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I. BOLUM
GiRiS ve AMAG

Analitik Kimya'da yaygin kullamim alani bulunan elektrokimyasal sensériere
(elektrokimyasal algilayici sistemler) IUPAC tarafindan literatirde getirilen tanim su
sekildedir:

“Elektrokimyasal sensdrler, kimyasal bilegiklere ya da iyonlara segici ve tersinir
bir sekilde cevap veren ve konsantrasyona bagimh elekiriksel sinyaller olu;;,turan
kugultalmus cihazlardir ” (13).

Elektrokimyasal biyosensérierin yapisina biyolojik maddeler (enzim, hucre,
doku, antikor, DNA, vb.) eklendigi zaman, elektrokimyasal sensdrlerin yaygin
kullanim alanlarindan biri olan BIYOSENSORLER ortaya gikmistir (103 ).

Biyosensoér , “biyo” (=biyolojik kékenli) ve “sensér” (= algilayici) kelimelerinden
olugsmaktadir. Tanim olarak ise; “Birbiri igcine gecmis biri biyokimyasal, digeri ise
elektrokimyasal iki geviriciden olugmustur. Biyokimyasal gevirici analizlenecek madde
ile etkilegerek onu tanir. Bu etkilesme sonucunda olugsan madde (biyokimyasal Grin),
elektrokimyasal c¢evirici tarafindan okunabilir bir sayisal degere cevrilir. Bu ilke
dogrultusunda biyosensorier, nitel ve nicel analiz yapabilen kompleks cihazlardir”
seklinde ifade edilebilirler (17).

Biyosensdr tasariminda kullanilan nikleik asit tanima katmanlari, Analitik Kimya
alaninda yeni ve ilgi cekicidir (117). Bu tir tamima katmanlari, sahip oldugumuz
bilinen elektrokimyasal biyosensérlere ait gegmise, yeni ve ender boyutlardaki
“6zelligi ekleyecek ve gelecekte hasta baginda veya doktor gézetimindeki analizlerde

¢ok dnemli bir rol oynayacaktir ( 106 ).



DNA'nin nitel ve nicel analizine dayali elektrokimyasal yéntemlerle birlikte
( 7-11, 29, 40, 41, 76, 77, 79, 80, 110) biyosensdrlerde tanima katmani olarak DNA
kullaniimasina ilgi artmaktadir (12, 57, 58, 74, 92, 118, 122).

DNA tanima yUzeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (58,
111) veya bu ylUzey ile etkilesime giren analizlenecek maddelerin (karsinojen
maddeler, ilaclar vb.) tayininde kullanilabilir. incelenen maddenin, DNA ile etkilesmesi
sonucu olusan, DNA'daki bir bazin  veya incelenen maddenin sinyalindeki
degisiklikler sayesinde tayin edilebilmektedir (55, 64, 70, 74, 84, 95, 97, 112, 114,
120, 121, 126).

DNA'nin bazi kimyasal maddelerle (ilag, ¢evresel atiklar, vb.) etkilesmesi ve
geligtirilen yeni yontemlerle bunun incelenmesi; yeni ilag tasarimi ve tayine yonelik
yeni yontem gelistirme agisindan énemlidir (46-48).

Bircok antikanser ilag, DNA molekulleri ile etkilesir. Bunlardan bazilari DNA ile
kovalent bag yaparken , digerleri ise kovalent olmayan etkilesimleri kullanarak DNA
ile kompleks olustururlar. Cogu organik molekullerin  DNA’nin ¢ift sarmal yapisina
interkale olabilme 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir. Ornegin, Etidyum Bromdr ,
DNA boyar madde olarak sikga kullanilan organik bir moleklldar. Basit sentetik
interkalatérler; Akridin turevleri (S-amino akridin ve proflavin gibi) de diger .bir érnek
olarak verilebilir. Fakat interkalatif &zellikteki antitumaér ilaglarin bir gogu, bu basit
bilesiklerden daha karisik yapiya sahiptir. Ornegdin, kinoksalin antibiyotiklerinin temel
yapisi olan antrasiklin aromatik grubu buna bir érnektir (105).

Bazi ilaglarin dsDNA ile interkalasyon yapma yetenedi (yapisinda bulunan
dizlemsel gruplarin DNA'nin baz ¢iftlerinin arasina girip yerlesmesi), olusan Urlne
duyarll elektrokimyasal DNA biyosensérlerinin tasarimini gindeme getirmistir. DNA
ile ilac etkilesmesinin elektrokimyasal tayini sonucu, sinyalde artis veya azalma

gértlmektedir. Bu amagla kullanilan DNA modifiye edilmis camsi karbon elektrotlar



(GCE), karbon pastas! elektrotlar (CPE) ve asili civa damla elektrodu (HMDE),
incelenen ilaglarin mikromolar ve hatta nanomolar konsantrasyonlarinin dahi, kisa bir
biriktirme sonrasi gavenli 'o:lgumlerini mumkan kilmaktadir (55, 64, 70, 84, 87, 97,
112, 114, 120, 121).

Kan, serum, doku ve vicut sivilart gibi biyolojik érneklerde 6zgin DNA dizisi
saptanmas! biyomedikal alanda ¢ok &nemli bir yer tutar. Bu tip analiz sonuglari
bakteri ve virttik kdkenli hastaliklarin taninmasinda kullanilabilir. Bilinen yéntemler
rutin analizler igin uygun olmayip, radyoizotop kullanimi da sonuglarin uzun slrede
¢itkmasi nedeniyle tercih edilmez. Bilinen bu ydntemlere alternatif olmak tzere gesitli
yeni yéntemler geligtiriimektedir.

DNA biyosensoérierinin Kklinik arastirmalarda kullanimini biliyoruz. 2003 yilinda
bitirimesi planlanan genom projesiyle (16) birlikte, insan genomunun tim genleri
haritalanabildigi, dijer tum varyasyonlarin baz dizilimi belirlenebildigi ve
farmakogenomik aragtlrmalar'bittiéi zaman, saglk sisteminin hizli, ucuz DNA
testlerine ihtiyact olacaktir.

Dizi-se¢imli DNA biyosensdrleri, tanima olayini élgtlebilir bir sinyale dénlstlren
bir gevirim sistemi ile beraber DNA probundan olu§mu§§ur (49, 53, 75, 116, 119).

J. Wang ve arkadaglari, elektrokimyasal DNA biyosensdrleri ile E. coli (115),
HIV (108) ve Mycobacterium tuberculosis’e (116) ait DNA dizilerini biyosensoérler ile
tayin edebilmistir.

K. Millan ve arkadaslari, DNA biyosensoérieriyle ilgili~ calismalarinda, Sistik
Fibrozis‘e ait DNA dizilerini kullanarak elektrokimyasal tayinini basarmislardir (61).
Ayrica S. Mikkelsen'e ait 1994 yilinda yapmis oldugu, kalitimsal hastaliklarin dizi
secici DNA biyosensorleri ile tayini projesi (59), Amerika Birlesik Devletleri tarafindan

korunmaya alinmigtir (A.B.D Patent No: 5.312.527- 05/17/1994).

e i nOCRETIM KURULY
DOKOMANTASYON MERKEZA



Klinikte kullaméima uygun olacak kadar kuglk ve tum saglik ekibinin
kullanabilecegi kadar kolay cihazlarin tasarimlari Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
bazi blyuk firmalar tarafindan baslatiimistir. S. Mikkelsen'in kullandig! teknolojinin
lisansini ise Clinical Micro Sensors Inc. (CMS) adli bir Amerikan sirketi satin almig
ve boéylelikle DNA biyogiplerinin hayata gegirilmesi igin ilk galismalar baglamis olup
halen devam etmektedir.

Calismamizda, ilag-DNA etkilesmesini incelemek amaciyla bir biyosensér
tasarimini  gergeklestirdik; bu amagla yuzeyine ayri ayri ¢ift sarmal DNA (dsDNA)
ve denatlre edilmis DNA (ssDNA) tutturulmus karbon pastasi elektrodu (CPE)
kullanarak, antikanser antibiyotik olan Epirubisin (EPR) ve Mitoksantron (MTX)un
dsDNA ve ssDNA ile olan etkilesmesini elektrokimyasal olarak inceledik.
Elektrokimyasal tayin yontemi olarak déntsumit voltametri ve diferansiyel puls
voltametrisi kullanildi. Calisma sirasinda; kullanilan ilag ile yuzeye tutturulmus
DNA'nin etkilesme suresi, ilag ve DNA konsantrasyonu, ortam ve pH farkliligi, tarama
hizindaki degisikligin yanita etkisi ve tekrarlanabilirlik gibi bazi deneysel parametreler
de incelendi. Ayrica oligonUkleotidlerle olan etkilesimleri de incelenerek
hibridizasyon indikatéri olarak kullanilip kullanilamiyacadi da‘ arastiriidi. Daha
onceki c¢alismalardan farkli olarak elektrot ylzeyinde gerceklestirdigimiz
calismamizin getirdigi en énemli yarar, daha az madde gerektirmesi ve etkilesimin
elektrot ylzeyinde olmasi yGziinden biyosensdér tasarimina uygun olmasidir.
| ilag-DNA etkilesmesine dayal ¢alismamizda daha 6nce EPR ile gerceklestirilen
calismadan (126) farkli olarak karbon pastas:! elektrodu (CPE) kullanilarak, EPR’nin
elektrot ylzeyindeki dsDNA ile etkilesmesinin diferansiyel puls ve déndsimlu
voltametri teknigine dayali elektrokimyasal tayiniyle birlikte ayrica, ssDNA ile olan
etkilesmesi de incelendi. Ayrica EPR ile yuzeye tutturuimus dsDNA'nin etkilesme

sUresi, ortam ve pH farkhlidinin biyosensér yaniti Gzerindeki etkisi incelendi. DNA



hibridizasyon biyosensérlerinde yeni bir hibridizasyon indikatérl olarak kullanilip
kullanilamiyacagini arastirmak amaciyla; oligontklectidlerle olan etkilegsmesi,
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak incelendi.

inceledigimiz dider ilag Mitoksantron (MTX) ile daha énce yapilan ¢alismadan
(70) farkh olarak g¢alismamizda karbon pastasi elektrodu (CPE) kullanilarak, MTX'un
elektrot ylzeyindeki dsDNA ile etkilesmesinin diferansiyel puls ve dénusumil
voltametri tekniklerine dayall elektrokimyasal tayiniyle birlikte, ayrica ssDNA ile
etkilesmesi de incelendi. ssDNA ve dsDNA ile alinan yanitlar arasindaki farklihiga
bagdll olarak, hibridizasyon tayinine yénelik kullanimi arastirildi. Ayrica MTX ile
ylzeye tutturulmus dsDNA’ nin etkilesme suresi, ortam ve pH farklihginin biyosensér
yaniti Uzerindeki etkisi incelendi.

Calismamizin yayinlanmis olan (25) ikinci bdltminde, DNA hibridizasyonu
tayini igin kullanilacak bir indikatérin; kobalt fenantrolin [Co(phen)s]*"in, éncelikle,
ylzeyine ayri ayri ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ve denatire edilmis DNA (ssDNA)
tutturuimus karbon pastast elektrodu (CPE) kullanarak DNA ile etkilesmesi,
dénusumil voltametri ve diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak incelendi ve daha
sonra ydntemin optimizasyonuna yénelik bir ¢calisma gerceklestirildi. Hibridizasyon
indikatért, ssDNA ve dsDNA ile etkilestigi zaman 6l¢llebilen ve birbirinden farkh
sinyaller verebilen bilesiktir. Ornegin, Co(lll) ( 12, 14, 15, 60, 62, 113), Fe (Il) (15,
42), Ru(ll) (4, 42, 43), Os (II), Os(IV) (53, 54, 96)'tn 1,10-fenantrolin ve 2,2'- bipiridin
DNA'ya bagll kelatlari voltametrik olarak c¢alisiimaktadir. En iyi sonug veren
hibridizasyon indikatéri olarak belirtilen Co(lll)' 4n 1,10-fenantrolin ve 2,2'- bipiridin
ile olan komplekslerinin DNA'ya baglanma &zellikleri, voltametrik olarak incelenmistir
(568). En iyi sonug veren hibridizasyon indikatdri olmasi ve siklikla kullaniimalarinin
nedeni, bu kobalt kompleksierinin dustk potansiyelde elektrokimyasal cevap vermesi

ve hibridizasyon sonucunda olugan prob-hedef dubleksine etkin bir sekilde



baglanmasidir (117). K Millan ve arkadaslari, kobalt kompleksleri ile yaptiklari
calismada (60) elde edilen pik akimlarinin difizyon katsayilarina bagh oldugunu ve
DNA'ya bagli komplekslerin, serbest komplekslerden daha yavas difUzyon yapmakta
oldugunu rapor etmislerdir.

Calismamizda kullanilan [Co(phen)s]** genellikle DNA biyosensér tasariminda
en fazla kullanilan indikatérdar (60, 61, 108, 109, 113, 115, 116, 117, 119); ¢unki
dsDNA ve ssDNA ile etkilesen [Co(phen)s]*”in yanitlari arasindaki farklilik blytk
olup hibridizasyon indikatérli olarak sik¢a kullaniimaktadir. Optimizasyonuna iliskin
calismada, [Co(phen)s]*"in konsantrasyonu, dsDNA ile etkilesme zamani, tuz
konsantrasyonundaki farklilik incelendi, bulasici ve éldurlict oldugu igin son derece
gtncel bir hastalik olan Hepatit-B viristnin (HBV) tayini icin gelistiriien DNA
biyosensorll tasariminda hibridizasyon indikatért olarak ilk defa kullanitmis ve bu
calisma yayintanmistir (24). Bilindigi gibi Hepatit B virustu (HBV) viral hepatite sebep
olan bir virtsttr. Hepatit B virlistinden kaynaklanan, akut ve kronik vakalar seklinde
ortaya ¢ikan hastalik, tim dunya Ulkeleri icin 6nemli bir halk saghgr problemidir.
Kronik Hepatit B tedavisinin etkinligi, éncelikle HBV DNA’sinin serumda bulunup
bulunmadigina gére saptanir ve bu tayin ise molekuier hibridizasyon yéntemlerine
gére yapilir ( 101, 125).

K. Hashimoto ve arkadaslari calismalarinda (35) fotolitografi teknigine gére
hazlrlanaﬁ altin elektrotlariyla birlikte indikatér olarak Hoechst 33258'i kullanarak
dogrusal taramal voltametri teknigine dayali HBV tayinini gerceklestirmislerdir.

Calismamizda K. Hashimoto ve arkadasiarinin ¢alismasindan (35) farkli olarak
bilinen ve sonuglari guvenilir oldugu icin sikiikla hibridizasyon tayinlerinde indikatdr
olarak kullanilan [Co(phen)s]** kullanildi. Ayrica biyosensériin tasariminda

kullandigimiz elektrot, CPE olup; K. Hashimoto ve arkadaslarinin ¢alismalarinda



kullandigi altin elektrodunda DNA'y! elektrot ylzeyine tutturmak icin gerekli olan
baglayicilari zorunlu kilmayan, basit ve ekonomik bir elektrottur.

Calismamizda, hedef dizinin farkli konsantrasyonlarindaki davranisi, hedef dizi
yerine rastgele bir dizi olan oligonlkleotid (non-complementary) veya tek bazi
hedeften farkli olan bir oligontkleotid (mismatch) kullaniminda davranisi; segimlilik
incelendi. Ayrica tayin siniriari ve tekrarlanabilirlik parametreleri de incelendi.

Sonu¢ olarak galismamizin ilk béluminde tasarimini yaptigimiz ilag-DNA
etkilesmesine dayall biyosensérie, bazi antikanser ilaglarin DNA ile etkilegsmesini
inceleyerek, gelecekte yeni antikanser ilag hedefleme c¢alismalarina yeni bir boyut
getirmeyi ve ayrica DNA hibridizasyonuna ydnelik biyosensérlerin tasariminda yeni
bir hibridizasyon indikatéri olarak kullanilip kullaniimayacagdini  arastirmayi;
calismamizin ikinci béluminde ise, bulasici ve kalitimsal hastaliklarin daha kisa
strede tayinini mumkdn kilacak ve yakin gelecekte piyasaya strtlecek olan DNA
biyogiplerinin teknolojisini olusturan DNA hibridizasyon biyosensérierinin  bir

prototipini Hepatit-B virust (HBV) tayini i¢in tasarimini amacladik.



GENEL BILGILER

1.ELEKTROKIMYA

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesini ve bunun sonucunda
olusan kimyasal déntsumler ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine c¢evrimesini inceleyen bilim dahdir. Elektrokimyasal tepkimeler,
yOkseltgenme-indirgenme tarl tepkimelerdir; elektron transferi veya gecisi séz
konusudur ve elektrokimyasal hicre adi verilen bir hlcrede yOrGtalar. Bir
elektrokimyasal tepkimenin olugabilmesi igin, incelenen maddeyi iceren bir ¢ézelti,
maddenin kimyasal dénugime ugradigi elektrot sistemi (genellikle Gcli elektrot
sistemi) ve bu elektrotlari birbirine baglayan bir gevirim sistemi (transducer)
gereklidir. Cozelti olarak elekiriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon c¢ozelti
kullanilir. Cesitli elektrolitik yontemler ile Dogru akim (DC), Diferansiyel Puls (DP),
D6nlsimiG Voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel araliginda tarama yapilarak
meydana gelen akim siddeti élgulur. Akim, difuzyona bagh olarak olustugundan
dolay! burada élgllen difuzyon akimidir. Difuzyon hizi akim ile dodru orantihdir.

Difzyon, elektrot ylzeyinin yakinindaki diflizyon tabakasinda olusur.

1.1.Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollari:

Bir elektrokimyasal hicrenin ¢aligmasi sirasinda maddenin elektrot ylzeyine
aktarim yollari, G¢ sekilde gerceklesmektedir (23 ). Bu kutle aktarim yollar:

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

aktarim yoludur.



2- Kansgtirma (KONVEKSIYON): Karistirma veya titrestirme sonucunda olusan
kutle aktarim yoludur.

3- Difiizyon: Elektrot yluzeyindeki sivi filmi ile ¢ézelti arasindaki konsantrasyon
farklarindan kaynaklanan bir kutle aktarim yoludur.

Deneysel kosullara bagli olarak bunlardan bir tanesi veya birkagi kutle

aktarimina katkida bulunabilir.

1.2. Voltametrik Yéontemler : (2)

Voltametri, elektroda uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak akimin
Olctimesine dayanan bir elektrokimyasal ydntemdir. Uygulanan gerilimin &igtlen
akim degerlerine kars! gizilen grafigine voltamogram denir. Voltametride, herhangi
bir maddenin elektrokimyasal davranisini incelemek igin elektroda uygulanabilecek
gerilim araliginin sinirlari, kullanilan ¢alisma elektrodunun ve kullanilan ¢éztcl ve
elektrolitin tarlerine baglidir.

Tarihsel olarak, voltametri Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920 ‘lerin basinda gelistirilen ve voltametrinin ézel bir tipi olan polarografi teknigine
dayanarak gelistirilmistir. Voltametrinin hala énemili bir kolu olan polarografinin diger
voltametrik tekniklerden en blyUk farki caligsma elektrodu olarak bir damlayan civa
elektrotun (DCE) kullaniimasdir.

Voitametri, inorganik, fiziko ve biyokimyacilar tarafindan cgesitli ortamlarda
olusan yUkseltgenme ve indirgenme islemlerinin incelenmesi, ylzeydeki adsorpsiyon
islemlerinin arastiriimas! ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yUzeylerinde
gergeklesen elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi analitik olmayan

amaglar icin de oldukga yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
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1.2.1. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri: (2)

Voltametride c¢alisma elektrodu iceren elektrokimyasal hicreye degistirilebilir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin temelini olusturan
karakteristik akim cevaplari olusturur. Voltametride en ¢ok kullanilan dért uyarma
sinyalinin sekli, sekil-1’ de verilmistir. Bunlar; dogrusal taramali, diferansiyel puls,

kare dalga ve Gggen dalgadir. Bunlardan ilk Ggl siklikla kullaniimaktadir.

Voltametrinin

Isim Dalga Sekli _ ftipi
{a} Dogrusal Polarografi
taramali E Hidrodinarnik
voltametri
Zaman —p
{b) Diferansiyel Diferansiyel
puls E puls
polarografisi
Zaman —p
{¢) Kare _rLI_LI—u Kare dalga
ltametrisi
dalga E vo
Zaman —p
(d) Usgen Dondgimio
E /\ . voltarnetri
Zaman —p

Sekil-1: Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri



1.2.2. Voitametrik Cihazlar:

Elektrokimyasal hicre, analit ve destek elektrolit ad! verilen elektrolitin asirisini
iceren bir ¢bzeltiye daldinimis Ug elektrottan yapilmistir.

Bunlar:

1- Calisma elektrodu

2- Referans elektrot

3- Yardimei elektrot

Bu Gglh sistemlerde, ¢alisma elektrodu olarak tasarimi yapilmakta olan bir
biyosensér kullanilabilir. Bu elekirot, ylzeyinde analitin yUkseltgendigi veya
indirgendigi elektrottur.

ikinci elektrot, potansiyeli deney slresince sabit kalan bir referans elektrottur.
Referans elektrot olarak Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) kullanilabilir.

Uglinct elektrot yani yardimet elektrot ise, helezon seklinde sarilmis bir Pt tel
veya bir civa havuzu seklinde olan ve elektrigin ¢ézelti icinden ¢alisma elektrotuna
aktariimasini saglayan karsit elektrottur. Bu elektrot, calisma elektrotu ile bir gift
olusturan fakat dlglilen potansiyelin blyUkluginun tayininde rol oynamayan bir
elektrottur.

1.2.2.1.Referans Elektrodlar (Karsilagtirma elektrodlan) (23, 26, 86)

Elektrokimyasal uygulamalar sirasinda  potansiyeli dis  ortamdan
etkilenmeyen,sabit kalan ve tamamiyla c¢alisilan ¢ézeltinin bilesimine duyarsiz olan
elektrotlardir.

Bir referans elektrodun sahip olmasi gereken 6zellikler:

1-Kolay hazirlanabilmeli,

2-Potansiyelin sicaklikla degisim katsayisi kigtk olmali,
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3-Belli bir akim araliginda tersinir davranmali, yani icinden kUgUk akimiar
gectiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir elektrot olmal,

4-Potansiyeli zamanla degismemeli,

5-Dogdru ve tekrarlanabilen bir potansiyel degeri hizl bir sekilde okumalidir.

Bu niteliklerin goguna sahip olmayan Standart Hidrojen elektrotunun referans
elektrot olarak kullaniimasi uygulamada gUgluk ¢ikarir. Bu yGzden civa ve gimus gibi
bir metal ile o metalin az ¢dzUnen bir tuzundan yapilmig elektrotlarin referans elektrot
olarak kullaniimasi daha uygundur.

Referans elektrotlarin cesitleri :

* Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg2Cl») ve Hg' dan olusmus bir karisim,
metalik civa ve KCI ¢ézeltisinden olusur. Bu elektrodun yari tepkimesi,
1/2HgCloy +e——— » Hgw + Cl° seklinde yazilip yari tepkime

potansiyel,

RT
E-= E:_’,gzc,2 Mo~ loga,-  seklinde yazilr.

Bu elektrodun potansiyeli, klortr iyonlarinin aktifligine baghdir. Hazirlanisi gok
kolaydir .

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

* Gumus-Gumas Klortr Referans Elektrot. Ag bir telin, elektrolitik yoldan AgCl
ile kaplanarak CI" iyonu igceren bir ¢ézeltiye daldiriimasiyla elde edilen bir elektrottur.
Bu elektrodun yari tepkimesi,

AgClgy +¢8 ———— Agy + CI° seklinde olup yar tepkime

potansiyel,
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E EiaO/Ag F logaO seklinde yazilir.

Doygun KCI c¢oézeltisi kullanildi§i zaman standart hidrojen elektroduna gére
potansiyeli, +0.222 V dur.
* Civa-Civa(1)Sdifat Referans Elektrot:
Bu elektrot, doygun kalomel elekiroda benzemektedir. Potansiyeli, sulfat
iyonlarinin aktifligi ile tayin edilir. Elektrodun yari tepkimesi,
HgoSOs g + 260 ————  2Hg g + SO4? seklinde olup yart

tepkime potansiyeli,

0
E = EngSO4/Hg ~ F 'Ogaso.,-z seklinde yazilir.

1.2.2.2.Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari

Bunlar gesitli sekil ve buytklikte olup, yapiminda kullanilan iletken maizeme
platin ya da altin gibi inert bir metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsi karbon; kalay
oksit ya da indiyum oksit gibi yari-iletken veya bir civa filmi ile kaplanmis bir metal
olabilir. Bu tur elektrotlarin kullanildidi potansiyel arali§i sadece elektrot malzemesine
degil, ayni zamanda bu elektrotlarin daldirildigi ¢ézeltinin bilegimihe bagli olarak da
degisir. Pozitif potansiyel sinirlar1 genellikle molekuler oksijen verecek gekilde, suyun
ylUkseltgenmesi sonunda olusan bUyuk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel
sinirlan yine suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir. Ornegin,
civa elektrotlari, civanin hidrojen asiri geriliminden dolayi, genellikle daha blylk

negatif potansiyellerde kulanilabilir.



Hg

(a) Karbon pastasi Elektrodu {b) Asili civa damla Elektrodu

Sekil-2: (a) Karbon Pastasi Elektrodu; (b) Asili Civa Damla Elekirodu

Calisma elektrotlarinda, kullanilan c¢alisma ortamina gére segilen potansiyel
calisma araliklari; 6rnegin Civa elektrodu icin 1 M H,SO4 ¢aligsma ortaminda, (-0,8 V)
ile (+0,4 V) araligi ve 1 M KCI calisma ortaminda, (-1,6 V) ile (+0,2 V) araligidir.
Karbon elektrodu igin ise, 1 M HCIO4 ortaminda, (+0,2 V) ile (+1,8 V) araligi ile, 0,1 M
KCl! ortaminda (-1,0 V) ile (+1,2 V) araligidir. Karbon pastasi elektrodu, civa elektrodu
ile kiyaslandigi zaman farkli ve daha genis potansiyel araliklarinda galismaya olanak
saglayan ve kisa sUrede ve ¢ok kolaylikla hazirlanabilen ve ayrica civa gibi toksik bir
metale dayali oimayan bir elektrot oldugu bilinmektedir. Buna karsin diger elektrotlara
gbre daha kétu bir tekrarlanabilirligi vardir (1).

Civa elektrotian:

Civa elektrotlariyla kullanilabilecek negatif potansiyel sinirinin ¢ok ylksek
olmasi, kolayca olusturulabilen yeni bir civa damlasi ile taze bir metalik yuzey
olusturulabilmesi ve pekgok metal iyonunun bir civa elektrodunun yltzeyinde
amalgam olusturmak suretiyle tersinir olarak indirgenebilmesini mtmkin kilmasi, civa
elektrotlarinin voltametride ¢alisma elektrodu olarak kullaniima nedenleridir.

Sakincalar ise, civanin kolayca yitkseltgenmesidir; bu 6zelliginden dolayi bu
metalin anot olarak kullaniimasi son derece sinirhidir. Yaklasik +0,4 V'dan daha

yUksek potansiyellerde, Civa (1) olusumu, diger yukseltgenebilir trlerin dalgalarini
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kapatan baylk bir daiga verir. Civa (1) ile kompleks veya ¢ékelek olusturan iyonlar
varsa, bu davranig daha dustk potansiyellerde goérllur. Yéntemin duyarhiigini
yaklasik 10° M'a sinirlayan faradayik olmayan artik akim veya yikleme akimidir.
Daha dustk konsantrasyonlarda artik akim diftizyon akimini agabilir ki bu da diftizyon
akiminin dogru 6lgiminl engeller. Civa toksik bir metal olup, kullanimi son derece
zahmetlidir; 6rnegdin damlayan civa elekirodu, kapillerin tikanmasindan dolayi
calismayabilir.

Civa elektrotlarnnin cesitleri:

1- Disk elektrot

2- Asili civa damla elektrot (ACDE)

3

Damlayan civa elektrot

4- Durgun civa damia elektrot

1.2.2.Voltamogramlar:

Bir civa mikroelektrot Gzerinde bir A tUrGntn P tUrGnGne indirgendigi elektroliz
icin tipik bir dogrusal taramali voltamogram Sekil-3'te gdrulmektedir. Burada
uygulanan potansiyellerin negatif bir isaret almasi igin mikroelektrodun dogrusal
tarama jeneratérintn negatif ucuna baglandigi varsaylllf. Genellikle katodik akimlar
daima pozitif, anodik akimlar ise negatif isaretle gosterilir. Mikroelektrottaki yari-

reaksiyon asagidaki gibi tersinir bir reaksiyondur:

Esitlik 1: A+ ne ——=P E
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+ 100.0 4 Sinir akimi
N

+ 80.01 A+rne =P

=, 60.0
E + 400 -
¥
=X

+20.0 1
0.0
200 Ny
0.0 .02 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0
E uvy, vV

Sekil-3: Bir A tarinin bir P tarG vermek Uzere indirgenmesinde elde edilen
dogrusal taramali voltamogram

Dogrusal taramah voltamogramlar genellikle sigmoidal egriler (S seklinde) verir.
Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artistan sonraki sabit akima smr
akimi, is, denir. CUnkU akim, analizlenecek maddenin kutle aktarim islemiyle elektrot
ylzeyine tasinma hiziyla simirlidir. Sinir akimlari genellikle analizlenecek madde
konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve bu ylzden

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

Akimin sinir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele, yari-dalga potansiyeli
denir ve Eqp ile gésterilir. Yari-daiga potansiyeli, yari-reaksiyonun standart potansiyeli
ile yakindan ilgilidir fakat genellikle ona esit degildir. Yari-dalga potansiyelleri bazen

bir gézeltideki bilesenlerin belirlenmesi igin kullanilir,
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Damlayan civa elektrodu kullanildiinda, hizli bir sekilde tekrarlanabilir sinir
akimlar elde etmek igin; ¢ézelti veya elektrot ayni hizda hareket ettirilmelidir.

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

Elektrot sistemine gerilim uygulandiinda 2 gesit akim olugur.

1- Kapasitif akim

2- Faradayik akim

1-Kapasitif akim (i;) : Bir elektrolit ¢ézeltisine bir elektrodun daldiriimasi ve
negatif ylkle yUklenmesi sonucu cozeltideki pozitif yuklu iyonlar elektroda dogru
cekilir. Béylece ara ylzeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yUklerin ara yiizeyin
iki tarafinda birikmesi ile bu bélgede bir elektriksel ¢ift tabaka olugur. Olusan bu cift
tabaka, bir kapasitér gibi davranir. Bu kapasitéri yiklemek icin ortamda
ylUkseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olusur. Bu akim
reaksiyona bagl degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne
kadar diglk olursa, o kadar dogru olgim yapilir. Kapasitif akim fon akimin
olugmasina neden olan etkenlerden biridir.

2-Faradayik akim (i): Analiz edilecek maddeden vyani reaksiyondan
kaynaklanan akimdir.

i=if+ic oldugundan ic azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10° M ve Ustinde; i < ir dir ve galigilabilir. 104 M da kismen iyi

sonug alinir. 10° M ve Ustinde ; ic >> i oldugu igin calisilamaz.



1.2.4. Elektroliz sirasinda elektrot ylizeyindeki konsantrasyon degisimleri:

Esitlik 1'de verilen elektrot reaksiyonunun, asiri miktarda bir destek elektrolit
iceren bir A ¢ozeltisindeki civa kapli elektrot Gzerinde gergeklestigi varsayiimistir.
Ayrica A'nin baslangi¢ konsantrasyonunun Ca , P'nin civada ¢6zinmedigini kabul
edelim. Elektrodun hemen yanindaki ¢6zelti fiiminde bulunan A ve P
konsantrasyoniari, indirgenme reaksiyonunun, herhangi bir an icin Nernst esitligi ile
hesaplanabilecek sekilde hizli ve tersinir oldugunu varsayarsak; asagidaki bagintida

goéruldagua gibi yazilr.

2 .
0,059 log C{,
n C.

Bu denklemde E..g, mikroelektrot ile referans elektrot arasindaki potansiyeli,

Euyng:_ _Eref

Cr° ve Cal ise, sadece elektrot ylzeyindeki ince ¢ézelti fiiminde bulunan P ve A
konsantrasyonlaridir. Elektrot g¢ok kugUk oldugundan, elektrolizin kisa slUrede
gbzeltinin konsantrasyonunu énemli 6lgiide degistirmedigi de kabul edilir. Sonug
olarak gézeltideki A'nin konsantrasyonu olan Ca elektrolizle 6nemli diglide degismez
ve ¢bzeltideki P'nin konsantrasyonu Cr de pratik olarak sifir alinabilir (Cp =~ 0).

Sekil-4' de gésterildigi gibi, karistirmanin etkisini anlayabilmek igin kuglk
dizlemsel elektrot iceren karistirllan bir ¢ézeltide sivi akisinin dtzenli olmadidi 3 tip
akis vardir:

(1) Turbulent akig: Elektrottan uzak ¢ézelti yigininda gézlenir.

(2) Laminer akig: Ylzeye yaklastiginda bir laminer akisa gegis olur. Laminer
akista sivi tabakalan elektrot ylUzeyine paralel bir yénde birbiri Uzerine
kayarlar.

(3) Nernst difizyon tabakas:: Elektrot ylzeyinden 8§ cm uzakta, laminer akiminin

hizi sivi ile elektrot arasindaki surtlinmeden dolayi sifira yaklasir ve bunun

4 VK OCRETM KURDLY
DOKOMANTASYON MERKEZ)
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sonucunda da elektrot ¢gevresindeki ince, durgun bir ¢ézelti tabakasi olusur.

Genellikle bu ¢dzelti tabakasi, 102 10 cm kalinhiginda olabilir.

Elektrot

Burgun Cozeltinin =—

Nernst Difiizyon [ ™= ™= ™= ™= ™ S 2E & ommomom M om om oE o=
Tabakasi 4+—
3=
Laminar Akig >
Bélgesi > -
h
Tiirbiilent Akig Tahakasi \//{N
(Y1§in Cozelti) < Y\___{/ ot
V. N { ':Tjk‘;

Sekil-4: Hidrodinamik voltametride ¢alisma elektrodu yakinindaki akis tipleri ve
bélgeleri

Analizlenecek madde ve Grlnlerin konsantrasyonlari yalnizca Nerst tabakasi
icinde elektrot yuzeyinden uzakligin bir fonksiyonu olarak degisir. Laminer ve
tarbllent akig bélgelerinde ise konveksiyon, A'nin konsantrasyonunu baslangi¢
degerinde; P'nin konsantrasyonu da oldukga kugUk bir degerde tutar.

Sekil-5 (a)' da, Sekil-3 'de X, Y, Z ile gésterilen U¢ potansiyel degerinde A'nin
konsantrasyonunun uzaklik ile degigirﬁini gosterir. Cozelti iki bélgeye ayrilir. Bu
bolgelerden birisi ¢dzelti yigint olup burada kutle aktarimi karigtirici tarafindan
olusturulan mekanik konveksiyon ile saglanir. Bu bélgede A'nin konsantrasyonu Ca
‘dir. ikinci bolge ise, elektrot yUzeyinin hemen yanindaki & kalinligindaki Nernst
difizyon tabakasidir. Bu difGzyon tabakasi iginde kutle aktarimi, aynen
karistirimayan ¢dzeltilerde oldugu gibi yalnizca diftizyon ile olur. Bununla beraber

karistiriian bir ¢oézeltide bile diftizyon dar bir sivi tabakasinda gértlar, ve diflzyon



karistirimayan ¢ézeltilerde oldugu gibi yainizca difuzyon ile olur. Bununla beraber
karistirilan bir gézeltide bile diflzyon dar bir sivi tabakasinda gérullr, ve difizyon

tamamina yayiimaz; bunun sonucu olarak, bir potansiyelin uygulanmasindan kisa bir
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stre sonra kararli, difuzyon kontrolli akimlar olusur.

Sekil-5 (b) de X, Y, ve Z potansiyellerdeki P'nin konsantrasyon degisimieri

verilmistir. Nernst

difuzyon bélgesinde P’nin konsantrasyonu elektrot ylzeyinden

olan uzaklik ile dogrusal olarak azalir ve § uzakliginda sifira yaklasir.

Konsantrasyon(P),mMm

Konsantrasyon(A)Mm

(b)

Sekil-5: A'nin karistirilan bir ¢ézeltisinde, A + ne’—%» P elektrolizi sirasinda bir

Durgun gdzet Karigirian gizeft
Mernst
4 dittzyon 3| - Konveksiyon ——p»
tabakast
o=
-2 -3
~10 -10 ecm

[

0 Elektrottan uzakiik {x}, cm
F
4+— & '
4—— Difizyon ————p | 4—— Konveksiyon ——p»
COP =Cap
\\
\
\\
N Z
\
5
C%h=Cat2¢q
\\ AN
N Y\
h N \\\
\\ N . \
N ~ N
N
\\x \\ S
\\ \\ ~
~ o AR N
0 [— I :-\_—_=— ___________
aQ
0 Elektrottan uzaklik {x), cm

elektrot/cézelti ara yuzeyinde konsantrasyon degisimleri.

Ca

Uygulanan gerilim Cg 'min
eletrottan olan uzakligina
bagit olarak degisir.

Urtinin elektrottan olan
uzaklifina bagl olarak
konsantrasyonun dederi
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1.2.5.Voltametrik Akimlar:

Bu elektrolizin herhangi bir noktasindaki akim, A' nin konveksiyonlu Nernst
difiizyon tabakasinin kenarina kitle taginma hizi ve A'nin difiizyon tabakasinin dis
kenarindan elektrot ylizeyine tasinma hizi tarafindan kontrol edilir.

incelenen elektroliz deneyindeki akim, A'nin elektrot ylzeyine ne kadar hlzil
tasindiginin kantitatif bir élgistdir ve bu hiz 8Ca / dX ile verilir. Burada X, cm
cinsinden elektrottan olan uzaklig! géstermektedir. Diizlemsel bir elektrot igin, akimin

i =nFDa (0Ca / 8X)
seklinde bir ifade ile verilecedi gdsterilebilir. Burada:

| = Amper cinsinden akimi,

N= Analitin molQ basina elektronlarin mol sayisini,

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

A =cm? cinsinden elektrot ylzey alanini,

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

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

Olugan diftizyon akimin zamana karst fonksiyonu COTTRELL denklemini

verir.

nFACD '?

172 172
{
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1.2.6. Taramal voltametride kati elektrot kullanilarak elde edilen anodik

veya katodik pikin maksimum akim degerinin hesaplanmasi: (3,23)

Taramali voltametride elde edilen pikin maksimum akim degeri, i,, Randles-
Sevcik esitlidi ile verilir. Tersinir bir elektrokimyasal tepkime igin bu esitlik verilmistir:

Ip= (2,69 x 10°) n¥2 AD"?y""2C

ip = Anodik veya katodik pik akimi (A)

n = Transfer edilen elektron sayisi

A = Elektrot ylzey alani (cm?)

D = Elektroaktif turlerin diftizyon katsayisi (cm?/sn)

v =Tarama hizi (V/sn)

C = Elektroaktif tarlerin konsantrasyonu (mol/cm?)

Sabit bir tarama hizi uygulandidinda, i, dederi maddenin derisimi ile dogru
orantilidir ve bundan yararlanilarak nicel analiz yapuabilir. Tarama hizinin arttiriimasi
ile faradayik akim tarama hizinin karekoku ile artarken, yikleme akimi tarama hizi ile
orantil olarak artar. Bu nedenle, tarama hizinin arttinimasiyla daha ylksek

duyarhligin elde edilmesi séz konusu degildir.

1.2.7. Polarografi : (2, 23)

Dogrusal taramalt voltametri, ilk bulunan ve kullanilan voltametri tipidir ve
hidrodinamik voltametriden iki yénden farklidir. Bunlardan birincisi konveksiyonun
6nlenmis olmasi, ikincisi ise elektrot olarak damlayan civa elektrodunun
kullaniimasidir. Konveksiyondan kag¢mniimasinin sonucu olarak, polaragrafik sinir
akimlari sadece diflizyonla kontrol edilir. Konveksiyon olmadidi igin, polarografik sinir

akimlart hidrodinamik sinir akimlarindan genellikle 10-100 kat daha kugUktar.
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Damlayan civa elektrodu i¢eren bir hticredeki aklm, damlama hizina bagh bir
siklik ile periyodik inis ¢ikiglar gésterir. Damla kapillerden kopunca akim sifira duger.
Daha sonra yeni bir damianin yUzey alani buaytuduke¢e akim hizli bir artig gésterir.
Damla siresi t'nin tekrarlanabilir olmasi kaydiyla, ortalama akim (veya maksimum
akim) kolayhkla tayin edilebilir.

Eger sistemde, -1 V civarinda bir akimda keskin artig gézleniyorsa; bunun
sebebi, hidrojen iyonlarinin hidrojene indirgenmesidir.

Sadece destek elektrolitle ilgili polarogramin incelenmesi, analizienecek madde
yokken bile hlcrede artik akim adi verilen kigtk bir akimin mevcut oldugunu gésterir.

Akimin blyUGkiagi analizlenecek maddenin elektrot ylizeyine taginma hizi ile
sinirli oldugu zaman, sinir akimlari gézlenir. Kutle aktarim sekli difizyon oldugu igin
polarografik sinir akimlarina genellikle difizyon akimlari denir ve iq ile gdsterilir. Bu,
difizyon akimi ile artik akimlar arasindaki farktir. Difuzyon akimi analizienecek

madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

1.2.8. Damlayan elektrotlardaki difliizyon akimi: (23)
Damlayan civa elektrodu icin maksimum sinir akimi, iy , ILKOVIC esitligi ile
hesaplanir.
(ia) o = 607 D2 m?3 {8 C
Burada,
(ia) ot = Mikroamper olarak ortalama akim,
t = Damla 6mra (sn),
m = mg /s olarak kapilerden civanin akis hizi,
D = cm? /s olarak analizlenecek maddenin diflizyon katsayisi,

C = Litrede milimol olarak analizlenecek madde konsantrasyonudur (mM).
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Artik akimlann olusma sebepleri:

1-Safsizliklarin indirgenmesi ve bu safsizliklarin iginde az miktarda ¢ézinmus
oksijen, damitik sudan gelen agir metal iyonlari ve destek elektrolit olarak kullanilan
tuzdaki safsizliklar sayilabilir.

2- Civa damlaciklarinin ¢ézeltiye gére yUkli olmasina sebep olan elektronlarin
akigsindan kaynaklanan ylkleme akimidir. Bu akim negatif veya pozitif olabilir.
Yaklasik -0,4 V dan daha negatif olan potansiyellerde, DC kaynagindan gelen asiri
miktardaki elektronlar, herbir damiacigin ylzeyini negatif ylkle yUkler.

a) Uygulanan potansiyel eger yaklé§|k -0,4 V'dan daha pozitif ise, civa ¢dzeltiye
gére daha pozitif olarak yuklenir bdylece her damla olusurken elektronlar ylzeyden
civa yiginina itilir ve negatif bir akim olusur.

b) Yaklasik -0,4 V civarinda ise, civa ylzeyi yukstz olup yukleme akimi sifir
olur. Bu ylkleme akimi bir bakima faradayik oclmayan bir akim tipidir, ¢inkl yuk,
elektrot / ¢dzelti ara ylzeyi boyunca tasinirken, bir ylkseltgenme / indirgenme
islemine sebep olmaz.

Dolayisiyla polarografik yéntemin dogrulugu ve duyarhh@r faradayik olmayan
artik akimin blyukligune baglidir ve dogruluk artik akimin etkisini gidermek icin

yapilan bir diizeltme ile tayin edilebilir.

1.2.9. Polarogramlara pH’nin etkisi: (2)
Organik maddelerle ilgili elektrot reaksiyonlarinin gogu ve hidrojen iyonlar ile

ilgili birkag inorganik elektrot reaksiyonu asagidaki gibi gdsterilir;

R+nH + ne — RH,

-~

Burada R ve RH, analitin yikseltgenmis ve indirgenmis sekilleridir. Bu ylzden, bu tip
bilesiklerin yari-dalga potansiyelleri énemli diglide pH' ya baglidir; pH'nin degisimi

reaksiyon Urtndntn degigsmesine bile sebep olabilir.
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Cozelti iyi tamponlanmamis ise, hidrojen iyonlari olusturan veya harcayan bir
elektrot reaksiyonunun, elektrot ylzeyindeki ¢ézeltinin pH' sini ¢oguniukla blyuk
oranda degistirebilecegini vurgulamak gerekir. Bu degisimler, reaksiyonun
indirgenme potansiyelini etkiler ve yayvan kétu egrilerinin elde edilmesine sebep olur.
Ayrica, elektrot reaksiyonunun pH tarafindan degistirildigi durumlarda,
difizyon akimi / konsantrasyon iligkisinde dogrusalliktan sapma gézienir. Dolayisiyla
organik polarografide tekrarlanabilir yari-dalga potansiyelleri ve difUzyon akimiari

elde etmek igin iyi bir tamponlama yapmak genellikle gok énemiidir.

1.2.10. VOLTAMETRIK YONTEMLER:

1.2.10.1. Diferansiyel Puls Polarografisi:

Civa damlasina 10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls uygulanir. Damla ile puls
arasinda uyum saglamak amaCIyla, damla belli bir anda mekanik olarak disralr.
Uygulanan pulsun belli bir zaman éncesi ve sonrasinda, puls basina elde edilen
akimdaki fark (Ai), dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir.
Elde edilen diferansiyel egri pik seklinde olup, ytksekligi konsantrasyonia dogru
orantilidir. Tersinir bir reaksiyonda pik potansiyeli, yari-reaksiyonun standart

potansiyeline yaklasik olarak esittir.

A

- —p50 ms 44—
. | i

.2-_ 50 mv

m -

% S a

-

'e]

Q. ¥, | Damiama!

Z8man
ZAMAN E >

(a) (b) )

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

puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram.
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Ustiinliikleri:

1-Yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkli olan maddeler igin bile pik
maksimumlari elde edilmesidir. Klasik polarografiye gére, dalgalarda iyi bir ¢6zim
elde edilir.

2-Duyarli bir yéntemdir. Genellikle diferansiyel puls polarografisinin tayin siniri
klasik polarografinin sinirlarindan 100-1000 kat daha dustk olup 107-10% M
arasindadir.

Duyarlihginin ylksek olmasi, birinci olarak faradayik akimin artmasina, ikinci
olarak ise faradayik olmayan yUkleme akiminin azalmasina baglanabilir. Ornedin
potansiyel aniden 50 mV arttirldidinda, elektrodu gevreleyen ylzey tabakasinda
gérulen olaylara bakarsak, bu tabakada eger elektroaktif bir tar varsa, analit
konsantrasyonunu yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye dustrecek bir akim
artist goézlenir. Ancak bu potansiyel icin gerekli olan denge konsantrasyonuna
erigilince, akim diftizyonu karsilayacak bir seviyeye duser ki buna difiizyon kontrollii
akim denir. Klasik polarografide baslangigtaki bu akim gézlenmez, ¢unklu élgimin
yapildigi stre, bu anlik akimin sUresinden buaylktar. Puls polarografisinde akim
6lgamu, bu akim artigi tamamen sona ermeden dnce yapilir. Toplam akim, difiizyon
akimindan birka¢ kat daha blyUtktur. Damla duslnce, ¢bzelti yeniden analizienecek
madde yéninden homojen hale gelmektedir.

Elektroda potansiyel pulsu ilk uygulandidi zaman damla Gzerindeki yUk arttidi
icin faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve
yuzey alaninin ¢ok az degistigi damla émrunin sonuna dogru sifira yaklasir.
Dolayisiyla akimt bu anda &lgcmek suretiyle faradayik olmayan artik akim buly(k

oranda azaltilir ve sinyal / gurGltt orant artar. Bunun sonucunda duyarlilik da artar.
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1.2.10.2. Déniigiimlii Voltametri:

DénlUsumla voltametride, potansiyelin fonksiyonu olarak akim &lgtitr. Belirli bir
aralkta strekli dedisen potansiyel degerlerine karsi akimda olan degisim grafige
gegirilerek elde edilen voltamograma Dédniigimli Voltamogram denir. Bu
voltamogramlarda pozitif potansiyel uygulanarak yUrGttlen oksidasyon islemlerinde

olusan oksidatif akim negatif isaretle verilir.

e

(a) (b)

Sekil-7: (a) DénGsUimlU voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana

karsi grafigi ; (b) Dénlstmil voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Durgun sistemde caligilir. Ugli elektrot sistemi kullanilir. Hizi difizyon tayin
eder. Potansiyel bir maksimuma kadar artip baslangi¢ degerine yine dogrusal olarak
geri déner. Dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en ktguk oldugu bdéigede galisilir.

Duyarlilik 10° M ile sinirhdir.
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DéntsumlG  voltametri, miktar tayinine dayal bir yéntem degildir ama
analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasil davrandigi hakkinda bilgi verir.
Elde edilen bilgiler dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum cevabi
verebilecegini gdsterir. Béylece miktar tayini yénteminin oturtulmasi daha kolaylagsmis
olur. DénGsimIG voltamogramlarin sekli ve yapisinda secilen potansiyel arahdinin
yanisira, segilen tarama hizinin, kag¢ defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.

Bir déntsimlU voltamogramdaki indirgenme ve ylUkseltgenme arasindaki gerilim
farki AE; ile ifade edilir.

AE =y
AE, bu degere ne kadar yakin ise, reversible (dénisimil); ne kadar uzaksa

irreversible (dénlsimsuz) olarak adlandirilir.

1.2.10.3. Kare Dalga Polarografisi ve Voltametrisi:

Kare-dalga polarografisi son derece hizli ve duyarli olma tstinligl olan bir puls
polarografi teknigidir. Damlayan civa elektrodu ile tarama, bir damla émrinin son
birka¢ saniyesi iginde ylkleme akimi hemen hemen sabitken gergeklestirilir. Kare-

dalga voltametrisi asili civa damla elektrodu ile kullaniimaktadir.
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POTANSIYEL

(a)

POTANSIYEL

(b)

POTANSIYEL

T Az (-t
1 2

© ZAMAN

Sekil-8: 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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oo 3 se

Sekil-8’'de de géruldugu gibi bir kare-dalga voltametresinde uyarma sinyalinin
olusumunda elde dilen akim farki, Ai; 1 potansiyelindeki akimdan, 2 potansiyelindeki
akim degerinin ¢ikariimasi ile bulunur. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir
pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda olusan Grinin geri tarama sirasinda
yikseltgenmesini saglamaya yetecek kadar bayuktar. ileri puls bir katodik akimini (i)
geri puls da bir anodik akimini (i) olusturur. Genellikle voltamogramlar elde etmek
icin bu akimlarin farki Ai grafie gegirilir. Bu fark konsantrasyonla dogru orantilidir;
pik potansiyeli de polarografik yari-dalga potansiyeline kargilik gelir.

Kare dalga voltametrisi, son derece hizli ve duyarli olma Gstunlaga olan bir puls
voltametri teknigidir. Voltamogramin tamami 10 ms'den daha az surede elde edilir.
Olcum son derece hizl yapildigindan, birkag voltametrik taramanin sinyal ortalamasi
alinarak analizin kesinligini arttirmak mimkindar. Kare dalga voltametrisinin tayin
sinirlart 107 ile 10 M arasindadrr.

Puls Polarografisinin Uygulamalan: (2)

Gegmiste dogrusal taramali polarografi, biyolojik ve biyokimyasal énemi olan
bircok madde de dahil olmak Gzere ¢ok sayida inorganik ve organik tartn kantitatif
tayininde kullaniliyordu. GUnumiizde ytksek duyarliligi, kolayligi ve segicilijinden
dolayi, puls yontemleri, klasik yéntemin hemen hemen tamamen yerini almistir.
Kantitatif uygulamalarda, genellikle pik ytksekliklerinin analizienecek madde
konsantrasyonuna karsi grafije gegcirildigi kalibrasyon egrileri kullanilir. Bazi
durumlarda kalibrasyon egrileri yerine standart katma ydntemleri kullaniimaktadir.

Inorganik Uygulamalar:

Polarografik yoéntem, inorganik maddelerin analizinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ornegin birgok metal katyonu, damlayan elektrotta indirgenir. Bu
katyonlarin basarihi bir gekilde polarografik tayini, ¢ogunlukia kullanilan destek

elektrolitine baglidir. Bu segimi kolaylastirmak igin, bu elektrolitlerin  yari-dalga

BE WK™ LTI BURG
DOKIMANTASYON MERMKEZ,
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potansiyellerini gésteren tablolardan yararlanilir. Ornegin, destek elektrolit olarak KCI
kullaniimasi durumunda demir (lil) ve bakir (1) iyonlari igin elde edilen daigalar birbiri
Uzerine bozucu etki yapar; ancak florir ortaminda, demir (llI)’Un yari-daiga
potansiyeli -0,5 V degisirken, bakir (I} ‘in yari-dalga potansiyeli bir voltun ytzde
birkagi kadar degisir. Dolayis ile ortamda florlr iyonu oldugunda bu metal iyonlari
icin birbirinden iyi bir sekilde ayrilmis iki dalgali bir polarogram elde edilir.

Organik uygulamalar:

Genellikle organik maddelerin elektrottaki reaksiyonlari inorganik tlrlerinkinden
daha yavas ve daha karmasiktir. Buna bagh olarak verilerin teorik yorumlamalari gok
daha zordur. Buna ragmen, organik polarografi yapi tayininde, karisimlarin kantitatif
analizinde ve bazen de organik maddelerin kalitatif belirlenmesinde yararlidir.

1.2.10.4. Siyirma Yoéntemleri:

Siyirma yéntemlerinde, analizlenecek madde genellikle karistirilan bir ¢ézeltide
6nce bir mikroelektrot Gzerinde biriktirilir. Belli bir stre sonra elektroliz ve karistirma
olay! durdurulur ve birikmis analizlenecek madde analizi igin uygun olan voltametrik
yéntem ile tayin edilir. Analizin bu ikinci basamaginda, analizlenecek madde
mikroelektrot ylUzeyinde ¢ozUlir ve siyrilir; bu ylzden bunlara siyirma yéntemleri
adi verilir.

Anodik siyirma yéntemlerinde, elektrot biriktirme basamagi sirasinda bir katot
olarak, analizlenecek maddenin ilk haline yUkseltgendigi siyirma basamaginda ise,
anot olarak davranir.

Katodik slyirma yonteminde elektrot, biriktirme sirasinda bir anot, siyirma
sirasinda da bir katot olarak davranir. Biriktirme basamaginda, analizlenecek madde
elektrokimyasal olarak bir énderistirme islemine ugrar; yani elektrot ylzeyindeki
analizlenecek madde konsantrasyonu yigin ¢ézeltideki konsantrasyondan ¢ok daha

buyuktir,
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Siyirma yéntemleri, eser element tayininde énemili yer tutar, ¢inkl elektrolizdeki
6nderigtirme basamagi sayesinde eser miktardaki bir analizlenecek madde basarili
bir seklide tayin edilebilir. Boylelikle bu basit ve hizli yéntemlerle 10° —10° M
araliginda ¢ézeltilerin analizi yapilabilir.

Elektrokimya’'nin bir uygulama alani olan Biyosensdrler hakkinda bilgi verecek

olursak;

1.3. BIlYOSENSOR

Biyosensdrler, iki ana bélimden olusmuslardir. Bunlar: 1) Biyokimyasal kisim
2) Elektrokimyasal kisimdir. Biyosensérlerin tasariminda bu iki kisim igice gegecek
sekilde tasarlanmistir. Bu sekilde olusturulan cihaza BlYOSENSOR adi verilmistir.
Biyokimyasal kismin gérevi analizlenecek maddeyle etkileserek bir sekonder madde
(=biyokimyasal Grtn) olusturmaktadir. Biyosensérun ikinci kismi olan elektrokimyasal
kismin gérevi ise ortamda olusturulmus olan sekonder maddeden okunabilir bir

sayisal deger ( = elektrokimyasal sinyal) olusturmaktir ( 17).

Substrat

N\
/

Biyolojik Madde Cevirim Sistemi

GOZLENEBILEN

SINYAL

Sema-1: Biyosensérun sematize edilmesi.
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1.3.1. ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken &zellikler: (32)

1- Segicilik

2- Uzun kullanim émr{

3- Minimum kalibrasyon ihtiyaci

4- Ornekten érnede tekrarlanabilirlik
5- Gunden gune stabilite

6- YUksek duyarlilik

7- Yeterli dizeyde tayin siniri

8- Genis 6lcim araligt

9- Hizh yanit zamani

10- Hizli geriye dénme zamani

11- Basitlik ve ucuzluk

12- Kagultalebilir ve sterilize edilebilirlik

Bu ézellikleri kisaca agiklayacak olursak,

Segicilik: En énemli parametrelerden birisi olan segicilik 6zelligidir. Eger yeterli
segicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek islemler eklenmesi gerekir. Ya
da zayif segicilik nedeniyle ayni anda él¢lilen girisimlerin giderilmesi gerekmektedir.

Kullanim Omrii: Biyolojik ceviricinin aktivitesindeki azalma kullanim &mrin
kisitlayan en énemli faktérdlr. Bu, ayrica biyosensérin kalibrasyon sikhidi, stabilite,
tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: ideal bir biyosensérin hi¢ kalibrasyona gerek
duymamas! ya da en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat teorikte planianan
bu 6zellik, pratikte gunimuzde gercgeklestiriiememistir. Biyosensérlerin kullanim
émurleri boyunca sikga ya da belirli araliklarla kalibre edilerek duyarhliklarindan bir

sey kaybedip kaybetmedikleri arastinimalidir.
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Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensér igin, elektrodun ayni konsantrasyonda
ya da ayni ézelliklere sahip birden fazla érneklere daldiriimasiyla yapilan deneylerde
ayni sonuglarin okunmasi istenir. Ama pratikte bu pek mimkin degildir. O ytzden
biyosensérlerle yapilan ¢alismalarda tekrarlanabilirik parametresi mutlaka
incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, o biyosensériin uygulamalarinin
o denli iyi oldugundan bahsedilebilir. Elektrottan elektroda olan tekrarlanabilirlik
parametresini saglayabiimek ise, her elektrodun ayri ayn kalibre edilmesi
gerektiginden daha da zordur.

Stabilite: Elektrot stabilitesinin yiksek oldugu durumiar tanim olarak ideal
biyosensérler icin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin  fiziksel
dayanikhligindan etkilendigi gibi; pH, 1st, nem, ortam O, konsantrasyonu gibi
parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarlihk: Immobilize edilmis biyolojik materyale dayali biyosensérin
yalniz belirli maddelere karsi duyarli olmasi tanim olarak ideal biyosensérlerin
Ozelliklerindendir.

Yeterli Diizeyde Tayin Siniri: Tasarlanan bir biyosensérun ideal tanimina
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Hizlh Geriye Donme Zamani: Geriye dénme zamani, 6rnegin amperometrik
¢alismalarda, ilk érnekten ne kadar sire sonra ikinci érnegin Slgulebilecegini belirler.
Genellikle hizli cevap zamani hizli geriye dénme zamanina tekabll eder. Yani ilk
oérnegdin enjeksiyonundan sonra sabit akim degerleri kisa sUrede gdzlenebiliyorsa
ikinci 6rnekte ayni stre sonra enjekte edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Kullanimi, tasarimi basit ve ucuz biyosensérier
tasarlamak yapiminda her zaman hedef alinmis bir distncedir. Bu nedenle ilk
biyosensér érneklerinin karmasik ve de pahali olan yapilari daha sonralan ara
basamaklar ortadan kaldinlarak basitlestirimis ve mUmkin oldugunca da
ucuzlastirimistir.

Kigdiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Biyosensér elektrotlarinin sterilize
edilebilmesi ve boyutlarinin kigultGimesi  énemlidir. Bununla birlikte biyosensér
yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en

6nemli parametredir.

1.3.2. Biyosensor Cegitleri:

Tasarlanabilecek biyosensdr gesitleri su sekilde siniflandirilabilir :

CEVIRICI OLCUM PRENSIBi ve OLCULEN
OZELLIK

Elektrokimyasal Voltametri, Potansiyometri, Amperometri
e Alan etkili (ISFET, chem FET)

Elektriksel Yuzey etkinligi (MOS), Elektrolit iletkenligi

Optik Fluoresans, Absorpsiyon, Yansima,
Luminesans, Kirilma indeksi

Manyetik Paramanyetizm

Kutleye duyarl Piezoelektrik  kristallerinin  rezonans
frekans), YlUzey akustik dalgalari

Termal Reaksiyon 1sis1, Adsorpsiyon isisi
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1.4. Niikleik Asitlerin Yapisi: (21,98)

NUkleotit monomerlerinin bir polimeri olan nikleik asitlerin primer yapisi, belirli
tur ve sayidaki nukleotidin belirli bir dizilis sirasina gére 3'-5' fosfodiester bagdlari ile
birbirlerine baglanarak polintkleotid zinciri olusturmalari sonucu meydana
gelmektedir. NuOkleotitler arasindaki fosfodiester baglari, kimyasal olarak veya
deoksiribontkleaz ve ribonlkleaz gibi nlkleazlarin etkisiyle hidrolitik olarak
koparilabilmektedir.  Zincir igi nUkleotid baglarini  pargalayan nikleazlara
endoniikleaz, iki ugtan pargalayalanlara ise ekzoniikleaz adi verilmektedir.

DNA (Deoksiribontkleik asit) molekuilerine ait X-isinlari difraksiyon verileri ve
Chargaff tarafindan DNA molekiilinde adenin (A) ve timin miktarlari ile guanin (G) ve
sitozin (C) miktarlarinin esit oldugunun belirlenmesi, 1950 yillarinda Watson, Crick
ve Wilkins tarafindan DNA yapisi igin ¢ift zincirli heliks seklinde sekonder yapi
modelinin énerilmesine yol agmistir. Transfer RNA yapisinda da hidrojen baglar ile

sabit tutulan bir sekonder yapi gézlemlenmektedir.

1.4.1. DNA yapisi

Cift zincirli sarmal molekultndn iki zinciri, pGrin ve pirimidin bazlari arasinda yer
alan hidrojen baglari tarafindan bir arada tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar
sarmal i¢ kisminda, fosfat ve seker omurgasi ise dis kisminda yer aldidi i¢in sarmalin
ic kismt hidrofobik, dig kismi ise hidrofilik ézelliktedir. Ptrin ve pirimidin nakleotidleri
arasindaki eslesmeler A karsisinda T, G karsisinda C bulundugu i¢in son derece
~ spesifiktir. Bu nedenle cift zincirli heliks DNA yapisinda yer alan bir polintkleotid
zinciri daima ikinci zincirin tamamlayicisi oldugu i¢in bir zincirdeki baz dizisi
verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi hesaplanabilmektedir. DNA isitildidinda, heliks
yapisinin yarisinin bozuldugu sicaklik, erime sicakhigi (Tm) olarak tanimlanmaktadir.
Denatlrasyon adi verilen DNA heliks yapisinin bozulmasi, 260 nm dalga boyunda

absorpsiyon 6lgulerek goézlemlenebilmektedir. G ve C arasinda U¢ hidrojen bagi
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(G=C) bulundugundan yuksek konsantrasyonda G ve C tasiyan DNA, iki hidrojen
bag! tagiyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapisina gére daha yiksek sicaklikia
denature olmaktadir. Uygun sartlar altinda ¢ift zincirli DNA tekrar olusabilir, bu iglem

renatlrasyon olarak isimlendirilir.

Seker- Fosfat Omurgas:

Baz

Hidrojen Baglan

Sekil-9: DNA cift sarmal yapisi

Bir eksen etrafinda dénen ¢ift sarmal geklindeki molekulan bir zinciri 5' % 3'
yénlne dogru, dideri ise 3-» 5' yénune dogdru oldudu icin ters yénde paraleldir.
Heliks icinde, iki zincirin arasinda uzaysal iligki, blylk oluk (majér) ve kiglik oluk
(mindr) olusturmaktadir. DNA, nukleotid dizisine ve cevresel degisiklere dayali olarak
cesitli yapisal degisikliklere uyum gésterebilen polimorfik bir makromolekaidar. Cift
sarmal DNA (dsDNA), iki zincirden meydana gelmektedir. Bu zincirlerin her biri ¢ift
sarmalin dig ylzeyinde bulunmakta ve kovalent devamiili§i sadlayan fosfodiester
kdprulerinin bulundugu fosfat ve pentoz gruplarindan olusmustur. Cift sarmalin iki
zinciri, purin ve pirimidin bazilannin arasindaki hidrojen baglari ile bir arada

bulunmaktadir.
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Watson ve Crick tarafindan o6ne strllen ilk DNA yapisi, B-formu olarak
bilinmektedir. Saga dogru yénelmis, her déniste 10 nikleotidi bulunan ve klclk
oluga mikemmel yerlegen bagl su ile stabilize olabilen yapiya sahiptir. Daha sonra
DNA’nin dehidrate edildigi zaman, fosfat gruplan arasinda ¢ogalan elektrostatik
etkilesim sayesinde bir yapisal degisiklige ugradidi gézlenmistir. Bu yapiya A-DNA
ad verilmigtir. Bu yapi da saga dogru ydneliktir ve her déntstinde 11 nukleotid
bulunmaktadir. Pentoz gruplarinin yapilanmasi, ¢ift sarmalin ¢gapini genigletmekte ve

boyunu kisaltmaktadir (70).

1.3.1. Peptik Niikleik Asitler (PNA):

PNA, nétral N-(2-aminoetil)-glisin'e dayali psédopeptid omurgas: iceren bir DNA
analogudur ve daha kisa problar kullanilarak DNA ile sadece tamamen birbirlerinin
tamamliayicisi olduklari zaman, ¢cok daha segimli hibritlesebilmekte, yliksek sicaklikta

stabil olan ve dustk iyonik kuvvette olusabilen hibritler meydana getirebilmektedir.

Tekrarlayan kisim
1B—_0 1YY owa
'B 0 .
o Y ANV
B N NH
NH M N~ “(r)r;‘ °
/7 v I .i
T 'b o
[}
10
N o~ DNa
B o | O\I/q I
0 LA P
/I I t
/0 Pl ]
| I S -
0 (B=Baz)

Sekil-10: PNA ve DNA'nin yapisal olarak kiyaslamali olarak gésteriimesi.
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1.4.3. DNA ile ilgili sikga kullanilan bazi terimlerin tanimlamalan:

* interkalasyon: Molekuler yapisinda diiziemsel bir halka sistemi bulunan bazi
maddelerin, DNA baz ciftleri arasina yerleserek, gugclu bir sekilde baglanmas: olayidir
(6, 27). Bu etkilesimin dénisumli veya doénlsiimsiz olmasi, maddenin yapisina
bagiidir (124). interkalasyon, DNA sentezini ve DNA' ya bagimli RNA sentezini
bozarak DNA' da zincir kirimasina yol acgar. interkale olabilen ilaglarin etki
mekanizmalari bu olaya dayanmaktadir.

Sekil-11’ de interkalasyon olayi gértimektedir.

Sekil-11: interkalasyon’un farkl agilardan gésterimi.
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* DNA baz dizilerinin yaziliminin tanimlanmasi (21)

Baz cifti: Birbirinin kargihg: olan iki baz ¢iftini ifade eder ve gésterilirken nokta
ile ayrilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ciftleri gibi.

Oligoniikleotid: Birden fazla bazin yan yana gelmesiyle olusur.

a) Diniikleotidler; 1ki bazin yanyana gelmesiyle olugur. Ornegin; A-T veya AT

seklinde gosterilir.

b) Trinukleotidler; Ug bazin yanyana gelmesiyle olusur. Ornedin, G-A-T veya
GAT seklinde gésterilir.

Tekrarlayan oligoniikleotidler: Polimer igindeki tekrarlayan oligontiklectidler,
tekrarlayan X bazi veya bazlarla, poly (X) seklinde gésterilir. Ornegin, monontkleotid
gosteriligine poly (A), dindkleotid'e poly (AT) (veya poly (dA-dT) seklinde de
gdsterilebilir), trintkleotid'e poly (GAT) ornek verilebilir.

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

Ornegin monontkleotid gésterilisine, poly(A).poly(T) (veya poly(dA).poly(dT)
seklinde gosterilebilir), dindkleotid'e poly(AT).poly(AT), trintkleotid'e
poly (GAT).poly (ATC) érnek verilebilir.

DNA hibridizasyonu: Nokleik asit hibridizasyonu, baz ciftlerinin  6zel
hibridizasyon kosullarina bagh olarak kararli bir dupleks molekulti olusturmasidir.

Prob : Baz siralamasi belli olan oligontkleotid.

Hedef dizi (Target) : Prob'un dizisinin kargiligini igeren oligontkleotid.

Yanlig eglesen dizi (Mismatch) : Bir baz! veya birden fazla bazi hedef diziden
farkli olan ve dolayisiyla yanls eslesen oligonUkleotid.

Rastgele dizi (Non complementary) : Hedef diziden farkli bir dizi iceren

oligonUkieotid.
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1.4.4. Nikleik asit hibridizasyonu:

Nukleik asit hibridizasyonu, baz ciftlerinin ézel hibridizasyon kosullarina bagli

olarak kararl bir dupleks molekult olugturmasidir (5).

(al s
3 i
Sicakhk ile GACT 3
denatiirasyon Sojutma ile

RNA dizisi DNA dizisi

Sekil-12: Nukleik asit hibridizasyonu
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1.4.5.Niikleik asit hibridizasyonlarinin kinetigini etkileyen faktorler: (5)

Sicaklik : DNA dubleksinin hibrit olusturma hizi genelde erime sicakhiginin
25°C altindadir ve bu sicaklik hibridizasyon i¢in optimum sicaklik olarak nitelendirilir.
Optimum sicaklikta DNA dubleksinin olugsumunu etkileyen bir diger faktér ise tuz
konsantrasyonudur. Ornedin, optimum sicakliktaki lambda DNA'nin hibrit olusturma
hizi, Mg?* iyonlar varliginda iki kat azalmistir.

Tuz konsantrasyonu : Hibridizasyon hizi, 1.2 M'a kadar artan NaCl
konsantrasyonu ile artmaktadir. Bu konsantrasyon, standart tuz konsantrasyonu olan
0.18 M' In yaklasik yedi katidir.

DNA dizi uzunlugu : Prob dizinin uzunlugu, hedef diziden kisa oldugu zaman,
baglanma hizi hedef dizinin uzunluguna bagl olarak artmaktadir. Hedef dizinin, prob
dizisinden kisa oldugu zamanlarda ise, baglanma hizinda belirgin bir dusus
gézlenmektedir.

Standard kosullar altinda (~ 0.18 M NaCl), RNA - DNA hibritlerinin olusma hizt,
DNA -DNA hibritlerinin olusma hiziyla aynidir. Ancak tuz derisimi arttinldigs zaman,
RNA - DNA baglanma hizi, DNA - DNA baglanma hizi kadar artmamaktadir. Bu
durum, RNA'nin yapisi igindeki molekullerin kendi aralarindaki etkilesimle meydana
gelen ikincil yapilarin, yuksek tuz derisiminde hareketsizlestiriimeleriyle
aciklanmaktadir.

Niikleik asitlerin yapisi : Hibridizasyon olayinda baglanma hizi, DNA yapisinin
kompleksligi ve baglanan dizilerin uzunlugu ile ters orantilidir.

Baz Kompozisyonu : Toplam GC ylzdesinin varligl hibridizasyon hizini
etkilemektedir. GC baz c¢iftlerinin, 1siya karsi dayaniklihg@r AT baz ciftlerinden daha
bUyUktar. Bu ylGzden, dizilerde GC ylzdesinin artmasi sonucu, baglanma hizi

artmaktadir.
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Formamit : Hibridizasyon tepkimelerinde, % 30 - % 50 araliginda formamit
kullanimi, baglanma hizini etkilememektedir. Omegin, % 20 oraninda formamit
kullanimi, kati faz membran hibridizasyonlarinda 1 / 3 oraninda azaltmaktadir. Ayni
zamanda, % 80 oraninda formamit kullanimi sulu fazdaki DNA - DNA hibridizasyonu
hizinda 3 kat azalmaya sebep oldugu gériimastdr.

Dekstran siilfat : Hibridizasyon tepkimelerinde, dekstran siifat gibi bir inert
polimer kullanimi, tepkime hizini yaklagik on kat arttrmaktadir. Inert polimer,
DNA'nin ¢dzelti icinde dagilarak birbirleriyle daha az etkilegsmeleri yerine, biraraya
gelerek yogunlasmalarina sebep olmaktadir; dolayisiyla yogun bir ortamda toplanmis
problarin bazlarinin hibridizasyona a¢ik kalmasina olanak saglamaktadir. Bir arada
bulunan bu problarin, hedef dizilerle hibridizasyonu sonucu, daha kuvvetli
hibridizasyon sinyalleri gézlenmektedir. Nitel calismalarda, az sayida hedef dizi
bulunan érnekierle galisildiginda, dekstran stifat kullanimi hibridizasyon sinyalini
arttiracaktir. Nicel hibridizasyon caligmalarinda ise, bu maddenin kullanimindan
kactniimalidir. Ayni zamanda, desktran sulfat ylksek ylkleme akimlarina da sebep
olmaktadir.

iyonik kuvvet : Hibridizasyon tepkimelerinde iyonik kuvvet arttikga, tepkime
hizi da artmaktadir. Hibridizasyon tepkimelerinde sodyum derisimi < 0.1 M'in Gstlnde
iki kat arttinidigi zaman, hiz 5 - 10 kat artmaktadir . Ancak, daha fazla arttirmalardan
sonra ve 1.5 M'a kadar hiz yavagca yukselmektedir .

Baz degigimléri : Birgok hibridizasyon tepkimesi, birbirinin tam karsiligi
olmayan prob ve hedef diziler arasinda olmaktadir. Baz degisimine ugramig diziler
arasindaki hibridizasyon, tepkime hizini ve erime sicakligini (T;) azaltmaktadir.

pH : Hibridizasyon tepkimelerinin ¢ogdu 6,8-7,4 arasindaki pH' larda
yUrGtiimektedir. Ancak, eger tepkime, pH’ s1 5 ile 9 arasinda olan ve 0,4 M sodyum

iceren tampon ¢ézeltilerde yrtttlyorsa, hibridizasyon hizi etkilenmemektedir.
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Viskozite : Hibridizasyon c¢dzeltisinin viskozitesi arttikga, badlanma hiz
azalmaktadir. Ornedin, viskoz bir ajan olan %7'lik SDS'nin ylksek derisimleri
cozeltide kullanildi§i zaman, géreceli olarak yilksek bir sicaklik kullaniimasi (60° -

65°C) énerilmektedir.

1.4.6. DNA BIYOSENSORLERI

DNA ve diger molekullerin arasindaki etkilesim, invivo DNA'nin transkripsiyonu
ve replikasyonu, genlerin ve turlerin mutasyonu, bazi DNA'ya hedeflenmis ilaglarin
mekanizmalari, bazi hastaliklarin tayini, bazi sentetik kimyasal ntkleaziarin hareket
mekanizmalart ile ilgili yasam bilimlerinde édnemili bir ana konudur (58).

Molekuler biyoloji ve biyoteknolojideki son yillarda gértlen gelismeler, DNA'ya
dayal elektrokimyasal biyosensérler icin Umit ve heyecan verici imkanlarin bir
basamagini olusturmaktadir (117). Antikor ve enzimlerden farkll olan nikleik asit
tanima tabakasi, ¢ok stabil ve kolayhkla olusturulabilen ve tekrar kullanim igin
yenilenebilen bir tabakadir (58).

DNA'ya dayali taninma ylzeyine sahip oldugu bilinen elektrokimyasal DNA
biyosensdrleri gecmiste tasarimi yaptlmis ve kullanimi gergeklestirilmis olan diger tlr
biyosensdrlere, yeni bir boyut getirmektedir ve gelecekte planlanan nokta bakim
analizlerinde de g¢ok 6nemli bir rol oynayacaktir (106). DNA'ya dayali taninma
ylzeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (58, 60, 61, 111) veya bu
ylzey ile etkilegime giren maddelerin (karsinojenler, ilaglar vb.) tayininde kullanilabilir

(55, 70, 74, 84, 97, 114, 120, 121, 126).
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1.4.6.1. llag-DNA etkilesmesine dayali DNA Biyosensérleri:
Birgok kuglk molekdl dénlsumil bir sekilde, dsDNA ile &ncelikli olarak su Ug
yolla etkilesir (126):
a) Nukleik asit yapisindaki negatif yUkli geker-fosfat grubu ile elektrostatik
etkilesim.
b) DNA ¢ift sarmalinin yapisinin 2 oluklarina (kGglk ve blyUk oluklarina)
baglanma ile etkilegim.

c) Dogal yapili DNA'nin baz giftleri arasina interkalasyon.

DNA'nin bazi kimyasal maddelerle (ilag, gevresel atiklar, metal kompleksleri vb.)
etkilesmesi ve farkh yéntemlerle bu etkilesimin incelenmesi veya maddenin tayininin
gerceklestiriimesi eczacilikta yeni ilag tasarimi ve tayinine; ayrica g¢evre kirliligine yol
acan bazi atiklarin tayinine ait yeni bir yontemin gelistiriimesi agisindan &nem
kazanmaktadir (18-20, 30, 31, 33, 38, 48, 50, 55, 64, 68, 69, 70-72, 74, 81,82, 84,
85, 90, 93, 94, 97, 104, 114,120,121, 126,127).

Birgok antlitumc")r ilag etkisini DNA'ya baglanarak géstermektedir. Bu bilgi
sayesinde birgok degisik bilesigin antikanser ilaci olarak kullanilma potansiyeli olup
olmadidini incelememize olanak saglamaktadir. Bile§iklerih nukleik asitlerle olan
etkilesimini incelemek ic¢in birgok degisik teknik gelistiriimistir. Bunlar, denge
diyalizleri, nlkleer magnetik rezonans, in vitro transkripsiyonun inhibisyonu,
spektrofotometrik analizler, dairesel dikroizm, floresans sénmesi ve erime sicakligi
profillerinin alinmasidir. Bu metotlar arasinda en hizli yanit verenleri floresans
6zellige sahip bilesiklerdir. Béylece floresans 6zellige sahip olmayan bilegiklerin DNA
ile etkilesiminin tayini mumkan olmamaktadir (89).

Yuksek ¢ézunurlide sahip X isini difraksiyon analizi,antikanser ilaglar ile hlcre
icindeki hedefleri arasindaki molekller etkilesimi en ince ayrintisina kadar

aciklayabilecek bir tekniktir. Bu analizler sayesinde, antikanser ilag molekdlinin
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degdisik kisimlarinin olasi biyolojik fonksiyonlari agiklanabilmektedir. Molekuitin bazi
kisimiari, ilacin DNA'ya, interkalasyon, hidrojen baglari ve van der Waals etkilegimi
veya hepsinin sayesinde baglanmasini saglamaktadir. Bazi kisimlari ise DNA'nin
belirli dizilerine ilgi duymakta ve o bélgeye baglanmasini saglamaktadir. Polimerazlar
ve topoizomeraz-ll gibi hlicre enzimlerinin ilag-DNA kompleksine olan girisimleri, ilag
molekUlinan bazi kisimlar tarafindan engellenebilir. Bu fonksiyonel 6zelliklerin
belirlenmesi, ilag molekullerinde hedeflerine gére yapmamiz gerekli olan degisiklikler
icin 6nemlidir. Bu yapilarin aydinlanmasi sayesinde, birgok ilacin biyolojik
fonksiyonlarini igeren kurallar aciklanabilir. Bu kurallar sayesinde, kullanimda olan
ilaglarin aktivitelerini arttirmak veya istenen aktiviteyi gosterecek gerekli yapilara
sahip yeni bir sinif bilesikler dizayn etmek mumkun olacaktir (105).

DNA'nin birim pargasini olusturan oligontkleotidler tedavide kullaniimaya aday
bir madde olarak bulunmustur (88). Antisense ilaglarin gelecekteki faydalar
diglinelecek olursa yeni ilag tasarimlart sirasinda DNA ile etkilesimlerinin
incelenmesi ve bunun yaninda bir takim hastaliklarin tedavisinde bu
oligontklectidlerle tedavi yoluna gidilmesi, 6rnegin Vitravene-ilk antisense ilag
(63); bu yolda atilmis énemli adimlardir. Ayrica son yillarda peptik ntkleik asitlerin
(PNA) antisense teknolojisinde ve ilag gelistirimesine yénelik c¢alismalarda
kullanimlari Gmit vericidir (66,67).

llac-DNA etkilesmesine dayall benzer elektrokimyasal ¢alismalarda (55, 70,
84,97, 114,120,126) , DNA ile etkilesen ilaglarin DNA ile etkilestiklerinde yanitta bir
azalma veya artis g6zlenmistir. Ornegin, CPE ile hig sinyal vermeyen veya sadece
¢ok az sinyal verebilen fenotiyazin grubu bazi ilaglarin dsDNA modifiye edilmis CPE
ile nanomolar dizeyde tayinleri mimkundur (114). Bu fark asagidaki sebeplere bagh
olabilir (112):

a)Fenotiyazin grubu ilaglarin CPE' na adsorpsiyonu daunomisin' inkinden daha

zayiftir,
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b)Fenotiyazin grubu ilaglardaki yUkseltgenebilen yapi, DNA ¢ift sarmal yapisi
icine saklanamaz. Fenotiyazin grubu ilaglar, eger DNA elektroda tutturulmussa,
DNA'ya interterkalasyon yerine tercihen DNA'nin ylzeyine baglanir.

Bir antitimér ilag olan Daunomisin'in karbon pastasi elektrodu ylzeyine
tutturuimus veya c¢ozeltide bulunan ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile etkilesmesi,
déntsumla voltametri ve sabit akim kronopotansiyometrik styirma teknikleri
kullanilarak incelenmis ve Daunomisin’ in dsDNA ile etkilestiginde ilag yanitindaki
azalmanin yaninda Guanin bazina ait yanitta artis ve ayrica adduct olustugu
gbzlenmigtir (112).

C. Teijeiro ve arkadaslari (97) , Mitomisin C’'nin dsDNA ve denatlre edilmis
DNA (ssDNA) ile olan etkilesmesini asili civa damla elekirodu kulanilarak dénistmia
voltametri teknigi ile incelemislerdir. Ayrica elektrokimyasal olarak indirgenmis
Mitomisin C ve asit ile aktive edilmis Mitomisin C'nin ylizeydeki DNA ile etkilegsmesi,
asili civa damla elektrodu ile incelenmis ve ydntem olarak transfer siyirma
dénlsimll voltametri teknigi kullaniimistir (84).

DNA-ila¢ etkilesiminine dayall bazi biyosensérlerle, incelenen ilaglarin miktar
tayinini daha duyarti bir sekilde yapmak mumkundur (71, 72, 114 ).

llag-DNA etkilesmesine dayali DNA biyosensérlerinin tasanminda amag
gelecekte yeni antibiyotik, antiviral, antitimér ilag ve antisense oligontkleotitlerine
dayall ilag hedefleme c¢alismalarina katkida bulunmak (19, 63) veya bir ila¢
hammaddesinin kantitatif tayininin déha duyarli bir sekilde gergeklestiriimesini

mumkin Kilabilmektir (70-72, 114, 126).
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1.4.6.2. DNA hibridizasyonuna dayali DNA Biyosensdrleri:

Hastalik teshislerinde insan, virGs ve bakteri baz dizi serilerinin tayini gin
gectikge daha fazla 6nem kazanmaktadir. Cok sayida kalitimsal hastaliga sebep olan
mutasyonlar artik tespit edilebilmektedir ve bu konu hakkindaki bilgilerimiz insan
genom projesi devam ettikge artmaktadir. Insan DNA'sinin 6 milyar baz giftine sahip
46 kromozomu, kanin her mi'sinde yaklasik 7-8 milyon olan akyuvarlardan ekstre
edilebilir. Her hlicrenin de belirli bir olaydan sorumlu olan bir veya iki baz dizi kopyasi
icerdigini dusunursek, elimizde bir mi kan érneginden 12 veya 24 attomol analit DNA
olacaktir. Kisacasi, sunu belirtmekte fayda vardir ki, DNA testlerine uygulanacak her
yéntemin Ustin seviyede segici ve g¢ok dustk tayin sinirlarina sahip oimasi
gerekmektedir.

Nukleik asit analizlerinde kullanilan elektrokimyasal ve immunokimyasal
yéntemler, duyarlilik ve hazirlanan érneklerin saf olmasi konularinda birbirlerinden
aynlirlar. Polarografik ve voltametrik teknikler, biyokimyasal yéntemlerle izole edilmis
ve optik metotlar icin gegerli olan saflikta DNA veya RNA d&rneklerine ihtiyag
duymaktadir. Adsorptif siyirma analizlerinde, nanogram miktarlarda érnege ihtiyag
duyulurken, diger voltametrik tekniklerde mikrogram dlzeyinde &rneklerle
calisilabilinmektedir. Ayni zamanda adsorptif siyirma analizlerinde, zayif
adsorptiviteye, dustk molektler kitleye sahip maddeler analizde girisim
olusturmamaktadir. imminokimyasal metodlarda, spesifik antikorlar sayesinde,
safsizlastirma basamaklari olmadan biyolojik materyallerden nukleik asit analizi
gerceklestirilebilir. Ancak, antikorlarin htcrenin igine girebilmesi ve hedef nukleik
asite ulasabilmesi igin hlcrelerin duraganlastiriimas! ¢ok énemlidir. Yiksek afiniteye
sahip antikorlar sayesinde subpikogram seviyesinde nitkleik asit tayin
edilebilmektedir. imminokimyasal ve voltametrik metodlar karsilastiriididi zaman,
birkag 6rmegin calisildi§i zaman voltametrik yéntemlerin daha hizli yanit verdigi
soylenebilir, ancak bllytk miktarda bir seri benzer 6rnek analizlenecekse, daha iyi bir
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otomasyona sahip imminokimyasal tekniklerin kullanimasi (6. ELISA) uygun
olmaktadir (78).

Kan, serum, doku ve vlcut sivilan gibi biyolojik érneklerde ézgin DNA dizisi
saptanmas! biyomedikal alanda g¢ok énemli bir yer tutar. Bu tip analiz sonuglari,
bakteri ve virQtik kdkenli hastaliklarin taninmasinda kullanilabilir. Bilinen yéntemler
rutin analizler igin uygun olmayip radyoizotop kullanimida sonuglarin uzun sirede
¢ikmas| nedeniyle tercih ediimez. Bilinen bu yéntemlere alternatif olmak Uzere cesitli
yOntemier gelistirilmistir (99). Biyotin ve fluoresan boyalar isaretleme amaciyla
kullanilmigtir.  Molekuler biyolojide 6nemli bir gelisme olan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR), ylksek duyarlilik ve kolay kullanilabilirligi agisindan virlis
enfeksiyonlarinin tanisinda kullaniimisgtir. PCR yéntemiyle hedef genlerin tayin
edilmesi zordur, bu nedenle yiksek duyarlilikta diziye 6zgin ve nicel gen tayini
yapabilecek bir yénteme ihtiyac vardir.

Elektroforetik ayinmlar ve radyoizotopik (*P) tayinin birlestiriimesine dayali
geleneksel olarak kullanilan DNA hibridizasyonu tayinine yénelik yéntemler, yorucu,
vakit alici ve sonug olarak, dzellikle tek bakim analiz Unitelerine ydnelik olan rutin ve
hizli medikal analizler icin uygun degildir. DNA dizileri tayini icin yeni gelistirilen
hibridizasyon biyosensérleri, uygulama zamanini kisaltabilip uygulanan islemi de
basitlestirebilmektedir (117).

DNA hibridizasyon biyosensérlerinin gelisimi, klinik, ¢cevresel ve adli tanilarla
baglantili diziye 6zgu tan bilgisinin saglanmasmdé blylk bir kolaylik saglamaktadir
(108).

Dizi-segimli DNA biyosensérleri, tanima olayini 6igllebilir bir sinyale
ddnustUrebilen bir gevirim sistemi ile beraber DNA probundan olusmustur. DNA

biyosensérlerinin esasi, DNA bazlarinin hibridizasyonuna dayanir (37, 116, 119).
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Hibridizasyona dayali DNA biyosensérleri, aranan hedefin baz dizimine karsihik
gelen 20-40 baz gibi kisa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmalli DNA
(ssDNA) oligomerin (veya “‘PROB" olarak isimlendirilir), elektrot ylzeyine
baglanmasina dayanmaktadir. Hedefi iceren bir &rnek g¢oézeltisine sensérin
uygulanmasi, elektrot ylzeyinde hibrit olugsmasina neden olur. Bu olusumun
elektrokimyasal veya optik dlgima, bir gevirici sinyali ile gézlemlenir. Elektrokimyasal
Olctmlerde hibritin olustugu elektrot, bir elektroaktif indikatér iceren (6rnegin bir
redoks-aktif katyonik metal kompleksi) bir ¢ézeltiye daldirilir ve indikatérin hibrite

baglanma duzeyi belirlenir (117).
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Sekil-13: Prob ve Hedefin arasinda hibritin olusmasi ve hibridizasyon indikatéru

ile hibritlesmenin tayini.

Yluzeyde yeni olusan hibrit ile birlesen indikatérin neden oldugu artan veya
azalan elektrokimyasal yanit, hibridizasyonun tayinine yénelik bir sinyal olarak kabul

edilir (68, 60,108, 117).
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Hibridizasyon indikatérli, élguiebilir ve degisik bir sekilde tek sarmal ve gift
sarmal DNA ile etkilesebilen bilesiktir. Ornegin, Co(lll) (12, 14, 15, 44, 60, 62,113);
Fe (1l) (15, 42); Ru(ll) (4, 28, 42, 43) ; Os (1), Os(1V) (53, 54, 96) 'nin 1,10-fenantrolin
ve 2,2'- bipiridin DNA'ya bagh kelatlarn voltametrik olarak calisimaktadir. En iyi
sonug¢ veren hibridizasyon indikatéru olarak belirtiien Co(lll)’ Gn 1,10-fenantrolin ve
2,2'- bipiridin ile olan komplekslerinin DNA'ya baglanma &zellikleri, voltametrik olarak
incelenmistir (58). En iyi sonug¢ veren hibridizasyon indikatéru olmas: ve siklikla
kullaniimalarinin  nedeni, bu kobalt komplekslerinin dustk potansiyelde
elektrokimyasal cevap vermesi ve hibridizasyon sonucunda olusan prob-hedef
dubleksine etkin bir sekilde baglanmasidir (117). K. Millan ve arkadaglar kobalt
kompleksleri ile yaptiklari calismada (60) elde edilen pik akimlarinin difizyon
katsayilarina bagli oldugunu ve DNA'ya bagli komplekslerin, serbest komplekslerden
daha yavas difizyon yapmakta oldugunu rapor etmislerdir. Bu nedenlerden dolays,
[Co(phen)s]** genellikle DNA biyosensér tasariminda en fazla kullanilan indikatérdir
(60, 61, 108, 109, 113, 115-117, 119); ¢unki dsDNA ve ssDNA ile etkilesen
[Co(phen)s]*in yanitlart arasindaki farklilik blylk olup hibridizasyon indikatérd
olarak sik¢a kullaniimaktadir.

Ozgun DNA dizilerinin taninmas: islemi igin, kronopotansiyometrik yéntemlerin
(PSA) uygulanmasina ilgi gdsterilmektedir (12, 107-109, 116). Bu ydntem, hibrit ile
ilgili olan redoks indikatérintn davranisini, elektrota sabit bir potansiyel uygulayarak
ve potansiyel degisimini zamanin bir fonksiyonu olarak kaydetmek islemleriyle
incelemektedir. Hibridizasyon olayinin bilgisayarla desteklenmis
kronopotansiyometrik tayini, yuksek duyarlihdi, efektif arka plan akim dizenlenmesi
ile birlestirmektedir. Diger analog voltametrik siyirma yéntemlerine oranla
kronopotansiyometrik siyirma ydntemi, yuksek potansiyelde gdzlenmesine ragmen
DNA dizisi tayinlerinde ¢ok énemli olan guanin pikinin guvenli élgimierine olanak

saglamaktadir (12, 108, 116). Kronopotansiyometrik siyirma analizleri, karbon
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ylzeyinden ileri gelen arka akim grtittlerini en az seviyeye dusturmekte, ve béylece
guanin oksidasyon piklerinin ve hibridizasyon indikatérlerinin glvenli ve duyarli
dletimleri mimkin olmaktadir. Diger voltametrik dlgimlerle elde edilen (pg/ml) tayin
sinirina ragmen, PSA ile tayin sinirlart (ng/ml) seviyesine inebilmektedir.

J. Wang ve arkadaslari, karbon pastasi kullanarak gelistirdikleri elektrokimyasal
DNA hibridizasyon biyosensérleri ile E. coli (115) , HIV (108) ve Mycobacterium
tuberculosis (116)'e ait DNA dizilerini tayin edebilmislerdir. Ayrica DNA
biyosensérlerinin segiciligini ve duyarlilidini arttiracaklarina inandiklan PNA'ya
dayal yeni galismalarinada halen devam etmektedirler.

Ozellikle mutasyon tayinlerinde yeterli derecede hassas sonugclar veremeyen
DNA yerine kullanabilecegimiz PNA 'dan yararlanarak daha ézgun éiguimler, PNA'ya
dayall biyosensoérierle gerceklestiriimistir. PNA modifiye edilmis biyosensérlerin , baz
degisikligine duyarli hibridizasyon tayinlerinde kullaniimasi gayet Gmit vericidir. DNA
ile ¢ift sarmal olusturabilen peptik nukleik asitler (PNA) *“ prob “ olarak kullanilabilir;
noétral ve peptidiere benzeyen omurgasiyla peptik nikleik asitler, hedef DNA'ya daha
segici olarak baglanirlar. Bdylelikle ¢esitli hastaliklara sebep olabilecek nokta
mutasyonlari (mismatch) kolaylikla tayin edilebilmektedir; ¢inkli PNA, mismatch’'e
dayall hedef dizi ile hibritlesebilmekte ve yUksek sicaklik kosullarinda dahi
denatirasyona ugramamaktadir ( 102, 106, 113).

J. Wang ve arkadaslar ayrica elektroaktif indikatér kullaniimayan bir DNA
biyoéenséru tasarimi yapmiglar, guanin bazinin oksidasyona ugramasina bagl

sinyale iligkin bir tayin gergeklestirmislerdir (119).
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J. Wang ve arkadaslari ayrica elektroaktif indikatér kullaniimayan bir DNA
biyosensérll tasanmi yapmiglar; guanin bazinin oksidasyona ugramasina bagli
sinyale iligkin bir tayin gerceklestirmiglerdir (119).

K Millan ve arkadaglari da DNA hibridizasyonuna yoénelik calismalarinda
karbon pastasi elektrodu kullanmaktadir. Prob hazirlama teknigi farkli olmasina
ragmen,; elektrokimyasal tayin yéntemi, J. Wang ve arkadaglarininkiyle aynidir. Sistik
fibrozis’e (61) ait DNA dizilerini kullanarak elektrokimyasal tayinlerini basariyla
gerceklestirmigtir. Ayrica ayni calisma grubundan S. Mikkelsen, 1994 yilinda
kalitimsal hastaliklarin dizi segici DNA biyosensérleri ile tayini projesiyle (59),
Amerika Birlegik Devletlerinden patent almigtir ( A.B.D Patent No: 5.312.527-

05/17/1994).
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Sekil-14: CMS sisteminde kullanilan elektrottaki molekiler baglanti yardimiyla

DNA kompleksinin birlegsmesi .



Klinikte kullamma uygun olacak kadar klUglk ve tim sadlik ekibinin
kullanabilecegi kadar kolay cihaziarin tasarimlari; DNA biyogiplerine iliskin proje
Amerika Birle;ik Devletleri’ndeki bazi blyuk firmalar tarafindan baslatiimistir (91).
S. Mikkelsen'in kullandigi teknolojinin lisansini ise Clinical Micro Sensors Inc. (CMS)
adli bir Amerikan sirketi satin almistir ve sonrasinda DNA mikrogiplerinin hayata
gegcirilmesi igin ilk ¢alismalar baglamis olmaktadir. CMS, Mart 1998'de Massachutes
Teknoloji Enstitisi’ndeki bir fuarda ilk DNA c¢ip prototiplerini sunmustur (124).
Hoffman La Roche firmasinin, DNA testlerini Gretime sokmaya ¢alisan Affimetrix (CA.)
adl firmayla anlasma yapmasi sevindirici bir olaydir (39). Dolayisiyla, bu testler hizli
bir sekilde hastanin hangi ilact kullanmasi gerektigini, hastaliginin antibiyotikiere
direncli olup olmadigini veya timérin tedaviye cevap verip vermedigini 6grenmemizi

saglayacaktir.
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I. BOLUM

GEREG ve YONTEM

2.1. Kullanilan cihazlar

Terazi (Sartorious-Analytic A-200)

Ses titregimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)

pH-metre (Schott-Mainz CG 710)

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

Potansiyostat ( Metronm 626 Polarecord Analyzer ve ayrica dénUsumii
voltametri igin, EG&G Princeton Applied Research Model 264 A Polarographic
Analyzer / Stripping Voltammeter, Powerlab 200 A (ADInstruments) ile birlikte
kombine kullanildi.)

Spektrofotometre (UV 160 A-Shimadzu)

Ag/AgCl referans elektot

Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildi.)

Deneylerde kullanilan_Karbon Pastasi Elektrodunun (CPE) hazirlanisi:

Calisma elektodu, ¢api 3 mm olan cam borudan hazirlandi ve i¢ kisminda
karbon pastas! igermekte ve elekiriksel iletkenlik ise bakir tel ile saglanmaktadir. .
Karbon pastasi , grafit tozu ile mineral yadin 70:30 oraninda homojen bir gekilde
kanigtinimasiyla hazirlandi. Elektrot (CPE) hazirlandiktan sonra elektrot yluzeyi, yagh

kagit ile homojen bir ylzey haline gevrildi (11, 12, 112, 114,116).
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2.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Epirubisin Hidroklortr (Férmarubisin-Carlo Erba llag San. ve Tic. A.S.)

Mitoksantron DihidroklorGr tuzu ( Novantrone-ER-KIM ilag ve Kimyevi maddeler
Tic. Ve San. Ltd. Sti.)

Kobalt (If) klortr (Sigma)

Kobalt (II) bromar  (Sigma)

Perklorik asit (Sigma)

1,10-fenantrolin (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(hidroksimetil)Jaminometan hidroklortr (Sigma)

Sodyum kiordr (Sigma)

Buzagi timus bezinden elde edilen DNA [=Calf Thymus DNA,; cift sarmal DNA
(dsDNA)] (Sigma)

Etilen dinitrilotetraasetik asit disodyum tuzu (Merck)

Tam caligmalarda sterilize edilmis deiyonize su kullaniidi. Deneysel galigsmalar

oda sicakliginda (25.0 £ 0.5 ) °C’ de gergeklestirildi.
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Epirubisin (EPR) - DNA etkilegsmesinde kullanilan oligoniikleotidler :

17-baz sentetik oligonUkleotitler (liyofilize toz halinde) Synthegen, LLC Mod.
Oligo. ve Genemed Biotechnologies Inc. (Houston, TX, Amerika Birlegik Devletleri)
‘dan saglandi. Bu oligontkleotitlerin baz dizilimi asagidaki gibidir:

Prob (Oligo 2A dizisi):

5-TCAAAT CAGGTTGCTTA-3

Hedef (Oligo 2B dizisi):

5-TAAGCAACCTGATITGA-3

Oligoniikieotid ¢ozeltilerinin hazirlanisi:

17- baz dizi oligo 2A, 17-baz dizi oligo 2B'nin karsiigidir. Oligo 2A stok
¢ozeltisi, 1458 pg/mL ve Oligo 2B stok ¢ozeltisi, 1855 ug/mL; TE ¢dzeltisi (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) ile hazirland: ve sifir derecenin altinda saklandi. (115,
116) .Oligontkleotitlerin seyreltik ¢ozeltileri, 0,5 M Asetat tamponu (pH 4.8), ile
hazirlandi.

Hepatit-B viriisiine (HBV) dayali oligoniikleotidlere iligkin diziler:

HBV'ye dayali prob, HBV — DNA subtype adr nukleotit 1734-1754 yerlerinden
elde edilmig (73) bir prob olup, bu calismada kullanilan tUm 21-baz sentetik
oligontkleotitler (liyofilize toz halinde) Genemed Synthesis Inc. ve Genemed
Biotechnologies Inc. (South San Francisco, CA, Amerika Birlegik Devletleri) ‘dan
sa@landi. Bu oligonuklectitlerin baz dizilimi agagidaki gibidir:

Prob (21-baz dizi B):

5'- GAG GAG TTG GGG GAG CAC ATT- 3

Hedef (21-baz dizi A):

5'- AAT GTG CTC CCC CAACTC CTC -3
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Bir bazi hedeften farkl olan dizi (21-baz dizi A'):

5'- AAT GTG GTC CCC CAACTC CTC-3

Rastgele dizi (21-baz dizi C):
5'-AAC GTG TGA ATG ACC CAG TAC-3'

Oligoniikleotit ¢cozeltilerinin hazirlanis::

21-baz dizi A (hedef), 21-baz dizi B (prob) 'nin karsiligidir. 21-baz dizi A, 21-
baz dizi A'nin alti gizilerek belirtiimis tek bazi degismis seklidir. Tium 21-baz dizili
oligontkleotid stok ¢dzeltileri, 100 ug/mL konsantrasyonunda TE ¢dzeltisi (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) ile hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi (115,
116). OligonUkleotitlerin seyreltik ¢ézeltileri, 0,5 M Asetat tamponu (pH 4,8) ile
hazirlandi.

DNA cdzeltilerinin_hazirlanisi:

Buzagi timus bezinden elde edilen DNA (=Calf Thymus DNA); ¢ift sarmal DNA
(dsDNA) stok ¢ozeltileri; 1000 pg/mL , TE ¢ézeltisi (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8.0) ile haziriandi ve sifir derecenin altinda saklandi (115, 116). dsDNA seyreltik
cozeltisi, 0,5 M Asetat tamponu (pH 4,8) ile hazirland..

Denatlre edilmis DNA (tek sarmal DNA = ssDNA) ¢ozeltisi, dsDNA seyreltik
¢ozeltisinin 1s1 ile denatlre ediimesiyle hazirlandi. Bunun icin  dsDNA gézeltisi,
100 °C 'de 6 dakika tutuldu ve sonra buz kabinda sogutuldu.

Hazirlanan DNA cdzeltilerinin saflik kontrolii: (60)

Bu ¢alisma icin 5 ppm konsantrasyonunda dsDNA seyreltik ¢ézeltisinin UV'de
260 nm ve 280 nm'de okunan absorbans A ;50 ve A 2g0 de@erleri oraniandi ve bu

degerin 1,6 ile 1,8 arasinda oldugu saptand..
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2.2.1. Kullanilan ilag hammaddeleri hakkinda genel bilgi
Epirubisin Hidrokloriir (27, 56,100)

Acik Kimyasal Formul:

HCI

Kapali Kimyasal Formil: C27H30CINO14

Kimyasal Adlandirma:

(8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoksi-a-L-arabino-hekzopiranosil)oksi]-7,8,9,10-
tetrahidro-6,8,11-trihidroksi-8-(hidroksiasetil)-1-metoksi-5,12-naftasendion hidroklorir
tuzu.

Diger isimleri: Farmarubisin

Kimyasal Ozellikleri: Kirmizi-turuncu renkte kristallerden olusmustur. Cézeltisi

isiktan korunmalidir. Suda ¢éztndr. Molekl agirhgi; 580,0 gr/mol 'dur.

Farmakolojik Ozellikleri: Epirubisin, Doksorubisin'e benzer olarak antineoplastik

etkiler gbsteren antrasiklin grubu antibiyotiktir. Etki mekanizmasi, DNA baz ciftleri

arasina yerlegerek; yani interkalasyon yaparak, DNA'ya gUgll bir gekilde baglanma
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seklindedir. Interkalasyon sonucunda DNA sentezini ve DNA'ya bagimli RNA sentezini
bozarak DNA'da zincir kirimasina yol agar. Tek bagina veya dider antineoplastik
ilaglarla birlikte kombine olarak kullaniidigi endikasyonlar; akut I6semi, meme kanseri,
gastrik kanser, ktglUk hucreli brong kanseri, ovaryum adenokarsinomiari ve Hodgin ve
Hodgin disi lenfomalardir.

Mitoksantron dihidrokloriir ( 27, 56,100)

Acik Kimyasal Formut:

N
HH

! e

HN < /\/‘*—N{i
HeoCl D}\:o \_\HH H—oCl
\ L.
HD_( \_
\— /

/

Kapali_Kimyasal Formil: CoH30CloN4Osg

Kimyasal Adlandirma:

1,4-dihidroksi-5,8-bis[[2-[(2hidroksietil)amino]etil]lamino]-9, 10-antrasendion
dihidroklorir tuzu.

Diger isimleri: Novantron

Kimvasal _Ozellikleri: Higroskopik 6zellikte olup mavi-siyah renktedir.

Mitoksantron ¢dzeltileri oda sicakliginda saklanmalidir, buzdolabinda saklanmasi

durumunda ¢ékelek olusmasi séz konusudur. Suda kismen; metanolde oldukga
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¢6zanur. Asetonitril, kloroform ve Asetonda pratik olarak ¢gézinmez. Molekil adirlidi;
514,1 gr/mol 'ddr.

Farmakolojik Ozellikleri: Mitoksantron, antrokinon grubu antineoplastik etki

gésteren bir ilag olup, ntkleik asitlerin sentezini inhibe eden bir maddedir. Metastastik
meme kanserlerinde, kati timérlerde ve Hodgin disi lenfomalarda tek basina veya

kombinasyon seklinde kullaniimaktadir.

2.2.2. Hibridizasyon indikatérii olarak kullanilacak [Co(phen)s J** hakkinda
genel bilgi:

Tris ( 1,10-fenantrolin) kobalt (lll) kompleksi; [Co(phen); ]**

Metallointerkalasyon ajanlari ile  DNA arasindaki etkilesimin yapisi éncelikle
spektroskopik ve X-ray kristallografisi ile ¢aligiimistir (28).

Metallointerkalasyon galigmalarinda ve metal iyonlarinin ve kelatlarin DNA'ya
koordinasyonlarinin incelenmesinde elektrokimyasal yéntemlerin uygulanmasi, daha
6nceden kullanitan UV-géranir spektroskopi gibi yéntemlere bir alternatif
olusturmaktadir. Zayif absorpsiyon bantlarina sahip olmalari ytzinden veya DNA

molekull ile elektronik gegislerinin Ustuste gelmesinden dolayi bazi kigtk
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molekullerin spektroskopik yéntemlerle incelenmeleri mimkan olmamaktadir. Bu
molekuller, voltametrik yontemlerie incelenebilir. Ayni molektlin birgok redoks halinin
incelenebilinmesinin yanisira, karisim halinde bulunan ve birbiriyle etkilesen
molekullerle de galisilabilinir. Metal komplekslerinin DNA ile etkilegsimi sonucu olugan
denge sabitleri, pik potansiyelierindeki kaymalar ile ve interkalatif, elektrostatik veya
hidrofobik etkilesimlerde rol oynayan baz ¢iftleri ile hesaplanabilir (14).

[Co(phen)s **, dsDNA'nin bazlari arasina interkale olabilme yetenegine sahip
bir metal kompleksidir ve bu &zelligine bagh olarak ssDNA ve dsDNA ile
etkilesmesindeki farklilik, bu metal kompleksinin gavenilir bir sekilde ve siklikla
kullanilan bir hibridizasyon indikatért olarak kullaniimasini saglamaktadir (60, 61,
108, 109, 113, 115-117, 119).

Tris ( 1,10-fenantrolin) kobalt (lll) perklorat sentezi ve g¢dzeltisinin
hazirlanist:

L. S. Dollimore ve arkadaslarinin ¢alismalarinda (22) kullandiklar teknige gére
kobalt (ll) klorir ve bromdr, perklorik asit ve ligand 1,10 fenantrolin kullanilarak
sentezlendi ve bu kompleks kullaniimadan &énce, sudan iki kez kristalize edilerek
hazirlandi. (**Bu maddenin sentezi E.U Fen Faklltesinde Sayin Prof. Dr. Bekir

Cetinkaya taraflndan gergeklestiriimistir)

2.3. Kullanilan yéntem

CPE’un aktivasyonu, CPE yUzeyine dsDNA veya ssDNA'nin modifiye edilmesi,
CPE ylzeyine prob tutturuimasi, CPE yUzeyine tutturulmus prob ile hedefin CPE
yuzeyinde hibrit olusturmasi ve CPE ylzeyine modifiye edilmis DNA'nin veya
oligonUkleotidin madde ile etkilesmesine iliskin yéntemlerde J. Wang ve

arkadaslarinin galismalarinda (112, 1186) rapor edilen yol izlenmistir.
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2.3.1. ilag-DNA etkilesmesine dayali biyosensér tasariminda yapilan

caligmalar:

2.3.1.1. Epirubisin Hidrokloriir (EPR) ile DNA etkilesmesinin
elektrokimyasal olarak incelenmesi:

Diferansiyel puls voltametri tekniginde kullaniimak Gzere 0,17 mM EPR stok
cozeltisi distile suyla hazirlandi. Déntsumll voltametri tekniginde kullanilan 0,17 mM
EPR stok ¢ozeltisi 0,5 M Asetat Tamponuyla (pH 4.8) hazirlandi. Galisma ortami
olarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ve 0,05 M fosfat tamponu (pH 7,4) kullanildi.

2.3.1.1.1. EPR’nin dsDNA ile etkilesmesinin Diferansiyel 'pUIs voltametri
teknigi kullanilarak incelenmesi:

2.3.1.1.1-a ) Asetat tamponu (pH 4.8) ortaminda;

A) CPE ile EPR tayini:

-CPE ' nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirtimayan sistemde aktive edildi.

-EPR igeren galisma tamponunda ¢alisiimasi:

Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 1,7 uM EPR igeren ve
karigmakta olan asetat tamponu (pH 4,8) igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye
sureyle distile suyla yikand.

-Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' luk puls
genliginde, asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi.

Ayrica ayni ¢alisma ayni kosullarda ilag icermeyen asetat tamponunda yapildi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile EPR tayini:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirlmayan sistemde aktive edildi.

-CPE yulizeyine dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, Kkarisan 5 ppm
dsDNA c¢ozeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra

CPE, 10 saniye sUreyle distile suyla yikandi.
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-Cozeltideki EPR’ in CPE yuzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: dsDNA
tutturulmus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle; 1,7 uM EPR igeren ve karismakta olan
0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) icine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sireyle
distile suyla yikandi.

-Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV’ luk puls
genlifinde asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni ¢aligma ayni kogullarda ilag icermeyen asetat tamponunda yapiidi.

2.3.1.1.1-b) Fosfat tamponu (pH 7.4) ortaminda;

A) CPE ile EPR tayini:

-CPE ' nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7,4) +1.7
V uygulanarak 1 dakika stre ile karistirilmayan sistemde aktive edildi.

-EPR igeren ¢alisma tamponunda ¢alisiimasi:

Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika streyle; 1,7 uM EPR iceren ve
karismakta olan fosfat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sureyle
distile suyla yikandi.

-Olgum: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV’ luk puls
genliginde, fosfat tamponu (pH 7,4) ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi.

'Ayrlca ayni galisma ayni kosullarda ilag icermeyen fosfat tamponunda yapiidi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile EPR tayini:

-CPE ' nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirilmayan sistemde aktive edildi.

-CPE yuzeyine dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, karisan 5 ppm
dsDNA c¢ozeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra
CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikand..

-Cdozeltideki EPR’ in CPE ydzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: dsDNA

tutturuimus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika stureyle 1,7 uM EPR igceren ve karismakta olan
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fosfat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye slreyle distile suyla
ytkandi.

-Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' luk puls
genliginde fosfat tamponu (pH 7,4) ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni ¢alisma ayni kosullarda ilag icermeyen fosfat tamponunda yapildi.

2.3.1.1.2. EPR’nin dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesinin asetat tamponu
ortaminda dénigumlii voltametri teknigi kullanilarak incelenmesi:

A) CPFE’u kullanilarak EPR’nin déniigitimlii voltamogram ¢aligmasi:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika stre ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

-EPR igeren galisma tamponunda ¢alisiimasi:

Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika slreyle; 0,177 mM EPR c¢ozeltisi
icersine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sUreyle distile suyla yikandi.

-Olgiim: +0,2 V ile +1,20 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla asetat tamponu
ortaminda tarama yapilarak &lgum gerceklestirildi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE kullanilarak EPR’nin doénugimili
voltamogram galigmasi:

- CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirilmayan sistemde aktive edildi.

- CPE yuzeyine dsDNA tutturuimasi: Aktive edilmis CPE, karisan 10 ppm
dsDNA c¢oézeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra
CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikandt.

- Cozeltideki EPR’ in CPE ylzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi:

dsDNA tutturulmus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika slreyle; 0,17 mM EPR g¢bzeltisi

icersine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikandi.
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-Olgam: +0,2 V ile +1,20 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla asetat tamponu
ortaminda tarama yapilarak 6lgim gergeklestirildi.

B) ssDNA modifiye edilmis CPE kullanilarak EPR’nin doniiglimld
voltamogram galigmasi:

- CPE ' nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

- CPE yuzeyine dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, karisan 10 ppm
ssDNA ¢ozeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra
CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikandi.

- Cozeltideki EPR’ in CPE ylzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi:

dsDNA tutturuimus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle; 0,17 mM EPR ¢ézeltisi
icersine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye streyle distile suyla yikandi.

-Olgim: +0,2 V ile +1,20 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla asetat tamponu
ortaminda tarama yapilarak &élgcim gergeklestirildi.

2.3.1.1.3. EPR’nin doniiglimlii voltametrisinde tarama hizinin degistirilerek
yanita etkisinin incelenmesi:

Bu calismada dsDNA modifiye edilmis CPE 'kullamldl ve yontem 2.3.1.1.2 ‘deki
gibi ayni kosullérda gerceklestirildi. Calisma ortami olan asetat tamponunda bulunan
EPR, tarama hizi arttinlarak, herbirinde elde edilen akim deg@erleri hesaplanarak,
tarama hizinin karekékine karsilik akim deg@erlerini igeren grafik cizildi.

2.3.1.1.4. EPR konsantrasyon degisiminin yanita etkisinin diferansiyel
puls voltametri teknigi kullanilarak incelenmesi:

Bu calismada CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE kullaniidi ve ¢alisma ortami

olan asetat tamponunda bulunan EPR miktari arttirilarak her iki tip elektrot ile alinan
yanitlar arasindaki farkhlik incelendi. Yéntem 2.3.1.1.1-a'daki gibi ayni kosullarda

gerceklestirildi ve sadece ortamdaki EPR miktari arttirildi.
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2.3.1.1.5. CPE'na tutturulan dsDNA konsantrasyon degisiminin EPR
yanitina etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak incelenmesi:
Bu c¢aligsmada CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE kullanildi ve CPE ylzeyine
tutturulan dsDNA miktari arttirilarak her iki tip elektrot ile alinan yanitlar arasindaki
farkhlik incelendi. Yontem 2.3.1.1.1-a'daki gibi ayni kosullarda gergeklestirildi ve
sadece CPE yuUzeyine tutturulan dsDNA miktar arttirildi.
2.3.1.1.6. EPR ile CPE‘na tutturulan dsDNA’nin etkilesme siiresindeki
degisimin yanita etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
incelenmesi:
Bu calismada CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE kullanildi ve ortamdaki
EPR ile CPE'na tutturulan dsDNA'nin etkilegsme suresi arttirilarak her iki tip elektrot ile
alinan yanitlar arasindaki farklilik incelendi. Yéntem 2.3.1.1.1-a'daki gibi ayni
kosullarda gercgeklestirildi ve sadece- ortamdaki EPR ile CPE'na tutturulan dsDNA'in
etkilegsme saresi arttirildi.
2.3.1.1.7. EPR ile CPE‘na tutturulan oligoniikleotidlerin etkilesmesinin
diferansiyel puls voltametri teknigi kulIamlarEf( incelenmesi:
***Bu calismada kullanilan 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8), 20 mM NaCl
icermektedir.
A) CPE ile EPR tayini:
-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4)
+1.7V uygulénarak 1 dakika sure ile karistirimayan sistemde aktive edildi.
-EPR igeren ¢alisma tamponunda ¢aligiimasi:
Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika streyle 1,7 uM EPR igeren ve
karismakta olan asetat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sureyle

distile suyla yikand..
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-Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' Iuk puls
genliginde, asetat tamponu ortaminda tarama yapilarak gerceklestirildi.

Ayrica ayni galigma ayni kogullarda ilag icermeyen asetat tamponunda yapildi.

B) Oligo 2A modifiye edilmis CPE ile EPR tayini:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirlmayan sistemde aktive edildi.

-CPE yazeyine Oligo 2A tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, karisan 10 ppm
Oligo 2A ¢bzeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekietiimesiyle tutturuldu. Sonra CPE, 10
saniye sureyle distile suyla yikandi.

Cozeltideki EPR’ in CPE ylzeyindeki Oligo 2A ile etkilesmesi: Oligo 2A
tutturulmus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 1,7 uM EPR iceren ve karigmakta olan
asetat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sureyle distile suyla
yikandi.

Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' luk puls
genliginde asetat tamponu ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni galisma ayni kosullarda ilag icermeyen asetat tamponunda yapildi.

C) Yiizeyinde hibrit olusturulmus CPE ile EPR tayini:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE | 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sUre ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

-CPE yuzeyine Oligo 2A tutturulmasi: Aktive ediimis CPE, karigan 10 ppm
Oligo 2A ¢dzeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle tutturuldu. Sonra CPE, 10
saniye sureyle distile suyla yikandi.

- CPE yazeyindeki oligo 2A'nin karsihigi olan Oligo 2B ile hibrit olusturmasi:
CPE’un karisan 15 ppm Oligo 2B ¢6zeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle

tutturuldu. Sonra CPE, 10 saniye slreyle distile suyla yikand..
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-Cézeltideki EPR’ in CPE yiuzeyindeki hibrit ile etkilesmesi: CPE, +0,2 V ‘da 3
dakika sureyle 1,7 uM EPR igeren ve karismakta olan asetat tamponu igine daldiriidi.
Daha sonra CPE, 10 saniye sireyle distile suyla yikandi.

Olgim: +0,2 V ile +0,8 V arasinda 5 mV/s tarama hiztyla 10 mV' luk puls
genliinde asetat tamponu ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni ¢alisma ayni kosullarda ila¢ icermeyen asetat tamponunda yapildi.

2.3.1.1.8. EPR-dsDNA etkilegsmesinin biyosensérie tayininde
tekrarlanabilirlik ve tayin sinin parametrelerinin incelenmesi:

Tekrarlanabilirlik:

A) CPE ile EPR tayini:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirilmayan sistemde aktive edildi.

-EPR igeren galisma tamponunda galisiimasi:

Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 1,7 uM EPR igeren ve
karigmakta olan asetat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye streyle
distile suyla yikandi.

-Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV’' luk puls
genliginde , asetat tamponu ortarﬁmda tarama yapilarak gergeklestirildi.

Ayrica ayni galigma ayni kosullarda ilag icermeyen asetat tamponunda yapild..

B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile EPR tayini:

-CPE ' nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriilmayan sistemde aktive edildi.

-CPE ydzeyine dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, karisan 5 ppm
dsDNA ¢dzeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra

CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikand.
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-Cézeltideki EPR’ in CPE yuzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: dsDNA
tutturuimus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika streyle 1,7 uM EPR iceren ve karigsmakta olan
0.5 M asetat tamponu (pH 4,8) icine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye slreyle
distile suyla yikand.

Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV’ luk puls
genliginde, asetat tamponu ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni galisma ayni kosullarda ilag igermeyen asetat tamponunda yapildi.

Her iki calisma her seferinde ylzeyi yenilenen CPE ile, ardarda 5 kez
tekrarlandi ve akim degerleri lgtldU.

Tayin sinirlar hesaplanirken sinyal/gurtltt orani ( S/N ) 3 olarak alindi.

2.3.1.2. Mitoksantron dihidrokloriir (MTX) ile DNA etkilesmesinin
elektrokimyasal olarak incelenmesi:

23.1.2.1. MTX'nun dsDNA ile etkilesmesinin Diferansiyel puls voltametri
teknigi kullanilarak incelenmesi:

2.3.1.2.1-a) Asetat tamponu (pH 4.8) ortaminda;
A) CPE ile MTX tayini:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu gézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika stre ile kanistirimayan sistemde aktive edildi.

-MTX igeren galisma tamponunda galisiimasi:

Aktive edilmig CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sUreyle 4,5 uM MTX igeren ve
karigsmakta olan asetat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye streyle
distile suyla yikand..

-Olgim: +0,3 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' luk puls
genliginde, asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi.

Ayrica ayni galigma ayni kosullarda ilag igermeyen asetat tamponunda yapildi.

T VIKSEXOCRETIM KURULY
DOKOTANTASYOR MERKEZ]
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B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile MTX tayini:

-CPE '’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu g¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

-CPE yluzeyine dsDNA tutturuimasi: Aktive edilmis CPE, karisan 5 ppm
dsDNA c¢dzeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra
CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikandi.

-Cozeltideki MTX' in CPE yuzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: dsDNA
tutturulmug CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 4,5 uM MTX igeren ve karismakta
olan asetat tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sureyle distile suyla
yikandi. ”

-Olgim: +0,3 V ile +0,8 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' luk puls
genliginde asetai tamponu (pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni ¢aligma ayni kosullarda ilag icermeyen asetat tamponunda yapildi.

2.3.1.2.1-b) Fosfat tamponu (pH 7.4) ortaminda;
A) CPE ile MTX tayini:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile kanistirimayan sistemde aktive edildi.

-MTX igeren galisma tamponunda ¢alisiimasi: Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3
dakika streyle 4,5 yM MTX igeren ve karismakta olan fosfat tamponu igine daldirild.
Daha sonra CPE, 10 saniye streyle distile suyla yikandi.

-Olgim: +0,1 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV' luk puls
genliginde, fosfat tamponu ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi.

Ayrica ayni galigma ayni kosullarda ilag icermeyen fosfat tamponunda yapildi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile EPR tayini:

-CPE ' nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4)

+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.
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-CPE yuzeyine dsDNA tufturulmasi: Aktive edilmis CPE, karigan 5 ppm
dsDNA ¢ézeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra
CPE, 10 saniye sUreyle distile suyla yikandi.

Cozeltideki MTX' in CPE yuzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: dsDNA tutturulmus
CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 4,5 uM MTX iceren ve karigmakta olan fosfat
tamponu igine daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye streyle distile suyla yikandi.

Olgum: +0,1 V ile +0,7 V arasinda 5 mV/s tarama hiziyla 10 mV’ luk puls
genliginde fosfat tamponu ortaminda tarama yapilarak gergeklestirildi

Ayrica ayni calisma ayni kosullarda ilag icermeyen fosfat tamponunda yapildi.

2.3.1.2.2. MTX’'un dsDNA ve ssDNA ile etkilegmesinin asetat tamponu
ortaminda Dénisiimlii Voltametri teknigi kullanilarak incelenmesi:

A) CPE’u kullanilarak MTX’un ddntistimlii voltamogram caligmasi:

-CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistirilmayan sistemde aktive edildi.

-MTX igeren ¢alisma tamponunda ¢alisiimasi:

Aktive edilmis CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 0,45 mM MTX ¢ézeltisi igersine
daldirildi. Daha sonra CPE, 10 saniye sreyle distile suyla yikandi.

-Olgim: +0,2 V ile +1,20 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla asetat tamponu
(pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak 6lcum gergeklestirildi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE kullanilarak MTX'un déniisimlii

voitamogram ¢aligmasi:

- CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

- CPE yazeyine dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, karisan 10 ppm
dsDNA c¢ézeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletiimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra

CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikandi.
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- GCozeltideki MTX’ un CPE yuzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi:

dsDNA tutturulimug CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 0,45 mM MTX c¢ozeltisi
igersine daldiriidi. Daha sonra CPE, 10 saniye streyle distile suyla yikand..

-Olgim: +0,2 V ile +1,20 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla asetat tamponu
(pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak 6lgiim gergeklestirildi.

B) ssDNA modifiye edilmis CPE kullanilarak MTX'un doénisumli

voltamogram galigmasi:

- CPE ’ nun aktivasyonu: CPE , 0,05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4)
+1.7 V uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

- CPE yuzeyine dsDNA tutturulmasi: Aktive edilmis CPE, karisan 10 ppm
ssDNA g¢bzeltisinde, +0,5 V ‘da, 5 dakika bekletimesiyle dsDNA tutturuldu. Sonra
CPE, 10 saniye sreyle distile suyla yikandi.

- Cozeltideki MTX'un CPE ylzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi:

dsDNA tutturulmus CPE, +0,2 V ‘da 3 dakika sureyle 0,45 mM MTX c¢dzeltisi
icersine daldinldi. Daha sonra CPE, 10 saniye sureyle distile suyla yikand..

-Olgim: +0,2 V ile +1,20 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla asetat tamponu
(pH 4,8) ortaminda tarama yapilarak 6lgtim gergeklestirildi.

2.3.1.2.3. MTX’un konsantrasyon degisiminin yanita etkisinin diferansiyel
puls voltametri teknigi kullanilarak incelenmesi:

Bu ¢aligmada CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE kullanildi ve galigma ortami

olan asetat tamponunda bulunan MTX miktari arttirilarak her iki tip elektrot ile alinan
yanitlar arasindaki farkhlik incelendi. Calisma 2.3.1.2.1-a'daki gibi ayni kosullarda

gerceklestirildi ve sadece ortamdaki MTX miktari arttiridt.



74

2.3.1.2.4. MTX ile CPE‘na tutturulan dsDNA’nin etkilesme siiresindeki
dedigiminin yanita etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
incelenmesi:
Bu g¢alismada CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE kullanildi ve ortamdaki
MTX ile CPE'na tutturulan dsDNA'in etkilesme sUresi arttirilarak her iki tip elektrot ile
alinan yanitlar arasindaki farklillk incelendi. alisma 2.3.1.2.1-a'daki gibi ayni
kogullarda gergeklestirildi ve sadece ortamdaki MTX ile CPE‘na tutturulan dsDNA'in
etkilesme suresi arttiriidi.
2.3.1.2.5. MTX—dsDNA etkilesmesinin biyosensorle tayininde tayin sinin
parametresinin incelenmesi:
Asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda yéntem 2.3.1.2.1-a'ya gére yapilan
caligmada sonucu voltamogramda elde edilen tayin siniri, sinyal/gurtlt orani (S/N) 3

alinarak hesaplandi.
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2.3.2. DNA hibridizasyonuna dayali biyosensér tasariminda vyapilan

caligmalar:

Diferansiyel puls voltametri ve dénusumll voltametri tekniginde kullaniimak
tizere, 0,0192 M [Co(phen)s]** stok ¢ozeltisi distile suyla hazirlandi. Calisma ortami
olarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ve 0,05 M fosfat tamponu (pH 7,4) ve 20 mM
NaCl iceren 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,0) kullanildi.

2.3.2.1. Hibridizasyon indikatérii olarak kullanilacak [Co(phen)s;]*"’ in DNA
_ile etkilegmesinin diferansiyel puls voltametri teknigiyle incelenmesi:

A) CPE ile [Co(phen)s]** tayini:

-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4) +1.7 V
uygulanarak 1 dakika sure ile karistirimayan sistemde aktive edildi.

- [Co(phen)s]** iceren calisma ortaminda calisiimasi: 20 mM NaCl ve 0.192 mM
[Co(phen)s]** igeren 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,0) icersine daldirilan elektrot, 3
dakika sireyle karisan sistemde tutuldu. [Co(phen)s}*"'nin akimulasyonundan sonra,
elektrot 20 mM Tris-HCI tamponuyla (pH 7,0) 5 saniye sure ile yikandi.

-Olgiim: Akamle .olan [Co(phen)s]** diferansiyel puls teknigi (10 mV Genlik)
kullanilarak (+0,5 V) — (-0,1 V) arasinda, 5 mV/s'lik tarama hiziyla, 20 mM NacCl
iceren 20 mM Tris-HCI tamponunda (pH 7,0) élculdi.

Ayni calisma, aymi kosullarda ancak [Co(phen)s]** icermeyen Tris-HCI
tamponunda (pH 7,0) gérgeklegtirildi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile [Co(phen)s]*" tayini:

-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4) +1.7 V
uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

-CPE yizeyine dsDNA tutturulmasi: 10 ppm dsDNA, 20 mM NaCl igeren ve

karigan asetat tamponu ¢ézeltisinde, 5 dakika sureyle +0.5 V potansiyel uygulanarak
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aktive edilmis CPE ylizeyine immobilize edildi. Daha sonra elekirot, 10 saniye sure ile
sterilize su ile yikandi.

- [Co(phen)3]3+’nin CPE yuzeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: 20 mM NaCl ve
0.192 mM [Co(phen)s]** iceren 20 mM Tris-HC! tamponu (pH 7,0) igersine daldirilan
elektrot, 3 dakika streyle karisan sistemde tutuldu. [Co(phen)s}**'nin
akumilasyonundan sonra, elektrot 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7,0) yla 5 saniye
sure ile yikandi.

-Olcam: Akimale olan [Co(phen)s]®* diferansiyel puls teknigi (10 mV Genlik)
kullanilarak (+0,5 V) — (-0,1 V) arasinda, 5 mV/s'lik tarama hiziyla, 20 mM NacCl
iceren 20 mM Tris-HCI tamponunda (pH 7,0) él¢ulda.

Ayni galisma, ayni kosullarda ancak [Co(phen)s]”* icermeyen Tris-HCI
tamponunda (pH 7,0) gerceklestirildi.

C) ssDNA modifiye edilmis CPE ile [Co(phen):]** tayini:

-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde (pH 7.4) +1.7 V
uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

-CPE ylzeyine ssDNA tutturulmasi: 10 ppm ssDNA, 20 mM NaCl iceren ve
karigan asetat tamponu gézeltisinde, 5 dakika siireyle +0.5 V potansiye! uygulanarak
aktive edilmis CPE yUzeyine immobilize edildi. Daha sonra elektrot, 10 saniye sire ile
sterilize su ile yikandl. |

- [Co(phen)s**'nin CPE ytizeyindeki ssDNA ile etkilesmesi: 20 mM NaCl ve
0.192 mM [Co(phen)s]** iceren 20 mM Tris-HClI tamponu (pH 7.0) icersine daldirilan
elelitrot, 3 dakika sdreyle karisan sistemde tutuldu. [Co(phen)s]*"nin
akimualasyonundan sonra, elektrot 20 mM Tris-HCI tamponuyla (pH 7,0) 5 saniye

sur:e ile yikandi.
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-Olgim: Akimule olan [Co(phen)s]** diferansiyel puls teknigi (10 mV Geniik)
kullanilarak (+0,5 V) - (-0,1 V) arasinda, 5 mV/s'lik tarama hiziyla, 20 mM NaCl
iceren 20 mM Tris-HCI tamponunda (pH 7,0) &iguldu.

Ayni calisma, ayni kosullarda ancak [Co(phen)s]** icermeyen Tris-HCI
tamponunda (pH 7,0) gercgeklestirildi.

2.3.2.2. Hibridizasyon indikatérii olarak kullanilacak [Co(phen)sJ** ’in DNA
ile etkilegsmesinin dénliglimli voltametri teknigiyle incelenmesi:

A) CPE ile [Co(phen)s]** tayini:

-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢dzeltisinde (pH 7.4) +1.7 V
uygulanarak 1 dakika sure ile karistinimayan sistemde aktive edildi.

-[Co(phen)s]** igeren calisma ortaminda galisiimasi: 20 mM NaCl ve 0.192 mM
[Co(phen)s]** iceren 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,0) icersine daldirilan elektrot, 3
dakika streyle karisan sistemde tutuldu. [Co(phen)s]**’'nin akiimilasyonundan sonra,
elektrot 20 mM Tris-HCI tamponuyla (pH 7,0) 5 saniye sire ile yikandi.

Aktimtle olan [Co(phen)s]*" dénusumit voltametri teknidi kullanilarak 50
mV/s tarama hiziyla (+0.5 V) - (-0.5 V) arasinda ayni ortamda 6l¢tldi.

B) dsDNA modifiye edilmis CPE ile [Co(phen)s]** tayini:

-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4) +1.7 V
uygulanarak 1 dakika sire ile karigtinimayan sistemde aktive edildi.

-CPE yuzeyine dsDNA tutturulmasi: 10 ppm dsDNA, 20 mM NaCl igeren ve
karigsan asetat tamponu gézeltisinde, 5 dakika sureyle +0.5 V potansiyel uygulanarak
aktive edilmis CPE yUzeyine immobilize edildi. Daha sonra elektrot, 10 saniye sure ile
sterilize su ile yikand..

- [Co(phen)s**'nin CPE ytizeyindeki dsDNA ile etkilesmesi: 20 mM NaCl ve
0.192 mM [Co(phen)s]*" iceren 20 mM Tris-HC! tamponu (pH 7,0) igersine daldirilan

elektrot, 3 dakika slreyle karisan sistemde tutuldu. [Co(phen)s]*"nin
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akimulasyonundan sonra, elektrot 20 mM Tris-HCI tamponuyla (pH 7,0) 5 saniye
sUre ile yikandi.

Aktmule olan [Co(phen)s]** dénusumli voltametri teknidi kullanilarak 50 mV/s
tarama hiziyla (+0.5 V) - (-0.5 V) arasinda ayni ortamda élguldu.

C) ssDNA modifiye edilmis CPE ile [Co(phen);*'] tayini:

-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢oézeitisinde (pH 7.4) +1.7 V
uygulanarak 1 dakika sure ile karistiriimayan sistemde aktive edildi.

-CPE yuzeyine ssDNA tutturuimasi: 10 ppm ssDNA, 20 mM NaCl igeren ve
karisan asetat tamponu ¢dzeltisinde, 5 dakika sUreyle +0.5 V potansiyel uygulanarak
aktive edilmis CPE ylzeyine immobilize edildi. Daha sonra elektrot, 10 saniye sure ile
sterilize su ile yikandi.

- [Co(phen)s]**’nin CPE ytizeyindeki ssDNA ile etkilesmesi: 20 mM NaCl ve
0.192 mM [Co(phen)s]** iceren 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,0) igersine daldiriian
elektrot, 3 dakika slreyle karisan sistemde tutuldu. [Co(phen)s]*"nin
akimulasyonundan sonra, elektrot 20 mM Tris-HCI tamponuyla (pH 7,0) 5 saniye
sure ile yikandl.

Aktumule olan [Co(phen)s]*" déntstmil voltametri teknigi kullanilarak 50
mV/s tarama hiziyla (+0.5 V) - (-0.5 V) arasinda ayni ortamda élguldu.

Ayni galisma, ayni kosullarda ancak [Co(phen)s]** igermeyen Tris-HCI
tamponunda (pH 7, 0) gergeklestirildi.

2.3.2.3. [Co(phen)3]3*’nin konsantrasyonundaki degisimin yanita olan
etkisinin incelenmesi:

Bu calismada CPE, dsDNA modifiye edilmis CPE ve ssDNA modifiye edilmis

CPE kullanildi ve calisma ortam:! olan Tris-HC!| tamponunda bulunan [Co(phen)s]**
miktari arttirilarak her O¢ tip elektrot ile alinan yanitlar arasindaki farklilik diferansiyel

puls voltametri teknigi kullaniarak c¢alisma 2.3.2.1'deki gibi ayni kosullarda
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gerceklestirildi ve sadece ortamdaki [Co(phen)s]** miktari giderek arttirildi; her biriyle
kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.

2.3.2.4. Ortamdaki tuz konsantrasyonundaki degisimin yanmita olan

etkisinin incelenmesi:

Bu caligmada dsDNA modifiye edilmis CPE kullanildi ve ¢alisma ortami olan
Tris-HCI tamponunda bulunan NaCl miktar1 degistirilerek, elektrot ile alinan yaritiar
arasindaki farkllik incelendi. Calisma, diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
galigma 2.3.2.1'deki gibi ayni kosullarda gergeklestirildi ve sadece ortamdaki tuz
miktari degistirildi.

2.3.2.5. [Co(phen);]** ile CPE‘na tutturulan dsDNA’in etkilesme siiresindeki

degigimin yanita etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
incelenmesi:

Bu ¢aligmada dsDNA modifiye edilmis CPE kullanildi ve [Co(phen)s]** ile
CPE'na tutturulan dsDNA'in etkilesme stresi arttirilarak , elektrot ile alinan yanitlar
arasindaki farkhlik incelendi. Calisma, diferansiyel puls voltametri teknidi kullanilarak
calisma 2.3.2.1'deki gibi ayni kosullarda gergeklestirildi ve sadece [Co(phen)s]** ile
CPE'na tutturulan dsDNA ile etkilesme sUresi arttirild.

Bu galigmalarin sonucuna bagli olarak Hepatit-B virlistne ait dizi tayini icin
tasarimi yapilacak olan DNA biyosensérll igin optimum kosullar ([Co(phen)s]**
konsantrasyonu, tuz konsantrasyonu, [Co(phen)3]3*’nin akimulasyon zamani)
belirlendi.

2.3.2.6. Hepatit-B viriisiine ait dizi tayini igin tasarimi yapilacak olan DNA
Biyosensériiniin tasarimina iligkin ¢caligmalar:
-CPE’un Aktivasyonu: 0.05 M fosfat tamponu ¢ézeltisinde (pH 7.4) +1.7 V

uygulanarak 1 dakika stre ile karistirilmayan sistemde aktive edildi.
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-Prob'un CPE yitizeyine tutturulmasi: Prob, +0.5 V potansiyel uygulanarak 5
dakika stre, 20 mM NaCl iceren 10 ppm prob ¢ézeltisinde karigan ortamda, aktive
edilmis CPE ylzeyine immobilize edildi. Daha sonra elektrot, 10 saniye sure ile
sterilize su ile yikandi.

- Hibrit'in CPE ylzeyinde olusturulmasi: Hibridizasyon, elektrodun 20 mM NaCl
iceren ve karigan 15 ppm hedef ¢ozeltisine daldirilmasiyla ve +0.5 V potansiyelde 5
dakika sureyle tutulmasiyla gerceklestirildi. Daha sonra elektrot 10 saniye sure ile
sterilize su ile ykandi. Yukaridaki islemler, hedef dizi yerine tek bazi farkli
oligonUkleotit ve rastgele diziye sahip oligontkleotit kullanilarak tekrarlandi.

-Hibridizasyonun tayini: Hibridizasyon tayininde; 20 mM NaCl ve 0.192 mM
[Co(phen)s]** igeren 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.0) igersine daldirilan elektrot, 3
dakika streyle karigan sistemde tutuldu. [Co(phen)s]*"'nin akimtlasyonundan sonra,
elektrot 20 mM Tris-HCI tamponuyla (pH 7.0) 5 saniye sure ile yikandi. Daha sonra
akamule olan [Co(phen)s]** diferansiyel puls teknigi (10 mV'luk Genlik) kullanilarak
slguldu.

Ayni islemler, prob ve tek bazi farkl oligonukleotit (mismatch) arasindaki
hibridizasyon ve ayrica prob ve rastgele diziye sahip oligontklieotit (non-

complementary) arasindaki hibridizasyonun tayini igin tekrarlandi.
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. BOLUM

BULGULAR

3.1. lilag-DNA etkilesmesine dayali biyosensér tasariminda yapilan

calismalara iliskin bulgular:

3.1.1. Epirubisin Hidrokloriir (EPR) ile DNA etkilegsmesinin elektrokimyasal
olarak incelenmesine iliskin bulgular:

3.1.1.1. EPR’nin dsDNA ile etkilesmesinin diferansiyel puls voltametri
teknigi kullanilarak incelenmesine iligkin bulgular:

3.1.1.1.1. Asetat tamponu ortaminda (pH 4.8) elde edilen bulqular:

Yontem 2.3.1.1.1-a ‘da anlatildi§ gibi yapildl.

I'i 00 NnA

AKIM (n)

J i
+0.3 v + 0.7 v

POTANSIYEL (V)

Sekil-15: Asetat tamponu ortaminda EPR’nin dsDNA ile etkilesmesi sonucu
elde edilen karsilastirmali voltamogramlari; (a) CPE, (b) dsDNA modifiye edilmig

CPE; (----- ) ile gbsterilen ilag icermeyen ¢alisma ortaminda alinan voltamogram.
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3.1.1.1.2. Fosfat tamponu ortaminda (pH 7.4) elde edilen bulgular:

Yoéntem 2.3.1.1.1-b ‘de anlatildigi gibi yapildi.

I‘l 00 nA

<
=
§
[ ]
+0.2V +0.6 V

POTANSIYEL (V)

Sekil-16: Fosfat tamponu ortaminda EPR’nin dsDNA ile etkilegsmesi sonucu
elde edilen karsilagtirmali voltamogramiari; (a) CPE, (b) dsDNA modifiye edilmig

CPE; (----- ) ile g6sterilen ilag icermeyen ¢aligsma ortaminda alinan voltamogram.
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Her iki ortamda elde edilen bulgular asagdidaki Tablo-1 'de 6zetlenmistir.
Tablo-1: EPR 'nin CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE ile diferansiyel puls
voltametrisinde asetat ve fosfat tamponunda elde edilen voltamogramlarinda

bulunan yanit (nA ) ve yukseltgenme pik potansiyelleri (V).

Fosfat tamponunda
Asetat tamponunda
(pH 4 %) alinan (IF:H 17’4) alinan K
. ! . U tgenme pi
Kullanilan yiikseltgenme pik yukseig
ilacin adi potansiyeli (V) / Yanit (nA) potansuye(lrl‘ A\)I) )/ Yanit
dsDNA dsDNA
CPE mod. CPE CPE mod. CPE
EPR +0,55/512 +0,55/ 248 +0,40 /111 +0,40 / 51

3.1.1.2. EPR’nin DNA ile etkilesmesinin doéniigiimlii voltametri ile

izlenmesine iligkin bulgular:

Yéntem 2.3.1.1.2'de anlatildigi gibi yapildi.

AKIM(nA)

09 04 0.3 1.2 1.6
POTANSIYEL (V)
Sekil-17: EPR'nin dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesinin asetat tamponu

ortaminda dénusimlld  voltametri  kullanilarak elde edilen kargilagtirmali

voltamogramlar; (a) CPE, (b) ssDNA modifiye edilmis CPE, (c) dsDNA modifiye
edilmis CPE.



84

3.1.1.3. EPR’nin déniisiimlii voltametrisinde tarama hizinin degistirilerek
yanita etkisinin incelenmesine iligkin bulgular:
Yéntem 2.3.1.1.2 ‘de anlatildigi gibi yapildi. Déntsimlil voltametride calisma

tarama hizi arttirilarak (20 mV/s, 50 mV/s, 100 mV/s, 200 mV/s ve 500 mV/s) ¢alisiidi.

AKIM(A)

co 04 o8
POTANSIYEL (V)

Sekil-18: EPR'nin ddénlusimll voltametrisinde tarama hizinin degistirilerek

dsDNA modifiye edilmis CPE ile elde edilen karsilastirmali voltamogramlari; 20 mV/s,
50 mV/s, 100 mV/s, 200 mV/s ve 500 mV/s.
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Tarama hizi arttinhip her birinde elde edilen akim degerleri hesaplanarak,

tarama hizinin karekoékine karsilik akim deg@erlerini iceren grafik ¢izildi.

1,4
1,2 -
o 1 -
o
5
S 0,8
X
-~
E 0,6
=
o5 014—
=X
0,2
0 T I I

4
0 5 10 15 20

Tarama hizinin karekdki

Sekil-19: Tarama hizinin karekoki [(mV / s)"?]-Akim  grafigi
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3.1.1.4. EPR konsantrasyon degigsiminin yanita etkisinin diferansiyel puls
voltametri teknigi kullanilarak incelenmesine iligkin bulgular:
Yontem 2.3.1.1.1-a ‘da anlatildidi gibi yapildi; sadece ortamdaki EPR miktar

miktar! arttirlarak (0,85 uM; 1,7 uM; 3,4 u M ve 17 u M) galisildi.

1000

800 —

800 -

700 — a

600 —

Alkim (nA)

500 —

400 —

300 — b

200 llllIlllllllllllllllIlllllllllllllllllllllll'llll

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Epirubisin konsantrasyonu (pM)

Sekil-20: EPR konsantrasyonundaki degisimin yanita etkisi; (a) CPE, (b)

dsDNA modifiye edilmig CPE.
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3.1.1.5. CPE‘na tutturulan dsDNA’in konsantrasyon degisiminin EPR
yanitina etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak incelenmesine
iligkin bulgular:

Yoéntem 2.3.1.1.1-a ‘da anlatildidi gibi yapildi; sadece CPE ylzeyine tutturulan
dsDNA miktari arttirildi ve 2,5 ppm, 5 ppm , 10 ppm dsDNA konsantrasyonlarinda
calisildi. Elde edilen akim degerleri sirasiyla; 540 nA, 380 nA ve 405 nA ‘dir. Sadece
CPE ile elde edilen akim degeri 795 nA ‘dir. Buna goére en uygun dsDNA c¢alisma
konsantrasyonunun 5 ppm olduguna karar verildi.

3.1.1.6. EPR ile CPE‘na tutturulan dsDNA’in etkilegme siiresinde degigimin

yanita etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak incelenmesine
iliskin bulgular:

Yéntem 2.3.1.1.1-a ‘da anlatildigi gibi yapildi; sadece EPR ile CPE'na tutturulan

dsDNA'in etkilesme suresi arttirilarak (1 dakika; 3 dakika; 7 dakika ve 15 dakika)

calisild.

sgn

800 — /"’-

100 = —_, o

son - A

Akim (N )

$00 —

Zaman [Dakika)

Sekil-21: EPR ile CPE'na tutturulan dsDNA'in etkilesme stresindeki degigimin

yanita etkisi; (a) CPE ve (b) dsDNA modifiye edilmis CPE.
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3.1.1.7. EPR ile CPE‘na tutturulan oligoniikleotidlerin etkilegmesinin
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak incelenmesine iligkin bulgular:

Yéntem 2.3.1.1.7’de anlatildidi gibi yapildi.

AKIM (nA)

I
0.2V +08V

POTANSIYEL (V)

Sekil-22: EPR ile CPE'na tutturulan oligontkleotidlerin etkilegmesinin
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak elde edile voltamogramlari; (a) CPE (b)
Prob (Oligo 2A) modifiye edilmis CPE ve (c) Hibrit modifiye edilmis CPE; (- - - - - ) ile

gosterilen ilag icermeyen calisma ortaminda alinan voltamogram.
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3.1.1.8. EPR-dsDNA etkilesmesinin biyosensorle tayininde
Tekrarlanabilirik ve Tayin sinin parametrelerinin incelenmesine iligkin
bulgular:

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi, yéntem- 2.3.1.1.8'de anlatildigi gibi yapildi. Sonu¢
olarak CPE ile yapilan galismada varyasyon ylizdesi 8,6 ; dsDNA modifiye edilmig
CPE ile yapilan ¢alismada ise 12,8 olarak bulundu (n=5).

Tayin siniri hesaplanirken S/N orant 3 olarak alindi. Tayin sinirlari CPE igin

26 nM ve dsDNA modifiye edilmis CPE igin 50 nM olarak bulundu.
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3.1.2. Mitoksantron dihidrokloriir (MTX) ile DNA etkilesmesinin
elektrokimyasal olarak incelenmesine iliskin bulgular:
3.1.2.1. MTX'un dsDNA ile etkilesmesinin diferansiyel puls voltametri

teknigi kullanilarak incelenmesi:

3.1.2.1-a) Asetat tamponu ortaminda (pH 4.8) elde edilen bulqular:

Yéntem 2.3.1.2.1-a ‘de anlatildigi gibi yapild.

‘&
I 200 nA
b
e} \‘
§
| |
+(3.3V +0.8 V
POTANSIYEL (V)

Sekil-23: Asetat tamponu ortaminda MTX'un dsDNA ile etkilesmesi sonucu
elde edilen karsilagtirmali voltamogramlari; (a) CPE, (b) dsDNA modifiye edilmig

CPE; (----- ) ile gdsterilen ilag icermeyen ¢alisma ortaminda alinan voltamogram.
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3.1.2.1-b) Fosfat tamponu ortaminda (pH 7.4) elde edilen bulqular:

Yéntem 2.3.1.2.1-b 'de anlatildig gibi yapildi.

I200nA

AKIM (nA)

I |
+0.1V +0.7V

POTANSIYEL (V)

Sekil-24: Fosfat tamponu ortaminda MTX'un dsDNA ile etkilesmesi sonucu
elde edilen kargilastirmali voltamogramiari; (a) CPE, (b) dsDNA modifiye edilmis

CPE; (----- ) ile gbsterilen ilag icermeyen ¢alisma ortaminda alinan voltamogram.
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Her iki ortamda elde edilen bulgular asagidaki Tablo-2 ‘de ézetlenmistir.
Tablo-2 : MTX'un CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE ile diferansiyel puls
voltametrisinde asetat ve fosfat tamponunda elde edilen voltamogramlarinda

bulunan yanit (nA ) ve ytkseltgenme pik potansiyelleri (V).

Asetat tamponunda Fosfat tamponunda
H 4,8) alinan yiikseltgenme H 7,4) alinan
.Kullanllan [(J?k pot;nsiyeli (}(/) / Yaglt (nA) yt(iﬁseltglnme pik
ilacin adi potansiyeli (V) / Yanit (nA)
CPE dsDNA mod. CPE CPE dsDNA mod. CPE
+0,50/1204 +0,50/ 859 +0,32 / 1060 +0,32 /975
MTX +0,66 / 459 +0,66 / 200 +0,52 /1 808 +0,52 /398

3.1.2.2. MTX’'un dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesinin asetat tamponu
ortaminda doéniigiimlii voltametri teknigi kullanilarak incelenmesine iligkin
bulgular:

Yontem 2.3.1.2.2°'de anlatildigi gibi yapildi.

AKIM(1A)

o0 04 os 1.2

POTANSIYEL (V)
Sekil-25: MTX'un dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesinin asetat tamponu

ortaminda dénUsimliU  voltametri kullanilarak elde edilen Kkarsilagtirmall
voltamogramlan; (a) CPE, (b) ssDNA modifiye ediimis CPE, (c) dsDNA modifiye

edilmis CPE.
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3.1.2.3. MTX konsantrasyon degigiminin yanita etkisinin diferansiyel puls
voltametri teknigi kullanilarak incelenmesine iligkin bulgular:

Yéntem 2.3.1.2.1-a ' da anlatildigi gibi yapildi; sadece ortamdaki MTX miktari
miktar arttinlarak (1,125 uM; 2,250 u M; 4,5 u M ve 9,0 u M) galisildi. Her iki pikte
(+0,50 V ve +0,66 V ) elde edilen akim degerlerine gére MTX konsantrasyon (uM) -

Akim (nA) grafikleri ¢ikartild.

1600

1400 -

1200 -

—

(-

([

o
|

800 |-

Akim (nA)

600 |
400

200 |-

0 2 4 8 8 10
Mitoksantron kensantrasyonu (ph)

Sekil-26: MTX konsantrasyon degisiminin yanita etkisi; + 0,50 V’ daki 1. pike
gore : (a1) CPE, (by) dsDNA modifiye edilmis CPE; + 0,66 V' daki 2. pike gére : (az)
CPE, (b2) dsDNA modifiye edilmis CPE.
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3.1.24. MTX ile CPE‘na tutturulan dsDNA’in etkilesme siiresindeki
degisimin yanita etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
incelenmesine iligkin bulgular:

Yéntem 2.3.1.2.1-a ‘da anlatildigi gibi yapildi; sadece MTX ile CPE'na
tutturulan dsDNA'in etkilesme siresi arttirilarak (1 dakika; 3 dakika; 7 dakika ve 15
dakika) calisiidi. Her iki pikte (+0,50 V ve +0,66 V ) elde edilen akim deg@erlerine gére

zaman (dakika)- Akim (nA) grafikleri ¢ikartildi.

2500

2000

1500

Akim (nA)

1000

- 500

llllllllllllllllllllll]l’

8 10 12 14 16
Zaman {dakika)

o
o
|
o)

Sekil-27(A): MTX ile CPE'na tutturulan dsDNA'in  etkilesme suresindeki
degisimin yanita etkisi; + 0,50 V' daki 1. pike gére : (a) CPE ve (b) dsDNA modifiye
edilmis CPE.
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1400

1200

o

(=

o
T

Akim (nA)
(o] [0
8 8
| 1

400

200 :-

O.LLLILII'LJIIIII[lllllllllllllll

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (dakika)

Sekil-27(B): MTX ile CPE'na tutturulan dsDNA'in etkilesme suresindeki
degisimin yanita etkisi; +0,66 V'daki 2.pike gére: (a) CPE ve (b) dsDNA modifiye

edilmig CPE.
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3.1.2.5. MTX-dsDNA etkilegsmesinin biyosensérle tayininde tayin sinin
parametresinin incelenmesine iligkin bulgular:

Asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda yéntem 2.3.1.2.1-a'ya gére yapilan
calismada sonucu voitamogramda elde edilen tayin siniri (S/N= 3 ), CPE igin

54,8 nM ve dsDNA modifiye edilmis CPE igin 72 nM olarak bulundu.
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3.2. DNA hibridizasyonuna dayali biyosens6r tasanminda yapilan

calismalara iligkin bulgular:

3.2.1. Hibridizasyon indikatérii olarak kullanilacak [Co(phen)s J*" in DNA
ile etkilegsmesinin diferansiyel puls voltametri teknigiyle incelenmesine iligkin

bulgular:

Yéntem 2.3.2.1°de anlatildidi gibi yapildi.

4 IﬂiﬂnA

AKIM (nA)
1z

- K
- e mne ’ o -

POTANSIYEL (V)

Sekil-28: 0.192 mM [Co(phen)s |*" nin 20 mM NaCl iceren 20 mM Tris-HCl
(pH 7.0) tamponunda, 10 mV'luk puls genligi ve 5 mV/s ‘luk tarama hiziyla elde
edilen diferansiyel puls voltamogramlar; (a) dsDNA tutturulmus CPE, (b) ssDNA
tutturulmus CPE ve (c¢) CPE; (- --- - ) ile gésterilen [Co(phen)s I** icermeyen calisma

ortaminda alinan voltamogram.
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3.2.2. Hibridizasyon indikatérii olarak kullanilacak [Co(phen); ]**’in DNA ile

etkilegmesinin doniiglimlii voltametri teknigiyle incelenmesine iligkin bulgular:

Yéntem 2.3.2.2'de anlatildidi gibi yapild..

AKIM (uA)

1 1 I I 1 I 1 {

08 0.4 0.0, 0.4 0.8
POTANSIYEL (V)

Sekil-29: 0.192 mM [Co(phen)s]**’nin 20 mM NaCl iceren 20 mM Tris-HCl (pH
7.0) tamponunda, 50 mV/s tarama hiziyla elde edilen déntstmll voltamogramilari;
(a) dsDNA tutturulmus CPE, (b) ssDNA tutturulmus CPE; (- - - - - ) ile gbsterilen

[Co(phen)s]** icermeyen ¢alisma ortaminda alinan voltamogram.
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3.2.3. [Co(phen); ]** konsantrasyon dedigiminin yanita olan etkisinin

incelenmesine iligkin bulgular:

Yéntem 2.3.2.1'de anlatildigi gibi yapildi.

4000
a
3500 - e
R
u/
3000 - /
-/ b
<< 2500 - f A
= f A
S 2000 4 / /
-_ -‘ /
< &
1500 - /
a ¢
1000 - / I
1 ®
S
o”.
500 o
o - T T T
0 1 2 3

Konsantrasyon (mM)

Sekil-30: Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak elde edilen katodik pik

akimlarinin [Co(phen)s I** konsantrasyonuna karsi cizilen kalibrasyon grafigi; (a)

dsDNA tutturulmus CPE, (b) ssDNA tutturuimus CPE ve (c) CPE
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3.2.4. Ortamdaki tuz konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisinin

incelenmesine iligkin bulgular:

5 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM NaCl konsantrasyonlarini iceren 20 mM Tris-HCI
tamponunda dsDNA modifive edilmis CPE ile alinan yanitlar arasindaki farklilik
incelendi. Calisma, diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak calisma 2.3.2.1'deki
gibi ayni kosullarda gerceklestirildi ve sadece ortamdaki tuz miktar degistirildi. Elde

edilen pik akimlari sirastyla 220 nA, 890 nA, 230 nA ve 230 nA 'dir.

3.2.5. [Co(phen); J** ile CPE’ na tutturulan dsDNA'’ in etkilesme stiresindeki
degisikligin yanita etkisinin diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak

incelenmesine iligkin bulgular:

Farkli etkilesme streleri ( veya [Co(phen)s J*" in biriktirme stresi) dsDNA
modifiye edilmis CPE ile alinan yanitlar arasindaki farkhliga bagli olarak incelendi.
Calisma, diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak galisma 2.3.2.1°deki gibi ayni
kosullarda gerceklestirildi ve sadece [Co(phen)s [*** in biriktirme stiresi degistirildi.

Biriktirme sUresi 1 dak, 3 dak ve 5 dak olarak alindi ve gézlemlenen pik akimlari

sirasiyla 500 nA, 740 nA ve 710 nA 'dir.
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3.2.6. Hepatit-B viriisiine ait dizi tayini icin tasannmi yapilacak olan DNA

Biyosensdriiniin tasannmina iligkin ¢aligmalara iligkin bulgular:

Yontem 2.3.2.6'da anlatildig gibi yapildi.

I 200nA

AKIM (nA)

-0.1 +0.4

POTANSIYEL (V)

Sekil-31: Artan derisimlerle 21 baz hedef dizisi igin diferansiyel puls
voltamogramilar (A dizisi): (a) 10 ppm, (b) 15 ppm ve (c) 20 ppm; 21 baz HBV prob

(B dizisi; ( - - - - - ) ile gosterildi) ve elektroaktif indikatdér olarak [Co(phen)s P

kullanildi.



AKIM (nA)

102

I 200nA
b.
! e
-0.1 +0.4
Sekil-32:  Elektroaktif indikatér [Co(phen)s®] icin diferansiyel puls
voltamogramlari; 10 ppm 21 baz HBV prob (B dizisi; (---- - ) ile gésterildi) ile (a) 15

ppm 21 baz HBV hedef (A dizisi) ve (b) 15 ppm 21 baz HBV hedef olmayan dizi (C

dizisi) hibridizasyon sinyalleri.
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IV. BOLUM

TARTISMA ve SONUG

4.1. ilag-DNA etkilesmesine dayali biyosensdr tasanminda yapilan

galigmalara iligkin bulgularin degerlendirilmesi:

4.1.1. EPR -DNA etkilesmesine dayali biyosensér tasanminda yapilan

caligmalara iligkin bulgularin degeriendirilmesi:

EPR molekiline bakildiginda, paradioksibenzen béliminin ylkseltgendidi
aciktir (126). EPR ¢ozeltisi, DNA interkalasyonunun karakteristik 6zelligi olarak,
DNA'ya bagli ultraviyole ve gérinir absorpsiyon spektrumlarinda hipokromik ve
batokromik kaymalar gdstermistir (95). Dolayisiyla bu ¢alismada EPR'nin dsDNA ile
etkilesmesi sonucu elektrokimyasal yanitinda azalma beklenmektedir.

EPR ile dsDNA etkilesmesine iliskin voltamogramlar, sekil-15 ve sekil-16 ' da
gbrulmektedir.

Sekil-15' de, EPR’nin asetat tamponunda (pH 4,8) alinan ylkseltgenmesine ait
voltametrik élgimlere bakildiginda gerek CPE, gerekse dsDNA modifiye edilmis CPE
ile alinan yanitta pik, +0,55 V ‘da géruldt ve dsDNA modifiye edilmis CPE ile alinan
yanitin CPE ile alinaninkinden kigtk oldugu bulundu. $ekil-16' da, EPR'nin fosfat
tamponunda (pH 7,4) alinan ylkseltgenmesine ait voltametrik él¢timlere bakildiginda,
gerek CPE, gerekse dsDNA modifiye ediimis CPE ile alinan yanitta pik, +0,40 V ‘da
goérildii ve asetat tamponunda alinan &lgim sonuglarina benzer olarak; dsDNA

modifiye edilmig CPE ile alinan yanitin CPE ile alinankinden klgtk oldudu bulundu.
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Calismamizdakine paralel olarak benzer sonug, C. Xia ve arkadaglari tarafindan
(126) camsi karbon elektrot kullanilarak ve déntsumll voltametri uygulanarak
bulunmustur ancak DNA ve EPR etkilesmesi, calismamizdakinden farkli olarak
¢ézelti bazinda incelenmistir. Asetat (pH 4,8) ve fosfat (pH 7,4) tamponu ortaminda
gergeklestiriien CPE ve dsDNA modifiye edilmis CPE yanitlar kiyaslandigi zaman,
her iki calismada da yar yariya bir azalma gézlenmektedir. Her iki ortamda yapilan
calismalardaki pik potansiyellerine bakilacak olursa, fosfat tamponu ortaminda
(pH 7,4) gértlen pik potansiyeli, asetat tamponu ortamindakinden (pH 4,8) daha
kagUktUr ve yanitlar kargilastinldigr zaman kuglk ve simetriktir. Fosfat tamponu
ortaminda (pH 7,4), daha dusik potansiyelde yuUkseltgenme pikinin gériimesinin
nedeni; (-OH) grubundan hidrojeni koparmak daha bazik karakterli ortamda, daha az

enerji gerektirdidi icin daha kolay olmasi seklinde yorumlanabilir.

Sekil-17'de EPR'nin dénlsUimlU voltametrisine bakildiginda, sadece CPE ile
alinan EPR 'ne ait yUkseltgenme piki, hem ssDNA modifiye edilmis CPE ile alinan
pikten, hem de dsDNA modifiye edilmis CPE ile alinan pikten daha buyuktur; bu da
bize EPR'nin DNA ile etkilestigini géstermektedir.

Hem diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak her iki ortamda alinan
voltamogramlar, hem de dénldsimlG voltametri 'teknigi kullanilarak elde edilen
voltamogramiar, EPR’'nin dsDNA ve ssDNA ile etkilesme sonucunda yanitta bir
azalma oldugunu géstermektedir ki bu sirasiyla; CPE > ssDNA modifiye
edilmis CPE> dsDNA modifiye ediimis CPE seklinde ifade edilebilir. C. Xia ve
arkadaslarinin sonuglari, ¢alismamizda verilen sonuglarla paraleldir. EPR'nin dsDNA
modifiye edilmis CPE ile alinan yanitinda azalma oldugu; ¢unkl EPR, dsDNA gift
sarmal yapisi igersine interkale oldugu ve dolayisiyla ylkseltgenecek grubun kismen

saklandig icin sinyalin kG¢UldUga rapor edilmistir (126).
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ssDNA ile elde edilen yanit ise dsDNA ile elde edileninkine kiyasla daha
blyuktar. Bunun sebebi; EPR’nin ssDNA'ya baglanmasi olabilir.

Sekil-18 'de EPR’nin dsDNA modifiye edilmis CPE ile tarama hizi arttirilarak
elde edilmis dénusumll voltamogramlari bulunmaktadir. Tarama hizlarinin
karekokune (V2 (mV/s)""?) karsilik slglilen akim degerlerine iligkin grafik gizildiginde
(Sekil-19), 200 mV/s'ye kadar elektroaktif turlerin CPE ylzeyine tasinmalari
difizyonal, 200 mV/s'dan sonra ise adsorpsiyon ile oldugu géruimastar. C. Xia ve
arkadaslarinin g¢alismalarinda da rapor edildigi gibi (126), dustk tarama hizlarinda
elektroaktif tarlerin elektrot ylUzeyine tagimimi, difizyonal kitle tasinimi ile, yuksek
tarama hizlarinda ise adsorpsiyon ile olmaktadir. Ayrica K. Millan ve arkadaslarinin
bir galigmasinda (60), tarama hiz! ile maddenin DNA ile etkilesimine iligkin olarak
sunlar rapor edilmigtir: ” Elektrot ylzeyine tutturulan DNA, maddeyi iceren ¢ézeltiye
dogru uzanmaktadir ve madde ile etkilestikten sonra, madde iletken &zellikteki
DNA’dan ayrilip elektrot ylzeyine ulasir ; orada yuUkseltgenir veya indirgenir *.
Dolayisiyla tarama hizint arttirdigimizda kompleks yavasca ayrilir; ayrisma hizi, bu
hiza yetisemez;, bu ylzden dustk tarama hizlarinda bu etkilesimin tayini daha
mumkuan hale gelmektedir.

dsDNA ile etkilegsen EPR miktar arttirilarak, yanita etkisi incelendi. Sekil-20 'de
gérilen EPR konsantrasyonu-akim grafiginden de anlasildidi gibi, CPE ile dsDNA
modifiye CPE yanitlan arasindaki fark, en fazla 1,7 uM EPR konsantrasyonunda
gbzlenmis ve diger konsantrasyonlarda ¢ok az fark gézlenmistir. Bunun nedeni,
digUk konsantrasyonda etkilesim, elektrostatik etkilegim gibi davraniyor olabilir.
1,7 uM 'dan sonra hem CPE hemde DNA modifiye edilmis CPE ile EPR
konsantrasyonundaki artiga bagli olarak aradaki fark az olup, doyguniuga ulastigi
sdylenebilir. Dolayistyla galismamizda optimum EPR konsantrasyonu olarak 1,7 uM

kullanimistir.
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EPR'nin etkilesme zamanindaki farklilik ile ilgili calismada (Sekil-21), en uygun
zamanin 3 dakika oldugu bulunmustur. C. Xia ve arkadaslari galismalarinda (126),
etkilesme zamani olarak 1 dakikay: kullanmiglardir. Bu galigmada ise, en uygun
zamanin 3 dakika oldugu géralmustar; ¢ink CPE ile dsDNA modifiye edilmis CPE
yanitlar1 arasindaki fark en fazladir. 7 dakikadan sonra dsDNA modifiye edilmis CPE
ile elde edilen yanit daha buyUtktur, bunun sebebi, EPR'nin dsDNA modifiye edilmig
CPE yuzeyinde ¢ok fazla birikmesi olabilir.

Bu ¢alismada 2,5 ppm, 5 ppm , 10 ppm dsDNA konsantrasyonlarinda caligildi.

Elde edilen akim degerleri sirasiyla; 540 nA, 390 nA ve 405 nA ‘dir. Sadece CPE ile
elde edilen akim degeri 795 nA ‘dir. Elde edilen akim deg@erlerine baktigimiz zaman,
DNA konsantrasyondaki artisa bagll olarak sinyalde bir azalma gézlenmistir.
Calismamizda da dsDNA konsantrasyonunun arttinlmasiyla, J. Wang ve
arkadaslarinin ¢aligmalarinda daunomisin (112) ve C. Xia ve arkadaslarinin
galismalarinda Epirubisin (126) ile elde ettikleri sonuca paralel olarak, yanitta bir
azalma goézlenmektedir. Ayrica benzer sonug, civa elektrodu ile doksorubisin-DNA
etkilesmesi inceleyen J. A. Plambeck ve arkadaslarinin sonuglarinda (87) da rapor
edilmistir. Buna gbre en blyUk fark 5 ppm de gézlendigi igin, en uygun dsDNA calisma
konsantrasyonunun 5 ppm olduguna karar verilmis ve diferansiyel puls voltametrisinin
ttim uygulamalarinda bu konsantrasyonda galigiimistir.

EPR ile CPE'na tutturulan oligontkleotidlerin etkilesmesinin tayini igin
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak elde edilen voltamogramlarina
bakildiginda (Sekil-22), EPR'nin ssDNA ve dsDNA ile etkilesmesinin dénusumid
voltametri teknidi ile elde edilen sonuca paralel olarak, en buyuk sinyal sirasiyla,
CPE > Prob (Oligo 2A) modifiye edilmis CPE > Hibrit (Oligo 2A- Oligo 2B) modifiye
edilmis CPE ile alinmigtir. DénGsumiU voltametride EPR'nin ssDNA ile etkilesme
sonucu yanitindaki azalma, dsDNA ile etkilesme sonucu yanittaki azalmadan daha

azdir; yani bu ¢alismada da ayni sonug oligontkieotidlerle elde edilmistir. interkalatér
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bir maddenin ssDNA'ya gére, dsDNA'ya daha se¢imli bagianabildigi ve ayrica dsDNA
modifiye edilmig CPE ile elde edilen ylUkseltgenme pik potansiyeli ile ssDNA modifiye
ediimis CPE ile elde edileninki arasinda fark bulundugu, K Hashimoto ve
arkadaslarinin bir calismasinda (36) rapor edilmigtir. Ayrica daha &nce yapilmig
hibridizasyona yénelik elektrokimyasal biyosensér tasarimi ¢aligmalarinda (35, 36, 61,
108, 115, 116) sonuglarimiza paralel olarak probla ve hibritle alinan yanit arasinda
farklilik vardir. Ayrica K. Hashimato ve arkadaglarinin ¢alismalarinda (35) kullandiklari
hibridizasyon indikatérl, Hoescht 33258 ile ¢alismamizda EPR kullanilarak elde edilen
sonuglar, farkli oligoniikieotitlerle elde edilmis olsada, ayni paralelliktedir ve prob ile
hibrit ile elde edilen yanitlar arasinda fark, % 39,4 olarak bulunmusgtur. Dolayisiyla
EPR'nin belirli kosullar altinda Gmit verici bir hibridizasyon indikatéri olarak
kullanilabilecegi de séylenebilir.

Tekrarlanabilirik sonuglarina bakildiginda, CPE ile yapilan c¢alismada
varyasyon yuzdesi % 8,6; dsDNA modifiye edilmis CPE ile yapilan calismada ise
% 12,8 olarak bulunmugtur (n=5).

EPR ile gerceklestirilen calismada, tayin sinirlari CPE icin 26 nM ve dsDNA
modifiye edilmis CPE igin 50 nM olarak bulunmustur. dsDNA modifiye edilmis CPE ile
bulunan tayin sininm, C. Xia ve arkadaglarinin GCE buldugu sonug (126) ile
kiyaslamak istersek sirasiyla 0,05 uM ve 21 uM 'dir. Dolayisiyla dsDNA modifiye
edilmis CPE ile EPR-dsDNA etkilesmesine bagli olarak EPR'in daha disUk dizeylerini

saptayabiliriz.
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4.1.2. MTX -DNA etkilesmesine dayali biyosensoér tasariminda yapilan

galismalara iligkin bulgularin degeriendirilmesi:

MTX, DNA'ya interkalasyon igin gerekli olan antrakinon grubu ile birlikte
kimyasal aktivitesini géstermesine katkida bulunan yan gruplardan olusan dlzlemsel
bir heterosiklik halka yapisina sahiptir. Molekllden disar dogru uzanan pozitif yukld
azot (N) iceren yan zincirler, DNA'nin negatif yUklu fosfat omurgasi ile elektrostatik
olarak etkilegerek, baz ciftleri arasina interkale olmus aromatik halkay: daha kararli
hale getirirler (70). MTX' un niikleik asitleri biriktirme &zelliginin, sitotoksik aktivitesine
baglh olarak gergeklestirdiklerine inaniimaktadir (45). Ayrica mitoksantron ile DNA
etkilesmesinde, molekUlinin en azindan bir béliminin, DNA'nin kigik oluguna

baglandigi genel gértust bulunmaktadir (52).

MTX ile dsDNA etkilesmesine iliskin voltamogramilar, sekil-23 ve sekil-24 'de
g6riimektedir.

Sekil-23' te, MTX' un asetat tamponunda (pH 4,8) alinan ylkseltgenmesine
iligkin voltametrik 6lcimlere gerek CPE, gerekse dsDNA modifiye edilmis CPE ile
alinan yanitta ilk pik, Ep; = +0,50 V ‘da ve ikinci pikte, Ey2 = +0,66 V ‘da géruldu ve
her ikisinde de dsDNA modifiye edilmis CPE ile alinan yanitin CPE ile alinaninkinden
ktgtk oldugu bulundu. Sekil-24' te, MTX'nun fosfat tamponunda (pH 7,4) alinan
yukseltgenmesine ait voltametrik digimlere bakildiginda; gerek CPE, gerekse dsDNA
modifiye edilmig CPE ile alinan yanitta ilk pik, Epy = +0,32 V ‘da ve ikinci pik,
Ep2 = +0,62 V ‘da gorulda ve her ikisinde de, asetat tamponunda alinan élgim
sonuglarina benzer olarak, dsDNA modifiye edilmis CPE ile alinan yanitin CPE ile

alinaninkinden kig¢uk oldugu bulundu.
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MTX ile DNA’ nin etkilegsmesini ¢dzelti bazinda (70) ve ¢alismamizdaki elektrot
ylzeyinde gercekiesen etkilesmesi sonuglart uyum iginde bulunmustur. MTX' nun
dsDNA'ya interkale olmasi sonucu, yukseltgenebilecek gruplarin azalmasi (bu
gruplarin bir kisminin DNA iginde saklanmasi) veya MTX' un ylkseltgenecek
gruplarinin  bu etkilesim sonucunda yUkseltgenmeye uygun bir pozisyonda
bulunmamast sonucunda yanitta azalma gézlenmektedir. Her iki ortamda yapilan
caligmalardaki pik potansiyellerine bakilacak olursa EPR ile yaptigimiz ¢aligsmanin
sonuglarina paralel olarak, fosfat tamponu ortaminda (pH 7,4) gértlen pik potansiyeli,
asetat tamponu ortamindakinden (pH 4,8) daha kiguktlr ve sinyaller kiyaslandigi

zaman daha kuguk fakat daha simetriktir.

Caligmamizda sadece CPE ile elde edilen pikler baz alindiginda, MTX' un
dsDNA ile etkilesmesi sonucu elde edilen yanit, asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda,
fosfat tamponu ortamina gére oransal bir azalma (iki sinyal arasinda farkli bayime)

gdbstermistir.

MTX' un voltamograminda elde edilen ilk ve ikinci piklerin hangi fonksiyonel
gruplarina ait oldugunu konusunda; ilk pikin ana yapr olan antrakinondaki
(-OH) grupiannm; ikinci pikin ise yan zincirdeki (-OH) gruplarinin yUkseltgenmesine
iligkin oldugu seklinde yorum yapabiliriz. Dolayisiyla, ¢calismamizin bundan sonraki

asamalarinda asetat tamponu (pH 4,8), calisma ortami olarak kullaniidi.

Sekil-25'de MTX' un dénusumll voltametrisine bakildiginda, sadece CPE ile
alinan MTX 'na ait anodik pik, hem ssDNA modifiye edilmis CPE ile alinan pikten,
hem de dsDNA modifiye edilmis CPE ile alinan pikten daha buyuktar; bu da bize
MTX' un DNA ile etkilestigini géstermektedir.

Hem diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak her iki ortamda alinan
voltamogramiar, hem de dénUsimllu voltametri teknidi kullanilarak elde edilen

voltamogramlar, MTX' un yanitinda dsDNA ve ssDNA ile etkilesme sonucunda bir
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azalma oldugunu gdéstermektedir. Bunun sebebi, MTX' un interkalasyon ile
dsDNA'nin baz ¢iftleri arasina yerlesmesi ve yapisindaki yUkseltgenebilen gruplarin
kismen mevcut olmasidir. Bu sonuca paralel olarak, A. M. Oliveira Brett ve
arkadaglarinin kare dalga voltametri teknigi ile gerceklestirdikleri calismada da (70)
dsDNA modifiye edilmis CPE ile elde edilen yanitta, azalma saptandidi rapor
edilmigtir.

ssDNA ile elde edilen yanit ise dsDNA ile elde edileninkine kiyasla daha
blyUktir. Bunun sebebi; MTX' un ssDNA'ya baglanmas: olabilir.

dsDNA ile etkilegen MTX miktar arttirilarak, yanita etkisi incelenmis ve MTX' un
her iki pikindeki degisime goére grafikler cizilmistir. Sekil-26 'da gérilen MTX
konsantrasyonu-akim grafiklerinden de anlasildi§i gibi, MTX' a ait her iki pikteki
farkliiga bakacak olursak en fazla fark 4,5 uM' da gézlenmistir. Dolayisiyla
caligmamizda optimum MTX konsantrasyonu olarak 4,5 uM kullaniimistir.

MTX' un etkilesme zamanindaki farklilik ile ilgili ¢alismada Sekil-27'de , en
uygun zamanin 3 dakika oldugu géralmustar. A. M. Oliveira Brett ve arkadaslan (70)
calismalarinda etkilegme zamani olarak 2 dakikadan 73 saate kadar degisen
etkilesme zamanlarini (2 dakika, 1 saat, 2 saat, 8 saat, 17 saat, 21 saat, 24 saat, 28
saat, 31 saat, 43 saat, 67 saat ve 73 saat) kullanmiglar ve etkilesme zamaninin
artmasiyla yanitta artis oldugunu ve en az etkilesme zamaninin 2 dakika oldugunu
saptamiglardir. A. M. Oliveira Brett ve arkadaslarinin galismalarindaki sonuca (70)
paralel olarak, ¢alismamizda en uygun etkilesme zamani, her iki pikteki degisim géze
alinarak, 3 dakika olarak bulunmustur; ¢tnki CPE ile dsDNA modifiye edilmis CPE
yanitlari arasindaki fark en fazladir. 3 dakikadan sonra CPE ve dsDNA modifiye
edilmis CPE ile elde edilen yanitlar arasindaki fark giderek azalmaya baslamistir;
bunun sebebi, MTX'nun dsDNA modifiye edilmis CPE ylzeyinde ¢ok fazla birikmesi

ve bunun sonucunda doygunluga ulasmasi olabilir.
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MTX ile gergeklestiriien calismada, tayin sintrlari CPE icin 56 nM ve dsDNA
modifiye edilmis CPE icin 80 nM olarak bulunmustur. Dolayisiyla dsDNA modifiye
edilmis CPE ile MTX-dsDNA etkilesmesine bagli olarak MTX' un daha dislk
duzeylerini saptayabiliriz.

MTX' un dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesi sonucunda yanitta gézlenen degisime
bagli olarak, MTX' un ancak belirli kosullar altinda hibridizasyon indikatérll olarak
kullanilabilecedi séylenebilir;, ancak aradaki degisimin konsantrasyon ve etkilesme
stresine bagli olmasi nedeniyle, EPR'ye kiyasia daha kisith olarak kullanilabilir.

Hem EPR, hem de MTX' un dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesine iliskin sonuglar,
her iki ilacin DNA'ya interkalasyon yaptigini ve bunun sonucunda yapilarindaki
yukseltgenebilecek fonksiyonel gruplarin zarar gérdugint dolayisiyla ilacin yanitinda
azalma gézlendigini géstermistir. Sonug olarak her iki ilagla yaptigimiz ¢alismada, ilag-
DNA etkilegsmesi duyarli bir sekilde tayin edilmistir. Daha ¢nceki ¢alismalardan farkli
olarak elektrot yuzeyindeki etkilesmeye dayali calismamizin getirdigi en &nemli
avantaj, biyosensér tasarimina daha uygun olmasidir.

Degisik interkalattrlerin ve kiglk oluga baglanan maddelerin DNA modifiye
edilmis elektrotlaria yapilacak sistematik bir calismasi yUzeye tutturulmus DNA' ya’
baglanma durumlari hakkinda degisik bilgiler saglar ve DNA etkilesme calismalarinda
8nemli aletler olarak elektrokimyasal yéntemierin kurulmasina yardimci olabilirler
(112).

[lag-DNA kompleksinin fonksiyonlarinin incelenmesi ve bu fonksiyonel
6zelliklerin belirlenmesi, ilag moleklllerinde hedeflerine gére yapmamiz gerekli olan
degisiklikleri igin énemlidir. Bu yapilarin aydinlanmasi sayesinde, birgok ilacin
biyolojik fonksiyonlarini igeren kurallar agiklanabilir. Bu sonuglar dogrultusunda,
kullanimda olan ilaglarin aktivitelerini arttirmak veya istenen aktiviteyi gdsterecek

gerekli yapilara sahip yeni bir sinif bilesiklerin tasarimini yapmak mamkun olabilir.
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Sonug olarak; ilag-DNA etkilesmesine dayali DNA biyosensérlerinin tasariminda
amag, gelecekte yeni antibiyotik, antiviral, antitmér ilag ve antisense
oligonukieoctidlerine dayali ilag hedefleme ¢alismalarina katkida bulunmak (19, 63)
veya bir ilag hammadesinin daha duyarli bir sekilde tayininin gergeklestirimesini
olanakh kilabilmektir (70- 72, 114, 126). ilag-DNA etkilesmesine dayall bu tir
¢alismalarin diger bir sonucu ise, DNA hibridizasyon biyosensérlerinin tasariminda,
yeni bir hibridizasyon indikatérine ydénelik arastirma ¢alismalarina da katkida

bulunmaktir.
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4.2. DNA hibridizasyonuna dayali biyosensér tasarnminda yapilan

caligmalara iligkin bulgularin degerlendiriimesi:

Metallointerkalasyon ajanlari ile DNA arasindaki etkilesimin yapisi éncelikle
spektroskopik ve X-ray kristallografisi ile calisiimistir (28). Metallointerkalasyon
calismalarinda ve metal iyonlarinin ve kelatlarin DNA'ya koordinasyonlarinin
incelenmesinde elektrokimyasal ydntemlerin uygulanmasi, daha énceden kullanilan
UV-gérantr spektroskopi gibi yéntemlere bir alternatif olusturmaktadir. Zayif
absorpsiyon bantlarina sahip olmalari yuzinden veya DNA molekUll ile elektronik
gegcislerinin Gstlste gelmesinden dolayr bazi kigik moleklilerin spektroskopik
yontemlerle incelenmeleri mdmkin olmamaktadir. Bu molekiller, voltametrik
yéntemlerle incelenebilir. Ayni moleklitn birgok redoks halinin incelenebilinmesinin
yanisira, karigim halinde bulunan ve birbiriyle etkilesen molekuilerle de caligilabilinir.
Metal komplekslerinin DNA ile etkilesimi sonucu olusan denge sabitleri, pik
potansiyellerindeki kaymalar ile ve interkalatif, elektrostatik veya hidrofobik
etkilesimlerde rol oynayan baz giftleri ile hesaplanabilir (14).

[Co(phen)s " , dsDNA’nin bazlar arasina interkale olabilme yetenegine sahip
bir metal kompleksidir ve bu 6zelligine bagli olarak ssDNA ve dsDNA ile
etkilesmesindeki farklilik, bu metal kompleksinin glvenilir bir sekilde ve siklikia
kullanilan bir hibridizasyon indikatérii olarak kullaniimasini saglamaktadir (12, 60, 62,
113, 117).

DNA ve metaller arasindaki elektron transferi sonucu olusan elektrokimyasal
cevabi etkileyen birgok faktér bulunmaktadir (14, 15, 44, 123). Cdzelti igerisinde

serbest olan metal kompleksinin ve DNA'ya bagh bulunan metal kompleksinin
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diftizyon katsayilan toplam 6&lgtlen akimi etkilemektedir. Bu iki diftzyon katsayisi
farkli oldugundan, bagll bulunan ve serbest olan metal kompieksi konsantrasyonu
énemli bir rol oynamaktadir.

Bu galismada, kobalt fenantrolin [Co(phen)s **" in DNA ile olan etkilesimi ve
karbon pastasi elektrodu ylizeyindeki ¢ift sarmal ve tek sarmal DNA ile olan farkli
davraniglari, déntsumli voltametri ve diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak
incelendi ve hibridizasyon i¢in optimum kosullar belirlendikten sonra HBV'nin tayini
biyosensér ile gergeklestirildi.

Sekil-28 'de [Co(phen)s ]*"' in CPE, dsDNA modifiye edilmis CPE ve ssDNA
modifiye edilmis CPE ile elde edilen pik akimlari gésterilmektedir. dsDNA modifiye ve
ssDNA modifiye CPE'ler ile elde edilen pikler daha iyi tanimli ve CPE ile elde
ettigimiz pikle kiyaslandiginda daha biytkttr. ssDNA modifiye CPE ile [Co(phen)s **
arasindaki elektrostatik etkilesimin az olmasindan dolayt dsDNA modifiye CPE ile
elde ettigimizden ¢ok daha kagUk bir sinyal gézlenmistir. dsDNA modifiye CPE ile iyi
tanimlanmis ve ylksek bir sinyal elde edilmesinin sebebi indikatérin ¢ift sarmal
DNA'nin bazlarinin arasina interkalasyon ‘yapabilmesi ve bu bazlar arasinda
birikebilmesidir. Sinyal piklerinin artmasi [Co(phen)s I*"' in dsDNA ile interkalatif

etkilesmesine baglidir. CPE ile elde edilen [Co(phen)s **

sinyaline gbre, ayni
potansiyelde yurGtllen tim kalitatif calismalar pik yuksekliklerinin farklarinin
élcimlerine baglidir. Calismamizdakine paralel sonuglar, farkh bir hibridizasyon
¢alismasinda K. Millan ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir (60). Calismalarinda,

[Co(phen)s ** i hibridizasyon indikatérii olarak kullanarak, belirli DNA dizilerini segici

bir biyosensér tasarimi yapmuslardir. Oligo (dA)x igin dizenlenen dizi segici



biyosensér, aktive ediimis camsi karbon elektrot ylzeyine tutturulan oligo
(dT)20(dG)es ile hazirlanmistir. Tutturulan DNA probu hibridizasyon sonucu hedef
dizisinin taninmasini saglamaktadir. Burada kullanilan kobait kompleksi de elektrot
ylzeyindeki ¢ift sarmal DNA'da birikerek hibridizasyon reaksiyonunun voltametrik
tayinine olanak saglamaktadir (60).

[Co(phen)s I*" in dsDNA ve ssDNA modifiye edilmis CPE ile elde edilen
dénasumlit voltamogrémlarl Sekil-29 'da gdsterilmektedir. DusUk konsantrasyonda
dahi gézlenebilen yiksek elektrokimyasal sinyal, [Co(phen)s ]*" in CPE ylzeyindeki
dsDNA' ya kuvvetli bir sekilde baglandigina gugli bir kanittir. Dénasimlt voltametri
isleminde elde edilen sinyallerde bir artis gézlenmistir. Elde edilen voltametrik
sinyaller elektrot ylzeyindeki DNA'nin miktarina bagh olarak olusan ylUksek fon
akimdan dolay! iyi tanimlanmamistir. Bizim gézlemlerimiz, J. Wang ve grubunun
DNA tutturulmus CPE!' lerle elde ettigi sonuglara benzerdir (107).

Sekil-30'da gésterilen kalibrasyon egrileri, dsDNA ve ssDNA' nin fiziksel olarak
modifiye edilmis elektrotlarin, elektroaktif tlrlere karst CPE’ dan daha farkli
davrandigini géstermektedir. Benzer sonuglar camsi karbon elektroduyla
[Co(phen)s T igin, K. Milan ve arkadaslan tarafindan elde edilmistir (62). dsDNA
modifiye edilmis CPE, elekirot ylizeyinde artan bir metal kompleksi konsantrasyonu
ve dolayisiyla artan bir elektrokimyasal sinyal saglamaktadir. Calismamizda ise
[Co(phen)s ** kullanilarak dsDNA modifiye edilmis CPE ile elde edilen veriler, 0.96
mM' n Gzerindeki konsantrasyonlarda pik akimlarinin sabit kalmasiyla doyguniuk
davranigi gostermektedir. Alinan sinyal 0.96 mM [Co(phen)s J** konsantrasyonuna

kadar hizla artmakta ve 0.96 mM'dan sonra degisim hizi azalmaktadir. Ayrica bu
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calismada elde edilen kalibrasyon egrisinin her bir noktasina bakildi§inda; her
konsantrasyonda elektrotlarla elde edilen yanitlar arasinda farkin net oldugu
gézlenmigtir.

5 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM NaCl konsantrasyonlarini iceren 20 mM Tris-HCI
tamponunda (pH 7.0 ), dsDNA tutturulmus CPE ile elde edilen pik akimlan sirasiyla
220 nA, 990 nA, 230 nA ve 230 nA 'dir. Bizim sonuglarimiz K. M. Millan ve grubunun
sonuglan ile paraleldir (62).

DNA modifiye edilmis CPE, yalniz DNA ve diger molekuller arasindaki etkilesim
hakkinda degil, ayni zamanda bu etkilesimin yapisindaki degisiklikler hakkinda da
bilgi vermektedir (83). Gegis metal komplekslerinin DNA' ya baglanmasi kismi
elektrostatik &zelliktedir. Ylksek iyonik kuvvet ortami, dustk dadilim sabitelerine
neden olur ve bundan dolayr hibridizasyon esnasinda artan bir pik akimi
gézlemleyebilmek igin dustk iyonik kuvvete sahip hibridizasyon ortami kullaniimasi
gereklidir (42). dsDNA ile [Co(phen); ** arasindaki etkilesim artan iyonik kuvvet ile
elektrostatik 6zellikten interkalatif 6zellie degismektedir. Calismamizda optimum tuz
konsantrasyonu 20 mM olarak bulunmustur; yani bu derisimde ylksek birlesme elde
edilmigtir. K. M. Millan ve arkadaslarinin galismalarinda (62) belittildigi gibi ,
baglanma tepkimesi yapisal olarak elektrostatiktir ve elektrostatik birlesme, disuk
iyonik kuvvet ortamlarinda mumkundur. Ayrica T. Hard ve arkadaslan ¢aligmalarinda
(34), metal komplekslerinin DNA’ ya baglanmasmln' kimyasal denge c¢alismalarinda
daslk iyonik kuvvette glgli gergeklestigini ancak artan tuz derisimi ile 6nemli
derecede zayifladigint ve pratik olarak 0,2 M NaCl' de kesildigini ve iyonik gevreye

bagiml olan etkilesimin 6nemli oranda elektrostatik oldugunu rapor etmislerdir.
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dsDNA tutturulmus CPE' nun voltametri 6lgtmleri, [Co(phen)s]®* biriktirme
isleminin gérintilenmesi igin kullaniimigtir. Biriktirme slresinin  DP4o  sinyali
Uzerindeki etkisi gézlenmigtir. Yanit, baglangigta biriktirme suresi ile beraber dogrusal
bir sekilde artmaktadir (3 dakikaya kadar), daha sonra yavaglamakta ve 5 dakikadan
sonra azalmaya baslamaktadir. Sinyallerdeki bu azalma, uzun indikatér baglanma
sUresiyle artan fon akimina ve ylizey doyguniuguna ulagiimasina baghdir.

Biriktirme stiresi 1 dak, 3 dak ve 5 dak arasinda degismektedir ve géziemienen
pik akimlan sirasiyla 500 nA, 740 nA ve 710 nA 'dir. 3 dak optimum biriktirme siresi
olarak belirlenmigtir. Kisa biriktirme streleri yiksek DNA konsantrasyonlarina bagh
olarak tam ylzey kaplanmasinin eldesi igin yeterlidir.

Elde edilen verilere dayall olarak , en iyi duyarlilik ve tayin hizini saglamak
amaciyla, 20 mM NaCl igeren tampon ¢ézeltisi ve 5 dakika DNA tutturma siresi, ve 3
dakika indikat6r biriktirme stresi, HBV biyosenséranin tasariminda optimum kosullar
olarak kullaniimigtir.

Sekil-31 ' de HBV DNA sensort, derigsimi 10-20 ppm araliinda degisen 21
bazlik HBV hedef dizi ile 5 dakika suren hibridizasyon deneylerinde elde edilen
voltamogramlar goértlmekiedir. HBV hedef dizisi icermeyen drneklerle tekrarlanan
deneyler sonucunda, voltametrik piklerde higbir artis gézlenmedi; érnegin, sadece
ylzeye tutturuimus tek sarmal probun sinyali alinmigtir (Sekil 1’deki kesikli ¢izgiyle
belirtilen pikler). Hedef dizinin derisiminin artmasi sonucu, iyi tanimlanmig indikatér
pikleri elde edilmektedir. Olasi bir sterik engellemeyi gidermek amaciyla
calismamizda prob konsantrasyonu, hedef konsantrasyonundan daha duguk
secilmisti;, benzer bir yaklagim K. Hashimato ve arkadaslan (35) tarafindan

uygulanmustir.
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2.36 uM 21 bazlik hedef diziyle yapilan Gg¢ ardisik 6lcim tekrarlanabilir sonuglar
vermistir; relatif standart sapma %8,6 olarak bulunmustur. 2.4x10° M A dizisi ve
ng/mL’dir.

Sekil-32' de gérulen kontrol deneylerinde, HBV biyosensérinin, hedef dizi ile

hibridizasyon sonucu segici olarak cevap verip vermedigini incelemek icin yapilmig
voltamogramiar gérulmektedir. Bu voltamogramlardan biri CPE’ye tutturulmus probun
hedef ile ve rastgele dizi iceren oligontUkieotit (non-complementary) ile tepkimesi
sonucu elde edilen indikatér piklerine dayalidir. Hedef olmayan dizi ile tepkime
sonucy, proba yaklagan kiglk pikier elde edilmektedir. Bu gézlemier baglanmanin,
sadece hedef dizi ile hibridizasyon sonucu oldugunu ispatlamaktadir.
Tek bazi hedef diziden farkl olan diziyi iceren oligonukleotit (mismatch) ile yapilan
calisma sonucunda; Oligo A- Oligo B ve Oligo A~ Oligo B dizileri arasinda yapilan
hibri‘dizasyon deneyleri sonucunda ayirt edici bir fark gézlenmedi, ¢linkd Oligo A’
oligonukleotidindeki tek baz farki dizinin sonuna dogru bulunmaktadir.

Hedef diziye secimlilidin arttinimasi agamasinda; duyarlihidin artiriimasina
yonelik diger caligmalar, nétral yapiya sahip peptik ntkleik asitlerin (PNA) prob olarak
kullaniimasiyla bagariimigtir. PNA-modifiye edilmis sensérler, hedef diziye duydukian
gucla afinite sayesinde, tek baz farki igeren dizilerin tayininde etkili ayrnm
yapilabilmesini saglamaktadir (117). Degistirilen sicakliklar (6'1) ve c¢dzgenlerdeki
farkhliklar (42) elektrokimyasal tayin ile beraber tek baz farki belilenmesinde

kullandmigtir.
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Bugline kadar rapor edilen DNA hibridizasyon biyosensdrierinin sonuglarina
bakiidiginda, belirli DNA dizilerinin, PCR amplifikasyonunu gerektirmeyen bu
yontemler, kullanilan elektrokimyasal biyosensdrlerin Umit verici bir gelecegi
oldugunu gdéstermektedir. DUinya Uzerindeki birgok arastirmaci, DNA tani testlerini,
pahalli radyoizotop maddelerle, uzun zaman alan &érnek hazirlama islemlerinden
arindirmaya ve daha ucuz, daha guvenilir, daha basit yapmaya calismaktadiriar. Her
laboratuarin DNA isaretlenmesine ve elektrot tasarimiarina degisik bir yaklasimi
vardir, fakat temel amag aynidir ve hepsi en buyilk kimyasal problemler olan segicilik
ve duyarlihiga ¢6zim bulmaya galismaktadiriar. Btin girisim kaynaklarinin; érnegin
prob dizisinin hedef diziden farkh bir diziyle etkilesmesini engellemesi gereklidir.
Burada agiklanan deney, HBV'ye ait 21 bazlik model dizi ile sinirli kalsa da, HBV
DNA'sinin farkll bélgelerinden degisik DNA dizileri ¢oklu elektrot ylzeylere ve goklu
hibridizasyon olaylarina uygulanarak yeni gelismeler saglanabilir. Gelistirilen yéntem,
basit ve ekonomik olup, hizli tayin sonuglari alinabilmektedir. DNA biyosensérleri,
radyoizotop kullanimini ortadan kaldirmakta ve gerekli hibridizasyon suresini ¢ok
azaltmaktadir. Hasta baginda gerceklesecek DNA tani testlerinde kolay
kullanilabilecek; elde tasinabilir kiglk cihazlar seklinde tasarimlanan DNA
biyosensérleri, gelecegin DNA ciplerinin ilk dnculeridir. Biyosensér teknolojisinde
g6rilen bayuk gelismeler sayesinde, ¢ok kisa strede dizi segimli DNA biyosensérieri
kredi kart! boyutlarinda karsimiza ¢ikacaklardir (39).

Sonug olarak her iki ¢galismada da kullanilan elektrokimyasal yéntem, basit ve
guvenilir olmasi ve az miktarda dmek ile ¢alismaya olanak vermesinden dolayi tercih

edilmektedir. Ozellikle mikrogram diizeydeki dsDNA ile elektroakitif tirler arasindaki
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etkilesimin incelenmesi igin uygundur. Ayrica, yéntem bircok deneysel parametrenin
degerlendiriimesini olanakli kilmaktadir. YUzeyine DNA modifiye edilmis bu
elektrotlar; DNA biyosensdrleri, nitel ve nicel analiz disinda, bazi maddelerin DNA ile
etkilegsmesini inceleyebilme olanadi saglar. Ayrica elektrot ylUzeyinde c¢alisilan bu
elektrokimyasal yontem, elektroaktif turlerin DNA'ya baglanmasini etkileyen

faktorlerin arastinimasina olanak saglayan bir yontemdir.
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OZET

Calismamizda Epirubisin (EPR) ve Mitoksantron (MTX) gibi bazi antikanser
ilaglarin ve bir hibridizasyon indikatéri olan metal kompleksi, [Co(phen)s **' nin DNA
ile etkilesmesi, elektrokimyasal yéntemlerle; kati fazda, karbon pastasi elektrodu
(CPE) kullanilarak incelendi. Bu maddelerin ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ve tek sarmal
DNA (ssDNA) ile etkilesmesi voltametrik yéntemler ile incelendi. Deneysel
parametrelerdeki farklilk (ortam ve pH, madde konsantrasyonu, DNA
konsantrasyonu, madde-DNA etkilesme sUresi) diferansiyel puls voltametri teknigiyle
incelendi; ayrica tayin siniri ve tekrarlanabilirlik parametreleride incelendi. EPR ve
MTX'nun dsDNA ve ssDNA ile etkilesmesinde, asetat tamponu (pH 4,8) ve fosfat
tamponunda (pH 7,4) elde edilen sonuglara bakildiginda, CPE ile elde edilen yanitin,
dsDNA modifiye edilmis CPE ile elde edilenden daha blylUk oldugu gézlenmistir.
EPR ve MTX'nun DNA ile etkilesmesi sonucunda elde edilen voltametrik sinyaller
azalan sekilde sirasiyla; CPE, ssDNA modifiye edilmis CPE, dsDNA modifiye edilmis
CPE seklinde bulunmustur. Buna karsin [Co(phen)s]** ile DNA'nin etkilesmesi
sonucunda elde edilen voltametrik sinyaller azalan sekilde sirasiyla; dsDNA modifiye
edilmis CPE, ssDNA modifiye ediimis CPE, CPE olarak bulunmustur.
Oligonukleoctidlerle yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. EPR,
MTX ve [Co(phen)s]*"nin DNA ile etkilesme tirl elektrokimyasal yontemlerie
saptanip, ayrica EPR'nin belirli kosullar altinda yeni bir hibridizasyon indikatért
olarak kullanilabilecegi bulunmustur.

Hepatit-B virlstne (HBV) iliskin DNA dizisinin [Co(phen)s]** indikators
kullanilarak  gergeklestirilen  elektrokimyasal tayin galismasinda, &ncelikle
hibridizasyon kosullari optimize edildi. Segimiilik ¢alismasinda ise, CPE'ye
tutturulmus probun rastgele dizi igeren oligontkleotit ve tek bazi farkh dizi igeren
oligontkleotit ile tepkimesi sonucu elde edilen yanitlar, probun hedef dizi ile elde
edilen yaniti ile kiyaslandi; prob'un hedef olmayan dizi ile verdigi yanitin sadece prob
ile elde edilen yanita yakin oldugu; tek bazi farkh dizi iceren dizi ile verdigi yanitin ise
hemen hemen probun hedef diziyle verdigi sinyale yakin oldugu gozlendi.
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SUMMARY

In this study, the interaction of DNA at the electrode surface in the solid state
with some anticancer drugs; Epirubicin (EPR) and Mitoxantrone (MTX) and the metal
complex as a hybridization indicator, [Co(phen)s |*", was studied electrochemically by
using carbon paste electrode (CPE). The interaction of double- stranded DNA
(dsDNA) and single-stranded DNA (ssDNA) with these compounds was studied by
using voltammetric methods. The difference in the experimental parameters for this
study (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
differantial pulse voltammetry; in addition, the detection limit and the reproducibility
was determined. It was observed for the interaction of dsDNA and ssDNA with
EPR and MTX in acetate buffer (pH 4.8) and phosphate buffer (pH 7.4) that the
signal of bare electrode was higher than the signal of the dsDNA modified CPE. The
observed signals caused by the interaction of DNA with EPR and MTX as the
decreasing signals, respectively; CPE, ssDNA modified CPE, dsDNA modified CPE
were found. However, the observed voltammetric signals caused by the interaction of
DNA with [Co(phen)s |** as the decreasing signals, respectively; dsDNA modified
CPE, ssDNA modified CPE, CPE were found. The similar results were also found
with the oligonucleotides. The way in which DNA interacts with EPR, MTX and
[Co(phen)s ** was determined by using electrochemical methods: as a result, it was
also determined that EPR can be used as a hybridization indicator in optimum
conditions.

In the study for the detection of the DNA sequence related to the Hepatitis-B
virus (HBV) by using [Co(phen)s; ]** indicator, firstly, the conditions for hybridization
were optimized. For the study of specificity , the voltammetric signals obtained from
the interaction of the probe modified CPE with the non-complementary
oligonucleotide modified CPE and from the interaction of the probe modified CPE
with the single-base mismatch containing oligonucleotide modified CPE were
evaluated in comparison with the voltammetric signal obtained from the hybrid
modified CPE. It was observed that the response of the probe modified CPE with
the non-complementary oligonucleotide was close to the response of the probe
modified CPE and the response of the probe modified CPE with the single-base
mismatch containing oligonucleotide was close to the response of the hybrid modified
CPE.
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