T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitlsu

BiYOMOLEKULER ETKILESIME YONELIK
ELEKTROKIMYASAL NUKLEIK ASIT
BiYOSENSORLERIN GELISTIiRILMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Ece KESICI

Biyoteknoloji Anabilim Dali

[zmir
2019






T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitisu

BIiYOMOLEKULER ETKILESIME YONELIK
ELEKTROKIMYASAL NUKLEIK ASIiT BIYOSENSORLERIN
GELISTIRILMESI

Ece KESICI

Danigman: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN

Biyoteknoloji Anabilim Dalh

Biyoteknoloji Yiksek Lisans Programi

Izmir
2019






Eee KESICI tarafindan yiiksck lisans tezi olarak sunulan “Biyomolekiiler Etkilesime

Yonclik Elektrokimyasal Niikleik Asit Biyosensorlerin Gelistirilmesi” baslikli bu ¢alisma

EU Lisanststi Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU Fen Bilimleri Enstitiisti Egitim ve

Ogretim Ydénergesi'nin ilgili hikiimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya

deger bulunmug ve 31.07.2019 tarihinde yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi /

oyg¢okduiu ile basarih / bagarsiz-bulunmugtur.

Jiiri Uyeleri:

Imza
Jiiri Baskam : Prof.Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN
Raportor Uye : Prof.Dr. Fatma YURT ONARAN

Uye : Do¢.Dr. Siilleyman KOCAK







EGE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yo6netmeliginin ilgili hikiimleri uyarinca Yiksek
Lisans Tezi olarak sundugum “Biyomolekiiler Etkilesime Yonelik Elektrokimyasal Nikleik
Asit Biyosensérlerin Gelistirilmesi” baslikli bu tezin kendi galismam oldugunu, sundugum tiim
sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez ¢alismas: kapsaminda elde ettigimi, bu tez
calismastyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlan kaynaklar
listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢aligmasi ve yazinu sirasinda patent ve telif
haklarini ihlal edici bir davramisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir bolimiinii bu tiniversite
veya diger bir {iiniversitede bagka bir tez c¢alismast ic¢inde sunmadigimi, bu tezin
planlanmasindan yazimina kadar biitiin safthalarda bilimsel etik kurallarima uygun olarak
davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tirlii yasal sonucu kabul edecegimi

beyan ederim.

22,105 /1 2019

Ay

Ece KESICI






Vii

OZET
BIiYOMOLEKULER ETKILESIME YONELIK
ELEKTROKIMYASAL NUKLEIK ASIT BIYOSENSORLERIN
GELISTIiRILMESI

KESICI, Ece
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danismani: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN

Haziran 2019, 102 sayfa

Tez calismamizin ilk kisminda, niikleik asit hibridizasyonuna dayali
biyomolekiiler etkilesimden yola g¢ikilarak mikroRNA tayininin daha hassas ve
duyarli bir sekilde, daha hizli, pratik ve diisiik maliyetle yapilabilecegi
elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda tek
kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyi, kovalent baglaciy1 ajan (CA) ve
iyonik stv1 (IL) ile modifiye edilerek kanser ve bir¢ok hastaligin teshisinde 6nemli
bir biyobelirteg olarak tanimli mikroRNA-34a tayinine yonelik bir biyosensor (1L-
CA-PGE) gelistirilmistir. Sensoriin mikroskobik yuzey karakterizasyonu taramali
elektron mikroskobu (SEM), elekrokimyasal karakterizasyonu ise elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) ve doniisiimlii voltametri (CV) yontemleri ile
yapilmigtir.  IL-CA-PGE  yiizeyine immobilize edilecek DNA prob
konsantrasyonu, miRNA-34a hedef konsantrasyonu, hibridizasyon siresi ve
olusan hibritin elektrot yiizeyine immobilizasyon siiresi EIS teknigi ile optimize
edilmistir. DNA probu ve mikroRNA-34a hedef arasinda hibrit olusumuyla
biyomolekiiler etkilesime dayali mikroRNA-34a tayini EIS teknigi ile yiizeydeki
direng farklanmasi izlenerek gergeklestirilmistir. Ayrica, gelistirilen biyosensoriin
uygulanabilirliginin incelenmesi amaciyla yapay serum ortaminda (FBS) miRNA
tayini yapilmistir. Farkli mikroRNA dizileri varliginda ise biyosensoriin

secimliligi tampon ¢ozeltisi ve FBS ortaminda test edilmistir.

Tez ¢alismamizin ikinci boliimiinde, bir mikotoksin olan Fumonisin Bl

(FB1) ile ¢ift sarmal DNA’nin etkilesimini incelemek amaciyla PGE kullanilmistir.
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Literatirde ilk kez FB1’in DNA ile etkilesimi elektrot ylizeyinde EIS teknigi
kullanilarak incelenmistir. DNA konsantrayonu, FB1 konsantrasyonu ve etkilesim
stresi empedimetrik yontemle optimize edilmistir DNA biyosensérinin FB1’e
secimliligi farkli mikotoksinlerin; Zearalenon (ZEN), Deoksivinalenol (DON),

Okratoksin A (OTA)’nin oranindaki karigim ortamlarinda test edilmistir.

Biyomolekiiler  etkilesimlerin ~ tek  kullanimlik  elektrokimyasal
biyosensorlerle algilanmasina yonelik tez ¢calismasinda daha duyarli ve se¢imli bir
sekilde tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi gelecekte farklt miRNA ve toksin

analizlerinin giivenle yapilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nikleik asit hibridizasyonu, miRNA, mikotoksin, Fumonisin

B1, toksin-DNA etkilesimi, elektrokimyasal empedans spektroskopisi.



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL NUCLEIC ACID
BIOSENSORS FOR BIOMOLECULAR INTERACTIONS

KESICI, Ece
MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN

June 2019, 102 pages

In the first part of this study, in order to develop electrochemical biosensors
in which the determination of microRNA can be performed more quickly,
practically and with low cost by means of biomolecular interaction based on nucleic
acid hybridization. A novel biosensor was devloped for the determination of
microRNA-34a as a major biomarker in the diagnosis of cancer and many diseases
by modifying the surface of disposable pencil graphite electrode (PGE) via covalent
agent (CA) and ionic liquid (IL). Microscopic characterization of sensor surface
was done by scanning electron microscopy (SEM) and electrochemical
characterization by electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic
voltammetry (CV) methods. DNA probe concentration, probe immobilization time
on to electrode surface, miRNA-34a target concentration, hybridization time and
immobilization time for hybrid onto the electrode surface were optimized by using
EIS technique. Detection of miRNA-34a based on biomolecular interaction after
hybrid formation between the DNA probe and miRNA-34a target was performed
by monitoring the charge transfer resistance (Rct) by EIS technique. In order to
investigate the applicability of the developed biosensor, miRNA detection was also
performed in artificial serum medium (FBS). The selectivity of impedimetric
biosensor to miRNA-34a was also tested in the presence of other non-
complementary miRNA sequences both in buffer media, or diluted FBS.

In the second part of this study, PGE was used to investigate the biointeraction
of mycotoxin, Fumonisin B1 (FB1) with double helix DNA for the first time in the
literature by using EIS technique. DNA concentration, FB1 concentration and
interaction time etc. were optimized. The interaction of FB1 with dsDNA was also

tested in the mixture (1:1) of other mycotoxins, such as Zearalenone (ZEN),



Deoxyvinalenol (DON), Ochratoxin A (OTA) for testing the selectivity of

impedimetric biosensor to FB1.

Biomolecular interactions based on single-use electrochemical biosensors in
this study conducted with a more sensitive, rapid and selectively reproducible
results can be obtained by analyzing the determination of different types of
miRNAs and toxins in the future.

Keywords: Nucleic acid hybridization, miRNA, mycotoxin, Fumonisin B1, toxin-

DNA interaction, electrochemical impedance spectroscopy.
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ONSOZz

Biyosensorler ve gelistirilen ¢ip teknolojileri biyomedikal, tip, gida,
eczacilik, tarim, c¢evre kirliligi, savunma, biyoteknoloji ve birgok endiistriyel
aktivitede 6zellikle kalite kontroll, otomasyon ve durum tespitinde ¢ok énemli rol
oynarlar. Tez calismamizin ilk kisminda gelistirilen biyosensor ile basta kanser
olmak tizere birgok hastaligin teshisinde onemli bir role sahip olan mikroRNA-
34a’nin hizli, se¢imli ve giivenilir bir sekilde tayini gergeklestirilmistir. Klinik
anlamda, gelistirdigimiz biyosensor temel alinarak gelecekte iiretilebilecek ¢ip
teknolojileri ile hastaliklarin erken teshisinin saglanabilecek olmasi oldukg¢a umut

vericidir.

Calismamizin ikinci kisminda ise insanlar tizerinde o6limcul etkiye sahip ve
gida giivenliginin izlenmesinde 6nemli bir mikotoksin olan Fumonisin B1’in DNA
ile etkilesimi elektrokimyasal olarak incelenmistir. Gelistirdigimiz biyosensor
teknolojisi, mikotoksinin  DNA (zerine etkisinin elektrokimyasal olarak
incelenmesine olanak saglamasiyla bu alandaki calismalar icin bir yenilik

niteligindedir.

Son derece duyarli bir isleyise sahip olan biyolojik sistem ile teknolojinin
birlikteliginin {iriinii olan biyosensorler giiniimiizde heyecan verici bir diizeydedir.
Her giin daha da gelisen bu alanda calismama olanak saglayan, bu tezin
hazirlanmasinda bilgi ve ilgisiyle her zaman destek veren saygi deger danisman
hocam, Sayin Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN’a tesekkiir eder,

saygilarimi sunarim.

[zmir Ece KESICI

31 Temmuz 2019
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1.GIRiS

Maddenin elektrik enerjisiyle etkilesmesi sonucunda meydana gelen
kimyasal doniisiimle fiziksel farklanmalar1 ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
cevrilmesini arastiran bilim dali elektrokimya adini almaktadir. Elektrokimya, bir
maddeden diger maddeye olan elektron aktarimini incelemektedir. Elektrokimyasal
tepkimeler, yikseltgenme-indirgenme tira tepkimeleridir. Elektrokimyasal olaylar,
elektrokimyasal  hiicre  denilen bir diizenekte  gerceklestirilmektedir.
Elektrokimyasal hiicre, incelenen maddeyi igeren bir ¢ozelti, maddenin kimyasal
doniigiime ugradig elektrotlar ve bu elektrotlari birbirine baglayan bir dig devreden

olusmaktadir.

Biyosensorler, biyolojik bir sistemin belirgin spesifikligi ile fiziksel bir
sistemin tayin duyarliliginin bir araya gelmesi ile olusturulan 6l¢iim ve analiz
sistemleridir. Biyosensorler, biyokomponentler ile fiziksel komponentlerden
olusmaktadir. Biyokomponent ylizeyi analiti tanir ve sensor biyomolekiildeki
degisimi Ol¢ulebilir bir sinyale doniistiirlir. Biyosensorler tip, eczacilik, tarim, gida,
cevre analizleri, savunma ve ¢esitli endustriyel aktivitede 6zellikle kalite kontroli

ve durum tespitinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.

Nkleik asitler, hiicrede genetik bilginin tasindigi, eksprese oldugu ve
korundugu biyomolekiillerdir. 1953 yilinda DNA’nin ¢ift sarmal yapisi kesfedilmis
ve birgok biyolojik fonksiyonun isleyisi anlasilmistir. Nikleik asitler hilcrede
meydana gelen her sey icin onceden planlayict molekiillerdir. DNA, niikleotit ad1
verilen basit birimlerden olusan iki uzun polimerden olusur. Bu polimerlerin
omurgalari, ester baglar1 ile birbirine baglanmis seker ve fosfat gruplarindan
meydana gelir. DNA’da sakli olan genetik bilgi, replikasyon sayesinde
kalitilmakatadir, transkripsiyon ile RNA’ya aktarildiktan sonra translasyon ile

protein haline dontistiiriilmektedir.

Elektrokimyasal nukleik asit biyosensorleri, elektrokimyasal bir cevirici

lizerine immobilize edilmis bir niikleik asit tanima katmani igerirler. Niikleik asit



tanima katmaninin rolii, DNA yapisinda, DNA baglayicit molekiillerle etkilesimi
sirasinda veya belirli bir DNA dizisi tayin edilirken meydana gelen farklanmalari
algilamaktir. Sinyal g¢eviricisi, tanima katmaninda meydana gelen farklanmalari,
baglayict molekiillere veya hibridizasyona gore kaydetmektedir, bu sinyali son

kullaniciya gondermek tizere Olgtlebilir bir sinyale ¢evirmektedir.

DNA biyosensorlerinin en sik kullanildigr uygulama alanlari; ilag, toksik
maddeler gibi DNA’ya hedefli ve onunla etkilesen maddelerin analizidir. insan,
bakteri ve viris DNA’sinin baz dizilimlerinin kesfedilmesiyle pek ¢ok katilimsal
hastaliga neden olan mutasyonlar artik belirlenebilmektedir. Bir ¢evirim sistemi ile
beraber DNA probundan olusan biyosensorler diziye 6zgii DNA biyosensorleri
olarak adlandirilmaktadir. Tek sarmal kisa oligoniikleotit igeren ve aranan hedefin
baz dizisinin karsiligi olan problar ¢ozelti igerisinde kendisine sec¢imli olarak
tutunacak kismi secerler ve hibritlesirler. Bu baglanmanin tasarlanan
biyosensorlerle yiiksek duyarhilikta ve hizli bir sekilde algilanmasi miimkiin
olmaktadir. Giinlimiizde dizi se¢imli DNA hibridizasyonunun bagarili bir sekilde

elektrokimyasal biyosensorler kullanilarak saptanabildigi gorilmektedir.

Okaryotik hiicrelerde bulunan, 19-25 baz ciftinden meydana gelen ve
kodlayicti olmayan RNA  molekilelleri  mikroRNA (miRNA) olarak
tanimlanmaktadir. Canlilarin  yagam  siirecinde, miRNA’larin diizenleyici
fonksiyonlar1 oldugundan ve bazi hastaliklarla yakin iligkisi bulundugundan dolay1
oldukca ©onemli molekiillerdir. Kanser, kalp yetmezligi, vaskiiler hastaliklar,
diyabet ve benzeri pek ¢ok hastalik ile iliskilendirilmesinin yanisira hiicre
farklilagsmasi, apoptoz gibi temel hiicresel siire¢ lizerindeki etkileri bulunmaktadir
Ozellikle miRNA-34a, kanser baslangici, onkogenez ve tiimériin tedaviye yanitr ile
ilgilidir. Literattire gére miRNA-34a’nin kanser teshisi, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve Alzheimer hastalifi i¢in tanimli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir.



Izotermal amplifikasyon ve Northern blot gibi teknikler ok kullanilan ancak
karmasik, pahali ve zaman alic1 olan miRNA tayini i¢in tekniklerdir. Geleneksel
tekniklere kiyasla biyosensor teknolojileri zaman tasarrufu, spesifik bir tanima
yuzeyi ve az miktarda 6rnege ihtiyag duyulan hizli ve pratik bir analiz imkani

sunmakta; duyarli ve se¢imli bir analizler yapilabilmektedir.

Fumonisin B1 (FB1), genellikle misir ve diger tarimsal {irlinleri enfekte eden
Fusarium verticillioides mantar1 tarafindan {iretilen bir mikotoksindir. Fusarium
tirleri nemden zarar gormiis binalarda da bulunabilir ve bu nedenle de insanlarin
FB1 dahil Fusarium mikotoksinlerine maruz kalmalar1 s6z konusu olabilir. FB1 ile
indiiklenen toksisitenin ardindaki hiicresel mekanizmalar arasinda, sitokin
ekspresyonundaki degisikliklerin yan1 sira oksidatif stres, apoptoz ve
sitotoksisitenin indiiklenmesi yer alir. Farkli ¢caligsmalarda kanserojen etkisi ve DNA
ile kovalent olmayan etkilesimleri incelenmistir. FB1’in DNA ile etkilesiminin
empedimetrik yontemle incelenmesi immunospesifik, kromatografik yontemlere
kiyasla daha kisa siirede, daha az mikotoksin kullanilarak duyarli bir sekilde

yapilabilmesi sayesinde avantajlidir.

Calismanin konusu ve amaclari:

Biyomolekiiler etkilesimden yola c¢ikilarak mMIRNA tayinine yonelik
elektrokimyasal biyosensorlerle yapilmis pek ¢ok ¢aligsma literatiirde mevcuttur (Li
et al., 2014; Erdem et al., 2015; Erdem et al., 2017; Miao et al., 2016; Kilic et al.,
2018). Ayrica toksin-DNA veya ilag-DNA etkilesiminin elektrokimyasal
biyosensorlerle tayin edildigini rapor eden bircok ¢alisma bulunmaktadir (Erdem
and Congur, 2013; Levision et al., 1998; Erdem et al, 2012; Yapasan et al., 2010,
Eksin et al., 2013a, Top et al., 2016; Altay et al., 2015; Canavar et al., 2015; Unal
et al., 2018; Dogan-Topal and Ozkan, 2011; Karimi-aleh et al., 2015).

Tez c¢alismamizin ilk boliimiinde biyomolekiillerin etkilesiminden yola
cikilarak kanser ve diger birgok hastaligin teshisinde 6nemli bir biyobelirte¢ olan
mMIiRNA-34a’nin elektrokimyasal tayinine yonelik nikleik asit hibridizasyon

biyosensori gelistirildi. Tek kullanimlik kalem grafit elektrotlarin yiizeyi kovalent



baglayict ajan ve iyonik sivi ile modifiye edildi. Tasarlanan biyosensorin
elektrokimyasal karakterizayonu CV ve EIS teknikleri ile yapildi, mikroskobik
yuzey karakterizasyonu SEM ile yapildi. Optimize edilen deneysel kosullarda
mMiRNA-34a tayini EIS teknigi gergeklestirildi. Biyosensoriin se¢imliliginin test
edilmesi amaciyla farkli miRNA dizileri varliginda miRNA-34a tayini
gergeklestirildi. Ayrica gelistirilen miRNA biyosensoriiniin  gercek orneklere
uygulanabilirliginin incelenmesi amaciyla yapay serum ortaminda (FBS)
mikroRNA-34a tayini gerceklestirildi. Literatiir incelendiginde IL-CA-PGE yiizeyi
kullanilarak miRNA tayinine yonelik empedimetrik bir biyosensor c¢aligmasina

rastlanmamustir.

Calismamizin ikinci kisminda, FB1-DNA etkilesimi empedimetrik yonteme
dayali biyosensorler tayin edildi. Optimum kosullarda DNA immobilize edilmis
PGE ile FB1’in etkilesim siiresi ¢alisildi ve etkilesim dncesi/sonrasinda dlgiilen Rct
degerleri kiyaslanarak etkilesim hakkinda yorum yapildi. Ayrica, DNA immobilize
PGE ile farkli mikotoksinleri i¢ceren karisim ortamlarinda FB1-DNA etkilesiminin
tayin edilmesiyle biyosensoriin se¢imliligi test edildi. Literatiir incelendiginde, FB1
ile DNA’nin etkilesiminin elektrokimyasal olarak incelendigi bir ¢alismaya henuliz

rastlanmadi.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisiyle etkilesmesi ile olusan kimyasal
doniistimlerle fiziksel farklanmalari ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
doniigiimiinii inceleyen bilim dalidir (Skoog et al., 1996). Elektrokimyasal
tepkimeler, redoks yani yikseltgenme-indirgenme tirt tepkimeleridir. Elektron
transferinin oldugu, ylikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri bir arada yiiriir ve
elektrokimyasal htcre igerisinde gerceklestirilir. Bir elektrokimyasal tepkimenin
gerceklesebilmesi igin, analiz edilecek maddeyi yani analiti iceren bir cozelti,
maddenin kimyasal doniisiime ugradigi elektrot sistemi (ikili ya da ¢l elektrot
sistemi) ve bu elektrotlari birbirine baglayan bir ¢evirici yapiya (transducer) ihtiyag

duyulur.
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Sekil 2.1. Uglii elektrot sisteminin sematik gosterimi.



Calisma elektrodu, yilizeyinde analitin ylikseltgendigi veya indirgendigi
elektrot olarak adlandirilir. Ikinci elektrot, polarlanmayan 6zellikte olan ve
karsilastirma (referans) elektrodu olarak isimlendirilir. Uclu elektrot sisteminde

kullanilan ti¢lincii elektrot ise yardimci elektrot olarak adlandirilir (Sekil 2.1).

2.1.1. Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrokimyasal olglimlerin heterojen sistemlere sebep oldugunun farkinda
olmak 6nemlidir, ¢unki elektrot kendisine komsu ¢ozelti tabakasinda bulunan bir
tiire elektron verebilir veya ondan elektron alabilir. Bu nedenle bu tabakanin
bilesimi ¢ozeltinin diger kisimlarmin bilesiminden belirgin dlgiide farkli olabilir

(Skoog et al., 1998). Heterojen tabakalarin bilesimi Sekil 2.2°de goriilmektedir.

Elektrot

&
Durgun cozeltinin Nernst —L

Difiizyon katmani - — — — — — o — = = o —

Laminar akis bélgesi

R 4
CLESEh R i
Tiirbiilent akis bolgesi x e UF\ >
c -
t_/l A s

Sekil 2.2. Elektrot yiizeyinde olusan tabakalarin sematik olarak gdsterilmesi.



Tiirbiilent akis bélgesi: Elektroda en uzak ¢ozelti yigininda gorullr ve dizenli

bir akis modeli yoktur.

Laminer akis bolgesi: Elektrot yiizeyine dogru yaklasildiginda laminer olan

bir akis gozlenir. Bu bdlgede sivi tabakalar1 elektrot yiizeyine paralel bir yonde

birbiri Gzerine kayarlar.

Nernst difiizyon katmani: Elektrodun yiizeyinden & cm uzakta, laminer

akiminin hiz1 sivi ile elektrot arasinda gergeklesen siirtinmeden kaynakli sifira
yaklasir dolayisiyla elektrot ¢evresinde gorulen durgun ve ince bir ¢ozelti tabakasi

goriltr. Genelde bu ¢ozelti katmani, 102-10" cm kalinliginda olabilir.

2.1.2. Voltametri ve Esaslan

Calisma elektrodunun polarize oldugu veya bir indikatoriin bulundugu sartlar
altinda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin &l¢iilmesi sayesinde
analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemlere voltametri denir
(Skoog et al., 1998). Uygulanan potansiyelin elde edilen akim degerlerine karsi
meydana gelen grafik, voltamogram olarak adlandirilir. Genelde, polarizasyonu
arttirmak amaciyla voltametride kullanilan ¢aligma elektrotlarinin yiizey alanlari

cogunlukla birka¢ milimetre kare veya daha kii¢lik olan mikroelektrotlardir.

Tarihsel agidan incelendiginde voltametri Jaroslav Heyrovsky tarafindan
1920’lerin baslarinda uygulama alanina giren ve voltametrinin 6zel bir tipi olan
polarografiden gelistirilen bir yontemdir. Polarografi, ¢alisma elektrodu olarak
damlayan civa elektrodu kullanilmasi bakimindan diger voltametri tiplerine gore

degisiklik gostermektedir.

Voltametri analitik disinda farkli amaglar i¢in de yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak c¢esitli ortamlarda olusan yiikseltgenme ve
indirgenme islemlerinin incelenmesi kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
yiizeylerinde gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarinin kesfedilmesi ve

yiizeydeki adsorpsiyon islemlerinin incelenmesi verilebilir.



2.1.3.Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri

Voltametride, bir mikroelektrot iceren elektrokimyasal hiicreye
farklandirilabilir bir potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali
sonucunda karakteristik bir akim cevabi meydana gelir (Skoog et al., 1996).

Voltametride siklikla kullanilan dort uyarma sinyalinin sekli, Sekil 2.3’te

gosterilmistir.
Uyarma sinyali: Dogrusal taramali Uyarma sinyali: Diferansiyel puls
E POLAROGRAFi E DIFERANSIYEL PULS
POLAROGRAFISI
Zaman — Zaman —»
Uyarma sinyali: Kare dalga Uyarma sinyali: Uggen
E KARE DALGA E DENUSUMLD
VOLTAMETRISI VOLTAMETRI
e N
Zaman — Zaman —

Sekil 2.3. Voltametride kullanilan uyarma sinyallerinin sematize edilmis hali.



2.1.4. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hiicre, analiz
edilecek madde ve destek elektrolit iceren bir ¢ozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan
olusur. Ug elektrottan biri, zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen
mikroelektrot veya ¢calisma elektrotudur. Calisma elektrodunun boyutlari polarize
olma egilimini arttirmak amactyla kiiglik tutulur ve ylizeyinde analit indirgenir veya
yiikseltgenir. Ikinci elektrot, potansiyeli deneyler boyunca sabit kalan bir referans
elektrottur (genellikle bir gimiis/glimiis kloriir veya bir doymus kalomel elektrot).
Ucgiincii elektrot ise elektrigin, sinyal kaynagindan c¢ozeltinin i¢inden gecerek
calisma elektroduna aktarimini saglayan genellikle helezon seklinde bir platin tel

veya bir civa havuzu olan karsit elektrottur (Caliskan, 2009Db).

2.1.5. Voltametride Kullamilan Referans Elektrotlar

Elektrokimyasal ¢alismalar sirasinda potansiyeli dis ortamdan etkilenmeyen,
sabit kalan ve tamamaiyla ¢alisan ¢6zeltinin bilesimine duyarsiz olan elektrotlardir
(Skoog et al. 1996; Evans, 1991; Pietrzyk and Frank, 1979; Yildiz ve Geng, 1993;
Service, 1998).

Referans elektrotlarin ¢esitleri:

Standart Hidrojen Elektrot (SHE):

Genel olarak SHE potansiyeli bitun sicakliklarda sifir volt olarak kabul edilir.
SHE, elektrokimyasal arastirmalarda referans elektrot olarak kullaniminin disinda
pH tayinlerinde indikatdr elektrot olarak da kullanilmistir. Hazirlanmasi zaman alan
bir elektrot oldugundan fazla kullanish degildir (Tural vd., 2006).
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Kalomel Elektrot:

Elektrotta gerceklesen;
HgCl2 + 2e” <> 2Hg + 2CI”

meydana gelen bu tepkimenin potansiyeli ortamdaki klor iyonu derisimi ile
orantilir. Kalomel elektrot, referans elektrot olarak -elektrokimyada siklikla
kullanilir. Elektrodun dengelenmesi igin hazirlandiktan sonra birka¢ gln

bekletilmesi gerekmektedir. Sicaklik farklanmalarindan kolay etkilenir.

Gumis—Gumis Kloriir Referans Elektrot:

Bu elektrot,
AgQCl + e« Ag+ CI" tepkimesini esas alir.

Bir tlpln en altinda plastik veya camdan yapilmis por6éz yapida bir tipa,
Uzerinde ¢ozelti sizmalarimi O6nlemek amaciyla potasyum Kkloriirce doymus bir
kopru, onun Gzerinde kat1 halde potasyum klorir ve en st kisimda da icerisine 1—
2 damla giimiis nitrat damlatilmis olan doygun potasyum klortr ¢ozeltisi bulunur.
Bu ¢0zeltinin igerisine u¢ kismi AgCl ile kaplanan giimiis bir tel daldirilir. Bu
referans elektrot, doygun kalomel elektroda gore daha yiiksek sicakliklarda
kullanilabilmesi ve az miktarda analit ile tepkimeye girmesi sebebiyle ¢ok yaygin

olarak kullanilir.

Civa—Civa (1) Sulfat Referans Elektrot:

Elektrodun potansiyeli siilfat iyonlarmin aktifligi ile belirlenir. Doygun
kalomel elektrot ile benzerlikler igermektedir.

Reaksiyon: Hg>SOs ) + 26 ~ <> 2Hgw) + SOs? seklindedir. Ancak civa

icermesi sebebiyle ¢ok yaygin olarak kullanilmaz.



11

2.1.6. Voltametride Kullanilan Yardimeci Elektrotlar

Genelde yardimci elektrot, helezon seklinde bir platin tel veya bir civa havuzu
olan ve elektrigin ¢ozelti iginden ¢aligma elektroduna transferine imkan saglayan
elektrottur. Yardimc elektrot, ¢alisma elektrotu ile bir ¢ift olustur ancak olgllen

potansiyelin biiyiikligiiniin tespit edilmesinde etkisizdir.

2.1.7. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlari

Calisma elektrotlari, zaman igerisinde potansiyeli dogrusal bir degisime
ugrayan, Yyilzeyinde analiz edilen maddenin yiikseltgendigi veya indirgendigi
mikroelektrotlardir. Bunlar, altin, platin, civa, bizmut, karbon bazli ve modifiye

elektrotlar olarak sayilabilir.

Belirlenen ¢alisma ortamina gore ¢alisma elektrotlart igin uygun bulunan
potansiyel araliklar1 asagida verilmektedir. Karbon elektrot ile ¢alisildiginda, 1 M
HCIO4 varliginda, (+0,2 V) ile (+1,8 V) aralig: ile, 0,1 M KCI varliginda (-1,0 V)
ile (+1,2 V) araligi olarak segilir. Civa elektrot ile ¢alisildiginda ise 1 M H>SOg4
varliginda, (-0,8 V) ile (+0,4 V) araligi ve 1 M KCl varliginda, (-1,6 V) ile (+0,2 V)

aralig1 olarak segilir.

2.1.7.1. Karbon Temelli Elektrotlar

Maliyetlerinin oldukca diisiik olmasi ve genis bir potansiyel araliginda
calisma yapilmasina imkan saglamasindan dolay1 elektrokimyasal tayinlerde sikga
kullanilmaktadirlar (Wang, J. and Kawde, A.N., 2001; Palecek, E. and Bartosik,
M., 2012; Erdem, A., 2007). Karbon yiizeyinde, hidrojen, hidroksil ve karboksil
gruplar1 ve kinonlar ile baglar olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin
bulunmasi sayesinde karbon ylizeyine ¢ok sayida farkli madde tutturulabilmektedir.
Karbona dayali elektrotlara perde baskili karbon elektrot (SPCE), karbon pasta
elektrodu (CPE), camsi karbon elektrot (GCE) ve kalem grafit elektrot (PGE) Ornek
olarak verilebilir.
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Kalem grafit elektrotlar:

Son yillarda, biyosensor uygulamalarinda kalem grafit elektrot (PGE) (Sekil
2.4) kullanimina yonelik artan bir ilgi bulunmaktadir. Bunun en énemli sebepleri
arasinda yapilan caligmalarda PGE’nin gosterdigi yiiksek tekrarlanabilirlik, tayin

siniriin diisiik olmasi, ucuz ve tek kullanimlik olmasi gosterilebilir.

mP iletken baglant: teli

mp Kalem ucu

Sekil 2.4. Kalem grafit elektrot.
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2.1.8. Voltamogramlar

Genellikle dogrusal taramali voltamogramlar, voltametrik dalga olarak
isimlendirilen sigmoidal seklindeki (S seklinde) egrilerdir. Dik bir artistan sonra
olusan sabit akim difiizyon kontrollii akim veya sinir akimz, is, olarak adlandirilir.
Ciinkii, bu akim, analiz edilen maddenin kitle transfer islemiyle elektrot yiizeyine
tasinma hizindaki sinirlamadan olusur. Sinir akimlari analiz edilen maddenin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Skoog et al., 1996).
Bu nedenle; Is= kca seklinde yazilmaktadir.

Bu denklemde, ca analit konsantrasyonu ve k ise sabittir. Yar1 dalga
potansiyeli, sinir akiminin, akimin yarisina esit oldugu potansiyele denir ve Eip
sembolu ile ifade edilir. Hizli bir sekilde sinir akimlar1 elde etmek icin ¢ozelti veya
mikroelektrot devamli ve tekrarlanabilir bir hareket halinde olmali ya da damlayan

civa elektrot gibi bir elektrot kullanilmalidir.

Gerilim uygulanan elektrot sisteminde, kapasitif ve faradayik olmak tizere 2

tiir akim meydana gelir.

Kapasitif akim (ic) : Calisilan elektrodun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilip

ve negatif yukle yuklenmesinden sonra ¢Ozeltide bulunan pozitif yuklt iyonlar
elektrot yizeyine dogru ¢ekilir. Dolayisiyla ara yiizeyde gerilimde farklanma
gerceklesir. Ters isaretli yiiklerin ara yiizeyin iki tarafinda birikmesi sonucunda
elektriksel cift tabaka olusur, bu tabaka bir kapasitor gibi davranir. Ortamda
yukseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bu kapasitérin yiklenmesi
i¢in bir akim olusur. Olusan akim tepkimeden bagimsizdir; sistemden kaynaklanan
bu akima kapasitif akim olarak adlandirilir. Bu akim ne kadar diisiik olursa o derece

dogru bir 6l¢iim yapilir.

Faradayik akim (ir): Tepkimeden kaynaklanan akimdir.

I = if + ic oldugundan ic azalidik¢a duyarlilik artar.

Cogunlukla, 102 M ve (stiinde; ic< it kosulu saglanir ve ¢alisilabilir. 10 M’da
nispeten iyi sonug almir. 10° M ve {stiinde; ic>> ir oldugundan ¢alismak uygun
degildir.
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2.1.9. Voltametrik Akimlar

Bir elektroliz isleminde akim, analiz edilen maddenin difiizyon tabakasinin
dis kismindan elektrot ylizeyine transfer hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 6Ca/0X ile
verilir. Bu denklemde X, elektrottan olan uzakligi cm cinsinden vermektedir.

Duzlemsel bir elektrotta , akim
I =nFDa (0Ca/ 0X)
seklinde ifade edilebilir (Skoog,1996). Bu denklemde,
I = Akim (Amper cinsinden),
A = Elektrot yiizey alan1 (cm? cinsinden),
N= Analitin molii bagina elektronlarin mol sayisi,
F =Faraday sabiti ( 96487 Coulomb / mol elektron),
Da = A'nin cm?s™ cinsinden difiizyon katsayist,
Ca = mol/cm® cinsinden A'nin derisimini ifade etmektedir.

Meydana gelen difiizyon akimin zamana karsit fonksiyonu COTTRELL

denklemini vermektedir.

~ nFACD'?
=
”1/2 tl/2
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2.1.10. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) ve Esaslari

Sivi/kati ara ylizeylerin karakterizasyonu amaciyla kullanilan bir
elektrokimyasal yontem olan elektrokimyasal empedans spektroskopisi, ara
yuzeylerin dielektrik 6zellikleri ile ilgili bilgi vermektedir. Bununla birlikte,
elektrokimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi durumlarda yiik aktarim degerleri
hakkinda da bilgi sunmaktadir (Monk, 2002; Eksin, 2013b). Bir elektrokimyasal
hiicrede, potansiyelin zamana bagli sinlizoidal degisimi sonucunda olusan alternatif

akima kars1 bir direng olusur.

denkleminde potansiyel (V) ve alternatif akim (I) zamana bagl olarak
degismektedir. Z ise empedansi ifade eder. Devrede olusan direng (R) ve Z’nin

birimi Ohm (Q) ile ifade edilir.
Empedans, gercek ve zahiri olmak iizere iki bilesenden olusur;
Z2=2’-Z"" (i=\-1)
Z = empedans
Z’ = gercek empedans,
Z’’ = zahiri empedans

Nyquist egrisi, gercek empedansin x ekseninde, zahiri empedansin y

ekseninde oldugu grafik olarak tanimlanmaktadir (Monk, 2002).

-Z (Ohm)

-

Rs Rct

o i |

Z (Ohm)

Sekil 2.5. Bir elektrokimyasal hiicrede empedimetrik 6l¢lim sonrasinda olugsan Nyquist egrisi.
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Sekil 2.5’te gosterilen Nyquist egrisinde, 6l¢iimiin ilk asamasinda yiiksek
frekanslarda meydana gelen ¢ozelti direnci (Rs), bu direncin devaminda olusan
yarim daire elektrota transfer edilen yiike karsi olusan direng (Rct) ve diisiik
frekanslarda olusan lineer bolge ise Warburg empedansi (Rw) olarak gosterilmistir.
Sistemin ylik depolama 06zelligi ise kapasitans olarak tanimlanir. Bu teknikle
belirlenen bir frekans araliginda empedans taramasi gerceklestirilir ve elektrot
ylizeyinde meydana gelen olaylarin aydinlatilmasinda Rct degerindeki

farklanmalar yorumlanur.

Empedans Ol¢timleri; yar iletken elektrotlarin 6zelliklerinin incelenmesi,
metal kaplama c¢alismalari, korozyon c¢alismalari, biyosensorler, iletken polimer
oOzelliklerinin incelenmesi, biyolojik sistemler, ince organik film o6zelliklerinin
tespiti, yar1 iletken polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesi gibi pek cok alanda

kullanilir (Orazem and Tribollet, 2008).

Oldukga fazla uygulanma alani olan elektrokimyanin en 6nemli uygulama

alanlarindan biri de biyosensorlerdir.

2.2. Biyosensorler

TUm canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri aninda algilayip yasamlarini
devam ettirebilmek icin g¢evrelerinde gergeklesen degisimlere uyum saglama
mecburiyetindedir; bu algilama biyosensorlerin in vitro uygulamasi igin esas

olmustur.

Canlilarla iliskili mesajlar1 algilamay1 saglayan biyolojik sistemlerin fiziksel
analiz sistemleri ile birlesmesi biyosensoérleri olusturur. Biyosensorler fiziksel bir
sistemin tayin duyarliligi ile biyolojik bir sistemin yiiksek spesifikliginin
birlestirilmesi ile elde edilen analiz ve dlgum sistemleridir. Biyosensorler fiziko-
kimyasal doniistiiriiciiler veya doniistiirlicii mikrosistemler ile bunlarla yakin
iliskideki biyolojik yapilar1 birlestiren analitik cihazlardir (Sharma et al., 2004).
Biyosensoriin temel ¢alisma prensibi Sekil 2.6’da gdsterilmistir. Biyokomponent
ylizeyi analiti tanir ve sensor biyomolekiildeki farklanmayi Olculebilir sinyale
donitstirtr (Mohanty and Kougianos, 2006).
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Sekil 2.6. Biyosensoriin temel ¢aligma prensibi.

Biyosensorler 6n isleme gerek kalmaksizin duyarli olgtimler yapilabilen

minyatiirize sistemlerdir. Diger tayin yontemlerine gore, artirilmig algilama hizi ve

esneklik gibi bircok avantaja sahiptirler. Gergek zamanli, hizli analizler sayesinde,

kullanicilara aninda sonug verebilme imkan1 saglamaktadirlar.
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2.2.1. Biyosensorlerin Simflandirilmasi

Genel olarak biyosensorler, biyoreseptor olarak secilen molekiler ve sinyal
iletici tiiriine gore siniflandirilmaktadir (Sekil 2.7). Segilen biyoreseptdr uygun
immobilizasyon yontemiyle sinyal ileticiye baglanmir. Immobilizasyon yontemi
immobilize edilecek olan biyoreseptor yapisina gore segilir. Genel olarak 5 yaygin
yontem kullanilmaktadir. Bunlar; tutuklama, adsorbsiyon, mikro enkapstlasyon,
kovalent baglama ve capraz baglama’dir. Kullanilan transdiiksiyon elementi ve
analitin fiziksel durumu da secilecek yontem icin énemli faktorlerdir (Mehrvar et
al., 2000).

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi Olgulebilir sinyale
doniistiirebilen  sistemlere sinyal iletici (transdiser) denir. Biyosensorde
biyokomponent tabakada bulunan biyolojik materyalin aktivitesi O2 tuketimiyle,
H202 olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki degisimle, pH degisimiyle,
floresans, absorbsiyon, kondiiktivite, sicaklik ya da kiitledeki degisimle
izlenebilmektedir. Sinyal ileticiler temelde, elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve

termal sinyal ileticiler olarak siniflandirilabilir (Aykut ve Temiz, 2006).

Sekil 2.7. Biyosensorlerin siniflandirimast.
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2.2.2. Ideal Bir Biyosensorun Ozellikleri

Duyarhhk: Bir biyosensoriin duyarliligi sistemin analizlenecek maddede
(analit) meydana gelen degisime aninda cevap vermesi durumu olarak adlandirilir.
Yiiksek duyarliliga sahip bir biyosensdrde analizlenecek maddenin miktarinda

birim farklanma sinyalle orantili sekilde gozlenir.

Secicilik: Biyosensorin analiz edilen maddeye olan 6zgiinliigiinii ifade eder.

Ideal biyosensor sistemi, girisimleri algilamaz ve hatali sonuca neden olmaz.

Olciim arahgi: Biyosensoriin  algilayabildigi analit konsantrasyonu
araligidir. Biyosensor sisteminin iyi bir duyarlilik gosterebilmesi i¢in analiz edilen

maddenin belli bir derisimden az veya ¢ok olmamasi gerekmektedir.

Olgiim suresi: Analit derisiminde bir basamak farklanma sonucu
biyosensoriin verecegi son cevabi tayin etmek icin gereken suredir. Biyosensorin

Olctim hiziyla iliskilidir.

Tutarhlik: Bir biyosensoriin ideal olmasi i¢in ayni1 kosullar altinda {ist iiste

yapilan ol¢iimlerde hep ayni sonucu elde etmesi beklenmektedir.

Hizhh yamit siiresi: Biyosensoriin yanit siiresi elde edilen akim-zaman
grafiklerinden anlasilabilir. Elde edilen grafiklerde basamaklarin sekli yayvan ve

genis ise yanit siiresi uzun, tersi durumda yanit siiresi kisadir.
Tespit sinirt: Biysensorin tespit edebilecegi en az analit konsantrasyonudur.

Kullanim o6mrii: BiyosensOriin, performansinda belirgin  bir azalig

gerceklesmeden devam ettirdigi calisma Omriinii ifade eder.

Kararhhk: Ideal bir biyosensorde kararligin yiiksek olmasi istenmektedir, bu
durum calismada kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir.
Bunun disinda, sicaklik, pH, nem, oksijen konsantrasyonu gibi etkenler de

onemlidir.

Ucuz ve basit olmasi: Ideal biyosensérlerde, tasariminin maliyetsiz,

kullaniminin basit olmasi istenmektedir.
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Kacultulebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensorde kullanilan
biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonunu sinirlayan en énemli
parametrelerden  birisidir.  Ama biyosensor  gelistirilirken elektrotlarinin

boyutlarinin kiigiiltiilmesi ve sterilize edilebilmesi 6nem arz etmektedir.

2.2.3. Biyosensor Uygulamalari

Biyosensorler, gida, eczacilik, tarim, tip, biyomedikal, ¢evre analizleri,
biyoteknoloji, savunma ve bircok endustriyel aktivitede rol almaktadirlar. Bugiine
dek ¢ok sayida analit i¢in biyosensor hazirlanmis olup bunlardan belirli bir kismi
ticari olarak Uretilmektedir. Biyosensorlerin uygulanmasina imkan saglayan
alanlar: Klinik diyagnostik, biyomedikal sekttr, proses kontroll, biyoreaktor
kontrolli, gida iiretim ve analizi, bakteriyel ve viral diyagnostik, ila¢c analizi,
endiistriyel atik su kontrolii, cevre koruma ve kirlilik kontrolii, maden ocaklarinda
zehirli gaz analizleri, askeri kullanim, ziraat ve veterinerlik olarak siralanabilir
(Mehrotra, 2016; Bulut, 2011; Dinckaya et al., 1999).

Molekdler diizeyde her gln yeni bir bilginin ortaya konmasi ve teknolojide
gelismelerin hiz kesmeden devam etmesi, biyosensorlerin yakin zamanda gunluk

yasamdaki yerini daha hizli bir sekilde alacaginin habericisidir.

2.2.4. Biyosensor Gelistirilirken Kullamilan Molekdller ve Yapilar:

2.2.4.1. Nukleik Asitler ve DNA

Organizmanin genetik bilgisini iceren ve kalitimda rol oynayan organik bir
molekiil olan DNA’nin yapisini, Watson, Crick, Wilkins ve Franklin 1950
yillarinda hazirladiklart modeller {izerine aciklamaya calismislardir. Buna gore
DNA molekiilii, sarmal seklinde kivrilmis, iki kollu bir ip merdivenine
benzemektedir (Sekil 2.8). Merdivenin kenarlari, seker (deoksiriboz) ve fosfat
molekiillerinden meydana gelmistir. Fosfat gruplart ve seker birbirlerine ester

baglariyla baglanmistir. Niikleotitlerin farklanmasi tasidiklar1 bazlar sayesindedir.
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Nikleotitler igerdikleri azotlu bazlara gore isimledirilir. Azotlu bazlar,
piirinler ve primidinler olmak tizere ikiye ayrilirlar. Piirinler, dokuz atomlu, iki
halkali, adenin (A) ve guanin (G), primidinler alt1 atomlu tek, halkali, sitozin (S),
timin (T) ve urasildir (U). DNA’da bu nukleotitlerden, A, T,G,S, RNA’da ise
AU,G,S bulunmaktadir, RNA’da ise A,U,G,S bulunmaktadir (Brett et al., 1997,
Erdem and Ozsoz, 2011). Adenin timin ile, sitozin ise guanin ile bag yapar. Adenin
ile timin arasinda ¢ift hidrojen bagi, sitozin ile guanin arasinda ise {i¢ hidrojen bagi
bulunmaktadir. Piirin ve pirimidin bazlari, yandaki sekerlere (Riboz), glikozidik
baglarla baglanmistir. Cift sarmal yapidaki molekiiliin bir zinciri 5' — 3' yOniine,
digeri ise 3' — 5' yoniine dogru oldugundan ters yonde paraleldir. Cift zincirli
sarmal yapisinda i¢ kisminda bazlar, dis kisimda ise fosfat ve seker omurgasi ise
yer aldigindan sarmalin i¢ tarafi hidrofobik, dis tarafi ise hidrofilik niteliktedir
(Caliskan, 2009b).

' Seker (Deoksiriboz)

Q/ < } Agzotla hazlar (A,G.C.T)

-
Seker-fosfat omurgas: <= — \—'J

o s cH
CH B L i
- E__ " L
\CJ_\-‘V s \_f'J_”j Bazlar arasinda olusan
hidrojen baglarn

Sekil 2.8. DNA’nin ¢ift sarmal yapist.
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DNA’nin genel olarak 2 gérevi bulunmaktadir. Birincisi hiicre bolinmesinin
hazirlik sathasinda kendini kopyalamasidir. Kromozomlarin ikiye bdlinmesinde
DNA molekdliniin kendisinin bir kopyasini yapmasi olayma duplikasyon denir.
DNA’nin duplikasyonu sirasinda, iki sarmal bir arada tutan hidrojen baglari agilir
ve acikta kalan niikleotitlerin u¢ kisimlari, hiicrede ©6nceden sentezlenen
niikleotitler ile tamamlanir. Bu sekilde birbirinin ayn1 olan iki DNA olusur. Ikinci
gorevi ise, DNA’da bulunan bilgiyi RNA’ya (Riboniikleik asit) aktarmasidir. Bu
olay transkripsiyon olarak adlandirilir. TUm bunlardan sonra RNA’da toplanan bilgi

ribozomlarda enzim, protein gibi maddelerin sentezlenmesinde kullanilir.

2.2.4.2. DNA ile Tliskili Terimler

Oligonikleotit; birden fazla niikleotidin bir araya gelmesi sonucu olusur.

Dinukleatitler; iki niikleotidin bir araya gelmesiyle olusur .

Trindkleotitler; t¢ nikleotidin bir araya gelmesiyle olusur.

Baz cifti: Birbirine karsilik olan iki bazi anlatir ve gdsterimi yapilirken nokta
ile ayrilir. Ornegin, A.T baz cifti gibi.

Prob: Baz dizisi belirlenmis olan oligonikleotitlerdir.

Hedef dizi (Target): Probun tam karsilig1 olan oligoniikleotit.

Rastgele dizi (Non complementary-NC): Dizilimi hedef dizisiden tiimdyle

farkli baz dizilimine sahip olan oligonikleotit.
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2.2.4.3 Nukleik Asitlerin (DNA) Hibridizasyonu

Ortamdaki baz ciftlerinin hibridizasyon sartlarina bagli olarak kararli ¢ift
sarmalli tek bir yap1 haline gelmesine “Nukleik asit hibridizasyonu” denir (Bej,
1996).

— 3 3
AN
oz 5
< 5
“— " Denatiirasyon : Hibridizasyon
S . s <
—— 3 5' Prob 5
S 3 Hibrid
5 3
cift sarmal DNA

Sekil 2.9. Niikleik asit hibridizasyonu.

DNA biyosensérlerinin esasi, DNA hibridizasyonuna dayanmaktadir. islem,
aranan hedef diziye karsilik gelen kisa bir baz dizimine sahip olan yapay oligomerin
(tek sarmal DNA, prob) hedef dizi ile hibrit olusturmasiyla baslamaktadir (Sekil
2.9). Hibrit yapisim1 igeren bir ¢dzeltiye biyosensoriin uygulanmasi, elektrot
ylizeyine hibritin immobilize olmasini saglar. Bu olusumun elektrokimyasal veya

optik 6lcumu bir gevirici sinyali ile gdzlenir.
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2.2.5. DNA Biyosensorleri

Her gegen giin gelisen yeni sensor teknolojilerinin arasinda DNA
biyosensorleri olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Niikleik asit analizlerinde siklikla
kullanilan biyosensorler arasinda elektrokimyasal DNA biyosensorleri, segimli ve
duyarli sonuglar1 verebilme, pratik olma, ekonomik olma, hizli ve tekrarlanabilir
sonuclar alma gibi 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Palecek and Fojta, 2001; Jelen et
al., 2002; Erdem, 2007). Tanima yiizeylerini niikleik asit dizilerinin olusturdugu bu
tip biyosensorlerde hedefin algilanmasi, DNA hibridizasyonu gibi oldukca spesifik
olan bir mekanizmaya dayali oldugu i¢in yiiksek secimlilikte tayinlere imkan
tanimaktadir. Giliniimiizde sensor yiizeyinin farkli nanomalzemelerle modifiye
edilmesiyle klasik sensor teknolojisinin bir adim daha Oniine gecilerek, DNA
biyosensorlerinin avantajlart daha da arttirilmaktadir (Wang, 2005; Erdem et al.,

2017; Isin et al.,, 2017; Yapasan et al., 2010; Tao et al., 2017; Shuai et al., 2017).

2.2.6. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali1 elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM),
Manfred von Ardenne liderliginde 1930'lu yillarda gelistirilmistir. Taramali
Elektron Mikroskobu; numune hiicresi, optik kolon ve géruntileme sistemi olmak
tizere ii¢ temel kisimdan olugmaktadir (Reimer, 2013). SEM’de goruntd, yiksek
voltaj ile hizlandirilmig elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron
demetinin numune yiizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1
arasinda olusan farkli girisimler sonucu olusan etkilerin uygun algilayicilarda bir
araya gelmesi ve sinyal giiglendiricilerden gegirildikten sonra bir katot iginlari
tipliniin  ekranina aktarilmasiyla elde edilir. Gelismis sistemlerde bu
algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere cevrilip bilgisayar monitdriine
verilmektedir. Yaygin kullanildigi haliyle, ylizeyden yayilan ikincil elektronlarla
yapilan 0l¢iim, oOzellikle yiizeyin topografik yapisiyla baglantili bir goriintii
meydana getirmektedir
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2.2.7. Iyonik Sivilarin Biyosensorlerde Kullanimi

Iyonik sivilar son yillarda kuramsal ve deneysel olarak yogun sekilde
calistimaktadir. Tyonik sivilar genellikle oda sicakliginda sivi olan diisiik erime
noktali organik tuzlar olarak bilinir. Bunula birlikte, iyonik sivilar sézciigii; diisiik
sicaklikta ergimis tuzlar, yiiksek sicaklikta ergimis tuzlar, iyonik akiskanlar, sivi
organik tuzlar gibi tanimlarin hepsini kapsar. Giiniimiizde iyonik sivilarin
kullanildigi bir¢gok uygulama alami vardir. Kimyada; metal eldesinde, kuru
temizlemede, biyolojide; biyokiitlenin islenmesinde, eclektrokimyada; giines
panellerinde, pillerde, yakit pillerinde, fizikte; 1s1 transferinde, maddenin difiizyon,

viskozite gibi fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesinde iyonik sivilar kullanilmaktadir.

Iyonik sivilarin, termal kararliliginin yiiksek olmasi, diisiik 6lgiilebilir buhar
basincina sahip olmasi, iletken olmasi, ugucu olmamasi, toksisitesinin diisiik olmasi
ve biyouyumlu olmasi gibi ozellikleri sayesinde elektrokimyasal biyosensor
sistemlerinde de 6nemli bir uygulama alani bulmustur (Erdem et al., 2014; Yu et
al., 2005; Wei and Ivaska, 2008; Wei et al., 2010; Zhang et al., 2013; Xi et al., 2008;
Eksin et al., 2013a; She et al., 2010; Ren et al., 2010; Sengiz et al., 2015). Ren ve
arkadaglar1 (2010) iyonik sivi ve polianilin nanotlpler (PANINT) ile modifiye
edilmis yiizey baskili elektrotlar kullanarak bir DNA sensorii gelistirmislerdir.
Eksin ve arkadaslart (2013a), iyonik sivi ve kitosan modifiye kalem grafit
elektrotlar (CHIT-IL-PGESs) ile bir antikanser ilact olan mitomisin C (MC) ve
DNA'nin etkilesimini elektrokimyasal olarak goriintiilemislerdir. She ve arkadaslari
(2010), karbon pasta elektrot yilzeyine IL ile modifiye ederek ylizeyin
hidrofobikligini arttirarak hidrokinonu tayin etmislerdir. Sengiz ve arkadaglari
(2015) Microcystis spp. (MYC) ile ilgili DNA dizisinin segici hibridizasyonunun
elektrokimyasal olarak izlenebilmesi icin IL modifiye kalem grafit elektrotlar: (IL-
PGE) tasarlamiglardir.
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2.3. mikroRNA

mikroRNA'lar 19-25 baz ¢iftinden olusan kiigiik niikleotitlerdir. Okaryotik
hiicrelerde bulunan, genomda protein kodlayan intron veya ekzon bdolgeleri ve
protein kodlamaya katilmayan boélgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu
saglanan, ancak proteine translasyonu olmayan, fonksiyonel RNA molekdlleridir.
Insan genomunda miRNA'lar1 kodlayan yiiksek diizeyde korunmus olan yizlerce
gen bolgesi aydinlatilmistir. Glinimize kadar insan genomunda 1000’den fazla
mikroRNA belirlenmistir (Kim, 2005; Shenouda and Alahari, 2009).

miRNA'nin 6nemi, ¢esitli yasam siireglerinde oynadigi karmasik diizenleyici
fonksiyonlardan ve bazi hastaliklarla olan yakin iligkisinden kaynaklanmaktadir.
Hastaliklarin ¢ogunlugu (kanser, kalp yetmezligi, vaskiiler hastalik, diyabet, vb),
hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilagma ve goc gibi temel hiicresel slreg
Uzerindeki etkileri miRNA'larin diizenlenmesi ile ilgilidir (Hunt et al., 2009;
Tifekei et al., 2014). Kanser gelisim siirecine miRNA'larin katkis1 oldugunun ilk
kaniti, Calin ve arkadaslarinin 2002 yilinda Kronik Lenfositik Losemili (KLL)
hastalarda gergeklestirdikleri molekiiler ¢alismayla belirlenmistir. Calin ve
arkadaglarinin, 2004 yilinda yaptiklar1 diger bir caligmada, insan miRNA genlerinin
kanser ile iligkisini incelemek icin, 186 adet miRNA geninin DNA (zerindeki
pozisyonu belirlenerek iliskili genlerin daha énceden bilinen bazi kanser trlerinin
baglantili oldugu genetik farklanmalar ile karsilagtirillmistir (Calin et al., 2002;
Calin et al., 2004).

mMiRNA-34a, kanser baslangici, onkojenez ve tedaviye timor yaniti ile
ilgilidir (Jin and Xiao, 2015). Literatiire bakildiginda miRNA-34a'nin kanser teshisi
(6zellikle pankreas, servikal, gogiis kanseri ve lenfoma) (Lan et al., 2015; Waldman
and Terzic; 2009, Bettazzi et al.,2013), kardiyovaskiiler hastaliklar (da Costa et al.,
2010) ve Alzheimer hastalifi (Schonrock et al., 2012) i¢in biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi bulunmustur.
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2.3.1. mikroRNA Tayinine Yonelik Elektrokimyasal Biyosensorler

mikroRNA tayininin elektrokimyasal olarak basarili  bir sekilde
gerceklestirilebildigine dair literatiirde pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir.
Elektrokimyasal yontemlerle yapilan c¢alismalardan bazilar1 Tablo 2.1°de
gorilmektedir. Izotermal amplifikasyon tabanli yontemler, northern blotlama,
miRNA tayini i¢in ¢ok kullanilan ancak pahali, karmasik ve yerinde 6l¢iim igin
zaman alicidir. Bu geleneksel yontemlerin aksine, biyosensor teknolojileri ile
kombine edilen elektrokimyasal yontemler spesifik bir tanima yiizeyi sunarak, az
miktarda 6rnek gerektiren ve yerinde 6lciime imkan saglayan; ayrica kisa zamanda

duyarl ve se¢imli analizi miimkiin kilan avantajli sistemlerdir (Kilic et al., 2018).

Tablo 2. 1. Son yillarda mikroRNA tayinine yonelik gelistirilen elektrokimyasal

analiz yontemlerine érnekler.

] Calhisma
Analit Yoéntem Tayin Siniri Kaynaklar
Elektrodu
) (Erdem et al.,
miRNA-15a MUX-SPE16s LSV 0,114 pg/mL
2013)
] (Feng et al.,
miRNA-141 SPCE CV, ECL 8,60 fM
2016)
(Congur et al.,
GO/ PGE CV, EIS 1,90 pug/mL
2015)
) (Erdem et al.,
miRNA-34a GO-PGE EIS 0,29 pg/mL
2017)
(Erdem et al.,
CNF-SPE DPV, EIS 10,98 pg/mL
2015)
miRNA-24 MWCNT/GCE DPV 1pM (Lietal., 2014)
] (Kilic et al.,
miRNA-122 GRP/ PGE DPV, EIS 1,06 pM 2016)
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] Cahsma
Analit Ydntem Tayin Siniri Kaynaklar
Elektrodu
(Caietal.,
MWCNT/GCE CV, DPV 1,64 fM
2017)
) (Cardoso et
miRNA-155 SPGE DPV, CV, EIS 5,70 aM
al.,2016)
(Azimzadeh et
AuUE DPV, CV, EIS 13,50 pM
al., 2015)
. (Zhou et al.,
miRNA-159a AuNP/GCE EIS, DPV 0,17 pM
2014)
(Kilic et al.,
GRP /PGE DPV, EIS 2,09 pg/mL
2015)
(Liuetal.,
GO/AuUNP/GCE | CV,EIS, ECL 10 aM
2017)
(Azzouzi et
AuNP/GCE EIS 0,30 pM
al.,2017)
AuUNP/MoS; (Shuai et al.,
CV, DPV, EIS 0,086 fM
/GCE 2017)
miRNA-21
(Zhang et al.,
GCE CV, ECL 0,03 fM
2017)
(Miao et al.,
AuE DPV, CV, EIS 1,60 fM
2016)
(Sunetal.,
GO/GCE LSV 60 fM
2015)
(Meng et al.,
AuNP/ AuE DPV, EIS 0,006 pM

2013)
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2.4. Mikotoksinler ve Fumonisin B1

Mikotoksin kelimesi mykes (Yunanca, mantar) ve toxicum (Latince, zehir)
kelimelerinden meydana gelmektedir. Cevre sartlarinin Gremeye uygun olmasi
durumunda mikotoksin iireten yaklasik 400 adet kiif tiirii oldugu bilinmektedir. Bu
tarlerden Aspergillus, Penicillium ve Fusarium genuslarina ait olan tiirler insan ve
hayvanlarda  ciddi  saglik  sorunlarma  sebep olan  mikotoksinleri

olusturabilmektedirler.

Fumonisin B1 (FB1), deoksinivalenol (DON), okratoksin A (OTA) ve
zearalenon gibi mikotoksinler, belirli mantarlar tarafindan tiretilen bir grup toksik
sekonder metabolitlerdir. FB1, gidalara ve hayvan yemlerine dogal olarak bulagarak
irlin kalitesini diisliren, insanlar ve hayvanlar i¢in ciddi saglik riski olusturan ve
diinya ¢apinda ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir mikotoksindir (Frisvad and
Thrane, 1987; CAST, 2003).

FBI1, genellikle misir ve diger tarimsal iriinleri enfekte eden Fusarium
verticillioides mantar1 tarafindan iretilen bir mikotoksindir. FB1 ile indiiklenen
toksisitenin arkasindaki hiicresel mekanizmalar arasinda, sitokin ekspresyonundaki
degisikliklerin yan1 sira, oksidatif stres, apoptoz ve sitotoksisitenin uyarilmasi yer
alir. FB1'in etkileri, hangi tiire ait ve hangi tipteki hiicrelerin ¢alisildigina bagl
olarak belirgin sekilde farklilik gosterir. Bir calismada, Fischer siganlar1 ve B6C3F1
farelerinin karacigeri iizerinde karsinojenisitesi oldugunu bildirilmistir (Howard et
al., 2001). Misirda FBI1 varlifi, insanlarda 6zofagus ve karaciger kanserlerinin
goriilme sikliginda bir artisla iligskilendirilmistir (Alizadeh et al., 2012; Ueno et al.,
1997) Klaric ve arkadaslar1 (2008), FB1'in Bobrek PK15 hiicrelerinde genotoksik
oldugunu, baskin olarak klastojenik etki gosterdigini bildirmislerdir. FB1 nispeten
diisiik konsantrasyonlarda etkilidir, etkileri FB1 ile kontamine yem ve gida

tiketimini takiben hayvanlarda ve insanlarda da gordlebilir.
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2.4.1. Fumonisin B1 Tayinine Yonelik Biyosensorler

Genel olarak FB1 tayin yontemleri incelendiginde, immiinokromatografik
analiz (Venkataramana et al., 2014), ince tabaka kromatografisi (TLC) (Klaric et
al., 2008), enzim baglantili immiinosorban testi (ELISA) (Sheng et al., 2012; Ling
et al., 2014; Shu et al., 2016) gibi pahali, karmasik, kullanimi zor ve yerinde 6lgiim
icin uygun olmayan yontemler uygulanmaktadir. Elektrokimyasal yontemler ile
mikotoksinlerin analiz edilebilmesi, zaman kazandiran, spesifik tanima siireci
sunan ve az miktarda numune gerektiren basit analizler saglamasi1 nedeniyle daha

avantajhidir.

FBI1 tayinine yonelik aptamer bazl elektrokimyasal immiinosensorler (Lu et
al., 2016; Yang et al., 2015; Masikini et al., 2016; Shi et al., 2015) gelistirilmistir.
Gelistirilen immunosensorlere ornek olarak; Lu ve arkadaslar1 (2016), FB1 ve
DON'un saptanmast icin bir elektrokimyasal immiinosensér ydntemi
gelistirmislerdir. Calisma elektrodu olarak tek kullanimlik yiizey baskili karbon
elektrot (SPE) kullanmislardir. FB1'in duyarli bir sekilde tayin edilebilmesi igin
SPE yiizeyi altin nanopartikiiller (AuNP'ler), polipirol (PPy) ve elektrokimyasal
olarak indirgenmis grafen oksit (ErGO) nanokompozit modifiye edilmistir. Yang
ve arkadaslar1 (2015), tek duvarli karbon nanotiip ve kitosan modifiye cams1 karbon
elektrot kullanarak misirdaki FB1'1 tayin icin elektrokimyasal bir immiinosensor

tasarlamislardir.

2.4.2. DNA Hedefli Turlerin DNA Biyosensorleri ile Algilanmasi

Gunumuzde ilag-DNA  etkilesiminin  tayini, basarili bir sekilde
elektrokimyasal DNA biyosensdrleri kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. ilag-
DNA etkilesmesi sonucunda bazlarina ait sinyallerde veya incelenen ilag sinyalinde
ya da yiizey direncinde meydana gelen degisiklikler izlenerek ilac-DNA etkilesim
tiirii hakkinda bilgi edinilebilmektedir (Erdem and Congur, 2013; Levision et al.,
1998; Erdem et al, 2012a; Yapasan et al., 2010; Eksin et al., 2013a; Top et al.,
2016; Altay et al., 2015; Canavar et al., 2015; Unal et al., 2018; Dogan-Topal and
Ozkan, 2011; Karimi-aleh et al., 2015). Tablo 2.2°de farkli ilaglarin DNA ile
etkilesimlerinin DNA biyosensorleri ile elektrokimyasal olarak tayin edilmesine

yonelik érnekler verilmistir.
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Tablo 2.2. Antikanser ilag-DNA etkilesiminin elektrokimyasal DNA
biyosensorleri ile tayini.
. Cahsma Cahsma
Analit ) Tayin sinir1 Kaynaklar
Elektrodu Yontemi
Bleomisin PGE EIS 1,63 pg/mL (Erdem et al., 2013)
Topoizomeraz |
o SPE EIS - (Top etal., 2016)
inhibitor topotekan
6-Tioguanin PGE DPV,EIS 4,60 pg/mL (Eksin et al., 2014)
Daunorubisin PGE DPV,EIS 0,55 uM (Erdem et al., 2011)
Temozolamid PGE DPV,EIS 6,1 pg/mL (Altay et al., 2015)
Mitomisin C PGE DPV.EIS 11,01 pg/mL (Canavar et al.,2015)
Daunorubisin PGE DPV 0,24 uM (Unal et al., 2018)
Léprolid PGE DPV 0,06 pg/mL (Dogan-Topal et al.,2011)
6-Merkaptopurin PGE DPV 0,08 uM (Karimi-aleh et al., 2015)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Cihazlar

Terazi (Mettler Toledo AB204-S)

pH-metre (Orion 420A)

Manyetik karistirict (Biosan MS 3000)
Vorteks (Biosan V1)

Calkalayic1 ( Biosan TS 100C)

Ses titresimli temizleyici (Bandelin Sonorex)

Potansiyostat - FRA 2 modiilii igeren AUTOLAB 302, GPES 4,9 yazilimli,
(Eco Chemie, Hollanda)

Faraday kafesi
Kalem grafit elektrot (Tombo, Japonya)
Ag/AgCl referans elektrot (BAS)

Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildr)

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

mikroRNA-34a hedef RNA dizisi:

¢5-UGG CAG UGU CUU AGC UGG UUG U-3’" (U= Urasil)
Amino ile isaretlenmis mikroRNA-34a’ya spesifik DNA prob dizisi:

¢5'-NH2-(CH2)s-ACA ACC AGC TAA GAC ACT GCC A-3'
Rastgele RNA dizileri (NC):

emikroRNA-155 dizisi: 5'-UUA AUG CUA AUC GUG AUA GGG
GU-3’
emikroRNA-181b dizisi: 5’-AAC AUU CAU UGC UGU CGG UGG
GU-3’
Yapay fetal sigir serumu (FBS) (Sigma-Aldrich)

1-bitil 3-metilimidazolyum hekzaflorofosfat (Sigma)-iyonik siv1
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N-hidroksistksinimid (NHS) (Sigma-Aldrich)
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil karbodiimid (EDC) (Sigma-Aldrich)
Tris(hidroksimetil)aminometan hidroklorir (Sigma)

Sodyum klorur (Sigma)

EDTA disodyum tuzu (Sigma)

Asetik asit ( %99-100) (Sigma)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Dipotasyummonohidrojenfosfat (Sigma)
Potasyumdihidrojenfosfat (Sigma)

N,N-dimetilformamid (DMF) (Sigma)

Dimetil silfoksit (DMSO) (Sigma)

Fumonisin B1 (FB1) (Sigma)

Zearalenon (ZEN) (Sigma)

Deoksinivalenol (DON) (Sigma)

Okratoksin A (OTA) (Sigma)

Balik sperminden elde edilen ¢ift sarmal DNA (dsDNA) (Sigma)

Tim deneylerde ultra saf su kullanildi. Calismalar oda sicakliginda (25,0 +
0,5) °C’ de yapildi.
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3.2.1 Fumonisin B1 Hakkinda Genel Bilgi

Acik kimyasal formiil:

0 COOH
COOH

¢ OH NH,
COOH
O  COOH

Kapal1 Kimyasal formiul: C34sHs9NO15

Kimyasal adlandirma: (2S)-2-[2-[(5S,6R,7R,9R,11S,16R,18S,19S)-19-
amino-6-[(3S)-3,4-dikarboksibutanol]oksi-11,16,18-trihidroksi-5,9-dimetilikosan-
7-il]oksi-2-okzoetil]bltandioik asit

Molekiil agirhgr: 721,838 g/mol
Diger isimleri: Macrofusine

Farmakolojik 0zellikleri: Fumonisin B1, sfingosin ve daha kompleks
sfingolipidlerin biyosentezinin inhibitoriidir. Okaryotik hiicrelerde, sfingolipid
biyosentezinin inhibisyonu, seramid sentaz enziminin inhibisyonunun bir
sonucudur. FB1 ile indiiklenen toksisitenin arkasindaki hiicresel mekanizmalar
arasinda, sitokin ekspresyonundaki degisikliklerin yani sira, oksidatif stres, apoptoz
ve sitotoksisitenin uyarilmasi yer alir (Kouadio et al., 2005; Khan et al., 2018).
Klaric ve arkadaslar1 (2008), FB1'in bobrek PK15 Hicrelerinde genotoksik
oldugunu, baskin olarak klastojenik etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu
mikotoksinin olumsuz etkileri, mikotoksinle kontamine yem ve gida tiiketimini

takiben hayvanlarda ve insanlarda gdzlenebilir.
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3.3. Cahsmada Kullanilan COzeltilerin Hazirlanisi

3.3.1 Tampon Cozeltilerin Hazirlanis

Tampon c¢ozeltilerin hepsinin hazirlanisinda ultra saf su kullandi. Tampon
cozeltiler hazirlanmasindan sonra cam siselerde, +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edildi.

0,05 M fosfat tamponunun hazirlams1 (pH 7,4; PBS):

Kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde 1,36 g (0,01 mol)
KH2PO4, 6,96 g (0,04 mol) KoHPO4 ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) bulundurmaktadir.
Elde edilen tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. Cozeltinin pH’s1
gerekiyorsa, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI ilavesiyle pH metre ile 7,4’

ayarlandu.
0,05 M asetat tamponunun hazirlams1 (pH 4,8; ABS):

0,05 M asetat tamponu litresinde 0,2722 g sodyum asetat trihidrat,
0,1154 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) bulundurmaktadir. Cozeltinin
pH'sinin 4,8 degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCI eklenmesiyle,
pH metre ile kontrol edilerek gercgeklestirildi.

0,02 M Tris HCI tamponunun hazirlams: (pH 7,0; TBS):

0,02 M Tris HCI tampon ¢ozeltisi litresinde 3,152 g Trizma HCI ve 1,168 g
NaCl (0,02 mol) bulundurmaktadir. Cozeltinin pH'sinin 7,0 degerine ayarlanmasi,
0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI eklenmesiyle, pH metre ile kontrol edilerek
gerceklestirildi.

0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tamponunun hazirlams1 (pH 8,0; Tris-
EDTA):

0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon c¢ozeltisi litresinde 1,576 g Trizma
HCI ve 0,372 g EDTA bulundurmaktadir. Cozeltinin pH'sinin 8,0 degerine
ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCI eklenmesiyle, pH metre ile kontrol
edilerek gergeklestirildi.

Redoks probu cozeltisinin hazirlamsi:

EIS 6lgtimleri icin: 2,5 X102 mM Fe(CN)s 7+ ve 100 mM KCI igerecek

sekilde 100 mL saf su igerisinde hazirland.
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CV olctimleriigin: 2 x103 mM Fe(CN)s > * ve 100 mM KCl icerecek sekilde
100 mL saf su igerisinde hazirlandu.

3.3.2. miRNA, DNA ve Oligonukleotit Cozeltilerinin Hazirlanisi

miRNA-34a hedef RNA dizisi, miRNA-34a DNA prob dizisi, miRNA-155
ve MiRNA-181b stok ¢ozeltileri, 500 pg/mL olacak sekilde 0,01 M Tris-EDTA
(pH: 8,0) ile hazirland: ve sifir derecenin altinda buzdolabinda saklandi. Denemeler

sirasinda stok ¢ozeltiler 0,05 M PBS ile seyreltildi.

Calismalarimizda kullanilan dsDNA, Sigma firmasindan liyofilize toz halde
temin edildi. dsDNA stok cozeltisi ile ultra saf su ile 1000 pg/mL derisiminde
hazirland1 ve buzdolabinda sifir derecenin altinda muhafaza edildi. Denemeler

sirasinda stok ¢ozelti taze olarak 0,05 M ABS (pH: 4,8) ile seyreltildi.

3.3.3. Yapay Fetal Sigir Serumunun Hazirlanisi

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen, igeriginde biiyiime faktorleri,
proteinler, vitaminler, eser elementler, hormonlar vb. diisiik ve yiliksek molekiil
agirlikli biyomolekiiller bulunan yapay fetal sigir serum (FBS) taze olarak PBS (pH

7,4) icerisinde hazirland.

3.3.4. Fumonisin B1 ve Diger Mikotoksinlerin Hazirlanis

FB1, DON ve OTA stok ¢ozeltisi asetonitril igerisinde (50 pg/mL) ¢oziinmiis
olarak temin edildi. Seyreltik ¢ozeltiler 0,05 M PBS (pH: 7,4) ile hazirlandi. Kati
halde bulunan ZEN’in stok ¢ozeltisi DMSO ile hazirlandiktan sonra sifir derecenin

altinda saklandi. Denemeler sirasinda PBS (pH: 7,4) ile seyreltildi.

3.3.5. Kullamilan Tek Kullanimlik Kalem Grafit Elektrodun (PGE)
Hazirlanmisi

Calismalarimizda kullanilan tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE),
Tombo kalem uglarinin 3,0 cm boyutunda kesilmesi sonucunda elde edildi (Erdem
et al., 2017; Erdem et al., 2013; Isin et al., 2017; Eksin et al., 2013a; Sengiz et al.,
2015) Kalem ucunun 1,0 cm’lik kism1 elektrokimyasal hiicre igerisinde kalacak

sekilde kalem igerisine yerlestirildi.
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Calismamizda, PGE’nin yuzey aktivasyonu, 30 saniye sureyle +1,4 V

uygulanarak ABS (pH=4,8) i¢cinde yapildi.

3.3.6. Kalem Grafit Elektrot Modifikasyonunda Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmisi

3.3.6.1.Kovalent Baglayic1 Ajan (CA)

Toz halde bulunan NHS ve EDC sirasiyla 4,6 mg ve 4,8 mg tartilarak 5 mM
olacak sekilde 0,05 M PBS (pH: 7.4) igerisinde taze hazirland1 ve buzdolabinda

saklandu.

3.3.6.2. iyonik Siv1 (IL) Cézeltisinin Hazirlamsi
%20 IL cozeltisi, dimetilformamid (DMF) cozeltisi igerisinde 30 dakika

boyunca sonikatorde bekletilerek taze hazirlandi (Sengiz et al., 2015).

3.3.7. Déniisiimlii Voltametri (CV) Olcuimleri

CV  olgimleri;, 01 M KCI i¢inde hazirlanan 2,0 mM
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) karisimini igeren redoks probu igerisinde 50 mV/s
tarama hizinda, -0,50 V ve +1,00 V araliginda tarama yapilarak gerceklestirildi.

3.3.8. Empedans (EIS) Olguimleri

EIS ol¢imleri, 0,1 M KClI iginde hazirlanan 2,5 mM
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) karigimmni  igeren redoks probu iginde
gerceklestirildi. Empedans, 10 mV siniisoidal sinyal ile Ag/AgCl’ye kars1 +0,23 V
potansiyelde 10" Hz ile 10° kHz frekans araliginda &lgiildii. Frekans araligi,
logaritmik olarak 98 esit 6l¢iim noktasina boliinmiistiir. Yiik transfer direnci,
AUTOLAB 302 (FRA, version 4.9, Eco Chemie, Hollanda) programiyla

hesaplanan yarim dairenin ¢ap degerlerine karsilik gelmektedir.
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3.4. 1Iyonik Smv1 ile Modifiye Edilmis Kalem Grafit Elektrotlarla
MiRNA-34a’min Empedimetrik Tayini

Deneysel prosediir Sekil 3.1°de verilmistir.

® (iif) (iv)
-COOH
-COOH
COOH iy = [ : }
EDC/NHS
PGE / CA-PGE yiizeyine
— MG IL modifikasvonu IL-CA-PGE SEM ile IL-CA-PGE'nin
_ABS icerisinde —ory Y yiizey karakterizayonu
yuzey aktlvasynnu ] /
+1,4V, 30 sn i
(vii) [T (vi) lv ™)
: miRNA-34a mMiRNA-34a
‘ 1 DNA prob  RNA hedef
'!“1 %
‘?{1 © ~ .S +
Fﬂ |
Olusan hibridin
Elektrokimyasal IL-CA-PGE yiizeyine immobilizasyonu
Olgtim

Sekil 3.1. miRNA-34a’nin IL-CA-PGE ile empedimetrik tayinine yonelik deneysel prosediir: (i)
PGE’nin elektrokimyasal olarak yiizey aktivasyonu, (ii) EDC/NHS ile yiizeyin kovalent aktivasyon,
(iii) CA-PGE yuzeyine IL modifikasyonu, (iv) IL-CA-PGE’nin mikroskobik karakterizasyonu, (v)
miRNA-34a DNA prob dizisi ile miRNA-34a hedef dizisi arasinda hbiridizasyonun ger¢eklesmesi,
(vi) IL-CA-PGE ylzeyine hibritin immobilizasyonu, (vii) hibrid modifiye IL-CA-PGE ile EIS

yontemi kullanilarak empedimetrik 6l¢iimiin gerceklestirilmesi.

3.4.1. Kalem Grafit Elektrotlarin (PGE) Yiizeyine Kovalent Baglayici1 Ajan ve
IL Modifikasyonu:

PGE vyiizeyi 3.3.5’de anlatildigi sekilde elektrokimyasal olarak aktive
edildikten sonra elektrotlar kovalent baglayict ajan (CA: 5 mM EDC-NHS
cozeltisi) igerisinde 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi. Daha sonra elektrot PBS
(pH: 7,4) ¢ozeltisi ile 10 saniye boyunca yikandi (Erdem et al., 2017). Hazirlanan
CA-PGE elektrotlar 3.3.6.2’de anlatildig1 gibi hazirlanan % 20’lik IL ¢bzeltisine
daldirilarak 15 dakika boyunca 1slak adsorpsiyon yontemiyle CA-PGE ylizeyine IL
modifikasyonu saglandi. IL modifiye edilmis CA-PGE elektrotlar (IL-CA-PGE) 30
dakika siireyle oda sicakliginda kurutuldu (Sengiz et al., 2015).
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34.2. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE Yiuzeylerinin Empedimetrik
Davramsinin incelenmesi

PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE yiizeyleri ile 3.3.1°de anlatildig1 sekilde
hazirlanan redoks probu ¢ozeltisi igerisinde EIS teknigi ile &lcumleri

gerceklestirildi ve transfer edilen yiike karsi olusan direng (Rct) degerleri 6l¢iildii.

3.4.3. PGE-CA Yuzeyine Modifiye Edilen IL Konsantrasyonundaki Degisimin
Yamta Olan Etkisinin Incelenmesi

Bu ¢alismada % 5, % 10, % 15, % 20, % 25 ve % 30 olacak sekilde farkl: IL
konsantrasyonlarinda hazirlanan IL-CA-PGE’ler kullanildi. IL’in yiizeye
modifikasyonu 3.4.1°de anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Doniistimlii voltametri

yontemi ile 3.3.7°de anlatilan sekilde 6l¢tim alindi.

3.4.4. IL Modifikasyon Suresindeki Degisimin Yanita Olan EtKisinin
Incelenmesi

% 20 IL ¢Ozeltisi modifikasyonu CA-PGE yuzeyine 15, 30 ve 60 dakika
olacak sekilde pasif adsorpsiyon yontemiyle 3.4.1°deki gibi gergeklestirildi. Farkli
stirelerde modifikasyon sonrasinda elektrotlar (IL-CA-PGE), 30 dakika oda
sicakliginda kurutulduktan sonra 3.3.8’de anlatildigr gibi empedans Olgiimii

gerceklestirildi.

3.45. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE Yizeylerine miRNA-34a Prob
Immobilizasyonunun Empedimetrik Yéntemle Incelenmesi

PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE vyuzeylerine 1 pg/mL miRNA-34a prob
30 dakika boyunca pasif adsorpsiyon yontemi ile immobilize edildikten sonra
10 saniye boyunca PBS (pH:7,4) ile yikandi. Yiizeyine prob immobilize edilen her
bir elektrot ile 3.3.8° de anlatildig1 sekilde empedans 6l¢iimii gerceklestirildi.

3.4.6. PGE, CA-PGE, IL-PGE ve IL-CA-PGE Ylzeylerinin SEM ile
Karakterizasyonu

PGE, CA-PGE, IL-PGE ve IL-CA-PGE vyuzeylerinin mikroskobik
karakterizasyonu, 5 uM, 10 uM ve 50 uM’lik farkli biiyiitmelerde alan emisyonu
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taramal1 elektron mikrobu ile (hizlandirma potansiyeli 5.0 kV) Izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitlisi’nde uzman personel varliginda hizmet alimi ile gergeklestirildi.

3.4.7. miRNA-34a Prob Dizisi Konsantrasyonundaki Degisimin Yanita
Etkisinin Incelenmesi

Cozelti fazinda hibridizasyonda prob ve hedef dizi arasinda hibrit
olusturulurken yalanci hibridizasyonda ¢o6zelti ortamina prob ve hedef yerine
tampon c¢ozeltisi konularak ornekler hazirlandi (Erdem et al., 2017). Prob
konsantrasyon ¢alismasinda 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 1,5 pg/mL konsantrasyonlari
caligildi. Hedef konsantrasyonu 10 pug/mL olarak sabit tutuldu.

Yalanci hibiridizasyon: IL-CA-PGE’ler, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve
1,5 pg/mL amino isaretli prob ¢ozeltilsi PBS (pH: 7,4) igerisinde hazirlandi. 5
dakika boyunca yalanci hibridizasyonun gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 400
rpm hizla karistirildi.

Hibridizasyon: IL-CA-PGE’ler, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 1,5 pg/mL amino
isaretli prob ¢ozeltilsi ile 10 pg/mL miRNA-34a hedef hibridizasyonu sonucu
olusan orneklere daldirildi. Hibrit drnekleri 5 dakika boyunca hibridizasyonun

gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 400 rpm hizda karistirildi.

Olusan yalanct hibrit (prob kontrolt) ve hibrid IL-CA-PGE yiizeyine
30 dakika boyunca pasif adsorpsiyon yontemi ile oda sicakliginda immobilize
edildi. Daha sonra ¢ozeltilerden ¢ikarilan elektrotlar 10 saniye boyunca PBS (pH:
7,4) ile yikandi. Her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan elektrotlar ile 3.3.8’de

anlatildig1 gibi empedans 6l¢iimii gerceklestirildi.

3.4.8. miRNA-34a prob ve Hedef Dizi Arasindaki Hibridizasyon Siiresindeki
Degisimin Yanita Olan Etkisinin incelenmesi

1 pg/mL miRNA-34a prob ile 10 pg/mL hedef miRNA-34a dizileri
kullanilarak 3.4.5’de anlatildig1 gibi hibridizasyon basamagi gerceklestirildi. 5 dK,
15 dk ve 30 dk sireyle hibridizasyonun gergeklesmesi i¢in oda sicakliginda 400
rpm hizla karigtirildi. Yalanct hibrit ve hibrit, IL-CA-PGE yuzeyine 30 dakika

boyunca pasif adsorpsiyon yontemi ile oda sicakliginda immobilize edildi.
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Sonrasinda ¢ozeltilerden ¢ikarilan elektrotlar 10 saniye boyunca PBS (pH: 7,4) ile
yikand1. Olgiim empedimetrik olarak 3.3.8°de anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

3.4.9. IL-CA-PGE Yiizeyine Hibritin Pasif Adsorpsiyon ile Immobilizasyon
Siiresindeki Degisimin Yanita Olan Etkisinin Incelenmesi

1 pg/mL miRNA-34a prob ile 10 pg/mL hedef miRNA-34a dizileri
kullanilarak 3.4.5’de anlatildig1 gibi hibridizasyon basamagi gerceklestirildi. 5 dk
streyle hibridizasyonunun gergeklesmesi i¢in oda sicakliginda 400 rpm hizla
karistirildi. Yalanci hibrit ve hibrit IL-CA-PGE y(zeyine pasif adsorpsiyon yontemi
ile 5 dk, 15 dk, 30 dk ve 45 dk sureyle immobilize edildi. Cozeltilerden ¢ikarilan
elektrotlar 10 saniye boyunca PBS (pH: 7,4) ile yikandi. Ol¢iim empedimetrik
olarak 3.3.8’de anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

3.4.10. Hedef miRNA-34a Konsantrasyonundaki Degisimin Hibridizasyon
Yamitina Olan Etkisinin incelenmesi

1 pg/mL miRNA-34a prob ile farkli konsantrasyonlarda hedef miRNA-34a
dizileri kullanilarak 3.4.7°de anlatildigi gibi hibridizasyon basamagi
gerceklestirildi. 5 dk hibridizasyon sonrasinda olusan hibrit 30 dk streyle pasif
adsorpsiyon yontemiyle elektrot ylizeyine immobilize edildi ve PBS ile 10 saniye
yikandi. Ortamdaki hedef miRNA konsantrasyonu 2 pg/mL’den 12 pg/mL’ye
arttirildi ve bu konsantrasyon degisiminin sensor cevabina olan etkisi arastirildi.
Hazirlanan hibrid modifiye IL-CA-PGE’ler ile 3.3.8’de anlatildig1 gibi empedans

Olclimii gerceklestirildi.

3.4.11. miRNA-34a Hibridizasyonunda Secimlilik Calismasi

1 pg/mL miRNA-34a prob ile 10 pg/mL miRNA-34a hedef ve rastgele (NC)
MIRNA c¢ozeltileri viyallere aktarilarak 3.4.6’da anlatildigi gibi hibridizasyon
basamagi gergeklestirildi. 5 dk hibridizasyon sonrasinda olusan hibrit 30 dk
boyunca pasif adsorpsiyon yontemiyle elektrot yuzeyine immobilize edildi ve PBS
ile 10 saniye yikandi. miRNA-34a’dan farkli olarak ortamda bulunabilecek diger
miRNAlarin etkisi incelendi. miRNA-155 ve miRNA-181b, rastgele (NC) miRNA
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dizileri olarak kullanildi. Olgiim empedimetrik olarak 3.3.8’de anlatildig1 gibi
gerceklestirildi.

3.4.12. Yapay Fetal Sigir Serumun Seyreltilme Oraninin Cahisilmasi

Serum ortaminda girisim yapabilecek ¢ok sayida madde oldugu i¢in uygun
seyreltilme orani segilerek hibridizasyonu gergeklestirildi. Bu amagla yapay fetal
sigir serumu (FBS) 1:1, 1:5, 1:10 ve 1:20 oranlarinda olacak sekilde PBS (pH: 7,4)
ile seyreltildi. 1 pg/mL miRNA-34a prob ¢ozeltisi belirli oranlarda seyreltilen FBS
cozeltileri igerisinde 3.4.5’de anlatildigi sekilde hazirlandi. Hibrit yilizeye
30 dakika sireyle pasif adsorpsiyon yontemiyle immobilize edildikten sonra
10 saniye boyunca PBS ile yikandi. Empedans 6l¢iimii 3.3.8’de anlatilan sekilde
gergeklestirildi.

3.4.13. Yapay Fetal Sigir Serum Ortaminda Hedef miRNA-34a
Konsantrasyonu Calismasi

Bu ¢alisma, 3.4.10°da anlatildig1 sekilde gerceklestirildi ve aynmi hedef dizi
konsantrasyon araligi (2-12 pg/mL) kullanildi ve hedef dizi hazirlanirken
seyreltmeler PBS yerine 1:10 oraninda FBS:PBS karisimi kullanilarak yapildi.
Empedans 6l¢limii 3.3.8’de anlatilan sekilde gerceklestirildi.

3.4.14. Yapay Fetal Sigir Serum Ortamiminda miRNA-34a Hibridizasyonunda
Secimlilik Calismasi

miRNA-155 ve miRNA-181b, rastgele (NC) miRNA dizileri olarak
kullanilarak 3.4.11°da anlatildig1 sekilde hibridizasyon ger¢eklestirildi. Yapay
serum ortaminin etkisini gésrebilmek amaciyla prob, miRNA-34a hedef ve rastgele
miRNA ¢ozeltileri 1:10 oraninda FBS:PBS karisimi ile seyreltildi. Empedans
Olciimii 3.3.8’de anlatilan sekilde gerceklestirildi.
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3.5. DNA Immobilize Edilmis Kalem Grafit Elektrot Yiizeyinde
Fumonisin-B1-DNA Etkilesiminin Empedimetrik Yoéntemle Incelenmesi

Deneysel prosediir Sekil 3.2°de gosterildi.

1100 [ -
a R
700 -‘.-.. o '-._.. ) '._.7.

Pencil Graphite P
Electrodz / g - 2 I ; a '
(PGE) M o g
300[ ,T'f:j .
DNA / . L “’
0 1000 2000 3000
Z ()

LS )

§ Ik

0 COOH
DNA Fumonisin B1 (FB1)

Sekil 3.2. PGE yiizeyinde FB1 ile DNA’nin etkilesiminin empedimetrik tayinine yonelik deneysel
prosedir: (2) DNA modifiye PGE, (b) FB1 ile DNA’nin PGE yiizeyinde etkilesimi sonrast.

3.5.1. DNA Konsantrasyonu Calismasi

Elektrotlar 3.3.5’de anlatildigi gibi hazirlandiktan sonra 2,5-12,5 pg/mL
DNA ¢ozeltilerini igeren viyallere daldirildi ve 10 dakika viyaller igerisinde
bekletildi (Erdem and Congur, 2013). Bu siire sonunda DNA immobilize edilmis
elektrotlar (DNA-PGE) ABS ile 10 saniye yikandi. EIS dl¢timleri 3.3.8”de anlatilan

yonteme gore gerceklestirildi.

3.5.2. Fumonisin-B1 Konsantrasyon Calismasi

Elektrotlar 3.3.5’de anlatilidigi gibi hazirlandiktan sonra 10-50 ng/mL’ye
FB1 ¢ozeltilerini igeren viyallere daldirildi ve 5 dakika viyaller icerisinde bekletildi.
Bu siire sonunda FB1 immobilize edilmis elektrotlar 10 saniye boyunca PBS ile

yikandi. EIS 6l¢iimleri 3.3.8’de anlatilan yonteme gore gerceklestirildi.
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3.5.3. PGE, DNA-PGE, FB1-PGE ve FB1-DNA-PGE Yuzeylerinin

Empedimetrik Davramisinin incelenmesi

PGE yiizeyi, 3.3.5’de anlatihidigi sekilde DNA-PGE yuzeyi, 3.5.1°de
anlatildig1 sekilde FB1-PGE ylzeyi ise 3.5.2°deki gibi hazirlandi. PGE yiizeyinde
FB1-DNA etkilesimi igin, elektrotlar 6ncelikle 10 dakika boyunca 10 pg/mL DNA
cozeltisi icerisinde bekletildi, ABS ile yikandi. Daha sonra 40 ng/mL FB1 ¢o6zeltisi
icerisinde 5 dakika tutuldu ve PBS ile yikandi. Empedimetrik dl¢iimler 3.3.8°de

anlatilan yonteme gore gerceklestirildi.

3.5.4. Etkilesim Siiresindeki Degisimin Biyosensoriin Yanitina Etkisinin
Incelenmesi

DNA immobilize edilmis elektrotlar 1 dk, 3 dk, 5 dk, 15 dk ve 30 dk gibi
farkl siirelerde FB1 ¢ozeltisi igerisinde tutuldu ve sonrasinda 10 saniye boyunca

PBS ile yikandi. EIS 6l¢iimleri 3.3.8’de anlatilan yonteme gore gerceklestirildi.

3.5.5. Farkh Mikotoksinler Varhginda Se¢imlilik Calismasi

DNA immobilize edilmis elektrotlar FB1’in yanisira ZEN, DON ve OTA
olmak {iizere farkli mikotoksinlerin 1:1 karsiminda 3 dakika boyunca bekletildi.
Daha sonra PBS ile 10 dakika boyunca yikandi. Empedimetrik dlgtimler 3.3.8°de
anlatildig1 sekilde gergeklestirildi.






47

4 BULGULAR
4.1. IL-CA Modifiye PGE ile miRNA-34a’nin Empedimetrik Tayinine iliskin

Bulgular

411. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE Yuzeylerinin Empedimetrik
Davramsinin incelenmesi

PGE, CA modifiye edilmis ve IL-CA modifiye edilmis elektrotlarin
elektrokimyasal davranisi, elektrokimyasal empedans spektrokopisi teknigiyle
incelendi. Olgiimler 3.3.8.°de anlatildi1 sekilde gerceklestirildi. Elde edilen
Nyquist diyagramlari ve histogramlar Sekil 4.1.”de verildi.
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Sekil 4.1. (A) (a) PGE, (b) CA-PGE, (c)IL-CA-PGE’ ait Nyquist diyagramlari. (B) (a) PGE, (b)
CA-PGE, (c) IL-CA-PGE ile dlgiilen ortalama Ret degerlerini (n = 3) gosteren histogramlar.

Empedans degerlerine uygun olan devre modeli, i¢ Sekil 4.1-A’da
gosterilmistir. Empedans verilerini diizenlemede esdeger devre modeli R(Q(RW))
kullanilmastir. Tlgili parametreler; Rs ¢ozelti direncidir. Sabit faz elementi (Q) ,
elektrot/elektrolit ara yiizeyindeki bosluk yiik kapasitansina baglhidir. Rct ise
elektrot/elektrolit ara ylzeyindeki yik transfer direncidir. Sabit faz element W,
elektrot yiizeyinde kiitle transferinden kaynaklanan Warburg empedansini

gOstermektedir.
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4.1.2. PGE, CA-PGE ve Farkh Konsantrasyonlarda IL Modifiye Edilmis IL-
CA-PGE Yiizeylerinin CV Teknigi Ile Elektrokimyasal Olarak incelenmesi:

PGE, CA modifiye edilmis ve farkli konsantrasyonlarda IL modifiye edilmis
IL-CA modifiye elektrotlarin elektrokimyasal davranigi, doniisiimlii voltametri
teknigiyle karsilastirildi. Olgiimler 3.3.7.°de anlatildig1 sekilde gerceklestirildi.
Elde edilen voltamogramlar ve histogramlar Sekil 4.2°de verildi. Farkli IL
konsantrasyonlart ile elde 6l¢iilen ortalama anodik pik akimi (Ia), ortalama katodik
pik akimi (Ic), anodik yiik gegcisi (Qc) ve katodik yiik gegisi (Qc) verileri Tablo
4.1’de verilmistir. Ayrica, her bir elektroda ait yiizey alani (A) Cottrell denklemi
kullanilarak hesaplandi (Tablo 4.1).

A

AKIM (nA)

0.55 0.05 0.45 0.95
POTANSIYEL (V)

140 -
120+
1004
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AKIM (pA)
oo
o
L

604

alolelalelraln]

Sekil 4.2. (A) (a) PGE (b) CA-PGE, (c) %10 (d) %20 (e) %30 IL modifiye CA-PGE ile elde edilen
voltamogramlar.(B) (a) PGE, (b) CA/PGE, (c) %5, (d) %10, (e) %15, (f) %20, (g) %25, (h) %30

IL modifiye CA-PGE ile 6lculen ortalama la verilerine (n=3) gore elde edilen histogramlar.
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Tablo 4.1. Farkli IL konsantrasyonlari modifiye edilen elektrotlar ile
gercgeklestirilen CV 6l¢limil sonucunda Slgiilen ortalama Ia, Ic, Qa, Qc degerleri ve

hesaplanan yiizey alanlar1 (A).

la(UA) le (LA) Qa Qc A (cm?) %

PGE 81,96 88,23 1,15 1,02 0,25 cm? -

CA-PGE 60,01 73,23 1,08 0,93 0,18 cm? -
%05 IL-CA-PGE 112,10 101,23 1,39 1,29 0,34 cm? 36,99
%10 IL-CA-PGE 116,10 103,13 1,39 1,13 0,35 cm? 42,28
%15 IL-CA-PGE 120,50 104,16 1,37 1,27 0,36 cm? 47,97
%20 IL-CA-PGE 122,33 106,98 1,43 1,30 0,37 cm? 50,00
%25 IL-CA-PGE 115,30 105,40 1,34 1,23 0,35 cm? 41,05
%30 IL-CA-PGE 116,23 99,14 1,36 1,23 0,36 cm? 44,31
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4.1.3. IL Modifikasyon Siiresinin Yamta Olan Etkisinin Empedimetrik
Yontemle incelenmesi

%20 IL modifikasyonu CA-PGE yiizeyine pasif adsorpsiyon yontemiyle
3.4.1’deki gibi gercgeklestirildi. 3.3.8’de anlatildigi gibi empedans O6l¢iimi
gerceklestirildi. Elde edilen Nyquist diyagramlar1 ve histogramlar Sekil 4.3’te
verildi. IL modifikasyon siiresindeki degisimin elektrot yiizeyine olan etkisi

incelendi.
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Sekil 4.3. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) 15 dk, (d) 30 dk, (e ) 60dk siireyle %20 IL modifiye edilmis
CA-PGE’ ye ait (A) Nyquist diyagramlari, (B) Ortalama Rct degerlerini (n=3) gdsteren

histogramlar.

4.1.4. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE Yuzeylerine miRNA-34a Prob
Immobilizasyonunun Empedimetrik Yontemle Incelenmesi

Yontem, 3.4.5’te anlatildigi gibi yapildi ve her bir elektrot igin elde edilen
sonuglar Sekil 4.4’te verildi. Ayrica hesaplanan goériinen kismi kaplama degerleri
(0'r) (Janek, R.P. and Fawcett, W.R., 1998) i¢ sekil olarak Sekil 4.4’te verildi.
Olgiim empedimetrik olarak 3.3.8’de anlatildig1 gibi gerceklestirildi.
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Sekil 4.4. (a) PGE, (a’) miRNA-34a prob immobilize edilen PGE, (b) CA-PGE, (b’) Prob
immobilize CA-PGE, (c) IL-CA-PGE, (c’) Prob immobilize IL-CA-PGE. Ig sekil: (a) PGE, (b) CA-
PGE, (c) IL-CA-PGE’ye prob baglanmastyla hesaplanan 0'Sz degerleri.

4.1.5. PGE, CA-PGE, IL-PGE ve IL-CA-PGE Yuzeylerinin SEM ile
Karakterizasyonuna Ydnelik Bulgular

Yontem, 3.4.6.’da anlatildig1 gibi yapildi. PGE, CA-PGE, IL-PGE ve IL-CA-
PGE yiizeylerinin farkli biiyiitmelerde SEM ile karakterizasyonunda elde edilen
goriintiiler, Sekil 4.5’te gosterildi.
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Sekil 4.5. (A) PGE, (B) CA-PGE, (C) IL-PGE, (D) IL-CA-PGE yiizeylerinin sirasiyla (a) 50 um,
(b) 10 pm ve (c) 5 um ¢oziiniirliklerinde 5.0 kV hizlandirma potansiyle elde edilen SEM

goruntdleri.

4.1.6. miRNA-34a Prob Dizisi Konsantrasyonundaki Degisimin Yanita

Olan Etkisinin incelenmesi

Yontem, 3.4.7°de anlatildig1 gibi yapildi. 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 1,5 pg/mL
mMiRNA-34a prob konsantrasyonlar1 ile elde edilen Nyquist diyagramlari ve
histogramlar Sekil 4.6’da verildi. Empedans olgiimleri 3.3.8.’de anlatildig1 gibi
gercgeklestirildi.
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Sekil 4.6. (A) (a) CA-PGE, (b) IL-CA-PGE, (c) yluzeyine 1ug/mL miRNA-34a prob ve 10 pg/mL
miRNA-34a hedef ile elde edilen hibrid modifiye IL-CA-PGE’ye ait Nyquist diyagramlari. (B) (a)
CA-PGE, (b) IL-CA-PGE, yiizeyine farkli prob konsantrasyonlarinda (c) 0,5 pg/mL (d) 1pg/mL (e)
1,5 pg/mL miRNA-34a prob ve 10 pg/mL miRNA-34a hedef ile olusturulan hibrid modifiye IL-

CA-PGE ile 6lgiilen ortalama Rct degerlerini (n=3) gosteren histogramlar.

4.1.7. Hibridizasyon Siiresindeki Degisimin Yanita Etkisinin Incelenmesine
Yonelik Bulgular

Yontem, 3.4.8.°de anlatildig1 gibi yapildi. Prob ve hedef dizi arasindaki 5 dk,
15 dk ve 30 dk farkl: hibridizasyon siireleri sonucunda olusan hibrit yapilari ile elde
edilen veriler Sekil 4.7°de gosterildi. Ol¢iim empedimetrik olarak 3.3.8’de
anlatildig gibi gergeklestirildi.
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Sekil 4.7. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) IL-CA-PGE, IL-CA-PGE elektrotlar kullanilarak 1 pg/mL
miRNA-34 prob ile 10 pg/mL miRNA-34a arasinda 5 dakika hibiridizasyon ile (d) yalanct
hibiridizasyon, (d’) hibridizasyon, 15 dakika hibridizasyon ile (e) yalanci hibiridizasyon, (e’)
hibiridizasyon, 30 dakika hibiridizasyon ile (f) yalanci hibridizasyon, (f’) hibiridizasyon sonucunda

ortalama Rct degerlerini (n=3) gosteren histogramlar.

4.1.8. IL-CA-PGE Yiizeyine Hibritin Pasif Adsorpsiyon ile Immobilizasyon

Siiresindeki Degisimin Yamita Etkisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular
Yontem, 3.4.9°da anlatildig: sekilde yapildi. 5 - 45 dk araliginda farkli pasif

adsorpsiyon siirelerinde elde edilen veriler degerlendirildi ve Sekil 4.8°de verildi.

Empedans 6lc¢limleri 3.3.8°de anlatilan sekilde gergeklestirildi.
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Sekil 4.8. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) IL-CA-PGE, IL-CA-PGE eclektrotlar kullanilarak 1 pg/mL
miRNA-34 prob ile 10 pg/mL miRNA-34a arasinda olusan hibritin 5 dk yilizeye immobilizasyonu
ile (d) yalanci hibiridizasyon, (d”) hibridizasyon, 15 dakika yiizeye immobilizasyonu ile (e) yalanci
hibiridizasyon, (e’) hibiridizasyon, 30 dakika immobilizasyonu ile (f) yalanci hibridizasyon, (f)
hibiridizasyon, 45 dakika immobilizasyonu ile (g) yalanci hibridizasyon, (g’) hibiridizasyon

sonucunda ortalama Rct degerlerini (n=3) gdsteren histogramlar.
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4.1.9. Hedef miRNA-34a Konsantrasyonundaki Degisimin Hibridizasyon
Yanitina Olan Etkisinin incelenmesine Yonelik Bulgular

YOntem, 3.4.10°da anlatildig1 gibi IL-CA modifiye PGE’ler kullanilarak,
PBS tamponu igerisinde hazirlanan 2-12 pg/mL araliginda miRNA-34a hedef
konsantrasyon caligmast gerceklestirildi. Elde edilen histogram ve kalibrasyon
grafigi Sekil 4.9°da verildi. Ayrica her bir miRNA-34a hedef konsantrasyonu igin

hesaplanan goriinen kismi kaplama degerleri (') Tablo 4.2’de verildi.
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Sekil 4.9. (A) (a) 1 pg/mL miRNA-34a prob modifiye IL-CA-PGE, prob ile (b) 2 pg/mL,
(c) 4 pg/mL, (d) 6 pg/mL, (e) 8 pg/mL, (f) 10 pg/mL, (g) 12 pg/mL miRNA-34a hedef
hibridizasyonu sonucu o6lgiilen ortalama Rct degerlerini (n=3) gosteren histogramlar.

(B) 2-10 pg/mL miRNA-34a hedef konsantrasyonu araliginda elde edilen kalibrasyon grafigi.
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Tablo 4.2. 2-12 pg/mL miRNA-34a hedef konsantrasyonu araliginda

empedimetrik yontemle hesaplanan goriinen kismi kaplama degerleri (6'°R).

MiRNA-34a hedef 0'Sx
konsantrasyonu (pg/mL)
2 0,823
4 0,906
6 0,928
8 0,942
10 0,955
12 0,919

4.1.10. miRNA-34a Hibridizasyonunda Secimlilik Calismasmna Yonelik
Bulgular

Yontem, 3.4.10°da anlatildig1 gibi miRNA-34a hedef diziden farkli olarak
mMiRNA-155 ve miRNA-181b rastgele (NC) dizileri kullanilarak yapildi. Empedans
Olctimleri 3.3.8’de anlatilan sekilde gerceklestirildi. Elde edilen Nyquist

diyagramlari ve histogramlar Sekil 4.10’da verildi.
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Sekil 4.10. (a) 1 pg/mL miRNA-34a prob modifiye IL-CA-PGE, 1 ug/mL miRNA-34a DNA prob
ile 10 pg/mL, (b) miRNA-34a hedef, (c) miRNA-181b, (d) miRNA-155 hibridizasyonu sonrasinda

elde edilen (A) Nyquist diyagramlari. (B) Ortalama Rct degerlerini (n=3) gdsteren histogramlar.

4.1.11. Farkh Seyreltme Oranlarinda Hazirlanmis Yapay Serum Ortaminin

Empedimetrik Davramisinin Incelenmesi

Yontem 3.5.4’de anlatildig1 yapay serum (FBS) farkli seyreltme oranlarinda
PBS tamponunda seyreltildi. Empedans olcimleri 3.3.8’de anlatildigi sekilde
gergeklestirildi. Elde edilen ortalama Rct degerleri ile olusturulan histogramlar

Sekil 4.11°de verildi.
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Sekil 4.11. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) IL-CA-PGE, 1 ug/mL miRNA-34a DNA prob ile (d) 1:1, (e)
1:5, (f) 1:10, (g) 1:20, oraninda PBS ile seyreltilmis FBS ortaminda yalanc1 hibridizasyon sonrasinda

elde edilen ortalama Rct degerleriyle (n=3) olusturulan histogramlar.

4.1.12. Yapay Serum Ortaminda Hedef miRNA-34a Konsantrasyonu
Cahismasina Yonelik Bulgular

Yontem, 3.4.13’te anlatildig1 sekilde yapildi. 2-12 pg/mL miRNA-34a hedef
dizi konsantrasyon araliginda c¢alisilildi. Hedef diziler, 1:10 oraninda PBS ile
seyreltilmis FBS ile hazirlandi. Yapay serum ortaminda miRNA-34a tayini
incelenerek IL-CA-PGE yiizeyinin uygulanabilirligi arastirildi. Elde edilen
histogramlar ve kalibrasyon garfigi Sekil 4.12°de verildi. Empedimetrik 6lgiim
3.3.8.’de anlatilan sekilde ger¢eklestirildi.
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Sekil 4.12. (A) () 1 pg/mL miRNA-34a prob modifiye IL-CA-PGE, prob ile 1:10 oraninda PBS
ile seyreltilmis FBS igerisinde hazirlanan (b) 2 pg/mL, (c) 4 ug/mL, (d) 6 pg/mL, (e) 8 ug/mL, (f)
10 pg/mL (g) 12 pg/mL miRNA-34a RNA hedef hibridizasyonu sonucu o6lcilen ortalama Rct
degerlerini (n=3) gosteren histogramlar. (B) 1:10 oraninda FBS:PBS’de hazirlanan 2-10 pg/mL
mMiRNA-34a hedef konsantrasyonu araliginda elde edilen kalibrasyon grafigi.

4.1.13. Yapay Serum Ortaminminda miRNA-34a Hibridizasyonunda Secimlilik
Calismasina Yonelik Bulgular

IL-CA-PGE’ler ile yapay serum ortaminda secimliligin test edilmesi
amaciyla 3.4.14.’de anlatildig: sekilde deneyler gerceklestirildi. miRNA-34a hedef
diziden farkli olarak miRNA-155 ve miRNA-181b rastgele (NC) dizileri
kullanilarak 1:10 oraninda PBS ile seyreltilen FBS ortaminda yapildi. Empedans
Ol¢timleri 3.3.8.’de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Elde edilen Nyquist

diyagramlari ve histogramlar Sekil 4.13’te verildi.
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Sekil 4.13. (a) 1 pg/mL miRNA-34a prob modifiye IL-CA-PGE, 1 ng/mL miRNA-34a DNA prob
ile 1:10 oraninda PBS ile seyreltilmis FBS igerisinde hazirlanan, 10 pg/mL (b) miRNA-34a hedef,
(c) miRNA-181b, (d) miRNA-155 hibridizasyonu sonrasinda elde edilen (A) Nyquist diyagramlari.

(B) Ortalama Rct degerlerini (n=3) gosteren histogramlar.

4.2. DNA immobilize Edilmis Kalem Grafit Elektrot Yiizeyinde Fumonisin
B1-DNA Etkilesminin Empedimetrik Yontemle Incelenmesine iliskin

Bulgular

4.2.1. DNA Konsantrasyon Calismasina Yonelik Bulgular

2,5-12,5 pg/mL konsantrasyon araliginda DNA immobilize edilen elektrotlar
ile ¢alisildi. Yontem, 3.5.1.”de anlatildig: sekilde ve empedans 6l¢timleri 3.3.8.’de
anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Elde edilen Nyquist diyagramlar1 ve histogramlar
Sekil 4.14°te gosterildi. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.15°de verildi.
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Sekil 4.14. (a) PGE, (b) 2,5 pg/mL, (c) 5 ug/mL, (d) 7,5 pg/mL, (e) 10 pg/mL, (f) 12,5 pg/mL
konsantrasyonlarinda DNA immobilize edilen PGE’ler ile elde edilen (A) Nyquist diyagramlari, (B)

Ortalama Rct degerlerini (n=3) gdsteren histogramlar.
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Sekil 4.15. 2,5-10 pg/mL DNA konsantrasyonu araliginda elde edilen kalibrasyon grafigi.
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4.2.2. Fumonisin B1 Konsantrasyon Calismasina Yonelik Bulgular

10-50 ng/mL konsantrasyon araliginda FB1 modifiye edilmis elektrotlar ile
caligildi. Yontem, 3.5.2.°de anlatildigi sekilde yapildi. Empedans o&lglimleri
3.3.8.’de anlatildig1 gibi yapildi. Elde edilen Nyquist diyagramlar1 ve histogramlar

Sekil 4.16’da verildi. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.17’de verildi.
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Sekil 4.16. (a) PGE, (b) 10 ng/mL (c) 20 ng/mL, (d) 30 ng/mL, (e) 40 ng/mL, (f) 50 ng/mL
konsantrasyonlarinda FB1 immobilize edilen PGE’ler ile elde edilen (A) Nyquist diyagramlari, (B)

Ortalama Rct degerlerini gosteren (n=3) histogramlar.
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Sekil 4.17. 10-40 ng/mL FB1 konsantrasyonu araliginda elde edilen kalibrasyon grafigi.

4.23. PGE, DNA-PGE, FB1-PGE ve FB1-DNA-PGE Yizeylerinin
Empedimetrik Davramisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular

Yontem, 3.5.5.’te anlatildig1 sekilde yapildi. Optimum bulunan DNA ve FB1
konsantrasyonlari kullanilarak PGE, DNA-PGE, FB1-PGE ve FB1-DNA-PGE ile
3.3.8.’de anlatildig1 sekilde empedans oOlciimleri gerceklestirildi. Elde edilen
Nyquist diyagramlari ve histogramlar Sekil 4.18’de verildi.
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Sekil 4.18. (a) PGE, (b) DNA-PGE, (c) FB1-PGE, (d) FB1-DNA-PGE ile elde edilen (A) Nyquist

diyagramlari. (B) Ortalama Rct degerlerini (n=3) gdsteren histogramlar.

4.2.4. Fumonisin B1-DNA Etkilesim Siiresindeki Degisimin Biyosensoriin
Yamtina Etkisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular

FB1 ile DNA farkl siirelerdeki etkilesimi 3.5.6.’da anlatildig1 sekilde yapildi.
DNA-PGE ile 1 - 30dk araliginda farkli siirelerde FB1 ile etkilesim incelendi.
Olgiimler empedans yonetemiyle 3.3.8.°de anlatildign sekilde gergeklestirildi.
Nyquist diyagramlari ve histogramlar Sekil 4.19°da verildi.
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Sekil 4.19. (a) PGE, (b) DNA-PGE, DNA-PGE’ler ile (c) 1 dk, (d) 3 dk, (e) 5 dk, (f) 15 dk, (g) 30
dk boyunca 40 ng/mL konsantrasyonundaki FBI1 ile etkilesimi sonrasinda elde edilen (A) Nyquist

diyagramlari. (B) Ortlama Rct degerlerini (n=3) gdsteren histogramlar.

4.2.5. Farkh Mikotoksinler Varhginda Secimlilik Cahsmasmma YoOnelik
Bulgular

DNA-PGE’ler ile FBI etkilesiminin sec¢imliliginin test edilmesi amaciyla
FBI1 yaninda diger mikotoksinler olan ZEN, DON ve OTA varliginda deneyler,
bolim 3.5.7.’de anlatildig1 gibi yapildi. Empedans olgtimleri 3.3.8.’de anlatildigi
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen Nyquist diyagramlar1 ve histogramlar Sekil
4.20’de verildi.
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Sekil 4.20. (a) DNA modifiye PGE, (b) DNA-PGE, DNA-PGE yiizeyinde 1:1 karisim olacak sekilde
40 ng/mL (c) OTA: FB1 (1:1), (d) ZEN: FB1 (1:1), (¢) DON: FB1 (1:1) elde edilen
(A) Nyquist diyagramlari, (B) Ortalama Ret degerlerini (n=3) gosteren histogramlar.
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5. TARTISMA
5.1. IL-CA Modifiye PGE ile miRNA-34a Tayinine Yoénelik Biyosensorlerin

Tasarimi ve Uygulamalarina Iliskin Bulgular ile ilgili Tartisma

51.1. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE Yuzeylerinin Empedimetrik

Davramsinin incelenmesine Ait Bulgular ile Ilgili Tartisma

Bu c¢alismada, PGE, CA-PGE ve %20 IL modifiye CA-PGE'nin
empedimetrik ylizey karakterizasyonunu, CA aktivasyonu ve IL modifikasyonunun
PGE yiizeyine sagladigi avantajlar1 gosterebilmek amaciyla EIS teknigi ile
gerceklestirildi (Sekil 4.1). PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE yuzeyleri icin olgllen
ortalama Rct degerleri sirastyla, 103,26 + 23,14 Ohm
(% RSD, % 22,41, n = 3), 254,00 £ 49,56 Ohm (% RSD, % 19,51, n = 3) ve
15,67 £ 3,07 (% RSD, % 19,58, n = 3) olarak ol¢lldi. CA-PGE yizeyine IL
modifikasyonundan sonra, Rct'de % 93,83 azalma kaydedildi (Sekil 4.1.-b, c).
Meydana gelen bu azalma ile IL modifikasyonunun CA-PGE yuzeyinin
iletkenliginde bir artisa neden oldugunu gostermektedir. Literatlirdeki Onceki
calismalarin sonuglariyla benzer olarak (Sengiz et al., 2015; Eksin et al., 2013a) IL-
CA-PGE yiizeyi ve redoks probu igindeki elektroaktif tiir arasinda meydana gelen
ara yuzey elektron transferinde iletkenlige bagli olarak bir artis olmasi sebebiyle

Rct degerinde bir azalis gozlendigine karar verildi.

5.1.2. PGE, CA-PGE ve Farkh Konsantrasyonlarda IL Modifiye Edilmis
IL-CA-PGE Yduzeylerinin CV Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak

Incelenmesine Ait Bulgular ile ilgili Tartisma

PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE'nin elektrokimyasal yuzey karakterizasyonu
CV yontemiyle voltametrik olarak da gergeklestirildi (Sekil 4.2). PGE, CA-PGE ve
% 20 IL modifiye CA-PGE'nin ortalama anodik pik akimi (Ia) sirasiyla,
81,95 + 4,33 pA (% RSD, % 5,29, n = 3), 60,07 £ 2,68 YA (% RSD, % 4,46,
n = 3) ve 122,33 + 10,64 pA (% RSD, % 8,70, n = 3) olarak o6lcildi. CA-PGE
yizeyine IL modifikasyonundan sonra anodik pik akiminda % 103,60 artis
kaydedildi (Sekil 4.2. b—d). PGE ve CA-PGE ile dlcilen sinyallere kiyasla IL
modifiye yiizeyde 6l¢iilen akim degeri [a'da bir artig gézlenmisti; bunun sebebi, IL,
elektron transferini hizlandirip arttirmasi nedeniyle sinyalin artis1 seklinde

aciklanabilir.
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IL konsantrasyonunun ortalama anodik pik akimi (Ia) lizerindeki etkisini
gormek icin % 5, % 10, % 15, % 20, % 25 ve % 30 olmak iizere gesitli IL
konsantrasyonlarinda CV o6l¢timii gerceklestirildi. Farkli konsantrasyonlarda IL
modifiye edilmis elektrotlarda CV dlgtimleri sonrasinda elde edilen devreden gegen
yiik miktar1; Q (C), anodik pik akimi (Ia), katodik pik akimi (Ic) ve her bir elektrot
icin hesaplanan yiizey alani (A) degerleri Tablo 4.1°de gosterildi. % 5,
% 10, % 15, % 20, % 25 ve % 30'luk IL ile anodik pik akimlar1 (Ia) sirasiyla, 112,10
+ 4,60 pA (% RSD, % 4,11, n = 3), 116,10 + 4,45 pA, ( % RSD, % 3,83,
n = 3), 120,500 + 7,60 pA (% RSD, % 6,73, n = 3), 122,33 + 10,64 pA (% RSD,
% 8,70, n = 3), 115,10 + 7,00 pA (% RSD, % 6.07, n = 3) ve 116,23 + 5,37 pA (%
RSD) % 4,62, n = 3) olarak 06lgiildi. Anodik pik akimindaki en fazla artis
% 20 IL konsantrasyonunda gozlendi. Ayrica, CA-PGE ylizeyine kiyasla % 20 IL
modifiye elektrot yiizeyinde % 50’lik bir artis s6z konusudur ve % 20 IL modifiye
elektrodun yiizey alan1 0,38 cm? olarak hesaplandi. Bu nedenle % 20 IL

kosantrasyonunun optimum olduguna karar verildi.

5.1.3. IL Modifikasyon Siiresindeki Degisimin Yamita Olan Etkisinin

Empedimetrik Yontemle Incelenmesine Ait Bulgular ile ilgili Tartisma

CA-PGE yuzeyine IL immobilizasyon suresindeki degisimin, EIS teknigiyle
optimize edildi (Sekil 4.3). Modifiye edilmemis PGE, CA-PGE, 15, 30 ve
60 dakika IL modifiye edilen CA-PGE'ye ait Olgulen ortalama Rct degerleri
sirasyla, 103,94 + 22,44 Ohm (% RSD, %21.59, n = 3), 251,06 + 45,51 Ohm
(%RSD, %18,3, n = 3), 19,67 + 4,04 Ohm (% RSD, %20,55, n = 3), 19,79 + 6.20
(% RSD, %31,32,n=3) ve 21,00 + 8,19 (% RSD, %38,98, n = 3) olarak hesaplandi.
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IL’in ylzeye 15 dakika pasif adsorpsiyonu sonucunda Rct degerindeki en
fazla azalis elde edildi. Bu sirede, Olgilen Rct degerlerinde tekrarlanabilirligin
diger siirelere kiyasla daha iyi olmasi sebebiyle (bagil standart sapma % 20,55
(n=3)) 15 dakika IL immobilizasyon siiresi optimum olarak secildi. Ayrica, bir
biyosensor tasarlanirken hizli yanit alabilmek olduk¢a Gnemli bir parametredir.
Elektrot hazirhi@ ve modifikasyon siireleri  diigtiniildiigiinde tayinin
gerceklestirilebilmesi i¢in gecen toplam siirenin kisa olabilmesi avantajdir.
15 dakika immobilizasyon siresi secilerek toplam analiz siresinin de daha kisa
tutabilecegi diisiiniildii. Bundan sonraki deneylerde, 15 dakika immobilizasyon

suresi kullanildi.

5.1.4. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE Yizeylerine miRNA-34a Prob
Immobilizasyonunun Empedimetrik Yontemle incelenmesine Ait Bulgular ile
flgili Tartisma

IL-CA-PGE yiizeyinin, modifiye edilmemis PGE ve CA ile aktive edilmis
PGE’ye gore avantajinin gdsterilmesi amaciyla, miRNA-34a probun hangi yuzeye
daha iyi baglanacag EIS teknigi ile gosterildi. PGE, CA-PGE ve IL-CA-PGE’ye
mMIiRNA-34a prob immobilize edildikten sonra ortalama Rct degerleri sirasiyla,
691,33 + 153,11 Ohm (% RSD, %22,15, n = 3), 1070,00 + 378,42 Ohm (%RSD,
%35,37, n = 3) ve 314,00 £ 43,65 Ohm (% RSD, %13,90, n = 3) olarak ol¢uldu.
Rct degerlerine bakildiginda, PGE’ye gore prob-PGE’de 7,23 kat artis, CA-PGE’ye
gore prob-CA-PGE’de 4,19 kat artis ve IL-CA-PGE’ye gore prob-1L-CA-PGE’de
19,52 kat artis goriildii. En fazla artis IL-CA-PGE ylzeyinde prob immobilize
edildiginde gozlendi. IL-CA-PGE yizeyi ile 6lgiilen Ret degerlerine bakildiginda,
diger yiizeylere kiyasla daha iyi tekrarlanabilirlik (bagil standart sapma % 13,90
(n=3)) elde edildigi tespit edildi. Ayrica her bir elektrot ylizeyi i¢in goriinen kismi
kaplama degeri (0'Sg) (Janek, R.P. and Fawcett, W.R., 1998) Denklem 1’ e gére
hesaplandi ve Sekil 4.4 igerisindeki Tablo’da gosterildi.

05z = 1- [Ret (bare electrode)/Rc: (modified electrode)] Denklem (1)

Yiizeyin iyi bir sekilde kaplandigimi belirlemede 0'Sr degerinin 0,9’dan
yiiksek olmas1 beklenmektedir (Erdem, A. and Congur G., 2013). En yiiksek 0'5g
degeri (0,95) IL-CA-PGE yuzeyine 1 pg/mL prob immobilizasyonu sonucu elde
edildi.
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5.15. PGE, CA-PGE, IL-PGE ve IL-CA-PGE Yuzeylerinin SEM ile
Karakterizasyonuna Yonelik Tartisma

PGE, CA-PGE, IL-PGE ve IL-CA-PGE'lerin ylzeyleri optimum kosullar
altinda SEM ile mikroskobik olarak incenlendi. SEM ile karekterizasyonda elde
edilen goriintiiler, Sekil 4.5’de gosterildi. 50 um’den 5 pm’ye kadar degisen
¢ozliniirliik araliginda elde edilen goriintiiler incelendiginde, PGE yiizeyinin (Sekil
4.5-A) CA ile aktivasyonundan PGE’ye gore daha parlak bir yiizey gézlendi (Sekil
4.5-B). PGE yiizeyine (Sekil 4.5-A) IL modifikasyonundan sonra daha piriizsuz bir
yuzey elde edildigi go0zlendi (Sekil 4.5-C). CA-PGE’nin yuzeyine IL
modifikasyonundan sonra (Sekil 4.5-D) CA-PGE (Sekil 4.5-B) ve
IL-PGE (Sekil 4.5-C) yiizeylerine kiyasla daha homojen kaplanmis bir yiizey

go6zlendi.

5.1.6. miRNA-34a Prob Dizisi Konsantrasyonundaki Degisimin Yanita
Etkisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular ile Ilgili Tartisma

miRNA-34a DNA probu konsantrasyonunu optimize etmek ig¢in, farkli
mMIiRNA-34a DNA probu konsantrasyonlart ve 10 pg / mL miRNA-34a hedefinin
varliginda hibridizasyon ger¢eklestirildi. 0,5 pg/mL, 1,0 pg/mL ve 1,5 pg/mL
mMiRNA-34a probunun yalanci hibridizasyonundan sonra ortalama Rct degerleri
sirastyla, 227,50 £ 4,95 Ohm (% RSD = %2,18, n=3), 238,67 + 24,91 Ohm (% RSD
= %10,44, n=3) ve 344,50 + 45,96 Ohm (% RSD = %13,34, n=3) olarak olculd.
Hibridizasyondan ~ sonra  ise  ortalama  Rct  degerleri strastyla,
689,17 + 83,44 Ohm (% RSD = %12,11, n=3), 815,00 + 331,31 Ohm (% RSD =
%30,42, n=3) ve 604,50 + 101,12 Ohm (% RSD = %16,73, n=3) olarak ol¢uldu
(Sekil 4.6).

1 pg/mL miRNA-34a probu ve miRNA-34a hedef arasinda hibridizasyon
durumunda, Rct degeri, yalanci hibridizasyonda elde edilene kiyasla 2,88 kat daha
yuksek bulundu. Ret degerindeki bu artis, DNA:miRNA hibridizasyonundan sonra
elektrot ylizeyindeki artan negativite ile agiklandi. Ayrica, en yiiksek Rct degeri
miRNA-34a hedef ile 1 pg/mL miRNA-34a probunun hibridizasyonu sonrasinda

gozlendi. Dolayisiyla, optimum prob konsantrasyonu 1 pg/mL olarak segildi.
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5.1.7. Hibridizasyon Siiresindeki Degisimin Yamita Olan Etkisinin

Incelenmesine Yonelik Bulgular ile ilgili Tartiyma

1 ng/mL miRNA-34a DNA probu ve 10 pg/mL miRNA34-a hedef arasindaki
hibridizasyon, 5, 15, 30 dakika olmak iizere ¢esitli hibridizasyon siireleri igin
incelendi (Sekil 4.7). 1 pg/mL miRNA-34a probunun 5 dakikalik yalanci
hibridizasyonundan sonra, ortalama Rct degeri 277,71 + 66,42 Ohm (RSD% =
23.92%, n = 3) olarak Ol¢uldu. 1 pg/mL miRNA-34a probu ve 10 pg/mL miRNA-
34a hedefi arasindaki hibridizasyondan sonra, ortalama Rct degeri 689,40 + 95,95
Ohm (% RSD = % 13,92, n=3) olarak 6l¢uldli. Diger hibridizasyon sirelerine
kiyasla, 5 dakikalik hibridizasyon sonrasinda proba kiyasla Rct degerinde en fazla
artis (2,5 kat) elde edildiginden dolayr 5 dakika hibridizasyon stresi optimum

olarak secildi.

5.1.8. IL-CA-PGE Yiizeyine Hibritin Pasif Adsorpsiyon ile Immobilizasyon
Siiresindeki Degisimin Yamta Etkisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular ile

flgili Tartisma

miRNA-34a DNA probu miRNA34-a hedef arasinda optimum kosullarda
olusturulan hibritin IL-CA-PGE ylizeyine immmobilize edilmesinde optimum
stirenin bulunmasi hedeflendi. Hibrit, 15, 30, 45 ve 60 dakika olmak iizere gesitli
pasif adsorpsiyon surelerinde yiizeye immobilize edildi. (Sekil 4.8). 1 pg/mL
miRNA-34a probu ve 10 pg/mL miRNA-34a hedefinin yalanci hibridizasyonu
sonrasinda pasif adsorpsiyon ile ylizeye 30 dakika immobilizasyonundan sonra,
ortalama Rct degeri, 287,00 + 78,02 Ohm (% RSD = % 27,19, n=3) olarak 6l¢uldu.
Ayni kosullarda hibridizasyon ile Rct degeri, 691,80 + 93,01 Ohm (% RSD = %
13,44, n = 3) olarak o6l¢uldi. 30 dakika immobilizasyon suresinde, hibridizasyon
varliginda dl¢iilen Ret degeri, yalanci hibridizasyon varliginda 6lgiilen Ret degerine
kiyasla daha yiiksek (2,5 kat artig) ve daha tekrarlanabilir olmas1 (% RSD =% 13,44
(n=3)) nedeniyle, bundan sonraki caligmalar i¢in

30 dakika pasif adsorpsiyon stresi optimum olarak secildi.
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5.1.9. Hedef miRNA-34a Konsantrasyonundaki Degisimin Hibridizasyon

Yanmitina Olan Etkisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular ile ilgili Tartisma

Farkli miRNA-34a hedef konsantrasyonlarinda IL-CA-PGE yiizeyinde
gerceklesen hibridizasyona ait Olgiilen Rct degerlerini gosteren histogram ve
kalibrasyon egrisi, sekil 4.9’da gosterildi. 1 pg/mL miRNA-34a DNA probunun
5 dakikalik yalanci hibiridizasyonundan sonra ortalama Rct degeri 342.27 + 97.28
Ohm (% RSD =% 28.42, n = 3) olarak Olculdi. Daha sonra, Rct degerleri,
1 pg/mL miRNA-34a probu ve 2 - 12 pg/mL araliginda hedefin hibridizasyonu
sonrasinda Olclilen ortalama Rct degerleri sirasiyla, 433,00 £ 134,54 Ohm
(% RSD = % 31,07, n=3), 513,50 = 65,76 Ohm (% RSD = % 12,81, n=3),
565,67 = 32,58 Ohm (% RSD = % 5,76, n=3), 622,00 + 47,48 Ohm (% RSD =
% 7,63, n=3), 697,75 £ 106,30 Ohm (% RSD = % 15,23, n=3) ve
542,00 + 123,04 Ohm (% RSD = % 22,70, n=3) olarak 6lculdi. 2-10 pg/mL hedef
konsantrasyonlar1 arasinda ve 5 dakika hibridizasyon siiresi sonrasinda ol¢iilen Ret
degerlerinde kademeli olarak bir artis elde edildi (Sekil 4.9b-f). Yizeye hibritin
baglanmasi ile elektrot yiizeyi ile redoks probundaki elektroaktif tiirler arasindaki
itmeden dolay1 Rct’de artis gozlendi. Hedef dizi konsantrasyonu 10 pg/mL’den
daha yiiksek bir konsantrasyona arttirildig1 zaman, prob ile hedef arasinda verimli
bir sekilde hibridizasyonun gerc¢eklesemedigi ve bu yiizden Rct degerinde azalis
elde edildiginde karar verildi (Sekil 4.9¢g). Bu azaligin sebebi, ortamdaki miRNA-
34a hedef dizinin fazla miktar1, prob ile hibridizasyon sirasinda olusan ¢ift sarmalin
yanlis katlanmasina neden olmasi ve buna bagli olarak redoks probu iyonlarinin
elektrot ylizeyine ulasmalarinin zorlagsmasi seklinde agiklanabilir (Caliskan et al.,
2009a; Dharuman et al., 2005).

Hibridizasyonda her bir miRNA-34a hedef konsantrasyonu icin goriinen
kismi kaplama degeri (0'5r) (Janek et al. 1998) degerleri Denklem 1’ e gore
hesapland1 ve Tablo 4.2’de gosterildi. En yiiksek 0'Sr degeri 0,955 olarak, IL-CA-
PGE yiizeyine 1 pg/mL prob ile 10 pg/mL hedef arasinda olusan hibritin
immobilize edilmesi sonucu elde edildiginden, 10 pg/mL hedef konsantrasyonu ile
hibridizasyonunda, olusan hibritle elektrot yiizeyinin daha iyi kaplandigi sonucuna

varildi.
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Miller ve Miller (2005) tarafindan tanimlanan yonteme gore, 2 - 10 pg/mL

dogrusal miRNA-34a konsantrasyon araliginda hesaplanan
ARct (ARct = Ret(hibridizsyon) — Rct (yalanci hibridizasyon)) degerlerine gore,
Sekil 4.9°da verilen kalibrasyon egrisinden (y = 31,9x + 32,717 ve R? = 0,9916) %
99 giivenilirlikte tayin sinir1, 0,772 pg/mL (40 uL'sinde 4,36 pM) olarak bulundu.
1 pg/mL miRNA-34a prob ile 10 pg/mL miRNA-34a hedefin hibridizasyonu
varliginda en yliksek Rct degeri elde edildiginden, se¢imlilik ¢alismalar1 icin

10 pg/mL miRNA-34a konsantrasyonu optimum olarak secildi.

Tablo 5.1. Elektrokimyasal miRNA analizine yonelik bazi giincel ¢aligmalarin tez

caligmasi ile kiyaslanmasi.

Elektrot miRNA Ydntem Tayin sinir1 Kaynaklar
GO/CA/PGE miRNA-34a EIS 82,36 nM (Erdem et al., 2017)
CNFs/SPE miRNA-34a DPV, EIS 3,12 uM (Erdem et al., 2015)
] EIS, CV,
AuNP/AUE miRNA let-7d 0,17 pM (Tao et al., 2017)
SWV,
MWCNT/ GCE miRNA-155 CV, DPV 1,64 fM (Caietal., 2017)
Spesifik
biyotinlemis
DNA/LNA/MB/ miRNA-21 EIS 0,3 pM (Azzouzi et al., 2017)
AuNP/GCE
) CV, DPV, .
AuNP/MoS,/GCE miRNA-21 EIS 0,086 fM (Shuai et al., 2017)
PPy/PGE miRNA-34a EIS 0,20 pg/mL (Mandli et al., 2018)
GO/CA/PGE miRNA-34a DPV 1,07 uM (Isinetal., 2017)
) 0,772 pg/mL
IL/CA/PGE miRNA-34a EIS Tez ¢alismasi
(0,109 pm)




74

Tablo 5.1°de Ozetlenen literatirdeki elektrokimyasal miRNA analizi igin
rapor edilen bazi ¢alismalar (Isin et al., 2017; Erdem et al., 2015) ile ¢alismamiz
kiyaslandiginda, tayin siirinin daha diisiik oldugu saptandi. Ayrica ¢alismamiz
diger biyosensor sistemleri ile kiyaslandiginda gelistirdigimiz biyosensor
sisteminin AuNP modifiye elektrotlar (Tao et al., 2017; Azzouzi et al., 2017; Shuai
et al., 2017), nanomalzeme modifiye elektrotlar (Shuai et al., 2017; Erdem et al.,
2017.; Cai et al., 2017), polimer modifiye elektrotlar (Mandli and Amine, 2018) ve
baz1 optik biyosensor sistemleri (Vaisocherova et al., 2015) kullanilarak yapilan
daha onceki caligmalarin aksine oldukca diisiik maliyetli ve hizli bir analize imkan

sagladig: tespit edildi.

5.1.10. miRNA-34a Hibridizasyonunda Secimlilik Calismasina Yonelik
Bulgular ile ilgili Tartisma

Empedimetrik miRNA-34a biyosensoriiniin  se¢imliligi, miRNA-155 ve
MiRNA-181b olmak {iizere farkli miRNA dizilerine kars: test edildi. miRNA-34a
DNA probu ve miRNA-34a hedefi, miRNA-181, miRNA-155 arasindaki
hibridizasyon sonrasinda ortalama Rct degerleri sirasiyla, 692,71 + 85,77 Ohm
(% RSD, % 12,38, n = 3), 512,67 + 109,50 Ohm (% RSD, % 21,27, n = 3),
563,20 £ 107,44 Ohm (% RSD, % 19,08, n = 3) olarak ol¢iildii (Sekil 4.10). En
yiiksek ve tekrarlanabilir Rct degeri miRNA-34a spesifik probu ve tamamlayici
MIRNA-34a RNA hedefi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edildi.

5.1.11. Farkl Seyreltme Oranlarinda Hazirlanmis Yapay Serum Ortaminin

Empedimetrik Davramisinin incelenmesine Yonelik Tartisma

Yapay serum ortami (FBS) farkli oranlarda (1: 1, 1:5, 1:10 ve 1:20) PBS ile
seyreltildi. miRNA-34a’y1 yapay serum igerisinde tayin ederken, diger tiirlerin

girisiminin en az oldugu 1:10 oraninda seyreltilmis FBS ortami secildi (Sekil 4.11).
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5.1.12. Yapay Serum Ortaminda Hedef miRNA-34a Konsantrasyonu
Calismasina Yonelik Bulgular ile Tlgili Tartisma

miRNA-34a DNA probu ve miRNA-34a RNA hedefi arasindaki
hibridizasyon, 2 - 12 upg/mL arasinda degisen farkli miRNA-34a hedef
konsantrasyonlarmin varliginda FBS ortaminda gerceklestirildi. Rct degerinde,
10 pg/mL miRNA-34a konsantrasyonuna (Sekil 4.12f) kadar artis gozlendi.
12 pg/mL miRNA-34a konsantrasyonunda ise Rct degerinde azalis gézlendi (Sekil
4.129).

Miller ve Miller (2005) tarafindan tanimlanan yonteme gore, 2 - 10 pg/mL
dogrusal miRNA-34a konsantrasyon araliginda hesaplanan
ARct (ARct = Ret(hibridizsyon) — Rct(yalanct hibridizasyon)) degerlerine gore,
Sekil 4.12°deki kalibrasyon egrisinden (y = 39,826x + 22,071 ve R? = 0,9920)
% 99 giivenilirlikte tayin siniri, 0,826 pg/mL (40 pL'sinde 4,68 pM) olarak
bulundu. Yapay serum ortaminda duyarli bir sekilde miRNA-34a tayini
gerceklestirildi.

5.1.13. Yapay Serum Ortamiminda miRNA-34a Hibridizasyonunda Se¢imlilik
Calismasina Yonelik Bulgular ile Tlgili Tartisma

Empedimetrik biyosensoriin se¢imliligi, 1:10 oraninda seyreltilmis FBS: PBS
varliginda miRNA 155 ve miRNA 181b'ye karsi test edildi. miRNA-34a prob ile
miRNA-34a hedef, miRNA-181b, miRNA-155 ile yapay serum ortaminda
hibridizasyon sonrasinda ortalama Rct degerleri sirasiyla,
861,43 + 98,60 Ohm (% RSD, % 11,45, n=3), 605,97 + 65,36 Ohm (% RSD,
% 10,79, n=3), 673,25 £ 174,34 Ohm (% RSD, % 25,90, n=3) olarak o6l¢iildii (Sekil
4.13). miRNA-34a hedef ile hibridizasyon sonrasinda proba gore Rct degerinde %
64,2 artig gozlenirken, miRNA-181b ve miRNA-155 ile proba gore sirasiyla %
14,20 ve % 27,91 artis gbzlendi. Sonug olarak yapay serum ortaminda, miRNA-34a
secimli ve duyarl bir sekilde tayin edildi.
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52. DNA Immobilize Edilmis Kalem Grafit Elektrot Yiizeyinde
Fumonisin B1- DNA Etkilesiminin Empedimetrik Yontemle incelenmesine
Iliskin Tartisma
5.2.1. DNA Konsantrasyon Cahsmasima Yo6nelik Bulgular ile lgili Tartisma
PGE yuzeyi icin en uygun DNA konsantrasyonunun belirlenmesi amaglandi.
Farkli konsantrasyonlarda DNA immobilize edilmis elektrotlar ile EIS teknigi
kullanilarak Rct degerleri olgiildi. PGE, yuzeyine 2,5, 5, 7,5, 10 ve
12,5 pg/mL DNA modifiye edildikten sonra 6lgllen Rct degerleri sirasiyla, 110,56
+ 23,53 Ohm (% RSD, % 21,29, n = 3), 686,67 + 133,82 Ohm (% RSD,
% 19,49, n = 3), 112140 = 121,06 Ohm (% RSD, % 10,86, n = 3),
1492,57 £+ 336,33 Ohm (% RSD, % 22,53, n = 3), 1948,67 + 250,65 Ohm
(% RSD, % 12,86, n = 3) ve 1606,50 + 491,31 Ohm (% RSD, % 26,10, n = 3)
olarak hesaplandi.

DNA immobilizasyonu sonrast Rct degerinde artis gozlendi (Sekil 4.14).
Elektrot yiizeyinin DNA ile kaplanmasindan sonra Rct degerinde meydana gelen
artisin nedeni, DNA’da bulunan negatif yiiklii fosfat gruplari ile anyonik redoks
probu arasindaki itme kuvvetinin artmasi sonucu direncin artmasidir (Erdem, and
Congur, 2013). 2,5 — 10 pg/mL DNA konsantrasyon araliginda Rct degerindeki en
fazla artig, 1yl bir tekrarlanabilirlik ile PGE yiizeyine 10 pg/mL DNA
immobilizasyonu sonrasinda gézlendigi i¢in, optimum DNA konsantrasyonu 10

pg/mL olarak segildi. 12,5 pg/mL’ de ise Rct degerinde azalig saptandi.

Miller ve Miller (2005) tarafindan tanimlanan yonteme gore, 2,5 - 10 pg/mL
dogrusal DNA konsantrasyonu araliginda, Sekil 4.15’deki kalibrasyon egrisinden
(y = 166,29x + 273,04 ve R? = 0,998) % 99 giivenilirlikte tayin siniri,
0,105 pg/mL olarak hesaplandi.

5.2.2. Fumonisin B1 Konsantrasyon Calismasina Yonelik Bulgular ile Tlgili
Tartisma

Farkli konsantrasyonlarda FB1 immobilize edilen PGE’ler ile EIS teknigi
kullanilarak 6lgtimler alind1 (Sekil 4.16). 10, 20, 30, 40 ve 50 ng/mL FB1 modifiye
PGE’ler ile Rct degerleri sirasiyla, 359,80 + 71,43 Ohm (% RSD,
% 19,85, n = 3), 425,75 * 55,13 Ohm (% RSD, % 12,95, n = 3), 465,00 + 65,32
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Ohm (% RSD, % 14,05, n = 3), 519,00 + 110,62 Ohm (% RSD, % 21,31, n=3) ve
505,80 * 109,46 Ohm (RSD%, % 21,64, n=3) olarak 6l¢uldu.

Rct degerinin  10-40 ng/mL FBI1 konsantrasyon araliginda arttigi,
50 ng/mL FB1 konsantrasyonunda ise azaldig: tespit edildi (Sekil 4.16) FB1’in
yapisinda bulunan karboksil gruplarina bagli olarak elektrot ylizeyindeki
negativitenin arttigi; dolayisiyla anyonik redoks probu ile elektrot yilizeyi arasindaki
itme kuvvetinin artmasina bagh olarak direngte artis gézlendigi sonucuna varildi.

Buna gore, optimum FB1 konsantrasyonu 40 ng/mL olarak secildi.

Miller ve Miller (2005) tarafindan tanimlanan yonteme gore, Sekil 4.17°de
verilen kalibrasyon egrisinden (y = 5,1685x + 313,18 ve R? = 0,991) % 99
guvenilirlikte, 10-40 ng/mL dogrusal FB1 konsantrasyon araliginda, tayin siniri,
3,69 ng/mL olarak hesaplandi.

Tablo 5.2. FBI analizine yonelik bazi gilincel ¢alismalarin tez g¢alismasi ile
kiyaslanmas.

Elektrot Ydntem Tayin simir1 Kaynaklar
Antl-FBl/A.\.uNP modifiye Immunokromat-ograﬁk 2 ng/mL (Yuetal., 2015)
ylzey kart testi
Immiinokromatografik 5 na/mL (Venkataramana et
kart testi g al., 2014)
Anti-FB1/AuNP/MB ..
m L N ) Floresan rezonans enerji 0,01 ng/mL (Wu et al., 2013)
modifiye ylzey . R
transferine dayali yontem
Anti-
FB1/AuNP/GRP/Tiyonin/G Amperometri 1 pg/mL (Shi etal., 2015)
CE
Anti- DPV 4,20 ng/mL (Lu et al., 2016)
FB1/AuNP/PPY/ERGO/SPE ' g a
Anti- DPV 2 pg/mL (Yang et al., 2015)
FBL/SWCNT/CHIT/GCE Pg getal,
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Elektrot Yontem Tayin smir1 Kaynaklar
(Masikini et al.,
Anti-FB1/ PDMA/ EIS 3,80 pg/L 2016)
MWCNT/ GCE
FB1 aptam(?‘r/TIOrSIhkon Floresans yogunluguna 0.21 pg/mL (Liu et al,, 2018)
ylzey dayal1 yontem
FB1 aptamer/ AuNP/ GCE EIS 2 pM (Chen et al., 2015)
FB1 aptameTigEynadifiyS DPV 15nM (Cheng et al., 2018)
ylizey
- SPR 2 pa/kg (Joshi et al., 2016)
PGE EIS 3,69 ng/mL Tez galismasi
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Tablo 5.2°de Ozetlenen literatlirdeki FB1 analizi i¢in rapor edilen bazi
caligmalar (Venkataramana et al., 2014; Lu et al., 2016) ile tez ¢alismasinin
sonuglar1 kiyaslandiginda, tayin sinirinin daha diisiik oldugu saptandi. Ayrica tez
caligmasinda gelistirilen biyosensor, diger biyosensor sistemleri ile kiyaslandiginda
AuNP modifiye elektrotlar (Shi et al., 2015; Lu et al., 2016; Chen et al., 2015),
nanomalzeme modifiye elektrotlar (Yang et al., 2015; Cheng et al., 2018.; Shi et
al., 2015; Lu et al., 2016), polimer modifiye elektrotlar (Lu et al., 2016; Masikini et
al., 2016), ayrica literatiirde rapor edilen immunokromatografik sistemler (Yuetal.,
2015; Venkataramana et al., 2014), aptamer temelli biyosensorler (Liu et al., 2018;
Chen et al., 2015; Cheng et al., 2018) ve baz1 optik biyosensor sistemlerine (Liu et
al., 2018; Joshi et al., 2016; Wu et al., 2013) dayali1 6nceki ¢alismalarin aksine

oldukca diisiik maliyetli ve hizli bir analize imkan sagladig tespit edildi.

52.3. PGE, DNA-PGE, FB1-PGE ve FB1-DNA-PGE Yduzeylerinin
Empedimetrik Davramisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular ile ilgili
Tartisma

PGE, FB1 modifiye PGE, DNA modifiye PGE ve FBI1 ile etkilesme
calismasinin yapildigt DNA modifiye PGE ile 6l¢iilen ortalama Rct degerleri
sirastyla, 110,56 + 23,56 Ohm (% RSD, % 21,29, n = 3), 519,00 + 110,62 Ohm (%
RSD, % 21,31, n = 3), 1948,67 + 250,65 Ohm (% RSD, % 21,86, n = 3) ve 2684,88
+ 389,79 Ohm (% RSD, % 14,52, n = 3) olarak hesaplandi. FB1 modifiye PGE ile
oOlgiilen Rct degeri, DNA modifiye PGE ile 6l¢iilen degere gore daha diisiik oldugu
g6zlendi. Buradan, yiizeyde DNA oldugunda FB1’in DNA ile etkilesime girerek
yuzeye ¢ok daha fazla tutundugu sonucuna varabiliriz. DNA modifiye PGE ile FB1
elektrot ylizyinde etkilestikten sonra, DNA modifiye PGE’ye kiyasla Rct degerinde
% 40,18' lik bir artis gozlendi (Sekil 4.18b-d).

FB1’in DNA iizerinde genotoksik etki gosterdigi literatlirde rapor edilmistir
(Ehrlich et al., 2002). FB1’in DNA iizerinde klastojenik (kromozomlarda yapisal
degisikliklere sebep olma) etkiye sahip oldugunu belirten bazi ¢alismalar mevcuttur
(Klaric et al.,, 2008). Calismamizda, DNA ile FB1 arasindaki -etkilesim
empedimetrik yontemle tayin edildi. DNA’nin seker-fosfat omurgasinda bulunan

negatif yiikli fosfat gruplart ve FB1’in DNA’ya baglanmasiyla mikotoksinin
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yiizeyinde bulunan karboksil gruplarinin negativitesiyle, kiimiilatif olarak elektrot
ylzeyinde negativitenin artmasi ve anyonik redoks probundaki negatif yiikler

arasindaki itme kuvvetinin artmasi nedeniyle, Rct degeri arttig1 sonucuna varildi.

5.2.4. Fumonisin B1-DNA Etkilesim Siiresindeki Degisimin Biyosensoriin

Yanmitina Etkisinin incelenmesine Yonelik Bulgular ile Tlgli Tartiyma

Optimum konsantrasyonlarda DNA (10 g¢g/mL) ve FB1 (40 ng/mL)
kullanilarak 1, 3, 5, 15 ve 30 dakika olacak sekilde EIS yontemi ile etkilesim siiresi
caligildi (Sekil 4.19). DNA-PGE’nin FB1 ile etkilesimi oncesi ve 3 dakika
etkilesimi sonrasinda, dlgiilen ortalama Rct degerleri sirasiyla, 1915,00 + 415,88
Ohm (% RSD, % 21,68, n =3) ve 2684,88 + 389,73 Ohm (% RSD, % 14,52, n =3)
olarak hesaplandi. Diger siirelere kiyasla 3 dakika sureyle etkilesimden sonrasinda
en yliksek Rct degeri elde edildi. 3 dakika etkilesim sonrasi 6l¢iilen Ret degerinin
etkilesim Oncesi Olgiilen Rect degerinden 1,4 kat daha yiiksek oldugu gozlendi.

Dolayisiyla, optimum etkilesim siiresi 3 dakika olarak belirlendi.

5.2.5. Farkh Mikotoksinler Varhginda Secimlilik Calismasina Yonelik
Bulgular ile Ilgili Tartisma

Empedimetrik biyosensoriin se¢imliligi, sirasiyla OTA, ZEN ve DON olmak
uzere farkli mikotoksinlerin FB1 ile 1:1 karigim1 varliginda test edildi. OTA, ZEN
ve DON, FBI1 ile bir arada bulunma olasiligi en fazla olan mikotoksinler
oldugundan secimlilik c¢alismasi, mikotoksinlerin karisiminda gergeklestirildi.
DNA modifiye PGE’nin FB1 ile etkilesimi dncesi ve sonrasi 6l¢iilen Rct degerleri
ile FB1 ile diger toksinler OTA, ZEN, DON (1:1) karisiminda etkilesim sonrasi
oOlgiilen Ret degerleri sirasiyla, 1830,98 + 420,99 Ohm (% RSD, % 22,99, n = 3),
2555,57 + 416,81 Ohm (% RSD, % 16,31, n = 3), 2085,33 + 316,51 (% RSD, %
15,18, n = 3), 2122,25 + 42484 Ohm (% RSD,
% 20,02, n= 3) ve 2110,50 * 533,13 (% RSD, % 25,26, n = 3) olarak hesapland:.
Rct degerinde en fazla artis (% 39,57), FB1’in DNA ile etkilesimi sonrasinda elde
edildi (Sekil 4.20a-b). FB1’in OTA, ZEN ve DON ile karisimlarinda DNA ile
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etkilesimi sonrasinda Rct degerinde sirasiyla % 13,89, % 23,70, % 22,56 artis
hesaplandi. Tasarlanan elektrokimyasal biyosensoriin farklt mikotoksinlerin

karigimi varliginda FB1'e se¢imli bir davranis gosterdigine karar verildi.
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6. SONUCLAR

Tez calismamizin ilk bdliimiinde kanser ve Alzheimer gibi 6nemli
hastaliklarin erken teshisinde bir biyobelirte¢ olarak tanimli miRNA-34a’nin
empedimetrik yontemle tayin edilmesi amaciyla kalem grafit elektrot yiizeyi
(PGE), kovalent baglayict ajan (CA) ve iyonik sivi (IL) ile modifiye edilerek tek
kullanimlik miRNA biyosensorii tasarlanmistir. Biyosensor ylizeyinin mikroskobik
karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gerceklestirilmistir.
Elektrokimyasal karakterizasyonu ise doniisiimli voltametri (CV) ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile yapilmistir. Gelistirilen
biyosensor ile deneysel kosullar optimize edildikten sonra se¢imli ve duyarl bir
sekilde miRNA-34 tayini EIS teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Prob ve
hedef dizinin hibridizasyonu sonrasi elektrot yilizeyine modifiye edilen hibrit
yapisindaki negatif yiiklii fosfat gruplari nedeniyle ylizeyde negativitede artis
meydana gelmistir. Elektrot yilizeyindeki artan negativite, Ol¢lim ortamindaki
redoks probu c¢ozeltisinde bulunan negatif yiikler ile itme kuvveti olusturup,
direncte artisa neden olmustur. Tek basina prob dizi immobilize edilmis elektroda
kiyasla hibrid immobilize edilmis elektrot yiizeyindeki negatif yiikiin daha fazla
olmasi nedeniyle, redoks prob c¢ozeltisi ile elektrot yiizeyi arasindaki itme
kuvvetindeki artis incelenerek EIS teknigi ile elde edilen Rct degerleri kiyaslanmasi
sonucu hibridizasyon tayin edilmistir. Optimize edilen kosullarda, gelistirilen
biyosensor ile yapay serum (FBS) ortaminda miRNA-34a tayini incelenerek
uygulanabilirligi arastirilmistir. Yapay serum ortaminda miRNA-34a analizlerine
yonelik bir sensor teknolojisi gelistirilmis ve 0,826 pg/mL gibi diisiik tayin sinirina
ulasilmistir. Farkli miRNA dizileri (miRNA-155, miRNA-181b) varliginda
mMIRNA-34a tayini se¢imli bir sekilde gergeklestirilmistir. Elde ettigimiz sonuglar,
empedimetrik miRNA tayinine yonelik onceki ¢aligmalarin sonuglariyla benzerlik
gostermektedir (Erdem et al., 2017; Mandli and Amine, 2018; Azzouzi et al., 2017,
Kilicetal., 2016). Gergeklestirilen bu ¢aligsma, IL modifiye edilen PGE kullanilarak
miRNA tayinin hizli ve giivenilir bir sekilde yapilmasina olanak sagladig: icin,
gelecekte piyasaya sirilecek olan ¢ip teknolojilerine uygulanabilecek bir 6n
calisma niteligindedir. Bu calisma ile saglik alaninda kullanilabilecek diisiik

maliyetli, tek kullanimlik ve duyarh bir
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MIRNA-34a sensoriiniin  gelistirilebilecegi gosterilmistir. Calismamiz IL-CA
modifiye PGE ile empedimetrik yontemle miRNA-34a’nin analizlendigi bir

calisma olup, literatiirde benzer bir ¢calismaya henliz rastlanmamustir.

Calismamizin Fumonisin B1 ve DNA etkilesminin elektrokimyasal tayinine
yonelik kisminda, kalem grafit elektrotlar kullanilarak EIS teknigi ile etkilesim
tayini gerceklestirilmistir. Kalem grafit elektrot yiizeyine tek basina FBI1
baglandiginda ve tek basina DNA baglandigindaki Rct degerleri arasindaki
farklanma yorumlanarak biyosensorin elektrokimyasal karakterizasyonu ve
optimizasyonu yapilmistir. Optimum olarak belirlenen DNA ve FB1
konsantrasyonlarinda  etkilesim caligmalar1  gerceklestirilmistir.  Etkilesim
oncesinde, DNA immobilize edilmis PGE ile DNA’daki fosfat gruplarindaki
negatif yiiklerden dolayr ortamdaki redoks probunda bulunan negatif yikler
arasindaki itme kuvvetine baglh diren¢ artist goézlenmistir. Etkilesim sonrasinda
FB1’in yapisinda bulunan karboksil gruplarindan dolay1 yiizeyin negativitesi daha
da artmis, dolayisiyla Rct degerinde daha fazla bir artis gozlenmistir. Literatirde
ilk kez FB1-DNA etkilesimi empedimetrik olarak gosterilmistir. FB1’in bir
sekonder metabolit olarak 6zellikle hayvan yemlerinde dogal suregte olusumu ile
hayvanlar, dogrudan ve dolayli olarak etkilenen insanlar iizerinde ciddi hasarlara
neden olmaktadir. FBI-DNA etkilesiminin aydinlatilmasi, FB1’in &zellikle

genotoksik etkisinin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir.

Biyomolekiiler etkilesimin elektrokimyasal algilanmasina yonelik olan tez
caligmamizda, IL modifiye edilmis kovalent baglayiciyla zenginlestirilmis tek
kullanimlik kalem grafit elektrotlar (IL-CA-PGE) kullanilarak miRNA-34a tayini,
pratik, ekonomik, hizli, duyarli ve se¢imli bir sekilde ger¢eklestirilmistir. Ayrica
tek kullanimlik kalem elektrotlar ile genotoksik 0zellikte bir mikotoksin olan FB1
ve FBl’in DNA ile etkilesimi elektrokimyasal olarak tayin edilmistir. Tez
calismamizda gelistirilen tek kullanimlik biyosensor sistemleri ile yerinde analiz
yapabilme imkani verebilecek, hizli, pratik, duyarli ve sec¢imli analizlerin

gergeklestirilebilecegi 6ngoriilmektedir.
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	Gerilim uygulanan elektrot sisteminde, kapasitif ve faradayik olmak üzere 2 tür akım meydana gelir.
	Kapasitif akım (ic) : Çalışılan elektrodun bir elektrolit çözeltisine daldırılıp ve negatif yükle yüklenmesinden sonra çözeltide bulunan pozitif yüklü iyonlar elektrot yüzeyine doğru çekilir. Dolayısıyla ara yüzeyde gerilimde farklanma gerçekleşir. Te...
	Faradayik akım (if): Tepkimeden kaynaklanan akımdır.
	i = if + ic olduğundan ic azalıdıkça duyarlılık artar.
	Çoğunlukla, 10-3 M ve üstünde; ic< if koşulu sağlanır ve çalışılabilir. 10-4 M’da nispeten iyi sonuç alınır. 10-5 M ve üstünde; ic>> if olduğundan çalışmak uygun değildir.
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	Tespit sınırı: Biysensörün tespit edebileceği en az analit konsantrasyonudur.
	Kullanım ömrü: Biyosensörün, performansında belirgin bir azalış gerçekleşmeden devam ettirdiği çalışma ömrünü ifade eder.
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	Organizmanın genetik bilgisini içeren ve kalıtımda rol oynayan organik bir molekül olan DNA’nın yapısını, Watson, Crick, Wilkins ve Franklin 1950 yıllarında hazırladıkları modeller üzerine açıklamaya çalışmışlardır. Buna göre DNA molekülü, sarmal şekl...
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	Prob: Baz dizisi belirlenmiş olan oligonükleotitlerdir.
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