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I. BOLOM

GIiRIS ve AMAC

Elektrokimyasal sensérlerin (elektrokimyasal algilayict sistemler) Analitik
Kimya'da oldukga yaygin kullanim alani bulunmaktadir. Bu cihazlara IUPAC
tarafindan literatirde getirilen tanim su sekildedir:

“Kimyasal bilegiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve
konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kigulttimis cihazlara
elektrokimyasal sensorier” denir (16). Bu sensérler, yapilarina enzim, hicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle BIYOSENSOR adini almiglardir
(112).

Elektrokimyasal sensorler, yapilarina biyolojik maddeler eklendiji zaman;
ornegin, enzim, hicre, doku, antikor, niikieik asit vb. elektrokimyasal sensdrierin en

yéygm kullanim alanlarindan biri olan BIlYOSENSORLER olusur .

Biyosensorler, “biyo” (biyolojfk kokenli) ve “sensor” (algilayici) kelimelerinden
olusan nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlardir (21). Tanim olarak ise;
“Birbiri icine gegmisg, biri biyokimyasal, dieri elektrokimyasal iki gevirici sistemden
olusur. Biyokimyasal g¢evirici, analizlenecek madde ile etkileserek onu tanir. Bu
etkilesme sonucunda olusan biyokimyasal Urlin, elektrokimyasal gevirici tarafindan

okunabilir bir sayisal degere cevrilir.

Nukleik asitlerden olugan tanima ylizeyleri, Analitik Kimya alaninda her gegen
gtn daha ilgi gekici konular halini almaktadir (3,121). Bu gelisme ile, elektrokimyasal
DNA biyosensorlerinin gelecekte hasta basinda yapilacak doktor gézetimindeki
analizlerde ¢ok 6nemli bir rol oynayacagl dusuniiimektedir (117). Elektrokimyasal

ydntemlerle birlikte DNA'nin nitel ve nicel analizini yapma amacina ydnelik tasarlanan



(6-8,13,14,42,48,87,88,115) biyogensﬁrlerde tanima ylzey katmani olarak DNA
kullaniimasina artan bir ilgi bulunmaktadir (15,17,18, 22, 72,74,85,101,122).

Nikleik asit (DNA) tanima ylzeyi iceren biyosensoérler (Genosensérier; gene
dayali sensérler), bu ylzey ile etkilesime giren analitin (karsinojen maddeler, ilaglar
vb.) etkilesim mekanizmasinin aydinlatiimasi veya miktarinin tayininde veya
DNA'daki baz dizisi belli bélgelerdeki hibridizasyon olaylarinin izlenmesi gibi cesitli
amaglarla kullanilabilir (29,30,54,62,69,74,76-78,116,118,123,124,126). Analitin,
DNA ile etkilesmesi sonucunda, incelenen maddenin veya DNA'daki bir bazin
sinyalinde meydana gelecek degisiklikler sayesinde glvenilir tayinler
yapilabilinmektedir (49-52,67,71,80,85,94,103,105,111,119,120,125,128). Baz ilag
molekdlleriyle DNA' nin  etkilesmesi (6zellikle de antikanser 6zellik tasiyan ilag
molekdlleri ile etkilesim) ve bu etkilesmenin geligtirilen yeni yéntemlerle tayin
edilmesi; yeni ilag tasarimlarn igin blyik ©nem tagimaktadir (47,55,59,66). Bazi
maddelerin (gevresel kirlilik ajanlan, toksik molekil, vb.) ¢ift sarmal DNA ile
interkalasyon (diiziemsel yapidaki maddenin DNA c¢ift sarmali arasina girerek
yerlesmesi), baza segimli baglanma vb. yollarla etkilesimi sonucu bir Grlnin
meydana gelmesi, bu Uriine duyarl elektrokimyasal DNA biyosensér tasarimini
getirmistir (56,90-92). Bir kimyasalin ya da metabolitinin DNA ile etkilesimi
sonrasinda DNA’da olusabilecek yan Uriinlerin (=adduct) kisa zamanda tespiti kanser
aragtirmalarinda ¢ok énemlidir (2,23,44).

Madde-DNA etkilesiminin sonucunda, g¢alismanin tirine gére elde edilen
madde sinyali ya da DNA’daki elektroaktif bir bazin sinyalindeki artma veya azalmaya
bagli olarak elektrokimyasal tayin gergeklestirilmektedir. Bu amagla kulianilan DNA
modifiye edilmis camsi karbon elektrotlar (GCE), karbon pastasi elektrotlar (CPE),

kalem grafit elektrotlar (PGE), perde baskili karbon (SCPE) ve altin elektrotlar (Au-



SCPE), altin elektrotlar (AuE) ve asili civa damla elektrodu (HMDE) incelenen
maddelerin mikromolar ve hatta nanomolar gibi disiikk konsantrasyoniarinin dahi,
kisa bir biriktirme basamagi sonrasi glivenli dlgiimlerini mimkin kilmaktadir
(9,19,57,70-72,80,119,120,125).

Gunimizde c¢ok sayida kalitsal hastalia neden olan mutasyonlar artik
kolaylikla tespit edilebilmektedir. Bu konudaki bilgilerimiz insan genom projesi (20)
devam ettigi stirece artmaktadir . Bu projeyle birlikte insan genomunun tiim genleri
haritalanabilmesi mumkiin olabilmekte, ayrica tim varyasyonlar belirlendigi ve
farmakogenomik calismalar sonuglandigi zaman, saglik sisteminde de hizli sonug
verebilen disiuk maliyetli DNA testlerine ihtiyag¢ duyulacaktir.

Cesitli biyolojik materyallerde (kan, serum, doku ve vicut sivilan vb.) belirli bir
hastalik, mutasyon gibi kalitsal bir olay1 simgeleyen DNA dizisi saptanmasi ve bu
orneklerden hastalik tayini yapiimasi tibbi analizler ve uygulamalarinda ¢ok
onemlidir. Nukleik asit tanima yoéntemlerine dayanan elektrokimyasal DNA
biyosensérleri rutin analiz yéntemlerine yeni bir alternatif olup, genetik ve bulasic
hastaliklarin hizh, basit ve ucuz yoldan teshis edilebilmesi, DNA hasar ve
etkilesimlerinin tespit edilebilmesi gibi amaglarla blyuk hizla geligtiriimektedir. Bazi
bulagici ve kalitimsal hastaliklara ait DNA dizilerinin tanimlanmasi, genomik DNA
ciplerinin tasarimi niikleik asit hibridizasyonuna dayanmaktadir. Elektrokimyasal DNA
biyosensoriiniin tasarlanmasindaki amaglardan biri de DNA'daki hibridizasyonun
tayin edilmesidir. Diziye 6zglin ve segimli olarak tayin yapabilen DNA biyosensérleri,
bir DNA probu iceren kisim ve tanima olayini 6lgtlebilir bir sinyale dénistiren
cevirim sisteminden olugsmaktadir (65,66,86).

Caligmamizda, madde ve DNA etkilesmesini incelemek amaclyla bir

elektrokimyasal DNA biyosenséri (genosensdr) tasarimi gergeklestirildi. Bu amagla



ylizeyine ¢ift sarmal DNA (dsDNA) tutturulmus elektrotiar (karbon pastasi elektrodu;
CPE ve kalem grafit elektrodu; PGE ) kullanilarak, potansiyel antiviral etkili madde
Lycorine (LYC) ve antikanser ilag Mitomycin C (MC)' nin dsDNA ile etkilesmesi
elektrokimyasal olarak incelendi. Elektrokimyasal tayin y&ntemi olarak diferansiyel
puls voltametri teknigi (DPV) kullanildi. Calisma sirasinda; kullanilan madde ile
DNA'nin etkilesme stresi, madde ve DNA konsantrasyonundaki degisim yanita etkisi,
ve tekrarlanabilirlik gibi bazi deneysel parametreler incelendi. Daha Onceki
calismalardan farkh olarak kullandiimiz kalem grafit elekirot (PGE) ile
gerceklestirdigimiz ¢alismanin getirdi§i en 6nemli yarar; PGE’nin tek kullanimlik
olmas! ve daha tekrarlanabilir sonuglar vermesidir.

Madde-DNA etkilesiminin genosensorlerle tayinine dayali ilk béliminde,
potansiyel antiviral etkili madde LYC'in dsDNA ile etkilesmesinin elektrokimyasal
tayini gerceklestirilmis olup, bu g¢alisma dinya literatiriine girmistir (63). LYC'in
DNA ile etkilesim 6ncesi ve sonrasi, DNA'daki elektroaktif bazlar guanin ve adenin
yukseltgenme sinyallerindeki degisimi, elektrot olarak PGE ve yontem olarak
DPV'nin kullanilmasiyla incelendi. Bu etkilesim sonunda DNA’nin  elektroaktif
bazlarina ait sinyallerde azalma saptandi. Ayrica LYC'in DNA ile etkilesimi, CPE
kullanilarak guanin sinyalindeki degisim Uzerinden PGE ile elde edilen sinyalle
kargilagtirildi. LYC ile ylzeye tutturulmus DNA'nin etkilesme siresi, LYC ve DNA
konsantrasyonundaki degisimin yanita etkisi, ¢dzelti bazinda LYC'in polintkleotit
olan Poly [G] ile etkilesmesi ve tekrarlanabilirlik gibi bazi deneysel parametreler de

incelendi.

Madde-DNA etkilesimine dayali dijer ¢alismamizda daha énce Mitomycin C
(MC) ile gergeklestirilen galigsmalardan (71,82,93,94,105,108,114) farkh olarak tek

kullanimlik elektrot olan PGE’nin kullaniimasiyla, MC'nin elektrot ylzeyindeki



dsDNA ile etkilesmesi iki ayn yolla: hem DNA'nin elektroaktif bazlar, guanin ve
adenin ylkseltgenme sinyalindeki degisim, hem de MC'nin yiikseltgenme
sinyalindeki degisim (zerinden incelendi. Ayrica MC Kkonsantrasyonundaki
degisimin, hem guanin ve adenin bazlarina ait sinyallerde, hem de MC'nin
sinyaline dayali yanitta etkisi incelendi. Bu etkilesim sonunda ila¢ ve DNA'daki aktif

bazlara ait sinyallerde azalma saptand.

Sonu¢ olarak c¢ahsmamizda tasarmini yaptiimiz tek kullanimhk
elektrokimyasal genosensér kullanilarak, DNA hedefli maddelerin DNA ile
etkilesmesini inceleyerek, gelecekte yeni antikanser ilag hedefleme galismalarina
yeni bir boyut getirmeyi ve yakin gelecekte piyasaya slriilecek DNA biyogiplerinin
teknolojisini (43) olusturacak olan elektrokimyasal genosensérlerinin bir prototipini

gelistirmeyi hedefledik.



GENEL BILGILER

1. ELEKTROKIMYA

Maddenin elekirik enerjisi ile etkilesmesini ve bunun sonucunda olusan
kimyasal dontstmleri, fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
cevrilmesini inceleyen bilim dali, elekirokimya olarak tanimlanir. Elektrokimyasal
tepkimeler, ylkseltgenme-indirgenme turll tepkimelerdir; elektron transferi veya

gecisi s6z konusudur ve elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede yuratalir,

Analizi yapilacak ¢ozelti, bir elektrokimyasal hiicrenin pargasi oldugunda
¢6zeltinin elektrokimyasal ézelliklerine dayanan bir grup kantitatif analitik yontemin
incelenmesi “elektroanalitik kimya”nin kapsamina girmektedir. Elektroanalitik
teknikler ¢cok dustik tayin sinirlanna ulagabilirler ve elektrokimyasal ydntemlerin
uygulanabildidi sistemler hakkinda, bilgileri de iceren ¢ok fazla sistemi karakterize

eden bilgiler verirler.

Elektroanalitik yontemler diger analiz yontemlerine gore bazi Ustunltklere
sahiptirler. Birincisi, elektrokimyasal dlgtimler gogu kez bir elemente, molekiile veya
tepkime sonunda olusan Uriine 6zel bir yukseltgenme basamagi igin spesifiktir.
Elektroanalitik yontemlerin ikinci bir énemli Ustinlagl de, kullanilan cihazlarin

nispeten ucuz oimasidir (1, 12).

Bir elekirokimyasal tepkimenin olugabilmesi igin, incelenen maddeyi igeren bir
¢Ozelti, maddenin kimyasal dénisime ugradid! elektrot sistemi (genellikle Gglu
elektrot sistemi) ve bu elektrotlar birbirine baglayan bir ¢evirim sistemi (transducer)

gereklidir. Cozelti olarak elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon ¢ozelti



kullanilir. Cesitli elektrolitik yéntemler ile Dogru akim (DC), Diferansiyel Puls (DPV),
Donustmlil Voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel arallglnda tarama yapilarak
meydana gelen akim siddeti &lgtlar. Akim, difizyona baglh olarak olustugundan
dolayt burada olgllen difizyon akimidir. Difizyon hizi akim ile dodru orantilidir,
Diftizyon, elektrot ylizeyinin yakinindaki difiizyon tabakasinda olusur.

1.1 . Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrokimyasal 6lgiim yapilirken elektrot ytizeyi ile analit sivisi arasinda
heterojen tabakalalar meydana gelmektedir. Bunun nedeni, elektrot, kendisine bitigik
olan g¢oézelti tabakasindaki bir tiire elektron verebilmesi veya o tabakadan elektron
alabilmesidir. Genel olarak kanstirilan sistemlerdeki heterojenAtabakaIann bilegimi

Sekil 1'de gérulmektedir:

Elektrot

Durgun Cﬁzelﬁnin-—Q
Nernst Difiizyon ™= ™= ™= W =N mm mm e e o o mm oE om0

Tahakas:

Laminar Alig <
Bilgesi

Tt

|

\_ SO

Sekil -1: Elektrot Ylzeyindeki Tabakalarin Sematize Olarak Gésterilmesi.

oL

Tiirbillent Alag Tabakasi
(Ngimn Cozelt)

“

-

Turbilent akis tabakasi: Elektrottan uzak ¢ézelti yigininda gézlenir.

Laminer akis _bélgesi: Ylzeye yaklastiinda bir laminer akisa gegis olur. Laminer

akigta sivi tabakalan elektrot yiizeyine paralel bir yénde birbiri izerine kayarlar.



Nemst difiizyon tabakasi: Elektrot ylizeyinden  cm uzakta, laminer akiminin hizi sivi

ile elektrot arasindaki strtiinmeden dolayi sifira yaklasir ve bunun sonucunda da
elektrot gcevresindeki ince, durgun bir ¢dzelti tabakasi olusur. Genellikle bu ¢ozelti
tabakasi, 102— 10" cm kalinhginda olabilir.

1.2. Elektrokimyasal tabakalarin elektriksel olarak incelenmesi:

Elektroda pozitif bir potansiyel uygulandiktan hemen sonra efer elektrodun
ylizeyinde reaksiyona girebilecek aktif bir tlr yoksa, hizl olarak sifira diigecek anlik
bir akim dalgasi olusacaktir. Bu akim her iki elektrodun da ylizeyinde bir negatif yiik
fazlalig1 (veya eksikligi) yaratan bir yikleme akimidir. Fakat, iyonik hareketliligin bir
sonucu olarak elektrotlara bitisik olan ¢6zelti tabakalarinda derhal bir zit yuklenme
olusur. Bu etkilesim Sekil-2a ‘da gdsterilmektedir. Elektrodun yiizeyinde, uygulanan
pozitif potansiyelin bir sonucu olarak pozitif yilk fazlahg olusmustur. YUklG ¢ézelti
tabakasi iki kisimdan olusmaktadir :

1- bir yodun i¢c tabaka (do ‘dan di e), bu tabakada elektrot ylizeyinden
uzaklagildikga ortaya ¢ikan potansiyel mesafe ile dogru orantili olarak azalir,

2- bir diftize tabaka (d ‘dan d.’ e), burada elektrot ylizeyinden uzaklasildik¢a
ortaya cikan potansiyel Ustel olarak azalir (Sekil-2b). Elektrot yiizeyindeki ve yiizeye

bitisik ¢ozeltideki bu yiik toplulugu bir elektriksel ¢ift tabaka olarak adlandirilir.
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Sekil - 2 : Elektrot Ylzeyinde Olusan Elektriksel Gift Tabaka

1.3. Elektrokimyasal Bir Olayda Kiitle Aktarim Yollari:

Bir elektrokimyasal hiicrenin galismasi sirasinda maddenin elektrot yizeyine
aktanim yollar Ug sekilde gergeklesmektedir (27). Bu kitle aktarim yollan:

1- Elektriksel go¢ (MIGRASYON): Elektriksel alanin etkisi ile olusan bir

aktarim yoludur.

2- Kanigtirma (KONVEKSIYON): Karigtirma veya titrestirme sonucunda olugan

kitle aktarim yoludur.

3- Difiizyon: Elektrot yuzeyindeki sivi filmi ile ¢6zelti arasindaki konsantrasyon
farklarindan kaynaklanan bir kitle aktarim yoludur. Deneysel kosullara bagl olarak

buniardan bir tanesi veya birkagi kiitle aktarimina katkida bulunabilir.

1.4. Voltametri ve Esaslari : (1)

Elektroda uygulanan gerilimin(potansiyelin) bir fonksiyonu olarak akimin

dlclilmesine dayanan elektrokimyasal yonteme voltametri denir. Uygulanan gerilimin
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Olglilen akim degerlerine karsi cizilen grafijine voltamogram denir. Voltametride,

herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranisini incelemek icin elektroda
uygulanabilecek gerilim araliinin sinirlari, kullanilan g¢alisma elektrodunun ve
kullanitan ¢ézlict ve elektrolit tirlerine baglidir.

Tarihsel olarak, voltametri Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920’lerin basinda gelistirilen ve Qoltametrinin dzel bir tipi olan polarografi teknigine
dayanarak geligtiriimistir. Voltametrinin hala énemli bir kolu olan polarografinin diger
voltametrik tekniklerden en buylk farki, caligma elektrodu olarak bir damlayan civa
elektrodun (DCE) kullaniimasidir.

Voltametri, inorganik, fiziko ve biyokimyacilar tarafindan ¢esitli ortamlarda
olusan ylikseltgenme ve indirgenme iglemlerinin incelenmesi, ylzeydeki adsorpsiyon
islemlerinin arasgtinimasi ve kimyasal olarak modifiye edilmig elektrot ylzeylerinde
gerceklesen elektron aktannm mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi analitik olmayan

amaglar i¢in de oldukga yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

1.4.1. Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri: (1)

Elektrokimyasal hiicreye degigtifilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir. Bu
uyarma sinyalleri, karakteristik akim cevaplarini olugturur. Voltametride en cok
kullanilan dért uyarma sinyalinin sekli, sekil-3' de verilmistir. Bunlar; dogrusal

taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve tiggen dalgadir.
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Voltametrinin
Isim Dalga Sekli tipl
———] ——
{a) Dogrusal POLAROGRAFI
taramah E
HIDRODINAMIK
VOLTAMETRI
Zaman —p
(b) Diferansiyel DIFERANSIYEL PULS
puls E POLAROGRAFISI
Zaman —
© s KARE DALGA
E VOLTAMETRISI
Zaman —p
(d) Usgen E DGNUSUMLU
/\ VOLTAMETRI
Zaman —p

Sekil-3: Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri
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1.4.2. Voltametrik Cihazlar:

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hiicre, analit ve
destek elektrolit adi verilen elektrolitin agirisini iceren bir ¢bzeltiye daldinimis g
elektrottan yapilmistir.

Tanim olarak;

1) Galisma elektrodu; tasarimi yapilacak bir biyosensoér bu Uglii sistemlerde

kullanilabilmektedir. Bu elektrot, ylzeyinde analitin yilikseltgendi§i veya

indirgendigi elektrottur.

2) Referans elektrot; Referans elekirot, potansiyeli deney siiresince sabit

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

3)Yardimci elektrot; Pt bir tel veya bir civa havuzu seklinde olan ve elektrigin
coOzelti icinden galigsma elektrotuna aktariimasini saglayan karsit elektrottur. Bu
elektrot, calisma elektrotu ‘ile bir c¢ift olusturan, fakat Oigiilen potansiyelin

baytkluginan tayininde rol oynamayan bir elektrottur.

1.4.3. Voltametride Kullanilan Referans Elektrodlar (Kargilagtirma

Elektrotlan) (1,27, 34, 95, 101)

Calisilan ¢ozeltinin bilesimine duyarsiz olan ve elekirokimyasal caligmalar
sirasinda potansiyeli dig ortamdan etkilenmeyen elektrotlardir.

Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrot (SHE) referans elektrot
olarak kullanilmigtir. Ayrica Hidrojen gaz elektrotlar, eskiden beri elektrokimyasal
¢aligmalarda sadece referans elektrotlar olarak degil, ayni zamanda pH tayinlerinde

indikator elektrotlar olarak da yaygin bigcimde kullaniimigtir.
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Referans elektrotlann cesitleri :

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg2Cl;) ve Hg' dan olugsmus bir karisim,
metalik civa ve KCI ¢ézeltisinden olugur. Bu elektrodun potansiyeli, klorr iyonlarinin
aktifligine baglidir. Hazirlanigi ¢ok kolaydir .

En yaygin olan ve igersinde doygun KCI g¢6zeltisi bulunan Doygun Kalomel
Elektrot (DKE)'tur. Potansiyeli, Standart Hidrojen elektroduna(SHE) gére 25°C de
+ 0,244 V olarak bulunmustur. Diger kalomel elekirotlara oranla sicaklik katsayisi
daha byaktar.

* Gdmis-Gidmds Kilordr Referans Elekirof. En yaygin kullanilan referans
elektrotlardan biri olan giimis-gimis kiérir referans elektrot, Ag bir telin, elektrolitik
yoldan AgCl ile kaplanarak CI” iyonu igeren bir ¢ozeltiye daldirimasiyla elde edilir.

Doygun KCI c¢ozeltisi kullanildiyi zaman standart hidrojen elektroduna gére
potansiyeli, +0,222 V dur.

* Civa-Civa(1)Silfat Referans Elektrot:

Bu elektrot, doygun kalomel elektroda benzemektedir. Potansiyeli, slfat

iyonlarinin aktifligi ile tayin edilir.

Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, potansiyelin sicakiikla degisim
katsayisi kiglk olmali, belli bir akim araliinda tersinir davranmall, yani iginden
kigiuk akimlar gegtiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir elektrot
olmali, potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve tekrarlanabilen bir potansiyel

degeri hizli bir gekilde okumalidir.
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1.4.4. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlan

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

Bu tir elektrotlann kullanildi§i potansiyel arahidinin tespiti ¢ok 6nemlidir.
Ozellikle de bu potansiyel arali§i, sulu gozeltilerde sadece elektrot malzemesine
degil, ayni zamanda bu elektrotlarin daldiriidi§) ¢dzeltinin bilegsimine badh olarak da
degisir. Pozitif potansiyel sinirlari genellikle molekiler oksijen verecek sekilde, suyun
yilkseltgenmesi sonunda olusan biyllk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel
sinirlan yine suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.

Kullanilan caligma ortamina gére calisma elekirotiari igin segilen potansiyel
araliklan ; civa elektrodu igin 1 M H,SO4 calisma ortaminda, (-0.8 V) ile (+0.4 V)
arahgt ve 1 M KC| galisma ortaminda, (-1.6 V) ile (+0.2 V) araligidir. Karbon
elektrodu igin ise, 1 M HCIO4 ortaminda, (+0.2 V) ile (+1.8 V) araligi ile, 0,1 M KCI
ortaminda (-1.0 V) ile (+1.2 V) arahigidir.

1.4.4.1, Karbon Elektrotlar :

Karbon elektrotlar, ozellikle ¢ok ucuz olmalan ve genis bir potansiyel
araliginda gahisma yapilmasina olanak verdiginden dolayi elektrokimyasal analizlerde
stk kullanilir. Ancak, karbonun yiksek bir ylizey aktivitesi vardir ve bu nedenle
organik bilesikler tarafindan kolayca kirletilebilir. Hidrojen, hidroksil ve karboksil
gruplant ve hatta kinonlar ile karbon ylizeyinde baglar olusabilmektedir. Bu
fonksiyonel gruplarin varliyi nedeniyle karbon ylizeyine birgok degisik madde

tutturulabilir.
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Karbon elektrotlarin cesitleri:

* Perde baskili karbon(grafit) elektrotlar(SCPE):

Son yillarda tek kullanimhk perde baskili karbon elektrotlar ¢ok yaygin sekilde
kullanim alani bulmustur. Ozellikle biyosensér teknolojisinin gelecedi olan DNA
mikro¢ip teknolojisine uygulanabilirli§i agisindan olduk¢a bagarili sonuglar veren bu

elektrotlar gelecegin elektrotlart olarak gésterilmektedir (68,70).

elektrik ve potansiyostatia .

m' . baglanti

polivinil kaplama
T tabakasi

— 3mm’lik karbon ylzey
—— grafit yardimci elektrot

Ag referans _|-
elektrot

Sekil 4: Perde baskili karbon (graﬁt) elektrodun sematik gésterimi.

Elektrokimya alaninda ¢ok énemli olan karbon elektrotlarinin tim gesitlerinde

ylizeylerinin diizgtin bir sekilde hazirlanmasi gereklidir.

* Camsi Karbon Elektrot (GCE) :

GCE, ticari olarak elektrot Uretimine uygun olmamasina ragmen, ¢ok iyi
mekanik ve elektriksel dzelliklere sahip olmasi ve genis bir potansiyel arali§! olmasi,
kimyasal tepkimelere girmemesi ve genellikle tekrarlanabilir ylzeyler saglamasi

nedeniyle sikga kullaniimaktadir. Kolayca kirlabilen ve sert bir madde olmasi
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dolayisiyla, Camsi karbon, fenol/formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin
1000°C - 3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratiimasi ile elde edilir.
Sekil 4'te de gorlldagu gibi camsi karbon yliksek yoguniuga sahip, kiiglik porlar
iceren amorf bir yapidir. Birbirinin igine gegmis, ince, grafite benzer seritierden

olugmustur.

Sekil 5. GCE'nin Amorf Yapisi (A) Kuvvetli Baglar, (B) Zayif Baglar.
Karbon pastasi elektrotlarina gére elektrokimyasal yanit 6zellikleri ylizeyin ¢ok
daha pirizsiz ve dizgiin olmasi nedeniyle daha iyidir. Bunun yanisira GCE

ylizeyinin fiziksel dayanikhhigi daha yiksektir.

* Karbon Pastasi Elektrodu (CPE):
Grafit tozunda bulunan karbon molekiillerinin dizlemsel ve aromatik halkalar
halinde dizilimi $Sekil 6' de gériilmektedir. Zayif = baglari ile birbirine baglanmis olan

bu tabakalar arasinda hizh bir elektron alisverisi olabilmektedir.

/ Hetken baglant teli

Teflon veya Cam

‘ Karbon Pastasi

Karbon pastas: Elektrodu

Sekil 6. Grafit Tozunda Bulunan Sekil 7. Karbon Pastasi Elektrodu.

Karbon Molekdilierinin Dizilimi.
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CPE, ucuz olmasi, ylizey yenilenmesinin kolay olmasi, disik artik akimiar
olusturmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bagdlayici madde olarak, Nujol (mineral
yag), parafin yagi, silikon yagi ve bromonaftalen kullaniimaktadir. Elektrot aktivitesine
pasta bilesiminin buylk etkisi vardir. Baglayici organik sivi orani arttikga, elektron
transfer hizi azalmaktadir. CPE'nin en énemli sakincasi, yeterli miktarda organik
cbzgen iceren c¢ozeltilerde kullanildi§i zaman, karbon pastasinin ¢oézeltide

dagiimasidir.
*Kalem Grafit Elektrot (PGE)

Son yillarda tekrarlanabilirliginin dahaiyi olmasi, daha disuk tayin siniri, ucuz
ve tek kullanimlik olmasi sebebiyle bu elektrodun kullaniimasina artan bir ilgi

bulunmaktadir (63,118).

0

s=——{letken baglant: teli

Kalem ucu

Sekil 8: Kalem Grafit Elektrot.
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1.4.5. Voltamogramlar:

Dogrusal taramali voltamogramlar genellikle sigmoidal egriler (S seklinde) verir.
Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artigstan sonraki sabit akima sinir
akimi, is, denir. CUnku akim, analizlenecek maddenin kiitle aktarim iglemiyle elektrot
ylzeyine taginma hiziyla sinirhdir. Sinir akimlar genellikle analizlenecek madde
konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve bu ylizden

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

Yari-dalga potansiyeli, aklm‘m sinir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele
denir ve Eq; ile gosterilir. Yari-dalga potansiyeli, yari-reaksiyonun standart potansiyeli
ile yakindan ilgilidir fakat genellikle ona esit degildir.

Cozelti veya elekirodun sitirekli hareket igcinde oldugu dogrusal taramali
voltametriye Hidrodinamik Voltametri adi verilir. Damlayan civa elektrodunun
kullanildigi voltametriye Polarografi denir.

Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve Faradayik akim
olmak Uzere 2 gesit akim olugur.

1-Kapasitif akim (i;) : Bir elektrodun bir elektrolit ¢ézeltisine daldinlmasi ve
negatif yukle yluklenmesiyle ¢oézeltideki pozitif yukla iyonlar elektroda dogru gekilir.
Boylece ara ylizeyde bir gerilim farki olugur. Ters igaretli ylklerin ara ylzeyin iki
tarafinda birikmesi ile bu boélgede bir elekiriksel ¢ift tabaka olugur. Olugan bu gift
tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitéri yiklemek icin ortamda
yikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olugur. Bu akim
reaksiyona bagl degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne
kadar dusik olursa, o kadar dogru olgim yapilir. Kapasitif akim fon akimin

olugmasina neden olan etkenlerden biridir.
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2-Faradayik akim (if): Reaksiyondan kaynaklanan (analiz edilecek maddeden)
akimdur.

i =is+ic. oldujundan icazalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10° M ve tstiinde; ic < i dir ve galigilabilir. 10 M da kismen iyi
sonug alinir. 10° M ve Ustinde ; ic >> i oldugu igin calisilamaz.

1.4.6. Voltametrik Akimlar:

Iincelenen bir elektroliz isleminde akim, analitin difizyon tabakasinin dis
kismindan elektrot ylizeyine tasinma hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 6C/6X ile verilir.
Burada X, elektrottan olan uzakligi cm cinsinden gdéstermektedir. Diizlemsel bir
elektrot icin, akimin

i=nFDa (8Ca / 8X)
seklinde bir ifade ile verilecegi gésterilebilir. Burada:

| = Amper cinsinden akimi,

N= Analitin moll basina elektronlarin mol sayisini,

F =Faraday sabiti ( 96487 Coulomb / mol elektron),

A =cm? cinsinden elektrot yiizey alanini,

Da = A' nin cm?s™ cinsinden difiizyon katsayisini,

Ca = mollcm?® cinsinden A'nin konsantrasyonunu  géstermektedir.

Olusan diflizyon akimin zémana kargi fonksiyonu COTTRELL denklemini

verir.

nFACD 2

172,172
Tt

I =
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1.4.7. Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik iglemler
Cozelti ve elektrot arasindaki ylizeyden akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan
birinde yilkseltgenme reaksiyonlart olurken, digerinde indirgenme reaksiyonu

meydana gelir. Bu reaksiyonlarda ;

O+ne <R
O ve R'nin, sirasiyla, redoks ciftinin, yiikseltgenmis ve indirgenmis seklini ifade ettigi
tepkime ile gosterilmektedir. Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde,
elektrot potansiyeli, elektroaktif tarin elektrot ylzeyindeki derisiminin [C,(0,t) ve

Cr(0,1)], Nernst Denklemine (esitlik 1.1) gére saptanmasinda kullanilabilir.

Lo, 2,3RT C,

E? = Redoks tepkimesi igin standa.rt potansiyel
R = Gaz sabiti (8.314 JK'mol™)

T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi
F = Faraday sabiti (96487 coulombs)

Elektrot ara ylizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarin dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarinin gecen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu tip islemlere, faradayik
islemler, bu sekilde olusan aklmla}a da faradayik akimlar ad1 verilir.

Analizlenecek madde ve Urlnlerin konsantrasyoniari yalnizca elektrot

ylzeyinden uzakligin bir fonksiyonu olarak ve Nerst tabakasi iginde degisir.
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1.4.8. Polarografi : (1, 27)

Polarografi, ilk bulunan ve kullanilan voltametri tipidir ve elektrot olarak
damlayan civa elektrodunun kullaniimaktadir. Destek elektrolite ait polarogramin
incelenmesi ile, ortamda analizlenecek madde yokken bile hiicrede artik akim adi
verilen kliglk bir akimin olugtugunu gdsterir.

Sinir akimlari, akimin buy0kligl analizlenecek maddenin elektrot ylzeyine
taginma hizi ile sinirli oldugu zaman gézlenir. Difuizyonla kitle .aktanml oldugu igin
polarografik sinir akimlarina genellikle difiizyon akimlari denir ve iy ile gésterilir. Bu,
difizyon akimi ile artik akimlar arasindaki farktir. Diflizyon akimi analizlenecek
madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Artik akimlarin olusma sebepleri olarak safsizliklarin indirgenmesi ve bu
safsizliklarin icinde az miktarda ¢éziinmis oksijen, damitik sudan gelen agir metal
iyonlari ve destek elektrolit olarak kullanilan tuzdaki safsizliklar sayilabilir.

Polarografik yontemlerde dogruluk ve duyarlik, faradayik olmayan artik akimin
buyuklugine baghdir ve dogru bir sonug elde etmek igin artik akimin etkisini giderme

yoluna gidilir.

Polarografide pH'nin etkisi: (1)

Bazi organik ve inorganik madde reaksiyonlari agagidaki gibi ifade edilir:

R+ nH + ne — RH,

——

R, analitin yilkseltgenmis sekli ve RH, de indirgenmis seklini gdéstermektedir. Bu
tip bilesiklerin yari-dalga potansiyelleri denklemden de anlagilacag: gibi Snemli
dlcide pH' ya baghdir; pH'nin degisimi, reaksiyon sonucunda olusan Griininin

degismesine bile sebep olabilir. Bu nedenle analit ¢ozelti ¢ok iyi sekilde
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tamponlanmalidir. Eger bu islem yapilmazsa, elektrot ylizeyindeki ¢ézeltinin pH' si
bliyllk oranda degisebilmektedir. Bp degisimler, reaksiyonun indirgenme potansiyelini
etkiler ve iyi bir gérinim0 olmayan yayvan egrilerinin elde edilmesine neden olur.
Ayrica, 6zellikle organik maddelerle yapilan polarografide tekrarlanabilir yan-dalga
potansiyelleri ve diflizyon akimlan elde etmek igin iyi bir tamponlama yapmak

genellikle gok 6nemlidir.

1.4.9. VOLTAMETRIK TEKNIKLER:

1.4.9.1. Doniisiimlii Voltametri:

Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akim 6lgﬁlﬁr. Surekli degisen
potansiyel degerlerine karsi belirli bir aralikta akimdaki degisim grafige gegirilerek
Déniisiimlii Voltamogram elde edilir. Déntisimli voltametri ile durgun sistemde ve
Ucli elektrot sistemiyle caligihr. Burada hizi difizyon tayin eder. Analitin
yikseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda gézlenebilmektedir. ik olarak,
potansiyel bir maksimuma kadar artar, daha sonra baslangi¢ degerine yine dogrusal

olarak geri déner.
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i

t > E

(a) (b)

Sekil-9: (a) DénGstimla voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana
karsi grafigi ; (b) Déniisimil voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en kigik oldug_u bélgede caligilir.
Duyarhiik 10 M ile sinirhdir. Déniistimlt voltametri, miktar tayinine dayal bir yéntem
degildir, ama analizlenecek maddénin hangi potansiyelde nasil davrandidi hakkinda
bilgi verir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum
cevabi verebilecegini gésterir.

Doénlstmlt voltamogramlarin sekli ve yapisinda, segilen potansiyel araliginin

yanisira, segilen tarama hizinin ve kag¢ defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.

Bir donlistimlii voltamogramdaki indirgenme ve yiikseltgenme arasindaki gerilim

farki AE; ile ifade edilir.

AE = éj—-mV

AEg bu degere ne kadar yakin ise, reversible (déniigiimli); ne kadar uzaksa

irreversible (déniisimsiiz) olarak adlandirilir.
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1.4.9.2. Diferansiyel Puls Polarografisi:

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkli olan maddeler igin
bile pik maksimumlan elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, gok
duyarh bir yéntemdir ve tayin sinin 107-10® M arasindadr.

10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls civa damlasina uygulanir. Uygulanan pulsun
belli bir zaman 6ncesi ve sonrasinda, puls bagina elde edilen akimdaki fark (Ai),

dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir.

Gozlenen diferansiyel egdri pik seklinde olup, yliksekli§i konsantrasyonla dogru

orantihdir.
A

Ell ——»50 ms 4—

> 50 mv

m —

5 S a

-

O

o. Sy | Damlama!

Zamant >
ZAMAN .

(a) (b) E

Sekil-10: Diferansiyel puls polarografisi i¢cin uyarma sinyalleri; (a) Analog
cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel

puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram.

Faradayik akimin yiksek, faradayik olmayan yikleme akiminin ise dusik
degerde olmasi duyarliliin artmasiyla agiklanabilir. Ornegin potansiyel aniden 50
mV arttirldiginda, elektrodu gevreleyen ylizey tabakasinda, eder elektroaktif bir tur
varsa, analit konsantrasyonunu. yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye
dustirecek bir akim artigi gézlenir. Ancak bu potansiyel icin gerekli olan denge

konsantrasyonuna erigilince, akim diflizyonu karsilayacak bir seviyeye diser ki buna
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difiizyon kontrolli akim denir. Puls polarografisinde akim 6Igﬁmu, bu akim artisi
tamamen sona ermeden 6nce yapilir. Toplam akim, difizyon akimindan buyiktar.
Damla degistiginde, ¢bzelti yeniden analizlenecek madde yéniinden homojen hale
gelmektedir.

Gerilim pulsu ilk uygulandify zaman damla Ulizerinde yilk artisi nedeniyle
faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve yiizey
alaninin cok az degistiji damla édmrinlin sonuna dogru sifira yaklasir. Dolayisiyla

akimi bu anda 6lgmek suretiyle faradayik olmayan artik akim biyik oranda azaitilir

ve sinyal / griiltl orani artar. Bunun sonucunda duyarlilik da artar.

1.4.9.3. Kare Dalga Polarografisi ve Voltametrisi:

Son derece hizli ve duyarll olma Ustiinltigi olan bir puls polarografi teknigidir.
Bir kare-dalga voltametresinde uyarma sinyalinin olusumu Sekil-11'de gériilmektedir.
Elde edilen akimiar arasindaki fark (Ai), 1 gerilimindeki akimdan, 2 gerilimindeki
akim degeri ¢ikarilarak bulunur. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun
boyutu, ileri tarama sirasinda olusan drtiniin geri tarama sirasinda yukseltgenmesini
saglamaya yetecek kadar buytktir. lleri puls bir katodik akimini (i1) geri puls da bir
anodik akimini (iz) olusturur. Genellikle voltamogramlari elde etmek igin Ai'ler ile

grafik gizilir. Akimlar arasindaki bu fark, konsantrasyonla dogru orantilidir.
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POTANSIYEL

&

POTANSIYEL

(k)

POTANSIYEL

N
1
“Im Ai= -

12

(¢ ZAMAN

Sekil-11: Bir kare-dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu [(a) daki
uyarma sinyali (b)'deki puls taramasi ile (c)'deki kare-dalga uyarma sinyalini elde

edecek sekilde toplaniyor].
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Kare dalga voltametrisinde, voltamogramin tamami 10 ms'den daha az stirede
elde edilir. Olgim son derece hizli yapildigindan, analizin kesinligini arttirmak igin
birkag voltametrik taramanin sinyél ortalamas! alinmalidir. Kare dalga voltametrisinin
tayin sinirlan 107 ile 10 M arasindadir.

1.4.10. Puls Polarografisinin Uygulamalari: (1)

Gunumuizde yuksek duyarliidi, kolaylidi ve segicilijinden dolayi, puls
yontemleri kantitatif uygulamalarda, genellikle pik yiksekliklerinin analizlenecek
madde konsantrasyonuna kargi grafie gegirildigi kalibrasyon egrileri c¢izilmesi
calismalarinda kullanilir.

Elektrokimya'nin pek ¢ok uygulama alant vardir. Bunlardan biri
Biyosensdrlerdir. |

2. BIYOSENSOR

Biyosensorler, biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek i¢in kullanilan
kiigik algilayici cihazlardir. Birbiri igcine gegmis biri biyokimyasal, digeri
elektrokimyasal &zellikteki iki geviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gérevi
analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda
bir biyokimyasal riin de olugabilmektedir. Biyosensériin ikinci kismi olan
elektrokimyasal kisim ise bu tamma olayini okunabilir (6l¢tilebilir) bir sayisal degere

cevirmekle gérevlidir ( 21).
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SINYAL >

ELEKTROKIMYASAL

GEViRic

Sema-1: Biyosensdrin Yapisi.

2.1 Biyosensor CGesgitleri:

— Cevirici sistem

| Optik

— Piezoelektrik

— Termal

- Elaktmkimyasal—r Amperometrik

k

— Potansiyometrik

\.— Empedans

1.Neslil

2.Nesil
3.Nesil

Cam Elektrot
‘Elyon Secici Elektrot

iyon Segici Alan
Etkili Elektrot
{(ISFET)

OLCULEBILIR
ANALITIK
sINYAL

— Biyoaktif Materyaller
L— Enzimler
— Antikorlar

— Hiicreler —I—_Mlkroorganlzmalar

Dokular
— HNiikleik Asitler

— Lipitler

2.2. ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler: (41)

Segicilik: Ideal bir biyosensérde en 6nemli parametrelerden birisi, segicilik

ozelligidir. Eger yeterli segicilik mevcut degilse, bu eksidi giderecek uzun

eklenmesi gerekir.

islemler

Kullanim Omrii: Biyosensorin kullanim émrint kisitlayan en énemli faktér,

biyolojik ¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir.

Bu durum ayrica, biyosensériin
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kalibrasyon sikligi, stabilite, tekrarlanabilirik gibi diger parametreleri de
etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: Ideal bir biyosensoériin hig kalibrasyona gerek
duymamasl, ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte
planlandidi gibi degildir, pratikte gerceklestiriiememistir. Kullanim &mdrleri boyunca
biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensér icin, elektrodun ayni kosullar altinda
arka arkaya yapilan olgimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir.
Pratikte pek mumkin olmayan bu durum géz éniine alinarak, yapilan calismalarda
tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi
olursa, biyosensoriin uygulamalarinin o denli iyi oldugundan séz edilebilir.

Stabilite: Elektrot stabilitesinin (kararliidinin) yiksek olmasi ideal
biyosensorler igin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel
dayanikliigina baglidir; ayrica, pH, isi, nem, ortam O, konsantrasyonu gibi
parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarllik: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz
belirli maddelere karsi duyarli olmasi, ideal biyosensérlerin 6zelliklerindendir.

Yeterli Diizeyde Tayin Sinin: Tasarlanan bir biyosensérin tayin sinirnin
belirli bir konsantrasyon degerinin altinda olmas! gerekmektedir. Belirtilen bu sinir,
elektrot ylizeyinin buyuklugl, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi,
immobilize edilen madde miktan gibi fakttrlerden etkilenir.

Genis Olgiim Arahg:: Biyosensér uygulamalarinda 6lgim araligi olarak
adlandinlan bélge biyosensérlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer

oldugu konsantrasyon araligidir.
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Hizli Cevap Zamani: Bir biyosensér elektrodunun cevap zamani elde edilen
akim-zaman egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen edride basamaklarin sekli
yayvan ve genigse cevap zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu ise cevap zamani
kisa (hizl)'drr.

Hizli Geriye Dénme Zamani: Geriye dénme zamani, 6rnedin amperometrik
caligmalarda, ilk &rnekten ne kadar sire sonra ikinci drnegin dlgllebilecegdini belirler.
Yani ilk érnegdin ilavesinden sonra sabit akim degderleri kisa strede gézlenebiliyorsa,
ikinci drnekte ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler
ideal biyosensérierdir. Bu nedenlé ilk biyosensérierdeki karmagik ve de pahali olan
yapilar, daha sonra basitlestirilmis ve mimkin oldugunca da ucuzlastiniimigtir.

Kiigiiltlilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi
ve boyutlannin kigiltilmesi biyosensér tasariminda onemlidir. Buna karsin,
biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikhiidi, sterilizasyonu
kisitlayan en énemli parametredir.

2.3. Biyosensor Tasariminda Kullanilan Molekiiller ve Yapilar:

2.3.1. Niikleik Asitler ve DNA : (24-26, 96) |

Nukleik asitlerin primer yapisi, belirli tiir ve sayidaki nikleotidlerin belirli bir
dizilig sirasina goére 3'-5' fosfodiester baglan ile birbirlerine baglanarak poliniikleotid
zinciri olusturmalari sonucu olusmaktadir. Molekdl igerisindeki nikleotid baglarini
pargalayan niikleaz enzimlerine endoniikleaz, iki ugtan pargalayalanlara ise
ekzoniikleaz adi verilmektedir. DNA (Deoksiribonikleik asit) molekuillerine ait X-
isinlan difraksiyon verileri ve Chargaff tarafindan DNA molekiliinde adenin (A) ve
timin (T) miktarlan ile guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarinin egit oldugu belirlenmistir.

Buna dayanarak Watson, Crick ve Wilkins tarafindan 1950 yillarinda DNA yapisi igin
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¢ift zincirli heliks seklindeki yapt modeli énerilmistir. Bazlan arasinda yer alan
hidrojen baglan tarafindan ¢ift sarmal DNA molekdlinlin iki zinciri birarada
tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar sarmal i¢ kisimda, fosfat ve seker
omurgasi ise dis kisimda yer aldFQI icin, sarmalin i¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise
hidrofilik 6zelliktedir. Pirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki eslesmeler son derece
spesifiktir (A-T ve G-C seklinde). Bu sayede, DNA yapisinda yer alan bir polintkleotid
zinciri daima ikinci zincirin tamamlayicisi oldugundan, bir zincirdeki baz dizisi
verildiginde, ikinci zincirdeki baz dizisi bulunabilmektedir. DNA isitildiinda, heliks
yapisi bozularak ikiye ayrilir. Denatiirasyon adi verilen DNA heliks yapisinin
bozulmasi 260 nm dalga boyunda absorpsiyon élgiilerek gézlemlenebilmektedir. G
ve C arasinda {g¢ hidrojen badi (G=C) bulundugundan yiliksek derisimde G ve C
iceren DNA, iki hidrojen bagi tagsiyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapisina gére
daha yiiksek sicaklikta denatiire olmaktadir. Uygun sartlar altinda gift zincirli DNA

tekrar olusabilir, bu islem renatiirasyon olarak isimlendirilir.
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Seker — Q

DNA
MOLEKULU

Sitozin ve Timin

Bazlar ——
e

Adenin ve Guanin

Fosfat grubu ':-;)
@ O=PO

Sekil-12: DNA Cift Sarmal Yapisi

Cift sarmal seklindeki molekilin bir zinciri 5' _,  3' yéniine dogru, digeri ise
3' — 5' yobniune dogru oldugu icin ters yénde paraleldir. Heliks iginde, iki zincirin
arasindaki ¢ boyutlu sistemdeki iligki, blyilk oluk (majér) ve kigik oluk (mindr)
olusturmak seklindedir. Molekilindeki zincirler, ¢ift sarmalin dig ylizeyindedir. Bu
zincirlerden her biri kovalent bagliig1 saglayan fosfodiester képrilerinin bulundugu
fosfat ve pentoz gruplarindan olusmustur. DNA cift sarmalin her iki zinciri, ptrin ve
pirimidin bazlarinin arasindaki hidrojen baglan ile bir arada tutulmaktadir.

Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda 6nerilen ilk DNA yapisi, saga dogru
yonelmis, her déniste 10 nikleotidi bulunan ve kigik oluga milkkemmel yerlesen

bagh su ile stabilize olabilen yapiya sahiptir. DNA dehidrate edildigi zaman, yapisal
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degisiklige ugrayarak A-DNA adini almaktadir. A-DNA da saga dogru yoéneliktir ve
her déntistinde 11 nikleotid bulunmaktadir. Cift sarmalin gapi, pentoz gruplarinin
yapillanmasiyla geniglemektedir. Bu durumun bir sonucu olarak DNA'nin boyu

kisalmaktadir (10).
2.3.1.1. DNA ile ligili Bazi Terimlerin Tanimlamalan:
2.3.1.1.1. DNA Baz Dizilerinin Yazilim: ile ligili Temel Bilgiler: (24)
Oligoniikleotit: Birden fazla bazin yan yana gelmesiyle olusur.
Diniikleotitler; lki bazin yan yana gelmesiyle,

Trinlikleotitler; li¢c bazin yan yana gelmesiyle olusur.

Tekrarlayan oligoniikieotitler: Polimer icindeki tekrarlayan oligonukleotitler,
tekrarlayan tek bir bazi, tekrarlayan iki bazi ve ya lg¢ bazi ifade eder. Tekrarlayan
mononiikleotide poly (A), dinukleotide poly (AT), trinukleotide poly (GAT) &rnek
verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: Nokta ile ayrilarak ifade edilen baz
giftlerinden olugan ve 5° » 3 poléritesine sahip polimerlerdir.

Ornegin mononiikleotit gésteriligine, poly(A).poly(T) (veya poly(Da).poly(Dt)
seklinde gosterilebilir), dintkleotid’e poly(AT).poly(AT), trinlikieotid’e poly (GAT).
Poly (ATC) 6rnek verilebilir.

Baz cifti: Birbirinin karsiigi olan iki bazi ifade eder ve gosterilirken nokta ile
ayrilir. Ornegdin, A.T veya G.C baz giftleri gibi.

Prob : Baz dizisi belli olan oligonikleotit.

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karsiligini iceren oligoniikleotit.
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Yanhs eslesen dizi (Mismatch) : Bir bazi veya birden fazla bazi hedef
diziden farkl olan oligonikleotit.

Rastgele dizi (Non complementary) : Hedef diziden tamamen farkl baz
dizilimine sahip oligoniikleotit.

2.3.1.1.2. interkalasyon:

Dizlemsel bir halka sistemine sahip olan bazi maddelerin DNA baz ciftleri
arasina yerleserek, gucli bir sekilde baglanmasi olayidir (5, 35). Maddenin yapisina
bagh olarak, bu etkilesim déniusumlil ya da dénisumsiz sekilde gergeklesmektedir
(125). Interkalasyon, DNA' da zincir kirlmasina yol acarak ve DNA senteziyle DNA'
ya bagimh RNA sentezini bozmaktadir. Bu maddeler Topoizomeraz (Il) enzimini
inhibe ederler. interkalasyon yapabilen bazi ilaglarin etki mekanizmalari, bu sekilde

aciklanmaktadir.

b rﬂ%

Sekil-13: interkalasyonun Farkli Agilardan Gésterimi
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2.3.1.1.3. Niikleik Asit (DNA) Hibridizasyonu:

Nilkleik asit hibridizasyonu, baz giftlerinin 6zel hibridizasyon kosullarina bagli

olarak kararh bir dupleks molekili olugturmasidir (4).

(a) r} \4. ’ ¢ .

s.‘
Sicakhk ile
denatiirasyon Sogutma ile

renatiirasyon
(b} . .
h 3 - . =3 ity

RNA dizisi DNA dizisi

Sekil-14: Nukleik Asit Hibridizasyonu.

2.4 DNA BiYOSENSORLERI (GENOSENSORLER)

Biyosensor tasariminda kullanilan dizi tanima yizeyleri, Analitik Kimya
alaninda yeni ve ilgi gekicidir (89,97,99,113). Bu tur tanima yizeyleri, sahip
oldugumuz bilinen elektrokimyasal biyosensérlere yeni boyutlar kazandiracak ve
gelecekte hasta basinda veya doktor goézetimindeki analizlierde 6énemli bir rol
oynayacaktir (114).

Tanima ylizeyi olarak DNA’'nin kullanildigi biyosensérlere DNA biyosensorleri

adi verilir (75, 79, 88, 93, 114). DNA tanima yuzeyleri, dizisi belli hibridizasyon
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olaylarinin izlenmesinde (80, 110) veya bu yizey ile etkilesime giren analizlenecek
maddelerin (karsinojen madeler ,ilaglar, vb.) tayininde kullanilabilir (10,102,104,110).
DNA Biyosensorleri (Genosensorler) dizisi belli hibridizasyon olaylarinin
.izlenmesinde veya bu yiizey ile etkilesime giren analizlenecek maddelerin (karsinojen
maddeler, ilaglar vb.) tayininde kullanilabilir.

2.4.1. ilag -DNA Etkilegsmesinin Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri ile
Algilanmasi:

DNA hedefli ilag tasanmlnda, ilagc-DNA etkilesmesinin énemli bir yeri vardir.
Yeni sentezlenen kiglik molekdllerin DNA’ya baglanmasi ve onunla etkilegsmesi,
yeni ilaglarin tasariminda oldugu kadar, DNA'yi algilama yo&ntemlerinin
gelistiriimesinde ve gevreye zararli maddelerin algilanmasinda da 6nemli yer tutar
(84). DNA ve hedef molekil veya ilag arasindaki molekiler etkilesim, bu bilesiklerin
hizli gérintilenmesi ve aygitlarin gelistirimesi igin &nemlidir. llaglarin DNA'ya
baglanmasi ile ilgili ¢esitli etkilesim turleri vardir. Bu etkilesim cesitleri, elektrostatik

baglanma, capraz baglanma ve interkalasyonla etkilesmedir.

Incelenen maddenin, DNA ile etkilesmesi sonucu olugan, DNA' daki bir bazin
veya incelenen maddenin sinyalindeki degisiklikler sayesinde maddenin DNA ile
etkilesme thril hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Ozellikle bazi antikanser ilaglarin
DNA ile etkilesmelerinin degisik metodlarla (36,64,73,81) incelenmesinin yanisira,
ozellikle son vyillarda elektrokimyasal y®ntemlere dayali tayinler (Tablo-1)
kullaniimasi elektrokimyasal DNA biyosensérlerinin  énemini arttirmaktadir.
Kullanilan yéntem basit ve diigsik maliyetli olup, hizli ve seg¢imli- bir sekilde, DNA ile
etkilesme turd incelenen ve ilag olarak hedeflenen maddenin az miktarlarinda

galismayt mimkiin kilmaktadir.
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Tablo-1: Son yillarda elektrokimyasal DNA biyosensérleri kullanilarak bazi

DNA hedefli maddelerin ve antikanser ilaglarin DNA ile etkilegmelerinin degisik

metotlarla tayini.
. Elekirokimyasal . . A
Tlag Yénte n{ 1lag sinyali DNA sinyali Kullanilan elektrot Kaynaklar
Adsorptif Transfer Interkalasyon
Doksorubisin Siyirma Alternatif Akim |  sebebiyle sinyalde - Asili civa damla elektrodu 96
Voltametrisi azalma
Kronopotansiyometrik Interkalasyon Guanin sinyalinde elZ:trr ‘:: l:(a;:':nka;b::m
Daunomisin Siyirma analizi, sebebiyle sinyalde herhangi bir clekt rr;du Dﬁne‘; disk 119
Danlsimla voltametri azalma depisiiiik yok. eléktrot
D8nlgtmia voltametri | Ast lle aktive edilmig
Miomisin G | o o otametris | MEOMISin C sinyalinde Guanin snyalinde | - Asih civa damia eleidrod, 71,82
re dalga voltame azalma azaima Perde baskill karbon elektrot
. .. | Guanin ve adenin
Diferansiye! Puls D&n0gimsiz ve pH'a bazina ait
Mitoksantr voltametrisi, bagl bir lag spesifik bir Camsi karbon elektrot, 932
clksaniren Dénlsomit voltametri, elektroksidasyonu eptkilegme Karbon pastas elektrodu '
Kare dalga voltametrisi sbzkonusudur. gézlenmenmistir.
Prometazin
Potansiyometrik .
Fenctiyazin Interkalasyon . "
Klorpromazin Symna ancllzy sebebiyle sinyalde EEEn s yslipt Karbon pastas) elektrodu 120
Diferansiye! Puls azalma
Tiyoridazin . artig
voltametrisi
Proklorperazin
DNA'ya ¢apraz
" Diferansiye! puls bagjlanmas!
Karboplatin voltametrisi - sebebiyle, Adenin Camsi karbon elektrot 11
sinyalinde artig
Dénlistm|G voltametri, interkalasyon
Epirubsin Diferansiyel puls sebebiyle sinyalde . K%’:;“sl”,f:::z:fe'f;“&ﬁ“ 28, 128

voltametrisi azalma
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llagc-DNA etkilesimini elektrokimyasal biyosensérle tayin ederken izlenen yol
su sekildedir; Etkilesim &ncesi ve sonrasi mevcut ilag sinyalindeki ve/veya DNA'daki
elektroaktif bazlar, guanin ve adenin sinyalindeki degisim olciiir ve bu degisime

gore etkilesim hakkinda yorum yapilir (33).

A Elektrot yiizeyinde etkilegim

a. DNA modifiye edilmis elektrot

l
|~ Vi |
ELEKTROKIMYASAL SINYALLER

b. ilag modifiye edilmis elektrot Etkilegim dncesi " Etkilegim sonrasi
~ | 500nA -
l g /\ g ] s00na
= =
\os_/ & : _ ) : S\
B Cozelti iginde etkilesim POTANSIYEL (v) POTANSIYEL (V)

|

DHA+ ilag

Sema-2: llag-DNA etkilesmesine dayali elektrokimyasal DNA biyosensérlerinin
(genosensorlerin) tasanminin sematik olarak gésterilmesi: A) Calisma elektrodu
ylizeyinde etkilesimin a) DNA.tutturuImus elektrot, b) ilag¢ tutturulmus elektrot
kullaniimasi ile tayin. B) Cézelti fazinda etkilesim. Etkilesim basamagindan sonra
izlenen basamaklar: elektrodun yikanmasi ve voltametrik teknikler kullanilarak
elektrokimyasal dlgiimlerin yapiimasi ve sinyallerin kiyaslanmasi; etkilesim Sncesi
velveya sonrasi ila¢ ve/veya DNA'nin voltametrik sinyalindeki artma veya

azalmanin bulunmasi.
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BOLOUM II

GEREG ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Olguimler ve deneyler sirasinda kullanilan tiim cihaz, donanim ve yazilimlar
sunlardir;

Terazi (Sartorious-Analytic A-200)

Ses titregimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)

pH-metre (Schott-Mainz CG 710)

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

Potansiyostat; AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda)

Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu)

Ag/AgCl referans elektrot

. Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullaniids.)

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Mitomycin C (Sigma)

Asetik asit ( %99-100) (Merck)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Sodyum Hidroksit (Merck)
Dipotasyummonohidrojenfosfat (Riedel-de Haen)
Potasyumdihidrojenfosfat (Riedel-de Haen)

Grafit tozu (Fisher)

Mineral ya§ ( Acheson 38)
Tris(hidroksimetil)aminometan hidroklorir (Sigma)

Sodyum kloriir (Sigma)
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Buzag! timus bezinden elde edilen DNA [=Calf Thymus DNA; ¢ift sarmal DNA
(dsDNA) ve tek sarmal DNA (ss DNA)] (Sigma)
Tom caligmalarda Mili Q distile su kullanildi. Deneysel galismalar oda

sicakliginda (25.0 £ 0.5 ) °C’ de gergeklestirildi.
2.2.1 Mitomycin C (MC) Hakkinda Genel Bilgi :

Acik kimyasal formiil:

NH,

Kapali kimyasal formul: C15H18N4Os

Kimyasal adlandirma: [1aS-(1aa,8p,8aa,8ba)]-6-amino-8-{[(amino karbonil) oksi]

metil]-1,1a,2,8,8a,8b,-hekzahidro-8a-metoksi-5-metilazirinol[2’,3':3,4]pirolo[ 1,2-a]-

indol-4,7-dion, Ametisin
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Kimyasal Ozellikleri:  Su, metanol, aseton, butil asetat, siklohekzanon iginde giic,

benzen, karbontetrakloriir ve eterde ise kolay céziinar. Molekll agirhgi, 334 g/mol’

dar.

Farmakolojik 6zellikleri: Mitomycin C, klinikte solid timorlere karsi kullanilan

antikanser etkili bir antibiyotiktir. Bu ilag molekilu sitotoksik karakter tasir. Ayrica
cesitli etkenlerle (deriden penetrasyon (temas etmesi) ya da sol‘unum yollar: vb.) bu
molekiile maruziyet sonucunda normal insan hiicreleri de hasar gormektedir. MC, iki
guanin molekllu ile baglanarak DNA'daki ¢ift zinciri birbirine baglar. Bu baglanma
DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe eder (37). MC cok toksik bir
maddedir. Letal doz (I.V.) 5 - 9 mg / kg farelerdeki gecikmeli toksisitesi enjeksiyondan

2 glin ile 2 hafta sonra gériimektedir (71,82,93,94,105,108,114).
2.2.2 Lycorine (LYC) Hakkinda Genel Bilgi :

Acik kimyasal formiil:

Kimyasal adlandirma: 3,12-didehidro-9,10-[metilenbis(oksi)]-galantan-1a,28-diol
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LYC, Amaryllidaceae familyas! bitkilerinin tagidigi ana alkaloitlerin ilgi ¢ekici
olanlarindan biri olup gﬁnUmUie kadar farkli genuslara ait tarlerde varlig

saptanmigtir (46).

Farmakolojik &zellikleri: LYC'in bazt RNA ve DNA virlsleri Gzerinde saptanmig

antiviral etkisi oldugu bilinmektedir. Cocuk felci, kizamik, Herpes Simplex Tip | gibi
bazi virisleri doza badimlt olarak inhibe eder. Ayni zamanda sitotoksik ve
antimalaryal aktiviteye de sahiptir (65,98). Ayrica literatiirde LYC'in murine ascites
timoriin in vivo bliylmesini inhibe ettigi ve in vitro sartlarda timor hicrelerinin
canlihgini azalttigr kayithdir. Murjne hiicrelerde DNA'nin ve proteinlerin sentezini
inhibe ettigi de rapor edilmigtir (39). LYC'in kiltire alinmisg K-ras-NRK hicrelerinde
protein sentezini spesifik olarak inhibe ettiji ve dolayisiyla da LYC'in memeli
hticrelerinde protein sentezinin etkili bir inhibitéri oldugu gésterilmistir (61). Ayrica
farkll analiz yontemleri kullanarak (6rnegin, HPLC), LYC’in DNA ve/veya RNA ile

etkilesmesini gosteren raporlar, literatirde mevcuttur (45,100).

lzolasyonu ve karakterizasyonu: Caligsmada kullanilan LYC Ege Universitesi Eczacilik

Fakultesi Farmakognozi Anabilim Dali tarafindan, Tirkiye'de yetisen Stermbergia
sicula Tineo ex Guss. ve Galanthus elwesii Hook. bitkilerinden izole edilmis olup,
yapisi modern spektroskopik teknikler (NMR, UV, IR, MS) kullanilarak aydinlatiimistir

(58,63).

2.2.3. Kullanilan Gozeltilerin Hazirlanigi
2.2.3.1 Oligoniikieotit Cozeltilerinin Hazirlanig::
Tum oligonukleotit stok g¢ozeltileri Mili Q distile su ile 1000 pg/mL

konsantrasyonunda hazirlandi ve sifir derecenin altinda sakland:.
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2.2.3.2. Tampon Gozeltilerin Hazirlanis::

Tim tampon ¢ozeltilerin hazirlaniginda Mili Q distile su kullandi. Tampon
cozeltiler hazirlandiktan sonra plastik siselerde, buzdolabinda saklands. lyonik kuvveti
saglamak igin Tris-EDTA tamponu hari¢ tim tampon ¢ozeltilerinin litresine derigimi

0.02 M olacak sekilde 1.168 g NaCl eklendi.

0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlamisi (pH 7.4):

Olgtimler sirasinda kullanilan 0.05 M fosfat tampon ¢ézeltisi litresinde 1.36 g
(0.01 mol) KH,PO,4 ve 6.96 g (0.04 mol) K:HPO, icermektedir. Hazirlanan tampon
¢6zeltisinin pH degeri yaklagik 7.4 olmaktadir. Gerekliyse pH , 0.1 N NaOH ve / veya

0.1 N HCl ilavesiyle pHmetre ile 7.4’e ayarlanir.

0.50 M asetat tampon ¢6zeltisinin hazirlanig) (pH 4.8):

Kullanilan 0.50 M asetat tampon ¢ozeltisi litresinde 0.2722 g sodyum asetat
trinidrat ve 0.1154 mL asetik asit icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 4.8 degerine
ayarlanmasi, 0.1 N NaOH ve/lveya 0.1 N HCI ilavesiyle, pHmetre ile 6l¢iilerek

gerceklestirilir.

0.02 M Tris HCI tampon ¢6zeltisinin hazirlanigi (pH 7.0):

Kullanilan 0.02 M Tris HCI tampon ¢dzeltisi litresinde 3.152 g Trizma HCI
icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 7.0 degerine ayarlanmasi, 0.1 N NaOH ve / veya

0.1 N HCl ilavesiyle, pHmetre ile di¢Ulerek gergeklestirilir.

0.01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢dzeltisinin hazirlanisi (pH 8.0):

Kullanilan 0.01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢dzeltisi litresinde 1.576 g

Trizma HCl ve 0.372g EDTA igermektedir. Cézeltinin pH'sinin 8.0 degerine
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ayarlanmasi, 0.1 N NaOH ve/veya 0.1 N HCI ilavesiyle, pHmetre ile Olgiilerek

gerceklestirilir.
2.3 Kullanilan Yontem

Kullanilan elektrotlarin aktivasyonu, elektrot yuzeyine dsDNA vel/veya
polintkleotitierin modifiye edilmesi (tutturulmasi), DNA materyalinin madde ile elektrot
ylzeyinde velveya c¢oOzelti bazinda incelenen madde ile etkilesmesine iligkin

basamaklarda, mevcut literatirlerde (28, 32, 83) rapor edilen yol izlenmistir.

2.3.1. Kullanilan Elektrotlarin Hazirlanigi

2.3.1.1. Karbon Pastasi Elektrodunun (CPE) hazirlanigi:

Caligma elektrodu, ¢capt 3 mm olan cam borudan hazirland. lg kisminda karbon
pastasi iceren elektrotta elektriksel iletkenlik bakir tel ile saglandi. Karbon pastasi,
grafit tozu ile mineral yagin 7:3 oraninda homojen bir sekilde karistiriimasiyla
hazirlandi. Elektrot (CPE) hazirlandiktan sonra elektrot ylzeyi, yagh kagit ile
homojen bir yiizey haline gevrildi. Her deneyden &énce elektrodun yiizeyi yenilendi
(14, 15, 106, 107).

2.3.1.2. Kalem Ucu Grafit Elektrot (PGE) Hazirlanisi:

Caligmada kullanilan kalem ucu elektrot, Tombo kalem uglarinin 3 cm

boyutunda kesilmesiyle hazirlandi (83, 118).

2.3.2. LYC ile DNA etkilesmesinin Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)
teknigi kullanilarak elektrokimyasal incelenmesi:

1000 pg/ml LYC stok ¢ozeltisi Mili Q distile suyla hazirlandi. Calisma ortami
olarak, 0.5 M asetat tamponu (pH 4.8) ve 0.02 M Tris HCI tamponu (pH 7.0)

kullanildi.
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2.3.2.1. LYC ile DNA etkilesmesinin PGE ve CPE elektrotian kullanilarak
guanin yilikseltgenme sinyalindeki degisim lizerinden elektrokimyasal olarak
incelenmesi:

2.3.2.1-A. CPE kullanilarak yapilan caligmada izlenilen basamaklar:

Karbon pastasi elektrodu (CPE) ’ nun aktivasyonu: CPE, 0,05M asetat
tamponu ¢ozeltisinde (pH:4.8) +1.7 V uygulanarak 60 saniye sire ile karnistinimayan
sistemde aktive edildi.

CPE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yizeyi aktive edilmis CPE, asetat
tamponu (pH:4.8) icinde hazirlanmis olan 10 pg/mL konsantrasyonda dsDNA
¢cOzeltisine daldirildi ve +0.5 V gerilim uygulanarak 5 dakika siireyle karisan ortamda
DNA elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu ile yapild.

Lycorine (LYC)’nin DNA ile etkilegimi: dsDNA immobilize edilmis CPE
potansiyel uygulanmaksizin Tris-HC! (pH:7.0) icerisinde hazirlanmigs 25-100 pg/mi
konsantrasyonlarinda dedisen LYC ¢ozeltisi icerisinde, 5 dakika slrreyle karigan
ortamda bekletildi. Yikama iglemi Tris tamponu (pH:7.0) ile yapildi.

Olgiim: +0.2 V ile +1.4 V arasinda 30mV/s tarama hiziyla 50 mV'luk puls
genliginde tarama yapilarak asetat tamponu (pH 4.8) ortaminda &lgim
gerceklestirildi. +1.0 V civarinda gbzlenen guanin bazina ait yiikseltgenme
sinyalindeki degisim incelendi.

Ayrica ayni ¢aligma, ayni kosullarda ylizeyine DNA modifiye edilmemis CPE ile
tekrarlandi ve sinyallerdeki degisim &l¢tldi.

2.3.2.1-B. PGE kullanilarak yapilan ¢aligmada izlenilen basamaklar:

Kalem grafit elektrodu (PGE) ’ nun aktivasyonu: PGE, 0.05M asetat
tamponu ¢ozeltisinde (pH:4.8) +1.4 V uygulanarak 30 saniye sure ile karnigtiriimayan

sistemde aktive edildi.
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PGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yizeyi aktive edilmis PGE, asetat
tamponu (pH:4.8) icinde hazirlanmig olan 16 pg/mL konsantrasyonda dsDNA
cozeltisine daldirildi ve 7.5 dakika slreyle ortamda DNA elektrot yiizeyine
tutturuldu. Yikama iglemi asetat tamponu ile yapildi.

Lycorine (LYC)’nin DNA ile etkilegsimi: dsDNA immobilize edilmis PGE
potansiyel uygulanmaksizin Tris-HCI (pH.7.0) igerisinde hazirlanmig 25-100 ug/ml
konsantrasyonlarinda degisen LYC cézeltisi icerisinde, 5 dakika sireyle karisan
ortamda bekletildi. Yikama iglemi Tris tamponu (pH:7.0) ile yapildi.

Olgiim: +0.2 Vile +1.4 V arasinda 30mV/s tarama hlilyla 50 mV'luk puls
genliginde tarama yapilarak asetat tamponu (pH 4.8) ortaminda 6lgim
gerceklestirildi. +1.0 V civarinda gbzlenen guanin bazina ait yikseltgenme
sinyalindeki degisim incelendi.

Ayrica ayni ¢aligma, ayni kosullarda ylizeyine DNA modifiye edilmemis PGE ile
tekrarlandi ve sinyallerdeki degisim olctldi.

2.3.2.2. LYC ile DNA etkilesmesinin PGE elektrodu kullanilarak adenin
yilikseltgenme sinyalindeki degisim (izerinden elektrokimyasal olarak
incelenmesi:

Kalem grafit elektrodu (PGE) ' nun aktivasyonu: PGE, 0.05M asetat
tamponu ¢ozeltisinde (pH:4.8) +1.4 V uygulanarak 30 saniye sire ile karigtiriimayan
sistemde aktive edildi.

PGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis PGE, asetat
tamponu (pH:4.8) iginde hazirlanmis olan 16 pg/mL konsantrasyonda dsDNA
cOzeltisine daldirildi ve 7.5 dakika slireyle ortamda bekletilerek DNA elektrot

ylizeyine tutturuldu. Yikama iglemi asetat tamponu ile yapildi.
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Lycorine (LYC)’'nin DNA ile etkilesimi: dsDNA immobilize edilmis PGE
potansiyel uygulanmaksizin Tris-HCI (pH:7.0) igerisinde hazirlanmig 25-100 pyg/mi
konsantrasyonlarinda degisen LYC c¢ézeltisi icerisinde, 5 dakika sireyle karisan
ortamda bekletildi. Yikama iglemi 'Tris tamponu (pH:7.0) ile yapildi.

Olgiim: +0.2 V ile +1.4 V arasinda 30mV/s tarama hiziyla 50 mV'luk puls
genliginde tarama vyapilarak asetat tamponu (pH 4.8) ortaminda &lgim
gerceklestirildi. +1.2 V civarinda gbézlenen adenin bazina ait ylkseltgenme
sinyalindeki degisim incelendi.

Aynica ayni galigma, ayni kosullarda yiizeyine DNA modifiye ediimemis PGE ile
tekrarlandi ve sinyallerdeki degisim &l¢ulda.

2.3.2.3. DNA konsantrasyonundaki degigsiminin - yanita etkisinin
incelenmesi:

Bu galismada PGE ve dsDNA modifiye edilmis PGE kullanildi. Yéntem 2.3.2.1-
B'deki kosullarda yapildi. Ortamdaki dsDNA miktari, 8 ug/ml'den 32 pg/ml'ye artirildi
ve bu konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi incelendi.

2.3.2.4. LYC konsantrasyonundaki degigimin yanita etkisinin incelenmesi:

Kalem grafit elektrodu (PGE) ' nun aktivasyonu: PGE, 0.05M asetat
tamponu ¢ozeltisinde (pH:4.8) +1.4 V uygulanarak 30 saniye sire ile karigtinlmayan
sistemde aktive edildi.

LYC’nin c¢ézelti fazinda etkilesmesi: Asetat tamponu igerisinde (pH:4.8)
hazirlanan 10 pg/mL dsDNA ¢ozeltisi icersine 0.5-2 pg/ml araliinda artan
konsantrasyonlarda LYC ilave edildi. PGE, bu karnsim iginde, +0.5V gerilim
uygulanarak 5 dakika sureyle karigan ortamda tutuldu. Yikama islemi asetat

tamponu (pH:4.8) ile yapiidi.
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Olgiim: +0.2V ile +1.4V arasinda 30mV/s tarama hiztyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama vyapilarak  asetat tamponu (pH: 4.8) ortaminda 6&l¢im
gerceklestirildi. +1.0 V civarinda gézlenen guanin bazina ve +1.2 V civannda
gbzlenen adenin bazina ait yukseltgenme sinyallerindeki degisim inéelendi.

2.3.2.5. LYC etkilesim siiresindeki degigimin yanita etkisinin incelenmesi:

Bu calismada PGE ve dsDNA modifiye edilmis PGE kuIIaniIdl. Yoéntem 2.3.2.1-
B'deki kosullarda yapildi. Ortamdaki LYC ile PGE'ye tutturulan dsDNA'in etkilesim
stresi, 1-10 dakika arasinda degigen siirelerde artinldi ve etkilesim siiresindeki bu
degisimin yanita olan etkisi incelendi.

2.3.2.6. LYC ile poli[G] etkilegmesinin elektrokimyasal olarak incelenmesi:

Bu ¢alismada PGE ve dsDNA modifiye edilmig PGE kullanildi. Yéntem 2.3.2.1-
B'deki kosullarda gerceklestiriidi. DNA materyali olarak olarak dsDNA yerine bir
polintkleotit olan poli{G] kullanildi. +1.0 V civarinda gézlenen guanin bazina ait
ylUkseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

2.3.3. Mitomisin C (MC) ile DNA etkilegsmesinin elektrokimyasal olarak
incelenmesi:

1000 pg/ml MC stok coézeltisi Mili Q distile suyla hazirlandi. Calisma ortami
olarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ve 0,02 M Tris HCI tamponu (pH 7,0)
kullanildt.

2.3.3.1. MC ile DNA etkilesmesinin PGE kullanilarak, guanin ve adenin
yiikseltgenme sinyallerindeki degisim (lizerinden elektrokimyasal olarak
incelenmesi: |

Kalem grafit elektrodu (PGE) ' nun aktivasyonu: PGE, 0,05M asetat
tamponu ¢ozeltisinde (pH:4,8) +1,4 V uygulanarak 30 saniye stire ile karigtiriimayan

sistemde aktive edildi.
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PGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yizeyi aktive edilmis PGE, asetat
tamponu (pH:4.8) icinde hazirlanmig olan 10 pg/mL konsantrasyonda dsDNA
¢cOzeltisine daldinldi ve +0.5V gerilim uygulanarak 5 dakika siireyle karigan ortamda
DNA elektrot yiizeyine tutturuldu. Yikama iglemi asetat tamponu ile yapildi.

Mitomisin C (MC)’nin DNA ile etkilesimi: dsDNA immobilize edilmis PGE,
Tris-HCI (pH:7.0) icerisinde hazirlanmig 2 ug/ml MC ¢ézeltisi igerisinde potansiyel
uygulamaksizin, 2 dakika sireyle karigan ortamda bekletildi. Yikama iglemi Tris
tamponu (pH:7.0) ile yapildi.

Olgiim: +02 Vile +14 V arasinda 30mV/s tarama hiziyla 50 mV'luk puls
genliginde tarama vyapilarak asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda 6lgim
gerceklestirildi. + 1,0 V civarinda g6zlenen guanin ve +1,2 V civarinda gézlenen
adenin bazina ait ylkseltgenme sinyalindeki degisim incelendi. Ayrica ayni ¢alisma
ayni kosullarda, ylzeyine DNA modifiye edilmemis PGE ile tekrarlandi ve
sinyallerdeki degisim olcilda.

2.3.3.2. MC konsantrasyonundaki degisimin guanin ve adenin
ylikseltgenme sinyaline dayali yanita olan etkisinin incelenmesi:

Bu calismada PGE ve dsDNA modifiye edilmis PGE kullanidi. Yéntem
2.3.3.1.'deki kosullarda gergeklestirildi. Ortamdaki MC miktari 0.1 pg/ml'den 5
ug/ml'ye artirildi ve bu konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi incelendi.

2.3.3.3. MC konsantrasyonundaki degisimin, MC yiikseltgenme sinyaline
dayah yanitta olan etkisinin incelenmesi:

Bu calismada PGE ve dsDNA modifiye edilmis PGE kullanildi. Yéntem
2.3.3.1.deki kosullarda gerceklestirildi. Ortamdaki MC miktan 0.1 pg/mlden 5

pg/mi'ye artinldi ve bu konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi incelendi.
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1. BOLUM

BULGULAR ve TARTISMA

3.1. LYC ile DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak incelenmesine

iligkin bulgular:

3.1.1. LYC ile DNA etkilesmesinin PGE ve CPE elektrotlan kullanilarak,

guanin yiikseltgenme sinyalindeki degisim (izerinden elektrokimyasal olarak

incelenmesinde elde edilen bulgular:
Yéntem, 2.3.2.1-A ve 2.3.2.1-B 'de anlatiidigi gibi yapildi. .

LYC'in CPE ve PGE ylzeyine modifiye edilmig ¢ift sarmal DNA (dsDNA)'nin
etkilesmesini DNA'nin elektroaktif bazi, guanin'e ait +1.0 V 'da gbzlenen

yiikseltgenme sinyalindeki degisim Uzerinden inceledigimizde, elde edilen

voltamogramlar asagidaki sekildedir.

A B
[s0na
2 g
g =
:
X
< L
0.94 0.98 1.02 0901 101 1.1
POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

Sekil-15: (A) CPE yuzeyinde 10 pg/mL dsDNA oldugu zaman LYC ile
etkilesime ait diferansiyel puls voltamogramlari : Guanin yikseltgenme sinyalleri (a)
etkilesim 6ncesi dsDNA modifiye edilmis CPE'de elde edilen guanin yiikseltgenme

sinyali. CPE ylizeyinde dsDNA ile etkilesen LYC konsantrasyonu (b) 25 pg/mL , (c)
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50 pg/mL, (d) 100 pg/mL, (e) 25 pg/mL konsantrasyonda yalniz LYC , 0.05 M asetat
tamponu (pH: 4.80) icinde dsDNA modifiye edilmis CPE'de. (B) PGE yiizeyinde 16
pg/mL. dsDNA oldugu zaman LYC ile etkilesime ait diferansiyel puls voltamogramiari
(a) dsDNA modifiye edilmis PGE’de elde edilen guanin yiikseltgenme sinyali. PGE
ylizeyinde dsDNA ile etkilegsen LYC konsantrasyonu (b) 25 pg/mL , (¢) 50 yg/mL, (d)
100 pg/mL , (e) DNA icermeyen ortamda 25 pg/mL LYC konsantrasyonunda

goézlenen sinyal.

Yapilan arastirmalar sonunda, LYC’in bazi RNA ve DNA virGsleri Gzerinde
saptanmis antiviral etkisi oldugu bilinmektedir. Cocuk felci, kizamik, Herpes Simplex
Tip |1 gibi baz virGsleri doza badimh olarak inhibe eder. Ayn1 zamanda sitotoksik ve
antimalaryal aktiviteye de sahiptir (65,98). Ayrica literatiirde LYC'in murine ascites
timorin in vivo blyumesini inhibe ettidi ve in vitro sartlarda tumér hicrelerinin
canhhigini azalttigi kayitlidir. Murine hicrelerde DNA'nin ve proteinlerin sentezini
inhibe ettigi de rapor edilmistir (39). LYC'in kiltire alinmig K-ras-NRK hiicrelerinde
protein sentezini spesifik olarak inhibe ettigi ve dolayisiyla da LYC'in memeli
hiicrelerinde protein sentezinin etkili bir inhibitéri oldugu gdsterilmigtir (61).
Calismamizda ise, LYC'in 25, 50 ve 100 pg/mL gibi degisik konsantrasyonlarinin
dsDNA modifiye edilmis PGE ile etkilesmesi sonucunda, guaninin yikseligenme
sinyaline dayali yanitta bir azalma gérildu.

25 pg/mL konsantrasyondaki LYC'in, CPE yiizeyine immobilize edilmis 10
pg/mL konsantrasyonundaki dsDNA ile etkilesimine ait tekrarlanabilirlik galismasinda,
guanin yukseltgenme sinyali izerinden DPV &lcimi yapildiginda (n=3), badil
standart sapmasi %11.3 olan 166.1 nA diizeyinde bir sinyal elde edildi ve tayin siniri

S/N=3'den, 225 ng/mL olarak hesaplandi.
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25 ug/mL konsantrasyondaki LYC'in, PGE ylzeyine immobilize edilmis 16
Mg/mL konsantrasyonundaki dsDNA ile etkilesimine ait tekrarlanabilirlik galigmasinda,
guanin ylkseltgenme sinyali Gzerinden DPV élgimil yapildiginda (n=3), bagil
standart sapmasi % 4.6 olan 1242 nA diizeyinde anlaml bir sinyal elde edildi ve
tayin sinin S/N=3'den, 30.2 ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen bulgular
incelendiginde CPE ile elde edilen degerlere kiyasla, PGE ile elde edilen tayin
sininnin daha disik oldugu ve sonuglarin daha tekrarlanabilir oldugu gériiimektedir.
Calismada tekrarlanabilirlidi, haséasiyeti, tek kullanimlik olmasi, galigmaya getirdigi

kolaylik ve caligma suresini kisaltmasi nedeniyle, PGE daha uygun bulunmusgtur.

3.1.2. LYC ile DNA etkilesmesinin PGE kullanilarak, adenin yiikseltgenme
sinyalindeki degisim lizerinden elektrokimyasal olarak incelenmesinde elde

edilen bulgular:

Yéntem, 2.3.2.2." de anlatildigi gibi yapildi. LYC'in PGE ylzeyine modifiye
edilmis ¢ift sarmal DNA (dsDNA)'nin etkilesmesini DNA'nin elektroaktif bazi, adenine
ait, +1.20 V'da gozlenen vyilkseligenme sinyalindeki degisim Uzerinden

inceledigimizde, elde edilen voltamogram agagidaki sekildedir.

a
Isn nA b

AKIM  (nA)

— — — ———
41.20 1.25 1.30 1.35
POTANSIYEL (V)
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Sekil-16: PGE yizeyinde 16 pg/mL dsDNA oldugu zaman LYC ile etkilesime ait
diferansiyel puls voltamogramiari : Adenin yikseltgenme sinyalleri (a) etkilesim
oncesi dsDNA modifiye edilmis PGE'de elde edilen adenin yiikseltgenme sinyali.
PGE yilizeyinde dsDNA ile etkilesen LYC konsantrasyonu (b) 25 ug/mL , (c) 50
pug/mbL, (d) 100 pg/mL, (e) DNA icermeyen ortamda 25 pg/mL LYC

konsantrasyonunda gozlenen sinyal.

LYC’in 25, 50 ve 100 ug/mL gibi degisik konsantrasyonlarinin dsDNA modifiye
edilmis PGE ile etkilesmesi sonucunda adeninin ylikseltgenme sinyalinde, yanitta bir
azalrﬁa gorulda. |

Guanin ve adenin sinyallerindeki bu azalma, LYC’in bu bazlara baglanmasindan
meydana gelebilir: gézlenen degdisim, adenin ve guanin gibi ylukseltgenebilen gruplar
olan elektroaktif bazlann LYC'in elektrot ylzeyindeki DNA ile etkilesirken hasar

gérmesi seklinde agiklanabilir.

3.1.3. dsDNA konsantrasyonundaki degisimin yanita etkisinin

incelenmesine iligkin bulgular:

Yontem, 2.3.2.3. 'de anlatildigi gibi yapildi. LYC'in optimum konsantrasyonu 25
pg/mL oldugunda DNA konsantrasyonu 8 pyg/mL'den 32 pg/ml’ye artirildi§i zaman,
ne guanin sinyalinde ne de adenin sinyalinde bir degisiklik gézlenmedi. Bitin
deneylerde dsDNA'nin PGE yilizeyine immobilizasyonunda optimum dsDNA

konsantrasyonu olarak 16 yg/mL kullanildi.
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3.1.4. LYC konsantrasyon degisiminin yanita etkisinin incelenmesine

iliskin bulgular:

Yontem, 2.3.2.4. 'de anlatildig: gibi yapildi.

AKIM (nA)

800
7001
600

500+
4004
3004
200-

100

LYC KONSANTRASYONU (ug/mL)

0 05 1 2

(nA)

AKIM

 m— ’ v I
0 0.5 1 2
LYC KONSANTRASYONU (pg/mL)

Sekil-17: LYC'in dsDNA ile etkilesiminde, LYC konsantrasyon degisiminin

yanita etkisinin incelenmesine ait histogram: (A) guanin ve (B) adenin yiikseltgenme

sinyali.
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dsDNA, c¢ozelti fazindaki LYC'in artan konsantrasyonlari ile etkilestidi zaman,
LYC’in 0,5 pg/mL’a kadar olan kdnsantrasyonda guanin sinyaline ait yanitta hizh bir
azalma go6zlendi ve bu konsantrasyon degerinden sonra, yanit 1 pg/mL’ya kadar artti.
1 gg/mL ile 2 pg/mL konsantrasyon araliinda, arasinda yanitta bir artma
gézlenmedi.

Guanin sinyallerindeki artma dsDNA sarmal yapisinin aglimasina ve/veya
bozulmasina dayandirilabilir. Guaninin oksidasyon sinyalindeki benzer bir artis, DNA
yapisini bozan ajanlar icin Fojta ve arkadaslan (38) tarafindan damlayan civa
elektrodu ile ve Erdem ve arkadaglan (28, 32, 33) tarafindan CPE / PGE kullanilarak
gbzlenmistir. Dolayisiyla, LYC asDNA sarmalini agtiyi zaman guanin bazlar
ylkseltgenmeye uygun hale gelebilmektedir, buna bagh olarak daha yiiksek bir
guanin sinyali gbzlenmektedir seklinde yorumlanabilir.

dsDNA, cézelti fazindaki LYC'in artan konsantrasyonlari ile etkilestigi zaman,
LYC'in 0,5 yg/mL’a kadar olan konsantrasyonda adenin yiikseltgenme sinyaline
dayali yanitta dramatik bir azalma gézlendi. 1 yg/mlL’a kadar keskin bir artis gérildd.
Konsantrasyon araligi, 1 yg/mL ile 2 pg/mL arasinda yanitta bir artma gézlenmedi.
Adenin sinyaline dayali sonuglar guanin sinyaline dayall sonuglarla paralellik
gostermektedir. Adenin sinyaline dayall yanitta benzer bir azalma, dsDNA sarmal
yapisinin aclimasina velveya bozulmasina dayandinlabilir. Ayrica LYC, dsDNA
sarmalini a¢tiyi zaman adenin bazlar yukseltgenmeye uygun hale gelebilmektedir

seklinde yorumlanabilir.
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3.1.5. LYC etkilesim siiresinin yanita etkisinin incelenmesine iligkin
bulgular:

Yoéntem, 2.3.2.5. 'de anlatildigi gibi yapildi.

‘A 2500,
2000
)
1500-
§1oon-
500 -
0 oty i —t— i
o 1 3 5 7 10
SURE (DAKIKA)
e 1600
— 1400
g 1200.
1000-
E 800 .-
v
X 600
400
2004
0 T R _1
01 3 657 10
SURE (DAKIKA)

Sekil-18: LYC'in dsDNA ile etkilesiminde, etkilesim slresinin yanita etkisinin
incelenmesine ait histogram: (A) guanin ve (B) adenin yukseltgenme sinyali.
LYC'in etkilesim siiresi olarak 1 dakika ile 10 dakika arasinda degisen sireler

uygulandi. 1 dakikaya kadar guanin oksidasyon sinyaline dayali yanitta kademeli bir
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azalma ve 1 dakikadan 3 dakikaya kadar olan siirede ise, yanitta keskin bir azalma
elde edildi. 3 dakikadan sonra 10 dakikaya kadar kademeli bir azalma gézlendi.
LYC'in etkilesim stresi, 10 dakikaya kadar ylkseltildiginde, adenin sinyalinde ilk 3
dakikada hizli bir azalma elde edildi ve 3 dakikallk etkilesim siiresinden sonra bu
sinyalde, 10 dakikaya kadar daha fazla azalma gtzlenmedi. LYC’in dsDNA ile

etkilesmesi icin optimum siire 5 dakika olarak belirlendi.

3.1.6. LYC ile poli[G] etkilesmesinin elektrokimyasal olarak incelenmesine

iliskin bulgular:

Yéntem, 2.3.2.6. 'de anlatildigi gibi yapildi.

IsonA a

AKIM (nA)

0.900.95 1.00 1.05 1.10 1.15
POTANSIYEL (V)

Sekil-19: PGE ylizeyinde 10 ug/mL poli[G] oldugu zaman LYC ile etkilesime
ait diferansiyel puls voltamogramlar. Guanin yikseltgenme sinyalleri; (a) etkilegim
dncesi dsDNA modifiye edilmis PGE'de elde edilen guanin ylkseltgenme sinyali.

PGE yuzeyinde dsDNA ile etkilesen LYC konsantrasyonu (b) 25 pg/mL , (c) 50
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pg/mL, (d) 100 upg/mL, (e) DNA icermeyen ortamda 25 uyg/mL LYC

konsantrasyonunda gézlenen sinyal.

Poli[G] modifiye edilmis PGE’den elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalinde ,
25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyon oranlarinda LYC ile etkilesme sonucunda benzer
sekilde azalma gézlendi. Poli{G] modifiye edilmis PGE'den elde edilen guanin
yiikseltgenme sinyalindeki azalmanin nedeni , LYC'in en elektroaktif baz olan

guanine baglanmasi seklinde agiklanabilir.
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3.2. MC ile DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak incelenmesine
iligkin bulgular:

3.2.1. MC ile DNA etkilegsmesinin PGE kullanilarak, guanin ve adenin
yiikseltgenme sinyallerindeki degisim (izerinden elektrokimyasal olarak

incelenmesinde elde edilen bulgular:

Yoéntem, 2.3.3.1.de anlatildidi gibi yapildi. MC'nin PGE yiizeyine modifiye
edilmis dsDNA ile etkilesmesini, DNA'nin elektroaktif bazlan guanin ve adenine ait,
sirastyla +1.0 V ve +1.20 V'da gézlenen yilkseltgenme sinyallerindeki degisim

tizerinden inceledigimizde, elde edilen voltamogramlar agagidaki sekildedir.

A _ B

I 500 nA T 500nA

AKIM (nA)

AKIM (nA)

T T | 1 1
T T ) I 120 125 130 135 140

I
093 088 103 108 143

POTANSIYEL (V) ~ POTANSIYEL (V)

Sekil-20: PGE ylizeyinde 10 pg/mL dsDNA oldugu zaman MC ile etkilegime
ait diferansiyel puls voltamogramilari; (A) 10 pg/mL dsDNA'da etkilesim Oncesi
gbzlenen guanin yikseltgenme sinyali (a), 10 pg/mL DNA'nin 2 pg/mL MC ile

etkilesim sonrasi gézlenen guanin yiikseltgenme sinyali (b); (B) 10 yg/mL DNA'da
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etkilesim oncesi gdzlenen adenin yilikseltgenme sinyali (a), 10 yg/mL DNA’nin 2
Mg/mL MC ile etkilesim sonrasi gdézienen adenin yikseltgenme sinyali (b).

Yapilan arastirmalar sonunda, MC'nin DNA ile étkilesme mekanizmasi su
sekilde agiklanmigtir (35): MC, iki guanin molekdll ile baglanarak DNA'daki ¢ift zinciri
birbirine bagdlar. Bu baglanma DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe eder.
Caligmamizda ise, MC'nin DNA ile etkilegimi sonrasinda, guanin ve adenin
yiikseltgenme sinyallerinde, goézlenebilir bir azalma mevcuttur. MC' nin lelektrot
yizeyindeki DNA ile etkilesmesi sonrasinda, DNA'nin ¢ift sarmal yapisini
bozabilecedi ve/veya MC’nin DNA'nin guanin ve adenin bazlarina spesifik bir
baglanmanin mimkiin olabilecedi ve bunun sonucunda sinyalde bir azalma
gbzlendigi seklinde agiklanabilir. Elde edilen sonuglara bakildigi zaman, literattirdeki

mevcut calismalarda rapor edilen sonuglara paralel oldudu gérilmektedir (71,82).

2 ug/mL konsantrasyondaki MC'nin, PGE ylizeyine immobili;e edilmis 10 pg/mL
konsantrasyonundaki dsDNA ile etkilesimine ait tekrarlanabilirlik c¢alismasinda,
guanin ylkseltgenme sinyali iJzérinden DPV élgimi yapildiginda (n=3), bagil
standart sapmasi % 4.2 olan 2320 nA dizeyinde anlamli bir sinyal elde edilmistir.
MC’nin tayin sinin S/N=3'den, 2 ng/mL’dir. Elde edilen bulgular incelendiginde, PGE
ile elde edilen sonuglardan hesaplanan bagl standart sapma de§eri ve tayin
sinirinin, rapor edilen mevcut galismalarda (82,105) kullanilan asili civa damla
elektrodu, CPE ve perde baskili karbon elektrotlar (karbon-SCPE) ile elde edilen
sonuglara kiyasla daha dusik olduju ve sonuglarin daha tekrarlanabilir oldugu

gorulmektedir.

3.2.2. MC konsantrasyon degisiminin guanin ve adenin yiikseltgenme

sinyaline dayah yanita etkisinin incelenmesine iligkin bulgular:

Yéntem, 2.3.3.2.’de anlatildigi gibi yapildi.
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Sekil-21: MC konsantrasyon degisiminin yanita etkisinin incelenmesine ait
histogram: (A) guanin , (B) adenin ylkseltgenme sinyali.

MC’'nin dsDNA ile etkilesimi sonrasi, MC konsantrasyonunun artigina bagh
olarak hem guanin, hem de adenin ylkseltgenme sinyalinde bir azalma gézlendi ve

optimum MC konsantrasyonunun 2 pg/mL oldugu bulundu.
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3.2.3. MC konsantrasyonundaki degigsimin, MC yﬁkséltgenme sinyaline
dayah yanittaki etkisine iligkin bulgular:

Yontem, 2.3.3.3.de anlatildigi gibi yapildi. MC'nin PGE yiizeyine modifiye
edilmis cift sarmal DNA (dsDNA) ile etkilesmesi, + 0.873 V ’da g6zlenen MC ‘nin

yikseltgenme sinyalindeki dedisim (1zerinden incelendi.
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$ekil-22: MC konsantrasyon degisiminin MC yukseltgenme sinyaline dayal
yanita etkisinin incelenmesine ait histogram.

Calismamizda MC’nin dsDNA ile etkilesimi sonrasi, MC konsantrasyonunun
artisgina bagh olarak, guanin ve adenin yikseltgenme sinyalinde bir azalmanin
yaninda ayni gsekilde MC nin kendi yiikseltgenme sinyalinde de bir azalma gézlendi

ve optimum MC konsantrasyonunun 2 pg/mL oldugu bulundu.
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IV.BOLUM

SONUC VE ONERILER

Molekiiler tanm1 ve Farmakogenetik ¢galisma alanlarinda biyosensér tasariminda
kullanilan niikleik asit tanima katmanlari, yeni ve ilgi ¢ekicidir. DNA katmanlarina
dayali biyosensérlerin tasanmi ile ortaya cikan elektrokimyasal DNA biyosensérleri
(genosensérler) ile gelecekte hasta basinda veya doktor gézetimindeki daha hizli,
daha guvenilir ve daha ucuz DNA analizlere olanak sadlayan biyogiplere ait 6nemli
adimlar atiimis olacaktir.

4.1. LYC ile DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak incelenmesine

iliskin bulgularin degerlendirilmesi:

LYC'in DNA ile etkilesmesi sonucunda, guanin ve adenin yikseltgenme
sinyallerindeki degisim incelenmis ve gelistirilen yéntem, LYC ile DNA'nin etkilesme
mekanizmasinin tayini icin kullaniimigtir. DNA ile etkilesen cesitli maddelerin
voltametrik davraniglarninin tayini, kemoterapide kullanilan DNA'ya o6zgul olarak
baglanan molekiillerin dizayn edilmesi ve DNA'ya bagli hasta basi teshislerde
kullanilan biyoteknolojik araglarn gelistiriimesinde buyik bir 6nem tagimaktadir.

Calismanin amaci olan DNA ile etkilesen yeni sentezlenen bilesiklerin DNA ile
etkilesim turlerinin, geligtilen bu ybntemle tayini ilag-DNA  etkilesim
mekanizmalarinin ¢bzlimesinde tek kullanimhk elekirot sistemi ile kombine
elektrokimyasal metodlarin gelistiriimesidir. Bu amagla karbon pastasi elektrodu
(CPE) ve kalem grafit elektrodu (PGE) kullanilarak diferansiyel puls voltametri

teknigine dayali daha hizl, daha ucuz ve yeni bir ydntem gelistiriimistir.
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4.2. MC ile DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak incelenmesine
iliskin bulgularin degerlendirilmesi:

MC'nin DNA ile etkilesmesi sonucunda, guanin ve adenin ylkseltgenme
sinyallerindeki degigim yaninda, MC’nin kendi ylikseltgenme sinyalindeki degisimde
incelenmigtir. DNA ve antikanser bir ilag olan MC'ye ait yikseltgenme sinyallerinde
gbzlenen azalma, MC'nin DNA ile etkilesme mekanizmasinin tayini igin kullaniimistir.
Etkilesim sonrasi gézlenen guanin ve adenin sinyalindeki bu azalma, dsDNA sarmal
yapisinin aglimasina ve/veya bozulmastna dayandirilabilir. MC’'nin DNA ile etkilesme
sonrasinda, kendi sinyalindeki azalma ise, MC'nin yapisinda yer alan
ylkseltegenebilecek gruplara ait bir hasara dayandinlabilir.

Gergeklestirilen bu ¢alisma ve gelecekte planlanan galigmalarin amaci; DNA'ya
hedefli yeni bilesiklerin DNA -ile etkilesim turlerinin, elektrokimyasal olarak
belirlenmesini saglamak ve béylece, antikanser ilag-DNA etkilesim mekanizmalarinin
hizh ve glivenli bir sekilde tanimlanmasina alternatif olabilecek, bu sebeplerden
dolay1 DNA ¢ip teknolojisine uyarlanabilecek yeni bir ybntem tasarlamaktir. Kullanilan
yéntem, basit ve dusik maliyetli olup, hizli ve se¢imli sekilde yanit verebilmektedir.
Ayrica, kalem grafit elektrot (PGE) ile kombine tek kullanimlik elektrot sistemini
kullanarak, ilag olarak hedeflenen maddenin az miktarlarinda galigmayr miamkin
kilabilmektedir.

Sonug olarak, gelecekte DNA'ya hedefli ila¢ olarak sentezlenen maddelerin
kullanilabilirliginin arastinimasina yénelik yeni bir yéntem gelistirilmistir. llag-DNA
kompleksinin fonksiyonlarinin incelenmesi ve bu fonksiyonel ézelliklerin belirlenmesi,
ilag molekiillerinde hedeflerine gére yapmamiz gerekli olan tasarimlar igin énemlidir.
DNA-ilag etkilesmelerinin tirt ve DNA bazlarindaki yapi degisimleri, geligtirilen

elektrokimyasal genosensorler ile aydinlatildiginda, belki ilacin biyolojik
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fonksiyonlarini iceren kurallar agiklanabilir. Bu kurallar sayesinde, kullanimda olan
ilacin aktivitesini arttirmak veya istenen aktiviteyi gosterecek gerekli yapilara sahip
yeni bir sinif bilesikler dizayn etmek mumkin olacaktir. DNA analizlerine dayall
tasarimlanan elektrokimyasal genosensérlerin, yeni sentezlenecek olan antibiyotik,
antiviral, antikanser ilag ve antisense oligonikleotitlerine dayali ilag hedefleme
calismalarina katkida bulunmak ve/veya bir ilag hammadesinin daha duyarli bir
sekilde tayinini yapmak amacuyla; gelecekte piyasaya siriilecek DNA biyogiplerinin

teknolojisini olugturacad timit edilmektedir.
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OzET

Calismamizda Mitomycin-C (MC) ve Lycorine (LYC) gibi bazi antikanser
ilaclarin DNA ile etkilesmesi, elektrokimyasal yéntemlerle; kati fazda, karbon pastasi
elektrodu (CPE) ve kalem grafit elektrot (PGE) kullanilarak incelendi. Bu maddelerin
cift sarmal DNA (dsDNA) ve/veya polinikieotit ile etkilegsmesi, diferansiyel puls
voltametri (DPV) teknidi ile incelendi. Deneysel parametrelerdeki farklilik (incelenen
madde veya ilag konsantrasyonu, DNA konsantrasyonu, madde-DNA etkilesme
stresi) DPV teknigiyle o&lcim vyapilarak incelendi; ayrica tayin sinin ve
tekrarlanabilirlik parametreleri de incelendi.

Degisik konsantrasyonlardaki LYC'in hem katt fazda, hem de ¢bzelti fazinda
dsDNA vel/veya poliniikleotit ile etkilesmesi sonucunda, guanin ve adeninin
ylkseltgenme sinyaline dayali yanitta bir azalma gérildi. Bu deg@isim, DNA'nin
elektroaktif bazlari olan guanin ve adenine ait yUkseltgenebilen gruplarin kismen

hasar gérmesi seklinde yorumlanabilir.

MC'nin dsDNA ile etkilesiminde, hem DNA'’ nin elektroaktif bazlari olan guanin
ve adeninin yUkseltgenme sinyallerinde, hem de MC'nin ylikseltgenme sinyalinde bir
azalma gozlendi. MC’nin elektrot ylizeyinde DNA ile etkilesmesi sonrasinda yanitta
gbzlenen bu azalma, MC’nin DNA'nin ¢ift sarmal yapisini bozabilecegi seklinde

yorumlanabilir.
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SUMMARY

In this study, the interaction of DNA at the electrode surface in solid state with
some DNA targetted compounds; Mitomycine-C (MC) and Lycorine (LYC), was
studied electrochemically by using carbon paste electrode (CPE) and pencil graphite
electrode (PGE). The interaction of these compounds with double stranded DNA
(dsDNA) and/or polynucleotide. was studied by using the differential pulse
voltammetry (DPV). The differences in the experimental parameters (the
concentration of the studied compound or drug, the concentration of DNA, the
interaction time of compound with DNA) were studied by measurements using DPV

technique. Moreover, the detection limit and the reproducibility were determined.

As a result of the interaction of LYC in different concentrations with dsDNA
and/or polynucleotide, a decrease was observed in the response based on the signal
of guanine and adenine. This phenomenon could be explained by giving a damage to

the oxidizable groups of electroactive bases; guanine and adenine.

In the interaction of MC with dsDNA, a decrease was observed both in the
oxidation signals of guanine, adenine and also MC. The decrease observed in the
response after interaction of MC with DNA at the electrode surface could be
explained as being due to the possible damage of MC to the double helix form of

DNA.
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