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1.BOLUM

GIRIS ve AMAC

Analitik Kimyada yaygin kullanim alani olan elektrokimyasal sensorler
elekirokimyasal algilayici sistemler), IUPAC tarafindan su sekilde tanimlanmistir;

“Elektrokimyasal sensorler kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir
bir sekilde cevap veren ve konsantrasyona badiml elektriksel sinyaller olusturan
kuctltulmus cihazlardir” (4, 9, 23, 100).

Elektrokimyasal sensoérler, yapilarina biyolojik maddeler eklendigi zaman;
ornegdin, enzim, hiicre, doku, antikor, nikleik asit vb. elektrokimyasal sensérierin en
yaygin kullanim alanlarindan biri olan BIlYOSENSORLER olusur (12, 23, 100, 101).

Biyosensoérler, “biyo” (biyolojik kékenli) ve “sensér” (algilayici) kelimelerinden
olusan nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlardir. Tanim olarak ise; “Birbiri
icine gecmis, biri biyokimyasal, digeri elektrokimyasal iki gevirici sistemden olusur.
Biyokimyasal gevirici, analizienecek madde ile etkileserek onu tanir. Bu etkilesme
sonucunda olusan biyokimyasal Urtn, elektrokimyasal gevirici tarafindan okunabilir
bir sayisal dedere cevrilir (23).

Son yillarda biyosensor tasanminda nikleik asitlerden olugan tanima
yiizeylerinin kullaniimasi oldukga yayginlasmis ve Analitk Kimya alaninda gip
teknolojisine dogru 6nemii adimlar atiimistir (78, 90, 91, 102). Bu ¢aligmalar Analitik
Kimya alani ve diger bilimlere yeni ve ender boyutlarda 6zellikler eklemektedir ve
gelecekte hasta basinda ve doktor goézetimindeki analizlerde ¢ok &nemli rol
oynayacaktir (40, 45, 50, 64, 70, 99,118).

DNA tanima vylzeyleri igeren elektrokimyasal biyosensorler, dizisi belli
genlerin hibridizasyon tayininde bu dizilere iliskin kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin

tayininde ve bu yiizeyle etkilesime giren analizlenecek maddelerin (karsinojenik



maddeler, ilaglar vs) tayininde kullanilabilir (52, 57, 58, 62, 67, 71, 76, 82). Tayinler,
DNA bazlarinin birinin yikseltgenme sinyalindeki (indikatorsiiz yéntem) ya da bu
bazlardan en az biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatériiniin ve ya interkalator
ozellikteki bir hibridizasyon indikatériinin yikseltgenme ve ya indirgenme
sinyalindeki degigikliklerden (indikatorlti yontem) yola cikarak yapilir (3,9-11,14, 18,
27-29, 41,47, 48, 84-86,99-102).

DNA'nin bazi kimyasal maddelerle etkilesmesi, (ilag, radyasyon, cevresel
atiklar, yiyecek katki maddeleri, vb.) ve gelistirilen yeni yoéntemlerle bunun
incelenmesi; ila¢ tasarimi ve tayine ydnelik yeni yéntem geligtirme agisindan
énemilidir (5,8, 22, 39, 66, 74, 111).

Gilinimiizde kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin indikatére dayali tanisinda
DNA bazlarindan biriyle etkilesen o6rnegin Metilen Mavisi, ya da DNA ¢ift
sarmalinda baz ciftleri arasina yerleserek interkalasyon yapan &rnegin Meldola
Mavisi, etidyum bromir, rutenyum bipiridin, kobalt fenantrolin, akridin tirevleri (9-
aminoakridin, proflavin, akridin oranj vb) hibridizasyon indikatéri olarak
kullaniimaktadir (27, 29-36, 53, 54, 58, 71, 73, 76, 83).

Bazi maddelerin ¢ift sarmal DNA ile interkalasyon yapma yetenegi, yapisinda
bulunan diizlemsel fonksiyonel grubun DNA'nin baz c¢iftlerinin arasina girip
yerlesmesi ile mimkindir. Bunun sonucunda olugan rtine duyarl elektrokimyasal
DNA biyosensorieri gesitli hibridizasyon tayinlerinde kullanilmigtir (32, 58, 60).

DNA ile hibridizasyon indikatorii olarak kullanilan madde etkilegsiminin
elektrokimyasal tayini; etkilesimden sonra madde sinyalindeki artma veya azalma
ile tayin edilir. Bu amacla kullanilan DNA modifiye edilmis camsi karbon elektrotiar
(GCE), kalem elektrotlar (PGE), karbon pastasi elektrotlar (CPE), altin elektrotlar

(AUuE), perde baskili elektrotlar (SCPE) ve asili civa damla elektrotlar (HMDE),



incelenen maddelerin mikromolar hatta nanomolar konsantrasyonlarinda bile, kisa
bir biriktirme suresiyle guvenli dlgimlerini mumkin kilar (3,9-11,13-16,18, 27-29,
41, 56, 63, 69, 84-86, 97-103, 106-110, 112, 114-121).

Son yillarda elektrokimyasal DNA biyosensoérlerinde, herhangi bir indikatér
kullanmadan DNA bazlarindan biri olan Guanin ve Adeninin yikseltgenme
sinyallerinden yararlanarak hibridizasyon tayini calismalarn baslamig ve hizla
ilerlemistir. indikatorstiz DNA hibridizasyon tayini yéntemi ile cesitli infeksiyon ve
kalitsal hastaliklarin tanisina yonelik ¢alismalar yapilimaktadir (11, 51, 62, 72, 73,
82, 103-106, 117).

Gunumizde ¢ok sayida kalitsal hastalija neden olan mutasyonlar artik tespit
edilebilmektedir. Bu konudaki bilgilerimiz insan genom projesi devam ettikge
artmaktadir (20, 45). Bu projeyle birlikte insan genomunun tim genleri
haritalanabilecek ayrica tim varyasyonlar belirlendigi ve farmakogenomik
calismalar sonuglandigi zaman, saglik sisteminde de hizli sonug verebilen dusiik
maliyetli DNA testlerine ihtiya¢ olacaktir.

Kan, serum, doku, hiicre vb. gibi biyolojik materyallerden belirli bir hastalik,
mutasyon gibi kalitsal bir davranigi simgeleyen 6zgin DNA dizilerinin saptanma
calismalari, son yillarda tip ve diger bilimlerde 6nem kazanmis ve bu ¢alismalar
bakteri, virlis, parazit ve mantar kékenli hastaliklar ve pek ¢ok kalitsal hastaliklara
neden olan mutasyonlarin saptanmasinda kullaniimaya basglanmgtir.

Nikleik asit tanima vyéntemlerine dayanan elektrokimyasal DNA
biyosensorleri, kalitsal ve infeksiyon hastaliklann tanisinda bilinen rutin analiz

yontemlerine gére alternatif olarak daha hizli, ucuz ve kolay bir ydntemdir.



Son vyillarda, cesitli kaltsal ve infeksiyon hastaliklarin tanisi amaciyla
tasarlanan ve klinik uygulamalara hazir hale gelen genomik DNA giplerinin tasarimi
niikleik asit hibridizasyonuna dayanir (90).

Dizi se¢imli DNA biyosensoérleri, tanima olayini &lgulebilir bir sinyale
dondsttiren bir gevirim sistemi ve diziye 6zgin bir DNA probundan olusur (43, 56,
66, 67, 74, 76, 95, 113-116).

Herhangi bir hastali§yi, kalitsal bir davranigi ya da bakteri ve virtslerinin
patojenitesini simgeleyen bir prob DNA dizisinin, bu diziye karsilik gelen hedef
diziyle olusturdudu c¢ift sarmalin biyokimyasal yapisi taninma olayini mimkin
kilmaktadir (7). Bu olayi élgulebilir fiziksel bir sinyale dénistiren geviricinin yiksek
duyarhhg ve hibridizasyonun vyiksek segiciligi elektrokimyasal DNA
biyosensérlerinin gevre analizlerinde, DNA-ila¢ etkilesim tayinlerinde ve bulagici ve
kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanimini gerektirmektedir (33-36, 41, 52, 54, 63,
65 - 68, 71, 73, 82).

Elektrokimyasal DNA biyosensorleriyle K. Millan ve arkadaglan tarafindan,
kistik fibrozis'e ait DNA dizileri kullanilarak bu hastaligin tayini yapilmistir (77). Bu
teknigi kullanarak, J. Wang ve arkadaslan E. coli, (112) ve Mycobacterium
tuberculosis’e (113) ait DNA dizilerini tayin etmiglerdir.

S. Mikkelsen’in 1994 yilinda yapmis oldugu, kalitsal hastaliklarin dizi segici
DNA biyosensoérleriyle tayin projesi (75), Amerika Birlesik Devletleri tarafindan
korumaya alinmigtir (A.B.D. Patent No: 5.312.527-05/17/1994).

Son zamanlarda laboratuvarimizda yaptigimiz ¢alismalarla, Hepatit B ve TT
Virlistine ait gen dizilerinin, bir hibridizasyon indikatéri yardimiyla tayini gergek

hasta érnekleri kullanilarak gergeklestirilmigtir ( 71).
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DNA bazlarindan en elektroaktif olan Guanin bazinin yikseltgenme sinyaline
dayali Indikatérsiiz DNA hibridizasyon tayini galigmalari, J. Wang, E. Palecek, M.
Mascini ve arkadaslarinin tarafindan literattire girmistir (62, 103, 104, 106, 117).

Kanin pihtilasma faktérlerinden biri olan Faktér Ve ait gen dizisinin
mutasyonuna yoénelik laboratuvarimizda vyapilan c¢alismalarda herhangi bir
hibridizasyon indikatérii kullanmaksizin hastalik tayini gergeklestirilmigtir (82).

Son yillarda diinyada Cip Uzerinde Laboratuar Teknolojisi (Laboratory on a
Chip) olarak adlandirilan teknik Gzerinde énemli galismalar yapilmaktadir. Bu yeni
teknolojinin amaci; tek bir ¢ipte tOm genomun izlenmesini ve binlerce gen
arasindaki etkilesmenin ayni zamanda belirlenmesini saglayabilmektir. Bu
teknolojinin esasi biyosensorlere dayanmaktadir ve bu ¢ipler kugultilmis DNA
biyosensdrleridir.

Klinikte kullanim igin kiigik boyutlarda kullanilacak bu cihazlarin tasarimina ait
ilk caligmalar, Amerika Birlesik Devletlerindeki Clinical Micro Sensors (CMS) adli
Amerikan sirketi S. Mikkelsen'in kullandigi teknolojinin lisansini almasi ile
baglamistir. Béylece DNA mikrogiplerinin klinikte kullaniminin ilk adimlan atilmis ve
hizmete sunulmustur.

Clinical Micro Sensors ile birlikte yine bir Amerikan sirketi olan Motorola’nin
hazirlamis oldugu Affymetrix ve Thorp ve arkadaslarinin kurdugu Xanthon Inc.
firmalarinda DNA mikrogiplerinin 6n ¢aligmalari bitmis ve bu gipler klinikte kullanima
hazir hale getirilmigtir. Tim bu ¢alismalar ¢ok yakin bir stire sonra elektrokimyasal
DNA mikrogiplerinin kullanima uygun bir sekilde gegecegini géstermektedir.

Calismamizin ilk bélumunde; bir hibridizasyon indikatérii olan Meldola Mavisini

(MDB) kullanarak herpes simpleks adli virisiin (HSV) birbirinden farkli iki tipinin tip
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1 ve Tip 2 tayini hem sentetik oligonukleotid dizileri kuilanarak hem de polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile hasta érneklerinden kullanarak gergeklestirildi.

Meldola Mavisinin DNA bazlari arasina girip birikerek interkalasyon yapma
ozelligi ile hibridizasyon indikatéri olarak kullanilabilirliyi grubumuzca daha énceki
calismalarimizda tespit edilmisti (29, 31, 58).

Herpes simpleks virlisleri (HSV), biyik DNA virtsleridir, morfolojileri ve
replikasyon sekilleri birbirine benzer, dzellikle HSV tip 1 ve HSV tip 2’ nin patojenez
mekanizmalari gok benzerdir. Genom diizeyinde %50 homoloji vardir. Her iki virlis
de 6ncelikle mukoepitelyel hiicreleri infekte eder ve replike olur, sonra néronlarda
latent infeksiyon olusturur. HSV tip 1, geneliikle viicudun Ust bdlgesinde (agiz ve
cevresi), HSV tip 2 ise alt bélgesinde (genital) infeksiyonlara neden olur (37, 59).

Calismamizda, bu iki tipe ait viristin polimeraz gen bélgelerini iceren PCR
urind érnekler E.U. Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Bélumu
tarafindan ¢ogaltilip, bu PCR dizisinde 4 noktada baz farkhhgi gésteren 22- bp’lik
bélge secilerek prob dizi olarak dizayn edilmistir (59).

Gergek hasta orneklerinden tayine gegmeden 6nce sentetik oligonukleotidler
ile en uygun kosullarda hibridizasyon ve iki ayr tipin en iyi sekilde ayirt edilmesini
saglayacak en uygun kosullar tayin edildi. Bu kosullar saptandiktan sonra PCR
trtinl érnekler kullanilarak gergek hastalara ait tayin saglandi.

Buna yonelik yaptigimiz calismamizda, kalem ucu elektrodu (PGE) kullanild:
ve oligonikleotid dizilerinin elektrot yiizeyine baglanmasi kovalent baglanmayla
gerceklestirildi. Bu amagla N-hidroksisiuksinimit ve etilendiamin karbodiimid
kovalent baglayici ajan olarak kuilaniidi.

Calismamizin ikinci béliminde hibridizasyon indikatériinden bagimsiz olarak

DNA bazlarindan biri olan guanin bazinin elektrokimyasal verdidi yikseltgenme
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sinyalinden yola c¢ikarak indikatérsiiz DNA dizi algilama yéntemi ve bu yéntem
kullanilarak  Akondroplazi G380R mutasyonunun tayini hem sentetik
oligoniikleotitlerle hem de gergek hasta érnekleriyle gergeklestirildi.

Akondroplazi; otozomal dominant gegis gosteren, ileri derecede boy kisalig!
yapan ve tim toplumlarda sikga rastlanan bir iskelet displazisidir. Akondroplazili
hastalarin %90'indan fazlasinda hastaligin, 4 numarali kromozomun p kolunun 16.3
boélgesinde yer alan fibroblast bilyime faktért reseptér 3 (FGFR3) geninin 1138.
niikleotidinde yer alan guanin bazinin adenin ve ya sitozine dénigimi sonucunda
mutasyonun ortaya ¢iktigl gézlenmistir (88). Her iki mutasyon 380 pozisyonundaki
glisin yerine arginin gelmesiyle sonuglanir. Bu galismada guaninden adenine
dénisen mutasyon izlenirken sitozine déniigen mutasyon higbir hastada
saptanmadi. Ayrica yapilan g¢alismalarda homozigot mutasyon letal (8limciil)
oldugundan higbir hastada saptanmamustir.

Calismada hem saglkli hem de mutasyonlu geni temsil eden iki tip prob
dizayn edilmistir. Bu problar guanin yerine inozin adli guanin anologu olan molekdl
icermektedir ve bu anolog, kimyasal yapilarinin farklihgindan dolay: guaninin verdigi
elektrokimyasal yaniti vermez (103, 104). Buradan yola ¢ikarak bir EVET-HAYIR
sistemi ile hibridizasyon ve tek nokta mutasyon tayini yapildi. Bunun yani sira
alinan iki tip prob kullaniimasiyla heterozigot ve homozigot ayinmt da yapildi (51,
81).

Giunimuzde kalitsal ve infeksiyon hastaliklarinin tanisi; PCR ile ¢ogaltma
basamaginin ardindan; jel elektroforezi, “restriction fragment length polymorfism
=RFLP” ve elektroforez basamagi, ¢ok pahalli bir yontem olan sekanslama
yéntemiyle yada Southern Blott teknigi ile yapilmaktadir. Son yillarda kalitsal ve

infeksiyon hastaliklarin  tayininde elektrokimyasal DNA biyosensorieri de
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kullaniimaya basglanmis, basta yurt disinda olmak tizere bizim laboratuvarimizda da
gercek hasta ornekleriyle tayin calismalan hizianmistir. Indikatére dayali
elektrokimyasal DNA biyosensérieri tasanminda HBV ve TTV hastaliklarinin;
indikatérsiiz elektrokimyasal DNA biyosensorleri tasariminda ise Factor V Leiden
mutasyon analizi bunlara érnektir.

Tasarimt yapilan indikatére dayali ve indikatdrsiiz elekirokimyasal DNA
biyosensoriiniin se¢imliligi, hedef dizi yerine higbir bazi uymayan rastgele bir
oligonikleotit dizisi (nonkomplementer), PCR kor ¢ézeltileri (hastaya ait genomik
DNA hari¢ primerler, Tag DNA polimeraz enzimi, MgCl,, gibi diger tim PCR igerigi
bulunan ¢ézelti) kullanilarak incelendi. Biyosensériin prob ve PCR irinlerinin farkh
derisimlerindeki davraniglari ve tekrarlanabilirlik parametreleri incelendi.

Sonug olarak galismamizin birinci bélimiinde MDB kullanarak indikatére dayal
elektrokimyasal DNA biyosensorleriyle bulasgici bir hastalia neden olan HSV'nin
tanist ve HSV tip 1 ve HSV tip 2 genomlannin PCR Griint 6rnekleri kullanarak
birbirinden ayinmi incelenmisgtir. Calismamizin diger bolimiinde, indikat6rsiiz
elektrokimyasal DNA biyosensér tasarimi yapilmis ve bu tasarima gére Akondroplazi
G380R mutasyonu inozin kullanarak EVET-HAYIR sistemi ile heterozigot ve

homozigot ayinmini tayin ederek yapilimistir.

GENEL BILGILER

1.ELEKTROKIMYA

Elektrokimya, maddenin elekirik enerjisi ile etkilesmesini ve bunun sonucunda
olusan kimyasal déntgumler ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine cevrilmesini inceleyen bilim daldir (18). Elektrokimyasal tepkimeler,

elektron transferi veya gegisi olan yiikseltgenme - indirgenme tlrli tepkimeler olup
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elektrokimyasal hiicre adi verilen bir kapta yapilir. Bir elekirokimyasal tepkimenin
olugabilmesi igin, incelenen maddeyi iceren bir ¢dzelti, maddenin kimyasal déntigsime
ugradidi elektrot sistemi (genellikle Gglh elektrot sistemi) ve bu elektrotlari birbirine
baglayan bir c¢evirim sistemi (transducer) gereklidir. Cozelti olarak elektriksel
iletkenligi saglamak amaciyla tampon ¢ozelti kullanilir. Cesitli elektroanalitik
yontemler ile Dogru akim (DC), Diferansiyel Puls Voitametrisi (DPV), Dontsimii
Voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel araliginda tarama yapilarak meydana gelen
akim siddeti él¢tlir. Akim, difizyona bagh olarak olustugundan dolay! burada élglilen
difizyon akimidir. Diftizyon hizi akim ile dogru orantilidir, Difizyon, elektrot ylizeyinin
yakinindaki difiizyon tabakasinda olugur (25).

1.1. Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollan:

Bir elektrokimyasal hicrenin galigmas! strasinda maddenin elektrot ylzeyine
aktarimi O¢ sekilde gergeklesmektedir (19). Bu kitle aktarim yollari:

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

2- Kanigtirma (KONVEKSIYON): Karigtirma veya titresim sonucunda olusan
kitle aktarim yoludur.

3- Difiizyon: Elektrot ylzeyindeki sivi filmi ile ¢b6zelti arasindaki derigim
farklarindan kaynaklanan bir kiitle aktarim yoludur.

Deneysel kosullara bagh olarak bunlardan biri veya birkagi kitle aktarimina

katkida bulunabilir.

s
LR RO
s
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Elektroanalitik Yontemler:

Elektroanalitik Yéntemler

1
[ L
Ara Yizey Analiz Ortaminin
Ydntemleri TamamindakiY&ntemler
|
I 1 — I 1
Statik Yéntemler Dinamik Yéntemler Konduktometri Konduktometrik
Titrasyonlar
n
Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar
l ]
Kontrolld Sabit Akim
Potansiyel
r
Sabit elektrot  yoptametry Amperometrik Elektrogravimetri
potansiyel Titrasyonlar
kulometrisi
J |
Kulometrik Elektrogravimetri
Titrasyolar

1.2. Voltametri:

Elektroda uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak akimin 6lgilmesine
dayanan elektrokimyasal yénteme voltametri; uygulanan gerilimin &lgilen akim
degerine karsi cizilen grafige voltamogram denir. Voltametride herhangi bir
maddenin elektrokimyasal davranigini incelemek igin elektroda uygulanabilecek
gerilim araliginin sinirlan, kullamlacak calisma elektrodu, kullanilan c¢oézelti ve
elektrolitin turlerine baghdir.

Voltametri ilk olarak Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920'lerin baginda voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi teknigine dayanarak
gelistirilmigtir.

Voltametri, analitik kimya, inorganik kimya, fizikokimya ve biyokimyacilar
tarafindan cesitli ortamlarda olusan ylkseltgenme / indirgenme iglemlerinin

incelenmesi, ylizeydeki adsorbsiyon iglemlerinin incelenmesi, kimyasal olarak
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modifiye  edilmis  elektrot ylzeylerinde gerceklesen elektron  aktarim
mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi analitik olmayan amaclar iginde olduk¢a yaygin

bir sekilde kullaniimaktadir.

1.2.1. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri:

Elektrokimyasal hicreye degistirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir. Bu
uyarma sinyalleri, akim cevaplarini olusturur. Bunlar, dogrusal taramali, diferansiyel

puls, kare dalga ve Gicgen dalgadir. Bunlardan ilk Ggl siklikla kullaniimaktadir (2).

1.2.2. Voltametrik Cihazlar:

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hicre, analit
(incelenecek madde) ve destek elektrolit adi verilen elektrolitin asirisini igeren bir
¢cOzeltiye daldiriimis U¢ elektrottan yapiimisgtir.

Tamm olarak;

1) Calisma elektrodu; tasarimi yapilacak bir biyosensér bu {glu sistemlerde
kullanilabilmektedir. Bu elektrot, ylizeyinde analitin yikseltgendigi veya indirgendigi
elektrottur.

2) Referans elektrot; Referans elektrot, potansiyeli deney slresince sabit
kalan bir elektrottur. Ag / AgCl veya doygun kalomel elekirot (DKE) kullanilabilir.

3)Yardimci elektrot; Platin bir tel veya bir civa havuzu seklinde olan ve
elektrigin ¢ozelti icinden calisma elektrotuna aktariimasini saglayan karsit elektrottur.
Bu elektrot, calisma elektrotu ile bir ¢ift olusturan fakat olgllen potansiyelin
buytklagunin tayininde rol oynamayan bir elektrottur. Sekil 1 Ggll elektrot sistemini

gbstermektedir.
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Yardimec: elektrot

cCalhisma elektrodu

Referans elektrot (Ag/7AgcCl)
Tampon ¢ozelti

SEKIL 1 : Uglu elektrot sistemi

1.2.3 Voltametride kullanilan referans elektrodlar (Karsilagtirma
elektrodlari) (2, 26, 38, 88, 90)

Calisilan g¢oézeltinin bilegsimine duyarsiz olan ve elektrokimyasal caligmalar
sirasinda potansiyeli dis ortamdan etkilenmeyen elektrotlardir.
Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrot (SHE) referans elektrot olarak
kullaniimigtir. Ayrica Hidrojen gaz elektrotlar, eskiden beri elektrokimyasal
caligmalarda sadece referans elektrotlar olarak degil, ayni zamanda pH tayinlerinde

indikatér elektrotlar olarak da yaygin bi¢cimde kullaniimigtir.

1.2.3.1 Referans elektrotlarin gegitleri:

* Giimiis-Giimiis Kloriir Referans Elektrot. En yaygin kullanilan referans

elektrotlardan biri olan gimis-gimus kloriir referans elektrot, Ag bir telin, elektrolitik

yoldan AgCl ile kaplanarak CI" iyonu igeren bir ¢ézeltiye daldinimasiyla elde edilir.
Doygun KCI ¢ozeltisi kullamidigi zaman standart hidrojen elektroduna gore

potansiyeli, +0.222 V dur.



18

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg2Cl;) ve Hg' dan olusmus bir
karisim, metalik civa ve KCI ¢ozeltisinden olusur. Bu elektrodun potansiyeli, kloriir
iyonlarinin aktifligine baghdir. Hazirlanigi gok kolaydir.

* Civa-Civa(1)Siilfat Referans Elektrot: Bu elektrot, doygun kalomel

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

1.2.4 Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotiar

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

Bu tir elektrotlarin kullanildigi potansiyel araliginin tespiti ¢ok dnemlidir.
Ozellikle de bu potansiyel aralid:, sulu g¢ézeltilerde sadece elektrot malzemesine
degil, ayni zamanda bu elektrotlarin daldiriidigr ¢dzeltinin bilesimine bagli olarak da
degisir. Pozitif potansiyel sinirlan genellikle molekiler oksijen verecek sekilde, suyun
yikseltgenmesi sonunda olusan bilylk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel
sinirlan yine suyun indirgenmesi sonunda olugan hidrojenden kaynaklanir.

Kullanilan ¢aligma ortamina gore ¢aligma elektrotlan igin segilen potansiyel
araliklan ; civa elektrodu igin 1 M H,SO, ¢aligma ortaminda, (-0,8 V) ile (+0,4 V)
araligi ve 1 M KCI ¢aligma ortaminda, (-1,6 V) ile (+0,2 V) araligidir. Karbon
elektrodu icin ise, 1 M HCIO4 ortaminda, (+0,2 V) ile (+1,8 V) arahgi ile, 0,1 M KCI

ortaminda (-1,0V) ile (+1,2 V) arahgidir.
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1.2.4.1 Karbon elektrotlar :

Karbon elektrotlar, 6zellikle ¢ok ucuz oimalari ve genis bir potansiyel
araliginda galisma yapiimasina olanak verdiginden dolayi elektrokimyasal analizlerde
stk kullanilir. Ancak, karbonun, yiksek bir ylzey aktivitesi vardir ve bu nedenle
organik bilegikler tarafindan kolayca kirletilebilir. Hidrojen, hidroksil ve karboksil
gruplari ve hatta kinonlar ile karbon yilizeyinde baglar olusabilmektedir. Bu
fonksiyonel gruplanin varligi nedeniyle karbon ylzeyine birgcok dedisik madde
tutturulabilir.

Karbon elektrotlarin cesitleri:

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

Son yillarda tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar gok yaygin sekilde
kullanim alani bulmustur. Ozellikle biyosensér teknolojisinin gelecegi olan DNA
mikrogip teknolojisine uygulanabilirlii agisindan olduk¢a basarili sonuclar veren bu
elektrotlar gelecegin elektrotlan olarak gdsterilmektedir (63, 69).

* Camsi Karbon Elektrot (GCE) :

Camsi karbon fenol / formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin 1000°C -
3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratiimasi ile elde edilir. Yilksek
yogunluga sahip, kiigik porlar iceren amorf bir yapidir. Birbirinin igine gegcmis, ince,
grafite benzer seritlerden olugmustur. Karbon pastasi elektrotlarina goére
elektrokimyasal yanit Ozellikleri ylizeyin g¢ok daha puriizsiz ve dizgin olmasi
nedeniyle daha iyidir. Bunun yanisira GCE yuzeyinin fiziksel dayanikliigi daha

yuksektir.
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* Karbon Pastas! Elektrodu (CPE):

Grafit tozunda bulunan karbon molekiillerinin diizlemsel ve aromatik halkalar
halinde dizilimi Sekil 2' de goriimektedir. Zayif = baglan ile birbirine baglanmis olan

bu tabakalar arasinda hizli bir elektron aligverisi olabilmektedir.

v ileken badlanti teli

Teflon / cam

Karbon pastas

Karbon pastasi elektrodu

Sekil 2. Grafit tozunda bulunan karbon  $ekil 3. Karbon pastasi elektrodu.
molekdllerinin dizilimi.

CI5E, ucuz olmasi, ylizey yenilenmesinin kolay olmasi, dusik arttk akimlar
olusturmasi nedeniyle tercih ediimektedir. Baglayici madde olarak, Nujol (mineral
yag), parafin yagt, silikon yagt ve bromonaftalen kullaniimaktadir. Elektrot aktivitesine
pasta bilesiminin biytk etkisi vardir. Baglayict organik sivi orani arttikga, elektron
transfer hizi azalmaktadir. CPE'nin en 6nemli sakincasi, yeterli miktarda organik
gcozgen igeren c¢ozeltilerde kullanildigi zaman, karbon pastasi g¢ozeltide
dagiimaktadir.

e Kalem Ucu Elektrodu:
Caligmada kullanilan kalem ucu elektrot; grafitten olugmus olup, Tombo HB

kalem uglarinin 3 cm boyutunda kesilmesiyle hazirlandi (108).
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Elektrot

——mmeneni
tutacad

Kalem ucu
elektrot

Sekil 4. Kalem ucu elektrot.

1.2.4.2 Civa elektrotlar:

Civa elektrotlarinin voltametride ¢alisma elektrodu olarak kullaniima nedenieri
arasinda negatif potansiyel sinirinin gok yilksek olmasi, kolayca olusturulabilen yeni
bir civa damlasi ile taze bir metalik yizey olusturulabilmesi ve pek ¢ok metal
iyonunun bir civa elektrodunun ylizeyinde amalgam olusturmak suretiyle tersinir

olarak indirgenebilmesini miimkiin kilmasti sayilabilir.

Ancak, civanin kolayca yikseltgenmesi ve toksik bir metal olmasi nedeniyle,

kullanimi sinirlidir (1).

1.2.4.3 Metal Elektrotlar:

Platin ve altin en ¢ok tercih edilen elektrot tipleridir.

1.2.4.4 Diger elektrotiar:
Son on yil igerisinde, boyutlari mikroelektrotlardan daha kiiglik olan elektrotlarin
tasarimi gergeklestirilmigtir. Caplart 50 pym'den daha kugiik olan bu tip elektrotlara

ultramikroelektrotiar denilmektedir.
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1.2.5 Voltamogramlar:

Dogrusal taramali voltamogramlar genellikle sigmoidal egriler (S seklinde) verir.
Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artistan sonraki sabit akima sinir
akimi, is denir. Clnkl akim, analizlenecek maddenin kiitle aktarim iglemiyle elektrot
yluzeyine tasinma hiziyla sinirhdir. Sinir akimlari genellikle analizienecek madde
konsantrasyonuyla dogru orantihdir ve bu ylizden is = k Ca seklinde yazilabilir.
Burada Ca analit konsantrasyonu ve k ise bir sabittir. Kantitatif dogrusal taramal
voltametri bu iliskiye dayanir.

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

Cozelti veya elektrodun sirekli hareket iginde oldugu dogrusal taramali
voltametriye Hidrodinamik Voltametri adi verilir. Damlayan civa elektrodunun
kullanildigi voltametriye Polarografi denir.

Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve Faradayik akim
olamak (izere 2 ¢esit akim olusur.

1-Kapasitif akim (i;) : Bir elektrodun bir elektrolit ¢ézeltisine daldiriimasi ve
negatif yukle ylklenmesiyle ¢ézeltideki pozitif yOkll iyonlar elektroda dogru cekilir.
Boylece ara ylzeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli ylklerin ara yuzeyin iki
tarafinda birikmesi ile bu bélgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Olusan bu gift
tabaka, bir kapasitér gibi davranir. Bu kapasitéri ylklemek igin ortamda
yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olugur. Bu akim
reaksiyona bagl degildir, sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne
kadar diusitik olursa, o kadar hassas o6lgim yapilir. Kapasitif akim fon akimin

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

i=is+i. oldugundan icazalirsa duyarhlik artar.

Genellikle 10° M ve Ustinde; i; < i dir ve galigilabilir. 10 M da kismen iyi

sonug alinir. 10”° M ve Gstinde; ic >> ir oldudu igin galigilamaz.

1.2.6 Voltametrik Akimlar:

Incelenen bir elektroliz isleminde akim, analitin difuzyon tabakasinin dig
kismindan elektrot ylizeyine tasinma hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 6Cs / X ile
verilir. Burada X, cm cinsinden elektrottan olan uzakhi§i géstermektedir. Diizlemsel
bir elektrot icin, akimin

i =nFDa (6Ca /0X)
seklinde bir ifade ile verilecegi gésterilebilir. Burada:
I = Amper cinsinden akimi,
N= Analitin molll bagina elektronlarin mol sayisini,
F =Faraday sabiti ( 96487 Coulomb / mol elektron),
A =cm? cinsinden elektrot ylizey alanin,
Da = A' nin cm?s™ cinsinden difizyon katsayisin,
Ca = mol/cm® cinsinden A'nin konsantrasyonunu géstermektedir.

Olusan diflizyon akimin zamana kargi fonksiyonu COTTRELL denklemini verir.

nFACD '?

1/2,1/2
t

[ =
T

1.2.7 Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik igslemler

Cozelti ve elektrot arasindaki ylzeyden akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan
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birinde ylkseltgenme reaksiyonlari olurken digerinde indirgenme reaksiyonu
meydana gelir. Bu reaksiyonlarda ;

O+ne &R

O ve R'nin, sirasiyla, redoks ciftinin, ylikseltgenmis ve indirgenmis seklini ifade
ettigi tepkime ile gosterilmektedir. Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde,
elektrot potansiyeli, elektroaktif turiin elekirot ylizeyindeki derigiminin [Co(0,t) ve
Cr(0,1)], Nernst Denklemine (esitlik 1.1) gére saptanmasinda kullanilabilir.

E= E'+ 2,3RT |og Co (09

n.F Cr (0.1)

1.1 Denklemi

E° = Redoks tepkimesi igin 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 ylizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarin dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarinin gegen akimla dogru orantil oldugunu ifade eden bu tip islemlere, faradayik
islemler, bu sekilde olusan akimlara da faradayik akimlar ad: verilir. Analizlenecek
madde ve (rinlerin konsantrasyonlari yainizca elektrot yilizeyinden uzakligin bir

fonksiyonu olarak ve Nerst tabakasi iginde degisir.
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1.2.8 VOLTAMETRIK TEKNIKLER:

1.2.8.1 Déniigiimlii Voltametri (CV):

Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akim &lgilar. Sarekli degisen
potansiyel degerlerine kargi belirli bir aralikta akimdaki degisim grafije gegirilerek
Déniigiimlii Voltamogram elde edilir. D6nlisimll voltametri ile durgun sistemde ve
tcli elektrot sistemiyle ¢alisibr. Burada hizi difizyon tayin eder. Analitin
yikseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda gézlenebilmektedir. llk olarak,
potansiyel bir maksimuma kadar artar, daha sonra baglangi¢ degerine yine dogrusal

olarak geri déner.

o f/t\p

(a) ib)

Sekil- 5: (a) Dontsimlu voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana
kars! grafigi ; (b) Déntsumlu voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en kiglk oldugu bdlgede caligilir.
Duyarlilik 10° M ile sinirhdir. D&niigimli voltametri, miktar tayinine dayali bir yéntem
degildir ama analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasil davrandigi hakkinda
bilgi verir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum
cevabi verebilecegini gosterir.

Dénlusumlil voltamogramlarin sekli ve yapisinda segilen potansiyel arahginin

yanisira segilen tarama hizinin, kag defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.
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Bir déntsimli voltamogramdaki indirgenme ve yikseltgenme arasindaki pik

gerilimleri farki AE, ile ifade edilir.

AE, = 2L my
n

AE, bu deere ne kadar yakin ise, reversible (dénlisimll); ne kadar uzaksa

irreversible (dénlisiimsiiz) olarak adlandirilir.

1.2.8.2 Diferansiyel Puls Polarografisi:

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkh olan maddeler igin
bile pik maksimumlari elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, ¢ok
duyarli bir ydntemdir ve tayin sinin 107-10® M arasindadir.

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

Gozlenen diferansiyel egri pik seklinde olup, yuksekligi konsantrasyonla dogru

orantilidir.
Fy

ﬁ —»50 ms 44—

> 50 my

2 Sy —

< <]

o

o St : Damlarna:

Zaman .
ZAMAN .

(a) (b) E

Sekil- 6: Diferansiyel puls polarografisi i¢cin uyarma sinyalleri; (a) Analog
cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi igin kullanilan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel

puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram.
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Faradayik akimin yiksek, faradayik olmayan yiikleme akiminin ise dusuk
degerde olmasi duyarliligin artmastyla agiklanabilir. Ornegdin potansiyel aniden 50
mV arttirildiginda, elektrodu ¢evreleyen yiizey tabakasinda, eger elektroaktif bir tur
varsa, analit derigsimini yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye disurecek bir
akim artisi1 g6zlenir. Ancak bu potansiyel igin gerekli olan denge derigimine erigilince,
akim diflizyonu karsilayacak bir seviyeye diser ki buna diftizyon kontrollii akim denir.
Puls polarografisinde akim olgiim{, bu akim artigi tamamen sona ermeden énce
yapihr. Toplam akim, difizyon akimindan blyuktir. Damla degistiginde, ¢ozelti
yeniden analizienecek madde yéniinden homojen hale gelmektedir.

Sekil 7' de dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametresi igin uyarma sinyalleri

yer almaktadir.

Moddlasyon (puls)
yiksekligi
( adim
1 potansiyeli
bitlg
— ) potnsiyell
i N —
2=
[72] —  modllasyon
5 zarnant
= r gl
[=] e
o
_.L—— Interval zaman
- 8lclim zaman 2
baglangi¢
potansiyeli ~  Slgclm zamant 1
ZAMAN

Sekil 7: Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi icin kullanilan uyarma

sinyali.

adim gerilimi

moddlasyon {puls) —

mani
2 tarama hizi

Gerilim pulsu ilk uygulandi§i zaman damla {zerinde yik artisi nedeniyle
faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve ylzey

v

alaninin ¢ok az degistigi damla 6mrlnin sonuna dogru sifira yaklagir. Dolayisiyla
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akimi bu anda 6lgmek suretiyle faradayik olmayan artik akim blyik oranda azaltilir
ve sinyal / glralta orani artar. Bunun sonucunda duyarlilik da artar.

Pulsun baslangicindan énce ve puls bitiminden énce akim degerleri alinir ve
farklar kaydedilir. Tayin simirt 10M’dir. Moduilasyon gerilimi sabit oldugundan dolayi
kapasitif akim yaklasik sabit baseline sahip olur ve yikseltgenip indigenebilen

maddeler de pik olarak gérulir.

1.2.8.3 Kare Dalga Polarografisi ve Voltametrisi:

Son derece hizli ve duyarl olma tstinliga olan bir puls polarografi teknigidir.
Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda olugan
Grtintin geri tarama sirasinda ylkseltgenmesini saglamaya yetecek kadar blyuktir.
lleri puls bir katodik akimini (i), geri puls da bir anodik akimini (iz) olusturur.
Genellikle voltamogramlari elde etmek igin Ai'ler ile grafik ¢izilir. Akimlar arasindaki
bu fark konsantrasyonla dogru orantilidir.

2. BIYOSENSOR

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin kullanilan
kiigik algilayict cihazlardir. Birbiri igine gecmis biri biyokimyasal digeri
elektrokimyasal ozellikteki iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gérevi
analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda
bir biyokimyasal Griin de olusabilmektedir. Biyosensérin ikinci kismi olan
elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayini okunabilir (6lgtlebilir) bir sayisal dedere

cevirmekle gérevlidir (21, 96).
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J &1 | sinvaL ANALITIK
SINYAL

@-

Anafilenecek Biyoaktif Madde o
Madde i Cevirici Sistem

Sekil 8: Biyosensoriin yapisi.

2.1 Ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken 6zellikler: (42)

Secicilik: ideal bir biyosensérde en 6nemli parametrelerden birisi segicilik
ozelligidir. Eger yeterli secicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek iglemler
gerekir.

Kullanim Omrii: Biyosensérin kullanim émriinii kisitlayan en énemli faktor
biyolojik geviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin
kalibrasyon sikh@i, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de
etkilemektedir.

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

Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensoér icin, elektrodun ayni kosullar altinda
arka arkaya yapilan 6lgiimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir.
Pratikte pek mumkin olmayan bu durum géz éntne alinarak yapilan calismalarda
tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi

olursa biyosensoériin uygulamalarinin da o denli iyi oldugundan s6z edilebilir.
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Stabilite: Elektrot stabilitesinin  (kararliiginin) yiksek olmasi ideal
biyosensorler igin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin  fiziksel
dayanikliigina baghdir. Ayrica; pH, is1, nem, ortam, O, derigimi gibi parametrelerden
de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarliik: Biyosensére immobilize edilmis biyolojik materyalin
yalniz belirli maddelere karsi duyarl olmasi ideal biyosensérlerin 6zelliklerindendir.

Yeterli Diizeyde Tayin Siniri: Tasarlanan bir biyosensoériin tayin sinirinin
belirli bir derigsim degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot
ylizeyinin blyiiklugu, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize
edilen madde miktari gibi faktorlerden etkilenir.

Genis Olgiim Araligi: Biyosensér uygulamalarinda élgiim araligi olarak
adlandirilan bélge biyosensorlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer oldugu
derisim arahgdir.

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

Hizli Geriye Donme Zamani: Geriye dénme zamani érnedin amperometrik
calismalarda ilk 6rnekten ne kadar sire sonra ikinci 6rnegin 6lculebilecegini belirler.
Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa surede gdézlenebiliyorsa
ikin;;i 6rnek de ayni sure sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensoérler
ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan

yapilar daha sonra basitlestiriimis ve miimkiin oldugunca da maliyeti diistriimustar.



31

Kiigiltilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi
ve boyutlarinin kigultiimesi biyosensér tasariminda &Snemlidir. Buna karsin,
biyosensér yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikhlidi, sterilizasyonu

kisitlayan en énemli parametredir.

2.2 DNA BiYOSENSORLERI

Biyosensor tasariminda kullanilan dizi tanima ylzeyleri, Analitik Kimya
alaninda yeni ve ilgi gekicidir (111). Bu tir tanima yiizeyleri, sahip oldugumuz bilinen
elektrokimyasal biyosensérlere yeni boyutlar kazandiracak ve gelecekte hasta
baginda veya doktor gdzetimindeki analizlerde 6nemii bir rol oynayacaktir (113).

Tanima yiizeyi olarak DNA'nin kullanildigi biyosensérlere DNA biyosensorleri
ad1 verilir (70, 74, 84, 91, 116). DNA tanima yuzeyleri, dizisi belli hibridizasyon
olaylarinin izlenmesinde (74, 108) veya bu yilzey ile etkilesime giren analizlenecek
maddelerin (karsinojen madeler ,ilaglar, vb.) tayininde kullanilabilir (10, 108).

2.2 Biyosensor tasariminda kullanilan molekiiller ve yapilar::
2.2.1 Niikleik Asitler ve DNA : (24, 93)

Nikleik asitlerin primer yapisi, belirli tir ve sayidaki nikleotidlerin belirli bir
dizilig sirasina gére 3'-5' fosfodiester baglari ile birbirlerine baglanarak polinikleotid
zinciri olusturmalan sonucu olugmaktadir. Molekil igerisindeki nikleotid baglarin
parcalayan nikleaz enzimlerine endoniikleaz, iki ugtan pargalayalanlara ise
ekzoniikleaz adi verilmektedir. DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekillerine ait X-
isinlari difraksiyon verileri ve Chargaff tarafindan DNA molekilinde adenin (A) ve
timin (T) miktarlan ile guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarinin esgit oldugu belirlenmigtir.
Buna dayanarak Watson, Crick ve Wilkins tarafindan 1950 yillarinda DNA yapisi igin

Gift zincirli heliks seklindeki yapt modeli dnerilmigtir. Bazlar arasinda yer alan
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hidrojen baglan tarafindan ¢ift sarmal DNA molekilinin iki zinciri birarada
tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar sarmal i¢ kisimda fosfat ve seker
omurgas! ise dig kisimda yer aldig: i¢in sarmalin i¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise
hidrofilik 6zelliktedir. Purin ve pirimidin nikleotidleri arasindaki eslegsmeler son derece
spesifiktir (A-T ve G-C seklinde). Bu sayede, DNA yapisinda yer alan bir poliniikleotid
zinciri daima ikinci zincirin tamamlayicisi oldugundan, bir zincirdeki baz dizisi
verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi bulunabilmektedir. DNA isitildiginda, heliks
yapisi bozularak ikiye ayrhr. Denatlirasyon adi verilen DNA heliks yapisinin
bozulmasi 260 nm dalga boyunda absorpsiyon &igiilerek gézlemlenebilmektedir. G
ve C arasinda ¢ hidrojen bagi (G=C) bulundugundan yuksek derisimde G ve C
iceren DNA iki hidrojen bagi tasiyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapisina gére
daha yiksek sicaklikta denatire olmaktadir. Uygun sartlar altinda ¢ift zincirli DNA

tekrar olugabilir, bu iglem renatlrasyon olarak isimlendirilir.
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Sekil-9: DNA cift sarmal yapisi
Cift sarmal seklindeki moleklin bir zinciri 5' _. 3' yénune dogru, digeri ise 3'
—» 5' yéniine dogru oldugu igin ters yénde paraleldir. Heliks iginde, iki zincirin arasindaki
tic boyutlu sistemdeki iliski, buylk oluk (majér) ve kigiik oluk (minér) olusturmak
seklindedir. Molekultndeki zincirler, ¢ift sarmalin dis yiizeyindedir. Bu zincirlerden her
biri kovalent baglhgi saglayan fosfodiester képrilerinin bulundugu fosfat ve pentoz
gruplarindan olugsmustur. DNA gift sarmalin  her iki zinciri, purin ve pirimidin
bazlarinin arasindaki hidrojen baglari ile bir arada tutulmaktadir.
Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda 6nerilen ilk DNA yapisi, saga dogru
y6nelmis, her dontste 10 nikleotidi bulunan ve kiigik oluga milkkemmel yerlesen
bagl su ile stabilize olabilen yapiya sahiptir. DNA dehidrate edildigi zaman, yapisal

degisiklige ugrayarak A-DNA adini almaktadir. A-DNA da saga dogru yéneliktir ve
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her dontsiinde 11 nikleotid bulunmaktadir. Cift sarmalin capi, pentoz gruplarinin
yapilanmasiyla genislemektedir. Bu durumun bir sonucu olarak DNA’nin boyu

kisalmaktadir (10).
2.2.1.1 DNA ile ilgili bazi terimlerin tanimlamalari:

2.2.1.1.1 DNA baz dizilerinin yazihimi ile ilgili temel bilgiler: (24)

Oligoniikleotid: Birden fazla bazin yan yana gelmesiyle olusur.

Diniikleotidler; iki bazin yanyana gelmesiyle,

Trinlikleotidler; {i¢ bazin yanyana gelmesiyle olusur.

Tekrarlayan oligoniikleotidler: Polimer icindeki tekrarlayan oligontikleotidler,
tekrarlayan tek bir bazi, tekrarlayan iki bazi ve ya li¢ bazi ifade eder. Tekrarlayan
mononiikleotide poly (A), dintkleotide poly (AT), trintkleotide poly (GAT) 6rnek
verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: Nokta ile ayrilarak ifade edilen baz
giftlerinden olusan ve 5' = 3' polaritesine sahip polimerlerdir.

Ornegin mononiikleotid gosteriligine, poly(A).poly(T) (veya poly(dA).poly(dT)
seklinde gosterilebilir), dintikleotid'e poly(AT).poly(AT), triniikleotid'e poly (GAT).
poly (ATC) ornek verilebilir.

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

Prob : Baz dizisi belli olan oligoniikleotid.

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karsiligini igeren oligoniikleotid.

Yanlis eslesen dizi (Mismatch) : Bir bazi veya birden fazla bazi hedef
diziden farkli olan ve dolayisiyla yanlis eslesen oligonikleotid.

Rastgele dizi (Non complementary) : Hedef diziden tamamen farkli baz
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dizilimine sahip dizi igeren oligoniikleotid.
22112 interkalasyon:

Duzlemsel bir halka sistemine sahip olan bazi maddelerin DNA baz ciftleri
arasina yerleserek, gugli bir sekilde baglanmasi olayidir (5, 33). Maddenin yapisina
bagll olarak, bu etkilesim tersinir ya da tersinmez sekilde gerceklesmektedir.
interkalasyon, DNA' da zincir kirlmasina yol acarak ve DNA senteziyle DNA' ya
bagimli RNA sentezini bozmaktadir. Bu maddeler Topoizomeraz (Il) enzimini inhibe
ederler. interkale olabilen bazi ilaglarin etki mekanizmalari da bu sekilde

aciklanmaktadir.

2.2.1.73 Niikleik asit (DNA) hibridizasyonu:

Nikleik asit hibridizasyonu, baz ciftlerinin ézel hibridizasyon kosullarina bagl

olarak kararl bir dupleks molekdlti olusturmasidir (7).

3.POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PCR)

Huicre iginde genetik bilginin depolandig yer olan DNA, dogal olarak replikasyon
adi verilen olay sonucu kendini esler. DNA, cift sarmali, hidrojen baglarinin
koparilmasiyla birbirinden ayrilir ve ayrilan iplikler kalip olarak kullanilarak
tamamlayicilari sentezlenir. Bir DNA molekiliinden onunla ayni dizilimi olan iki DNA
molekiil meydana gelir. Buna gére de hiicre bélinmesiyle yeni olugan hiicrelere tim

DNA bilgileri aynen geger.
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Sekil 10: Polimeraz zincir reaksiyonunun sematik gosterimi.

In vitro kosullarda, istenilen bir genin ya da 6zgtin bir DNA dizisinin, gok sayida
kopyasinin elde edilebilmesi igin, 1985 yilinda Cetus firmasi arastiricilarindan Kary
Mullis, mevcut yontemlerin duyarliliklarinin artirimasindan ziyade, DNA ve RNA baz
siralarinin amplifikasyon teknolojisine yani baz siralarinin sayisal olarak arttiriimasina
dayanan ve dolayisiyla da mevcut yéntemlerle analiz edilebilmelerini saglayan,

‘

‘Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (Polymerase Chain Reaction, PCR) ‘nu
gelistirmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin, primerler

tarafindan yoénlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in

vitro bir yéntemdir. Bu yontem sayesinde ¢ok az miktardaki bir DNA ‘yi gabuk ve basit
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bir sekilde gogaltmak mimkindur (46, 79-80).

PCR, hucre iginde olusan DNA replikasyonunda oldugu gibi, replikasyon
stirecini taklit ederek yaklasik 30 jenerasyon sonra, se¢ilmis bir DNA dizisinin asag!
yukari milyar katini kopyalar. Aslinda PCR’a, DNA ¢ogaltma yéntemi demek daha
dogru olur. Cunki bu yontem ile RNA ¢ogaltiimasi yapilmak istenirse, 6nce Revers
Transkriptaz kullanilarak hicre igerisinde (sitoplazmada) cDNA (komplementer DNA)
olusturulur. Yani revers transkripsiyon gerceklestikten sonra PCR gergeklesir (46).

Gulinumuizde polimeraz zincir reaksiyonu;

o Allellik dizi varyasyonlarinin gosterilmesi ile doku transplantasyonu igin doku
tipinin belirlenmesi,

e Dogum oncesi donemde fetusta genetik hastaliklarin arastiriimasi,

o Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesi(analik-babalik tayini ) gibi tibbin
diger kollarinda,

o Genomik foot printing denilen genomik ayak izi analizlerinde,

« Tanimda; tohum safliginin belirlenmesinde,

e Dogadaki cesitli canli tirlerinin  tanisi, turler arasindaki polimorfizm
belirlenmesi gibi sistematik ve evoliisyon calismalarinin gergeklestigi pek ¢ok alanda,

e DNA'nin in vitro mutagenezi yéntemiyle DNA'da mutasyon olusturup etkisinin
arastirilmasinda,

« Infeksiyon hastaliklarinin teshis ve tedavisinde,

» Ozgiin bir DNA pargasinin bol miktarda elde edilmesi ve DNA dizi analizinde,

» Global gen ekspresyonlarinda ve RNA transcript yapisi analizlerinde,

¢ Genetik mihendisligi amaglari dogrultusunda rekombinant organizmalar elde

edilmesinde gen aktarimi i¢in kullaniimaktadir.



38

3.1 PCR’in Temel Bilesenleri

Polimeraz zincir reaksiyonu'nun c¢alisma prensibi olduk¢a basittir ve 6zetle,
cesitli materyallerden izole edilen ¢ift iplikli bir DNA molekiltintin denatiirasyonu,
hedef dizilerine iki oligonikleotid primerinin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir.
Kalip DNA molekilli yiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra primer
adi verilen spesifik kisa zincirli oligonikleotidler, tek iplikli DNA molekuli Gzerinde
kendilerine tamamlayici olan bdlgelere hidrojen baglari ile baglanirlar. Primerlerin,
spesifik oldugu hedef dizilere badlanmasi ve uzamasi daha disik sicaklikta
gergeklesir. Béylece hedef bdlgelerin sayisal gogaltiimasi (ampiifikasyon) saglanir.

PCR'in galisma prensibini daha iyi anlayabilmek i¢in, PCR’in temel bilesenlerini

bilmek gerekmektedir. PCR’in temel bilesenleri sunlardir:

3.1.1 Cogaltilacak olan kalip DNA
PCR icin her turlt biyoloji kaynaktan temin edilmis genomik DNA'lar, plazmid ve
faj DNA'lar, cesitli genler ve hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak

kullanilabilir.

3.1.2 Taq DNA Polimeraziar

DNA polimeraz enzimleri, kalp iplidin karsisina tamamiayici bir DNA ipligi
meydana getirmek Uzere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kulllanarak, dért cesit
deoksiriboniikleotid trifosfattan, uzun poliniikleotid zincirin sentezini katalizler. Bu
enzimler, sentezi baglatmak primerlere gerek duyarlar. Sentezin yénii 5'—3’ gseklinde
olup, primerin serbest 3-hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin nikleofilik etki
yapmalariyla, fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu

saglanir.

Termostabil DNA polimeraz enziminin PCR'da kullaniimaya baglanmasi
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arastirma ve klinik laboratuarinda rutin olarak yapilan deneylere teknolojik olarak
blylk bir avantaj saglamistir. Termostabil enzimlerden ilki ve en yaygin olarak
kullanilami Thermus aquaticus’dan elde edilen Tag DNA Polimeraz ‘dir. Taq
polimeraz'in 95°C’de yar1 6mri yaklasik 40 dakikadr.

Bunun disinda;T.aquaticus’dan Amplitaq Polimeraz, T.flavis'ten Hot Tub
Polimeraz ve Pyrotase Polimeraz, T.thrmophillus’dan TTh Polimeraz, Pyrococcus
furiosus’dan Pfu Polimeraz, Thermococcus litoralis'ten Vent Polimeraz gibi diger

termostabil enzimlerde kullaniimaktadir.

3.1.3 DNA primerleri

Sentetik olarak kolayca hazirlanabilen tek iplikli spesifik DNA segmentleridir.
Kullaniima amaglarina gore, 10-40 oligoniikleotidden olugsmustur. Bunlar, hedef DNA
lzerinde kendine komplementer olan baz siralarini bularak onlara baglanir ve 3'0H
ucundan DNA sentezinin ilerlemesini saglariar. Primerlerin yapisinda %50-60 kadar
G+C bazlar bulunmaktadir. Bu da hedef DNA ile daha kuvvetli baglarin kurulmasina
yardimci olur. Primerlerin 5’ ucu, hedef DNA'nin 3’-ucu ile birleserek, polimerizasyon
icin 5’3’ yénlinde uygun bir ortam saglamaktadir. Yeni bazlar, primerin 3’-ucuna
kalip DNA 6rnek alinarak segilir ve ilave edilir. Bu ugtaki tek bir uyumsuzluk
polimerizasyonun etkinligini azaltir.

Konvansiyonel PCR’da ideal bir primer hazirhginda uyulmasi gereken
basit kurallar:

e  Primerlerin uzunlugu 17-28 arasinda olmalidir.

e  Bazigeriginin %50-60"1 (G+C) olmahdir.

e Primerlerin 3 ucu (ya G), ya (C) veya (ya CG), ya (GC) ile

bitmelidir.Béylece DNA uglarinin agilip 6zgulligu azaltmasini engeller.



40

e Tm degerleri 55-80°C arasinda olmalari tercih edilir.

e 3 ucglarinda primerlerin birbirlerine komplementer olmamalidir.

e Primerin kendi igcinde eslegsmesine (hibridizasyon) yol agabilecek baz
dizileri oimamalidir. Aksi halde ikincil yapilar olugarak PCR'I engeller.

e 3 ucta 3 tane C yada G olmasi durumunda primer nonspesifik bile olsa,

DNA'ya stabil bir sekilde baglanir ve istenmeyen amplifikasyoniar olugur.

3.1.4 Deoksiniikleotid Trifosfatlar (dNTP)

Deoksiribontikleozid trifosfatlar (JATP,dGTP,dTTP,dCTP) yiiksek saflikta ya tek
tek ya da dortlii karigim halinde ticari olarak saglanir. Her deoksinikleotid derigiminin
20-200 uM arasinda olmasi rtn, é6zginlik ve dogru sonug¢ agisindan optimal denge
saglar. Tag DNA polimeraz disik dNTP derigsimlerinde (10-100 uyM) kaliba uygun
dogru bazlan se¢gmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100uM

dNTP derisimi ile gergeklestirilir.

3.1.5 Tamponlar ve MgCl;

PCR'da kullanilan cesitli tamponlar arasinda genelde 6nerilen PCR tamponu
20°C ‘de 10-50mM Tris-HCL'dir.Tris bir dipolar iyonik tampondur ve isisal déngiisi
sirasinda pH'1 6.8-7.8 arasindadir.

Magnezyum derigimi, primer eslesmesini, Grin &zelliini, primer-dimer
formasyonunu etkileyebilir. Ayrica, Mg?* iyonlari dNTp'ler ile gézinebilir kompleksler
olustururlar, polimeraz aktivitesini stimille ederler, ¢ift iplikli DNA'nin Tm degerini
(denatiirasyon sicakligi) artirirlar. Dugtk Mg?* derigimi, triin olusumunda azalmaya,

yiiksek Mg®* derisimi ise spesifik olmayan iir(in birikimine yol agar.
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3.2. Giiniimiizde En Cok Kullanilan PCR tipleri

Konvansiyonel PCR

Multipleks PCR

Reverse transkriptaz-PCR

AP-PCR yada RAPD-PCR
s Asimetrik PCR

e PCR-RFLP

e Species-Spesific-PCR

¢ Long-Distance-PCR vs. sayilabilir.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Isleyisi

Termostabil DNA polimerazlarinin ve farkh sicaklik derecelerini istenilen siireler
icin otomatik olarak ayarlayabilen PCR aletlerinin (Thermal Cycler) kullanima
sunulmasi 6nemli gelismelere yol agmistir. PCR, 0.2 veya 0.5 ml'lik mikro tiplerde
gerceklestirilir. Bir PCR déngisi denatirasyon, Primerin baglanmast (Annealing), ve
Uzama (Extension) olarak adlandirilan 3 agamadan olusur.

3.3.1 Hedef DNA’nin Denatiirasyonu: Denatlrasyon, nikleik astin iki
iplikciginin birbirinden ayrilarak tek iplikgik haline gelmesi iglemidir. Baslangi¢
denatiirasyonu igin tim genomik DNA gibi kompleks kaliplarin denatiire olmasini
saglamak uzere, 1s1 95°C ‘ye yikseltilerek bu i1sida hedef DNA’larin denatiirasyonu
sadlanir. Ancak PCR sirasinda genellikle etkin denatlirasyon sicakliginin 92-95 °c
oldugu saptanmistir. Bu is! islemi igin, materyalin turine gére dedismek lzere 3-5
dakika kadar bir siire yeterli oimaktadir.

3.3.2 Primerlerin Baglanmas! (Annealing): Denatlrasyon iglemi bittikten

sonra; is1 55-60°C’ye dusurlir ve primerlerin her biri komplementeri oldugu tek iplik
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hedef DNA (izerindeki spesifik bélgelerine bagdlanirlar. Béylece, primerlerin kendine
ait 5’-ucu ile hedef DNA'lardan birinin 3'-ucuna baglanarak, polimerizasyon igin 5°'—3’
yéniinde uygun bir ortam olusur.

Eslesme igin birka¢ saniye yeterlidir. Primer eslesmesi igin gereken isi ve sire,
amplifikasyon primerlerinin konsantrasyon ve uzunluklarina baghdir. Primerlerin
baglanmast agamasinda Tm (Denatiirasyon Sicakligi) 'in, Ta (Baglanma Sicakhigs)
‘'va oranin saptanmasi, PCR reaksiyonunun gergeklesebilmesi agisindan blylk bir
O6neme sahiptir. Bu nedenle basarili bir PCR igin (Tm / Ta)’ nin dogru hesaplanmast
gerekir.Primerin Tm degerlerinin hesaplanmasi igin kullanilan cesitli formuller
arasinda en yaygin kullanilan asagidaki formaldar.

Tm= [ (A+T’lerin sayisi) x 2°C + (G+C’lerin sayisi) x 4°C ]

Uygulanabilir eglesme 1sis1, amplifikasyon primerlerinin dogru Tm degerlerinin
5°C altindadir ve daha sonra optimim sicaklik degeri denenerek saptanir.

3.3.3 UZAMA (“Extension”) : Kalp DNA'ya primerlerin baglanmasi
gerceklestikten sonra 1s1 hemen 70-72°C'ye cikanlir. Bu isida galisan Taq DNA
polimeraz, primerlerin 3'- ucuna nukleotidleri yerlestirir ve bdylece hedef DNA
dizisinin bir kopyas! elde edilir. Reaksiyonda, hedef DNA'nin tek iplik¢ik dizileri kalip
ddevi gorar. Uzama, baglanma oldugu anda baslar. Sicaklik 70°C’ye yaklastiginda
termal DNA polimeraziar en aktif hallerine gecerler ve baz uzamasi 100
baz/saniye'ye ulasir.

Uzama siresi, hedef dizinin konsantrasyonu ve uzunlujuna baglidir. Uzama
asamasinda genellikle Tag/Amplitaqg DNA Polimeraziarn polimerizasyon aktivitesi
icin en uygun sicaklik derecesi olan 72°C kullanilir.

Bu (i¢ agamanin defalarca tekrarlanmasiyla DNA fragmanlar ssel olarak artar.

Bu Ussel artigin nedeni bir déngl sonucu sentezlenen Griintin ardigik déngiide diger
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primer icin kalipp gérevi yapmasidir. Béylece her PCR doéngisi DNA molekil
Uzerinde istenilen bdlgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. PCR boyunca biriken
artnlerin boyu iki primerin boyu ve hedef DNA bélgeleri arasindaki mesafelerin
toplami kadardir.

Potansiyel olarak her déngtiniin %100 verimle gergeklestigi varsayilirsa, érnegdin

20 déngtl sonucu 2% kat Griin meydana gelir.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Modifikasyonlar:

Polimeraz zincir reaksiyonunun bir ¢gok modifikasyonlari yapiimigtir. Bunlardan
cok 6nemli bazilarinin ¢ok kisa olarak ¢calisma mekanizmalari asagida bildirilmigtir.

e Invers (Tersine Donmis )Polimeraz Zincir Reaksiyonu

e Asimetrik Polimeraz Zincir Reaksiyonu

e In Situ Polimeraz Zincir Reaksiyonu

¢ Hot Start Polimeraz Zincir Reaksiyonu

¢ Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

¢ Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

¢ Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu

e RNA'nin Amplifikasyonu

3.5. PCR’1ETKILEYEN FAKTORLER

PCR’ In ¢ok yaygin kullaniimasina kargin, reaksiyon sirasinda olusan bazi
hatalar negatif veya pozitif yanlis degerlendirmelere neden olmaktadir. Bunlarin en
disiik diizeye indiriimesi arastiricilanin ve laboratuarda gahgan teknik elemanin esas
gorevieri arasinda olmalidir. Ancak bunlarin bir kismi temiz galigmamaktan
kaynaklanmakta, diger bir bélumi de galiganlarin bilgisi diginda olugmaktadir. Bu

hatalarin neler olabilecegini iyi bilen teknik kadro bdyle olumsuz durumlar en az
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diizeye indirebilir. PCR’ 1 etkileyen faktorleri gruplara ayiracak olursak :
e Denatirasyon Sicakligi ve Zamani
e Baglanma Sicakligi ve Suresi
e Primerler ve Primer Uzunlugu
e Mg* Derisimi
o Dongi Sayisi
PCR’1 Etkileyen Diger Etmenler

Laboratuvarda kullanilan bir ¢ok bilesikler PCR’da amplifikasyonu ¢nlemekte
veya olumsuz yoénde gelismesini sadlamaktadir. Bunlar arasinda deterjanlar,
chelating ajanlar (EDTA), proteinazl’ar, kanser kematerapétik ajanlan, belli baslari
arasindadir. Bunlar reaksiyon sirasinda DNA veya RNA ile baglanabilir veya bazlar
arasina girerek sonucu olumsuz yénde etkileyebilir.

Her ne kadar PCR'da i1siya dayanikh termostabil enzimler kullaniimakta ise de,
bunlarin etkinliklerinin, ylksek isidaki yar émurlerinin ¢ok iyi saptanmasi ve ondan
sonra kullanilmalar sarttir.

PCR’'da en fazla gérilen hatalardan biri de; nonspesifik DNA'larin amplifiye
olmast ve sonuca etkilemesidir.

Kontaminasyon problemini minimal dizeye indirebilmek ve bu diuzeyde
tutabilmek i¢in fiziksel, kimyasal ve enzimatik kontrollere ve &6zel &nlemlere
gereksinim vardir.

Primerlerin yanisira reaksiyon ortamina katilan nikleotidler ve sollsyonlarin da
dikkatle segilmesi ve kullaniimasina azami 6zen godsterilmelidir. Bunlar kesinlikle
kontamine olmamalidirlar.

Hedef DNA'larin amplifikasyonunda iyi segilmemis bazlara sahip prob’larin

hazirlanmasinin da roli bilyllk olmaktadir. Son yillarda amplifiye edilen Granlerin
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sterilizasyonuna ydnelik bazi teknikler gelistirimis ve basan ile kiullanidig
anlastimigtir.

Laboratuvarlarda steril kosullara uyulmadiyi durumiarda kontaminasyonlar
olmakta ve fazla kullanilan pipet, solusyon, reagent, kimyasal, vs.‘de bulagmalar
goriilmektedir. Bunlar da, isaretli prob’lar veya primerler aracihdi ile amplifiye

olmaktadirlar.

3.6 Amplifiye Edilmig Uriinlerin Saptanmasi

PCR ‘dan amplifiye edilmis Grinlerin ortaya konulmasi énemli ve yapilmasi
gereken bir islemdir. Bu amagla baslica 4 tur uygulama kullaniimaktadir.

3.6.1 Ethidium Bromide ‘le Bantlarin Boyanmasi: Reaksiyon tiplerinde
bulunan amplifikasyon driinleri, burada direkt olarak agaroz jel elektroforezine tatbik
edilir. Bu ortamda, Urlinler molekil kdtlelerine gére bir ayinma tabi tutulur. Bu iglem
sonunda, jel, Ethidium Bromide soliisyonuna daldirilarak, olugan bantlar gorulir hale
getirilirler. Meydana gelen bantlar, bilinen markerlarla kargilagtirilarak Dbir
degerlendirme yapilir. Gok basit ve ayni zamanda kolay olmasina karsin bu teknigin
bazi dezavantajllan vardir. Bunlardan biri, boyama teknidinin sekans spesifitesi
zayiftir. Cunki, istenmeyen veya ilgisi olmayan DNA'nin amplifikasyon bantlarini
ortaya koymamaktadir. Spesifik olmayan DNA'lar da amplifiye olabilecedinden bunlar
bant analizleri ile belirlenememektedir. Her ne kadar, kontrol setler kullanilsa bile yine
de boyle sorunlar ortaya ¢cikmaktadir.

3.6.2 Southern Blot Analizi: Amplifiye olmus Uriinler agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak molekll kitlelerine goére bir ayinma tabi tutulur. Bu
asamadan sonra Urlinler; agaroz je'den kati ortama (nitroselliiloz filtre veya naylona)

transfer edilir (elektrotransfer). Bu kati ortam Uzerinde denature ve fikse edildikten
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sonra isaretli (*2P, biotin, vs,) spesifik prob'larla hibridizasyona tabi tutulur ve
sonuglar otoradiografi veya biotin kullaniimig ise renk indeksine gére degerlendirilir.
Film Gzerinde siyah lekelerin (bant’lar) bulunmasi hedef DNA'nin amplifiye oldugunu
ortaya koyar. Southern Blotting tekniginin hassasiyeti ve spesifitesi daha yliksektir.

Ancak bu teknoloji de zaman alici ve fazla is gerektirir.

3.6.3 Solusyon Hibridizasyon Teknigi

Daha az olarak bas vurulan bu teknikte amplifiye edilmig DNA drinleri isaretli
prob’lar , uygun NaCl yogunluguna sahip bir hibridizasyon sollisyonu iginde bir araya
getirilirler. Karigim 95°C de denatire edilerek DNA iplikgikleri birbirinden ayrilir. Is!
50-60°C ‘ye dusurilerek spesifik problarin sekanslara baglanmasi saglanir. Bu
karisim poliakrilamid jel elektroforezine (PAGE) tabi tutularak ayirilir. Jel igerisinde
DNA - DNA hibrid molekiilleri buylk oldugundan ve yavas harekete sahip
olduklarindan baslangigta yer alirken, kiiglik molekuller (birlesmemis prob’lar, tek
iplikgik DNA, vs) daha hizli olduklarindan karsi ugta lokalize olur. Bundan sonraki

islemler aynen Southern Botting’de oldugu gibi yaratilar ve dederlendirilir.

3.6.4 Diger Teknikler

Amplikonlart (PCR trinleri) belilemeye digerlerinin dezavantajlarini ortadan
kaldirmaya yénelik bazi teknikler de gelistirimis ve denenmisgtir.

Spesifik problarla hibridize olmug DNA molekillerinde, polimeraz enziminin
5—3 yoéniindeki ekzonukleaz aktivitesi, hibridize olmus prob’lan aynstirarak 5'-
uglarinda izotop bulunan prob DNA'simin boyutlarinda kigtlmeler olusturulur ve
bunlar da radiografi ile ortaya konulurlar.

Hibridizasyon Proteksiyon Testi de ayni amag i¢in denenmigtir. Bunda, ayrica,

dijital okuma sistemleri de bulunmakta ve siire gok kisalmaktadir. PCR Griinlerini
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saptamada son yillarda nonizotopik problarin kuilaniimasi ydniinde bir egilim
bulunmaktadir. Biotin veya digoxigenin'le isaretlenmis problan hazirlamak daha kolay
ve daha uzun siire de kullanma olanagi saglamaktadir.

Amplifiye edilmis PCR Urinleri laboratuvarimizda DNA Biyosensdrleriyle tayin
edilmektedir.

4. DNA Biyosensdorleriyle DNA Dizi Algilama Yéntemleri:

Cesitli yontemlerle biyolojik 6rneklerden 6zgiin DNA dizisi saptanmasi
biyomedikal alanda ¢ok dnemlidir (94). Hastalik tanisinda insan, viriis ve bakteri baz
diziliminin tayini ile pek ¢ok kalitsal hastaliklara neden olan mutasyoniar artik
saptanabilmektedir.

Hibridizasyon tayinlerinde kullanilan ¢esitli immunokimyasal ve voltametrik
metodlar karsilastinldidinda birkag 6rnegin galisildigi  durumda voltametrik
yontemlerin daha hizhi yanit verdigi gézlenir, ancak buyiik miktarda bir seri benzer
6érnek analizlenecekse, iyi bir otomasyona sahip EIA gibi immiinokimyasal tekniklerin
kullaniimasi daha uygun olmaktadir (86).

Diziye 6zglin DNA biyosensérleri, bir cevirim sistemi ile beraber DNA probundan
olugsmustur. DNA biyosensoérlerinin esasi, DNA bazlarinin hibridizasyonuna dayanir
(44, 113, 117).

Elektrokimyasal DNA biyosensérleri, aranan hedefin baz dizisinin karsiligi olan
20-40 baz gibi kisa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmalli DNA (ssDNA)
oligomerin (veya “PROB" olarak isimlendirilir), elektrot ylzeyine baglanmasina
dayanmaktadir. Hedefi igeren bir 6rnek ¢ozeltisine sensériin uygulanmasi, ile elektrot
ylizeyinde hibrit olusur. Elektrokimyasal élgimlerde elektrot yiizeyinde olugsan hibrit
iki yéntemle tayin edilir; bunlardan ilki bir elektroaktif indikatér araciligiyla (6rnegin bir

redoks-aktif katyonik metal kompleksi) yapilan tayindir. Bu yéntemde ylzeyinde hibrit
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olusan elektrot indikatorii iceren ¢ozeltiye daldinhr ve indikatéran hibrite baglanma
dizeyi belirlenir (26-32, 58, 76, 81, 114).

Diger yontem ise DNA bazlarindan en elektroaktif olan Guanin bazinin 1.0 V’ da
verdigi ylkseltgenme sinyalinin farklilanmasindan yola ¢ikilarak yapilan tayindir (11,

62, 72, 73, 117).

4.1 indikatére Dayali DNA Dizi Algilama Yéntemleri:

Indikatdre dayali DNA dizi algilanmasi, ya DNA'ya interkale olabilen (metal
kompleksieri, antibiyotikler) (6, 15-17, 49, 64, 65, 76, 113) veya DNA dizisindeki
bazlarla 6zgiin olarak etkilesen (MB, Ru(bpy)s>*, vb.) elektroaktif maddeler (indikatér)
ile tayin edilebilmektedir (30-33, 41, 58, 92, 112). Elektrokimyasal ceviriciler,
hibridizasyon olayini analitik sinyale gevirmede etkin bir sekilde kullaniimaktadir
(16,17, 20, 21, 23, 53).

Elektrot ylizeyinde olusan hibrit ile etkilesen indikatériin neden oldugu artan
veya azalan elektrokimyasal yanit hibridizasyonun tayinine yénelik bir sinyal olarak
kullamilir (27, 28, 53, 74, 77, 100, 111).

Elektroaktif bir maddenin indikatér olarak kullanilabilmesi igin ssDNA ve dsDNA
ile etkilesimi sonucu alinan yanitlar arasinda anlaml bir fark olmasi gerekmektedir.
Ru(ll) (6, 48, 49), Co(lll) (15-17, 92), Os(ll), Os(lV) (64, 65, 92)° in 1,10-fenantrolin

ve 2,2’-piridin kelatlari hibridizasyon indikatéri olarak siklikla kullanilan maddelerdir.

4.1.1 Interkalatér Madde ile DNA Dizi Algilama Yéntemi:

Interkalasyon; bir maddenin DNA cift sarmali arasina girip birikmesidir. Bu
durumda; Sekil 11’ de g6zlendigi gibi; ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile etkilesimden sonra

alinan madde sinyali maddenin birikmesinden dolay! tek sarmal DNA (ssDNA) ile
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etkilesimden sonra alinan madde sinyaline gére oldukga yiksektir (6, 15-17, 32, 48,

49, 58).

Tek sarmal DNA (prob) Gift sarmal DNA (hibrit)
1 b I 1 | I |
G A CAT G G C ¢ A CA T G C
C T 6 T A C G
4t 1 1 1

interkalatér bir hibridizasyon

indikatori ile etkilegsim

G —
)

Elektrokimyasal
Yanit

I 1 [ 1
Potansivel (V) Potansivel (V)

Sekil 11: Interkakatér bir hibridizasyon indikatérii ile DNA dizi algilanmasi

4.1.2 DNA bazlarinin en az biriyle etkilesen bir indikator ile:

Hibridizsyon indikatéri olarak kullanilan madde DNA’nin bazlarindan biriyle
(6zellikle Guanin) etkilesiyor olabilir. Bu durumda; Sekil 12 ‘de gézlendigi gibi; tek

sarmal DNA (ssDNA) 'da bazlar agikta oldujundan dolayr alinan madde sinyali,
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hibridizasyondan sonra olusan c¢ift sarmal DNA (dsDNA) ’'da bazlar kapali

oldugundan dolay! alinan madde sinyaline oranla olduk¢a yuksektir (51, 53, 56,
71,76).

Tek sarmal DNA {prob) Cift sarmal DNA (hibrif)
P P i I | I R
GA CAT G G ¢ G A CA T G C
C T GG T A C G
| | L1 1 ] |
DNA hazlanyla
etkilegen bir hibridizasyon
indikatori ile etkilesme
| N I
rr. 111 1.1 1 ¢ ACATGC
G A C AT G G o C T 6 T A C 6
l | | I | ]
Elektrokimyasal
Yanit
\
] 1 i) i

Potansivel {V}
Potansiyel (V)

Sekil 12:DNA bazlarindan biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatért ile DNA

dizi algilanmasi.
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4.2  Indikatérsiiz DNA Dizi Algilama Yéntemleri:

Elektrot ylizeyine tutturulan tek sarmal prob diziye (ssDNA) ait Guaninlerin
verdi§i elektrokimyasal yanit ile, probun komplementeriyle birlegmesinden sonra
olusan ¢ift sarmal DNA’ ya ait guaninlerden alinan elekirokimyasal yanit arasinda
Sekil 13" de gobzlendigi gibi 6nemli bir farkhlanma vardir. Bu farkhilanma

hibridizasyonun tayinine yénelik bir sinyal olarak kullanilir (62, 72, 82, 103-106, 117).

Tek sarmal DNA (prob) Gift sarmal DNA (hibrit)
Fr 1 1 1 1 | I
G A CAT G G C G ACAT G C
C T GTA C 6
I I N O

Elektrokimyasal
Yanit
a

s I | I 1

T T 1.00 1.05 1.10 1.15

100 1.05 1.10 1.15 Potansiyel (V)

Potansivel (V)

Sekil 13: Indikatérsiiz DNA dizi algilama yéntemi



52

i. BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Kimyasallar

Meldola Mavisi (Sigma)
Asetik Asit (%99-100) ( Merck)
Hidroklorik asit (%37) (Merck)
Sodyum Hidroksit (Merck)
Di sodyum mono hidrojen fosfat (Riedel de Haen)
Potasyum di hidrojen fosfat (Riedel de Haen)
Grafit tozu (Fisher)
Mineral yag (Acheson 38)
Tris (hidroksimetillaminometan hidroklortir (Sigma)
Sodyum kloriir (Sigma)
Sodyum asetat trihidrat (CH3COONa.3H0) (Sigma)

Tum calismalarda sterilize ediimis deiyonize su kullanildi. Deneysel ¢aligmalar oda

sicakliginda (25.0 = 0.5) ° C’ de gergeklestirildi.
2.1.1. Hibridizasyon indikatérii olarak kullanilan Meldola Mavisi hakkinda

genel bilgi:

Acik kimyasal formiil :

I\
fIN\‘\.
N N e

N(CH.)2
(cHy
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Kapali kimyasal formil: C1gsH1sN2>OCI

Kimyasal adlandirma; 8 — dimetilamino — 2,3 - benzofenoksazin.

Kimyasal ézellikleri: Koyu mavi renkte kristallerden olugmustur. Suda ¢ézinur.

Molekil agirhigi, 378.9 g / mol'dur. Meldola Mavisi (MDB), fenoksazin sinifina ait
duzlemsel bir aromatik halka iceren katyonik yikit bir molektldir. Enzimlere dayal
elektrokimyasal biyosensérierde ylkseltgenme - indirgenme belirteci olarak
kullaniimaktadir.

MDB, sahip oldugu dizlemsel aromatik halkasi sayesinde, DNA’ya interkalatif
(30, 32, 58, 92) olarak baglanarak DNA cift sarmalinin iginde birikir. Bu &zelligine
bagh olarak tek sarmal (ssDNA) ve ¢ift sarma (dsDNA) ile etkilesmesindeki farklilik,
MDB'nin giivenilir bir hibridizasyon indikatdril olarak kullaniimasini saglamaktadir.

2.2 Hibridizasyon Tayininde Kullanilan Sentetik Oligoniikieotitler:

2.2.1 Herpes Simpleks Viriis (HSV)tayinine ait oligoniikleotit dizileri:

HSV' ye ait PCR riinii dizisi; virlls genomunun polimeraz gen bélgesinin HSV
tip 1 icin; 64208-64367 numarali, HSV tip 2 igin; 64669-64828 numarall bazlan
arasindaki kismin gogaltiimasiyla elde edilmistir. (59)

HSV tip 1 ve tip 2'yi temsil eden probiar ve bu ¢aligmada kullanilan tim 22-baz
sentetik oligonukieotitler (liyofilize toz halinde) TIB Molbiol (Almanya)dan saglandi.
Ayrica PCR arini 6rneklere dayall hibridizasyon tayini g¢aligmalarinda kullanilan
hasta 6érnekleri, Ege Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Mikrobiyoloji
Anabilim Dali'ndan saglandi. Bu oligonukleotitlerin baz dizilimi agsagidaki gibidir;

Prob 1 ( HSV tip 1 igin 22-baz dizi )

5'NH,- TTG CTG GCC AAGCTGACG GACA 3

Hedef 1 (HSV tip 1 igin 22-baz dizi )

5 TGT CCG TCAGCT TGG CCAGCAA
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Prob 2 (HSV tip 1 icin 22-baz dizi )

5 NH, GTC CTG ACC AAGCTGACGGAGA 3

Hedef 2 (HSV tip 2 i¢in 22-baz dizi)

5 TCTCCGTCAGCTTGGTCAGGAC ¥

Prob 1 HSV Tip 1'e, prob 2 HSV Tip 2'ye ait problardir. hedef 1 ve hedef 2
bunlarin sentetik karsiliklaridir. Birbirlerine gére 4 nikleotidleri farkhdir bu niikleotidler

alti gizilerek belirtilmisgtir.

2.2.2. Indikatérsiiz DNA dizi algilamasina yédnelik deneylere ait
oligonkleotit dizileri:

Bu calismada kullanilan tim 17-baz setetik oligonikleotitler liyofilize toz halinde
Synthegen LLC (Houston Texas, USA) ‘dan saglandi.

Prob Dizi ( 17-baz dizi)

5 -TCA-AAT-CAG-GTT-GCT-TA- 3'

Hedef dizi (17-baz dizi)

5 -TAA-GCA-ACC-TGA-TTT-GA- 3’

2.2.3. Akondroplazi G380R mutasyon tayinine ait oligoniikleotit dizileri:

Bu calismada kullanilan tim 12-baz sentetik oligonukleotitler liyofilize toz
halinde Therma Hybaid Interactiva (Almanya)dan saglandi. PCR drini hasta
érnekleri, Ege Universitesi Fen Fakuitesi Molekiiler Biyoloji Bélimi ve Ege
Universitesi Tip Fakilltesi Cocuk Sagh§i ve Hastaliklari Bélimi'nden sagland..

Sentetik oligoniikleotitlerin baz dizilimi agagdidaki gibidir;
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Saghkh Tip Prob (12-baz dizi)

5'-CAC CCCITAICT-3’

Saglikh Tip Hedef (12-baz dizi)

5 — AGC TAC GGG GTG- 3’

Mutant Tip Prob (12-baz dizi)

5 -CAC CCTIITAICT-3

Mutant Tip Hedef (12-baz dizi)

5' - AGC TAC AGG GTG- 3'

(I= inozin)

Bu galismada kullanilan iki tip prob ; hem saglikll hem de mutasyonu igeren geni
temsil eden prob dizilerdir. Hedef diziler bunlarin karsiigidir. Prob diziler guanin
yerine bir guanin anologu olan inozin igerirler. Her iki tip arasinda guaninden adenine

bir mutasyon vardir. Mutasyon noktast alti gizilerek belirtilmigtir.

2.2.4. Oligoniikleotit ¢ézeltilerinin hazirlanigi:

HSV tayininde kullanilan 22-baz dizisine sahip oligoniikleotit stok ¢ézeltileri, 500
pg/mL derisiminde TE ¢ozeltisi ( 10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8.0) ile hazirlandi
ve 0°C ‘nin altinda saklandi (113, 114). Prob olarak kullanilan oligoniikleotitlerin 20
mM NaCl iceren 0,5 M Asetat tamponu (pH 4,8) ile, hedef olarak kullanilan
oligoniikleotitlerin seyreltik ¢dzeltileri ise 20 mM NaCl igceren 20 mM Tris-HCI tampon
cozeltisi (pH 7,0) ile hazirtand.

indikatdrsiz DNA dizi algilama yénteminde kullanilan 18-baz dizisine sahip
oligoniikleotit stok gézeltileri, 100 ug/mL derigiminde TE ¢ézeltisi ( 10 mM Tris-HCI,
1mM EDTA, pH 8.0) ile hazirlandi ve ayni kosullarda saklandi. Prob olarak kullanilian

oligoniikleotitlerin 20 mM NaCl iceren 0,5 M Asetat tamponu (pH 4,8) ile, hedef
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olarak kullanilan oligoniikleotitlerin seyreltik ¢dzeltileri ise 20 mM NaCl igeren 20 mM
Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 7,0) ile hazirlandi.

Akondroplazi G 380R tayininde kullanilan 12-baz dizisine sahip oligonikleotit
stok cozeltileri, 100 pg/mL derisiminde TE ¢6zeltisi ( 10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA,
pH 8.0) ile hazirlandi ve aym Kkosullarda saklandi. Prob olarak kullanilan
oligoniikleotitierin 20 mM NaCl iceren 0,5 M Asetat tamponu (pH 4,8) ile, hedef
olarak kullanilan oligonikleotitlerin seyreltik ¢ézeltileri ise 20 mM NaCl iceren 20 mM

Tris-HCI tampon ¢ézeltisi (pH 7,0) ile hazirlandi.

2.2.5 PCR iiriinii 6rnek ¢ozeltilerinin hazirlanigi:

PCR urini érneklerinden, HSV' ye ait diziyi icerenler Ege Universitesi Tip
Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal’nda, Akondroplazi'ye ait
diziyi icerenler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar Anabilim
Dali'nda hastalardan alinan kanlardan izole edilen DNA'nin, PCR teknigi kullanilarak
cogaltiimasi ile elde edildi.

HSV ve Akondroplazi ‘ye ait hasta érneklerini iceren 10 uL PCR UrtinG érnekler,
20 mM NaCl iceren 20 mM Tris-HCI tampon ¢dzeltisi (pH 7,0) ile seyreltildi.
Seyreltilen érnekler kullaniimadan 6nce, tek sarmal hedef oligoniikleotidi elde etmek
tzere, 95 °C’ de su banyosunda 5 dakika, ardindan buz banyosunda 2 dakika
bekletiimek suretiyle denatiire edildi (53, 72, 83).

2.3 Kullanilan Cihazlar

. Olgumler ve deneyler esnasinda kullanilan tim cihaz, donanim ve
yazilimiar ;
) Terazi (Saritorious-Analytic A-200)

. Ses titresimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)
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J Ph-metre (Schott-Mainz CG 710)

o Manyetik karigtirici ( Elektro-mag ve ARE 2-Velp)

J Potensiostat

. Autolab PGSTAT 30 (GPES 4,8 yazilimi ile birlikte)
. Autolab PGSTAT 12 (GPES 4,5 yazilimi ile birlikte)

. Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu)

. Ag/AgCl referans elektrot

o Platin tel (Yardimcl elektrot olarak kullanildi.

2.4 Kullanilan Yontem

2.4.1. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanigi

2.4.1.1. Meldola Mavisi ¢ozeltisinin hazirlanigi
Calismalar siresince kullanilan MDB ¢ézeltisi 1 mM derisimde 20 mM NacCl

iceren 20mM Tris- HCI tampon ¢ézeltisi (pH 7,0) igerisinde hazirlandi.
241.2. Fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanigi

Karbon pastasi elektrodunun aktivasyonu esnasinda kullanilan 0,05 M fosfat
tampon ¢ozeltisi litresinde 1.36 g (0,01 mol) KH;PO4 ve 6,96 g (0,04 mol) KoHPO4
icermektedir. NaCl derisimi 20 mM olacak sekilde 1,17 g NaCl ilave edilmigtir.
Hazirlanan fosfat tamponun pH degeri 7,4 * tor.
2.41.3. Asetat tampon ¢oézeltisinin hazirlanigi

Kullanilan 0,5 M asetat tampon ¢ézeltisi litresinde 2,722 g. CH3COONa. 3H,0
ve 1,154 mL CH3;COOH (%99, 1.05 g/mL) icermektedir. NaCl derigsimi 20 mM olacak
sekilde 1,17 g NaCl ilave edilmistir. Hazirlanan asetat tamponunun pH degeri 4,8 *

dir.
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2.4.2. Kullanilan elektrotlarin hazirlanigi

2.4.21. Karbon Pastasi Elektrodunun (CPE) hazirlanigi

Calisma elektrodu olarak kullanilan karbon pastasi elektrodu, ¢api 3 mm olan
cam borudan hazirlanmistir. Bu elektrot, i¢ kisminda karbon pastasi icermekte ve
elektriksel iletkenlik ise bakir tel ile saglanmaktadir. Karbon pastasi, grafit tozu ile
mineral yagin 70:30 oraninda homojen bir sekilde karigtiriimasiyla hazirlanmis ve
hazirlandiktan sonra elektrot yizeyi yagh kagit ile homojen bir ylzey haline
cevrilmistir.

24.2.2. Kalem Ucu Grafit Elektrot (PGE) hazirlanisi:

Calismada kullanilan kalem ucu elektrot; Tombo kalem uglarinin 3 cm
boyutunda kesilmesiyle hazirlandi (106, 107).

Caligmalar esnasinda, CPE kullanilarak yapilan ¢aligmada; CPE aktivasyonu,
CPE yuzeyine Akondroplazi hastaligini temsil eden prob tutturulmasi, CPE ylzeyine
tutturulmus prob ile hedefin CPE yiizeyinde hibrit olugturmasi ve elektrokimyasal
6lgumlerine iligkin ydntemde laboratuvarimizda énceki caligmalarimizda rapor edilen
yol izlenmigtir (82).

PGE ile yapilan ¢aligmada ise PGE igin herhangi bir kimyasal ya da elektriksel
aktivasyon yapmadan HSV virisline ait prob dizisinin kovalent olarak elektrot
ylizeyine baglanmasi, PGE yizeyine tutturulmus prob ile hedefin PGE ylizeyinde
hibrit olugturmasi, bu hibritin indikator madde ile etkilesimi ve elektrokimyasal

Olcimlerine iligkin yéntem kullamimistir.
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243 Meldola Mavisi indikatorliigiinde Herpes Simplex tip 1 ve tip 2

viriislerinin tayini ve ayirimi:

2.4.3.1. HSV polimeraz gen bdélgesi tip1 ve tip2 ayirminda PCR iiriinii
orneklerinden prob dizi segimi:

HSV Tip1 PCR Uriinii:
5 ATC AAC TTC GAC TGG CCC TTC TTG CTG GCC AAG CTG ACG GAC ATT

TAC AAG GTC CCC CTG GAC GGG TAC GGC CGC ATG AAC GGC CGG GGC
GTG TTI CGC GTG TGG GAC ATA GGC CAG AGC CAC TTC CAG AAG CGC
AGC AAG ATA AAG GTG AAC GGC ATG GTG AGC ATC GACATG TAC GG ¥

HSV Tip2 PCR Uriinii:
5' ATC AAC TTC GAC TGG CCC TTC GTC CTG ACC AAG CTG ACG GAG ATC

TAC AAG GTC CCG CTC GAC GGG TAC GGG CGC ATG AAC GGC CGG GGT
GTG TTC CGC GTG TGG GAC ATC GGC CAG AGC CAC TTC CAG AAG CGC

AGC AAG ATA AAG GTG AAC GGC ATG GTG AAC ATC GACATG TAC GG &

Alti ¢izili olan kisimlar primerler, kalin ve italik olan kisim ise prob dizilerdir.
Prob icin baz degisiminin en sik olan ve primere en yakin kismi alindi. Prob dizilerde
birbirlerine gbre 4 adet baz farki vardir, tum baz farkhiliklari da alti ¢izili olarak

gOsterilmistir.

2.4.3.2. Calisma Basamaklari:
Cahsmada kalem ucu elektrot kullanildi ve elektrot ylzeyine prob dizi kovalent
baglama yontemiyle bagdlandi. Calisma prosedirii Sekil 15’ de sematize olarak

gosterilmistir.
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Elektrot hazirlanmasi: 3cm uzunlugunda kesilmis elektrotlar, 1.5cm

uzunlugunda isaretlendi ve yuzeyi plrtizstz olan kisimlari kullanild.

Elektrot ylzeyinin kaplanmasi: fosfat tamponu iginde hazirlanmis; 5mM NHS,

8mM EDC igeren yiizey kaplama ¢dzeltisi igine elektrotlar daldirilarak 1saat bekletildi
(54, 76).

PGE vylizeyine prob tutturuimasi: 0.05M asetat tamponu (pH 4.8) iginde

hazirtanmis 10ppm derigimindeki her iki tipe ait prob ¢ozeltileri hazirlandi. Yuzeyi
kaplanmis olan elektrotlar prob ¢ézeltisi iginde 1 saat bekletildi.

Hibridizasyon: Yuzeylerine prob tutturulmus elektrotlar, Tris-HCl tamponu (pH

7) 'nda hazirlanmis 15ppm derigimindeki hedef dizi ¢ozeltileri icinde 30 dakika
bekletildi.

Yikama: Elektrot ylizeylerinden baglanmayan ya da diger tip ile hibridizasyon
sonucu iyi baglanmamis hibritleri ylizeyden uzaklastirmak igin elektrotlar, %0.1 SDS
iceren ¢bzeltide 10 dakika bekletildi (52, 82).

MDB biriktirmesi: 20uM derisimindeki MDB ¢dzeltisi karisan ortamda 5 dakika

boyunca higbir gerilim uygulanmadan akumile edildi (53, 58).
Olcim: Akiimule olan MDB, DPV teknigi (10 mV genlik) kullanarak (+0,2 V) —

(-0,5 V) arasinda, 20 mM Tris-HCI tampon ¢dzeltisinde (pH 7,0) dlcildi.
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5-NH, - TTG CTG GCC AAG CTG ACGGACA 3

5 NH,-GTC CTG ACC AAGCTG ACG GAG A T .
—— PCR Uriinii

Prob w———

Hibridizasyon

_—
NH2 NH2
o=c o=
L ____» Covalent ]
o Attachment C))

a) l MDB ile etkilesim

a) Yalmzca HSV Tip1 prob
b) Tip2 PCR drani ile
hibridizasyondan sonra

¢) Tip1 PCR Gruniile
hibridizasyondan sonra

[

I Kalem ucu elektrot J l Kalem ucu elektrot I
l-l2
C

N:—IZ
Oo=C
|
o
2
I Kalem ucu elektrot J
N
O=
\
o
| Kalem ucu elektrot 1 [Kalem ucu elektrot |

300000 ¢ —

250000

2000.00

150000

S T S

1000.00 - —=—— -

Current (nA)

508.00 a b <

0ao0

Sekil 14: HSV Tip1 ve Tip2 ayinmda kullanilan galisma prosediri.
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2.4.3.3. Prob dizisinin elektrot yiizeyine kovalent olarak modifiye edilmesi:

Yalnizca kalem ucu elektrotlarda degil gesitli karbon(grafit) elektrotlar kullaniidiinda
da kovalent ajanlarla yapilan kaplama ytuzeye NH; grubu ile isaretli prob direkt olarak

glclu sekilde baglanmaktadir.

CH,
\ A e
CH;N'CHzCHzCHiN’C'N CH,CH,. HCI
+
OH
|
N
0 0 i
amino grubuile
EDC ve NHS 0 isaretli prob grafit
grafit graft elektrot
elektrot elektrot

Sekil 15:Grafit elektrot yluzeyinde kovalent ajanlarla yapilan NH; grubu ile

isaretli DNA probu modifikasyonu.

2.4.3.4 Diferansiyel puls voltametri teknigi ile MDB indikatorliigiinde
hibridizasyon tayini incelenmesi:

MDB-DNA etkilesmesinin DPV teknigi ile incelenmesi igin yapilan ¢aligmalarda,
Sekil 15'de gosterilen agamalar uygulandi. Caligma elektrodu olarak PGE kullanildi.

MDB’ nin biriktirilmesi sirasinda, 20 ygM MDB iceren 0,05 M tris-HCI tampon
cozeltisi (pH 7) kullanildi. Olgtim, DPV teknigi (10 mV genlik) kullanilarak (+0,1 V) — (-
0,5 V) arasinda, 5 mV/s' lik tarama hiziyla, 20 mM NaCl iceren 0,05 M tris-HCI
tampon ¢ozeltisinde (pH 7) yapild..

Elektrot ylizeyine prob dizinin kovalent olarak badlanmasi igin, elektrot, kovalent

ajanlar olan NHS-EDC kansimi iginde 1 saat bekletilerek ylzeyin kaplanmasi



63

saglandi. Bu sirada bu kovalent ajanlar elektrot ylizeyini NH2 grubu baglanacak
sekilde kaplar (53).

Elektrot ylizeyinin prob dizi ile kaplanmasi sirasinda 10ppm derisimindeki tip1
ve tip2'e ait 5 ucundan NH; bagh oligonikleotit dizi ¢ézeltileri 1 saat boyunca,
elektrotun ¢dzelti icine daldiriimasi suretiyle baglanirlar.

Yiizeyine yalnizca prob dizi tutturulan elektrot ile MDB tayininde hibridizasyon
asamasinda i¢inde hedef dizi bulunmayan tris-HCI tampon ¢ézeltisi (pH 7) kullanildi.

Diger asamalarda belirtilen kosullar uygulandi.

2.4.3.4.1. MDB indikatérliigiinde hibridizasyonun tayini:

Elektrot hazirlanmasi: 3cm uzunlugunda kesilmis elektrotlar, 1.5cm

uzunlugunda isaretlendir ve ylzeyi ptrizsiz olan kisimlart kullaniidi.

Elektrot ylizeyinin kaplanmasi: Fosfat tamponu iginde hazirlanmis; 5mM NHS,

8mM EDC iceren ylizey kaplama ¢ozeltisi igine elektrotlar daldinlarak 1saat bekletildi.

PGE vyizeyine prob tutturulmasi: 0.05M asetat tamponu (pH 4.8) iginde

hazirlanmis 10ppm derisimindeki her iki tipe ait prob ¢dzeltileri hazirlandi. Ylzeyi
kaplanmis olan elektrotlar bu prob ¢ézeltisi iginde 1 saat bekletildi.

Hibridizasyon: Yizeylerine prob tutturulmus elektrotlar, Tris-HCI tamponu (pH
7)nda hazirlanmig 15ppm derisimindeki hedef dizi ¢ozeltileri icinde 30 dakika
bekletildi.

Yikama: Elektrot ylzeylerinden baglanmayan ya da dider tip ile hibridizasyon
sonucu iyi baglanmamis hibritleri y(izeyden uzaklagtirmak icin elektrotlar, % 0.1 SDS
iceren ¢ozeltide 10 dakika bekletildi.

MDB biriktirmesi: 20uM derisimindeki MDB ¢d6zeltisi karigan ortamda 5 dakika

boyunca higbir gerilim uygulanmadan akimile edildi.
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Olciim: Elektrtot yiizeyinde biriktirilen olan MDB, DPV teknigi (10 mV genlik)
kullanarak (+0,1 V) — (-0,5 V) arasinda, 20 mM Tris-HCI tampon ¢ézeltisinde (pH 7,0)
slculd.

Bu caligmada prob tutturulan PGE kullanarak DPV teknidi ile, 2.4.3.4' de
belirtilen kosullarda ¢aligildi. Hibridizasyon sirasinda prob kaph elektrotlar; yalnizca
tek sarmal olan prob tayini igin herhangi bir hedef DNA icermeyen Tris-HCI
tamponunda, hibridizasyonun tayini i¢in 15ppm derisimindeki hedef dizi ¢dzeltisinde
ve tip 1 ve tip 2 ayinminin tayini icin diger tipe ait hedef dizi ¢ozeltisinde 30 dakika
bekletildi. lyi baglanmayan oligonikieotitleri ylzeyden uzaklagtirmak ve ayni
zamanda tip 1 ve tip 2 ayinminin net olarak yapilabilmesi icin, elektrotlar, Tris-HCI
tamponunda ¢o6zilimis %0.1SDS icinde 10 dakika bekletilerek yikandi. MDB

biriktirmesi sonunda alinan yanitlar arasindaki farklilk incelendi.

2.4.3.4.2. Prob derisimindeki degisimin MDB yanitina etkisinin
incelenmesi:

Bu calismada, artan prob derigsimine karsi, sabit derisimdeki hedef ile
hibridizasyondan sonra alinan MDB yanitt DPV teknigi ile 2.4.3.4.1’de belirtilen

kosullarda incelendi.

2.4.3.4.3. Hibridizasyon @ zamanimin MDB  yanitina  etkisinin
incelenmesi:

Bu caligmada, hibridizasyon zamanindaki degisimin, hedef dizinin ylzeye
tutturulan prob ile hibridizasyonundan sonra alinan MDB sinyali Gzerine etkisi DPV

teknigi ile 2.4.3.1' de belirtilen kosullarda incelendi.
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2.4.3.5 MDB indikatérliigiinde gercek hasta Ornekleri  (PCR iiriinii

érnekler) kullanilarak HSV tip1 ve tip2 ayirimi:

2.4.3.5.1 PCR iiriinii 6rneklerin seyrelme oranindaki degisimin HSV tip1 ve

tip2 ayinmina etkisinin incelenmesi:

Hastalara ait PCR Uriini 6rneklerinden tayin ¢alismalarina baslamadan énce,
tip 1 ve tip 2 ayinminin en iyi sekilde saptandidi Griin seyrelme oraninin saptanmasi
icin, farkli seyrelme oranlarininin hibridizasyondan sonra alinan MDB yanitina etkisi
DPV teknigi ile 2.4.3.1' de belirtildigi gibi incelendi. Ancak, sentetik oligoniikleotitler
ile yapilan cahgsmadan farkli olarak, c¢ift sarmal halinde bulunan gergek hasta
orneklerinin prob diziler ile hibridizasyon yapabilmesi i¢in, hibridizasyondan énce bu
ornekler denatiire edilip tek sarmal haline getirildi. Denatiirasyon iglemi igin PCR
uriinti 6rnekleri, 95 °C'de 6 dakika su banyosu iginde ve renatiirasyonun énlenmesi
icin 2 dakika buz banyosu icinde bekletildi (71). Diger tum kosullar 2.4.3.1° de

belirtildigi gibidir.

2.4.3.5.2 HSV Tip1 ve Tip2’ye ait diziyi iceren PCR liriinii 6rneklerde dizi
tayin calismalari:

Hastalara ait PCR o6rnekleri 2.4.3.5.1'de anlatildigi sekilde ¢ahsgildi.

Ayni ¢alisma basamaklari tim hasta 6rnekleri icin ve en az lger defa olmak
kosulu ile ve kontrol amagl olarak bog PCR kér ¢dzeltisi ve nonkomplementer
(Hepatit B) dizi igeren érneklerle tekrarlandi.

PCR kor ¢bzeltisi iginde gercek hasta érnegine ait DNA hari¢ tim PCR igerigi

bulunur (primerler, Taq DNA polimeraz, dNTP, MgCl, vs). Bu ¢bzeltiyi hibridizasyon
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icin kullanmakta amag; aldigimiz sinyallerin; ¢dzelti icerigindeki 6zellikle primerler ve
dNTP ‘lerden kaynaklanmadidini, tayinin diziye 6zgin oldugunu kanittamakt. Ayni
sekilde farkh bir hastaligi temsil eden (HBV) PCR urtunt érnekleri de bu amacla
kullanildi.

2.4.4. indikatorsiiz DNA Dizi Algilama Yontemi:

Guanin DNA'nin dért bazinin (adenin, guanin, sitozin, timin) iginde en
elektroaktif olanidir. Elektrot yiizeyine elektrostatik olarak baglanan DNA dizilerine ait
alinan sonuglarda Guanin'in 1.0 V'da yukseltgenme sinyali verdidi goézlendi.
Calismada elektrot olarak karbon pastasi elektrodu (CPE) kullaniidi.

Guanine ait ylikseltgenme semas: sekil 16’ da goésterilmigtir.

N\ J

i 5' 2¢-2H \ 262k \
lﬂ‘ “
l’? A bmo 2 D 4 s
3 2 \3 '\_3 N

Guanine 8 - oxoguanine

Sekil 16: Guanin bazinin yiikseltgenmesi.

2.4.4.1 CPE ile indikatorsiiz DNA Hibridizasyon Tayini:

CPE'nun_Aktivasyonu: 0,05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4) +1.7 V

uygulanarak 1 dakika slreyle karistinimayan ortamda aktive edildi.

Prob dizinin CPE ylizeyine tutturuimasi: Aktive edilmis CPE ylizeyine tutturma

islemi, + 0,5 V potansiyel uygulanarak, 20 mM NaCl iceren ve karisgan 10 ppm

oligontikleotit gozeltisi igerisinde 5 dakika tutulmak suretiyle yapildi.
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Hibridizasyon: 15 ppm hedef dizi ¢ozeltisinden 10uL’si prob ile kapl elektrot

ylizeyine damlatildi ve 6 dakika boyunca hibridizasyona tabi tutuldu.

Olcim: Elektrot yiizeyinde olusan cift sarmal yapi asetat tamponu (pH 4.8)
icinde diferansiyel puls voltametri teknigi ile 0.5V — 1.5 V arasida 6lguldu.

Bu ¢aligma, hem tek sarmal prob tutturulmus hem de hibridizasyon sonrasi ¢ift
sarmal olusmus CPE ile yapildl. Her bir elekirot ile elde edilen pik akimlari
kargilastinldi.

Indikatérsiiz DNA dizi algilama sistemi tam olarak uygulandi§! icin bundan
sonraki hastalik tayinlerini herhangi bir indikatér kullanmadan galigidi.

2.4.5. Indikatorsiiz DNA Dizi Algilama Y&ntemiyle Akondroplazi G380R
Mutasyonunun Tayini:

Akondroplazi, otozomal gecis godsteren bir iskelet displazisi hastaligidir. 4
numaral kromozomun p kolunun 16.3 bélgesinde yer alan fibroblast biyime faktéri
reseptér 3 (FGFR3) geninin 1138. nikleotidinde yer alan guanin bazinin adenin ve
ya sitozine donlsUmi sonucunda mutasyonun ortaya ciktigi gézlenmigtir Bu
hastalifin tayininde inozinli DNA algilama sistemi kullanildi ve bir EVET / HAYIR
sistemine dayal olarak heterozigot homozigot ayinmi yapildi. Bunun igin ilk énce
mutasyon boélgesini iceren PCR drini 6rneklerin haritasindan yola ¢ikarak hem

saglkh kisiye hem de mutasyon tagiyan iki tip prob sentezlendi.

2.4.5.1 Akondroplazi G380R Hastaligina ait PCR liriinii haritasindan prob
dizilerin segimi:

Bu calismada Akondroplazi hastaliina ait G-A’ e déniigen tek nokta mutasyonu
calisildi. Bunun igin prob dizilerde Guanin yerine bir Guanin anologu olan Inozin

kullaniidi. Guanin Inozin analogu bir molekiildtr bir oligoniikieotit dizisinde Guanin
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yerine gegerek Sitozin ile bag yapar ancak bu bag ug¢lu yerine ikili Hidrojen bagidir.
Inozin farkl olarak sahip oldudu kimyasal yapisindaki farkliliktan kaynaklanarak
Guaninin yikseltgendigi boélgede yilkseltgenemez ve béylece 1.0 V ‘da sinyal
vermez. Guanin ve Inozinin kimyasal yapilan sekil 17’ de gésterilmistir.

]
A O .HD

Guanine Inosine

Prob Sinyali = Hibrit Sinyali

Sekil 17: A) Guanin ve Inozinin kimyasal yapilari, B) Guanin ve Inozinin
elektrokimyasal yanitian arasindaki fark.
Sekil 18'de inozine ve inozinli diziyle hibridizasyon sonucu alinan Guanine ait

sinyaller gézlenmektedir. Bu EVET / HAYIR sisteminin temelini olusturur.
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2.4.5.2 inozin igeren Prob Diziler Kullanarak Hibridizasyonun Tayini:
Inozin iceren prob kullanilarak yapilan hibridizasyon sonucu alinan guanin

sinyalleri incelendi. 2.4.4.1'de anlatildi§1 kosullarda ¢aligildi.

2.4.5.3 Akondroplazi G380R mutasyonunun sentetik oligoniikleotitlerle
tayini:

CPE’nin_Aktivasyonu: 0,05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4) +1.7 V

uygulanarak 1 dakika sureyle karnigtinimayan ortamda aktive edildi.

Prob dizisinin CPE yiizeyine tutturulmasi: Aktive edilmis CPE ylizeyine inozin

iceren prob dizinin tutturma islemi, + 0,5 V potansiyel uygulanarak, 20 mM NaCl
iceren ve karigan ortamda10 ppm derigsiminde prob c¢oézeltisi icerisinde 5 dakika
tutulmak suretiyle yapildi.

Hibridizasyon: 15 ppm hedef dizi ¢dzeltisinden 10uL’si prob ile kapl elektrot

ylizeyine damlatilir ve 6 dakika boyunca hibridizasyona tabi tutuldu.

Yikama: Yizeyde iyi baglanmamis ve ya nokta mutasyonu ile hibridizasyonu
sonucu zayif baglanma yapmis oligontkleotitleri ylizeyden uzaklastirmak amaciyla
%1 SDS ¢ozeltisi igerisinde 5 sn yikandi (82).

Olcum: Elektrot yizeyinde olusan ¢ift sarmal yapi asetat tamponu (pH 4.8)
icinde diferansiyel puls voltametri teknigi ile 0.5V — 1.5 V arasida &l¢ildr.

Ayni galisma, her iki tip prob ( saglikli ve mutant tip) dizi ve bunlarin kargiliklari
ile, sentetik diziler arasinda tek nokta mutasyon tayini igin gerekli kosullart saglamak

amaciyla yapildt.

2.4.5.3.1 Prob derisimindeki degisimin indikatbérsiiz mutasyon

tayinine etkisinin incelenmesi:

Bu galigmada, PGE ylizeyine tutturulan prob derigimi arttiniarak DPV teknigi
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ile 2.4.5.3.’de belirtilen kosullarda c¢alisiidi. Prob derigiminin arttinimasiyla, sabit
derisimdeki kargiligi olan hedef ve mutasyon igeren hedef dizilerle hibridizasyondan

sonra PGE ile alinan yanitlar arasindaki farklilik incelendi.

2.4.5.3.2 Akondroplazi G380R mutasyonunun hasta &rnekleriyle
tayini:

Hastalara ait PCR Uriinti érnekler kullanilarak 2.4.5.3.’de belirtilen kosullarda
calisildi. Ancak, sentetik oligonikleotitler ile yapilan ¢aligmadan farkh olarak, cift
sarmal halinde bulunan gergcek hasta orneklerinin prob diziler ile hibridizasyon
yapabilmesi i¢in, hibridizasyondan énce bu &rnekler denatiire edilip tek sarmal haline
getirildi. Denattrasyon iglemi igin PCR GriinG 6rnekleri, 95 °C'de 6 dakika su banyosu
icinde ve renatiirasyonun dnlenmesi igin 2 dakika buz banyosu iginde bekletildi.

Calisma basamaklar sekil 18’'de sematize edilmstir.

et CPE 6LcOm
+ 05V
% —mt—
el
2 e e 5 inozinii Denatdre ediimig
BT prob gézeltisi PCR drdnd g Sinyal Yok
lie hibritiegme § -
Potansiyel (V)
Pipetleme Hibrit
inozinii g
\ Prob —p CPE £
gy Denatiire PCR %
Urlind ———-
0.90 1.00 1.10

Potansiyel (V)

Sekil 18: Inozinli prob kullanarak indikatérstiz dizi algilamasina yoénelik

mutasyon tayini agsamalar



71

BOLOM Il ve IV
BULGULAR ve TARTISMA

3.1.  Meldola Mavisi Indikatérliigiinde Herpes Simplex tip 1 ve tip 2

viriislerinin tayini ve ayirimi:

3.1.1 MDB indikatorliigiinde yapilan dizi tayin calismasina ait bulgularin

degerlendirilmesi:

3.1.1.1 Diferansiyel puls volitametri teknigi ile MDB indikatorliigiinde

hibridizasyon tayini incelenmesi:

Yontem 2.4.3.4.1'de belirtildigi gibi yapildt.

—
<

CURRENT (pA)
n
=
B

078 -0.02 0.07 012 -0.17-0.22
POTENTIAL (V)

Sekil 19: Diferansiyel puls voltametri teknigi ile MDB indikatdriigiinde
hibridizasyon tayini incelenmesi; prob 1 tutturuimus PGE yiuizeyinde; a) hedef 1 ile
hibridizasyondan sonra, b) hedef 2 ile hibridizasyondan sonra, ¢) yalnizca prob 1

tutturulmus ylizeyden alinan MDB sinyallerine ait voltamogram.
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Sekil 20: Diferansiyel puls voltametri teknigi ile MDB indikatdrliginde
hibridizasyon tayini incelenmesi; A) prob1 tutturulmus, B) prob 2 tutturuimus PGE
ylizeyinde a) hibridizasyondan 6nce elektrot ylizeyinde yalnizca prob var iken, b) 4
bazi farkhh hedef dizi ile, ¢) komplementer hedef dizi ile hibridizasyondan sonra
Olgtilen MDB sinyalleri.

Sekil 19 ve 20’ de ylzeyine prob 1 ve prob 2 tutturulmus elektrotlarin, bunlarin
karsiliklari olan komplementer hedef diziler ve 4 bazi farkli hedef diziler ile
hibridizasyonlarindan sonra 20 yM MDB ile etkilestirilmeleri sonucu elde edilen pik
akimlarinin élgimleri gosterildi. Buna gére, MDB’ nin - 0,12 V' da indirgenme sinyali
verdigi ve bu sinyallerin iyi tanimlanmig oldugu gézlendi.

Her iki tip prob tutturulan elektrot ylizeyinde, bu problarin kargiliklan ile
hibridizasyondan sonra alinan MDB sinyali, elektrot yiizeyinde yalnizca prob varken
ve 4 bazi farkll hedef ile hibridizasyondan sonra alinan MDB sinyalinden oldukc¢a
yuksektir. Probun kendi karsiigi olan hedef ile olusturdugu ¢ift sarmalin yapisina
MDB interkalator 6zelliinden dolay: rahatga girip birikebilir ve iyi tanimlanmis yiiksek

bir voltametrik sinyal elde edilir. Ancak yuzeyde yalnizca prob varken ve ya 4 bazi



73

farklh hedef ile hibridizasyondan sonra yilizeyde iyi tamimh bir cift sarmal
olugamayacag! i¢in MDB birikemez ve diistik bir MDB sinyali alinir.
Tam parametrelerin MDB etkilesmesine ait tger ardigik élgim tekrarlanabilir

sonuglar vermistir.

3.1.1.2 Prob  derigsimindeki degisimin MDB yamtina etkisinin

incelenmesine iliskin bulgularin degerlendirilmesi:

Yéntem 2.4.3.4’de anlatildigi gibi, her iki tip prob tutturulmus PGE kullanarak
yapildi. Sadece elektrot ylizeyine baglanan prob derisimi (1ppm, 2ppm, 5ppm,

10ppm, 20ppm) arttirilarak ¢aligtidi.

3000 -

2500-

——

2000

H
HH
l-—-—'

——

1500-

—t—

AKIM (nA)

o

1000 lalb| [alb| [alb| lalbl |a
900

0 T T T 1
Tppm  Z2ppm Sppm  10ppm  20ppm
Sekil ~ 21 : Prob derigiminin hibridizasyondan sonra PGE ile alinan MDB

yanitina etkisi. Artan derigimlerde prob 1 tutturulmus elektrot ylizeyinde, a) hedef 1 ile
. b) hedef 2 ile hibridizasyondan sonra alinan MDB sinyalleri.
Her iki tip virlse ait prob derigimleri arttinlarak MDB’ deki yanit degisimleri

incelendi. Sekil - 21° deki prob derigimi - akim grafi§inde géralduga gibi, alinan yanita
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ait pik akimlar; hem c¢ift sarmalda hem de 4 bazi farkhi diger tipe ait hedef ile
hibridizasyonunda 10ppm derigsimine kadar artmakta, bunun Gzerideki derigimlerde
sabitlenmekte ayni zamanda bu derisimden itibaren HSV tip 1 ve tip 2 ayinmi daha
iyi gbzlenmektedir. Dolayisiyla ¢alismamizda en uygun prob derisimi olarak 10ppm
kullanilmistir. Belli bir derisimden sonra akimdaki azalma ylizey doyguniuguna

erisilimesinden kaynaklanmaktadir.

3.1.1.3 Hibridizasyon zamanimin MDB yanitina etkisinin incelenmesine
iligskin bulgularin degerlendirilmesi:

Yoéntem 2.4.3.4'de anlatildidi gibi, her iki tip prob tutturuimus PGE kullanarak
yapildi. Hedef dizilerle olan hibridizasyon zamanlan (15 dak., 30 dak., 45 dak., 60

dak., 90 dak. ) arttirilarak calisildi.

A din- B 30004
1l _[_ g ik {- i
ity - {' o {' 'I'
i {' h smo- {' u 'IT
.5.? b 11 : B
< LU ERR
THalo] falb] {elb] [elo] |35 L falb] (afo]| [afb] [a]b] [a]b
i 0y
! = ! - ,
ok Wi G e N o 0o Bk M New
HERIDZASYONZAHAM e HBRIDZASYON ZAHAM de

Sekil 22: Diferansiyel puls voltametri teknigi ile MDB indikatérligiinde
hibridizasyon zamaninin etkisinin incelenmesi; A) prob 1 tutturulmus, B) prob 2
tutturuimus PGE ylzeyinde; a) probun komplementeri olan hedef ile hibridizasyonu,

b) 4 bazi farkli hedef dizi ile hibridizasyonu sonucu alinan MDB sinyalleri.
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Hibridizasyon zamaninin HSV tip1 ve tip2 ayinmina etkisi incelenmistir. Sekil
22’ de yer alan hibridizasyon zamani - akim grafijinde gézlendigi gibi, 30 dakika
hibridizasyon zamaninda iki tipin birbirinden ayinmi en belirgin gsekilde gézlenmistir.
Hibridizasyon zamant 30 dakikanin Ustinde olduguna, bu ayinm iyi
g6zlenememektedir, 30 dakikanin altinda oldugunda da ise bu ayinim net olarak

g6zlenir ancak alinan hibrit yanitt daha dusgtktar.

3.1.2. MDB indikatérliigiinde gercek hasta ornekleriyle HSV tip1 ve tip2

aymrmina iligkin bulgularin degerlendirilmesi:

3.1.2.1 PCR iiriinii érneklerin seyrelme oranindaki degisimin HSV tip1 ve
tip2 ayirrmina etkisinin incelenmesine iliskin bulgularin degerlendirilmesi:

Ydéntem 2.4.3.5.1'de anlatildidt gibi her iki tip prob tutturulmus PGE kullanilarak
yapildi. Prob dizilerle hibridize olacak PCR Grint érnekler (1/10, 1/20, 1/40, 1/80,

1/100, 1/160) oranlarinda seyreltilerek ¢ahsiidi.

T wiESE SR K
R i
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Sekil 23: Diferansiyel puls voltametri teknigi ile MDB indikatériiginde PCR
urint  orneklerinin  seyrelme oraninin incelenmesi. A) Prob 1, B) Prob 2
kullaniidifinda; a) probun komplementeri olan hedef ile hibridizasyonu, b) 4 bazi
farkli hedef dizi ile hibridizasyonu sonucu alinan MDB sinyalleri.

PCR rint orneklerinin seyrelme oraninin HSV tip1 ve tip2 ayinmina etkisi
incelenmigtir. Sekil - 23’ de 6rnedin seyrelme oranindaki degisimin MDB yanitina
etkisini gosteren seyrelme orani - akim grafigi yer almaktadir. Grafikten de anlasildigi
gibi, seyrelme oranm arttikga, alinan hibridizasyon yanitina ait pik akimi azalmakta,
ancak 1/40 oranina kadar iki tipin birbirinden ayirimt daha net gézienmekledir. Bu
orandan sonra ayinm net gézlenememektedir. Yiksek derisimde, elektrot ylizeyine
tutunan hedef dizi miktarindaki artig, elektrot ylzeyi ile ¢dzelti ara yilzeyindeki
elektriksel ¢ift tabakanin ytkini ve buna bagh olarak fon akimini artirmaktadir. Fon
akiminin artmasi iyi tanimlanamayan piklerin elde edilmesine neden olmaktadir (68).
Ayrica, ortamda hedef dizi derigiminin probdan daha fazla olmasi durumunda,
ylizeyde hibrit olugsumu yaninda tek sarmal hedef dizinin de ylizeye tutunmasi séz

konusudur. Yizeyde bulunan hem cift sarmal hibritten hem de tek sarmal hedef
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diziden dolayi, MDB yanitinda hibrite oranla bir artis gézlenmesi normaildir. Yiksek
derisimde PCR runl 6érnek (1/40' in aitindaki seyrelme oraninda) kullanildiginda
elde edilen MDB yanitinin, prob tutturulan elektrot ile alinan yanita yakin olmasi bu
durumdan kaynaklanmaktadir. 1/40' in Uzerindeki seyrelme oraninda ayirnmin iyi
gozlenememesi, hedef dizi derigsiminin disik olmasindan dolayl yuzeyde
hibridizasyonun tam olarak gerceklegsmemesinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
PCR urant 6rneklere dayali dizi tayini ¢calismalarinda, en uygun seyrelme orani
olarak, hibridizasyon tayininin en iyi sekilde yapilabildigi 1/40 kullaniimigtir. Bu
oranda, prob tutturulan elektrot ile yizeyinde hibrit olusturulan elektrot yanitlar
arasindaki fark en fazladir. Seyrelme orant igin paralel sonuglar, G. Marrazza ve

grubu tarafindan da rapor edilmisgtir (68).

3.1.2.2 HSV tip1 ve tipZ’ye ait diziyi igeren PCR iiriinii 6rneklerde dizi
tayini caligmalarnina iliskin bulgularin degerlendirilmesi:

2.4.3.5.2'de anlatildig: sekilde yapildi.

Sekil 24 A ve B’ de 10 ppm prob 1 ve prob 2 tutturulan PGE kullanarak, her iki
tipe ait hedef diziyi iceren PCR {rind ornekler ile hibridizasyondan o©nce ve
hibridizasyondan sonra, MDB igin elde edilen diferansiyel puls voltamogramiarina ait

sonuglar yer almaktadir.
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Sekil 24: Diferansiyel puls voltametri teknigi ile HSV tip1 ve tip2 ayirrminin PCR
trinii hasta érneklerinden tayini:

A) prob 1 tutturuimus PGE ile ; a) hibridizasyondan dnce, b) HSV tip2 iceren
PCR urunt ile, c) rastgele dizi iceren (nonkomplementer) PCR drini 6rnek ile, d)
HSV tip1 iceren PCR triint ile, ) herhangi bir PCR Griint icermeyen bos PCR blank
tamponu ile hibridizasyondan sonra, B) prob 2 tutturuimus PGE ile; a)
hibridizasyondna 6nce, b) HSV tip1 iceren PCR urinl ile, ¢) rastgele dizi iceren
(nonkomplementer) PCR UrinG érnek ile, d) HSV tip2 iceren PCR uruni ile, e)
herhangi bir PCR Uriini icermeyen bogs PCR blank tamponu ile hibridizasyondan
sonra elde edilen MDB sinyallerine ait histogram.

Pozitif drneklerle hibridizasyondan sonra elde edilen voltametrik pikin, prob
tutturulan elektrot ile elde edilen pikten ¢ok daha kigiik oldugu gézlenmistir. Bunun
yanisira, HSV tip1 ve tip2 ayirimina yénelik yapilan biyosensér tasariminin diziye
6zgul oldugunu kontrol etmek amaciyla, her iki tip prob, herhangi bir PCR Urani

icermeyen bos PCR blank ¢6zeltisi ve farkh bir hastaligi temsil eden (Hepatit B) PCR
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urtind 6érnekleri ile hibridizasyona tabi tutulmustur (71). Elde edilen sonuglar tasarimi
yapilan biyosensoriin 6zgil oldugunu ve PCR blank ¢bozeltisinin hibridizasyon

yanitina etkisi olmadigini gdstermektdir (Sekil 24)

3.1.3. HSV Tip1 ve Tip2 ayiriminin genel degerlendirilmesi:

Hasta Ornekleriyle
HSV Tip 1 ve Tip 2
4000+ Ayirimi
3500+
T 3000- . I
- 2500 - L
E 2000+
X T
<< 1500- I
1000J L
500
0_
Yalnmzea Piob1 ile Prob1 ile Yalmzca Piob? ile Prob? ile
Piobt HSV2 HSVI Piob2 HSV1 HSV2
HSV PCR URUNU

51
ATCAACTTCGACTGGCCCTTC(TIG)T(GIC)CTG(GIAICCAAGCTGACGGA(CIGIAT(TIC)TACAAGGTCC
C{CIG)CT(GIC)CACGGGTACGG(CIG)CGCATGAACGGCCEGEG(CIT)GTETT(T/IC)CCGLCETETGGGAC
AT(AIC)GGCCAGAGCCACTTCCAGAAGCGCAGCAAGATAAAGCTGAACGGCATGGTGA(GIA)CATCGAC
ATGTACGG 3'

{HSV 1 PCR URUNU { HSVZ PCR URUND)
w——Prob (prob Tip1 ! Prob Tip2)

Sekil 25: HSV Tip1 ve Tip2 ayiriminin genel olarak degerlendiriimesi.
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3.2. Indikatorsiiz DNA Dizi Algilama Yéntemi:

3.21. CPE ile indikatorsiiz DNA hibridizasyon tayinine iliskin

bulgularin degerlendirilmesi:

2.4.4.1' de anlatildidt sekilde yapildi.

TSD (g TLY

AKIM (n)

k) L) LS ¥ L]

o850 0.950 4050 1150

POTANSIYEL (V)

.5

Sekil 26: Diferansiyel puls voltametrisi ile a) tek sarmal DNA, b) cift sarmal
DNA’'da Guanin bazinin yikseltgenme sinyali.

Sekil 26" da goruldugu gibi Guanin 1.0 V' da bir yikseltgenme sinyali vermis ve
a'daki tek sarmal sinyali, b’'deki ¢ift sarmal sinyalinden oldukg¢a yiksektir. Bunun
nedeni; tek sarmal dizide, tUm guaninlerin agikta olmasindan, ¢ift sarmalda ise

hibridizasyon ile bunlarin kapanmasindan kaynaklanir.
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3.3. Indikatérsiiz DNA Dizi Algilama Yéntemiyle Akondroplazi G380R

Mutasyonunun Tayini:

3.3.1 Akondroplazi G380R mutasyonunun sentetik dizilerle ¢alismasina

iligkin bulgulann degerlendirilmesi:

2.4.5.3'de anlatildigi sekilde yapildi.

——
A I25nA :

|

I25nA C

Akim (nA)
Akim{nA) O

\.\_\
aa
o

a,b

1 1 T
1,00 1.05 1.10 1.1 100 110 115

Potansiyel (V) Potansiyel (V)
_——d

#

|

Sekil 27: Sentetik oligoniikleotit dizileri kullanilarak 10ppm A) saglikli tip, B)
mutasyonlu tip prob ile a) hibridizasyondan énce, b) 1/40 seyreltimis PCR kér
cozeltisi ile, ¢) 15ppm komplementer hedef dizi ile hibridizasyondan sonra DPV ile
alinan guanin ylkseltgenme sinyalleri.

Sekil 27' de gozlendigi tzere sentetik oligonikleotitler kullanilarak yapilan
hibridizasyon tayini ¢aligmast olumiu sonug vermistir. Buna gére elektrot ylizeyinde
yalnizca inozin igeren prob dizi bulunduunda herhangi bir sinyal alinmazken
komplementer hedef dizi ile hibridizasyondan sonra guanin sinyali net olarak
gézlendi. Sistemi kontrol amagh ve PCR driinleri ile yapilacak olan galismada PCR

kér gozeltisinden herhangi bir kirlilik olup olmadigim anlamak igin, bu c¢ozeltiyle
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hibridizasyona tutuldu. Bunun sonucunda da higbir Guanin sinyali gézlenmedi.

3.3.2 Prob derigimindeki degisimin indikatérsiiz mutasyon tayinine

etkisinin incelenmesine iligkin bulgularin degerlendirilmesi:

2.4.5.3.1 ‘de anlatildig gsekilde yapild:.

A B | ;
&0+ o (29) . /——Cr——-——"“—"&
“H)4 4 /
44 / . mw /
g ¥ / = D
= Df 2 -
< 10J 10-
0 T T T T -1 0 I — - - 1
0 10 D D Q0 Y 0 10 D D 4q 30
Prob Konsantrasyonu Prob Konsantrasyonu

Sekil 28: Artan derisimlerde A: Sagdlikh tip, B: Mutasyonlu tip probun 15ppm
komplementer hedef ile hibridizasyonunun tayini.

Sekil 28’ de sabit derigsimdeki hedef diziye karsi artan derigsimlerde prob
hibridizasyona tabi tutulmustur. Burada gdzlenen sonuca gére 10ppm prob
derigimine kadar alinan hibridizasyon sinyalleri, derigimin artmasiyla birlikte
artmaktadir ancak 10ppm derisimden sonra elekirot ylizeyinin doygunluga

ulasmasiyla sinyaldeki artig durur.
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3.3.2,2. Hasta dérnekleri kullanarak Akondroplazi G380R mutasyonunun

tayini ve Heterozigot / Homozigot ayirimina iligkin bulgularin degerlendirilmesi:

=
o

—i
S
=4

T 5na

AKIM (nA)

AKIM (nA)

ab,cd

ab,cd

I T T ] ] T T 1 I ] | 1
088 101 103 106 108 1M 1R 116 1.00 1.05 1.10 1.15

POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (v)

Sekil 29: DPV ile, A) saghkli tip prob tutturuimus CPE kullanarak, a)
hibridizasyondan 6nce, b) PCR blank ¢ozeltisi ile, ¢) Fakidr V Leiden (FcV) PCR
Grind iceren dizi ile (nonkomplementer) d) Hepatit B PCR rlnt iceren dizi ile
(nonkomplementer), e) sagdlkli kisiye ait PCR 0rlnu ile hibridizasyondan sonra; B)
mutasyoniu tip prob tutturulmus CPE kullanarak, a) hibridizasyondan énce, b) PCR
blank ¢ozeltisi ile, ¢c) FcV PCR rini igeren dizi ile (nonkomplementer), d) saghkh
kisiye ait PCR urani ile, e) heterozigot kisiye ait PCR urlini ile hibridizasyondan
sonra elde edilen guanin sinyalleri.

Sekil 29’ da, her iki tip probun CPE yizeyine tutturulmasindan sonra cesitli
hasta 6rnekleriyle yapilan sonuglar yer almaktadir. Sekil 29A' da saglikh tip prob
tutturuimus elektrot yizeyinde saglikli bir kigiye ait PCR &rnegi ile hibridizasyondan
sonra olugan hibrite ait guanin sinyali gézlenmigtir. Sekil 29B’ de ise mutasyonlu tip
prob tutturulmus elektrot ylizeyinde heterozigot bir hastaya ait PCR &rnegi ile

hibridizasyondan sonra olusan hibrite ait guanin sinyali elde edilmigtir, ancak saghkli
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kisiye ait olan sinyale oranla yari yariya bir digme oldugu gézlenmistir. Bunun sebebi
heterozigot hastaya ait PCR 6rnedinde hem saglikli hem de mutasyonlu genden esit
oranda varken sagliklt kisiye ait PCR UrinUnan timandn ayni tip saglikh geni
tasimasidir. Sistemi kanitlamak igin, CPE’ na tutturuimus prob rastgele bir dizi olan
HBV ve FcV hastalarina ait denatiire edilmis PCR 6rnedi ile hibridizasyondan sonra
olctldugunde herhangi bir guanin sinyali gézlenmemistir. Bu da sistemimizin

dogrulugunu ve 6zgunluguni kanitlar.

3.3.2.3 indikatérsiiz DNA Dizi Algilama Yéntemi ile inozinli Sistemde

Akondroplazi G380R Mutasyonunun Saptanmasi:

T dha OO0
60006

~
s

Elektrokimyasal
Mikroarray
Sistemi

o
S

AKIM(nA)

MT WT MT wr MT WT MT
PROB Sentetik Saglkh Heterozigot Hepatit B
Hedef Omek Ornek PCR drnegi

Sekil 30: Elektrokimyasal mikroarray sistemine yénelik EVET / HAYIR

sistemiyle homozigot — heterozigot ayirimi
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Sekil 30 Akondroplazi hastaliinda kullanilan EVET / HAYIR sistemini gdsteren
histogramdir. Buna gére A ve B yalnizca prob dizilere, C ve D sentetik
oligoniikleatitlerle, E ve F sagdlikli kigiye ait PCR trtnl ile, G ve H heterozigot kigilere
ait PCR urinu ile, | ve J ise Hepatit B’li hastalarin PCR Urtina ile hibridizasyonu
sonucu alinan guanin sinyalleridir. Bunun sonucunda gézlendigi Gzere, prob dizilerde
hicbir sinyal go6zlenmezken sentetik oligonikleotitlerle yapilan hibridizasyon
calismasinda oldukga yilksek bir guanin sinyali elde edildi. Bunun yaninda PCR
trinleriyle yapilan cahgmalarda ise, saglikli kigiye ait PCR rin ile hibridizasyondan
sonra elde edilen guanin sinyali, heterozigot kisiye ait PCR arini ile
hibridizasyondan sonra elde edilen guanin sinyalinden yiksektir. Ancak mutasyonlu
tip prob kullanildiginda saghkli kigiye ait ornekten higbir sinyal alinmazken,
heterozigot hastada her iki tip prob ile sinyal alindi. Sistemi kontrol amacli, bu dizileri
tasimayan HBV’ ye ait PCR uriinii ile hibridizasyondan sonra probta oldugu gibi hi¢

bir sinyal alinmad.
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BOLUM v

SONUC ve ONERILER

Calismada, ilk olarak indikatérli DNA dizi algilama yéntemi ile genomlari
birbirine ¢ok benzeyen Herpes Simpleks tip 1 ve tip 2 virlslerinin birbirinden
ayriimasina y6nelik bir elektrokimyasal DNA biyosensér tasanimi gerceklestirildi. Bu
amagcla tasarlanan biyosensérde calisma elektrodu olarak bir grafit elektrot olan
kalem ucu elektrot kullanildi (PGE).

Bu amagla tasarlanan biyosensér her iki tipi temsil eden prob dizilerin, elektrot
ylzeyine kovalent olarak tutturulmasi ve hedef dizi ile olugan hibridizasyonun
interkalator ozellikteki Meldola Mavisi (MDB) den alinan sinyal farklilanmasi ile
saptanmasi esasina dayanir. Calismada prob olarak, her iki tipe ait kullanilan PCR
haritasinda birbirlerine goére yakin 4 noktada baz farkliligr olan 22 bp’lik gen bélgesi
secildi.

Elektrot ylizeyine baglanan prob dizinin indikatér MDB ile etkilesmesinden sonra
probun tek sarmal yapida olmasindan dolayl disik, karsii§i olan hedef dizi ile
hibridizasyondan sonra MDB ile etkilesimden sonra; elektrot yluzeyinde c¢ift sarmal
olusumuyla MDB’ nin bu ¢ift sarmala girip birikmesi sonucu, yiksek MDB sinyali
gézlendi. Ancak prob dizilerin diger tip proba ait hedef diziler ile hibridizasyonundan
sonra, 4 noktada farklilik géstermesi ile prob sinyaline yakin distik bir MDB sinyali
goziendi.

Gergek hasta 6rnekleriyle ¢alismalara gegmeden énce en uygun hibridizasyon

ve ayrnim kosullarinin saglanmasi igin sentetik dizilerle tayin gerceklestirildi. Optimum



87

ayirim ve hibridizasyon kosullari saglandiktan sonra hasta drneklerinden hazirlanan
PCR ariini1 6rnekler ile tayin gergeklestirildi.

Tum bu calismanin sonucunda, ilk defa elektrokimyasal DNA biyosensorleri
kullanilarak Herpes Simpleks tip 1 ve tip 2’nin birbirinden ayinmi, diger yéntemlere
gore daha kolay ve ucuz olarak goésterildi.

Caligmamizin ikinci béluminde indikatérsiiz elektrokimyasal DNA dizi algilama
yontemi gelistirilip indikatdrsiz dizi algilamasina yonelik elektrokimyasal DNA
biyosensér tasanmi gergeklestirildi. Buna gére yapilan ilk deneylerde DNA
bazlarindan guaninin 1.0 V' da yikseltgenmesine baglh olarak elektrokimyasal bir
yanit verdigi gézlendi. Buna bagl olarak prob diziler gibi tek sarmal DNA’ ya ait
guanin’den alinan yanit guanin’ in agikta olmasindan dolay: oldukg¢a yiiksektir. Ancak
hibridizasyondan sonra olugan ¢ift sarmala ait guanin sinyallerinde guanin’in
kapanmasindan dolayt alinan yanitta énemli oranda diigme goézlenir. Buna yodnelik
yapilan calismada karbon pastasi elektrodu (CPE) yiizeyine elektrostatik olarak
tutturulmus tek sarmal prob dizi ve hibridizasyondan sonra olusan ¢ift sarmal DNA ile
tayin yapildi ve boylece laboratuvarimizda ilk defa indikatérsiiz dizi algilamasina
yonelik calismalar baglad!.

Calismamizin son kisminda indikatérsiz DNA dizi algilamasina yénelik
tasarlanan elektrokimyasal DNA biyosensérii ile Akondroplazi G380Rmutasyonu
tayini gerceklestirildi. En uygun hibridizasyon, mutasyon ayirmi ve tayin kosullan
sentetik oligoniikleotit dizileriyle saglandiktan sonra gergek hasta érneklerinden elde
edilen PCR uriinleri kullanilarak tek nokta mutasyon tayini yapildt.

Bunun icin hem mutasyonu igeren hem de saglikll gene ait iki tip segilen prob
dizileri guanin yerine bir guanin anologu olan, inozin igeriyordu. Inozin, guanin

bazinin yikseltgenebilir grubu olan serbest amino grubunu icermeyen analogudur.
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Sitozin bazlan ile iki hidrojen bagi yapabilmektedir ancak guanin gibi redoks
tepkimelerine girmemektedir. Boylece inozinden 1.0 V civarinda higbir sinyal
gbzlenmemektedir. Prob dizisinden herhangi bir guanin sinyali alinmazken
hibridizasyondan sonra ortamdaki guaninlerin varligiyla sinyal alinir. Bu da EVET /
HAYIR sisteminin temelini olusturur.

Calisma, karbon pastas! elekirodunun yiizeyine elektrostatik olarak tutturulan
prob dizinin denature edilmis hedef PCR riiniin ile hibridizasyonu sonucu alinan
guanin yikseligenme sinyallerine dayanmaktadir. Elektrot yiizeyine tutturulmus
inozinli prob higbir sinyal vermezken hibridizasyondan sonra probun kendi karsiligi ile
olusan ¢ift sarmaldan guanin sinyali alinir ancak ayni kosullarda diger tip PCR Griin
ile hibridizasyondan sonra prob gibi higbir sinyal alinmadi. Bu sekilde saglkli tip prob
ile yapilan deneylerde saglikli kisilerden alinan érnekler, yalnizca saglikli tip prob ile
sinyal verip, mutasyonlu tip prob ile higbir sinyal gézlenmezken, heterozigot kisilerden
alinan orneklerde her iki tip prob ile de sinyal gézlenmistir. Béylece homozigot-
heterozigot ayirimi da net olarak géziendi.

Herhangi bir indikatér kullanmadan, guanin sinyaline dayali dizi tayini, ¢alisma
shiresini kisaltmis, genellikle harici indikatér gereksinimini ortadan kaldirildi. Béylece
etidyum bromiir gibi karsinojenik maddeler ile uzun siiren jel {izerinde yUriitme
basamag ve UV lamba ile goruintileme g¢aligmalarn elimine edildi. Calismalarimizin
amaci, DNA analiz basamaklarini kolaylastirarak hizlandiracak bir teknigi
hastalardan alinan PCR érneklerine uygulamakti ve bunu indikatérsiiz olarak EVET /
HAYIR sistemi ile gerceklestirildi.

Cahsmalanmiz sonucunda, elektrokimyasal DNA Dbiyosensorleriyle, gerek
indikator kullanarak, gerek indikatdrsiiz dizi algilama yéntemileri ile gesitli kalitsal ve

infeksiyon hastaliklarin tayinlerinde, gunimizde rutin olarak kullanian pahalli ve
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kanserojen ajan kullanilan yéntemlere alternatif olarak daha kolay ve ucuz bir yéntem

olan ve DNA mikroarray teknolgjisinin temeli olan biyosensér teknolojisini gelistirildi.
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OZET

Bu calismada, elektrokimyasal DNA biyosensérlerine dayall indikatérli ve
indikatorsiiz DNA dizi algilama ydéntemleri geligtirildi, bu yéntemlerin kalitsal ve
bulasici hastaliklarin tayininde klinik olarak uygulanabilirlii ger¢cek hasta érnekleri
kullanilarak gosterildi.

Calismada ilk olarak interkalatif &zelligi ile hibridizasyon indikatéri olarak
kullanilan Meldola Blue (MDB) ile, indikatérli DNA dizi algilama yéntemine dayalt;
genomlari bakimindan birbirlerine ¢ok benzeyen, viicutta olusturdugu enfeksiyon
boélgeleri bakimindan farkliik gdsteren Herpes Simplex (HSV) Tip | ve Tip Il
virGslerinin tayini ve birbirlerinden ayinmi gergeklestirildi. Hastalidin tayini ve iki tip
virisiin birbirinden ayirnmi, her iki tipe ait prob kullanilarak, hem sentetik
oligonuikleotitler ile hem de hasta 6rneklerinden hazirlanmig PCR driinleri ile
gerceklestirildi. Calisma elektrot ylizeyine kovalent olarak baglanan prob dizilerin
hedef diziler (sentetik oligonikleotitler ve denatire edilimis PCR urinleri) ile
hibridizasyonundan sonra MDB ile etkilesimlerinin ardindan MDB sinyallerindeki
farklilikiarin diferansiyel puls voltametresi (DPV) ile élciimesine dayandinidi. PCR
arGnleriyle yapian ¢aligmalar degerlendirildijinde y6ntemin klinik alanda
uygulanabilirligi gézlendi.

Calismanin ikinci béliminde indikatérsiiz DNA dizi algilama yéntemine yonelik
elektrokimyasal DNA biyosensérii tasarlandi ve bu yodntemle ileri derecede boy
kisaligi yapan ve tim toplumiarda sikga rastlanan bir iskelet displazisi hastaligi olan,
4numarali kromozomun p kolunun 16.3 bélgesinde yer alan fibroblast billyime
faktért reseptér 3 (FGFR3) geninin 1138. nilkleotidinde yer alan guanin bazinin
adenin ve ya sitozine dénUsimi ile ortaya ¢ikan Akondroplazi G 380R

mutasyonunun tayini yapildi. Yéntem elektrot ylizeyine elektrostatik olarak baglanan
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inozinli probun ve hibridizasyondan sonra diferansiyel puls voltametresiyle alinan
Guanin sinyallerinin farklilanmasi esasina dayandirildi. Guanin analogdu olan inozinli
problar ile higbir elektrokimyasal yanit alinmaz iken karsiligi olan hedef dizi ile, hedef
dizinin sahip oldugu guaninler sayesinde 1.0 V' da guanin sinyali alindi ancak, tek
bazi farkh olan hedef ile hibridizasyondan sonra prob gibi higbir sinyal gézlenmedi.
Bu da EVET/ HAYIR SISTEMI' nin esasini olusturdu. Calisma hem sentetik
oligoniikieotitler ile hem de hasta &rneklerinden hazirlanmig PCR trinleri ile
gerceklestirildi. Cahsmada iki tip prob kullaniimasiyla, tek nokta mutasyonunun tayini
yanisira heterozigot - homozigot ayirmi da yapildi. Boylece tim sonuglar

degerlendirildiginde ¢alismanin klinige uygulanabilirlii saptandi.
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Abstract

In this study, indicator-free and indicator based DNA detection methods are
developed by using DNA biosensors. The applicability of these methods on detection
of genetic and inherited diseases is showed by using real samples from patients.

In the first part, the detection and discrimination of Herpes Simplex (HSV) type
| and type i viruses, which have similar genomes but differ with infection regions on
body, are performed by using indicator based DNA detection method and Meldola
Blue (MDB) which intercalates into DNA double strand as a hybridization indicator.
The detection and discrimination of these two types are studied with synthetic
oligonucleotides and PCR real samples by using both of its probes. Probes are
attached to the electrode surface covalently. The probe-modified electrode is
hybridized with target synthetic oligonucleotides and PCR real samples. Hybrid,
which has occurred on the electrode surface, is interacted with MDB and the
differences on the MDB signals are measured with differential pulse voltammetry
(DPV).

In the second part, an electrochemical DNA biosensor based on indicator-free
DNA detection method is designed. Achondroplasia G380R mutation which is
occurred with a change of guanine base at the position of 1138 on fibroblast growth
factor receptor 3 (FGFR 3) gene to adenine or cytosine bases, is detected with this
method. Method is based on the electrostatic immobilization of inosine-modified
probe on the electrode surface and the detection of differences on guanine signals
with DPV after hybridization. Inosine is an analog base for guanine and it has no
signal at the potential of guanine. The advantage of this method is no signal is
detected with inosine substitute probe but guanine signal at 1.0 V is detected after

hybridization with target because of the guanine bases on target sequence. This is
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the basis of YES / NO system. The study is performed with synthetic oligonucleotides
as well as real samples. The discrimination of heterozygous and homozygous genes
is performed as well as point mutation by using two different probes.

Observed results are showed the applicability of this study on clinical

diagnosis.
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Kisaltmalar:

AUE: Altin elektrot

CPE : Carbon paste electrode = karbosn pastas! elektrodu
CV: Dénlisimla voltametri

DC: Dogru akim

DKE: Doygun kalomel elektrot

DPV: Diferansiyel puls voltametrisi

EDC: etilendiamim karbodiimid

FcV: Faktor V

GCE: Glassy carbon electrode= camsi karbon elektrot
HBV: Hepatit B virlist

MDB: Meldola Blue

NHS: N-hidroksistiksinimit

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PGE: Pencil graphite electrode = kalem ucu elektrot
SCPE: Screen printed electrode = perde baskil elektrot

SHE: Standart hidrojen elektrot
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