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BOLUM |

GIRIS ve AMAC

Elekirokimyasal sensérler (elektrokimyasal algilayici sistemler) Analitik Kimya'da
oldukga yaygin kullanimi olan cihazlardir. Bu cihazlara IUPAC tarafindan literatiirde
getirilen tanim su gekildedir:

“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve
konsantrasyona bagimh elekiriksel sinyaller olugturan kagliltilmis cihazlara
elektrokimyasal sensorler denir * (16). Bu sensérler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle BIlYOSENSOR adini almiglardir.
(110).

Nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlar olan biyosensérler, “biyo”
(=biyolojik kdkenli) ve “sensér” (= algilayici) kelimelerinden olugmaktadir (21). Diger
bir tanim ise; “Biri biyokimyasal, digeri ise elektrokimyaéal Ozellikte, Dbirbiri igine
gecmis iki ceviriciden olusan algilayici cihazdir” denilebilir. Biyokimyasal gevirici
analizlenecek madde ile etkileserek onu tanir. Bu etkilesme sonucunda olusan madde
(biyokimyasal {riin), elektrokimyasal cevirici tarafindan okunabilir bir sayisal dedere
cevirilir.

Nukleik asitlerden olugan tanima ylizeyleri, Analitik Kimya alaninda her gegen
glin daha ilgi gekici konular halini aimaktadir (126). Bu tlr tanima yizeyleri, bilinen
elektrokimyasal biyosensérlere yeni ve ender boyutlarda ézellikler eklemektedir. Bu
gelisme ile, elektrokimyasal DNA biyosensérlerinin gelecekte hasta basinda yapilacak

doktor gbézetimindeki analizlerde cok &nemli bir rol oynayacagi kesindir ( 114 ).




Elektrokimyasal yodntemlerle birlikte DNA’nin nitel ve nicel analizini yapma
amacina yonelik tasarlanan( 6-8,13,14, 36, 45, 46, 82, 83, 85, 86, 118)
biyosensérlerde tanima ylizey katmani olarak DNA kullaniimasina ilgi artmaktadir (15,
66, 67, 80, 98, 127, 131).

Nukleik asit(DNA) tanima ylizeyi iceren biyosensérler, bu yiizey ile etkilegime
giren analitin (karsinojen maddeler, ilaglar vb.) etkilesim mekanizmasinin
aydinlatiimasi veya miktarinin tayininde veya DNA'daki baz dizisi belli béigelerdeki
hibridizasyon olaylarinin izlenmesi (67, 120) gibi amaglarla kullanilabilir. Analitin, DNA
ile etkilesmesi sonucunda, incelenen maddenin veya DNA'daki bir bazin sinyalinde
meydana gelecek degisiklikler sayesinde tayini yapilabilmektedir (64, 74, 9, 80, 91,
100, 102, 121, 123, 129, 130, 133).

Bazi ilag molekilleriyle DNA' nin etkilesmesi (6zellikle de antikanser ¢zellik
tastyan ilag molekilleri ile etkilesim) ve bu etkilesmenin gelistirilen yeni yontemlerle
tayin edilmesi; yeni ilag tasarimiart igin gok dnemlidir (52,55,58). Yine bazi maddelerin
(cevresel kirlilik ajanlar, toksik molekill, vb.) ¢ift sarmal DNA ile interkalasyon
(duzlemsel yapidaki maddenin DNA gift sarmali arasina girerek yerlesmesi), baza
secimli baglanma vb. yollarla etkilegimi sonucu bir Oriintin olugsmasi, bu triine duyarh
elektrokimyasal DNA biyosensér tasarimini getirmistir.(87-89,53,106) Bir kimyasalin
ya da metabolitinin DNA ile etkilesimi sonrasinda DNA'da olusabilecek yan Grtnlerin
(=adduct) kisa zamanda tespiti kanser arasgtirmalari i¢in gok 6nemlidir (2,23).

Madde-DNA etkilesiminin sonucunda, ¢alismanin tiirine gére elde edilen madde
sinyali ya da DNA'daki bir bazin sinyalindeki artma veya azalmaya bagli olarak

elektrokimyasal tayin gergeklestiriimektedir. Bu amagla kullanilan DNA modifiye

edilmis camsi karbon elektrotlar (GCE), karbon pastasi elektrotlar (CPE), perde




civa damla elektrodu (HMDE) incelenen maddelerin mikromolar ve hatta nanomolar
konsantrasyonlarinin dahi, kisa bir biriktirme asamasi sonrasi givenli dlgtimlerini
mumkin kilmaktadir (64,74, 9, 91, 87, 93, 121, 123, 129, 130,65,60,19, 63, 54,78).
Gunumizde cok sayida kalitsal hastalia neden olan mutasyonlar artik tespit
edilmektedir ve bu konu hakkindaki bilgilerimiz insan genom projesi devam ettikge
artmaktadir. 2003 yilinda bitirilmesi planlanan genom projesiyle (20) birlikte, insan
genomunun tiim genleri haritalanabilecek, ayrica tim varyasyonlarin baz dizilimi
belirlendigi ve farmakogenomik aragtirmalarin bitirildigi zaman, saglik sisteminin hizh

sonug verebilen, diisitk maliyetli DNA testlerine ihtiyaci olacaktir.

Cesitli biyolojik érneklerde (kan, serum, doku ve viicut sivilart vb.) DNA dizisi
saptanmas! ve bu O&rneklerden hastalik tayini yapilmast tibbi analizler ve
uygulamalarinda cok Snemli bir yer tutmaktadir. Nikleik asit tanima ydntemlerine
dayanan elektrokimyasal DNA biyosensdrleri klasik analiz y&ntemlerine yeni bir
alternatif olup genetik ve bulasici hastaliklarin hizli, basit ve ucuz yoldan teshis
edilebilmesi, DNA hasar ve etkilesimlerinin tespit edilebilmesi gibi amaglaria biiytk
hizla gelistiriimektedir.

Cesitli bulagici ve kalitimsal hastaliklara ait DNA dizi tanimlanmast, genomik
DNA ¢iplerinin tasanmi nikleik asit hibridizasyonuna dayalidir(87). DNA'daki
hibridizasyonun  tayin  edilmesi  elektrokimyasal DNA  biyosensoérinin
tasarlanmasindaki ana nedenlerden biridir.

Diziye 6zglin ve segimli olarak tayin yapabilen DNA biyosensérleri, bir DNA
probu igeren kisim ve tanima olayint Slcllebilir bir sinyale dontstiren gevirim

sisteminden olugsmustur (59, 61, 81, 125, 128).




Elektrokimyasal DNA giplerinin bir én tasarimi olan elektrokimyasal DNA
hibridizasyon biyosensorierinde mevcut olan  elektrokimyasal ileticiler, DNA
hibridizasyonunu dogrudan veya DNA interkalatérleri (metal koordinasyon
komplekslari, antibiyotikler vb.) yardimiyla analitik sinyale dénusgtartar (67,111).

Bilinen bir DNA dizisine karsiltk gelen hedef diziyle bilinen bir DNA &rnegi
icerisinde olusturdugu baz giftinin biyokimyasal yapisi bu olayi mimkin
kiimaktadir(4). Fiziksel sinyal ceviricilerinin  ylksek duyarlii§ ve DNA
hibridizasyonunun  yiksek segiciliji elektrokimyasal biyosensorierini gevre
analizlerinin de vazgegilmez bir pargasi kilmaktadir (30, 28, 120, 29,53,134).

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile E. coli (124), HIV (108) ve
Mycobacterium tuberculosis’e (125) ait DNA dizilerini J. Wang ve arkadaslan tayin
etmigtir.

Elektrokimyasal DNA biyosensorieriyle Sistik Fibrozis'e ait DNA dizileri
kullanilarak bu hastaligin tayini K. Millan ve arkadaslan tarafindan yapilmigtir (71).
Ayrica S. Mikkelsen'in 1994 yilinda yapmis oldugu, kalitsal hastaliklarin dizi segici
DNA biyosensdrleri ile tayini projesi (68), Amerika Birlesik Devletleri tarafindan
korumaya alinmistir (A.B.D Patent No: 5.312.527- 05/17/1994).

Son yillarda diinyada ‘Laboratory-on-a-Chip’(cipte laboratuvar teknolojileri)
olarak adlandirlan bu yeni teknoloji lizerinde ¢alismalar yapiimaktadir. Bu yeni
teknolojinin amaci, tek bir ¢ipte (=kuglltlilmis biyosensérde) tiim genomu izlemeyi ve
binlerce gen arasindaki etkilegsmeyi es zamanli olarak belirlenmesini saglayabilmektir.

Bu teknolojinin esasi biyosensorlere dayanmaktadir.

Klinikte kullanim igin, kiiglik boyutlarda ve tim saglk ekibinin kolayca

kullanabilecedi bu yeni cihazlarin tasarimlari Amerika Birlesik Devletleri'ndeki bazi



buyuk firmalar tarafindan baglatiimigtir. S. Mikkelsen’in kullandigi teknolgjinin lisansini
Clinical Micro Sensors Inc. (CMS) adli Amerikan sirketi satin almig ve bdylelikle DNA
biyogiplerinin hayata geciriimesi igin ilk ¢aligmalar baglamig olup halen devam
etmektedir.

Calismamizin ilk béluminde, énemli bir gevresel kirlilik ajani ve potansiyel
karsinojen madde olan Benzo [alpiren (BaP) lizerinde deneyler yapildi. Polisiklik
aromatik hidrokarbon yapisindaki BaP, metabolizmasi esnasinda gesitli triinlere
dénusmektedir.BaP'nin en 6nemli ve bu galigmada inceledigimiz karsinojenik yan
arunt, anti — 7,8,9,10-tetrahidrobenzo[a]piren-7,8-diol 9,10-epoksit (BPDE)'tir (2). Bu
kovalent trans yan 0riin, guaninin ekzosiklik amino grubu ile epoksitin benzilik
karbonu arasinda olan tepkime sonucu olugmaktadir(23).

BaP, bilinen en eski karsinojenik maddelerden biridir. Bu maddenin yan triint
olan BPDE de karsinojenik 6zellik tagimaktadir. BaP’nin de dahil oldugu polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin neden oldugu mutasyonlar, akciger kanserine yol agan
mutajenezi olusturmaktadir. Akcider kanseri icin en Onemli risk faktérli sigara
icilmesidir(2) ve sigara dumani igerisindeki binlerce zararli maddeden biri de BaP ve
olusturdugu yan trtin BPDE'dir.

Daha énce BaP ile gergekiestiriien calismalardan farkli olarak bu galismada
BaP’nin ¢ift sarmal DNA ile etkilesimi sonucunda guanin bazinin sinyalindeki azalma
Uzerinden inceleme yapilmigtir. Ayrica yeni bir yan Grinin (adduct) olusumu
nedeniyle yeni bir sinyal .gézlenmi§tir. llk kez elektrokimyasal DNA biyosensorii
kullanilarak bu yan Uriinin ve BaP-DNA ile etkilesiminin tayini gergeklegsmis ve
calisma diinya literattiriine girmistir.

Galismamizin ikinci bélimiinde, bir boyar madde olan MB'nun g farkh elektrot

ile incelemesi yapildi. MB’nun DNA'daki guanin bazlarina biyiik oranda 6zgil olarak
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baglandigi ve ayrica interkalatér ozelliginin de oldugu grubumuzca daha énceden
tespit edilmisti (29,31). Bu calisgmada MB, tim kinetigi ile hem karbon pastasi hem
perde baskili elektrotlar hem de altin elektrotlar kullanilarak incelendi. Calismamizin
altin elektrotlarla yapilan kisminda hedef dizinin farkli konsantrasyonlardaki davranigt,
hedef dizi yerine tek bazi(mismatch) veya tim bazlan hedeften farkli dizi(non-
complementary) kullanildijinda elde edilen yanitlar ve bu yanitlarin tekrarlanabilirligi
incelendi. Ayrica PNA (peptik nikleik asit) molekiiti ile de MB indikatérligiinde
galigmalar yapildi. (29,34,47,50,51,53,75,109,112,114) Interkalatér (DNA'daki baz
ciftleri arasina yerlesme) 6zelliji olan meldola mavisi (MDB)(56) nin ve yine tek
sarmal DNA'ya baglanma yaptig) tespit edilen fenol ftalein (PPT)(44) gibi maddelerin -
DNA ve oligonikleotidlerle olan etkilegsimleri incelenerek bu kimyasallarin DNA'da
meydana gelecek degisiklikleri (hibridizasyon, yan trtin olugumu, hasar olusumu v.b.)
algilamada belirteg (indikatér) olarak kullanilip kullanilamayacagi biyosensor tasarimi
yapilarak arastirildi. Tum bu galismalarda elektrokimyasal tayin yontemleri olarak
déntsiumld voltametri, diferansiyel puls voltametrisi, kare dalga voltametrisi teknikleri
kullaniidt.

llag molekiili - DNA etkilesmesine dayali son bélimde ise klinikte antikanser
kemoterapisinde kulanilan bir ilag molekili olan Mitomisin C(MC)(90) ile, kare dalga
voltametri teknigi ve tek kullanimlik perde baskili karbon elektrot sistemi kullanilarak
yapilan arastirmada ; ilag(MC) ile ylizeye tutturulmus DNA'nin etkilesme siresi, ilag
konsantrasyonu, pH farkhili§i, ve tekrarlanabilirlik gibi bazi deneysel parametreler
incelendi. Literatiirde daha 6nce belirtilen ¢aligmalardan farkli olarak (64,91,102) bu
caligmada, tek kullanimlik elektrot ylizeyinde ve ¢ok disiik madde sarfiyatiyla MC-
DNA etkilesim tayininin gergeklestirildi. Ayni zamanda olduga toksik olan bu madde

icin biyosensor tasanimi yapildi. /M YUKSEKGA



Sonug olarak galigmamizda tasarimini yaptiimiz' DNA-madde etkilesmesine
dayali biyosensorle, gelecekte de birgok maddenin kisa slirede tayin edilebilmesi igin
yapilacak ¢aligmalara yeni bir boyut getirmeyi ve ayrica DNA hibridizasyonuna yénelik
biyosensérlerin  tasariminda yeni hibridizasyon indikatérleri bulmak, yeni
hibridizasyon tayin ydntemleri geligtirmek; indikatére dayalt hibridizasyon tayininde tek
nokta mutasyonunun tayinini gergeklestirmek, antikanser ilag-DNA etkilesimini tayin
etmek gibi ¢cok cesitli nedenlerle elektrokimyasal DNA biyosensér tasarimi yapmayi
amacladik. Ayni zamanda bulagici ve kalitimsal hastaliklarin daha kisa stirede tayinini
mimkin kilacak ve yakin gelecekte piyasaya siriilecek olan DNA biyogiplerinin
teknolojisini olugturan DNA hibridizasyon biyosensérlerinin(genosensér) bir prototipini

olusturacak bu teknolojiyi gelistirmeyi hedefledik.



GENEL BILGILER

1. ELEKTROKIMYA

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

gegisi s6z konusudur ve elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede yurattlir.

Analizi yapilacak ¢oézelti, bir elektrokimyasal hiicrenin pargasi oldugunda
cozeltinin elektrokimyasal 6zelliklerine dayanan bir grup kantitatif analitik yéntemin
incelenmesi  “elektroanalitik kimya’nin kapsamina girmektedir. Elektroanalitik
teknikler ¢ok dusuk tayin sinirlarina ulagabilirler ve elektrokimyasal yéntemilerin
uygulanabildidi sistemler hakkinda, bilgileri de igeren ¢ok fazla sistemi karakterize

eden bilgiler verirler.

Elektroanalitik ydntemler diger analiz yéntemlerine gére bazi stlinliklere
sahiptirler. Birincisi, elekirokimyasal diglimler gogu kez bir elemente, molekiile veya
tepkime sonunda olusan Uriine 6zel bir yilkseltgenme basamag: icin spesifiktir.
Elektroanalitik ydéntemlerin ikinci bir 6nemli UstUnligu de, kullanilan cihazlarin

nispeten ucuz olmasidir(1).

Bir elekirokimyasal tepkimenin olusabilmesi igin, incelenen maddeyi igceren bir
¢Ozelti, maddenin kimyasal donlgsime ugradid: elektrot sistemi (genellikle Ggla
elektrot sistemi) ve bu elektrotlari birbirine baglayan bir ¢evirim sistemi (transducer)
gereklidir. Cozelti olarak elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon gozelti

kullanilir. Cesitli elektrolitik yontemler ile Dogru akim (DC), Diferansiyel Puls (DPV),



Déntstimli Voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel aralijinda tarama yapilarak
meydana gelen akim siddeti 6igulir. Akim, diftizyona bagh olarak olustugundan dolay!
burada &lglilen difiizyon akimidir. Difizyon hizi akim ile dogru orantilidir. Diflizyon,
elektrot ylizeyinin yakinindaki difiizyon tabakasinda olugur.

1.1 Elektrokimyasal tabakalar

Elektrokimyasal olgim yapilirken elektrod ylizeyi ile analit sivisi arasinda
heterojen tabakalalar meydana gelmektedir. Bunun nedeni, elektrot, kendisine bitigik
olan gézelti tabakasindaki bir tiire elektron verbilir veya o tabakadan elektron alabilir.

Genel olarak karigtirilan sistemlerdeki heterojen tabakalarin bilesimi Sekil 1'de

- 8
Elektrot——mt '
Durgun Cizeltinin =—— —

Nernst Difizyon @ ™= ™= ™ R SR ERm ER MR RE B o e o o oo

Tabhakasi

Laminar Akig ﬂ
Bilgesi

b 4443hheddats

T

Tiirbiilent Akig Tabakasi
(M1§in Cozelti o M
. f > >

Sekil 1: Elektrod yilizeyindeki tabakalarin sematize olarak gésterilmesi.

gortimektedir:

Tirbdlent akis tabakasi: Elektrottan uzak ¢coézelti yigininda gézlenir.

Laminer akis bblgesi: Yizeye yaklagtifinda bir laminer akigsa gegis olur. Laminer

akigta sivi tabakalari elektrot yiizeyine paralel bir ydnde birbiri Uizerine kayarlar.
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Nemst difiizyon tabakasi: Elektrot ylizeyinden § cm uzakta, laminer akiminin hizi sivi

ile elektrot arasindaki slirtinmeden dolayi sifira yaklagir ve bunun sonucunda da
elekirot cevresindeki ince, durgun bir ¢ozelti tabakasi olusur. Genellikle bu ¢ézelti
tabakasi, 102~ 10" cm kalinliginda olabilir.

1.2. Elektrokimyasal tabakalarin elektriksel olarak incelenmesi:

Elektroda pozitif bir potansiyel uygulandiktan hemen sonra eger elektrodun
ylizeyinde reaksiyona girebilecek aktif bir tlir yoksa, hizli olarak sifira diigecek anlik
bir akim dalgasi olugacaktir. Bu akim her iki elektrodun da ylizeyinde bir negatif yiik
fazlaligi (veya eksikligi) yaratan bir ylikleme akimidir. Fakat, iyonik hareketliligin bir
sonucu olarak elektrotlara bitisik olan g¢ézelti tabakalarinda derhal bir zit yiklenme
olusur. Bu etkilesim Sekil-1a ‘da gosterilmektedir. Elektrodun ylzeyinde, uygulanan
pozitif potansiyelin bir sonucu olarak pozitif yiik fazlaligi olugsmustur. YUklG ¢ozelti
tabakasi iki kisimdan olugmaktadir :

1- bir yogun i¢ tabaka (do ‘dan di e), bu tabakada elekirot yiizeyinden
uzaklasildikga ortaya gikan potansiyel mesafe ile dogru orantili olarak azalir,

2- bir difiize tabaka (d; ‘dan d,' e), burada elektrot ylizeyinden uzaklaglldlkga
ortaya ¢ikan potansiyel Ustel olarak azalir (Sekil-1b). Elektrot ylizeyindeki ve ylizeye

bitigik ¢ozeltideki bu ylk toplulugu bir elektriksel ¢ift tabaka olarak adlandinilir.
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Sekil - 2 : Elektrot ylizeyinde olugan elektriksel ¢ift tabaka
1.3.Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollar::

Bir elektrokimyasal hiicrenin ¢alismasi sirasinda maddenin elektrot yUzeyihe
aktarim yollar, Ui¢ sekilde gergeklesmektedir (27). Bu kitle aktarim yollar:

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

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

3- Difiizyon: Elektrot yiizeyindeki sivi filmi ile ¢bzelti arasindaki konsantrasyon
farklarindan kaynaklanan bir kiitle aktarim yoludur.
Deneysel kosullara baglh olarak bunlardan bir tanesi veya birkac: kiitle aktarimina

katkida bulunabilir.



12

1.4. Voltametri ve esaslari : (1)
Elektroda uygulanan gerilimin(potansiyelin) bir fonksiyonu olarak akimin
olglimesine dayanan elektrokimyasal y®énteme voltametri denir. Uygulanan gerilimin

élgllen akim degerlerine karg! gizilen grafijine voltamogram_denir. Voltametride,

herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranigini incelemek igin elektroda
uygulanabilecek gerilim araliinin sinirlari, kullanilan c¢alisma elektrodunun ve
kullanilan ¢ézlcii ve elektrolit tirlerine baglidir.

Tarihsel olarak, voltametri Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920 ‘lerin basinda gelistirilen ve voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi teknigine
dayanarak geligtiriimigtir. Voltametrinin hala énemli bir kolu olan polarografinin diger
voltametrik tekniklerden en buyik farki galisma elektrodu olarak bir damlayan civa
elektrotun (DCE) kullaniimas:dir.

Voltametri, inorganik, fiziko ve biyokimyacilar tarafindan c¢esitli ortamlarda
olugan yiikseligenme ve indirgenme islemlerinin incelenmesi, ylizeydeki adsorpsiyon
islemlerinin aragtirimasi ve kimyasal olarak modifiye ediimis elektrot ylzeylerinde
gerceklesen elekiron aktarim mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi analitik olmayan

amaglar icin de oldukga yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

1.4.1. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri: (1)

Elektrokimyasal hicreye degistirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir. Bu
uyarma sinyalleri, karakteristik akim cevaplarini olusturur. Voltametride en g¢ok
kullanilan doért uyarma sinyalinin sekli, sekil-1’ de verilmistir. Bunlar; dogrusal taramal,
diferansiyel puls, kare dalga ve ({g¢gen dalgadir. Bunlardan ilk gl siklikla

kulianiimaktadir.



isim Dalga Sekll
{a) Dodgrusal
taramall B
Zaman ——p

(b} Diferansiyel

puls E
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Voltametrinin
tipi

POLAROGRAFI

HIDRODINAMIK
VOLTAMETRI

DIFERANSIYEL PULS
POLAROGRAFISI

KARE DALGA
VOLTAMETRISI

DONUSUMLT
VOLTAMETRI

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

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hicre, analit ve
destek elektrolit adi verilen elektrolitin aginsint igeren bir ¢dzeltiye daldinimisg ¢
elektrottan yapilmigtir.

Tanim olarak;
1) Galisma elektrodu; tasanmi yapilacak bir biyosensér bu {gll sistemlerde
kullanilabilmektedir. Bu elektrot, ylizeyinde analitin yiikseltgendigi veya
indirgendigi elektrottur.
2) Referans elektrot; Referans eléktrot, potansiyeli deney siliresince sabit kalan
bir elektrottur. Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) kullanilabilir.
3)Yardimci elektl;ot; Pt bir tel veya bir civa havuzu geklinde olan ve elektrigin
¢6zelti icinden calisma elektrotuna aktarilmasini saglayan karsit elektrottur. Bu
elektrot, calisma elektrotu ile bir ¢ift olusturan fakat 6lgllen potansiyelin
bytklGgiinin tayininde rol oynamayan bir elektrottur.

1.4.3 Voltametride kullanilan referans elektrodlar (Karsilagtirma
elektrodlan) (1,27, 32, 86, 92)

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

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

indikator elektrotiar olarak da yaygin bigimde kullaniimigtir. mrmm

oy et
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Referans elektrotiarin cesitleri :

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

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

* Gdmiig-Gdmis Kioriir Referans Elekirof. En yaygin kullanilan referans
elektrotlardan biri olan gimus-gimus ki6riir referans elektrot, Ag'bir telin, elektrolitik
yoldan AgCl ile kaplanarak CI" iyonu igeren bir ¢ézeltiye daldirilmasiyla elde edilir.

Doygun KCI c¢ozeltisi kullanildiyi zaman standart hidrojen elektroduna gore
potansiyeli, +0.222 V dur.

* Civa-Civa(1)Siilfat Referans Elektrot:

Bu elektrot, doygun kalomel elektroda benzemektedir. Potansiyeli, suifat

iyonlarinin akiifligi ile tayin edilir.

Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, potansiyelin sncakﬁkla (de§i§im
katsayisi kiigik olmali, belli bir akim aralifinda tersinir davranmali, yani iginden
kiiclik akimlar gegtiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir elektrot
olmali, potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve tekrarlanabilen bir potansiyel

degeri hizl bir sekilde okumalidir.
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1.4.4 Voltametride kullanilan galisma elektrotlari

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

Bu tlr elektrotlarin kullanildigr potansiyel araliginin tespiti gok ©nemlidir.
Ozellikle de bu potansiyel arahidi, sulu gdzeltilerde sadece elektrot malzemesine degil,
ayni zamanda bu elektrotlarin daldinldidi ¢ézeltinin bilesimine bagh olarak da degisir.
Pozitif potansiyel sinirlan genellikle molekiler oksijen verecek sekilde, suyun
yikseltgenmesi sonunda olusan buyiik akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel sinirlari
yine suyun indirgenmesi sonunda olugan hidrojenden kaynakianir.

Kullanilan g¢alisma ortamina gére calisma elekirotlan icin segilen potansiyel
aralklan ; civa elektrodu igin 1 M H;SO,4 c¢alisma ortaminda, (-0,8 V) ile (+0,4 V)
araligi ve 1 M KCI galigma ortaminda, (-1,6 V) ile (+0,2 V) aralifidir. Karbon elektrodu
icin ise, 1 M HCIO4 ortaminda, (+0,2 V) ile (+1,8 V) araligt ile, 0,1 M KCI ortaminda

(-1,0 V) ile (+1,2 V) araligidir.

1.4.4.1 Karbon elektrotlar :

Karbon elektrotlar, 6zellikle gok ucuz olmalari ve genis bir potansiyel aralijinda
calisma yapilmasina olanak verdiginden dolayi elektrokimyasal analizierde sik
kullanilir. Ancak, karbonun, yiiksek bir ylizey aktivitesi vardir ve bu nedenle organik

bilesikler tarafindan kolayca kirletilebilir. Hidrojen, hidroksil ve karboksil gruplari ve
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hatta kinonlar ile karbon ylizeyinde baglar olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin
varligi nedeniyle karbon ylizeyine birgok degisik madde tutturulabilir.

Karbon elektrotiarin cesitleri:

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

Son yillarda tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar gok yaygin sekilde
kullanim alani bulmustur. Ozellikie biyosensér teknolojisinin gelecedi olan DNA
mikrogip teknolojisine uygulanabilirligi agisindan olduk¢a basarili sonuglar veren bu

elektrotlar gelecegin elektrotlar olarak gosteriimektedir (60,63).

elektrik ve potansiyostatia

m’ baglanti

polivinil kaplama
tabakasi

—3mm'lik karbon ylizey
—— grafit yardimei elektrot

Ag referans __| Lo
elektrot @_

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

Elektrokimya alaninda c¢ok Snemli olan karbon elektrotlarinin tim gesitlerinde
ylizeylerinin diizgiin bir sekilde hazirlanmasi gereklidir.

* Camsi Karbon Elektrot (GCE) :

GCE, ticari olarak elektrot Uretimine uygun olmamasina ragmen, g¢ok iyi
mekanik ve elektriksel 6zelliklere sahip olmasi ve genis bir potansiyel araliji olmasi,
kimyasal tepkimelere girmemesi ve genellikle tekrarlanabilir ylizeyler saglamasi
nedeniyle sikga kullaniimaktadir. Kolayca kirilabilen ve sert bir madde olmasi
dolayisiyla, Camsi karbon, fenol / formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin
1000°C - 3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratilmasi ile elde edilir.

Sekil 5'ten de goéruldigi gibi camst karbon yliksek yodunluga sahip, kiigiik porlar
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iceren amorf bir yapidir. Birbirinin igine gegmis, ince, grafite benzer seritlerden

olugmustur.

Sekil 5. GCE'nin amorf yapisi (A) Kuvvetli baglar, (B) Zayif baglar.

Karbon pastasi elektrotlarina goére elektrokimyasal yanit &zellikleri
ylizeyin ¢ok daha piriizsiiz ve dlizgiin olmasi nedeniyle daha iyidir. Bunun yanisira
GCE ylizeyinin fiziksel dayanikliigi daha yiksektir. |

* Karbon Pastasi Elektrodu (CPE):
Grafit tozunda bulunan karbon molekUIlefinin diuzlemsel ve aromatik halkalar
halinde dizilimi Sekil 6' da gérilmektedir. Zayif = baglan ile birbirine badlanmis olan

bu tabakalar arsinda hizli bir elektron aligverigi olabilmektedir.

/ lietkan baglant tell

Teflon veya Cam

Karbon Pastasi

Karbon pastasi Elektrodu

Sekil 6. Grafit tozunda bulunan karbon  $ekil 7. Karbon pastasi elektrodu.
molekdllerinin dizilimi.
CPE, ucuz olmasi, ylizey yenilenmesinin kolay olmasi, dugtk artik akimlar

olugturmasi nedeniyle tercih ediimektedir. Baglayici madde olarak, NujoT (mineral
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pasta bilesiminin bliylk etkisi vardir. Baglayici organik sivi orani arttik¢a, elektron

transfer hizi azalmaktadir. CPE'nin en énemli sakincasi, yeterli miktarda organik

¢bzgen iceren ¢dzeltilerde kullanildi§i zaman, karbon pastasi ¢zeltide dagiimaktadir.
1.4.4.2 Civa elektrotlar:

Civa elektrotlarinin voltametride ¢alisma elektrodu olarak kullanilma nedenleri
arasinda, negatif potansiyel sinirinin gok yiliksek olmasi, kolayca olusturulabilen yeni
bir civa damlasi ile taze bir metalik ylizey olusturulabilmesi ve pekgok metal iyonunun
bir civa elektrodunun ylizeyinde amalgam olugturmak suretiyle tersinir olarak
indirgenebilmesini muamkin kilmasi sayilabilir.

Sakincalari ise, civanin kolayca ylikseltgenmesidir; bu 6zelliginden dolayi bu
metalin anot olarak kullaniimasi son derece sinirhidir. Ayrica, civa toksik bir metal
olmasi nedeniyle, kullanimi zahmetlidir.

Civa elektrotlarinin cesitleri:

1- Disk elektrot

2- Asili civa damla elektrot (HMD.E)

3

1

Damilayan civa elektrot

4

Durgun civa damla elektrot
Bu elektrotlardan HMDE, en sik olarak déniigiimli voltametride ve siyirma
analizlerinde kullanilan calisma elektrodudur, dezavantaji ise, yikseltgenebilir

bilesiklerin analizleri igin kullanilamamasidir.
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1.4.4.3 Metal Elektrotlar:

Platin ve altin en ¢ok tercih edilen elektrot tipleridir.

Metal elektrotlarin cesitleri:

* Altin elektrot:

Ince altin
disk 2

Altin elektrot elektrot yiizeyl

Sekil 8: Kati altin elekirodun yapisi.

Bu elektrotlar ylksek elektron transfer kinetiklerine ve genig bir pozitif
potansiyel araligina sahiptirler. Kullanilan ¢ézeltinin pH'sina bagh olarak (-0,2) - (-0,5)
V araliinda galigilabilir.

Bakir ve nikel elektrotlar ise amino asitlerin ve karbonhidratiarin tayininde
kullaniimaktadir.

* Tek kullanimlik perde baskih altin elektrotlar (Au-SCPE):

Tek kullanimlik metal elekirotlar da son yillarda giindeme gelmis ve basanyla
kullaniimaktadir. 6zellikle toz haldeki altin partiktllerinin uygun bir polimer yardimi ile
plastik zemine tutturuimasi ve Uizerininin polivinil bir kaplama tabakasiyla ortiiimesi

sonucu altin perde baskili elektrotlarin elde edilme yollarindan biridir(60,63,65,124).

{ .

) < o
mmmm ON MEnkyy;
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elektrik ve potansiyostatia
baglant

polivinil kaplama
tabakasi

— 3mm'lik altin ylizey
— grafit yardimcl elektrot

Ag referans —
elektrot |

g

Sekil 9: Perde baskil altin elektrodun yapisi.
¥
1.4.4.4 Diger elektrotlar:
Son on yil igerisinde, boyutlart mikroelektrotlardan daha kiglik olan elektrotliarin
tasanmi gergeklestiriimistir. Caplan 50 pm'den daha kiglk olan bu tip elektrotlara

ultramikroelektrotlar deniimektedir.

1.4.5 Voltamogramiar:

Dogrusal taramall voltamogramlar genellikle sigmoidal egriler (S seklinde) verir.
Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artistan sonraki sabit akima simr akimi,
is, denir. CunkQi akim, analizienecek maddenin kitle aktarim iglemiyle elektrot
ylizeyine taginma hiziyla sinirhdir. Sinir akimlari genellikle analizlenecek madde
konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve bu ylizden

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

Yari-dalga potansiyeli, akimin sinir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele
denir ve Eqp, ile gé‘)sterilir.' 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.
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Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve Faradayik akim
olamak Uzere 2 gesit akim olugur.

1-Kapasitif akim (i) : Bir elektrodun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirimasi ve
negatif yikle yuklenmesiyle ¢odzeltideki pozitif yluklli iyonlar elektroda dogru gekilir.
Boylece ara ytzeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yuklerin ara ylzeyin iki
tarafinda birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka olugsur. Olusan bu ¢ift
tabaka, bir kapasitér gibi davranir. Bu kapasitérii yiUklemek igin ortamda
ylikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olugur. Bu akim
reaksiyona bagl degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne
kadar disik olursa, o kadar dogru 6i¢iim yapilir. Kapasitif akim fon akimin
olugmasina neden olan etkenlerden biridir.

2-Faradayik akim (i): Reaksiyondan kaynaklanan (analiz edilecek maddeden)
akimdir.

i=if+ic oldugundan icazalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 102 M ve tstiinde; i; < i dir ve galigilabilir. 10 M da kismen iyi
sonug alinir. 10° M ve Ustlinde ; ic >> i oldugu igin galisilamaz.

1.4.6 Voltametrik Akimiar:

Incelenen bir elektroliz igleminde akim, analitin difiizyon tabakasinin dig
kismindan elektrot ylizeyine taginma hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 8Ca / 8X ile verilir.
Burada X, cm cinsinden elektrottan olan uzaklhidi géstermektedir. Dizlemsel bir
elektrot igin, akimin

i =nFDa (6Ca /8X)
seklinde bir ifade ile verilecegi gésterilebilir. Burada:
| = Amper cinsinden akimi,

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

A =cm? cinsinden elektrot ylizey alanini,

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

Ca = mol/em® cinsinden A'nin konsantrasyonunu géstermektedir.

Olusan difiizyon akimin zamana karsi fonksiyonu COTTRELL denklemini verir.

nFACD 1''?

1/2,1/2
/f/

T

1.4.7 Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik igslemler

Cozelti ve elektrot arasindaki ylizeyden akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan
birinde ylkseltgenme  reaksiyonlan 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 gosteriimektedir. Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde,
elektrot potansiyeli, elektroaktif tirin elektrot ylzeyindeki derisiminin [Co(0,t) ve
Cr(0,1)], Nernst Denklemine (esitlik 1.1) gére saptanmasinda kullanilabilir.

E=E%+ 23RT log Co(0,) (1.1)

nF Cr(0,1)
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)
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Elektrot ara yilizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarin dogrudan aktarnimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarinin gegen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu tip islemlere, faradayik
islemler, bu sekilde olugsan akimlara da faradayik akimlar ad verilir.

Analizlenecek madde ve (Urilinlerin konsantrasyonlari yalnizca elektrot

ylizeyinden uzakligin bir fonksiyonu olarak ve Nerst tabakasi iginde degisir.

1.4.8. Polarografi : (1, 27)

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

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

Sinir akimlari, akimin buyuklGgu analizlenecek maddenin elektrot ylizeyine
tasinma hizi ile sinirl olduju zaman gézlenir. Diftizyonla kitle aktarimi oldudu igin
polarografik sinir akimlarina genellikle difiizyon akimlari denir ve iy ile gbosterilir. Bu,
diftizyon akimi ile artik akimlar arasindaki farktir. Diftizyon akimi analizlenecek madde
konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Artik akimlarin olugsma sebeplerinden biri olarak safsizliklarin indirgenmesi ve bu
safsizliklarin igcinde az miktarda ¢éziinmig oksijen, damitik sudan gelen agir metal
iyonlan ve destek elektrolit olarak kullanilan tuzdaki safsizliklar sayilabilir.

Polarografik yéntemlerde dogruluk ve duyarlik, faradayik olmayan artik akimin
buytklugtine baglidir ve dogru bir sonug elde etmek icin artik akimin etkisini giderme

yoluna gidilir.
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Polarografide pH'nin etkisi: (1)

Bazi organik ve inorganik madde reaksiyonlari agagidaki gibi ifade edilir:
R+nH + ne — RH,

R, analitin yikseltgenmis sekli ve RH, de indirgenmis seklini géstermektedir. Bu
tip bilegiklerin yari-dalga potansiyelleri denklemden de anlasilacag: gibi 6nemli élgiide
pH’ ya baglidir; pH’nin degisimi, reaksiyon sonucunda olusan Urlniinin dedismesine
bile sebep olabilir. Bu nedenle analit ¢ézelti ¢ok iyi sekilde tamponlanmalidir. Eger bu
islem yapilmazsa, elektrot ylizeyindeki ¢ozeltinin pH' si blylk oranda
degisebilmektedir. Bu degisimler, reaksiyonun indirgenme potansiyelini etkiler ve iyi
bir gériinimi olmayan yayvan egrilerinin elde edilmesine neden olur. Ayrica, dzellikle
organik maddelerle yaptlan polarografide tekrarlanabilir yari-dalga potansiyelleri ve

diflizyon akimiari elde etmek igin iyi bir tamponlama yapmak genellikle cok énemlidir.

1.4.9 VOLTAMETRIK TEKNIKLER:

1.4.9.1 Déniisiimlii Voltametri:

Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akim olglltr. Strekli degisen
potansiyel degderlerine kargi belirli bir arahkta akimdaki degisim grafige gegirilerek
Déniisiimlii Voltamogram elde edilir. Donlgimll voltametri ile durgun sistemde ve
Geli elektrot sistemiyle caligiir. Burada hizi difizyon tayin eder. Analitin
yikseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda gézlenebilmektedir. [k olarak,
potansiyel bir maksimuma kadar artar, daha sonra baslangi¢ degerine yine dogrusal

olarak geri déner.
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(@) {b)

Sekil-10: (a) Dénlsimllu voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana
kargi grafigi ; (b) Déntsumli voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en kiigtik oldugu bolgede calisilir. Duyarlilik
10 M ile siirhidir. Dniisimli voltametri, miktar tayinine dayali bir ydntem degildir
ama analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nastl davrandigi hakkinda bilgi verir.
Elde edilen bilgiler dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum cevabi
verebilecegdini gosterir.

Dontsumlil voltamogramlarin sekli ve yapisinda segilen potansiyel araliinin
yanisira, segilen tarama hizinin, kag¢ defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.

Bir déntstimli voltamogramdaki indirgenme ve ylkseltgenme arasindaki gerilim

farki AE, ile ifade edilir.

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

irreversible (dénlstiimsiiz) olarak adlandurilir.
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1.4.9.2 Diferansiyel Puls Polarografisi:

Bu teknikle, yar-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkli olan maddeler igin
bile pik maksimumlar elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, gok duyarli
bir ydntemdir ve tayin siniri 107-10° M arasindadir.

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

Gozlenen diferansiyel edri pik seklinde olup, yliksekligi konsantrasyonla dogru

orantilidir.
Fy
- |
=
2 —
< |
(]
o
»
(a) () -E

Sekil-11: Diferansiyel puls polarografisi icin uyarma sinyalleri; (a) Analog
cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi igin kullanilan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel
puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram.

Faradayik akimin yiksek, faradayik olmayan yikleme akiminin ise dusuk
degerde olmasi duyarilifin artmasiyla agiklanabilir. Ornegin potansiyel aniden 50 mV
arttinidiinda, elektrodu gevreleyen ylizey tabakasinda, eger elektroaktif bir tir varsa,
analit konsantrasyonunu yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye distirecek bir

akim artig1 goézlenir. Ancak bu potansiyel igin gerekli olan denge konsantrasyonuna

- o . ECYOKSYKOOR
erisilince, akim diflizyonu kargilayacak bir seviyeye diser ki b m
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akim denir. Puls polarografisinde akim o6lgimid, bu akim artigt tamamen sona
ermeden o©nce vyapilir. Toplam akim, diflizyon akimindan buytktir. Damla
degistiginde, ¢ozelti yeniden analizlenecek madde yo6ninden homojen hale
geimektedir.

Gerilim pulsu ilk uygulandigi zaman damla Uzerinde yik artigi nedeniyle
faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve ylizey
alaninin ¢ok az degistigi damla dmriniin sonuna dodru sifira yaklagir. Dolayisiyla

akimi bu anda élgmek suretiyle faradayik olmayan artik akim biyilk oranda azaltilir ve

sinyal / guriilt orani artar. Bunun sonucunda duyarlilik da artar.

1.4.9.3 Kare Dalga Polarografisi ve Voltametrisi:

Son derece hizli ve duyarli olma UstUnlti§ olan bir puls polarografi teknigidir. Bir
kare-dalga voltametresinde uyarma sinyalinin olugumu Sekil-12’'de gérilmektedir.
Elde edilen akimlar arasindaki fark, Ai; 1 gerilimindeki akimdan, 2 gerilimindeki akim
dederi g¢ikarilarak bulunur. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu,
ileri tarama sirasinda olugan Urinin geri tarama sirasinda ylkseltgenmesini
saglamaya yetecek kadar buyuktir. lleri puls bir katodik akimini (i1) geri puls da bir
anodik akimin (i) olusturur. Genellikle voltamogramlarl elde etmek igin Ai'ler ile grafik

cizilir. Akimlar arasindaki bu fark, konsantrasyonla dogru orantilidir.
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Sekil-12: Bir kare-dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu [(a) daki

uyarma sinyali (b)'deki puls taramasi ile (c)'deki kare-dalga uyarma sinyalini elde

edecek sekilde toplaniyor].
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Kare dalga voltametrisinde, voltamogramin tamami 10 ms'den daha az stirede
elde edilir. Olgim son derece hizli yapildigindan, analizin kesinligini arttirmak icin
birkag voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinmalidir. Kare dalga voltametrisinin
tayin sinirlari 107 ile 10® M arasindadir.

1.4.10 Puls Polarografisinin Uygulamalar:: (1)

Gunumuzde yiksek duyarhhdt, kolayhidi ve segiciliginden dolayi, puls yéntemleri
kantitatif uygulamalarda, genellikle pik ylksekliklerinin analizlenecek madde
konsantrasyonuna kargi grafige gegirildigi kalibrasyon egrileri gizilmesi ¢aligmalarinda

kullanilir.

Elektrokimya’'nin pek ¢ok uygulama alani vardir. Bunlardan biri olan

Biyosensoérler hakkinda bilgi verecek olursak;

2. BIYOSENSOR

Biyosensorler, biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin kullanilan
kiigik algilayici cihazlardir. Birbiri igine gegmis biri biyokimyasal digeri
elektrokimyasal Ozellikteki iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gérevi
analizlenecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda bir
biyokimyasal {rin de olusabilmektedir. Biyosensorin ikinci kismi olan elektrokimyasal
kisim ise bu tanima olayini okunabilir(6lgllebilir) bir sayisal defere cevirmekle

gorevlidir ( 21).



Analizienecek
madde

° SINYAL

Blyoaktif madde

Sema-1: Biyosensérin yapisi.

2.1 Biyosensor Cesitleri:
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SLCULEBILIR
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ELEKTROKIMYASAL
CEViRIcl

Biyosensor tasarimi igin gesitli ydntemier kullanilabilir :

Olgiilen 6zellik ve kullanilan dlgiim

.. ' sistemi
CEVIRICI SISTEMI
Fluoresans, Absorpsiyon, Yansima,
OPTIK Luminesans, Kirilma Indeksi
Paramanyetizm
MANYETIK
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ELEKTROKIMYASAL ve Alan etkili (ISFET, chem FET)
Yuzey etkinligi (MOS), Elektrolit lletkenligi
ELEKTRIKSEL
Piezoelektrik kristallerinin rezonans
KUTLEYE DUYARLI

frekansi, Yizey akustik dalgalari

TERMAL

Reaksiyon isisi, Adsorpsiyon 1sisi




32

2.2 ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken dzellikier: (40)

Segicilik: Ideal bir biyosensérde en 6énemli parametrelerden birisi olan segicilik
ozelligidir. Eger yeterli segicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek iglemier
eklenmesi gerekir.

Kullanim Omrii: Biyosensériin kullanim émrini kisitlayan en énemli faktor,
biyolojik ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensériin
kalibrasyon sikhigi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: Ideal bir biyosensérin hig kalibrasyona gerek
duymamasi ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte
planladigl gibi degildir, pratikte gergeklestiriliememigtir. Kullanim dmurleri boyunca
biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensér icin, elektrodun ayni kosullar altinda
arka arkaya yapilan élgimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir.
Pratikte bu pek mimkin olmayan bu durum géz 6ﬁﬂne alinarak, yapilan ¢alismalarda
tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi
olursa, biyosensériin uygulamalarinin o denli iyi oldugundan sz edilebilir.

Stabilite: Elekirot stabilitesinin(kararlih§inin) yliksek oimasi ideal biyosensérier
icin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin  fiziksel dayanikliligina
baghdir, ayrica; pH, isi, nem, ortam Oz konsantrasyonu gibi parametrelerden de
etkiienmektedir.

Yiiksek Duyarhilik: Biyosenstre immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz
belirli maddelere kargi duyarli olmasi, ideal biyosensérlerin zelliklerindendir.

Yeterli Diizeyde Tayin Sinin: Tasarlanan bir biyosensériin tayin sinirninin belirli

bir konsantrasyon degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Be|i@§en bu sinir, elektrot

OCr
Wmausym
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ylizeyinin buyukligt, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize
edilen madde miktar gibi faktérierden etkilenir.

Genis Olgiim Arahdi: Biyosensér uygulamalarinda olgiim aralgi olarak
adlandinlan bélge biyosensérierden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer
oldugu konsantrasyon arahgidir.

Hizli 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 (hizli)'dir.

Hizh Geriye Dénme Zamani: Geriye donme zamani, 6rnedin amperometrik
galigmalarda, ilk 6rn¢kten ne kadar siire sonra ikinci érnegdin 6lgllebilecegini belirler.
Yani ilk érnegdin ilavesinden sonra sabit akim dederleri kisa siirede gozlenebiliyorsa
ikinci 6rnekte ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensérler ideal
biyosensoérlerdir. Bu nedenle ilk biyosensérlerdeki karmagik ve de pahali olan yapilar,
daha sonra basitlestiriimis ve miimkiin oldugunca da ucuzlastiniimistir.

Kiigiiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elekirotlarinin sterilize edilebilmesi
ve boyutlarinin  kiigtltlilmesi biyosensér tasariminda ©6nemlidir. Buna karsin,
biyosensér yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayaniklilidi, sterilizasyonu

kisittayan en énemli parametredir.
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2.3 Biyosensor tasariminda kullanilan molekiiller ve yapilan:

2.3.1 Niikleik Asitler ve DNA : (26,103)

Nukleik asitlerin primer yapisi, belirli tir ve sayidaki niikleotidlerin belirli bir dizilig
sirasina gore 3'-5' fosfodiester baglari ile birbirlerine baglanarak polinltikleotid zinciri
olusturmalart sonucu olugsmaktadir. Molektl icerisindeki niikieotid baglanni
pargalayan enzimlerden nilikleazlara endoniikleaz, ki ugtan pargalayalanlara ise
ekzoniikleaz adi verilmektedir. DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekullerine ait X-
isinlani difraksiyon verileri ve Chargaff tarafindan DNA molekilinde adenin (A) ve
timin miktarlan ile guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarinin esit oldugunun belirlenmigtir.
Buna dayanilarak Watson, Crick ve Wilkins tarafindan 1950 yillaninda DNA yapisi i¢in
¢ift zincirli heliks seklindeki yapi modeli ortaya dnerilmigtir. Bazlan arasinda yer alan
hidrojen baglan tarafindan ¢ift sarmal DNA molekilinin iki zinciri, bir arada
tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar sarmal i¢ kisminda, fosfat ve seker
omurgasi ise dig kisminda yer aldid! igin sarmalin i¢ kismi hidrofobik, dig kismi ise
hidrofilik 6zelliktedir. Piirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki eslegsmeler son derece
spesifiktir (A-T ve G-C seklinde). Bu sayede, DNA yapisinda yer alan bir polinikleotid
zinciri daima ikinci zincirin tamamlayicisi oldugu igin bir zincirdeki baz dizisi
verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi bulunabilmekiedir. DNA 1sitildiginda, heliks
yapisi bozularak ikiye aynlir. Denatlirasyon adi verilen DNA heliks yapisinin
bozulmasi, 260 nm dalga boyunda absorpsiyon dlgiilerek gdzlemlenebilmektedir. G
ve C arasinda (g hidrojen bag! (G=C) bulundugundan yiiksek konsantrasyonda G ve

C tagiyan DNA, iki hidrojen bagt tagiyan A ve T (A=T) bulundutan BNA.
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daha yuksek sicaklikta denatiire olmaktadir. Uygun sartlar altinda gift zincirli DNA

tekrar olusabilir, bu igslem renatiirasyon olarak isimlendirilir.

Protein

Sekil-13: DNA cift sarmal yapisi

Cift sarmal seklindeki moleklun bir zinciri 5' —% 3' yéniine dogru, digeri ise
3' —»5' yonune dogru oldugu igin ters yonde paraleldir. Heliks iginde, iki zincirin
arasindaki G¢ boyutlu sistemdeki iligki, bluylk oluk (major) ve kiglk oluk (mindr)
olusturmak seklindedir. Molekiliindeki zincirler, ¢ift sarmalin dis ytzeyinde
bulunmakta ve bu zincirlerden her biri kovalent baghhgi saglayan fosfodiester

koprulerinin bulundugu fosfat ve pentoz gruplarindan olugsmustur. DNA gift sarmalin
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Tekrarlayan oligoniikleotidler: Polimer igindeki tekrarlayan oligonikleotidler,
tekrarlayan tek bir bazi, tekrarlayan iki bazi ya ya t¢ bazi ifade eder. Ornegin, poly
(A), dintikleotid'e poly (AT), trintikleotid'e poly (GAT) ornek verilebilir.

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

Ornegdin  mononikleotid gosterilisine, poly(A).poly(T) (veya poly(dA).poly(dT)
seklinde gosterilebilir), dintkleotid'e poly(AT).poly(AT), trintkleotid'e poly (GAT).
poly (ATC) 6rnek verilebilir.

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

Prob : Baz dizisi belli olan oligoniikleotid.

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karsiligini iceren oligonikleotid.

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

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

dizilimine sahip dizi igeren oligonukleotid.

2.3.1.1.3 Niikleik asit (DNA) hibridizasyonu:

Nikleik asit hibridizasyonu, baz ciftlerinin 6zel hibridizasyon kosullarina bagh

olarak kararli bir dupleks molekulii olusturmasidir (4).



s

Sicaklik ile ‘?l

denatiirasyon Soijutma ile
renatiirasyon

RNA dizisi DNA dizisi

Sekil-14: Nukleik asit hibridizasyonu

2.3.1.2. DNA hibridizasyonunun kinetigini etkileyen faktérler: (4)
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Niikleik asitlerin yapisi : DNA yapisinin kompleksligi ve hibrit olusturan

dizilerin uzunlugu ile hibridizasyon hizi, ters orantilidir.

Baz Kompozisyonu : GC baz ciftlerinin, isiya karsi dayaniklihg AT baz

ciftlerinden daha buyuktar. Bu ylzden, dizilerde GC yuzdesinin arttiginda,

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

Sicakhik : DNA, erime sicakhginin 25°C altinda hibrit olusturmaktadir ve bu
sicaklik hibridizasyon igin optimum sicaklik olarak nitelendirilir.

Tuz konsantrasyonu : 1.2 M'a kadar artan NaCl konsantrasyonu ile hibritlesme
hizi artig gostermektedir.

Formamit : Hibridizasyon tepkimelerinde, % 30 - % 50 arahginda formamit
kullanimi, baglanma hizini etkilememektedir.

Dekstran siilfat : inert polimerin hibridizasyon tepkimelerinde kullanimi, tepkime
hizini yaklagik on kat arttirmaktadir. Polimer kullanimi, DNA'nin ¢ozelti icinde
toplanarak yogunlagmalarina ve bu yogun ortamda prob dizilerin hibridizasyona
acik kalmasini saglamaktadir. Bir arada bulunan bu problarin, hedef dizilerle
hibridizasyonu sonucu, daha kuvvetli hibridizasyon sinyalleri gdzlenmektedir.
Ayni zamanda, desktran siilfat yiiksek yiikleme akimlarina da sebep olmaktadir.
iyonik kuvvet : iyonik kuvvetin artisina bagh olarak, hibridizasyonun hizi
artmaktadir. Ornegin, sodyum derigimi < 0.1 M'in Ustinde iki kat arttirildigi
zaman, hiz 5 - 10 kat artmaktadir . Ancak, daha fazla arttirmalardan sonra ve
1.5 M'a kadar hiz yavasga yiikselmektedir .

Baz degisimleri : Birbirinin tam karsihg olmayan prob ve hedef diziler ile de
hibridizasyon oalbilmektedir. Baz degisimine ugramis diziler arasindaki
hibridizasyon, tepkime hizini ve erime sicakhigini (T,) azaltmaktadir.

pH : 6,8-7,4 arasindaki nétr pH’ lar hibridizasyon tepkimeleri igin idealdir.
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Viskozite : Hibridizasyon ¢ozeltisinin viskozitesinin artigi, hibridizasyon hizini
azaltmaktadir. Ornegin, viskoz bir ajan kullaniliyorsa bazi durumlarda yiiksek bir

sicaklikta galigiimasi (60° - 65°C) énerilmektedir.

2.3.2 Peptik Niikleik Asitler (PNA):

Tekrarlayan kisim
imbes i B 0
'B—,0 | . PNA
jlf gy g
/NH\/ T 0 _|

Sekil-15: PNA ve DNA'nin yapilarinin kargilastirmali olarak gésterilmesi.

PNA, DNA'nin eksi yukli deoksiriboz-fosfat omurgasinin, amit baglariyla
baglanmis, tekrarlanan N-(2-aminoetil)glisin birimlerinden olugsan nétral bir yapiyla
degistiriimesiyle elde edilir. Bu yapi, DNA molekuliinin analogu olup, nétral yiki ve
bazlar arasi uygun uzakliklariyla komplementer DNA'ya, normal DNA dizilerine gére
gok daha fazla afinite duymakta ve daha 6zgiin sekilde baglanabilmektedir. PNA
yapisi nikleazlar ve proteazlar tarafindan yikima ugramadidi i¢in ¢ok daha yilksek

biyolojik kararlilik géstermektedirler.Kisa PNA problari kullanilarak DNA ile sadece
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tamamen birbirlerinin tamamlayicisi(komplementeri) olduklari zaman, ¢ok daha
secimli hibritlesebilmektedirler. Eger hedef dizinin tek bazi farkli ise, prob ile hedef
arasinda hibridizasyon olusmamaktadir. PNA'lar ile olusturulan hibritler yiksek
sicaklikta dahi ¢ift sarmal yapisini kaybetmemektedir (76-78,112,114,120,122).
Yiksek sicaklikta stabil olan bu hibritler duigtik iyonik kuvvette olugsmaktadirlar.
Gunumiuzde ise gesitli hastaliklarin tanisi igin 6nemli olan nokta mutasyonlarinin
yuksek duyarhlikla tayini, peptid nikleik asit problarinin, DNA hedef dizileriyle

hibridizasyona ugratiimasiyla basarili sekilde gelistiriimeye devam etmektedir (79,38).

2.4 DNA BiYOSENSORLERI

Cesitli mutasyonlar, bazi DNA'ya hedeflenmis ilaglarin mekanizmalari, bazi
hastaliklarin tayini, bazi sentetik kimyasal niikleazlarin hareket mekanizmalarinin
aciklanabilmesi, DNA ve diger molekillerin arasindaki etkilesimin aydinlatiimasiyla
mumkin olabilecek 6nemli bir ana konudur (67).

DNA'ya dayali elektrokimyasal biyosensérler igin son yillarda molekuler biyoloji
ve biyoteknoloji alaninda goérilen gelismeler, heyecan vericidir (126). Nikleik asit
tanima tabakasi, ¢ok stabil ve kolaylikla olusturulabilen ve tekrar kullanim igin
yenilenebilen bir tabakadir (67).

Elektrokimyasal DNA biyosensérleri gegmiste tasarimi yapilmis ve kullaniimis
diger algilayici sistemlere, yeni bir alternatiftir ve gelecekte planlanan tek nokta
mutasyon analizlerinde de ¢ok &nemli bir rol oynayacaktir (114). DNA'ya dayal
tanima yuzeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (67, 70, 71, 120)

S .  SCYOKSEpep e
veya bu yuzey ile etkilesime giren maddelerin (karsnonlﬂ%ﬂgW’}"We
N Muxm
kullanilabilir (9, 64, 80, 91, 102, 123, 129, 130, 133).
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2.4.1 ilag-DNA etkilesmesine dayali DNA Biyosensérleri:

Cesitli maddeler, dsDNA ile ; nikleik asit yapisindaki negatif yiklu seker-fosfat
grubu ile elektrostatik baglanarak, DNA ¢ift sarmalinin yapisinin 2 oluklarina (kuigik
ve buyltk oluklarina) baglanarak veya dogal yapili DNA'nin baz ciftleri arasina
interkalasyon yaparak etkilesir (133).

llag, cevresel atiklar, metal kompleksleri gibi kimyasal maddelerle DNA'nin
etkilesmesi ve bu etkilesimin tayini, eczacilik alaninda yeni ilag tasarimini gtindeme
getirmistir. Ayrica gevre kirliligine yol agan bazi atiklarin tayini gibi gevresel analizlere
imkan saglayacak yeni bir yontemin gelistirimesi agisindan da 6nem kazanmaktadir
(22,24,25,50,53,58,64,74,75, 80,91,102,123,129,130,133).

DNA'nin birim pargasini olusturan oligoniikleotidler tedavide kullaniimaya aday
bir madde olarak bulunmustur (95). Antisense ilaglarin gelecekteki faydalan
dustinelecek olursa yeni ilag tasarimlar sirasinda DNA ile etkilesimlerinin incelenmesi
ve bunun yaninda bir takim hastaliklarin tedavisinde bu oligoniikleotidlerle tedavi
yoluna gidilmesi, 6érnegdin Vitravene-ilk antisense ilag (73); bu yolda atilmis
6nemli adimlardir. Ayrica son yillarda peptik nikleik asitlerin (PNA) antisense
teknolojisinde ve ilag gelistiriimesine yénelik caligsmalarda kullamimlari Gmit vericidir
(76,71).

llag-DNA etkilesmesine dayali elektrokimyasal c¢alismalarda (9,64, 91,102,
123,129,133) , DNA ile etkilesen ilaglardan elde edilen sinyalde bir azalma veya artis
gbzlenmesiyle tayin yapimistir. Bazi biyosensérlerle, incelenen ilaglarin miktar
tayinini daha duyarl bir sekilde yapmak mumkundir (10,11, 123 ).

llag-DNA etkilesmesine dayali DNA biyosensérlerinin tasariminda amag
gelecekte yeni antibiyotik, antiviral, antitimér ilag ve antisense oligonikleotitlerine

dayal ilag hedefleme calismalarina katkida bulunmak (24, 73) veya bir ilag
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hammaddesinin kantitatif tayininin daha duyarli bir sekilde gergeklestirimesini

mumkin kilabilmektir (9-11, 123, 133).

2.4.2 DNA hibridizasyonuna dayali DNA Biyosensérleri:

Cesitli biyolojik érneklerde cesitli yontemlerle 6zgiin DNA dizisi saptanmasi
biyomedikal alanda ¢ok 6nemlidir (104). Hastalik teshislerinde insan, viriis ve bakteri
baz diziliminin tayini ile pek ¢ok kalitimsal hastaliya sebep olan mutasyonlar artik
tespit edilebilmektedir.

Hibridizasyon tayinlerinde kullanilan gesitli immunokimyasal ve voltametrik
metodlar karsilastinldiginda, birkag 6rnegin calisildigi durumda voltametrik
yéntemlerin daha hizli yanit verdigi séylenebilir, ancak biiyiik miktarda bir seri benzer
6rnek analizlenecekse, iyi bir otomasyona sahip Elisa gibi immunokimyasal tekniklerin
kullaniimasi daha uygun olmaktadir (84).

PCR yontemiyle hedef genlerin tayin edilmesi zordur, bu nedenle yiiksek
duyarlilikta diziye 6zgtin ve nicel gen tayini yapabilecek bir yonteme ihtiyag vardir.

Diziye 6zgiin DNA biyosensérleri, bir cevirim sistemi ile beraber DNA probundan
olugsmustur. DNA biyosensérlerinin esasi, DNA bazlarinin hibridizasyonuna dayanir
(41, 125, 128).

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, aranan hedefin baz dizisinin karsihidi olan
20-40 baz gibi kisa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmalli DNA (ssDNA)
oligomerin (veya “PROB“ olarak isimlendirilir), elektrot ylizeyine baglanmasina
dayanmaktadir. Hedefi iceren bir érnek ¢ozeltisine sensoriin uygulanmasi, ile elektrot
ylizeyinde hibrit olusur. Elektrokimyasal élgtimlerde hibritin olustugu elektrot, bir
elektroaktif indikatér iceren (6rnedin bir redoks-aktif katyonik metal kompleksi) bir

¢ozeltiye daldirilir ve indikatoriin hibrite baglanma dizeyi belirlenir (126).
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Hibridizasyon olusumundan sonra bu hibritle etkilesen indikatériin neden oldugu
artan veya azalan elektrokimyasal yanit, hibridizasyonun tayinine yoénelik bir sinyal
olarak kabul edilir (58, 60,108, 117).

Hibridizasyon indikatérii, dlgllebilir ve degisik bir sekilde tek sarmal ve gift
sarmal DNA ile etkilesebilen bilegiktir. Ornegin, Co(lll) (15, 17, 18, 49, 70, 72,122); Fe
() (18, 47); Ru(ll) (3, 35, 47, 48) ; Os (l), Os(IV) (61, 62, 101) 'nin 1,10-fenantrolin ve
2,2'- bipiridin DNA'ya baglh kelatlari voltametrik olarak ¢aligiimaktadir.

J. Wang ve arkadaslar, karbon pastasi kullanarak gelistirdikleri elektrokimyasal
DNA hibridizasyon biyosensorleri ile E. coli (124) , HIV (108) ve Mycobacterium
tuberculosis (125)’e ait DNA dizilerini tayin edebilmislerdir.

Tek nokta mutasyon tayinlerinde yeterli derecede hassas sonuglar vereméyen
DNA yerine kullanabilecegimiz PNA 'dan yararlanarak daha 6zgiin élgtimler, PNA'ya
dayali biyosensorlerle gerceklestiriimistir. DNA ile ¢ift sarmal olusturabilen peptik
nikleik asitler (PNA) “ prob “ olarak kullanilabilir; hedef DNA'ya daha segici olarak
baglanirlar. Boylelikle PNA problan gesitli hastaliklara sebep olabilecek nokta
mutasyonlari (mismatch) kolaylikla tayin edilebilimektedir (76,78,108, 114, 122).

J. Wang ve arkadaglari ayrica elektroaktif indikatér kullaniimayan bir DNA
biyosensorii tasarimi yapmislar; guanin bazinin oksidasyona ugramasina bagl
sinyale iliskin bir tayin gerceklestirmiglerdir (128).

K. Millan ve arkadaslari da DNA hibridizasyonuna yonelik galismalarinda karbon
pastasi elektrodu kullanmaktadir. Prob hazirlama teknigi farkli olmasina ragmen;
elektrokimyasal tayin yontemi, J. Wang ve arkadaslarininkiyle aynidir. Sistik fibrozis'e
(71) ait DNA dizilerini kullanarak elektrokimyasal tayinlerini basariyla
gergeklestirmistir. Ayrica ayni g¢alisma grubundan S. Mikkelsen, 1994 yilinda

kalitimsal hastaliklarin dizi segici DNA biyosensorleri ile tayini projesiyle (68),
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Amerika Birlesik Devletlerinden patent hakki kazanmistir ( A.B.D Patent No:

5.312.527- 05/17/1994).

Clinical Micro Sensors firmasi (CMS), Mart 1998'de Massachutes Teknoloji
Enstitisti’'ndeki bir fuarda ilk DNA ¢ip prototiplerini sunmustur (132). Hoffman La
Roche firmasinin, DNA testlerini Uretime sokmaya c¢aligan Affimetrix (CA.) adl
firmayla anlagsma yapmistir (43).

2.4.3 DNA Biyosensorlerinde prob dizilerinin elektrot yiizeyine modifiye
edilme yolari:

Elekrokimyasal DNA biyosensérleri gelistiriimesindeki temel asamalardan birisi
prob olarak kullanilacak DNA pargasinin elektrod yilizeyine saglam sekilde
tutturulmasi basamagidir. Eger ylizeye probun en kolay ve saglam sekilde
tutturulmasi saglanirsa, bu probun daha sonra hedefi ile hibridizasyonu daha kolay
olacak ve olusan hibritin gesitli fiziksel veya kimyasal etkenlerden etkilenip ylizeyden
kopmasi gibi olumsuz etkiler de ortadan kalkacatir. Tum diinyada arastirmacilar bu
teknikler Gzerinde deneyler yapmakta ve en disiik maliyetle ve en uygun spesifik
baglanmayi saglayacak teknigi bulmaya g¢aligmaktadirlar. DNA giplerine
uygulanabilirligi arastinilan bu temel agsama gok buylik énem tasimaktadir.

Elektrot ylizeyine DNA baglama(modifikasyon,immobilizasyon) teknikleri:

1) Elektrostatik baglanma
2) Kovalent baglanma (Altin elektrotlar ve karbon elektrotlar igin)
3) -SH grubu ile isaretli oligontkleotitin altin elektrod yiizeyine afinitesi

nedeniyle tutturuimasi
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4)  Avidin-biyotin etkilesimi nedeni ile streptavidinle kapli ylzeye biyotinle

isaretlenmis problarin tutturuimasi

2.4.3.1 Elektrostatik baglanma: Elektrod ytizeyine (+) pozitif potansiyel uygulanmasi
(-) yuklu fosfat omurgasina sahip olan DNA'nin ylizeye elektriksel gekim kuvvetleri
sayesinde tutunmasini saglar (121, 125).

2.4.3.2 Kovalent baglanma: Altin elektrotlar (solid altin elektrotlar, tek kullanimlik
perde baskili altin elektrodlar) ve altin nanopartikiiller igin ilk olarak 3-
merkaptopropiyonik asit veya L-sistein ile —SH gruplannin elektrod ytzeyine
tutunmasi saglanir. Burada

—SH gruplarinin altin metaline olan giglii afinitesinden yararlanihr. Daha sonra N-
Hidroksi stiksinimit (NHS) ve etil karbodiimit (EDC) gibi kovalent ajanlar kullanilarak
NH; grubu ile isaretli probun yiizeyde gugclil sekilde tutunmasina imkan saglayan
zemin olusturulur (39,42). Bu metod, 6zellikle de altin elektrot igin spesifik olan yiizey
kaplama metodudur. Galigsmalarimizin altin elektrodlar ile olan béluminde, asagida

sematize edilmis olan bu metod kullanild.

i H3CH,CN=C ; i
(o} o (] 0o
o $ o< o $ o -;
3-MPA S -S? S _ S
EDC NHS Prob
g —— W —— ey —— Eaidos [
Altin yuzey Altin ylizey Altin yiizey Altin ylizey Altin ylizey

Sekil 16: Altin elektrot ylizeylerinde kimyasal ajanlarla kovaTCnMoaﬁ-,ml
Ayrica bu teknikle diizenli sekilde propiyonik asit gibi gruplar sayesm A

elektrod ytizeyine dikey olarak tutturuldugu igin hibritlesme ¢ok daha rahat ve spesifik
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olarak  gergeklesmektedir. Elektrod ylizeyinde dizenli bir tabakalanma
olusturulmaktadir.

Eger elektrot olarak altin degil de gesitli karbon(grafit) elektrrodlar kullanilirsa
bu durumda 3-merkaptopropiyonik asit gibi bir ajana gereksinim duyulmamaktadir.
Sadece kovalent ajanlarla yapilan kaplama yizeye NH; grubu ile isaretli prob direkt
olarak guglu sekilde baglanmaktadir. (135)

CH

3

N
CH; N- CHZCHZCHEN'C'N‘CHZCH,. HCI
+

?H
°Q° 0 N H N 't
- R
. EDC ve NHS - g ;r:imnzlgr;t;u ile gmm
elektrot slektrat

Sekil 16:Grafit elektrot ylizeyinde kovalent ajanlarla yapilan NH, grubu ile isaretli

DNA probu modifikasyonu.

2.4.3.3 -SH grubu ile igaretli oligoniikleotilerin altin elektrod yiizeyine afinitesi
nedeniyle tutturulmasi:

Bu teknik altin elektrodlar igin kullaniimaktadir. —SH grubu igeren molekuillerin
altin elementine olan gugli afinitesi esastir ve problar —SH ile isaretlenerek
sentezlenir. Béylece higbir ajana gereksinim duyulmadan prob yiizeye yerlestiriimis
olur. Sentezin pahal olusu ve tutunmanin kovalent ajanlar kullanildigindaki kadar

basarili olmayisi baslica dezavantajlaridir.
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' 2.4.3.4 Avidin-biyotin etkilesimi nedeni ile streptavidinle kapli yiizeye biyotinle
isaretlenmis problarin tutturulmasi:
Streptavidin ile kaplanmis gesitli elektrot ytzeylerine ya da yine streptavidinle
kaplanmis manyetik boncuklar {izerine, biyotin ile isaretlienmis problar, elektrod
yuzeyine streptavidin ve biyotinin birbirine olan gugli afinitesi nedeniyle spesifik

sekilde tutturulmaktadir (94,119).

Biyotinle igaretli
prob

Streptavidinle Streptavidinle
kaph ylizey kaph ylizey

Sekil 17: Biyotinle isaretli probun streptavidin kapl ylizeye tutturulmasi.
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BOLUM Il

GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan cihazlar

Terazi (Sartorious-Analytic A-200)

Ses titresimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)
pH-metre (Schott-Mainz CG 710)

Manyetik karigtirici ( Elektro-mag ve ARE 2-Velp )
Potansiyostat:

AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda)
Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu)

Ag/AgCl referans elektot

Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildi.)

Deneylerde kullanilan Karbon Pastasi Elektrodunun (CPE) hazirlanisi:

Calisma elektodu, ¢capt 3 mm olan cam borudan hazirlandi ve 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
karistinlmasiyla hazirlandi. Elektrot (CPE) hazirlandiktan sonra elektrot yiizeyi, yagh

kagit ile homojen bir ylizey haline gevrildi (14, 15, 121, 123,125).

2.2. Kullanilan kimyasal maddeler
Benzo[a]piren (BaP) (Sigma)

Metilen Mavisi (LaPine Scientific Inc.)
Meldola Mavisi (Sigma)

Fenol Ftalein (Sigma)
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Mitomycin C (Sigma)

Asetik asit ( %99-100) (Merck)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Di potasyum mono hidrojen fosfat (Riedel-de Haen)
Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel-de Haen)

Grafit tozu (Fisher)

Mineral yag ( Acheson 38)
Tris(hidroksimetillaminometan hidroklorir (Sigma)
Sodyum klortr (Sigma)

Buzag! timus bezinden elde edilen DNA [=Calf Thymus DNA,; gift sarmal DNA
(dsDNA) ve tek sarmal DNA (ss DNA)] (Sigma)

Etilen dinitrilotetraasetik asit disodyum tuzu (Merck)
Altimina tozu (0.1 p ve 0.3p ) South bay Technology Inc.
BaP : Sigma

THF (Tetrahidrofuran): Fluka

Tum calismalarda sterilize edilmis deiyonize su kullanildi. Deneysel galismalar
oda sicakhginda (25,0 + 0,5 ) °C’ de gergeklestirildi.

2.2.1 Metilen Mavisi ile yapilan ¢alismalarda kullanilan oligoniikleotidler ve
hazirlanmalan

2.2.1.1 Metilen mavisi - DNA etkilesimi calismasinda Altin elektrod (AuE) ve

Karbon pastasi elektrodu (CPE) ile kullanilan oligoniikleotidler :

14-baz sentetik DNA oligonikleotitleri Genset oligos (Sydney, Australia)

firmasindan (liyofilize toz halinde) satin alindi. 14 bazlik sentetik peptid nikleik asit
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(PNA) oligonikleotidleri Danimarka'da Department of Medical Biochemistry and
Genetics, Center for Biomolecular Recognition, The Panum Institute, IMBG’ de

calisan Profesor Peter E. Nielsen tarafindan deneylerimiz igin hazirlandi.

Deneylerimizde kullandigimiz PNA ve DNA oligonukleotidlerinin baz dizilimi
asagidaki gibidir:

Hedef dizileri (14-baz DNA dizi A):

3- GGG GGG CAG AGC AT-5

PNA ve DNA Prob dizileri (14-baz PNA dizi B ve DNA dizi B):

H-(3’-) ATG CTC TGC CCC CC (-5') - Lys- NH »

Tek bazi hedeften farkl dizi (14-baz DNA dizi A’):

3'- GGG GGG GAG AGC AT-5’

Bu oligoniikleotid ¢ézeltilerinin hazirlanigi:

Tum DNA oligonikleotid stok ¢ozeltileri (100mg/L) TE ¢ézeltisi (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 8,0) ile hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi. PNA
oligontikleotid stok g¢o6zeltisi (100mg/L) PBS (50mM fosfat tamponu, pH 7,4) ile
hazirland1 ve sifir derecenin altinda saklandi. PNA ve DNA oligoniikleotidlerinin
seyreltik cozeltileri, hibridizasyon asamalarina bagl olarak 0,5M asetat tamponu
(pH:4,8) veya 20mM TE ¢ozeltisiyle hazirlandi.

2.2.1.2 Metilen mavisi - DNA etkilesimi galismasinda perde baskili altin

elektrodlar (Au-SCPE) ile kullanilan oligoniikleotidler: tc

YPBD(OCR
25-baz sentetik DNA oligoniikleotidleri Sigma firmasmmwgg?%ue

satin alindi. Bu oligontkleotidlerden prob ve hedef dizi Geneticly modified organisms
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(GMO) genetik olarak modifiye edilmis organizmalara ait olup baz dizilimleri agagidaki
gibidir:

DNA Prob dizisi:

5'- GGC CAT CGT TGA AGA TGC CTC TGC C -3’

DNA hedef dizisi:

5'- GGC AGA GGC ATC TTC AAC GAT GGC C -3

Tum bazlarn _hedeften farkh dizi (ApoE proteini dizisi): (Hibridizasyonun kontrolli

icin kullanildi).
5'- CAC TGC CAG GCA CCT CTG CAG GT -3’

Bu oligoniikleotid ¢ézeltilerinin hazirlanisi:

Tum oligonikleotit stok c¢ozeltileri Mili Q distile su ile (1000 mg/L)

konsantrasyonda hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi.

2.2.1.3 Metilen mavisi - DNA etkilesimi galismasinda karbon pastasi
elektrodu (CPE) ile ilk seri deneylerde kullanilan oligoniikleotidler :

ik seri deneylerde kullanilan 15- bazlik asagida belirtilen sentetik oligoniikleotid
dizileri Sigma’dan alindi.

Probe dizisi:

5'- TAC GGG GGA GGC AAG -3’

Hedef (target) dizisi:

5- CTT GCC TCC CCC GTA -3’

Bu oligoniikleotidlerin hazirlanigi:

Bu ¢ozeltilerden prob, 1862ppm(ug/ml)'lik, hedef ¢ozeltisi ise 1458ppm(pg/ml)’lik
stoklar halinde, TE g¢o6zeltisi (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) ile hazirlandi ve

sifir derecenin altinda saklandi.
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2.2.1.4 Metilen mavisi - DNA etkilesimi calismasinda karbon pastasi
elektrodu (CPE) ile ikinci seri deneylerde kullanilan peptik niikleik asit(PNA) ve
DNA yapisindaki oligoniikleotidler:

MB ile ikinci seri deneylerde kullanilan 14-baz sentetk DNA ve PNA
oligontikleotit dizilerinin hazirlanigi 2.2.1.1’de anlatildigi gibidir.

2.2.2 Meldola Mavisi- DNA etkilesmesi c¢alismalarinda kullanilan
oligoniikleotid dizileri ve hazirlanmalari:

Microcystis spp.'e ait olan 17-baz sentetik oligonukleotitler (liyofilize toz halinde)
Synthegen, LLC Mod. Oligo. (Houston, TX, Amerika Birlesik Devletleri) ‘dan sagdlandi.
Bu oligontiikleotitlerin baz dizilimi agagidaki gibidir:

Probe (Oligo-2A) dizisi:

5- TCA AAT CAG GTT GCT TA-3

Hedef (target) (oligo-2B) dizisi:

5'-TAA GCAAAC TGATTT GA -3’

Iki bazi hedeften farkl (mismatch)(oligo-2C) dizi:

5'- TAA GCAAGG TGATTT GA -3

Tium bazlar hedeften farkl (non complementary) dizi:

5'- AAC GTG TGAATG ACC CAGTAC -3’

Bu oligoniikleotid ¢ozeltilerinin hazirlanisi:

17- baz dizi oligo 2A, 17-baz dizi oligo 2B’nin karsihgidir. Oligo 2A stok
cozeltisi, 1458 pg/mL, Oligo 2B stok ¢ozeltisi, 1855 pug/mL; oligo2C stok ¢ozeltisi,
1885(ug/ml) ve tim bazlar hedeften farkli dizi stoklarn, TE ¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 8,0) ile hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi. (124,125).

Oligontikleotitlerin seyreltik ¢ozeltileri, 0,5 M Asetat tamponu (pH 4,8), ile hazirlandi.
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2.2.3 Benzo[a]piren(BaP), fenol ftalein(PPT), mitomycin C(MC) ile DNA

etkilesim calismalarinda kullanilan DNA cozeltilerinin _hazirlanisi _ve safhik

kontrollerinin yapilmasi:
Buzagi timus bezinden elde edilen DNA (=Calf Thymus DNA); ¢ift sarmal DNA

(dsDNA) stok ¢ozeltileri; 1000 pg/mL , TE g¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8,0) ile hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi (115, 116). Denatire edilmis
DNA (tek sarmal DNA = ssDNA) cozeltisi de dsDNA ¢ozeltisi ile ayni kosullarda
hazirlandi.

dsDNA ve ssDNA seyreltik cozeltileri deneyden kisa bir sure énce 0,5 M Asetat
tamponu (pH 4,8) ile hazirlandi.

Her iki gozeltinin de saflik kontrolii igin; 5 ppm konsantrasyonunda dsDNA
seyreltik ¢ozeltisinin UV'de 260 nm ve 280 nm'de okunan absorbans A 260 ve A 250
degerleri oranlandi ve bu degerin 1,6 ile 1,8 arasinda oldugu saptandi. 50 ppm DNA,
0,5 cm geniglige sahip kuartz kivetlerde 0.5 A absorbans géstermektedir. 100 ppm

DNA, 1 cm genislige sahip kuartz kuivetlerde 1 A absorbans géstermektedir (70).

2.2.4. Tampon gozeltilerin hazirlanigi:

Tum tampon gozeltilerin hazirlaniginda distile su kullaniimistir. Tampon ¢ézeltiler
hazirlandiktan sonra plastik siselerde, buzdolabinda saklanmistir. lyonik kuvveti
saglamak igin Tris-EDTA tamponu hari¢ tim tampon g¢ézeltilerinin litresine derigimi

0,02 M olacak sekilde 1,168 g NaCl eklenmistir.

2.2.4.1. 0,05 M fosfat tampon ¢ézeltisinin hazirlanisgi (pH 7,4):

Olguimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde 1,36 g

(0,01 mol) KH,PO4 ve 6,96 g (0,04 mol) K;HPO,4 icermektedir. Hazirlanan tampon



55

¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. pH kontrolu, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1

N HCl ilavesiyle pHmetre ile gergeklestirilir.

2.2.4.2. 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanigi (pH 4,8):

Kullanilan 0,50 M asetat tampon g¢oézeltisi litresinde 0,2722 g sodyum asetat
trihidrat ve 0,1154 mL asetik asit igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 4,8 degerine
ulagsmasi igin gerekli kontrol, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI ilavesiyle pHmetre ile

gerceklestirilir.

2.2.4.3 0,02 M Tris HCI tampon g6zeltisinin hazirlanigi (pH 7,0):
Kullanilan 0,02 M Tris HCI tampon cgozeltisi litresinde 3,152 g Trizma HCI
icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 4,8 degerine ulasmasi igin gerekli kontrol, 0,1 N

NaOH ve / veya 0,1 N HCl ilavesiyle pHmetre ile gergeklestirilir.

2.2.4.4. 0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon gozeltisinin hazirlanigi (pH
8,0):

Kullanilan 0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisi litresinde 1,576 g
Trizma HCI ve 0,372g EDTA igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8,0 degerine ulagsmasi
icin gerekli kontrol, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI ilavesiyle pHmetre ile
gerceklestirilir.

2.2.5 Altin elektrodlarla yapilan deneylerde DNA'nin yiizeye tutturulmasi
amaciyla kullanlan ¢ézeltilerin hazirlanigi:

2.2.5.1 3-Merkapto propiyonik asit (MPA) ¢ozeltisinin hazirlanisi: (39)

Normal altin elektrodlar igin (75:25) Etanol-su karigimi icerisinde 0,02M olacak
sekilde hazirlandi.

Perde baskili elektrodlar igin ise distile su icerisinde 0,02M’lik MPA hazirland.

MPA molekuler agirhigi: 106,1 g/mol ve d=9,89 g/L
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2.2.5.2 Kovalent baglanmayi saglayan ¢ézeltinin hazirlanigi: (39)

Bu ¢ozelti kanigimi igin 5mM N-hidroksi siksinimid (NHS) ve 2mM'lik Etil
karbodiimid (EDC) maddeleri 50mM'ik fosfat tamponunda(pH:7,4) icerisinde
hazirland.

EDC= 191,71 g/mol NHS= 115,1 g/mol

2.2.6 DNA ile etkilesimi incelenen tiim maddelerin hazirlanigi:

2.2.6.1 Benzo[a]piren (BaP) ¢ozeltisinin hazirlanisi:

Stok c¢ozelti tetrahidrofuran(THF) ¢oziuclsu icerisinde 1mM konsantrasyonda
olacak sekilde hazirlandi. Seyreltik ¢ozelti ise asetat tamponu (pH:4,8) igerisinde
20uM'lik konsantrasyonda hazirlandi.

2.2.6.2 Metilen mavisi (MB) ¢ozeltisinin hazirlanigi:

1mM’lik stok, distile su ile hazirlandi. Seyreltik stok ise tris-HCI
tamponu(pH:7,0) igerisinde 20pM olacak sekilde hazirland!.

2.2.6.3 Meldola mavisi (MDB) ¢é6zeltisinin hazirlanigi:

1mM’'lik stok, distile su ile hazirlandi. Seyreltik stok ise tris-HCI
tamponu(pH:7,0) icerisinde 20puM olacak sekilde hazirlandi.

2.2.6.4 Fenol ftalein (PPT) ¢ozeltisinin hazirlanigi:

1mM'lik stok, alkol su ile hazirlandi. Seyreltik stok ise asetat tamponu (pH:4,8)
icerisinde 20uM’lik konsantrasyonda hazirlandi.

2.2.6.5 Mitomisin C (MC) ¢ozeltisinin hazirlanisi:

1000ppm’lik 50pL’lik ana stok mili Q su ile hazirlandi. Seyreltik stok ise 1ppm

konsantrasyonda ve tris-HCI tamponu(pH:7,0) i¢erisinde hazirlandi.
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2.3. DNA ile etkilesimi incelenen ve hibridizasyon indikatérii olarak
kullanilabilecek maddeler hakkinda genel bilgiler :

2.3.1 Benzo[a]piren

Acik Kimyasal Formiil:

Kapali Kimyasal Forml: CoH12
Kimyasal Adlandirma: 3,4-Benzopyrene

Diger isimlendirmeleri: B[A]P; 6,7-Benzopyrene; Benzo[a]pyrene; 3,4-

Benzpyrene

Kimyasal Ozellikleri: Sari renkte kristallerden olusmustur. Cézeltisi isiktan
korunmalidir. Benzen, toluen, ksilen ve tetrahidro furan (THF) gibi organik
¢Ozucllerde ¢ozunur. Molekul agirhgi, 252,3 g / mol'dur.

Farmakolojik ézellikleri: Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin bir tyesi olan BaP,
o6nemli bir cevresel kirlilik ajani ve potansiyel insan karsinojenidir. BaP, metabolizmasi
esnasinda g¢esitli Urtnlere donusmektedir. Bazi Urinler, gok reaktif mutajenik diol
epoksit turevleridir. BaP'in en 6nemli ve karsinojenik yan trtint, anti - 7, 8, 9, 10 -

tetrahidrobenzo[a]piren - 7, 8 - diol 9, 10 - epoksit (BPDE)'dir. Bu kovalent trans yan
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artin, guaninin N7 konumundaki azot ile tepkime sonucu olugmaktadir (2,23). Asagida
BaP molekiluniin guanin baziyla olusturdugu adduct'in (yan @rtin) kimyasal formulu
gosterilmektedir (2,99).

BaP yan Urinlerinin dogrudan miktar tayini, kanser arastirmalarinda énemli yer
tutmaktadir. Ozellikle, akciger kanseri, Amerika Birlesik Devletlerinde kanserden
kaynaklanan olumlerin en 6nemli sebeplerinden biridir ve tim dinyada en sik
karsgilagilan timér olusumlarindandir. Akciger kanseri igin en 6nemli risk faktor,
sigara igilmesidir (23). Sigara dumani igerisindeki binlerce zararli maddeden biri olan
BaP, sigara basina 20 - 40 ng miktarinda bulunmaktadir ve bilinen en gtigll
karsinojen maddelerden biridir.

insan akciger kanseri teshislerinin yaklasik %60'Inda, p53 tumér baskilayici
geninde mutasyonlara rastlanmaktadir (23). BaP'nin de dahil oldugu polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin gérev aldigi mutasyonlar, akciger kanserine yol agan

mutasyonlarin olusumuna (mutajenezis) yol agmaktadir (99).

Bu caligmada tayini yapilan yan triiniin BPDE:

Acik Kimyasal Formiil:
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Kimyasal Adlandirma: anti-7,8,9,10 tetrahydrobenzo[a]pyrene-7,8-diol  9,10-

epoxide(BPDE).

2.3.2 Metilen Mavisi:

Acik kimyasal formuli :

Kapali kimyasal formil: C1gH1gCIN3S. 3H,0

Kimyasal adlandirma: 3,7- Bis(dimetilamino) - 5 —fenotiyazinyum klor{r

Diger isimleri: Basic Blue, Swiss blue
Kimyasal &zellikleri: Koyu yesil kristallerden olusmustur. 1 g'i yaklagik 25 mL suda
¢ozunar. Molekul agirhigi, 319,85 g / mol'dur.

MB, fenotiyazin sinifina ait diizlemsel bir aromatik halka igeren katyonik yiikla bir
molekildar. ssDNA'da guanin bazlarina 6zgll baglanma yapabilmektedir ve
dsDNA'ya interkalasyon yapabilmektedir (29,31,51,109). Bakteriyolojide boyar madde
olarak kullaniimaktadir. Yikseltgenme - indirgenme indikatéril olarak analizlerde
kullaniimaktadir.

Farmakolojik &zellikleri: Antimethemoglobinemi tedavisinde ve siyanire karsi

antidot olarak kullaniimaktadir.
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2.3.3. Meldola Mavisi (MDB) hakkinda genel bilgi :

Acik kimyasal formdl :

Kapali kimyasal formiil: C1gH1sN2OCI

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

Kimyasal é&zellikleri: Koyu mavi renkte kristallerden olusmustur. Suda ¢ozunir.

Molekiil agirhgi, 378,9 g / mol'dur. MDB, fenoksazin sinifina ait duizlemsel bir aromatik

halka igeren katyonik yikla bir molekildir. Enzimlere dayali elektrokimyasal

biyosensérlerde yikseltgenme - indirgenme belirteci olarak kullaniimaktadir (56).
2.3.4. Fenolftalein (PPT) hakkinda genel bilgi :

Acik kimyasal formul:
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Kapali kimyasal formiil: C2oH1404

Kimyasal adlandirma: 3,3 — Bis(4 —hidroksifenil) — 1 — (3H) — izobenzofuranon

Diger isimleri: Kokolaks, Darmol, Laksin.
Kimyasal &zellikleri: Beyaz veya sanmtirak beyaz renkte kristallerden olusmustur.
Hemen hemen suda ¢oziinmez. 1 g't 12 mL alkolde veya yaklasik 100 mL eterde
¢dzunur. Molektl agirhgi, 318,3 g / mol'dur.
Alkol ile hazirlanmis %1'lik ¢dzeltisi mineral ve organik asitlerin ve bircok bazin
titrasyonlarinda belirteg olarak kullaniimaktadir. pH 8,5 civarinda renksiz iken, pH 9 ve
otesinde pembe renkten koyu kirmizi renge déntismektedir. Terapétik olarak katartik
etkisinden faydalaniimaktadir. FDA'in 2000 yilinda bildirdigi insan karsinojenleri

listesine girmistir (107).

2.3.5 Mitomycin C (MC) hakkinda genel bilgi :

Acik kimyasal formdil:

NH
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Kapali kimyasal formiil: C1sH1gN4Os

Kimyasal adlandirma: [1aS-(1ac.,8p,8aa,8ba)]-6-amino-8-[[(amino karbonil) oksi]
metil]-1,1a,2,8,8a,8b,-hekza-hidro-8a-metoksi-5-metilazirinol[2’,3":3,4]pirolo[1,2-a]-
indol-4,7-dion,Ametisin

Kimyasal Ozellikleri:  Su, metanol, aseton, butil asetat, siklohekzanon iginde gig,

benzen, karbontetrakloriir ve eterde ise kolay cozuniir. Molekil agirh@i, 334 g/mol’
dar.

Farmakolojik _&zellikleri: Mitomycin C, klinikte solid tumérlere karsi kullanilan
antikanser etkili bir antibiyotiktir. Bu ilag molekulu sitotoksik karakter tasir ve ayrica
cesitli etkenlerle (deriden penetrasyon (temas etmesi) ya da solunum yollari vb.) bu
molekiile maruziyet sonucu normal insan hicreleri de hasar gérmektedir. llag, DNA
molekillindeki guanin bazlarina mono ve bifonksiyonel seklide alkilasyon yaparak etki
gosterir ve cok toksik bir maddedir.Letal doz (I.V.) 5 - 9 mg / kg Farelerdeki gecikmeli

toksisitesi enjeksiondan 2 giin ila 2 hafta sonra gérulmektedir (64,90,91,102,105,113).

2.4. Kullanilan yéntem

CPE’nun  aktivasyonu, yuizeyine dsDNA, ssDNA vya da sentetik
oligoniikleotidlerden olusan prob dizilerinin modifiye ediimesi, CPE ylzeyine
tutturulmus prob ile hedefin bu yuzeyde hibrit olusturmasi ve ytizeye modifiye edilmis
DNA'nin veya oligonikleotidin madde ile etkilesmesine iliskin yapilan deneylerin
tamaminda J. Wang ve arkadaslarinin g¢alismalarinda (121, 125) rapor edilen yol

izlenmigtir.
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2.4.1 Benzo[a]piren(BaP)-DNA etkilesmesine dayali biyosensor tasariminda

kullanilan yontemler:

2.4.1.1 Camsi _karbon elektrod ile yapilan BaP derisiminin artisina bagh olarak

dsDNA sinyalinde meydana gelen degisimin incelenmesi caligmada kullanilan
yéntem:

Diferansiyel puls voltametri tekniginde kullaniimak tizere 10ppm dsDNA ve
cesitli konsantrasyonlarda (0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 pM’ Iik) BaP kansimlarn 0,5M’lik
asetat tamponu (pH:4,8) icerisinde hazirlandi. 1mMllk BaP stok c¢ozeltisi
tetrahidrofuran (THF) igerisinde hazirlandi. Bu ¢ozeltinin seyreltmeleri ise 0,5M'lik
asetat tamponu (pH:4,8) ile yapildi.

GCE’un temizlenmesi: 0.3p partikul btlytklugtne sahip alimina tozu ile ézel bir
bez Uzerinde 2 dk sireyle dairesel hareketler gizilerek ytizey temizledi. Ultrasonik
banyo igerisinde de 2 dakika sureyle tutularak temizligin ikinci asamasi
gerceklestirildi. Her seri deneye baslanirken iglem tekrarland.

GCE Aktivasyonu: +0,5 V potansiyel uygulanarak 1 dakika fosfat tampponu (pH: 7,4)
icerisinde bekletildi.

dsDNA ve BaP igeren karigim ile etkilegsim: her seferinde yeniden hazirlanan 10ppm
dsDNA c¢ozeltisi igerisine sirasiyla 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 pM’ lik konsantrasyonlarda
hazirlanan seyreltik BaP ¢ozeltileri enjekte edildi. +0.5V potansiyel uygulanarak ve
karisan ortamda 5dk. sireyle etkilstirildi. Yikama iglemi asetat tamponu (pH:4,8)
kullanilarak 5 sn stireyle yapildi.

Olgiim: Asetat tamponu igerisinde elektroda diferansiyel pt@m&gk lg'l'ci).r'e ‘;&7.1
dan +1,3V'a kadar degisen gerilimler uygulandi. DNA'dakimwm

maddesinin sinyalindeki degisim incelendi.
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Onemli not:

Madde karigimi ile etkilesme asamasina gegilmeden énce ilk olarak sadece
dsDNA’daki guanin sinyali gézlemlendi. Ayrica karisim yapilmaksizin sadece 0.1, 0.5,
1, 2, 3, 4, 5 pM’ lik konsantrasyonlarda hazirlanan seyreltik BaP g¢o6zeltilerinin de
yalniz baslarina verdikleri sinyaller incelendi. Bu degerler 1siginda serbest haldeki
BaP ve dsDNA ile etkilesmis haldeki (bagh haldeki) BaP yanitlarina gére partisyon
(dagihm) katsayisi hesaplandi.

Calismada Millan and Mikkelsen’in uyguladigi formil kullanildi (70).

Bagh haldeki madde Bagl haldeki maddenin akim degeri-serbest haldeki madde akim degeri

Serbest haldeki madde serbest haldeki maddenin dlgilen akim degeri

2.4.1.2 Karbon pastasi elektrodu (CPE) ile yapilan dsDNA-BaP etkilesmesi

ve yan liriin olusumunun incelenmesi ¢alismasinda kullanilan yéntem:

CPE Aktivasyonu: CPE , 0.05 M fosfat tamponu ¢6zeltisinde (pH 7,4) +1,7V
uygulanarak 1 dakika stre ile kanistirimayan sistemde aktive edildi.

dsDNA veya dsDNA igeren BPDE'nin CPE yiizeyine tutturulmasi: Aktive edilmig
CPE, 10 ppm dsDNA igeren bu g¢ozeltiler icinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika ve karisan
ortamda bekletilmesiyle elektrod ytizeyine tutturuldu. Sonra CPE, 5 saniye sireyle
asetat tamponu ile yikandi.

Olgiim: Elektroda diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak +0,75V ile
+1,40V arasinda degisen gerilimler uygulandi. 20mM NaCl igeren 0,50M'lik asetat

tamponunda (pH:4,8) karistirma islemi uygulanmadan 6l¢tim yapildi.
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2.41.3 Karbon pastasi elektrodu (CPE) ile BaP konsantrasyonu artigina

bagh olarak elde edilen yan iiriiniin incelenmesi caligmasinda kullanilan
yontem:

BPDE yan urinii olusurken artan konsantrasyonlarda BaP kullanildiginda
guanin sinyalinde ve BPDE yan Urlintiniin sinyalinde meydana gelen degismeler
incelendi.

CPE Aktivasyonu: CPE , 0.05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7,4) +1,7 V
uygulanarak 1 dakika siire ile karigtinimayan sistemde aktive edildi.

0,1, 0,5 1, 2, 3, 4, 5 UM’ konsantrasyonlarda BaP igceren BPDE'nin CPE
ylizeyine tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, 10 ppm dsDNA igeren bu gézeltiler iginde,
+0,5 V ‘da, 5 dakika ve karigsan ortamda bekletilerek elektrod yiizeyine tutturuldu.
Sonra CPE, 5 saniye sireyle asetat tamponu ile yikandi.

Olgtim: Elektroda diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak +0,75V ile
+1,40V arasinda degisen gerilimler uygulandi. 20mM NaCl igeren 0,50M’lik asetat
tamponunda (pH:4,8) karnstirma iglemi uygulanmadan &l¢tim yapildi.

2.4.2 Metilen mavisi ¢calismalarinda kullanilan yontemler:

2.4.2.1 CPE ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan yénlemler:

2.4.21.1 ssDNA ve dsDNA'nin MB ile olan etkilesimleri galismalarinda

kullanilan yontem:

29 ve 31 nolu referans galismalarinda kullanilan yéntem uygulandi. Burada amag,
daha 6nce gozlenen metilen mavisi sinyalinin ssDNA ve dsDNA ile olan etkilesimden

sonra daha dnceki deney sonuglartyla uyum gésterip géstemediginin tespit etmekti.
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CPE ’ nun aktivasyonu: CPE, 0.05M fosfat tamponu c¢ozeltisinde (pH:7,4)
+1,7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirimayan sistemde aktive edildi.
DNA immobilzasyonu: Asetat tamponu igerisinde (pH:4,8) hazirlanan 10ppm’lik
ssDNA veya dsDNA cozeltisi aktive edilmis elektrod ylzeyine +0,5V gerilim
uygulanarak 5 dk. stireyle karigsan ortamda tutturuldu.

MB ile etkilesim: Potansiyel uygulanmaksizin 5dk. streyle karigan ortamda
20pM’lik ve tris-HCl igerisinde hazirlanmis MB g6zeltisi igerisinde bekletildi.
Olgiim: Asetat tamponu igerisinde -0,5V ile +1,4V arasinda potansiyel
uygulanarak kare dalga voltamnetri teknigi ile 50mV puls genliginde &lgiim

yapildi.-0,2V civarindaki MB pikinin sinyalindeki degisim incelendi.

Onemli_not: Bu galigmada ilk olarak yiizeyine DNA tuturulmamis elektrod ile

sadece MB sinyali de kontrol edildi.

2.4.2.1.2 ssDNA konsantrasyonunun artisina bagh olarak MB yanitindaki

degisimin incelenmesi calismasinda kullanilan yéntem:

CPE ’ nun aktivasyonu: CPE, 0,05M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH:7,4) +1,7
V uygulanarak 1 dakika stre ile karistirimayan sistemde aktive edildi.

ssDNA immobilzasyonu: Asetat tamponu igerisinde (pH:4,8) hazirlanan 1, 3, 5,
10, 20ppm’lik ssDNA ¢ozeltileri aktive edilmis elektrod yiizeyine +0.5V gerilim
uygulanarak 5 dk. stireyle karigan ortamda tutturuldu. Yikama islemi bos asetat
tamponu (pH:4,8) ile yapildi.

MB ile etkilesim: Potansiyel uygulanmaksizin 5dk. sireyle karigsan ortamda
20uM’lik ve tris-HCl igerisinde hazirlanmis MB ¢ozeltisi icerisinde bekletildi.
Olgiim: Asetat tamponu igerisinde +0,1V'dan -0.5V arasinda potansiyel
uygulanarak déntsumli voltametri teknigine gére &lgim yapildi.-0,2V

civarindaki MB pikinin sinyalindeki degisim incelendi.
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2.4.21.3 15-bazlik prob dizi konsantrasyonunun artisina bagll olarak MB

yanitindaki degisimin incelenmesi ¢aligmasinda kullanilan yéntem:

CPE ’ nun aktivasyonu: CPE, 0.05M fosfat tamponu g¢oézeltisinde (pH:7.4) +1.7
V uygulanarak 1 dakika sire ile karigtiriimayan sistemde aktive edildi.
Oligoniikleotid immobilzasyonu: Asetat tamponu igerisinde (pH:4,8) hazirlanan
0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1, 5, 10, 15, 20ppm’lik oligontikleotid ¢ézeltileri aktive edilmig
elektrod ylizeyine +0.5V gerilim uygulanarak 5 dk. siireyle karigan ortamda
tutturuldu. Yikama iglemi bos asetat tamponu (pH:4.8) ile yapildi.

MB ile etkilesim: Potansiyel uygulanmaksizin 5dk. stireyle karngan ortamda
20uM’ik ve tris-HCI (pH:7,0)icerisinde hazirlanmig MB ¢dzeltisi igerisinde
bekletildi.

Olgtim: Asetat tamponu igerisinde +0,1V'dan -0,5V arasinda potansiyel
uygulanarak siklik voltametri teknigine gére 6igim yapildi.-0,2V civarindaki MB

pikinin sinyalindeki degisim incelendi.

2.4.2.1.4 15-bazlik oligoniikleotid hedef dizi konsantrasyonunun artigina bagh

olarak MB yanitindaki degigimin incelenmesi ¢aligmasinda kullanilan yontem:

CPE ' nun aktivasyonu: CPE, 0,05M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH:7,4) +1,7
V uygulanarak 1 dakika sire ile kangtinimayan sistemde aktive edildi.

Oligoniikleotid prob immobilzasyonu: Asetat tamponu igerisinde (pH:4.8)
hazirlanan 10ppm’lik prob igeren ¢ozelti aktive edilmis elektrod ylzeyi ile
+0.5V gerilim uygulanarak 5 dk. siireyle karigan ortamda etkilestirildi. Yikama

islemi bog asetat tamponu (pH:4,8) ile yapildi.

tris —HCI tamponu (pH:7,0) igerisinde hazirlanmig hedef ¢ozeltileri ile +0,5V’luk
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gerilim altinda karigan ortamda hibridizasyon yapildi. Yikama islemi de yine
ayni tampon ile yapildi.

MB ile etkilesim: Potansiyel uygulanmaksizin 5dk. streyle karigan ortamda
20uM’lik ve tris-HCI (pH:7,0) icerisinde hazirlanmig MB ¢6zeltisi igerisinde
bekletildi.

Olgiim: Asetat tamponu icerisinde +0,1\V’dan —0,5V arasinda potansiyel
uygulanarak  dénisimla voltametri teknigine gbre o6lgiim yapildi.-0,2V

civarindaki MB pikinin sinyalindeki degigim incelendi.

2.4.2.1.5 Peptik niikleik asit(PNA) yapisindaki oligniikleotidler ve normal DNA

yapisindaki oligoniikleotidlerin kiyaslanmasi c¢aligmasinda kullanilan

yéntem:

CPE ’ nun aktivasyonu: CPE, 0,05M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH:7,4) +1,7
V uygulanarak 1 dakika slre ile karistirimayan sistemde aktive edildi.

PNA veya DNA prob immobilzasyonu: Asetat tamponu igerisinde (pH:4,8)
hazirlanan 10ppm’lik oligontikleotid ¢ozeltileri aktive edilmis elektrod yiizeyine
+0,5V gerilim uygulanarak 5 dk. siireyle karigan ortamda tutturuldu. Yikama
islemi bos asetat tamponu (pH:4,8) ile yapildi.

DNA hedef dizisi veya tek bazi hedeften farkli dizi ile hibridizasyon: 20mM’lik
ve tris-HCI tamponu (pH:7,0) icerisinde hazirlanmig 15ppmlik diziler +0,5V
uuygulanarak karigan ortamda ylizeyinde prob dizisi igeren diziyle etkilestirildi.
Yikama iglemi bog 20mM'lik tris-HCI tamponu (pH:7,4) ile yapildi.

MB ile etkilesim: Potansiyel uygulanmaksizin 5dk. sireyle karigsan ortamda
20mM'lik ve tris-HCI (pH:7,0) icerisinde hazirlanmigs MB ¢ézeltisi igerisinde

bekletildi. Yikama iglemi bos 20mM'lik tris-HCI tamponu (pH:7,4) ile yapildi.
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- Olgiim: 20uM’lik ve tris-HCI (pH:7,0) igerisinde +0,1V ile —0,50V arasinda
potansiyel uygulanarak diferansiyel puls voltametri teknigine gére o6lgim
yapildi.-0.2V civarindaki MB pikinin sinyalindeki degisim incelendi.

2.4.2.2 Altin elektrod(AuE) ve MB etkilesim galigmalari:

2.4.2.2.1. Hibridizasyon ¢galigmalarinda kullanilan yontem:

Altin elektrod ytizeyinin temizlenmesi:

Fiziksel temizlik asamasi: 0,05 ym partiktl buytkligine sahip Alimina tozu

birkag damla distile su ile karstirilarak altin elektrod yilizeyi 2 dakika siireyle bu
karisimi iceren bez (izerinde dairesel sekilde hareket ettirilir.

Elektrokimyasal temizlik asamasi: Elektroda 0,05M H,SO4 ¢ozeltisi icerisinde

—0,3V ile +1,5V arasinda tarama hizi 100mV/s olacak sekilde 30 dakika sureyle
dénistmlu voltametri teknigi uygulandi.

Yiizey kaplanmasi: Altin elekirod ile yapilan cgaligmalar igin 6zel bir ylzey
kaplama y6ntemi kullanildi (39).

Bu teknige gobre,

Kiktirtlii gruplarin baglanmasi:

Elektrodlar ; 0.02M’lik 75/25 (v/v) oraninda etanol-su karigiminda hazirlanmig olan
3-merkapto propiyonik asit ¢6zeltisi icerisinde yaklasik 15 saat bekletildi. Bu sayede
elektrod ylzeyine altin elementine afinitesi yiksek olan kukirt gruplan baglanmig
oldu. Yikama iglemi 15 saat sonunda 75/25 (v/v) oraninda etanol-su igeren ¢dzelti ile
yapildi.

Kovalent badlanma soliisyonu ile etkilesim:

Elektrodlar 2mM Etil karbodiimid ve 5mM N-hidroksi stkstnimit iceren 50mM’lik

fosfat tamponu(pH:7,4) igerisinde 1 saat siireyle tutuldu. Yikama iglemi 50mM’lik
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fosfat tamponu ile yapildi. Bu sayede ylizeye DNA'y! kovalent olarak giglisekilde
tutturmak igin gerekli islemler tamamianmig oldu.
DNA ya da PNA dizilerinin(problarinin) immobilizasyonu:

Elektrod ters c¢evrildi ve altin kismin ylizeyine yaklagik 12ul asetat
tamponu(pH:4,8) icerisinde hazirlanan prob ¢dzeltisi damlatildi ve bu ¢6zelti kuruyana
dek agik havada bekletildi.

Hibridizasyon:

Prob tutturulan yizeye yine 12yl tris-HC| tamponu igerisinde hazirlanmis ve
hibridizasyon sartlarim saglayacak pH'da(pH:7,0) hedef / hedeften tamamen farkh
oligonikieotid iceren ¢bzelti / tek bazi hedeften farkli diziyi iceren ¢g6zeltiler konuldu.
Yine ayni sekilde agik havada tam kuruma gergekleginceye dek bekletildi.

MB ile etkilegim:

Elektrodlar 20uM tris-HCI igerisinde hazirlanmig(pH:7,0) MB ¢bzeltisi igerisinde
voltaj uygulanmadan 5 dakika sireyle karigan ortamda bekletildi. Yikama iglemi tris-
HCI tamponu ile yapildi.

Olgiim:

Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak 10mV’luk amplitid ve 20mV’luk
tarama hizi ile metilen mavisi igermeyen(kér) tris-HCI tamponu igerisinde 0,2V ile —

0,6V potansiyel araliinda 6lctim alindi ve —0,2V'daki MB sinyalindeki degisim izlendi.
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2.4.2.2.2. DNA probu ile yapilan hibridizasyon galigmalan igin en uygun hedef
konsantrasyonunun bulunmasi ¢aligsmasinda kullanilan yontem:

DNA problarinin immobilizasyonu:

Elektrot ters cevrildi ve altin kismin vylizeyine yaklagtk 12ul asetat
tamponu(pH:4,8) igerisinde hazirlanan prob ¢ézeltisi damiatildi ve bu ¢ézelti kuruyana
dek acik havada bekletildi.

Hibridizasyon:

Prob tutturulan yilizeye yine 12pl tris-HCI tamponu igerisinde hazirlanmis ve
hibridizasyon sartlarini saglayacak pH'da(pH:7,0) gesitli konsantrasyonlarda (50ppm,
100ppm, 150ppm, 200ppm) hedef dizileri igeren ¢dzeltiler konuidu. Yine ayni sekilde
acik havada tam kuruma gergeklesinceye dek bekletildi.

MB ile etkilesim:

Elektrodlar 20uM tris-HCI igerisinde hazirlanmig(pH:7,0) MB ¢ozeltisi igerisinde
voltaj uygulanmadan 5 dakika siireyle karigan ortamda bekletildi. Yikama islemi tris-
HCI tamponu ile yapild..

Olgdm:

Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak 10mV’luk amplitiid ve 20mV’luk
tarama hizi ile metilen mavisi icermeyen(kor) tris-HCI tamponu igerisinde 0,2V ile —

0,6V potansiyel araliginda élciim alindi ve —0,2V’daki MB sinyalindeki degisim izlendi.

2.4.2.2.3. PNA probu ile DNA probu kullanilarak kargilagtirmali olarak yapilan
hibridizasyon tayini caligmalarinda kullanilan yéntem:

Hem PNA probu hem de DNA probu igin daha 6nce 2.4.2.2.1 bélimiinde

cahsilan yontem kullanildi. PNA probu ile ilk olarak 100ppm’lik konsantrasyon

denendi. Ayrica bu konsantrsyondan sonra bir de her iki molekl igin yine yéntem
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2.4.2.2.1de anlatildif! sekilde 10ppm’lik konsantrasyonda hedef/hedeften tim bazlar
farkl dizi’lhedeften tek bazi farkli dizilerle hibridizasyon galigmalari yapildi.
2.4.2.3 Tek kullanimhk perde baskili altin elektrodlarla (Au-SCPE) yapilan
hibridizasyon tayini calismalarinda kullanilan yéntem:

Temel olarak yine altin elektrod ile yapilan ¢aligmalar i¢in genel bir yéntem olan
(39) nolu referansta belirtilen ylizey kaplama metodu kullanildi.

Yiizey kaplanmasi:

SH gruplarinin modifiye edilmesi:

3mm capindaki altin elektrot ylizeylerine 8ul 0.02M'lik 75/25 (v/v) oraninda
etanol-su karigiminda hazirlanmig olan 3-merkapto propiyonik asit ¢ozeltisi Yaklagik
15 saat petri kabi igerisinde kurumaya izin verilmeden bekletildi. Bu sayede elekirod
ylzeyine altin elementine afinitesi yilksek olan kiikart gruplan baglanmig oidu.
Yikama iglemi 15 saat sonunda 75/25 (v/v) oraninda etanol-su igeren ¢ézeltiye 2 kez
daldirmak suretiyle yapiidi.

Kovalent baglanma soliisyonu ile etkilesim:

Elektrodlar Gizerine 8ul 2mM Etil karbodiimid ve 5mM N-hidroksi siiksiiniimid
iceren 50mM’lik fosfat tamponu(pH:7,4) koyularak vyine petri kabi igerisinde
kurumalarina izin veriimeden 1 saat sireyle tutuldu. Yikama islemi 50mM'lik fosfat
tamponu ile yapildi. Bu sayede ylizeye DNA kovalent olarak baglanmaya hazir hale
getirilmis oldu.

Genetik olarak modifiye edilmis organizmalara ait (GMO) DNA problarinin
immobilizasyonu:

Elektrodlann altin yiizeyine yaklagik 8ul asetat tamponu(pH:4.8) igerisinde
hazirlanan degisik konsantrasyonlardaki prob ¢bzeltisi damlatildi ve bu c¢oézelti

kuruyana dek agik havada bekletildi. Degisik konsantrasyonlarda prob kullaniminin
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nedeni, ilk kez tek kullanimlik elektrodlara uygulamasi gergeklestirilen bu metod igin
optimum prob konsantrasyonunu belirlemekti.

Hibridizasyon:

Prob tufturulan ylzeye yine 8pl tris-HCI tamponu icerisinde hazirlanmig ve
hibridizasyon sartlanini saglayacak pH'da(pH:7,0) degisik konsantrasyonlardaki hedef
/nedeften tamamen farkli ¢ézelti konuldu. Yine ayni sekilde agik havada tam kuruma
gerceklesinceye dek bekletildi.

MB ile etkilesim:

Elektrodlar 20uM tris-HCI igerisinde hazirlanmig(pH:7,0) MB ¢ozeltisi igerisine
daldinlarak voltaj uygulanmadan 5 dakika sireyle karigan ortamda bekletildi. Yikama
islemi tris-HCI tamponu ile yapildi.

Olgim:

Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak 10mV’luk amplitid ve 20mV’luk
tarama hizi ile metilen mavisi icermeyen(kér) tris-HCI tamponu igerisinde 0.2V ile —
0.6V potansiyel araliinda &lgtim alindi ve ~ -0,2V'daki MB sinyalindaki degisim
izlendi.

2.4.3 Meldola mavisi(MDB) ile yapilan cahigmalar

Meldola mavisi ile yapillan g¢alismalarin tamaminda karbon pastasi
elektrodu(CPE) kulanildi.

2.4.3.1 Sentetik oligoniikleotidlerle yapilan hibridizasyon tayini
calismasinda kullanilan yontem:

CPE aktivasyonu:

CPE yuzeyine 1,7V potansiyel(gerilim) uygulanarak 1 dakika slreyle fosfat
tamponu icerisinde tutuldu.(pH: 7.4) Bobylece ylizeydeki kimyasal Kkirlilikler

ylkseltgenerek elimine edilmis oldu.
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Prob oligoniikleotid immobilizasyonu:

+0,5V gerilim uygulanan ve Kkarigtirlan ortamda 5dk. sireyle asetat
tamponunda(pH:4,8) hazirlanan kisa oligonukleotid dizisine sahip prob, elektrostatik
sekilde elektrod ylzeyine tutturuldu. Bu asama sonrasinda bos asetat
tamponuyla(pH: 4,8) 5 sn. yikama iglemi yapildi.

Hedef / iki bazi hedeften farkl dizi / tim bazlari hedeften farkll dizi ile
hibridizasyon:

Yiizeyine prob tuturulan elektrodlar bu kez hedef / iki bazi hedeften farkli dizi /
tim bazlar hedeften farkli dizi iceren ¢ézeltilere daldirildi.+0,5V'da 5 dk. slireyle tris-
HCI tamponu (pH:7,0) icerisinde hazirlanan bu gézeltiler igerisinde karigan ortamda
hibridizasyon gerceklestirildi. Ylizeye tam olarak tutunmayan dizilerin uzaklagtiriimasi
amaciyla bos tris HCI tamponu(pH:7,0) ile 5 sn. yikama yapildt.

MDB ile etkilegim:

20uM konsantrasyonda ve tris-HCl tamponu igerisinde hazirlanan (pH: 7,0)
MDB igerisinde voltaj uygulanmadan ve Karigtirlan ortamda etkilesim gerceklestirildi.
Yikama iglemi ise bu biriktirme agamasinin ardindan bog tris-HCI tamponu (pH: 7,0)
ile yapildi.

Oleiim:

Diferansiyel puls voltametri teknigi uygulanarak +0,1 den —0,5 V' a kadar bosg

tris-HCI tamponu (pH: 7,0) icerisinde élgim yapildt.
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2.4.3.2 Sentetik oligoniikleotidler kullanilarak hibridizasyon tayini i¢cin en
iyi hedef konsantrasyonun bulunmasi ¢caligmasinda kullanilan yéntem:

CPE aktivasyonu:

Hibridizasyon, mismatch ve non-complementary galismalarinda da uygulanan
sekilde CPE aktivasyonu yapildi. Elektrod, ylzeyine 1,7V potansiyel(gerilim)
uygulanarak 1 dakika sireyle fosfat tamponu icerisinde tutuldu.(pH: 7,4)

Prob oligoniikleotid immobilizasyonu:

+0.5V gerilim uygulanan ve Kkaristirilan ortamda 5dk. sireyle asetat
tamponunda(pH:4,8) hazirlanan kisa oligontkleotid dizisine sahip prob, elektrostatik
sekilde elektrod yiizeyine tutturuldu. Bu asama sonrasinda bos asetat
tamponuyla(pH: 4,8) 5 sn. yikama islemi yapildi.

Degisik konsantrasyonlardaki hedef ¢6zelti ile hibridizasyon:

Yiizeyine prob tuturulan elektrodlar bu kez kargiligi olan diziyi (hedefi) igeren
ve 5ppm, 10ppm, 15ppm, 20ppm, 30ppm konsantrasyonlarinda hazirlanmig
cozeltilerle etkilestirildi. +0,5V'da 5 dk. siireyle tris-HCI tamponu (pH:7,0) icerisinde
hazirlanan bu c¢ozeltilerle karisan ortamda hibridizasyon gergeklestirildi. Bos tris-HCI
tamponu(pH:7,0) ile 5 sn. yikama yapild.

MDB ile etkilesim:

20uM konsantrasyonda ve tris-HCI tamponu igerisinde hazirlanan (pH: 7,0)
MDB icerisinde voltaj uygulanmadan ve karistirilan ortamda etkilesim gergeklestirildi.
Yikama islemi ise bu biriktirme asamasinin ardindan bosg tris-HCI tamponu (pH: 7,0)
ile yapildr.

Olgiim:

Diferansiyel puls voltametri teknigi uygulanarak +0,1 den -0,5 V' a kadar bog

tris-HC! tamponu (pH: 7,0) igerisinde dl¢giim yapildi.
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2.4.4 Fenol Ftalein(PPT) ile yaptlan calismada kullanilan y&ntem:

Fenol ftaleinle ilgili g¢aligmalarin tamaminda camsi karbon elektrod(GCE)
kullanildi.

2.4.4.1 Fenol ftalein- DNA etkilesim ¢alismasinda kullanilan yéntem:

Camsi karbon elektrodunun aktive edilmesi:

Elektroda, +0,5V gerilim uygulanarak fosfat tamponu(pH: 7,4) igerisinde 1dk.
bekletildi.

dsDNA veya ssDNA igeren ve her birine 20uM PPT eklenen karigimin GCE
yiizeyine immobilzasyonu:

Herhangi bir gerilim uygulanmaksizin elektrodlar, karigsan ortamda 5dk. streyle
etanol icinde ¢ozunurlestiriimis ve asetat tamponu (pH:4,8) ile hazirlanan 20uM PPT
ve asetat tamponu(pH:4,8) icerisinde hazirlanmis dsDNA /ssDNA karisimi ile
etkilestirildi. Yikama islemi bog asetat tamponunda(pH:4,8) yapildi.

Olgiim:

Bos asetat tamponu (pH:4,8) igerisinde diferansiyel puls voltametri teknigi
kullanilarak +0,5V ile 1,2V arasinda &l¢cimler alindi ve etkilesim sonrasinda ~+0,8V
civarinda gézlenen PPT pikindeki degigim incelendi.

2.4.4.2 Fenol ftalein konsantrasyon artisina bagl olarak elde edilen
serbest haldeki PPT sinyalindeki degisikliklerin izlenmesi ¢aligmasinda

kullanilan yéntem:

Camsi karbon elektrodunun aktive edilmesi: TC. YORSEXOCRETIM KURULY
DOKDMANTASYON MENMERS

Elektroda, +0,5V gerilim uygulanarak fosfat tamponu(pH: 7,4) icerisinde 1dk.

bekletildi.
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PPT biriktirilmesi:

Herhangi bir gerilim uygulanmaksizin elektrodlar, karigan ortamda 5dk. stireyle
etanol icinde ¢odzlnirlestirilmis ve asetat tamponu (pH:4,8) ile 10uM, 20uM , 40uM ,
80uM , 100uM konsantrasyonlarinda hazirlanmig PPT ¢dzeltileri icerisinde bekletildi.
Bos asetat tamponu (pH:4,8) ile yikama yapild:.

Olgtim:

Bos asetat tamponu (pH:4,8) icerisinde diferansiyel puls voltametri teknigi
kullanilarak +0,5V ile 1,2V arasinda oSiglimler alindi ve PPT pikindeki degisim
incelendi.

2.4.4.3 dsDNA ile PPT etkilesimine artan PPT konsantrasyonunun
etkisinin incelenmesi galismasinda kullanilan yontem:

Camsi karbon elektrodunun aktive edilmesi:

Elektrod, +0,5V gerilim ugulanarak fosfat tamponu(pH: 7,4) icerisinde 1dk.
bekletildi.

dsDNA igerisine cegitli derigsimlerde PPT eklenmesiyle elde edilen karigsimin
GCE ylzeyine immobilzasyonu:

Herhangi bir gerilim uygulanmaksizin dsDNA ve 10uM, 20uM , 40uM , 80uM ,
100puM PPT igeren karigim gozeltileri igerisinde GCE'lar karigan ortamda 5dk. sureyle
bekletildi. Yikama islemi bos asetat tamponunda(pH:4,8) yapildi.

Olgtim:

Bos asetat tamponu (pH:4,8) icerisinde diferansiyel puls voltametri teknigi
kullanilarak +0,5V ile 1,2V arasinda olcimler alindi ve PPT yanitinda dsDNA'ya

etkilesim sonucu olugan degisim incelendi.
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2.4.4.4. ssDNA ile PPT etkilesimine artan PPT konsantrasyonunun
etkisinin incelenmesi ¢galigsmasinda kullanilan yéntem:

Camsi karbon elektrodunun aktive edilmesi:

Elektrod vyilzeyine, +0,5V gerilim uygulanarak fosfat tamponu(pH: 7,4)
icerisinde 1dk. bekletildi.

ssDNA igerisine gesitli derisimlerde PPT eklenmesiyle elde edilen karisimin
GCE yiizeyine immobilzasyonu:

Herhangi bir gerilim uygulanmaksizin ssDNA ve 10uM, 20uM , 40uM , 80uM ,
100uM PPT igeren kangim c¢ozeltileri icerisinde GCE'lar karigan ortamda 5dk. siireyle
bekietildi. Yikama islemi bog asetat tamponunda(pH:4,8) yapildi.

Olgiim:

Bos asetat tamponu (pH:4,8) igerisinde diferansiyel puls voltametri teknigi
kullanilarak +0,5V ile 1,2V arasinda Sicimler alindi ve sonug¢ olarak PPT pikinde

ssDNA'ya etkilesim sonucu olugan degisim incelendi.

***Tiim bu etkilesim ve baglanma sonuglan géz dniine alinarak fenol ftalein igin
partisyon katsayisi (dagiim katsayisi) hesaplamasi yapildi. Galismada Millan
and Mikkelsen’in uyguladig: formiil kullanildi. (70)

Bagh haldeki madde Bagli haldeki maddenin akim degeri-serbest haldeki madde akim degeri

Serbest haldeki madde serbest haldeki maddenin sigtlen akim degeri
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2.4.5 Miitomycin C galismalan:

Mitomycin C galismalarinin tamaminda tek kullanimlik perde baskili karbon
slektrodlar (karbon-SCPE)kullanild1.

2.4.5.1 Mitomisin C — dsDNA etkilsimi calismasinda uygulanan yontem:

SCPE aktivasyonu: +1,8V potansiyel altinda elektrod yizeyine 80ul asetat
amponu(pH:4.8) konularak 1dk bekletildi. Damla yizeyden alindi.

dsDNA tutturuimasi: Aktive edilmis SCPE ylizeyine 60ul, 20 ppm dsDNA
lamlas| konulduktan sonra, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletilerek dsDNA tutturuldu. Sonra
SCPE, ylizeyinden damla alindi.

Mitomycin C ile etkilegim: 1ppm’lik konsantrasyonda tris-HCI tamponu(pH:7.0)
gerisinde hazirlanan madde solisyonunun 60pl'si elektrod yuzeyine konularak
sotansiyel uygulanmaksizin 5dk.slireyle petri kabi igerisinde bekletildi. Damia
ylizeyden alindi.

Olgiim: Kare dalga voltametri teknigi ile +0,75V ile 1,35V arasinda gerilim
Jygulanarak yuzeyine 80ul tris-HCI tamponu(pH:7,0) koyulan SCPE 6&l¢uldi.

2.4.5.2 Mitomisin C konsantrasyon artisina bagimli olarak elde edilen

guanin sinyalindeki degisimin izlenmesi ¢alismasinda uygulanan yéntem:

SCPE aktivasyonu: +1.8V potansiyel altinda elektrod ylizeyine 80ul asetat
:amponu(pH:4.8) konularak 1dk bekletildi. Damia ylizeyden alind1.

dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis SCPE ylzeyine 60ul, 20 ppm dsDNA
iamlasn konulduktan sonra, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletilerek dsDNA tutturuldu. Sonra
SCPE, yiizeyinden damla alindt.

Mitomycin C ile etkilegim: Cesitli konsantrasyonlarda tris-HCI tamponu(pH:7.0)

cerisinde hazirlanan madde sollisyonlarinin 60ul'si elektrod yiizeyine konularak
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potansiyel uygulanmaksizin 5dk.slireyle petri kabi igerisinde bekletildi. Damla
ylizeyden alind1.

Olgiim: Kare dalga voltametri teknigi ile +0,75V ile 1,35V arasinda gerilim
uygulanarak ytzeyine 80yl tris-HCI tamponu(pH:7.0) koyulan SCPE élguldi.

2.4,5.3 Mitomisin C etkilesim siiresi caigmasinda uygulanan yéntem:

SCPE aki‘ivasyonu: +1.8V potansiyel altinda elektrod ylizeyine 80ul asetat

tamponu(pH:4,8) konularak 1dk bekletildi. Damla ylizeyden alindi.

dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis SCPE ylizeyine 60ul, 20 ppm dsDNA
damlasi konulduktan sonra, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletilerek dsDNA tutturuldu. Sonra
SCPE, ylizeyinden damila alind!.

Mitomycin C ile etkilesim: 1ppm’lik konsantrasyonda ve tris-HCI
tamponu(pH:7,0) icerisinde hazirlanan madde sollisyonunun 60pl’si elektrod ylizeyine
konularak potansiyel uygulanmaksizin 5dk.streyle petri kabi icerisinde bekletildi.
Damla ylizeyden alindi.

Olgiim: Kare dalga voltametri teknigi ile +0,75V ile 1,35V arasinda gerilim

uygulanarak ytizeyine 80ul tris-HCI tamponu(pH:7.0) koyulan SCPE &lgtidi.
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BOLOM Il - IV

BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Benzo[a]piren (BaP) ile DNA etkilegsmesinin elektrokimyasal olarak

incelenmesine iligkin bulgularin degerlendirilmesi:

3.1.1. BaP’in dsDNA ile etkilegsmesinin camsi karbon elektrodu(GCE)
kullanarak incelenmesine iligkin bulgularin degerlendirilmesi:

Yoéntem 2.4.1.1. 'de anlatildig gibi yapildi.

1200 1 b
Iso nA smo0 |
g
—— E o
<L g™
e 400
L 200 b
E 0 — —-'_-'-”-—'-.
x 04 05 1 2 3 4 M
<L BaP DERISInNI by

1 ¥ 1

0'.7 ﬂ.‘8 0.9 ID 1.1 1.r2 1.3
POTANSIYEL (V)

Sekil 1: BaP'nin ds DNA ile etkilesiminde elde edilen kargilagtirmall
voltamogram, (a) dsDNA igerisine 0,1, ‘0,5, 1, 2, 3, 4, 5 uM Lk
konsantrasyonlarda BaP ilavesinden sonra elde edilen bagh haldeki ve artan

BaP sinyali, (G) BaP ilavesi sonrasi azalan guanin oksidasyon sinyali; grafikteki
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(a) bagh haldeki BaP sinyali ; (b) Yalnizca 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 yM’ Ik

konsantrasyonlarda BaP tutturulmus elektrottan elde edilen BaP sinyali.

Artan konsantrasyonlarda BaP, dsDNA ile ¢dzelti icerisinde etkilestigi zaman,
dsDNA'daki guanin sinyalinde konsantrasyonla orantili sekilde bir azalma
gbzlenmektedir. Ayni sekilde artan BaP konsantrasyonu ile birlikte dsDNA'ya
baglanan BaP’nin de sinyalinde artis gézlenmektedir. dsDNA'ya bagh haldeki BaP
‘den elde edilen sinyaller ve serbest halde yine ayni konsantrasyonlarda yapilan
deney sonucu elde edilen BaP sinyallerindeki kademeli artig ise voltamogramin
sadindaki grafikte gésterilmistir. Bu galigmada BaP’nin dagiima katsayist 0.88 olarak
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik ise %9,14 bulundu.

3.1.2 BaP - dsDNA etkilesmesinde CPE kullanilarak yapilan galigmada elde
edilen sonuglara iliskin bulgularin degeriendiriimesi:

Yéntem 2.4.1.2. 'de anlatildig: gibi yapildi.

1 sona

o.

AKIM (pA)

™ — v T — T o4 3
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Sekil 2: BPDE (anti-7,8,9,10 tetrahydrobenzo[a]pyrene-7,8-diol 9,10-epoxide) yan

triint olusturulduktan sonra ve énce elde edilen diferansiyel puls voltamogrami (a)

Elektrod yiizeyinde sadece dsDNA varken elde edilen sinyal; (b’) 20 dakikalik BaP-
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dsDNA etkilesimiyle olusan BPDE yan driininin sinyali, BPDE olugsumundan sonra
dsDNA'dan elde edilen guanin sinyali (b).

CPE ylizeyinde sadece dsDNA varken elde edilen guanin sinyali yan Urin
olustuktan sonra ylizeye tutturulan dsDNA'daki guanin sinyalinin yaklasik iki katidir.
Yan réin olusumu ile birlikte guanin sinyalinde azalma gozlenmigtir. Ayrica yaklagik
1.26V'da etkilesim sonucu olusan yeni madde BPDE'ye ait bir pik gézlenmistir.

3.1.3 BaP konsantrasyonu artigina bagh olarak elde edilen yan iiriiniin
incelenmesi caligmasinda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi :

Yéntem 2.4.1.3. 'de anlatiidigi gibi yapild..

® 03
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BaP Konsantrasyonu (UM) BaP Konsantrasyonu {(HM)

(a) (b)

Sekil 3: (a) Artan BaP konsantrasyonuna bagh olarak CPE'den elde edilen ve artan
BPDE(yan uriin) sinyali; (b) artan BaP konsantrasyonuna bagli olarak azalan guanin
sinyali.

BPDE yan trtna igeriginde kullanilan BaP konsantrasyonunun artigina bagl
olarak elde edilen BPDE'nin sinyalinde diizenli bir artig gdzienirken, dsDNA'daki

guanin sinyalinde de kademeli bir azalma gd&zlenmigti. BPDE'nin dsDNA ile
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etkilesimi, BaP konsantrasyonuna bagli olarak daha fazila olmaktadir. CPE
caligmalarindaki élgimlerde bagil standart sapma (=BSS) %8,9 olarak bulunmustur.
3.2. Metilen mavisi ¢caligmalarinda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi:
3.2.1.CPE ile yapilan galigmalarda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi:
3.2.1.1. ssDNA ve dsDNA ile MB etkilesimleri ¢calismalarinda elde edilen
bulgularnn degerlendirilmesi:

Bu konuda daha once yapiimis ve yayinlanmis calismalanmiz (29,31)
degerlendirilerek, MB'nin ssDNA'da ya da prob dizileriyle serbest halde bulunan
guanin bazlar Gizerinden olan etkilesimi dolayistyla daha gok biriktigi ve daha yitksek
sinyal verdigi agiklamasi ile yorumlamistik. Bu galigmada MB'nin CPE ile yapilan
kinetik calismalarin sonuglant yer almaktadir. Yine tekrarlanabilirligin goérilmesi
amactyla ssDNA ve dsDNA ile de MB eikilestirildi fakat sonuclar burada yer
almamaktadir. MB calismalarinda ayni zamanda higbir potansiyel uygulanmamasina
ragmen (acik devre), MB'nin dizlemsel aromatik halkasi, dsDNA' ya da hibrit
olusturmus prob ve hedef dizinin baz ¢iftleri arasina girerek interkalasyon yaptidi igin
dsDNA ile de sinyaller alindi§i gdézlendi. Agik devrede dahi elektrot ylizeyinde
kendiliginden olusan Nernst tabakasi ile yaklagik + 0.40 V'luk potansiyel elde
edilimektedir. Olugan bu pozitif akim ile negatif yukli DNA elektrot ylzeyine

elektrostatik olarak tutunmaktadir.

EC. YOKSEKOGRETIM KURTLY



85

3.2.1.2. ssDNA konsantrasyonunun artigina bagl olarak MB yanitindaki
degisimin incelenmesi ¢alismasinda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi:

Yontem 2.4.2.1.2. 'de anlatildigi gibi yapildi.

20 -
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Sekil 4: ssDNA konsantrasyonunun artiginin elde edilen MB yanitina etkisi.
MB'nin ssDNA'da serbest halde bulunan guanin bazlari ile olan etkilesimi artan
ssDNA konsantrasyonlart ile MB sinyali artmaktadir (29,31,51). 10ppm’lik

konsantrasyondan sonra sinyalde artig gézlenmemistir.
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3.2.1.3. 15-bazlik kisa DNA dizisi (prob) konsantrasyonu artigsina bagh
olarak MB yanitindaki degisimin incelenmesi caligmasinda elde edilen
bulgulann degerlendirilmesi:

Yéntem 2.4.2.1.3. 'de anlatildig: gibi yapildi.
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Sekil 5: Prob konsantrasyonunun artiginin elde edilen MB yanitina etkisi.

MB’nun DNA ile etkilesim calismalari sonrasinda, sentetik olarak hazirlanmig
kisa DNA dizileriyle olan etkilesimi incelenmigtir. Gelecekteki mikrogip teknolojilerine
uygunluk agisindan bu galismalar gok Snemlidir. Calisma sonucunda beklendigi gibi
prob konsantrasyonu arttinidijinda, MB sinyalinde artig goziendi ve 10ppm'lik
konsantrasyonda prob kullanildiktan sonra doygunluk seviyesine ulasildigindan MB
sinyalinde artis gbzlenmedi. DNA hibridizasyonunun tayininde kullanacagimiz

optimum prob konsantrasyonu 10ppm olarak tayin edildi.
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3.2.1.4. Hedef dizi (target) konsantrasyonu artigina bagli olarak MB
yanitindaki degisimin incelenmesi g¢alismasinda elde edilen bulgularin
degerlendirilmesi:

Yéntem 2.4.2.1.4. 'de anlatildigi gibi yapildi.
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Sekil 6: Hedef dizi (target) konsantrasyonunun artiginin elde edilen MB yanitina
etkisi.

MB-CPE caligmalar! igin optimum konsantrasyon oldugu bir énceki calismada
tayin edilen 10ppm’lik prob ¢bzeltisi bulunan CPE ile artan hedef
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen hibridizasyon galigmalari sonucunda, en digik
MB sinyalinin 15ppm’lik hedef konsantrasyonunda elde edildigi gézlendi. Bu iki
calisma ile yiizeyde 10ppm prob varken en yiiksek degerde MB sinyali, yluzeyde
10ppm prob ve 15ppm hedef igeren hibrit bulundugunda ise en disuk MB sinyali elde
edildi ve bu iki sinyal arasindaki fark géz éniine alinarak hibridizasyonun tayini yapild..
MB'nin dizlemsel aromatik halkasi, G-C baz ciftleri arasina girerek interkalasyon

yaptig! igin (29,31,34,37,50,53) ylizeyde hibridizasyon gergeklestiginde de MB ile olan
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etkilesim sonras! disik de olsa bir sinyal elde edildi. Hibrit ile prob ile elde edilen MB
sinyallerine oranla daha dusik sinyaller alindigr géziendi.

3.2.1.5. Peptik niikleik asit (PNA) yapisindaki oligniikieotidler ve normal
DNA yapisindaki oligoniikleotidlerin kiyaslanmasi calismasinda elde edilen
bulgularin degeriendirilmesi:

Yéntem 2.4.2.1.5. 'de anlatildid: gibi yapildi.
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POTANSIYEL (V)

Q n

Sekil 7: MB indirgenme sinyallerini gdsteren diferansiyel puls voltamograminda,
a) DNA prob dizisi tutturulmus ylzey ile MB etkilesimi sonrasinda alinan yanit, b) tek
bazi hedeften farkli dizi ile hibritlesme sonrasinda MB ile alinan yanit c) Hedef dizi

ile hibridizasyon sonrasinda MB’den alinan yanit.
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Sekil 8: MB indirgenme sinyallerini gésteren diferansiyel puls voltamograminda,
a) PNA prob tutturulmus yizey ile MB etkilesimi sonrasinda alinan yanit, b) tek
bazi hedeften farkli dizi ile hibritlegme sonrasinda MB ile alinan yanit ¢) Hedef dizi
ile hibridizasyon sonrasinda MB ile alinan yanit.

Sekil 7'de elektrod yuzeyinde DNA prob varken ve MB ile etkilesim sonrasinda
elde edilen yanitlar, $Sekil 8'de ise ayni metod ile ylizeyde PNA probu varken elde
edilen yanitlar gérilmektedir. PNA probunun ylizeye tutunmasinin DNA probuna gore
daha gticlt oldugu géziendi. Ayrica PNA probunun tek bazi hedef diziden farklii olan
dizi ile hibrittesme yapmayarak hedefe secimli olafak baglanma 6zelligine sahip
oldugu tespit edildi. DNA probu kullanildiginda, tek bazi hedeften farkii dizi ile MB
sinyalinde azalma gézlenmesi bu probun se¢imlilijinin biyosensér teknolojisi igin
uygun olmadigi gérilmustar. Buna karsin DNA probu, tim bazlari hedeften farklt dizi
ile hibridizasyon tayininde baganh sonuglar vermigti. PNA probu ile yapilan
caligmalarda bagil standart sapma, %9,5, DNA probu ile yapilan g¢aligmalarda ise

%10,85 bulunmustur.
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3.2.2. Altin elektrod ve MB ile yapilan hibridizasyon caligmalarinda eide
edilen bulgularin degeriendirilmesi:
3.2.2.1. DNA probu ile yapilan hibridizasyon c¢alismalarinda elde edilen
bulgulann degeriendirilmesi:

Yéntem 2.4.2.2. 'de anlatildigi gibi yapildi.
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Sekil 9: MB indikatériiglinde elde edilen diferansiyel puls voltamograminda, a)
100ppmDNA probu tutturuimug altin elektrod ile alinan MB sinyali, b) DNA probu ile

karsiigim iceren gozelti etkilestirildikten sonra elde edilen MB sinyali.
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Sekil 10: Altin elektirotla MB ile yapilan diger hibridizasyon kontrolii ¢alismalari
~ sonucunda elde edilen grafikte; a) Yalnizca: 100 ppm DNA prob(P) modifiye edilen
AuE ile ahnan MB sinyali, b) DNA probu ve 100ppmtiim bazlari hedeften farkl
dizi(NC) ile hibridizasyonu, c) DNA probu ve 100 ppm tek baz hedeften farkl
dizi(MM) ile hibrdizasyonu, d) DNA probunun 100 ppm'lik hedefini igeren ¢ozelti ile
hibridizasyonu(H) sonucu alinan MB sinyali.

Bu ¢aligmada AuE ylizeyinin tamamen DNA ile kaplanabilmesi i¢in 100 ppm
gibi ylksek bir DNA dizi konsantrasyonu segildi. Sekil 10'deki grafikte a'daki DNA
probundan alinan yiiksek yanit daha 6nce de MB ile elde ettigimiz di§er sonuglarla
birbirini dogruladi (29,31). Ardindan yapilan DNA probu ile tim bazlarn hedeften farkli
dizinin hibridizasyonu galigmasinda (b) elde edilen MB yanitinin prob sinyaline yakin
sekilde yUksek olmasi hibridizasyon ¢aligmasinin bu prob ile segimli sekilde
yapilabilecegini gosterdi. Tek bazi hedeften farkll dizi ile hibridizasyonda(c) sinyalin
dusmiis olmasi kismen de olsa hibridizasyon olustugu sonucuna ulagildi. Hedefle

yapilan hibridizasyon sonunda da (d) beklenildigi gibi MB ile disiik sinyal gézlendi.
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3.2.2.2. DNA probu ile yapilan hibridizasyon caligsmalar i¢in en uygun
hedef konsantrasyonunun bulunmasi calismasinda elde edilen bulgularin

degerlendiriimesi:
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Sekil 11: 100 ppm DNA probuna kargi artan hedef konsantrasyonlarinda
hibridizasyon sonras! elde edilen MB sinyalini gésteren grafik.

Sekil 11'deki grafikten anlasildigi gibi, 100ppm’lik hedef konsantrasyonu
optimum hedef konsantrasyonu oldugu bulundu. Prob ve hedef konsantrasyonunun
100 ppm gibi yuksek ve birbiri ile ayni olmasi, AuE yuzeyine daha stabil bir prob

modifikasyonu ve daha segimli bir hibridizasyon oimasi igin gerekli oldugu sonucunu

getirdi.
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3.2.2.3. PNA probu ile DNA probu kullanilarak kargilagtirmali olarak yapilan
hibridizasyon tayini ¢calismasinda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi:

100ppm PNA probu ile hibridizasyon calismalarinda elde edilen bulgularin

degeriendinimesi:

Yéntem 2.4.2.2.1' de anlatildidi gibi yapildi.
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Sekil 12: Diferansiyel puls voltamograminda; a) 100ppm PNA probu, b)PNA probu ile
tek bazi hedeften farkli sentetik DNA dizisiyle hibridizasyon, c) PNA probu ile hedef
DNA dizisinin hibridizasyonu, d) PNA probunun tek bazi hedeften farkli DNA dizisi ile
hedef DNA dizisini iceren karigim ¢ozeltisiyle hibridizasyonu sonrasinda elde edilen
MB sinyalleri.

Metilen mavisi(MB) sahip oldugu dizlemsel aromatik halkasi sayesinde
DNA'ya interkalatif ve guanine 6zgli baglanma yapabilmektedir.(29,53,134).
Calismamizda hibridizasyon indikatérd olarak MB kullanildi.14 bazlik sentetik PNA
prob dizisi kullanilarak, 5 ucunda bulunan serbest amino grubu ve N-(3-

dimetilamino)propil)-N'-etilkarbodiimit(EDC) ve N-hidroksislfostksinimit(NHS)
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ajanlarinin olusturdugu kovalent bag sayesinde, PNA probun altin elektrot yiizeyine
tek tabaka halinde yerlesmesi saglandi(38,39,42). AuE ylizeyine kovalent olarak
yerlestilen PNA problar, hedef DNA ile segici bir sekilde hibrit
olusturabilmektedirler.Indikatér olarak kullanilan MB molekulunan  indirgenme
sinyalinde meydana gelen farklanmaya dayanarak hibridizasyon tayini
gerceklestirimektedir(29,31,54,78). Sekil 12'de PNA probunun gesitli dizilerle
hibridizasyonu sonrasindaki segiciligini gdsteren sinyaller elde edilmigtir. Bu
caligmada yine altin elektroda uygunlugu agisindan tam bir ylzey kaplamasi igin,
100ppm prob ve hedef dizi / tek bazi hedeften farkh dizi(MM) / tim bazlari hedeften
farkli dizi(NC) konsantrasyonlari tercih edildi. a'da y(izeyde sadece 100ppm PNA
probu varken elde edilen MB'nun sinyali gériimektedir. Tek sarmal halindeki bu
dizideki guanin bazlarina gigli baglanma 6zelligi nedeniyle yiksek sinyal elde edildi.
Hedefle diger calismalarda oldugu gibi dislk bir sinyal elde edilmesinin yanisira bu
calismada hedefi ve tek bazi hedeften farkli diziyi karigim halinde igeren gézelti ile de
100ppm’lik PNA prob segimli gekilde hedefiyle hibritlesmistir.(Sekil12, d) Ayrica
yiizeyde prob varken sadece tek bazi hedeften farkh dizi(MM) ile hibridizasyon
yapildiginda elde edilen MB sinyali ile probla elde edilen MB sinyaline yakin bir sinyal

elde edilmesi, bu biyosensoériin secimliliginin ¢ok iyi oldugunu gosterdi.
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PNA probu ile 10ppm konsantrasyonda yapilan calisma ile elde edilen bulqular:

Yoéntem 2.4.2.2.1' de anlatildigi gibi yapildi.
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Sekil 13: Diferansiyel puls voltamograminda, a)10ppm PNA prob ile MB’dan alinan
yanit, b) 10ppm PNA probu ile 10ppm hedef ¢ézeltisinin hibridizasyonu sonrasinda
MB'dan alinan yanit.

sekilde yapilabilecegi tespit edildi. Fakat AuE ile ayni konsantrasyonda DNA probu
kullanildiginda hibridizasyon tayininin segimliligi, PNA probu kadar basarili olarak elde
edilemedi (78).

10ppm PNA ve DNA probu kullanilarak yapilan calismalarda elde edilen

bulgularin degerlendirilmesi:

Yoéntem 2.4.2.2.1' de anlatildigi gibi yapildi.
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Sekil 14: (a) nolu sekilde DNA probu ile yapilan ¢aligmalar, (b) nolu sekilde ise PNA
probu ile yapilan galigmalarin grafiklerinde; (A) 10ppm’lik prob yanitini, (B) DNA
hedefle hibridizasyondan sonra elde edilen MB yaniti, (C) hedef ile hibridizasyondan
sonra yapilan denatiirasyon iglemi sonrasi alinan yaniti, (D) tek bazi hedeften farkli
dizi(MM) ile hibridizasyondan sonra elde edilen yaniti, (E) ise Tum bazlan hedeften
farkh dizi(NC) ile hibridizasyondan sonra elde edilen yanit.

Sekil 14'de karsilastirmali olarak degerlendirilen (a)’da DNA ve (b)'de PNA
problarina ait grafiklerde, A'daki yanitlardan (a) 'da PNA probu ile alinan yanit, PNA
probunun ylizeye daha iyi sekilde modifiye edilebilmesi nedeniyle daha bliylk olarak
elde edildi. B'de hibridizasyondan sonraki sinyallerede azalmalar gézlendi. Her iki
probla da hibridizasyon sonucunda hibridizasyon tayini belirtilebilmektedir. Fakat PNA
probu ile elde edilen farklanma DNA probuna gére daha buaytktir. Hibrit olugumunu
ardindan yapilan denatlrasyon iglemi sonrasinda (C) yapisi isi ve enzim etkisiyle
bozulmayan PNA probu ile (b)'de agikga gorilecegi gibi dugiik sinyal elde edilmigtir.
Bu hibrit sinyaline yakin olan duslik sinyalin anlami hibrit yapisinin bozulmamig
olmasidir. Fakat (a)‘da DNA probu ile yapilan hibritin denattirasyonu sonucunda prob

sinyaline yakin, ylksek bir sinyal elde edilmigtir.Isi etkisine kargi DNA probu ile
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olugturulan hibritin saglam olmadigi buradan da gérulmustir. D’de tek bazi hedeften
farkli olan dizi ile yapilan hibridizasyon galismasinda ise (b) 'de PNA probunun bu
diziyle hibrit yapmadi§i gézlendi. DNA probu ise kismen de olsa bu hedeften tek baz
farkl dizi ile hibrit olusturmustur. Hedefe olan segimlilik dederlendirildiginde PNA
probunun daha segimli sekilde kargiigini yakaladigi gérildi. E'de her iki prob ile de
tim bazlar hedeften farkh dizilerle yapilan ¢alisma sonuglanna gore, her iki probun
da tum bazlan hedeften farkh dizilerle hibrit olusturmadidi, dolayisiyla bu
biyosensériin segimli bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmis oldu.PNA probu kullanilan
¢alismalarda Au elektrodla alinan Slglimlerde bagil standart sapma, %7,92, DNA
probu kullanilan caligmalarda ise %8,73 olarak bulunmustur.

3.2.3. Tek kullanimlik perde baskil altin elektrodiarla (Au-SCPE) MB
kullanilarak yapilan hibridizasyon tayini caligmalarinda elde edilen bulgularin
degerlendirilmesi:

Yéntem 2.4.2.3'da anlatildigi gibi yapildi.

10ppm prob konsantrasyonuna karsilik artan hedef dizi/ tdm bazlar hedeffen

farkli dizi konsantrasyonlarinda elde edilen bulgular:
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Sekil 15: 10ppm prob tutturulmus ylizeyde(A) cesitli konsantrasyoniarda hedef dizi ile
hibridizasyon sonucu elde edilen MB yanit: ; (B) cesitli konsantrasyonlarda tim
bazlari hedeften farkli dizi (NC) ile hibridizasyon sonucunda elde edilen MB yantti.
Perde baskili tek kullanimhik altin elektrod(Au-SCPE) sisteminde ve yeni
galisma metodunda kullanilabilecek en uygun prob ve hedef konsantrasyonunun
tespiti igin bir dizi galigma yapildi. llk olarak CPE galigmalari igin optimum oldugu
tespit edilen 10ppm prob ve 15 ppm hedef konsantrasyonu denendi. A grafiginde
artan hedef konsantrasyoniarina kargi 10ppm’lik prob ile olugan hibritlerin MB ile
verdigi yanitlar goériimektedir. Grafikler, bu galigmada arka arkaya alinan 3 &lglim
sonucu degerlendirilerek gizilmigtir. En digiik MB sinyali degerine 10ppm prob ile
50ppm hedefin olusturdugu hibritte ulagimistir. Bu iki deger arasindaki MB sinyal
farki, %45-50'ye varan bir azalma seklindedir. Ayni sekilde biyosensériin segimli bir
- gekilde caligip cahismadiginin tespit edilmesi igin hedef ile ayni konsantrasyon
degerlerine sahip tim bazlan hedeften farkli olan dizi (rastgele dizi,NC) de
kullanilarak bu kosullarda herhangi bir hibritlesmenin olup olmadigi arastirildi

(Grafik B).
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50ppm prob konsantrasyonuna karsilik artan hedef dizi/ tiim bazlar hedeften farkii

dizi konsantrasyonlarinda elde edilen bulgular:

Yéntem 2.4.2.3'da anlatildidi gibi yapild..
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Sekil 16: 50ppm prob dizisi tutturulmus Au-SCPE ylizeyinde(A) cesitli
konsantrasyonlarda hedef dizisi ile hibridizasyon sonucu elde edilen MB yaniti ; (B)
cesitli konsantrasyonlarda tim bazlari hedeften farkli dizi (rastgele dizi, NC) ile
hibridizasyon sonucunda elde edilen MB yanit.
Perde baskili tek kullanimhk altin elektrodlarla yapilan ikinci calismada, A
grafijinde artan hedef konsantrasyonlarina kargt 50ppm’lik prob ile olugan hibritlerin

MB ile verdigi yanitlar gérilmektedir. Grafikler, bu galismada arka arkaya alinan 3

~6lglim sonucu degerlendirilerek gizilmistir. En diigtik MB sinyali degjerine 50ppm prob

ile 10ppm hedefin olusturdugu hibritte ulagilmistir. Bu iki deder arasindaki MB sinyal
farki, hibridizasyondan sonra MB sinyalinde yaklagik %60 azalma seklindedir. Ayni
sekilde 50ppm prob kullanilarak tim bazlarn hedeften farkli dizi,(NC) ile ayni ¢aligma

yapiimigtir ve herhangi bir hibritiesme olmadidi gésteriimistir.
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100 ppm prob konsantrasyonuna karsilik artan hedef dizi/ tim bazlar hedeften farkli

dizi konsantrasyonlarinda elde edilen bulgular:

Yontem 2.4.2.3’da anlatildig gibi yapildi.

140

120
— 100 |
80 1
60 |
40 1
201

@ ;z. — =l
& é& @QE{J dﬁq@{" @@p

AKIM (%

N

Probe 1ppm 1Dppm  50ppm  100ppm
HEDEF KONSANTRASYONU (ppm)

RASTGELE DIZIKONSANTRASYGONU (ppm)

A B
Sekil 17: 100ppm prob tutturulmus yizeyde(A) gesitli konsantrasyonlarda target ile
hibridizasyon sonucu elde edilen MB yaniti ; (B) cesitli konsantrasyonlarda tim
bazlar hedeften farkl dizi, (rastgele dizi, NC) ile hibridizasyon sonucunda elde edilen
MB yaniti.

Perde baskili tek kullammiik altin elektrodlarla(Au-SCPE) yapilan Uglncl
calismada, A grafiginde artan hedef konsantrasyonlarina kargi 100ppm’lik prob ile
olugan hibritlerin MB ile verdigi yanitiar gériimektedir. A ve B grafikleri, bu ¢aligmada
arka arkaya alinan 3 6lgim sonucu degerlendirilerek gizilmigtir. En dugik MB sinyali
degerine 100ppm prob ile 10ppm ve 50ppm hedeflerin olugturdudu hibritlerde
ulagilmistir. Bu dederlerde elde edilen yanit ve prob ile elde edien vyanit
kiyaslandiginda %43-45'e varan bir azalma g6zlenmistir. Ayni sekilde 100ppm prob
kulianilarak tum bazlari hedeften farkh dizi(NC) ile ayni galigsma yapiimigtir ve
herhangi bir hibritlesme olmadigi gosterilmistir. Au-SCPE ile bu galigmalarda bagil

standart sapma %6,7 olarak bulunmustur.
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3.24. Meldola mavisi (MDB) ile vyapilan hibridizasyon tayini
calismalarinda elde edilen bulgulann degerlendirilmesi:
Bu galismalarin tamaminda CPE kullamimigtir.

3.3.1. Sentetik oligoniikleotidler kullanilarak hedef, tek bazi hedeften farkl

dizi (MM) ve baz dizisi hedeften farkli olan dizi (NC) ile yapilan hibridizasyon

tayini galismalarinda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi:

Yoéntem 2.4.3.1’de anlatildigi gibi yapildi.

a

AKIM (pA)

I T 1 | 1
0,05 -0,05 -0,15 -0,25 -0,35

POTANSIYEL (V)

Sekil 18: Diferansiyel puls voltamograminda, (a) 10ppm’lik prob ile 15ppm’lik hedefin
yapmis oldugu hibritten sonra elde edilen MDB yaniti. (b) 10ppm’lik prob ile 15ppm’lik
iki bazi hedeften farkli dizi(MM) ile hibridizasyondan sonra elde edilen MDB yaniti. (c)
elektrod ylizeyi sadece MDB ile etkilestiriidikten sonra elde edilen yanit. (d) Tam
bazlar hedeften farkh olan dizi(NC) ile probun hibridizasyonu sonrasinda elde edilen
MDB yaniti. (e) Ylizeyde sadece prob varken MDB ile etkilesimden sonra elde edilen

yanit.
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Sekil 18’ da hedef ile hibritlesmenin sonrasinda MDB'dan yiiksek bir sinyal
elde edildi. Buna karsin, yilizeyde sadece prob varken(e) disilk sinyal géziendi.
Sadece bu farklanmaya dayanilarak MDB’nun DNA'daki hibridizasyonu tayin etmede
kullanilabilirligi goriimis oldu. Bunun diginda MDB, ayrica iki bazi hedeften farkl
dizi(MM) ile olugturulan hibrit (b) ve tim bazlari hedeften farkh dizi(NC) ile olusturulan
hibrit(d)’ler ile de etkilegtirildi. Iki bazi hedeften farkli dizi(MM) ile olugturulan hibritten
yiksek yanit,tiim bazlari hedeften farkli dizi(NC) ile ise dusuk bir yanit elde edildi.
Buna gbre, sézkonusu olan mutasyon eger tek ya da ¢ift bazi hedeften farkii olan
diziyi iceriyorsa, MDB bu durumda seg¢imli sekilde hibritlesmeyi tayin edememekte
fakat, tim bazlar hedeften farkh dizi(NC) ile ¢alisildiinda elde edilen kigik
sinyalden hareketle hibritlesmenin olmadigini ve bu indikatérin hedef dizi ile tim
bazlan hedeften farkh olan diziyi(NC) ayirt edebildigi gérildi.

Yeni bir hibridizasyon indikatéri olarak incelenen MDB adli maddenin DNA ile
etkilesimi, CPE kullanilarak incelendi. MDB indikat6rd, interkalasyon yapan yani
DNA'da baz ciftleri arasina yerlesen ve bu nedenle yiizeyde prob dizisi varken disik,
hibrit olustugunda ise baz giftleri arasinda birikim yapmasi nedeniyle yiksek sinyal

veren bir madde oldugdu tespit edildi. Maddenin sinyali —0,14V’da géziendi.
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3.3.2. Sentetik oligoniikleotidler kullamlarak en___ iyi  hedef

konsantrasyonun tayini i¢in yapilan g¢ahgsmasinda elde edilen bulgularin

degerlendirilmesi:

Yontem 2.4.3.2'de anlatildidi gibi yapiidi.

8,0
< 7.5-
=
= -
2 7,0
<l 7
6,5
]
6,0-
L T T 1 T T T
0 5 10 15 20 25 30

HEDEF DNA KONSANTRASYONU (ppm)

Sekil 19: 10ppm’lik prob dizisi ile ¢esitli hedef dizi konsantrasyonlarindaki hedefin
hibridizasyonu sonucu elde edilen MDB yanitindaki degisim.

MDB-CPE c¢alismalari igin optimum hedef derigiminin bulunmasi igin yapilan bu
calismada ylizeyine 10ppm prob tutturulmus elektrod artan konsantrasyonlarda hedef
cozeltilerine daldinlarak hibridizasyon galigmasi yapildi. Bu galigmalarin sonucunda
MDB sinyali artan hedef konsantrasyonu ile artti ve en yliksek degerine 15ppm’lik
hedef konsaﬁtrasyonunda ulasti§i gbzlendi. Ayrica, yiizeyde 10ppm prob varken en
dustlk degerde MDB sinyali, ylizeyde 10ppm prob ve 15ppm hedef igeren hibrit
bulundugunda ise en yiiksek degerde MDB sinyali elde edildi ve bu iki sinyal

arasindaki fark g6z 6niine alinarak hibridizasyonun tayini yapildi. MDB'nin dizlemsel
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aromatik halkasi, ylizeyde hibrit olugtugunda baz ¢iftleri arasina girerek interkalasyon
yaptigt icin ylksek sinyaller alindi§i gézlendi. CPE ile yapilan caligsmada bagil

standart sapma %9,74 olarak bulunmustur.

3.4. Fenol Ftalein(PPT) ile yapilan caligmada elde edilen bulgular:
Bu calismalann tamaminda GCE ile kullanildi.

3.4.1. Fenol ftalein- DNA etkilesim ¢aligmasinda elde edilen bulgularin
degerlendiriimesi:

Yéntem 2.4.4.1°de anlatildidi gibi yapiidi.

AKIM (nA)

0.65 0,75 0,85 0,95 1,05
POTANSIYEL (V)

Sekil 20: Diferansiyel puls voltamograminda; (a) 10ppm ssDNA ile 20uM PPT'nin
etkilesimi sonrasinda elde edilen PPT yaniti, (b) Yalnizca 20uM PPT'den elde edilen
yanit, (c) 10ppm dsDNA ile 20uM PPT'nin etkilesimi sonrasinda elde edilen PPT
yaniti.

Ayni ¢ozelti icinde bulunan DNA ve PPT belirli sture etkilesime birakildiktan

sonra alinan diferansiyel puls voltamogramlart incelendi ve 20uM PPT igin elde edilen
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voltamogram Sekil 20'de gésterildi. Bu sonuglara gére, PPT'nin ssDNA ile yiksek
yanit vermesi agikta bulunan DNA bazlarina spesifik baglanarak tutundugu seklinde
yorumlandi.(a) dsDNA ile PPT’nin nispeten dusik yanit vermesi ise ylizeyde dsDNA
varken PPT'nin az da olsa tutunabildii gézlendi(c). Fakat ylizey bosken PPT'nin
ylizeye adsorbsiyonu (b), ylizeyde dsDNA varken olan PPT adsorbsiyonundan daha
fazla sekilde gézlendi.

3.4.2. Fenol ftalein konsantrasyon artigsina bagh olarak elde edilen serbest
haldeki PPT sinyali, ssDNA ya bagh haldeki PPT sinyali ve dsDNA’ya bagh
haldeki PPT sinyallerindeki degisikliklerin izlenmesi ¢calismalarinda elde edilen
bulgularin degerlendiriimesi:

Yoéntem 2.4.4.2, yontem 2.4.4.3 ve yontem 2.4.4.4.'de anlatildigi gibi yapildi.

160 -
a
__ 1204
< b
E L .
= —m— —
T 80-
<
c
40 1
0 T T | T
10 20 40 80 100

PPT KONSANTRASYONU (M)

Sekil 21: Grafik artan fenol ftalein(PPT) konsantrasyonlarina kargi GCE ile elde

edilen yanitlar géstermektedir: (a) 10ppm ssDNA igerisine artan konsantrasyonlarda



106

PPT ilavesinden sonra elde edilen PPT yaniti. (b) Sadece PPT igeren ¢dzeltiden elde
edilen PPT yanitlari, (c) 10ppm dsDNA igerisine artan konsantrasyonlarda PPT ilavesi
sonrasi elde edilen PPT yaniti.

PPT de MB gibi ssDNA ile etkilesimi dsDNA ile olan etkilesimine gére daha fazla
olan bir maddedir. Bu &zellik tespit edildikten sonra yine ¢6zelti igerisinde yapilan
ikinci bir calismada ise DNA derigimi sabit tutularak PPT derigimi arttiriidi ve yaklagik
+0,81 V'da elde edilen PPT sinyaline bagh karsilagtirmalar yapilarak, Akim (nA) —
konsantrasyon (uM) kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 21). PPT, ssDNA ile ¢ozelti
icinde etkilestigi zaman, ayni kosullarda dsDNA ile olan etkilesimine gére daha
ylksek sinyaller vermektedir. Elde edilen bu sonuglara goére ile PPT'nin ssDNA'ya
daha fazla baglanmayi tercih etti§i gézlenmisgtir. Sonug¢ olarak 20uM’lk PPT ile
hibridizasyon tayininin en iyi sekilde yapilabildigi bulundu.

Ayrica sadece PPT iceren ve +0.81V civarinda pik veren bu maddenin artan
konsantrasyonlarda verdigi yanitlanin pik yukseklikleri kullanilarak kalibrasyon egrisi
gizildi.(Sekil 21,b)

ssDNA veya dsDNA'ya bagli haldeki PPT yanitlari ve serbest haldeki PPT yanitlan
toplu olarak degerlendirilerek PPT igin partisyon(dagiim katsayisi) hesaplanmis ve
ssDNA ile PPT etkilesimi igin partisyon katsayisi 0.41, dsDNA ile PPT etkilesimi igin
ise partisyon katsayisi 0.32 olarak bulunmustur. Bu caligmada GCE ile alinan

dlctimlerin bagil standart sapmasi %9,2 olarak bulunmustur.
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3.5. Mitomisin C caligmalarinda elde edilen bulgular:
Tum galigmalarda SCPE (tek kullanimlik perde baskili elektrod) kullanildi.

3.5.1. dsDNA-Mitomycin C etkilesimi caligmasinda elde edilen buigularn
degerlendirilmesi:

Yéntem 2.4.5.1°de anlatildidi gibi yaptldi.

6.0x107
5.0x107
4.0x107
3.0x107
2.0x107

AKIM (1/A)

1.0x107
0.0

L BN EERSE S NS S S e | —T T

o r

0.7 (IQ 1:1
POTANSIYEL (V)

Sekil 22: Kare dalga voltamogrami, (____ ) ile gosteriien 20ppm dsDNA'dan elde
edilen guanin yikseltgenme sinyali, (-------) ile gésterilen 1ppm Mitomisin C ile
etkilesimden sonra 20ppm dsDNA’dan elde edilen guanin yiikseltgenme sinyali.

MC ile yapilan ilk galigmada ylizeyine 20ppm dsDNA tutturulmus SCPE
izerine eklenen 60ul, 1ppm MC ile elektroda gerilim uygulanmadan sadece 2dk.

etkilestirildiginde, guanin bazindan elde edilen sinyalde yari yariya azalma gézlendi.
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3.5.2. Mitomisin C konsantrasyon artigi c¢alismasinda elde edilen
bulgularin degerlendirilmesi:

Yéntem 2.4.5.2°de anlatildidi gibi yapildi.

0,80
~ 0,60 -
3
= 0,40 - s
X
<L (0,20 -
0,00 T { t T 4 1 L ! 1 1
0o 01 05 1 25 5 10
MC DERiSIMI (ppm)

Sekil 23: Artan MC konsantrasyonlarina bagh olarak dsDNA’daki guanin sinyalindeki
azalma.

MC-DNA etkilesimi, artan MC konsantrasyonlari ile de caligildi. Ytzeyine
20ppm dsDNA tutturulan SCPE’ler, 01, 05 , 1, 25 5 ve 10ppm
konsantrasyonundaki MC  g¢ozeltileriyle sirayla etkilestiridi  ve  1ppm
konsantrasyonunda guanin sinyalinde yarn yariya azalmaya neden oldugu bir kez
daha gosterildi. 1ppm’lik MC konsantrasyonu ile etkilesimden sonra mitomisin C

yanitinda doygunluk seviyesine ulagildi.
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3.5.3. Mitomisin C etkilesim siiresi ¢alismasinda elde edilen bulgularn

degerlendirilmesi:

Yoéntem 2.4.5.3'de anlatildig gibi yapiidi.

0,60 -
gqm-
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= 0,20 -
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0 1min 2min 5min
(G yaniti)
ETKILESIM SURESI (Dakika)

Sekil 24: MC ile etkilesme sliresine bagl olarak dsDNA’daki guanin sinyalindeki

azalma.

Optimum etkilesme zamanin belirlenmesi igin etkilesim sdresi tayini

calismasi yapildi; ve bu galisma baslangicinda segilen 2dk.lik etkilegim siresinin

guanin sinyalinde yari yariya azalma yapan etkilesim siresi oldugu goérild.

Mitomisin C galigmalarinda SCPE ile tekrarlanabilirlik %5,9 bulunmustur.
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BOLUM Iv

SONUC ve ONERILER

Cahgmada, ilk olarak c¢esitli maddelerin DNA ile etkilesmesini incelemek
amaciyla elektrokimyasal biyosensér tasarimini gergeklestirildi. Bu amagla ylizeyine
dsDNA tutturulmug karbon pastasi elektrodu (CPE) ve camsi karbon elektrodu(GCE)
kullanarak, benzo[a]piren (BaP)'in DNA ile etkilesim galigsmasi yapildi. Karsinojenik bir
bilesik olan'BaP‘m guanin bazlaryla olusturdugu yan Urlin (adduct) olusumu da
elektrokimyasal yontemierle tayin edildi. Ayrica Mitomisin C(MC) adl antikanser
Ozellikte ve ayni zamanda ¢ok toksik olan maddeyle de tek kullanimiik perde baskili
karbon elektrotlar (SCPE) kullanarak yine ayni sekilde dsDNA ile olan etkilesimi
incelendi. Mitomisin C’nin DNA ile etkilesmesi, elektrokimyasal yolla ve tek kullanimlik
perde baskili karbon elektrodlar(SCPE) kullanilarak ilk defa tespit edilmistir.

Cift sarmal DNA'daki guanin bazinin oksidasyon sinyali tizerinden yapilan DNA-
madde etkilesmesi ¢aligmalarinda (BaP ve MC), madde ile etkilesimden sonra guanin
sinyalindeki dedisikliklere gére maddenin DNA'ya olan etkisi hakkinda yorum yapildi.
Elektrokimyasal tayin yéntemi olarak diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve kare
dalga voltametrisi (SWV) kullanildi.

Calismada hibridizasyon indikatérii olarak kullanilabilecek g¢esitli boyar
maddelerin DNA ile etkilesimi de karbon pastasi elektrodu (CPE), camsi karbon
elektrodu(GCE), altin elektrod(AuE) ve tek kullanimlik perde baskili altin elektrod (Au-
SCPE) kullanilarak incelendi. Hibridizasyonun tayinindeki amag, eder sentetik
oligoniikleotit dizileriyle bu tayin yaptlabilirse, genetik dizisi belirlenmis bulasici ve

kalitimsal hastaliklarin tayini de mimk{n olacakttr.



111

Calisilan maddeler, metilen mavisi (MB), meldola mavisi (MDB) ve fenolftalein
(PPT)'dir. Bu maddelerin DNA ile etkilesimi ¢ézelti icinde ve adsorptif transfer siyirma
CV (ATSCV) yoéntemi kullanilarak incelendi. ATSCV yoéntemi maddelerin higbir
potansiyel uygulanmadan (églk devre) veya kovalent baglar gibi yardimci madde
kullanmadan DNA'yla etkilesimine dayalidir. Ayrica MB ile ve altin elektrodlarla
yapilan tayinlerde DNA'y1 elekirot ylizeyine gok daha giiglii sekilde tutturabilmek
amaciyla gesitli kovalent baglanma ajanlari kullanildi. MB'nin guanin bazina 6zgt'm'
olarak baglanma yapmasi nedeniyle, tek sarmal DNA ve ayrica prob dizisi ile daha
yiiksek yanitlar verdigi gézlendi. Diizlemsel bir aromatik halkaya sahip olan MDB'nin
hibrit olustugunda bazlar arasina yerleserek interkalasyon yaptigi ve bdylece elektrot
yiizeyinde hibrit olusumu gergeklestigi zaman daha yliksek yanitlar verdigi gézlendi.

2001 yihinda FDA tarafindan karsinojen maddeler listesine alinan PPT'nin DNA
ile etkilesimi elektrokimyasal yontemle kapsamh olarak incelemesi yapildi. PPT nin
ssDNA ile olan etkilesiminden sonra dsDNA ile olan etkilesimine gére ¢ok daha
yiksek bir PPT sinyali elde ediimesi bu maddenin de etkilesim mekanizmasinin
MB'ya benzer sekilde oldugu bulundu;(ylizeyde ssDNA ya da prob dizisi varken PPT
acikta olan .guanin bazlarina baglanarak birikme yaptigt ve dolayisi ile elde edilen
PPT sinyalinin arttigi gézlendi.)

MB, MDB ve PPT'in tim bu galigmalar sonucunda DNA'daki hibridizasyonun
tayin edilmesinde elektrokimyasal DNA hibridizasyon indikatérii olarak
kullanilabilecegi gésterildi.

Sonug olarak, baz dizilimi belli olan sentetik oligoniikleotitlerin kullaniimasiyla
DNA hibridizasyonunun, elektrokimyasal indikatdrlerin varliginda tayinini olanakli kilan
bu yéntem, mevcut yéntemlerle kiyaslandijinda ¢ok daha kisa sirede ve duglk

maliyetle hibridizasyon tayini yapabilen ve yakin gelecekte piyasaya strilecek olan
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DNA mikrogiplerinin altinda yatan teknolojiyi olusturan bir yontemdir.” Hibridizasyon
tayini icin elektrokimyasal indikatér amacgh olarak incelenen maddelerin her biri ile
basarili sonuglar elde edildi. Ozellikle de MB’nun altin elektrotlarla, kovalent ajanlar
ve PNA kullanilarak hazirlanan sistemde kullaniimasi, nokta mutasyonunun tayinini
mimkan kilmasi agisindan ¢ok énemlidir. MB, prob dizisinde bulunan serbest guanin
bazlar ile etkilestiji zaman, hedef dizilerde bulunan nokta mutasyonlarina karsi
glvenilir ve ayirt edici élgiimler yapilabildi. Biyosensér teknolojisindeki en temel ve
onemli amaglari segicilik ve giivenilirlik oldugundan MB’nun bu yénden de incelemesi
yapiimis oldu. MB, MDB ve PPT'nin elektrokimyasal DNA biyosensérierinde indikatér
olarak kullaniimasinin iyi sonuglar verecegine ve ileride bulasici ve kalitimsal
hastaliklarin tayininde kullanilabilecegine inaniyoruz.

Ayrica bu galisma ile hibridizasyon tayini disinda gesitli toksik molekdllerin de
DNA ile olan etkilegimi elektrokimyasal ydntemle, farkhi elektrotlar kullanilarak tayin
edildi ve gesitli maddelerle DNA'nin etkilegiminin tayininin yine tasarimi yapilan bu
biyosensérle mimkiin olacadi gdsterilmis oldu.

Calismada elde edilen tim bulgulann sonuclar, Tablo 1'de 6zetlenmigtir:
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OZET

Calismamizda ik olarak polisiklik aromatik hidrokarbon yapisindaki
benzo[a]piren (BaP)’nin DNA ile olan etkilegmesi, elektrokimyasal yontemle, karbon
pastasi elektrodu(CPE) ve camsi karbon elektrot(GCE) kullanilarak incelendi. Metilen
mavisi (MB), meldola mavisi (MDB) ve fenolftalein (PPT) gibi organik boyar
maddelerin elektrokimyasal DNA biyosensérlerinde hibridizasyon indikatorii olarak
kullanilip kullanilamayacagt, CPE, GCE, altin elektrot (AuE) ve tek kullanimlik perde
baskili altin elekirotlar (Au-SCPE) kullanilarak incelendi. Cift sarmal DNA (dsDNA),
tek sarmal DNA (ssDNA) ile etkilesme galismalan tamamlandiktan sonra cesitli kisa
DNA dizileriyle(oligoniikleotitlerle) yapilan hibridizasyon ve hibridizasyonun segimliligi
gibi caligmalarnn sonucunda bu maddelerin verdigi yanitlar arasindaki farkliliklar
elektrokimyasal tayin yontemlerinden diferansiyel puls voltametri teknigi (DPV),
donustmlia voltametri teknidi (CV) veya kare dalga voltametri teknigi (SWV)
kullanilarak incelendi. Ayrica antikanser 6zellikte ve ayni zamanda ¢ok toksik olan
Mitomisin C maddesinin dsDNA ile etkilesim ¢alismasini tek kullanimlik perde baskili
karbon elektrotlar (SCPE) kullanarak SWV ile incelendi.

Deneysel parametrelerdeki farkhliklar (ortam ve pH, madde konsantrasyonu,
DNA derigimi, madde-DNA etkilesme siiresi) DPV veya SWV teknikleriyle incelendi.

BaP’in dsDNA ile etkilesim galismasinda madde konsantrasyonunun artigina
bagli olarak BaP sinyalinde, yan Qriin sinyalinde ve guanin bazinin sinyalinde
meydana gelen degisiklikler CPE kullanilarak DPV ydntemiyle incelendi. BaP'nin

DNA'nin guanin bazlarina segimli baglanarak etkilesimde bulundugu saptanmistir.
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MB'nin ssDNA ve dsDNA ile etkilegiminin yanisira ozellikle cesitli
oligoniikleotidlerle yapilan ve hedef konsantrasyonunun artisina bagh olarak elde
edilen yanitlar incelenmistir. MB ve altin elektrotlarla yaptian bu galismada denenen
yluzey modifikasyon teknidi ile DNA'nin sentetik analogu olan PNA dizileri kullanilarak
daha secimli bir sekilde hibridizasyon tayini gergeklestiriimigtir. MB'nin DNA ile

etkilesmesi sonucunda elde edilen voltametrik sinyallere bakildiinda ssDNA

tutturulmus elekirot ile en yliksek MB sinyali gézlenmistir. Sadece elektrot ve dsDNA
tutturulmusg elektrot ile elde edilen MB sinyalleri ssDNA tuturulmus elekt”rottan elde
edilen sinyalden sirasiyla daha kiglktur. /,,,1077

PPT'nin DNA ile etkilesiminin MB'ya benzer oldugu bulunmustur.Buna karsin
MDB ile DNA'nin etkilesmesi sonucunda elde edilen voltametrik sinyaller azalan
sekilde sirasiyla; hibrit tutturulmug CPE, CPE, prob dizisi tutturulmus CPE olarak
bulunmustur.

MB, MDB ve PPT'nin belirli kogullar altinda elektrokimyasal DNA biyosensor * [
tasariminda hibridizasyon indikatérQ olarak kullanilabilecegi bulunmustur. / &7

Mitomisin C’'nin DNA ile etkilesmesine dayali c¢alismada ise dsDNA ile
maddenin etkilesimi guanin sinyalindeki degisim Uzerinden incelenmistir. Bu
calismada ayrica madde konsantrasyonunun ve etkilesim siresinin guanin sinyaline
olan etkisi de incelenmigtir.Bu galigmaya ait sonuglara bakildiginda, MC ile sadece

1ppm’lik madde konsantrasyonunda ve 2dk’lik etkilesim sonrasinda guanin sinyalinde

yari yariya azalma meydana geldigi gézlenmigtir.
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ABSTRACT

In our investigations firstly the interaction of BaP which is in polycyclic aromatic
hydrocarbon structure with DNA, by electrochemical method, by using carbon pas’;e
electrode(CPE) and glassy carbon electrode(GCE), is observed. As to whether some
materials like methylene blue (MB), meldola blue (MDB) and phenolphtalein (PPT)
can be used in DNA biosensors as hybridization indicator is investigated by CPE,
GCE, gold electrode (AuE), gold screen-printed electrode (Au-SCPE). The interaction
of double stranded DNA (dsDNA), single stranded DNA (ssDNA) and some short
DNA oligonucleotides with these compounds were studied by using voltammetric
methods such as differential pulse voltammetry (DPV), cyclic voltammetry (CV) and
square wave voltammetry (SWV). Furthermore, the interaction of Mitomycin C(MC),
which is anti-carcinogenic and toxic agent, with dsDNA by using disposable carbon
screen-printed electrodes (SCPE) is studied.

The difference in the experimental parameters for these studies, (buffer
solution and pH, the concentration of compound, the concentration of DNA and the
interaction time of DNA with the compound) was studied by using DPV, CV, SWV
techniques.

In this study, the interaction of BaP with dsDNA, the character of BaP signal
depending on the substance molarity increase, the changes that occur in adduct
signal and guanine base signal are observed by using DPV technique and CPE. At
the end of this study, it is found that BaP can interact by bounding guanine bases
selectively. Besides the interaction of MB with ssDNA, dsDNA especially results that

obtained from certain oligonucleotides and increase of target concentration are
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observed.In addition, with the surface modification technique that was tried in this MB
and gold electrode study, more selectively hybridization detection is performed by
using PNA which is synthetic analoque of DNA.

When the voltametric signals are examined thet resulted from the interaction of
MB and DNA, the highest signal of MB is observed from ssDNA modified electrode.
MB signals that result from only electrode and dsDNA modified electrode are smaller
than the preceeding signal orderly.

It was found that the interaction of PPT with dsDNA is similar to MB. However,
the voltammetric signals that result from the interaction of MDB and DNA are
observed to be hybrid modified CPE, CPE and probe modified CPE in decreasing
order.

it was found that MB, MDB and PPT can be used in electrochemical DNA
biosensor design as a hybridization indicator under certain conditions.

In the study of the interaction of MC and DNA, the interaction of dsDNA with
this compound is observed on guanine signal. Also in this study the effect of the
concentration of compound and the interaction time on guanine signal is examined.
When the results of this study is determined, double fold decrease in guanine signal

occur due to the interaction of MC and only 1ppm substance molarity in 2 minutes.
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