: Elektrokimyasal yolla HBV ve tiirlerinin(motiflerinin) tayininde izlenen

yol.

Yontem basamaklari
Elektrot yiizeyi deney oncesinde 0,5M asetat tampon ¢ozeltisi (pH: 4,8) icine
daldirilarak 30sn siireyle +1,4V gerilim uygulandi. Boylece elektrokimyasal olarak

aktivasyon islemi gergeklestirildi.

1.2.3.1.1. Elektrot Yiizeyine Prob Tutturulmasi

Spg/mL  derisiminde saglikli veya mutasyonlu tiirlerde hazirlanan prob

cozeltileri 5dk siireyle karigan ortamda +0,5V potansiyel uygulamasi altinda
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elektrostatik olarak elektrot yilizeyine tutturuldu. ACB tamponuna daldirilarak

yikanan elektrotlar daha sonra 1 saat siireyle kurutuldu.

2.3.1.2. Hibridizasyon

2.3.1.2.1. Sentetik Hedef Dizilerle Hibridizasyon

Probla kapli elektrot yiizeyleri, 6pug/mL derisimde sentetik hedef (karsilik dizi),
tek bazi hedeften farkli ve rastgele diziler ile 15dk siireyle 1slak adsorbsiyon teknigi
[88] kullanilarak etkilestirildi. 5dk siireyle kurutulan elektrotlar daha sonra hedeften
farkli dizilerden kaynaklanabilecek istenmeyen baglanmalari azaltmak amaciyla
%35°1ik sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisiyle [171, 260, 413] 10dk siireyle yikandiktan
sonra tris-HCI tamponu ile 15sn daha karistirilarak yikandi. Elektrotlar 5 dk siireyle
kurutuldu. Islemlerin tamam tek bazi hedeften farkli diziler ve rastgele dizilerle de

gergeklestirildi.

2.3.1.2.2. Klonlanmis PCR Uriinleri ile Hibridizasyon (Klonlama ve PCR

Isleminden Gegirilerek Saflastirilmis HBV Uriinleri)

Ornekler TBS tamponu ile derisimi 6ug/mL olacak sekilde seyreltildi ve
denatiire edildi. Denatiirasyon islemi icin 95 °C’de 6dk kaynar su banyosunda, 2dk
buz banyosunda tutuldu. Yiizeyi probla kaplanmis grafit ¢ubuklar denatiire edilmis
hedef ¢ozeltiler (YMDD, YVDD, YIDD) igerisine daldirilarak 15dk bekletildi. 5dk
siireyle kurutulan elektrotlar daha sonra %5°lik sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisiyle

10dk siireyle yikandiktan sonra TBS tamponu ile 15sn daha karistirilarak yikandi.
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Elektrotlar 5dk siireyle kurutuldu. Tek bazi hedeften farkli ve tiim bazlar1 hedeften
farkli (rastgele) PCR iirtinleri de ayni islemlerden gegirildi. PCR isleminde kullanilan
kor ¢ozelti de ornek olarak degerlendirildi ve her 2 farkli tiirde probla kaplh
elektrotlarin bu ¢ozeltiyle verdigi yanitlar incelendi. (PCR kor ¢ozeltisi primerleri ve
diger PCR bilesenlerini igerir fakat kalip DNA igcermez. Bu islemler tasarimi yapilan

biyosensoriin se¢imliliginin Ol¢iilmesi i¢in gerceklestirildi.)

2.3.1.2.3. Gergek PCR Uriinleri ile Hibridizasyon

PCR firiinleri TBS tamponu ile derisimi 6ug/mL olacak sekilde seyreltildi ve
denatiire edildi. Denatiirasyon islemi i¢in triinler sadece 95 °C’de 6dk kaynar su
banyosunda tutuldu ve hemen sonra ylizeyi probla kapli elektrotlar denatiire edilmis
hedef ¢ozeltilerle (YMDD,YVDD,YIDD) 15dk hibridizasyona birakildi (1slak
adsorbsiyon teknigi). 5dk siireyle kurutulan elektrotlar daha sonra %1’°lik sodyum
dodesil stilfat ¢ozeltisiyle 3dk siireyle yikandiktan sonra tris-HCI tamponu ile 5sn
daha karistirilarak yikandi. Elektrotlar 5dk siireyle kurutuldu. A¢iklanan islemler tek
baz1 hedeften farkli, tiim bazlar1 hedeften farkli (rastgele) PCR iiriinleri ve belirli
oranlarda saglikli-mutasyonlu tiirlerdeki hedef karisimini igeren {iriinler (6rnegin,
YVDD(%50) ve YIDD(%50) karisimi gibi.) i¢in de uygulandi. Ayrica PCR kor
¢oOzeltisinin de probla kapli elektrotlarla verdigi yanitlar incelendi. Bu islemler
tasarimi yapilan biyosensoriin gercek PCR firiinleriyle olan se¢imliligini tayin etmek

icin gerceklestirildi.
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2.3.1.3. Olciimlerde Kullanilan Voltametrik Yontem

Differansiyel Puls Voltametri teknigi ile +0,75V dan +1,40V’a kadar, 15mV/sn
tarama hizinda, 50mV amplitiitte ve 8mV adim potansiyeli uygulanarak
hibridizasyon oncesi ve sonrasinda elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalleri
Olciildii. Elde edilen ham egriler, potansiyostatdaki GPES yazilim sistemi ile
tanimlanabilir pikler haline doniistiiriilerek pik yiikseklikleri degerlendirildi.

Tayin i¢in belirtilen asamalarin uygulanmasi i¢in yaklasik 101 dakikalik siire
gerekmektedir. Deneysel asamalardaki siireler agagida 6zetlenmistir:

a) PGE aktivasyonu 30sn.

b)  Prob tutturulmasi 5dk.

c) Elektrotlarin yikanmasi ve kurutulmasi 60dk.

d) Hibridizasyon 15dk.

e) Kurutma 5dk.

f)  SDS ve Tris-HCl ile yikama 10dk ve 15sn.

g) Kurutma 5dk.

h)  Olgiim 20sn.

PCR diiriinleriyle yapilan analizlerde denatiirasyon i¢in 6dk.’lik daha zamana
ihtiya¢ duyulmaktadir. Prob tutturulmus elektrotlarin 6nceden hazirlanmasi ile

toplam analiz siiresinin 33dk.’ya kadar indirilmesi miimkiindjir.
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2.3.2.  Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis Tayini Cahismasinda

Kullanilan Yontem

2.3.2.1. Biyosensor Yiizeyine Prob Tutturulmasi

DNA immobilizasyonu i¢in iki degisik yontem kullanilmistir. Uygulanan bu

yontemlerin detaylar1 agagida agiklanmustir.

2.3.2.1.1. Kovalent Yolla Prob Tutturulmasi

Amino grubu igeren oligoniikleotit (prob B) i¢in, perde baskili karbon ¢alisma
elektrodunu yiizeyine once 10ul kovalent ajanlari igeren ¢ozelti (50mM fosfat
tamponunda pH: 7,4 taze hazirlanmis 5 mmol/L EDC ve 8 mmol/L NHS) 1 saat
stireyle tutturuldu [234, 235]. 1 saat sonunda kuruyan elektrotlarin yiizeylerine 10ul
hacimde (10 pmol/L konsantrasyonda fosfat tamponunda hazirlanmis) prob DNA
konuldu ve 1 gece (~16 saat) bekletildi. Adsorbsiyonla yiizeye prob tutturma islemi
icin daha once denenmis olan 1 gecelik siire tercih edildi [51]. Prob tutturulmus

ylizey ardi ardina 3 kez 15ul hacimde PBS kullanilarak yikandi.

2.3.2.1.2. Adsorbsiyon Yolu ile Prob Tutturulmasi

Karbon elektrot yiizeyine 10 pmol/L konsantrasyonda 0,5 mol/L PBS’de

hazirlanan 10ul prob c¢ozeltileri konularak 1 gece (~16 saat) bekletildi. Prob

tutturulmus yiizey ardi ardina 3 kez 15ul hacimde PBS kullanilarak yikandi.
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2.3.2.2. Genosensor Yiizeyinde Hibridizasyon

Hem sentetik oligoniikleotitler hem de PCR iirlinleri i¢in sandvi¢ bigimine
sahip tayin teknigi kullanilarak hibridizasyon gerceklestirildi. Teknik, hedeflenen
DNA parcasimnin iki bolgesine baglanan iki ayri1 probun kullanilmasi nedeniyle
giivenilir sonuglar vermektedir (ikili hibridizasyon kontrol sistemi). Sistemde,
streptavidin-alkalen fosfataz enzim konjugatinin ve biyotinli sinyal probunun tayin

sirasinda baglanist Sema 2°de 6zetlenmistir.

1 2) 3)
streptavidin

biyotin —
Prob sinyal
\ probu
AR B +
AV AV =2 FrTrr77TTd
galigma ALP
elektrodu hedef streptavidin-alkalen

fosfataz{ALP) bilegigi

hedef+biyotinli sinyal
\'/I probu karigimi

4} o—naftil fosfat Substrat
gozeltisi {150p1) (S)

P o S 3 O 5N iF OF & % N |

J

(7>

substrat Grdin
c—haftol

5) Olglim

Sema 2 : Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis’in tayinine yoOnelik

calismada izlenen yontem.

Hedef ornekler, 0,15 umol/L konsantrasyonda biyotinli sinyal probu igerecek
sekilde 0,5 mol/L PBS ile seyreltildi. Cift sarmal PCR f{irlinleri seyreltildikten sonra

151 ile denatiire edildi. Bu islem icin 6rnekler kaynar su banyosunda 100°C’de 5dk ve
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hemen ardindan iki zincirin tekrar birbirine baglanmasini 6nlemek icin buz
banyosunda 5dk siireyle tutuldu. Hazirlanan karistmin 10uL’si elektrot yilizeylerine
tutturulmus olan prob dizisi ile 30dk siireyle etkilestirildi(hibridizasyon).
Hibridizasyon isleminden sonra genosensor yiizeyi 150 pl hacimde DEA
tamponu (dietanolamin 0,1 mol/L, MgCl, 1 mmol/L, KCl 100 mmol/L; pH 9,6) ile
yikandi. Rastgele dizi lektin PCR iirlinii ise negatif iiriin olarak ayni islemlerden

gecirildi.

2.3.2.3. Enzimle Isaretleme ve Ol¢iim

Elektrot yiizeyinde olusturulan biyotinli hibrit, DEA tamponu ile hazirlanmis
0,75 U/mL derisimde streptavidin-alkalen fosfataz bilesigi ve 10 mg/mL derisimde
BSA (Bovin serum alblimin) igeren 10 pL hacmindeki ¢ozelti ile etkilestirildi [97].
10 dakika sonra genosensor yilizeyi 3 kez ardi ardina 15ul’lik hacimlerde DEA ile
yikandiktan sonra enzim tutturulmus yiizey DEA tamponu igerisinde hazirlanmig
Img/mL derisimindeki a-naftil fosfat c¢ozeltisiyle 10dk reaksiyona birakildi.
Elektroaktif 6zellige sahip ve reaksiyon sonunda olugan enzimatik iiriin a-naftol’ iin

sinyali DPV teknigi ile ol¢iildii.



BOLUM 111

BULGULAR

3.1. Hepatit B- Lamivudin Diren¢ Mutasyonlarimin Tayini Calismasinda Elde

Edilen Bulgular

Bu caligma kapsaminda elde edilen her 6lgiim sonucu, ii¢ kez tekrarlanarak

grafik ve voltamogramlara yansitilmigtir.

3.1.1. Sentetik Dizilerle Hibridizasyon ve Biyosensér Ozgiilliigiiniin

(Secimlilik) Tayini

Gelistirilen biyosensor sistemiyle hibridizasyon tayinleri, ilk olarak sentetik diziler
kullamlarak gerceklestirildi. Yabamil (saglikli) tip Hepatit B virtisiiniin ve iki farkl tiirdeki
varyasyonunun tayini yapilacagindan, ¢calismalarda bu niteliklere sahip ti¢ farkli prob dizisi
kullamld1 ve her bir prob i¢in ayr1 ayr hibridizasyon ¢alismalar1 gergeklestirildi. Tayinde
problar ve ilgili hedef diziler arasinda gerceklesen hibridizasyon sonrasinda elde edilen
guanin yanitlar1 incelendi. Hedef dizinin yanisira ayrica prob tutturulmus biyosensorle, tek
bazi hedeften farkli ve tiim bazlar1 hedeften farkli (rastgele) diziler de etkilestirildi. Bu
etkilesmelerin incelenmesi, biyosensor sisteminin se¢imliliginin arastirilmasi igin
gereklidir. Bu calismada, biyosensoriin hedef diziyle en yiiksek hibridizasyon yanitini

vermesi, diger dizilerle ise diisiik yanitlar vermesi beklendi.
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POTANSIYEL (V)

Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak saglikli tip prob (P1)
tutturulmus elektrot ile hibridizasyon oncesinde ve sonrasinda elde edilen
guanin sinyalleri; a) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda, b) prob ile tek
bazi hedeften farkli dizi arasindaki hibridizasyondan sonra, c) prob ile tim
bazlar1 hedeften farkli dizi arasindaki hibridizasyondan sonra d) yiizeyde

sadece prob varken (hibridizasyon oncesi) elde edilen guanin sinyali.

AKIM (nA)

d
092 094 097 099 102 104 107

POTANSIYEL (V)

Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak mutant-1 tip prob (P2)
tutturulmus elektrot ile hibridizasyon oncesinde ve sonrasinda elde edilen
guanin sinyalleri; a) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda, b) prob ile tek
bazi hedeften farkli dizi arasindaki hibridizasyondan sonra, c) prob ile tiim
bazlar1 hedeften farkli dizi arasindaki hibridizasyondan sonra d) ylizeyde

sadece prob varken (hibridizasyon oncesi) elde edilen guanin sinyali.
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Sekil 51: Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak mutant-2 tip prob (P3)
tutturulmus elektrot ile hibridizasyon dncesinde ve sonrasinda elde edilen
guanin sinyalleri; a) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda, b) prob ile tek
baz1 hedeften farkli dizi arasindaki hibridizasyondan sonra, c) prob ile tiim
bazlar1 hedeften farkli dizi arasindaki hibridizasyondan sonra d) yiizeyde

sadece prob varken (hibridizasyon 6ncesi) elde edilen guanin sinyali.

Sekil 49, 50 ve 51 sirastyla saglikli, mutant-1 ve mutant-2 tiirlerinde prob
tutturulmus elektrotlarla yapilan hibridizasyon ¢alismalarini géstermektedir. Her iic
tip prob tutturulan elektrotlardan hibridizasyon oncesinde beklendigi gibi guanin
sinyali alinmamistir.(Sekil 49, 50 ve 51°de d.) Problar ile bunlarin karsiligini igeren
diziler arasinda uygun kosullar altinda olusan tam hibridizasyondan sonra elde edilen
guanin sinyallerinin (Sekil 49, 50 ve 51°de a), bu problarla tiim bazlar1 hedeften
farkli (49, 50 ve 51°de ¢) ve tek baz1 hedeften farkli (Sekil 49, 50 ve 51°de b) diziler
etkilestirildiginde elde edilen sinyallerden yiiksek oldugu gozlendi. Her ii¢ prob
kullanilarak gergeklestirilen bu deneylerde her oOlglim {i¢ kez tekrarlanmistir.
Yanitlardaki bu farklanmalar, tasarimi yapilan biyosensoriin se¢imli sekilde hedefine

baglandigini gostermektedir.
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3.1.2. Klonlanmis PCR Uriinleriyle (KPCR) Hibridizasyon ve Secimligin Tayini

Klonlama ile boliim II’de belirtilen HBV genomuna ait bolgenin ¢ogaltilmasi
amaclanmustir. E. coli bu amagla kullanilan bakteri tiiriidiir. Klonlama ile elde edilen
tirtinler PCR isleminden de gegirilip miktarlart arttirildiktan sonra saflastirilarak
deneylerde kullanilmistir. KPCR f{iriinleriyle yapilan bu ¢alismadaki amag, hasta PCR
tirlinlerine de uygulanabilecek tayin kosullarinin bulunmasidir. Diger bir ifadeyle bu

caligma, hasta PCR 6rneklerinin tayini 6ncesinde gercgeklestirilen bir ara ¢alismadir.

Prob (31)
1) P1, 2) P2, 3)P1

Prob + PCR kér ¢ozeltisi (S2)
1)P1,2) P2, 3)P1

~J Prob+ Non-complementary(S3)
&\ 1) P1, 2) P2, 3)P1
Prob + mismatch (S4)

1)P1+YIDD 2) P2+ YMDD
3)P1+ YVDD

Akim (nA)

1) PA+YMDD  2)P2+YVDD
3) P1+YMDD

P1: Prob-1
P2: Prob-2

Sekil 52: Klonlanmigs PCR (KPCR) iiriinleri ile saglikli tip prob (P1) / mutant-1 tip prob (P2)

tutturulan elektrotlarin etkilesimini gosteren ti¢c boyutlu histogram; 1, 2 ve 3 seklinde
belirtilen numaralardan 1; saglikli tip prob tutturulmus elektrot yiizeyini, 2; mutant-1
tip prob tutturulmus elektrot yiizeyini, 3; saglikl tip prob tutturulmus elektrot
yiizeyini ifade etmektedir. (1 ve 3 saglikli 6zellikte problardir, fakat deneyler farkli
giinlerde gerceklestirilmistir.) S1 serisi sadece problardan elde edilen sinyalleri, S2
serisi prob tutturulan elektrotlarla PCR kor ¢ozeltisi etkilestirildiginde elde edilen
sinyalleri, S3 serisi prob tutturulan elektrotlar ile tiim bazlar hedeften farkh dizi ile
hibridizasyondan sonra elde edilen sinyalleri, S4 serisi prob tutturulan elektrotlarin
tek bazi hedeften farkli diziler ile hibridizasyonu sonrasinda elde edilen sinyalleri,
S5 serisi problar ile hedefleri arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen guanin

sinyallerini gostermektedir.



147

KPCR iiriinleri denatiire edilerek gerceklestirilen hibridizasyon calismasinda,
saglikli tip prob tutturulan elektrotla saglikli tip(YMDD) klon {iriini
etkilestirildiginde yiiksek guanin sinyalleri elde edilmistir (S5 serisi 1 ve 3). Benzer
sekilde mutant-1 tip prob ile bunun karsiligini iceren YVDD tip KPCR fiiriinii
arasinda gerceklesen tam hibridizasyon sinyali de yiiksektir(S5 serisi 2). Saglikli tip
prob ile tek bazi hedeften farkli KPCR iiriinleri (YVDD ve YIDD) arasinda
gerceklesen hibridizasyon sonucu elde edilen sinyallerde hedef diziyle elde edilen
hibrit sinyaline gore belirgin bir azalma gdzlenmistir (S4 serisi 1 ve3). Benzer
sekilde mutant-1 tip prob ile saglikli tip(YMDD) KPCR iiriinii arasinda olusan
hibridizasyonda da elde edilen guanin sinyali yar1 yariya azalma gostermistir. (S4
serisi 2). Rastgele PCR iiriiniiniin ilgili problarla etkilesmesi sonucu elde edilen
guanin sinyallerinin ise ¢ok diisiik oldugu gdézlenmistir (S3 serisi 1 ve 3). Yiizeyde
problar varken PCR kor ¢ozeltisi ile gergeklestirilen hibridizasyon islemi sonrasinda
elde edilen sinyaller beklendigi gibi diistiktiir (S2 serisi). Guanin igermeyen
problardan beklendigi gibi ¢ok diisiik sinyaller elde edilmistir (S1 serisi).

KPCR iiriinleriyle de sentetik dizilerle elde edilen sonuglara benzer sonuglar
elde edilmistir. Sentetik dizilerle kiyaslandiginda elde edilen guanin sinyalleri daha
diisiiktiir. Bu durum 20 bazlik prob dizisi ve sentetik tam karsiligi arasinda
gerceklesen hibridizasyon oraninin, prob dizisi ve 436 bazlik uzun KPCR iirlinii ile

gergeklesen hibridizasyon oranindan ¢ok daha yliksek olmasiyla agiklanabilmektedir.

3.1.3. Hibridizasyon i¢in En Uygun Hedef Konsantrasyonunun Bulunmasi

Calismada, Sug/mL olan prob konsantrasyonu sabit tutularak hedef

konsantrasyonu arttirilmistir. Sagliklt ve mutant-1 tip prob dizileri ve KPCR iiriinleri
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kullanilarak gergeklestirilen deneylerde hibridizasyondan sonra elde edilen yanitlar

Sekil 53°de goriilmektedir.

A
75 7
< 50+ T 1
c 1k I 1
= 254
ol e 1 1] 1]
0 2 4 6 8
Hedef derisimi (ug/mL)
B
60
o i T
E 40 T T
: " !
€ 297 T
T
ol 91 . . . .
0 2 4 6 8

Hedef derisimi {(ug/mL)

Sekil 53: Sabit derisimdeki (5pug/mL) prob dizisi ile artan derigimlerdeki hedefleri
(KPCR) arasinda gergeklestirilen hibridizasyondan sonra elde edilen
guanin yanitlari; A) Saglikli tip prob kullanildiginda, B) mutant-1 tip prob
kullanildiginda.

Sekil 53A ve 53B’de KPCR iriinleriyle yapilan c¢alismalarda, tayinde
kullanilabilecek en uygun hedef konsantrasyonunu bulmak amaglanmistir.

Hibridizasyon i¢in en uygun konsantrasyonun 6pug/ml oldugu bulunmustur.
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3.1.4. Hibridizasyon Siiresinin Biyosensor Sec¢imliliine Olan Etkisinin

incelenmesi

Calismada sentetik oligoniikleotit dizileri kullanilmistir. Uygun hibridizasyon
siiresinin saptanmasinda, prob ve ilgili hedefi arasindaki hibritlesme ile birlikte, prob

ile tek baz1 hedeften farkli dizi arasindaki hibritlesme de incelenmistir.

450 -
— 300- T
< I N is:
= J
= 150 - T
3 i ]
“ e, 1 T T
P1 H1 H2 H1 H2 H1 H2
— 15 dk —— ——30 dk —— — 60 dk

Hibridizasyon Suresi (dk)
P1: Prob-1 H1: Hedef-1 H2: Hedef-2
Sekil 54: Hibritlesme zamaninin, hibridizasyona ve secimlilik {izerine olan
etkisinin sentetik dizilerle incelenmesine ait histogram; sirasiyla; yalniz

saglikli tip prob(P1), P1 probunun tam karsiligi olan H1 hedefi ve tek bazi
hedeften farkli H2 dizisiyle 15, 30 ve 60 dakika siireyle etkilesmesi.

En uygun hibridizasyon zamaninin bulunmasi ¢alismasinda, saglikli tip prob ve
bunun sentetik karsiligi hibridizasyonda kullanilmistir. Hibridizasyon zamaninin
uygunlugunun Olgiilmesinde; prob dizinin; kendisinin tam karsili§i olan diziyle

verdigi hibridizasyon sinyalinin en yiiksek seviyede, tek bazi hedeften farklh dizi ile
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verdigi hibridizasyon sinyalinin ise miimkiin olan en diisiik seviyede olmasi esas
alinmistir. Calisma sonucunda 15 dakikalik siirenin en uygun hibridizasyon zamani

oldugu tespit edilmistir.

3.1.5. Hibridizasyon Sonras1 Yikama Siiresinin Biyosensor Secimliligine Olan

Etkisinin Incelenmesi

Calismada istenmeyen baglanmalarin azaltilmasi amaciyla kullanilan yikama

¢oOzeltisinin uygulanma siiresinin biyosensor se¢imliligine olan etkisi arastirildi.

200 -
z 600 - %
=
£ 400- A
-
=
200 -
u T T T T T
P2 H2H1 H2 H1 H2 H1 H2 H1 H2 H1
—5 dk— —10 dk— — 20 dk— —40 dk— —60 dk
SDS yikama suresi (dk)

P1: Prok-2 H2: Hedef-2 H1: Hedef-1

Sekil 55: Prob olarak P2 (mutant-1 tip prob), hedef olarak H2 ve H1 kullanilarak
elde edilen hibritlerin deterjan ¢oOzeltisiyle zamana bagli olarak

yikanmasini gdsteren histogram. H2; P2’nin tam karsiligi, H1 ise H2’den

1 baz farkli hedeftir.
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Mutant-1 tip prob(P2) kullanilarak gerceklestirilen en uygun yikama zamaninin
bulunmasi i¢in yapilan ¢alismada yikama zamaninin uygunlugunun o6l¢iilmesinde
onceki calismadakine benzer sekilde prob dizinin; kendisine karsilik olan diziyle
verdigi hibridizasyon sinyalinin en yiiksek seviyede, tek bazi hedeften farklh dizi ile
verdigi hibridizasyon sinyalinin ise en diisiik seviyede olmasi esas alimustir.
Literatiirde SDS’nin yikama ¢ozeltisi olarak kullanildig diger ¢alismalar [171, 260,
413] incelenerek ve sentetik dizilerin yiiksek oranda istenmeyen baglanma
gosterecegi diistiniilerek SDS yiizdesi %5 olarak se¢ilmistir. %5°lik SDS ¢ozeltisi ile
10 dakikalik yikama siiresinin, hem sentetik diziler hem de saflastirilmis KPCR
tiriinleri ile gergeklestirilen deneylerde hedef ve tek bazi hedeften farkli dizi ayrimi

icin uygun oldugu sonucuna ulagilmustir.

3.1.6. Karisim Halindeki Hedef Cozeltilere Uygulanan Biyosensoriin

Secimliliginin incelenmesi

Tasarimi yapilan biyosensoriin se¢imliliginin Olgiilmesinde, karigim igeren
orneklerle de calismalar gergeklestirildi. Bu tayin, hasta kanindan elde edilen viriise
ait genomda, mutasyonun hangi oranda gelistiginin belirlenmesi amaciyla yapildi. Bu
sayede tasarimi yapilan biyosensoriin, mutasyon gelisiminin basladigi donemdeki

yeterliligi arastirildi.
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Sentetik diziler kullanilarak olusturulan 1:1 oranindaki karigimlarin
saglikli(P1) ve mutant-1 tip(P2) problarla etkilesimi sonrasinda elde
edilen guanin sinyalleri; a) yalnizca P1 probu tutturulmus elektrot, b)
yalnizca P2 probu tutturulmus elektrot, c¢) P1 tip prob tutturulmus
elektrodun saglikli ve mutant-1 tip hedefler karistmini igceren ¢ozelti
ile hibridizasyonundan sonra, d) P2 probu tutturulmus elektrodun
saglikli tip ve mutant-1 tip hedefler karisimini igeren ¢ozelti ile
hibridizasyonundan sonra, e) P1 tip prob tutturulmus elektrodun
mutant-1 tip ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi karisimi ile
hibridizasyonundan sonra, f) P2 tip prob tutturulmus elektrodun
mutant-1 tip ve tim bazlarn hedeften farkli dizi karigimi ile

hibridizasyonundan sonra elde edilen guanin sinyalleri.

Sentetik dizlerle yapilan karisim ¢alismasinda, yalnizca saglikli tip/mutant-1

tip prob tutturulmus elektrotlardan diisiik bir sinyal elde edilmistir (Sekil 56A’da a ve

b). Saglikli tip prob tutturulmus elektrodun saglikli tip ve mutant-1 tip hedefler

karisimina uygulanmasiyla gergeklesen hibridizasyondan sonra, saglikl tip prob ile

karsiliginin hibritlesmesi sonucu yiiksek guanin sinyali elde edilmistir (Sekil 56A°da

c). Mutant-1 tip prob iceren elektrodun saglikli tip ve mutant-1 tip hedefler

karisimini igeren ¢ozelti ile etkilestirilmesiyle, mutant-1 tip prob ile karsiliginin

hibritlesmesi sonucu yine yiiksek bir sinyal elde edilmistir (Sekil 56A’da d). Saglikl

tip prob igeren elektrodun mutant-1 tip ve tiim bazlar1 hedeften farkl dizi karigimi ile

etkilesmesinden sonra beklendigi gibi diisiik bir sinyal elde edilmistir (Sekil 56A°da
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e). Mutant-1 tip prob igeren elektrodun mutant-1 tip ve tiim bazlar1 hedeften farklh
dizi karisimi ile etkilesmesinden sonra elde edilen guanin sinyalinde hibritlesmeden
dolay1 nispeten artis gozlendi, fakat bu 6l¢iimiin tekrarlanabilirliginin iyi olmadigi

saptand1 (Sekil 56A°da f) .
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Sekil 56B:  Mutant-1 tip prob ile farkli KPCR hedef karigimlarinin etkilesmesiyle
olusan hibritlerden elde edilen guanin sinyalleri; a) Yalnizca mutant-1
tip prob, b) mutant-1 tip KPCR ve tiim bazlar1 hedeften farkli PCR
tirtin karigimi, ¢) mutant-1 tip ve saglikli tip KPCR fiirlinleri karigimu,
d) iki kat konsantrasyonda mutant-1 tip KPCR iceren hedef ¢ozelti, e)
saglikli tip ve mutant-2 tip KPCR iiriin karigimi, f) mutant-2 tip
KPCR ve tiim bazlar1 hedeften farkli PCR {iriinii karisimu.

Klonlanmus iiriinlerle yapilan karisim ¢alismasinda, yalnizca mutant-1 tip prob
tutturulmus elektrottan diisiik bir sinyal elde edilmistir (Sekil 56B’de a). Mutant-1 tip
prob tutturulmus elektrodun tiim bazlar1 hedeften farkli dizi ve mutant-1 tip dizi
karisimini igeren ¢dOzeltiye uygulanmasiyla gerceklesen hibridizasyondan sonra
(Sekil 56B’de b) yiiksek bir sinyal elde edilmistir. Benzer sekilde mutant-1 tip prob
iceren elektrodun mutant-1 tip ve saglikli tip KPCR iriinleri karigimi ile

hibridizasyonundan sonra da tam hibridizasyon nedeniyle yiiksek yanit elde
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edilmistir (Sekil 56B’de c¢). Mutant-1 tip prob igeren -elektrodun iki kat
konsantrasyonda mutant-1 tip hedef iceren ¢ozelti ile hibridizasyonundan sonra elde
edilen sinyal yiiksekligi b ve c’dekine benzer sekilde elde edilmistir (Sekil 56B’de
d). Elektrot yiizeyinde iki kat konsantrasyona sahip hedefle bile b ve c’dekilere
benzer hibrit sinyalinin elde edilmesi, biyosensor sisteminin tutarliligini
gostermektedir. Mutant-1 tip prob igeren elektrodun saglikli tip ve mutant-2 tip
KPCR iiriin karisimi ile hibridizasyonundan sonra elde edilen sinyal azalmistir (Sekil
56B’de e). Mutant-1 tip prob iceren elektrodun mutant-2 tip KPCR iirlinli ve tiim
bazlar1 hedeften farkli PCR {irlinii karisimi ile hibridizasyonundan sonra elde edilen
sinyal de tam hibritlerden elde edilen sinyallerden yar1 yariya diigiik olarak elde

edilmistir (Sekil 56B’de f).

3.1.7. PCR Uriinleri ile Gerceklestirilen Tayin Calismalari

Gergek hasta PCR dirlnlerinin  kullanildigi bu c¢aligmalarin  sonuglari
degerlendirilirken giinler aras1 degerlerin ayn1 grafikte gosterilebilmesi amaciyla elde
edilen akim degerleri normalize edilerek akim orani(%) olarak ifade edilmistir.
Deneylerde orneklerin analizi, hibridizasyon sonrasinda yiiksek yanit verdikleri

proba gore yapilmistir.
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Sekil 57A:  Hastalardan elde edilen PCR ornekleriyle yapilan c¢alismada elde
edilen guanin sinyallerini gdsteren histogram; Ilk 3 kolon sirasiyla
yalnizca saglikli tip (P1), mutant-1 tip (P2), mutant-2 (P3) tip prob
tutturulmus elektrotlardan alinan yanit, 1 nolu hasta 6rnegine, P1 ve
P3 problart tutturulmus elektrotlar uygulandiginda, 2 nolu hasta
ornegine P1 ve P2 problan tutturulmus elektrotlar uygulandiginda, 3
nolu hasta Ornegine P1 ve P3 problan tutturulmus -elektrotlar
uygulandiginda, tiim bazlar1 hedeften farkli PCR f{iriinii igeren 4 nolu
hasta 6rnegine P1 probu tutturulmus elektrodun uygulanmasiyla ve 5
nolu negatif PCR Ornegine P1 probu tutturulmus elektrodun

uygulanmasiyla elde edilen sinyaller.

Gergek hasta ornekleriyle gerceklestirilen ilk ¢alismalarda, 1,2 ve 3 nolu
orneklerin, saglikli tip prob tutturulmus elektrotla yiliksek hibridizasyon sinyali
vermeleri bu orneklerin saglikli (yabanil) tip HBV genomuna sahip olduklarini
gosterdi. Elde edilen guanin yamitlarinin yiiksekligi degerlendirildiginde, 4 nolu

ornegin HBV ne ait olmadigi ve 5 nolu 6rnegin ise negatif oldugu sonucuna ulasildi.
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Sekil 57B:  Hasta Orneklerinden ilgili problarla hibridizasyon sonrasi alinan
guanin sinyalleri; Ilk 3 kolon sirastyla yalnizca saghkli tip (P1),
mutant-1 tip (P2), mutant-2 (P3) tip prob tutturulmus elektrot; 6 nolu
hasta Ornegine P1 ve P2 problann tutturulmus elektrotlar
uygulandiginda, 1 nolu hasta 6rnegine P2 ve P3 problan tutturulmus
elektrotlar uygulandiginda, 7 nolu hasta Ornegine, P2 probu

tutturulmus elektrot uygulandiginda alinan yanitlar.

1 ve 6 nolu hasta PCR o6rneklerinin mutant-1 tip karakterde oldugu sonucuna,
mutant-1 tip prob tutturulmus elektrotla gerceklestirilen etkilesim sonrasinda elde
edilen yiiksek sinyal sayesinde ulasilmigtir. 1 nolu 6rnegin bir dnceki calismada
saglikli tip probla da yiiksek sinyal vermesi, 6rnegin hem saglikli, hem de mutant-1
tip genomun Ozelliklerini tasiyan baz dizilimine sahip oldugu sonucuna varildi
(“karisim 6rnegi”’). Her iki tip hedefi igeren o6rneklerdeki beklentimiz, her iki 6zelligi
tagtyan probla da benzer ylkseklikte yanitlar vermesidir. Elde edilen bu sonug
beklentimizi dogrulamistir. 7 nolu hasta 6rneginin ise negatif Ozellikte oldugu

gozlendi.
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Sekil 57C:  Hasta oOrneklerinden ilgili problarla hibridizasyon sonrasi alinan

guanin sinyalleri; Ik 2 kolon sirasiyla yalnizca mutant-2 (P3) tip ve
saglikli tip (P1) prob tutturulmus elektrotlar; 8 nolu hasta 6rnegine P3
ve P1 problari tutturulan elektrotlarin uygulanmasi ile, 9 nolu hasta
ornegine P3 ve P1 problar tutturulmus elektrotlarin uygulanmasi ile,
tiim bazlar1 hedeften farkli olan 10 nolu hasta 6rnegine P3 probu

tutturulmus elektrodun uygulanmasi ile alinan yanitlar.

Elde edilen sonuglar, 8 ve 9 nolu hasta orneklerinin mutant-2 tipindeki

mutasyonu icerdigi saptandi. 10 nolu 6rnegin ise HBV olmadig1 sonucuna ulasildi.

3.2. Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis Tayini Calismasinda Elde

Edilen Bulgular

Tek kullanimlik perde baskili karbon elektrodu igeren biyosensoriin en uygun

deneysel parametrelerinin bulunmasi icin bir seri deney gerceklestirildi.
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3.2.1. Prob Tutturma Yonteminin Hibridizasyona Olan Etkisinin Incelenmesi

Salmonella genomunu taniyacak oOzellikteki probun, biyosensdr ylizeyine
tutturulmas1 islemi, gelistirilen yeni biyosensdrdeki en Onemli basamagi
olusturmaktadir. Bu nedenle uygun prob tutturma tekniginin bulunabilmesi ig¢in
amino(NH;) grubu ile isaretli prob (prob B), 1slak adsorpsiyon ve kovalent tutturma
teknikleri kullanilarak elektrot yiizeyine iki farkli sekilde tutturuldu. Bu islemlerden
sonra biyosensor, hedef ve tim bazlar1 hedeften farkli dizilerle etkilestirildi.
Hibridizasyon sonrasinda DPV yontemiyle elde edilen sonuglar Sekil 63’te

goriilmektedir.

1,4 /Il Rastgele dizi (350nM)
|1 Hedef dizi (50nM)

1,2 4 _|_

< 1,04 |
E I]!E" I
s | A !
T 06-
0.4 - B
0,2 - A B
o0l - I
adsorbsiyonla kovalent ajanlarla
prob tutuklanmasi prob tutuklanmasi

Sekil 58: Adsorbsiyon [A] veya kovalent yolla [B] prob tutturma ydntemlerinin
rastgele ve hedef dizilerle olan hibridizasyona olan etkisini gosteren

grafik.

10umol/LL  konsantrasyonda prob tutturulan biyosensor yiizeyleri 10ul,

50nmol/L.  konsantrasyona sahip hedef ve rastgele dizilerle 30dk siireyle
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hibritlestirilmistir. Ardisik {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi ve ilgili hata ¢ubuklari, standart
sapma dogrultusunda grafiklenmistir.

Tasarimi yapilan biyosensorde kullanilan islak adsorbsiyon ve kovalent yolla
prob baglama tekniklerinin her ikisinin de hedef ve rastgele dizileri se¢cimli sekilde
ayirdig1 gozlendi. Prob ve rastgele dizi arasinda gergeklesen hibridizasyondan sonra
elde edilen a-naftol sinyalinin, prob ve hedef dizi hibridizasyonu sonrasinda elde
edilen sinyale gore 15 kat (1slak adsorbsiyon tekniginde) / 9 kat (kovalent yolla
tutturma tekniginde) daha diisiik oldugu saptandi.

Biyosensor tasarim caligmalarinda genellikle yalniz basina prob yanitinin
Olciimii “kor yanit” olarak degerlendirilir. Burada beklenilen ¢ok diisiik bir yanitin
elde edilmesidir. Bu calismada ise, iki ayr tiirde prob kullanilarak, 6rnekte hedef dizi
veya tiim bazlar1 hedeften farkli dizi bulundugunda, bu problarla olan baglanmalar
Olciilmiistir. Diger bir deyisle, 6rnek ortaminda aranan hedefin olup olmadigi
arastirilmistir. Tasarimi yapilan biyosensoriin hedef ve tiim bazlar1 hedeften farkli
diziyi ayirmasit amaglandigindan, kor sinyal olarak tiim bazlar1 hedeften farklh
dizinin, problara beklendigi gibi diisiik oranda baglanis1 sonucunda elde edilen -
naftol yanitlar1 degerlendirilmistir.

Herhangi bir aract kimyasal madde (kovalent baglanma ajan1 vb.)
kullanmaksizin gerceklestirilen 1slak adsorbsiyon islemi ile de hedefe 6zgiil
baglanma gerceklestiginden, c¢alismanin diger asamalarinda bu ydntemin

kullanilmast uygun bulundu.
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3.2.2. Isaretli Prob Kullamlmasinin Elektrot Yiizeyindeki Tutunmaya Olan

Etkisinin Incelenmesi

Calismada c¢esitli ozelliklere ve isaretlere sahip problarin (prob A,B,C,D)
hibridizasyon tayinine olan etkisi incelendi. Bu amagla elektrot yiizeylerine 10uL
hacimde, 10 umol/L konsantrasyonda 0.25 mol/L asetat tamponunda hazirlanan
degisik tiirde problar konularak 1slak adsorbsiyon yontemiyle tutturma islemi yapildi.
Yikama iglemi sonrasi sadece problarin tutturulmus oldugu yiizeylerden elde edilen
guanin sinyalleri kare dalga voltametri teknigi kullanilarak (SWYV) 6l¢iildii. Sadece
asetat tamponunun kullanildigi, prob dizi icermeyen ¢alisma ortaminda herhangi bir

guanin yaniti elde edilmemistir.
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Sekil 59: Cesitli 6zelliklere sahip problarin elektrot yiizeyine tutunma oranlarini
guanin sinyali lizerinden gosteren histogram. Prob A: isaretsiz prob; Prob
B amino-isaretli prob; Prob C tiyol- isaretli prob; Prob D: alkil- isaretli
prob.

Olgiilen guanin sinyalleri; tiyol (-SH) grubu ile isaretli prob > amino (—-NH,)

grubu ile isaretli prob > alkil grubu eklenmis prob > isaretsiz prob sirasini izleyen
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sekilde azalmistir. Tiyol (-SH) grubu ile isaretli probun en yiiksek guanin sinyalini
vermesi ve ylizeye diger problardan daha fazla miktarda baglanmasi grafit ve polimer

karisimindan olusan elektroda ilgisinin yiiksek oldugunu gosterdi.

Isaretli prob kullanilmasinin hibridizasyona etkisi:

Bir onceki ¢alismanin devami niteligindeki bu ¢alismada, ayni prob dizileri
kullanilmistir. Bu problari tagiyan yiizeylerde, hedef ve rastgele dizilerle gerceklesen
hibridizasyondan sonra elde edilen a-naftol sinyalleri Sekil 60°da gosterilmistir.
Ortamda hedef veya rastgele dizilerin varliginda problarla olan baglanmalar
Ol¢iilmiis, rastgele dizi ile problarin baglanmasi sonucu elde edilen o-naftol yaniti

onceki sayfada da belirtildigi gibi kor sinyali olarak degerlendirilmistir.

1.2 | Rastgele dizi (50nM)
" | Hedef dizi (50nM) I
1,01 |
E r
= 0,81 T
. I
=
v 0.6
<, )
0,4 -
0,2 - I
0,0 1 s ] [ | i
A B C D

Sekil 60: Cesitli 6zelliklere sahip problarin rastgele/hedef dizi ile hibridizasyonu
sonrasinda elde edilen a-naftol sinyalleri; Prob A: isaretsiz prob; Prob B
amino-isaretli prob; Prob C tiyol- isaretli prob; Prob D: alkil- isaretli
prob.
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Calismada elde edilen sinyaller incelendiginde, amino ve tiyol isaretli problarin
hedefleriyle yiiksek, rastgele dizilerle ise diisiik hibridizasyon sinyali verdikleri
goriildii. Elde edilen bu sinyaller birbirine oranlandiginda en iyi ayrimi saglayan
probun tiyol (-SH) grubu ile isaretli prob oldugu saptandi. Daha sonraki deneylerde -
SH isaretli probun kullanilmasi uygun bulundu. Bu sonug, bir Onceki calismay1
dogrulamustir.

Her iki ¢alismada gergeklestirilen dlgiimler 4’er kez tekrarlanmstir. Olgiilen
pik yliksekliklerinin ortalamasina ve standart sapmaya bagli olarak hata gubuklari

belirtilmistir.

3.2.3. Hedef Derisimdeki Artisin Hibridizasyon ve Biyosensor Se¢imliligine

Olan Etkisinin incelenmesi

Voltametrik yanitlarin kalibre edilmesi igin gerceklestirilen bu calismada
10umol/L’lik prob konsantrasyonu sabit tutularak, hedef dizinin konsantrasyonu
150nmol/L’ye kadar arttirildi. Rastgele dizi i¢in sadece 150nmol/L sabit
konsantrasyon kullanildi. Hibridizasyondan sonra elde edilen a-naftol sinyalleri ve
biyosensor sisteminin hedef ve rastgele diziyi ayirmadaki basaris1 Sekil 61°de

goriilmektedir.
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Sekil 61: Sentetik dizilerle hibridizasyona ait kalibrasyon grafigi.

Tayin sisteminde yiiksek konsantrasyonda rastgele dizi kullanilmasi,
biyosensoriin se¢imliligini gostermesi acisindan 6nemlidir. Birbirini izleyen 4’ten
fazla 6l¢iim sonucu degerlendirildiginde, 50 nmol/L konsantrasyonda hedef dizi ile
elde edilen hibrit sinyalindeki bagil standart sapma degeri %10 olarak bulundu. Bu
hedef konsantrasyonundaki en diigiik tayin sinir1 0,3 nmol/L olarak hesaplandi.

(Sinyal/Gtiriiltii orani=3).

3.2.4. PCR Uriinleri ile Gerceklestirilen Calismalar

Boliim II’de belirtilen 388 baz cifti uzunlugundaki Salmonella genomuna ait
bolge ¢ogaltidi. Elde edilen PCR fiirlinleri seyreltilip denatiire edildikten sonra prob
tutturulan biyosensor ylizeyi ile etkilestirildi. Sekil 62A’da belirli oranlarda
seyreltilmis Salmonella PCR iirilinleri ile rastgele PCR {irlinlinlin, probla

hibridizasyonu sonrasinda elde edilen a-naftol sinyalleri incelenmistir.
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Sekil 62A:  Belirli oranlarda seyreltilen hedef ve rastgele PCR iiriinlerinin probla

etkilesimi sonrasinda elde edilen ai-naftol sinyalleri.

PCR firiinleriyle hibridizasyon tayininde elde edilen sonuglar, tasarimi yapilan
genosensoriin se¢cimliliginin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir. PCR {iriinleriyle
hibridizasyondan sonra elde edilen a-naftol sinyalinin sentetik dizilere oranla daha
diisiik oldugu gozlendi. Bu durum PCR dizilerinin sentetik dizilere oranla ¢ok daha
uzun olmasi ve denatiirasyon isleminin etkileriyle aciklanabilmektedir.

Calisma sonuglarindan, kullanilan seyreltme oranlarinin hepsinin tayinlerde
kullanilabilecegi goriilmektedir. Fakat 1:50, 1:25 ve 1:12 oranlarinda seyreltme
yapilmasi, gelistirilen yeni biyosensorle daha se¢imli ve daha ekonomik tayinler
yapilmasi acisindan onemlidir. PCR iirlinii 1:50 oraninda seyreltilse bile genosensor
sisteminin hibridizasyon tayinini se¢imli sekilde yapabilmesi c¢alismada elde edilen
diger 6nemli bulgudur.

1:25 oraninda seyreltilmis hedef ve rastgele PCR dizilerine ait voltamogram

Sekil 62B’de goriilmektedir.
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Sekil 62B: 1:25 oraninda seyreltilen hedef ve rastgele PCR iiriinlerinden
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak hibridizasyondan

sonrasinda elde edilen a-naftol sinyalleri.

Gidalarda Salmonella tayini igin gelistirilen bu yeni biyosensor sisteminde en
iyi sinyal yiiksekligi ve tekrarlanabilir sonuglar, 1:25 oraninda seyreltme
yapildiginda elde edilmistir.

%20 bagil standart sapma ile elde edilen sonuglar, biyosensor se¢imliliginin de

yiiksek oldugunu gostermistir.
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TARTISMA

4.1. Hepatit B-Lamivudin Diren¢ Mutasyonlarmin Tayini Calismasinda Elde

Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

Hepatit B hastalarinda ilag kullanim1 ile ilaca karst gelisen direncin klinik
olarak hizli tayininin yapilmasi 6nem tagimaktadir. Direng gelisimi, kan serumundaki
viriis DNA’sinin ve karaciger enzimlerinin(ALT) seviyelerini arttirmaktadir ve bu da
hastalarin %10-25inin karacigerinde hasara neden olmaktadir [216, 300].

Tez ¢alismamizin birinci boliimiinde tek nokta mutasyonunun tayinine yonelik
biyosensor gelistirildi. Isaretlemesiz hibridizasyon tayin yontemi kullanilarak
tasarimi1 yapilan genosensorle, yabanil (saglikli) tipteki ve ilaca karsi direng geligmis
tipteki Hepatit B viriislerinin tayini; diferansiyel puls voltametri teknigiyle guanin
yiikseltgenme sinyalindeki degisimler lizerinden ve 3 farkli 6zellikte prob dizisi
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tayinde, hibridizasyon Oncesinde genosensdr yiizeyine yalnizca gen
haritasindan segilen bolge (guanin igermeyen prob dizi) tutturulmus ve beklendigi
gibi ¢ok diisiik bir sinyal alinmistir. Elektrot yiizeyinin taranmasi sirasinda, yaklasik
+1.00 V [364] civarinda guanine ait pikin ortaya ¢ikisi, hibridizasyonun
gerceklestigini  kanitlamaktadir. Guanin  bazinin  yiikseltgenme yanitindaki

degisimler, elektrot yiizeyine tutturulan probun niteligine gére 6rnekte HBV’ye 6zgii
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veya direng gelismis HBV’ye 6zgii dizi bulunduguna iligkin bilgi vermistir. Ayrica
tayinde kullanilan diferansiyel puls voltametri teknigi; potansiyometrik siyirma
analizi ve kare dalga voltametrisi gibi diger elektrokimyasal tayin teknikleri ile
kiyaslandiginda daha diisiik tayin sinirina sahip analiz saglamistir [276].

HIV (human immunodeficiency virus) ve hemokromatozis gibi ¢esitli bulasict
ve kalitsal hastaliklar i¢in alternatif akim voltametrisi, altin ¢ip yiizeyi ve PCR ile
cogaltilmis tirtinler kullanilarak basarili tayin calismalar1 gergeklestirilmistir [354].
Ozkan ve arkadaslar1 [260], Faktor V Leiden mutasyonunun tayini i¢in herhangi bir
isaretleme basamagi icermeyen yontem gelistirmislerdir. Bu tayinde tek nokta
mutasyonunun tayini, 2 farkli prob DNA dizisi kullanilarak yapilmistir. Birbirinin
tam karsiligt olmayan dizilerin elektrot ylizeyine istenmeyen baglanmalarinin
etkilerini azaltmak i¢in yontemde sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi kullanilmistir.
Karbon pastasi elektrodunun kullanildig1 ¢alismada 15pug/ml hedef DNA’ya karsi
bagil standart sapma %9,3 ve tayin sinir1 52 femtomol/ml olarak hesaplanmustir.

Hepatit B virlisiiniin tayini i¢in sentetik DNA dizilerinin veya PCR firiinlerinin
kullanildig1 elektrokimyasal ¢alismalar rapor edilmistir. Erdem ve arkadaslari [91,
92] HBV tayini igin gelistirdikleri biyosensorde sentetik oligoniikleotitler, redoks
indikatorleri kobalt fenantrolin [Co(phen); ** ] /metilen mavisi, karbon pastasi
elektrodu ve diferansiyel puls voltametri teknigi kullanmiglardir. Kare dalga
voltametri tekniginin ve PCR firtinlerinin kullanildig1 diger HBV tayin ¢aligmasinda
metilen mavisi hibridizasyon indikatorii kullanilmistir [228]. Ye ve arkadaslarinin
gelistirdigi HBV biyosensdriinde ise altin elektrot yiizeyinde diizenli niikleik asit
tabakasi olusturularak gercek PCR iirlinleriyle tayin yapilmistir [413]. HBV tayini
icin ¢aligmada hibridizasyon indikatorii olarak ferrosen hekzaflorofosfat, dontigiimlii

ve diferansiyel puls voltametri teknikleri, empedans ve spektral metodlar
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kullanilmistir. Benzer bir elektrokimyasal ¢alisma osmiyum bipiridin [Os(bpy).Cl;]
indikatori ile gerceklestirilmistir [171]. HBV ve varyasyonlarinin tayini i¢in tez
calismas1 kapsaminda gelistirdigimiz biyosensoriin herhangi bir isaretleme basamagi
ve hibridizasyon indikatorii (karsinojenik antitiimor ilag, metal kompleksi, organik
boya vb.) icermemesi nedeniyle daha ekonomik ve daha hizli sonu¢ vermesi en
onemli yararlandir. Indikatdre dayali tayinlerde indikatorle etkilesim igin ayrica
deneysel islemlere ve bu nedenle ekstra siireye ihtiyag duyulmaktadir [91, 92, 171,
177,228, 262, 413].

Lamivudin’e diren¢ gelisimiyle sonug¢lanan HBV  varyasyonlarinin
(mutasyonlarinin) tanisinda gesitli yontemler kullanilmaktadir. Genellikle kullanilan
yontem, dogrudan dogruya mutasyon goriilen bolgenin baz diziliminin ortaya
cikarilldig1 sekans analizine dayanmaktadir [29, 252]. Fakat bu yontem, hem zaman
alict hem de olduk¢a pahali cihaz ve ekipman gerektiren bir yontemdir. Bunlarin
yanisira, egitimli personele ve ¢ok miktarda klinik 6rnege gereksinim duyulmaktadir.
HBYV varyasyonlarinin tayininde, uygulama kolayligi olan diger yontemler RFLP ve
PCR yontemleridir [50, 329]. Her iki yontemden PCR, nispeten hizli analiz
saglamaktadir fakat pahali analiz kitlerinin ve toksik kimyasal maddelerin
kullanimini gerektirmektedir [50].

Calismamizda, sentetik  dizilerle gergeklestirilen  ilk  boliimde
hibridizasyon/mutasyon tayini gerceklestirilerek, biyosensor sisteminin g¢aligmasi
incelenmistir. Ilgili prob diziyle hibridizasyon sonrasinda ortaya ¢ikan guanin
sinyalindeki degisimler iizerinden, elektrot yilizeyine baglanan hedefin, 6zgiil hedef
dizi veya nokta mutasyonu igeren HBV dizisi oldugu tayin edilmistir. Her ii¢ prob
dizi ile hibridizasyon c¢alismast ve hedefe 0Ozgiil baglanma c¢alismalar

gergeklestirilmistir. Gelistirilen genosensor, prob ve hedef dizi arasinda meydana
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gelen hibridizasyondan sonra en yiiksek guanin yamitini vermistir. Istenmeyen
baglanmalarin azaltilmasi i¢in sodium dodesil siilfat ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu
sayede prob diziler kendilerinin tam karsilig1 olan dizilerle eslestiklerinde en yiiksek
guanin yanitlar1 elde edilmis, tek nokta mutasyonunu igeren dizilerle ve rastgele
dizilerle eslesme sonucunda ise elde edilen yanit sirasiyla azalmistir.

Caligmada hastalardan elde edilen PCR iriinlerinin tayini yapilmadan Once
klonlanmig, PCR’1 yapilmis ve saflagtirllmis (KPCR) iiriinleriyle uygun tayin
kosullart bulunmustur. KPCR iiriinleriyle hasta PCR firiinleri benzer ozelliktedir
fakat KPCR irlinleri saflastirildigr icin biyosensoriin hedefine segimli olarak
baglanmasi, yikama islemine ragmen daha kolay olmustur. Bu calisma, tayini
yapilacak hasta PCR o6rnekleri i¢in 6n ¢aligma niteligi tasimaktadir.

Sentetik problar ve KPCR iiriinleri arasinda hibridizasyon ve seg¢imlilik
calismalar1 gergeklestirilmistir. Nokta mutasyonu igeren KPCR firiinlerinin ve
rastgele dizilerin problarla istenmeyen hibridizasyonu, sodyum dodesil siilfat
¢ozeltisi kullanilarak azaltilmistir. Tiim c¢aligmalarda, tayin sisteminin davranigini
incelemek amaciyla guanin icermeyen problarin yalniz basina sinyalleri 6l¢iildi. Bu
sinyallerin beklendigi gibi sifira yakin olmasi, daha sonra elde edilecek sinyallerin
hibridizasyondan kaynaklandigini belirtmesi agisindan 6nemlidir.

KPCR iirilinleriyle elde edilen guanin yanitlar1 sentetik dizilerle yapilan
calismalardaki sonuglara paralellik gostermektedir fakat pik akimlarinda yaklasik 6
kat azalma gozlenmistir. Sentetik ve kisa dizilerle gergeklestirilen hibridizasyonla
karsilagtirildiginda, uzun KPCR iiriinleriyle gerceklestirilen hibridizasyonun sterik
engellemeden daha fazla etkilendigi sonucuna ulagilmigtir.

En uygun hedef konsantrasyonunun tayinin ¢alismasinda artan derigimlerde

hedef KPCR iiriinleri kullanilmistir. Caligsmada, elektrot yiizeyinde prob ve hedef
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arasinda gercgeklesen hibridizasyondan sonra elde edilen yanitlar degerlendirilerek,
en yiiksek guanin yanitinin 6pug/mL’lik hedef derisimiyle saglandigi bulunmustur.
Mutant-1 tipte prob kullanmildiginda hedef derisiminin 6pg/mL’den 8ug/mL’ye
arttirtlmas1 durumunda ortalama hibridizasyon yanitinda biraz azalma gozlenmistir.
Bu durum derisimin artis1 ile hibridizasyon yanitinin aynmi oranda artmamasi ve
hibridizasyonun giiclesmesi ile agiklanabilmektedir.

En uygun hibridizasyon zamani ve yikama siiresinin tayinlerinde, birbirinin
tam karsiligi olan dizilerle elde edilen yanitlarin en yiiksek olmasi, tek nokta
mutasyonu igeren dizilerle olan istenmeyen eslesmelerin ise ayni kosullarda diisiik
olmas1 esas alimmistir. Miimkiin olan en belirgin ayrimin saglandig1 kosullar en iyi
tayin kosullar1 olarak belirlenmistir. En uygun hedef konsantrasyonu olan 6 pg/mL
ile, en uygun hibridizasyon zamani 15 dakika, istenmeyen baglanmalarin azaltilmasi
icin en uygun yikama siiresi ise 10 dakika olarak bulunmustur. Hibridizasyon
zamaninin artmasiyla istenmeyen baglanmalarda da artis gozlenmistir. Ornegin,
hibritlesme i¢in sistemde 60dk.’lik siire kullanildiginda, istenmeyen baglanmadan
kaynaklanan yanitin, hibrit yanitindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
stire artisiyla birlikte tek bazi hedeften farkli dizinin, elektrot yilizeyindeki prob
tizerinde “birikim” yapmasi ve yiikseltgenmeye acik olmasiyla agiklanabilir.

Onceki calismalarda belirlenen deneysel parametreler kullanilarak hedef
karisimlarini igeren Orneklerle tayinler gerceklestirildi. Bu tayin, hastalardan elde
edilen virlise ait DNA’da mutasyonun hangi oranda gelistiginin saptanmasi amactyla
gergeklestirildi. Biyosensor sisteminin mutasyon gelisiminin basladigi donemde
yapilacak tayinlerdeki yeterliligi arastirildi. Bu amacla 6nce sentetik hedef diziler
1:1 oraninda kanistirildi ve ilgili problarla hibridizasyon c¢aligsmalar1 yapildi.

Ardindan KPCR iiriinleri ile benzer sekilde karisimlar hazirlanarak tayinler
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gerceklestirildi. Sentetik DNA dizileri ve KPCR iriinlerin  kullanildigi bu
caligmalarda sec¢imli tayinler gerceklestirilmistir. Bu deneyler, tasarimi yapilan
biyosensoriin tayindeki etkinligini géstermistir.

Cesitli hastalarin kanindan elde edilen 10 degisik 6zellige sahip PCR iirliniiyle
hibridizasyon ve mutasyon tayini ¢alismalarn gergeklestirildi. HBV ve
varyasyonlarini  taniyan problarla PCR drlinleri arasinda tam eslesme
gerceklestiginde, en yliksek guanin yaniti elde edilmistir. En yliksek yanitin elde
edildigi durumda kullanilmis olan probun niteligine gore bu probla eslesen hasta
{iriiniiniin niteligi saptanmistir. Orneklerden birinin, iki farkli dzelligi tasiyan probla
da yiiksek yanit vermesi, bu 6rnegin her iki proba ait niteligi tasidigini, yani karigim
ornegi oldugunu gosterdi. Diger bir ifadeyle, 6rnekte belli oranda mutasyon gelisimi
oldugu sonucuna ulasildi. Sistemin en iyi kosullarinin bulunmasi i¢in rastgele, nokta
mutasyonu i¢eren ve negatif orneklerle, ayrica PCR kor ¢ozeltisiyle hibridizasyon
calismalar1 yapildu.

Tasarimi yapilan biyosensorle once sentetik olarak, ardindan ger¢ek PCR
tiriinlerine yakinligi nedeniyle saflagtirilmig KPCR {iriinleriyle sistemin en uygun
kosullarmin  bulunmast  ¢alismalar1  gergeklestirilmistir.  Sentetik  dizilerle
hibridizasyondan sonra elde edilen, guanine ait yiikseltgenme sinyali ~300nA olarak
bulunmustur. Mutasyon tayininde elde edilen sonuglarin bagil standart sapmasi
yaklasik olarak %10 bulunmustur. Sentetik dizlerin (prob ve hedef) kisa olmalari
nedeniyle Ozellikle tek nokta mutasyonu iceren dizi ile istenmeyen baglanmalarin
Onlenmesi daha gili¢ olmustur. Bu nedenle SDS yikama ¢ozeltisi %35’lik
hazirlanmustir.

Guanin bazimin yiikseltgenmesinden kaynaklanan pik akimi yiiksekligi KPCR

ve hasta 0rneklerinde yaklasik olarak ~50nA olarak bulunmustur. KPCR firtinleri ile



172

yapilan ¢aligmalarda da %5’lik SDS kullanilmistir fakat kullanilan sentetik prob
dizisinin kisa, hedefin ise uzun PCR zinciri olmasindan dolay1 sentetik dizilerin
kullanildig1 ¢alismalardakinden daha diisiik sinyaller elde edilmistir. Hasta PCR
trlinleriyle yapilan ¢alismalarda gozlenen sinyaller klonlanmis {iriinlere benzer
yukseklikte elde edilmistir. Bu calismalarda %1°lik SDS yikama c¢ozeltisinin
kullanilmasi, tekrarlanabilir sonuglar alinmasi agisindan uygun bulunmustur. PCR
tiriinleriyle olan ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin bagil standart sapmasi ortalama
olarak % 6,0-10,2 arasinda bulunmustur (n=3). Genosensor sisteminin en diisiik tayin
siirt, birbirini izleyen 3 Ol¢iim degerlendirildiginde 457 femtomol/ml olarak
hesaplanmistir (sinyal/giirtiltii oran1 3, hedef DNA konsantrasyonu ise 6pug/mL’dir.).

Tekrarlanabilirlik ve tayin smir1 agisindan Wong ve Gooding tarafindan
gergeklestirilen %1,3-7,2 (n=6) bagil standart sapma ve 0,5M’lik tayin sinirina sahip
tek nokta mutasyonu analizi ¢alismasi [400] ile karsilagtirildiginda ¢aligmamiz tek
nokta mutasyonu tayininde daha diisiik tayin sinirma (yiiksek duyarliliga) sahiptir.

DNA hibridizasyonunun tayinine yonelik Kelley ve arkadaslarmin [177] altin
elektrot ve metilen mavisi hibridizasyon indikatorii kullanarak yapmis oldugu
calisma ile karsilagtinldiginda ¢aligmamiz, indikator gerektirmediginden dolayr daha
ekonomiktir. Ayrica Kelley ve arkadaglarinin ¢alismasina benzer bir tayin yontemine
sahip Ozkan ve arkadaslarinin [262] ¢alismasiyla karsilastirildiginda, isaretlemesiz
tayin yontemini i¢eren ¢alismamizin toplam tayin siiresi, kullanilan malzemelerin
ekonomikligi ve indikatdr gerektirmemesi gibi 6zellikleri nedeniyle 6nemli yararlari
bulunmaktadir.

Mutasyon tayininin isaretlemesiz sistemle gerceklestirildigi diger bir ¢alisma
Ozkan ve arkadaslar1 tarafindan Faktér V Leiden mutasyonu igin yapilmistir. Bu

calisma ile kiyaslandiginda, tez c¢alismamizda kullanilan kalem grafit elektrot
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sisteminin, tekrarlanabilirliginin daha iyi olusu, uygulama kolaylig1 saglamasi ve
fabrikasyona uygunluk gibi yararlar1 bulunmaktadir. Ayrica ¢alismamizla
15pug/mL’lik hedef konsantrasyonu 6pug/mL’ye diisiirtilmiistiir.

Sonug¢ olarak, giliniimiize kadar gergeklestirilen literatiirde yer almis
elektrokimyasal DNA analizi, kalitsal hastalik ve mutasyon tayini g¢alismalarina
bakildiginda [28, 88, 90, 177, 185, 208, 219, 220, 260, 262, 273, 295, 341, 358, 367,
379, 390, 393, 400] yontem olarak birtakim benzerlikler gdsteren calismamiz,
Lamivudine karst gelisen direng mutasyonunun, ilk defa isaretsiz elektrokimyasal
biyosensorle gercek Orneklerden tayin edilmesi agisindan farklilik gostermektedir.
Ayrica ¢aligmamizin literatiire getirdigi yenilikler, tayinin tek kullanimlik elektrot
yilizeyinde kisa siirede gerceklestirilmesi, ¢ok daha az miktarda 6rnek gerektirmesi,
ucuz bir metod olmasi, PGE genosensor sisteminin kullanim kolayligi saglamasi ve

fabrika iiretimine uygun olmasidir.

4.2. Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis Tayini Calismasinda Elde

Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

Bilindigi gibi gidalardan kaynaklanan hastaliklar ozellikle az gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir saglik sorunudur. Bu hastaliklara neden olan
patojen bakterilerin hizli tayini i¢in geleneksel yontemlere alternatif olabilecek yeni
yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Klasik yontemlerden immunolojik tayin
yontemi, orneklerin kolaylikla hazirlanabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir. Fakat,
bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi gibi islemler zaman alict olmaktadir. Cok daha
hizli sonug¢ veren ve daha kolay 6rnek hazirlama olanagi saglayan niikleik asitlerin

kullanildig1 bakteri tayin sistemleri ise son yillarda tercih edilmektedir [162]. Bu
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caligmalarda bakterileri tanimlayan DNA parc¢alar1 kullanilmakta ve tayin biyosensor
sistemiyle gerceklestirilmektedir.

Calismamizin ikinci boliimiinde gida kaynakli hastaliklarin nedenlerinden biri
olan Salmonella bakterisinin tayinine yoOnelik biyosensor tasarimi yapilmistir.
Salmonella bakterisini tanimlayan DNA parcasinin (Salmonella genomunun) tayini,
enzime dayali genosensor ile 6zgiil sekilde gergeklestirilmistir.

Tasarimi yapilan biyosensorde oncelikli olarak en uygun deneysel parametreler
bulunmustur. Bu amacgla gergeklestirilen ilk ¢alismada, prob tutturma
(immobilizasyon) tekniginin hibridizasyona olan etkisi incelendi. Adsorbsiyon ve
kovalent yolla prob tutturma yontemlerinin degerlendirildigi c¢alismada hedefle
hibridizasyondan sonra elde edilen a-naftol yanitlar1 ortalama olarak ~1pA olarak
bulunmustur. Hibridizasyon ve secimlilik agisindan her iki prob immobilizasyon
yontemi degerlendirildiginde, elektrot ylizeyinin kovalent ajanlarla etkilestirilerek,
problarin diizenli olarak tutturulmasinin, adsorbsiyon yoluyla yatay olarak
tutturulmasina gore biiyiikk bir yarar saglamadigi sonucuna ulasilmistir.
Adsorbsiyonla elde edilen o-naftol yanitinin daha yiiksek olmasi, prob dizinin
elektrot yiizeyine yiiksek oranda birikme yaparak tutundugu seklinde yorumlanabilir.
Elde edilen sonuclar dogrultusunda g¢alismada 1slak adsorbsiyon [93] tekniginin
kullanilmast uygun bulunmustur. Yontemin kolay uygulanabilirligi, toplam tayin
stiresini kisaltmast ve toplam maliyeti azaltmasi1 gibi yararlart da goz Oniine
alimmustir.

Cesitli isaretlere sahip problarin elektrot yiizeyine olan baglanmasinin guanin
yanit1 iizerinden ve SWV teknigi ile oOlgiildiigii diger calismada, tiyol grubuyla

isaretli probun elektrot yiizeyine olan ilgisinin en yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
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durum, grafit ve polimer karistmindan olusan elektroda tiyol grubunun ilgisinin
ylksek oldugu gostermistir.

Cesitli ozelliklere sahip problarin ayrica hibridizasyona ve 6zgiil olmayan
baglanmalara karst davraniglarinin o-naftol yaniti {izerinden DPV yontemiyle
incelendigi diger ¢alismada da tiyol grubuna sahip probla elde edilen yanitlarin, diger
problarla elde edilenlerle kiyaslandiginda daha iyi oldugu goriilmiistiir. Her iki
deneyde elde edilen bu sonuglarin yorumlanmasi, polimer bilesiminin firmaca gizli
tutulmas1 nedeniyle giigtiir. Sadece tiyol grubuna sahip probun, elektrotta kullanilan
karbon malzeme i¢inde %64 oranina sahip olan polimerle etkilestigi seklinde
aciklama yapilabilir.

a-naftol’iin voltametrik sinyallerinin kalibre edilmesi i¢in gerceklestirilen
konsantrasyon  c¢aligmasinda, hedef konsantrasyonu 150nmol/L’ye kadar
arttirlldiginda tasarimi yapilan biyosensor sisteminin hibridizasyon ve istenmeyen
baglanma ile olusan yanitlar1 birbirinden se¢imli sekilde ayirdigi gozlendi. Rastgele
dizi i¢in sadece 150nmol/L sabit konsantrasyon kullanilmasina ragmen ayirim ¢ok
iyi sekilde gerceklestirilmistir. Yiiksek konsantrasyonda rastgele dizi kullanilmasi
biyosensoriin se¢imliligini gostermesi acisindan Onemlidir. Birbirini izleyen 4’ten
fazla dlgtim sonucu degerlendirildiginde, 50 nmol/L konsantrasyonda hedef dizi ile
elde edilen hibrit sinyali yaklasik olarak 1,1uA, bagil standart sapma %10, en diisiik
tayin sinir1 ise 0,3 nmol/L olarak bulundu (Sinyal/Giiriiltii orani=3).

388 baz ¢ifti uzunlugundaki Salmonella PCR f{iriinlerinin tayini igin iiretilen
PCR iiriinleri belirli oranlarda (1:50, 1:25, 1:12, 1:5, 1:3) seyreltilerek hibridizasyon
calismalar1 yapildiginda elde edilen sonuglarin sentetik dizilerle elde edilenlere gore
daha diisiikk oldugu gozlendi (~0,14pA). Bu durum sentetik dizilerin kisa, PCR

tiriinlerinin ise olduk¢a uzun olmasi ile iliskilendirilmistir. Bu caligmada, 1:50
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oraninda seyreltilen 6rnekle bile gelistirilen biyosensor sisteminin se¢imli olarak
hedefine baglandig1 saptanmistir. Ayrica 1:25 oraninda seyreltilen hedef ve rastgele
dizi ile yapilan ¢alisma da se¢imli sonuglar elde edildi. Sonuglarin bagil standart
sapma degeri, yapilan cok sayida Ol¢iim degerlendirildiginde %20 olarak
hesaplanmigtir. 1:25 oraninda seyreltilen hedef dizinin, ayni oranda seyreltilen
rastgele diziden 7 kat daha yiiksek hibridizasyon sinyali vermesi, nispeten yiiksek
olan bagil standart sapma degerine ragmen tasarimi yapilan biyosensorle hedef /
rastgele dizi ayriminin belirgin olarak gergeklestigini gostermistir.

Calismada elde edilen tiim sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, tek
kullanimlik perde baskili karbon elektrot kullanilarak gelistirilen biyosensoriin,
kullanim kolaylig1 saglamasi, ekonomik olusu ve ayrica mikro 6l¢ekli fabrikasyona
uygulanabilir olmasi ¢alismamizin en 6nemli yararlaridir. Ayrica tayinin yaklasik 1
saat gibi kisa bir stirede gerceklestirilebilmesi sistemin diger bir yararidir. Hedef ve
rastgele dizi ayrimmin belirgin olarak gerceklestirilmesi tasarimi yapilan
genosensorlin yiikksek duyarliliga sahip oldugunu gosterdi. Ayrica tayinde sandvig
hibridizasyon tekniginin kullanilmasinin biyosensoriin se¢imliligini olumlu ydnde
etkiledigi saptandi.

Isaretlemesiz hibridizasyon tayin yontemlerinin kullanildig1 galigmalarla [214,
260] karsilastirildiginda yontemimizdeki enzimle isaretleme basamagi, hibridizasyon
yanitin1  biliylk Olglide arttirmaktadir. Glinlimiize dek gelistirilen niikleik asit
hibridizasyonu ve enzimle isaretlemeye dayali degisik biyosensor sistemleri
bulunmaktadir [12, 269, 374]. Gelistirilen yeni genosensor, literatiirdeki tiim bu
calismalara alternatif bir yontem icermektedir ve amaclandigi sekilde ucuz, hizl,
kesin ve dogru analiz yapabilmistir. Ayrica kullanim kolaylig1 saglamasi ve fabrika

tiretimine uygulanabilir olmasi gibi yararlar1 bulunmaktadir.
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Salmonella bakterisinin tayinini ig¢in tasarimi yapilan bu biyosensoriin,
gidalarda tayin edilmesi gerekli diger bakterilere de uygulanmasi miimkiin
olabilecektir. Gelistirdigimiz yeni tayin yontemi, ayrica klasik analiz yontemlerinde
bulunan bakteri kiiltlirlerinin olusturulmasi, besi yerlerinin hazirlanmasi gibi bir¢ok

zaman alic1 islemi ortadan kaldirmaktadir.



BOLUM V

SONUC ve ONERILER

Caligmada tasarimi yapilan biyosensorler ile tez kapsaminda yer alan amaglara
uygun olarak gergek hasta Ornekleriyle tayinler yapilmasi miimkiin olmustur. Yeni
bir genotipleme metodunu igeren birinci boliimde, ilk kez elektrokimyasal DNA
biyosensorii kullanilarak Hepatit B hastalarinda tedavi i¢in kullanilan lamivudin adli
ilaca karsi gelisen direncin (mutasyonun) tayini yapilmistir. Tayinde HBV
varyasyonlarinin (YVDD-YIDD) ayirimi, diferansiyel puls voltametri teknigi
kullanilarak DNA’daki guanin bazinin yiikseltgenme yaniti {zerinde, hizl,
ekonomik, giivenilir ve tekrarlanabilir sekilde gerceklestirilmistir. Literatiirde HBV
elektrokimyasal tayin yonteminin kullanildigi c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
caligmada tasarimi yapilan biyosensor ile tayin yaklasik 33 dakika slirmektedir.
Gelistirilen biyosensor sisteminin kiigliltiilmesi ve mikroarray cihazi haline
doniistiiriilmesi halinde hasta basi analizlerinde kullanimi miimkiin olabilecektir.

Antikanser ilag, metal kompleksi veya organik boya gibi harici hibridizasyon
indikatord [91, 92, 171, 177, 228, 262, 413] kullanimini ortadan kaldirdigi igin
gelistirilen bu yeni biyosensor, ucuz ve hizli bir biyosensordiir. Analizin kalem grafit
elektrotla yapilmasi, kalem elektrodun yiizeyinin kolaylikla yenilenebilmesi, tayin
stiresinin kisa olmasi, biyosensoriin kullanim kolayligi saglamasi, hassas ve se¢imli

sekilde gergeklestirilen tayin ise ¢calismanin diger yararlaridir.
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Calismamizda tasarimi yapilan enzime dayali diger voltametrik genosensorle
Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis tayini tek kullanimlik perde baskili
karbon elektrot ve sandivi¢ hibridizasyon modeli kullanilarak gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal ol¢timlerde diferansiyel puls ve kare dalga voltametri teknikleri
kullanilmistir. Salmonella PCR firiinleri ve negatif kontrollere kars1 biyosensoriin
verdigi yanitlar incelenerek, genosensoriin hedef dizi ve rastgele diziyi birbirinden
secimli olarak ayirdig: tespit edilmistir.

Bu caligmanin yararlari, gelistirilen DNA biyosensdriiniin, kullanim kolaylig1
saglamasi, ekonomik olmasi, hizli analiz yapabilmesi ve mikro diizeyde iiretime izin
verecek altyapiyr icermesidir. Ayrica, sandvi¢ hibridizasyon teknigi, biyosensor
sisteminin se¢imliliginin iki bolgeden kontrolii ve hassas sonuclar elde edilmesi
acisindan, 6nem tasgimaktadir. Tayinde biyosensor sisteminin rastgele dizi ile hedef
diziyi birbirinden belirgin sekilde aymrmustir. Gelistirilen sistemin tek nokta
mutasyonlariin tayininde kullanilmasi Onerilebilir. Bu deneyler, biyosensoriin
gelecekteki mikrogip tasarimlarina uygulanabilmesi i¢in gereklidir.

Tez c¢aligmalarinda kullanilan her iki ¢aligma elektrodu da tek kullanimlik
Ozellige sahiptir. Tasarimi yapilan her iki genosensor sistemi de, mikro-iiretim
(mikrogip) teknolojisine uygulanabilecek altyapiya sahiptir.

Sonug olarak, tez kapsaminda belirtilen amaglar gerceklestirilmistir. Gelecekte
bu iki sistemin fabrikasyona uygulanabilmesi, sanayi-iiniversite isbirligini

gerektirmektedir.
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OZET

DNA’DA MEYDANA GELEN BAZI MUTASYONLARIN VE
HiBRIDiZASYONUN TAYININE YONELIK ELEKTROKIMYASAL DNA

BiYOSENSORLERININ TASARIMI

DNA'da meydana gelen bazi mutasyonlarin ve hibridizasyonun tayinine
yonelik elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin tasarimi

DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin kesfinden yarim asir sonra, 21. yiizyilin
baslarinda bilim diinyas: biyolojik aragtirmalarda izlenen ¢ok ¢esitli yontemlerle
kars1 karstya bulunmaktadir ve arastirmacilar Ozellikle molekiiler biyoloji ve
nanoteknoloji alanlarindaki hizli gelismelerden etkilenmektedir. Gen teknolojisindeki
gelismelerle birlikte, analitik tayin yontemlerinin gelisme yonii de yiiksek kalitede,
gittik¢e kiiciilen boyutlarda ileri teknoloji iirlinlerinin molekiiler DNA analizleri i¢in
gelistirilmesi dogrultusunda ilerlemektedir.

Calismamizda DNA hibridizasyonunun ve mutasyonlarinin tayinine yonelik
farkli  Ozelliklere sahip iki elektrokimyasal DNA biyosensorii —tasarimi
gergeklestirildi. Molekiiler biyoloji alanindaki tiim bu gelismeler paralelinde, ilk
boliimde Hepatit B hastalig1 tedavisinde yogun olarak kullanilan Lamivudin adl
ilacin, bu hastaligin etkeni olan Hepatit B viriis genomunda meydana getirdigi nokta
mutasyonlarinin tayini yapildi. Kalem grafit elektrot, sentetik oligoniikleotitler, klon

tirtinleri ve polimeraz zincir reaksiyonu ile iiretilen iirlinler ile yapilan tayinlerde
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diferansiyel puls voltametri teknigi kullanildi. Biyosensor tasariminda cesitli
deneysel parametrelerin (hedef konsantrasyonu, hibridizasyon siiresi, hibridizasyon
sonrasi sensOr yiizeyinin yikanma siiresi, sensor se¢imliligi, en diigiik tayin sinir1 ve
tekrarlanabilirlik) tayine olan etkileri incelendi. Asetat tamponu (pH: 4,8) igerisinde
gerceklestirilen Olglimlerde, elektrot yiizeyinden hibridizasyondan once yanit
alinmazken, hedef dizi ile hibritlesme sonrasinda elde edilen yanitin (guanin
yiikseltgenme sinyali) yiiksek oldugu goézlenmistir. Prob dizinin hedeften tek bazi
farkli ve rastgele dizilerle olan hibridizasyonu ile elde edilen yanitlarin ise sirasiyla
azaldig1 gozlenmistir. Hassas sekilde hasta Orneklerinde de mutasyon tayini
gerceklestirilmistir. Kalem elektrot yilizeyinin kolayca yenilenebilir olmasi, kalem
elektrot sisteminin ¢oklu analizlere uygulanabilecegi hatta mikrogip cihaz iiretiminde
kullanilabilecegi fikrini diistindlirmiistiir. Lamuvidin’in uzun siireli kullaniminda
viriis genomunda olugan nokta mutasyonlari, viriisiin ilaca kars1 direng gelistirmesine
neden oldugundan mutasyon tayininin tedaviye yeni bir yon verilmesi agisindan
onemi biiyliktlir. Tasarimi yapilan biyosensorle kisa siirede yapilan mutasyon tayini,
klasik tayin yontemlerine farkli bir alternatif getirmistir. Bu yeni biyosensor yalnizca
hizli, ucuz ve kolay analiz saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda iki ayri tiirdeki
lamivudin diren¢ mutasyonu hakkinda bilgi vermektedir.

Calismamizin ikinci boliimiinde gida kaynakli hastaliklara neden olan
Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis bakterisinin tayinine yonelik biyosensor
tasarimi yapilmustir. Salmonella bakterisini tanimlayan DNA pargasinin (Salmonella
genomunun) tayini, enzime dayali genosensor ile gergeklestirilmistir. Hibridizasyon
tayini, biotin-streptavidin etkilesiminin kullanildigi, sandvi¢ modelli hibridizasyon
teknigiyle spesifik olarak olusan iiriin “o-naftol” {izerinden yapilmigtir. Diferansiyel

puls ve kare dalga voltametri tekniklerinin kullanildig1 6l¢timlerde, tek kullanimlik
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perde baskili karbon elektrot yiizeyinde gerceklesen ikili hibrit yapisi (sandvig hibrit)
en yliksek yanit1 vermistir. Hedef dizi yerine rastgele dizi kullanildiginda ise yanitta
bliyiik bir azalma olmustur. Cesitli 6zellikte problarin hibridizasyona etkisi, prob
tutturma metodu, hedef konsantrasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu ile iiretilen
tirlinlerin seyrelme orani gibi deneysel parametreler incelendi. Ayrica en diistik tayin
siir1 ve bagil standart sapma gibi parametreler de hesaplandi. Bu elektrokimyasal
genosensorle 50 kez seyreltilmis PCR drlinleriyle bile hedefe o6zgiil olarak
hibridizasyon tayini yapilabilecegi bulundu. Gelistirilen bu biyosensdrle kisa siirede
yapilan bakteri tayini klasik tayin yontemlerine yeni bir alternatif getirmistir.
Tasarimi1 yapilan her iki biyosensoriin de ileride DNA ¢iplerinde

kullanilabilecek teknolojik altyapiy1 i¢erdigi bulundu.
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ABSTRACT

THE DESIGN OF ELECTROCHEMICAL DNA BIOSENSORS FOR THE

DETECTION OF SOME DNA MUTATIONS AND HYBRIDISATION

After half century of the discovery of double-stranded DNA structure, in 21%
century, science world has faced with many kinds of diagnosis methods in biological
research area so researchers have been influenced on fast advancement in molecular
biology and nanotechnology. The direction of analytical determination methods have
advanced with gene technology, nano-scale device technology and nanomaterial
usage in biosensors.

In this thesis study, two different electrochemical DNA biosensors were
designed for the detection of DNA hybridization and DNA mutations.

In parallel with molecular biological advancement firstly, we described an
electrochemical DNA genosensor for the detection of HBV (YMDD) and the
discrimination of the point mutation types (YVDD and YIDD) by using the oxidation
signal of guanine and a disposable pencil graphite electrode in connection with DPV.
The detection scheme contained synthetic oligonucleotides, cloned products and
polymerase chain reaction products. In the biosensor design, different experimental
parameters were examined such as optimum target concentration, optimum
hybridisation and washing time, specifity of the biosensor, detection limit,

reproduciblity... etc. in order to understand the influence of these parameters on the



184

hybridisation/mutation detection. Before the hybridisation, no signal observed
because of guanine-free probe but after the hybridization the highest guanine signal
were obtained because of target sequence. (Measurement were performed in acetate
buffer pH: 4.8) After hybridisation between probe modified surface and
mismatch/non-complementary sequences, guanine oxidation signals decrease
alternately.

In terms of the detection of Lamuvidine resistance, this study is of importance
because fast and sensitive electrochemical detection of mismatch analysis was
performed. With the help of the experimental results reported here, a microarray
device may be produced. Additionally, Lamuvidine resistance can be detected from
patient samples using this device.

The resistance analysis related to the hepatitis B virus (HBV) genotyping and
treatment procured key information for the study of infected patients. Consequently,
the biosensor which was designed in this thesis, is provides an alternative detection
in comparison to traditional detection schemes for mutation analysis. This new
biosensor not only provides a rapid, cost-effective, simple analysis but also gives
information concerning both genotyping and lamivudine resistance.

In the second part of this thesis study, we developed a biosensor for the
detection of Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis bacteria which is caused by
food-borne diseases. In this work, oligonucleotide modified screen—printed carbon
electrodes were used for the enzyme-amplified sensing of DNA sequences that
identify the Salmonella bacteria. The capture probe was immobilized onto screen-
printed carbon electrodes using the adsorption method. Hybridization reaction was
detected through the sandwich format, based on the coupling of biotin-streptavidin

interaction using a streptavidin conjugated to alkaline phosphatase. The enzyme
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catalyzed the conversion of electroinactive a-naphthyl phosphate to a -naphthol; this
product is electroactive and has been detected by differential pulse voltammetry.
Measurements were performed before and after the hybridisation reaction. When the
sandwich hybrid structure was occured onto electrode surface, the highest a —
naphthol signal was observed. When the non complementary oligonucleotide was use
as a target o -naphthol signal decreased sharply. Additionally, different experimental
parameters were examined such as different types of probe usage, different probe
immobilization methos, optimum target concentration, optimum dilution rate of PCR
products, detection limit and reproduciblity in order to understand the influence of
these parameters on the hybridisation. The electrochemical genoassay allowed
specific detection of the polymerase chain reaction (PCR) amplified targets, even
diluting the sample of interest about 50-fold. This new biosensor provide an
alternative detection scheme for bacterial analyis in food.

Both electrochemical genosensors which were designed in this thesis have

substructure of DNA microchip technology.
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Analit:

Hibridizasyon:

interkalasyon:

Sentetik Prob:

Sentetik hedef:

Klonlanmis PCR iiriinii:

PCR iiriinii:

PCR Kkor ¢ozeltisi:
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SOZLUK

Analizi yapilacak madde.

Birbirinin tam karsiligir iki DNA dizisinin birlesmesi,
baz ciftlerinin, 6zel hibridizasyon kosullarina bagl
olarak sarmalin merkezinde y1gin olusturmasi.
Diizlemsel halka sistemi yapisina sahip bazi
maddelerin DNA baz c¢iftleri arasina yerlesmesi
olayidir.

Tayini yapilacak hedef DNA bolgesine tam karsilik
olan baz dizilimine sahip dizi.

Calismalarda tayini yapilacak hedef bolgenin baz
dizilimine sahip sentetik (sentezlettirilmis) dizi.

HBYV genom haritasinin, tayini yapilacak gen bolgesini
iceren belirli bir boliimiiniin kesilerek uygun bir vektor
yardimi ile klonlanmasi ve ardindan bu c¢ogaltilan
DNA pargasinin polimeraz zincir reaksiyonuyla tekrar
cogaltilmasi.

HBYV genom haritasinin, tayini yapilacak gen bolgesini
iceren belirli bir boliimiiniin kesilerek polimeraz zincir
reaksiyonuyla ¢ogaltilmasi.

Kalip DNA haricindeki diger PCR bilesenlerini i¢eren

¢oOzelti.



